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Tetrahymena thermophila KATALAZ GENININ mRNA IFADESININ
POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU YONTEMIYLE CESITLI
STRESLER ALTINDA KISMi KARAKTERIZASYONU
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Anadolu Universites
Fen Bilimleri Enstitisi
fleri Teknolojiler Anabilim Dal
Biyoteknoloji
Damisman: Yard. Do¢. Dr. Muhittin ARSLANYOLU
2009, 118 sayfa

Katalazin (E.C. 1.11.1.6) hidrojen peroksidi su ve molekiler oksijene
yiksek hizda yikimi, enzimin gida, optik ve tekstil gibi endiistriyel alanlarda
kullanimma yol agmustir. T. thermophila gol, tath su ve su birikintilerinde yasayan
sili bir protozoandir. T. thermophila katalaz (TtCAT1) geninin dizisi Tetrahymena
Genom Veritabanindan elde edilmistir. TtCAT1p amino asit dizisinin diger
katalazlar ile dikey hizalanmas1 korunmus katalaz aktif bdlge motifinin
(FDRERIPERVVHAKGAG), katalaz hem ligand1 baglanma bdlgesi motifinin
(RLSYPDTH) ve peroksizomal lokalizasyon sinyalinin (SNL) varligini
gostermistir. Katalaz geninin mRNA’smin farkli stresler altinda Northern Blot
analizi, 23°C ile 30°C’de varligini, a¢ hiicrelerde ise yoklugunu gostermistir. E.
coli’de TtCat1p’nin rekombinant protein olarak ifadesi i¢in gerekli 10 farkli nokta
mutasyonu PZR yontemiyle yerlestirilmis ve DNA dizi analizi ile teyit edilmistir.
Rekombinant proteinin E. coli’de iiretilip iiretilmedigi SDS-PAGE ve Western
Blot ile anti-GST monoklonal antikor ile anti-sigir katalaz poliklonal antikorlar1
kullanilarak arastirilmistir.  Glutatyon sefaroz 4B afinite boncuklart ile
saflagtirilmis rekombinant proteinin DOGAL-PAGE ile katalaz aktivite tedti
gerceklestirilmis, fakat her iki analiz rekombinant GST-TtCatlp proteinin
beklenen biiyiikliikte {iretilemedigini ve iretilen ~60 kDa ve ~28 kDa’luk
proteinin ise katalaz aktivitesinin bulunmadigimi gostermistir. Sonug olarak,
katalaz geninin aglik sartlarinda mRNA’sinin bulunmamasimin molekiiler kontrol
mekanizmasinin ¢aligilmasi i¢in iyi bir deneysel alt yap1 olusturabilecegi ortaya
konulmustur. Biyoteknolojik olarak ise TtCatlp’in degerlendirilebilmesi
rekombinant protein iiretim deneylerinin tekrarlanmasini gerektirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Rekombinant Katalaz, T. thermophila, Northern Blot
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PARTIAL CHARACTERIZATION OF Tetrahymena thermophila
CATALASE GENE mRNA EXPRESSION UNDER DIFFERENT STRESS
CONDITIONSWITH POLYMERASE CHAIN REACTION

Ozan KILICKAYA

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Advance Technologies Program
Biotechnology
Supervisor: Asist. Prof. Dr. Muhittin ARSLANYOLU
2009, 118 pages

The high rates of decomposition of hydrogen peroxide to water and
molecular oxygen by catalase (E.C. 1.11.1.6) causes it to be used in food
processing, optics and textile industries. T. thermophila is a ciliated protozoon that
inhabits the lakes, fresh waters and ponds. The complete sequence of T.
thermophila catalase (TtCAT1) gene was received from Tetrahymena Genome
Database. Multiple sequence alignment of TtCatlp amino acid sequence with
other catalyses showed the existence of conserved catalase active site motif
(FDRERIPERVVHAKGAG), catalase hem ligand binding domain motif
(RLSYPDTH) and peroxisomal localization signal (SNL). The analysis of
catalase gene mMRNA expression by Northern Blot revealed the existence of
TtCAT1 mRNA at 23°C and 30°C grown cells but the absence of its mMRNA in
starved cells. The necessary ten point mutations for the expression of TtCAT1p as
recombinant protein, were incorporated by in vitro PCR methods and their
incorporation confirmed by DNA sequencing. The expression of recombinant
GST-TtCat1p protein was analyzed with SDS-PAGE and Western blot by using
anti-GST monoclonal antibody and anti-bovine cat polyclonal antibody. The
purified recombinant GST-TtCat1p analyzed with PAGE gel assay. Both methods
showed that the expected size recombinant protein was absent but the two
truncated forms of ~60 and ~28 kDa proteins was expressed. In conclusion, the
absence of catalase gene mRNA in starved cells suggests that it could be a good
assay system to study the molecular control mechanisms of the cat mRNA
expression. In term of Biotechnology, the expression of recombinant TtCatlp
ought to be repeated to get afully expressed TtCat1p to study its activity.

Keywords: Recombinant catalase, Tetrahymena thermophila, Northern Blot
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1. GIRIS

Giliniimiizde biyoteknoloji bilim dali biyoloji/canli biliminin bir alt
disiplini olmaktan ¢ikarak disiplinler arast bir yere gelmis olsa da, temelde
yaklasik 10.000 yil once yapilmaya baglanan tarim ve yaklasik 6.000 yil 6nce
iretilmeye baslanan fermantasyon drdnlerinin ilk biyoteknolojik uygulamalar
oldugu goriilmektedir [1, 2].

Biyoteknoloji en genel anlamu ile “herhangi bir teknolojik uygulamanin;
biyolojik sistemleri, organizmay1 veya organizma kaynakli yapilari; bir {iriiniin
iiretiminde, degistirilmesinde veya 6zel bir siiregte kullanmas1” olarak tanimlanir
[3]. Fakat 1970’lerden sonra gelisen ‘“rekombinant DNA” teknikleri ile
Biyoteknoloji bilim dali yeni bir boyut kazanmistir. 2000 yilinda Birlesmis
Milletler Biyolojik Cesitlilik Konvansiyonu Cartagena Protokoliinde yeni nesil
Biyoteknoloji kavramini “Modern Biyoteknoloji” olarak su sekilde tanimlar;

Modern Biyoteknoloji;

e Reckombinant DNA’y1 iceren in-vitro nukleik asit tekniklerinin ve

niikleik asitlerin organel veya hiicrelere direk aktariminin ya da

e Taksonomik ailelerin Otesinde olusturulan hiicre birlestirmelerinin

canliligin dogal fizyolojik gelisimini ya da rekombinant engellerini
asan ve gelencksel beslenme ve eleme ile Uretilemeyen
uygulamalaridir [4].

Artik giinlimiiz Biyoteknoloji kavrami arastrma ve uygulama alanlarina
gore farkli sayilabilecek disiplinlerden birgok arastirmaci ve iireticinin igerisinde
yer aldig1 bir ara disiplin haline gelmistir. Bu alanlara gore de ¢esitli alt gruplara
ayrimustir. Alt gruplarin olusmasinda ftretilen iirtinlerin kullanildig1 alanlar ile
iriiniin tiretiminde kullanilan hammaddeler belirleyici olmaktadir. Biyoteknoloji
giinlimiizde 10 farkli alt arastirma grubuna ayrilmaktadir [5]. Alt gruplar Cizelge
1.1.°de verilmistir.

Verilen alt gruplardan en  Onemlilerinden  birisi  kuskusuz
stirdiiriilebilir/yenilenebilir ~ enerji  ihtiyacim  karsilama amacida olan
Beyaz/Endustriyel Biyoteknolojidir. Beyaz biyoteknoloji rekombinant DNA
teknikleri kullanarak canlinin dogal yollarla kazanamayacag1 6zellikleri canliya

vererek canlinin endiistriyel boyutta iiriin liretmesini saglamaktadir [6].



Cizelge 1.1. Biyoteknolojinin alt gruplari: Cizelgede biyoteknolojinin farkl disiplinlere ayrilmig

caligma alanlar1 ve bu alanlara ait uygulama ve arastirma konulari verilmistir.

BiYOTEKNOLOJININ
ALT GRUPLARI

UYGULAMA ve ARASTIRMA ALANLARI

Kirmiz1 Biyoteknol gji

Insan Saghg, ilag, Tan1 Teknikleri

Beyaz Biyoteknol gji

Gen Tabanl1 Biyoendiistriler

Mavi Biyoteknoloji

Akuakiiltiir, K1y1 ve Deniz Biyoteknolojileri

Gri Biyoteknol gji

Klasik Fermantasyon ve Biyostireg Biyoteknol ojil eri

Sar1 Biyoteknoloji Besin ve Yiyecek Biyoteknolojileri
Yesil Biyoteknoloji Tarim, Cevre Biyoteknolojisi, Biyoyakit, Biyokirlilik
Kahverengi Biyoteknol gji Kurak Bolgeler ve Col Biyoteknolgjis
Siyah Biyoteknol gji Biyoterdrizm, Biyosilah, Biyosug, Anti-Ekin Silahlar
Mor Biyoteknol gji Patent, Yayin, Bulus, Fikri Miilkiyet Haklar1
Altm Biyoteknoloji Biyoinformatik, Nanobiyoteknol oji

Beyaz biyoteknolojinin dneminin son donemde bu kadar artmasinin ve
insan saglig1 ¢aligmalarini yapan Kirmiz1 Biyoteknolojiden ve bitki 1slahi ile GDO
(genetigi degistirilmis organizma) calismalar1 yapan Yesil Biyoteknolojiden
ayrilmasmin nedeni kimyasal madde, malzeme ve enerji iiretimine yonelik
caligmalarinin olmasidir [7, 8]. Bu ¢alismalarda petrol tabanli {iriin {iretiminin
yerine canli/enzim tabanli biyo-bozunabilen yapilarin olusturulmasi ve endiistriyel
iiretim  siireclerinde  kullanilmasi  amaglanmaktadir. ABD  hiikiimetinin
endiistriyel/beyaz biyoteknolojini gelistirilmesi i¢cin ddenek ayirmasi ve Avrupa
Birligi’nin de yine endiistriyel/beyaz biyoteknolojini gelisimi i¢in birlik igerisinde
orgutlenmeye gitmesi dinyada bu alana olan egilimi ve 6nemi gostermektedir [9,
10].

Gen tabanl ¢alisan bir endiistri olan Beyaz Biyoteknolojinin aragtirma ve
uygulama alanlarmin genis bir kismmi ise rekombinant enzimlerin Uretimi
olusturmaktadir. Uretilen enzimler gegtigimiz yiizyil igerisinde fermantasyona
dayali, verimli, se¢ilmis canli wklar1 tizerinden yapilsa da, artik iiretim modern
biyoteknolojik yontemler ile tam kontrollii olarak yapilmaktadir. Cizelge 1.2.°de
endiistriyel siireglerde en ¢ok kullanilan ve {retimi yapilan enzim smiflari

verilmistir.



Cizelge 1.2. Endistriyel boyutta Uretilen enzimler ve kullamim alanlari: Cizelgede en gok

Uretilen enzimler ile bunlarin kullanim ve uygulama alanlari verilmistir.

L Endustriyel
Enzimin Adi1 | E.C. No Kullanmi/ Alam Uygulama alam
Glukoz .. . . Nisasta oram1 disiik ekmek tretimi,
Oksidaz 1.134 | Pigirme Siirecleri harsnur sertligi ayarlznmas1 [11, 12]
Kisisel Bakim Agartma ve anti mikrobiyal 6zellik [11]
Mayalanmis Gidalar Raf dmriiniin uzatilmasi [11, 12]
Tekstil Dolayl1 enzimatik beyazlatma [11]
Katalaz 1.11.1.6 | Mayalanmis Gidalar Raf dmriiniin uzatilmasi [11, 12]
Sit ve St Endudtriss | Siit Bozulmasmin engellenmesi [11, 12]
Tekstil Beyazlatmanin durdurulmasi ve Hidrojen
peroksitin uzaklagtirilmasi [11-13]
Cevre Atik su temizligi ve hidrojen peroksitin
uzaklagtirilmasi [11]
Lenslerin temizliginde kullanilan hidrojen
Optik peroksitin uzaklastirilmasi, sterilizasyon
[14, 15]
Peroksidaz, 1.11.1.7 | Pisirme siiregleri Hamur sertliginin ayarlanmasi [11, 12]
Lakto-_ Sitt ve Siit Endiistrisi Siitiin  bozulmaya kargi korunmasi [11,
peroksidaz 12]
Kisisel Bakim Anti mikrobiyal 6zellik [11]
Tekstil Artik boyanin giderimi [11, 12]
Proteaz 34X X | Tekstil Ipegin  zamkinin giderilmesi, yiin
topaklagmasinin engellenmesi [11]
Deterjan Sektori Protein giderilmesi [11, 12]
Yakin ve Biyo-yakit Yakit igerigi olarak [11, 12]
Besin ve Sit Tatlandirici, ) f.iﬁsﬁk alerjikte  bebek
Enduistrisi mamasl,  sitin  bozulmaya  karsi
korunmasi [12]
Pisirme Siirecleri Biskiivi ve kurabiye Uretimi [11]
Kagit Sektorii Biyofilmin giderilmesinde [12]
Deri Sektoru Temizleme veinceltme [11]
Alfa ve Beta| 3.21.1 . o Glikoz igeren boyalarm giderilmesi
Amilaz 3212 | Deeran Sektord aL12 g y
Bira yapiminda maltin suyla karistirilmasi
Pigirme Siiregleri ve pisirilmesi, bayatlama siiresinin
uzatilmasi [11]
Tekstil Yeniden boyutlandirma [11]
Petrol Endistrisi Petrol kuyularinda viskozite kontrolii [11]
Beslenme Meyve suyu dretimi [11, 12]
Lipaz 3.1.1.3 | Sit ve Sit Endudiris | Peynir iiretimi ve tatlandirilmasi [11, 12]
Pisirme Siirecleri Ekmek iiretiminin iyilestirilmesi [11, 12]
Deterjan Sektori Yaglarin giderilmesinde [11, 12]
Kagit Sekorii Fji_ij?zlerin giderilmesi, atik temizleme
Deri Sektori Matlagtirma [11]
Pektinaz 3.1.1.11 | fcecek Meyve suyu Uretimi [11, 12]
. Enzimatik taslamada boyamanin
Lakkaz 1.10.3.2 | Tekstil engellenmesi, beyazlatma [11]
. Berraklastirma,  tatlandirma,  mantar
Icecek s .
gelisiminin engellenmesi [11]
Kagit Endiistrisi Kéagit hamurunun beyazlatilmasi [11]

Orman ve Agag

Lignin agag¢ plakalarin olusturulmasi [11]




Sonu¢ olarak Beyaz/Endustriyel Biyoteknoloji gunimizde enerji,
kimyasal madde ve malzeme iiretiminde petrol tabanli {iretim yapan kimya
endiistrisine karsi, siirdiiriilebilirlik, geri doniisim ve ¢evre sorunlar1 agisindan
tercih edilmesi zorunlu bir secenek haline gelmistir. Bu nedenle biyoteknolojini
bu alanina yapilacak yatwrimlarin iilkeler i¢cin hem ekonomik hem de ¢evre

acisindan uygulanmasi artik bir zorunluluk haline gelmektedir.

Endiistriyel siireclerde kullanilan enzimlerden biri olan katalaz ise sahip
oldugu yiiksek substrat ozgiilliigii ve hiz1 ile 6nemli oranda peroksidaz
aktivitesine sahip olmasindan dolay: tercih edilmektedir. Bu 6zellikleri nedeniyle

enzim, endiistriyel liretimde dnemli bir kullanima sahiptir.
1.1. Katalazlar

Yirminci yilizyilin ilk yilinda “katalaz” olarak isimlendirilen [16] ve
guntimizde hidroperoksidazlar ya da hidrojen peroksit oksidorediiktazlar olarak
da bilinen katalaz enzimi {izerine giiniimiize kadar bir¢ok ¢alisma yapilmistir [17].

Katalazlarin tarihi 1811 yilinda Jacques Thenard’in hidrojen peroksidi
kesfi ile baglar. Thenard ayrica bu maddenin canli dokularda 6zel bir yapi ile
parcalanmasmin gerekli oldugunu da gostermistir. Metabolizmada hidrojen
peroksit yikimini saglayan bu 6zel madde ise 1863 yilinda Christian Friedrich
Schonbein tarafindan bulunmustur fakat isimlendirilmemistir. 1900 yilinda ise
Oscar Loew tarafindan katalaz olarak isimlendirilen [16] 0zel maddenin
merkezinde demir oldugu 23 yil sonra Otto Warburg tarafindan gosterilmistir.
Sonrasinda sirasiyla 1947 ve 1949 yillarinda Britton Chance katalazin hidrojen
peroksit ile yaptig1 birincil ve ikincil yapilar1 gostermistir. [18-21]. Chance’a gore
katalaz enzimi hidrojen peroksidin diisilk konsantrasyonlarinda peroksidaz,
yiiksek konsantrasyonlarinda ise katalaz aktivitesi gostermektedir [22]. 1952
yilinda ise Chance enzimin aktif olmayan formu olarak niteledigi ii¢iinciil yapiy1
gostermistir [23].

Yiizyilin yarisindan giinlimiize kadar gecen siirede ise bir¢ok canlida
katalaz enzimi arastirilmistir. Enzimin ii¢ boyutlu yapisi, isleyis mekanizmasi ve
hiicresel lokalizasyonu iizerine arastirmalar yapilmistir. Calismanin yapildigi

tarihe kadar (Mart 2009) PeroxiBase veritabaninda farkli canli gruplarinda



yaklagik 600 farkli katalazin homolog protein dizileri bulunmaktadir [24]. Ayrica
PDB veritabaninda (Mart 2009) 79 farkl katalaz 3 boyutlu yapis1 bulunmaktadir
[25].

Katalaz enzim ailesi tiim oksijenli solunum yapan canlilarda, bazi
fakiiltatif aeroblarda ve bir¢ok oksijensiz solunum yapan canlida gosterilmistir.
[26-28]. Canl1 gruplarinda enzim iki ana smifa ayrilmaktadir. Bunlar; i) gergek ya
da “mono-fonksiyonel” katalazlar ve ii) katalaz peroksidazlardir. Her iki sinif ta
yuksek oranda katalaz aktivitesine sahiplerdir, fakat bunun diginda birbirlerinden
nikleotid dizileri, protein bolgeleri ve protein Ugtincil/dordiinciin - yapilari
diizeyinde farkhilik gdstermektedir [26, 29, 30]. Ugiincii smif olarak kabul edilen
mangan katalazlar ise “yalanci katalazlar” olarak adlandirilir, demir yerine
mangan igerirler ve giiniimiize kadar sadece bakterilerde bulunmustur [17, 26, 29,
30].

1.1.1. Katalaz enzim ailesinin katalaz ve peroksidaz aktiviteleri

Katalaz enzim ailesi igerisinde bulunan ii¢ sinifta (mono-fonksiyonel
katalazlar, katalaz-peroksidazlar ve mangan katalazlar) hiicresel fonksiyonlarin
devami icin yeterli derecede hidrojen peroksit pargalayabilme kabiliyetine
sahiptirler. Asagida, enzim ailesinin hidrojen peroksidi parcalamasi toplam
reaksiyonu verilmistir (a). Toplam reaksiyon iki basamakta gerceklesir ve biitiin

katalazlar i¢in mekanizma aynidir.

2H,0, » 2H.O+ O, (a)

Katalaz enzim ailesi diginda teorik olarak icerisinde demir bulunduran diger
proteinlerin de belirli oranda katalaz aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir [26,
29-32]. Arastirmanin konusunu katalaz enzim ailesi olusturdugu i¢in bu ¢aligsmada

diger proteinlere detayli olarak deginilmeyecektir.

Katalazin hidrojen peroksidi iki basamakta parcalarken enzim 1’incil
yapiy1 olusturur. 1’incil yap1 olusurken enzimin yapisinda bulunan hem demir
grubu hidrojen peroksit tarafindan oksitlenir. Bu durumda oksijen-oksijen bagi
kirilir ve bir oksijenin hem grubuna baglanarak demiri indirger. Diger oksijen ise

su molekiilii olusturarak salinir (a1) [18-21, 26, 29, 30, 32].



Enzim (Por-Fe"") + H,0, — 1’incil Yapi (*'Por F€V=0) + H,0 ()

(a1) reaksiyonunda olugan 1’incil yap1 bir ara yapi olarak goriilebilir. 1’incil yap1
ikinci bir hidrojen peroksit molekiilii ile reaksiyona girdiginde, tizerindeki oksijeni
hidrojen perokside vererek su ve molekiiler oksijen olusturur (a). Sonug olarak
I’incil yap1 yapisinda bulunan oksijeni verdiginden dogal haline gelmistir ve yeni

bir hidrojen peroksit parcalayabilir.
1incil Yapi (*'PorFeV=0) + H,0, — Enzim (Por-Fe'") + H,0 + O, (a2)

Burada hidrojen peroksit, enzimin dogal hali i¢in indirgeyici ve 1’incil hali igin
ise yukseltgeyici bir gjan olarak gorev yapar. Bu nedenle enzimin 1'incil hali

dogal halin uyarilmis halini olusturacagidan ara bir yap1 olarak goriilmelidir.

I’incil yapt hidrojen peroksidin diisiik yogunluklarinda peroksidaz
aktivitesi gosterir. Burada gercek katalazlar diisiik oranda, katalaz-peroksidazlar
ise yuksek oranda peroksidaz aktivitesi gosterir. Peroksidaz aktivitesi ise Ug
basamakta gerceklesir. Oncelikle enzimin dogal hali bir hidrojen peroksit

molekiilii ile reaksiyona girerek 1’incil yapiy1 olusturur (ay).
Enzim (Por-Fe"") + H,0, — 1’incil Yapi (*'Por F€Y=0) + H,0 (a)

I’incil yapmin olugmasmdan sonra enzim 2’incil yapiyr olusturur. Bu yapi
enzimin bir proton varhiginda veya yoklugunda, bir elektron alarak indirgenmesi
ile de olusabilir (reaksiyon i ve ii) [29]. Olusan 2’incil yapmin enzimin dogal
haline gelmesi ¢ok yavas oldugu i¢in bazi katalazlarda NADPH enzim {iizerine
sikica baglanarak elektron gegisini saglar ve enzimi dogal haline geri getirir [26,
33].

1incil Yapi (“'Por F€V=0) +& — 2’incil Yapi (Por Fe'V=0)  (reaksiyon i)
1incil Yapi (“'Por F€V=0) +& + H*—.2"incil Yapi (Por Fe'Y-OH) (reaksiyon ii)

Buna karsin katalaz-peroksidazlarin peroksidaz aktivitesi gostermesi
I’incil yap1 olustuktan sonra (a;), bir elektron vericisinin (AH,) elektron vererek

bir radikal (by) ve 2’cil yapiy1 olugturmasi ile baslar.



1incil Yapi (*'Por F€V=0) + AH, — 2incil Yapi (Por Fe'V-OH) + ‘AH  (by)

Sonraki basamakta 2’incil yapi bir elektron vericiden daha elektron alarak

enzimin dogal hale gelmesini saglar.
2’ncil Yapi (Por Fe'Y-OH) + AH, — Enzim (Por-Fe'"') + H,O + *AH (b)

Enzim bu sekilde dogal haline gelerek baska bir hidrojen peroksidi par¢alamaya

hazir hale gelir.
Mono-fonksiyonel K atalazlar (Gercek Katalazlar)

Gercek katalazlar prokaryotik ve dkaryotik genomlar icerisinde hidrojen
peroksit pargalayan en bilyiik enzim smifidir [26, 28]. Enzim ¢ok yiksek miktarda
katalaz aktivitesine ve diisiik miktarda substratlar i¢in peroksidaz aktivitesine
sahiptir.

Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/) veritabaninda PF00199 ulagim kodu ile
kayith olan (Mart 2009) gergek katalazlarin 1178 DNA dizisinde, gergek katalaz

DNA dizi motifleri tasidigi gosterilmistir [34]. PeroxiBase (http://peroxibase.isb-

sib.ch/) veritabaninda da (Mart 2009) 240 gercek katalaz enziminin homolog
protein dizileri bulunmaktadir [24]. PDB (http://www.pdb.org/pdb/home

/home.do) veritabaninda ise (Mart 2009) 14 farkli katalaz enziminin 3 boyutlu
kristal yapilar1 ¢ikarilmistir [25].

Gergek katalazlar yapilarinda protoporfirin halkast ve bu halkanin
merkezinde de demir atomu bulundururlar. Alt gruplarma gore hem grubu olarak
hem b veya hem d bulundururlar. Enzim monomer olarak Uretilir fakat bu sekilde
aktif degildir. Organizmada homo-tetramer bir yap1 olusturarak gorev yapar (Sekil
1.1. A).

DNA/protein dizi bilgisi analizleri ve 3 boyutlu kristal yapilarin analizi
gercek katalazlarm 3 alt gruba ayrildiklarini gostermektedir [17, 26, 28, 29]. Alt
Grup 1 kiguk alt tniteye sahip (56-69 kDa) bitki, mantar ve Obakteriyel
katalazlar1 igerir. Bu gruptaki prostetik grup hemb'dir.

Alt Grup 2 ise blylk alt Uniteye (75-84kDa) sahip katalazlarin
bulundugu gruptur. Obakteriyel ve mantar katalazlar1 yer alir. Prostetik grup

olarak ise cogunlukla hem d bulunur. Bu grupta kiigiik alt tinitelerden farkli olarak
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proteinin karboksil ucunda “flavodoksin-benzer” bir bolge bulunur. Bu bdlgenin
gorevi henliz aydinlatilamamustir fakat niikleik asitler ile birlikte gérev yapan ya
da niikleik asitleri kullanan diger proteinlerin niikleik asit baglanma bolgelerine
benzerlik gostermektedir [17, 32].

Alt Grup 3 ise gergek katalazlarm en genis grubudur. Bu grubun bireyleri
arkebakterilerde, mantarlarda, protistada, bitkilerde ve hayvanlarda bulunur.
Kucutk alt tniteye (43-75 kDa) sahiptirler ve prostetik grup olarak hem b tasirlar.
Bunlarin disinda birgogunun yapisinda bulunan NAPDH, 2’ncil yapmin enzimin

dogal haline geri getirilmesini de saglarlar [26, 29, 33, 35].

Sekil 1.1. Katalaz enzim ailesinin tyelerinin G¢ boyutlu yapilari: (A) insan Eritrosit Katalazi
(PDB No: 1QQW) (gercek katalaz) tetramerik yapisi, (B) Burkholderia pseudomallei
(PDB No: 2FXG) (katalaz-peroksidaz) dimerik yapisi ve (C) Lactobacillus planatarum
(PDB No: 1JKU) (mangan katalaz) hekzamer yapisi. Her bir alt iinite farkli renkler ile
gosterilmistir (www.rsch.org/pdb) [25].



http://www.rscb.org/pdb�

K atalaz-Peroksidazlar (Iki Fonksiyonlu Katalazlar)

Gercgek katalazlardan sonra hidrojen peroksit parcalayan en blyUk enzim
smifi olan katalaz-peroksidazlar, katalaz aktivitelerinin yani sira peroksidaz
aktivitesine de sahiptirler. Bakteri, arkebakteri ve mantarlarda varhgi
gosterilmistir. Prostetik grup olarak hem b tasirlar, genellikle dimerik ve
tetramerik yapilarda (Sekil 1.1. B) bulunan katalaz-peroksidazlarin alt {inite
biiyiikliikkleri 80 kDa civarindadir [29]. Her bir alt tnite veya alt Unite cifti bir
birine ¢ok benzeyen dizilere sahiptirler. Bu benzerligin gen duplikasyonu ya da

gen kaynagmasi seklinde oldugu diistiniilmektedir [17, 36, 37].
Mangan Katalazlar (Yalanci Katalazlar)

Mangan katalazlar katalaz ailesinin ¢ok kiguk bir kismini kapsar.
Giiniimiize kadar bu smifta bulunan enzimlerin hepsi bakteriyel kokenlidir.
Yapilarinda enzimin aktif bdlgesinde demir atomu yerine mangan atomu
bulundururlar. Yap1 olarak aileden farkli olarak homo-pentamer ya da homo-
hekzamer yap1 olustururlar (Sekil 1.1. C) [17, 26, 38].

1.1.2. Katalazin biyoteknolojik kullanim alanlarn

Katalazlar, hidrojen peroksidi parcalamada sahip olduklar1 yiiksek hiz ile
endiistriyel siireclerde tek basma ya da baska enzimler ile birlikte
kullanilmaktadir. Katalaz enzimi dogrudan bir antioksidan olarak kullanilabildigi
gibi hidrojen peroksidin kullanildig1 endiistriyel siireclerde de temizleme araci

olarak da kullanilmaktadir.

Katalaz enziminin en etkin kullanildigi endiistrilerin basinda tekstil
sektorii gelmektedir. Katalazin tekstil sektoriinde en ¢ok kullanildigi alan ise
kumasglarin  agartilmasinda kullanilan hidrojen peroksidin islem sonrasi
giderilmesidir [11, 39]. Normalde hidrojen peroksidin giderilmesi icin cok yuksek
miktarda saf su veya kimyasal maddeler kullanilmaktadir, fakat bu yolla yapilan
temizlik kimyasal madde kullanimina dayali ek masraflar ve asir1 su tiiketimi
getireceginden burada enzimatik temizlik yapilmasi daha verimlidir [40-42].

Dahasi katalaz enziminin hidrojen perokside 6zgiilliigii islem sonrasi katalazin
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giderilmesi gerekliligini de ortadan kaldirmaktadir. Katalaz enzim hidrojen

peroksit kullanan endiistrilerin atik sularmndaki kirliligin giderilmesinde de

kullanilmaktadir. [11].

Enzimin tekstil sektorii diginda diger bir kullanim alami ise optik
sektoriidiir. GOz saghgi acisindan lenslerin temizligi 6nemlidir. Bu nedenle
hidrojen peroksit icerikli temizleme ¢ozeltileri kullanilmaktadir, fakat hidrojen
peroksit artiklarinin temizlenmesi gerekliliginden katalaz igerikli c¢ozeltiler

temizleme malzemesi olarak kullanilmaktadir [14, 15].

Katalaz, gida sektoriinde konserve gidalarin veya siselenmis igeceklerin
raf Omriinii uzatmak ve bakteri olusumunu engellemek i¢in glikoz oksidaz ile
birlikte de kullamlir [11, 43]. Ayrica igeceklerin renklendirilmesinde ve
antimikrobiyal/antifungal bir madde olarak ta kullanimi mevcuttur [43]. Katalaz
peynir iiretiminde de kullanilan bir proteindir. Belirli peynir c¢esitlerinin
Uretiminde tatlandirma ve mayalanmada gerekli olan hidrojen peroksidin

ortamdan uzaklastirilmasinda da kullanilir [44].

Katalaz enzimini bir diger kullanim alan1 da biyosensor uygulamalaridir
[43]. Katalaz enzimi elektrokimyasal tanida elektro yiizeyine immobilize edilerek
hidrojen peroksidin tayini yapilabilir [45, 46]. Enzim biyosensér uygulamalari

disinda tiimor hiicrelerinin tedavisinde de kullanilmaktadir [47].

1.2. Cahsma Organizmasi Tetrahymena thermophila

Tetrahymena thermophila, tathi sularda, gollerde ve havuzcuklarda
yasayan, spor iiretmeyen, patojen olmayan, tek hiicreli, sili bir dkaryotik canldir.
12 - 41 °C’ler arasinda yasayabilir. Sistematikte, Alveolatlar icerisinde yer alir.
Alveolatlar;  Siliyatlar ~ (Paramecium,  Tetrahymena), Dinoflagellatlar
(Symbiodinium, Alexandrium) ve Apicompleksa (Plasmodium, Toxoplasma)

olmak tizere tig alt sinifa ayrilir [48, 49].

Tetrahymena ilk kez 1923 yilinda Andre Lwoff tarafindan kiiltiire
edilmistir [48, 50, 51]. 1940 yilinda agiz yapisinin (oral apparatus) dort zarl bir
yapt oldugunu tanimlayan Furgason, organizmaya “dort zarli” anlaminda

“Tetrahymena” cins ismini vermistir. 1951 yilinda eslesme tiplerinin David
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Gruchy tarafindan tamimlanmasi ile Tetrahymena iizerinde yapilan ¢aligmalar
yogunlagmis ve 1976’da Nanney ve McCoy yiiksek sicakliga tolerans: ile diger
Tetrahymena  tiirlerinden  ayrilarak  Tetrahymena  thermophila  olarak

isimlendirmistir.

Hiicre yapis1 olarak 40-50 pm uzunluga ve maksimum 20-30 pm
genislige sahiptir. Bir hayvan hiicresinde olmasi gereken yapilara sahiptir, fakat
intermediate filametlerden yoksundur. Buna karsin bir bitki hiicresinde bulunan
plastid, kloroplast, hiicre duvar1 gibi yapilara da sahip degildir. Cekirdek de
hayvan hiicresinden farklilik gdstererek ikiye ayrimistir. Mikronukleus (MiK)
2n=10 kromozoma sahiptir ve transkripsiyonel olarak aktif degildir, sadece eseyli
iremede etkinlik gosterir. Makronukleus (MAK) ise yasamsal olaylar1 kontrol
eder ve transkripsiyonel olarak aktiftir. MAK, MiK’ten yaklasik olarak %15’lik
oranda genetik bilginin atilmasi ile olusturulmus bir yapidir. Yapisinda 45 kopya
(ploid) halinde ~255 mini kromozom bulunur [48]. Kromozomlar bir sentromere
sahip degillerdir ve boliinerek ¢ogalmada MAK kendini bogumlayarak esler [48,
49].

Calismada kullanilan Tetrahymena thermophila irk1 genom projesinde de
kullanilan SB 210 wkidir [52, 53]. Irk biyolojik temel bilgilere birgok katkida
bulunmustur. Tip-1 intron ¢ikarilmasi mekanizmasi, molekiiler motor dyenin ve
telomer/telomeraz aktivitesi bu canlt model alinarak yapilan deneyler sonucunda
aydinlatilmistir [54]. Ayrica Tetrahymena’nin ekonomik olarak uygun besi
ortamlarinda biiylik miktarlarda ve kisa zamanda iiretilebiliyor olmas1 endiistriyel
biyoteknoloji alaninda homolog ve heterolog protein Uretimi icin aday bir

organizma olmasina sebep olmustur [55].
1.3. Cahsma Oncesine Ait Bulgular

Tetrahymena cinsinde katalaz iizerine yapilan ilk ¢alisma 1971 yilinda
yayinlanmistir. Calisma Tetrahymena pyriformis katalaz enziminin biyokimyasal
analizi tizerinedir. Calismanin sonuglarina gore T. pyriformis katalaz enziminin
biyokimyasal Ozelliklerinin memeli karaciger katalazina benzedigi gosterilmistir.

Enzim genis bir pH araliginda aktiviteye sahip oldugu ve aktivitenin ise sicaklik
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artig1 streslerinden 1 saat sonrasma kadar arttigi bildirilmistir. Sonrasinda ise

aktivitenin hiicrelerin 6lmeye basladigi zaman araliginda azalmaya basladigi

bildirilmistir [56].

Calismanin yapildig: tarihe kadar Tetrahymena thermophila katalaz geni
ile ilgili arastirmaya rastlanmamistir. Fakat Dr. Mubhittin Arslanyolu’na ait
Tetrahymena thermophila B1868 irkina ait katalaz geninin kopya sayisinin, 3’ ve
5 Dbolgelerinin, protein buyiikligiiniin ve kismi mRNA ifadesinin analizlerinin

yapildig1 yayimlanmamis veriler mevcuttur [57].

Verilere gore TtCAT1 geninin cDNA kopyasma gen bankasinda
AY378080.1 ulasim numarasi ile ulagilmaktadir. Genin 3" bolgesinde 46 bazlik
transkribe edilmeyen bolge, 1464 bazlik protein kodlayan bolge ve 5 bdlgesinde
127 bazlik transkribe edilmeyen bolge Sekil 1.2.’de gosterilmistir [57].

GCAAATAATTATCAATTAATTAAAGAAAAACTGAAGGAAAGAAGAAATGACTGACACAAAGAATACATCAGTA
TTGACAACCTCTACTGGTTCTCCAGTTGATGACAACCAAAATTCCGTCACTGCAGGTGAATACGGTCCCGTCT
TATTATAAGACTTCCATCTTATTGATAAGTTGGCTCACTTTGACAGAGAAAGAATCCCTGAAAGAGTCGTCCA
CGCCAAAGGTGCTGGTGCTTGGGGTTACTTCGAAGTTACCCATGACGTTACCAAGTTCTGCAAGGCCAAGGTC
TTCGAAACTGTTGGTAAGAGAACTCCCGTCTTCACCAGATTCTCTACCGTTGGTGGTGAAAAGGGTTCTGCTG
ATACTGAACGTGATCCTCGTGGTTTCGCAGTCAAGTTCTACACTGAAGAAGGCAATTGGGATATGGTTGGTAA
CAACACTCCCGTCTTCTTCATTAGAGACCCCATCAAATTCCCTGACTTCATTCACACCCAAAAGAGAAACCCT
CAAACCAACCTCAAGTGCGCTAACATGTTCTGGGACTTCTTTGGTTCTGAATCTGCTCACTAGGTTACCATTT
TGTTCTCTGACAGAGGTACTCCCGATGGTTACAGAAGAATGAACGGTTACTCTTCTCACACCTTCAAGTGGGT
TAATGAATAAGGTGAAGCCTTCTGGGTTAAGCTCCACTTCAAGACTGACTCTGGTATTAAGAACTTCACTGCT
GCTGAAGCTGATGCCCTTAAGTCTACCAACCCTGACTACGCTACTGAAGACCTCTTCAAGCACATTGCTTAAG
GTGGTAGCGCTTCTTGGACCTTAAACGTCTAAGTTATGCCCATTAACGATGGCTACAAGTACAGATGGAACAT
TTTCGATGTTACCAAGGTCTGGCCCCATGGTGACTATCCTTTGATCCCTGTTGGTAAGCTCGTCTTAAACAGA
AATCCTGAAAACTACTTTGCTGAAACTGAATAATCTGCTTTCTCTCCTTCCCACTTAGTCCCTGGTATGGAAC
CCTCTTTGGATAAGATGCTCTAAGGTCGTCTCTTCTCTTATCCCGATACCCACAGACACAGACTCGGTGCTAA
CTACGATCAAATTCCCGTTAACTGCCCCTACAGAGCCAGAGTATCCAACAACTAACGTGATGGTCCCATGTGC
GTCAACGGTAATCAAGGATCTAAAGTCAACTACGAACCTACCACTTTCCACAACTACAAGGTTAGACCCGAAA
CCAAGCTCTCTACCCAAACACTCACTGGTTTAGTTGGTCGTTTCAAACCCGCTCACCCCAACGATGACTTCTC
TCAACCCGGTGCTTTGTTCCGTAAGGTCATGTCAGATAAGGATAAATCTAACACCGTAAGCAACATTGTTGGC
CACATTAAGAATGCTAACAGAGATATCCAAGAAAGATAAGTCAGAATCTTCTACAAGTGCGATGCTGAATACG
GTTCAAAGATTGCTACCGCTCTCGGCTTCCCTGCTAACAGATCTAACCTCTGAIRFAGIRRIANVAVA VA NEeo
ATCAAATAATTCATTCATTATTAGTTAGTACTTCATAATTATCTATGTACCAGTAGTTAGTTTTTTTATAAAA

Sekil 1.2. Tetrahymena thermophila B1868 ki katalaz mRNA bilgis: Katalaz geni
mRNA’simin 3" protein kodlamayan bolgesi gri renk, 5° protein kodlamayan bolges
ise koyu gri renk ile gosterilmistir. Arada kalan reklendirilmemis bolge ise katalaz
geninin protein kodlayan kismini gostermektedir [57].

Tetrahymena thermophila hicrelerinden izole edilen toplam protein ile
yapilan Western Blot deneyinde ise katalaz proteininin ~57,5 kDa oldugu
gosterilmistir. Deneyde birincil antikor olarak “insan anti katalaz poliklonal
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antikoru” kullanilmistir. Biiylikliik olarak sigir karaciger katalazi ile yaklasik
olarak ayni biiyiikliikte oldugu belirtilmistir (Sekil 1.3.).

