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OZET

Akasya Agaci Topragindan izole Edilen Bacillus Sp. Tarafindan

Uretilen Endiistriyel Enzimlerin Arastirilmasi

Maltooligosakkarit {iireticisi olan yeni bir a-amilaz ireticisi Akasya agaci
(Acacia cyanophylla Lindley ) topragidan izole edilmistir. Fiziksel karakteristigine ve
16S rRNA gen sekansi bakildiginda izolatin Bacillus genusuna ait oldugu belirlenmis ve
Bacillus subtilis SDP1 olarak adlandirilmistir. En yiiksek enzim firetimine ¢oziilebilir
nisatanin karbon kaynagi, maya Ozitliiniin de azot kaynagi oldugu besiyerinde
ulagtlmistir. SDP1 a-amilaz enzimi yaklasik 61kDa’luk bir molekiiler agirliga sahiptir.
Enzimin optimum pH’s1 7.0 olmakla birlikte pH 5.0 ile pH 9.0 arasinda oldukga aktiftir.
Bununla birlikte pH 6.0 ile pH 8.0 arasinda da ¢ok kararli bir enzimdir. Ham enzimin
optimum sicakligi 60°C olup 50°C’de 1 ve 2 saatlik inkiibasyonlar sonucunda baslangi¢
aktivitesinin sirasiyla %83 ve %74’inii korumaktadir. SDP1 a-amilaz enzimi DEAE-
seliloz iyon degistirme kromatografisi kullanilarak saflagtirllmistir. Saflastirma
sonucunda ham fermentasyon sivisi yaklasik % 26 verim ile 9,9 kat saflagtirilmigtir.
Saflastirilmig enzimin spesifik aktivitesi 191.8 U mg™ olarak hesaplanmistir. Manyetik
alginat mikrokiirelerine immobilize edilen SDP1 a-amilaz enziminin 70°C’deki termal
kararlilig1 yaklas1 7 kat artmaktadir. Hem ¢dziilebilir hem de bugday nisastanin SDP1 a-
amilazi ile hidrolizi sonucunda ana iirlin olarak maltoz, maltotrioz ve maltotetraoz
olustugu ince tabaka kromatografisi ile belirlenmistir. Bu da SDP1 a-amilaz enziminin
maltooligosakkarit lireten bir enzim oldugunu gdstermektedir. Aktivite ve stabilitesi i¢in
kalsiyuma ihtiya¢ duymamasi ve yeterli miktarda kii¢iik maltotrioz ve maltotetraoz gibi
kiiclik maltooligosakkaritler tiretebilmesi SDP1 a-amilazini 6zellikle gida ve firincilik

sektorli i¢in potensiyel bir aday yapmaktadir.

Bu tez calismast Marmara Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

tarafindan FEN-C-DRP-171108-0267 numarali proje ile desteklenmistir.

Haziran, 2013 Hasan Umit OZTURK
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ABSTRACT

Investigating Of Industrial Enzymes From Bacillus Sp Isolated From

Acacia Cyanophylla Lindley

A maltooligosacharide-forming a-amylase producer was isolated from the
rhizosphere of Acacia cyanophylla Lindley from Cukurova region of Turkey. According
to physiological characteristics and 16S rRNA gene sequence, this strain belonged to
the genus Bacillus hence it was designated as Bacillus subtilis SDP1. Highest enzyme
production was achieved with soluble starch as the carbon and yeast extract as the
nitrogen source and at pH 7.0 and 37 °C. The a-amylase had an apperent molecular
weight of 61 kD. The optimum pH of the enzyme was 7.0 and it was highly active at pH
ranging from 5.0 to 9.0. It was also stable at pH ranging from_6.0 to 8.0. The optimum
temperature of the crude enzyme was 60°C and it retained 83% and 74% of its initial
activity after 1h and 2h incubation periods at 50°C. SDP1 a-amylase purified to
homogenity with single step ion-exchange chromatography. The purity of the enzyme
was about 9.9-fold greater than that of the crude supernatant liquid. The yield of the
purified enzyme preparation was about 26% with respect to the culture supernatant. The
specific activity of the purified enzyme was about 191.8 U mg*. Immobilization of
SDP1 a-amylase stability with magnetic alginate beads enhanced the enzyme stability
~7 fold at 70°C. The unique features of calcium independence and efficient production
of small maltooligosaccharides such as maltotetraose and maltotriose make SDP1
amylase potentially useful in food industries.

This thesis has been supported by Marmara University, Scientific Research
Project Unit with a project number FEN-C-DRP-171108-0267.

Haziran,2013 Hasan Umit OZTURK
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YENILIK BEYANI

Akasya Agaci Topragindan izole Edilen Bacillus Sp. Tarafindan

Uretilen Endiistriyel Enzimlerin Arastirilmasi

Enzimler, endiistrinin bircok farkli uygulama alaninda kendilerine yer bulmaktadir ve
global enzim pazar1 her yil %6,8 oraninda biiylimektedir. Nisasta isleme, tekstil, kagit,
firncilik ve pastacilik, alkol ve biodizel {iretimi, sindirimi kolaylagtiran maddelerin
hazirlanmasi, meyve sularinin, tibbi ilaglarin iretimi gibi farkli endistriyel
uygulamalarda etkin olarak kullanilan a-amilazlar, enzim pazari igerisinde biiyilik bir

paya sahiptir.

Global yiyecek ve i¢ecek enzimlerine duyulan talep son yillarda dikkat cekici
sekilde artmis ve 2010 yilinda 1.220 milyon dolara kadar diger bir degisle tiim enzim
pazarinin %36,5’ine ulasmigtir. 2020 yilinda ise bu sektérdeki enzim grubunun pazar
payint 40,1°e ylikseltecegi ve piyasa degerinin de 2.520 milyon dolara ulasacagi tahmin

edilmektedir.

Yiyecek ve icecek enzimleri icerisinde, Ozellikle firincilik sektoriinde
bayatlamayi gegiktirici 6zellige ve orta termal kararliliga (ITS) sahip amilazlara duyulan
ithtiyag¢ her gegen giin artmaktadir. Dogada pek cok farkli 6zellige sahip amilaz ile ilgili
calismalar bulunmasina ragmen, 6zellikle ITS ve kiiciik maltooligosakkarit (maltotrioz,

maltotetroz) liretme yetenegine sahip ¢cok az amilaz rapor edilmistir.

Bu tez kapsaminda, akasya agaci topragindan izole edilen ve Bacillus SDP1
olarak adlandirilan izolatdan elde edilen maltooligosakkarit iireticisi a-amilaz enziminin

iiretim ve karakterizasyon calismalar1 gerceklestirilmistir.

Calismanin ilk bolimiinde, gram pozitif endospor olusturan izolat SDP1,
molekiiler ve konvansiyonel teknikler kullanilarak tanilanmis ve mevcut literatiiler ile
karsilastirilarak izolat SDP1 Bacillus subtilis olarak belirlenmistir. Calismanin ikinci
kisminda, Bacillus subtilis SDP1 tarafindan iretilen o-amilaz enziminin {retim
optimizasyonu, saflastirmasi, karakterizasyonu gerceklestirilmistir ve bu caligmalar
mevcut literatlir bilgileri ile karsilastirilmistir. Caligmanin iiclincli boliimiinde ise -
amilaz enzimi i¢in manyetik aljinat mikrokiirelerinin kullanildig: bir saflagtirma prosesi

gelistirilmigtir. Ayrica sentezlenen manyetik aljinat mikrokiireleri ile a-amilaz
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enziminin immobilizasyonu saglanmig ve immobilize enzimin baglanmamis enzime

gore termal kararliliginin yaklasik 7 kat arttig1 belirlenmistir.

Sonug olarak, bu ¢alismada yeni izole edilen Bacillus subtilis susu tarafindan
tiretilen o-amilazin sahip oldugu kii¢iik maltooligosakkarite hidrolizleme yetenegi
ozellikle gida ve firincilik sektoriinde istenen bir Ozellik olarak ortaya konmustur.
Literatlirde rapor edilen amilazlarin biiyiik ¢ogunlugu aktivite ve yapisal kararliliklarini
koruyabilmek i¢in Ca™ gereksinim duyduklarindan, reaksiyon ortamlarma bu metal
iyonunun eklenmesine ihtiya¢ duymaktadir. Ancak SDP1 a-amilaz enzimi aktivite veya
stabilitesi i¢in kalsiyum enzimine ihtiya¢ duymamasi ile de rapor edilen amilazlardan

ayrilmaktadir. Bu 6zellige sahip ¢ok az sayida amilaz rapor edilmistir.

Bu ¢alisma sonucunda temel bilimsel g¢alismalarla 6zgiin bilgiler iretilerek
uluslararas1 literatiire katkida bulunacak nitelikte bilgi birikimi olusturulmasi

hedeflenmektedir.

Ayrica yaklagik tiim enzim ihtiyacini ithalat ile gergeklestiren tilkemizde, 6zellikle
firincilik sektoriinde kullanilabilecek bir amilaz enziminin uretimi, ekonomik olarak da

katki saglayacaktir.

Haziran,2013 Prof.Dr. Dilek KAZAN Hasan Umit OZTURK
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1. GIRIS
Enzim kullanimi, enzimlerin kimyasal yapilar1 ve reaksiyonlari katalizleme
yeteneklerinin bilinmesinden ¢ok daha eskilere dayanmaktadir. Buna karsin tamamen

enzimatik olan ilk endiistriyel proses olan nisasta isleme prosesi ancak 1960 yilinda

gelistirilmistir [1].

Enzim  uygulamalari, endistriyel  mikrobiyoloji ~ ve  biyokimyasal
miihendisliklerde kaydedilen gelismelere paralel olarak, ikinci diinya savagindan sonra
artis géstermeye baslamistir [1]. Giintimiizde enzimler, gida, yem, deterjan, tekstil, deri,
kuru temizleme, ilag, kozmetik, kagit ve hassas kimyasallarin {iretimi gibi birgok farkli
alanda kullanim alan1 bulmuslardir. Enzimlerin kiiresel pazarinin % 80’ini, endiistriyel
uygulamalar olusturmaktadir [2]. Bunlar i¢inde gida ve deterjan sektoriinde kullanilan

enzimler enzim pazarinda ki en biiyiik paya sahiplerdir.

Novozymes S/A tarafindan 2011 yilinda yaymlanan raporda, endiistriyel enzim
pazarmin biiylik ireticilerinden olan Novozymes S/A, DuPont ve DSM’in sirasiyla bu

pazari %47, %21 ve % 6 ‘sina sahip olduklar1 belirtilmistir [3].

Global enzim pazarinin her yil % 6.8 oraninda biiyiimesi Ongoriilmektedir.
Global yiyecek ve icecek enzimlerine duyulan talep son yillarda dikkat ¢ekici sekilde
artmis ve 2010 yilinda 1.220 milyon dolara ve tiim enzim pazarinin %36.5’ine
ulagmistir. 2020 yilinda ise bu sektordeki enzim grubunun pazar paymi 40.1°e

yiikseltecegi ve piyasa degerinin de 2.520 milyon dolara ulasacag: tahmin edilmektedir
[4]

Bilinen en eski ve en 6nemli endiistriyel enzimlerden olan amilazlarin tarihgesi
ilk olarak 1811 yilinda nisasta parcalayan enzimin Kirchhoff tarafindan kesfi ile
baglamigtir [4]. Amilazlar nisasta molekiillerini dekstrinler ve glikoz birimlerinden
olusan daha kiigiik polimerlere indirgeyen hidrolitik enzimlerden olusur. a-amilazlar
nisasta isleme, tekstil, kagit, firincilik ve pastacilik, alkol ve biodizel iiretimi, sindirimi
kolaylastiran maddelerin hazirlanmasi, meyve sularinin, tibbi ilaglarin tiretimi gibi farkl
endiistriyel uygulamalara da sahiptirler [4, 5]. Endiistriyel enzimlerin bu sinifi enzim

pazarinin yaklasik 25%’ini olusturmaktadir [6].



Amilazlar, en basit sekli ile endoamilazlar ve ekzoamilazlar olarak iki kategoriye
ayrilirlar. Endoamilazlar a-amilazlar (EC 3.2.1.1, 1,4-a-D-glucan glucanohydrolase)
glikozil hidrolaz ailesi 13 i¢inde siniflandirilirlar. a-amilazlar nisastanin hidrolizini diiz
zincir i¢indeki bitisik glikoz iiniteleri arasinda bulunan, 1,4-a-D- glikozit baglarini
rastgele keserek, a-anomerik iiriinlerin olusmasina sebep olarak gerceklestirirler [7].
Ekzoamilazlar ( B-amilazlar ve glucoamilazlar) ise nisastayr indirgenmemis ucundan

hidrolizlerler.

