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ÖZET

 Fungal hücre duvarı ve böcek dış iskeleti temel yapı bileşeni olarak kitin içerdiğinden

kitinaz enzimleri hem çeşitli bitki hastalıklarına neden olan fitopatojen funguslara hem de

zararlı böceklere karşı biyolojik kontrol ajanı olarak kullanılma potansiyeline sahiptirler.

Bu çalışmada, doğal olarak ölmüş Helicoverpa armigera larvasından Serratia

marcescens bakterisi izole edildi. Bu bakteriden kitinaz A, B ve C enzimlerini kodlayan

genler ( chiA, chiB ve chiC) dejenerat primerler kullanılarak PCR ile çoğaltıldı. Çoğaltılan

genlerin nükleotid dizilimini belirlemek için PCR ürünleri pGEM-T Easy klonlama vektörüne

klonlandı ve dizin analizine gönderildi. Dizin analizi yapılan kitinaz A, B ve C genlerinin

DNA ve aminoasit sıraları literatürdeki mevcut kitinaz genlerinin DNA ve aminoasit sıraları

ile karşılaştırıldı.

Analiz sonuçları bu çalışmada izole edilmiş S. marcescens bakterisine ait chiA geninin

literatürde ki S.marcescens (BJL200) chiA genine %99, chiB’nin literatürde ki S.marcescens

(BJL200) chiB genine %97 ve chiC’nin ise literatürde ki S. marcescens chiC1 genine %96

oranında benzer olduğunu gösterdi.  Dizin analizi yapılan bu kitinaz genleri pET-28a(+)

ekspresyon vektörüne klonlanarak Escherichia coli’de proteinleri ekspres edildi. Ekspres

edilen proteinler saflaştırılarak, SDS-PAGE analizine tabi tutuldular. Bu analiz sonucunda

chiA genine ait 57kDa’luk, chiB genine ait 53kDa’luk ve chiC genine ait 50kDa’luk protein

bantları jel üzerinde belirlendi. Elde edilen enzimlerin en iyi çalıştığı pH ve sıcaklık

aralıklarına bakıldı. Buna göre; kitinaz B’nin en iyi pH 9 ve 35oC sıcaklıkta, kitinaz C’nin ise

pH 8,5 ve 33 oC sıcaklıkta aktivite gösterdiği belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Serratia marcescens, chiA, chiB, chiC, Kitinaz üretimi, 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 chiC1 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 35oC and chitinase C has activity pH 8,5 ve 33
oC.

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

1.1. Enzimler

Enzimler, canlı organizmada oluşan tüm reaksiyonların hızlı bir şekilde koordine

edilmesini sağlayan protein ana yapılı spesifik biyokatalizörlerdir. Tüm canlılarda bulunan bu

enzimler hücrelerde gerçekleşen birçok biyokimyasal reaksiyonun katalizini canlı hücreye

zarar vermeden ve hızlı bir şekilde gerçekleştirir. Enzimler metabolizmada yapım, yıkım,

hidroliz, elektron aktarımı gibi olaylarda görev alırlar. Kimyasal katalizörlere kıyasla sahip

oldukları katalitik güç, spesifiklik ve düzenlenebilirlik özelliklerinden dolayı da avantajlı

moleküllerdir. Uygun koşulların sağlanması durumunda enzimler in vitro olarak da katalitik

etki gösterebildikleri için pek çok alanda da kullanılabilmektedirler.

Enzimler binlerce yıl öncesinden bu yana insanlığa hizmet etmiş olup ilk

biyoteknolojik işlemler olarak kabul edilen ekmek, yoğurt, bira, şarap, peynir gibi ürünlerin

hazırlanmasında bilinmeden kullanılmışlardır. Geçtiğimiz yüzyıldan itibaren ise enzim

alanında yapılan çalışmalar arttırılmıştır. Spallanzani (1783) tarafından atmaca mide suyunun

eti yumuşattığının bulunması, Kirchoff (1811)’un buğday nişastasının zamanla dekstrin ve

şekerlere dönüştüğünü belirlemesi, Robiquet, Boutron ve Chaland (1830)’ın amigdalinin acı

badem tarafından hidrolizlendiğini keşfetmeleri, Payen ve Persoz (1833)’un nişastayı şekere

dönüştüren bir maddeyi alkol çöktürmesiyle elde etmeleri ve hücre dışı enzimatik aktivitenin

varlığının anlaşılması enzimoloji alanında yapılan ilk temel çalışmalar olmuştur (Aehle,

2004).

Enzimler keşfedildikleri ilk yıllarda ferment olarak adlandırılmış olsa da ilk kez

Berzelius (1838) enzimler için katalizör (biyokatalizör) ifadesini kullanmış ve ardından

Künhe (1878) enzim terimini kullanan ilk kişi olmuştur. 1800’lü yılların sonuna doğru Emil

Fischer enzimlerin substratlarına olan özgünlüklerini ortaya koyarak anahtar-kilit modelini

tanımlamış ve bazı temel kavramların enzimoloji alanına girmesini sağlamıştır. Summer

(1926)’ın kristalize formda üreaz enzimini ilk olarak elde etmesiyle enzim saflaştırma ve

kristallendirme çalışmaları hız kazanmıştır. 1950 yılına dek pepsin, tripsin ve kimotripsin gibi

proteolitik enzimlerin bulunduğu pek çok enzim saflaştırılarak kristalize edilmiştir. Svedberg

tarafından gerçekleştirilen ultrasantrifüj tekniği ile enzimlerin molekül kütlelerine göre

ayrımının yapılabileceğinin belirtilmesi, 1960 yılında rübonükleazın aminoasit dizisinin
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aydınlatılması, 1965 yılında lizozimin 3 boyutlu yapısının X-ışınları kristalografisi ile

belirlenmesi enzimlerin kimyası ve yapısı alanındaki ilk çalışmalar olmuştur. 1950-1960

yılları arasında yapılan enzimolojik çalışmalardan enzimlerin yapısal esnekliği ile ilgili

bilgiler ortaya çıkmış ve 1958 yılında Koshland, enzimlerin katalitik gücü ve özgünlüğünü

açıklamak üzere indüklenmiş uyum (induced fit) modelini önermiştir. Aminoasit

prekürsörlerinden ribonükleaz enziminin kimyasal olarak sentezi ilk kez Merrifield ve

arkadaşları (1969) tarafından gerçekleştirilmiştir. Bu alanda yapılan önemli bir gelişme

olmamasına rağmen hazırlanan preparatın katalitik aktivitesi ve kimyasal saflığı oldukça

düşük olmuştur. Enzimler kullanım amaçlarına göre 3 grupta toplanabilirler.

1-Üretime yönelik çeşitli reaksiyonların katalizinde kullanılan saflık dereceleri düşük

olan endüstriyel enzimler,

2-Bilimsel araştırma ve analitik amaçla kullanılan saflık dereceleri yüksek analitik

enzimler,

3-Çeşitli fizyolojik hastalıkların tedavisinde kullanılan ve saflık derecesi oldukça

yüksek klinik enzimler.

1.2. Enzimlerin Yapısı

Enzimler kimyasal yapı bakımından protein ana yapılı moleküllerdir. Fakat bazı

enzimlerde, proteine, protein olmayan daha küçük organik veya anorganik moleküllerin

bağlanmasıyla oluşmuş proteid yapısı da söz konusudur. Enzimin sadece proteinden oluşmuş

ve kofaktörleri içermeyen inaktif kısmına apoenzim, tüm kofaktörleri ve koenzimleri içeren

katalitik aktif kısmına ise haloenzim denir. Enzimlerin aktivite gösterebilmeleri için gerekli

olan, protein yapıda olmayan, genellikle metal iyonlarından (Fe+2, Mn+2, Zn+2 gibi) oluşan

yan gruplarına kofaktör denir. Koenzim ise, enzimlerin aktivite gösterebilmek için gereksinim

duydukları kompleks organik moleküllerdir.

Enzimlerin protein kısmı diğer doğal proteinlerde olduğu gibi 20 doğal amino asitin

peptid bağlarıyla bağlanmas sonucu oluşmuştur. Ancak çoğu enzimde, translasyon sonrası

modifikasyonlar sonucu protein zincirinde yer alan amino asitlerin yan zincirlerinde (R-

grupları) bazı kimyasal değişiklikler meydana gelebilmektedir. Bu durumda protein zincirine

karbonhidrat, lipid, çeşitli organik moleküller veya metal iyonları bağlanmaktadır. Enzimlerin

yapılarının aydınlatılmasında ilk adım primer (birincil) yapısının yani protein kısmının amino

asit diziliş sırasının aydınlatılmasıdır. Doğal proteinlerin yapısına giren 20 amino asit
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mevcuttur ve bunlar birbirlerine kovalent olarak peptid bağları ile bağlanırlar. İkinci adım,

polipeptid zincirinin yapısındaki amino asitlerin R grupları dikkate alınmaksızın uzaydaki

konformasyonu yani sekonder (ikincil) yapının belirlenmesidir. İkincil yapının oluşumunda

özellikle zincir içi ve zincirler arası oluşan hidrojen köprü bağları önemlidir. Üçüncü adım ise

üç boyutlu yapının oluşumunda etkili rol oynayan tersiyer (üçüncül) yapının belirlenmesidir.

Tersiyer yapı, zincirdeki aminoasitlerin R gruplarının da dikkate alınarak uzaydaki

konumunun belirlenmesidir. Bu yapıyı belirleyen başlıca etmenler; hidrojen bağları, disülfit

bağları, iyonik etkileşimler ve hidrofobik etkileşimlerdir. Birden fazla alt birim (peptid

zinciri)den oluşan enzimler de (oligomerik yapılı) dördüncü adım kuarter (dördüncül) yapının

aydınlatılmasıdır. Dördüncül yapı, alt birimler arasındaki ilişki ve toplam molekülün uzaydaki

konformasyonudur. Böyle bir enzimin alt birimleri varyasyonu ile izoenzimler türer.

İzoenzimler, izozimler olarak da adlandırılır ve aynı reaksiyonu katalizleyen, farklı birincil

yapıya sahip, aynı organizmada oluşan iki ya da daha fazla enzimdir. Enzimlerin 3 boyutlu

yapıları günümüzde x-ışınları kristalografisi ile ayrıntılı olarak aydınlatılabilmektedir. Bunun

için öncelikle enzimin saf kristalize formuna ve primer yapı bilgisine ihtiyaç duyulur.

Enzimlerin etki ettiği maddelere substrat denir. Enzim molekülünün belirli bir bölgesinde

enzimatik reaksiyonun gerçekleştiği bir merkez bulunur. Bu merkez aktif merkez olarak

adlandırılır ve daima bir oluk veya yarık şeklindedir.

Aktif merkezde yer alan aminoasitlerin bir kısmı substratın buraya doğru olarak

bağlanmasını sağlar. Bağlanmada etkin olan kuvvetler hidrojen bağları, hidrofobik

etkileşimler, iyonik etkileşimler ve kovalent bağlardır. Aktif merkezde substratın bağlandığı

bir bağlanma bölgesi ve bir de katalitik dönüşüme uğratıldığı katalitik aktivite bölgesi bulunur

(Yıldırım vd., 2007).

1.3. Enzimlerin Kullanım Alanları

Enzimlerin önemli bir uygulama alanı endüstrideki kullanımlarıdır. Çünkü, klasik

kimyasal katalizörlere göre endüstriyel katalizörler olarak enzimler önemli bazı avantajlara

sahiptirler (Goodenough vd., 1995). Yüksek düzeyde substrat özgünlüğü, istenmeyen yan

ürünlerin oluşumunu elimine ederken materyal maliyetini düşürür ve çevre sorunu yaratmaz.

·  Bazı stereoözgün reaksiyonlar enzimler olmadan gerçekleştirilemezler.

· Operasyon koşullarının ısıya duyarlı substratları bozma olasılığını azaltır ve

operasyonun korozyon etkilerini ve enerji gereksinimlerini düşürür.
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· Reaksiyon hızı yüksek ve maliyeti düşüktür.

Endüstriyel alanda kullanılan enzimlere örnek olarak proteolitik enzimler, amilolitik

enzimler, glukoz izomerazlar, pektolitik enzimler, selülazlar ve galaktozidazlar verilebilir.

