KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERIi ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

VIRAL VE BAKTERIYEL KITINAZLARIN INSEKTIiSIDAL AKTIVITELERININ
KARSILASTIRILMASI; KIiTINAZIN VIRAL INFEKTIVITEYE ETKISI

YUKSEK LiSANS TEZIi

Abulikemu SULAIMAN

TEMMUZ 2020
TRABZON



KARADENIZ TEKNiK UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

VIRAL VE BAKTERIYEL KiTINAZLARIN INSEKTISIDAL AKTIVITELERININ
KARSILASTIRILMASI; KIiTINAZIN VIRAL INFEKTIVITEYE ETKISI

Abulikemu SULAIMAN
ORCID :0000 -0002 -7080 -4755

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiince
"YUKSEK LiSANS (BiYOLOJi)"
Unvam Verilmesi I¢cin Kabul Edilen Tezdir.

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih : 15/06 /2020

Tezin Savunma Tarihi :09/07 /2020
Tez Damsmam  : Prof. Dr. Remziye NALCACIOGLU
ORCID : 0000-0003-0527-9541

ikinci Danisman  : Dr. Ogr. Uyesi. Mehtap YAKUPOGLU

Trabzon 2020



ONSOZz

“Viral ve Bakteriyel Kitinazlarm Insektisidal Aktivitelerinin Karsilastirilmasi;
Kitinazin Viral Infektiviteye Etkisi” adli bu ¢alisma, Karadeniz Teknik Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisti Biyoloji Anabilim Dali’nda “Yiiksek Lisans Tezi” olarak hazirlanmistir.

Yiiksek Lisans tez danigmanligimi iistlenerek, gerek konu secimi gerekse caligmalarin
yiriitiilmesi ve degerlendirilmesi sirasinda ilgi ve yardimlarini esirgemeyen, hi¢ yabancilik
hissettermeyen saym hocam Prof. Dr. Remziye NALCACIOGLU na, ¢alismam boyunca
degerli fikirlerini benden esirgemeyen ve tiim imkanlar1 saglayan saym hocam Prof. Dr.
Zihni DEMIRBAG’a, calismam boyunca maddi ve manevi destegini esirgemeyen kiymetli
hocam Dog. Dr. Hacer MURATOGLU na tesekkiirii bir borg bilirim.

Laboratuvar ¢alismalarim boyunca yardimlarini ve desteklerini esirgemeyen Dr. Aydin
YESILYURT ve Dr. Doniis GENCER’ e, tezimdeki yardimlarmdan dolay1 basta Dr. Askin
TEKIN ve Soner KARABULUT olmak iizere diger Mikrobiyoloji Laboratuvar1 ¢alisma
arkadaslarima ve c¢aligmalarimda faydalandigim Molekiiler Biyoloji Laboratuvari
calisanlarina tesekkiirlerimi sunuyorum.

Tiim varliklarint benim egitimim igin feda ederek bana her zaman yol gostermis olan
babama, sevgisiyle bana her zaman gl¢ veren anneme ve ailemin diger bireylerine sonsuz
tesekkiirlerimi sunuyorum.

Ayrica yiiksek lisan egitimimi destekleyen Yurtdisi Tulrkler ve Akraba Topluluklar

Bagkanligi’na tesekkiir ediyorum.

Abulikemu SULAIMAN
Trabzon 2020



TEZ ETiK BEYANNAMESI

Yilksek Lisans Tezi olarak sundugum “Viral ve Bakterial Kitinazlarm Insektisidal
Aktivitelerinin Karsilastirilmas1; Kitinazin Viral Infektiviteye Etkisi” baslikli bu
calismay1 bastan sona kadar damismamim Prof. Dr. Remziye NALCACIOGLU’nun
sorumlulugunda tamamladigimi, verileri kendim topladigimi, deneyleri 1ilgili
laboratuvarlarda yaptigimi, bagska kaynaklardan aldigim bilgileri metinde ve kaynakcada
eksiksiz olarak gosterdigimi, ¢aligma siirecinde bilimsel arastirma ve etik kurallara uygun
olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul

ettigimi beyan ederim. 09/07/2020

Abulikemu SULAIMAN



ICINDEKILER

Sayfa No
(0111550 RO Il
TEZ ETIK BEYANNAMESI ...cooviiiiiiiiiic s \%
OZET . e, VI
SUMMARY .ottt et e e et e e et e ettt e et et e e ane e e e nnte e e nnte e e areeeennes IX
SEKILLER DIZINT....coooiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e X
TABLOLAR DIZINI.....coooviiiiiecieeeeeeeeeeeeeeee et XI
SEMBOLLER DIZINT .....ooviiiiiiieieieeeeeeee e Xl
1. GENEL BILGILER ......ocvoiiiiiiiieceeeeeet ettt 1
1.1. 515 1RSSR 1
1.2. BIYOPESHISILIE ... e 1
1.3. ENZIMIEE ..o 2
1.3.1.  ENZIMIETIN YAPIST..uuttitiiiiiiieiiiiiitiiiiie e e e e e sttt e e e e s s s e e e e e e e s s ssnbbbneeaeeeeeanns 3
1.3.2.  Enzimlerin Kullanimi...........ccooiiiiiiiii e 4
1.4 Kitinaz Enziminin Biyolojik Kontrol Materyali Olarak Kullanilmasi ............... 5
1.5. Kitin DeGredaSyONU ......ccvuieiiieeiiiie st e et e et s et e e tae e e e e e snba e e anea e 6
15,10 KN ettt 6
152, KIINAZIAT ...c.oiiiiiiicc 7
1.5.3. Kitinazlarm organizmalardaki gOrevIeri ...........cooveeiiiiiiiiiiiii e 10
1.6. Kitinazlarin Kullantmi ... 11
1.6.1. Zararh Boceklerin ve Fitopatojenlerin biyokontrolii...........ccccceevviiiviiiiiinineennn 11
1.6.2.  Tek Hiicre Proteini Uretimi.........cocooeririnrnniiiicceeessese e 12
1.6.3.  G1da MURafazast........ccuviiiiiiiiiic e 13
1.6.4. Mantar Biyokitle Tahmini ........cccooiiiiiiiii e 13
1.6.5.  SIvriSineK KONrOIU.........cccooiiiiiiiii e 13
1.6.6.  Protoplastlarin 1zolasyonU...............ccceveeiiiriiiiisicieicccceeeee e, 14
1.6.7.  Tibbi UygUIAma .....cccoiiiiiiiiiiiiie ettt 14



1.6.8.

1.6.9.
1.6.10.
1.7.
1.8.
1.9.
1.10.
1.11.

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.

2.6.
2.1.

2.8.
2.9.

2.10.
2.11.
2.12.
2.12.1.
2.12.2.
2.13.
2.14.
2.15.

3.1.

Kitooligosakkaritler, Glukozaminler ve N-asetilglukozamin (GIcNAc)

UFBEIMI ..ot 14
IMIOTTOGEBNEZIS ...t 14
Alerjik INflamasyOn .........ccceiiiiiiiiiieiciccieeee e 15
Bakiiloviriisler’in Biyolojik Kontrol Ajani Olarak Kullanilmasti..................... 15
Serratia marcescens’in Biyolojik Kontrol Ajani Olarak Kullanilmasi............. 17
Invertebrate iridescent Virus 6 (11V6) .........cccoovviiieiiiiiii e 18
Entegre Zararlt YONEIMI .....cooovvvviiiiiiiieeeieee e 18
CaliSMAaNIN AMACT.....coiiiiiiiiiii e 19
YAPILAN CALISMALAR .....coiiiiiiiiie ittt 20
Calismada Kullanilan VIrGisIer ..........cccevviiiiiiiiiiiiiieiiic e 20
Viral DNA IZOIaSYONUe..........cccoviieviiiiiitiiiieieeisctee et 20
Primerlerin Tasarlanmasi............oeouiiiiiiiiiiiiiie i 21
Kitinaz genlerinin PCR araciligryla ¢ogaltilmast ........ccccccoevviiviiiiiiiinnniiinnnne, 22
Kitinaz Genlerinin pJET1.2 Vektoriine Klonlanmalari............ccccceveeininnnnnne. 22
Kompotent E. coli DH10p Hiicrelerinin Hazirlanmasi ve Transformasyon.....23
Rekombinant Plazmidlerin izolasyonu ve Restriksiyon Endoniikleazlar ile

IMIUBMEIEST ... 24
Kitinaz Genlerinin pET-28a(+) Ekspresyon Vektoriine Klonlanmalari............ 25
Kitinaz Genlerini Iceren pET28a Vektérlerinin E. coli BL21(DE3) Hiicrelerine
TransformasSYONIATT......uuvviiiiiiiiiiiiiii e 26
Kitinaz Proteinlerinin ifade EAIIMESI .........cccccoooiiiiiiiiiie 27
Proteinlerin Saflastirilmasi ve Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi.................. 27
Kitinaz Proteinlerinin ANaliZi...........cooooieiiiiiii e 28
SDS-PAGE ANALZI ..ottt 28
WesStern-blot ANANIZI .........ccooviiiiie 29
Proteinlerin DIYaliZi.........c.c.coooieiiiie e 30
Proteinlerin Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi ...........cccccvoveevrvevienererennns 31
Kitinaz Proteini ve Viriis Karsimmim Insektisidal Etkisinin Test Edilmesi .....31
BULGULAR ...ttt ettt e et 32
Viral kitinaz Genlerinin PCR ile Cogaltilmast...........ccccovuveiniiiiiiiieniieeiinnn 32

Vi



3.2. Viral kitinaz Genlerinin KIonlanmast ...........c.ccooiiiiiiiiiiiiiiiiniiiee e 32
3.3. Protein EKSpresyonu ve ANAHZI..........ccoiieiiiiiiiiiieic e 33
3.4. Kitinaz Proteinlerinin Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi ............c.cccvevevevee. 35
3.5. Insektisidal Aktivite Sonuglarmnim LCso Degerleri............cceeverirerieerererenaans 36
3.6. Insektisidal Aktivite Sonuglarmnimn LTso DeSerleri .............cceveverereeeerernnaan, 36
3.7. Kitinaz ve Viriis Karsiminim Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi ................. 37
4. TARTISMA ...ttt e e et e e e nntaeae e 39
5. SONUGCLAR L.ttt e e et e e e 43
6. ONERILER ......ovitiiitieeeeeeeeeeee ettt ee e e, 46
7. KAYNAKLAR L.ttt e st e st a e e nntaeeas 46
OZGECMIS

VI



Yuksek Lisans

OZET

VIRAL VE BAKTERIYEL KITINAZLARIN INSEKTISIDAL AKTIVITELERININ
KARSILASTIRILMASI; KITINAZIN VIRAL INFEKTIVITEYE ETKIiSi

Abulikemu SULAIMAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Remziye NALCACIOGLU
2020, 53 Sayfa

Sentetik pestisitlerin yogun kullaniminin gevre ve insan sagligi tizerindeki olumsuz etkileri,
bitki hastaliklar1 ve zararhilarinin kontroliinde ¢evre dostu uygulamalar arayisini tesvik etmistir.
Bunlar arasinda, mikroorganizmalar veya bunlarin iiriinlerinin kullanilmasi 6n plana ¢ikmaktadir.
Kitinazlar zararli organizmalarm Kkontrolinde kullanilabilecek 6nemli mikrobiyal iriinlerdir.
Invertebrate iridescent virus 6 (IIV6) 6nemli bazi zararli boceklerde enfeksiyon olusturan bir
bocek viriisiidiir. Ancak IIV6’nin oral infektivitesi oldukca diisiiktiir. Bu calismada viral ve
bakteriyel kitinazlarin insektisidal aktiviteleri karsilastirilmis ve IIV6’nin oral infektivitesine
kitinaz  proteininin  katkis1  arastrilmusti.  Bu islem i¢in  Autographa californica
nuleopolyhedrovirus (AcNPV) ve Cydia pomonella granulovirus (CpGV)’e ait kitinaz genleri,
PET-28a ekspresyon vektoriinde ifade edildiler. Bu iki viriise ait Kitinaz proteinleri ve daha dnce
klonlanmas1 yapilmis Serretia marcescens Kitinaz C proteinlerinin insektisidal aktiviteleri test
bocegi Galleria mellonella tizerinde arastirildi. Sonraki adimda kitinaz proteininin IIV6’nin oral
infektivitesini arttirip arttirmadigi yine G. mellonella larvalari {izerinde arastirildi. Sonuglar,
CpGV Kkitinaz proteininin G. mellonella larvalar1 {izerinde en yiiksek mortaliteye neden oldugunu
gosterdi. S. marcescens kitinazi ise AcNPV kitinazina nispeten biraz daha yiiksek mortalite
olusturmustur. Ayrica, kitinaz proteini ile birlikte uygulanan 1IV6’nin, tek basina test edilen

IIV6'dan daha fazla insektisidal etki gdsterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kitinaz, Invertebrate iridescent virus (ITV6) , Insektisidal aktivite, Biyolojik
kontrol
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SUMMARY

COMPARISON OF INSECTICAL ACTIVITIES OF VIRAL AND BACTERIAL
KITINASES; THE EFFECT OF KITINASIS ON VIRAL INFECTIVITY

Abulikemu SULAIMAN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Remziye NALCACIOGLU
2020, 53 Pages

The negative impact of the massive use of synthetic pesticides on the environment and on
human health has stimulated the search for environment-friendly practices for controlling plant
diseases and pests. Among them, microorganisms and their products come to the fore. Chitinases
are important microbial products that can be used to control of harmful organisms.. Invertebrate
iridescent virus 6 (I1\VV-6) is an insect virus that causes infection in some important pests. However,
I1V6 is lowly infectious by oral ingestion. In this study, the insecticidal activities of viral and
bacterial chitinases were compared and the contribution of chitinase protein to the oral infectivity
of 11V6 was investigated. For this study, the chitinase encoding genes of Autographa californica
nuleopolyhedrovirus (AcNPV) and Cydia pomonella granulovirus (CpGV) were expressed in
PET-28a expression vector. The insecticidal effects of chitinase proteins of these two viruses and
Serratia marcescens chitinase C protein, which was previously cloned, were evaluated on test
insects Galleria mellonella. The next step whether the chitinase protein increased the oral
infectivity of 1IV6 was also investigated on Galleria mellonella. Results showed that CpGV
chitinase protein caused the highest mortality effect on G. mellonella larvae. The chitinase from S.
marcescens has relatively higher mortality effect than AcNPV chitinase. As well as, 11V6

implemented with chitinase, produced more insecticidal effect than the 116 tested alone.