Amilazlar dogada hayvan, bitki ve mikrobiyal bir¢cok farkli kaynaklardan elde
edilebilmektedir. Birbirinden ¢ok farkli optimum pH, sicaklik, molekiiler biiyiikliik ve
kararliliga sahip amilazlar, literatiirde rapor edilmis olmasina ragmen, endiistriyel
oneme bakildiginda fungal ve bakteriyel kaynakli amilazlarin 6zellikle de Bacillus
tiirline ait organizmalardan elde edilenlerin amilazlarin daha fazla ve farkli uygulama
alanlart buldugu goriilmektedir [4, 6, 8]. Endiistriyel amaglar i¢in kullanilan mikrobiyal
o—amilazlar baglica Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens ve Aspergillus
oryzae’den tretilmistir [9]. Karakterize edilen fungal ve bakteriyel kaynakli bazi amilaz
tireticileri ve Ozellikleri Tablo 1.1’de verilmistir. Cesitli endiistriyel uygulamalarda
kullanilmak {izere ihtiya¢ duyulan gelismis, farkli ve yeni Ozelliklere (spesifisite,
kararlilik, sicaklik, metal iyon ve pH bagimlilig1) sahip yeni amilaz iireticilerinin

bulunmasi igin de giderek artan bir ilgi bulunmaktadir [10, 11].



Tablo 1.1.  Bazi mikrobiyal kaynakli amilazlarin 6zellikleri

Kaynak Molekiil pH Sicakhk Inhibitorler Referans#
Agirh@ Optimum/Kararhhk Optimum/Kararhhk

Bakteri

Bacillus amyloliquefaciens - 7.0 33°C - [12]
Bacillus licheniformis 22.5 9.0/6.0- 11.0 76 °C 60 °C - [13]
Bacillus licheniformis 28.0 9.0/7.0- 9.0 90 °C /60 °C (3 ), Hg*, Cu*?, Ni*?, Zn* Ag™ [14]
Bacillus licheniformis NCIB 6346 62- 65 7.0/7.0- 10.0 70- 90 °C /85 °C (1s) - [15]
Bacillus sp. 1-3 - 7.0 70°C EDTA, HgCl, [16]
Bacillus sp. PS-7 71.0 6.5 60°C - [17]
Bacillus subtilis JS-2004 - 7.0 50°C Co*?, Cu*?, Hg** Mg™, [18]

Zn*2Ni*?, Fe™, ve Mn™

Bacillus sp. Ferdowsicous 53.0 45 70°C Hg*™, Zn*? ve EDTA [19]
Bacillus sp. KR-8104 59.0 40-6.0 70-75 °C - [20]
Bacillus dipsosauri DD1 80.0 6.1 60 °C Zn*? ve Cd* [21]
Lactobacillus manihotivorans LMG 135.0 5.5 55°C Ni*?, Cu*, Hg*, Fe** ve Al [22]
18010T

Bacillus stearothermophilus 59.0 5.0- 6.0/6.0- 7.5 70- 80 °C /(5 giin) Cd*?, cu*? Hg*, Pb*?, Zn*%6 [23]
ATCC 12980 (Ls, 80 °C) 90 °C (45 dak) AU

Bacillus subtilis 65 68.0 6.0/6.0- 9.0 60 °C /60 °C (5dak) Cu*, Fe™, Mn* EDTA [24]

Zn+2,Pb+2, A|+3, Cd*Z,Ag+2,

Escherichia coli 48.0 6.5/< 7.0 50 °C /<70 °C Hg™, Fe™ Al [25]
Streptococcus bovis JB1 77.0 5.0- 6.0/5.5- 8.5 50°C (15) Hg*?, p-kloromerkiiribenzoik [26]




H

Thermomonospora profundus 42.0 5.5- 6.0/5.9-9.8 80 °C/80 °C (3 h), lodoasetic asid, N- [28]

DT5432 90 °C (15 dak) bromosiiksinik asit, SDS,

Aspergillus awamori ATCC 22342 54.0 4.8-5.0/3.5-6.5 (24 h) 50 °C/40 °C (60 Hg+!, Pb"!, maltoz [29]
dak)

Aspergillus niger - 55 70 °C - [31]

Aspergillus oryzae CBS570.64 - 7.0 35°C - [33]

Cryptococcus flavus 75.0 5.5 50 °C Hg™, Fe™ ve Cu* [35]

Saccharomyces cerevisiae 54.1 5.0 50°C -

~
SN



a-amilazlarin endiistriyel olarak kullanildigi alanlardan biri de firincilik
sektorudiir. Firincilik sektoriinde a-amilazlar, ekmek hamuruna katilarak, unun ig¢indeki
nisastay1 dekstrinlere parcalayip, maya tarafindan daha rahat fermente edilebilir forma
getirirler. Bunun disinda ¢esitli a-amilazlar tarafindan tretilen maltooligosakkarit
(MOS)’ler kaplama maddesi, viskozite saglayicisi, lezzet tasiyicisi ve Kristalizasyon
inhibitorii olarak kullanilmaktadirlar. MOS’larin, ekmek i¢inin sertlesme hizinm
azaltarak, bayatlama geciktirici ajanlar olarak hareket ettikleri de rapor edilmistir. Duran
ve ark., (2001) ozellikle maltotrioz (G3) den maltopentaoz (GS5) araliginda degisen
maltooligosakkaritlerin ekmegin bayatlamasini geciktirdigini, raf dmriinii uzattigr (2-3
giin), kirint1 olusumunu azaltigin1 ve hamurun yapisini iyilestirici bir ajan olarak gorev
yaptigint belirtmislerdir [39]. Bu 6zellik ekmegin raf omriinii uzatmasi sebebi ile
ekonomik olarak da ¢ok onemlidir. Sadece Amerika da her yil bayatlayan ekmeklerin
atilmast sebebi ile 1 milyar dolarlik maddi kayip yasanmaktadir. Bayatlama geciktirici
Ozellige sahip a-amilazlar, genellik orta dereceli termal kararliliga (ITS) sahip

amilazlardir.

Bu 6zelliklerinden otiirii 0zellikle firincilik sektoriinde kullanilmak tizere kiigiik
maltooligosakkaritleri olusturabilme yetenegine sahip yeni amilaz iireticilerinin
bulunmasi konusunda artan bir ilgi bulunmaktadir [40]. Spesifik olarak biiyiikk DP 5-7
arasinda degisen biiyiiklikte MOS iireten Bacillus amilazlar rapor edilmistir. Bunlar
maltoheptaoz (G7) olusturan Bacillus subtilis US116 amilaz1 [41], maltohekzoz (G6)
olusturan Bacillus halodrans LBK amilaz1 [42] ve Bacillus stearothermophilus US100
amilaz1 [43], maltopentoz olusturan Bacillus circulans [15] amilazidir. Ancak kii¢iik
MOS (DP 3-4) olusturan az sayida amilaz {ireticisi rapor edilmistir. Bunlar maltotetraoz
(G4) olusturan Bacillus susu GM8901 [44] ve maltotriose olusturan Bacillus subtilis
[45] amilazlaridir. Son yillarda G3 ve G4 olusturan yeni mikroorganizmalarda rapor

edilmektedir.

Maltooligosakkarit (G3-G4) olusturma yetenegine sahip bir amilaz ireticisi
oldugu belirlenen izolat SDP1’in molekiiller ve konvansiyonel yontemler ile
tanilanmasi, a-amilaz enzim iretim silireglerinin ve teknolojilerin gelistirilmesi,
optimize edilmesi, iiretilen enzimin karakterize edilmesi bu tez ¢aligmasinin amacini

olusturmaktadir.



1.1  Nisasta

Nisasta soguk suda ¢oziinmeyen graniiller formda, organizmalar i¢in depo
maddesi olarak bitki hiicrelerinde depolanan 6nemli bir karbohidrattir. Nisasta patates,
bugday, piring, misir, tapyoka gibi bir¢ok ekonomik dnemi olan iiriiniin ana bilesenidir

[46, 47].

Nisasta bitkilerde glikozun depo seklidir. Bitkiler glikozu, giines 1s1g1m1 kimyasal
enerjiye dondstiirdiikleri fotosentez reaksiyonu sonucunda tretirler. Nisasta, bitkilerin
gece solunumunda kullanmasi i¢in depo bilesigi olarak yapraklarda bulunan plastidlerde
sentezlenmektedir. Ayrica uzun donem depolama bilesigi olarak da yumrularda,
koklerde ve tohumlarda bulunan amiloplastidlerin iginde sentezlenirler. Daha sonra
biiylik miktarda sentezlenen nisasta bu organellerde suda ¢dziinmeyen graniiller bir
form alir ve birikir. Grantillerinin yapisi, sekli ve biiyiikliikleri bitkilerin tiirlerine gore
farklilik gostermektedir. Ornegin, ticari olarak ilgi duyulan nisasta kaynaklarindan;
misir nisastasinda graniil boyutlar1 (2-30) um arasinda degisirken patates nisastasinda

bu graniiller (5-100) um boyutlarinda olabilmektedirler [47, 48].

1.1.1 Nisastanin bilesenleri

Nisasta, molekiil agirligi 50.000 ile 1.000.000 dalton arasinda degigen biiyiik bir
glikoz polimeridir. Bu polimer glikoz molekiillerinin birbirlerine C1 oksijeninden
baglanmasi ile diger bir deyis ile aralarinda glikozit bagi olusturmalar ile olugmaktadir.
Olusan glikozit bagi, yiiksek pH da kararli iken diisiik pH degerlerinde hidrolize
olmaktadir. Eskiden endiistride enzim kullanimi yayginlagmadan 6nce bu bilgiden
faydalanilarak nisasta asit hidrolizi yontemi ile pargalanirdi. Nisasta’nin polimerik
zincirinin sonunda indirgen u¢ olarak adlandirilan duragan bir aldehit grubu

bulunmaktadir.

Nisasta, amiloz ve amilopektin ad1 verilen iki glikoz polimerinin yar1 — Kristalin
graniiller yapi igerisinde farkli oranlarda birlesmesinden meydana gelmektedir. Farkli
bitki tiirlerinde, hatta ayni tiiriin farkli ¢esitlerinde bile (kiiltivar) amilozun amilopektine
oran1 degisiklik gostermektedir. Ornegin, bugday nisastasi yaklasik % 25 amiloz

igerirken, misir nisastast % 97-99 oraninda amilopektine sahiptir. [49-51]



1.1.1.1 Amiloz

Amiloz, glikoz birimlerinin a-1,4 baglari ile u¢ uca eklenmesi ile olusan ve ¢ok
az sayida o-1,6 baglantisi i¢eren lineer yapida polimerik bir karbohidrattir (Sekil 1.1a.)
[52].

Amiloz, lineer bir polimer olmasina karsin birbirlerine a-1,4 bagi ile baglanan
glikoz birimlerinin agili olma egiliminden dolay1 amiloza dogal bir biikiim vererek ona
sarmal bir konformasyon kazandirmaktadir. Ayrica, iki amiloz molekiilii de birbirine
sarilarak ¢ift sarmal bir yap1 olustururlar (Sekil 1.1b.). Bu sarmalin i¢ yiizeyi hidrofobik
oldugu igin iginde yer alan su molekiilleri kolaylikla baglar, alkoller ve iyot gibi daha
hidrofobik molekiillerle yer degistirebilir. Nisastay1r test etmek i¢in kullanilan iyot
molekilleri amiloz sarmallarinin i¢ine dizilince mavi bir renk olusur. Bunun sebebi,
amiloz iginde ¢ok az su barindiran yogun bir yapiya sahip olmasi ve amiloz sarmallari

arasinda olusan hidrojen baglaridir [53].

Amilozun yapisinda, 500-6000 glikoz birimi bulunmakta ve bu birimlerin sayis1
polimerizasyon derecesini (DP) belirlemektedir. DP tiirler arasinda biiyiik farkliliklar
gostermektedir. Ornegin, piring, misir ve bugday nisastasinda bulunan amiloz sirasiyla
1.110, 960 ve 1.290 gibi benzer DP degerlerine sahipken, patates ve tapyoka da
amilozlar sirasiyla 2,660 ve 4,920 gibi daha yiiksek DP degerlerine sahiptir [54].
Amilozun molekiil agirliklar: da farkli botanik orijinler hatta ayni bitkinin farkli gesitleri
arasinda bile biiyiikk farkliliklar gostermekte ve 80.000 ile 320.000 arasinda
degismektedir [55].


http://tr.wikipedia.org/wiki/Glikoz
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Alfa-1,4&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Alfa-1,4&action=edit&redlink=1
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Sekil 1.1. Amilozun yapist a) a-D-gliikoz birimlerinin birbirlerine a-1,4-glikozidik
baglar1 baglanmasi ile olusan diiz zincir yapis1 b) Hidrojen baglar1 yardimi ile olusan
sarmal yap1 [56]

1.1.1.2 Amilopektin

Amilopektin nigastanin ana bilesenidir. Amilopektin D-glikoz molekiillerinin a-
1,4 baglantisina ek olarak a-1,6-glikozidik baglari ile dallanmasi ile olusan dogadaki en

biiyiik polimerdir (Sekil 1.2.) [57].