Sekil 1.3. Tetrahymena thermophila katalaz proteininin Western Blot deneyi ile gbsterimi: 1-
5’inci kuyucuklarda farkli sicakliklarda biiyiitiilmiis hiicrelerden izole edilen toplam
protein ornekleri bulunmaktadir. 6’nc1 kuyuda protein marker, 7°nci kuyuda ise sigir
karaciger katalazi pozitif kontrol olarak verilmistir. Sonuglara gore TthCat proteininin
yaklagik olarak 57,5 kDa oldugu gériilmektedir [57]

A B

6kb—

4 kb———
3kb——— -
ES

1,5 kb———

Sekil 1.4. Katalaz Genini Southern Blot Analizi: ECORI restriksiyon enzimi ile kesilmis genomik
DNA kuyucugu (A), Hindlll restriksiyon enzimi ile kesilmis genomik DNA kuyucugu
(B). Sol tarafta DNA biiyiikliigii markor ile kb (kilo baz ifti) olarak gosterilmistir [57]

Southern Blot deneyinde katalaz geninin kopya sayist lizerine yapilan
analizde ise genin genomda tek kopya ile temsil edildigi gosterilmistir. (Sekil
1.4)). Southern Blot analizinde genomik DNA ayr1 reaksiyonlar ile EcoRl ve
Hindlll restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. Sonuglara gére ECORI enzimi genin
genomik kopyasint igten kesmemektedir ve tek bant gorulmektedir. Hindlll

enzimi ise genin genomik kopyasmi icten kesmektedir. Bu nedenle sonugta iki
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bant olusmaktadir. Fakat galigmanin yapildig: tarihte Tetrahymena thermophila
genom bilgisi heniiz tamamlanamadig1 i¢in ve katalaz geninin genomik DNA dizi
analizi de yapilmadigi i¢in Hindlll enzimi ile kesim sonucunda genin genomdaiki

kopya ile temsil edilip edilmedigi tam olarak netlik kazanmamustir.
1.4. Amag

Calismanin amaci tek hiicreli, silli bir Okaryot olan Tetrahymena
thermophila’nin katalaz enziminin farkli stres sartlari altinda mRNA varliginin

gogerilmesidir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Cahsmada kullanilan organizmalar
Cahsma Organizmasi: Tetrahymena thermophila

Tetrahymena Makroniiklear Genom projesinde calisilan Tetrahymena
thermophila SB210 ki tez boyunca biyolojik kaynak organizma olarak
kullanilmistir. Organizma Dr. Orias Eduardo’dan (Department of Molecular,
Cellular and Developmental Biology University of California, Santa
BarbaralUSA, orias@lifesci.ucsb.edu) temin edilmistir.

Klonlama Konakgisi: Escherichia coli XL | — Blue Irki

Klonlama konakgisi olan rekombinant Escherichia coli XL | — Blue irki
satin alinarak ¢alismada kullanilmistir (Stratagene, 2000249). Bu wkin 6zelligi
uygun vektorler ile pozitif kolonilerin segilmesi icin mavi/beyaz tarama
yapilabilmesine olanak saglamasidir. Bu sayede klonlama verimi ve pozitif klon

sayis1 kolaylikla analiz edilebilir.

Irka ait rekombinasyon (recA) ve endonikleaz (endA) aktivitelerini
saglayan enzim sistemleri baskilanmistir. Konak¢min bu ozelligi, vektdre
klonlanan parcanm degistirilmeden kararli olarak muhafazasini saglar. Ayrica
mavi/beyaz taramaya izin verecek bolgede (lacl9%Z4mi5) konak¢r genomuna
yerlestirilmistir. Bu sus besi yerinde pozitif kolonilerin segcimi icin mavi/beyaz
tarama kolayliginin yaninda tetrasikline direng 6zelligine de sahiptir [58].

Protein ifade Konakeisi: Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS Irki

Protein ifade konakgis1 olarak Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS ki
satin almarak kullanilmigtir (Promega, L1191). Bu rekombinant irkta, protein
ifadesi vektordeki T7 promotorunun kontrolii altinda T7 RNA polimerazi
tarafindan yapilir. Bakteri genomuna ise IPTG ile kontrol edilebilen yani
uyarilabilen transkripsiyonu gergeklestirilebilen T7 RNA polimeraz genini
rekombinant olarak bulundurmaktadir.
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Burada kontrol edilebilen promotorun kullanilmasi rekombinant
proteinin istenildigi anda Uretilmesini saglar. Vektorin Gzerindeki bdlgenin
baskilanmasi ise lac repressor proteini tarafindan yapilir. Vektorde ve E.coli
genomunda bulunan her iki T7 promotorunun kontroll lac repressor proteinine
baglanarak onu inhibe eden yapay laktoz analogu olan IPTG (izopropil-B-D-
tiogalaktopirinosidaz) ile yapilabilinir. E.coli laktoz bulunmayan ortamda
biiyiitiildiigiinden lac repressor proteini laktoz ile inhibe edilemediginden siirekli
olarak her iki promotora baglanarak hedef protein ile T7 RNA polimeraz
genlerinin transkripsiyonunu engeller. Ortama IPTG eklendiginde, lac repressor
proteini IPTG’ye baglanarak transkripsiyonel baskilamay: kaldirir ve T7 RNA
polimeraz proteini tretilebildiginden hedef rekombinant proteininin iiretimi

gerceklestirilmis olur [59].
2.1.2. Cahismada kullanmilan plazmid DNA’lar

Genin klonlanmas1 ve rekombinant proteinin ifadesi i¢in iki farkl

plazmid DNA ticari olarak satin alinarak ¢aliymada kullanilmistir.
PGEM®-T Easy Vector System | Klonlama Vektorii

pPpGEM-T Easy plazmidi PZR ile iiretilen genlerin klonlanmasi
amaclanarak iretilmistir (Promega, A1360). Plazmidin klonlama bolgesinin
3’uglarma bir adet ekstra timin bazi yerlestirilmistir ve plazmid iizerinde bulunan
5" uglarin fosfat gruplar1 ¢ikarilmistir. Bu sayede plazmidin ligasyon esnasinda
halkasal yap1 olusturmasi engellenerek klonlama etkinligi artirilmistir. Bu tur
plazmitlere yapilacak olan klonlanmanin gerceklesebilmesi i¢in klonlanacak
par¢anin 3’ kisminda sarkan adenin bazi (karsi iplikte tamamlayicisi olmayan)
olmalidir. Boylelikle klonlanacak pargada bulunan sarkan A bazi ile plazmitte
bulunan sarkan T baz1 ligasyon ile hibridize olur. Fosfat eksikliginden dolay1
birlesmeyen diger uglar ise transformasyondan sonra konagimn DNA onarim
mekanizmalar1 tarafindan onarilir, boylelikle tam bir halkasal DNA molekilt

olusmus olur.

Klonlama bdlgesi vektor Uzerindg) -galatosidaz enzimini Ureten lac-Z

geni icerisine yerlestirilmistir. Bu sayede pozitif klonlarin taranmasi kolonilerdeki
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renk farliligina gore yapilabilmektedir. Klonlama 3° sarkik timin bazlari ile
yapilabilecegi gibi istenirse vektorin c¢oklu klonlama bolgesinde bulunan

restriksiyon enzimleri vasitasiyla da gergeklestirilebilinir (Sekil 2.1.) [60, 61].

Xmn | 2009
Scal 1890 T7 1
1 start
Apal 14
Aatll 20
Sph| 26
T BstZ | 31
Amp" Necol 37
PGEM®-T Easy 1acZ | BstZ | 43
| Yec TN [Seen | 49
(3015bp) [ | Ecor1 | 52
i —

Spe | 64
EcoR | 70
Not | 77
BstZ | 77
Pst| 88
Safl 90
Nde 97
Sacl 109
BstX1 | 118
Nsil 127
141

T spe

Sekil 2.1. pGEM®-T Easy vektor DNA yaps1 [62]: lacZ bolgesi coklu klonlama bolgesini
(dikdortgen kutu i¢inde) de iceren mavi/beyaz segilimin olusmasi i¢inp -galaktosidaz
kodlayan gendir. Amp" amfisilin antibiyotigine kars1 direng genidir ve ori bolgeleri
vektor DNA’nin konaker igerisinde c¢ogalmast igin gerekli replikasyon baslangig
noktalaridir [60, 61].

PGEX 4T-1 Protein ifadesi Vektorii

PGEX 4T-1 plazmidi rekombinant olarak Uretilmek istenen proteinin N
terminal bolgesine, 26 kDa biyiikliigiindeki GST (glutatyon S-transferaz)
proteinine rekombinant olarak baglanmasi (flizyonu) ile iiretilmesini saglayan bir

protein ifade vektoriudir (GE Healthcare, 27-4580-01).

Vektor Uzerinde protein ifadesi tac promotoru altinda siki (sizintisiz
transkripsiyon) bir sekilde kontrol edilmektedir. Bu promotor bolge laktoz
analogu olan izopropil-B-D-tiogalaktosidaz (IPTG) ile induklenerek protein
ifadesi baglatilir. Uretilen protein GST proteinine bagl olarak iiretilir ve
saflagtirilmas1 adiminda sadece GST proteinine baglanabilen glutatyon partikiilleri

kullanilir. Bu sayede flizyon proteininin GST kismi bu partikiiller tarafindan
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tutularak ifadesi yapilmis olan proteinin saflagtirilmasi saglanir. Eger istenirse
flzyon proteini trombin proteaz enzimi ile kesilerek GST proteininin Uretilen

proteinden ayrilmasi da saglanabilir [63].

PGEX-4T-1 (27-4580-01) Klu KlonlamaBélgesi
Thrombin co 9

Leu Val Pro ArglG\y SerlPro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp

CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GAA TTC CCG GGT CGA,CTC GAG CGG COG CAT GGT GAC TGA
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Sekil 2.2. pGEX 4T-1 protein ifade vektdr yapisi [62]: Amp'; amfisilin antibiyotigine karsi
direnc genidir. Coklu klonlama bdlgesi; GST proteinini kodlayan bdlgeden hemen
sonra gelmektedir. Ori; vektor DNA’nin konakgt igerisinde g¢ogalmasi igin gerekli
replikasyon baslangi¢ noktasidir [63].

2.1.3. Cahismada kullanilan besiyerleri

LB (Luria-Bertani) Broth (Sivi) Besiyeri
Besiyeri hazirliginda 10 gr. Tryptone (Fluka, T9410), 5 gr. Y east Extract
(Sigma, Y1625), 5 gr. NaCl (Merck, 567441) bir erlende tartilir ve 600 ml dH>O
eklenir. Maddeler ¢oziindiikten sonra 1 It’ye tamamlanir. Istenilen miktarlarda
erlenlere aktarilarak boliiniir. 121 °C’de 15 dakika otoklav ile steril edilir ve oda

sicakliginda muhafaza edilir.
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LB (Luria-Bertani) Agar (Kati) Amfisilin Besiyeri

LB Agar ve 1000X amfisilin stok Soliisyonu kullanilmistir. LB Agar’dan
37 gr. tartilir ve dH2O ile 11t ye tamamlanir. 121 °C’de 15 dakika otoklav ile steril
edilir. 50°C’ye sogutulduktan sonra 1000x stok amfisilinden 1 ml. eklenerek son
hacimdeki amfisilin miktar1 108/ml olacaksekilde besiyeri hazirlanir. Steril
petri tabaklarina uygun miktarlarda (yaklasik olarak 20-25ml) dokulur ve geker
ocakta kapaklar1 yar1 agik birakilarak nem uzaklastirildiktan sonra gece boyu oda
sicakliginda donmaya birakilir. Donduktan sonra petriler hava almayacak sekilde

osetlenerek 4 °C’de 1 ay ya da oda sicakliginda 1 hafta saklanir.
p yy g

PPY Besyeri

Proteaz Pepton’dan 10 gr. ve 1,5 gr. Yeast Extract bir erlende, 600 mi
dH20 ile manyetik karistirict yardimriyla ¢oziiliir. Daha sonra iizerlerine 1 ml 10
mM FeCl,.6H,0 eklenir, pH 7’ye ayarlanir ve dHpO ile 1lt’ye tamamlanir.
Istenilen miktarlarda erlenlere aktarilir. 121°C'de 15 dakika otoklav ile steril
edilir.

2.1.4. Calismada kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltiler

e Amfisilin, (Sigma, A0104): 1000X stok soltisyon i¢in 1ml steril dH,O'da
100 mg amfisilin ¢ozllur, filtre ile steril edilir ve 100 - 500 upl’lik
hacimlere bolunerek -20 °C’de saklanir.

e Etidyum bromr, (Sigma, E8751): Son konsantrasyonu 10 mg/ml olacak
sekilde 500ul’lik hacimlerde dH ,O’da ¢Ouzlerek stok soltisyon olarak
hazirlanir ve 4 °C’de saklanir. Agaroz jel elektroforezi i¢in son hacimde
0,5 pg/ml olacak sekilde kullanilir.

e X-Gal, (Bio Basic, 12872): 100mg X-Gal 2 ml N,N"-dimethylformamid’ de
son hacim 50 mg/ml olacak sekilde ¢oziilerek aliiminyum folyo ile
kaplanmis ependorflarda-20 °C’de saklanir.

e Gliserol (Sigma, G2289; Merck, 1.04092): % 80 oraninda steril dH,O ile
seyreltilerek kullanilmistir.

e TrizmaBase (Applichem, A2264)

e TrisHCI (Sigma, 05432)
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EDTA (Fluka, 03620)

TE Tamponu (TrisEDTA): 10 mM Tris-HCI pH 7,4 ile1 mM EDTA, pH
8,0 esit hacimlerde karistirilir.

10X TBE Tamponu (Tris-Borik Asit-EDTA): 108 gr trizma base ve borik
asit 600 ml dH,O da ¢ozuldikten sonra 40 ml 0,5 M EDTA eklenir.
Toplam hacim 1 It ye tamamlanir.

TES Tamponu: 100 mM Tris HCI (pH 7,5), 100 mM EDTA ve 100 mM
NaCl olacak sekilde istenilen hacimde hazirlanir.

PBS Tamponu: 8 gr. NaCl; 0,2 gr. KCl; 1,44 gr. NaoHPO, ve 0,24 gr.
KH2PO, 800 ml dH,0O’da ¢oziiliir. pH 7,4’¢ ayarlanir ve 1 litreye dH2O ile
tamamlanir. Otoklav ile steril edilir.

2X SDS Y Ukleme tamponu: 250 pl TrissHCI pH 6,8; 200 ul % 20 SDS;
200 pl Gliserol; 100 pl 2-merkapto etanol; 0,1 gr Bromfenol Blue, dH»0
ile 1 ml’ye tamamlanarak hazirlanir.

Dogal-PAGE Y Ukleme Tamponu: 1,25 ml TrissHCI pH 6,8; 3 ml gliserol;
0,2 ml Bromfenol Blue (% 0,5); 5,55 ml dH20. Oda sicakliginda bekletilir.
10X Native Page Tank Tamponu: 30,3 gr. Tris Base ve 144,41 gr. glisin
tartilir ve 1 litreye dH20 ile tamamlanir. Oda sicakliginda bekletilir.
Western Blot Transfer Tamponu: 3 gr TrissHCl; 14,4 gr Glisin ve 200 ml
Metanol, dH.O ile 1 1t’ye tamamlanarak hazirlanir.

Etanol (Riedel, 071029): Farkli konsantrasyonlarda etanollar kullanilmistir
(% 70, % 75, % 90 ve % 100).

Metanol (Rieledel de-Haen, 24229).

Kalsiyum Klorit, CaCl, 2H,0 (Sigma, C1016; Duchefa C0504): 7.34 gr
CaCly tizerine 1 1t steril su ile hazirlanan ¢6zeltisi kullanilmistir.
Izopropanol (Riedel, 24137).

Fenol-Kloroform-izoamilalkol (Sigma, P2069): Birgok amag igin
kullanilan bu soliisyon Equlibration Buffer icermektedir. Genomik DNA
izolasyonu gibi yiksek pH gerektiren uygulamalarda Equlibration Buffer
ile fenolik fazin pH’s1 8 civarna yiikseltilmelidir (Fenolik faz sar1 ya da
kahverengi ise kullanilmamalidir). Bunun i¢in Fenol-Kloroform-

Izoamilalkol soliisyonuna Equlibration Buffer’m tiimii katilarak yavasca
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karistirilir ve yaklagik 2-4 saat icinde (tercihen gece boyu) fazlar
ayrildiktan sonra DNA izolasyonunda kullanilabilir. Sonugta pH, 6.7+ 30
0.2 ‘den 8.0 £ 0.2 ye yiikselecektir. Tampon eklendikten sonra igiktan
koruyarak -20’de 1 y1l saklanabilir. i¢in Fenol-Kloroform-izoamilalkol’iin
pH’s1 pH metre ile dogru sekilde dl¢lilmesi ¢ok giictiir, bunun yerine pH
kagitlar1 kullanilabilir.

Kloroform (Sigma, C2432).

TRIzol Reagent (Sigma, T9424).

% 30'luk Akrilamid ¢ozeltisi: 87,6 gr. Akrilamid ve 2,4 gr Bis-akrilamid
300 ml dH20 igerisnde ¢oziliir. Filtre ile steril edilerek 151k gdormeyecek
bir sekilde 4 °C’de saklanir.

1X SDS-Page Tank Tamponu: 3,03 gr. Tris-Base; 14,41 gr. Glisinve 1 gr.
SDS 1 It dH,0 igerisinde ¢dziilerek hazirlanir. Istege bagl olarak 10X stok
tampon da hazirlanabilir.

TRI Reagent (Fluka, 93289).

SDS (Sodyum Dodesil Silfat), (Applichem, A2263).

Akrilamid (Applichem, A3812).

Bis-akrilamid (Applichem, A3636).

Glisin (Merck, 5.00190).

APS (Amonyum Persiilfat), (Applichem, 2941).

2-Merkapto-Etanol (Sigma, M3140).

TEMED (N-N-N’-N’-Tetrametiletilendiamin) (Sigma, T9281)

10X TBS Tamponu

1X TBS-T Tamponu: 1X TBS tamponuna son hacimde % 5 olacak sekilde
Tween-20 eklenmesi ile hazirlanir.

Lizozim (Lysozyme from henn egg white) (Fluka, 62971).

Tween-20 (Polietilen Sorbitan Monolaurat) (Sigma P9416).

Triton X-100 (Sigma, T8787).

Magnezyum Klordr.

Borik Asit (BioBasic, BB0044).

BSA (Albumin from Bovine Serum) (Fluka, 62971; Sigma, A2153).
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4CN (4-Cloro-1-Naphtol) (Fluka, 25328).

PageBlue Protein Staining Solution (Fermentas, R0579).

Glikojen (Glykogen from oyster) (Sigma, G8751).

Agaroz A (BioBasic, D0012).

MOPS (Applichem, A2947).

10X MOPS Tamponu: 200 mM morpholineopropanesulfonic acid
(MOPS), 50 mM sodyum asetat, 20 mM EDTA ile hazirlanir. NaOH
kullanilarak pH 7,0’ye ayarlanir ve otoklavlanir. Otoklavlandiktan sonra
cozelti sartya doniisecektir ancak bu durumun performans {izerinde bir
etkisi yoktur. RNA kogma tamponu i¢in 1:10 oraninda seyreltilmelidir.
20x SSC: 3M NaCl ve 0,3 M sodyum sitrat (Trisodium citrate dihydrate)
kullanilir, pH 7’ye ayarlanarak otoklavlanir.

Low stringency yikama tamponu: 2x SSC (Stok 20x SSC’nin 1:10
dilisyonu), % 0.1 SDS (Stok %10 SDS'nin 1:100 diltsyonu).

High stringency yikama tamponu: 0.1x SSC (Stok 20x SSC’nin 1:200
diltsyonu), 0.1% SDS (Stok %10 SDS'nin 1:100 dilUsyonu).

Maleic Asit Tampau: 0,1 M Maleik asit ve 0.1 5 M NaCl kulan larak
hazirlanir. pH, kati NaOH kullanilarak 7,5’a ayarlanir.

Deteksiyon Tamponu: 0,1M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, pH 9.5

Yikama Tamponu: 0,1 M Maleik asit, 0.15 M NaCl; pH 7.5; %0.3 (v/v)
Tween 20

RNA yukleme tamponu: 250ul, %100 deiyonize formamid, 83 pl, %37’lik
formaldehit, 50 ul 10x MOPS tamponu, 10 pl, %12,5 bromophenol blue,
50 pl RNase-free100% gliserol ve DEPC'li su ile 500 pl’ye tamamlanr.
Sodyum Klortr NaCl (Merck, 1.06400).

Sodyum Florit NaF (Applichem, A0401).

Bromfenol Blue (Sigma, B6131).

Maleik Asit (Maleic Acid Disodium Salt Hydrate) (Aldrich, 234575).
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2.1.5. Cahismada kullanilan cihazlar

Etiv (Genhart, Thermo Shaker THO 220), Santriftj: (Thermo IC,
Beckman Coulter Microfuge 22R, ve Beckman Coulter Avanti J 301), Otoklav
(Eastern Medical, Vertical Autoclave), PZR Cihaz1 (Biorad, iCycler thermal),
Agaroz Jel Elektroforez Aparati1 (Thermo EC25090), UV Jel Goriintiileme Kabini
(Uvitec M0O2 4611), UV Cross Linker (Stratalinker UV Crosslinker, Model 2400),
pH Metre (Orion), Vorteks (IKA MS2), Su banyosu (Memmmert D-91126), Is1
blogu (Thermoblock Clifton B11), Nanodrop spektofotometre (Metek ND-100),
Spektofotometre (UV-2101 PC Shimadzu), Terazi (Ohaus pro AV812), Mini-
Protean® Tetra Cell Protein Elektroforezi (BioRad, katalog no 165-8000/165-
8001).

2.1.6. Cahismada kullanilan kitler

QIAquick PCR purification kiti (Qiagen, 268106), QIAGEN plazmid
mini kit (Qiagen, 12123), pGEMTeasy vektor sistemi (Promega, 212440),
RNeasy Midi Kit (Qiagen,75144), RevertAid first strand cDNA sentez Kkiti
(Fermentas, K1622), Genomic DNA Purification Kit (Fermentas, K0519), Bulk
GST Purification Module, Glutatyon sefaroz 4B partikulleri icerir (GE
Healthcare, katalog no 27-4570-01)

2.1.7. Cahismada kullanilan enzim setleri

Tag DNA Polymerase, (Fermantas, EP0401), Pfu DNA Polymerase
(Fermentas, EP0501), SpeedSTAR® HS DNA Polymerase (Takara, RRO70A),
PrimeSTAR® HS DNA Polymerase (Takara, RO10A), Rnase A Solution
(BioBasic), RQ1 Rnase-Free Dnase (Promega, M610A),
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2.2. YOntem
2.2.1. Tetrahymena thermophila hicrelerinden genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA (gDNA) izolasyonu katalaz geninin genomik kopyasinin
iiretilebilmesi amaci ile yapilmistir. Uretilen bu genomik kopya ile Southern Blot
deneyi, DNA parmak izi analizi ve ekson/intron analizi yapilabilir. Genomik
DNA izolasyonu icin “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” kitabi temel
alinarak olusturulan Dr. Harry van Keulen'nin laboratuvar protokolleri
uygulanmistir [64]. Taze olarak 30 ml steril PPY besiyerine ekimi yapilan hiicre
kiiltiiri  gece boyunca ¢alkalamali etiivde 120 rpm’de calkalamayla
biyiitiilmiistiir. Ertesi sabah bulaniklik, koku ve mikroskobik gozlem kriterlerine
gore kontaminasyon gozlenmeyen kdltirlerden genomik DNA izolasyonuna
gecilmis ve bunun i¢cin T. thermophila hiicreleri oncelikli olarak 7000 rpm’de
santriifijjlenerek toplandiktan sonra st sivi dokiilmiis ve elde edilen hicre
cOkeltisi kullanilarak genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen genomik
DNA; sirasiyla spektrofotometrik dlgim ve % 1'lik agaroz jeldeki goruntisi ile

RNA kontaminasyonu ve biitiinliigii agisindan kontrol edilmistir.
Genomik DNA izolasyonu protokoli:
Asagidaki protokolde Thermo | C marka santrifiij cihazi kullanilmistir.

1) PPY besiyerine ekilen T. thermophila hiicreleri gece boyu 37°C ve 120
rpm’ de bUyUtalr.

2) Gelisim istenilen diizeye erigince, 25 ml’lik hiicre kiiltiirii alinir ve 10 mM
Tris-HCI pH 7,5 ile yikanur.

3) 25 ml’lik yikanmig hiicre kiiltiirti 7.000 rpm’de 10 dakika strre ile santrif(j
edilir. Az bir miktar sipernatant tiipte birakilir ve geri kalan dokalir.

5) Hucre peleti kalan siv1 igerisinde yavas bir bi¢imde ¢alkalanarak ¢OzulUr.

6) Hucre stispansiyonuna kendi hacmi kadar fenol:kloroform:izoamilalkol
(25:24:1) ilave edilir ve yavasga ters-diiz edilerek karistirilir.
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Huicre stispansiyonu 15 dakika stire ile 3.500 rpm’ de santrifujj edilir.

Satrifiij sonrast listteki siv1 tabaka pastor pipetiyle (veya agzi jiletle kesilen

1000 ul’lik mikropipetle) aln 1r ve yeni bir tiipe aktarilir.

Aktarilan sivi miktar1 kadar tekrar fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1)
ilave edilerek yavasca ters-diz edilir (ikinci phenol:chloroform

saflagtirmast).
Karigim 15 dakika 3.500 rpm de santrifdij edilir.

8, 9 ve 10’uncu adimlar iki kere daha tekrarlanir. Toplamda 3 kez

fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) muamelesi yapilir.
Ustteki siv1 tabaka pastdr pipetiyle yeni bir tiipe alinir.
alinan miktar kadar izopropil alkol ilave edilir ve karistirilir.
Karisim 13.000 rpm’ de 2 dakika stire ile santrifj edilir.
Ust faz dokiiliir ve pelet kurumaya biral-kilir.

Burada peletin tamamen alkolden armmmis olmasi gerekir. Bu

nedenle alkol geker ocakta ya da konsatratorde de ugurulabilir.
Pelet kuruduktan sonra 100 pl TE ile ¢dzuldr.

Elde edilen genomk DNA agaroz jel elektroforezinde ve
spektrofotometrede analiz edilerek kalitesi 6lgulUr.

2.2.2. Tetrahymena thermophila hiicrelerinden toplam RNA izolasyonu

Toplam RNA izolasyonu katalaz geninin ¢cDNA’sinin olusturulmasi ve

gen ifadesinin seviyesinin belirlenmesi ile gen ifadesinin varligmi/yoklugunu

gosterilmesi i¢in yapilan Northern Blot deneyinde kullanilmasi amaci ile

yapilmistir. Deney m amacin a g de k dsik yontem (Trizol) ve kitle (Qiagen

RNeasy Mini Kit, 74104) gerceklestirilmistir.
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Toplam RNA Izolasyonu — Qiagen RNeasy Mini Kit

Asagidaki protokolde Thermo | C marka santrifiij cihazi kullanilmistir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

PPY besiyerinde 24 saat gelisen T.thermophila hicrelerinden 1-3 ml
alinarak 15.000 rpm’de 1 dakika slre ile santrifdyj edilir.

Pelet 350ul RLT tamponu ile iyice pipetlenir.

Taze hazirlanmis %70’lik alkolden 350ul eklenerek iyice kangtirilir.
Karigimdan en fazla 70Qul alnarak RNeasy spin kolonlarmna aktarilir ve
hemen 23 saniye siire ile 13.200 rpm’ de santriflij edilir ve dipte kalan sivi
atilir.

Kolona 700 pul RW1 aktatarak hemen 23 saniye sire ile 13.200 rpm’'de
santrifdj edilir ve dipte kalan sivi atilir.

Kolona 500 pl RPE katir ve 23 saniye sure ile 13.200 rpm’'de santrif(j
edilir. Dipte kalan siv1 atilir.

Kolona tekrar 500 ul RPE kalir ve 2 dakika sire ile 13.200 rpm'de
santrifdj edilir. Dipte kalan siv1 atilir.

Kolon kitte bulunan biriktirme tiipiine aktarilarak 15000 rpm’del dakika
sire ile santrifj edilir, kalan etanol uzaklastirilir.

Kolon yeni bir ependorf tiipiine (kitte bulunmuyor) yerlestirilir ve kolonun
tam ortasina yavasga kitte bulunan Rnazsiz sudan 35 pl eklenir ve 1 dakika
sire ile 13.200 rpn' de santrifj edilir.

Santriflij sonunda toplanan siv1 tekrar kolona yiiklenir ve bir kez daha 1

dakika stre ile 13.200 rpm' de santrifdj edilir.

Toplam RNA izolasyonu — TRI Reagent (Tetrahymena thermophila): TRIzol

RNA’nm biitiinliigiinii korur ve diger hiicresel yapilarin parcalanmasini saglar.

Izolasyonda TRIzol RNA’ya baglanarak RNA’nin sulu fazda kalmasimi saglar.

Geriye kalan organik fazda ise DNA ve protein bulunur. Bu faz istenirse

saklanarak DNA ve protein izolasyonlari igin kullanilabilir [65].

TRIzol yontemi ile toplam RNA izolasyonu adimlar1 asagida verilmistir.

Asagidaki protokolde Thermo 1C ve +4 °C i¢in Bechman Coulter Microfuge 22R

marka santrifly cihazlar: kullaniimustir.
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Tetrahymena thermophila 20 ml PPY icerisinde gece boyu 37 °C ve 140

rpm’ de bUyUtalr.
3 ml hiicre 7.500 rpm’de 10 dk santrifdj ile peletlenir.

SUpernatant atilir ve pelet lizerine 1 ml TRI Reagent eklenir ve pelet

pipetlenerek iyice karigtirilir.
Karisim 5 dk oda sicakliginda bekletilir.

Sonrasinda karigima TRI’nin her 1 ml’si icin 2Q0 Kloroform eklenir.
Ornek agz1 sikica kapali olarak 15 saniye giglii bir sekilde ¢alkalanr.

Bu adimda kesinlikle vorteks kullanilmaz.

Karigim 2-15 dk oda sicakligina birakilir. Sonrasinda 12.000 rpm'de
+4°C’ de 15 dk sirre ile santrif(yj edilir.

Renksiz sivi iist faz dikkatlice alinir ve yeni bir tiipe aktarilir. ileride DNA
ve proteinlerin izolasyonu icin, ara-faz ve organik faz 4°C’ de saklanabilir.

Ust faza 3. Basamakta kullanilan TRI’nin her 1ml’si i¢in 500 pl izopropil
alkol eklenerek RNA cokeltilir.

Karisim 5-10 dk oda sicakliginda bekletilir. Sonrasinda 4°C’de 12.000
rpm’de 8 dk santrifdy edilir.

RNA peleti tiipiin dip kisminda jelimsi bir hal ile gériiniir olmalidir.

Siipernatant atilir ve RNA peleti 3. adimda kullanilan TRI’nin her 1ml’si
icin enaz 1ml %75’ lik etil alkol ile vortekslenerek yikanir.

Yikamadan sonra ornek 4°C'de 7.500 rpm'de 5 dk santrif(j edilerek
peletin tiipiin dibine oturmasi saglanir. Eger pelet hareketli ise santrifdj
islemi 4°C’de 12.000 rpm’de 5 dk olarak tekrarlanir.

Supernatant dokilerek ve pelet ceker ocakta 15-20 dk kurutularak etil
alkol uzaklastirilir ve RNA peleti 50-100 pl dH20 ile ¢ozulur.
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2.2.3. Toplam RNA’ya DNaz uygulanmasi

Total RNA'dan DNA uzaklastirilmasi isleminin yapilamasi iretilecek
cDNA kopyalarmmn RNA kalibindan {iiretilmesini saglar. Aksi halde firetilen
cDNA‘lar igeriklerinde gDNA’dan gelecek kopyalar1 da tasiyabilirler. Bu
durumda gen ifadesi veya gen varligi/yoklugu durumlar1 i¢in yorum yapilamaz.
Clinkii tiretilen cDNA kaynagi belli degildir. Bu nedenle toplam RNA igerisindeki
tiim genomik DNA’larin temizlenmesi gereklidir.

Bu amagla Promega RQ1 RNase-Free DNase enzimi toplam RNA
orneklerinden DNA’larm giderilmesi amaci ile uygulanmistir. Uretici firmanin

tavsiye ettigi ve uygulanan protokol su sekildedir.

Asagidaki protokolde Thermo 1C ve +4 °C i¢in Bechman Coulter Microfuge 22R
marka santrifly cihazlar: kullaniimustir.

1) Toplam RNA 1-8 ul, RQ1 RNase-Free DNase 10x Tamponu 1 pl, RQI
RNase-Free DNase 1 U/ug RNA eklenir ve iikleazsiz su ile son hacim 10
ul’ye tamamlanr.

2) 37°C’' de 30 dakika inkube edilir (Not: Kullanilan RNA’nm pg’1 bagina 1
Unite DNaz kullanilir).

3) Inkiibasyon sonunda 1ul RQ1 DNaseStop Solution eklenerek reaksiyon
durdurulur.

4) Reaksiyon 65°C’de 10 dakika inklbasyona tutularak DNase enzimi
inaktive edilir.

Bu protokole alternatif olan ve daha az enzim kullanilarak

gerceklestirilebilecek klasik protokol ise agsagidaki gibidir:
1) Total RNA 6rnegi miktar1 ne ise 250 pl’ye dH2O ile tamamlanr.

2) 50 mM TrissHCI'den (pH=8,8) 80 ul eklenir. Daha sonra 5,5 pul RQ1
Rnase-Free Dnase eklenir.

3) Su banyosu ya da PZR cihazinda 38 °C’ de 45 dakika bekletilir.

4) Sonra DNaz enzim inaktivasyonu icin 65°C’ de 10 dakika bekletilir.
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5) Uzerine 33 pl, 0,3 M NaOAc ve 660 pl % 95'lik EtOH eklenir. -20°C’ de
gece boyu RNA ¢oktiiriilmesi yapilir.

6) Ertesi giin 7.500 rpm’ de 4°C’ de 5 dakika siire ile santrifllj edilerek peletin
tiiplin dibine oturmasi saglanir. Eger pelet hareketli ise santrifiij islemi

12.000 rpm’ de 4°C’ de 5 dakika sirre ile tekrarlanar.

7) RNA peleti 50-100 pl dH20 ile ¢ozilur. Elde edilen RNA, agaroz jel
elektroforezinde ve spektrofotometrede analiz edilerek kalitesi olculdr.

2.2.4. izole edilen DNA ve RNA’larin spektrofotometrik analizleri

DNA ve RNA oOrneklerinden Lb kullanlarak nanodrop’ta uygun
programlar (DNA icgin Double Stranded DNA, RNA icin RNA) secilerek dlgimler
yapilmstir.

Klasik spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda yapilan dl¢iimlerde
okunan degerler ile asagidaki formiiller kullanilarak RNA ve DNA miktar1

saptanmuistir.

e RNA miktari= ODygp degeri x diliisyon katsayisi x 40ug /ml
e DNA miktari= ODygo degeri x diliisyon katsayist x 50ug /ml

2.2.5. Toplam RNA’dan geri transkripsiyon (RT) reaksiyonu ile cDNA’nin
uretilmes

Toplam RNA igerisinden katalazin ¢cDNA’smin olusturulmasi igin
MRNA’lar hedeflenerek mMRNA’lardan cDNA'’lar Uretilir. Bu toplam cDNA
havuzu kullanilarak istenilen genin mRNA kopyast DNA olarak olusturulabilir.
cDNA sentezi adimlar1 asagida verilmistir. Reaksiyonda Fermentas “RevertAid®
First Strand cDNA Synthesis Kit” kullanilmigtir.

1) Asagida verilen maddeler uygun miktarda buz lizerinde hazirlanr.
e Tota RNA 10ng-5ug
e o0ligo(dT)18 primer (0.5 pg/ul) 1 pl

2) Karigim dH2O ile 12 pl’ye karistirilarak tamamlanir.

3) 70 °C’de 5 dk su banyosunda inkiibe edildikten sonra buza alinir.
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4) Buz iizerinde asagidakiler verilen miktarlarda eklenir.
e 5x M-MLV Rtase Buffer 5ul
e Ribolock™ Ribonuclease inhibitor (20 u/pl) 1 pl
e 10 mM dNTP mix 2 pl

Yavasca karistirilir ve 37 °C 5 dk su banyosunda inktibe edilir.

5) RevertAid™ H Minus M-MuLV RT (200 u/pl) enziminden 1 pl eklenerek,
42 °C’ de 60 dk su banyosunda inktibe edilir.

6) Reaksiyon 70 °C’de 10 dk inkiibe edilip buza alinmas: ile sonlandirilir.

2.2.6. Katalaz geninin cDNA’sinin ve genomik kopyasimin iiretilmesi icin

gerekli gene 0zgiil primerlerin tasarlanmasi

Klonlamada kullanilacak primer ¢ifti Tetrahymena thermophila SB 210
rkinin genom projesi bilgisinden almarak tasarlanmigtir [53]. Klonlama igin
tasarlanan primer ¢ifti agsagida verilmistir.

Katalaz Gen Spesifik fleri Primeri:

FCat: Primerin oturma sicakligi 50 mM Na+ 61,33 oC
5'-GATCCCGGGAATTCATGACTGACACAAAGAATACATCAGTATTG-3
Katalaz Gen Spesifik Geri Primeri:

RCat: Primerin oturma sicakligi 50 Mm Na+ 64,33 oC
5'-AACCATGTCGACTCAGAGGTTAGATCCGTTAGCAGGGAAGCC-3

Klonlama ve gen ifadesinin yapilabilmesi i¢in primerlerin u¢ kisimlarina ileri
primer icin EcoRl (GAATTC) ve geri primer i¢in Sall (GTCGAC) restriksiyon

enzim kesim bolgeleri eklenmistir.
2.2.7. Katalaz geninin genomik kopyasinin iiretilmesi

Genomik kopyanin ¢ogaltilmasi i¢in kurulan PZR reaksiyonunda katalaz
genine 6zgul primerler (Fcat ve Rcat) kullanilmigtir. Reaksiyon fermentas DNA

polimeraz enzim seti ile su sekilde kurulmustur;



31

2,5 pl 10X tampon; 2,5 pl 25 mM MgCly; 2 pl 2,5 uM dNTP karigima;
2,5 pl Fcat primeri; 2,5 ul Reat primeri; 0,5 pl genomik DNA (1,220 ng/ul); 0,2
pl Tag DNA Polimeraz enzimi (5u/pl) ve Uzerine son hacmi 25 pl olacak bigimde
12,3ul ddH,0 eklenerek hazirlanmistir.

PZR reaksiyonu ise;

94 °C 1 dakika (1 dongll); 94 °C 1 dakika, 56 °C 30 saniye, 72 °C 1,5
dakika (30 dongl); 72 °C 2 dakika ve 4 °C sabit (1 dongii) olacak sekilde

programlanmistir.
2.2.8. Katalaz geninin cDNA’sinin iiretilmesi

cDNA Uretimi icin katalz gen o6zgul primerleri (Fcat ve Rcat)
kullanilmistir. Reaksiyon Fermentas DNA polimeraz enzim seti ile su sekilde

kurulmustur;

2,5 pl 10X tampon; 2,5 pl 25 mM MgCly; 2 pl 2,5 uM dNTP karisimi;
2,5 ul Fcat primeri; 2,5 pl Reat primeri; 0,5 pul cDNA; 0,2 pul Tag DNA Polimeraz
enzimi (5u/pl) ve Uzerine son hacmi 25 pl olacak bicimde 12,3ul ddHO

eklenerek hazirlanmistir.
PZR reaksiyonu ise;

94 °C 1 dakika, 56 °C 30 saniye, 72 °C 1,5 dakika (30 dongti); 72 °C 2
dakika ve 4 °C sabit (1 dongii) olacak sekilde programlanmustir.

2.29. PZR urunlerinin agaroz jel elektroforezinde goruntilenmes ve
jelden izole edilmes

PZR ile elde edilen genomik ve cDNA kopyaslar1 agaroz jelde
yuritulerek UVP transillimunator cihazinda kontrol edilmis ve UV-Photometer jel

dokiimantasyon cihazi (UviTec) ile veriler kaydedilmistir.

Agaroz jel eletroforezinde elde edilen parcalar kesilerek saflastirilmaya

alinmigtir. Saflastirma i¢in QIAquick Gel Extraction Kit kullanilmistir. Protokol
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adimlar1 asagida verilmistir [66]. Yapilan degisiklikler adimin altina italik olarak

eklenmistir.

Asagidaki protokolde Thermo 1C ve +4 °C i¢in Bechman Coulter Microfuge 22R

marka santriflj cihazlar: kullanilmustir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Istenilen DNA bantlar1 agaroz jelden steril bir bisturi ile kesilerek alinir.