Enzimlerin diğer bir önemli uygulama alanları klinik amaçlı kullanımlarıdır. Medikal

alandaki uygulamalara örnek olarak; genetik bozuklukların, dolaşım hastalıklarının, kanserin,

sindirim yetmezliğinin tedavisi, yara temizliği ve tedavisi, ilaç tasarımı verilebilir. Bu amaçla

amilaz, papain, pepsin, lipaz, selülaz, tripsin ve ribonükleaz gibi pek çok enzim

kullanılmaktadır (Hebeda ve Hui, 1992). Enzimler in vitro koşullarda da oldukça etkili

katalizörler oldukları için genetik mühendisliğinin de vazgeçilmezleridir. Bu alanda kullanılan

enzimler, hücrede DNA replikasyonu ve transkripsiyonu, istenmeyen ya da yabancı DNA

moleküllerinin yıkımı, mutant DNA’nın onarımı ve rekombinasyon gibi çeşitli yaşamsal

olaylarda önemli rol oynamaktadırlar. Genetik mühendisliğinde kullanılan enzimler başlıca 4

grup altında toplanırlar (Favaloro vd., 1980). Nükleazlar; nükleik asit moleküllerini kesen,

boylarını kısaltan veya parçalayan enzimlerdir. Bunlar ekzo- ve endonükleazlar, restriksiyon

endonükleazlarıdır. Ligazlar; nükleik asitleri birbirine bağlayan enzimlerdir. E. coli T4 ligazı

gibi. Polimerazlar; nükleik asitlerin kopyalarını hazırlayan enzimlerdir. E. coli DNA

polimeraz I, reverse transkriptaz, terminal transferaz, termolabil DNA polimeraz gibi.

Modifikasyon enzimleri; kimyasal grupları ekleyen ya da ayıran enzimlerdir. Alkali fosfataz,

polinükleotid kinaz gibi.

1.4. Biyolojik Kontrol ve Kitinazın Hedef Olarak Kullanılması

Doğada yararlı ve zararlı olarak tanımlanan çeşitli böcek türleri bulunmaktadır.

Doğaya ve insana zararlı olan çok az sayıda böcek türü bulunmasına rağmen özellikle bu

zararlı böcek türleri tarım alanlarında büyük ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Hızlı

nüfus artışı ile birlikte tarım alanlarında meydana gelen ürün kayıpları ülkemizi her geçen gün

dışa bağımlı hale getirmektedir. Zararlı böcek türlerinin oluşturduğu zarar nedeniyle Türkiye

birçok ülkeden tarım ürünleri ithal etmektedir.

Zararlı böceklerle mücadelede yaygın olarak kimyasal insektisitler kullanılmaktadır

(Lewis vd., 1997). Kimyasal insektisitlerin kullanımı tarımsal üretimin artırılmasında önemli

rol oynamaktadır. Fakat kimyasal insektisitlerin uzun süreli ve sık kullanımı insan sağlığını

olumsuz etkilemekte ayrıca hedef dışı canlılara etkisi sonucu doğal dengenin bozulmasına

neden olmaktadır (Montesinos, 2003). Kimyasal insektisitler hava, toprak ve su kirliliğinin
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oluşmasında da etkilidir. Kimyasal ilaçların tarım zararlılarına karşı yüksek dozda ve bilinçsiz

kullanımları, bunların kimyasallara karşı direnç kazanmalarına neden olmaktadır.

Cassidy (2005) yaptığı çalışmada, zararlı kimyasallardan olan heptachlor epoxide ve

estradiol’ün göğüs kanserini tetiklemeye katkısı olduğunu tespit etmiştir. Schreinemachers

(2003) in bir çalışmasında da chlorophenoxy kimyasalının yaygın bir şekilde kullanılmasının

doğumda görülen anormalliklere ve bu anormallikler sonucu erken ölümlere yol açtığı

belirtilmiştir.

Kimyasalların kullanımı ile gerçekleştirilen zararlı böcek kontrolüne alternatif bir

yöntem de biyolojik mücadele yöntemidir. Biyolojik mücadele, zararlı böceklerin yapmış

olduğu zararları en aza indirmek için bu böceklerin doğal düşmanlarını onlara karşı kullanma

olarak tanımlanabilir. Biyolojik mücadelede rol oynayan ajanlar genel olarak virüsler,

bakteriler, mantarlar, protozoonlar ve nematodlardır.

Entomopatojen bakteriler, günümüzde zararlı böceklere karşı en fazla kullanılan

mikroorganizmalardır. Bazı bakteriler kitinolitik aktivite göstermektedir. Kitinolitik aktivite

gösteren bu bakterilerin bazıları aynı zamanda bitkisel hastalıklara karşı da kullanılmaktadır.

Kitinolitik aktivite gösteren bakteriler arasında en çok bilinen gram negatif bakteriler

Aeromonas, Chromobacterium, Photobacterium, Pseudomonas, Serratia, Vibrio, hareketli

bakterilerden ise Chitinophaga, Cytophaga ve Lasobacter dir. Gram positif bakterilerden

yaygın olarak kitin üretenler ise aktinomisetler, örneğin; Arthrobacter, Nocardia, ve

Streptomyces cinsleri ve spor üreten cinslerden ise Bacillus ve Clostridium bulunmaktadır

(Thamthiankul vd., 2001).

1.5. Kitin Degredasyonu

1.5.1. Kitin

Kitin, (1,4,)-β-bağlı homopolisakkarit N-asetilglukozamin (Sampson ve Gooday,

1998; Vaaje-Kolstad vd., 2004; Hoell vd., 2005; Suginta vd., 2005) doğada selülozdan sonra

en çok bulunan ikinci biyopolimerdir (Lonhienne vd., 2001; Vaaje-Kolstad vd., 2005). Kitin

ve selüloz moleküler olarak birbirlerine çok benzerler, bu nedenle bazen kitinin selülozun bir

yan ürünü olabileceği bile düşünülmüştür.. Sadece kitin asetamid içerirken selüloz hidroksi

grup içermektedir. Kitinin yapısı Şekil 1. de görülmektedir.
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Şekil 1. Kitinin moleküler yapısı (URL-1)

Kitin, diatomelerde, mayalarda, mantarlarda, protozoa, eklembacaklılarda, böceklerde,

kabuklularda, nematotlarda ve diğer omurgasızlarda bulunmaktadır (Trudel ve Asselin 1989).

Tablo 1. farklı organizmalardaki kitin oranını göstermektedir. Kitin, böceklerde kutikulun ve

çoğu böceğin bağırsağını koruyan peritrofik membranın ana bileşenidir. Bağırsağı enfekte

eden patojenlerin öncelikle bu kitince zengin bariyeri geçmeleri gerekmektedir (Shen ve

Jacobs-Lorena, 1997; Sampson ve Gooday, 1998; Hoell vd., 2005). Kitini disakkaritlerine

veya daha büyük oligosakkaritlere parçalamak kitinaz enzimi vasıtasıyla ekstrasellülar olarak

yapılmaktadır (Sitrit vd., 1995).

Kitinin dikkat çekici özelliklerinin bir arada toplanması onu çok yönlü kullanıma uygun

hale getirmiştir. Kitin, toksik etki göstermeyen, alerjik olmayan, anti mikrobiyal ve degrede

olabilen bir polimer olma özelliğine sahiptir. Güçlü pozitif yüklerinin bulunması, protein gibi

makromoleküllere, deriye ve metal içeren negatif yüklü yüzeylere bağlanmasını sağlar.

Okyanuslarda bulunan bazı bakteriler, degrede olmuş deniz kabuklarından oluşan

küçük şeker halkalarını algılayabilmektedirler. Bu bakterilerden biri olan Vibrio furnisii ile

ilgili yapılan bir çalışmada bu bakterilerin bir deniz kabuğu bulup, salgıladıkları enzimlerle bu

kabuğu parçaladıkları tespit edilmiştir. Dokuz aşamadan oluşan bu süreç sonucunda bu

bakterilerin kitindeki basit şekerleri amonyağı indirgediği belirlenmiştir (URL-2).
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Tablo 1. Farklı organizmalarda bulunan kitin oranları

Organizma Oran
Mantar 5-20
Solucan 20-38
Ahtapot 3-20
Örümcek 38
Hamamböceği 35
İpekböceği 44
Yabani yengeç 69
Yenebilen yengeç 70
Akrep 30
Su böceği 37

Son on yıl boyunca selüloz ve kitin gibi çözünmeyen polimerlerin enzim ve

degredasyon mekanizmaları üzerindeki çalışmalar büyük gelişme göstermiştir. Bu yeni bilgi

ile doğadaki büyük miktardaki polimerlerin dönüşümün nasıl olduğunu anlamada yardımcı

olmaktadır (Brurberg vd., 2000).

Her yıl biyosferde 10 gigaton civarında kitin sentezlenip degrede olmaktadır. Kitin ve

ürünlerinin en önemli özelliklerinden biri de yanma sonucu oluşan hastalıkları tedavi etmede

kullanılır. Kitin canlı dokularla birlikte çok iyi uyum sağlamaktadır ve böylece yaraları

iyileştirme özelliği çok fazla gözlenmektedir.

Kitozan, kitinin enzimatik deasetilasyonu tarafından oluşturulan bir polimerdir (da

Silva Amorim vd., 2001). Kitozan, fabrikalar için sağlıklı boyalar yapımında

kullanılmaktadır. Hatta medikal firmalar kilo kaybı için kullanılan ürünlerinde de kitozanı

kullanmaktadırlar. Kitozanın serum kolestrol seviyesini düşürdüğüne dair deliller bile

bulunmaktadır. Bazı araştırmacılar ise kitozanın tarım ürünlerini arttırdığına ve havuzları

temizlediğine dair çalışmaları bulunmaktadır. Sağlık alanında kitozandan oldukça

faydalanılmaktadır. Ülser ve lezyonları iyileştirdiği, antibakteriyal olduğu, diş çürümesi ve

plak oluşumunu engellediği, kan basıncını kontrol etmeye yardımcı olduğu ve tümör karşıtı

rol oynadığı bilinmektedir (URL-3).
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1.5.2. Kitinazlar

Kitin hidrolizlenmesi iki tip enzim tarafından gerçekleşmektedir İlki büyük enzim olan

kitinazlardır [poly-β-1,4-(2-acetamido-2-deoxy)-D-glucoside glycanohydrolases, EC

3.2.1.14]. Kitinazların, N-asetilglukozaminin multimerlerini oluşturan endokitinazlar ve

polimerin indirgenmemiş ucundan başlayan, düşük moleküler ağırlığa sahip, çözünebilen

dimerlerin sürekli salınmasını katalizleyen ekzokitinazlar olmak üzere iki alt grubu

bulunmaktadır. İkinci tip enzim ise kitobiozu N-asetilglukozamin monomerine hidrolizleyen

kitobiazlardır (Roberts ve Selitrennikoff, 1988; Botha vd., 1998; Souza vd., 2003; Ruiz-

Sanchez vd., 2005; Suginta vd., 2005).

Kitin içeren tüm organizmalardaki kitinaz enzimi hücre duvarının ve dış iskeletin

morfogenezi için gerekmektedir. Kitin içermeyen diğer organizmalar ise yiyeceklerdeki

polimerleri degrede ederek kitinaz üretebilmektedirler (Roberts ve Selitrennikoff, 1988).

Bitkiler, kitinazı fungal patojenlere karşı kendilerini korumak için üretirler (Wen vd.,

2002). Kitinaz, fungal patojenlerin misellerini parçalar. kitinaz geninin bitkilere transferi ile

elde edilen transgenik bitkiler fungisid ve insektisid özellikler kazanmakta ve böyle

transgenik bitkiler kendileri için patojen funguslarla ve böceklerle savaşabilmektedir. Doğal

olarak genotipinde kitinaz geni bulunduran bazı bitkiler bilinmektedir. Örn; akçaağaç, siyah,

kırmızı ve beyaz meşe ağaçlarının sağlıklı gövde ve kök dokularında β-1,3-glukanaz ve

kitinaz varlığı tespit edilmiş ve bu enzimlerin bu ağaçlarda patojen olan Armillaria mellea’nin

hif çeperlerinin erimesine sebep olduğu bildirilmiştir (Muzzarelli, 1977).

Farklı organizmalarda bulunan kitinazların amino asit benzerliklerine bakıldığında beş

grup kitinaz mevcuttur. Bu gruplar glikozil hidrolizlenmesine göre grup 18 ve grup 19 olmak

üzere iki grup altında toplanırlar. I, II ve IV grubunda olanlar bitki kökenlidir ve grup 19’a

aittirler. Grup III’ de olanlar bitki ve mantar kökenlidir ve grup V ile birlikte grup 18’i

oluşturmaktadırlar. Grup 18 ise yapı olarak grup 19 ile bağlantılı değildir.