Key Words: Chitinase, Invertebrate Iridescent Virus 6 (IIV-6), Insecticidal activite, Biological
control



Sekil 1.

Sekil 2.
Sekil 3.

Sekil 4.
Sekil 5.

Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.

SEKILLER DiZiNi

Sayfa No
Kitinin molekUl formull ..........oooiiiiii e 6
Kitinaz ve Kitobiozun molekil formulleri ... 8
Uniport databankasinda bulunan kitinaz siralarmin organizmalara gore
AGIIIMT oo 9
Viral DNA izolasyon basamakIart ..........c..cccueirieiiiieniiiiieiie e 21
PCR ile ¢ogaltilmis AcNPV ve CpGV kitinaz genlerinin %1°lik agaroz jel
QOTUNTUSU ...ttt e e e e e e e e e nnnes 32
AcNPV ve CpGV kitinaz genlerini tasiyan rekombinant pET28(+)
PIAZIMIEIETT. .o 33
Saflastirilmig Serretia marcescens, ACNPV ve CpGV Kkitinaz proteinlerinin
Coomassie Brillant Blue ile gOSterilmesi. .......ccoovvvviieiiiiniiiicie e 34
Serretia marcescens, ACNPV ve CpGV kitinaz proteinlerinin
WESEEIN-ANATIZI.. 1.vviieiieiii i 35

Saflastirilmis AcNPV-kit, CoGV-Kit ve S. marcescens-kitC proteinlerinin
farkli konsantrasyonlarda, Galleria mellonella larvalar izerindeki

INSEKLISIAAl BTKIIEIT. ..o 36
Saflastirilmis AcCNPV-kit, SpGV-kit ve S. marcescens-kitC proteinlerinin
zamana bagl olarak Galleria mellonella larvalari tizerindeki 6liim oranlar1. 37

Sekil 11. Saflastirilmis S. marcescens-kitC proteini ve IIV6°nin Galleria mellonella

larvalar1 Uzerindeki insektisidal etkisi........ooveuenoeeeeem e 38


file:///C:/Users/machd/Desktop/TEZ%20%20Süleyman%2029-5-20.docx%23_Toc42423190
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Hizli bir sekilde artan diinya niifusu son 50 yilda iki katina ¢ikmistir. Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii'ne goére 2050 yilinda bu saymm 10 milyar civarina
ulasacagi tahmin edilmektedir (Alexandratos ve Bruinsma, 2012). Degisen c¢evresel
kosullar ve mevcut tarim arazilerindeki azalma surekli artan nifusu beslemek icin yeterli
gida tiretimini olumsuz yonde etkilemektedir.

Mahsul verimliligini en iist diizeye ¢ikaran tarimsal uygulamalar insanlarin artan
gida talebini karsilamak i¢in vazgegilmezdir. Bu uygulamalar arasinda yeni tarimsal
teknolojilerin uygulanmasi, yiksek verimli bitki ¢esitlerinin gelistirilmesi, giibreleme, bitki
patojenleri ve yabani otlar i¢cin bocek ilaci ve herbisit kullanimi1 yer almaktadir (Hardy,
2014; Parnell vd., 2016). Mevcut raporlara gore 65.000'den fazla farkli bitki zararlhisi tiirii
bilinmektedir (Chandler vd., 2011). Insanlar bu patojenleri kontrol altma almak igin diinya
capmda yilda 2,3 milyar kg'dan fazla bocek ilact kullanmaktadir (Atwood ve Paisley-Jones,

2017).

1.2. Biyopestisitler

Kimyasallarin ekosistem ve insan sagligi tizerindeki etkisi herkes tarafindan
bilinmektedir. Kimyasal pestisitlerin zararlarindan kurtulmak amact ile insanlar
biyopestisitlerin kullanimma dogru yonelmislerdir. Biyopestisitlerin, sentetik pestisit
pazarmi 2040'larm sonu ile 2050'lerin basi arasinda esitleyecegi ve daha sonra yerini
alacagi tahmin edilmektedir.

Son siniflandirmalara gore biyopestisitlerin ti¢ farkli tirlin tiiri bulunmaktadir

(Czaja vd., 2015; Olson, 2015). Bunlar;



(1) Canli organizmalarin tarimda direk uygulanmasi; giiniimiizde, satista olan ve
kullanilan birgok biyokontrol ajani bulunmaktadir. Bu ajanlardan mikroorganizmalari
kullanmanin bir dezavantaji ise, organizmalarin etkinliklerinin, degisen alan kosullar1 ve
yerlesik olarak bulunan mikrobiata tarafindan etkilenmesidir.

(2) Genetigi degistirilmis iirtinlerin kullanimi; Amerika Birlesik Devletleri’nde
kullanilan ve igeriginde 31 aktif koruyucu bilesen igeren Urlin misir, pamuk, soya fasulyesi,
patates, papaya ve erik bitkilerinin korunmasi i¢in onay almistir. Ancak transgenik
bitkilerin kullaniminin, siki yasal dizenlemelere gereksinimi ve genetigi degistirilmis
organizmalarm halk tarafindan kabul gormemesi nedenleriyle kullanim1 sinirhdir.

(3) Mikrobiyal enzimler ve metabolitlerin kullanimi; bu kategori, glukanlar,
proteazlar, lipazlar ve kitinazlar olarak bilinen mikrobiyal sekonder metabolitleri ve
hidrolitik enzimleri icerir. Bu molekiiller tek baslarina veya bilesimler halinde

kullanilabilmektedirler.

1.3.  Enzimler

'Enzim' kelimesi ilk kez Alman fizyologu Wilhelm Kiihne tarafindan 1878 yilinda
mayanin sekerlerden alkol iiretme kabiliyetini tarif ettigi sirada kullanilmis ve Yunanca “en”
(iceride) ve “zume” (anlam) kelimelerinden tiiretilmistir. Enzimler, canli organizmalarda
olusan tiim biyokimyasal reaksiyonlarin hizli bir sekilde koordine edilmesini saglayan
protein yapili spesifik biyolojik katalizorlerdir. Hiicrelerden izole edilebilir ve ¢ok ¢esitli
islemleri katalize etmek icin kullamlabilirler. Ornegin; tatlandirici iiretiminde ve
antibiyotiklerin modifikasyonunda onemli rolleri vardir. Cesitli temizlik {irinlerinde
kullanilmakla beraber, Klinik, gida ve cevresel uygulamalara sahip analitik cihazlarda ve
analizlerde Kilit rol oynarlar.

Enzimler, tarihten giinimuze kadar insanliga hizmet etmis olup ilk biyoteknolojik
islemler olarak bilinen ekmek, yogurt, bira, sarap, peynir gibi lriinlerin iiretilmesinde
farkinda olmadan kullanilmislardir (Haki ve Rakshi, 2003). On sekizinci yiizyildan itibaren

ise enzim alaninda yapilan ¢alismalar artmistir. On dokuzuncu ylizyilin sonlarinda ve



yirminci ylizyilin baglarinda, bircok enzimin izolasyonu, karakterizasyonu ve
ticarilesmesinde Onemli ilerlemeler kaydedilmistir. 1920'lere gelindiginde ise enzimler
kristallestirilmis ve bu gelisme katalitik aktivitenin protein molekiilleri ile iligkili oldugunu
ortaya koymustur (Neelam vd., 2013).

Enzimlerin gerceklestirdigi reaksiyonlar diger kimyasal reaksiyonlardan 100 milyon
ila 10 milyar kat daha hizl olabilir. Bu durum da enzimlern oldukg¢a verimli olduklarini
gOstermektedir. Rekombinant teknoloji ve protein miihendisligindeki gelismeler ile
enzimler, farkli endiistriyel ve terapotik amaclarda yaygin olarak kullanilan 6nemli
molekiiller olarak gelistirilmistir. GUnimuzde, mikrobiyal enzimler, enzim teknolojisinin
hizli gelisimi ile buyik ilgi gormektedir. Mikrobiyal enzimler, ekonomik fizibiliteleri,
yuksek verimlilik ve tutarliliklari, triin modifikasyonu ve optimizasyon kolayligi,
mevsimsel dalgalanmalarm olmamasit nedeniyle diizenli tedarik edilebilmeleri,
mikroorganizmalarin ucuz ortamlarda hizli blydtilebilmeleri  nedenleriyle tercih
edilmektedir. Mikrobiyal enzimler, ¢esitli hastaliklarin teshisi, tedavisi, biyokimyasal
arastirmasinda ve izlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Hayvan ve bitki kaynaklarmdan
elde edilen enzimlerle karsilastirildiginda, mikrobiyal enzimlerin stabilitesi genellikle

yuksektir (Neelam vd., 2013).

1.3.1. Enzimlerin Yapisi

Enzimler genel olarak protein yapisinda molekiller olup genler tarafindan
kodlanmaktadir. Proteinleri olusturan amino asit dizilimi her enzim i¢in kendine 6zgudur.
Enzimler, apoenzim denilen protein kismi ile ona yardimcir kofaktdr kismindan
olugmaktadir. Kofaktor organik ise koenzim adimi almaktadir. Apoenzim ve kofaktorin
birlikte olusturdugu yapiya ise holoenzim denilmektedir. Genel olarak bazi enzimler
sadece apoenzim kismindan (pepsin, tripsin, Ureaz, bazi hidrolazlar) olusurken, ¢ogunlugu
ise hem apoenzim hem de kofaktdr kismini icermektedir.

Yapida ki protein kism1 enzimin hangi maddeye etki edecegini saptar. Kofaktor kismi



ise protein kisma yardimci olan ve kendisi proteinden olusmayan molekiillerdir. Organik
ya da inorganik yapida olabilmenin yani sira, protein kismi ile karsilastirdigimizda ¢ok
daha kiicuk yapidadir. Enzimde islev goren ve esas is yapan bu kisimdir. Analize gore,
koenzim kisminin bir¢ok vitamini biinyesinde bulundurdugu belirlenmistir. Butin
vitaminler canlilarda enzimlerin koenzim kismi1 olarak gorev yapar. Bazi enzimler ortama
yalniz belirli iyonlar eklendiginde etkin olabilmektedirler. Ornegin glukozun laktik aside
cevrilebilmesi icin ortama Mg*™ iyonunun eklenmesi gerekmektedir. Bazi durumlarda da
enzimin gorev yapabilmesi icin bir metal iyonuna ihtiya¢ olmaktadir. Bir koenzim, enzimin
aktif bolgesini katalitik aktiviteye hazir hale getirir ve substrat molekiiliinden fonksiyonel
gruplar1 kaldirarak bir bagka substrat molekiiliine ekler. Hatta bazi koenzimler elektron
tastyici olarak gorev yapar ve elektronlari bir substrattan alir ve takibeden reaksiyonda bir
baska molekiile ekler.

Enzimler etki bolgesi, etki tipi ve substrat’a gore adlandirilir veya sniflandirilir.
Genelde substrat kelimesinin sonuna “az” eklenerek adlandirilir. Uluslararasi Biyokimya
Birligi’nin enzim komisyonunca 1961yilinda yayimlanan Kkararina gore enzimler
oksido-reduktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar, ligazlar olarak 6 gruba

ayrilmaktadir (Peter,2015).

1.3.2. Enzimlerin Kullanim

Bitkisel, hayvansal ve mikro organizma kaynakli enzimler gunimizde tarmm,
hayvancilik, gida, kagit, tekstil, deterjan, klinik, tip ve eczacilik gibi bir¢ok alanda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Potansiyel enzim kaynagi olarak kolay c¢ogalabilmeleri, enzim
olusumunun kolay kontrol edilebilmesi gibi nedenlerden dolayr mikroorganizmalar sik¢a
tercih edilirler. Nitekim ginimuzde endiistriyel iiretimde kullanilan enzimlerin pek ¢ogu
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Mikroorganizmalardan elde edilen enzimler bitki
ve hayvanlardan elde edilen enzimlere gore aktivitelerinin yiiksek olmasi, arzu edilmeyen

ara Uirlin olusturmamalari, yiiksek stabilite gdstermeleri, ucuz olmalar1 ve biylk capta elde



edilebilmeleri bakimindan avantajlara sahiptirler (Wiseman, 1987). Uretilen enzimler gida
(%45), deterjan (%35), tekstil (%10) ve deri (%3) endustrilerinde kullanilmaktadir
(Saurabh, 2018). Goriildiigii gibi biyoteknoloji alanindaki gelismelerle elde edilen
enzimlerin kullaniminin en fazla oldugu alan gida sektoriidiir. Proteazlar ve amilazlar bu
alanda en ¢ok kullanilan enzimlerdir. Eczacilikta da enzimler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ornegin, hazim kolaylastirici bazi ilaglarin bilesiminde proteaz, seliiloz,
lipaz ve laktaz gibi enzimler bulunmaktadir.

Yine enzim kullaniminin en fazla oldugu alanlardan biriside deterjan endiistrisidir.
Deterjanlar kullanilacaklar1 alana gore bilesimi degisen kompleks karigimlardir. Bazi
deterjanlar alkali kosullarda aktivite gosteren alkali-proteaz (bazik) enzimlerini igerirken,
bazi deterjanlarin yapiminda da amilaz ve lipazlar kullanilmaktadir. Bu enzimlerin etkisi
ile Ozellikle protein, yag ve nisastanin tesiriyle olusan kirlilik etkisi bir sekilde
temizlenmektedir. Deri islemede ve deri endiistrisinde de enzimlerden yararlanilmaktadir
(Neelam vd., 2013).

Yapilan pek ¢ok arastirma sonucunda, enzimlerin uygulama alanlar1 gin gectikce
artmaktadir. Ozellikle rekombinant-DNA teknolojisi sayesinde yeni ve istenilen
Ozelliklerde enzim elde edilmesi mimkiin olmaktadir. Buna bagli olarak da enzim
kullannminin giderek yayginlasacag diisiiniilmektedir.

Biyolojik micadelede Kkitinaz, glukaz, proteaz ve seliilazlar gibi hiicre duvari

bozundurucu enzimler tercih edilmektedir (Hermosa, vd., 2000).

1.4. Kitinaz Enziminin Biyolojik Kontrol Materyali Olarak Kullanilmasi

Bakteri, virlis ve mantar gibi mikroorganizmalar kitinolitik aktivite gdstermektedir.
Bu mikroorganizmalar veya bunlardan elde edilecek kitinaz enzimleri biyopestisit olarak
kullanilabilmektedir. Biyopestisit olarak kitinaz gibi mikrobiyal enzimlerin kullanimi canli
organizmalarm kullanimina gére daha avantajlidir (Huang ve Chen, 2008; Karasuda vd.,

2003). Enzimleri kodlayan genlerde protein mihendisligi yontemleriyle iyilestirmelerin



yapilabilmesi bu avantajlardan sadece biridir. Kitinazlar, biyopestisit olarak tek baslarina
kullanilabildigi gibi kombinasyonlar halinde de kullanilabilirler.