Kesilen jel parcas tartilarak mg miktar1 kadar QG tamponundan 3 hacim
eklenir (100mg ~ 100p9).

TUp 50 °C°de 10 dakika boyunca inkiibe edilerek jelin ¢oziinmesi saglanir,
2-3 dakikada bir vorteks ile karistirilmalhidir.

Jelin tamamen ¢Ozinmes 10 dakikadan fazla zaman alabilir, bu

nedenle stire uzatilabilir.

Jel tamamen ¢Oziindiikten sonra karigimin renginin sarimtirak olmasi
gereklidir. Karigim iizerine 2’nci adimda tartilan jel miktarma gore 1

hacim izopropil alkol eklenir ve pipetlenerek karistirilir.

Karistm 2 ml’lik tiipe yerlestirilmis kolon iizerine eklenir ve 13.000

rpm’'de 1 dakika siire ile santrifjj edilir.

Tiiplin i¢indeki karigim dokiiliir ve kolona 0,5 ml QG tamponu eklenir,

13.000 rpm’ de 1 dakika stre ile santrifdj edilir.

Tiipilin i¢indeki karisim dokiiliir ve kolona 0,75 ml PE tamponu eklenerek

kolon 13.000 rpm’de 1 dakika stire ile santriflijlenerek yikanir.

Adimda PE tamponu eklendiginde 2-5 dakika beklenebilir. Bu

vikamanin oranmint artirabilir.

Tiiplin i¢indeki karisim dokiilerek kolon bos olarak maksimum hizda 1

dakika sure ile santiftij edilir.

Kolon 1,5 ml’lik tiipe almir ve kit icerigindeki EB’den 50 pl eklenerek
13.000 rpm’ de 1 dakika stre ile santrifdj edilir.
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Burada EB tamponu yerine dH»O’de kullanilabilir. Burada en

diistik 30 Yl hacim kullanilabilir ve tampon (veya su) eklendikten
sonra 2-5 dakika beklenebilir.

10)  izole edilen DNA agaroz jelde ve nanodroptakontrol edilir.
2.2.10. PZR iiriinlerinin klonlama plazmitine aktarilmasi

cDNA pargasmnm klonlanmasi igin Promega “pGEM-T® Easy Vector
System I” kullanilmistir [61]. Vektor sistemi klonlama i¢in klonlanacak pargalarin
u¢ kisimlarinda A bazina ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenle klonlanacak pargalarin
u¢ kisimlarina A bazi eklenmesi gereklidir. Thermus cinsine ait birgok polimeraz
enziminin 3’ ucuna polimerizasyon sonrasinda ekstradan bir baz ekleme
(genellikle adenin) ozelligi vardwr. Burada polimeraz enzimini bu &zelligi

kullanilarak vektor DNA’ya klonlanacak parca yerlestirilir [67].
3 A Ekleme Reaksiyonu

PZR iirlinlerine A ekleme reaksiyonunda kullanilan protokol asagida

verilmistir.

e 1l 10X Taq Polimeraz tamponu

e 1ul25mM MgCl,

o 05pl25uM dATP

e 6.5pl PZR Urind

e 1 pl Taq DNA Polimeraz ile hazirlanan karigim 70°C'de 30 dakika

stire ile PZR cihazinda reaksiyona tabi tutulmustur.

3’ ucuna A bazi eklenmis olan DNA pargalar1 herhangi bir saflagtirmaya
alinmadan dogruda ligasyon reaksiyonuna alinir [68]. Ligasyon reaksiyonunda
klonlanacak DNA pargasinin nanogram miktar1 hesaplanir. Hesaplama icin

asagidaki formiil kullanilmistir:

_ Vektor (ng) o Klonlanacak DNA (mol)
* = Vektor BuyUkligi (kbg) Vektor (mol)
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Hesaplamaya gore klonlanacak DNA miktar1 (X) nanogram olarak
bulunur. Kullanilmas: gereken klonlanacak DNA miktar1 yukarida formiille

hesaplandiktan sonra ligasyon reaksiyonu kurulmustur. Reaksiyon asagida verilen

sekilde kurulur:
2X Rapid Ligation Bufer S5ul
pPpGEM-T Easy Vektor (50ng/pl) 1l
Klonlanacak DNA X ul
T4 DNA Ligase (5u/pl) 1pl
Deiyonize su 10ul’ye tamamlanmastir.

Reaksiyon, 16 °C'de PZR cihazinda maksimum 18 saat Sire ile reaksiyona

sokulmustur.
2.2.11. Escherichia coli kompetent hiicre hazirhg

Calismada kullanilan klonlama konakg¢is1 Escherichia coli XL | — Blue
ve protein ifade konakgisi Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS wklarmin
klonlama oncesinde disaridan yabanct DNA alabilecek yap1 kazanmalari, yani
kompetent hale getirilmeleri gerekmektedir. Hucrelere kompetent 6zellik
kazandirmak igin agsagidaki protokol takip edilmistir [64].

Asagidaki protokolde Thermo 1C ve +4 °C icin Bechman Coulter Microfuge 22R
marka santrifly cihazlar: kullaniimustir.

1) Kompetent yapilmak istenen hiicre tipi LB agar besiyerine ekilir ve yayilir.
Olusan tek kolonilerden LB Broth besiyerine ekilerek gece boyu 37°C’de
120 rpm’ de inkibe edilir.

2) Ertesi gilin canlilig1 yiiksek olan hiicre kiiltiirtinden 0,3-0,5 ml alinarak 100
ml’lik taze LB Broth besiyerine ekilir. 120 rpm, 37 °C’de inklibasyona
devam edilir.

3) Erken logaritmik faza erisen kiiltiirin 550 nm’deki OD almarak hiicre
yogunlugu olgiilir. OD 0,4 ila 0,6 arasinda olmalidir. Bu islem igin,

inkiibasyon baglamasindan 70-80 dakika sonra spektrofotometrik olgimler
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belirli araliklarla yapilmaya baglanir. Spektrofotometri 6lgtimleri igin kor
olarak dH2O kullanilmustir.

Istenilen OD araligina ulastiginda, kiiltiir 6.000 rpm’de 15 dakika siire ile

santrifiij edilir. Hiicre miktar1 fazla ise peletleme birkag¢ adimda yapilir.

Santriflij sonunda sipernatant dokulir ve pelet 7,5 ml, 50 mM soguk
CaCl; ile ¢oziiliir ve 15 dakika siire ile buzda inkiibasyona birakilir.

Stire sonunda karisim tekrar 6.000 rpm’de 15 dakika siire ile santrifiij
edilir.

Santriflij sonunda Ust faz dokdlir ve hticre peleti 0,25 ml, 50 mM soguk
CaCl, ile yavasga ¢Oziilir. Bu adimda hiicreler kirilgan olduklart igin

pipetlemede dikkatli olunmasi gereklidir.

Eger hiicrelere hemen DNA transformasyonu yapilacaksa hiicreler 50 pl
hacimlerde bolinerek transformasyona gecilir. Fakat hiicreler saklanacaksa
0,25 ml hicre icin 0,6 ml % 80'lik gliserol eklenerek karistirilir ve 30 pl
hacimlere bollinerek -86 °C’ye kaldirilir.

2.2.12. Plazmidin kompetent hticrelere transfor masyonu

Ligasyon reaksiyonu ile olusturulan rekombinant plazmidin ¢ogaltilmasi

veya protein ifadesinin gerceklestirilmesi icin kompetent hiicrelere plazmidin

aktarimi gereklidir. Transformasyon protokoliinde asagidaki adimlar takip edilir

[64].

1)

2)

3)

4)

Kompetent hiicreler -80 °C’den alinir ve buzda 5 dakika siire ile bekletilir.

Ligasyon sonunda elde edilen iiriin hazirlanan kompetent hiicrenin tzerine
eklenir ve buzda 30 dakika stire ile bekletilir.

Siire sonunda Ornekler buzdan alinir ve 42 °C’ye ayarlanan 1s1 bloguna

yerlestirilir.

Hiicreler 1s1 blogunda 2 dakika siire ile bekletilir ve sonrasinda hemen buza
alinarak 3 dakika da buzda bekletilir.
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Burada 42 °C ve buzda bekletiime sireeri onemlidir ve

asilmamalidr.

5) Sirenin bitiminde orneklerin Gzerine 500 pl LB Broth eklenir ve 37 °C’de
30 dakika stre ile inkibe edilir.

Burada 30 dakikalik siire ¢ok fazla asiimamalidir. Aksi takdirde
hiicreler kati besiyerine ekildiklerinde ¢ok fazla tiremeye bagl petri
yiizeyini kaplayarak, hali olusturabilir ve bu nedenle tek koloniler

secilemez,

6) Bu sire icinde ekim yapilacak LB Agar petrilerine 40 pl X-Gal eklenir ve
besiyerinin ¢ozeltiyi cekmesi beklenir.

7) Hucreler siire bittikten sonra 8.000 rpm de 2 dakika siire ile santriflj edilir.
8) TUp icerisindeki yaklasik 50 pl s1vi kalacak sekilde siipernatant dokalUr.

9) Pelet kalan sivi igerisinde ¢OzulUr, sonra LB-agar-ampisilin-X-Gal

tabaginin yiizeyine yayilir ve bir gece boyu 37 °C’ de inkuibe edilir.

Eger mavi/beyaz segilim yapiliyorsa beyaz renkli olan kolonilerden 10-20 adet
koloni segilerek numaralandirilir ve 6ze yardimiyla alinarak, 6nceden hazirlanmis
olan 40 pl X-Gal iceren LB Agar Amfisilin (10Qg/pl) petril erine gizgi ekimleri
yapilarak master plate olusturulur. Bu islemi takiben, 6zede kalan artik ile 10
ml’lik 100 pg/pl amfisilinli LB medium besiyerine ekim yapolir. X-Gal iceren LB
Agar amfisilin tabaklar1 ve LB Broth besiyerleri 37 °C'de bir gece inkbe edilir.
Ertesi giin s1v1 besiyerinden vektdr DNA izolasyonu yapilarak klonlamanin olup

olmadigi restriksiyon enzim analizi ile kontrol edilir.
2.2.13 Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu klonlamanin kontrol edilmesi i¢in ya da plazmitin
protein ifade konakg¢isina aktarilmasi igin yapilabilir. Bunu diginda klonlanan
par¢anin kalip olarak kullanilarak iizerinde degisiklik yapilmasi veya tekrar
cogaltilmast amaciyla da plazmit izolasyonu yapilabilir. Plazmit izolasyon

protokolii adimlar1 agagida verilmistir [64, 69].
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Asagidaki protokolde Thermo 1C ve +4 °C i¢in Bechman Coulter Microfuge 22R

marka santrifly cihazlar: kullaniimustir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Istenilen vektorii tasidig1 diisiiniilen koloni LB Broth ampisilin besiyerine

ekilerek gece boyu 37 °C, 120 rpm’ de blytuldr.

Sabah besiyeri yogunluguna gore 1-5 ml hiicre alinarak 15.000 rpm’de 10
dakika stre ile santrifjlenerek peletlenir.

Ust faz dokulir ve hicre peleti 50 mM TrissHCI, pH 8,8 ile yikanarak
¢Ozulur. Tekrar 15.000 rpm'de 10 dakika sire ile santrifiijlenerek
peletlenir.

Ust faz dokdiliir ve hiicre peleti tUizerine

e 150 pl 10mg/ul Lizozim
e 20ul05M EDTA pH 8
e 10 pl RNase A Solution

Eklenerek pipet yarpimi ile ¢oziiliir.
Karisim 30 dakika siire ile buz iizerinde inkiibasyona birakilir.

Sire sonunda 2000 pl, 0,2 M NaOH ve 200 pl % 1'lik SDS eklenir ve
dikkatlice alt/iist edilerek karigtirilir.

SDS taze olarak hazirlanmalidir. Aksi takdirde havadan nem

alarak bozunabileceginden ¢éozelti bayat olabilir.

5 dakika siire ile buzda inkiibasyona birakilir.

Sire bitiminde hemen 300 ul 7,5 M NH4Ac eklenir ve dikkatlice alt/ust
edilerek karistirilir. Devaminda 10 dakika siire ile buzda inkiibasyona
birakilir.

Sire sonunda 15 dakika sire ile 15.000 rpm’de santriflij edilir. SantrifQj

sonunda Ust faz yeni tiipe aktarilir.
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Almnan iist faz hacmi kadar Fenol:Kloroform:izoamilalkol (25:24:1),
eklenir ve tiip giliclii bir sekilde yaklasik 10 saniye boyunca g¢alkalanarak
karistirilir. Sonrasinda 10 dakika siire ile orbital karistiricida ¢alkalanr.

Sonrasinda tir 15.000 rpm’ de 2 dakika stre ile santriflyj edilir ve santrifdj
sonras1 olusan siv1 {ist faz yeni bir tiipe alinir. Burada alinan hacim belirli

olmalidir.

Alman miktarin 0,6 katikadar Izopropanol eklenerek pipet yardmmi ile
karistirilir. 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyon sonras1 tiip 15,000 rpm’de 10 dakika siire ile santrifiij edilir.
Ust faz altilir ve pelet 200 pl 0,3 M NaAc ile dikkatlice ¢ozulUr.

Gece boyu -20 °C'de bekletilir. Ertesi glin tip 15.000 rpm’de 10 dakika
sire ile santrifj edilir.
Ust faz atilir ve pelet kurumaya birakilir. Sonrasinda pelet 10 pl dH,O ile

¢ozalar.

Restriksiyon enzim analizi, agaroz jel analiziz ve miktar analizi yapilarak

saflig1 ve kalitesi kontrol edilebilir.

2.2.14. Restriksiyon enzim analiz

Restriksiyon enzimler DNA zincirini istenilen 6zgul noktadan kesmek

icin kullanilan enzimlerdir. Bu enzimler hedef DNA’nin Vektér DNA igerisine

klonlanmasi ve hedef DNA’nin tekrar ¢ikarilmasi i¢in kullanilabilecegi gibi [70],

DNA parmak izi ¢ikarilmasinda ve Southern Blot deneyinde genomik DNA’nin

parcalanmasinda da kullanilabilir.

Izole edilen vektdr DNA’nin analizi i¢in ise asagida verilen reaksiyon

hazirlanir.

1 pl restriksiyon enzimi, 1 pl 10X enzim tamponu, vektor DNA

yogunluguna gore 1-8 pl eklenir ve artan hacim 10 pl’ ye dH20 ile tamamlanur.
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Eger vektor DNA’nin kesim reaksiyonu iki farkl restriksiyon enzim ile
yapilacaksa, bu enzimler i¢in ortak bir tamponun seg¢ilmesi gereklidir. Ortak
tampon secildikten sonra yukarida verilen reaksiyona diger enzim 1 pl olarak
eklenir ve toplam hacim yine 10 pl'ye dH,O ile tamamlanir. Uygun tampon
bulunamazsa kesim reaksiyonu iki basamakta yapilir. Tampon igeriginde daha az
tuz bulunan enzim ilk olarak kesim reaksiyonuna eklenir, 2-4 saat reaksiyon
sirmesi beklenir, daha sonra tuz miktar: yiiksek olan ikinci enzimin tamponu ve
ikinci enzim eklenerek kesime devam edilir. Burada dikkat edilmesi gereken bir
diger nokta da enzimlerin ¢aliyma sicakliklaridir. Cogu restriksiyon enzim 37
°C’de calisirken bazi restriksiyon enzimleri daha yiiksek veya daha diisiik
sicakliklarda c¢alisabilirler. Kesim reaksiyonu istenilen sartlarda 2-18 saat arasi

devam ettirilir. Sonrasinda ise agaroz jele dogrudan yiiklenerek analizi yapilir.

2.2.15. Escherichia coli’de protein ifadesi icin gerekli nokta mutasyonlari

iceren primerlerin tasarlanmasi

Tetrahymena thermophila iyi bir model organizma olmasina [54] karsin
kodon kullaniminin = standart kodon so6zligline uymamasi1 Tetrahymena
proteinlerinin ifadesi i¢in zorluk olusturmaktadir. Siliyat kodon sozliigline gore
TAA ve TAG kodonlar1 glutamin (Q, Gln) aminoasidini kodlamaktadir, fakat bu
kodonlar standart kodon sdzliigiinde protein yapimint sonlandiran “DUR”
kodonuna karsilik gelmektedir [48, 71]. Bu nedenle protein ifadesi standart kodon
sozligii kullanan Escherichia coli’de yapilacaksa bu kodonlarda nokta mutasyon

olusturularak miidahale edilmesi gereklidir.

Tetrahymena thermophila katalaz geninin (NCBI ulasim numarasi
XP_001026590,2) Uzerinde glutamin kodlamasi gereken, fakat standart kodon
sozliigiine gore “DUR” anlamina gelen 10 tane nokta mutasyon bulunmaktadir.
Bu nedenle bu 10 nokta mutasyon tasiyan bdlgeye 8 ¢ift primer tasarlanmistir. Bu
primer ciftlerinden iki tanesi (F2 ve F4 seti) iki nokta mutasyon tagimaktadir. Bu
primer ciftleri cizelge 2.1.’de verilmistir. Primer ¢iftleri nokta mutasyonlarin

oldugu noktalarda dizideki T yerine C ve A yerine G niikleotidi tagirlar.
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Burada “Ortiisen bdlgelerin uzamast (splicing of ovelap extension
PCR/SOEing PCR)” teknigi kullanilarak katalaz geni cDNA’s1 icerisinde PZR ile
coklu mutasyonlar yerlestirilmistir [ 72-74]. Tasarlanan nokta mutasyon primerleri
icin belirli noktalara dikkat edilmesi gereklidir. Bu noktalar sunlardir;

e Tasarlanan primer 1 nokta mutasyon igeriyorsa 15-18 bazdan
olusmalidir. Eger daha fazla mutasyon igeriyorsa daha uzun olabilir.

e Nokta mutasyon bolgesinde tasarlanan primer ¢iftinin Ortiigme
bolgeleri 15-20 baz olmalidir.

e Mutasyon bdlgesi veya noktasi tasarlanan primerin 3’ ucuna 12-15
baz uzakta olmalidur.

e Iki farkli primer tasarlamak icin mutasyonlar arasi en az 70-80 baz
olmalidir. Aksi takdirde ya bu iki mutasyon ayni primer igerisine
alinir ya da mutasyon tasityan parcalarm birlestirilmesinde farkl

stratejiler kullanilir.

Nokta mutasyon olusturulmasi igin iki adimli PZR deneyi kurulur. Ilk
adimda klasik PZR yapilarak nokta mutasyonlu parcalar Uretilir. PZR deneyinde
proofreading aktivitesine sahip polimeraz enzimleri kullanilmalidir. Sekil 2.1.°de
katalaz geni iizerine yapilan nokta mutasyonlar icin iiretilen pargalar ve primer
ciftleri verilmistir. Bu ilk asamada primerler sahip olduklar1 mutasyonlari

irettikleri parcalara yerlestirirler.

Mutasyonlar1 igeren parcalarin iretiminden sonra bu parcalarin
birlestirilmesi gereklidir. Burada primerler tasarlanirken olusturulan Ortiisen
bolgeler birlestirme reaksiyonunun olmasint saglar. Sekil 2.2.°de 1.1 ve 1.2
parcalarinin  birlestirilmesi reaksiyonunun adimlart verilmistir. Buradaki
polimeraz zincir reaksiyonunun yapis1 6zeldir. Ortama kalip olarak birlestirilmesi
istenilen iki parga da konulur. Pargalarin mol ve baz ¢ifti biiyiiklikleri Gzerinden

denk miktarlarda kullanilmas1 gerekmektedir.



41

Cizelge 2.1. Katalaz geninde nokta mutasyon olusturmak igin tasarlanan
komplementer primer ciftleri: Nokta mutasyon olusturacak baz alti ¢izgili olarak gosterilmistir.

Ayrica dis primer ciftleri de tablonun sonunda verilmistir.

Adi | Diz Bilgis

FICat | 5-GTCTTATTACAAGACTTCCATCTTATTGATAAG-3

RICat | 5-GTCTTGTAATAAGACGGGACCGTATTC-3

F2Cat | 5-CTTTCCCAGGTTCCTGAATCTGCTCACCAGGTTACCATT-3

R2Cat | 5-AACCTGGTGAGCAGATTCAGGAACCTGGGAAAGGAAGTC-3

F3Cat | 5-AATGAACAAGGTGAAGCCTTCTGG-3

R3Cat | 5-ACCTTGTTCATTAACCCACTT-3

F4Cat | 5-GCTCAAGGTGGTAGCGCTTCTTGGACCTTAAACGTCCAAGTTATGCCC-3
RACat | 5 AACTTGGACGTTAAGGTCCAAGAAGCGCTACCACCTTGAGCAATGTG-3
F5Cat | 5-ACTGAACAATCTGCITTCTCICCT-3

R5Cat | 5-AGCAGATTGTTCAGTTTCAGC-3

F6Cat | 5-ATGCTCCAAGGTCGICICTTCICT-3

R6Cat | 5-ACGACCTTGGAGCATATTATCCAAAGA-3

F7Cat | 5-AACAACCAACGTGATGGTCCCATG-3

R7Cat | 5-ACGTTGGTTGTTGGATACTCTGGC-3

F8Cat | 5-GAAAGACAAGTCAGAATCTTCTAC-3

R8Cat | 5-GACTTGTCTTTCTTGGATATC-3

Fcat | 5-GATCCCGGGAATTCATGACTGACACAAAGAATACATCAGTATTG-3
Reat | 5-AACCATGTCGACTCAGAGGTTAGATCCGTTAGCAGGGAAGCC-3

Reaksiyonun ilk 4-7 dongiisii ortamda dig primerler bulunmadan gergeklestirilir
(sekil 2.2. 1. Adim). Burada kullanilan kalip DNA’larm Ortiisen bolgelerinden
birbirleri hibridize olmalar1 sonucunda 3° OH™ ucu olugsmus olur. Bu da DNA

polimerazin primer olarak kullanabilecegi bir yapi oldugundan polimerizasyon

bagslar.
FCat FlCat F2Cat F3Cat FaCat F5Cat F6Cat FiCat F8Cat
—> —> —> —> —> —> —> —> —>
< <« <« < <« < < < <
l R1Cat l/ R2Cat J/ R3Cat l R4Cat R5Cat R6Cat R7Cat R8Cat RCat
11 l’ j j’

Sekil 2.3. Nokta mutasyon tasityan pargalarin Uretimi: Katalaz cDNA’s1 iizerinde olugturulan

nokta mutasyonlarin iiretilmesi ve pargalarin iiretimi i¢in kullanilan primer g¢iftleri.
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1.1 1.2

1) i _—

N

2FCat
Ri1Cat

2) ]

v RilCat

2FCat

Sekil 2.4. Nokta mutasyon parg¢alarimin birlestirilmesi: Nokta mutasyon yerlestirilmis
pargalarin birlestirilmesi. Burada iki adiml1 polimeraz zincir reaksiyonu kurulur. Ik
adim primersiz gegilir ve pargalarin birlestirilmesi saglanir (1). Daha sonra ise klasik

PZR devam eder ve olusturulan pargay1 ¢ogaltir (2).

Polimerizasyon ile nokta mutasyonu tasiyan tiim parca elde edilmistir. Daha sonra
eklenen (sekil 2.2. 2. Adim) dis primerler ile (Fcat ve R1Cat) nokta mutasyon
iceren parcanin g¢ogaltilmasi saglanarak bir nokta mutasyon son iiriinde gen

parcasinin igerisine yerlestirilmis olur.

Nokta mutasyon olusturulmasinda kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu

sartlar1 ve reaksiyon icerigi agagida verilmistir.

10X Pfu DNA Polimeraz Enzimi tamponu (Fermentas) 2,5 pl

dNTP (2.5 mM) 20l

Pfu DNA Polimeraz (2.5u/pl) 0,3 ul

Kalip 1 05-2ul

Kalip 2 05-2ul

dH>O 20 pl’ye tatamlanir

Yukarida hazirlanan reaksiyon 94 °C’de 1 dakika, 49 °C’de 30 saniye ve
72 °C’de 1 dakika siire ile 7 dongii reaksiyon kurulmustur. 7 dongii sonunda ise
dis primerlerden 2,5 pl eklenerek iyice karistirilir ve reaksiyona klasik PZR olarak

devam edilir. Burada oturma sicaklig1 eklenen primerlerin oturma sicakliklarma
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gore belirlenir. Nokta mutasyon igeren iki DNA pargasinin birlestirilmesi PZR

haritasi sekil 2.3.’de verilmistir.

T20C

* 1dk.

30 sn.

sabit
7 dongii 30 déngii 1 dongii

Sekil 2.5. Nokta mutasyon birlestirme PZR haritasi: Nokta mutasyon igeren ve Ortiisen
bolgelere sahip iki parganin birlestirilme PZR’u adimlar1. Yildiz (*) ile gosterilen yere
kullanilan dis primerlerin oturma sicakliklar1 ve olusacak tiim parcanin kbg

bliyiikliigiine gore oturma siiresi verilir.

2.2.16. Nokta mutasyonlarin kontroll igin gerekli DNA dizi analizi
reaksiyonu

DNA dizi analizi en genel kullanimda bir DNA pargasinin dizisinin dizi
bilgisinin edinilmesi amaci ile kullanilmaktadir. Bu islem haricinde daha birgok
kullanim alani1 bulunmaktadir. Calismada bu farkli kullanim alanlarindan biri olan

nokta mutasyonlarin bulunmasi amaci ile kullanilmistir.

Uzerinde mutasyonlar olusturulmus TthCat cDNA’s1 dogrudan ya da
klonlama vektorii araciligi ile DNA dizi analizi resksiyonuna sokulabilir. Dizi
analizi reaksiyonu oncesinde par¢anin PZR ile ¢ogaltilmas1 gerekmektedir. PZR
reaksiyonuna girecek DNA miktar1 biiylikliiglinii bagli olarak fmol olarak
hesaplanmalidir ve bu hesap kadar DNA alinarak PZR reaksiyonunda ¢ogaltilir.
Alinacak DNA miktar1 EK-1’de ki ¢izelgede verilmistir.

Dizi analizine girecek DNA’dan gerekli miktarda alinarak dH2O ile 10 pl
hacme tamamlanir. Eger dizi analizi vektor ile yapilacaksa tiip 94 °C’de 4 dakika

stire ile PZR cihazinda bekletilir. Sonrasinda oda sicakligina gelmesi beklenir ve

8 ul DTCSile 2 ul primer eklenir. Reaksiyon her bir dongtide 96 °C’ de 20 saniye,
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50 °C'de 20 saniye ve 60 °C’de 4 dakika olacak sekilde 35 dongii olarak devam
ettirilir.
Eger dizi analizi dogrudan PZr iiriinii olan DNA pargasindan yapiliyorsa

PZR'de 94 °C’de 4 dakika olan ilk adim yapilmaz ve reaksiyon son hacimde 20 pl
olarak DTCS ve primer ile birlikte hazirlanir.

Etanol ¢oktlirmes: Caligmada kullanilan (Beckman Coulter DNA Dizi
Analizi) DNA dizi analizi cihazina ait dizi analizi kitinin teknik biiltenine gore
dizi analizine girecek PZR fiiriinlerinin etanolle c¢oktiiriiliip saflastirilmasi

yapilmustir.
Protokole asagidaki adimlar ile devam edilir.

Asagidaki protokolde Thermo 1C ve +4 °C icin Bechman Coulter Microfuge 22R

marka santrifly cihazlar: kullaniimustir.

1) Durdurma Cozeltisi (Stop Solution) hazirlanir ¢ozeltiden glePCR
drdnlerine eklenir ve 1ul 20 pg/ul glikojen eklenerek iyice karstirilir.

Stop Soltusyonu: 3 M Sodyum Asetat (pH: 5,2) ile 100 mM
NaxEDTA (pH: 8,0) esit hacimde karistirilmasiyla hazirlanir. Bu
karisim oda sicakliginda yapilmis ve kullanmadan hemen dnce taze

olarak hazirlanir

2) Taze olarak hazirlanmis ve -20°C’de bekletilmis % 95’lik etanoldan 60 pl

pelete zarar vermeden yavasca eklenir.

3) TUpler 14.000 rpm'de 4C’de 15 dakika siire ile santriflij edilir ve dipte

olusan pelet hareket ettirilmeden siipernatan dikkatli sekilde uzaklastirilir.

4) Pelete 200 pl taze olarak imdemmis ve -20°C’de bekletilen %70 lik
etanolden pelet hareket ettirilmeden tiiplerin kenarindan ¢ok yavas bigimde

birakilir.
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5) Tupler 14.000 rpm’'de 4C’de 2 dakika sire ile santrif(j edilir ve dipte
olusan pelet hareket ettirilmeden siipernatan dikkatli bir gsekilde

uzaklagtirilir. Bu islem iki kez tekrarlanir.

6) Stipernatant dokdiliir, tiip i¢indeki pelet seffaf hale gelinceye kadar 40°C’de
10 dakika stre ile konsantratdrde akol ugurulur.

7) Pelet 40 ul SLS (Sample Loading Solution) eklenir ve iyice ¢ozulur. Daha
sonra Beckman dizi analiz aletinde kullanilan 6rnek yiikleme mikro-

tabaklarma yerlestirilir.

8) Yerlestirme isleminde 6rnek tabagma 40ul SLS geren 6rnekler sirasiyla

eklenir ve iizerlerine kit iginden birer damla mineral yag damlatilir.

9) Tampon tablasina da kit iginde bulunan ayirma tamponu, kuyucuklarin

%70’ini dolduracak kadar eklenerek analiz baslatilir.
10)  Sonuglara cihazn bilgisayarindan ulasilabilinir.
2.2.17. Rekombinant proteinin Gretilmes ve toplam protein izolasyonu

Nokta mutasyonlar yerlestirildikten sonra elde edilen katalaz cDNA
parcast pGEX 4T-1 vektoriine klonlanmistir. Klonlanan vektdr Escherichia coli
BL21 (DE3) pLysS 1wrkina transforme edilmistir. Pozitif koloniler vektor DNA’s1
izole edilerek, restriksiyon enzim kesimi ile kontrol edilmistir. Pozitif koloniler
belirlendikte sonra protein {iretimi ve izolasyonu i¢in asagida verilen adimlar takip

edilmistir [75].

UYARI: Bu uygulamada kullanilan tiim ¢ozeltilerin hazirlanis sekilleri,
stok konsantrasyonlar1 ve ticari olarak kullanilan c¢ozeltilerin bilgisi bolim

2.1.4.’te verilmistir.

Asagidaki protokolde Thermo 1C ve +4 °C i¢in Bechman Coulter Microfuge 22R
marka santrifly cihazlar: kullaniimustir.
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Pozitif oldugu bilinen kolonilerden 10 ml LB Broth ampisilin besiyerine

ekilir ve gece boyu 37 °C’de 120 rpm’ de inkiibe edilir.

Hiicreler sabah son hacimde 1 mM olacak sekilde IPTG eklenerek protein
Uretimi yapmaya baslamas1 saglanir. 37 °C’de 120 rpm’'de en az 3 saat
daha inklbe edilir.

Siire sonunda hiicre yogunluguna goére 5-10 ml hiicre 6.000 rpm’'de 15

dakika siire ile santriftij edilir. Sonrasinda {iist faz dokdiliir.

Hiicre peleti 1 ml TES tamponu ile yikanir. Tekrar 6.000 rpmy' de 15 dakika

stire ile santrifiij edilir. Sonrasinda {ist faz dokiiliir.
Hucre peleti 180 pl TES tamponu ile ¢ozulr.
Karigim tizerine 2 pl 10 mg/ml lizozim ¢ozeltisi eklenir ve karigtirlir.

Lizozim ¢oOzeltis 0,02 gr lizozam 50mM Tris-HCI icerisinde 2 ml

hacimde c¢oziilerek hazirlanir.

Daha sonra karigima 10 pl deterjan kokteyli eklenir ve pipetlenerek

yavasca (genomik DNA’y1 kirmayacak sekilde) karistirlir.

Burada  kullanilacak proteinler iyonik yapida olmamalidir.
Deterjan kokteyli Tween-20 ve Triton X-100 deterjanlarinin esit

hacimlerde karistirtlmast ile elde edilir.
Karisim 20 dakika siire ile buzda inkiibasyona birakilir.
Stire sonunda karigim iizerine

50 pl 50 mM Tris-HCI pH 8
0,8 pl Endonikleaz
1,5 pl MgCl;, eklenir ve karistirilir.

Karisimin akiskanligi artincaya kadar yaklasik 15 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakilir.
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Siire sonunda karisim almarak -86 °C’ye kaldirilir ve 10-15 dakika sire ile
donmas1 beklenir. (Bu adimda hiicre karisimi -86 °C'de bir gece de
kalabilir)

Donma islemi gerceklestikten sonra ¢ikarilarak oda sicakliginda erimesi

beklenir. Eridikten sonra dondurma iglemi bir kez daha tekrarlanir.

Burada yapimak istenen kisa zaman araliklarinda hiicre karisimini
dondurup  ¢ozerek  fiziksel par¢alanmanin  gergeklesmesini

saglamaktir.

Ikinci dondurma/¢éziilme islemi de bittikten sonra érnek 4°C’de 14.000
rpm’de 15 dakika siire ile santriflij yapilarak peletlenir.

Santrifiij sonrasi olusan pelette ¢coziinmeyen proteinler ve hiicre artiklari
bulunurken, iist sivi fazda ¢Oziiniir proteinler bulunmaktadir. Deneyin

devaminda yapilacak analize gore istenilen faz alinarak deneye devam

edilir.

2.2.18. Toplam protein icerisinde rekombinant proteinlerin saflastirilmasi

pPpGEX 4T-1 vektort ile rekombinant olarak Uretilen proteinler GST

proteini ile fiizyon yapida bulunduklarindan, proteinlerin saflagtirilmasi i¢in GST

proteinine afinite gosteren “Glutathione Sepharose 4B” partikiilleri kullanilir.

Partikiiller kolon olusturularak kullanilabilecegi gibi kolon kullanmaksizin da

saflagtirma asagidaki gibi yapilabilir [76].

1)

2)

“Bulk GST purification module’ igerisinde bulunan glutatyon sefaroz 4B

boncuklarindan 50 pl bir tiipe alinir.

Boncuklar % 20 etanol igerisnde muhafaza edildikleri igin
istenilen hacim alinmadan once sise calkalanarak etanol ile

boncuklarin siispansiyon olusturup homojen hale gelmesi saglanir.

Boncuklar 0,5 ml PBS tamponu ile yikanir ve 5.000 rpm’de 4 °C’'de 5
dakika siire ile santrifiij edilerek boncuklarin ylizeylerinin aktiflenmesi ve

alkoliin temizlenmesi saglanir.
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Santriflij sonrasinda iist siv1 faz atilir ve boncuklar 2 kez daha 1. ve 2.

adimlardaki islemlere tabi tutulur.

Santrifiij sonrasi boncuklar tabana ¢oktiiklerinden tiip yavasca
ctkarimalr ve iist fazi alinmalidir. Aksi takdirde boncuklar

havalanarak sivi faza karigabilir ve bu nedenle boncuk miktar

azalabilir.

Boncuklar aktif hale getirilip alkolden temizlendikten sonra, toplam

protein izolasyonundan elde edilen sivi1 {ist faz boncuklar iizerine bosaltilir.

4°C°de gece boyu orbital karistiricida yatay olarak boncuklar ile proteinler
inkiibasyona birakilir. Islem oda sicakliginda 1 saat siire ile de yapilabilir

fakat bu sekilde saflagtirma verimi diisebilir.

Gece boyu inkiibasyondan sonra tiip 4°C’ de 5.000 rpmy' de 5 dakika siire ile
santrifiij edilir. Ust faz baska bir tiipe almarak SDS-Page ve Western blot

analizlerinde kullanmlabilir.

Boncuklarm iizerine 0,5 ml PBS tamponu eklenerek 4 °C’de 5.000 rpm’ de

5 dakika stire ile yikanir ve siire sonunda iist faz atilir. Bu islem 5 defa
tekrar edilir.

Eger sonuglarda rekombinant protein zayif goriiniiyorsa yikama

islemi 3 defa yapilarak boncuklarin yiizeyi kirli birakilabilir.

Boncuklar {izerindeki rekombinant proteinin dogal-PAGE ile analizi
yapilmak isteniyorsa kit iceriginde 50 pl boncuk i¢in 100 pl “reduced
glutathion” ¢ozeltisinden eklenir ve oda sicakliginda 15 dakika siire ile
inkiibasyona brrakilir. Siire sonunda 5.000 rpm’de 5 dakika siire ile
santrifiij edilerek tist faz alinir. Alinan st fazda rekombinant protein

bulunmaktadir.

Eger protein SDS-Page analizine alinacaksa boncuklar iizerine 2X SDS

yikleme tamponundan 100 ul ekleneren hafif kaynamakta olan suda 3-5
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dakika siire ile kaynatilir. Sonrasinda tiipler 5.000 rpm’de 3 dakika siire ile
santrifiij edilir. Ust faz almaral SDS-PAGE analizinde kullanilir.

2.2.19. SDS-PAGE ileproteinlerin analizi

Proteinlerin denatiire edilerek biiytikliiklerine gore ayrilmasi1 SDS-PAGE
yontemi ile yapilir. Bu yontem ile proteinler dimer, tetramer ya da molekiiler
kompleks olustursalar bile denatiire formlarinda ve monomer yapilar1 gozlenir.
Yontem ile olusturulan jel proteinlerin biiytlikliik hesaplamasinda ve Western Blot

Deneyinden kullanilabilir.

SDS-PAGE jeli iki farkli 6zellikte jelden olusur. Bunlardan ilki ayirma
jelidir ve proteinlerin asil olarak ayriminin yapildig1 jeldir. Sahip oldugu por ¢ap1
dar olan bu jel genellikle % 8-12 oraninda hazirlanir. Diger jel ise paketleme
jelidir. Bu jel daha genis por biiyilikliigiine sahiptir. SDS’in proteinleri tam olarak
kaplamasi ve ayni hizada aywrma jeline yonlendirmesi amaci ile kullanilir.
Genellikle % 4-5 oraninda hazirlanir. SDS-PAGE deneyinin adimlar1 asagida

verilmistir.

1) Oncelikle jelin hazirlanacag jel dokme aparat: kurularak su ile test edilir.

S1izdirma yapmiyorsa jel hazirlanmaya baslanir.

2) Ayirma ve paketleme jellerinin icerikleri sekil 2.2.”deki gibi hazirlanir.

Cizelge 2.2. SDS-PAGE analizinde kullanilacak jel yiizdeleri: Ayirma ve paketleme jellerinin

hazirlanmasinda kullanilacak maddelerin miktarlari.

. . % 30'luk Jel Tamponu | % 10'luk
JelYlzdes | dH0 (M) 1 Ay itamid (mil) | (mi) P SDS (ml)
%5 5,7 17 25 0.1
%6 5,4 2,0 25 0,1
%8 47 2,7 25 0,1
% 10 41 33 25 0,1
%11 3,7 3,7 25 0,1

3) Calismada ayirma jeli icin % 10’luk oran ve paketleme jeli i¢in de % 5’lik
oran kullanilmistir. Jel tamponu olarak ayirma jeli i¢in 1,5 M Tris-HCI pH

8,8; paketleme jeli icin ise 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 kullanilmistir.
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Jeller hazirlandiktan sonra ayirma jeli igersine 50 pl % 10'luk APS
(amon yum p esiilfat) ve 5 pl TEMED ek ént ve k aistirilir. Sonra jel
aparatma dokiiliir. Ust kisimda paketleme jelinin dokiilmesi 2-3 cm'lik bir
mesafe i¢in birakilir. Bosluk ise jelin {igst kismmin diiz olmasi i¢in su ile

tamamlanir. 15-20 dakika jelin donmasi i¢in beklenir.

Jel donduktan sonra tistliindeki su dokiiliir. Hazirlanan paketleme jeline 50
ul APS ve 10 ul TEMED eklenerek karistirilir ve ayirma jelinin iistiine
dokiiliir. Sonrasinda proteinin yiiklenecegi yerleri oluturmak igin tarak

takilarak jel donmaya birakilir.

Jel donduktan sonra SDS-PAGE tankina alinir ve lizerine 1x SDS-PAGE
tank tamponu bosaltilir.

Protein buyuklUklerinin belirlenmesi icin belirteg olarak “BioRad SDS-
PAGE Standarts Wide Range” marker1 kullanilmistir.