Grup V bakteriyel kitinazları içermektedir. Bakteriler, kitinazı besin ihtiyaçlarını

karşılamak için üretmektedirler. Büyük ihtimalle, bakteriler, doğadaki kitin çeşitliliğini (Şekil

2.) hidrolize etmek için çok çeşitte kitinaz üretirler (Cohen-Kupiec ve Chet, 1998).
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Şekil 2. Grup 18’e ait bakteriyel kitinazların birbirleriyle ilişkileri.
Ağaç köksüzdür. 29 adet kitinaz, CLUSTAL W
programında neighbour-joining metodu uygulanarak ve
TreeView programı kullanılarak çizilmiştir. Dallarda
bulunan numaralar, bootstrap analizinde 1000 tekrar
sonucundaki değerleri göstermektedir. Yatay ölçek
barındaki 0.1 ise her pozisyondaki amino asit değişikliğini
göstermektedir. 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 endokitinazın aktif bölgesinin 3 boyutlu yapısında bakıldığında, uzun ve

geniş bir substrat bağlanma bölgesi olduğu görülmektedir. Diğer taraftan, ekzokitinazın aktif

bölgesine bakıldığında, tünele benzer bir morfolojiye sahiptir (Suginta vd., 2004). Grup 18’in

katalitik domaini TIM-barrel ( (βα8) barrel) katlanmasına sahiptir. TIM barrel de bulunan dört

tane β sarmal karakteristik DXDXE motifini içermektedir. Bu motif, oksijeni glikosidik

bağlara taşıyan glutamate rezidüsü içermektedir. Katalitik domaine ek olarak bu enzim, küçük
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kitin bağlanma domaini de içermektedir (Vaaje-Kolstad vd., 2004). Şekil 3. Grup 18’e ait

kitinazların katalitik mekanizmasını göstermektedir.

Şekil 3. Grup 18’ deki kitinazların katalitik mekanizması. Glu144, kitinaz
B’de bulunan katalitik glutamat rezidüdür (Brurberg vd., 2000).

Kitinin kitinaz tarafından hidrolizlenmesi, degredasyon sürecinde bakteri tarafından

yapılan en kritik aşamadır. Buna rağmen, kitinin bakteri tarafından degrede edilmesi tam

olarak aydınlanamamıştır. Bu süreç birçok aşamadan oluşmaktadır.

1.6. Serratia marcescens ve Ürettiği Kitinazlar

Gram negatif, fakültatif anaerob, hareketli ve yuvarlak şekilde olan Serratia 0,5-0,8X

1,0-5,0 μ boyutundadır. Karakteristik olarak kırmızı pigment üretmekte ve mukusumsu

koloniler oluşturmaktadır. Doğal olarak böceklerin bulunduğu toprak ve sularda

bulunmaktadır. Patojenitesi daha çok hastane ile ilgili  hastalıklarda görülmektedir. Örneğin;

solunum ve boşaltım sistemi ile ilgili rahatsızlıklarda, endokard iltihabında, kemik iliği

iltihabında, septisemia enfeksiyonlarında, göz enfeksiyonları ve menenjitte görülebilir.

Bulaşması ise direkt olarak temas ile olabileceği gibi vücut sıvılarıyla da olabilmektedir.

Tedavisi çeşitli antibiyotiklerle yapılabilmektedir. Fakat plazmidlerinde bulunan R-faktörler

sayesinde de çoğu antibiyotiğe dirençlilik gösterirler.
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Enterobacteriaceae familyasına ait olan Serratia cinsi 13 tür içermektedir. Bu türler

arasında en çok çalışılan ise Serratia marcescens’tir. Serratia, yaygın bir şekilde kırmızı

pigment üreten organizma olarak anılmaktadır. Yıllarca, Serratia marcescens, kırmızı

pigment ürettiğinden diğer enterik bakterilerden ayrılmıştır ve bu familyaya ait tek tür olarak

bilinmekteydi. Buna rağmen birçok Serratia türü pigment üretmemekte veya çok çeşitli

pigmentasyona sahiptirler. Klebsiella ve Enterobacter cinslerine birçok benzerliği

bulunmasına rağmen Serratia çoğu zaman yanlış tanımlanmaktadır. 1972’den beri diğer

gruplar ve kültürlerle yapılan DNA homolojisi ve farklı biyokimyasal karşılaştırma

çalışmaları sayesinde cins düzeyinde birçok tür elde edilmiştir. Serratia marcescens dışında

diğer iyi bilinen türler ise; S. odorifera, S. liquifaciens, S. rubidaea, S. ficaria, S. pymuthica ve

S. fonticola’dır. Fakat kitinaz üretimi en çok Serratia marcescens tarafından yapılmaktadır.

Serratia marcescens, aşağıda belirtilen sebeplerden dolayı ilgili çalışmalarda kitinaz

kaynağı olarak seçilmiştir: (i) Serratia marcescens’den elde edilen kaba kitinaz örnekleri

ticari amaç için uygundur, (ii) Serratia marcescens’den elde edilen kitinaz için saflaştırma

yöntemlerinden biri olan affinite kromotografisinin çok etkili olduğu rapor edilmiştir, (iii)

kitinaz tarafından kodlanan gen veya genler ve tanımlanan düzenleyici sinyaller sayesinde

direkt olarak E.coli’de ekspres edilebilmektedir, (iv) Serratia marcescens’den elde edilen

kitinaz endolitik bir enzim olduğu için ekzolitik enzimlere göre kitini daha kolay

çözebilmektedir, (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 varlığında kültüre edildiği zaman, çeşitli kitinolitik enzimler ve kitin bağlanma proteini

belirlenebilir. Yapılan çalışmalar açık şekilde Serratia marcescens’in üç çeşit kitinaz (kitinaz

A, kitinaz B ve kitinaz C), bir adet kitobiaz ve görevi tam olarak belirlenemeyen bir kitin

bağlanma proteini (CBP21) ürettiği görülmektedir. Bu beş protein mantığa uygun gelmekte

fakat tam olarak kesinleştirilememiş bulunmaktadır. Bu proteinler bir bakterinin komple

kitinolitik mekanizmasını göstermektedir (Tablo 2) (Brurberg vd., 2000; Suzuki vd., 2001).
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Tablo 2. S.marcescens’deki kitinazlar ve kitin bağlanma proteini (Brurberg vd., 2000).

SDS-PAGE band
(kDa)

Gen (protein) S.marcescens’deki
konumu

N-terminal sinyal
peptid

57-58 kitinaz A Ekstraselüler Evet
52-54 kitinaz B Periplazma/ekstraselüler Hayır
48-52 kitinaz C1 Ekstraselüler Hayır
35-36 kitinaz C2 Ekstraselüler Hayır
95 kitobiaz Periplazma Evet
21-22 Kitin bağlanma

proteini
Ekstraselüler Evet

S.marcescens’de bulunan kitinaz genlerinin organizasyonları tam olarak

bilinmemektedir. Hibridizasyon çalışmalarına bakıldığında kitinaz A ve kitinaz B’yi kodlayan

genler yakın olarak bağlanma yapamamaktadırlar. kitinaz B ve kitin bağlanma proteini 21

(CBP21)’i kodlayan genler yakın bağlantı kurabilmektedirler; fakat DNA sıralarına

bakıldığında bu iki genin transkripsiyonu ikili bir bağlantı kurmamaktadır (Brurberg vd.,

2000).

Streptomyces coelicolor’da bulunan sekiz tane kitinaz geni kromozom üzerinde

dağınık halde bulunmaktadır (Brurberg vd., 2000). Kitin bağlanma proteini 21 (CBP21) kitine

bağlanmakta, fakat hidroliz aktivitesi gösterememektedir. Bu protein sadece kitinazın

üretilebildiği şartlar altında üretilebilmektedir (Suzuki vd.,2001).

Bu kitinazlar arasında doğada en çok bulunanı kitinaz A’dır. kitinaz A diğer

kitinazlardan sinyal peptidinin olmasıyla ayrılır. Protein periplazmaya ulaştığı zaman

periplazmik sinyal peptidaz tarafından salınan N-terminal sinyal peptide sahiptir (Brurberg

vd., 2000). En az rastlananı da kitinaz C’dir. kitinaz C ise kitinaz C1 ve kitinaz C2 olmak

üzere iki alt gruba ayrılır. Bunların arasındaki fark ise C1 iki katalitik domain içerirken

C2’nin bir adet katalitik domain içermesidir.

1.7. Serratia marcescens’in Biyolojik Kontrol Ajanı Olarak Kullanılması

Kitinazların biyoteknolojik kullanımda ki en sık uygulanan alanı bitkisel patojenlere

karşıdır. S.marcescens kültürlerindeki kitinazlar yaygın olarak biyolojik kontrol ajanı olarak

kullanılmaktadır (Brurberg vd., 2000). Bu bakteri potansiyel böcek patojeni olarak

kullanılmaktadır. Kitinaz ise bu bakterinin virülansında proteaz ve lektinaz ile birlikte çok

önemli rol oynamaktadır (Uchiyama vd., 2003). Someya (2005), S.marcescens B2 suşunun



13

Rhizoctonia solani AG-1 IA patojenine karşı misel büyümesini inhibe ettiğini göstermiştir.

Inglis ve Lawrence (2001)’ın yaptığı bir çalışmada laboratuar ortamında Heliothis

virescens’in F1 jenerasyonuna karşı Serratia marcescens etkisine bakılmıştır. Bunun

sonucunda yumurta sayısında ve yumurtadan çıkan larva sayısında düşüş olduğu

gözlemlenmiştir. Lysyk (2002), Stomoxys calcitrans (Diptera: Muscidae) erginlerinin Serratia

marcescens ile ölümlerinin sağlandığını gözlemlemiştir. Inglis (2000), doğal şartlar altında

Serratia marcescens’in güneybatı mısır zararlısına karşı patojenik etkilerinin olduğunu tespit

etmiştir. Yüksek kitinolitik aktiviteye sahip olan Serratia marcescens in vitro şartlarda

Botrytis spp.’nin büyümesini baskılamaktadır. Sera alanında yapılan deneylerde ise Serratia

marcescens’in siklamenin patojeni olan Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani ve Fusarium

oxysporum’un kontrollerinde kullanılabileceği gösterilmiştir. Serratia marcescens’de bulunan

kitinaz A ve kitinaz B genleri Pseudomonas fluorescens ve E.coli gibi diğer bakteriyal türlere

aktarılarak biyokontrol ajanı olarak etkilerinin artırılma kabiliyetine bakılmıştır (Brurberg vd.,

2000).

1.8. Çalışmanın Amacı

Bu çalışmada doğal olarak ölmüş olan Helicoverpa armigera’dan izole edilen Serratia

marcescens bakterisinden elde edilen chiA, chiB ve chiC genleri tanımlanıp, ekspres edilerek

elde edilen enzimlerin çalışma pH ve sıcaklık aralıkları belirlenmiştir. Kitinaz enzimlerinin

biyolojik mücadele ve bitki hastalıkları için yaygın bir şekilde kullanıldığı bilinmektedir.

Enzimlerin endüstride çeşitli alanlarda da kullanıldığı göz önünde bulundurulduğunda bu

enzimlerin de uygun şartlarda biyolojik kontrol ajanı olarak kullanılması için geliştirilmesi

hedeflenmiştir.



2. YAPILAN ÇALIŞMALAR

2.1. Bakteri İzolasyonu

Kültürü yapılan Helicoverpa armigera larvaları arasında doğal olarak ölmüş, vücudu

sıvılaşmış ve kırmızı renk almış larvanın sıvılaşmış vücudundan öze yardımı ile alınan

inokülüm Luria bertani (LB;1 litre LB için; 10 g Triptone, 5 g NaCl, 5 g Maya özü) agar

ihtiva eden petriye çizgi ekim yöntemi ile inoküle edildi. İnokülasyonlar 30oC’ye ayarlanmış

etüvde büyütüldü

İnkübasyon neticesinde petrilerde tek tip ve beklenildiği üzere kırmızı renkli koloni

üremesi gözlendi. Bu kolonilerin bir tanesinden taze LB besiyerisine tekrar ekim yapılarak saf

ve tek bir koloniden üretilmiş bakteri kültürü elde edildi.