Amilopektinin yapisi, merkezden dallanarak genisleyen bir cali gibidir.
Toplamda 2.000 ile 200.000 arasinda, D-glikoz biriminin bir araya gelmesi ile olusan
amilopektin polimerinde diizenli olarak her 24-30 glikoz molekiilinden sonra a-1,6
baglantilariyla dallanma meydana gelir. a-1,6 baglari, toplam glikozidik baglarin % 4-
5’ini icermektedir. Dallanma noktalarinda molekiil diizensizdir, iki dallanma noktasi

arasinda ise cifte sarmallar diizglin bir sekilde istiflenerek kristal bir yap1 olustururlar.
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Sekil 1.2. Amilopektinin yapisi [56]

Amilopektin sarmallarinin tahillarda ki gibi siki, patates muz gibi bitkilerde ise
daha aralikli istiflenmesi sebebi ile sirasiyla A ve B tipi nisastalar meydana gelmektedir.
A-tipi nisasta kirilmamis 23-29 glikoz altbiriminden olusurken B-tipi nisasta da ise daha
uzun 30-44 glikoz altbiriminden meydana gelmektedir. Ayrica mikroskopta
incelendiginde, diizenli ve diizensiz bolgeler biiylime halkalar1 gibi gdziikmektedir
(Sekil 1.3.). Benzer yapida bir polimer olan ve amilopektinin hayvanlardaki glikozun
depo formu olan glikojen ile arasindaki en biiyiik fark glikojende daha ¢ok dallanma

olmasi ve her bir dalin 8-12 arasinda glikoz birimi igermesidir.
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Sekil 1.3. a)Amilopektinin temel 6zellikleri ve yapt meydana getiren farkli zincir
yapilari, b) Amorf ve kristaline bolgeler [58]

1.1.1.3 Nisasta yapisinda eser miktarda bulunan maddeler

Nisastanin %1°lik boliimiinii olusturan maddeler nisastanin fonksiyonunu da
etkileyen lipid ve proteinlerdir [59]. Lipidler genellikle tahil nisastalarinin yapisinda
bulunurlar. Tahil nisastalarinda bulunan amilozun %15 ile %55 e kadar degisen
miktarlari nisasta graniilinde bulunan yag asitleri ile birleserek inkliizyon cisimcikleri
meydana getirirler. Nisata graniiliiniin i¢inde bulunan proteinin biiyiik boliimiinii depo
proteinleri olan gliadin ve glutaminler olusturur. Bunun disinda nisasta sentezinden
sorumlu enzimler ile birlikte nisasta parcalayici enzimlerde nisasta graniilleri iginde
stkismiglardir. Nisasta graniilleri az miktarda da olsa (%0.4) fosfor, kalsiyum,
magnezyum, potasyum ve sodyum gibi mineralleride igermektedir. Ozellikle fosfor
nisastanin yapisinda bulunan fosfolipidlerin i¢inde bulundugundan nisastanin

fonksiyonel 6zelliklerine de etki etmektedir [60].

1.2. Glikosit Hidrolazlar

Glikosit hidrolazlar (GHazlar) (EC 3.2.1.-) iki veya daha fazla karbohidrat

arasinda veya bir karbohidrat ve bir non-karbohidrat molekiil arasinda bulunan
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glikosidik bagi hidrolize eden enzimlerdir. Doga da ¢ok yaygin olarak
bulunmaktadirlar. Glikosit hidrolazlar ailesine mensup olan amilazlar ise spesifik olarak
nisasta polimeri ve onun tlrevleri lizerinde etki gostererek onlar1 dekstrin ve glikoz
birimlerine hidrolizlerler. Amilazlar en eski ve ¢ok farkli uygulama alanina sahip ¢ok

onemli endiistriyel enzim grubudur [4, 5].

1.2.1. Glikosit hidrolazlarin siniflandirilmasi

GHazlar igin 6nerilen en basit siniflandirmalardan biri, substrat 6zgiilliigiine dayali
olan siniflandirma bi¢imidir. Bu sistemde, her bir enzim Uluslararasi Biyokimya ve
Molekiiler Biyoloji Birligi tarafindan onerilen enzim smiflandirma numarasi (EC) ile
karakterize edilir. GHazlar’lar genel olarak substrat 6zgiilliiklerine, bazi durumlarda ise
molekiiler mekanizmalarina gore EC 3.2.1.x kodu ile karakterize edilmektedirler.
Omnek olarak a-amilaz EC 3.2.1.1; B-amilaz 3.2.1.2; glukoamilaz ise 3.2.1.3 ile
smiflandirilirlar. Ancak bu siniflandirma sisteminde enzimlerin yapisal Ozellikleri

yansitilmamaktadir.

Diger bir siniflandirma seklinde ise GHazlar’lar polisakkaritin hangi bolgesine atak
ettigine gore (i) endo (ii) egzo (iii) debranching enzimler ve (iv) transferazlar olarak 4
temel gruba ayrilirlar. Endoamilazlar, amiloz veya amilopektin zincirlerinin i¢ tarafinda
bulunan a-1,4 glikosidik baglarini  hidrolize ederken, ekzoamilazlar glukoz
polimerlerinin rediiklenmemis ug¢unda bulunan maltozun anomerik konfigiirasyonu
degistirerek koparilmasini saglar [61]. Debranching enzimleri 6zellikle a-1,6 glikosidik
baglarini hidrolize ederler. Transferazlar ise donor molekiiliin a-1,4 glikosidik baglarini
kirarak dondriin bir kismin1 yeni bir glikosidik bag yaparak glikosidik alictya transfer
eder. Ancak bu smiflandirma da oOzellikle ara davramig gosteren enzimlerin

siniflandirmasi igin ¢ok uygun degildir [62].

Amino asit sekanslar1 bir protein hakkinda 6nemli yapisal ve mekanistik bilgiler
icerdiginden enzimleri amino asit sekans homolojilerine ve yapisal benzerliklerine gore
ailelere ayirmak ise muhtemelen en giiglii ve yaygin olarak kullanilan bir siniflandirma
bi¢imidir [62]. Bu siniflandirma yontemi ile enzimlerin yapisal ozellikleri, diger
enzimler ile olan evrimsel benzerlikleri, mekanik Ozellikleri ve substrat 6zgiilliikleri

hakkinda bilgi edinebilmektedir.
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Karbohidrat-Aktif ~ Enzim  (Carbohydrate-Active  Enzyme)  veribankasi
(http://www.cazy.org) diizenli olarak GHaz aileleri hakkinda giincel listeleri
saglamaktadir. Buna gore veri bankasinda 131 tane GHazlar ailesi bulunmaktadir.
Nisastay1 pargalayan enzimler genel olarak GHaz ailesi 13 i¢inde siniflandirilmiglardir.
Bununla birlikte 14. ve 15. ailelerde sirasiyla B-amilaz ve glukoamilazlar
simiflandirilmiglardir  [63-65]. Enzim ailelerinin daha biiyilk gruplar iginde
smiflandirilmalar1 sonucu klanlar olusmaktadir [66]. Klan, benzer ii¢ boyutlu yapiya,
katalitik altbirimlere ve mekanizmaya sahip ailelerin olusturdugu biiyiik gruplardir.
Klan’a dahil olan ailelerin ortak bir evrimsel soydan geldikleri diisiiniilmektedir. Bu
siniflandirmaya gore de 13, 70 ve 77 numarali aileler yapisal ve fonksiyonel olarak
iliskili olan enzimleri igermektedir ve ayni klan iginde gosterilmislerdir [58]. Nisastanin

hidrolizinde gorev alan farkli enzimler ve etki bolgeleri Sekil 1.4.”de gosterilmistir.

—
°o0 a 14+ o l-6 P e Y
hydrolysis b .1-6 hydrolysis lfoa|n}13894
_ i amylopullulanase
W = glucan branching
L ey o, [-6 transferase enzyme
1= S
glucoamylase/ & -4 hydrolysis - 3
o-glucosidase X
Q. o I-d fransferase
7 cyclodextrin
=0 K’ glycosyltransferase
S oo a0 X0
f-amylase; o
maltogenic amylase .ﬂ amylomaltase
a-amylase
Sekil 1.4. Nisastanin hidrolizinde gorev alan farkli enzimler. (Poliglikoz

molekiiliiniin indirgen ucu acik halka seklinde gosterilmistir) [67].
1.2.2. Glikosit hidrolazlarm katalitik mekanizmasi

GHaz aile 13’e, diger ad1 ile a-amylase ailesine mensup tiim enzimlerin benzer
bir aksiyon mekanizmasina sahip olduklarina inanilmaktadir. Bunun sebebi bu
enzimlerin hepsinin katalitik bolgesinde yer alan amino asit altbirimlerinin ortak ve
korunmus olmasidir [8]. a-amilazlarin enzim aktiviteleri esnasinda anomerik yapi

korunmaktadir. Baska bir deyisle enzim substrat1 iirline doniistiiriirken substratin a-
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baglar1 iizerinde etki gostermekte ve a-bagh iiriinler meydana gelmektedir. Bu
reaksiyonun Koshland (1953) tarafindan ortaya siiriilen ¢ifte yer degisim mekanizmasi
ile gergeklestigine inanilmaktadir (Sekil 1.5.). Glikosilasyon olarak da bilinen birinci
yer degisim reaksiyonunda, enzim izerindeki asit grup, glikosidik oksijeni
protonlayarak C1-O baginin kirilmasina sebep olarak oksokarbenium-iyon-benzeri gecis
sathasinin olusmasina sebep olur. Proteinin niikleofilik grubu, sekerin anomerik
merkezine atak yaparak, B-glikozit nukleofilik ara formunun olugsmasina sebep olurken
bu sirada substrat’in aglikonu aktif bolgeyi terk eder. Hidrolizin deglikosilasyon olarak
da bilinen ikinci asamasi, karboksilat formunda bulunan onceki proton vericisi
tarafindan aktive edilen su molekiiliiniin, anomerik merkeze olan atagi ile tanimlanan
bir geri doniisiimdiir. Reaksiyonun bu ikinci asamasi da daha 6nce oldugu iyon-benzeri
gecis sathasi gibi gerceklesmektedir. Reaksiyon, a-anomerik konfigiirasyona sahip tiriin
ile orijinal asit grubunun tekrar protonlanmasi ile son bulur. Ikinci yer degistirme
esnasinda, anomerik merkeze, su yerine seker altbiriminin serbest hidroksil grubunun

atak yapmasi durumuna ise transglikosilasyon meydana gelir [8, 67].

DXAsp O/<Asp XAsp
o 0 . 0 o

o o )
\(.f-—"‘-, transition state fransition state

HO o _"" _"

}ﬁo-"o ko Asl»—_.—o \o’R /vL

0 OH

As

d ,}au A >/ Asp >/

Glu

Sekil 1.5. Koshland [68] tarafindan onerilen ¢ifte yer degisim mekanizmasi

Koshland [68], ¢ift yerdegistirme mekanizmasi sirasinda ii¢ tane korunmus
katalitik rezidiiden sadece iki tanesinin direk olarak rol aldigi gdstermistir. Bunlar
birbirlerine 5.5 A uzaklikta yer alan glutamat ve aspartat altbirimleridir. Katalitik
bolgede korunan {igiincii altbirim olan ikinci aspartat, substratin OH-2 ve OH-3
gruplarina baglanarak substratin distorsiyonununda rol almaktadir. Diger korunmus

amino asid rezidiileri histidin, arjinin ve tirozindir. Bu rezidiilerin gorevleri substratin
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dogru yonlenmesi ile aktif bolge iginde pozisyon almasini, nukleofilin uygun
oryantasyonunun saglanmasini, gecis sathasinin stabilizasyonu ve substratin elektronik

yapisinin polarizasyonunu saglamaktir [69].