2.2.20. Western Blot analizi

Western Blot deneyi bir dokudan veya toplam protein icerisinden

istenilen proteinin belirlenmesi amaci ile kullamilir. Analiz i¢in Oncelikle

proteinler denatiire edici sartlarda SDS-PAGE ile ya da 3 boyutlu yap1 korunarak,
denatiire etmeyen sartlarda DOGAL-PAGE (Native) ile elektroforetik olarak

ayrilirlar. Proteinler jelde ayrildiktan sonra membrana (PVDF, nitroseliiloz)

aktarilirlar. Sonrasinda ise uygun antikorlar ile istenilen protein renklenme veya
radyoaktif yontem ile belirlenir [77].

1)

2)

SDS-PAGE ile ayrilan proteinler tanktan alinir ve jelin {ist kismi olan

paketleme jeli kesilerek alinir.

Sonrasinda yiiriitme jeli western blot transfer tamponuna alinarak en az 30

dakika siire ile orbital karistiricida calkalanarak sigsmesi beklenir.

Eger biiyiik molekiil agirligina sahip proteinler blotlanacak ise
transfer tamponuna % 1 orvaninda SDS eklenmesi etkinligi artirir.

Ayrica blotlama problemi mevcutsa da bu islem uygulanabilir.
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Stire sonunda jelin alani hesaplanarak blotlamada kullanilacak mAmp
degeri hesaplanir. Buna gore jelin eni x boyu x 0,8 uygulanmasi gereken

mAmp degerinin verir.
Sonrasinda jel semi-dry cihazina yerlestirilerek blotlama yapilir.

Blotalama sonunda membran 1X TBS-T ile 1 dakika stre ile orbital

karistiricida galkalanarak yikanir.

Sonrasinda membran % 5°lik yagsiz siittozu iceren 1X TBS-T ile 30
dakika boyunca bloklanir.

Sittozu yerine % 5'lik BSA da (Albumin from Bovine Serum)
eklenebilir. Bu adimin amaci membranin yiizeyinin 1’incil ve 2’ncil

antikorlar  tarafindan spesifik olmayan sekilde gériilmesini

engellemek icindir.

Western  blot  deneylerinin  bir  kisminda  ProteoQwest™
Colorimetric Western Blotting Kit (Sgma, PQ 0101) icersinde

bulunan bloklama ¢ozeltisi kullanilmistir.

Bloklama bittikten sonra membran % 1 yagsiz siittozu i¢ceren 10 ml TBS-T

icerisine uygun miktarda 1’ incil antikor eklenir.

L'incil antikorlar western blot deneyi i¢in 1:1,000 ile 1:10,000
oraninda  kullanmilabilir. Fakat iireticinin  tavsiyesi dikkate

alinmalidir.

I’incil antikor ile 1 saat boyunca oda sicakliginda orbital karistiricida

inkiibasyona birakilir.

Sire sonunda membran 1X TBS-T'de 4-6 defa 5’ er dakika siire ile orbital

karistiricida yikanur.

Sonrasinda membran uygun miktarda 2’ncil antikor igeren 10 ml TBS-T

icerisine alinir.
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2'ncil antikorlar western blot deneyi icin farkli oranlarda

kullanilabilir. Fakat iireticinin tavsiyesi dikkate alinmalidir.

Membran | saat boyunca oda sicakliginda orbital karistiricida inkiibasyona
birakilir.

Slre sonunda membran 4-5 defa 5‘er dakika siire ile 1X TBS’de yikanr.

Membran 4-kloro-1-napthol c¢ozeltisi eklenerek 15 dk bekletilir.
Bantlagmalar belirginlesince tampondan alnir ve dH2O ile yikanarak,

kurutulur. Membranin fotografi alinarak kaydedilir.

4-kloro-1-napthol ¢ozeltis 1 membran icin 40 ml TBS 10 ml
metanol, 0,03 gr 4-kloro-1-napthol ve 30 ul HxO; ile hazirlanir.
Oncelikle 10 ml metanol buzda veya buzdolabinda sogutulur,
sonrasinda 0,03 gr 4-kloro-1-napthol metanole eklenerek
karistirthr. Sonrasinda c¢ozelti 40 ml TBS icerisine bosaltilir.
Membrana dokilmeden hemen 6nce ise 30 u/ H2O, eklenir. H,O-
eklendikten sonra ¢ézeltinin sicakhigimin artmasi gerekir, aksi

takdirde reaksiyon ¢alismayabilir.

2.2.21. Northern Blot analizi

Northern Blot deneyinde prob olarak Southern Blotlamada kullanilan

DIG isaretli DNA problar1 kullanilmistir. Takip edilen protokol asagidaki

verilmistir.

1)

2)

RNA’nin Jel’de Ayrilmasi

1x MOPS soliisyonu ile % 1-2’lik jel hazirlanir: % 1-2 olacak miktardaki
agaroz, 1XMOPS ile mikrodalga firm ya da isiticida c¢ozilir. Jel
¢Ozuldikten sonra 55-60 °C’de iken son hacim % 2 olacak sekilde %
37°1ik formaldehit ¢ceker ocakta jele yavasca eklenerek karistirilir. Jel tanka

yiiklendikten sonra donmasi i¢in en az 1 saat beklenmelidir.

Taze hazirlanmig iki hacim ylkleme tamponu ile bir hacim RNA
karistirilir.  Yiiklenecek RNA miktari, Sug toplam RNA, ya da 500 ng
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mRNA olmalidir. (DIG etiketli RNA Problar1 Kullanilacaksaplg toplam
RNA ya da 100 ng mRNA) DIG etiketli RNA marker kullanilacaksa 5ul

marker ylikleme tamponu ile karistirilarak jele yiiklenmelidir.
RNA yiikleme tamponu karisimi 65 °C’ de 10 dakika slire ile inkiibe edilir.

Denatiire edilen 6rnekler hemen buza alinir ve 1 dakika sire ile inkiibe

edilir. Ornekler kuru jele yiklenir.
Kuyucuklara dikkatlice kogma tamponu ile doldurulur.

Tank kosma tamponu ile tamamen doldurulur. Bu islem yapilirken
kuyucuklarin iistiinden dokiilmemelidir. Jelin sadece {istiinii 6rtecek kadar

doldurulmalidir.

Jel en yUksek voltgjda (en az 3-4 V/cm) yaklasik 10 dakika kosturulup
durdurulur. Jeli tamamen gdmmek icin ilave tampon eklenir.

3-4 V/em’de en az 2 saat (tercihen gece boyu) kosturulur.

Jel 0,25~ 0,50 pg/ml Etidyum Bromid ile kisaca (15-30 dk) boyanip
UV’de  goriintiilenir  (EtBr’in ~ Northern  Etkinligini  azalttig1

diistiniilmektedir miimkiinse katilmamalidir)
RNA’nin Membrana Aktarilmasi

Formaldehiti uzaklastirmak i¢in jel 2 kez 15 dakika stire ile 20X SSC'de
inktibe edilir.

Jel Ust yuzeyi altta kalacak sekilde 20X SSC tamponu ile 1slatilmis 3MM
Whatman kagidinin lizerine yerlestirilir.

RNA Jeli blotlama aparat1 kurularak 20X SSC ile membrana transfer edilir

Blotlama bittikten sonra membran kurumadan 2X SSC ile 1slatilmig 3MM
whatman kagidinin {izerine RNA'll tarafi yukar1 bakacak sekilde
yerlestirilir ve UV kros link yapilir (120 mJ) Autocroslink-Stratalinker.

Membran steril ddHO ile kisaca yikanir.
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Nemli membran iki adet 3MM Whatman kagidi arasinda, miihiirlii poset
icinde 4 °C’ de saklanabilir.

Prehibridizasyon

Kitte bulunan plastik sisedeki DIG Easy Hyb. Granulleri’ne 64 ml steril
DEPC'li su eklenir ve 5 dakika 37 °C’de karistirilarak ¢oziiliir.

Kullanilacak Hibridizasyon tamponunun miktar1 belirlenir. Islemler
hibridizsyon posetleri kullanilarak yapilacaksa, membranin her 100 cm? si
icin prehibridizasyonda 10-15 ml, hibridizasyonda ise 3,5 ml hibridizasyon
tamponu kullanilmalidir. (Midi jelde maksimum membran biiyiikligii 60

cn).

Belirlenen miktarda pre-hibridizasyon tamponu steril bir tipe konulduktan
sonra 50 °C'ye ayarli su banyosuna alinir ve membran hibridizasyon

posetine aktarilir.

Uygun miktarda oOnceden sitilmig  pre-hibridizasyon tamponu
hibridizasyon posetine aktarilarak miihiirlenir. Poset son hali ile hafif
kabarik goriilmelidir.

Hibridizasyon firmida 30 dakika 50 °C’'de hafif calkalama ile inkibe

edilir. Bu esnada hibridizasyon soliisyonu hazirlanmalidir.
Hibridizasyon

Eger bulucu DNA ilk kez hibridizasyon tamponuna katilacaksa son
hacimde kullanilacak probun miktar1 20-50 pl olacak sekilde hibridizasyon
tamponu hazirlanmalidir. Gerekli miktarda bulucu DNA, 6nceden igine 50
ul Rnase olmayan su eklenmis tiipe alinir. Tiip kaynamakta olan su iginde
5 dakika inkiibe edilir. Siire sonunda hemen buza kaldirilir ve kisaca
santrifiijlenerek sivinm tiipiin dibine toplanmasi saglanir. Onceden miktar1
ayarlanmig ve 1sitilmig hibridizasyon tamponuna hemen aktarilir ve ters-

diiz edilerek karistirtlir.
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Eger onceden hazirlanmig Problu Hibridizasyon tamponu kullanilacaksa
problu tampon (-20’de saklanir) kullanilamadan 6nce 10 dakika 50 °C’de

inkiibe edilir. Hibridizasyon islemleri asagidaki sira ile yapilmalidir:

Prehibridizasyon soliisyonunu bosaltmak igin poset kesilir ve hemen
onceden 1sitilmig DNA problu hibridizasyon tamponundan gereken miktar

posetin i¢ine aktarilir ve poset tekrar miihiirlenir.

Membran igeren poset hibridizasyon firminda 50°C’de gece boyu inkiibe
edilir.

Membranin Yikanmasi

Hibridizasyon kabi membrani tamamen oOrtecek kadar 2X SSC ile
doldurulur (Low Stringency Buffer).

Poset kesilir ve Hibridizasyon Tamponu -20°de saklamak tizere kaldirilir.

Membran hemen 2X SSC igeren kaba alinir ve oda sicakliginda 5 dakika
calkalamalida inkiibe edilir. Islem 2 defa tekrarlanir. inkiibasyon esnasinda
High Stringency Buffer (% 0,1 SDS igeren 0,1X SSC) tamponu 50 °C su
banyosunda inktibe edilmelidir.

2X SSC uzaklastirilir ve kap hizli bir bigimde 50 °C’ye 1sitilmus High
Stringency Buffer ile doldurulur ve 50 °C’'de calkalanarak inkibe edilir.
Islem 2 defa tekrarlanir.

M embranin Goriintiilenmesi

Membran 100 ml yikama tamponu igeren plastik kapa aktarilir ve oda
sicakliginda 1-5 dakika siire ile orbital karistiricida galkalanarak inktbe
edilir ve slire sonunda tampon dokdaldr.

100 ml bloklama soliisyonu eklenir ve oda sicakliginda 30 dakika sire ile
orbital karistiricida calkalanarak inkibe edilir (bu sire 3 saati

gegmemelidir). Siire sonunda soliisyon uzaklastirilir.
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Membran 20 ml antikor ¢Ozeltisinde oda sicakliginda 30 dakika sire ile

orbital karistiricida inkiibe edilir ve siire bitiminde soliisyon uzaklastirilir.
Membran iki kez 15 dk 100 mI’lik yikama tamponu ile yikanr.
Membran 2-5 dakika stire ile 20 ml deteksiyon tamponunda inktibe edilir.

Membran hibridizasyon posetine (ya da uygun bir kaba) RNA’l yiizeyi
Uste gelecek sekilde aktarilir.

Sonrasinda membran 10 ml taze hazirlanmis renklendirme substrati ile
karanlikta muamele edilir. Renklenme bagladiginda alinarak distile suda

yikanir ve kurutularak kaydedilir.

2.2.22. Katalaz proteininin Dogal-PAGE tabanh aktivite analiz

Jel tabanli enzim aktivitesinin analizi i¢in proteinlerin bozulmadan izole

edilmeleri gerekmektedir. Bu nedenle protein izolasyonu ve jel analizinde

denatiire edici maddeler kullanilmamalidir.

Jel SDS-Page’den farkli olarak sadece ayirma jeli halinde tek kat

dokiilmelidir ve hi¢bir sekilde higbir ¢dzelti igerisinde SDS bulunmamalidir.

Aktivite jelinde kosturulacak proteinler biiyiik olduklari i¢in diisiik akrilamid

yiizdeli jeller dokiilmelidir. Uygun jel ylizdeleri ve hazirligi cizelge 2.2.°de

verilmistir. Protokoliin devami asagida verilmistir.

1)

2)

3)

Cizelge 2.2.ye gore uygun yiizdede (katalaz i¢cin % 6 almmigstir) jel
dokdaldr [78-80].

Protein o6rnekleri ve kontroller jele yiiklenerek 120 voltta yaklagik 1 saat

stire ile kosturulurlar.
Yiirtitme islemi bittikten sonra jel ¢ikarilarak dHO ile 5 dakika yikanir.

Burada jel yiizdesi diisiik oldugu icin jeli yirtmamaya dikkat etmek
gerekir.
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Cizelge 2.3. DOGAL-PAGE jeli hazirlanmas: icin jel yiizdeleri: Cizelgeden uygun je yiizdes

4)

5)

6)

7)

8)

segilerek jel hazirlanir. Biiyiik proteinler igin yiizde distiriiliir, kiigiik proteinler igin
ylizde artirilir [ 78, 80].

— % 301Uk 15M TrisHC
Jd Y lizdes dH20 (M) | Akrilamid (ml) | pH= 8:8 (ml)
%5 58 13 25

%6 55 20 25

%7 5.2 23 25

%8 48 27 25

%9 45 3,0 25

% 10 4,72 33 25

Devam eden protokol adimlari aktivitenin gosterilmesi ig¢in gerekli
adimlardir. Adimlarda katalaz aktivitesi oksijen ¢ikiginin belirlenmesi ile

yapilir [78, 79].
Jel % 31Uk H20- gozeltisi ile 15 dakika boyunca inkibe edilir.

Inkiibasyon adiminda % 2’lik FeClz ve % 2'lik KsFe(CN)g 20’ser ml

hacimlerde hazirlanir.

H20, ¢ozeltisi ile inkiibasyon bittikten sonra hazirlanana % 2’lik FeCl; ve
% 2'lik K3Fe(CN)g ¢ozeltileri jelin iistiine bosaltilir.

Cozelti igerisinde iyon yapida bulunan demir katalaz reaksiyonu
sonucu ortaya ¢ikan oksijen ile birleserek renk degisimini ve bu

sayede katalaz aktivites olan bolgeyi gosterir.

Katalaz aktivitesi mor/mavi arka plan iizerinde hava kabarciklarinin ¢iktig1

sar1 renkte ya da renksiz bant bolgelerinde goriiliir.

Sar1 reaksiyon bantlar1 goriiniir oldugunda, reaksiyon ¢ozeltisi tehlikeli
siyanit icermesinden dolay1 kapali kaba alinarak, biyolojik atik ¢Opiine

atilir ve jel dH20 igerisine alinarak yikanir, sonu¢ goriintiileme sistemleri

ile kaydedilir.
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2.2.23. Biyoinformatik analizler

Tetrahymena thermophila katalaz geninin biyoinformatik analizlerinde
kullamlan  dizi  bilgileri NCBI  (http://www.ncbi.nim.nih.gov/), TIGR

(http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ttg/) ve Tetrahymena Genom Veritabanindan

(http://www.ciliate.org/) elde edilmistir.

Filogenetik Aga¢ Analizleri:

Filogenetik aga¢ analizlerinde ClustalW2  (http://www.ebi.ac.uk

[Tools/clustalw?/index.html) programi filogenetik agagta kullanilacak dizilerin

dikey hizalanmas1 i¢in kullanilir. Filogenetik agac analizi yapilirken segilen
diziler FASTA formatinda olacak sekilde yukarida verilen veritabanlarindan
alinarak analiz edilir. ClustalW2’nin ¢ikt1 ayarlar1 “pir” formatinda olacak sekilde
ayarlanir, diger ayarlar varsayilan olarak birakilir. Dikey hizalama ¢iktis1 “pir”

formatinda alinarak MEGA 4.1 (http://www.megasoftware.net/) filogenetik agac

programi ile analiz edilerek filogenetik agaclar olusturulur. Programda
Neighbour-joining (komsularin  birlestirilmesi-NJ) metodu  kullanilmistir.
Agacdaki dallanmanin istatistiksel ylizde hesabinin yapilabilmesi i¢in boot-strap
(cbz-bagla) degerleri kullanilmistir. Bu deger dallanmanin % olarak ne kadar
giivenilir oldugunu gostermektedir ve 5000 tekrar ile yapilmistir. Bunun disinda
MEGA 4.1 igerisinde p-distance 6zelligi segilerek evrimsel farklilagmada alinan
mesafe de hesaplanmistir. Dikey hizalama yapildiktan sonra Gblocks

(http://molevol.cmima.csic.es/castresana/lGblocks server.html) programu ile dikey

hizay1 bozan kisimlar ¢ikarilmis fakat agac¢ topolojisinde farklilik gézlenmedigi
icin bu analiz tekrarlanmamustir.

GeneTool (siirim, 1.1 lite): Gen restriksiyon haritasi ¢ikarilmasi,
kodlanan protein dizisinin olusturulmasi, nokta mutasyonlarin belirlenmesi ve

primer tasariminda kullanilir.

Swiss-Model (http://swissmodel.expasy.org//SWISS-MODEL .html):

Internet tabanli program verilen protein dizisine gore olasi 3 boyutlu protein
yapisini olusturur. Analizde protein dizileri PDB veritabaninda 3 boyutlu yapist

belirli olan protein dizileri ile hizalanarak en yakin yapi bulunmaya caligilir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/�
http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ttg/�
http://www.ciliate.org/�
http://www.megasoftware.net/�
http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html�
http://swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL.html�
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Analizde veritabani igerisnde bulunan proteinler ile analiz yapildig1 i¢in 3 boyutlu

yap1 sonuglar1 protein dizisinin tiimii i¢in temsiliyet saglamaz.

ExPASy (http://www.expasy.org/) Protein imzalar1 ve protein ailelerinin

belirlenmesinde kullanilmistir. Protein dizileri program ile analiz edilerek olasi

korunmus bolgelerin gosterilmesi saglanr.

Box-shade (http://www.ch.embnet.org/software/BOX form.html):

Internet tabanli program dikey hizalarin yaymlanabilir formata déniistiiriilmesinde
kullanilir. Burada dikey hizadaki amino asitler gri, siyah ve beyaz renk skalasina
gore aywrt edilir. Analiz yapilirken ¢iktilar RTF formatinda istenmeli ve Courier

yaz1 karakteri kullanlmalidir. Eger diizen


http://www.expasy.org/�
http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html�
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3.BULGULAR
3.1. Tetrahymena thermophila K atalaz Geni Genomda Tek Kopyadir

Tetrahymena thermophila katalaz geni genomda tek kopya ile temsil
edilmektedir. TGD (Tetrahymena Genom Veritabani) ve NCBI igerisinde yapilan
analize gore katalaz genine sirasiyla, TTHERM_01146030 ve XM_001026590.2
ulagim numarasi ile erigilebilmektedir. TGD verilerine gore katalaz geni genomik
kopyas1 4 tane intron icermektedir ve biiyiikligii 2811 baz ¢iftidir (Sekil 3.1.).
Katalaz mRNA’smin protein kodlayici dizisi ise 1473 baz ¢ifti biiyiikliige sahiptir.
Genom projesi oncesinde teslim edilen T. thermophila B1868’den klonlanmis
timsel katalaz mRNA’s;y, NCBI’da AY378080.1 wulasim numarast ile
bulunmaktadir. Bu 1irka ait katalaz ile SB210 wkina ait katalaz genlerinin
cDNA’larinin  protein kodlayan kisimlar1 ikili-dikey-hizalamas1 yapilarak
karsilastirilmig ve iki dizinin % 99 oraninda benzer oldugu goriilmiistiir. Hizalama
Ek-2’de verilmistir. Bu hizalamadan 550 civarindaki bir noktada SB210 irkina ait
6 bazlik bir ilave dizi ile iki dizinin 6 degisik noktasmnda bulunan bazlarda
farklilik bulunmaktadir. Veri tabanlarinda bulunan bu iki dizi asagidaki
boliimlerde agiklandigi gibi gercek katalazlar grubundan bir gen olup gen igin
“Tetrahymena thermophila katalaz-1" isminin (TtCAT1), proteininin ise TtCatlp
seklinde Tetrahymena ve Paramecium gen isimlendirme kurullarina gore

isimlendirilmesi 6nerilmistir [81].

Gene Predsctions: Determined by TIGH for thie NIH and NSF funded Tetrahymena Genome Sequencing Project (P, Eisen). These data represent compatationally predicted genes pubibcly available as of
April 2006, Several tracks show sequence similarity as determined by BLAT from J. Kent. Clicl n the genes or similarities below will take you to TGD or NCBI Curated genes = s Uncurated genes

== Patamecium comparison used predicted protein sequences from Genoscope and Paramecium
& Qverview

& Details

RHA Gane Fredictions

Sekil 3.1. Katalaz geninin TGD veritabanindan alnan bilgileri: Verilere gore katalaz genine
TGD igerisnde TTHERM_01146030 ulasim numarasi ile erisilebilir. TICAT1 geni
genomik kopyasi 4 adet intron igermektedir ve toplam bilyiikliigii 2811 baz ¢iftidir.

Bu tezden onceki donemde T. Thermophila B1868 wrkinin EcoRI ve Hindlll
restriksiyon enzimleri ile kesilmis genomik DNA’siyla yapilan Southern blot
aragtirmasi sonucu; ECORI kesimi TtCAT1’in genomda tek kopya oldugunu
Onerirken, Hindlll kesimi ise ¢ift bant verdiginden 2 kopya olabilecegini
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onermistir (BOIUm 1.3.). Bu problem; her iki rkin genlerinin baz dizinin % 99
oraninda ayn1 olmas1 gen dncesi ve sonrasi genom dizilerinin de ayni olabilecegi
hipotezinden yola ¢ikilarak, biyoinformatik ve deneysel olarak coziilebilecegi
diistiniilmiistiir.  Buna dayanarak; TGD’de katalaz geninin genomik kopya
bolgesinin  (Sekil 3.2."de katalaz geninin eksonlari turuncu olarak, intronlar1 ise
ince ¢izgi seklinde gosterilmistir) ECORI ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile
kesilip kesilmedigi biyoinformatik olarak analiz edilmis ve Sekil 3.2’de bu
analizin sonucu verilmistir. Sekil 3.2.’den de anlasilacagi iizere, ECORI enziminin
geni icten kesmedigi fakat gen dis1 bolgelerden katalaz genini de igine alacak
sekilde genom DNA’smn1 kestigi, bu ECORI DNA parcasinin da yaklagik 12000 bg
oldugu, Hindlll enziminin ise geni eksondan degil 2.intron bolgesinden ve gen
dis1 bolgelerden kestigi ve bu bolgedeki katalazin bir kismini igeren Hindl Il kesim
parcalarinin biiytikliikleri yaklagik 2.000 ve 3.000 b¢ oldugu bulunmustur.

Y r Y Y r Y Y r Y Y r Y Y r
ok 1k 2 3k alc Sic &k Flo i ok 10k 11k 17k 13k 1dk 15k

Protein Gene FPredictions
TTHERM_011dGaz0 TTHERM_(lid&ede TTHERM_ o1 1dE06e
o-r-ooc- -0 = o ey
hupothetical protein hupothetical protein polupeptide deformylase F
TTHERM_Odldad=o TTHERM_114 6050 TTHERM_il
I | O N g P ey g 0——0= | —
CATLi: Catalase ... hypothetical protein hypotheti
EcoRI restriction site
FCDRI IECURI
HindIXIT res!rlc!lon s].!e '\
HirndIII HindIIX HindIII
I 1 i A ~12000 bg
HindI1l
~2000 bg ~3000 b¢

Sekil 3.2. Katalaz geninin genomik kopyasimmin TGD’de EcoRIl ve Hindlll enzimleri ile
biyoinformatik kesm analizi: Katalaz genomik DNA kopyast Hindlll enzimi ile 2.
introndan kesilerek iki genomik parcaya bolinir. EcoRl enzimi ile gen icinden
kesilmezken gen dis1 bolgelerden kesilerek 12 kbg’lik bir {iriin vermektedir. Katalaz
geni turuncu renk ile gosterilmistir. Hindlll kesim bolges ise ikinci intron igerisinde

bulunmaktadir.

Yukarida verilen biyoinformatik analizlerin 6ne siirdiigii HindIII kesim
hipotetik bulgusu, deneysel anlamda test edilebilir. Bu nedenle; TtCAT1 geninin
genomik kopyasi ile mRNA kopyasinin protein kodlayict DNA bolgesi PZR ile
Uretilmis, jel analizinden sonra saflastirilmis ve Hindll1 enzimi ile kesilerek tekrar
agaroz jel ile analiz edilmistir. Buna gore kesime alinmamis kontrol gDNA ~2800
be civarinda bant verirken (Sekil 3.3.; kuyu 1), Hindlll ile kesime alinmis gDNA
~1375 ile ~1400 bg iki bant olusturmustur (Sekil 3.3.; kuyu 2). Katalaz geni
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kontrol ¢cDNA’s1 Hindlll enzimi ile kesime almmadan jele yiiklenmis ve
biiyiikliigiiniin ~1500 baz ¢ifti oldugu goriilmektedir (Sekil 3.3.; kuyu 3). Katalaz
geni cDNA’s1 Hindlll enzimi ile kesime alindiginda ise bu enzim tarafindan
protein kodlayict bolge DNA’sin1 biyoinformatik analiz bulgular1 paralelinde
kesmedigi bulunmustur (Sekil 3.3.; kuyu 4). Bu boliimde yapilan biyoinformatik
analiz ve kesim deney bulgulari, Southern blot deneyi ile elde edilen verilerin

celiskili olmadigini ve TtCAT1 geninin tek kopya oldugunu desteklemektedir.

3550 bg

2027 bg

1584 bg
1375 be

947 bg
831 be

546 be

Sekil 3.3. TtCAT1 gDNA ve ¢cDNA’larmmin Hindl 1 enzimi ile kesim analizi: Analiz sonucuna
gore; (1) kesilmemis katalaz gDNA’s1, (2) Hindlll enzimi ile kesilmis katalaz gDNA’st,
(3) kesilmemis katalaz cDNA’s1 ve (4) Hindlll ile kesilmis katalaz ¢cDNA’s1. (M)
Lamda EcoRI/HindIII (Fermentas) markir DNA bantlarini gostermektedir.

3.2. Tetrahymena thermophila Katalaz Geni mRNA’sinin 5’ Bolgesi Analizi ve
B1868 Irki ile Benzerlik Analizi

Tetrahymena thermophila katalaz geninin 5’ bolgesi analizi icin TGD
veritabaninda bulunan EST (mRNA olarak ifade edilen genlerin cDNA’larinin ug
dizi  bolgeleri) verilerinden yararlanilmistir. Veritabanina gore katalaz

mRNA’smin 5’ bolgesine ait 6 farkli dizi bulunmustur (Sekil 3.4; kirmizi bolge).
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Protein Gene Predictions
TTHERM_0d 146030

CAT1: Catalasze ...
Tetrahymnena GenBank seqs with Hultiple Hits (BLAT}
Tetrahymnena E5Ts with a Unique Hit {BLAT}
BM397717-CH445458-26157
—— - - = .
SO09-0-36-A06.% .1 Chilcoat/Turkewitz cONA (large fraction) Tetrahumena thermophila cOMA, mRMA sequence
EMa00049-CHA45453-58702
B009-0-65-009 .t .1 Chilcoat/Turkewitz cONA (large fraction) Tetrahumena thermophila cONA. mRNA sequence
CNE9E404-CH445453-19255
TTEGOOOS160 Normalized large Tetrahumena thermophila cONA. mRMNA sequence
CNSS3033-CH445458-19250
TTEQOOOT4E8 Normalized large Tetrahumena thermophila cOMA. mRMA sequence
BM395755-CHA40455-16155
GO0Q-0-49-G10.% .1 Chilcoat/Turkewitz cONA (large fraction) Tetrahumena thermophila cONA. mRNA sequence
CNSEE290-CHA45455-35058
—
TTEGOOOEZ0E Normalized large Tetrahumena thermophila cONA, mRNA sequence

Tetrahymena E5Ts with Hultiple Hits {BLAT}

Sekil 3.4. Tetrahymena thermophila katalaz mRNA’sinin 5’ bolgesine eslesen EST dizileri:
TGD veritabani sonuglarma gére katalaz genine ait 6 farkli EST dizisine (Syah ve

kirmizi renk) ulastlmistir.

Elde edilen parcalar SB210 ve B1868 Irklarina ait katalaz mRNA dizileri
ile dikey hizalanarak 5 bolgenin dizi bilgisine ulasilmistir. Kullanilan dizilerin 3
tanesi T.thermophila CU428.1 wkma aittir. Diger 3 parganin ait oldugu
T.thermophila k bilgisi ise mevcut degildir. Dikey hiza analizinde kullanilan

DNA parcalarmin dizi bilgileri ve gen bankast ulasim numaralar1 Ek-3'te

verilmistir.

SB210 e AT 2
B1868 ~  mmmmmmm e AAATAAT 9
tth-1 = e
tth-2 === ———————————
CU428.1-1 —mmmmmmmmmmm e CAGACTGAC-CACGCGGGGCGGCCGCTCTAATAAATAAT 38
CU428.1-2 mmmmmmmmmmmmmmmeeee ACAAGCGAGCTCACGCGGGGCGGCCGC-CTAATAA-T-AT 37
CU428.1-3 TAGCCGGGGGCGGACAGNTGAAAGCTGAGCTCACGCCGGGTT-TCGCTCTAATA--TAAT 57
SB210 TATCAATTAATTAAAGAAAAACTGAAGGAAAGAAGAAATGACTGACACAAAGAATACATC 62
B1868 TATCAATTAATTAAAGAAAAACTGAAGGAAAGAAGAAATGACTGACACAAAGAATACATC 69
tth-1 e AGGAAAGAAGAAATGACTGACACAAAGAATACATC 35
tth-2 e AGGAAAGAAGAAATGACTGACACAAAGAATACATC 35
CU428.1-1 TATCAATTAATTAAAGAAAAACTGAAGGAAAGAAGAANTGACTGACACAAAGAATACATC 98
CU428.1-2 TATCA-TTATT--AAGAAAAACTGAAGGAAAGAAGAARTGACTGACACAAAGAATACATC 94
CU428.1-3 TATCAATTAATTAT-GAAAAAC-GAAGGAAAGAAGAARTGACTGACACAAAGAATACATC 115

Sekil 3.5. Tetrahymena thermophila katalaz geninin 5 mRNA bolgesinin dikey hizalama ile
analizi: B1868, SB210 ve CU428.1 irklarina ait katalaz mRNA dizileri ile wrk bilgisi
belli olmayan tth-1 ve tth-2 bilgilerinin hizalamasinda — ile hizalama optimize
edilmistir. Baslangi¢c kodonu olan “ATG” mavi gerceve igerisine alinmistir. Yildizlar

(*) butun hizada korunmus bazlar1 gostermektedir.

Sekil 3.5’te verilen dikey hizalama sonuglara gére SB210, B1868 ve
CU428.1 wklarmma ait diziler ile 3 farkli bilinmeyen wka ait katalaz mRNA 5’
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bolgesi bazlar1 SB210 ve B1868 UTR’1 dikkate alinarak olduke¢a iyi hizalanmistir.
Ozellikle ATG kodonundan sonra gelen bdlgede 3’ii bilinen toplam 6 fakli irkin
dizi bilgilerinin %100 oraninda eslestigi goriilmektedir. Fakat diger irklardan
gelen UTR Oncesi dizilerin SB210 ve B1868 den gelen dizilerle teyit
edilememesinden dolay1r gen bankasindaki kayitli 5’UTR bilgisinin dogrulugu
kabul edilmistir.

3.3. Tetrahymena thermophila K atalaz Geninin Filogenetik Analizi

Filogenetik aga¢ analizi TtCAT1 enziminin fakli katalaz gruplari
icerisinde hangi grup icerisinde yer aldigiin gosterilmesi amaglanarak
yapilmistir. Bunun i¢in 3 farkli katalaz grubunu (gerg¢ek katalazlar, katalaz-
peroksidazlar ve mangan katalazlar) temsil eden protein dizileri Peroxibase
veritabanindan alinmustir [24]. Agag, 5 gergek katalaz, 6 katalaz-peroksidaz ve 6
mangan katalaza ait enzimlerin protein dizileri ile TtCatlp protein dizisi
kullanilarak olusturulmustur. Kullanilan dizilerin dizi bilgileri ve Peroxibase
ulagim numaralar1 Ek-4’te verilmistir. Filogenetik aga¢ yapiminda kullanilacak
katalaz grubu Oncelikle ClustalW2 programi ile dikey hizalanmigtir. Sonrasinda
cikan hizalanmis iyeler Mega 4.1 programi kullanilarak Komgularin
Birlestirilmesi (Neihgbour-Joining NJ) metodu ile aga¢ yapisi olusturulmustur
(Sekil 3.6). Agac topolojisi, Se¢ Bagla (boot strap) yontemi ile 5000 tekrarli
istatistik analiziyle test edilmistir. Agag¢ topolojisi ayrica p-mesafe (p-distance)
modellemesiyle evrimsel acidan analiz edilmistir. Aga¢ Maksimum parsimoni ve
minimum evolution metotlar1 ile ayni hizalama kullanilarak olusturulmus, fakat
agac topolojisinin koke yakin ana yapisinda herhangi bir faklilik goriilmemistir

(olusturulan agaclar EK-5 ve Ek-6’da verilmistir).

Komsularin Birlestirilmesi aga¢ analizine gore katalazlarmn {i¢ alt gruba
ayrildig1 aga¢ yapisindan da anlagilmaktadir. Bu i ana grubun birbirinden
ayrilma noktalarinda (nod) ¢6z-bagla degerlerine Sekil 3.6’da % 50’nin altinda
kalmasindan dolay1 verilmemistir. Se¢-bagla degerlerinin bu noktalarda diisiik
olmast ana gruplarmm birbiriyle olan aga¢ topolojisinde ki konumlarin
degisebilecegini ima etmektedir. Buna karsilik, bu {i¢ ana grubun (klad) kendi
icinde dallanma noktalarindaki seg-bagla degerlerinin ¢ok yiiksek olmasi ana
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gruplarin topolojisinin kararli oldugunu gostermektedir. Ana gruplar i¢inde
bulunan iiyelerin enim aktiviteleri ve 3B yapilarmna bakildiginda birbirlerine
benzemelerinden dolayr bunlara ortolog adi verilir. En icte yer alan ana grup
iiyeleri incelendiginde {iyelerin tiimiiniin mangan katalaz motif ve enzimatik
karakter tasidig1 dolayisiyla bu kladin Mangan Katalaz kladimi olusturdugu; buna
dis komsu olan ana grubun ise Katalaz peroksidaz, en dista bulunan grubun ise
Gergek Katalaz kladi oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.6). Aga¢ yapisinda, TtCatlp
enzimine bakacak olursak gergek katalazlar igerisinde yer aldigi goriilmektedir.
Gergek katalazlar icerisinde TtCatlp'nin bakteri katalazlarma goére omurgali

katalazlarina daha yakin oldugu goriilmektedir.

95 P16155|SariMnCat|Salmonella arizonae

80 | P16134|BmaMnCat01|Blastopirellula marina

kel P16175|NthMnCat|Natranaerobius thermophilus
33 P16143|HIiaMnCat|Halorubrum lacusprofundi

P15235|SerMnCat|Saccharopolyspora erythraea
98 P15502[TtMnCat NG80-2|Thermus thermophilus

P12552|CreCP01|Chlamydomonas reinhardtii
P14578|MboCP01 AF2122/97|Mycobacaterium bovs
100 P12717|EcoCP01 CFTO73|Escherichia coli

100

¥ P15411|SpurCP01|Strongylocentrotus purpuratus

68 P15224|AnCP01|Aspergillus niger
56 P12649)VwCP Y J016|Vibrio winificus

a7 P16278|MawKat01|Mycobacterium avium ~— |
—|: P15321|EcoKatE|Escherichia coli
= 100 |: P15281|BtKat01|Bos taurus
P15282|HsKat01|Homo saphiens
93 —— P15264|PtetKat01|Paramecium tetraurelia
33— [14097[TthKat01|Tetrahymena thermophila |

K atal az-Peroksidazlar

Gercek Katalazlar

Sekil 3.6. TtCAT1p katalaz alt gruplarindan gercek katalaz grubunun iiyesidir: Agac
herhangi bir dig grup kullanilmaksizin yapilmigtir. Toplam 17 katalaz Clusta\W2
programi ile dikey hizalanmis ve hizalanmis iiyeler Mega 4.1 programi kullanilarak
Komsularin Birlestirilmesi (Neihgbour-Joining NJ) metodu ile aga¢ analizine
alinmistir. Agag topolojisi, Se¢ Bagla (boot strap) yontemi ile 5000 tekrarli istatistik
analizden gegirilmis ve bulgular % olarak nodlara yerlestirilmistir. Ayrica agaca p-
mesafe (p-distance) modellemes uygulanmustir. Agag iyelerinin GanBankasi erigim

numaralarit EK-4’de verilmistir.

Gergek katalazlar, homotetramerik protein kompleksi yapisinda olup bu
kompleksin iiyelerinin protein blyiikligii ile yapilarinda tasidiklar1 hem

grublarina gore 3 alt gruba ayrilmaktadir. 1. at grubun protein kompleksinin
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dyelerini 55-69 kDa biiyiikliigiinde bitki katalazlari, algsel katalazlar ve bakteriyel
katalazlarin bir dali olusturur. Bu alt grup hem b grubu bulundurmaktadir ve
NADPH ile kompleks olusturarak aktif duruma gegebilir [26, 27, 29, 30]. 2. alt
grup ise 75-84 kDA alt iiniteye sahip biiyiik alt iiniteli katalazlar1 igerirler. Bu
grup icerisinde bakteriyel, fungal ve arkebakteriyel {iyeler bulunmaktadir. Hem d
grubu tagirlar. C-ucunda ise flavodoksin benzer bir bolge bulunmaktadir [26, 27,
29, 30]. 3. alt grupda tiim canli grubu katalazlar1 temsil edilmektedir. NADP ile
bag olusturabilen ve olusturamayan gesitleri bulunmaktadir. Aktif merkezinde
hem b tagsirlar ve alt tinite buyUklUkleri 43-75 kDa arasindadir [26, 27, 29, 30]. Bu
alt gruplar enzim aktivitesi acisindan farklilasmis olmayip, yapisal anlamda bazi

degisikliklere sahiptirler.

Agac olusturulurken EBI ClustalW2 programmda c¢ikti1 formati “pir”
olarak degistirilmis diger ayarlar varsayilan olarak birakilmistir. Sonuglar
GBlocks [82, 83] programi ile diizenlenmistir, fakat aga¢ topolojisinde
diizenlenmemis verilere gore bir degisiklik olugsmamistir. Programin varsayilan
ayarlar1 kullanilmistir. Sonugta olusan diziler alinarak MEGA ile analiz edilmistir
[84, 85]. Programda Neighbor-Joining (komsularin birlestirilmesi) metodu
kullanilmistir  [86]. Seg¢-Bagla (Boot-strap) degerleri 5000 tekrar ile
olusturulmustur ve amino asit modellemesinde “p-distance” segenegi

kullanilmistir.

TtCat1p’nin gercek katazlarin bu 3 altgrubundan hangisine girdigi sorusu
filogenetik araglarla analiz edilmistir. Analiz i¢in Peroxibase [24] veritabanindan
gercek katalazlara ait 38 amino asit dizisi secilmistir. Dis grup olarak katalaz
lipoksigenaz flizyon genleri kullanilmig olup bu genler katalaz siiper ailesi igine
dahildir fakat katalazlarin atasina yakin gruplardan bir tanesidir [26]. Segilen tim
amino asit dizileri ve PeroxiBase ulasim numaralar1 Ek-7’te verilmistir. (Sekil
3.7.). Agac topolojisine bakildiginda katalaz lipoksigenaz flizyon proteinlerinin
dis grup olarak ¢iktigin1 gérmekteyiz. Agacta Gergek Katalazlarin dallanmasma
bakildiginda ii¢ alt grup olusumu goriilmektedir. Canlilar aleminde en ¢ok dagilim

gosteren ve en fazla tiyeyi bulunduran grup olarak Ugiinct alt grup gorilmektedir.