2.2. Bakteriyal İzolattan DNA İzolasyonu

Genomik DNA’nın izolasyonu, Sambrook ve arkadaşları (1989) tarafından açıklanan

yönteme göre yapıldı. Çalışmada kullanılan Serratia marcescens bakterisi, LB besiyerinde 30

°C'de bir gece inkübe edilerek üretildi. Elde edilen sıvı kültür iki kez oda sıcaklığında

13,000×g’de 3-4 dakika santrifüj edilerek çöktürüldü. Süpernatant kısmı dökülerek pellet

kısımları saklandı. Pelletin üzerine, 500 µl TE tamponu (10 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA, pH

8) ilave edilerek pellet çözüldü. Daha sonra her bir tüpe 10 µg lizozim ilave edilerek

vortekslendi ve 37°C'de 1 saat bekletildi. Hücrelerdeki proteinlerin parçalanması için, 50 µl

%10’luk SDS eklenerek 37 °C'de 30 dakika bekletildi. Bu süre sonunda, tüpe 3 M’lık 0,1

hacim sodyum asetat (pH 5,2) eklendi ve 65 °C'de 10-30 dakika alt üst edilerek hücrelerin

parçalanması sağlandı. Üzerine 500 µl fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ilave edildi,

tekrar alt-üst edilerek karıştırıldı ve 5 dakika 13000×g’ de santrifüj edildi. Tüpün üst

kısmındaki sıvı alınıp temiz tüpe bırakıldı, pellet kısmı ise atıldı. Bu tüpe tekrar 500 µl

kloroform eklendi ve alt-üst edilerek 13000×g’ de tekrar 5 dakika santrifüj edildi. Bu işlem iki

kez tekrarlandıktan sonra, üzerlerindeki sıvı kısım alındı. Bu sıvı kısma 0,1 hacim 3 M

sodyum asetat ve 2 hacim %96’lık etanol ilave edildi ve -20 °C'de 30 dakika bekletildi. Daha

sonra 13,000×g’de 15 dakika santrifüj edildi ve üst kısımdaki sıvı boşaltıldı. Kalan pelletin
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üzerine 500 µl %70’lik etanol ilave edilerektekrar 13,000×g’de 2 dakika santrifüj edildi. Üst

kısımdaki sıvı dökülerek pellet açık havada kurutuldu. Elde edilen DNA pelleti, 100 µl

ddH2O’da çözüldü ve -20 °C'de muhafaza edildi.

2.3. 16S rRNA Geninin PCR Yardımı ile Çoğaltılması

16S rRNA geni, Serratia marcescens genomik DNA'dan UNI16S-L (5'-

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3') ileri ve UNI16S-R (5'-ATGGTACCGTGTGA

CGGGCGGTGTGTA-3') geri primerleri kullanılarak PCR yardımı ile çoğaltıldı. PCR

reaksiyonlarının şartları Beffa (1996)’ya göre oluşturuldu. 12 ng kalıp DNA, 5 ul 10 x PCR

tamponu (100 mM Tris-HCl, pH 8,3; 500 mM steril KC1), 1,5 mM MgCl2, lU 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 karışımı steril saf su ile 50μl'ye tamamlandı. Çoğaltma işlemi

200μl'lik tüplerde, "Biometra Personal Cycler"da gerçekleştirildi. Reaksiyon sıcaklıkları ve

süreleri ise: İlk denatürasyon basamağı 95°C'de 2 dakika olarak gerçekleştirildikten sonra, 36

döngü 94°C'de l dakika (denatürasyon için), 56°C'de l dakika (hibridizasyon için) ve 72°C'de

2 dakika (polimerizasyon için) şeklinde gerçekleştirildi. Elde edilen PCR ürününün 5μl’si %

1'lik agaroz jelde yürütüldü ve etidyum bromür boyası (0,5μg/ml) ile boyandıktan sonra

"BioDocAnalyze" sistemiyle görüntülendi.

2.4. 16S   rRNA   Geninin   Baz   Dizisinin   Belirlenmesi   ve   Gen
        Bankasındaki Sıralarla Karşılaştırılması

Yukarıda açıklanan primerler kullanılarak genomik DNA'dan çoğaltılan 16S rRNA

geni klonlama vektörü olan pGEM-T-Easy vektörüne klondandı. Klonlandığı teyit edilen

kolonilerden bir tanesinin baz dizin analizi Macrogen firması (Korea) tarafından

gerçekleştirildi. Elde edilen yaklaşık 1400 bp uzunluğundaki 16S rRNA dizisi Gen

Bankasında var olan dizilerle karşılaştırılarak aralarındaki benzerlik oranları ortaya çıkarıldı.
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2.5. Kitin Testi

Elimizdeki bakteriyal izolata ait 16S rRNA geninin dizin analizi neticesinde, bu

bakterinin Serratia marcescens olduğu belirlendi. Literatürde S. marcescens bakterileri

arasında kitinaz enzimi üretimi yaygın olduğu için, bizde elimizde ki bu izolatın kitinaz

üretme kabiliyetini genel bir kitin tarama testi ile araştırmayı hedefledik.

 Bu hedef doğrultusunda bakteri LB besiyeri içerisinde 16 saat büyütüldü. Büyütülen

bakterinin 3 ml’si 5000 rpm de 5 dakika santrifüj edildi. Pellet 3 ml steril PBS tamponunda

iki kez yıkandı. Daha sonra yoğunluğu OD600 de 0,1 olacak şekilde ayarlandı

2.6. Koloidal Kitinin Hazırlanması

Kolloidal kitinin hazırlanması Roberts ve Selitrennikoff (1986) tarafından belirtilen

prosedüre göre yapıldı. 5 gram toz kitin alınarak üzerine 100 ml konsantre HCl eklendi ve bir

gece boyunca yüksek hızda +4°C’de karıştırıldı. Elde edilen karışımın üzerine 2 litre etanol

eklenerek yine yüksek hızda iki gün boyunca karıştırıldı. Elde edilen bu kolloid kitin

toplanarak 15000g de 10 dakika süre ile santrifüj edildi. Elde edilecek pellet saf su ile yıkandı

ve bu işlem birkaç kez tekrarlandı. En son elde edilen kitin pastası 1/100 oranında saf su ile

sulandırıldı otoklavlanıp ve sonraki kullanımlar için +4°C’de depolandı.

2.7. Agar Difüzyon Metodu

Bakteriyal izolat konvansiyonel kitinli M9 minimal agar (substrat kolloidal kitin)

yöntemi ile kitinaz taramasına tabi tutuldu (Sambrook et al. 1989). Bu besiyerinde karbon ve

enerji kaynağı olarak sadece kitin vardır. Bu agarın üzerine yerleştirilen külsüz whatman kağıt

disklere bakteriyal izolat inokule edildi. Daha sonra disk taze kültürle uygun oranda inokule

edildi. Bu işlem üç kez tekrarlandı. Daha sonra bu petri 30 ºC’de inkübe edildi ve koloninin

etrafındaki görülecek şeffaf zon pozitiflik olarak kaydedildi.
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2.8. kitinaz Genlerinin PCR Aracılığıyla Belirlenmesi

Literatürde S. marcescens bakterilerinin 3 farklı kitinaz geni ihtiva edebilecekleri

bildirilmektedir.  Biz de elimizdeki S. marcescens izolatının bu üç farklı kitinaz genlerinden

hangisini veya hangilerini ihtiva ettiğini belirleyebilmek için bu üç kitinaz genlerine ait

dejenerat primerler hazırladık (Tablo 3). Bunun için gen banksında mevcut olan ve S.

marcescens bakterilerine ait olan kitinaz A, B ve C genlerine ait nükleotid sıraları toplandı. Bu

sıralar Clustal W Multiple Sequence Alignment programı yardımıyla alt alta dizilerek

karşılaştırıldılar. Genlerin başlangıç ve bitiş kısımlarına denk gelecek şekilde dejenerat

primerler dizayn edildi. Elimizdeki S.marcescens’in kitinaz içeriğini bu primerleri kullanarak

araştırdık.

Tablo 3. kitinaz genlerine ait primer dizileri

Primer Sıra (5’-3’)

kitinaz A

Fw

5’- GGCATATGCGCAAATTTAATAAACCGYTG -3’

 NdeI

kitinaz A

Rv

5’CCGGATCCTCAYTAWKGHRYRCCGRCGCTRTTGCCC-3’

BamHI

kitinazB

Fw

5’- GGCATATGTCCRMACGYAAAGCSGTTATTGG -3’

NdeI

kitinazB

Rv

5’- CCAAGCTTTCATTAYGCYASRCGGCCCACYTTCAGCC -3’

HindIII

kitinazC

Fw

5’- GGCATATGAGCACAAATAACAYTATTAATGC-3’

NdeI

kitinazC

Rv

5’CCGGATCCTCATTAGGCGATGAGCTGCCACAGGGTG-3’

BamHI
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2.8.1. kitinaz Genlerinin PCR Aracılığıyla Çoğaltılması

kitinaz genlerine ait yukarıdaki primerler kullanılarak PCR reaksiyonları yapıldı..

Reaksiyonlar 50 µl’lik son hacimde gerçekleştirildi. Her bir tüpe 2,5 ünite Go Taq DNA

polimeraz (Promega), 5 µl 5x PCR tamponu( 10mM Tris-HCl, pH 8,3), 3 µl 2,5 mM MgCl2,

1,5 µl 1mM ileri primeri, 1,5 µl 1mM geri primeri, 1 µl 10 mM dNTP’den ve 2 µl genomik

DNA bırakılarak steril ddH20 ile 50 µl’ye tamamlandı.

PCR şartları 94 0C’de 3 dakikalık denatürasyondan sonra 10 döngü olacak şekilde 94
0C’de 1 dakika, 48 0C’de 30 saniye ve 72 0C’de 1 dakika sonra 25 döngü olacak şekilde 94
0C’de 1 dakika, 50 0C’de 30 saniye ve 72 0C’de 1 dakika ve son olarak da 72 0C’de 7 dakika

olacak  şekilde  son  uzamaya  tabi  tutularak  gerçekleştirildi.  PCR  sonucunda  oluşan  DNA

fragmentleri, 0,5 µg/ml etidyum bromür ihtiva eden %1’lik agaroz jelde yürütülerek, jel

görüntüleme sistemi (Gel Logic; Kodak) ile görüntülendi.

2.9. kitinaz A, B ve C Genlerinin PGEMT-Easy Vektöre Klonlanmaları

PCR reaksiyonu ile çoğaltılan kitinaz A, B ve C genleri agaroz jelden kesilerek

Nucleospin Extract DNA Purification (Macherey-Nagel) kiti kullanılarak jelden temizlendi.

Jelden temizlenen DNA fragmentleri, pGEM-T Easy vektöre (Promega) 3 DNA fragmenti 1

vektör oranında (0,3 µg DNA fragmenti ve 0,1 µg PGEMT-Easy) klonlandı. Reaksiyonlar her

bir gen için, 1µl pGEMT-Easy vektörü, 7,5 µl 2x ligasyon tamponu, 1 µl T4 DNA ligaz ve 5,5

µl DNA fragmenti bir araya getirilerek 15 µl’lik hacim içinde gerçekleştirildi. Karışım 16
0C’de 1 gece inkübasyona bırakıldılar.

2.10. kitinaz A, B ve C Genlerinin Elektrokompetent E.coli DH10β’ya Aktarımı

Petriye ekilmiş E.coli DH10β hücrelerinden tek bir koloni alınıp NaCl ihtiva etmeyen

Luria Bertani (LB) Broth besiyerine aşılandı ve 37 0C’de gece boyunca büyütüldü. Bu taze

kültürden fazla miktarda LB Broth besiyerine 1:100 oranında aşılama yapıldı. Hücreler 37
0C’de yoğunlukları 600 nm dalga boyunda 0,6-0,9 olacak şekilde büyütüldü. Bakteri

konsantrasyonu istenilen yoğunluğa ulaşınca, hücreler 30 dakika buz üzerinde bekletildi.

Ardından 4 0C’de 4.000×rpm hızında 5 dakika santrifüj edildi. Sıvı kısım döküldü ve çökelti

iki kez soğuk su ile yıkanarak aynı hız ve zamanda santrifüj edildi. Çökelti %10’luk soğuk
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gliserolde çözüldü ve 5.000×rpm’de 4 oC’de 15 dakika santrifüj edildi. Tekrar üst kısım

döküldü ve çökelti az miktarda %10’luk gliserol içinde süspansiyon haline getirildi. Elde

edilen kompotent hücreler mikrosantrifüj tüplerine bölündü (50 µl’lik hacimlerde) ve -80
oC’de saklandı.

Yukarıdaki işleme göre hazırlanan elektrokompotent E.coli DH10β hücrelerinden 2

tüp alınarak buza yerleştirildi. Tüplerin birine 3 µl ligasyon ürünü bırakılırken, diğerine hiçbir

şey eklenmeyerek kontrol olarak kullanıldı. Tüpler iyice karıştırıldı ve tekrar 1 dakika buzda

bekletildi. Tüplerdeki karışımlar, elektroporasyon küvetlerine aktarıldı ve elektroporasyon

cihazı (BioRad Micro Pulser)’nın elektriksel tetik kısmına yerleştirilerek elektrik uygulandı.

Küvetler cihazdan alınarak içlerine 1 ml LB besiyeri eklendi ve karıştırıldı. Daha sonra tüm

karışım steril bir cam tüpe bırakılarak 37 0C’de 200 rpm’de 1 saat boyunca büyümeye

bırakıldı. İnkübasyondan sonra büyüyen kültürler ependorf tüplere aktarılarak 6000 g’de 3

dakika santrifüj yapıldı. Ependorfta 100 µl kalacak şekilde süpernatant döküldü ve kalan

süpernatant içinde pellet çözüldükten sonra 50 µg/ml ampisilin içeren LB agar petrilerine

(üzerine 100mg/ml IPTG çözeltisinden 40 µl ve 20 mg/ml X-gal çözeltisinden 40 µl sürülmüş

petriler) yayıldı. Gece boyunca 37 0C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonucunda

içerisine plazmid alan hücrelerin beyaz koloni oluşturmasından yararlanılarak klonlar seçildi.