1.2.3. Domain Mimarisi

a-amilazlarin yapist tek bir polipeptid zincirinden olugmaktadir. Bu zincir
katlandiginda genel olarak A, B ve C ad1 verilen 3 alan meydana gelmektedir. (Sekil
1.6.) [67]. Katalitik isleve sahip olan A alani a-amilazlar arasinda en ¢ok korunan alan
olup, birincil sekansin N-terminal ucunda bulunur ve (B/a)s fig1 yapisina sahiptir. Bu
yapt birbirine paralel 8 adet B-tabakasinin son derece simetrik olarak katlanarak bir fic1
biciminde diizenlenmesi ve etrafinin da 8 adet a-heliks yapi ile cevrelenmesi ile
meydana gelmektedir. (B/a)s fic1 yapisi ilk olarak tavuk kasinda bulunan trioz fosfat
izomerazin yapisinda bulunmustur ve bu sebepten TIM figis1 olarak adlandirilmistir
[70]. TIM figis1, sadece a-amilaz ailesi i¢ginde bulunan enzimlerde degil, birbirinden gok
farkli islevlere sahip enzimlerin yapisinda da bulunmaktadir. Bilinen tiim enzimlerin
%10’unda  bu  yapmin  bulundugu tahmin edilmektedir  http://www.mrc-
Imb.cam.ac.uk/genomes/madanm/pdfs/chapter2.pdf [67]. TIM figis1 hidroliz ya da a-
konformasyonuna sahip glikozit baglarinin olusmasindan sorumludur. a-amilaz ailesi
icinde bulunan biitiin enzimler TIM fi¢isinin {i¢ numarali B-tabakasi ve {i¢ numarali a-
heliks arasindan ¢ikinti yaparak olusan B-alanina sahiptir. B-alaninin uzunlugu 44 ile
133 amino asit kalintis1 arasinda degigmekte ve substrat veya Ca*? baglanmasinda gorev
almaktadir. B-alan1 substrat baglama yariginin biiyiik kismini olusturur ve bu alanin a-
amilazlar arasinda goriilen substrat 6zgillugu farkliliklar: i¢in 6nemli oldugu tahmin
edilmektedir [71]. Bununla birlikte glikosidazlar arasinda B alaninda biiyiik benzerlik
goriinmektedir. A ve B alanlar1 disinda, a-amilaz ailesi igerisinde dokuz farkli alan
tanimlanmistir. o-1,6 glikozit baglarin1 parcalayan bazi enzimlerin yapisinda A
alanindan ¢ikint1 yaparak olusan 2 veya 7. alan bulunmaktadir. A alaninin 6n ya da arka
tarafinda kalan alanlar ise C alanindan | alanina kadar isimlendirilir. C alan1 amino asit
sekansinin C terminal boliimiinde bulunmaktadir ve yunan anahtar1 motifi (dort bitisik
anti-paralel iplik ve onlar1 birlestirici ipliklerden olusan yapi1) yapisina sahiptir [8]. C-
alanmin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte A-alaninin hidrofobik

altbirimlerini  stabilize ettigi ve substrat baglanmasma yardimci olabilecegi
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diisiiniilmektedir. Ornegin siklodekstrin glikosil-transferaz’in C-alaninda onun ham
nisastaya baglanmasini saglayan bir maltoz baglanma bdlgesi bulunmaktadir [72].
Holm ve ark (1990) Bacillus stearothermophilus a-amilazi tizerinde yaptiklar1 mutasyon
deneyleri sonucunda, C-alaninin enzim aktivitesinde de rol aldigini 6nermislerdir [73].
Hem B hem de C alami yaklasik olarak TIM figisinin karsi tarafinda bulunur.
Maltogenik a-amilazlarda ve siklodekstrin glikosiltransferaz enzimlerinde C-alanini
fonksiyonu kesin olarak bilinmeyen D-alani takip eder. Ham nisastay1 hidrolizleme
Ozelligine sahip bazi a-amilazlarda ise E alani olarak adlandirilan ham nisasta baglanma
alanlar1 bulunmaktadir [74]. o-amilaz ailesi iginde tanimlanan diger alanlar ise N-
terminal tarafinda bulunan F, H ve G alanlaridir. Bu alanlara sahip olan enzimler endo
aktivite veya dallanmis substratlarin a-1,6 glikozidik baglarin1 hidrolizleyebilirler. o-
amilaz enzim ailesine ait bazi enzimlerin alan yapilar1 ve substrat tercihleri Tablo

1.2.’de verilmistir.

Tablo 1.2.  o-amilaz enzim ailesine ait baz1 enzimlerin alan yapilari

Enzim EC numarasi Alanlar Ana Substrat
Glukan dallandirma enzimi 2.4.1.18 A B, F Nisasta, glikojen
Siklodekstrin glicosiltransferaz 2.4.1.19 A B,C D, E Nisasta
Amilomaltaz 2.4.1.25 A, B1, B2 Nisasta, glikojen
a-Amilaz 3.21.1 A B, C Nisasta
Oligo-1,6-glukosidaz 3.2.1.10 A B Amilopectin
Amilopullulanase 3.2.1.41 A/B HG1 Pullulan
Siklomaltodekstirinaz 3.2.1.54 A B Siklodekstrinler
[zoamilaz 3.2.1.68 A B,F 7 Amilopectin
Maltotetraoz olusturan amilaz 3.2.1.60 A B,CE Nisasta
Maltojenic Amilaz 3.2.1.133 A/BCDE Nisgasta
Neopullulanaz 3.2.1.135 A B, G Pullulan

a-amilazlar incelendiginde birbirlerinden ¢ok farkli termal karaktere sahip
olduklar1 goriilmiistiir. Bacillus a-amilazlarin diger amilazlar ile karsilastirildiginda
termal kararlilik ve inaktivasyon i¢in daha yiiksek sicakliklara maruz kalmalar1 gerektigi

bilinmektedir [11].
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Domain C

Sekil 1.6. Bacillus licheniformis a-amilazin 3 boyutlu yapisi (BLA, PDBcode:
1BLI) yapisi. (Alan A kirmizi, alan B mavi ve alan C’de yesil ile gosterilmistir. Dogal
formuna bagl olan ti¢ adet kalsiyum iyonu altin renginde, sodyum iyonu ise mavi renk

ile gosterilmistir) [75].

Memeli a-amilazlarinin yapisinda, kararlilik kazandiran birkag disulfit kopriisii
bulunmasina karsin, bakteriyel amilazlar genellikle bundan yoksundur. Birkag istisna
disinda bilinen tiim a-amilazlar da alan A ve B ara fazinda korunmus kalsiyum iyonu
bulunmaktadir. Bu kalsiyum iyonu aktif enzimin kararlihigi i¢in gereklidir [76]. Ca*?
iyonu tercihen karboksilat ve diger oksijen ligandlarina baglandig i¢in, bu metal protein

2 jyonunun proteinden

stabilizasyonunda diger metallerden daha fazla rol oynar. Ca”
uzaklastirildiginda proteinlerin katalitik 6zelliklerini kaybettikleri uygun kosullar
altinda kalsiyum iyonunu protein i¢inde yeniden restorasyonu saglandiginda aktivitenin

biiyiikk oOlciide geri kazanildigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir [8]. Bu sebepten
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dolay1 a-amilazlarin karakterize edilen prostetik gruplari ile birlikte metallo enzimlerin

yeni bir sinifi oldugu onerilmistir.

Pozisyon olarak Ca*? iyonu proteinin aktif bolgesinin ¢ok uzaginda yer aldig
icin, enzim aktivitesinden daha ¢ok yapisal bir gorevi oldugu énerilmektedir [77]. Ca*™
Ilyonunun, enzimin termal kararliligini dengeleyici gorevini, protein i¢inde bulunan
hidrofobik altbirimlerini, salting out (disar1 tuzlama) yolu ile daha kompakt bir yapiya

kavusturmasi ile basardigi diistiniilmektedir.

Bacillus a-amilazlar ti¢ veya 4 kalsiyum iyonu ve bir sodyum iyonu igerirler ve
kalsiyum-sodyum-kalsiyum {i¢lii metal kopriisiinii A ve B alaninin arasinda olustururlar.
Bu metalik tgli protein yapisinin dogru bigimde olmasmna ve enzimin termal

inaktivasyona daha fazla dayanabilmesini sagladigi diisiniilmektedir [8].

Bacillus amyloliquefaciens a-amilazinda 6zellikle 3 amino asidin (Asp 262, Glu
292 ve Asp 359) katalitik aktivite ig¢in gerekli oldugu bilinmektedir. Asp 262 katalitik
niikleofil gorevini goriirken Glu 292 katalitik hidrojen (proton donor) vericisi olarak
gdrev yapmaktadir. Ugiincii aminoasit olan Asp 359’un ise substrat ile hidrojen bag
olusturup, Glu 292°nin pKa degerini yiikselterek katalize yardimci oldugu
diisiiniilmektedir. TAKA amilazin katalitik mekanizmas1 ve gorevli olan 3 amino asit
Sekil 1.7.de gosterilmistir. Nonako ve ark (2003) [74] tarafindan yapisinin ve
fonksiyonunu korumasi i¢in kalsiyum iyonuna ihtiyag¢ duymayan ve 2 tane sodyum
iyonu igeren Bacillus a-amilaz olan Amy K38’y1 rapor etmiglerdir. Bununla birlikte
P.furious ve Bacillus sp. KR-8104’iin ekstraselliiler a-amilazlarinin da Ca*? iyonuna
ihtiya¢ duymadiklart gosterilmistir [20, 78]. Termal kararli bir a-amilaz olan Bacillus
thermooleovorans Np54’iinde aktivite ve iiretim iginde Ca*? iyonuna ihtiyag¢ duymadig
Malhotra ve ark tarafindan gosterilmistir [79]. Bunun disinda Ghollasi ve ark (2010)
[77] molekiiler biyoloji yontemleri kullanarak kalsiyum baglanma bolgesinde A53S ve
H581 mutasyonlar1 yardimi ile Bacillus megaterium WHO’nun termal kararliligini ve
kalsiyum bagimsizligin1  gelistirmeye ¢alismislardir [80]. Bazi amilazlarin aktif
bolgelerinde ise kloriir iyonu bulunmaktadir. Kloriir iyonunun katalitik verimi artirdig

diistiniilmektedir.
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Sekil 1.7. Enzim-substrat kompleksinin {i¢ boyutlu yapisina gére TAKA amilazin
katalitik mekanizmasi [67].

a-amilaz ailesine ait bir enzimin aktif bolgesi bir dizi alt birimden (substides)
meydana gelir ve her bir alt birim substratin bir glukoz rezidiisii ile etkilesime gegme
kapasitesine sahiptir. Bu alt birimler, enzim yapisinda bulunan doéngiilerin iizerine
yerlesmis amino asitlerden olusan yan zincirlerdir ve katalitik alandaki TIM figisinda ki
B-tabakanin C-terminal ucu ile ona komsu olan o-heliksin N-terminal ugunu
birlestirirler. Yapida ki B-o looplarinin mimarisinin enzimden enzime farkliliklar
gostermesinden dolayi, aktif bolgede bulunan alt birimlerin sayis1 ve dogas1 degisiklik

gostermekte, bu da enzimlere kendilerine 6zgii karakterler saglamaktadirlar.

Bu sebepten a-amilaz ailesine mensup farkli enzimler farkli substratlar {izerinde
etki gostermektedirler. Sadece a-bagli glikoz rezidiisiiniin altbirim -1’e baglanma
zorunlulugu ortak bir 6zellik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Maltojenik amilazlarda, C

alani, fonksiyonu kesin olarak bilinmeyen D-alani tarafindan takip edilmektedir.

Biitlin o-amilazlarin TIM figis1 yapilar1 aktif bolgeleri ile iliskili 4 adet iyi

korunmus bolge icermektedir. Bunlar;

I. Birinci bolge: substratin glukoz ile etkilesime giren C-terminal ugundaki 3.

B-tabakas1 ve histidin
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ii. Ikinci bolge: kataliz sirasinda niikleofil olarak rol alan Asp sahip 4. B-
tabakasi

iii. Ucgiincii bdlge: proton vericisi olarak gérev yapan glutamik asit iceren 5. B-
tabakasi

Iv. Dordiincii bolge: Substratin glikoz molekiilii ile hidrojen bagi olusturan 7. -

tabakasinda bulunan His ve Asp amino asitleri

1.3. a-amylase Enziminin Endiistriyel Uygulamalari

Biiylik Olcekli nisasta iiretim endiistrisinin ge¢misi 1900’1 yillarin ortalarina
kadar uzanmaktadir. Ge¢mis ile karsilastirildiginda, giinlimiizde, glikoz ya da friikktoz
surubu liretiminde, nigastanin asit ile hidrolizi yerine, nisasta-doniistiirme enzimlerinin

kullaniminin yayginlastig1 goriilmektedir.

1.3.1. Nisasta endiistrisi

a-amilazlarin nisasta sektorii i¢indeki en yaygin kullanimlari, fruktoz ve glukoz
surubu Uretim prosesinde ki basamaklardan biri olan nisastanin sivilagtirilma islemi
sirasinda kullanilmalaridir.