Bitki, alg ve bakteri katalazlarini iceren birinci alt grup ve aymi kok iizerinden

tiirevlenen ikinci alt grup da agag topolojisinden goriilmektedir.

5195|GzKat01 Gibberella zeae
5188|MagKat01 Magnaporthe grisea

5207|NcKat01 Neurospora crassa
5216|AcapKat01 Ajellomyces capsulatus
5213|AniKat01 Aspergillus nidulans
5218|PoKat02 Pleurotus ostreatus

5321|EcoKatE Escherichia coli
4060|FspKat01 Ccl3 Frankia sp.
3980|BhaKat01 C-125 Bacillus halodurans
5369|RoKat02 Rhizopus oryzae
5391|PnoKat03 Phaeosphaeria nodorum

57

— 100 :5231\M39Kat02 Magnaporthe grisea
a0 5416|NcKat03 Neurospora crassa

Birinci Alt
Grup

5223|CnKat01 B-3501A Cryptococcus neoformans

74 3981|BhaKat02 C-125 Bacillus halodurans
4079|PfKat02 Pf5 Pseudomonas fluorescens
10| %8 —— 5145|0sKat02 Oryza sativa ssp japonica

100 _:5142\AIK5101 Arabidopsis thaliana
63 5175|SceKat01 Saccharomyces cerevisiae

Ikinci Alt
Grup

5389|PnoKat01 Phaeosphaeria nodorum
5201|GzKat02b Gibberella zeae

100 ,— 5255|PstiKat01 Pichia stipitis
8 73 5175|SceKat01 Saccharomyces cerevisiae
3{ 5261|SpomKat01 Schizosaccharomyces pombe
5230|GzKat04 Gibberella zeae

56

56 _[ 5534|NOpuKat01 Nostoc punctiforme
63

33| 45 4082|BsKat01 168 Bacillus subtilis
—————— 4096|DdKat01 Dictyostelium discoideum

o —: 5264|PtetKat01 Paramecium tetraurelia
100 4097 TthKat01 |Telrahymena thermophila

90 a3 5267|AaeKat01 Aedes aegypti
455 5273|DpKat01 Drosophila pseudoobscura
5270|HcoKat01 Haemonchus contortus

100 — 5277|XKat01 Xenopus laevis

100 5281|BtKat01 Bos taurus
mn| i 5282|HsKat01 Homo sapiens
95 L 6420MmulKat01 Macaca mulatta

4297|SmekKat01 Sinorhizobium meliloti

Uciincii Alt
Grup

4{ 5629|NOspKatLox01 Nostoc sp.Catalase-lipoxygenase fusion

5627|CvrKatLox01 Clawlaria wridis Catalase-lipoxygenase fusion
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Sekil 3.7. Gercek Katalazlara ait Filogenetik Agac: Agac 3 8 farkli k#alaz geni ve 2 farkh

katalaz lipoksigenaz flizyon genlerinini protein dizileri ile komsularin birlestirilmesi

(Neighbor-Joining) metodu ile olusturulmustur [86]. Dizi bilgileri

PeroxiBase

veritabanindan alimmustir. Dizi bilgileri ile ulasim numaralart Ek-7’de verilmistir. Agag

topolojisinde katalazlar 3 temel gruba ayrildigi goriilmektedir. Bu ii¢ alt grup icerisinde

TthCat enzimi 3' iincli alt grup igerisinde bulunmaktadir.
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Agacm genel yapisinda gercek katalazlarin 3 alt grubu da secilmektedir.
TtCatlp omurgali katalaz gruplarma yakin c¢ikmistir ve 3’lincii alt grup
icerisindedir. Alt {inite biiyiikliigline bakildiginda TtCat1p kuglk alt tniteye sahip

katalazlar i¢erisinde oldugu agag yapisina da uygundur.

Nighbour-Joining metodu ile yapilan aga¢ minimum evolution ve
maksimum parsimony metodlar ile de yapilmis ve agac yapisinda herhangi bir

degisiklik gdozlenmemistir. Olusturulan diger agaglar Ek-8 ve EK-9’da verilmistir.
3.4. Tetrahymena thermophila K atalaz Protein Diz Bilgisinin Analizi

TtCatlp’nin filogenetik analiz bulgular1 olasilikla bu enzimin Gergek
Katalaz alt grubuna girdigini onermektedir. Gergek katalazlar aileye ait Ozel
motifler ile de siniflandirilabilinir [87]. Gergek katalazlar1 ayirt etmede kullanilan
motifler iki adettir. Katalazlarin tetramer yapi1 olusturabilmesi i¢in gerekli demir
baglanma heme motifi; [DET] - [LIVMTA] - {NSYL} - {RPFC} - [LIVM] -
[LIVMSTAQG] - [SAG] - [LIVMSTAG] - H - [STA] - [LIVMFY] ile aktif bolge
motifi; [SGATV] - {D} - x(2) - [LIVMA] - R- [LIVMA] - x - [FW] - H - {V} -
[SAC]. Protein dizisinin motif agisindan analizi ExPASy igerisinde bulunan
Prosite (http://www.expasy.org/prosite/) araci ile yapilmistir. ExPASy, TtCatlp

Katalazlarm aktif kisim motifine karsilik gelen FDRERIPERVVHAKGAG ile
Hem Ligandi Baglanma Bolgesi motifi olan RLFSYPDTH’dir (Cizelge 3.1.).
TtCatlp'nin bu iki motifinin protein icindeki lokalizasyonu Cizelge 3.1'de
verilmigtir. Katalazlarin bir kismi sitoplazmik, diger kismi ise peroksizomal, diger
bir kismi ise mitokondriyal hiicre i¢i bdlgelerde gorev {istlenirler [88].
TtCatlp’nin boyle bir lokalizasyona sahip olup olmadigi yine motif analizi ile
aragtirilabilinir ¢linkii bu bolgelerde gorev yapan katalazlarin C-terminal uglarinda
lokalizasyon sinyal motifi bulunmaktadir. Ornegin, peroksizom da gérev yapan
enzimlerde ise “peroksizoma transfer sinyal motifi-1” canlilar aleminde bulunan
bu enzimlerde (STAGCN) - (RKN) - (LIVMAFY) seklindedir [17, 89]. TtCat1p,
peroksizoma transfer sinyal motifi-1’ bulmada kullanilan PTS1 predictor software
(http://mendel.imp.ac.at/mendeljsp/sat/ptsl/PT S1predictor.jsp) ile analiz

edildiginde C-terminal ucunda yer alan son 12 amino asit dizisi ile bu dizinin ug


http://www.expasy.org/prosite/�
http://mendel.imp.ac.at/�
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kisminda yer alan SNL dizisi olas1 “peroksizoma transfer sinyal motifi-1" olarak

bulunmaktadir.

[DET]-[LIVMTA]-{NSYL}-{RPFC}-[LIVM]-[LIVMSTAG]-[SAG]-[LIVMSTAG]-H-[STA]-[LIVMFY]
Aktif Bolge Imzas

5282|HsKat0l 1
5281 |BtKat01
5275 |MmKat01
5277 |1¥1Kat01
5264 | PtetKat0l
4097 | TthKat01l

FGY FEVTHDIT@:LII\AKVF
cAlGYFEVTEDRTK YK AKES

[t =

[SGATV] - {D} - x(2) - [LIVMA] - R - [LIVMA] - x - [FW] - H - {V} - [SAC] Hem Grubu

Baglanma imzasi

5282 |HsKat01 350
5281 |BtKat0l1 350
5275 |MmKat0l 350

5277|X1Kat01 350 Melelsl
5264 |PtetKat01 332 LQCRLFSYPDTHRHRLGTNYTQLPVNCPYRAR N®
4097|TthKat01 331 |LQGRLFSYPDTHRHRLGANYDQIPVNCPYRARVSNN

(STAGCN) - (RKN)-(LIVMAFY] Peroksizomal Lokalizasyon sinyali

5282 |HsKat01
5281 |BtKat01

527
527

5275 |MmKat01 527
5277]1X1Kat01 . 3 NH S | 528
5264 | PtetKatO1 480 - FPNNKARL (488
4097|TthKat01 480 -~ FPENRSNL 488

Sekil 3.8. TthCat amino asit dizisinin korunmus bélgelerinin dikey hizalama ile gosterilmesi:
Katalaz proteinlerinde belirlenen korunmus bolgelerin TtCatlp ile dikey hizalanan bilinen diger

gercek katalazlar ile gosterilmesi.
3.5. Tetrahymena thermophila K atalaz Proteininin Olas1 3 Boyutlu Yapisi

TtCatlp proteininin olast 3 boyutlu yapisi, Swiss-Model programu ile
sigir karaciger katalazi temel alinarak Sekil 3.6°de goriildiigii gibi olusturulmustur
[90-92]. Programa, TtCatlp'in tUm amino asit dizisi analiz ic¢in verildi fakat
program 0Ozellikle N- u¢ bolgesinde bulunan bazi amino asit dizilerini model
olusturuken benzerligi az olmasindan dolayr kullanmamis, dolayisiyla model

iizerinde bu bdlgeler bulunmaktadir.
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Modellemeye gore protein yapisinin N-ucundan yaklasik 70 amino asitlik
bir bolge aktif bolgeyi ve N” ucunu icermektedir (mavi renk), sonrasinda yaklasik
70-320 amino asitlik bir bolge isp  tabakalar1 yapilarimi gostermektedir (kirmizi
renk), bu bdlgeyi yaklasik olarak 320-430'uncu amino asitler arasi katlanma
bolgelerini ven heliks yagarini igermektedir (yesil renk ). Bu bdlgede katalaz
hem grubu baglanma bolgesi bulunmaktadir. Son 100-150 amino asit ise C” ucu
bolgesini gostermektedir (sar1 renk). Bu bolgede peroksizomal lokalizasyon
aminoasit kodu tasimaktadir. Biiyiik alt {initeye sahip katalazlarda ise bu bdlge
flavodoksin baglanma bdlgesine benzer bir yap1 gosterir. Bu yap1 niikleik asitlere

baglanma bdlgesi olarak bagka proteinlerde bulunmaktadir [17].

Sekil 3.9. TtCatlp enziminin Swiss-Model programu ileyapilan 3 boyutlu modeli: Katalaz
aktif bolge ve N” ucu (mavi renk), katalaz domeini a-sarmal ve B tabaka yapilari
(kirmiz1 renk), heme baglanma domaini serbest-doniis bolgeleri ile o heliks

yapilart (yesil renk). C-ucu son 100-150 amino asit dizisi (sar1 renk).
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3.6. Nokta Mutasyonlarin Yerlestirilmesi

TtCat1lp enziminin Escherichia coli’ de rekombinant olarak Uretilebilmesi
icin gen Tlizerinde bulunan 10 fakli noktada nokta mutasyon olusturulmasi
gerekmektedir. Sekil 3.10."nun en Ust bolgesinde yer alan yatay bir ¢izgi tstiinde
bu mutasyonlar: tasiyan biribiriyle drtiisen primer setlerinin yeri verilmistir. Ik
PZR adimminda {iretilmesi gereken DNA pargalar1 1-9 arasinda numaralandirilmis
olup her parcanin altinda beklenen iiriin biiyiikliigii verilmistir. ilk adim PZR ile
amag¢ u¢ kisimlarinda nokta mutasyonlar iceren pargalarin olusturulmasidir. Elde
edilen nokta mutasyonlu Ilk PZR adim iiriinleri agaroz jel ile analiz edildiginde
beklenen biiyiikliiklerde oldugu gériilmiistiir. Ornegin; Sekil 3.8’de ki agaroz
jelinin 1. kuyucuga bakildiginda FCat ve R1Cat primerleri ile iiretilen iriin

biiyiikliigiiniin 110 bg civarinda oldugu bulunmus, bu ise beklenen 111 bg Uriin

biiylikliigiindedir.
Primerler
ECat FlCat F2Cat F3Cat F4Cat  F5Cat F6Cat  FCat F8Cat
> >4 > > > > 5 > >
4| 1| 4| 4| 4| 1| 4| 1| |
RCat R1Cat R2at R3Cat R4Cat RS5Cat R6Cat R7Cat RCat
ilk PZR Adim
. 3
— |
111 be. I 4
432 be. — 3
126 be. —
180 be. 7
189 be. —
8 be. — I
117 be.
285p,  —
93 be.

500 be

450 bg

400 be

200 bg

100 bg

Sekil 3.10. TtCAT1 Geni Uzerinde Olusturulan Mutasyonlar: TtCAT1 geni toplamda 10 farkl:
mutasyon i¢cermektedir ve bu 10 mutasyon 8 ¢ift nokta mutasyon ve 1 ¢ift dis primer
ile gene yerlestirilmistir. PZR sonucunda ilk adim reaksiyonlardan elde edilen

pargalar ve beklenen biiyiikliikler sekilde goriilmektedir.
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Aymi sekilde 2. Kuyucuktaki beklenen iiriin biiylikliigii 432 baz ¢ifti olarak
verilmis, ve jel analizi sonugalrina gorede yaklagik olarak 450 baz ¢ifti civarinda
iirlin gdzlenmistir. Bu basamak Sekil 3.8.’de ilk PZR adimi olarak gosterilmistir.
Mutasyonlarin yerlestirilmesi i¢cin gereken ilk adim nokta mutasyon tasiyan

parcalarin elde edilmesidir.

Parcalar tretildikten sonra herhangi bir sekilde mutasyon olusturma
adimi1 yoktur. Olusturulan parcalar sirayla birbirlerine ortiisen bolgeleri kullanarak
birlestirilirler. Bu durum Sekil 3.11.’da ikinci PZR olarak gosterilmistir. En

sonunda ise mutasyonlar1 tastyan tiim cDNA parcasi elde edilmistir.

Birlestirmede olusan yeni pargalar ve biyiklikleri Sekil 3.12.°da
verilmigstir. Birlestirmede genin ug¢ kisimlarindan baslanarak 2’1i gruplar halinde
birlestirme reaksiyonlar1 kurulmustur. Birlestirme yapilirken parcalar
birlestirilecek iki parca arasindaki baz ¢ifti farkinin ¢ok fazla olmamasina dikkat
edilerek seg¢ilmistir. Sonraki adimlarda iiretilen cDNA mutasyonlart tasiyip
tasimadiginin analizi dizi analiz yontemi ve rekombinant protein iiretim iirettirme

denemeleriyle test edilmistir.

ikind PZR Adunlan

FaCat iz R7Cat 185be

F7Cat AR RCat 355b¢

F3Cat st RSCat 350b¢

FCat Lz R2Cat  S03Db¢

FCat (L) R3Cat  610bc¢

FCat Lo R5Cat 940D

F5Cat S/7+8/9 RCat 520bc

FCat LSted RCat
1473be¢

Sekil 3.11. Nokta Mutasyon Tasiyan Parcalarin Birlestirilmesi: Ikinci PZR adiminda ise
olusturulmus olan bu parcalarin birlestirilmesinin adimlar1 verilmistir. Burada

pargalarin sahip oldugu ortiisen diziler kullanilmistir.
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1+2

503b¢

6+7 5+9
A B
355b¢
185bc¢

Sekil 3.12. Nokta Mutasyon Tastyan Parcalarin Birlestirilmesi I: [lk PZR adiminda olusturulan

parcalar ikinci PZR adiminda birlestirilmistir. Sekilde olusturulan ilk 4 parca

gorilmektedir.
1/2+3
GJ.EUIJ F G H0be
¢
S520b¢

1-5+6+9

CatM

1473bc

Sekil 3.13. Nokta Mutasyon Tastyan Parcalarin Birlestirilmesi I1: i1k 4 parca iiretildikten sonra
sag ve sol uglardan pargalar birbirine eklenerek 10 mutasyon tasiyan CatM cDNA

pargasi elde edilmistir.

3.7. Nokta Mutasyonlarin DNA Dizi Analizi ile Gésterilmesi

Dizi analizi olusturulan mutasyonlarin kontroliiniin yapilmasi1 amaci ile
uygulanmistir. Bunun icin segilen ileri ve geri primerler ile lineer polimerizasyon
yapacak sekilde istenilen parcalar iiretilir. Uretimi yapilan parcalar ise isaretli

bazlar sayesinde dizi analizi tarafindan okunur ve gen dizisine yerlestirilmis
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mutasyonlar okunabilir. DNA dizi analizi sonuglarina gére 10 farkli mutasyonun

genin igerisine yerlestirildigi gosterilmistir. Sekil 3.14.’te tiim nokta mutasyonlar

goserilmektedir. Dizilemede R7Cat, FCat, F1Cat, F6Cat ve F7Cat primerleri

kullanilmistir. Geri primerin okudugu diziler analiz edilirlen dikey hizalama igin

ters cevrilerek karsiligt alinmig ve bu sekilde diziye komplementer olmasi

saglandiktan sonra analiz edilmistir.

TthCatSB210
FCat

TthCatSB210
Flcat

TthCatSB210
R7Cat

TthCatSB210
R7Cat

TthCatSB210
R7Cat

TthCatSB210
R7Cat

TthCatSB210
R7Cat

TthCatSB210
R7Cat

TthCatSB210
R7Cat

GGTGAATACGGTCCCTTCTTATTATAAGACTTCCATCTTATTGGACAAGTTGGCTCACTT 104
*|

1
GGTGAATACGGTCCCGTCTTATTATAAGACTTCCATCTTATTG-A AA?TTGGCTCACTT 179

TGCGCTAACATGTTCTGGGACTTCCTTTCCOCAGGTTCCTGAATCTGCTCACC-GGTTACC 374

2 3
TGCGCTAACATGTTCTGGGACTTCCTTTCEE;EETTCCTGAATCTGCTCAC AGETTACC 540
L= L =0

4
ATGGTGAAGCCTTCTGGGTTAAGCTCCACTTCAAGACTGACTCTGGTATTAAGA 718
ATGAACAAGGTGAAGCCTTCTGGGTTAAGCTCCACTTCAAGACTGACTCTGGTATTAAGA 304

ACTTCACTGCTGCTGAAGCTGATGCCCTTAAGTCTACCAACCCTGACTACGCTACTGAAG 778
ACTTCACTGCTGCTGAAGCTGATGCCCTTAAGTCTACCAACCCTGACTACGCTACTGAAG 364

ACCTCTTCAAGCACATTGCTICAAGGTGGTAGCGCTTCTTGGACCTTAAACGTCCAAGTTA 424
L ** L x*¢

5 6
ACCTCTTCAAGCACATTGC TAAtGTGGTAGCGCTTCTTGGACCTTAAACGTC AAETTA 838

TGCCCATTAACGATGGCTACAAGTACAGATGGAACATTTTCGATGTTACCAAGGTCTGGC 898
TGCCCATTAACGATGGCTACAAGTACAGATGGAACATTTTCGATGTTACCAAGGTCTGGC 484

CCCATGGTGACTATCCTTTGATCCCTGTTGGTAAGCTCGTCTTAAACAGAAATCCTGAAA 958
CCCATGGTGACTATCCTCTGATCCCTGTTGGTAAGCTCGTCTTAAACAGAAATCCTGAAA 544

7
ACTACTTTGCTGAAACTGAATAATCTGCTTTCTCTCCTTCCCACTTAGTCCCTGGTATGG 1018
ACTACTTTGCTGAAACTGAACAATCTGCTTTCTCTCCTTCCCACTTAGTCCCTGGTATGG 604

L==F

AACCCTCTTTGGATAAGATGCT!

8
GTCGTCTCTTCTCTTATCCCGATACCCACAGAC 1078
AACCCTCTTTGGATAAGATGCT! G

AA
AAGGTCGTCTCTTCTCTTATCCCGATACCCACAGAC 664

L =T

Sekil 3.14. Katalaz Geni Uzerindeki Nokta Mutasyonlarin Dizi Analizi Sonuclari: Gen

Uzerinde kutular igerinde gosterilen bolgelerde sirasiyla yerlestirilmis 10 farklh
mutasyon gosterilmistir. Burada timin (T) bazlarmm yerine sitozin (C) bazlar
yerlestirilerek TAA/TAG kodonunun yerine CAA/CAG konu getirilmistir. Bu

kodonlar da standart kodon sozliigiine gore glutamin amino asidini kodlamaktadir.
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TthCatSB210 CCCTACA-GAGCCAGAGTATCCAACAACTAA GQTGATGGTCCCATGTGCGTCAACGGTAA 1139
F6Cat CCCTACAAGAGCCAGAGTATCCAACAACCAALGT ———=———mmm o 39
nnnnnn E
10
TthCatSB210 AGATAAGTCAGAATCTTCTACAAGTGCGATGCTGAATACGGTTCAAA-GATTGCTACCGC 1439
F7cat AGACAAGTCAGAATCTTCTACAAGTGCGATGCTGAATACGGTTCAAAAGATTGCTACCGC 296
E E R

Sekil 3.15. Katalaz geni iizerindeki nokta mutasyonlardan 9. ve 10. mutasyon yerindedir:
Burada timin (T) bazlarinin yerine sitozin (C) bazlar1 yerlestirilerek TAA/TAG
kodonunun yerine CAA/CAG konu getirilmistir.

3.8. SDS-PAGE ve Western Blot Analizi

Uretimi  yapildig1  diisiiniilen rekombinant TthCatlp enziminin
rekombinant olarak Uretiimesinden sonra protein {iretim konakgist olan
Escherichia coli BL-21 (DE3) pLysS wkindan toplam protein izolasyonu
yapilmustir. Uretilen rekombinant proteinler GST takisma sahip olduklar1 icin
GST'ye afinite gosteren “Glutatyon Sefaroz 4B” partikulleri ile toplam protein
icerisinden rekombinant protein saflastirilmistir. Sonuglar SDS-Page jelinde

analiz edilmistir.
200 kDa ——

116 kDa =—
97 kDa —

66 kDa —

45 kDa

31 kDa =—

Sekil 3.16. TthCatlp Rekombinant Fiizyon Proteininin SDS-PAGE Sonucu: (M) BioRad
Standarts Broad Range Marker, (1-5) TthCat GST rekombinant fiizyon proteini, (6)
G. intestinalis Mpk2 kontrol [75], (7) TthGSTz [93] kontrol ve (8) Mikroorganizma
kaynakl katalaz (Fluka, 60633). Jel komassie mavisi ile boyanmustir.
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TthCat GST flizyon proteininin biiyiikliigiiniin yaklasik olarak 82 kDa
olmas1 gerekmektedir. SDS-Page analizine gore yaklasik 50 kDa civarinda (1-5
kuyucuklari) bantlar goriilmiistiir. 6’nc1 kuyucukta GST-Gimpk4 [75] yaklasik 72
kDa civarinda ve 7’nci kuyucukta 6XHis-TthGSTz [93] 26 kDa biiyiikliigiinde
goriilmektedir. 8’inci kuyucukta ise mikroorganizma kaynakli katalaz yaklasik
56-58 kDa civarinda goriilmektedir. Sonu¢ olarak flizyon proteinin istenilen
biiyiikliik olan 80 kDa civarinda bant vermedigi goriilmiistiir. Uretilen proteinin
rekombinant formda olup GST takisini tasiyip tagimadigini gérmek i¢in western

blot deneyi yapilmustir.

M 1 2 3 4 5 6 7
200 kDa— | M
116 kDa— »
66 kDa— - p—
TR G —— — . —
31 kDa=—

Sekil 3.17. GST TtCat1lp Rekombinant Fiizyon Proteininin Western Blot Analizi: (M) BioRad
Kaledoscope Prestained Marker, (A-E) 6XHis-TthCat GST Fiizyon Proteini, (F) GST-
Gimpk4 [75] ve (G) TthGSTz [93]. Western blot analizinde birincil antikor olarak Mouse
Monoclonal Anti-Glutathione-S-Transferase (GST) 1gG (Sigma, G 1160); ikincil antikor
olarak Anti Mouse (Rabbit) 1gG HRP-conjugated (Sigma, A 5525) kullanilmigtir.

Western Blot ve SDS-Page analizlerine gore Uretilen rekombinant protein
yarim olarak {iretilmektedir ve bu da nokta mutasyonlarda eksikligin oldugu
diisiiniilmektedir. Bu nedenle kalip gen dizisi lizerinde yenilenen nokta mutasyon
deneylerinden sonra yeniden rekombinant protein iiretimine gecilmistir. Uretilen

rekombinant proteinler SDS-PAGE ile analiz edilmistir. Sonuglar toplam protein
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(Sekil 3.17.) ve saflastirilmis protein (Sekil 3.18.) olarak jele yiiklenmis ve

analizler tekrarlanmistir.

31 kDa, |

21 kDa -

l4kDa____

Sekil 3.18. Rekombinant Protein Uretiminden izole Edilen Toplam Proteinler: (M) BioRad
Standarts Broad Range Marker, (A-I) Farkli kolonilerden gelen toplam protein

ornekleri.

200 kDA —— ‘M.. _1 2 3. 4 5 6 7 (e} 9
116 kDa——

97 kDa—— =

66 kDa— b

45kDa— L

31 kDa -

21kDa_‘~-

14 kDa—n

Sekil 3.19. GST TtCat1p Rekombinant Fuizyon Proteininin SDS-Page Sonucu I1: (M) BioRad
Standarts Broad Range Marker, (1-9) Farkli kolonilerden gelen saflastirilmig protein
ornekleri. 2 ve 3 kuyucugunda daha belirgin olmak tizere yaklasik 80 kDa civarinda
GST TtCat1p Rekombinant Fiizyon Proteini oldugu disiiniilen bantlar.
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Yapilan ikinci SDS-PAGE analizi 68-70 kDa buyuklukte bir proteinin
iiretildigini gostermektedir. Bu nedenle proteinin tam biiyilikliigiiniin bulunmasi
icin grafik analizi yapilmistir (Sekil 3.18.). gore yerlestirilen nokta mutasyonlarda

hata olabilecegi diisiiniilmektedir.

1000 -

. . 19
0 05 1 15 2 25 3 3.5 4

Uzaklik (cm)

Sekil 3.20. SDS-PAGE jelinde pozitif oldugu diisiiniilen protein bandimn blyukluk analizi:
Sekilde markoér bantlarinin yiikleme noktasma olan uzakligr ile markér bantlarinin
biiytikliigii arasinda iliskiyi gosteren grafik goriilmektedir. Rekombinant katalaz+GST
proteini ise 1,9 cm’de goriilmektedir. Grafige gbre 68-70 kDa civarida bir bilyiikliige
sahip oldugu goriilmektedir.

Uretimi  yapilan rekombinant proteinin (Katalaz+GST) biiyiikliik
analizine gore proteinin yaklagik olarak 68-70 kDa biiyiikliige sahip olarak
retildigi goriilmektedir. Fakat rekombinant proteinin 80-82 kDa biiytikliige sahip
olmas1 gerekmektedir. Bu durumda protein {iretimi i¢in yerlestirilen nokta
mutasyonlardan son 2 tanesinde eksiklik oldugu diisiiniilmistiir. Eksikligin var
olup olmadiginin kontrolii i¢in mutasyonlara sahip katalaz ¢cDNA’sin1 tasiyan
plazmit DNA dizi analizine alinmistir. Dizi analizi sonuglar1 sekil 3.20. ve 3.21°de

verilmistir.



TthCatSB210
F6cat

TthCatSB210
F6cat

TthCatSB210

R8cat

TthCatSB210
R8cat

TthCatSB210
R8cat

TthCatSB210
R8cat

TthCatSB210
R8cat

TthCatSB210
R8cat

TthCatSB210
R8cat

TthCatSB210
R8cat

TthCatSB210
R8cat

TthCatSB210
R8cat

9
CCCTACAGAGCCAGAGTATCCAACAACITAACGTGATGGTCCC-ATGTGCGTCAACGGTAA
AACGTGATGGTCCCCATGTGCGTCAACGGTAA

L 2kb

10
AAGAAAG TCAGAATCTTCTACAAGTGCGATGCTGAATACGGTTCAAAGATTGCTA
AAGAAAG TCAGAATCTTCTACAAGTGCGATGCTGAATACGGTTCAAAGATTGCTA

L=

CCTGANTACGCTACTGAAGACCTCTTCAAGCACATTGC GTGGTAGCGCTTCTTGG

==

5
CCTGACTACGCTACTGAAGACCTCTTCAAGCACATTGC$E;§EGTGGTAGCGCTTCTTGG
A

ACCCTTAAACGTC TTATGCCCATTAACGATGGCTACAAGTACAGATGGAACATTTT

KKKk

6
ACC—TTAAACGTCE;%ETTATGCCCATTAACGATGGCTACAAGTACAGATGGAACATTTT
A

CGATGTTACCAAGGTCTGGCCCCATGGTGACTATCCTTTGATCCCTGTTGGTAAGCTCGT
CGATGTTACCAAGGTCTGGCCCCATGGTGACTATCCTCTGATCCCTGTTGGTAAGCTCGT

CTTAAACAGAAATCCTGAAAACTACTTTGCTGAAACTGAACAATCTGCTTTCTCTCCTTC
L &4

7
CTTAAACAGAAATCCTGAAAACTACTTTGCTGAAACTGAATAATCTGCTTTCTCTCCTTC

CCACTTAGTCCCTGGTATGGAACCCTCTTTGGATAAGATGCTCCAAGGTCGTCTCTTCTC
L=k

8
CCACTTAGTCCCTGGTATGGAACCCTCTTTGGATAAGATGCTC AAEGTCGTCTCTTCTC

TTATCCCGATACCCACAGACACAGACTCGGTGCTAACTACGATCAAATTCCCGTTAACTG

——————————— CCAGAGTATCCAACAACCAACGTGATGGTCCCATGTGCGTCAACGGTAA
L=

9
CCCCTACAGAGCCAGAGTATCCAACAAC AAEGTGATGGTCCCATGTGCGTCAACGGTAA

TCAAGGATCTAGAGTCAACTACG-AACCTACCACTTTCCACAACTACAAGGTTAGACCCG
TCAAGGATCTAGAGTCAACTACGGAACCTACCACTTTCCACAACTACAAGGTTAGACTCG

AAACCAAGCTCTCTACCCAAAGAGTCACTGGTTTAGTTGGTCGTTTCAAACCCGCTCACC
AAACCAAGCTCTCTACCCAAAGAGTCACTGGTTTAGTTGGTCGTTTCAAACCCGCTCACC

CCAACGATGACTTCTCTCAACCCGGTGCTTTGTTCCGTAAGGTCATGTCAGATAAGGATA
CCAGCGATGACTTCTCTCAA — == ——m—m oo oo

*okk
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1139
39

1435
339

780

66

839
126

899
186

959
246

1019
306

1079
310

1139
359

1198
419

1258
479

1318
499

Sekil 3.21. Dizi analizi sonuglari: 5-9 arasi1 mutasyonlarin cDNA iizerine yerlestirildigi

gorilmektedir.

Dizi analizi sonuglarina gore eksik oldugu diisiiniilen son iki mutasyonun

(Quncu ve 10'uncu mutasyonlar) ve ondan 6nce gelen dort mutasyonun da

katalaz cDNA’s1 iizerine yerlestirildigi goriilmiistiir. Farkli iki dizi analizi

sonucuna gore 9'uncu mutasyonun iki farkli primer ile dogru yerde oldu kontrol

edilerek gdsterilmistir. Buna goére iiretilen rekombinant proteinde eksiklik

olmadigi, iretilen parcanin ise kirilmalara bagl olarak kisa goriinebilecegi

diisiiniilmektedir.
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3.9. Northern Blot Analizi

Northern Blot analizi katalaz mRNA’smin farkli stres sartlar1 altinda
mRNA varliginin gosterilmesi ve transkribe edilen kopya sayisinin bulunmasi
amaci ile yapilmistir. Deneyde 30 °C’de blytUlUp 37 °C’ye alinarak strese alman
hiicrelerde zamana bagli olarak katalaz mRNA’sinin varligma bakilmustir. ikinci
deneyde ise oda sicakligi, 30 °C’de biiyiitiilen hiicrelerde ve aglik stresine alman

hiicrelerde katalaz mRNA varligma bakilmistir.

[Ik deneye gore 30 °C’de biiyiitiilmiis hiicreler 37 °C’ye almmustir.
Almmadan o6nce, 15 ve 30’uncu dakikalarda hiicre O6rnekleri alinarak bunlardan
toplan RNA izolasyonu yapilmis ve deneyde kullanilmistir. Sekil 3.22.°de 1-7
kuyucuklarina toplam RNA ornekleri yiiklenmis ve 5-7 kuyucuklar1 katalaz probu

ile blotlanmistir.

IIk analiz sonuglarma gére katalazin sicaklik artis streslerinde sicaklik
artist Oncesi (0 zamanm — 5’inci kuyucuk), ve sonrasinda (6’nct ve 7’nci

kuyucuklar) mRNA’smin tiretildigi gosterilmistir.

Sekil 3.22. Katalaz geni Northern Blot analizi: Analizde 30 °C’ de blytttlen hicreler 37 °C'ye
almmuis ve 15’inci ila 30’uncu dakikalardan hiicreler alinarak toplam RNA izolasyonu
yapilmistir. 5-7 kuyucuklarina sirasiyla 0’mc1 dakika, 15’inci dakika ve 30’uncu
dakika orneklerinden elde edilen RNA’lardan 5 pg yiiklenmistir.
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Ikinci analizde ise katalaz mRNA’smn 30 °C ve oda sicakliginda
biiyiitiilen hiicrelerdeki varligma bakilmistir. Ayrica gece boyu agliga alman
hiicrelerdeki katalaz mRNA varligin da ayni deneyde analiz edilmistir.

Sekil 3.23.’de katalaz mRNA’s1 30 °C ve oda sicakliginda mevcutken

aclik stresine alinan hiicrelerde katalaz mRNA’sina rastlanmgtir.

Sekil 3.23. Katalaz geni Northern Blot analizi |1: Analizde 4’tincii kuyuda oda sicakligi, 5’inci
kuyuda ve 6’nc1 kuyuda ise agliga alinmis hiicrelerden gelen RNA’lar bulunmaktadir.

Northern blot analizine gore katalaz mRNA’smin sicakliga baglh stresler
ve farkli sicakliklar altinda transkribe edildigi gosterilmistir. Katalaz mRNA’sina

sadece agliga alinmis hiicrelerde rastlanmamastir.
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Sekil 3.24. Northern Blot katalaz mRNA biyiklik grafigi: Grafik analizine gore katalaz
mRNA’s1 yaklagik olarak 1800-1850 bg bilyiikliikte oldugu goériilmiistir.

Katalaz mRNA biiyiikligii 3’ ve 5° bolgelerdeki baz sayilari ile birlikte
yaklagik olarak 1700-1800 baz c¢ifti biiylikliige sahip olmasi gerekmektedir.

Burada poli A kuyrugunun uzunlugu yaklasik olarak 200 bg olarak alinmustir [57,
94].

3.10. DOGAL-PAGE Jeli ile Aktivite Analizi

Uretilen rekombinant TtCatlp proteininin  aktivite gosterip
gostermediginin analizi i¢in DOGAL-PAGE jeli (izerinde aktivite deneyleri
yapilmistir. Buna gore saflastirilan rekombinant protein jelde yiiriitiilerek hidrojen
peroksit ile muamelesi sonucu aktivite gosterip gdstermedigine bakilir. Deneyde
pozitif kontrol olarak katalaz aktivtesine sahip ve jelde renk degisimi gdsteren

mikroorganizma kaynakli katalaz kullanilmistr.
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Sekil 3.25. Rekombinant TtCatlp enzimimin aktivite analizi: (A) 1-3'Uncl kuyucuklar
saflagtirilmis rekombinant GST-TtCatlp proteini K ise kontrol katalazidir (Fluka,
60633). (B) A jelinin aktivite fotografi.

Aktivite deneyinde kontrol haricinde deney grubunda (1-3) hichir
renklenme ve ya renkte agilma gozlenmemistir. Bunun nedeni rekombinant
proteinlerin saflasgtirmasinin basarili olmamasidir. A seklinde 1-3 kuyucuklarma
toplam proteinden saflastirilan rekombinant katalaz enzimim yiiklenmistir. Fakat
jelin komassie boyamasi sonucu herhangi bir bant goriilmemektedir. Bu nedenle

rekombinant katalaz proteinin aktivitesi hakkinda bir fikir edinilememistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Tetrahymena thermophila ¢evre ile dogrudan iligki icerisinde olan tek
hiicreli bir canli oldugu i¢in, hiicrenin ¢evre ile etkilesmeni anlamada ve genom
projesi Dbittigi icin ¢esitli gen gruplarmin arastirilmasinda kullanilabilinecek
onemli bir organizmadir [48, 49, 51, 52, 54]. Katalaz enzimi, hlicre i¢i veya hiicre
dis1 hidrojen peroksid bulunma stres sartlarinda, hidrojen peroksidi parcalayarak
organizmanin zarar gormesini engelleyen ana anzimlerden bir tanesidir [26, 27,
29, 30, 32]. Biyoteknolojik olarak birgok alanda kullanimi bulunan katalaz farkli
organizmalardan ilave ortolog genlerinin [11, 13-15, 40, 44, 47] arastirilmasi,
endiistriyel islemlerde ihtiya¢ duyulan daha uygun enzimlerin bulunmasi yardimci
olabilir. Bu hedef dogrultusunda, Tetrahymena thermophila katalaz geni
klonlanarak rekombinant protein ifadesi ve mRNA analizleri yapilarak kismi

karakterizasyonu gerceklestirilmeye calisilmistir.

Biyoinformatik analizlere gore, Tetrahymena thermophila katalaz
geninin gercek katalazlarda bulunmasi gereken katalaz aktif bolge motifine ([IF]-
X-[RH]-x(4)-[EQ]-R-x(2)-H-Xx(2)-[ GAS]-[ GASTFY]-[GAST]) ve hem baglanma
motifine (R-[LIVMFSTAN]-F-[GASTNP]-Y-x-D-[AST]-[QEH]) sahip oldugu
bulunmustur [17, 26]. Bunun disinda hiicre igerisinde peroksizomlara
lokalizasyon icin gerekli olan (STAGCN) - (RKN) - (LIVMAFY) [89] motifine
de sahip oldugu goriilmektedir. Motif analizinin disinda katalaz protein dizisinin
diger gergek katalazlar ile dikey hizalanmasi sonucunda bu korunmus dizilerin
diger katalazlarda da yaklasik ayni bdlgeler tizerinde oldugu goriilmektedir (Sekil
3.8. ve Sekil 3.9.) bu bulgulardan hareketle TtCat1p proteininin Gergek Katalazlar
alt ailesinin bir Uyesi oldugu bu tez ¢alismasiyla onerilmistir. Protein motiflaerine
dayali analiz sonrasi katalaz proteinini olas1 ii¢ boyutlu yapisi olusturularak
gercek katalazlara benzerligi analiz edilmistir (sekil 3.9.) [91, 92]. Buna gore
TthCat sigir karaciger katalazina benzemektedir. Sekil 4.1.’de TthCat ve sigir
karaciger katalazinin {i¢ boyutlu yapis1 verilmistir. Buna gore yapisal olarak fazla
bir farlilik gozlenmemektedir. N” ucunda sigir karacigre katalazinda iheliks
fazlalig1 goriilmektedir. Bunun diginda proteininf katlanma yapilarinda (kirmizi)

ve C" ucunda herhangi bir degisiklik bulunmamaktadir. Katalazlarin sahip oldugu



85

aktif bolge ve hem baglanma bolgelerinin iki modelde de benzerliklerini ytliksek
oluslar1 ve eksik bolgelerin aktif bolgeye etki etmemesi TthCat proteininin gergek

katalazlar igerisinde oldugunu gostermektedir.

Katalaz geninin wrklar arasindaki benzerlik analizi ise 5’ kisimlarinin
dikey hizasi ile yapilmistir. Analize gore 3 farkl sustan gelen dizi bilgileri ile sus
bilgisi bulunmayan 3 farkli dizinin dikey hizalamasi sonucu bu bolgenin suslar
arasinda ¢ok biiylik bir farkliliga sahip olmadigin1 gostermistir. Bu 6 farkli susun
katalaz geni 5° bolgelerinin birbirleri arasinda korundugu gozlenmesi katalazin

alelik olarak veya suslar arasinda bir fark bulunmadigini 6nermektedir.

Katalaz geni 5’ bolgesi iizerine yapilan analizden alinan sonuca gore
SB210 veb1868 suslar1 arasinda dizi benzerliklerinin yiiksek yiizde ile korunmus
olmas1 calisma Oncesinde BI1868 susuna ait bulgularmn SB210 iginde

kullanilabilecegini 6nermktedir.