2.11. Rekombinant Plazmidlerin İzolasyonu ve Restriksiyon Endonükleazlar ile
Muamelesi

Mavi/ beyaz koloni morfolojisine göre ayırım yapılarak seçilen beyaz kolonilerden

içerdikleri plazmid DNA’larını izole etmek için 50 µg/ml ampisilin içeren LB besiyerine ekim

yapıldı ve 37 0C’de 200 rpm’de gece boyu inkübe edildi. Plazmit DNA’larının izolasyonu için

hızlı miniprep metodu kullanıldı. Gece kültürleri 14.000×g’de 2 dakika santrifüj edilerek

çöktürüldü. Hücrelerin üzerindeki süpernatant geride 50 µl kalacak şekilde döküldü ve çökelti

bunun içinde vortekslenerek çözüldü. Üzerine 300 µl TENS tamponu (10 mM Tris-HCl pH

8.0, 0,1 mM EDTA, 0,1 N NaOH, % 0,5 SDS) ilave edilerek karıştırıldı. Bunu takiben üzerine

150 µl 3 M sodyum asetat (pH 5.2) ilave edildi ve tekrar 5-6 kez alt üst edilerek karıştırıldı.

14.000×g’de 3 dakika santrifüj edildi. Süpernatant temiz tüpe alındı ve üzerine 900 µl

%100’lük etanol ilave edilerek 14.000×g’de 2 dakika santrifüj yapıldı. Çökelti %70’lik etanol

ile yıkandı ve kurumaya bırakıldı. Kuruyan çökelti 50 µl ddH2O’da çözüldü. İzole edilen

plazmit DNA’ların DNA fragmentlerini içerip içermediğini tespit etmek için bu plazmit
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DNA’ları kitinaz A için NdeI ve BamHI restriksiyon enzimleri, kitinaz B için NdeI ve HindIII

restriksiyon enzimleri ve kitinaz C için NdeI ve BamHI restriksiyon enzimleri ile muamele

edildi. kitinaz A için 10 µl DNA, 0,5 µl NdeI (promega), 0,5 µl BamHI (promega), 2 µl

enzime ait 10× reaksiyon tamponu ve 7 µl H2O, kitinaz B için 10 µl DNA, 0,5 µl NdeI

(promega), 0,5 µl HindIII (promega), 2 µl enzime ait 10× reaksiyon tamponu ve 7 µl H2O ve

kitinaz C için 10 µl DNA, 0,5 µl NdeI (promega), 0,5 µl BamHI (promega),  2 µl enzime ait

10×  reaksiyon  tamponu  ve  7  µl  H2O olacak şekilde 20 µl’lik hacimlerde reaksiyonlar

hazırlandı ve 37 °C’de 2 saat inkübe edildi. Ardından %1’lik jelde elektroforez yapıldı.

Klonlanan DNA fragmentlerini içeren klonlar belirlendi.

2.12. Klonların İçerdiği DNA Parçalarının Dizi Analizi

Elde edilen klonlardan seçilen 3 tanesinin 5 ml ampisilinli LB besiyerine ekimi yapıldı

ve 37 0C’de 200 rpm’de gece boyu inkübe edildi. 14-16 saatlik büyüme sonucu elde edilen

kültürler, 14.000 rpm’de 2 dakika boyunca çöktürüldükten sonra “Wizard Plus SV Minipreps

DNA  Purification  System”  (Promega,  USA)  kiti  kullanılarak  izole  edildi.  Plazmid  DNA

konsantrasyonları OD260’da belirlendi. Tüm DNA’lardan 20 µl’lik hacim içinde 200 ng/µl

konsantrasyonlarında hazırlandı. Üzerleri dikkatli bir şekilde etiketlenerek Macrogen

Firmasına (Güney Kore) DNA bazlarının otomatik analiz edilmesi için gönderildi.

2.13. Elde Edilen DNA Baz Dizilimlerinin İncelenmesi

Sekans sonucunda elde edilen kitinaz A, kitinaz B  ve kitinaz C genlerinin baz ve

aminoasit dizilimi gen bankasında bulunan diğer kitinaz A, kitinaz B ve kitinaz C genleri ile

Clustal W Multiple Sequence Alignment programı vasıtasıyla karşılaştırıldı ve sonuçlar

değerlendirildi.

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

Ekspresyon vektörü olan pET-28a(+)’yı içeren E.coli BL21 bakterisine ait bir

koloniden 50 µg/ml kanamisin içeren 5 ml LB besiyerine ekim yapıldı ve 37 0C’de 200

rpm’de gece boyu büyütüldü. 14-16 saatlik büyüme sonucu elde edilen kültür 14.000 rpm’de 2
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dakika boyunca çöktürüldükten sonra plazmid DNA izolasyonu, “Wizard Plus SV Minipreps

DNA Purification System” (Promega, USA) kiti kullanılarak gerçekleştirildi.

2.14.1. pET-28a(+) Ekspresyon Vektörünün NdeI, BamHI ve NdeI, HindIII
Restriksiyon Enzimleri ile Kesilmesi

İzole edilen plazmid DNA’sından iki tüpe 500’er ng bırakılarak NdeI ve BamHI

enzimleri ile kesildi. Reaksiyonlar, 10’ar µl plazmid DNA 3’er µl 10X TA tamponu, bir tüp

için 1,5 µl NdeI, 1,5 µl BamHI , diğer tüp için 1,5 µl NdeI, 1,5 µl HindIII  ve 14’er µl steril

ddH2O bir araya getirilerek son hacim 30 µl olacak şekilde hazırlandı ve 37 0C’de 3 saat

boyunca inkübe edildi. İnkübe edilen ürün %1’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu.

Restriksiyon endonükleazlarla lineer hale gelmiş ve 5369 bp büyüklüğündeki iki farklı kesim

pET-28a(+) vektörleri, DNA temizleme (Macherey-Nagel) kiti kullanılarak jelden

temizlendiler.

2.14.2. kitinaz  Genlerinin pGEMT-Easy Klonlama Vektöründen Kesilerek
          Çıkarılmaları

kitinaz genlerini PGEMT-Easy vektörüne klonlanmış durumda içeren E.coli DH10β

bakterilerine ait birer koloniden 50 µg/ml ampisilin içeren 5 ml LB besiyerine ekim yapıldı ve

37 0C’de 200 rpm’de gece boyunca büyütüldü. Elde edilen kültürler, 14.000 rpm’de 2 dakika

boyunca çöktürüldükten sonra plazmid DNA izolasyonu kiti (Promega, USA) kullanılarak

plazmid DNA izolasyonu yapıldı. İzole edilen rekombinant plazmid DNA’dan 200 ng

alınarak, 3 µl 10X TA tamponu, 1’er µl kitinaz A ve C için NdeI ve BamHI, kitinaz B için ise

NdeI ve HindIII restriksiyon enzimleri bir araya getirilerek toplam 30 µl son hacimde

reaksiyon hazırlandı ve bu reaksiyon 37 0C’de 3 saat boyunca inkübe edildi.. Kesim ürünleri

DNA standardı olarak 1kb DNA Ladder (Promega) ile birlikte %1’lik agaroz jel

elektroforezine tabi tutuldu. pGEMT-Easy vektöründen NdeI ve BamHI restriksiyon enzimleri

ile kesilerek ayrılmış kitinaz A ve kitinaz C ile NdeI ve HindIII restriksiyon enzimleri ile

kesilerek ayrılmış kitinaz B genleri, agaroz jelden kesilerek alındılar ve DNA temizleme kiti

kullanılarak temizlendiler.
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2.14.3. kitinaz A, B ve C Genlerinin pET-28a(+) Vektörüne Aktarımı

Jelden temizlenen kitinaz A, B ve C genleri ve pET-28a(+) vektörü 3 vektör ve 1 DNA

olacak şekilde birbirlerine yapıştırıldılar. Buna göre her bir gen için reaksiyon; 2 µl 10X T4

DNA ligaz tamponu (Promega), 1 µl T4 DNA ligaz enzimi (Promega), 2 µl pET-28a(+)

vektörü, 6 µl insert DNA ve 9 µl ddH2O olacak şekilde hazırlandı ve reaksiyon 16 0C’de gece

boyu bekletildi.

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

Rekombinant plazmit E.coli BL21(DE3) hücresine aktarılmadan önce E.coli DH10β

elektrokompotent hücresine aktarıldı. Restriksiyon endonükleazlar ile kesim yapılarak genin

varlığı doğrulandı. Daha sonra kullanılacak olan E.coli BL21(DE3) hücresine ait bir koloni 3

ml LB besiyerine aşılandı ve elde edilen kültür 37 0C’de 200 rpm’de gece boyunca inkübe

edildi. Bu kültürden, CaCl2’lü metoda göre kompotent hale getirilmiş E.coli BL21(DE3)

hücreleri elde edildi. Kompotent hücrelere DNA aktarımı için rekombinant plazmit

DNA’sından 3 µl alındı ve 200 µl hücre eklendi. Karışım 30 dakika buz içerisinde

bekletildikten sonra 2 dakika 45 oC’de bekletildi. Daha sonra reaksiyon karışımı, içerisinde 1

ml LB besiyeri olan cam tüpe bırakıldı ve 37 oC’de 2 saat inkübe edildi. Bu süre sonunda

ependorf tüpe alınan kültür 6000×g’de 3 dakika santrifüj edildi. Pellet halindeki hücrelerin

üzerinde 100 µl besiyeri kalacak şekilde fazla besiyeri döküldü. Daha sonra 50 µg/ml

kanamisin içeren LB agar petrilerine yayıldı ve gece boyunca 37oC’de inkübe edildi. Aynı

yöntemle pET-28a(+) vektörünün kendisi de E.coli BL21(DE3) hücresine aktarıldı.

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

İlgili proteini ekspres etmek için kitinaz genlerini ihtiva eden rekombinant pET-28a(+)

vektörleri, E.coli BL21(DE3) konak hücresine aktarıldı. Aktarım sonucu oluşan kolonilerden

1’er tanesi 50 µg/ml kanamisin içeren 3 ml LB besiyerine kürdan yardımıyla bırakıldı. Bu tüp

200 rpm’de 37 oC’de bir gece boyunca inkübe edildi. Elde edilen gece kültürü, 100 ml

kanamisinli besiyerine eklendi. OD600=0,5-1 olduğunda gen ekspresyonunu indüklemek için

100 µl IPTG (Stok konsantrasyonu 240mg/ml) besiyerine ilave edilerek tekrar büyümeye
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bırakıldı. Yaklaşık 4 saat sonra kültür alınarak 50 ml’lik propilen (Nalgene, Sigma-Aldrich)

tüplere aktarıldı. 4o C’de 5000 rpm’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra süpernatant

uzaklaştırıldı. Pellet 12 ml 20 mM Tris-Cl pH=7,5’da çözüldü ve tekrar aynı şekilde santrifüj

edildi. Süpernatant dökülerek pelletin üzerine 5 ml 20 mM Tris-Cl pH=7,5 tamponu eklenerek

hücreler karıştırıldı. Daha sonra 50 µl lizozim (10mg/ml) eklenerek 30oC’de 15 dakika inkübe

edildi ve bu süre sonunda hücreler 1 dakika boyunca sonikatörde parçalandı. Son olarak, 4o

C’de 14.000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilerek süpernatant atıldı. Kalan pellet 2 ml 20 mM

Tris-Cl pH=7,5 tamponunda çözüldü ve -80 o C’de muhafaza edildi. E.coli BL21(DE3)’e

aktarılan pET-28a(+) ve E.coli BL21(DE3)’in kendisinden de aynı yöntemle protein

izolasyonu gerçekleştirildi.

2.17. Protein Miktarının Belirlenmesi

Protein miktarının tayini Bradford’un (1976) geliştirmiş olduğu metoda göre

gerçekleştirildi. Hazırlanan kalibrasyon eğrisinde standart olarak sığır serum albumini (BSA)

kullanıldı. Kalibrasyon eğrisi için; 2, 4, 6, 10, 15, 20, 40, 60, 80 µg BSA içeren çözeltiler

ddH2O ile 250 µl’ ye tamamlandı. Ardından üzerine 250’şer µl hazır boya çözeltisinden

(Protein Reagent, Sigma) ilave edildi ve vortekslendi. Hazırlanan standart ve örnekler 96

gözlü mikroplate üzerine aktarıldı ve UV-visible Spektroscopy System cihazı (Bio-rad)

kullanılarak 595 nm’de ölçümler yapıldı.