Biiytik 6lgekli nisasta iiretim endiistrisinin gegmisi 1900°1i yillarin ortalarina
kadar uzanmaktadir. Glikoz surubu ilk olarak 1811 yilinda Alman bilim adam1 Kirchoff
tarafindan bulunan yontem ile nisasta slispansiyonunun seyreltilmis asit ile hidrolizi ile
elde edilmistir. Ancak bu yontem 1921 yilina kadar endiistriyel boyuta taginamamugtir.
1921 yilinda Newkirt nisastanin su ile karigtirildiktan sonra nisasta graniillerinin
¢oziilmesi i¢in kaynatildig: (jelatilizasyon) ve daha sonra arzulanan hidroliz derecesine
gore asit ile muamele edildigi ticari bir siirecten bahsetmistir. Gliniimiizde kaynatmak
yerine, iginde 100-175°C de buhar ile karisan nisastanin gectigi jet-firmlarda bu
islemler yapilmaktadir. Bu jet firinlarinda, 1sitilan nisasta bulamaci, daha sonra Ki
enzimatik islemler icin hidroliz reaktdriine aktarilmaktadir. O yillarda ki en biiyiik
problem, jelatinlesme asamasinda olusan bulamacin ¢ok viskoz bir yapisi oldugundan
karistirma ve pompalama sirasinda ciddi problemlere sebep olmasidir. Bu sorun termal-
kararli a-amilazlarin bulunmasi ile asilmistir. Friikktoz surubu hazirlanma prosesinin
stvilagtirma asamasinda kullanilan a-amilazlar, termal kararliliklar1 sayesinde, nisasta
karisimina jet firinlarina girmeden katilabildikleri i¢in, jelatinlestirme ve sivilagtirma

basamaklarinin birlestirilebilmesine imkan saglamislardir. Bu ilk asamada pH degeri
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6’ya yiikseltilen %30-35 katt madde igeren nisasta bulamaci o-amilaz enzimi ile
karistirildiktan sonra jet firinlarinda 90-105 °C’de 90 dakika igleme tabii tutulur.
100°C’nin tstiine ¢ikilmasinin sebebi de nisasta-yag bilesiklerinin uzaklastirilmasi
igindir. Bu asama da kullanilan ilk enzim Bacillus amyloliquefaciens den clde edilen a-
amilaz iken gliniimiizde bu enzimin yerini Bacillus stearothermophilus veya Bacillus
licheniformis den elde edilen amilazlar almistir [4, 67].

Giiniimilizde kullanilan a-amilaz ile ilgili en biiylik problem pH 5.9’un altinda
yiiksek sicakliklarida aktivite gosterememeleridir. Bu sebepten normal pH’s1 4.5 olan
nisasta bulamacinin pH’st NaOH eklenerek pH 6’ya yiikseltilmektedir. Ayrica bu
enzimler aktivite ve yapisal kararhliklarimi koruyabilmek igin Ca*® gereksinim
duyduklarindan, ortama bu metal iyonununda eklenmesi gerekmektedir. Bu sebebten
diisiik pH degerlerinde de aktivite gosteren Ca*? gereksinimi olmayan yeni enzimlere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bununla ilgili en imit verici gelisme Pyrococcus furiosus’dan
elde edilen 130 °C’lerde bile aktivitesini koruyan metal iyonuna ihtiyag duymayan ve
substrat spesifitesi olan ekstraselliiler a-amilazdir [81].

Sakkarifikasyon (Sekerlestirme) adi verilen ikinci asamasinda, hidrolizlenmis
nisasta surubu, zincirin indirgen olmayan uclardaki o-1,4 glikozit baglarini
hidrolizleyen ekzo-etkili glukoamilaz enzimi yardimi ile yiiksek konsantrasyonda
gliikoz surubuna dontstiiriiliir (>%95 glukoz). Bu enzim optimum olarak pH 4.2 ve
60°C de aktivite gostermesi sebebi ile sivilastirma sonrasi hidrolizlenmis nisasta
surubunun pH’s1 hidroklorik asit asit ile 4.5 seviyelerine getirilir. Bu asamada istenilen
son triiniin elde edilmesi, 6zelliklerine gore 60-62°C de 12-96 saat siirebilmektedir. Bu
asamada karsilagilan diger bir problem ise, glikoamilazlarin o-1,4 glikozit baglarini
kirmak igin Ozellestirilmeleri sebebi ile a-1,6 glikozit baglarini ¢ok yavas
kirabilmesidir. Bu yiizden ortamda izomaltoz birikmesi olmaktadir. Bu sorunda
glikoamilaz ile ayni kosullarda aktivite gosteren ve a-1,6 glikozit baglarin1 kirabilen
pullunase enziminin kullanilmasi ile agilmaktadir [82].

Endiistriyel nisasta islemesindeki iciincii basamak, glikoz surubunun
kendisinden iki kat daha tatli olan izomeri friikktoz surubuna doniistiiriilmesi islemidir.
Bu basamakta ise kullanilan enzim ise gluco isomerase (EC 5.3.1.5) enzimidir. Glikoz
surubu ilk olarak karbon ile filtrasyon edilerek yaklasik %40 kuru madde igerigine

konsantre edilir. Daha sonra bu surup dolgu maddesinde immobilize glikoamilaz enzimi
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iceren kolonlardan gegirilerek frikktoz surubu elde edilir [83]. Bu enzimler sayesinde
artik endiistriyel nisasta islemesinde ki asit hidrolizi ortadan kalkmuistir.

Fruktoz surubu disinda, genellikle glikoz, %2.2; maltoz, %37,5; maltotriose,
%46.4; ve daha biiyiik maltooligosakkaritler %14 iceren maltooligomer karigimi da yeni
bir ticari {iriin olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu {irlinde misir nisastasinin a-amilaz, -
amilaz ve pullulanase enzimleri ile parcalanmasi sonucunda elde edilir. Maltooligomer
karisimi, yiiksek miktarda higroskopik (nem c¢ekici) Ozellige sahiptir. Bu 06zelligi
sayesinde karistirildiklar1 yiyeceklerin iginde nem diizenleme gorevini yaparlar.
Maltooligomer karigimi, slikrozdan daha az tathh bir yapidadir ve diyet tatli ve
yiyeceklerin iginde siikroz veya diger sakkaritlerin yerine kullanilabilirler. Ayrica
icerdigi glikoz miktar1 daha az oldugu i¢in musir surubundan daha az viskoziteye
sahiptir. Maltoooligomer karigimi bu ozellikleri sayesinde besinlerin i¢inde bulunan

siikrozun kristallesmesini de engellemektedirler.

1.3.2. Deterjan endiistrisi

Deterjan endiistrisi, hem hacimsel hem de deger olarak enzim kullaniminda
birincil durumdadir. Enzimler modern kompakt deterjanlarin formiilasyonuna katilarak
deterjanlarinin etkisini arttirmakta ayrica onlarin daha cevresel olmalarina da katkida
bulunmaktadirlar. Deterjanlarda enzim kullanilmasinin enzim igermeyen deterjanlara
gore diger bir avantaji ise enzimlerin yikama sicakliklarimi diisiirmeleri sebebi ile
yikama icin ¢ok daha 1limli kosullar saglamalaridir. Ilk zamanlarda bulasik
makinelerinde kullanilan deterjanlar solunmalar1 halinde ciddi rahatsizliklara sebep
olmakta ve porselen gibi hassas yemek takimlara zarar vermekteydiler [6]. Bu sorunun,
tablet tipi kat1 deterjanlarin tiretilmesi ile bu sorun ¢oziilmistiir. Gliniimiizde, otomatik
bulagik makineleri i¢in gelistirilecek deterjanlarda kullanilacak a-amilazlara artan bir

talep bulunmaktadir.

Ilk kez 1975 yilinda toz ¢amasir deterjanlarinin formiilasyonuna katilan o-
amilazlar bugiin evlerimizde kullandigimiz sivi deterjanlarin %90 ninin igeriginde yer
almaktadir [4, 84]. Deterjan sektoriinde kullanilan amilazlarda friikktoz surup tiretiminde
kullanilan amilazlar da aranan 6zelliklerden ¢ok farkli 6zellikler aranmaktadir. Deterjan
formiilasyonunda kullanilacak enzimlerin diisiik sicakliklarda ve alkaline pH araliginda

(8-11) caligabilmeleri, deterjan igeriginde bulunan oksidantlarin yarattigir okside edici
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yikama sartlarina karsi da kararliliklarint korumalar1 gerekmektedir. Deterjanlar da
kullanilan o-amilazlarda karsilasilan en biiyiik problem diisiik kalsiyum igeren
ortamlarda aktivitelerini ve kararliliklarmi kaybetmeleridir [4, 85]. iki biiyiik deterjan
enzim saglayicisi olan Novozymes ve Genencore International daki arastirmacilar,
bagimsiz olarak oksitlenmeye karsi hassas olan amino asit rezidulerini diger amino
asitler ile degistirerek enzimlerinin oksidative ajanlara karsi kararliligini arttirmayi
basarmiglardir. Bunun i¢in B.licheniformis’te 197. pozisyondaki metiyonin amino
asidini 16sin ile degistirilmistir. Novozymes ve Genencore International irettikleri
tirtinleri sirastyla Duramyl® ve Purafect OXxAm® marka isimi ile piyasaya siirmiiglerdir.
Bunun digsinda deterjan endiistrisinde kullanilan ticarilesmis amilazlar genel olarak

Bacillus ve Aspergillus kokenlidir [86].

1.3.3. Tekstil endiistrisi

Dokuma sirasinda, kullanilan iplerin egilmemesi ve kopmaya karsi saglamlik ve
diren¢ kazanmalari i¢in ilk dnce sicak nisasta ile kaplanmalar1 gerekmektedir. Bu isleme
hasillama denilmektedir. Bircok farkli hasillama materyali bulunsa da nisasta ucuz
olmasi, diinyanin bir¢cok bolgesinde kolayca temin edilebilmesi ve islem sonrasinda
kolayca uzaklastirilabilmesi sebebi ile {liretim proseslerinde en ¢ok kullanilan hagil
maddesidir. Tekstil ftriinlerinin dokumalar1 tamamlandiktan sonra, boya islemine
girmeden Once, lizerlerine kaplanmis olan nisastanin kumastan a-amilaz uygulamasi ile
uzaklastirilmasi gerekmektedir. Hasil alma ismi verilen bu siirecte nisastayi liflere zarar
vermeden secici olarak uzaklastirdigi i¢in a-amilazlar en ¢ok tercih edilen hasil alma
ajanlanidir. Ozellikle Bacillus subtilis’ten elde edilen a-amilaz enzimi, bu alanda

Japonya’da endiistriyel boyutlarda tiretilip 1939’dan itibaren kullanilmaktadir [6, 87]

1.3.4. Kagit endiistrisi

Kagit hamuru ve kagit endistrisindeki tiretim siireglerinde kagitlar1 maruz
kalacaklar1 mekanik hasarlara karsi korumak amaci ile kagit yiizeyleri nisasta ile
kaplanmaktadir. Kaplama sirasinda kullanilacak diisiik viskoziteye ve yiiksek molekiil
agirligina sahip nisastanin elde edilmesi amaci ile a-amilaz enzimi kullanilmaktadir. Bu
kaplama islemi kagit ylizeyinin yeterince piriizsiz hale gelmesini, kagidin
dayanikliligimin  ve kalitesinin artmasini ve yazma ve silinebilme kalitesinin

arttirilmasini saglamaktadir [67, 88]. Dogal nisastanin viskozitesi kagit kaplamasi igin
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cok yiiksek oldugu icin nisasta a-amilaz enzimi ile yikilarak farkli kagit tiirleri igin
farkli viskozitelere sahip nigasta soliisyonlar1 elde edilmektedir. Tekrarlanabilir sonuglar
alinabilmesi i¢in siire¢ sirasinda kullanilan nisasta soliisyonunun sabit viskoziteye sahip
olmast ¢ok Onemlidir. 45-60°C sicakliktaki nisasta sollisyonlar1 kagitlarin {izerine
dokiildiikten sonra kagit tarafindan ikili merdanelerden gectigi sirada yiizeyine
kaplanmaktadir. Kagit endiistrisinde kullanilan bazi amilazlara 6rnek olarak Amizyme®
(PMP Fermentation Products Peoria, USA), Termamyl®, Fungamyl, BAN®
(Novozymes, Denmark) ve ticari olarak kullanilan a-amylase G9995® (Enyzme
Biosystems, USA) [4] verilebilir.

1.3.5. Ekmek ve firincilik endiistrisi

Firincilik endiistrisi de nisasta ve nisastayr modifiye eden enzimleri yiizlerce
yildir yliksek kalitede iiriinler iiretmek icin kullanmaktadir. a-amilazlar da bu sektérde
uzun yillardir yaygmn olarak kullanilmaktadir [89]. Bu enzimler ekmek hamuruna
katilarak unun icindeki nisastayr dekstrinlere parcalayip maya tarafindan daha rahat
fermente edilebilir forma getirmektedirler. Ayrica a-amilaz enzimi katilan hamurda
fermantasyon hizi artar, hamurun viskositesi diiser, daha iyi kabarir ve son tiriin olan
ekmek daha yumusak bir yapiya, giizel bir kabuk rengine ve dokuya sahip olur.
Gilinlimiizde hamur ve/veya ekmegin gelismesine katkida bulundugu o6nerilen pek ¢ok
farkli enzim igeren preparatlar ticari olarak kullanilmaktadir. Bu enzimlere 6rnek olarak
proteazlar, lipazlar, ksilanazlar, pullunazlar, hemiseliilazlar, glikoz oksidazlar v.b
verilebilir. Ancak yine de hicbiri kendi basina nisasta fraksiyonu iizerine etki

edemediginden a-amilazlarin yerine gegmeyi bagaramamustir.