Katalaz geni kopya sayisi iizerine yapilan Biyoinformatik ve deneysel
bulgular genin tek kopya oldugunu ve B1868 susu icin yapilan tek kopya
onermesinin dogru oldugunu gostermektedir. bunu disinda yapilan Northern blot
analizi sonuglarinda kullanilan katalaz probunun tek bant olugturmasi da genin tek
bir transkripti oldugunu dolayisiyla genomda tek bir kopya ile temsil edildigini
gostermektedir.

Sekil 4.1. TtCat1p (A) ve Sigir Karaciger Katalazi (B) 3 Boyutlu Yapisi:
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TthCat genini rekombinant protein ifadesi i¢in 10 farkli mutasyon
olusturulmustur [73, 74]. Mutasyonlarin olusturulmasinda kullanilan primer
tasarimlar1 birlestirme reaksiyonlarinin etkin ¢alismamasina yol agmistir. Diger
bir durumda da olusturulan nokta mutasyonlar dizi analizi ile kontrol
edildiklerinde mutasyonlarmn yerlestirilemedigi fakat mutasyon deneyinin
tekrarlanip sonuglarin dizi analizi ile kontrol edildiklerinde yerlestikleri de

gorilmiistiir.

Ortiismenin  basarilamadigi  durumlarda oncelikle ilk birlestirme
reaksiyonu i¢in oturma sicaklignda gradiyent yapimustir. Ortiisme igin 45-55
°C’ler aras1 tavsiye edilmektedir [73, 74, 95]. Bu deney sonucunda oturma
sicakligi 49 °C olarak katalaz geni pargalar1 igin optimal oturma sicakligi degeri
olarak  kullanilmistir. Fakat diger bir problem primer tasarimindan
kaynaklanmaktadir. Primerler tasarlanirken olusturulan Ortiisen bolgeler olmasi
gereken en diisiik degere cok yakindir. Bu nedenle spesifiklik c¢ok diisiik
olacagidan bu bdlgelerin en az 18-20 baz ¢ifti olmasi gerekmektedir [73, 74, 95].
Bu bolgeler uzatilarak parcalarin belirli bir strateji kullanilmadan, bir tiip

icerisinde hepsinin sirasiyla birlestirilmesini saglayan yontemler de mevcuttur

[96, 97].

TthCat enziminin filogenetik analizi enzimin gergek katalaz grubu
icerisinde yer aldigim1 gostermektedir. Gergek katalazlar igerisinde yapilan
filogenetik aga¢ analizine gore ise enzimin omurgali gruplarina yakin oldugunu
goriilmektedir. Filogenetik agac¢ sonuglarina gore gergek katalazlarin 3 alt grubu
da ayirt edilmektedir. Buna gore TthCat 3 Gncl alt grup igerisine yer alan kiguk
alt iiniteli katalazlar arasinda yer almaktadir. Bu grupta sadece omurgali gruplar1

degil bakteriyel ve maya katalazlar1 da yer almaktadir [28-30].

TthCat rekombinant proteini Uretilerek SDS-Page ve Western Blot
analizleri yapilmustir. Ik yapilan deneyde proteinin kisa iiretildigi gdsterilmistir.
Bu durum nokta mutasyonlarda eksiklik oldugunu gostermektedir. Bir diger
durum ise protein kirilmasidir. Burada {iretilen protein GST ile flizyon
olusturdugu i¢cin 3 boyutlu yapisinda stabilizasyon eksikliginden kaynakli

kirilmalar olabilir. Bu nedenle protein kirik sekilde goriilebilir. Fakat burada nokta
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mutasyonlardan kaynakli bir sorun oldugu diisiiniilmiis ve mutasyonlar bastan
yapilmigtir. Protein analizi SDS-Page ile tekrarlanmistir. Buna gore 68-70 kDa
civarinda GST-TthCat rekombinant protein band1 olusmustur.

[Ik protein ifade deneyinde dayali yapilan Western Blotta yiizeyin
antikorlar tarafindan goriilmemesini saglamak i¢in kullanilan siittozu yag
icerdiginden hedef proteinlerin kullanilan antikorlar tarafindan goriilmesi de
engellenmistir. Kullanilan siittozu igeriginde yag bulundugu icin siittozu biitiin
yizeyi bloklayarak  deteksiyonu engellemistir. Bu nedenle yiizeyin

bloklanmasinda yagsiz siittozu ve ya alternatif maddeler kullanilmalidir.

TthCat mRNA ifadesi ve transkriptom sayisi Northern Blot deneyi ile
analiz edilmigstir. Normalde siirekli ifade edilen bir gen olarak davranan katalaz
[98, 99] Tetrahymena thermophila’nin aglik kosullarmda mRNA iiretmemistir. Bu
durum yiiklenen mRNA’larin yetersiz ve ya kalitesinde diisik oldugunu
gosterebilir, fakat RNA jeli fotograflarinda herhangi bir bozulma gézlenmemistir.
Ayrica yiliklenen RNA miktarlar1 da diger stres sartlar1 i¢cin aynidir. Bu durum
Tetrahymena thermophila aglik kosullarinda bazal metabolizma seviyesine indigi
ve sadece hayatsal enzimlerin tretildigi yaklagimi ile de agiklanabilir [48, 100].
Aclik sartlarinda sadece canlinin hayatta kalmasi i¢in gerekli enzimler sentezlenir.

Bu nedenlerden dolayi katalaz geni mRNA’sinin gozlenemedigi diisiiniilmektedir.

TthCat rekombinant proteininin aktivite analizi jel tabanli yapilmustir.
Deneyde kontrol katalazin aktivitesinin goriilmesi deneyin kontrol boyutunda
calistigini gdstermis fakat deney boyutunda ¢alismamustir. izole edilen proteinler
jelde boyanarak bakildiklarinda izolasyonun basarisiz oldugu goriilmiistiir. Bu

nedenle aktivite hakkinda net bir fikir bulunmamaktadir.

Sonug olarak Tetrahymena thermophila SB210 susuna ait katalaz geninin
gercek katalazlar icerisinde yer aldigi, genomda tek kopya olarak temsil edildigi,
okuma cergevesinin 1473 baz ¢ifti oldugu gosterilmistir. Enzim rekombinant
olarak iiretimi yapilmistir fakat aktivitesi gosterilmemistir. Enzimin farkli sartlar

altinda mRNA’sinn tiretildigi gosterilmistir.
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Ek-1 Dizi Analizinde Kullanilacak DNA Miktarmin Belirlenmesi i¢in Gerekli

Tablo
Biyiikliik (kb) 25 fmol ’ue denk 50 fmol ’Ve denk égggnggeﬁ
gelen deger (ng) gelen deger (nQ) deger (ng)
0.2 3.3 6.5 13
0.3 4.9 9.8 20
0.4 6.5 13 26
0.5 8.1 16 33
1.0 16 33 65
20 33 65 130
3.0 50 100 195
4.0 65 130 260
5.0 80 165 325
6.0 100 195 390
8.0 130 260 520
10.0 165 325 650
12.0 195 390 780
14.0 230 455 910
16.0 260 520 1040
18.0 295 585 1170
20.0 325 650 1300
48.0 790 1500 1500
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Ek-2 Tetrahymena thermophila B1868 ve SB210 Katalaz Dizilerinin Dikey
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Hizalanmasi

ATGACTGACACAAAGAATACATCAGTATTGACAACCTCTACTGGTTCTCCAGTTGATGAC
ATGACTGACACAAAGAATACATCAGTATTGACAACCTCTACTGGTTCTCCAGTTGATGAC

AACCAAAATTCCGTCACTGCAGGTGAATACGGTCCCGTCTTATTATAAGACTTCCATCTT
AACCAAAATTCCGTCACTGCAGGTGAATACGGTCCCGTCTTATTATAAGACTTCCATCTT

ATTGATAAGTTGGCTCACTTTGACAGAGAAAGAATCCCTGAAAGAGTCGTCCACGCCAAA
ATTGATAAGTTGGCTCACTTTGACAGAGAAAGAATCCCTGAAAGAGTCGTCCACGCCAAA

GGTGCTGGTGCTTGGGGTTACTTCGAAGTTACCCATGACGTTACCAAGTTCTGCAAGGCC
GGTGCTGGTGCTTGGGGTTACTTCGAAGTTACCCATGACGTTACCAAGTTCTGCAAGGCC

AAGGTCTTCGAAACTGTTGGTAAGAGAACTCCCGTCTTCACCAGATTCTCTACCGTTGGT
AAGGTCTTCGAAACTGTTGGTAAGAGAACTCCCGTCTTCACCAGATTCTCTACCGTTGGT

GGTGAAAAGGGTTCTGCTGATACTGAACGTGATCCTCGTGGTTTCGCAGTCAAGTTCTAC
GGTGAAAAGGGTTCTGCTGATACTGAACGTGATCCTCGTGGTTTCGCAGTCAAGTTCTAC

ACTGAAGAAGGCAATTGGGATATGGTTGGTAACAACACTCCCGTCTTCTTCATTAGAGAC
ACTGAAGAAGGCAATTGGGATATGGTTGGTAACAACACTCCCGTCTTCTTCATTAGAGAC

CCCATCAAATTCCCTGACTTCATTCACACCCAAAAGAGAAACCCTCAAACCAACCTCAAG
CCCATCAAATTCCCTGACTTCATTCACACCCAAAAGAGAAACCCTCAAACCAACCTCAAG

TGCGCTAACATGTTCTGGGACTTCTTT—————- GGTTCTGAATCTGCTCACTAGGTTACC
TGCGCTAACATGTTCTGGGACTTCCTTTCCTAGGTTCCTGAATCTGCTCACTAGGTTACC

ATTTTGTTCTCTGACAGAGGTACTCCCGATGGTTACAGAAGAATGAACGGTTACTCTTCT
ATTTTGTTCTCTGACAGAGGTACTCCCGATGGTTACAGAAGAATGAACGGTTACTCTTCT

CACACCTTCAAGTGGGTTAATGAATAAGGTGAAGCCTTCTGGGTTAAGCTCCACTTCAAG
CACACCTTCAAGTGGGTTAATGAATAAGGTGAAGCCTTCTGGGTTAAGCTCCACTTCAAG

ACTGACTCTGGTATTAAGAACTTCACTGCTGCTGAAGCTGATGCCCTTAAGTCTACCAAC
ACTGACTCTGGTATTAAGAACTTCACTGCTGCTGAAGCTGATGCCCTTAAGTCTACCAAC

CCTGACTACGCTACTGAAGACCTCTTCAAGCACATTGCTTAAGGTGGTAGCGCTTCTTGG
CCTGACTACGCTACTGAAGACCTCTTCAAGCACATTGCTTAAGGTGGTAGCGCTTCTTGG

ACCTTAAACGTCTAAGTTATGCCCATTAACGATGGCTACAAGTACAGATGGAACATTTTC
ACCTTAAACGTCTAAGTTATGCCCATTAACGATGGCTACAAGTACAGATGGAACATTTTC

GATGTTACCAAGGTCTGGCCCCATGGTGACTATCCTTTGATCCCTGTTGGTAAGCTCGTC
GATGTTACCAAGGTCTGGCCCCATGGTGACTATCCTTTGATCCCTGTTGGTAAGCTCGTC

TTAAACAGAAATCCTGAAAACTACTTTGCTGAAACTGAATAATCTGCTTTCTCTCCTTCC
TTAAACAGAAATCCTGAAAACTACTTTGCTGAAACTGAATAATCTGCTTTCTCTCCTTCC

CACTTAGTCCCTGGTATGGAACCCTCTTTGGATAAGATGCTCTAAGGTCGTCTCTTCTCT
CACTTAGTCCCTGGTATGGAACCCTCTTTGGATAAGATGCTCTAAGGTCGTCTCTTCTCT

TATCCCGATACCCACAGACACAGACTCGGTGCTAACTACGATCAAATTCCCGTTAACTGC
TATCCCGATACCCACAGACACAGACTCGGTGCTAACTACGATCAAATTCCCGTTAACTGC

CCCTACAGAGCCAGAGTATCCAACAACTAACGTGATGGTCCCATGTGCGTCAACGGTAAT
CCCTACAGAGCCAGAGTATCCAACAACTAACGTGATGGTCCCATGTGCGTCAACGGTAAT

CAAGGATCTAAAGTCAACTACGAACCTACCACTTTCCACAACTACAAGGTTAGACCCGAA
CAAGGATCTAGAGTCAACTACGAACCTACCACTTTCCACAACTACAAGGTTAGACCCGAA

ACCAAGCTCTCTACCCAAACACTCACTGGTTTAGTTGGTCGTTTCAAACCCGCTCACCCC
ACCAAGCTCTCTACCCAAAGAGTCACTGGTTTAGTTGGTCGTTTCAAACCCGCTCACCCC
*

AACGATGACTTCTCTCAACCCGGTGCTTTGTTCCGTAAGGTCATGTCAGATAAGGATAAA
AACGATGACTTCTCTCAACCCGGTGCTTTGTTCCGTAAGGTCATGTCAGATAAGGATAAA

TCTAACACCGTAAGCAACATTGTTGGCCACATTAAGAATGCTAACAGAGATATCCAAGAA
TCTAACACCGTAAGCAACATTGTTGGCCACATTAAGAATGCTAACAGAGATATCCAAGAA
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AGATAAGTCAGAATCTTCTACAAGTGCGATGCTGAATACGGTTCAAAGATTGCTACCGCT 1434
AGATAAGTCAGAATCTTCTACAAGTGCGATGCTGAATACGGTTCAAAGATTGCTACCGCT 1440

CTCGGCTTCCCTGCTAACAGATCTAACCTCTGA 1467
CTCGGCTTCCCTGCTAACAGATCTAACCTCTGA 1473
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Ek-3 Katalaz mRNA 5’ bélge analizinde kullamlan diziler

>gi1 146183613 ref| XM_001026590.2] Tetrahymena thermophila catalase
family protein, mRNA

ATTATCAATTAATTAAAGAAAAACTGAAGGAAAGAAGAAATGACTGACACAAAGAATACATCAGTA
TTGACAACCTCTACTGGTTCTCCAGTTGATGACAACCAAAATTCCGTCACTGCAGGTGAATACGGT
CCCGTCTTATTATAAGACTTCCATCTTATTGATAAGTTGGCTCACTTTGACAGAGAAAGAATCCCT
GAAAGAGTCGTCCACGCCAAAGGTGCTGGTGCTTGGGGTTACTTCGAAGTTACCCATGACGTTACC
AAGTTCTGCAAGGCCAAGGTCTTCGAAACTGTTGGTAAGAGAACTCCCGTCTTCACCAGATTCTCT
ACCGTTGGTGGTGAAAAGGGTTCTGCTGATACTGAACGTGATCCTCGTGGTTTCGCAGTCAAGTTC
TACACTGAAGAAGGCAATTGGGATATGGTTGGTAACAACACTCCCGTCTTCTTCATTAGAGACCCC
ATCAAATTCCCTGACTTCATTCACACCCAAAAGAGAAACCCTCAAACCAACCTCAAGTGCGCTAAC
ATGTTCTGGGACTTCCTTTCCTAGGTTCCTGAATCTGCTCACTAGGTTACCATTTTGTTCTCTGAC
AGAGGTACTCCCGATGGTTACAGAAGAATGAACGGTTACTCTTCTCACACCTTCAAGTGGGTTAAT
GAATAAGGTGAAGCCTTCTGGGTTAAGCTCCACTTCAAGACTGACTCTGGTATTAAGAACTTCACT
GCTGCTGAAGCTGATGCCCTTAAGTCTACCAACCCTGACTACGCTACTGAAGACCTCTTCAAGCAC
ATTGCTTAAGGTGGTAGCGCTTCTTGGACCTTAAACGTCTAAGTTATGCCCATTAACGATGGCTAC
AAGTACAGATGGAACATTTTCGATGTTACCAAGGTCTGGCCCCATGGTGACTATCCTTTGATCCCT
GTTGGTAAGCTCGTCTTAAACAGAAATCCTGAAAACTACTTTGCTGAAACTGAATAATCTGCTTTC
TCTCCTTCCCACTTAGTCCCTGGTATGGAACCCTCTTTGGATAAGATGCTCTAAGGTCGTCTCTTC
TCTTATCCCGATACCCACAGACACAGACTCGGTGCTAACTACGATCAAATTCCCGTTAACTGCCCC
TACAGAGCCAGAGTATCCAACAACTAACGTGATGGTCCCATGTGCGTCAACGGTAATCAAGGATCT
AGAGTCAACTACGAACCTACCACTTTCCACAACTACAAGGTTAGACCCGAAACCAAGCTCTCTACC
CAAAGAGTCACTGGTTTAGTTGGTCGTTTCAAACCCGCTCACCCCAACGATGACTTCTCTCAACCC
GGTGCTTTGTTCCGTAAGGTCATGTCAGATAAGGATAAATCTAACACCGTAAGCAACATTGTTGGC
CACATTAAGAATGCTAACAGAGATATCCAAGAAAGATAAGTCAGAATCTTCTACAAGTGCGATGCT
GAATACGGTTCAAAGATTGCTACCGCTCTCGGCTTCCCTGCTAACAGATCTAACCTCTGA

>gi 36309599 | gb]AY378080.1] Tetrahymena  thermophila  putative
catalase (CAT) mRNA, complete cds

GCAAATAATTATCAATTAATTAAAGAAAAACTGAAGGAAAGAAGAAATGACTGACACAAAGAATAC
ATCAGTATTGACAACCTCTACTGGTTCTCCAGTTGATGACAACCAAAATTCCGTCACTGCAGGTGA
ATACGGTCCCGTCTTATTATAAGACTTCCATCTTATTGATAAGTTGGCTCACTTTGACAGAGAAAG
AATCCCTGAAAGAGTCGTCCACGCCAAAGGTGCTGGTGCTTGGGGTTACTTCGAAGTTACCCATGA
CGTTACCAAGTTCTGCAAGGCCAAGGTCTTCGAAACTGTTGGTAAGAGAACTCCCGTCTTCACCAG
ATTCTCTACCGTTGGTGGTGAAAAGGGTTCTGCTGATACTGAACGTGATCCTCGTGGTTTCGCAGT
CAAGTTCTACACTGAAGAAGGCAATTGGGATATGGTTGGTAACAACACTCCCGTCTTCTTCATTAG
AGACCCCATCAAATTCCCTGACTTCATTCACACCCAAAAGAGAAACCCTCAAACCAACCTCAAGTG
CGCTAACATGTTCTGGGACTTCTTTGGTTCTGAATCTGCTCACTAGGTTACCATTTTGTTCTCTGA
CAGAGGTACTCCCGATGGTTACAGAAGAATGAACGGTTACTCTTCTCACACCTTCAAGTGGGTTAA
TGAATAAGGTGAAGCCTTCTGGGTTAAGCTCCACTTCAAGACTGACTCTGGTATTAAGAACTTCAC
TGCTGCTGAAGCTGATGCCCTTAAGTCTACCAACCCTGACTACGCTACTGAAGACCTCTTCAAGCA
CATTGCTTAAGGTGGTAGCGCTTCTTGGACCTTAAACGTCTAAGTTATGCCCATTAACGATGGCTA
CAAGTACAGATGGAACATTTTCGATGTTACCAAGGTCTGGCCCCATGGTGACTATCCTTTGATCCC
TGTTGGTAAGCTCGTCTTAAACAGAAATCCTGAAAACTACTTTGCTGAAACTGAATAATCTGCTTT
CTCTCCTTCCCACTTAGTCCCTGGTATGGAACCCTCTTTGGATAAGATGCTCTAAGGTCGTCTCTT
CTCTTATCCCGATACCCACAGACACAGACTCGGTGCTAACTACGATCAAATTCCCGTTAACTGCCC
CTACAGAGCCAGAGTATCCAACAACTAACGTGATGGTCCCATGTGCGTCAACGGTAATCAAGGATC
TAAAGTCAACTACGAACCTACCACTTTCCACAACTACAAGGTTAGACCCGAAACCAAGCTCTCTAC
CCAAACACTCACTGGTTTAGTTGGTCGTTTCAAACCCGCTCACCCCAACGATGACTTCTCTCAACC
CGGTGCTTTGTTCCGTAAGGTCATGTCAGATAAGGATAAATCTAACACCGTAAGCAACATTGTTGG
CCACATTAAGAATGCTAACAGAGATATCCAAGAAAGATAAGTCAGAATCTTCTACAAGTGCGATGC
TGAATACGGTTCAAAGATTGCTACCGCTCTCGGCTTCCCTGCTAACAGATCTAACCTCTGATTACT
TTATAAAATATTCCAATCAAATAATTCATTCATTATTAGTTAGTACTTCATAATTATCTATGTACC
AGTAGTTAGTTTTTTTATAAAAATATGCTTCATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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>gi]18197770]gb|BM397717.1|BM397717 5009-0-36-A06.t.1
Chilcoat/Turkewitz cDNA (large fraction) Tetrahymena thermophila
cDNA, mRNA sequence

CAGACTGACCACGCGGGGCGGCCGCTCTAATAAATAATTATCAATTAATTAAAGAAAAACTGAAGG
AAAGAAGAAATGACTGACACAAAGAATACATCAGTATTGACAACCTCTACTGGTTCTCCAGTTGAT
GACAACCAAAATTCCGTCACTGCAGGTGAATACGGTCCCGTCTTATTATAAGACTTCCATCTTATT
GATAAGTTGGCTCACTTTGACAGAGAAAGAATCCCTGAAAGAGTCGTCCACGCCAAAGGTGCTGGT
GCTTGGGGTTACTTCGAAGTTACCCATGACGTTACCAAGTTCTGCAAGGCCAAGGTCTTCGAAACT
GTTGGTAAGAGAACTCCCGTCTTCACCAGATTCTCTACCGTTGGTGGTGAAAAGGGTTCTGCTGAT
ACTGAACGTGATCCTCGTGGTTTCGCAGTCAAGTTCTACACTGAAGAAGGCAATTGGGATATGGTT
GGTAACAACACTCCCGTCTTCTTCATTAGAGACCCCATCAAATTCCCTGACTTCATTCACACCCAA
AAGAGAAACCCTCAAACCAACCTCAAGTGCGCTAACATGTTCTGGGACTTCCTTTCCTAAGTTCCT
GAATCTGCTCACTAGGTTACCATTTTGTTCTCTGACAGAGGTACTCCCGATGGTTACAGAAGAATG
ACGGGTACTCTTTCACACCTTCAGTGGGTTAATGATTACGTGAGCCTTCTGGTTAGCTCAATTCAG
AATGCCCTGGTTTAGAACTTCCTGCGCTAAGCGATCCTTAGTACACGCCGATAGTAGAGGCCTTTG
CTTTGTATGGTTTCTCTCTTCTTCTTCTTTATCCATAGGGTACAAAAGAAATGAACAGAGCCGAGA
TCACACGGAGCAGACAAACGAGAAGTCACCAGAGAGAGA

>gi]18198808|gb|BM398755.1|BM398755 5009-0-49-G10.t.1
Chilcoat/Turkewitz cDNA (large fraction) Tetrahymena thermophila
cDNA, mRNA sequence

ACAAGCGAGCTCACGCGGGGCGGCCGCCTAATAATATTATCATTATTAAGAAAAACTGAAGGAAAG
AAGAAATGACTGACACAAAGAATACATCAGTATTGACAACCTCTACTGGTTCTCCAGTTGATGACA
ACCAAAATTCCGTCACTGCAGGTGAATATGGTCCCGTCTTATTATAAGACTTCCATCTTATTGATA
AGTTGGCTCACTTTGACAGAGAAAGAATCCCTGAAAGAGTCGTCCACGCCAAAGGTGCTGGTGCTT
GGGGTTACTTCGAAGTTACCCATGACGTTACCAAGTTCTGCAAGGCCAAGGTCTTCGAAACTGTTG
GTAAGAGAACTCCCAGTCTTCACCAGATTCTCTACCGTTGGTGGTGAAACAGGGTTCTGCTGATAC
TGAACGTGATCCATCGTGGTTTCGCAGTCAAGTTCTACACTGAAGAAGGCAATTGGGATATGGTTG
GTAACAACACTCCCGTCTTCTTCATTAGAGACCCCATCAAATTCCCTGACTTCATTCACACCCAAA
AGAGAAAACCTCAAACCAACCTCAAGTGCGCTAACATGTTCTGGGACTTCCTTTCCTAGGTTCCTG
AATCTGATCACT

>gi]18200102|gb|BM400049.1 | BM400049 5009-0-65-D09.t.1
Chilcoat/Turkewitz cDNA (large fraction) Tetrahymena thermophila
cDNA, mRNA sequence

TAGCCGGGGGCGGACAGNTGAAAGCTGAGCTCACGCCGGGTTTCGCTCTAATATAATTATCAATTA
ATTATGAAAAACGAAGGAAAGAAGAAATGACTGACACAAAGAATACATCAGTATTGACAACCTCTA
CTGGTTCTCCAGTTGATGACAACCAAAATTCCGTCACTGCAGGTGAATACGGTCCCGTCTTATTAT
AAGACTTCCATCTTATTGATAAGTTGGCTCACTTTGACAGAGAAAGAATCCCTGAAAGAGTCGTCC
ACGCCAAAGGTGCTGGTGCTTGGGGTTACTTCGAAGTTACCCATGACGTTACCAAGTTCTGCAATG
CCAATGTCTTCGAAACTGTTGGTAAGAGAACTCCCGTCTTCACCAGATTCTCTACCGTTGGTGGTG
AAAAGGGTTCTGCTGATACTGAACGTGATCCTCGTGGTTTCGCAGTCCAGTTCTTACACTGAAAAA
AGGGCATTGGGGAAATGGGTGGGTAACAACATTCCGGTTTTCTCCTTAAAAAACCCCATCAAATTC
CCTGAACTTCATTCACACCCAAAAGAAAAACCCTCAAACCAACCTCAAGTGCGCTAACATGTTCTG
GGACTTCCTTTCCTAGGTTCCTGAATCTGCTCACTAGGTTACCATTTGGTACTCTGACAGAGGTAC
TCCCGATGGTTACAGAAGAATGAACGGTTACTCTTCTCACACCTTCAAGTGGGTTAATGAATAAGG
GGAAGCCTTCTGGGGTTAAGCTCCAATTCAAGAATGACTCTGGACATTAGAACTCCCTGCTGGCGA
AACGAAGCCCAGAGATTACAAAACCGATAACCCCACGAAAACCGTTCAAGAGCGAGGGAAAGGGTG
AACGCACGTGGACCTAAAAAGCCAAAGTAGCCCAT

>gi]47040092]gh|CN588290.1]CN588290 TTEO0008396 Normalized large
Tetrahymena thermophila cDNA, mRNA sequence

GACTGACACAAAGAATACATCAGTATTGACAACCTCTACTGGTTCTCCAGTTGATGACAACCAAAA
TTCCGTCACTGCAGGTGAATACGGTCCCGTCTTATTA
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>gi]47048298|gb|CN596494 1| CN596494 TTEO0008160 Normalized large
Tetrahymena thermophila cDNA, mRNA sequence

AGGAAAGAAGAAATGACTGACACAAAGAATACATCAGTATTGACAACCTCTACTGGTTCTCCAGTT
GATGACAACCAAAATTCCGTCACTGCAGGTGAATACGGTCCCGTCTTATTATAAGACTTCCATCTT
ATTGATAAGTTGGCTCACTTTGACAGAGAAAGAATCCCTGAAAGAGTCGTCCACGCCAAAGGTGCT
GGTGCTTGGGGTTACTTCGAAGTTACCCATGACGTTACCAAGTTCTGCAAGGCCAAGGTCTTCGAA
ACTGTTGGTAAGAGAACTCCCGTCTTCACCAGATTCTCTACCGTTGGTGGTGAAAAGGGTTCTGCT
GATACTGAACGTGATCCTCGTGGTTTCGCAGTCAAGTTCTACACTGAAGAAGGCAATTGGGATATG
GTTGGTAACAACACTCCCGTCTTCTTCATTAGAGACCCCATCAAATTCCCTGACTTCATTCACACC
CAAAAGAGAAACCCTCAAACCAACCTCAAGTGCGCTAACATGTTCTGGGACTTCCTTTCCTAGGTT
CCTGAATCTGCTCACTAGGTTACCATTTTGTTCTCTGACAGAGGTACTCCCGATGGTTACAGAAGA
ATGAACGGTTACTCTTCTCACACCTTCAAGTGGGTTAATGAATAAGGTGAAGCCTTCTGGGTTAAG
CTCCACTTCAAGACTGACTCTGGTATTAAGAACTTCACTGCTGCTGAAGCTGATGCCCTTAAGTCT
ACCAACCCTGACTACGCTACTGAAGACCTCTTCAAGCACATTGCTTAAGGTGGTAGCGCTTCTTGG
ACCTTAAACGTCTAAGTTATGCCCATTAACGATGGCTACAAGTACAGATGGAACATTTTCGATGTT
AC

>gi]47050837]gb]CN599033.1]CN599033 TTEO0007468 Normalized large
Tetrahymena thermophila cDNA, mRNA sequence

AGGAAAGAAGAAATGACTGACACAAAGAATACATCAGTATTGACAACCTCTACTGGTTCTCCAGTT
GATGACAACCAAAATTCCGTCACTGCAGGTGAATACGGTCCCGTCTTATTATAAGACTTCCATCTT
ATTGATAAGTTGGCTCACTTTGACAGAGAAAGAATCCCTGAAAGAGTCGTCCACGCCAAAGGTGCT
GGTGCTTGGGGTTACTTCGAAGTTACCCATGACGTTACCAAGTTCTGCAAGGCCAAGGTCTTCGAA
ACTGTTGGTAAGAGAACTCCCGTCTTCACCAGATTCTCTACCGTTGGTGGTGAAAAGGGTTCTGCT
GATACTGAACGTGATCCTCGTGGTTTCGCAGTCAAGTTCTACACTGAAGAAGGCAATTGGGATATG
GTTGGTAACAACACTCCCGTCTTCTTCATTAGAGACCCCATCAAATTCCCTGACTTCATTCACACC
CAAAAGAGAAACCCTCAAACCAACCTCAAGTGCGCTAACATGTTCTGGGACTTCCTTTCCTAGGTT
CCTGAATCTGCTCACTAGGTTACCATTTTGTTCTCTGACAGAGGTACTCCCGATGGTTACAGAAGA
ATGAACGGTTACTCTTCTCACACCTTCAAGTGGGTTAATGAATAAGGTGAAGCCTTCTGGGTTAAG
CTCCACTTCAAGACTGACTCTGGTATTAAGAACTTCACTGCTGCTGAAGCTGATGCCCTTAAGTCT
ACCAACCCTGACTACGCTACTGAAGACCTCTTCAAGCACATTGCTTAAGGTGGTAGCGCTTCTTGG
ACCTTAAACGTCTAAGTTATGCCCATTAACGATGGCTACAAGTACAGATGGAACATTTTCGATGTT
ACCAAGGTCTGGCCCCATGGTGACTATCCTTTGATCCCTGTTGGTAAGCTCG
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Ek-4 Filogenetik Aga¢ Analizinde Kullanilan diziler I

>6278 | MavKat01 | [Mycobacterium avium] JActinobacterial Catalase;
complete.

MVLPHGRKGRKERQHMATDHTSDAPDPKQRDLESARFRRDTGYLTTQQGVRVDHTDDALTVGERGP
TLLEDFHAREKITHFDHERIPERVVHARGAGAYGYFEPYDDRLAQYTAAKFLTSPGTRTPVFVRFS
TVAGSRGSADTVRDVRGFATKFYTEQGNYDLVGNNFPVFF1QDG I KFPDFVHAVKPEPHNE 1PQAQ
SAHDTLWDFVSLQPETLHAIMWLMSDRALPRSYRMMQGFGVHTFRLVNARGEGTFVKFHWKPRLGV
HSLIWDECQKTAGKDPDYNRRDLWEAIESGQYPEWELGVQLVAEDDEFSFDFDLLDATKI I1PEEQV
PVLPVGKMVLNRNPDNFFAETEQVAFHTANVVPGIDFTNDPLLQFRNFSYLDTQL IRLGGPNFAQL
PVNRPVAQVRTNQHDGYGQHAIPQGRSSYFKNS I GGGCPALADEDVFRHYTQRVDGQTMRKRAEAF
QNHYGQARMFFKSMSPVEAEH I VAAFAFELGKVEMPE IRSAVVAQLARVDDQLAAQVAAKLGLPEP
PEEQVDESAPVSPALSQVTDGGDT IASRRIAVLAADGVDVVGTQRFTELMEQRGAVVEVLAPVAGG
TLAGGSGGELRVDRSFTTMASVLYDAVVVACGPRSVSTLSDDGYAVHFVTEAYKHLKP IGAYGAGV
DLLRKAGIGNRLAEDTDVLNDQAVVTTKAAADELPERFAEEFAAALAQHRCWQRRTDAVPA

>5321|EcoKatE| [Escherichia coli]]|Gammaproteobacteria]l] Catalase;
complete.

MSQHNEKNPHQHQSPLHDSSEAKPGMDSLAPEDGSHRPAAEPTPPGAQPTAPGSLKAPDTRNEKLN
SLEDVRKGSENYALTTNQGVRIADDQNSLRAGSRGPTLLEDFILREKITHFDHERIPERIVHARGS
AAHGYFQPYKSLSD I TKADFLSDPNKITPVFVRFSTVQGGAGSADTVRDIRGFATKFYTEEGIFDL
VGNNTP I FF1QDAHKFPDFVHAVKPEPHWA T PQGQSAHDTFWDYVSLQPETLHNVMWAMSDRG I PR
SYRTMEGFGIHTFRL INAEGKATFVRFHWKPLAGKASLVWDEAQKLTGRDPDFHRRELWEAIEAGD
FPEYELGFQL I PEEDEFKFDFDLLDPTKL IPEELVPVQRVGKMVLNRNPDNFFAENEQAAFHPGHI
VPGLDFTNDPLLQGRLFSYTDTQISRLGGPNFHEIP INRPTCPYHNFQRDGMHRMG IDTNPANYEP
NS INDNWPRETPPGPKRGGFESYQERVEGNKVRERSPSFGEYYSHPRLFWLSQTPFEQRHIVDGFS
FELSKVVRPY IRERVVDQLAH IDLTLAQAVAKNLGIELTDDQLNITPPPDVNGLKKDPSLSLYAIP
DGDVKGRVVAILLNDEVRSADLLAILKALKAKGVHAKLLYSRMGEVTADDGTVLP IAATFAGAPSL
TVDAVIVPCGNIAD IADNGDANYYLMEAYKHLKP IALAGDARKFKAT IK1ADQGEEG I VEADSADG
SFMDELLTLMAAHRVWSRIPKIDKIPA

>5281|BtKat0l1][Bos taurus]|Deuterostomia] Catalase; complete.

MADNRDPASDQMKHWKEQRAAQKPDVLTTGGGNPVGDKLNSLTVGPRGPLLVQDVVFTDEMAHFDR
ERIPERVVHAKGAGAFGYFEVTHD I TRYSKAKVFEHIGKRTP IAVRFSTVAGESGSADTVRDPRGF
AVKFYTEDGNWDLVGNNTP I FFIRDALLFPSF IHSQKRNPQTHLKDPDMVWDFWSLRPESLHQVSF
LFSDRGIPDGHRHMNGYGSHTFKLVNANGEAVYCKFHYKTDQG I KNLSVEDAARLAHEDPDYGLRD
LFENATATGNYPSWTLY 1QVMTFSEAE I FPFNPFDLTKVWPHGDYPL I PVGKLVLNRNPVNYFAEVE
QLAFDPSNMPPGIEPSPDKMLQGRLFAYPDTHRHRLGPNYLQIPVNCPYRARVANYQRDGPMCMMD
NQGGAPNYYPNSFSAPEHQPSALEHRTHFSGDVQRFNSANDDNVTQVRTFYLKVLNEEQRKRLCEN
1TAGHLKDAQLF 1QKKAVKNFSDVHPEYGSR 1 QALLDKYNEEKPKNAVHTYVQHGSHLSAREKANL

>5282|HsKatO1 | [Homo sapiens]|Deuterostomia] Catalase; complete.

MADSRDPASDQMQHWKEQRAAQKADVLTTGAGNPVGDKLNV I TVGPRGPLLVQDVVFTDEMAHFDR
ERIPERVVHAKGAGAFGYFEVTHD I TKYSKAKVFEHIGKKTP IAVRFSTVAGESGSADTVRDPRGF
AVKFYTEDGNWDLVGNNTP I FFIRDP ILFPSF ITHSQKRNPQTHLKDPDMVWDFWSLRPESLHQVSF
LFSDRGIPDGHRHMNGYGSHTFKLVNANGEAVYCKFHYKTDQG I KNLSVEDAARLSQEDPDYGIRD
LENATATGKYPSWTFY 1QVMTFNQAETFPFNPFDLTKVWPHKDYPL I PVGKLVLNRNPVNYFAEVE
QIAFDPSNMPPGIEASPDKMLQGRLFAYPDTHRHRLGPNYLHIPVNCPYRARVANYQRDGPMCMQD
NQGGAPNYYPNSFGAPEQQPSALEHS 1QYSGEVRRFNTANDDNVTQVRAFYVNVLNEEQRKRLCEN
TAGHLKDAQIF1QKKAVKNFTEVHPDYGSH I QALLDKYNAEKPKNAITHTFVQSGSHLAAREKANL

>5264 | PtetKatOl][Paramecium  tetraurelia]|Ciliophora] Catalase;
complete.

MSDNSDNVLTQSTGCPVDDNQNSLTAGEYGP I LLQDTHL 1 DKLAHFDRER I PERVVHAKGAGAYGY
FEVTGDVTKYTKAKFLDTVGKRTPIFTRFSTVGGEKGSADSERDPRGFAVKFYTEEGNYDMTGNNT
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PVFFIRDPSKFPDFIHTQKRNPQTNLKDANMFWDFLSLVPESAHQVT ILFSNRGTPNGYRHMNGYT
SHTFRWVNKEGEAFW I KLHFKTDSGNKTFTGAEADELKRTNADYATQDLFEHLATGKTATWTVQVQ
VMPEQDGFKYKWN I FDVTKVWPHSDYPCLNFGKMVLNRNPENYFQEVEQSAFSPGHLVPGIEPSLD
KMLQGRLFSYPDTHRHRLGTNYTQLPVNCPYRARV INQQRDGPQSYNNQGNRPNYEPNSFQPLKMI
PETKTSQYRVTGL 1GRYKPSHPNDDFAQPGVLYRKVMNDFERQWL I TNTVGNLKNANRV IQERQVK
VFTKCDPEYGEKIAQGLGFPNNKARL

>4097| TthKatOl1 | [Tetrahymena  thermophila]|Ciliophoral Catalase;
complete.

MTDTKNTSVLTTSTGSPVDDNQNSVTAGEYGPVLLQDFHL IDKLAHFDRER I PERVVHAKGAGAWG
YFEVTHDVTKFCKAKVFETVGKRTPVFTRFSTVGGEKGSADTERDPRGFAVKFYTEEGNWDMVGNN
TPVFFIRDP IKFPDF ITHTQKRNPQTNLKCANMFWDFFGSESAHQVT I LFSDRGTPDGYRRMNGYSS
HTFKWYNEQGEAFWVKLHFKTDSG IKNFTAAEADALKSTNPDYATEDLFKHIAQGGSASWTLNVQV
MPINDGYKYRWN I FDVTKVWPHGDYPL IPVGKLVLNRNPENYFAETEQSAFSPSHLVPGMEPSLDK
MLQGRLFSYPDTHRHRLGANYDQ I PVNCPYRARVSNNQRDGPMCVNGNQGSKVNYEPTTFHNYKVR
PETKLSTQTLTGLVGRFKPAHPNDDFSQPGALFRKVMSDKDKSNTVSNIVGHIKNANRD IQERQVR
IFYKCDAEYGSKIATALGFPANRSNL

>4578 | MboCP0O1_AF2122/97] [Mycobacterium bovis]|Actinobacterial
Catalase peroxidase; complete.