Kitinin dogadaki yaygin dagilimi sayesinde son zamanlarda bocek, mantar ve
nematodlariin ayni anda kontrol edebilecegi entegre zararli yonetimi (IPM) stratejilerinde
biyopestisitler, umut verici olarak dikkat ¢cekmektedir (Berini vd., 2016, 2017a; Hjort vd.,
2014). Kitinazlar zararli boceklerin peritrofik matriks ve kutikulinde, nematodlarin
yumurta kabugunda ve fungal fitopatojenlerin hiicre duvarinda bulunan Kitin tzerine etki
ederek bu yapilar1 parcalarlar. Kitinazlar, kitin igermeyen bitki ve omurgasizlar igin
zararsizdirlar. Bu nedenle IPM igin glukazlar veya proteazlar gibi diger hidrolitik

enzimlere gore daha buyik bir potansiyele sahiptirler (Neeraja vd., 2010).

1.5. Kitin Degredasyonu

1.5.1. Kitin

Kitin, B-1,4 baglar1 ile bagli N-asetil-D-glukozamin (GIcNAc) homopolimeri olan,
seliilozdan sonra en bol yenilenebilir dogal kaynaktir (Deshpande, 1986). Kitin dogada,
bdceklerin bagirsak membranlarinda ve iskeletlerinde, kabuklu béceklerin dis kabuklarinda,
nematodlarda yumurta kabugunda ve yutak yapisinda, mantar hiicre duvarlarinda yapisal

bir polisakkarit olarak bulunmaktadir. Kitinin yapis1 sekil 1°de gosterilmektedir.

H NHCOCH3 H NHCOCH3

Sekil 1. Kitinin molekdl formili  (John ,1984)



Karides, yenge¢ ve kril gibi kabuklu deniz hayvanlarinin toplam agirhiginin
yaklagik %75' i atik olarak kabul edilir. Bu atign kuru agirhigmm %?20-58'ini Kitin
olusturur (Wang ve Chang 1997). Deniz omurgasizlarinin iglenmesinden kaynaklanan
diinya ¢apimnda yillik kitinin miktarmin 37.300 ton oldugu tahmin edilmektedir (Shaikh ve
Deshpande, 1993).

Kitin, biyokimya, gida ve c¢esitli kimya endiistrilerinde genis bir uygulama alanina
sahip olup antimikrobiyal, antikolesterol ve antitiimor aktiviteleri vardir (Patil vd., 2000;
Gooday, 1999). Kitin ve tirevleri atik su aritma (Flach vd., 1992), ila¢ elde etme
(Kadowaki vd., 1997), yara iyilesmesi ve diyet lifi (Muzzarelli, 1977; Muzzarelli vd., 1999)
olarak da kullanilmaktadir. Bunun yaninda biyoteknolojik uygulamalar1 bulunmaktadir.
Imminadjuvan, atiksu aritma ve tarimda kullanimlar1 gibi gesitli biyolojik aktivitelere
sahip olmalar1 kullanilabilirliklerini yayginlastirmaktadir (Flach vd., 1992). Kitinin
enzimatik deasetilasyonu yolu ile olusturulan polimer yapisindaki Kitozanda endustri ve
saglik alanlarmda olduk¢a 6nemli rollere sahiptir. Ornegin, kitozanin serum Kolestrol

oranini diisiirdiigii hakkinda bilgiler mevcuttur (da Silva Amorim vd., 2001).

1.5.2. Kitinazlar

Kitinolitik ~ enzimler olan  kitinaz ve  kitobiaz =~ (Sekil 2),  Kitinin
N-acetyl- B-D-glucosamin (NAG) birimlerine hidrolizini saglarlar. Kitinaz kitinde ki §-1,4
glikosidik baglarim1 hidrolize ederek dimer veya trimer yapida ki NAG oligomerlerini
olusturur. Bu oligomerler daha sonra kitobiase tarafindan monomer yapidaki NAG

birimlerine hidroliz edilirler (Bhattacharya vd., 2007; Muzzarelli, 1977).
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Sekil 2. Kitinaz ve Kitobiozun molekul formalleri (URL-1, 2020)

Etki tarzina bagl olarak, kitinazlar Endokitinazlar ve Ekzokitinazlar seklinde iki
smifa ayrihir. Endokitinazlar, kitin zincirini i¢ kismindan rastgele keserek, ¢Oziinebilen,
diisik molekiiler agirlikdaki N-asetilglukozaminin (GIcNAc) multimerlerini olusturur.
Kitotetraose, kitotriose ve diasetilkitobiozlar endokitinazlara Ornek olarak verilebilir.
Ekzokitinazlar ise, GIcNAc monomerlerinin (B-N-asetil glukozaminidazlar) veya
dimerlerin (kitobiosidazlar) kitin zincirinin indirgenmemis ucundan veya endokitinazlarin
oligomerik Grtnlerinden ardarda ¢ikarilmasini katalize eder (Adrangi ve Faramarzi, 2013).

Amino asit sekansina dayanarak kitinazlar, GH18, GH19 ve GH20 seklinde Ug¢ farkl
glikozit hidrolize (GH) ailesine ayrilir. GH18 ve GH19 glikozidaz aileleri kitinaz olarak
kabul edilir, ¢linkii kitin polimerlerinin bozulmasini katalize ederler. GH20 ailesi ise,
dimerik  N-asetilglukosamin (Chitobiose), terminal N asetilgalaktosamin veya
glukozaminin gliko-konjiigatlardan parcalanmasmi katalizleyen kitobiaz ve p-N
asetilheksosaminidaz icerir (Patil vd., 2000). GH18 ailesi, evrimsel agidan ¢esitlidir ve
bakteri, mantar, viriis, hayvan ve bazi bitki kitinazlarindan gelen kitinazlar1 igerir. GH19
ailesi ise, bitki kitinazlarindan ve bazi Streptomyces kitinazlarindan olusur (Hart vd., 1995)

GH18 ve GH19 ailelerine ait kitinazlarin amino asit dizileri birbirine
benzememektedir. Bu kitinazlar, farkli atalardan evrimlestikleri igin birbirinden tamamen
farkli 3 boyutlu yap1 ve molekiiler mekanizmalar1 vardir (Suzuki vd.,1999). GH20 Ulyeleri,
bakteriler, Streptomiset ve insanlardan gelen p-N-asetil-heksosaminidazlari icerimektedir.

Kitinazlar ayrica gen dizilimine gore roma rakamlar1 ile belirtilen 5 sinifa



ayrilmaktadirlar. I, IT ve IV grubunda olanlar bitki kokenlidir ve grup 19°a aittirler. Grup III’
de olanlar bitki ve mantar kdkenlidir ve grup V ile birlikte grup 18’i olusturmaktadirlar.
Grup V bakteriyel kitinazlar1 igermektedir. Bakteriler, kitinazi besin ihtiyaglarini
karsilamak ve parazitizm igin Uretmektedirler. Ayrica, dogadaki kitin ¢esitliligi bakterilerin

urettigi farkli kitinazlar tarafindan hidrolize edilmektedir (Cohen-Kupiec ve Chet, 1998).

1.5.2. Kitinaz Kaynaklan

Kitinaz tretimi tim canli siniflarina dagilmistir (Sekil 3). Mikroorganizmalar
(bakteri ve mantarlar) esas kitinaz Ureticileridirler. Kitinazlar esasinda bocek, viris, bitki
ve omurgalilar tarafindan da morfogenez, patogenez, parazitizm ve savunma amagli olarak
uretilmektedir.

Other (11) Euryarchaeota (14)

Entamoeba (12) |
Alveolata (31 )\\ dsDNA viruses (4)

Viridiplantae (306)

Opistokonta (517)

Bilateria (296)
Fungi (221)

Ascomycota (203) ?

Proteobacteria (1010)

Basidiomycota (12)
Other (6)

Other (46) ~_
Cyanobacteria (12) =
Unclassified bacteria (27)

Sphingobacteria (159)

Actinobacteria (475)
Firmicutes (342)

Sekil 3. Uniport databankasinda bulunan kitinaz siralarinin organizmalara gore
dagilimi (Francesca vd., 2018)

Bakteriyel kitinazlarin  ¢ogu grup 18 ailesinde bulunmasina ragmen,
aktinomisetlerden ve mor bakterilerden gelen bazi kitinazlar grup 19 ailesine aittir. ki
aileye ait enzimler, sekans, ¢ boyutlu yapi ve katalitik mekanizmalar bakimindan

farklidir. Group 18 bakteriyel kitinaz ailesi Katalitik alanlarinin yap1 benzerligine gore A,
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B ve C olmak iizere ii¢ alt aileye ayrilir. B ve C alt familyalar1 sadece birka¢ bakteride
tanimlanmis olsa da A alt aile liyeleri dogada yaygindir.

Mantar kitinazlarinmn biiyiik cogunlugu group 18 ailesine aittir. Tek istisna group 19
ailesindeki Nosema bombycis'e ait olan NbChiA'dir. Mantar grup 18 Kkitinazlarida
bakteriyal Kitinazlar gibi, sekans benzerliklerine ve enzimatik aktivitelere gore A, B ve C
alt ailelerine ayrilir. Bakteriyel kitinazlarin gorevlerine ilaveten funguslarda, kitinazlar
hiicre boliinmesi, biliyiimesi ve morfogenezi sirasinda mantar hiicre duvari
modulasyonunda 6nemli rol oynar. Mantarlarda kitinazlarin rolii iyi bilinmektedir
(Francesca vd., 2018).

Ancak mantarlarin kendilerini endojen kitinazlarin etkilerinden nasil koruyabildikleri
hala tam olarak anlagilmamustir.

Viral kitinazlarin hepsi group 18 ailesine aittir. Fonksiyonlari, konak¢i bariyer
yapismi zayiflatarak virlis enfeksiyonunu kolaylastirmak ve enfekte olmus hiicrelerden

yeni ¢ikan virtisleri serbest birakmaktir (Francesca vd., 2018).

1.5.3. Kitinazlarin Organizmalardaki Gorevleri

Kitin igeren tiim organizmalardaki kitinaz enzimi hiicre duvarinin ve dis iskeletin
morfogenezi icin gereklidir. Kitin icermeyen organizmalarda ise Kitinaz, kitin polimerlerini
degrede ederek cesitli amaglara hizmet etmektedir (Roberts ve Selitrennikoff, 1988).
Dolayisi ile kitinazlar bazi organizmalarda morfogenez ve besin ddnglsiinde bazilarinda
ise kitin i¢eren zararhlarla ve parazitlerle micadelede gorev yapar (Herrera ve Chet, 1999).

Bitkiler, kitinaz1 fungal patojenlere kars1 kendilerini korumak i¢in iiretirler. Kitinaz
geninin bitkilere transferi ile elde edilen transgenik bitkiler kendileri icin patojen
funguslarla ve boceklerle savasabilmektedir. Kitinaz, omurgasizlarda dis iskeleti olusturan
Kitinin parcalanmasinda, omurgalilarda sindirimde, mantarlarda hiicre yapilarinin
olusmasinda gorev yapmaktadir. Virlsler ve bakterilerde ise, patogenezde beslenme ve

parazitizmde rol oynar. Cesitli habitatlarda bulunan kitinolitik bakteriler, Kitini hem
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aerobik hemde anaerobik kosullarda ayristirir. Deniz ortamlarinda, eklembacakli
kabuklularindan ve diger kaynaklardan elde edilen Kitin besin dongiisiine katilir (Souza
vd.,2011). Toprakta ve rizosferde bulunan bakteriler karbon ve azot kaynagi olarak bocek

ve mantarlarda bulunan kitini kullanirlar (Cohen vd., 1998)

1.6. Kitinazlarin Kullanim

1.6.1. Zararh Boceklerin ve Fitopatojenlerin Biyokontroli

Zararli bocekleri veya fitopatojenleri kontrol etmek i¢in mikroorganizmalarin veya
enzimlerin kullanilmasi tarim i¢in 6nemli bir yaklasimdir. Kimyasallar ile kombinasyonlar
halinde kitinazlarin kullanilmasi, bu ilaglarmn konsantrasyonunun azalmasina ve zararl
etkisinin hafifletilmesine neden olmaktadir (Dahiya vd., 2006).

Dogal olarak genotipinde Kitinaz geni bulunduran titdn, arpa, turp gibi baz1 bitkiler
bilinmektedir (Taira vd., 2002). Boyle bitkilerin savunma mekanizmalarinin daha verimli
oldugu goriilmektedir. Bu bilgiden hareketle, kitinaz geninin bitkilere transferi ile elde
edilen transgenik bitkiler fungisit ve insektisit 6zellikler kazanmakta ve boyle transgenik
bitkiler kendileri icin patojen funguslarla ve boceklerle daha etkili mucadele
edebilmektedir.

Kitinolitik bakterilerin kiiltiir deneylerinde mantarlarin biiyiimesini in vitro olarak
onledikleri (hiicre duvarinda ki kitine etki ederek) ve sera deneylerinde fitopatojenik
mantarlarm neden oldugu bitki hastaliklarmni iyilestirdikleri bilinmektedir (Swiontek vd.,
2014). Chernin ve arkadaslar1 (1995), bitki patojeni Rhizoctonia solani fungusu ile enfekte
olmus pamugun tedavisi i¢in en az dort farkli kitinaz salgilayan {i¢ Enterobacter
aglomerini susunu test etmislerdir. Pamuk tohumlar1 bakteri siispansiyonu ile karistirilarak
ekilmis, sonugta patojenden kaynaklanan kok ¢iiriiklilk hastaliginin %64 ila %86 arasinda
azaldig1 gozlenmistir. Kitinolitik aktivitesi olmayan bir izolatn, bitkileri hastaliga karsi

koruyamadiklar1 gosterilmistir.
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Literatiirde, viral kaynakli Kkitinaz A proteininin, Botrytis cinerea ve Alternaria
alternata funguslar1 iizerinde fungisidal aktivite sergiledigi gosterilmistir (Corrado vd.,
2008).