Bazi amilazlarin ekmek i¢inin sertlesme hizini azaltarak bayatlama gegiktirici
ajanlar olarak hareket ettikleri bulunmustur [90]. Bu 6zellik ekmegin raf Omriinii
uzatmas1 sebebi ile ekonomik olarak da ¢ok Onemlidir. Sadece Amerika da her yil
bayatlayan ekmeklerin atilmasi sebebi ile 1 milyar dolarlik maddi kayip yasanmaktadir.
Bayatlama geciktirici 6zellige sahip a-amilazlar genellik orta dereceli termal kararliliga
(ITS) sahip amilazlardir. Bu baglamda en iyi bayatlama geciktirici ajan olarak Bacillus
stearothermophilus’dan elde edilen maltojenik a-amilaz gosterilmektedir [91]. Bunun
sebebi ITS a-amilazlarin, nisastanin jelatinlesmesi sirasinda aktifken, daha sonraki

pisirme agamalarinda aktivitelerini kaybetmeleridir. Bu sayede hamur i¢inde bayatlama
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geciktirici Ozellikleri oldugu belirlenen 4-9 glukoz biriminden olusan dekstrinlerin
varligi artmaktadir. Eger ITS oa-amilazlar yerine yiiksek termal kararliliga sahip
amilazlar kullanilirsa bu enzimler pisirme sicakliklarinda da aktif olabildiklerinden
nisasta hidrolizine devam etmekte bu da ortamda maltoz gibi daha kiigiik sekerlerin
birikmesine sebep olmaktadir. Maltoz kiiciik yapisi sebebi ile hamur i¢inde olusan
agdan kolaylikla difiize olabildigi i¢in bayatlama geciktirici ektiyi gdsteremez ayrica
hamurun yapiskan olmasma sebep olur. Dogada ¢ok farkli ¢esit amilazin varligi

bilinmesine karsin ITS 6zelligi olan ¢ok az mikroorganizma rapor edilmistir [92].

Bunun diginda kek gibi havalandirmanin yapildigi firincilik iriinlerinde, glikoz
surubu yumurta akindaki albiimin veya jelatinin etkinligini arttirir. Boylece keklerin
kurumasi onlenirken, nemlilik de saglanir ve dolayisi ile tirlinlerin raf 6mrii uzar. Turta
dolgu malzemelerinde iiriiniin ozmotik basincini kontrol ederek meyvelerin nem kaybini

onler [58]

1.3.6. Yakiat ve alkol iiretimi

Alkol iiretimi i¢in ham madde olarak kullanilan nisastanin sivilastirilmasi da
onemli bir uygulama alanidir. Bacillus licheniformis, rekombinant Escherichia coli veya
Bacillus subtilis suslar1 gibi amilolitik organizmalardan elde edilen o-amilaz enzimi
tarafindan sivilastirilan nisasta daha sonra glikoamilaz enzimi tarafindan fermente
edilebilir sekerlere doniistiiriilmektedir[6]. Daha sonra biyoetanol veya bira tiretiminde
kullanilmak tiizere doniistiiriilen bu seker karisimina etanol fermente eden bakteriler

(Saccharomyces cerevisia) asilanarak alkol iiretimi saglanmaktadir [93].

1.4.  Onceki Cahsmalar

Hidroliz sonucunda indirgenen seker miktariin belirlenmesi ve bu sayede enzim
aktivitesinin hesaplanmasi i¢in dinitrosalisilik asit (DNS) yontemini Miller (1959)
tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem 3,5-dinitrosalisalisilik asitin, 3-amino-5-
nitrosalisilik asite indirgenmesini ve aldehit gruplarin karboksilik gruplara okside
olurken gelisen renk reaksiyonunun spektrofotometrik yontem ile belirlenmesi esasina

dayanmaktadir. [94].

Saito ve Yamamoto (1973), Bacillus licheniformis de a-amilaz tiretiminde farkli

karbon kaynaklarinin etkilerini aragtirmiglardir [13].
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Morgan ve Priest (1973), Bacillus licheniformis tiiriinden izole edilen 10 farkl
izolatin thermostabil 6zelliklerini arastirmiglardir. Bu izolatlardan elde edilen
enzimlerin, 85°C de 60 dakika boyunca aktivitelerinin %98’ini korudugunu, rapor
etmislerdir [15].

1987 yilinda, nisastanin sivilagtirilmasinda kullanilabilecek genis pH araliginda
aktivite gosterebilen termostabil amilaz tireten Bacillus licheniformis TCRDC-B13 susu
rapor edilmistir (Bajpai ve Bajpai (1987),) B.licheniformis pH 5.0-10.0 ve 25-50°C
sicakliklar arasinda, enzimi tretebilmekte ve maksimum enzim tiretimi 35 °C sicaklikta

elde edilmektedir [95].

Feller ve ark, (1994) Antartika’dan izole elden sikrofilik Alteromonas
haloplanctis A23’iin kararlilik ve yapisal analizi tizerinde ¢aligmiglardir. Amino asit
benzerlikleri karsilastirildiginda domuz pankreatik amilazi ile % 66 benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. [96].

Kim ve ark., (1995), Alkolofilik bir bakteri olan Bacillus sp. strain GM8901
izolatinin pH 10.5 ve 50 derecede biiyiitiildiiglinde 5 tane alkalin amilaz {irettigini
bulmuslardir. Biiylimenin erken donemlerinde amilaz I (Amyl)’in iiretildigi ve daha
sonra iretimin ileri asamalarin da ortaya ¢ikan diger 4 amilaz enziminin de amyl’in
proteolitik pargalanmasi ile olustugunu bulmuslardir. Amy I nisastanin hidrolizi
sonucunda agirlikli olarak maltotetroz lretirken, orta diizeyde de maltohekzoz ve

maltopentoz tiretmektedir [44].

Mctigue ve ark, (1995), Alkalofilik Bacillus sp. IMD 370 den izole edilen
alkalin amilazin etki mekanizmasmin oldukc¢a farkli olmasi sebebi ile amilolitik
enzimlerin geleneksel siniflandirma semasinin i¢ine yerlestirmekte zorluk ¢ekmislerdir.
Bu enzimin, hem alfa-amilaz gibi hem endo hem de amiloglukosidaz gibi ekzo arasinda
bir hareket mekanizmasina sahip oldugunu belirlemislerdir. Ayrica saflastirilan enzimin

izoelektrik noktasinin 4.9 ve molekiil agirliginin 150 kDa oldugu rapor edilmistir [97].

Lin ve ark (1998), Maltoz, nisasta ve amilozun karbon kaynagi olarak
kullanildig1 iiretim sonucunda yapilan zimogram analizinde Bacillus sp. TS-23
susundan izole edilen fermentasyon sivisinda molekiiler agirliklart 42 ve 150 kDa olan
iki amilaz bandinin varlig belirlenmistir. Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH ve

sicakliginin sirasiyla 9.0 ve 70°C oldugu ve 5mM Ca*? varliginda 90°C’de aktivite
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gosterebildigi Lin ve ark. (1998) tarafindan rapor edilmistir. Saflastirilan enzimin ham
nisastay1 kismen pargalayabildigi ve son {iriin olarak DP 3,4,5 olan iirlinler verdigini de

belirtmislerdir [98].

Malhotra ve ark (2000), yarilanma 6mrii 100°C’de 3 saat olan ekstrem termofil
ozellikteki Bacillus thermooleovarans NP54 susundan elde edilen o-amilazin

termostabilite i¢in Ca**’a ihtiya¢ duymadigini gostermistir [79].

D’Amico ve ark, (2000) ise yaptiklar1 ¢alismada, kloriir-bagimli amilazlarin
yapisal benzerlik ve evrimsel iliskilerini incelemislerdir. Veri bankasinda bulunan -
amilaz dizilerini klor-baglama bolgelerini olusturan Argl95, Asn298 ve Arg/Lys337
rezidiilerinin varligimi taramislar ve kloriir iyonuna potansiyel olarak baglanabilecek 38
a-amilazin olabilecegini gostermislerdir. Kristal yapisi bilinen yapilar incelendiginde
biitiin kloriir-bagimli  a-amilazlarin dort distilfit bag olusturmak i¢in kesinlikle

korunmus 8 adet Cys rezidiisiine ihtiyaci oldugunu belirlenmislerdir [99].

Ben Messaoud ve ark (2004) Bacillus subtilis US 116 susundan izole edilen
amilaz enziminin yarilanma omriiniin 70°C’de 3 saat, 65°C’de ise 5 saat oldugunu
belirlemislerdir. Ayrica, nisasta hidrolizi sonunda enzimin son {irin olarak %20

maltoheptaoz (G7) ve %30 maltohekzoz iirettigini rapor etmislerdir. [41].

Kim ve ark, (2004) ise diger amilazlarin tersine, Bacillus subtilis SUH-42 a-
amilazin1 ilk kez olarak sitoplazmada tespit etmislerdir. Maltojenik amilaz kodlayan
gene karsilik gelen bbmA geninin sekansina bakildiginda da Bacillus subtilis 168’de
bulunan ve fonksiyonu bilinmeyen yvdF geni ile neredeyse ayni oldugu bulunmustur.
bbmA genini probe olarak kullanarak yaptiklari Southern Blot analizleri ile de bu genin

Bacillus soylar1 arasinda ¢ok sik rastlanan bir gen oldugu belirlenmistir [100].

Aiyer (2004), ekstraselliiler a-amilaz treten Bacillus licheniformis SPT 27
izolat1 ile iiretim ortaminda ki karbon nitrojen oraninin amilaz iiretimi tizerindeki

etkisini aragtirmiglar ve bu organizma igin bunun 1:1 oldugunu belirlemislerdir [101].

Konsula ve ark (2004), mezofilik Bacillus subtilis den elde ettikleri alfa-amilaz
enzimini karakterize ettiklerinde en yiiksek aktivitenin 135°C ve pH 6.5°da
gerceklestigini bulmusglardir. Ayrica enzimin termal kararliliginin kalsiyum ve nisasta

varhiginda arttigini belirlemislerdir [9].
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Goyal ve ark, (2005) topraktan orneklerinden izole ettikleri Bacillus sp. 1-3
izolatinin ham patates nisastasinin sindiriminde yiiksek aktivite gdsterdigini
gostermistir. Cesitli ¢evresel ve kiiltiirel kosulun optimizasyonu sonucunda 642 U/ml
‘lik aktiviteye ulasmislar ve enzimin maksimum aktivitesinin 70°C ve pH 7.0 ’de elde
edildigini bulmuslardir [16].

Bernhardsdotter ve ark (2005), izole ettikleri pH 10.5 ve 37°C de biiyiitiilen
Bacillus sp L1711 izolatin selatér direngli alkali amilaz trettigini belirlemislerdir.
Enzim 55°C de tamamen inaktif olurken, termal kararliliginin Ca* varliginda

degismedigini de rapor etmislerdir [102] .

Mollania ve ark, (2010) Iran’in sicak su kaynaklarindan izole ettikleri
Geobacillus thermodenitrificans bakterisinden termofilik ve fitat’a dayanikli amilolitik
enzim {retip karakterize etmislerdir. Enzimin molekiil agirligi 52 kDa, optimum
sicakligi ve pH’s1 sirasiyla 80°C ve 5-7 olarak belirlenmistir. Nigasta hidrolizi i¢in Km
ve Vmax degerleri sirastyla 3mg ml™" and 6.5umol min—" olarak rapor edilmis. 10mM

konsantrasyona kadar fitik asidin enzim aktivitesini etkilemedigi bulunmustur [103].

Ben Mabrouk ve ark (2011) Bacillus sp. US149 dan elde ettikleri maltojenik
amilaz tizerinde sekans benzerlikleri ve homoloji modelleme yontemleri kullanarak
hedef amino asit olarak belirledikleri glisin 312 ve lizin 436 rezidiilerini yonlendirilmis

mutagenez ile degistirerek enzimin termal kararliligini iyilestirmeyi basarmiglardir

[104].

Zhang ve ark, (2011) yaptiklar1 ¢aligmada mikrodalga 1sinlamasinin a-amilazin
ikincil yapist iizerindeki etkisini circular dichorism cihazi ile arastirmislardir. CD
spektrasinda 193 nm lambda da goriilen tepe yliksekliklerinin microdalga 1s1mas: ile
azaldig1 belirlenmistir. Azalma hiz1 % 140 ile % 220 arasinda degisiklik gostermistir.
Ayrica 60 dakika microdalga isinina maruz birakilan 6rnekte lambda 193 nm deki

tepenin yok oldugunu gostermislerdir [105].

Tawil ve ark, (2012) Anoxybacillus flavothermus (AFA) dan elde edilen yeni bir
a-amilazin glukoz surubu iiretimi i¢in gerekli jeletinlestirme sicakliginin ¢ok altinda
konsantre ham nisastay1 hidrolizleyebildigini bulmuslardir. AFA’nin %31°lik ham

nisasta siispansiyonunun %77’ sini hidrolizleyebildigini gostermislerdir. Ayrica %15
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den diisiik konsantrasyonlar da hidroliz siiresi 2-3 saatte tamamlanirken bu

konsantrasyonun iistiinde 8-24 saat arasina ¢iktigini da rapor etmislerdir [106].