MPEQHPP I TETTTGAASNGCPVVGHMKYPVEGGGNQDWWPNRLNLKVLHQNPAVADPMGAAFDYAA
EVATIDVDALTRDIEEVMTTSQPWWPADYGHYGPLF IRMAWHAAGTYR IHDGRGGAGGGMQRFAPL
NSWPDNASLDKARRLLWPVKKKYGKKLSWADL IVFAGNCALESMGFKTFGFGFGRVDQWEPDEVYW
GKEATWLGDERYSGKRDLENPLAAVQMGL I YVYNPEGPNGNPDPMAAAVD I RETFRRMAMNDVETAA
L1VGGHTFGKTHGAGPADLVGPEPEAAPLEQMGLGWKSSYGTGTGKDAITSGIEVVWTNTPTKWDN
SFLEILYGYEWELTKSPAGAWQYTAKDGAGAGT IPDPFGGPGRSPTMLATDLSLRVDPIYERITRR
WLEHPEELADEFAKAWYKL IHRDMGPVARYLGPLVPKQTLLWQDPVPAVSHDLVGEAETASLKSQI
LASGLTVSQLVSTAWAAASSFRGSDKRGGANGGR IRLQPQVGWEVNDPDGDLRKYV IRTLEE1QESF
NSAAPGNIKVSFADLVVLGGCAAIEKAAKAAGHN I TVPFTPGRTDASQEQTDVESFAVLEPKADGF
RNYLGKGNPLPAEYMLLDKANLLTLSAPEMTVLVGGLRVLGANYKRLPLGVFTEASESLTNDFFVN
LLDMGITWEPSPADDGTYQGKDGSGKVKWTGSRVDLVFGSNSELRALVEVYGADDAQPKFVQDFVA
AWDKVMNLDRFDVR

>2717|EcoCP01_CFTO73] [Escherichia coli]|Gammaproteobacterial
Catalase peroxidase; complete.

MYRNGNTVEGSTLMSTSDD IHNTTATGKCPFHQGGHDQSAGGGTTTRDWWPNQLRVDLLNQHSNRS
NPLGEDFDYRKEFSKLDYYGLKKDLKALLTESQPWWPADWGSYAGLF IRMAWHGAGTYRSIDGRGG
AGRGQQRFAPLNSWPDNVSLDKARRLLWP IKQKYGQKISWADLF I LAGNVALENSGFRTFGFGAGR
EDVWEPDLDVNWGDEKAWLTHRHPEALAKAPLGATEMGL 1YVNPEGPDHSGEPLSAAAAIRATFGN
MGMNDEETVAL IAGGHTLGKTHGAGPTSNVGPDPEAAP IEEQGLGWASTYGSGVGADAITSGLEVY
WTQTPTQWSNYFFENLFKYEWVQTRSPAGAIQFEAVDAPE 1 I PDPFDPSKKRKPTMLVTDLTLRFD
PEFEK1SRRFLNDPQAFNEAFARAWFKLTHRDMGPKSRY IGPEVPKEDL IWQDPLPQP 1'YNPTEQD
1 1 DLKFATADSGLSVSELVSVAWASASTFRGGDKRGGANGARLALMPQRDWDVNAAAVRALPVLEK
1QKESGKASLADI IVLAGVVGVEKAASAAGLS IHVPFAPGRVDARQDQTD I EMFELLEP IADGFRN
YRARLDVSTTESLL IDKAQQLTLTAPEMTALVGGMRVLGANFDGSKNGVFTDRVGVLSNDFFVNLL
DMRYEWKATDESKELFEGRDRETGEVKYTASRADLVFGSNSVLRAVAEVYASSDAHEKFVKDFVAA
WVKVMNLDRFDLL

>2649|VvuCP_YJO16|[Vibrio vulnificus] |Gammaproteobacterial
Catalase peroxidase; complete.

MEHKPTHTSGQCPVMHGGATSSNSSNVAWWPKALNLD I LHQHDRKSNPMGADFSYREELKKLDVEA
LKRDLKALMTDSQDWWPADWGHYGGLM I RMAWHSAGSYRVGDGRGGADTGNQRFAPLNSWPDNANL
DKARRLLWP IKQKYGNK ISWADLMILAGNMAYESMGLKTFGFAFGRED IWHPEKD 1 YWGAEQEWLA
PSGAENSRYSGERDLENPLAAVMMGL 1 YVNPEGVDGNPDPLKTAKDMRVTFARMGMNDEETVALTA
GGHTVGKAHGNGNAANLGADPESADLEEQGLGWNNHKSRG IGRDTVTSGIEGAWTTNPTQWDNGFF
HLLFSYDWWLQKSPAGAWQWEPVN I KEEDKPVDVEDPT IRHNP IMTDADMALKLDPEYRKISERFH
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KDPAYFSETFARAWFKLTHRDMGPKARYFGPDVPVEEL IWQDPVPTGRKDYDVDAVKAK I TASGLS
TGELVSTAWDSARTFRNSDKRGGANGAR IRLAPQKDWLGNEPEKLAKVLNVLEATASEFNISVADT
1VLAGNVGVEQAAKAAGIAITVPFAAGRGDAT IEQTDVESFEVLEP I ADGFRNWQKQHYAVNPEEL
LLDRAQLLGLSAPEMTVLIGGLRVIGTNHGDNKHGVFTDNVGALSNDFFVNLTDMRYTWKPTGRNS
YDIVERNSGNVKWTATRVDLVFGSNS I LRAYAEVYAQDDNKEKFVKDFVAAWTKVMNADRFDI

>5224|AnCPO1 | [Aspergillus niger]]Ascomycota] Catalase peroxidase;
complete.

MAEAKCPFSQSRSNANVAGGGTRNTDWWPDQLNLG I LRQHAPASNPFERDFDYTAAFNSLDYYALK
KDLHALMTDSQDWWPADFGHYGGLF IRMAWHSAGTYRVFDGRGGGGQGQQRFAPLNSWPDNASLDK
ARRLLWP IKQKYGAK I SWADLMLLAGNVALESMGFKTYGFSGGRADTWEADESVYWGGESTWMGND
VRYSDGFPGVTKHGALSGDEPPHRNIHTRDLEKPLAASHMGL 1YVNPEGPDGNPDPVAAARDIRTT
FGRMGMNDEETVAL IAGGHSFGKTHGAASSENVDVEPAAAGLENQGLGWSNRYQSGKGPHTITSGI
EVTWTKTPTKWSHAFLEYLFRFDWELTKSPGGANQWQAKNTEAT IPDAYDPSKKHLPKMLTTDLSL
RYDPAYEKIARRFLDHPDEFADAFSRAWFKLLHRDMGPRTRY IGPEAPTEDL IWQDP I1PAVNHTLV
DANDIAALKRT ILDTGLNKSNFVSTAWASASTFRGTDKRGGANGAR IRLAPQRQWEVNNQPWLEET
LSALEK1QKDFNDRVSSTGKKISLADL 1VLAGCAAVEKAAQEAGQT I TVPFTPGRMDASQEQTEVE
SFSHLEPVADGFRNYGKSSSRVRAEHYLVDKAHLLTLTAPEMTVLVGGLRVLNTNYDGSKHGVLTS
SPGRLTNDFFTNVLDMNTAWKAKDGGRDLYEGTDRKTGQPKWTATRADLVFGSHAELRALAEVYGS
SDGQEKFVKDFVSAWDKVMNLDRFDLKGSG IARSKL

>5411|SpurCPO1] [Strongylocentrotus purpuratus] |Deuterostomial
Catalase peroxidase; partial.

MSTSDD IHNTTATGKCPFHQGGHDQSAGAGT TTRDWWPNQLRVDLLNQHSNRSNPLGEDFDYRKEF
SKLDYYGLKKDLKALLTESQPWWPADWGSYAGLF IRMAWHGAGTYRS IDGRGGAGRGQQRFAPLNS
WPDNVSLDKARRLLWP 1KQKYGQK I SWADLF I LAGNVALENSGFRTFGFGAGRETS

>2552|CreCPO1| [Chlamydomonas reinhardtii]|Chlorophyta] Catalase
peroxidase; complete.

MRRRLAFLSTVATVSGLPAAYPLTPCPLFPVLYDRAAAAKLDLAAVRADLTALMTDSQDWWPADWG
HYGPLLVRQAWHCAGSYRSSDGRGGCDGGRQRFDPERSWDDNTNLDKAKALLWP IKQKYGAALSWG
DLI1LAGDVAISSMGGPVLGFCGGR IDDLDGSESVPLGPSPEQEALMPCPVQGDCQSPLGQONTLGL
1YVNPEGPMGQPLPERSAAQIREVFGRMGMDDAETVAL I GGGHAFGKAHGACPTGPGPSPREAPDA
PWPGTCGDGRGNRTFTSGFEGPWTTTPTAWDNQYFQMLTTDVALLHDDSYRALVGLFAANLTALEH
SFKHAWYKLVTRDMGPVTRCLGPDVPPPQPFQDPLPPPPPGPAPDYARLARD I ARALRRPSPAAEP
DTVHGRPHYGALFVTLAWQCASTFRETDYSGGCNGAR IRFAPQKDWPQNAYMDSVLAVLEPLKAAY
PPTLSSADLIVLAGTVALQEALAEAEAEAAAGCQQGTGPCTAAPGSGSGGVRLRFCGGRVDAVEGG
QAGHAQPPRVLADK ILQVRDNAHVMGLSLREAVALAARPRSPSQQRRLGYSGAWTPAPSRLSNQYF
KVLLGEAWQRGYSSEGLEEFSAAGGGKGLFMTPSDLAIKWDAEMLA TAQEFASDNTAFLQTFAAAW
TRLMNADRFDGPDGNLCNDDEGGELAGALLGAAAVAAEEGARAASEKAAAVVQLVLEASYGAAARY
EEEFVEL

>5235|SerMnCat| [Saccharopolyspora erythraea] |Actinobacterial
Manganese Catalase; complete.

MFYHVQRMINE I VPDEPDPGAANALQEGLGGQFGEMRTMMQYLFQSFNFRGAEAKPYRDLLHGIGT
EEISHVELIATTIARLLDGSPRYQGNPTELDEPAAGGGTPLSNALSQGN IHHFLVGAQGAMPVDAV
GNPWSGSYVYNSGNLVLDLLYNLMLESTGRLQKCRIYEMSSNRTLRSTVSYL1VRDQAHENAYAKA
LESLGVDWGRTLP IPKTRAERYPEVAALLEQGLENRQYTFSLDNLSEAGKLFRATSPSDGDKTLST
AQAPEGVPIEIADPRPEEFSPGLDPALLELVQATAEQELAEAEEPVRYGSTS

>6175|NthMnCat] [Natranaerobius thermophilus]|Firmicutes| Manganese
Catalase; complete.

MFNHDKQLLQQVKVDRPNPTYAAMLQEQLGGPNGELKAAMQY ISQSFRIKDPE IKDLFLDI1GAEEL
SHMEMVAAT INMLYGHDPATTSVRAGNVEPQVVGGLTPLLQDASGNPWSAQYVNSTGDLAADLLSN
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1AAEQRAKVVYEYLYRQINDNGVRET IDFLLNREEAHNALFREALNKVQSKGSNKDFGVDQDARLY
FDLSTPGQHFSAPQPTPPAFQTPRRN

>6155]|SariMnCat][Salmonella arizonae] | Gammaproteobacterial
Manganese Catalase; complete.

MFRHVKQLQYTVRVSEPNPGLANLLLEQFGGPQGELAAACRYFTQGLSDDDAGRREMLMDIATEEL
SHLE I 1GSLVGMLNKGAKGELAEGTESEAELYRSLTQNGNDSHITSLLYGGGPALTNSGGVPWTAA
YIDTIGEVTADLRSNIAAEARAKT IYERL INLTDDPGVKDTLSFLMTREVAHQLSFEKALYSIRNN
FPPGKLPPVEQYTDVYYNMSQGDDPRGSWNSDENFNY 1 AEPMPAVDGGDGLATVKLPREQLALLKA
MAERTKSDLTVDPLTGAELGCGEPKEDK

>6134|BmaMnCatOl] [Blastopirellula marina] |Other Bacterial|
Manganese Catalase; complete.

MYHHVKKLMYTVDVGTPDPRFGKMLLEQFGGANGELAAALQYSIQGINCEDPKRKDLLLDIGTEEL
SHLEVIGSLARMHLKPLKDGDRDEAEADPL IAVVGGGGVSLNNSQGNPWTADYLKVTGQLEVDLRS
NMAAEARAKITYERL 1QYCDDPGTKDALKFLMTRE I THMKAFG IALESMGKGPLE 1GDMP 1VDEYV
NQFYNDSTGEGEMGEDLDGPWNSGKEWKRVDNPAFEMYQNGAASKAGTKKKAKKKAKKKAAK

>5502 | TeMnCat_NG80-2| [Thermus thermophilus]|Other Bacterial]
Manganese Catalase; complete.

MFQRIDRLAIELPPPKYADANAAAAVQELLGGRFGEMSTLNNYLFQSFNFRQKSKLRPFYELVASI
TAEEFGHVELVANT INLCLTGTTHPGDPDCTPMREAKDKRNSYHF IATAQTAFPGDSMGNPWKGEY
VFENSGNL I LDLLHNFFLECGARTHKMRVYEMTNHPTAREMIGYLLVRGGVH I LAYAKALEVATGVD
VKKMLP I PKLDNRAFDEARKYEDQGLHRRLYTFSDRYYKE IARIWHGTHPSDGQPLEVVEGAPQGG
T1PDLDAVPEEFAPG I SMEDFLD IGKRLMRSAGL

>6143|HlaMnCat] [Halorubrum lacusprofundi] |Archaea] Manganese
Catalase; complete.

MNSDDPFNTVFYHDDQLQFEVEVENPDPHFAKMLQQA I GGAEGE IRVALQYMFQAFAVPAEKQE IR
QFLMETATEELGHIEMLATAVAKNLEGASEDARESAREDP I IDEMMRTGQPRQALSAGLHAMPVDS
NGVPFTGNYVVASGNLAADLYANVMAESTGRVLATRLYEFTDDPGMKEMLEYL 1ARDTMHQNQWHA
ALEDLGEHRPVPASFDQEQENQEYNYSFMSTTREERDDPKQPWTQGEAPDGKGEFSYTPRQPGGGA
PDLKAVIDEMYNEVQ

>6567 | PpaKatO3| [Physcomitrella patens]|Cryptogam]| Manganese
Catalase; complete.

MFLNPLALNLSLTVGESGTVTLEDLHLFEKNAHFNRERVPERVVHAKGAGAHGYFEVTKDVSDLCK
AGLFSEVGKRTPVFARFSTVTGESGYADTARDPRGFSLKFYTEEGNWDMVGNNTPVFFVRDAAKFP
DL ITHSQKRNPQTHMKDPNAFWDFLSLVPESLHQVLITFSPRGVPDGHRHMHGYGSHTFKWVNKEGK
AHWVKFHF1SDQG IKNLTHERAVELAG INPDYSTEDLFQN IQNGNGPSWTFKVQVMPLEDAPSYRW
DPFDLTKVWPHADYPLREVGKLKLDRNPTNYFAEVEQASFSPAHMVPGIEASPDRVLQFRLFAYDD
AARYRIGGNYLQVP INQCPFAKVQNYSRDGQMTVTDNGGSKPNYYPNSHEELPRPDPSQPEVHPYE
HAGGTVSKAPPRKWSEQDDYEQPRMLWQKMSKEDQGQTAKN IAGH 1QGAKES 1 l ERQMGVFRRCDP
SLADKVEEMLGMKKKSEDPYTMVA
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Ek-5 Minimum Evolution ile olusturulan agac
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P15502|TtMnCat NG80-2|Thermus

100

100

87

93

P12552|CreCP01|Chlamydomonas
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_|: P15264|PtetKat01|Paramecium
P14097|TthKat01|Tetrahymena
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Ek-6 Maksimum Parsimoni ile olusturulan agac
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P16567|PpakKat03|Physcomitrella patens
o P12717|EcoCP01 CFTO73|Escherichia coli

99

I— P15411|SpurCP01|Strongylocentrotus purpuratus

59

P15224|AnCP01|Aspergillus niger

7!

P12649|VwCP YJ016|Vibrio wilnificus
— P14578|MboCP0O1 AF2122/97|Mycobacterium bous

] S— P12552|CreCP01|Chlamydomonas reinhardtii
— P15235|SerMnCat|Saccharopolyspora erythraea

7] E— P15502|TtMnCat NG80-2|Thermus thermophilus

P16175|NthMnCat|Natranaerobius thermophilus
—— P16155|SariMnCat|Salmonella arizonae

] m— P16134|BmaMnCatO1|Blastopirellula marina

P16143|HIaMnCat|Halorubrum lacusprofundi
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EK-7 Filogenetik Aga¢ Analizinde Kullanilan diziler 11
>4060]|FspKatO01_Ccl3 [Frankia sp.] Catalase; complete.

MTDPGTSRLPRDDAKQQQLDAVRIGDDGARMTTDQG I GVEHTDDSLAAGERGPTLLEDFHFREKLT
RFDHERIPERVVHARGAGAYGYFEAYESLADVTRAHFLGEDGRRTPVFVRFSTVGGSRGSADTVRD
VRGFAVKFYTEEGNFDLVGNNMPVFFI1QDG I KFPDFVHAVKPEPHNE I PQASSAHNTLWDFVSLVP
ESMHMMMWLMSDRALPRSYRMMQGFGVHTFRFVDAAGQGTFVKFHWRPKLGTHSLVWDETQK IAGK
DPDFNRRDLWES IENGTFPEWELGVQLVPESDEHAFDFDLLDATK1 IPEERVPVRPVGRLVLNRNP
GNFFAETEQVAFCVQNVVPGIDFTNDPLLQARLFSYLDTQL IRLGGPNFAQLPVNRPVAAVHNNSR
DGYGQHRIQQSQTSYFPNSI1SGGCPVLSDPAHGGYVHYAERVDGNT IRKRSESFKDFYSQATLFWN
SMSSWERRHIVDAFSFELGKVDYTQIKERVLGHLAQVDHELAAGVAENLGLPVPPESTPNHGRSSP
ALSQADQPSGVATRRIAVLAADGVDEVALRSATAALREQGAILEVLAPHGGMLATVSGDALPVDRT
LVTMSSVLYDAVFVAPGERGVTALTHNGEAVHYVGEAYKHAKP I GAVGAGVSLLE IASLPGARVAD
QGDAVVSDRGIVTVRDLAGPSVLGDFGSAFATAVAAHRHFDRALEAVAA

>5281|BtKat0l1 [Bos taurus] Catalase; complete.

MADNRDPASDQMKHWKEQRAAQKPDVLTTGGGNPVGDKLNSLTVGPRGPLLVQDVVFTDEMAHFDR
ERIPERVVHAKGAGAFGYFEVTHD I TRYSKAKVFEHIGKRTP IAVRFSTVAGESGSADTVRDPRGF
AVKFYTEDGNWDLVGNNTP I FFIRDALLFPSF ITHSQKRNPQTHLKDPDMVWDFWSLRPESLHQVSF
LFSDRGIPDGHRHMNGYGSHTFKLVNANGEAVYCKFHYKTDQG I KNLSVEDAARLAHEDPDYGLRD
LFENATATGNYPSWTLY 1QVMTFSEAE IFPFNPFDLTKVWPHGDYPL I PVGKLVLNRNPVNYFAEVE
QLAFDPSNMPPGIEPSPDKMLQGRLFAYPDTHRHRLGPNYLQIPVNCPYRARVANYQRDGPMCMMD
NQGGAPNYYPNSFSAPEHQPSALEHRTHFSGDVQRFNSANDDNVTQVRTFYLKVLNEEQRKRLCEN
1AGHLKDAQLF 1QKKAVKNFSDVHPEYGSR 1 QALLDKYNEEKPKNAVHTYVQHGSHLSAREKANL

>5534|NOpuKatO0l [Nostoc punctiforme] Catalase; complete.

MTEPQNLTTADG IPVSDNQNSLTAGARGPVL1QDFHL IEKLAHFNRER I PERVVHAKGAAAHGTLT
ITNDITRYSKAKLFSEIGKKTEL ILRFSTVGGEKGSADAERDPRGFSLKFYTEEGNWDLVGNNTP I
FFIRDPLKFPDFIHTQKRNPQTNCKDQNAKWDFWSLSPESLHQVT I LFSDRG IPKTHRHMDGFGSH
TFSLINAEGDRVWCKFHFKTLQGHQTLTEEESAKIKGEDPDHATHDLFEAIAKKDYPKWRMCI1QVM
TEEQAEKHPDNPFDLTKVWKQGEYPLIEVGILELNRNPENYFAEVEQAAFSPSAVVPGVSFSPDKM
LQARIFSYPDAQRYRLGGNYQQLPVNQPKCPVMHYQRDGFMASGNNGGSVPNYEPNSAEGTPKENP
AYAEPPSHLGDVTVDRYSHREGNDDYTQAGNLYRLLTPEQQERLAKN IVGSLSQARED 1QMRQLCH
FFRADVSYGRRVAEGLGIAIDPSMFSHDAQPVGNW

>3980|BhakKat01_C-125 [Bacillus halodurans] Catalase; complete.

MDKDQQGTESSENKKNEQLEPFKVDHKNTKLTTNQGVRVSDTDDSLKAGDRGPTLMEDFHFREKMT
HFDHERIPERVVHARGFGAHGYFQVYEPMTEYTKASFLQDPNVKTPVFVRFSTVVGSRGSADTVRD
VRGFATKFYTEDGNYDLVANNIP IFFIQDAIKFPDVVHALKPEPHNE I PQASAAHDTFWDFVVSNT
ETAHMIMWLLSDRAIPRSFRMMEGFGVNTFRFVNEQGKARFVKFHWKPKLGVHSLVWDEAQKLAGK
DPDFHRRDLWEAINMGEYPEYELGVQMIEEEDEFSFDFD I LDPTKFWPEEMVPVKL IGKMTLNRNQ
DNFFAETEQVAFHAGNVVPG IDFSNDPLLQGRLFSYLDTQLLRLSGPNFHE IPINRP IAPVNNNQR
DGFHRMT IDKGAVSYSPNTLRNNSPEPASDQEHGYVHYMEKVEGQK IRRRSESFNDHFSQATLFWN
SLSTAEKQHL I KAFHFEVGSVKDKNLKQRVVEMFNQVDGKLAAE IAKG IGVNPPTTPGGTGVTASS
PAVSQENT IKLARTRKVAVL IDHGFAFDEVSQVVTALQSAGLGVDLVSKQLGM I SSAEGEQLEANK
SFATTGAIMYDALY IGGGAQSISSLNLYSESKTFVDEAFKHAKT IGATNEGIELLIAAQVQGITFA
GPDSNDHVVNDLGI ITIQTDKDFKAFTDEMIHATAQHRHWMREFKDGKLSG

>3981|BhakKat02_C-125 [Bacillus halodurans] Catalase; complete.

MKDQNQDPNKRSDNETDETLTNRQGHPVTNNQHVRTVGDRGPTTLENYDFLEKISHFDRERIPERV
VHARGAGAHGYFESYGTYGDEP I SKYTRAKVFTEKGKQTPVFVRFSSV IHGGHSPETLRDPRGFAV
KFYTEDGNWDLVGNNLKIFFIRDPLKFPDLVHAFKPDPVTNVQDGER I FDFISQTPEAMHMITFLF
SPWGIPANYRMMQGSGVNTYKWVNEEGNAVLVKYHWEPKQG IKNLTQKEAEA I QAKNFNHATLDLY
EAIEDGDYPEWELYVQIMSDDAHPELDFDPLDPTKLWYKDQFPWVPVGRMVLNKNPENYFAEVEQA
AFGTGVLVDGLDFSDDKLLQGRTFSYSDTQRYRVGANYLQLP INAPKKRVATNQRDGQMEYHVDIG
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PKQNPHVNYEPSLLNGLKEAKQDGQDHTPYVEGELQRAS IDRONDYGQAGETYRRLSDWERDDL I L
NLVNTLAPCHED I1QKQM IDHFSQCDPEYGRRVKEGLEKQKGADTHRQPQGGADGDAAMHAAEALGH
PSDPY

>4082|BsKat01_168 [Bacillus subtilis] Catalase; complete.

MSSNKLTTSWGAPVGDNQNSMTAGSRGPTL 1QDVHLLEKLAHFNRERVPERVVHAKGAGAHGYFEV
TNDVTKYTKAAFLSEVGKRTPLFIRFSTVAGELGSADTVRDPRGFAVKFYTEEGNYDIVGNNTPVF
FIRDAIKFPDF IHTQKRDPKTHLKNPTAVWDFWSLSPESLHQVT I LMSDRG IPATLRHMHGFGSHT
FKWTNAEPEGVWIKYHFKTEQGVKNLDVNTAAKITAGENPDYHTEDLFNATENGDYPAWKLYVQIMP
LEDANTYRFDPFDVTKVWSQKDYPL IEVGRMVLDRNPENYFAEVEQATFSPGTLVPG IDVSPDKML
QGRLFAYHDAHRYRVGANHQALP INRARNKVNNYQRDGQMRFDDNGGGSVYYEPNSFGGPKESPED
KQAAYPVQGIADSVSYDHYDHYTQAGDLYRLMSEDERTRLVEN IVNAMKPVEKEE IKLRQIEHFYK
ADPEYGKRVAEGLGLP IKKDS

>4297 | SmeKatOl [Sinorhizobium meliloti] Catalase; complete.

MPPPLPERRHL ICACVGTYCGCGSNPPSGSSPFVPASFFVPAEGTAEPRCGGVSSPRSRAGFSPRI
RAL1SSPVSVSYSSKPSARATNSLTAGPRGG IMLQDYQL 1EKLAHQNRER I PERVVHAKGWGAFGS
LKITGD1SQYTRAKCLQPGAETPMLARFSTVAGEQGAADHERDVRGFALKFYTDEGNWDLVGNNTP
VFFIRDPYKFPDFIHTQKRHPKTNLRSATAMWDYWSLSPESLHQVT I LMSDRGLPQTPMHMNGYGS
HTYSFWNDAGERYWVKFHFKTQQGHKFFTNEEGEAV IGKTREGYQESLFYAIENGEFPRWTVQVQI
MPELDVEKTPYNPFDLTKVWPHADYPPVEIGVLELNRNPENYFAE IENAAFSPSNIVPGIGFSPDK
VLQARIFSYADAHRYRLGTHYEHIPVNQPRCPVHHYHRDGQMNTYGG IRTGNPDAYYEPNSFNGPA
EQPLAKEPPLRIDGDMSRYDHRVGNDDYVQVRALFGLFDEGQKSRLFSNIAAAMGGVPGE 1 1ERQL
IHFARVHPEYEAGVRQALKTAHGYEADT ISTAAE

>5321|EcoKatE [Escherichia coli] Catalase; complete.

MSQHNEKNPHQHQSPLHDSSEAKPGMDSLAPEDGSHRPAAEPTPPGAQPTAPGSLKAPDTRNEKLN
SLEDVRKGSENYALTTNQGVRIADDQNSLRAGSRGPTLLEDFILREKITHFDHERIPERIVHARGS
AAHGYFQPYKSLSD I TKADFLSDPNKITPVFVRFSTVQGGAGSADTVRD IRGFATKFYTEEGIFDL
VGNNTP I FF1QDAHKFPDFVHAVKPEPHWA T PQGQSAHDTFWDYVSLQPETLHNVMWAMSDRG I PR
SYRTMEGFGIHTFRL INAEGKATFVRFHWKPLAGKASLVWDEAQKLTGRDPDFHRRELWEAIEAGD
FPEYELGFQL I PEEDEFKFDFDLLDPTKL IPEELVPVQRVGKMVLNRNPDNFFAENEQAAFHPGHI
VPGLDFTNDPLLQGRLFSYTDTQISRLGGPNFHEIP INRPTCPYHNFQRDGMHRMG IDTNPANYEP
NS INDNWPRETPPGPKRGGFESYQERVEGNKVRERSPSFGEYYSHPRLFWLSQTPFEQRHIVDGFS
FELSKVVRPY IRERVVDQLAH IDLTLAQAVAKNLGIELTDDQLNITPPPDVNGLKKDPSLSLYAIP
DGDVKGRVVAILLNDEVRSADLLAILKALKAKGVHAKLLYSRMGEVTADDGTVLP IAATFAGAPSL
TVDAVIVPCGNIAD IADNGDANYYLMEAYKHLKP IALAGDARKFKAT IK1ADQGEEG I VEADSADG
SFMDELLTLMAAHRVWSRIPKIDKIPA

>4079|PFfKat02_Pf5 [Pseudomonas fluorescens] Catalase; complete.

MLSLSVQAATLTRDNGAAVGDNQNSQTAGATGPVLLQDVQL 1QKLQRFDRERIPERVVHARGTGAH
GTFTVTDNLTDLTRAKVFAAGEVTPVFVRFSAVVHGNHSPETLRDPRGFATKFYTEDGNWDLVGNN
FPTFFI1RDAIKFPDMVHAFKPDPRTNLDDDSRRFDFFSHVPEATRTLTELYSNSGTPASYREMDGN
GVHAYKL INAKGEVHYVKFHWKSLQGLKNLDPKQVVEVQGRDYSHMTNDLVTHINKGDFPKWDLYV
QVLKPEDLAKFDFDPLDATKIWPGVPERKVGQMVLNRNPANVFQETEQVAMAPANLVPGIEPSEDR
LLQGRVFSYADTQMYRIGANALQLP INAPKNPVNNGNQDGAMNLGHSSTGVNYQPSRLMPREEPQT
ARYSQMALAGSTQQAKTQREQNFKQAGDLYRSFSKKERQDL IDSFGGSLATTDDESKHIMLSFLYK
ADPEYGTGVTKVAKGDLARVKALAAKLSD

>5216|AcapKat0l [Ajellomyces capsulatus] Catalase; complete.

MTSKVEEGLQRVKELVENMQPGEQKVADLARDTTDVNGCLPFTTDHGVKVSNTDFWLRLASENQTG
PLLLEDQUIAREKIHRFDHER IPERVVHARGTGAFGHFKLFESAADVTSAGVLTDTSRTTPVFVRFS
TVQGSKGSFDTVRDVRGFATKFYTEEGNWDLVGNN I PVFF 1QDAVKFPDFVHAVKPEPHNEVPQGQ
TAHNNFWDFVYMHPEATHMFMWAMSDRA 1 PRSYRMMQGFGVNTFVLVNKQGKRHFVKFHWMPELGV
HSLVPDESFKLGGQDPDFHRKDLMEA IDNKVYPKWKFG IQVLPEEKEHDFDFDILDPTKIWPESLI
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PVRY IGEMELNRNVDEFFPQTEQVAFCTAHIVPGIEFSGDPLLQGRNFSYFDTQITRLGVNWEELP
INRPVCPVMNHNRDGAMRHKITQGTVNYWPNRFEACPPTKPEDGGFVTYPQKVEQS I KARMLSSKF
REHINQAQLFYNSLSEYEKLHVNNAFCFELDHCDDP IVYNRLVSR1SE I1DHALAQAVAVKVGAPTP
PRPGRDNPGQTT INLSQKY INDRQLSSPT IKGRRIAILIGDGYDSVAFGTVIAAVSAMGALPFI1G
TKRQP IFADDEDRNHSKGVTPNHNYTSQRSTCFDATF IPGGSH IKELSQLGL 1 QHWWAEQFGHCKA
1GATGEAINLIVQALSNLPDLEVASASSGHPVDWYGVVTSSKLHEPHSLTEGIKLFPEASDFLGKL
FYQISQHRNYEREMAGLTDKVPF

>5213]|AniKat01 [Aspergillus nidulans-Emericella nidulans]
Catalase; complete.

MATSITAGLQKAQQAVQDTATKNKKIVDISHDTVNVHTDQEQRTDFGVAITDPDHWLRVTNETHSG
PSLLEDHIARER IHRFDHER IPERVVHARGTGAYGNFTLKESIEDLTYAGVLTDTSRNTPVFVRFS
TVQGSRGSADTVRDVRGFAVKFYTDEGNWD 1VGNN 1 PVFF 1QDA I KFPDFVHAVKPEPHNEVPQAQ
TAHNNFWDFVYLHPEATHMFMWAMSDRA I PRSYRMMQGFGVNTFSLVNKEGKRHFVKFHW I PHLGV
HSLVWDEALKLAGQDPDFHRKDLMEA I1DNKAYPKWDFA IQAIPEEDQDKFEFD I FDATKVWPEEQV
PLRVVGELELNRNIDEFFPETEQVAFCTSHIVPGIDFSDDPLLQGRNFSYQDTQISRLGVNWEEIP
INRPVCPFLNHNRDGAKRHRITKGTVNYWPNRFEANPPASDKGFKSHPAP I TGRKRRDLTPKFKEY
HNQAQLFYNSLSEVEKVHVKKAFSFELDHCDDP IVYERLAGQRLAE IDLPLAQAVAEMVGAPIPTK
ALRDNHGKTSVRLSQFDFTPKAPGIISRRIAI11GDGYDKIAFNGMKAATLAAQALPFVIGTKRSA
1'YAQGEDKNSSKGV I PDHMYDGMRSTMFDATF I PGGSHIETLQKNGQIRYWIAETFGHLKALGAMG
EAAQLVKEVLGNVMGVQIAGADSAEPVEWYGVVTARGPESAESLSEGFKVLKDAGDFTSKFFYQIS
QHRNWQRELDGLASTVAF

>5195|GzKat01 [Gibberella zeae] Catalase; complete.

MTEQVTGAIKHAVMGHKNDK I DQLKANMVEPNENSRITSDYGVKQNNTDQWLRVASEDQTGPSLLE
DAFGREKIHRFDHERIPERVVHARGAGAHGTFRLFESAADVTKAGLFTDTSRETPVFVRFSTVLGS
RGSADTVRDVRGFAIKFYTQEGNFD IPGNNIPVFFI1QDAMKFPDV IHAGKPEPNNEVPQAQTAHNN
FWDFMFEHPEATHMHTWAMSDRT IPRSYRMMQGFGVNTYTLVNEKGERRFVKFHWTPELGVHSLVW
DEALKLAGQDPDFHRKDLQEA I ENGAFPKWKFG IQVLDESQEHDFDFD I LDATKVWPEDL IPVRY 1
GELELNQTVDEYFTQTEQVAFCTSHLVPGIGHSDDPLLQGRNFSYQDTQLSRLGTNWEELP INKPV
CPVMNFNRDGAMRHT I TKGKVNYWPNRFSHQPPATESEGAYVDYAAK1VGMKQRTLSKKFKDHFTQ
AQLFYNSLSE IEKSHVQAAYSFELDHCDEAIVYERLTERLGE IDGDLANT IAEMVGGKKPANPKPN
AGKKAKNLSQLDFVPETPTIKSRRIAII IADGYDPVAFNAMYGAIKAQSALPFVIAPRRAP I FSAA
EDSSSSKG I FPDHHLEGQRSTMFDAIFVPGGAKS IETLSKNGRALHY IREAFGHLKT IGGTGEAVE
FINKATQLSEVALSSTDGSGVVDSYGVVTLKNASPDTLKEIATVASDAKGFLEKFVYNVSCHRNWQ
RELDGLSTMVAY

>5201|GzKat02b [Gibberella zeae] Catalase; complete.

MTSSAKLGENP ISTLANGQPTENPGSTQQIRYGQSNGGLVVLSDTQTIEI1LAHFARER IPERSVHA
KAAGATGEFEVLEDLSD ITDANFLSEKGKKTPMLMRISTVGGEKGSADTVRDVRGWSTKLYTEEGI
QDFVFNDLPVFFIREP IKFPSMNRSHKRHPRTNVPDNAMFWDYHVNNPEG IHALMHLFGQRG I PAS
LRHISGFGVHTYTLNKADGSYVYVKWHYKPEGGIETMDSETAARLAGTDPDYHVKDLFNATEKGDY
PSWIVYIQVMRPEEVMAAPIDIFDCTYTWPHEKYPLRRVGQMTLKKNPDNYFQD IEQACFSPSNMV
PGIGPSADPVLQARMFSYPDAHRYRVGPNYFQLPPNRPRNQVYAPCVRDGPGTMNGNYGGDPDYVF
SQLRPVSVSKRVQVPTHEHFDGKVTSVVTEFTDKDYVQARELWK1 I CGEDKGKRQFFNNTAPT IKD
LPVKLQGKVLGRFILEYMAVTPTNKAERVVGLVLTGYRLPFWSGSRNQDNSYSSYELVLNWKY YR
WLLL

>5230|GzKat04 [Gibberella zeae] Catalase; complete.

MAPSADTSFSAHVASQFQSYEEDRQSASKESTYATSNGVPVAHAYEAQRCGENGPLLLQDFHLIDL
LSHFDRERIPERVVHAKGSGAHGFFECTDPLDDLCLAD I FSAKGKKCPVSMRFSTVGGESGSHDMA
RDPRGFSVKMRTEEGYLTVTGTHLTHADDSFAFWDYLSQNPES IHQVMILMGDRG I PKGYRKMHGY
SGHTFKLVNKAGDWVYTQIHLKSMQGTDFVTQEDSADYSPDFSQKDLYEAIQNGDYPKWTLEVQTM
TPKEAEELWEKEK INVFDLTHVWPQKQFPRRKVGEFTLNENAINYFAEVEQIAFNPAHLPPGIEPS
ADPVLQSRLFSYPDTHRHRIGVNYQQLPVNATRTGYKFGNFQRDGQMAFYNQGARPNYLSSIDPIK
FRTRTVDLDKTHGHFTGEAITFLTAIRPEDFNAPRALWRNVFDEPARERF INNVTGKMKLCKQEEP
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LKRQIAIFREVDPEIADRLEKSTGIKGYDG I ADMKFNGSHNCMNGEMKLAND I  ANKGKSATARNG
APAKGCHSRLETNGHLNGTNGK

>5188|MagKatO0l [Magnaporthe grisea] Catalase; complete.

MASLKD IGDTLSKGKSYVMHSQGDKISDLARNTVTPDEKGRQTTDAGVRITNPDDWLRVTSNDQIG
PSLLEDQIAREKIHRFDHER IPERVVHARGTAAHGKFTLHKSIEHLTTAGVLTDTSRETPVFLRFS
TVLGSRGSADTVRDVRGFAVKFYTPEGNWD 1VGNN I PVFF 1QDSMKFPDV IHAGKPEPDNEVPQAQ
SAHNNFWDFMYQHSEATHMFMWAMSDRT I PRSYRMMQGFGVNTYTL INAKGERHFVKFHFTPELGV
HSLVWDEALKLAGQDPDFHRKDLMEA I ANGAFPRWKFGVQVLPESREHEFDFD I LDATKVWPEDLI
PVDY IGTLELNRNIDEFFPETEQVAYCTSHVVPGIGFSDDPLLQGRNFSYFDTQISRLGINWEELP
INRPVCPVLSFNRDGQSRHT I TKGKVNYWPNRFGVNAPADGVKEGGYVEHATKVQG I KARTKSAKF
LDH 1 SQAQLFFNSMSDVEKRHMLAAFSFELDHCEEEVVYNNLVSRLTQIDIGLAQQVAEMVGAQIP
DKATKENKG IKAKGLSQFDFLPENPT IASRKVAILIADGYDSVQFRAVKAALSAAQAIPLVIAPRR
SP1YAAGETKGSSGAGLKPDHHLEGFRSTMVDAVYVPGGAES IKTLSKNGRALHYVREAFGHLKAI
GASGEGVELVKLAVTLPEVTVSSADVMESYGVVTVRNVQADSLKEVVDLAKGGKDFLDQFFHS 1AM
HRNWAREADGLNSQVAY

>5231|MagKat02 [Magnaporthe grisea] Catalase; complete.

MPRSSMLGLWASLVWIAQAGCPYADPAALRPREEHTDDYLAQFSVDDQDKFLTSDVGGP 1GDQRSL
KAGARGSTLLEDFVFRQKITHFDHERVPERAVHARGAGAHGTFTSYGDFSN I TSASFLNSAGKRTP
VFVRFSTVAGSRAIPTRAILDAIQFPDLVHAVKPSPDKE IPTAATGKRPDYKPNPDATHDSAWDFF
SQQSSSLHALFWAMSGYG I PRSYRHMDGFGVHTFRMVADNGESRLVKFHFKTKQGKASL IWEEAQV
LSGKNPDFHRQDLWDA1EAGHGPEWEFGVQVVNEEDALRFGFDMLDPTKILPEDLVPVHPLGLLKL
DRNPINYFAETEQIMFQPGHLVRGIDFTEDPLLQGRVFSYLDTQLNRHNGPNFEQLP INRPRVTVH
NNNRDGSGQONF IHKN ITHPYTPSALNEFPKQADDDQGRGFMTAPRRRTQDAALVRELSETFDDHWTQ
PRLFWNSITPAEQQILVNAIRFETSNIVNTHVRQKVLQQLNR I SDELAGRVAQALGMEAPAPEPAF
YHENTTIGLSIFGIKLPTIKTLRVGVLASTGNVASLSQAADLKARFMGDGVAVAVLGETQVEGVDV
TYSQSDATVFDGI I AAGAEGLVAKDAPASALFP IGRPQQLVVDSFRWGKP I GLAAASDDSANIFS
SLGTTGPGVFSGDDLGVLVTDFKEGLSTYKFVERFPMDS

>5207 | NcKatO01l [Neurospora crassa] Catalase; complete.