2.18. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein ekspresyonunun gözlenmesi amacıyla SDS-PAGE analizi yapıldı. SDS

poliakrilamid jel elektroforezi yöntemi ile her bir örnekten 80 µg protein kullanılarak

yürütüldü. Her bir örnek üzerine muamele tamponu (60mM Tris-HCl (pH 6,8), %25 Gliserol,

%2 SDS, %5 β-merkaptoetanol, %0,1 bromofenol blue) ilave edildikten sonra numuneler

kaynayan su içerisinde 10 dakika bekletildi. Daha sonra Laemmli (1970) tarafından

tanımlanan %10’luk SDS-PAGE’e yüklendi. Jele 30 mA akım uygulanarak ayrılma işlemi

gerçekleştirildi. Yürütme işlemi tamamlandıktan sonra jel Coomassie Brillant Blue (%0,125

Coomassie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyası ile 1 saat boyandı ve
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hemen ardından yıkama çözeltisinde (%36 Metanol, %9 Asetik Asit) 1-2 saat yıkandı. Jel

görüntüsü tarayıcı ile bilgisayar ortamına aktarıldı.

2.19. Proteinin Saflaştırılması

pET-28a(+) ekspresyon vektörüne klonlama yapılırken histidin kuyruk kesilmeden

kalacak şekilde yapıldı. Bu özellikten faydalanarak MagneHis Protein Purification System

(Promega) kiti kullanılarak saflaştırma yapıldı.

2.20. Deneylerde Kullanılacak Enzim Miktarının Belirlenmesi

Deneylerde kullanılacak enzim miktarını belirlemek için substrat (koloidal kitin)

miktarı sabit tutularak 1 μl, 2 μl, 3 μl, 4 μl, 5 μl, 6 μl, 8 μl, 10 μl, 15 μl, 20 μl, 30 μl, 40 μl, 60

μl enzim miktarlarıyla reaksiyonlar gerçekleştirildi. Reaksiyon 50 mM Tris (pH 7,4)

tamponunda 100 mM kitinaz varlığında 33°C’de 30 dk süre ile gerçekleştirildi. Reaksiyonlar

sonucunda karakterizasyon çalışmalarında kullanılacak enzim miktarı belirlendi.

2.21. Enzimlerin Çalıştığı Optimum pH’ların Belirlenmesi

Serratia marcescens’e ait kitinaz genlerinin en iyi çalıştığı pH’yı bulmak için, pH’sı

4,0–6,0 olan 50 mM asetat tamponu; pH’sı 6,0–8,0 olan 50 mM fosfat tamponu; pH’sı 7,5-

9,0 olan 50 mM Tris tamponu; pH’sı 9,0–12,0 olan 50 mM glisin tamponları kullanılarak

aktivite deneyleri gerçekleştirildi. Reaksiyonlar 75 μl enzim kullanılarak 25 mM kitinaz

varlığında 500 μl son hacimde ve 33°C’de 30 dk boyunca gerçekleştirildi. Daha sonra 500 μl

DNS eklenerek 10 dk boyunca kaynatıldı. Kaynatılan örnekler 560 nm’de ölçüldü. Gözlenen

optimum pH daha sonraki deney şartlarında kullanılacak olan reaksiyon pH’sı olarak

belirlendi.

2.22. Enzimlerin Çalıştığı Optimum Sıcaklık’ların Belirlenmesi

Kitinaz B’nin en iyi çalıştığı sıcaklık değeri, (1 mM Glisin pH 9) tamponu içerisinde

0,502 μg enzim kullanılarak 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 60°C’lerde Eppendorf Termomixer



25

cihazında gerçekleştirilen aktivite deneyleriyle bulundu. Kitinaz C’nin en iyi çalıştığı sıcaklık

değeri, (1 mM Glisin pH 8,5) tamponu içerisinde 0,502 μg enzim kullanılarak 15, 20, 25, 30,

35, 40, 45, 60°C’lerde Eppendorf Termomixer cihazında gerçekleştirilen aktivite deneyleriyle

bulundu.  İlk olarak 30 - 35°C aralığı belirlendi. Daha sonra sıcaklık noktasını daha hassas bir

biçimde belirlemek için 31, 32, 33, 34°C’lerde deney tekrarlanarak optimum reaksiyon

sıcaklığı belirlendi.
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3. BULGULAR

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

PCR yardımıyla çoğaltılan genin 16S rRNA sekans analizi ( Ek 1) yapıldı ve %99

oranında Serratia marcescens bakterisine benzerlik gösterdiği tespit edildi. İzolatımız Serretia

marcescens Ha olarak kodlandı.

3.2. Serratia marcescens Ha İzolatına Ait Agar Difüzyon Metodu İle Genel
Kitinaz Taraması

Bakterinin agar difüzyon metodu ile yapılan ekimi sonucu zon gözlemlendi (Şekil 4).

Bu sonuca göre bu bakterinin kitinaz pozitif olduğu belirlendi.

Şekil4. Serratia marcescens bakterisine
ait agar difüzyon sonucu

3.3. kitinaz Genlerinin PCR Aracılığıyla Belirlenmesi

kitinaz A, kitinaz B ve kitinaz C genleri dizayn edilen uygun primerler (Tablo 3) ile

PCR’da çoğaltıldı. PCR ürünleri agaroz jelde elektroforez yapıldı.  Sonuçta kitinaz A geninin

1692bp, kitinaz B geninin 1500 bp, kitinaz C geninin ise 1443 bp büyüklüğünde bantlar

oluşturduğu belirlendi (Şekil 5).
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M     1         2             3

Şekil 5. PCR ile çoğaltılmış kitinaz A, kitinaz B ve kitinaz C
genlerinin agaroz jel görüntüsü. 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 Klonlanması ve
Baz Dizilimlerinin Belirlenmesi

kitinaz A, kitinaz B ve kitinaz C genleri PCR ile çoğaltıldıktan sonra pGEMT-Easy

klonlama vektörüne aktarıldı. Nükleotid sırasının belirlenmesi için dizin analizi yapıldı. Elde

edilen sonuçlar değerlendirildi. Dizin analizi işlemi genlerin her iki tarafından gerçekleştirildi.

Analiz sonucuna göre, kitinaz A için toplam 1692 nükleotid uzunluğunda bir sıra elde edildi.

Genin tamamı 1692 bp olduğundan dolayı aradaki eksik olan bölgenin belirlenmesi için

okunmuş sıralardan yararlanarak yeni bir primer (ChiA ara bol Fw; (5’-

GCGGCGGCAACGGCATCAACG-3’) dizayn edildi. Ara bölgenin DNA diziliminin

belirlenmesi için dizin analizine tekrar gönderildi. Böylece ara bölgenin de sırası belirlenerek

DNA dizin analizi tam olarak gerçekleştirildi (Ek 2). kitinaz B için 1500 nükleotid

uzunluğunda bir sıra elde edildi (Ek 3). kitinaz C için ise 1443 nükleotid uzunluğunda bir sıra

elde edildi (Ek 4).

DNA dizin analizi gerçekleştirilen genlerin aminoasid sıraları da belirlendi (Ek 5, 6,

7). Bu sıralar kitinaz A için 563 aa, kitinaz B için 499 aa ve kitinaz C için 480 aa olarak tespit

edildi.

1000
1500 1500 bp

1443 bp

1692 bp3000
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3.5. Serratia marcescens Bakterisinin kitinaz A,  B  ve  C  Genlerinin  Nükleotid
Sıralarının Literatür ile Karşılaştırılması

Elde edilen mevcut nükleotid sıraları NCBI web adresindeki Blast programı

kullanılarak gen bankasındaki mevcut kitinaz sıraları ile karşılaştırmaları yapıldı.

Karşılaştırma sonucuna göre, elimizdeki izolatın kitinaz A geni, gen bankasında ki

S.marcescens (BJL200) chiA genine %99, Serratia marcescens Bn10 endochitinase (chiA)

genine %98, Serratia marcescens C8-8 suşuna ait (chiA) genine %97, Serratia marcescens

ATCC 990 (chiA) genine %96 oranında benzerlik göstermektedir (Tablo 4). İzolatımıza ait

kitinaz B, literatürde ki S.marcescens (BJL200) chiB genine %97, Serratia marcescens chiB

genine %95, Serratia marcescens chiB genine %95 ve Serratia marcescens (chiB) genine

%91 oranında benzerlik göstermektedir (Tablo 5). İzolatımıza ait kitinaz C ise, literatürde ki

Serratia marcescens chiC1 genine %98, Serratia marcescens (chiC) genine %96, Serratia

marcescens chiC genine %96 ve Serratia marcescens 141  suşuna  ait  (chiC) genine %95

oranında benzerlik göstermektedir (Tablo 6).

Tablo 4. Helicoverpa armigera orijinli S. marcescens’e ait kitinaz A
genine ait nükleotid sıralarının literatürde ki sıralar ile
karşılaştırma sonuçları

Accession
numarası

Adı Büyüklüğü Benzerlik

Z36294.1 S.marcescens
(BJL200)
chiA

1698bp %99

DQ165083.1 Serratia
marcescens
Bn10 (chiA)

1692bp %98

EU753246.1 Serratia
marcescens
C8-8 suşuna
ait (chiA)

1692bp %97

AY855211.1 Serratia
marcescens
ATCC 990
(chiA)

1692bp %96

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 nükleotid sıralarının literatürde ki sıralar ile
karşılaştırma sonuçları

Accession
numarası

Adı Büyüklüğü Benzerlik

Z36295.1 S.marcescens
(BJL200)
chiB

1836bp %97

AB015997.1 Serratia
marcescens
chi B,

1730bp %95

X15208.1 Serratia
marcescens
chiB

1700bp %95

DQ868535.1 Serratia
marcescens
(chiB)

1690bp %91

Tablo 6. Helicoverpa armigera orijinli S. marcescens’e ait kitinaz C
genine ait nükleotid sıralarının literatürde ki sıralar ile
karşılaştırma sonuçları

Accession
numarası

Adı Büyüklüğü Benzerlik

AJ630582.1 Serratia
marcescens
chiC1

1862bp %98

AF454464.1 Serratia
marcescens
(chiC)

1443bp %96

AB019238.1 Serratia
marcescens
chiC

1740bp %96

DQ990374.1 Serratia
marcescens
141 suşuna
ait (chiC)

1461bp %95

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 Vektörüne Klonlanması

Sekansı elde edilen klonların birer tanesinden kit kullanılarak plazmid DNA

izolasyonu yapıldı. pGEMT-Easy vektörüne klonlanmış kitinaz A, B ve C genleri ekspresyon

vektörüne aktarılmak üzere kitinaz A için NdeI ve BamHI, kitinaz B için NdeI ve HindIII ve

kitinaz C için NdeI ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesildi ve agaroz jel elektroforezine

tabi tutuldu (Şekil 6, 7, 8). Bu arada pET-28a(+) ekspresyon vektörü de aynı enzimler ile

kesildi. Restriksiyon enzimleri ile kesilmiş vektör ve kitinaz genleri birbirine yapıştırıldı.

M  1               2                  3

Şekil 6. NdeI ve HindIII restriksiyon enzimleri ile kesilen pET-28a(+)
ve chiB’nin %1’lik agaroz jel elektroforezi görüntüsü (M: 1kb
DNA Ladder, 1: pET-28a(+)’nın NdeI ve HindIII kesim
sonucu, 2: pET-28a(+)’nın HindIII ve NdeI kesim sonucu, 3:
chiB’nin HindIII ve NdeI)

3015bp

5369 bp
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M    1 2

Şekil 7. NdeI ve BamHI  restriksiyon  enzimleri  ile  kesilen  pET-
28a(+) ve chiA’nin %1’lik agaroz jel elektroforezi
görüntüsü (M: 1kb DNA Ladder, 1: chiA’nin BamHI ve
NdeI, 2: pET-28a(+)’nın NdeI ve BamHI kesim sonucu)

1  2 M

Şekil 8. NdeI ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesilen pET-
28a(+) ve chiC’nin %1’lik agaroz jel elektroforezi
görüntüsü ( 1: pET-28a(+)’nın NdeI ve BamHI kesim
sonucu, 2: chiC’nin BamHI ve NdeI,  M:  1kb  DNA
Ladder)
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kitinaz genlerini yapıştırdığımız pET-28a(+) plazmidi elektrokompotent E.coli DH10β

konak hücresine aktarıldı. Elde edilen kolonilerden plazmid DNA’lar izole edildi. Bu

plazmidlerin kitinaz genlerini içerip içermediği, kitinaz A ve C için NdeI ve BamHI, kitinaz B

için ise NdeI ve HindIII enzimleri ile kesilerek bakıldı. kitinaz genlerini içeren plazmidler

seçildi ve sonraki çalışmalarda kullanıldı.