Kumar ve Khare 2012, iliml1 halofilik Marinobacter sp EMB8 den izole edilen
ve maltotrioz ve maltotetraoz treten amilazdan bahsetmislerdir. Enzimin molekiil
agirliginin 72 kDa oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, %20 NaCl konsantrasyonunda,
80°C sicaklik ve pH 6.0-11.0’de ve yiiksek konsantrasyondaki organik ¢oziicii
varliginda EMB8 amilazin kararliligini koruyabildigini bulmuslardir [107].
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2. MATERYAL VE YONTEM

Deneysel calismalar TUBITAK-GMBE ve Enzim ve Fermentasyon Teknolojisi

Laboratuvari alt yapist kullanilarak gergeklestirilmistir

2.1. Kimyasallar

Tez caligmasinda kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup Merck (Darmstadt,
Almanya), Fluka (isvicre), Sigma (St Louis, ABD), Oxoid Ltd (Hampshire, Ingiltere),
Difco (Michigan, Amerika), Riedel (Seelze, Almanya), JT Baker (Deventer,

Hollanda)ve BioMerieux (Fransa)’dan saglanmistir.

2.2.  Besiyerleri

Tez c¢alismast kapsaminda kullanilan mikroorganizmanin  taksonomik
karakterizasyonun belirlenmesinde, enzim iiretimlerinin belirlenmesinde, ¢esitli analiz
yontemlerinin 6n asamalar1 i¢in farkli besiyeri ortamlar1 kullanilmistir. Bu ortamlar

asagida siralanmustir.
Besiyeri 1: Nutrient broth (NB)

In vitro (canli hiicre diginda) yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde
(izolatlarn aktivasyonu ve genomik DNA izolasyonu v.b) genel sivi besiyeri olarak

kullanilmastir.
Bilesimi: Nutrient broth (Merck 1.05493.0500) 8 gr/L

Hazirlanisi: 8 gr/l besiyeri distile su igerisinde eritilmis ve amaca uygun kaplara (erlen,
tiip v.s) dagitilmis ve 121 °C’ de 1.5 atmosfer basingta 15 dakika otoklavda steril
edilmistir. Hazirlanan besiyeri berrak ve sarimsi kahverengi olup, 25°C de pH’s1

7.0+0.2 dir. [108]
Besiyeri 2: Nutrient agar (NA)

In vitro (canli hiicre disinda) yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde genel

kat1 besiyeri olarak kullanilmistir.

Bilesimi: Nutrient agar (Oxoid CM 3) 28 gr/L
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Hazirlanist: 28 gr/L Nutrient agar distile su igerisinde 1sitilarak eritilmis, 121 °C” de, 1.5
atmosfer basingta 15 dakika sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrast 45-50°C

sogutulduktan sonra aseptik kosullarda petri kutularina 20’er ml dokiilmdstiir. [108].
Besiyeri 3: Triptik soy broth (TSB)
Bu ortam hiicresel yag asidi analizinde izolatlarin aktivasyonu i¢in kullanilmistir.

Bilesimi: Kazein pepton 17g/L; Soya pepton 3g/L; Sodyum Kloriir 5g/L; Dipotasyum
hidrojen fosfat 2.5g/L;Glikoz 2.5¢/L

Hazirlamisi: 30 gr/L Tripton soya broth (Fluka 51228) distile su igerisinde ¢oziildiikten
sonra 121 °C’ de 1.5 atmosfer basingta 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Hazirlanan

besiyeri berrak ve sarimsi sarimsi renkte olup, 25°C de pH’s1 7.3+0.2 dir [108].
Besiyeri 4: Triptik soy agar (TSA)

Bu ortam hiicresel yag asidi analizinde izolatlarin biiyiitiilmesi i¢in kat1 besiyeri

olarak kullanilmistir.
Bilesimi: Kazein pepton 15¢/L; soya pepton 3g/L; sodyum klorid 5g/L; agar 15g/L

Hazirlamisi: 30 gr/L Tripton soya broth (Fluka 22091) distile su igerisinde ¢oziildiikten
sonra 121 °C’ de 1.5 atmosfer basingta 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Hazirlanan
besiyeri berrak ve sarimsi sarimsi renkte olup, 25°C de pH’s1 7.3+0.2 dir [108].
(Bergey’s, 1986 ve Merck Mikrobiyoloji El Kitabi).

Besiyeri 5: Gliserol Agar
Bu ortam dihidroksi aseton iiretiminin belirlenmesinde kullanilmistir

Bilesimi: Nutrient agar 159/L; maya 6ziitii (Merck, 1.03753) 2 gr/L; dipotasyum fosfat
1g/L ve gliserol 5ml/L

Hazirlamsi: Icerik distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’ de, 1.5 atmosfer basingta, 15
dakika sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrasi ¢ozelti 45-50°C sogutulduktan sonra

aseptik kosullarda petri kutularina 20’ser ml dokiilmiistiir [108].
Besiyeri 6: Ure Agar

Bilesimi: Ure agar base (Oxoid CM53) 2.4 gr/100ml; iire ¢dzeltisi %20 (w/v)
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Hazirlamisi: 2.4 gr Ure agar base (Oxoid CMS53), 95 ml distile suda ¢oziiliip
homojenize edildikten sonra 121 °C’de, 1.5 atmosfer basingta, 15 dakika sterilize
edilmistir. Agar 45°C’ ye kadar sogutulduktan sonra 0,45 um’lik pore genisligine sahip
membran filtreden gegirilerek sterilize edilen %20 lik iire ¢ozeltisi agar ortaminda son
konsantrasyonu %2 olacak sekilde eklendikten sonra besiyeri steril sartlarda petri

kutularina paylastirilmistir [109].
Besiyeri 7: Yari kat1 hareket ortami
Bu ortam izolatlarin hareketliliginin kontrol edilmesinde kullanilmistir.

Hazirlamisi: 8.0g/L Nutrient broth” a %1°lik bakteriyolojik agardan sonug ¢6zeltisinde
agar oran1 % 0.5 olacak sekilde eklendikten sonra, 121 °C’ de, 1.5 atmosfer basingta, 15
dakika sterilize edilmistir. Ortam 45°C” ye kadar sogutulduktan sonra aseptik kosullarda
steril kapakli tiiplere 5° er ml paylastirilmistir [109].

Besiyeri 7: Endospor ortamm
Bu ortam izolatlarin endospor incelemeleri igin kullanilmistir [108].
Bilesimi: Nutrient agar 28 gr/L ve MgSO4 7H,0 5 gr/L

Hazirlamsi: Ortam igerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C* de, 1.5 atmosfer
basingta, 15 dakika steriliz edilmis ve ortam 45°C’ ye kadar sogutulduktan sonra aseptik

kosullarda steril petri kutularina dokiilmustiir.
Besiyeri 8. Farkh tuz konsantrasyonlari iceren nutrient agar ortami

Bu ortamlar izolatlarin farkli tuz konsantrasyonlar1 (%2, %5, %7, %10 %12)

iceren ortamlarda biiyiiyiip bilyiimediginin saptanmasinda kullanilmistir[109].

Hazirlamsi: 100 ml ortam i¢in Nutrient agara 2.8g/L sirasiyla 2, 5, 7,10 ve 12gr NaCl
ilave edildikten sonra 121 °C’ de, 1.5 atmosfer basingta, 15 dakika sterilize edilerek

steril petri kutularma dokilmdstiir.
Besiyeri 9. Farkh pH’lar da iireme ortam

Bu ortam biiyiime i¢in pH araliginin belirlenmesinde kullanilmistir [110].
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Hazirlamisi: Nutrient agar ortami ve asagida hazirlanis sekilleri verilen tamponlar ayri
ayr sterilize edilmistir. Tamponlar 45 °C’ ye sogutulmus nutrient agar ortamina ilave

edilerek iyice calkalanmis ve steril ortamda petri kutularina dagitilmistir.

pH:6.0 HCI eklenerek ayarlamistir.

pH:7.0 100 ml 1.0 M Sodyum fosfat tampon (pH:7.0) eklenerek
ayarlanmugtir.

pH:8.0 100 ml 1.0 M Na, HPO, eklenerek ayarlamustir.

pH:9.0 100 ml 1.0 M NaHCO3 eklenerek ayarlamistir

pH:10.0 100 ml 1.0 M Sodyum sesquikarbonat tamponu (pH:10.0)

eklenerek ayarlamistir.
Besiyeri 10. Amilaz ortam

Bu ortam amilaz iireten mikroorganizmalarin belirlenmesinde kullanilmistir.

[111].
Bilesimi: Nutrient agar 28 gr/L;Nisasta 20 gr/L;

Hazirlanisi: Ortam igerikleri sicak distile suda c¢oziildiikten sonra 121 °C’de, 1.5
atmosfer basingta, 15 dakika sterilize edilmis ve 45 °C’ ye sogutulularak amilaz ortami

petri kutularina dagitmastir.
Besiyeri 11. Seliilaz ortan

Bu ortam seliilaz iireten mikroorganizmalarin belirlenmesinde kullanilmistir
[112].
Bilesimi: Tripton (Oxoid L 42) 10 gr/L; Maya 6ziitii 5 gr/L; Karboksi metil seliiloz
(CMC) (Sigma, C-4888) 1 gr/L; NaCl 10 gr/L; Agar % 1,5;

Hazirlamsi: Ortam igerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’ de, 1.5 atmosfer
basingta, 15 dakika sterilize edilmisve 45 °C’ ye sogutularakseliilaz ortami petri

kutularma dagitilmastir.
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Besiyeri 12. Proteaz ortamm

Bu ortam proteaz lireten mikroorganizmalarin belirlenmesinde kullanilmistir.

[109, 113].

Bilesimi: Coziinebilir nisasta (Riedel, 18727) 10 gr/L; Pepton 5 gr/L; Maya 6ziitii 5
gr/L; KoHPO,4 1 gr/L; MgSO,4 7H,0 0.2 gr/L; Na,CO3 10 gr/L; Skim milk (Oxoid L 31)
%0.5; Agar % 1

Hazirlamisi: Ortam igerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’ de, 1.5 atmosfer
basingta, 15 dakika sterilize edilmistir. Besiyeri 15° de igerigi verilen siit agar1 (Skim
milk) da 121°C’ de, 1.5 atmosfer basingta, 5 dakika sterilize edilmis, ortam 45 °C’ ye
kadar sogutulduktan sonra, diger ortama son konsantrasyon %0.5 olacak sekilde ilave
edilerek iyice karistirilmis ve aseptik kosullarda petri kutularina dokiilmiistiir. Ortam
katilagtiktan sonra kolloidal kazein molekiilleri ortama opak bir goriiniim

kazandirmaktadir.
Besiyeri 13. Ksilanaz ortamm

Bu ortam ksilanaz iireten mikroorganizmalarin belirlenmesinde kullanilmistir
[114].
Bilesimi: Pepton 5 gr/L; Maya 6ziitii 1 gr/L; K;HPO,4 1 gr/L; MgSO, 7H,0 0.2 gr/L;
CaCl,.2H,0 0.1g/L; Ksilan 5gr/L; Agar 15g/L.
Hazirlamsi: Ortam igerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’ de, 1.5 atmosfer

basingta, 15 dakika sterilize edilmis ve ortam 45 °C’ ye kadar sogutulduktan sonra,

aseptik kosullarda petri kutularina dokiilmiistiir.
Besiyeri 14. Fitaz ortam
Bu ortam fitaz iireten mikroorganizmalarin belirlenmesinde kullanilmistir [115].

Bilesimi: Glikoz 20 gr/L; Na-fitat 4 gr/L; NH4sNO; 5 gr/L; MgSO, 7H,O 0.5 gr/L;
CaCl,.2H,0 2¢/L; KCI 0.5gr/L; MnSO4 2H,0 0.01g/L; FeSO, 7H,0O 0.01g/L; Agar
15¢/L.

Hazirlamsi: Ortam igerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’ de, 1.5 atmosfer
basingta, 15 dakika sterilize edilmis ve ortam 45 °C’ ye kadar sogutulduktan sonra,

aseptik kosullarda petri kutularina dokiilmiistiir.
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Besiyeri 14. Lipaz ortam
Ortam lipaz iireten mikroorganizmalarin belirlenmesinde kullanilmigtir [116].

Bilesimi: Tribiitrin 5ml; K,HPO,4 3.5gr/L; KH,PO, 1 gr/L; NaCl 2.5 gr/L; MgSO,
7H,0 0.5 gr/L; Agar 15¢/L.