Bocekler, kitinaz etkisi i¢in iki potansiyel hedefe sahiptirler. Ilk hedef bdcegin dis
yuzeyini Orten kiitikul tabakasi, ikinci hedef ise bocek bagirsak yapisinda bulunan
peritrofik matriksleridir. Metarhizium, Beauveria, Isaria ve Trichoderma cinslerine ait
mantarlarin sahip olduklar1 kitinazlar, boceklerin kiitikul tabakasina dogrudan etki ederler.
S. marcescens WW4 susundan elde edilmis ti¢ kitinaz (ChiA, ChiB ve ChiC) proteini
muhtemelen peritrofik matriks yapisinda ki kitini pargayarak Malacosoma neustria ve
Helicoverpa armigera larvalar1 tizerinde Oldiiriicii etki gostermistir (Danismazoglu vd.,
2015). Chandrasekaran vd., (2012) B. subtilis'ten saflastirilmis bir kitinazin, oral alimdan
sonra Spodoptera litura larvalarinin gelisimini azalttigini, Prasanna vd., (2013) de
Brevibacillus Laterosporus Lak1210'dan elde edilen kitinazin Plutella xylostella larvalari
Uzerinde oldurict etki olusturdugunu gostermistir.

Kitinaz Urlnlerinin uygulanmasinda en ©Onemli nokta uygun formiilasyonlari
olusturmaktir. Simdiye kadar yapilan caligmalarda, kitinazlarmm sulama suyuna veya
topraga karistirilabilecegi ve ¢imlenme sirasinda tohumun etrafin1 kaplayarak koruma
amach kullanilabilecegi Onerilmistir. Baska bir olast ¢oziimde, dogrudan bitkilere
puskdrtulmeleridir. Secilen kitinazlarin arzu edilen 6zellikleri, uygulama sekline ve diger

pestisitlerle birlikte uygulanmalarina bagli olarak degisebilir

1.6.2. Tek Hiicre Proteini Uretimi

Kabuklu deniz hayvanlarmin iglenmesinden elde edilen kati atik esas olarak Kkitin,
CaCOs ve proteinden olusmaktadir. Revah-Moiseev ve Carrod (1981), kabuklu deniz
hayvani atiklarindaki kitinin, kitinolitik enzimler araciligi ile maya tek hiicre proteinine

(SCP), biyolojik olarak doniistiiriilmesi i¢in kullanilabilecegini dnermistir.
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1.6.3. Gida Muhafazasi

Mikroorganizma ve enzimlerin gida muhafazasinda kullanilmasi gidanin beslenme
degerine zarar vermeden, raf Omriinii arttiran kimyasal kalint1 problemi olmadan giday1
koruyan dogal yontemlerdir. Kiiflerin hiicre duvarlarinda bulunan en zengin bilesenler
kitin ve glukandir. Mayalarm hiicre duvarlarinda ise -1,3 glukan ve mannan yaygindir. Bu
nedenle gida bulasani olan kiif ve maya hiicrelerinin pargalanmalarinda kitinaz ve glukanaz
enzimleri kullanilabilmektedirler. Hatta cogu zaman daha fazla antimikrobiyal etki i¢in bu

iki enzim birlikte kullanilir.

1.6.4. Mantar Biyokutle Tahmini

Kitinaz aktivitesi ile topraklardaki mantar popiilasyonu arasinda giiclii bir iligki
oldugu bildirilmistir. Diger taraftan bu korelasyon bakteri ve aktinomiysetler arasinda
bulunamamistir. Bu nedenle, kitinaz aktivitesi toprakta aktif olarak biiyliyen mantarlarin
uygun bir gostergesi gibi gorilmektedir. Benzer sekilde, kitinaz ve kitin baglayici
proteinler insanlarda mantar enfeksiyonlarmin tespiti i¢in kullanilabilmektedir (Line ve Lo,

1996).

1.6.5. Sivrisinek Kontroli

Sivrisinekler tarafindan yayilan hastaliklarin  diinya capmnda sosyoekonomik
yonlerine bakildiginda, sivirsinekleri gesitli hasere kontrol ajanlar1 i¢in potansiyel hedefler
haline getirmistir. Aedes aegypti'nin hem birinci hem de dordlncii evre larvalarmin,
saprofit bir mantar olan Myrothecium verrucaria'dan elde edilen ham preparatin yardimu ile

48 saat i¢inde Oldiiriilebilecegi gosterilmistir (Mendonsa vd., 1996).
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1.6.6. Protoplastlarin Izolasyonu

Mantar protoplastlari, hiicre duvari sentezi, enzim sentezi ve sekresyonun yani sira
biyoteknolojik uygulamalar i¢in sus iyilestirilmesi ¢aligmalarinda etkili bir deneysel arag
olarak kullanilmistir. Mantarlar hiicre duvarlarinda kitin igerdiginden, kitinazlar diger
duvar bozucu enzimler ile birlikte mantarlardan protoplast olusumu i¢in

kullanilabilmektedir (Hobel vd., 2005).

1.6.7. Tibbi Uygulama

Kitinaz ve mikrobiyosit karisimlar1 ile oftalmik preparatlar hazirlanip tibbi olarak
kullanilabilmektedirler. Fungal hastaliklar ile miicadelede, antifungal ilaglarin aktivitesini
kuvvetlendirmede kitinazlarin dogrudan tibbi kullanimi Onerilmistir. Ayrica antifungal
kremlerde potansiyel katki maddeleri olarak ve topikal uygulamalarina gére de losyon

olarak kullanilabilirler.

1.6.8. Kitooligosakkaritler, Glukozaminler ve N-asetilglukozamin (GIcNAC)
Uretimi

Kitinazm kitini hidrolizi ile olusan kitooligosakkaritler, glukozaminler ve GIcNAc

farmasotik potansiyele sahiptirler. Kitooligosakkaridler, insan ilaglarinda potansiyel olarak

faydalidir. Ornegin, kitoheksoz ve kitoheptoz, antitiimor aktiviteye sahip bilesenlerdir.

1.6.9. Morfogenezis

Kitinazlar, maya ve bocek morfogenezinde dnemli rol oynar. Kitinaz ve kitosanazin
(kitosana etki eden enzim) fonksiyonel ekspresyonu ve Saccharomyces pombe'nin
morfogenezi iizerindeki etkileri incelenmistir. ChiA geni S. pombe'de ifade edildiginde,
maya htcrelerinin yavas biiyiidiigii ve hiicrelerin uzadig1 gozlemlenmis. Fakat kitosanazA

geni ifade edildiginde hiicreler sigsmistir (Shimono vd.,2002).
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1.6.10. Alerjik inflamasyon

Her ne kadar memeliler Kitin sentezleyemez veya metabolize edemese de
kitotriosidazlar, asidik memeli kitinaz (AMCase), kitin baglayici proteinler veya kitinaz
benzeri proteinler (CLP'ler) gibi bazi kitinolitik enzimler memelilerde kesfedilmistir (Lee,
2009). Bu nedenle, insanlarda kitositozidazin, farede AMCase'mn olusturdugu alerjik cevap
ile aynt immiinolojik aktiviteye sahip olup olmadigi, daha sonraki c¢aligmalarda

arastirilmasi gereken ilging bir sorundur.

1.7. Bakuloviriisler’in Biyolojik Kontrol Ajam Olarak Kullanilmasi

Bakulovirtsler, 25x250 nm buyuklikte ve 80-180 kbp kapali yuvarlak ve ¢ift zincir,
stipersarmal DNA ihtiva ederler (Hayakawa vd., 2000, Herniou vd., 2001, Theilmann vd.,
2005). Hiicre zar1 yapisma benzer ve karmasik yapida olan bir zarf ile gevrilen virtsin
DNA's1 nikleokapsid igerisine paketlenmistir. BakUlovirlis familyasi, morfolojik, serolojik
ve genetik bilgilere dayanilarak niklear polihedrosis (NPV) virus ve granulosis virus (GV)
olmak tizere iki alt cinse ayrilir.

Bakdlovirtslerin genomlar1 prokaryotik ve 6karyotik organizmalardan daha kiigiiktdr.
Ancak gen yap1 ve diizeyleri bakimindan bu organizmalarin genomlarina kismen benzerlik
gosterdiklerinden, molekiiler biyoloji ve rekombinant DNA calismalar1 i¢in iyi bir model
olusturmaktadirlar (Bilimoria,1991). Ayrica, bu virtsler kullanilarak gelistirilmis olan
Bakulovirls ekspresyon vektor sistemi (BEVS)’nde, tibbi ve endiistriyel agidan 6nemli
prokaryotik, Okaryotik, viral ve fungal genlerin ifadeleri mimkiin oldugu igin,
biyoteknolojide biylk bir 6neme sahiptirler (Volkman,1995). Diger taraftan bu virusler,
zirai micadelede zararli boceklere karst biyolojik kontrol ajani olarak da
kullanilmaktadirlar.

Bakuloviriis kitinazlarinin enfekte konak¢1 larvalarinin nihai sivilasmasindan

sorumlu oldugu bilinmektedir (Hawtin vd., 1997). Kitinazlar bocek kontroli igin yeni bir
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ara¢ olarak kullanilmaktadir. Bakulovirlslerin tip tiri olan Autographa californica
nucleopolyhedrovirus (AcNPV) Kitinaz A proteini, enfekte konakg¢i boceklerin nihai
stvilasmasii tesvik eder. Bu enzimin hem endo hem de ekzo-kitinolitik aktiviteleri vardir
ve 4 ila 10 arasinda degisen bir pH araliginda aktiftir (Hawtin vd., 1997). Yapilan bir
caligmada kitinaz enzimi, Escherichil coli hicrelerinde rekombinant bir protein olarak
uretilmis ve Bombyx mori larvalarindan izole edilen peritrofik matrkis tUzerinde in vitro
olarak test edilmistir. Peritrofik matriks geg¢irgenligini doza bagl bir sekilde arttirmis ve
yapisal organizasyon degismistir. Sonug olarak, rekombinant enzimi igeren bir diyetin B.
mori larvalarma uygulanmasi larva mortalitesinde hizli ve doza bagl bir artisa neden
olmustur (Rao vd., 2004). Ayni arastirma grubu ayrica AcNPV Kitinaz A'y1 ifade eden
transgenik thtin bitkileri Gretmis ve ilk kez bir kitinaz geninin bitkideki ifadesinin,
hedeflenmemis bocekleri etkilemeden otgul zararlilara ve mantar patojenlerine karsi
direnci arttirdigini gostermistir (Corrado vd., 2008). Sonug olarak Kitinaz A, hemosel
reseptorlerini hedefleyen biyoinsektisitlerin toksisitesini arttirmak igin oral uygulama
stratejilerinde bagirsak gecirgenligi arttirici olarak etkili bir sekilde kullanilabilir.

Bu viriislerin genis ¢apta kullanimlarimi sinirlayan sebeplerden biri, fonksiyonlarmi
yavas olarak yerine getirmeleridir. Oldiirme siiresini azaltmak igin gesitli genetik
mithendisligi yontemlerinin uygulanmasiyla, bakiiloviriis enfeksiyonunun kisa siire
icerisinde meydana gelebilmesi, insektisidal etkilerinin gelistirilmesi saglanabilmektedir.
Diger bir 6nemli sebep ise Bakiiloviriislerin konukg¢u spektrumlarinin dar olmasi, bunlarin
kullanimmi ekonomik agidan 6nemli 6lgiide etkilemektedir. Maliyetinin diisiriilmesi adina
ayni virlisiin birden fazla zararli bocek Uzerinde kullanilmasi arzu edilmektedir. Virtsin
konak¢1 spektrumunun genisletilmesi, rekombinant tekniklerin kullanilmasiyla miimkiin
olmaktadir. Bu nedenle, bakiiloviriislerin ¢esitli konakgilar arasindaki segiciligini

belirleyen molekiiler mekanizmalarimn tespit edilmesi gerekmektedir.
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1.8. Serratia marcescens’in Biyolojik Kontrol Ajam1 Olarak Kullanilmasi

Gram-negatif enterobacterium olan Serratia marcescens birkag Kitinolitik enzim
uretir (Fuchs vd., 1986) ve kitinin biyolojik olarak parcalanmasinda en etkili bakterilerden
biridir (Monreal ve Reese, 1969). Bakteriyel kitinazlar boceklere karsi potansiyel
biyopestisitler olarak onerilmistir (Bahar vd., 2012). S. marcescens potansiyel bdcek
patojeni olarak kullanilmaktadir. Alkalin pH'da aktif en az iki kitinaz igeren S. marcescens
susu kiiltiir sivisi, besine eklendiginde Spodoptera litura larvalarinda yiiksek mortaliteye
neden olmustur (Aggarwal vd., 2015). S. marcescens WW4'ten elde edilmis ¢ kitinaz
(ChiA, ChiB ve ChiC) Malacosoma neustria ve H. armigera larvalari tizerinde bdcek
onemli seviyede insektisidal aktivite gostermistir (Danismazoglu vd., 2015).

Bakteriyel kitinazlar, diger insektisidal molekdllerle veya oral sindirim yoluyla
alinabilen aktif bocek patojenleri ile kombinasyonlar halinde de kullanilmaktadirlar. Bu
durum enzimin orta bagirsak epitelyumuna niifuz etmesini kolaylastirmaktadir. 1990'larin
basinda, Regev vd., (1996), B. thuringiensis é-endotoksin kristal proteini (CrylC) ile
rekombinant endokitinaz (ChiAll)'1 birlestirerek Spodoptera littoralis larvalar1 iizerinde
oral olarak test etmisler. CrylC'nin S. littoralis larvalar1 iizerindeki insektisidal etkisinin, S.
marcescens ChiAll nedeni ile arttigini1 gézlemlemisler. Cry1C'nin birlikte uygulanmasi ve
artan ChiAlIl konsantrasyonlar1 larva agirliginda sinerjistik bir azalmaya (%62,0 ila 98,2)
neden olurken, CrylC tek basma larva agirliginda sadece%37 azalmaya neden olmustur.
Bir baska caligmada ise B. thuringiensis suslarinin bocek 6ldiiriicti aktivitesini gelistirmek
amaci ile S. marcescens Xdl izolatina ait chiB ve chiC genleri B. thuringiensis suslarina
klonlanmistir (Ozgen vd., 2013). Galleria mellonella larvalar1 ve Drosophila melanogaster
yetiskinleri tizerinde test edilen rekombinant bakterilerin bocek oldirict aktivitesi,
ebeveyn B. thuringiensis ve S. marcescens suslarindan en az %50 daha fazla tespit

edilmistir.
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1.9. Invertebrate Iridescent Virus 6 (11V6)

Invertebrate iridescent virus 6 (IIV6) Iridoviridae familyasima ait, Iridovirus cinsinin
tip Gyesi bir bocek virasudir (Williams vd., 2005). Genomu 212.482 baz ¢iftinden olusan
dogrusal, ¢ift zincirli DNA'dan olusmustur (Jakob vd., 2001). 1IV6, ¢esitli zararh
bocekler Uzerinde insektisidal aktiviteye sahip oldugu igin ekolojik ve ekonomik 6neme
sahiptir (Jakob ve Darai, 2002). Bu nedenle 116, biyolojik kontrol igin potansiyel bir ajan
olarak disiiniilebilir (Jakob vd., 2002).