MSN I 1SQAGQKAKEALTSAPSSKKVDDLKNEFKETDKSARLTTDYGVKQTTADDWLR1VSDDKIGP
SLLEDPFARER IMRFDHER IPERVVHARGSGAFGKFKVYESASDLTMAPVLTDTSRETPVFVRFST
VLGSRGSADTVRDVRGFAVKFYTEEGNWDLVGNNIPVFFIQDAIKFPDV IHAGKPEPHNEVPQAQS
AHNNFWDFQFNHTEATHMFTWAMSDRA I PRSLRMMQGFGVNTYTL INAQGKRHFVKFHWTPELGVH
SLVWDEALKLAGQDPDFHRKDLWEAITENGAYPKWKFGIQAIAEEDEHKFDFD I LDATKIWPEDLVP
VRY IGEMELNRNPDEFFPQTEQIAFCTSHVVNGIGFSDDPLLQGRNFSYFDTQISRLGVNFQELPI
NRPVCPVMNFNRDGAMRHT ISRGTVNYYPNRFDACPPASLKEGGYLEYAQKVAG I KARARSAKFKE
HFSQAQLFYNSMSP IEKQHMINAFGFELDHCEDPVVYGRMVQRLAD IDLGLAQT IAEMVGGEAPTT
TNHPNHGRKT INLSQTEFPPATPT IKSRRVAI I lADGYDNVAYDAAYAATISANQAIPLVIGPRRSK
VTAANGSTVQPHHHLEGFRSTMVDAIF 1 PGGAKAAETLSKNGRALHWIREAFGHLKAIGATGEAVD
LVAKATALPQVTVSSEAEVHESYGVVTLKKVKPESFTDAVKIAKGAAGFLGEFFYATAQHRNWDRE
LDGLHSMIAY

>5416|NcKat03 [Neurospora crassa] Catalase; complete.

MRVNALLPLSGLIGTALAACPFADPSALGRRAEGGEVDARQRLKEVEVDDNGQFMTTDFGGN IEEQ
FSLKAGGRGSTLLEDF I FRQKLQHFDHER I PERVVHARGAGAHG I FTSYGDWSN I TAASFLGAKDK
QTPVFVRFSTVAGSRGSADTARDVHGFATRFYTDEGNFDIVGNNIPVFF1QDAIRFPDL IHSVKPS
PDNEVPQAATAHDSAWDFFSSQPSALHTLFWAMSGNG I PRSYRHMDGFG IHTFRLVTEDGKSKLVK
WHWKTKQGKAALVWEEAQVLAGKNADFHRQDLWDA I ESGNAPSWELAVQL I DEDKAQAYGFDLLDP
TKFLPEEFAPLQVLGEMTLNRNPMNYFAETEQISFQPGHIVRGVDFTEDPLLQGRLYSYLDTQLNR
HRGPNFEQLP INRPVSGVHNNHRDGQGQAW IHKN IHHYSPSYLNKGYPAQANQTVGRGFFTTPGRT
ASGVLNRELSATFDDHYTQPRLFFNSLTPVEQQFV INAIRFEASHVTNEQVKKNVLEQLNKISNDV
AKRVAVALGLEAPQPDPTYYHNNVTRGVSIFNESLPTIATLRVGVLSTTKGGSLDKAKALKEQLEK
DGLKVTVIAEYLASGVDQTYSAADATAFDAVVVAEGAERVFSGKGAMSPLFPAGRPSQILTDGYRW
GKPVAAVGSAKKALQS IGVEEKEAGVYAGAQDEV IKGVEEGLKVFKFLERFAVDGDDEE
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>5389]|PnoKat01 [Phaeosphaeria nodorum] Catalase; complete.

MGSANEGPAD I I AKVSGAVQGGKREDDGPYFTNNEG I PYPDPAHSKN 1 GG I PVASDVFLFQKQQTF
NRSKNLERMVHPCGSGAFGYFETTKDVSNLTKANFLGSVGEKTPIFVRFSTVTVGREYPDLARNPR
GFAIKFYTQEGNYD IVGLNFPVFFCRDPLQGPDVIRSQARNPRNFLPDYDALFDLLANTPEGNHAG
LMFFSDHGTPKGWRYEHGYGCHTFKWVNAEGKFVY IKYHF 1 AKHGQKQFTQEEATRMCGEDPDY SK
RDLWEAIEKGEE IEWTAMVQVMEPQDADPEKLGFDPFDVTKVWPRSQFPMHEFGRLYVLNKNPENFH
RDVEQAAFSPGSMVPG I EDSPDPLLQFRMFFYRDAQYHR 1GVNLHQVPVNCPFMAKQFATLNFDGQ
MRVDANHAGNKQYAPNSFAHKFRPDVAEAPYVVSDNVVSRKSHYYHEGKKSDYAQATELWSRVMTE
QQRKNTIKNTGNMLKFVGYPEIQVYNVGTDYAQGIYDMLPSPEFQFAEVEKLAETAQEWYKEKKFQ
PSTENKLRGDAP IAPWYN

>5391|PnoKat03 [Phaeosphaeria nodorum] Catalase; complete.

MVNFRVTFLACAGLAAASCPYMENEAP IKRDGAAQSPKSTDEFMAQYEVDDKDVYLTNGFGGPVED
MESLSAGERGPTLLEDFIFREK IMHFDHERVPERAVHARGAGAHGVFTSYADWSN I TGASFLNKPS
KETPVFIRFSTVAGSRGSPDSVRDVRGFAVRFYTDEGNFD IVGNNIPVFF1QDAIKFPDL THAVKP
RQDNE 1PQAATAHDSAWDFFSQQPSSMHTLFWAMSGHGTVRSYRHMDGWGVHTFRLVTDEGKTKLY
KFRFRTQQGLASRLWEEQQHAAGMNADTDRQDLWDAIENGYYPEWIFEAQ IMDEEDQLRFGFDLLD
PTK1VPEDLVPFTPLGKLTLNRNPRNYFAETEQVMFQVGHIVRGIDFTEDPLMQGRIFSYLDTQLN
RHGGPNFEQLP INQPRRDGAGQMY I PLNNAPYSPNTLNAGSPKPANQTQGRGFFSAPNRSTGGRLV
RAVSSTFADVWSQPRLFFNSLLPVEQQMV INAMRFETAQLTSEVVKNNVL I1QLNRVSHD IAVRVAE
ALDMTAPAADDTYYHDNKTTG I SVAEKKLLKLDGLKVGYLSSVSSNGDTAAALKTALNDLKVRFSV
VGERLGKGIDQTYSATFAGQFDAIVVDGQAEALFMPAGSLANSNTTANATKAYTTLYPAGRPLSIL
QTGYQWGKAVGVIGSSSAAFSAAGLQAGTPGVYHFEAGNSTKAITVDQLAEGLRTFRFLDRQLDERE
FVCGVTDFQDA

>5255|PstiKat0l [Pichia stipitis] Catalase; complete.

MAPVFTNSNGCP I PGDAFATQRIGKHGPLLLQDFNL I DSLAHFDRER I PERVVHAKGSGAYGVFEV
TDDITDVCGAAFLDT IGKKTKVFTRFSTVGGEAGSADTARDPRGFATKFYTEEGNLDLVYNNTPVF
FIRDPSKFPHF ITHTQKRNPETHLKDANMFWDYLTTNQEAITHQVCILFSDRGTPASYREMNGYSGHT
YKWSNKKGEWFYVQVHF 1SDQG IKTLSNEEAGALAGSNPDYAQEDLFKN IAAGNGPSWTCYVQTMT
QEQAKNAPFSVFDLTKVWPHSDYPLRRFGKFQLNENPKNYFAEVEQAAFSPAHTVPYMEPSADPVL
QSRLFSYADTHRHRLGTNYTQIPVNCPVTGAVYNPHMRDGHMNVNGNLGSTPNYLDTSKPVEFKQF
ALQEEQEVWEGAACPFHWKYTDEDFKQATALYNVLKRYPNQQAHLAHNVSVHVAAADAH 1 QDRVFE
MFSKVHPDLGAAIKKETLQLSPRK

>5175|SceKat0l [Saccharomyces cerevisiae] Catalase; complete.

MSKLGQEKNEVNYSDVREDRVVTNSTGNP INEPFVTQRIGEHGPLLLQDYNL IDSLAHFNRENIPQ
RNPHAHGSGAFGYFEVTDD I TDICGSAMFSKIGKRTKCLTRFSTVGGDKGSADTVRDPRGFATKFY
TEEGNLDWVYNNTPVFFIRDPSKFPHF THTQKRNPQTNLRDADMFWDFLTTPENQVAIHQVMILFS
DRGTPANYRSMHGYSGHTYKWSNKNGDWHYVQVHIKTDQGIKNLT IEEATKIAGSNPDYCQQDLFE
ATQNGNYPSWTVY IQTMTERDAKKLPFSVFDLTKVWPQGQFPLRRVGK1VLNENPLNFFAQVEQAA
FAPSTTVPYQEASADPVLQARLFSYADAHRYRLGPNFHQ IPVNCPYASKFFNPA IRDGPMNVNGNF
GSEPTYLANDKSYTY 1QQDRP 1QQHQEVWNGPAIPYHWATSPGDVDFVQARNLYRVLGKQPGQQKN
LAYNIGIHVEGACPQIQQRVYDMFARVDKGLSEA IKKVAEAKHASELSSNSKF

>5261|SpomKatOl [Schizosaccharomyces pombe] Catalase; complete.

MNSKDSNTVPVYTTNTGCP I FNPMAAARVGKGGPVLLQDSHL IDVFQHFDRER IPERVVHAKGSGA
FGEFECTDDITKYTKHTMFSKVGKKTPMVARFSTVGGERGTPDTARDPRGFALKFYTDEG I FDMVG
NNTPVFFLRDPAKFPLFIHTQKRNPQNDMKDATMFWDYLSQNAES ITHQVMILFSDLGGTPYSYRFM
DGFSSHTYKFVNDKGEFYYCKWHF I TNQGTKGLTNEEAAALDGSNPDHARQDLFEAIERGDYPSWT
LYVQVMTPQEAEKYRYNIFDLTKVWPHKDVPMQRVGRFTLNQNPTNFFAD IEQAGFSPSHMVPGIE
VSADPVLQVRTFSYPDTHRHRLGANFEQIPVNSPKCPVFNYSRDGPMNVNGNQGNWPNYPSSIRPL
AKVQYEPDEGHEKWVGQVTYHMDE I TDVDFEQPRAFWQNVLGKKPGQQDNFVKNVAGHLSGA ISPV
RERQYGVFTRVDSELGRRIREATEAEVKKMEEKAPKP INKGEPHMFQGSS
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>5223|CnKat01_B-3501A [Cryptococcus neoformans] Catalase;
complete.

MAQMLNQAVTAVTGDAKYRQMAENT IEQTSKTPLTTYFGVKVPETDVALRAGARGPTLLEDFHNRE
KIQHFDHER IPERVVHARGSAAHGEFKLHTPLTGITTAKVLTDTSKVVPAYVRFSTVVGSRGSADT
VRDVRGFATRFYTDEGNWDLVGNN I PVFFI1QDAIKFPDV IHALKPEPHNEMPQAQTAHDNAWDF 1S
LHQQATHMQQWVTSDRAIPRSYRMMQGFGVHTFRL INEEGKSTFVKYHW I PHLG IHSLVWDEALKI
AGQDPDFHRRDLWDAIEAKAYPKWELGVQL IKEEDEHKFDFDILDSTK1 IPEELVPVQKIGTLTLT
RNPVDFFAEVEQVAFCTQHIVPGMDFTDDPLLAGRNFSYADTQISRLGANWHDLP INRPICPVMTN
FRDGQMSMFSKTNRTPYHPNRHDSLPLTSSNNGGFQSYREK I SGVKERLNGPKFQEFYSQATLFWN
SMSETEREHI TAAYNFELSHCAED IVIQNV INSLNE I DHGLATSVHATFPHLTLPEAKPTHNKKSE
YLSQINGKHQVFTASGRRIGIYLVPGYTYSQVVPLLAAFEADGCMVKFIGPTLGP IKASNGQSFTA
EFTFEGCRTTFFDAIVFVGGPDDSFIAKLKIGRL ITHAAREAYMHLKP 1GVLGNATQWMVNTCLPGD
FSEKTKTESSVVVENGVVFAPGDPTLHS IKFAKQFLEGVAHHRVWDRQVAHTAA

>5218|PoKat02 [Pleurotus ostreatus] Catalase; complete.

MSSVTAAAKQAVSS I TDNAKMASLTQFRVECGPSQRMTTDQGLHVADTDNCNSNVGPALLEDHIAR
EKIMRFDHER 1 PERVVHARGAGAHGYFKAYDSSAEQWTKAKVLMDPSRTTPVFVRFSTVQGSRGSA
DTVRDVRGFAVKFYTEEGNWD 1VGNN I PVFF1QDAIKFPD I IHAVKPEPHNEVPTGQSAHNNFWDF
VGLQPESAHMIMWVMSDRAIPRSYRMMQGFGVNTYTLLNATGEKHFVKFHW I PELGVHSLVWDEAL
KIAGQDPDFHRKDLNEATESGAYPKWRLALQV I SEKDEHNFDFD I LDATKIWPEELVPLHFVGEMV
LNKVVDEYFAEVEQVAFCTSNIVPGIGFSDDPLLQGRNFSYLDTQLSRLG INWQQ 1P INRPVCPVM
NFQRDGQMOMKTHKGTVNYWPNRQEAVQPVAVSEGGYDDHVRKISG IAQRMRGPKFNEHYSQAQLF
YNSLSPTEQTHLQSALAFELSHCEDPAVYRNY INITLNNIDYQLAKYVAVAVGGDVPDASAKPNEGN
KSARLSQVYYAPKEPT IKGRRIAILLADGFDKAEVVAIKAL ITSASANAFV IGPRRGKVYAAGEKI
GVEGGG I DADHHFEGQRSTMFDALV I PSGEHVALLMKSGRAVHWLREAFGHCKA1GAVGEAILFVQ
QAINLPEVQYADPTDSSMEVVASYSVVTTAHYGVSTAIGDATKMTLNIGEKGFMERFAYEVSKHRC
FKREEDGLTARIAY

>5369|RoKat02 [Rhizopus oryzae] Catalase; complete.

MSNPTHSSSQPP ITNVNTVVDNQGTQETTQFGTKVDTRDSLTAGERGP I IMEDFAFREKITHFGTI
PERVVHARGFGVHGYFQPYKDWSELTCAKFLCDPNKKTPVFVRFSTVLGNRGSSDTVRDVRGFATR
FYTEEGNFDLVGNDVAPFFVQDAIKFVDL IHAAKPEPNKDVPQAATAHNTAYDFFSRQPESIHTVL
WALSGRGTPKSLRQVEGFGVHTMRL INEQGKSVFVKFHWKPCQGLNCLEWDEAKK INGNDPDFHRN
DMYTAIEKGHYPEYEFGVQI IPEEDEDKFEFDLLDSTKIVPESLVPVTPLGKMVLNRNPDDFFGES
EQVTFHVAHIVRGIGITDDPLLQGRLFSYTDTQINRMNSANYHQIP INRP I TPVHNNNREGFMNFN
VHKGAVSYYPNAMQNNKPEPVSPKDGGY I EPPQRVNG IKQRGKHGKKLEYFAQAQLFYNSLTTHEQ
QLLINNTRFELGKCTDLNVRONFVTLLNHVDFNLAVRVANG I GVKAPEKPANENKKQTSVGLSIEN
YKRPNHIKAKTVAI 1VAPGIDVNQASDMYKFLSNEGALVDYVGPTVGDFEGLP IKQTFLTSSSVLY
DAVFVPNGEADAFYKMLEPCPAFPYGEP IQF I FDTYRHGKPLAVSGNATGLLKAAHVPVYNSKEDQ
EKYGICTADDLNQLKADFKKAT I IQRFWARIPLDPDAKESPTAASIVIEN

>5282|HsKat01 [Homo sapiens] Catalase; complete.

MADSRDPASDQMQHWKEQRAAQKADVLTTGAGNPVGDKLNV I TVGPRGPLLVQDVVFTDEMAHFDR
ERIPERVVHAKGAGAFGYFEVTHD I TKYSKAKVFEHIGKKTP IAVRFSTVAGESGSADTVRDPRGF
AVKFYTEDGNWDLVGNNTP I FFIRDP ILFPSF IHSQKRNPQTHLKDPDMVWDFWSLRPESLHQVSF
LFSDRGIPDGHRHMNGYGSHTFKLVNANGEAVYCKFHYKTDQG IKNLSVEDAARLSQEDPDYGIRD
LENATATGKYPSWTFY 1QVMTFNQAETFPFNPFDLTKVWPHKDYPL I PVGKLVLNRNPVNYFAEVE
QIAFDPSNMPPGIEASPDKMLQGRLFAYPDTHRHRLGPNYLHIPVNCPYRARVANYQRDGPMCMQD
NQGGAPNYYPNSFGAPEQQPSALEHS 1QYSGEVRRFNTANDDNVTQVRAFYVNVLNEEQRKRLCEN
TAGHLKDAQIF1QKKAVKNFTEVHPDYGSH I QALLDKYNAEKPKNAITHTFVQSGSHLAAREKANL

>6420|MmulKatOl [Macaca mulatta] Catalase; complete.

MADSRDPASDQMKHWKEQRAAQKADVLTTGAGNPVGDKLNV I TVGPRGPLLVQDVVFTDEMAHFDR
ERIPERVVHAKGAGAFGYFEVTHD I TKYSKAKVFEHIGKRTP IAVRFSTVAGESGSADTVRDPRGF
AVKFYTEDGNWDLVGNNTP I FFIRDP ILFPSF ITHSQKRNPQTHLKDPDMVWDFWSLRPESLHQVSF
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LFSDRGIPDGHRHMNGYGSHTFKLVNAEGKAVYCKFHYKTDQG IKNLSVEDAARLSQEDPDYGIRD
LENATATGNYPSWTFY 1QVMTFNQAETFPFNPFDLTKVWPHKDYPL I PVGKLVLNRNPVNYFAEVE
QIAFDPSNMPPGIESSPDKMLQGRLFAYPDTHRHRLGPNYLQIPVNCPYRARVANYQRDGPMCMQD
NQGGAPNYYPNSFGAPEQQPSVLEHSTQYSGEVRRFNTANDDNVTQVRAFYVNVLNEEQRKRLCEN
TAGHLKDAQIF1QKKAVKNFTEVHPEYGSRIQTLLDKYNAEKPKNAITHTFVQSESHLAAREKANL

>5277|X1Kat01l [Xenopus laevis] Catalase; complete.

MANNKEKADTQMNQWKETRGSQKPNVLTTGAGHPVGDKLNLLTVGPRGPLLVQDVVFTDEMAHFDR
ERIPERVVHAKGAGAFGYFEVTHD I TQYCKAKVFEKVGKRTPVAARFSTVAGEAGSPDT IRDPRGF
AVKMYTEDGNWDLTGNNTP I FFIRDAILFPSFVHSQKRNPQTHMKDPNMVWDFWTLRPESLHQVSF
LFSDRGIPDGHRHMNGYGSHTFKLVSCKDEAVYCKFHFKTDQG IRNLTVERAEQLAASDPDYGIRD
LYEATAAGNYPSWTLY 1QTMTFQQAEKFPFNPFDVTKVWPHGDYPL I PVGKMVLSQNPKNYFAEVE
QLAFDPSNMPPGIEPSPDKMLQGRLFSYPDTHRHRLGTNYLQLP INCPYKVRVANYQRDGPMCFTD
NQGGAPNYYPNSFSAPEQQPQFKEHKFRVSADVDRYNSAVDDNVTQVRDFYLNVLNEEERQRLCEN
LAGHLKECQLF 1QKRAVKNFSDVHLDYGSR1QALLDKHNAKCTKKECARPNTQHSSYLTSKEKSNL

>5267|AaeKat0l [Aedes aegypti] Catalase; complete.

MSRNPAENQLNLFKESQKDKSVATTGNGAPLGTKTATATVGERGPVVLQDVHFLDEMSHFDRERIP
ERVVHAKGAGAFGYFEVTHD ITQYCAAKVFEKVGKKTPLAVRFSTVGGESGSADTARDPRGFAVKF
YTDDGVWDLVGNNTP IFFIRDP ILFPSFIHTQKRNPATHLKDADMFWDF I SLRPESTHQVMFLFAD
RGIPDGYRFMNGYGSHTFKL INAQGKPVYCKFHFKSNQG IKNLEARRADELAGSDPDYSIRDLYNA
1AKGECPSWNLKIQVMTFEQAEQHSFNPFDVTKVWPQNEFPL IPVGRMVLDRNPSNYFAEVEQIAF
APSHLVPGIEASPDKMLQGRLFSYADTHRHRLGANYLQLPVNCPYRVSMKNYQRDGPMNVTDNQGG
APNYYPNSFGGPEPCGFAHKLQNSKFNVSGDVNRFESGETEDNFAQPG I FYRRVLDEAARERMITN
MVNHMSAASPF IQERAVQNFSQVDADFGRRLTEGLKLRRSAKM

>5273|DpKat01l [Drosophila pseudoobscura] Catalase; complete.

MAARDAASNQL IDYKNTQTVSPGSITTGHGSP IGIKDATQTVGPRGPVLLQDVNFLDEMAHFDRER
I1PERVVHAKGAGAFGYFEVTHD I SKYCAAKMFDKVKKRTPLAIRFSTVGGESGSADTARDPRGFAV
KFYTEDGVWDLVGNNTPIFFIRDPILFPSFIHTQKRNPQTHLKDPDMFWDFLTLRPESTHQVCFLF
GDRGTPDGYCHMNGYGSHTFKLVNAKGEP I YAKFHMKTDQG I KNLDVKAADELASSDPDYSIRDLY
NRIKTCKFPSWTMY IQVMTFEEAKKFKYNPFDVTKVWSHKEFPL 1PVGKLVLDRNPKNYFAEVEQI
AFSPAHLVPGIEPSPDKMLQGRLFSYSDTHRHRLGPNYLQ IPVNCPYRVKVNNFQRDGLMNVTDNQ
DGAPNYFPNSFNGPQECPRARALSTCCPVTGDVYRYSSGDTEDNYGQVTDFWVHTLDNCARKRLVA
NTAGHLNNASQFLQERAVKNFTQVHADFGRMLTEALNLAKSSKF

>5270|HcoKat0l [Haemonchus contortus] Catalase; complete.

MPKYDPSDLQLQNYKSGQPNPKVMTTSNGAP IANKTNVLTVGPRGPMLMQDVVFMDEMAHFDRERI
PERVVHAKGGGAHGIFEVTHNITKYCKAD I FSKIGKQTPCFVRFSTVGGESGSADTARDPRGFAVK
FYTEEGNWD IVGNNTP I FF IRDPMQFPNF IHTQKRNPQTHLKDPDMMWDFWGLRPESTHQVMFLMS
DRGTPDGFRFMNGYGSHTFKLVNAKGEPVYCKFHFKAQK TKNLSAEDAARLSGEDPDYSIRDLYNA
1ERGDFPQWKLHIQVMTFEQAERWRLNPFDVTKVWPHSEFPL IPVGTMTLNRNPKNYFAEVEQAAF
SPAHVVPGIEFSPDKMLQGRLFSYTDTHFHRLGPNYNQLP INCPFRARAHNTQRDGAACYDNQGNA
PNYFPNSFNGGVECTRSAESRWSTAGDVARHES IDENNFEQPRLFWEKVLNNDERERLVENIFSTM
KDCKQF IQDRAIQNFTKVHPDFGNKLRKKIDAYNSNRGIRHHI

>5264 | PtetKatOl [Paramecium tetraurelia] Catalase; complete.

MSDNSDNVLTQSTGCPVDDNQNSLTAGEYGP I LLQDTHL 1 DKLAHFDRER IPERVVHAKGAGAYGY
FEVTGDVTKYTKAKFLDTVGKRTPIFTRFSTVGGEKGSADSERDPRGFAVKFYTEEGNYDMTGNNT
PVFFIRDPSKFPDFIHTQKRNPQTNLKDANMFWDFLSLVPESAHQVT ILFSNRGTPNGYRHMNGYT
SHTFRWVNKEGEAFW I KLHFKTDSGNKTFTGAEADELKRTNADYATQDLFEHLATGKTATWTVQVQ
VMPEQDGFKYKWN I FDVTKVWPHSDYPCLNFGKMVLNRNPENYFQEVEQSAFSPGHLVPGIEPSLD
KMLQGRLFSYPDTHRHRLGTNYTQLPVNCPYRARV INQQRDGPQSYNNQGNRPNYEPNSFQPLKMI
PETKTSQYRVTGL 1GRYKPSHPNDDFAQPGVLYRKVMNDFERQWL I TNTVGNLKNANRV IQERQVK
VFTKCDPEYGEKTAQGLGFPNNKARL
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>4097 | TthKat01 [Tetrahymena thermophila] Catalase; complete.

MTDTKNTSVLTTSTGSPVDDNQNSVTAGEYGPVLLQDFHL IDKLAHFDRER I PERVVHAKGAGAWG
YFEVTHDVTKFCKAKVFETVGKRTPVFTRFSTVGGEKGSADTERDPRGFAVKFYTEEGNWDMVGNN
TPVFFIRDP IKFPDF ITHTQKRNPQTNLKCANMFWDFFGSESAHQVT I LFSDRGTPDGYRRMNGYSS
HTFKWYNEQGEAFWVKLHFKTDSG IKNFTAAEADALKSTNPDYATEDLFKHIAQGGSASWTLNVQV
MPINDGYKYRWN I FDVTKVWPHGDYPL IPVGKLVLNRNPENYFAETEQSAFSPSHLVPGMEPSLDK
MLQGRLFSYPDTHRHRLGANYDQ I PVNCPYRARVSNNQRDGPMCVNGNQGSKVNYEPTTFHNYKVR
PETKLSTQTLTGLVGRFKPAHPNDDFSQPGALFRKVMSDKDKSNTVSNIVGHIKNANRD IQERQVR
IFYKCDAEYGSKIATALGFPANRSNL

>4096 | DdKatO0l1l [Dictyostelium discoideum] Catalase; complete.

MSAPVLTTSSGSP IDNNLNSMTAGVNGP 1L 1QDFTL 1 DKLAHFDRER I PERVVHAKGAGAHGYFEV
TSSDVPKWCKAKFLNKVGKRTP IFTRFSTVGGEKGSSDSERDPRGFAVKFYTEEGNFDMVGNNTPV
FFIRDPSKFPDF IHTQKRNPQTNCKDPNMFWDFLGQTPESTHQVS I LFSDRGTPKSYRHMHGFSSH
TLKFVNAQGKPYWVKLHFTSETGIQNYTAEEAAKMSMNDPDSATRDLFET IAKGGEPAWKVS1QLM
EFEDALKYRFNPFDVTKIWSHKDYPL 1Q 1GRMVLNRNPENYFAEVEQAAFSPSHMVPG I EPSPDKM
LQGRLFSYPDTHRHRLGVNYQQ I PVNCPFAVKGGVKNYQRDGFMAVNGNGGKGPNYQPNSFGGPEP
HPEFAQHKFDVSGFAARQPYNHPNDDFVQPGDLYRLMSEDAKSRFVSNLVGHMSGVTIKE 1QVRAV
SNFYKADKDLGARLCKGLGIDVNDV IKFAARSNL

>5142|AtkatO1l [Arabidopsis thaliana] Catalase; complete.

MDPYRVRPSSAHDSPFFTTNSGAPVWNNNSSLTVGTRGP I LLEDYHLLEKLANFDRER IPERVVHA
RGASAKGFFEVTHDITQLTSADFLRGPGVQTPVIVRFSTVIHERGSPETLRDPRGFAVKFYTREGN
FDLVGNNFPVFFVRDGMKFPDMVHALKPNPKSHIQENWR I LDFFSHHPESLHMFSFLFDDLG IPQD
YRHMEGAGVNTYML INKAGKAHYVKFHWKPTCG I KCLSDEEA IRVGGANHSHATKDLYDS IAAGNY
PQWNLFVQVMDPAHEDKFDFDPLDVTKIWPED I LPLQPVGRLVLNKN IDNFFNENEQIAFCPALVV
PGIHYSDDKLLQTRIFSYADSQRHRLGPNYLQLPVNAPKCAHHNNHHDGFMNFMHRDEEVNYFPSR
LDPVRHAEKYPTTP 1VCSGNREKCF I GKENNFKQPGERYRSWDSDRQERFVKRFVEALSEPRVTHE
IRSIWISYWSQADKSLGQKLATRLNVRPNF

>5625|Ntkat01 [Nicotiana tabacum] Catalase; complete.

MDPYKYRPSSAFNSPFCTTNSGAPVFNNNSSLTVGARGPVLLEDYHLVEKLANFDRERVPERVVHA
RGASAKGFFEVTHDITHLTCADFLRAPGVQTPVIVRFSTVIHERGSPETLRDPRGFAVKFYTREGN
FDLVGNNFPVFF IRDGMKFPDMVHALKPNPKSH IQENWRVLDFFSHVPESLHMFTFLFDD1GIPQD
YRHMDGSGVHTFTL INKAGKSTYVKFHWKPTCGVKSLLEEEAAR IGGANHSHATQDLYDS IAAGNY
PEWKLFIQTMDPDHEDRFDFDPLDVTKTWPED I LPLQPVGRLVLNKN IDNFFNENEQLAFCPSIVV
PGVYYSDDKMLQTRIFSYSDTQRYRLGPNYLQLPANAPKCAHHNNHYDGSMNFMHRDEE IDYFPSR
YDPVRHAEKYP IPSTMCTGKREKCV 1 QKENNFKQPGDRYRSFTPDRQERFIRRWVEALSDPRITYE
IRTIWISYWSQADKSLGQKLASRLNVRPSI

>5145]|0sKat02 [Oryza sativa ssp japonica cv Nipponbare] Catalase;
complete.

MDPYKHRASSGSNSTFWTTNSGAPVWNNNSALTVGERGP I LLEDYHL 1EKLAQFDRER IPERVVHA
RGASAKGFFEVTHDISHLTCADFLRAPGVQTPVIVRFSTVVHERGSPETLRDPRGFAVKFYTREGN
FDLVGNNMPGFF IRDGMKFPDMVHAFKPSPKTNMQENWR 1VDFFSHHPESLHMFSFLFDDVGIPLN
YRHMEGFGVNTYTL INKDGKPHLVKFHWKPTCGVKCLLDDEAVTVGGTCHSHATKDLTDS IAAGNY
PEWKLY IQT IDPDHEDRFDFDPLDVTKTWPED I IPLQPVGRMVLNKN IDNFFAENEQLAFCPAL IV
PGIHYSDDKLLQTRIFSYADTQRHRLGPNYLMLPVNAPKCAYHNNHHDGSMNFMHRDEEVNYFPSR
FDAARHAEKVP IPPRVLTGCREKCV IDKENNFQQAGERYRSFDPARQDRFLQRWVDALSDPRITHE
LRGIWISYWSQCDASLGQKLASRLNLKPNM

>5629|NOspKatLox01 [Nostoc sp.] Catalase-lipoxygenase fusion;
complete.
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MDLNTYLKLLNLLDSESQK IMLELQAMFSAAGLALRGRGTHTDG I IVKGNLTVLHSSDVPSHSLFT
PGKKYDV IFRHAN 1VGGAKDDAL INGRGSAIRIGNIGDDLSKPRLLDLVLNTGEVFGLPTARLYHQ
FFGSDFHQKSDMLASGSLRRYAVEAALRNPDSFTELYYHTQLCYEWVDSKKKSRYARFRLLNPNQS
TEGGLLDDSVE1GPRLVLPRKRGDTREKNYLRNEFRQRLTDGN IVEYVLQAQFRSIEDVAVDCSNI
WDPNTYPWLD IAATVLNQDESENDYYQETAYNPGNTHYDLKLPNSYSVDDFASLGVSGALVHYFGS
1VRAERTQYLYGSKDDLPGKPVYFPLPVTEIPSKRFLFLLEKYNFLTDNSYPSDGEHDKIEALVSA
MPTTALDLAVGTTDPTDIPDSYFLERRLNGYNPGAIRESSGQEGWTHELTHNLAKYD IKPGLHFPD
FVQCRLFVDKQNGVKLHSIKIDDHE ITPCQEQWQYAKRTYLQAEFLSQELKLHLARCHFNIEQYVM
ATKRRLAPTHPVRAFINPHLEGL IFINSSAVPKIIGSTGFIPIASMLTQGS IVDVMKNELSKLSYM
WNPIADLPRD IPGDLFTPAATAYWELLNNYVEQGLLQPFEDELRTEVNAIQVDELFAELKERSLYS
GDQPPKYDSSELKSLLMY 1 ' YHSSFLHSWANFKQYDDAGNPNHVSMGDYSQYDQQTQDKIRFSQRS
LTWVLSSIRYNSVAVYGSDLLKQL IREKSSILEPGLPLEDLMMSINI

>5627|CvirKatLox01 [Clavularia viridis] Catalase-lipoxygenase
fusion; complete.

MVWKNYGFE I FAEKFGKEELEKR 1QDELKPPADAPLFGRLKLKMKKEKFKSLFLLGTTLKGFRRAT
HTVGTGGFGE 1K 1VDNPKFPEHEFFTAGRKFPARLRHGDLKFMDDAGSDARSFS IKFADSDSESPL
DIIMNTGEANIFWDTESLEDFVPVKEGDTAKEYVFKNPYYYYNL IEALRRAPDTFAHLYYYSQLTM
PFKAKDGKVRYCRYRAIPGDVD IKEEDESGRLTEEEQRKIWIFSRHEDEKRPVDYLQQEYVERLTK
GPVNYRLQIQIHEESPNDTAT IFHAGI LWDKETHPWFDLATVTITTPLSPDVLERTGFNIVNQPDS
LGLFDAKSPEDYNSIGEIRVAVYSFVQHVRKLKRGSL IPAGQNANYNIEIETGDREHAGTDATITI
RITGAKGRTDYLKLDKWFHNDFERGSKDSYQVEAFDVGD 1QL1EITHSDQGGYWSGDPDWFVNKVI 1
MSSSQDRVYSFPCYRWI IKD IVLFPGEATLPFYQVPAIVSEQRQRELEQRKVTYQWDYVSDDMPGN
1KAAKHSDLPRDVQFTDEKSRSYQESRKEALVNLGIGSFFTLFEDWDDYDDYHILYRNWILGDTPN
MASKWNEDRWFGYRFLNGANPVVLNRCDALPDNFPVTNDDVSASLDRGKTLKEEIEDGHI1YLADFK
I1LEGARCYGGP IVEDSGYSVPDELNNDEADVRYCAAPLALLYVNKVGHLMPIATQINQDPGPENPI
WTPHEPNEHDWMLAKFWLAVAESNFHQLNTHLLRTHLTTESFALSVWRNLASPHPVFKLLQPHIYG
VLAIDT IGRKEL IGSGGIVDKSLSLGGGGHVEFMEKCFKTVNLQDYNLPKLLKKRGVDDSSKLPGY
YYRDDGLALWETIEILVTDI1G1YYKNDDDVKRDNE 1QSW1YDVHKNGWRVNPGHEDHGVPASIVS
REHLIEILTSLIFTFSCQHAAVNFSQKDHFGFTPNAPAILRQPPPKKKGDASLKS IMSTLPSKAQA
AKATATVYILTKFSEDERYLGNYSSTAWEDNEALDAINRFQDRLED I SMKIKERNKNLEVPYYYLL
PERIPNGTAI
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54 5195|GzKat01 Gibberella zeae Catalase...
88 5188|MagKat01 Magnaporthe grisea Cata...
33 5207|NcKat01 Neurospora crassa Catala...
5216|AcapKat01 Ajellomyces capsulatus...
35 5213|AniKat01 Aspergillus nidulans-Em...
5218|PoKat02 Pleurotus ostreatus Cata...
74 5223|CnKat01 B-3501A Cryptococcus neo...
5321|EcoKatE Escherichia coli Catalas...
100 76 4060|FspKat01 Ccl3 Frankia sp. Catala...
4 3980|BhaKat01 C-125 Bacillus halodura...

5369|RoKat02 Rhizopus oryzae Catalase...
5391|PnoKat03 Phaeosphaeria nodorum C...

pll 100 5231|MagKat02 Magnaporthe grisea Cata...
ED—I: 5416|NcKat03 Neurospora crassa Catala...

90 3981|BhaKat02 C-125 Bacillus halodura...

4079|PfKat02 Pf5 Pseudomonas fluoresc...

96 — 5145|0sKat02 Oryza sativa ssp japonic...

100 100 5142|AtKat01 Arabidopsis thaliana Cat...
EB-I: 5625|NtKat01 Nicotiana tabacum Catala...

40 5201|GzKat02b Gibberella zeae Catalas...

5389|PnoKat01 Phaeosphaeria nodorum C...

99 5255|PstiKat01 Pichia stipitis Catala...

78 5175|SceKat01 Saccharomyces cerevisia. ..
? %‘7 5261|SpomKat01 Schizosaccharomyces po...
5230|GzKat04 Gibberella zeae Catalase...
jﬁ 5534|NOpuKat01 Nostoc punctiforme Cat...
74

4297|SmekKat01 Sinorhizobium meliloti ...
4082|BsKat01 168 Bacillus subtilis Ca...

100 5264|PtetKat01 Paramecium tetraurelia...
- 83 —:4097|TthKat01 Tetrahymena thermophila...
4096|DdKat01 Dictyostelium discoideum...
a4 5267|AaeKat01 Aedes aegypti Catalase ...
67 52_|: 5273|DpKat01 Drosophila pseudoobscura...
5270|HcoKat01 Haemonchus contortus Ca...
100 — 5277|XKat01 Xenopus laevs Catalase ...

00 5281|BtKat01 Bos taurus Catalase comp...

100 5282|HsKat01 Homo sapiens Catalase co...
39 L 6420|MmulKat01 Macaca mulatta Catalas...

_| 5629|NOspKatLox01 Nostoc sp. Catalase...
5627|CvirkatLox01 Clawlaria viridis ...
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5282|HsKat01 Homo sapiens Catalase co...
6420|MmulKat01 Macaca mulatta Catalas...

5281|BtKatO1 Bos taurus Catalase comp...
5277|XKat01 Xenopus laevs Catalase ...
5270|HcoKat01 Haemonchus contortus Ca...
5267|AaeKat01 Aedes aegypti Catalase ...

52 5273|DpKat01 Drosophila pseudoobscura...

24 5230|GzKat04 Gibberella zeae Catalase. ..
—|j5261|8p0mKatO1 Schizosaccharomyces po...
52 5255|PstiKat01 Pichia stipitis Catala...

499|_— 5175|SceKat01 Saccharomyces cerevisia...
5264|PtetKat01 Paramecium tetraurelia...
E‘—_AfOQTmhKatm Tetrahymena thermophila...
———— 4096|DdKat01 Dictyostelium discoideum...
26 l— 5534|NOpuKat01 Nostoc punctiforme Cat...
E6 4297|SmeKat01 Sinorhizobium meliloti ...
4082|BsKat01 168 Bacillus subtilis Ca...
5201|GzKat02b Gibberella zeae Catalas...
7 28 5389|PnoKat01 Phaeosphaeria nodorum C...
3981|BhaKat02 C-125 Bacillus halodura...
4079|PfKat02 Pf5 Pseudomonas fluoresc...

=] 5142|AtKat01 Arabidopsis thaliana Cat...
100 5625|NtKat01 Nicotiana tabacum Catala...

50

59

a0 5145|0sKat02 Oryza sativa ssp japonic...
5369|RoKat02 Rhizopus oryzae Catalase...

£|: 5231|MagKat02 Magnaporthe grisea Cata...
5416|NcKat03 Neurospora crassa Catala...

% L——— 5391|PnoKat03 Phaeosphaeria nodorum C...

4060|FspKat01 Ccl3 Frankia sp. Catala...
3980|BhaKat01 C-125 Bacillus halodura...
5321|EcoKatE Escherichia coli Catalas...
5223|CnKat01 B-3501A Cryptococcus neo...
5218|PoKat02 Pleurotus ostreatus Cata...

82

5216|AcapKat01 Ajellomyces capsulatus...

5213|AniKat01 Aspergillus nidulans-Em...

5207|NcKat01 Neurospora crassa Catala...

5195|GzKat01 Gibberella zeae Catalase...

72 5188|MagKat01 Magnaporthe grisea Cata...
5629|NOspKatLox01 Nostoc sp. Catalase...
agl 5627|CvirkatLox01 Clawlaria wridis ...
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