3.7. Protein Ekspresyonu ve SDS-PAGE Analizi

Protein ekspresyonu için kitinaz genlerinin klonlandığı pET-28a(+) vektörü, E.coli

BL21(DE3) konak hücresine aktarıldı. Ayrıca kontrol olarak kullanılmak üzere kitinaz

genlerini içermeyen pET-28a(+) vektörü de E.coli BL21(DE3) hücresine aktarıldı. kitinaz

genlerini klonladığımız pET-28a(+) vektörünün transform edildiği E.coli BL21(DE3)

hücrelerinden, sadece pET-28a(+)’nın transfer edildiği E.coli BL21(DE3) hücrelerinden ve

içerisinde plazmid bulunmayan E.coli BL21(DE3) hücrelerinden protein ekspreslenerek SDS-

PAGE’de kullanılmak üzere izole edildi. Protein ekspresyonu 1mM IPTG ile indüklenerek

yapıldı ve ekspresyon 4 saat süreyle gerçekleştirildi. Hazırlanan proteinler %10’luk SDS-

PAGE’de analiz edildi. SDS-PAGE analizi sonucunda, E.coli BL21 (DE3) hücresinde

ekspreslenmiş olan kitinaz A için 57 kDa’luk, kitinaz B için 53 kDa’luk ve kitinaz C için ise

50 kDa’luk protein bantları tespit edildi (Şekil 9, 10, 11).
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M   1

Şekil 9. E.coli BL21(DE3)’de üretilen kitinaz A  genine  ait  SDS-
PAGE analizi. (M: Protein markırı (Bio-Rad), 1: E.coli
BL21(DE3)’de IPTG ile indüklenmiş pET-28a(+)- chiA)

57kDa70kDa

50kDa
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M 1 2 3

Şekil 10. E.coli BL21(DE3)’de üretilen kitinaz B genine  ait  SDS-
PAGE analizi.  (M:  Protein  Markırı (Promega),  1: E.coli
BL21(DE3)’de IPTG ile indüklenmiş pET-28a(+)- chiB,
2: E.coli BL21(DE3)’de IPTG ile indüklenmiş pET-
28a(+), 3: E.coli BL21(DE3) hücre proteinleri

50kDa

35kDa

53kDa



35

1 2 3         M

                      Şekil 11. E.coli BL21(DE3)’de üretilen kitinaz C genine ait SDS-
PAGE analizi. (1: E.coli BL21(DE3) hücre proteinleri, 2:
E.coli BL21(DE3)’de IPTG ile indüklenmiş pET-28a(+),
3: E.coli BL21(DE3)’de IPTG ile indüklenmiş pET-
28a(+)- chiC, M: Protein Markırı (Promega))

35kDa

50kDa
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3.8. Kitinaz Enzimlerinin Optimum pH’larının Belirlenmesi

pH’nın kitinaz aktivitesi üzerine etkisi pH 4,5 – 12,0 aralığındaki tamponlarda

gerçekleştirilen bir seri reaksiyon ile incelendi. Elde edilen aktivite ölçümlerine göre pH-

Aktivite grafiği oluşturuldu.  Şekil 12’de görüldüğü üzere kitinaz B aktivitesi en yüksek 9,0

pH’ya sahip tamponda gözlendi.
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Şekil 12. Kitinaz B enziminin farklı pH’lardaki aktivitesi

Şekil 13’de de görüldüğü gibi kitinaz C en yüksek aktiviteyi pH 8,5’ ta gösterdi.

              Şekil 13. Kitinaz C enziminin farklı pH’lardaki aktivitesi
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3.9. Kitinaz Enzimlerinin Optimum Sıcaklıklarının Belirlenmesi

Kitinaz’ın 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 60ºC’lerde aktiviteleri ölçülerek enzimin

çalışmalarına sıcaklığın etkisi araştırıldı ve sıcaklık-aktivite grafiği oluşturuldu. Kitinaz B

için 35 ºC’de sonuç alınırken (Şekil 14), kitinaz C için 30-35 ºC aralığında birbirine çok yakın

değerler elde edildi. Bu nedenle daha doğru bir optimum sıcaklık belirlemek için deney 31,

32, 33 ve 34ºC’lerde tekrarlandı. Bu sıcaklıklarda ölçülen aktivitelere göre oluşturulan

sıcaklık-aktivite grafiği Şekil 15’de gösterildi. Sonuç olarak kitinaz C enziminin optimum

sıcaklığı 33ºC olarak belirlendi.

Şekil 14. Kitinaz B enzimine ait sıcaklık grafiği
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 Şekil 15. Kitinaz C enzimine ait sıcaklık grafiği



4. TARTIŞMA

Bakteriler tarafından üretilen kitinazın bakterideki rolü, kitini karbon (C) ve enerji

kaynağı olarak kullanma amacına yöneliktir (Roberts ve Selitrennikoffh, 1988; Leah vd.,

1995). Bakteriler arasında Streptomyces (özellikle S. griseus) Serratia, Aeromonas,

Chromobacterium, Photobacterium, Pseudomonas, Vibrio, Bacillus, Clostridium,

Arthrobacter, Nocardia, Chitinophaga, Cytophaga ve Lasobacter türleri potansiyel kitinaz

üreticileridirler (Thamthiankul vd., 2001; Okay, 2005; Kuzu, 2008).

Bakteriyel kitinazlar ile ilgili çalışmalar-biyokimyasal özellikleri, bunları kodlayan

genler, katalitik mekanizmaları, üç boyutlu yapıları hızlı bir şekilde çoğalmaktadır (Watanabe

vd., 1997). Bakteriyel kitinazlar en fazla Serratia cinsi bakterilerle çalışılmaktadır.

Literatüre bakıldığında bakteriyal kitinazlar arasında birkaç kitinaz genini bir arada

barındıran birkaç örnek bulunmaktadır.  Literatürde  şimdiye kadar tespit edilen bakteriyal

kitinazlar arasında Bacillus circulans WL-12 suşu kitinaz A, C ve D genlerini bir arada

bulunmaktadır (Alam vd., 1996). Serratia marcescens 2170 suşunun kitinaz A,  B  ve  C1

genlerini bir arada bulundurduğu tespit edilmiştir (Suzuki vd. 2002).

Bu çalışmada kullanılan Serratia marcescens Ha bakterisi dünya’da büyük bir tarım

zararlısı olan Helicoverpa armigera’dan izole edilmiş ve kitinaz A, B ve C dejenerat

primerleri ile bu bakteri DNA’sından kitinaz genleri çoğaltılmıştır.

Bu nedenle, entomopatojenik bir bakteri olan Serratia marcescens bakterisinin

öncelikle agar difüzyon metodu ile kitinaz aktivitesi gözlemlendi. İçerdiği kitinaz genlerinin

tespit edilebilmesi için dejenerat primerler dizayn edilerek PCR ile genler çoğaltılmış ve

pGEMT easy vektöre klonlanmıştır. Elde edilen doğru klonlar DNA dizin analizine

gönderilerek gelen sonuçlar değerlendirilmiştir. Bu değerlendirmeler sonucunda genlerin tam

sırası belirlenmiş ve kitinaz A, B ve C genleri olduğu belirlenmiştir. Bu sıra literatürde

bulunan diğer kitinaz genleri ile karşılaştırılmıştır. Karşılaştırma sonuçlarına göre S.

marcescens Ha kitinaz A geni gen bankasındaki S.marcescens (BJL200) chiA genine %99,

Serratia marcescens Bn10 endochitinase (chiA) genine %98, Serratia marcescens C8-8

suşuna ait (chiA) genine %97 ve Serratia marcescens ATCC 990 (chiA) genine %96 oranında

benzerlik göstermektedir. kitinaz B,  gen  bankasında  ki S.marcescens (BJL200) chiB genine

%97, Serratia marcescens chiB genine %95, Serratia marcescens chiB genine %95 ve

Serratia marcescens (chiB) genine %91 oranında benzerlik göstermektedir. kitinaz C ise, gen
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bankasında ki Serratia marcescens chiC1 genine %98, Serratia marcescens (chiC) genine

%96, Serratia marcescens chiC genine %96 ve Serratia marcescens 141  suşuna  ait  (chiC)

genine %95 oranında benzerlik göstermektedir.

Şu ana kadar farklı konaklardan izole edilen kitinaz genleri Escherischia coli’de ve

Bacillus thuringiensis’de ekspres edilmiştir (Sitrit vd., 1995; Lonhienne vd., 2001).

Okay ve arkadaşları (2008) Serratia marcescens kitinaz A genini Bacillus

thuringiensis’ e aktarmışlar ve kitinaz geninin B. thuringiensis’de orijinal konağından daha

fazla ekspres edildiğini ayrıca B. thuringiensis’de ki plazmid kararlılığının test edilen 240

generasyon süresi boyunca devam ettiğini gözlemlemişler.

Kolay çalışılabilir olması, daha önce yapılan çalışmalarda verimli sonuçlar alınması ve

rahat elde edilebilmesi nedeniyle bu çalışmada klonlama ve ekspresyon için konak olarak

E.coli kullanılmıştır.

Gerçekleştirilen bu çalışmada, Serratia marcescens bakterisinin kitinaz A,  B  ve  C

genleri tam olarak elde edildikten sonra genlerin ekspresyonu için indüklenebilir T7 RNA

polimeraz promotoru içeren pET-28a(+)’ya klonlanarak Escherichia coli BL21(DE3) konak

hücresinde ekspres edilmişlerdir. Ekspres edilen proteinlerin büyüklükleri kitinaz A için

yaklaşık 57 kDa, kitinaz B için yaklaşık 53 kDa ve kitinaz C için yaklaşık 50 kDa civarında

olduğu SDS-PAGE analizi ile belirlenmiştir.

Elde edilen enzimlerin aktivite varlığı tespit edildikten sonra çalıştıkları uygun pH ve

sıcaklıkları tespit edildi. Kitinaz A’nın aktivitesi tespit edilemedi. SDS-PAGE sonucuna göre

bant görülmesine rağmen, sinyal peptidinin bulunmasından dolayı aktivite gözlenemedi. Okay

vd.’nin 2008 yılında yaptıkları çalışmada kitinaz A genini sinyalli bir şekilde ekspres

etmişlerdir. Fakat bunun için rekombinant bir vektör kullanmışlardır. Diğer bir çalışmada ise

Bacillus licheniformis A1 suşunda bulunan kitinaz geni sinyalsiz bir şekilde çoğaltılarak

sinyali bulunmayan bir vektörde ekspres edilmiştir (Sandallı vd.,2008). Böylelikle enzim

hücre içinde kalmış olup aktivitesine bu şekilde bakılabilir. Bundan yola çıkılarak yine

sinyalsiz şekilde çoğaltılan genin sinyalli bir vektörde de ekspres edilerek enzimin hücre

dışına atılması sağlanabilir. Literatüre bakıldığında, yapılan çalışmalara göre elimizdeki

klonun ve diğer elde ettiğimiz klonların sekansları tekrardan yapılarak bir hata olup olmadığı

yeniden kontrol edilebilir. Sekans sonucuna göre, yeni bir klondan yeniden ekspresyon

çalışmalarına devam edilerek bu enzimin de tanımlanması yapılabilir. Literatürde olduğu gibi

sinyalsiz bir şekilde çoğaltılarak ve klonun sırasından emin olunarak sinyal içermeyen bir

vektörde ekspresyonu gerçekleştirilebilir.



40

Diğer 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 suşuna ait kitinazın pH=7,5 (nötral), Guo

vd. (2004) Aeromonas schubertii’den izole ettikleri kitinazın pH=4,8’de (asidik) maksimum

aktivite gösterdiğini bildirmişlerdir. Vaidya vd. (2003), Alcaligenes xylosoxoxydans kitinazı

ile çalışmışlar ve enzim pH=5,0’da optimum aktivite göstermiştir. Bushan ve Hoondal (1998)

Bacillus kitinazlarının geniş pH 7,5-9,0 aralığında optimum aktivite gösterdiğini

bildirmişlerdir. Wiwat vd. (1999) Bacillus circulans No.4.1 suşuna ait kitinazın pH=8,0’de

optimum aktivite gösterdiğini, Alteromonas sp. O-7 suşuna ait kitinazın benzer özellikler

gösterdiğini (Tsujibo vd., 1992) bildirmişlerdir. Yuli vd. (2004) Bacillus sp. 13,26 suşuna ait

kitinazın nötral pH’da optimum aktivite gösterdiğini ve Pseudomonas aeruginosa K-187

(Wang ve Chang, 1997) suşuna ait kitinaza benzediğini bildirmişlerdir. Beauveria

bassina’dan elde edilen kitinaz pH=9,2’de oldukça aktif olup (Suresh ve Chandrasekaran,

1999) bu çalışmada izole edilen kitinaz B optimum pH= 9,0’da aktivite göstermektedir.