Boceklerin dogada iridovirtsler ile enfeksiyonu, kanibalizm, parazit arilar veya
nematodlar vasitasi ile meydana gelir (Hunter vd., 2001). 11V6 da oldugu gibi diger
omurgasiz iridoviriislerinde de oral yoldan enfeksiyon ¢ok diisiik olasilik ile gercgeklesir
(Williams vd., 2006). Bu ozellik, 11V6’in biyolojik kontrol ajani olarak kullanilmasini
smirlamaktadir. Bununla birlikte, Entegre Zararli Yonetimi (IPM) ile 11V6’in diger ajanlar
ile birlikte kullanimi veya genetik miihendisligi yontemleri ile modifiye edilerek

biyokontrol ajan1 olma potansiyelinin arttirilmasi hedeflenmektedir.

1.10. Entegre Zararh Ydnetimi

Kimyasal pestisitlerin zararlarindan kurtulmak amaci ile mahsuliin korunmasi i¢in
uygulanabilecek sentetik kimyasallarin miktarinin giderek azaltilmasma paralel olarak,
entegre zararli yonetimi (IPM) programlar1 gelistirilmektedir.

Entegre Zararli yonetimi (IPM) kavrami, ilk olarak II. Diinya Savasi'ndan sonra,
ABD'deki pamuk zararlilar1 ile micadelede kullanilan pestisitlerin fazla tiketiminin
kontrol altma alinmasi fikrinin olugmasi ile giindeme geldi. Biyolojik ve azaltilmig
kimyasal kontrol taktiklerinin bir karigimi olan uyumlu bir kontrol stratejisi kullanmak
gerekiyordu. IPM, 1972'de ABD bagkan1 Jimmy Carter tarafindan ulusal politika olarak
formule edildi (Ehler ve Bottrell, 2000).

IPM tum zararl smiflarinin (bocekler, patojenler, yabani otlar, omurgalilar) ekolojik
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ve ekonomik agidan saglikli bir sekilde kontroliiniin optimize edilmesi i¢in birgok taktigin
koordineli kullanimini i¢eren karar tabanli bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Prokopy,
2003). “Entegre” kavramu “biyolojik ve kimyasal kontrolii birlestiren uygulamali zararl
kontrolii” olarak tanimlanir (Stern vd.,1959). Bu program cift¢ilerin taninmis, biyolojik
temelli ve onleme odakl belirli IPM uygulamalarini kullanmalarmi gerektirir (Benbrook,

2000).

1.11. Cahsmanin Amaci

Bu c¢aligmada viral ve bakteriyel kaynakli kitinaz enzimlerinin insektisidal aktivite
bakimindan farkliliklarimni1 ve Kitinaz enziminin viral infektiviteye etkisini arastirmay1
amacladik. Bu amag¢ dogrultusunda, biyolojik miicadele galisilmalarinda kullanilan
bakilovirtslerden Autographa californica nuleopolyhedrovirus (AcNPV) ve Cydia
pomonella granulovirus (CpGV) kitinaz enzimleri ile Serretia marcescens Kkitinaz
enzimini kodlayan genler in-vitro ortamda ifade edildiler. Elde edilen proteinlerin
insektisidal etkileri test bocegi Galleria mellonella lzerinde test edildi ve elde edilen
sonuclar karsilastirildi. Test edilen Kitinazlardan bir tanesi Invertebrate iridescent virus 6
(11V6) ile birlikte G. mellonella tzerinde denendi.

Sonuglar uygulanan viral kitinazlardan CpGV ’nin kitinazinin G. mellonella Gizerinde
daha etkili oldugunu bunu bakteriyel kitinazin takip ettigini géstermistir. Ayrica kullanilan
S. marcescens kitinaz enziminin, oral infektivitesi diisiik olan IIV6’nin infektivitesini
arttirdigi belirlendi. Bu calisma ile birlikte bakteriyal ve viral Kitinazlarin test bocegi
uzerindeki etkileri kiigiik capl sekilde ortaya konulmus ve Kkitinaz enziminin viral

infektiveteyi arttirdig1 belirlenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Cahsmada Kullanilan Virusler

Tezde, viral kaynakli 2 adet ve bakteriyal kaynakli 1 adet kitinaz geni ¢aligilmustir.
Viral kaynakli kitinaz genleri Autographa californica nucleopolyhedrovirus (AcNPV) ve
Cydia pomonella granulovirus (CpGV)’ten temin edilmistir. Bakteriyel kaynakli kitinaz
geni (Kitinaz C) ise Helicoverpa armigera’dan izole edilmis Serretia marcescens
bakterisine aittir. Bakteriyal kitinaz geni halihazirda pET28a ekspresyon vektoriine
klonlanmis olarak temin edildi (Danismazoglu vd., 2015). Viral kitinaz genleri ise, ACNPV
ve CpGV genomlarmdan PCR ile elde edilerek pET28a ekspresyon vektoriine klonland.

Tezde ayrica Invertebrate iridescent virus 6 (IIV6), oral infektivitesinde ki degisimin
arastirtlmasi amaci ile kitinaz proteini (S. marcescens Kitinaz C) ile birlikte kullanilmistir.
IIV6, Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimi, Mikrobiyoloji

laboratuarindan temin edilmistir.

2.2. Viral DNA izolasyonu

Viral kitinaz genlerini elde edebilmek i¢in viral genomlarm elde edilmesi
gerekmektedir. Bunun icin KTU Mikrobiyoloji Laboratuar1 stoklarindan AcNPV ve CpGV
ler temin edildi. AcNPV’ii hiicre kiiltiiriinde enfeksiyon igin kullanilan stoktan ve CpGV’ii
ise laboratuarimizda bulunan bu viriise ait hazir sulu preperat (MADEX) tan elde edildi.

Virus siispansiyonlarindan DNA izolasyon kiti (Qiagen) kullanilarak DNA’lar izole
edildi (Sekil 4).Oncelikle her iki virlis stspansiyonundan1000’er ul oda sicakliginda
13,000 x rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek ¢Okturtldi. Sivi kisimlari dokuldd.
Cokeltilerin Gzerine polihedrin proteininin ¢ozulmesi igin 25 pl 0,1 M NaOH (pH: 12.5)

eklendi ve 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra pH’mn ndtrlenmesi igin 15 pl
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0,2 M Tris-HCI (pH:8) eklendi. Polihedrin proteini ¢éziilen virionlarin {izerine kitte Ki
protokole gore: 180 ul ATL tamponu ve 20 pg/ul proteinaz K’dan 20 pl eklendi, 55°C’de 2
saat bekletildi. Uzerine 200 pl AL tamponu eklenerek, 15 saniye vortekslendi. Ardindan
70°C'de 10 dakika bekletildi ve Gzerine 200 ul %96’lik ethanol eklenerek alt Gst edildi.
Karigim Kite ait filtreli kolonlara bosaltilarak 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi ve
asaya inen kisimlar atildi. Kolonun tzerine 500 pul AW1 tamponu eklenerek, 8000 rpm’de
1 dakika santriftj edilerek filtreye baglanan DNA’lar yikandi. Ardindan, 500 pl AW2
tamponu eklenerek,14000 rpm’de 3 dakika santriflij yapilarak yikama islemi tekrarlandu.
Filtre yeni bir ependorf tiipe alinarak 200 pl AE tamponu eklenip, 1 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi. DNA’larin
miktar1 ve saflig1 nanodropta 6l¢iildii ve DNA’larin varligi %0,7°1ik agaroz jelde 80 V’da

30 dakika yiiriitiilerek, ultraviyole 1s1k altinda gériintulendi.

o Il »’ o R

B Proteinaz K . Vortek:

Ornek Inkiibe orteks

ATI — e —_—
- Macerate 55°C 4 20°C

2.5 saat 10min

Tampon Vorteks Inkiibe Etanol ‘\'anl\:i spin
ea S —m—— — —

Sekil 4. Viral DNA izolasyon basamaklar1

2.3. Primerlerin Tasarlanmasi

Primer tasarlamak i¢in gen bankasindan, ACNPV ve CpGV’e ait kitinaz genlerini
kodlayan niikleotid siralar1 temin edildi. Genlerin baslangic ve bitis kisimlarma uygun
primerler dizayn edildi (Tablo 1). Primerlerin uglarina klonlamalarda kullanmak amaciyla

restriksiyon endoniikleaz kesim bdlgeleri eklendi.
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Tablo 1. AcNPV ve CpGV nin kitinaz genlerine ait primer dizileri

Primer ad1 Sira (5°-3°) 5’ uca eklenen
enzim bolgesi
ACNPV-kit-Fw GGGGATCCATTCCCGGCACGC Bam HI
ACNPVKI-RV | GGCTCGAGTTACAGTTCATCTTTAGGT Xho I
CpGV-Kit-Fw GGGGATCCAAACCCGGCACACC Bam HI
CpGV-Kit-Rv GGCTCGAGTCATACTGAATTGCACAC Xho |

2.4. Kitinaz Genlerinin PCR Aracihigiyla Cogaltilmasi

Kitinaz genleri (AcNPV-kit, CpGV-kit) yukarida hazirladigimiz primerleri kullanarak
viral DNA’lardan PCR aracilig1 ile ¢ogaltildi. PCR reaksiyonu icin tupe; 0.25 pl Go Taq
DNA polimeraz, 10 ul Go Taq buffer (5X), 5 ul 2,5 mM MgClz, 1 pl 1mM ileri primeri, 1
ul 1 mM geri primeri, 1 pl 10 mM dNTP’den ve 2 ul viral DNA birakilarak reaksiyon
hacmi steril dH.O ile 50 ul’ye tamamlandi. PCR sartlar1 ise 98 °C’de 3 dakikalik
denatiirasyondan sonra 30 dongii olacak sekilde 98 °C’de 50 saniye, 55 °C’de 50 saniye,
72 °C’de 1 dakika ve son olarak da 72 °C’de 10 dakika olacak sekilde son uzamaya tabi
tutularak gergeklestirildi. PCR sonucunda olusan DNA fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum
bromiir ihtiva eden %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek, jel goriintiileme sistemi (Gel Logic;

Kodak) ile goruntilendi.

2.5. Kitinaz Genlerinin pJET1.2 Vektérine Klonlanmalari

PCR reaksiyonu ile cogaltilan kitinaz genleri agaroz jelden kesildikten sonra
Nucleospin Extract DNA Purification (Macherey-Nagel) kiti kullanilarak jelden temizlendi.
Temizlenen DNA’larin saflig1 ve konsantrasyonu nanodropla tespit edildi.

DNA fragmentlerinin, pJET1.2 vektor ile (Promega) 3 DNA fragmenti 1 vektor oraninda

ligasyon reaksiyonlar1 hazirlandi. Reaksiyon 1pl pJET1.2 vektord, 7,5 pl 2x ligasyon
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tamponu, 1 pul T4 DNA ligaz ve 5,5 pl DNA fragmenti bir araya getirilerek 15 pl’lik hacim

icinde gergeklestirildi. Reaksiyon 16 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

2.6. Kompotent E. coli DH10p Hucrelerinin Hazirlanmasi ve Transformasyon

Transformasyon’da kullanilmak iizere Oncelikle alicit Escherichia coli DHI10B
hicreleri CaCl, metoduna gore kompotent hale getirildi. Bunun igin petride bulunan E. coli
DH10p hiicrelerinden tek bir koloni alinip NaCl ihtiva etmeyen Luria Bertani (LB) Broth
besiyerine asiland1 ve 37°C’de gece boyunca biiyiitiildii. Bu taze kiiltiirden fazla miktarda
ki LB Broth besiyerine 1:10 oraninda asilama yapildi. Hiicreler 37°C’de yogunluklar1 600
nm dalga boyunda 0,4-0,6 olacak sekilde yaklasik 1 saat biyiitiildi. Bakteri
konsantrasyonu istenilen yogunluga ulasinca, hiicreler 10 dakika buz iizerinde bekletildi.
Ardindan 4°C’de 4000 rpm hizinda 5 dakika santrifiij edildi. S1v1 kisim dokiildii ve ¢okelti
100 mM’lik 10 ml soguk CaCl>‘de hafifce sallanarak c¢oziildii ve 30 dakika buzda
bekletildi. Ardindan 5.000xrpm’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust siv1 dokildi ve
cokeltide ki hicreler 100 mM’lik 2 ml soguk CaCly‘de ¢oziildi. Bu sekilde
transformasyona hazir hale gelmis, kompetent hiicreler 4 °C’de 2 saat bekletilip kullanild.

Yukaridaki isleme gére hazirlanan kompotent E. coli DH10p hiicrelerinden 200 pl
alinarak 15 pl ligasyon driininin Gzerine eklendi. Karisim 30 dakika buzda bekletildikten
sonra, 45°C’de 2dakika 1sitild1 ve ardindan tekrar 2 dakika buzda bekletildi. Kompotent
hiicre ve ligasyon karisimini igeren tiip igerigi 1 ml LB besiyeri iceren steril cam tiplere
aktarilarak, 37°C’de 250 rpm’de 60-90 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra buytyen hicreler mikrosantrifiij tiiplerine aktarilarak 6000xg’de 3 dakika santrifiij
edildi. Ependorf tlpte 100 ul kalacak sekilde sivi kisim dokildi ve kalan sivi iginde
hicreler ¢ozildi. Ampisilin (50 pg/ml) iceren LB agar petrilerine hiicreler yayma ekim
ile inokiile edildi. Petriler gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakildi Inkiibasyon
sonucunda olusan beyaz kolonilerin igerdikleri rekombinant plazmid DNA’larmi izole

etmek i¢in 50 pg/ml ampisilin iceren sivi LB besiyerlerinde gece kultirleri hazirland1.
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2.7. Rekombinant Plazmidlerin Izolasyonu ve Restriksiyon Endoniikleazlar ile
Muamelesi

Plazmid DNA’larinin izolasyonu i¢in hizli miniprep metodu kullanildi. Gece
kalturleri 10.000xg’de 2 dakika santrifiij edilerek ¢oktiirildii. Hucrelerin Gzerindeki sivi
kisim geride 50 ul kalacak sekilde dokildu ve hicre ¢okeltisi vortekslenerek ¢ozildd.
Cozilen hucrelerin Gzerine 300 pul TENS tamponu (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.1 mM
EDTA, 0.1 N NaOH, %0.5 SDS) ilave edildi ve tupler 4-5 kez alt-ust edilerek
karistirildiktan sonra 150 pl 3 M sodyum asetat (pH 5.2) ilave edilerek, tekrar 5-6 kez
alt-iist edildi. Ardindan buzda 10 dakika bekletildi ve 5 dakikada bir kez alt-ust edildi. Bu
stire sonunda tupler, 14.000xg’de 3 dakika santriflij edildi. Plazmit DNA’lar1 ihtiva eden
stvi kisim temiz tuplere alindi ve Uzerlerine 900 ul %96’lik etanol ilave edilerek oda
sicakliginda karigtirildi. Tupler 14.000xg’de 3 dk. santrifiij yapildi. Plazmit DNA’lar1
ihtiva eden ¢okelti %70’lik 500ul etanol ile karistirildi ve 14.000%g’de 2 dakika santrifiij
yapilarak yikandi. Olusan c¢okeltiler 37°C’de 10 dakika kurumaya birakildi. Kuruyan
cokelti 25 pl dH20’da ¢oziildii.