Watanabe vd. (1992) ve Yabuki vd.’ne göre (1986) pek çok kitinazın asidik, Ohishi vd.

(1996) ve Ueda ve Arai’a göre (1992) pek çok kitinazın alkali olduğu, B. circulans No.4.1’in

(Wiwat vd., 1999) ve B. circulans WL-12’nin (Watanabe vd., 1992) alkali olduğu

saptanmıştır. Alkali kitinazlar, B. thuringiensis temelli biyopestisid (lepidoptera larvalarının

biyokontrolünde) üretiminde oldukça kullanışlı bir enzimdir Çünkü lepidoptera larvalarının

bağırsakları alkali pH’dadır (Berenbaum, 1980).

Enzimlerin çalıştığı uygun sıcaklıklara bakıldığında ise kitinaz B’nin 35 ve kitinaz

C’nin ise 33oC’de en iyi aktivite gösterdikleri görülmektedir. Lee vd. (2006) Bacillus sp.

DAU101 suşundan izole ettikleri kitinazın optimum sıcaklık aktivitesini 60 °C, Vaidya vd.

(2003), Alcaligenes xylosoxoxydans kitinazı’nın 50 ºC, Bushan ve Hoondal (1998) Bacillus

kitinazlarının 45-55 ºC’de optimum aktivite gösterdiğini bildirmişlerdir. Wiwat vd. (1999)

Bacillus circulans No.4.1 suşuna ait kitinazın 40 ºC ve optimum aktivite gösterdiğini,

Alteromonas sp. O-7 suşuna ait kitinazın benzer özellikler gösterdiğini (Tsujibo vd., 1992)

bildirmişlerdir.

Yuli vd, (2004), Endonezya’nın Tompaso sıcak su kaynağından kitinaz üreten bir

bakteri izole etmişlerdir. 16SRNA sekans analizine göre; bu Gr (+), spor üreten, çubuk şekilli,

bakteri Bacillus sp. 13.26 olarak adlandırılmıştır. Bakteri %5’lik kitin içeren besiyerinde 72

saat 55 °C’de üretildiğinde ekstrasellüler kitinaz üretmiştir. Enzimi NH4SO4 (amonyum

sülfat) yöntemi ile saflaştırmışlar ve saf enzim moleküler ağırlığı SDS-PAGE’de 60 kDa

olarak saptanmıştır. Optimum sıcaklık 60°C ve optimum pH 7.8 olarak bulunmuştur. 70 °C 5
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saat ön inkübasyondan sonra kitinaz aktivitesi korunmuştur. Zimogram analizleri ile de

enzimin termal stabilitesi doğrulanmıştır. 80 °C’de 1 saatlik inkübasyondan sonra enzim

önemli derecede korunmuştur.

Bazı bitki büyümesini teşvik edici bakterilerde kitinaz üretmektedirler. Yapılan bir

çalışmada bitkiler bu suşlarla muamele edilmiş ve bitkilerin zararlı bir mantar olan R. solani

ile enfeksiyondan korundukları gözlenmiştir. Bu denemede kitinaz negatif olarak kullanılan

suşun fungal patojene karşı herhangi bir koruma kapasitesi olmadığı belirlenmiş ve fungal

patojene karşı aktif elementin kitinaz olduğu net bir şekilde anlaşılmıştır. Böylece aktivitesi

ve moleküler özellikleri amaca uygun olan bir kitinaz geni bitki büyümesini teşvik eden

bakterilere klonlanarak bitki gelişim ve korunmasını sağlamaktadır (Radjacommare vd.,

2004).

Sonuç olarak böcekten izole edilen bir bakteriden elde edilen enzimlerin bulunan

sıcaklıklarda en iyi aktivite göstermeleri beklenen bir durumdur. Aktivite gösterdikleri

pH’ların da bazik olması biyopestisid üretiminde oldukça kullanışlı enzimler olduğunu

göstermektedir.



5. SONUÇLAR

Bu çalışma sonucunda Helicoverpa armigera’dan izole edilen Serratia marcescens Ha

bakterisine ait kitinaz A, B ve C genlerinin klonlanması, karakterizasyonu, ekspresyonu ve

enzim aktivitesi ile enzim karakterizasyonu gerçekleştirilmiştir.

Serratia marcescens bakterisine ait kitinaz A, kitinaz B ve kitinaz C genleri, dizayn

edilen dejenerat primerler yardımıyla çoğaltıldı ve pGEMT Easy klonlama vektörüne

klonlanarak baz dizilimi belirlendi. kitinaz A geni, 1692 bp büyüklüğünde olup 563 aa, kitinaz

B geni, 1500 bp büyüklüğünde olup 499 aa, kitinaz C geni ise, 1443 bp büyüklüğünde olup

480 aa içermektedir.

Nükleotid sırasının mevcut genlerle karşılaştırılması sonucunda kitinaz A geninin

S.marcescens (BJL200) chiA genine %99 oranında, kitinaz B geninin S.marcescens (BJL200)

chiB genine %97 oranında ve kitinaz C geninin de S.marcescens chiC1 genine %96 oranında

benzer olduğu tespit edildi.

Genlerin ekspresyonunu sağlamak için öncelikle bir ekspresyon vektörü olan pET-

28a(+)’ya klonlandı ve E.coli BL21(DE3) hücresinde proteinlerin üretimleri gerçekleştirildi.

Daha sonra SDS-PAGE analizi yapılarak kitinaz A geni için protein büyüklüğünün yaklaşık

57kDa’luk, kitinaz B için protein büyüklüğünün yaklaşık 53 kDa ve kitinaz C için de protein

büyüklüğü yaklaşık olarak 50 kDa olduğu gözlendi.

Elde edilen bu enzimlerin çalışabileceği optimum pH ve sıcaklık aralıklarına bakıldı ve

kitinaz B’nin pH 9’da, 35oC’de ve kitinaz C’nin pH 8,5’da 33oC’de en iyi aktivite

gösterdikleri tespit edildi.



6. ÖNERİLER

Zararlı böceklerle mücadelede kimyasal insektisitlere en iyi alternatif

biyoinsektisitlerdir. Bu anlamda biyolojik mücadele için en çok kullanılan mikroorganizmalar

bakterilerdir.

Yıllardan beri entomopatojenik bir bakteri olan Serratia marcescens üzerinde çok

sayıda araştırma yapılmış ve hala daha yapılmaktadır. Böylece tarım alanlarında ve

ormanlarda zarara yol açan böcekler etkisiz hale getirilebilmektedir. Bu anlamda Serratia

marcescens bakterisinin ve bakteride bulunan kitinaz genlerinin moleküler düzeyde

aydınlatılması büyük önem taşımaktadır. Tanımlanamayan kitinaz A geninin yeniden sekansı

yapılabilir ve sekans sonucuna göre, yeni bir klondan yeniden ekspresyon çalışmalarına

devam edilerek bu enzimin de tanımlanması yapılabilir. Literatürde olduğu gibi sinyalsiz bir

şekilde çoğaltılarak ve klonun sırasından emin olunarak sinyal içermeyen bir vektörde

ekspresyonu gerçekleştirilebilir.  Bu çalışmada moleküler özellikleri belirlenen kitinaz

genleri, başta izole edilen konağı olan Helicoverpa armigera olmak üzere Lepidoptera grubu

zararlılar üzerinde ve Coleoptera gibi diğer zararlı grupları üzerinde etkilerinin test edilmesi,

böcekler üzerindeki etkileri artırmak amacıyla yine böcekler üzerinde etkili olan farklı

genlerle (cry genleri, cyt genleri ve kitinaz gibi) bir araya getirilerek füzyon protein

oluşturulabilir. Literatürde benzer çalışmalar bulunmakta olup bu şekilde böcekler üzerindeki

insektisidal aktiviteyi arttırmak ve böceklerin toksinlere olan dirençliliğini önlemek

amaçlanmaktadır (Khasdan vd., 2007). Elde edilen enzimlerin karakterizasyonu daha ayrıntılı

bir biçimde yapılarak endüstriyel alanda kullanım için geliştirilebilir.
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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 AGC G

Ek Şekil 1. Serratia marcescens Ha bakterisine ait 16S rRNA dizin analizi sekans sonucu
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ATG CGC AAA TTT 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
GCA TTG 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 AAC TTC 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 Şekil 2. Serratia marcescens Ha bakterisine ait kitinaz A geninin DNA sırası (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 ACC TTC
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 GCA TAA

Ek Şekil 3. Serratia marcescens Ha bakterisine ait kitinaz B geninin DNA sırası (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 GAC TTC 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 GCC TTC
ACC CTG TGG CAG CTC ATC GCC TAA

Ek Şekil 3. Serratia marcescens Ha bakterisine ait kitinaz C geninin DNA sırası (1443bp)
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MRKFNKPLLALLIGSTLCSAAQAAAPGKPTIAWGNTKFAIVEVDQAATAYNSLVKVK
NAADVSVSWNLWNGDTGTTAKVLLNGKEAWSGPSTGSSGTANFKVNKGGRYQMQ
VALCNADGCSASDATEIVVADTDGSHLAPLKEPLLEKNKPYKQNSGKVVGSYFVEW
GVYGRNFTVDKIPAQNLTHLLYGFIPICGGNGINDSLKEIEGSFQALQRSCQGREDFKV
SIHDPFAALQKAQKGVTAWDDPYKGNFGQLMALKQAHPDLKILPSIGGWTLSDPFFF
MGDKVKRDRFVGSVKEFLLTWKFFDGVDIDWEFPGGKGANPNLGSPQDGETYVLL
MKELRAMLDQLSAETGRKYELTSAISAGKDKIDKVAYNVAQNSMDHIFLMSYDFYG
AFDLKNLGHQTALNAPACKPDTAYTTVNGVNALLAQGVKPGKIVVGTAMYGRGWT
GVNGYQNNIPFTGTATGPVKGTWENGIVDYRQIAGQFMSGEWQYTYDATAEAPYVF
KPSTGDLITFDDARSVQAKGKYVLDKQLGGLFSWEIDADNGDILNSMNASLGNSAG
VP.

Ek Şekil 5. Serratia marcescens Ha bakterisine ait kitinaz A geninin aa sırası (563)

MSARKAVIGYYFIPTNQINNYTESDTSVVPFPVSNITPAKAKQLTHINFSFLDINSNLEC
AWDPATNDAKARDVVNRLTALKAHNPSLRIMFSIGGWYYSNDLGVSHANYVNAVK
TPASRTKFAQSCVRIMKDYGFDGVDIDWEYPQAAEVDGFIAALQEIRTLLNQQTVAD
GRQALPYQLTIAGAGGAFFLSRYYSKLAQIVAPLDYINLMTYDLAGPWEKVTNHQA
ALFGDAAGPTFYNALREANLGWSWEELTRAFPSPFSLTVDAAVQQHLMMEGVPSAK
IVMGVPFYGRAFKGVSGGNGGQYSSHSTPGEDPYPSTDYWLVGCEECVRDKDPRIAS
YRQLEQMLQGNYGYQRLWNDKTKTPYLYHAQNGLFVTYDDAESFKYKAKYIKQQ
QLGGVMFWHLGQDNRNGDLLAALDRYFNAADYDDSQLDMGTGLRYTGVGPGNLPI
MTAPAYVPGTTYAQGALVSYQGYVWQTKWGYITSAPGSDSAWLKVGRLA.

Ek Şekil 6. Serratia marcescens Ha bakterisine ait kitinaz B geninin aa sırası (499)

MSTNNIINAVAADDAAIMPSIANKKILMGFWHNWAAGASDGYQQGQFANMNLTDIP
AEYNVVAVAFMKGQGIPTFKPYNLSDTEFRRQVGVLNSQGRAVLISLGGADAHIELK
TGDEDKLKDEIIRLVEVYGFDGLDIDLEQAAIGAANNKTVLPAALKKVKDHYAAQG
KNFIISMAPEFPYLRTNGIYLDYINALEGYYDFIAPQYYNQGGDGIWVDELNAWITQN
NDAMKEDFLYYLTESLVTGTRGYAKIPAAKFVIGLPSNNDAAATGYVIDKQAVYNA
FSRLDAKNLSIKGLMTWSINWDNGKSKAGVAYNWEFKTRYAPLIQGGVTPPPGKPN
APTALTVAELGATSLKLSWAAATGAFPIASYTVYRNGNPIGQTAGLSLADGGLTPAT
QYSYFVTATDSQGNTSLPSSALAVKTANDGTPPDPGAPEWQNNHSYKAGDVVSYKG
KKYTCIQAHTSNAGWTPDAAFTLWQLIA.

Ek Şekil 7. Serratia marcescens Ha bakterisine ait kitinaz C geninin aa sırası (480)
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