Izole edilen rekombinant plazmitlerin kitinaz DNA’larin1 icerip igermedigini tespit
etmek icin bu plazmitler BamHI ve Xhol restriksiyon enzimleri ile muamele edildi. Bunun
icin 7 pl DNA, 0.5 pl BamHI ve 0.5 pl Xhol, 3 pl 10X reaksiyon tamponu ve 19.5 pl
RNaz’li H2O olacak sekilde 30ul’lik hacimlerde reaksiyonlar hazirlandi ve 37°C’de 2 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda reaksiyonlar %1’lik agaroz jelde elektroforez
yapildi. Istenilen DNA fragmentlerini iceren klonlar belirlendi.

Bu Klonlardan plazmit izolasyon kiti (Machery Nagel) kullanilarak saf plazmit
DNA’lar1 izole edildi. Bunun i¢in 3 ml gece kultirleri 9.000xg’de 2 dakika santrifiij edildi
ve sivi kisimlar uzaklastirildi. Cokelti 250 pl siispansiyon tamponunda vortekslenerek
¢cozildu. Taplerin Gzerine 250 pl parcalama tamponu eklenip 4-5 kez alt-ust edildi ve
bunlarinda iizerine 10 pl alkalin proteaz ilave edilerek 4-5 kez alt Ust edildi. Oda
sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra {izerlerine 350 pl nétralizasyon solusyonu ilave

edildi. Tekrar oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra 10 dakika 13.000 rmp’de
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santrifiij edildi. Cokelti uzaklastirilarak, sivi kisim, kitte bulunan ve iglerinde filtre ihtiva
eden kolonlar ile siiziildii. Siizme isleminin ardindan kolonlar iki kez yikama tamponu ile
santrifiij edilerek yikandi. Kolonlar temiz mikrosantrifiij tiiplerine gegirildi. DNA’nin
kolonlardan ayrilarak mikrosantrifiij tiiplerinde toplanmasi i¢in kolonlarin tizerlerine 50 pl
dH.O ilave edilddi ve 13.000xg’de 1 dakika santrifiij yapildi. Plazmit DNA

konsantrasyonlar1 nanodropta belirlendi.

2.8. Kitinaz Genlerinin pET-28a(+) Ekspresyon Vektoriine Klonlanmalari

PET-28a(+) ekspresyon vektori DNA’sim1 fazla miktarda elde etmek igin bu
vektorden 0.1 pl kompetent hicrelere transform edildi. Hicreler 50 pg/ml kanamisin
iceren 5 ml LB besiyerine ekim yapildi ve 37 °C’de 200 rpm’de gece boyu (14-16 saat)
blydtuldid. Gece kiltiiri 14.000 rpm’de 2 dakika ¢oktirildu. Hucrelerden plazmit DNA
izolasyonu, “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega, USA) kiti
kullanilarak gergeklestirildi.

Izole edilen plazmit DNA’s1 Xhol ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesildi.
Reaksiyon 10 pl plazmit DNA, 3 ul 10X TA tamponu, 1 pl Xhol, 1 pl BamHI ve 15 pl
steril dH.O bir araya getirilerek son hacim 30 ul olacak sekilde hazirlandi ve 37 °C’de 3
saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibe edilen iiriin %1°lik agaroz jel elektroforezine
tabi tutuldu. Restriksiyon endoniikleazlarla lineer hale gelmis ve 5369 bp biiyiikliigiindeki
pET-28a(+) vektdrl, DNA temizleme Kiti kullanilarak jelden temizlendi.

Kitinaz genleri bulunduklar1 rekombinant pJET1.2 vektorlerinden restriksiyon
enzimleri ile kesilerek ¢ikartildi. Bunun i¢in tiiplere rekombinant pJET1.2 DNA’larindan
8’er ul alinarak, 3’er pl 10X TA tamponu, 1’er ul Xhol ve BamHI restriksiyon enzimleri
ve 17 pl steril dH20 bir araya getirilerek toplam 30 pl hacimde reaksiyonlar hazirland: ve
tiipler 37 °C’de 3 saat boyunca inkiibe edildi. Kesim iirlinleri DNA standard1 olarak 1kb
DNA Ladder (Promega) ile birlikte %1°’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu. pJET1.2

vektoriinden Xhol ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesilerek ayrilan kitinaz genlert,
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agaroz jelden kesilip alindilar ve DNA temizleme kiti kullanilarak temizlendiler.

Jelden temizlenen kitinaz genleri ve pET-28a(+) vektoru ile 3 vektor ve 1 DNA
olacak sekilde ligasyon reaksiyonu olusturuldu. Buna gore her bir gen icin reaksiyon; 2 ul
10X T4 DNA ligaz tamponu (Promega), 1 pl T4 DNA ligaz enzimi (Promega), 2 pl
pET-28a(+) vektord, 6 pl insert DNA ve 9 pl ddH20 olacak sekilde hazirlandi ve ligasyon
reaksiyonu +4 °C’de 16 saat inkiibasyona birakildi. Ligasyon reaksiyonlar1 kompotent E.
coli DH10p hiicrelerine transform edildi. Transformasyon neticesinde olusan kolonilerden
plazmit DNA izolasyonu yapild1 ve bu plazmitler kitinaz genlerinin varligimi dogrulamak

icin restriksiyon enzimleri ile kesilerek kontrol edildiler.

2.9. Kitinaz Genlerini iceren pET28a Vektorlerinin E. coli BL21(DE3)
Hucrelerine Transformasyonlar

Protein ekspresyonu islemi igin E. coli BL21(DE3) hiicreleri kullanilmistir. Oncelikle
bu hicreler kompotent hale getirildiler. Bunun igin E.coli BL21(DE3) hiicresine ait bir
koloni 3 ml LB besiyerine asiland1 ve 37 °C’de 200 rpm’de gece boyunca inkiibe edildi.
Kompotent olusturmak i¢in yine CaCly’lii metot kullanildi. Kitinaz genlerini igeren
rekombinant pET28a vektorleri hazirlanan kompotent hiicrelere transformasyon yapildi.
Bunun i¢in rekombinant plazmit DNA’sindan 3 pl alindi ve 200 pl hiicre ile karistirildi.
Karisim 30 dakika buz iizerinde bekletildikten sonra 2 dakika 45 °C’de bekletildi. Daha
sonra reaksiyon karigimi, i¢erisinde 1 ml LB besiyeri olan cam tiipe bosaltild1 ve 37 °C’de
200 rpm’de 1 saat sallandi. Bu siire sonunda ependorf tlplere alinan kiiltiir 6000xg’de 3
dakika santriftj edildi. Ust siv1 ¢okelti halindeki hiicrelerin tizerinde 100 pl besiyeri
kalacak sekilde dokiildii ve hiicreler kalan sivi i¢inde ¢Ozuldi. Daha sonra 50 pg/ml
kanamisin iceren LB agar petrilerine yayma ekimi yapildi ve gece boyunca 37 °C’de
inkiibe edildi. Ayn1 yontemle, gen klonlanmanmig pET-28a(+) vektdrunin kendisi de E.coli
BL21(DE3) hiicresine aktarildi. Klonlama iglemlerinin olup olmadigindan emin olmak igin
plazmit izolasyonu ve ardindan restriksiyon enzimleri ile tekrar kesim yapilarak

dogrulamalar yapildi.
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2.10. Kitinaz Proteinlerinin ifade Edilmesi

Kitinaz proteinlerinin ifadesini gérmek i¢in kitinaz genlerinin klonlandigi pET28a(+)
vektorlerini iceren E. coli BL21(DE3) hiicrelerinden kanamisinli LB sivi besiyerine
inokiilasyonlar yapildi. Inokiilasyonlar, 16 saat 37 °C’de 200 rpm’de inkiibe edildi.
Kiiltiirlerin OD leri spektrofotometrede Olciildii ve genis hacimli kanamisinli LB sivi
besiyerine, OD600’de 0,1 olacak yogunlukta asilandilar. Asilanan drnekler 37°C’de 225 x
rpm hizinda sallayiciya inkibe edildi. Biiyiime araligi 0,6-0,8 olana kadar araliklarla
kontrol dlciimleri yapildi. Istenen konsantrasyona gelen drneklere son konsantrasyon 1mM
olacak sekilde IPTG (izopropil-trigalaktozidaz) eklenerek protein Gretimi icin E. coli
BL21(DE3) hucresi igindeki plazmitler indiiklendi. IPTG 0Orneklere eklendikten sonra
30°C’de 4-6 saat sallayicida sallandilar. Inkiibasyon sonunda hiicreler 5000xrpm de 4 °C
de 6 dakika santriflj edildiler. Olusan ¢okelti 1ml PBS-Protease karisimi ile ¢oziildii ve
5000xrpm de 4 °C de 6 dakika santrifiij edilerek yikandi. Cokelti, protein saflagtiriimasi

i¢cin kullanild.

2.11. Proteinlerin Saflastirilmasi ve Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

pET-28a(+) vektorinde ifade olan kitinaz proteinleri N-terminallerinde histidin
kuyruk ile birlikte ifade edildiler. Proteinlerin bu 6zelliginden faydalanildi ve protein
saflagtirma icin MagneHisTM Protein Purification System (Promega) kiti kullanildi.
Saflastirma islemi kit i¢inde bulunan prosediir kullanildi. OD600 de olgiilen her bir
bakteriyal yogunluk igin 100pl of 1X pargalama tamponu kullanilarak prosediir takip
edildi.

Protein konsantrasyonu Bradford (1976) metodu ile belirlendi. Oncelikle bovine
serum albumin (BSA) kullanilarak standart egrisi hazirlandi. Bunun igin farkli
konsantrasyonlarda (0, 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300 pg) BSA c¢ozeltileri

hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden ve konsantrasyonunu belirleyecegimiz kitinaz proteinlerinden
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10’ar ul alindi 200’er ul boya ¢ozeltisi ile (Protein Reagent, Sigma) karistirildi. Bu
karigimlar 96 kuyulu tabagin kuyucuklarina 3 tekrarli sekilde birakildi 15 dakikalik
inkiibasyonun ardindan SpectraMax M2 (Molecular Devices) cihazi ile 595 nm’de

olgimleri yapildi.

2.12. Kitinaz Proteinlerinin Analizi

Proteinlerin analizi igin 6nce SDS-PAGE (Sodyum Dedosil Silfat-Poliakriamid Jel
Electroforez) ve ardindan Western Blot yapildi. SDS-PAGE analizi igin birbirinin aynisi iki
ayr1 jel hazirlandi. Jellerden bir tanesi saflastirilan proteinlerin biiytikliiklerini gormek
amaciyla SDS-PAGE’in ardindan Coomassie Brillant Blue boyas: ile boyandi.
Elektroforezi yapilan diger jel ise saflastirilan proteinin antikor ile gosterimi igin western

blot hibridizasyonunda kullanilda.

2.12.1. SDS-PAGE Analizi

Bu analiz i¢in amacimiza uygun olan kalinliktaki (1 mm) cam plaklar1 birbirleriyle
birlestirerek elektroforez aparati hazir hale getirildi. Bir jel icin ayirma ve yirttme jeli
seklinde iki ayri1 jel hazirladi. Ayirma jeli i¢in; 1,6 ml H20, 2 ml %30’luk akrilamid, 1,3 ml
1,5 M Tris (Ph:8.8), 0,05 ml %10°luk SDS, 0,05 ml %10’luk Amonyum siilfat ve 0,002 ml
TEMED birlestirilerek karistirildi. Bir araya getirilmis cam levhalar arasina soliisyon
pipetle hizlica aktarildi. Donmasi ve bosluk kalmamasi i¢in {lizerine bir miktar su eklendi.
15 dakika donmaya birakildi. Bu arada yiiriitme jeli hazirladi. Bunun iginde; 1,4 ml H20,
0,33 ml %30’luk akrilamid, 0,25 ml 1,5M Tris (pH:6,8), 0,02 ml %10’luk Amonyum
persulfat, 0,02 ml %10 SDS ve 0,002 ml TEMED birlestirilerek karigtirildi. Ayirma jeli
lizerindeki su bosaltildi. Uzerine hazirladigimiz ytritme jeli eklenip, tarak yerlestirildi ve
donmaya birakildi. Donduktan sonra tarak ¢ikarild ve jel elektroforez tankia yerlestirildi.

Tankin i¢ine max seviyede 1X SDS kosturma tamponu eklendi.
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Bu arada ornekler hazirlandi. -20 °C’ de bekleyen ornekler ¢ikarilip 100 ul PBS ile
¢oziildi. Ardindan 100 pl parcalama tamponu eklenip karistirildi ve 20 dakika buzda
bekletildi. Bu Orneklerden 20ul alinip 20pul 6X 6rnek tamponu ile iyice karistirildi ve
100 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Ardindan en yiiksek hizda 1 dakika santrifuj edildi ve
tekrar buza alindi. Ornekler hazirlanan jele yiiklendi. En basa marker olarak PageRuler
Prestained Protein Ladder ‘dan (prestained) 6ul yiiklendi. Diger kuyulara 20’ser pl
orneklerden yiiklendi. Once 15 dakika 80 V’ ta, ardindan 120 V’ ta 1 saat civarinda
yuratuldu.

Saflagtirilan proteinler SDS-PAGE yapildiktan sonra gorintilenmeleri igin jelin
boyanmasi gergeklestirildi. Boyama i¢in Coomassie Brillant Blue boyasi kullanildi. Bu
boyama isleminde ilk olarak SDS-PAGE yapilan jel 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40
ml saf su karisiminda 1 saat sallanarak bekletildi. Ardindan jel Coomassie Brillant Blue
boya sollisyonu (%0.1 R250, %50 metanol, %10 asetik asit) icinde 30-45 dakika sallanarak
bekletildi. Bu slre sonunda boya bosaltildi ve jelin tizerine 40 ml metanol, 10 ml asetik
asit ve 50 ml saf su karsimi dokiilerek 30-45 dakika sallayicida bekletildi. Bu siire sonuna

dogru jel lizerinde ki bantlar goriinmeye basladi.

2.12.2. Western-blot Analizi

Elektroforez yapilan diger jel Western Blot analizi i¢in kullanildi. Bu islem igin;
Whatman kagidi iki esit par¢aya boliindii. Jelin boyutuna uygun nitroseliiloz membran
ayarlandi. Genis bir cam petriye 20 ml metanol konularak membran 1slatildi. Daha sonra
uzerine elektroblotlama tamponundan 80 ml eklenerek whatman kagidi islatildi. Cam
plakalar arasindan ¢ikarilan jelde bu karisim i¢inde 1-2 dakika bekletildi. Elektroblotlama
tamponu igin 5,8 gr Tris, 2,9 gr Glisin, 0,375 gr SDS, 800 ml su karistirildi. Cihaza
yerlestirirken sirayla alttan yukari dogru whatman kagidi, nitroselilloz membran, jel,
whatman kagidi sirasinda kagitlar ve jel yerlestirildiler. Her bir parca elektroblotlama

tamponunda iyice slatilarak yerlestirildi. Daha sonra cihazin kapagi kapatildi ve 40 mA’de
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90 dakika blotlama islemi yapildi. Blotlama islemi bittikten sonra membran cihazdan alindi
ve 2,5 gr sit tozu iceren 50 ml PBS iginde +4 °C de 3 saat bekletildi. Takiben membran st
tozu ve tween 20 ihtiva eden solusyon icerisinde 3 kez 10 ar dakika yikandi. Yikama
isleminin ardindan membran histidin antikoru ihtiva eden PBS-siit tozu karisimi igerisinde
4 saat donddrdlerek inkube edildi.

Bu siire sonunda membran tekrar PBS-sit tozu karisimi ile yikandi. Ardindan
anti-histidin alkalin fosfataz antikoru ihtiva eden PBS-siit tozu karigimi igerisinde 2 saat
dondirilerek inkiibe edildi. Sonra membran tekrar PBS-sut tozu karisimi ile U¢ kez
yikandi. Ardindan AP tamponu (0,1 M Tris.HCL+0,1 M NaCl+5 Mm MgCl>+6H20. pH:9,5)
ile iki kez yikandi. Yikama islemlerinin ardindan membran 100 pl NBT (nitroblue
tetrazolium) ve BCIP (bromochloroindolyl fosfat) (NBT/BCIP stock solution, Roche)
iceren 10 ml AP tamponu icinde bekletildi. Membran Gzerinde bantlar goérilmeye

baslaymca dH20 ile yikanarak reaksiyon sonlandirildi.

2.13. Proteinlerin Diyalizi

Saflagtirilan proteinleri en son olarak ¢oziinmiis olduklar1 tamponun igeriginde ki
kimyasallardan arindirmak i¢in diyaliz islemi yapildi.  Diyaliz isleminde oncelikle
membran kaynatilarak hazirlandi. Kaynatma icin 500 ml saf suya 10gr NaHCO3 ve 1 ml
0.5M EDTA eklendi ve bu karisim kaynadiktan sonra icerisine membran birakilarak 10
dakika membranin kaynamasi beklendi. Ardindan membran kaynayan saf su icgerisine
aktarildi ve 10 dakika da burada kaynatildi. Kaynatma isleminin ardindan membran
sogumaya birakildi. Soguyan membranin alt kismi kapatildi ve igerisine proteinler
birakildiktan sonra iist kismida kapatildi. Protein ihtiva eden membranlar 1XPBS tamponu
icerisinde 24 saat boyunca dondiriildiiler. Bu siire zarfinda PBS solusyonu U¢ defa
degistirildi.  Diyaliz  isleminin ardindan ~membranlardan aliman  proteinlerin

konsantrasyonlar1 spektrofotometre ile 6l¢uldu.
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2.14. Proteinlerin insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

AcNPV, CpGV ve S. marcescens kitinazlarin insektisidal etkilerinin belirlenmesi igin
bu proteinlerin bes farkli konsantrasyonda boceklere yedirilmesi planlandi. Uygulanacak
konsantrasyonlar 1500 ng/ul, 1800 ng/ul, 2000 ng/ul, 2500 ng/ul, 3000 ng/ul olarak
belirlendi. Proteinler belirlenen konsantrasyonlarda PBS icerisinde hazirlandi. Enfeksiyon
icin 3. instar Galleria mellonella larvalar1 kullanildi. Larvalar enfeksiyondan dnce 16 saat
ac brrakildi. Bu surenin sonunda hazirlanan farkli konsantrasyonlarda ki kitinazlar besin ile
birlikte larvalara agizdan verildi. Kitinaz verilen larvalar tekli kaplarda muhafaza edildi.
Kitinaz bulastirilmis besinleri bitiren larvalara kitinazsiz yeni besinler verildi. Bu larvalar,
normal laburatuvar ortaminda 14 giin birakild1 ve her giin kontrol edilerek 6len larvalar
sayild1. Her konsantrasyon igin 30 adet larva kullanild1 ve deneyler ii¢ tekrar olarak yapildi.
Negatif kontrol olarak PBS kullanild.

Insektisidal aktivite sonuglar1 Abbott formiilii kullanilarak anlamlandirild1 (Abbott,
1925). Gruplarin LCso ve LTso degerleri GraphPad Prism yaziliminda probit analizi

kullanilarak degerlendirildi.

2.15. Kitinaz Proteini ve Viriis Karsimmim Insektisidal Etkisinin Test Edilmesi

Kitinaz proteini etkinligini bir baska a¢idan degerlendirmek ayrica kitinazin IIV6’nin
oral infektivitesine katkismin olup olmayacagmi belirlemek amaciyla, Kitinaz proteini ve
I[IV6 ‘nin larvalar iizerinde ki insektisidal etkisi birlikte test edildi. Bu islem igin S.
marcescens kitinazi kullanildi. Kitinaz proteini yukarida belirtilen bes farklh
konsantrasyonda 11V6 ile birlikte test edildi. Deneyde dncelikle Kitinaz proteinleri larvalara
besinle birlikte yedirildi ve bu islemi takip eden 24. saatte larvalara besin ile birlikte 20 pl
1IV6 (4.7x108 pfu/ml) yedirildi. Tek basma yedirilen viriis ve kitinaz proteinleri negatif

kontroller olarak kullanildi. Test sonuglarina gore insektisidal aktivite grafigi olusturuldu.



3. BULGULAR

3.1. Viral kitinaz Genlerinin PCR ile Cogaltilmasi

AcNPV ve CpGV kitinaz genleri (AcNPV-kit, CpGV-kit) dizayn edilen uygun
primerler ile PCR’da ¢ogaltildi. Elde edilen PCR f{iriinleri %1°lik agaroz jelde elektroforez
yapildi. Beklenildigi sekilde AcNPV kitinaz geninin 1665 bp, CpGV Kitinaz geninin ise
1784 bp biyiikligiinde bantlar olusturdugu gézlendi (Sekil 5).

M AcNPV-kit i CpGV-kit

3000
3 2
2000 1655 bp ;000

1000

-1784 b
1000 2

(a) (b)

Sekil 5. PCR ile ¢ogaltilmig AcNPV ve CpGV kitinaz genlerinin %1°lik agaroz
jel goruntust M: 1 kb DNA marker (Promega), (a) AcNPV Kkitinaz geni,
(b) CpGV Kkitinaz geni

3.2. Viral kitinaz Genlerinin Klonlanmasi

PCR ile cogaltilan AcNPV ve CpGV kitinaz genleri oncelikle pJET1.2 transfer
vektoriine ardindan da pET-28a(+) ekspresyon vektoriine aktarildi. Bunun igin ayri ayri
pJET1.2’ye klonlanmis AcNPV ve CpGV kitinaz genleri, BamHI ve Xhol restriksiyon
enzimleri ile bu vektérlerden kesildi ve kitinaz DNA fragmentleri jelden temizlendi.

Genler ayn1 enzimler ile kesilmis ve hedef vektor olan pET-28a(+)
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ekspresyon plazmidine yerlestirildi. Genlerin hedef vektore klonlandig1 plazmit izolasyonu

ve plazmitlerin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ile dogrulandi (Sekil 6).

M AcNPV-kit CpGV-kit

Sekil 6. AcNPV ve CpGYV kitinaz genlerini tagiyan rekombinant
PET28(+) plazmitler. M; Marker. Kitinaz genlerini tasiyan
rekombinant pET28(+) plazmitleri BamHI ve Xhol enzimleri
ile kesilmistir. % 1’lik agaroz jelin {ist kisminda lineer
haldeki pET28(+) plazmidini ve alt kisminda ise ACNPV
Kitinaz geni icin 1655bp ve CpGV Kkitinaz geni icin de
1784bp biiyiikliigiinde fragmentler goriilmektedir.

3.3. Protein Ekspresyonu ve Analizi

Protein ekspresyonu igin viral kitinaz genlerinin klonlandig1 pET-28a(+) vektorleri
ve daha Onceki c¢alismalar sirasinda klonlanmis S. marcescens kitinaz C genini iceren
pET-28a(+) vektori E.coli BL21(DE3) konak hiicresine aktarildilar. Bu konakta
proteinlerin tiretilmesi ve liretilen proteinlerin saflagtirilmasi saglandi.

Saflastirilan proteinler %10’luk SDS-PAGE ile analiz edildiler. Elektroforez islemi
birbirinin aynis1 seklinde drneklerin yiiklendigi iki adet jel kullanilarak yapildi. Jellerden

bir tanesi Coomassie Brillant Blue ile boyandi. Boyama yapilan jel iizerinde S. marcescens
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kitinaz C geni, AcCNPV Kkitinaz geni ve CPGV Kkitinaz geni i¢in beklenilen buytkltklere
(swrasiyla 50 kDa, 63 kDa, 68 kDa) uygun biiyiikliikte protein bantlar1 gozlemlendi (Sekil
7).

Elektroforezi yapilan diger jel ise western-blot analizi i¢in kullanildi. Western analizi,
proteinlerin N-terminallerine ekspresyon vektorii araciligi ile takilan histidin etiketine
baglanarak bu proteinleri gérmemizi saglayan histidin antikoru ile yapildi. Bu analiz
sonucunda da, membran (zerinde yine kitinaz proteinlerinin beklenilen buyikliklerine

uygun biyukliikte bantlar gozlemlendi (Sekil 8).

Sekil 7. Saflagtirilmis Serretia marcescens, ACNPV ve CpGV
Kitinaz proteinlerinin Coomassie Brillant Blue ile
gOsterilmesi. 1- S. marcescens-kit proteini (50 kDa), 2-
AcNPV-kit (63 kDa), 3- CpGV-kit (68 kDa), M- marker
(prestained).
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Sekil 8. Serretia marcescens, ACNPV ve CpGV Kkitinaz proteinlerinin

western-analizi M; marker (prestained), . 1- S. marcescens-kit
proteini (50 kDa), 2- AcCNPV-kit (63 kDa), 3- CpGV-kit (68 kDa).

3.4. Kitinaz Proteinlerinin insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Bu caligmada Lepidoptera grubuna ait olan Galleria mellonella boceginin 3.instar
larvalar1 test organizmasi olarak kullanildi. Viral ve bakteriyal kitinazlarin larvalar
uzerinde ki etkileri 14 giin boyunca gozlemlendi ve sonuglar grafik olusturularak
karsilastirildi. Elde edilen veriler Abbott formiilii kullanilarak anlamlandirildi (Abbott,
1925).

Insektisidal aktivite sonuclar1 G. mellonella larvalar: iizerinde kullanilan viral ve
bakteriyal kitinazlarin etkilerinin birbirinden ¢ok farkli olmadiklarin1 gdsterdi. Bununla
birlikte CpGV ve S. marcescens kitinazlarinin birbirlerine ¢ok yakin ancak AcNPV

kitinazindan da az bir farkla daha yiiksek etki olusturduklar1 goriilmektedir (Sekil 9).
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Sekil 9. Saflastirilmis AcNPV-kit, CpGV-kit ve S. marcescens-kitC proteinlerinin
farkli konsantrasyonlarda, Galleria mellonella larvalar1 izerindeki
insektisidal etkileri.

3.5. Insektisidal Aktivite Sonuc¢larinin LCso Degerleri

Insektisidal aktivite sonuclar1 kullanilarak larvalarin %50 sini 6ldiirmek i¢in gerekli

protein konsantrasyonlar1 (LCsp) hesaplandi (Tablo 2).

Tablo 2. AcNPV-kit , CpGV-kit ve S. marcescens-kit C proteinlerinin LC50 degerleri

Kitinaz LCso Slope+SE df X?
AcCNPV-Kit 2318,318 ng 2,753+0,066 3 0,997
CpGV-Kit 1958,961 ng 2,686%0,067 3 0,658
S.marcescens-KitC | 2095,064 ng 2,734+0,066 3 0,944

3.6. Insektisidal Aktivite Sonuclarinin LTso Degerleri

Insektisidal aktivite deneylerinde her giin 6len boceklerin sayisi not edildi. Bu veriler
kullanilarak zamana bagli olarak 610 larva oranlar1 belirlendi ve grafik olusturuldu (Sekil

10). Ayrica bu sonuglar kullanilarak larvalarin %50 sini 61diirmek i¢in gerekli zaman (LTso)
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hesaplandi (Tablo 3).
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Sekil 10. Saflastirilmis AcNPV-kit, SpGV-kit ve S. marcescens-kitC proteinlerinin
zamana bagli olarak Galleria mellonella larvalari tizerindeki 6liim oranlar1

Tablo 3. AcCNPV-kit, SpGV-kit ve S. marcescens-kit C proteinlerinin LT50 degerleri

Kitinaz LTso (GUN) Slope+SE
AcNPV-Kit 8,600 (6,55-11,28) 1,882+0,060
CpGV-Kit 7,199 (5,62-9,20) 2,086+0,055
S.marcescens-KitC 8,639 (6,76-11,04) 2,110+0,054

3.7. Kitinaz ve Viriis Karstmimim insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Elde ettigimiz bilgilerin 15181 altinda G. mellonella larvalar1 tizerinde nispeten giiglii
insektisidal etkiye sahip olan S. marcescens kitinaz C proteini, Invertebrate iridescent virus
6 (IT'V6) ile birlikte larvalar iizerinde test yapildi.

Elde edilen sonuclar S. marcescens kitinaz C proteininin virts ile birlikte
uygulandiginda daha etkili sonug¢ olusturdugunu ve ITV6’nin agiz yolu ile enfeksiyonunu

arttirdigini gostermistir (Sekil 11).
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Sekil 11. Saflastirilmis S. marcescens-kitC proteini ve IIV6°’nin Galleria mellonella
larvalar1 lizerindeki insektisidal etkisi



4. TARTISMA

Son yillarda kimyasal pestisit kullanimmin artmasi ve bu kimyasallarin ekosistem
tizerindeki etkileri tiim canlilar1 olumsuz etkilemektedir. Bu olumsuz etkiler nedeniyle,
kimyasal pestisitlere alternatif, dogaya ve canlilara karsi daha masum ajanlara ihtiyag
duyulmaktadir. Bilim adamlar1 bu konular ilizerinde yogun arastirmalar yapmaktadirlar.
Ozellikle biyopestisit gelistirilmesine ydnelik bilimsel arastirmalarin sayisi giin gectikge
artis gostermektedir.  Biyopestisitler, mikrobiyal biyopestisitler, bitki pestisitleri ve
biyokimyasal pestisitler seklinde siniflandirilmaktadir (Yarsan ve Cevik, 2007).
Mikrobiyal biyopestisitler viriis, bakteri, fungus protozoa veya nematot gibi canli
mikroorganizmalarm kendilerini veya bu mikroorganizmalarin {iriinlerini icerebilmektedir.
Mikrorganizma triinleri arasinda basta Bacillus thuringiensis kristal (cry) &-endotoksin
proteinleri olmak iizere, yine Bt’ye ait vejetatif insektisidal proteinler (vip) ve sitolitik
proteinler (cyt), bakteriyal, viral veya fungal kaynakli kitinaz proteinleri ve ¢esitli
proteazlar bulunmaktadir (Harrison ve Bonning, 2010).

Canli organizmalarin kendi iirtinleri olan mikrobiyal enzimler veya metabolitler
zararh bocekler ile miicadelede alternatif bir yol olarak diisiiniilmektedir (Huang ve Chen,
2008; Karasuda vd., 2003). Bu molekiillerin tek baslarina, kendi aralarinda veya baska
molekdller ile kombinasyonlar halinde kullanimlar1 (Sayed ve Behle, 2017; Mantzoukas
vd., 2013), kimyasal pestisitlerin ¢evre Uzerindeki olumsuz etkilerini ve pestisit direnclilik
problemini ¢ozebilecek (Gao, vd., 2012; Raymond, vd., 2007; Tabashnik vd., 2009)
potansiyel uygulamalar olarak gorilmektedir.

Bakdiloviriis’ler ve entomopatojen bakteriler, boceklerde siklikla epidemilere sebep
olan ve biyolojik miicadelede kullanilan mikroorganizma gruplardir (Francesca vd., 2018).
Bakiiloviriis ve entomopatojen bakterilerin bir kismi, kitin polimerini pargalayan Kitinaz
enzimi uretmektedirler. Boceklerde bagirsak ve dis iskelet yapist igerdikleri kitin polimeri
nedeni ile, kitinaz enzimi tarafindan hedef alman baslica kisimlardandir. Bu nedenle

mikroorganizmalar tarafindan kodlanan kitinaz enzimi zararli bocekler ile miicadelede
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kullanilabilecek potansiyel mikrobiyal ajanlardir (Liu vd., 2006).

Bu c¢alismada Autographa californica nuleopolyhedrovirus (AcNPV), Cydia
pomonella granulovirus (CpGV) ve Serretia marcescens Kkitinaz C proteinlerinin
insektisidal etkileri, Galleria mellonella Gzerinde test edilerek birbirleri ile
kargilastirilmistir.  Ayrica kitinaz enziminin bocek iizerinde ki etkisinin Invertebrate
iridescent virus (IIV6) nin oral infektivitesine katkis1 arastirilmistir.

Escherichia coli BL21(DE3) konak hiicresinde ifade edilen AcNPV, CpGV ve S.
marcescens’e ait kitinaz proteinleri saflastirilarak G. mellonella t{izerinde farkli
konsantrasyonlarda test edilmistir. Kullanilan kitinazlarin insektisidal etkileri birbirlerine
yakin olmakla birlikte CpGV kitinazmin diger iki kitinaza gore biraz daha fazla 6lim
olusturdugu gézlemlendi. CpGYV kitinazindan sonra en yiiksek insektisidal etkiyi Serretia
marcescens’in kitinaz C’si ve onu takiben de AcNPV kitinazi olusturmustur.

Kullanilan kitinaz konsantrasyonlar1 arttikca 6liim oranlar1 da artmustir. LCsp
degerlerine bakildiginda, 14.giinde boceklerin yarisini Oldiiren konsantrasyon (LCso)
CpGV igin 1958,961 ng/ul, S. marcescen igin 2095,064 ng/ul ve AcNPV icin 2318,318
ng/ul olarak tespit edilmistir.

Hawtin ve arkadaslar1 (1997) tarafindan yapilan bir ¢alismada AcNPV Kkitinaz A
proteini ile muamele edilmis larvalarin viicutlarinda yumusama ve sivilasma oldugu
gosterilmistir. Bu tezde de kitinaz proteini verildikten sonra élen larvalarin viicutlarinda
yumusama oldugu goriilmiistiir. Raw ve arkadaglar1 (2004) tarafindan yapilan bir
calismada, AcNPV kitinaz A (ChiA) proteininin bdcek dokularini pargalayarak viicudun
stvilagsmasina neden oldugu ve dolayisi ile bu kitinazin bocek kontrolii i¢in kullanilabilecek
potansiyel yeni bir arag¢ olabilecegi ileri siirlilmiistiir. S6z konusu ¢alismada AcNPV ChiA
geni, E. coli hiicrelerinde ifade edilmistir. Ardindan afinite kromatografisi ile saflastirilan
rekombinant protein, hem ekzo- hem de endo-kitinaz aktiviteleri gostermis ve Bombyx
mori larvalarinin {izerinde insektisidal aktivitesi arastirilmistir. Kullanilan Kkitinazin
konsantrasyonuna bagli bir sekilde konsantrasyon arttikca Oliim oranlarmin da arttigi

belirlenmistir.
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Cydia pomonella granulovirus (CpGV) iizerinde yapilan ¢aligmalarda CpGV’nin
hizli oldiiriicti etkisinin oldugu (Federici BA,1997) ve CPGV kitinazinin, enfekte olan
larvalarin sivilagsmasinda 6nemli roliiniin bulundugu tespit edilmistir(Daimon vd., 2007).
Daimon ve arkadaslar1 (2007) CpGV ’nin kitinaz aktivitesininBmNPV kitinazina gore daha
yiikksek oldugunu belirtilmislerdir. Bu tezde elde edilen sonuglarda CpGV kitinazinin
insektisidal etkisinin, BmNPV gibi bir nucleopolyhedroviriis (NPV) olan AcNPV’ye ait
kitinazin etkisinden daha yiiksek oldugunu gostermistir.

Helicoverpa armigera orijinli S. marcescens susuna ait ChiA, ChiB ve ChiCgenleri
tarafindan kodlanan kitinaz proteinleri Malacosoma neustria ve H. armigera larvalari
tizerinde test edilmistir (Danismazoglu vd., 2015). S6z konusu ¢alismada S. marcescens
kitinaz C proteininin en yiiksek insektisidal etkiyi gosterdigi belirlenmistir. Ozgen ve
arkadaglar1 (2013) tarafindan yapilan bir ¢aligmada S.marcescens’in kitinaz B ve C
proteinleri kristal proteinleri iceren Bacillus thuringiensis’e aktarilmis ve olusan
rekombinant bakterinin Galleria mellonella tizerindeki insektisidial aktivitesi test edilmistir.
Oliim oranlar1 %45 ile %55 arasinda kaydedilmistir. Bu calismada ise S.marcescens ’in
kitinaz C proteini saf olarak Galleria mellonella iizerinde test edilmis ve 2095,064 ng/ul
konsantrasyonda 50% civarinda insektisidal etki olusturmustur.

baculovirus familyasmin iki genusuna ait olan Nucleopolyhedrovirus (NPV) ve
Granulavirus (GV)’lar ile yapilan ¢alismalara bakildiginda NPV’nin yalniz kullanildig:
testlere gore GV eklenip kombinayonlar halinda uygulanmasi sonucundaki testlerde |,
diistik instardaki larvalarm Olim oranlarinda artis kaydedilmistir(Shigeyuki ve
Chie,2007;Martin, 2000). GV ve NPV beraber uygulandiktan sonra NPV nin tek basina
kullanildig: testlere oranla boceklerin yarisini 6ldiiren konsantrasyon (LCsp) miktarlarinda
belirli bir azalma ve yarisin1 dldiiren zaman (LTso) siirelerinde kisalma oldugu tespit
edilmistir. Nitekim bu tez ¢aligmasinda da, IIV6 ile birlikte uygulanan kitinaz C proteininin
yalniz uygulanan [IV6’ya gore daha fazla insektisidal etki olusturdugu gézlemlenmistir.

Bu tez kapsaminda yapilan c¢aligmalarin sonuglari, literatiirde yapilan ¢aligmalari

desteklemektedir ve bakteriyal ve viral kitinazlarin biyolojik miicadeledeki kullaniminin
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hizlandirilmasini tesvik etmektedir.
Sonug olarak virlis ve bakteri genomlarindan izole edilip E. coli’de ekspres edilen
kitinaz enzimlerinin saflagtirilarak kullanimlari, yeni biyopestisitlerin gelistirilmesine katki

saglayabilir.



5. SONUCLAR

Bu tez caligmasinda Baculoviridae’ler familyasina ait Autographa californica
nuleopolyhedrovirus (AcNPV) ve Cydia pomonella granulovirus (CpGV) Kkitinaz
genlerinin klonlanmas1 ve bu kitinazlarin daha 6nce klonlanmasi yapilmis Serretia
marcescens kitinaz C proteini ile birlikte Escherichia coli konaginda ifade edilmeleri
gerceklestirilmistir. Ifade edilen proteinler saflastirilmis ve insektisidal etkileri Galleria
mellonella tizerinde arastirilmistir. Tezin ikinci kismi olarakta Kkitinaz proteininin
Invertebatrate iridescent virus 6 (IIV6)’nin oral infektivitesini arttirp arttirmadigi
arastirilmistir. Sonuglart maddeler halinde siralayacak olursak;

1- AcNPV ve CpGV kitinaz genleri, dizayn edilen primerler yardimiyla viral
genomlardan PCR ile ¢ogaltildilar ve once klonlama vektorii pJET1.2’ye, ardindan da
ekspresyon vektorii pET28a(+)’ya klonlandilar.

2- ACNPV, CpGV kitinaz proteinleri ve Serretia marcescens kitinaz C proteini E.coli
BL21(DE3) hicresinde ifade edildiler.

3- Uretilen proteinler PAGE ve Western analizi yapilarak teyit edildi. Kitinaz
proteinlerinin biiyiikliikkleri ACNPV i¢in yaklasik 63 kDa, CpGV i¢in yaklasik 68 kDa ve
S. marcescens kitinaz C proteini i¢in yaklasik 50 kDa biiyiikliiklerinde gozlendi.

4- Kitinaz proteinlerin insektisidal aktiviteleri tclinct instar Galleria mellonella
larvalar1 lizerinde arastirildi.

5- Kitinaz proteinlerinin G. mellonella Gzerindeki insektisidal etkilerinin birbirlerine
yakin olduklar: tespit edilmistir. Bununla birlikte bir siraya konuldugu zaman larvalar
Uzerinde en fazla insektisidal etkiyi CpGV Kitinaz proteini gosterirken, bunu S. marcescens
kitinaz C proteini ve ardindan da AcNPV kitinaz proteini izlemistir.

6- Kitinaz proteinlerinin, larvalarin %50’sini 6ldiiren konsantrasyonlar1 (LCsp) Ve
yine bu proteinlerin larvalarin yarismi Oldiirmesi ig¢in gerekli zamanlar (LTso)

hesaplanmistir. En diigiik LCso degeri insektisidal aktivite ile orantili sekilde 6nce CpGV
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ardindan, S. marcescens Kkitinaz C proteini ve sonrada AcNPV kitinazi seklinde
siralanmistir. Ancak en diisiik LTso degerinin siralanmasinda ise insektisidal aktivitede ki
sira izlenmemis, en basta yine CpGV bulunurken bunu AcNPV ve sonra da S. marcescens
kitinaz C proteini izlemistir.

7- Kitinaz proteininin IIV6’nin oral infektivitesine katkida bulunup bulunmadigni
belirlemek amaciyla G. mellonella {izerinde insektisidal aktivite testi yapildi. Bu testte
kitinaz ile birlikte uygulanan IIV6’nin yalniz basina viriis uygulanan kontrollere gore daha

fazla insektisidal etki olusturdugu gézlemlendi.



6. ONERILER

Zararli boceklerle miicadelede sentetik pestisitlere alternatif biyopestisitlerdir. Bu
anlamda biyolojik miicadele i¢in en ¢ok kullanilan mikroorganizma gruplari bakteriyel ve
viral ajanlardir. Bu c¢alisgmada da bakteri ve viral kaynakli mikrobiyal tiriinler Galleria
mellonella larvalar1 tizerinde test edilmistir.

Bu ¢alismada ki kitinazlarin daha farkli bocek cinsleri Uzerinde test edilmesi bakteri
ve viral kaynakli kitinazlarin etkilerinin karsilastirilmasinda daha kapsamli bilgi verecektir.
Ayni sekilde calisilan kitinaz kaynaklarinin sayisinin arttirilmas: da karsilastirma sonuglari
icin daha saglikli bilgi verecektir.

Bu calismada kitinaz ve viriis kombinasyonunun etkisi arastirilmistir. Baska
calismalarda kitinaz ile birlikte diger enzim veya bocekler iizerinde etkili oldugu bilinen
diger proteinler ile kombinasyonlar yapilarak insektisidal aktivite arastirilabilir.

Bunun disinda Invertebrate iridescent virus 6 (11V6) genomuna Kitinaz genleri
eklenebilir ve bdylece dogal kosullara daha dayanikli viral ajanlar kazanilmis olur. Son
olarakta saflastirilan kitinazlar ile baska entomopatojenler birlikte kullanilabilir ve

insektisidal aktivite denemeleri yapilabilir.
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