Hazirlamisi: Ortam igerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’de, 1.5 atmosfer
basingta, 15 dakika sterilize edilmistir. Ortam 45 °C’ ye kadar sogutulduktan

sonra,aseptik kosullarda steril petri kutularina dokiilmiistiir.
Besiyeri 15. Siit Agar1 (Skim Milk)

Dehidre Skim milk (Oxoid L31) 10 gr/100 ml oraninda distile suda ¢6ziilmis ve
121°C* de, 1.5 atmosfer basingta, 5 dakika sterilize edilmistir. Bu ortam proteaz

ortaminda ve liyofilize edilecek organizmalarin hazirlanmasinda kullanilmistir.

2.3. SDP1 izolatimn Urettigi Enzimlerin Belirlenmesi
2.3.1. Kati ortamda enzim iiretimlerinin belirlenmesi
2.3.1.1. Amilaz iiretimi

Gliserol stoktan alinarak nutrient broth’da gece boyu aktive edilen izolat besiyeri
10’ da belirtildigi gibi hazirlanan amilaz ortamlarina, steril kosullarda 3 pl nokta ekim
yapilmistir. 24 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilen kiiltiirlerde amilaz tiretimi olugan
koloninin tiizerine lugol ¢6zeltisi dokiilerek belirlenmistir. Lugol, ortamdaki nisastayi
boyayarak koyu mavi bir renk almasmi saglar. Amilaz iireten koloni g¢evresinde
nisastayl hidrolizlemesi sonucunda olusan agik seffaf zon pozitif sonug¢ olarak

degerlendirilmistir. (Gerhardt ve dig., 1981).

2.3.1.2. Seliilaz iiretimi

Gliserol stoktan alinarak nutrient broth’da gece boyu aktive edilen izolat besiyeri
11” da belirtildigi gibi hazirlanan seliilaz ortamlarina, steril kosullarda 3 pl nokta ekim
yapilmistir . 24, 48 ve 72 saat 37 °C’de inkiibe edilen kiiltiirlerde olusan koloninin
tizerine %1’ lik Kongo Kirmizis1 damlatilmistir. Boyanin fazlas1 1 M NacCl ile yikanmig

ve koloni ¢evresinde olusan agik seffaf zon pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.
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2.3.1.2. Ksilanaz iiretimi

Gliserol stoktan alinarak nutrient broth’da gece boyu aktive edilen izolat besiyeri
13’ da belirtildigi gibi hazirlanan ksilanaz ortamlarina, steril kosullarda 3 pl nokta ekim
yapilmistir. 24 saat 37°C’ de inkiibe edilen kiiltiirlerde olusan koloninin iizerine %1 lik
Kongo Kirmizist damlatilmistir. Boyanin fazlast 1 M NaCl ile yikanmis ve koloni

cevresinde olusan agik seffaf zon pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

2.3.1.3. Proteaz iiretimi

Gliserol stoktan alinarak nutrient broth’da gece boyu aktive edilen izolat besiyeri
12’ da belirtildigi gibi hazirlanan proteaz ortamlarina, steril kosullarda 3 pl nokta ekim
yapilmistir. 24 saat 37 °C’de inkiibe edilen kiiltiirlerde koloni ¢evresinde olusan agik

seffaf zon pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

2.3.1.4. Fitaz iiretimi

Gliserol stoktan alinarak nutrient broth’da gece boyu aktive edilen izolat besiyeri
14’ da belirtildigi gibi hazirlanan fitaz ortamlarina, steril kosullarda 3 ul nokta ekim
yapilmistir. 72 saat 37 °C’de inkiibe edilen kiiltiirlerde koloni g¢evresinde olusan agik

seffaf zon pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

2.3.2. Sivi ortamda amilaz iiretiminin belirlenmesi

Kat1 ortamda pozitif sonug¢ veren amilaz, fitaz, ksilanaz ve seliilaz enzimleri i¢in
uygun sivi liretim ortamlar1 hazirlanarak izolat SDP1’in bu iiretim ortamlarindaki enzim
profilleri belirlenmistir. Icerisinde 5 ml = 0.1 Nutrient broth ortami bulunan tiiplere,
gliserol stoktan alinan organizma 100 pl inokule edilerek, 37°C + 0.5 sicaklikta 24 saat
biyiitilmustiir. Aktive olan kiiltiirden ODggo da baslangi¢ absorbans degeri 0.06 olacak
sekilde, aseptik kosullarda 100 ml iiretim besiyeri i¢ceren 500 ml erlenmeyer igerisine
inokule edilerek, 37°C + 0.5 sicaklikta, 200 rpm c¢alkalama hizinda 120 saat
biiyiitiilmiistiir Fermentasyon sonunda hiicreler santrifiijlenerek (SIGMA 6K15 model
santrifiij; 9000g, 45 dak, 0-4 °C) ortamdan uzaklastirllmis ve 24, 48 ,72,ve 96 ve 120
saatlerde enzim aktiviteleri kiiltlir Gist sivist kullanilarak asagida verilen yontemler

kullanilarak belirlenmistir.
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Enzim aktiviteleri asagidaki denklem ile hesaplanmustir.

WxVx1000

Enzim Aktivitesi (U/ml/min)= MxVox £

W: Agiga cikan iirin/kullanilan substrat miktari, (mg) (ODs4 / Standart
grafikten elde edilen egim);

M: Maltozun molekiil agirligi, (342.29648 g/mol);
Ve : Enzim hacmi, (ml); V: Reaksiyon ¢6zeltisi hacmi, (ml);

t: Reaksiyon siiresidir (dakika).
2.3.2.1. Amilaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Amilaz aktivitesi Miller (1959) tarafindan verilen yontemle belirlenmistir [94].
Amilaz aktivitesinin belirlenmesinde, substrat olarak 20mM, pH 7.0 fosfat tamponu
icerisinde hazirlanmis 1% (w/v) nisasta ¢ozeltisi kullanilmistir. 0.1 ml uygun oranlarda
seyreltilmis enzim, 0.9 ml, 20 mM, pH 7.0 fosfat tamponu igerisinde hazirlanmis 1%
(w/v) nisasta cozeltisi’ ile karistirilarak 50°C’de 10 dakika su banyosunda inkiibe
edilmistir. Nisasta’nin hidrolizi sonucunda olusan maltoz miktar1 dinitrosalisilik asit
(DNS) yontemi (Dubois ve c¢alisma ark.,1956) ile spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Inkiibasyon sonucunda oOrneklerin absorbans degerleri 540 nm’de
(BioRad Smart Spec 3000) ol¢iilmiistir. Enzim aktivitesi standart maltoz grafigi
olusturularak asagida verilen formiil ile hesaplanmistir. Bir birim amilaz aktivitesi,
nigasta hidrolizi sonunda, 50°C ve pH 7.0°de dakika da 1 pmol maltoz olusturan enzim

miktar1 olarak ifade edilmistir.

2.4. Mikroorganizmanin Taksonomik Karakterizasyonu

Izolatlar SDP1’1n kiiltiirel (koloni karakterizasyonu, hareketlilik), mikroskobik
(morfolojileri: sekil, boyama 6zelligi, spor olusturmasi, biiytlikliigii), fizyolojik (aerobik
ya da anerobik olarak freyebilirligi, optimum iireme sicakligl) ve biyokimyasal
(sekerleri oksidatif ya da fermentatif tarzda kullanabilirligi, metabolizmasini
aydinlatacak cesitli biyokimyasal testler), genetik karakterleri, literatiirlerde tarafindan

tanimlanan testlerle tespit edilmistir [108-111, 113, 116].
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2.4.1. Kiiltiirel ozelliklerin belirlenmesi

[zolat SDPI1’in kiiltiirel ozellikleri; nutrient broth ortamlarinda aktive edilen
izolatlardan nutrient agar ortamlarina ayri ayri ¢izgi ve nokta ekim yapilarak
belirlenmistir [108]. SPD1’in hareketliligi yar1 kati nutrient agar ortamina steril igne
Oze ile aseptik sartlarda dik ekim yapilarak belirlenmistir. 24 saat boyunca 37 °C’ de
inkiibe edilen Kkiiltiirlerde igne Ozenin biraktif1 iz {izerindeki liremenin kenarlara

dagilimi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

2.4.2. Mikroskopik ozelliklerin belirlenmesi
2.4.2.1. Gram boyama

Nutrient broth’ ta 24 saat 37°C sicaklikta aktive edilen izolat SDP1, steril sartlarda
0ze ile alinarak ve Onceden temizlenmis lam iizerinde bir damla distile su igerisinde
yayilarak kurumaya birakilmistir. Hazirlanan bakteriyel film {i¢ kez alevden gegirilerek
tespit edilmis ve sogumaya birakilmigtir. Hazirlanan 6rnekler, filtreden gegirilmis kristal
violet ile mikrobiyal film tabakasi kaplanacak sekilde 1 dakika etkiye birakilmistir.

Fazla boya lamdan siiziilerek alinmig ve Ornekler gram iyodiir (Lugol)
cozeltisiyle 1,5 dakika etkiye birakilmistir. Fazla lugol lamdan distile su ile yikanarak
alinmus, etil alkolde 10-15 saniye bekletilmis ve suyla yikanarak alkol uzaklastirilmistir.
Ornekler safranin ile 30 saniye etkiye birakilmus, fazla boya lamdan siiziilerek alinmis
ve suyla yikanmistir. Kurutma kagidiyla hafif¢ge kurulan oOrnekler havada iyice
kuruduktan sonra bakteri morfolojileri Leica DM4000B marka floresans mikroskobu
kullanilarak incelenmigtir. Mikroskoba bagli Leica DFC 420C kamera sistemi ile
fotograflart ¢ekilmistir. Bakterilerin boyutlart mikroskobun sahip oldugu yazilim
kullanilarak ~ belirlenmistir. Boyanmis olan orneklerde Gram (+) olan
mikroorganizmalar koyu mor (menekse) renk, Gram (-) olanlar ise agik pembe renkte

goriiniim ile ayirt edilmistir [109].

2.4.2.2. Endospor olusumunun belirlenmesi

Nutrient broth’ ta 24 saat 37°C sicaklikta inkiibasyona birakilan organizmalar
endospor ortamina steril 6ze ile ¢izgi ekim yapilmis ve 24 saat daha inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda bakteriler, steril sartlarda 6ze ile alinmis ve dnceden

temizlenmis lam iizerinde bir damla distile su igerisinde yayilarak kurumaya
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birakilmistir. Hazirlanan bakteriyel film ii¢ kez alevden gecirilerek tespit edilmistir ve
sogumaya birakilmistir. Ornekler malasit yesili ile alevde 5 dakika etkiye birakilmistir
ve buharlastik¢a boya ilave edilmistir. Distile su ile yikanan 6rnekler 30 saniye safranin
ile boyanmis ve distile suyla tekrar yikanip havada kuruttuktan sonra bakteri sporlariin
morfolojileri, Leica DM4000B marka floresans mikroskobu kullanilarak incelenmistir.
Mikroskopa bagli Leica DFC 420C kamera sistemi ile fotograflari ¢ekilmistir. Bakteri
sporlarinin  boyutlar1 sahip oldugu yazilim kullanilarak belirlenmistir. Boyama

sonucunda; sporlar yesil, vejetatif hiicreler pembeye boyanmis olarak goriintiilenmistir

[109].

2.4.3. Fizyolojik ve biyokimyasal ozelliklerin belirlenmesi

Izolat SDP1’in fizyolojik ve biyokimyasal dzellikleri Nielsen ve dig., (1995) ve
Bergey’s (1986) tarafindan verilen yontemlere gore yapilmistir Fenotipik 6zelliklerin
belirlenmesinde API hazir tan1 kitleri kullanilarak deneyler tekrarlanmistir. API 50 CH
galerisi (Biomérieux) karbohidrat kullanim testleri i¢in kullanilmistir. Ayrica VITEK 2

sistemi ile de deneyler tekrar edilmistir.

2.4.3.1. Katalaz testi

Nutrient Broth’ ta 24 saatte aktif hale getirilen SDP1 nutrient agara ¢izgi ekim
yapilmis ve 24 saat 37°C inkiibasyona birakilmustir. [108]

Aktivasyon ortaminda 24 saat biiyiitiilmiis kiiltiirlerin tizerine %3’liik 1 ml hidrojen
peroksit (H20,) ¢ozeltisi damlatilarak, gaz habbeciklerinin ¢ikigi gozlenmistir. Gaz

habbeciklerinin ¢ikis1 pozitif sonug olarak kabul edilmistir

2.4.3.2. Oksidaz testi

Nutrient broth’ ta 24 saatte aktif hale getirilen organizmadan nutrient agara ¢izgi
ekim yapilmistir. 24 saat 37 °C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir [111]. Oksidaz testi
icin taze hazirlanan %1’lik tetrametil p-fenilendiamin ¢o6zeltisinin birkag damlasiyla
filtre kagid1 nemlendirilmistir. Platin 6ze ile aktivasyon ortami yiizeyinden alinan koloni
nemlendirilen kagida siiriilmiistiir. Koloninin kagida siirtildigii kisimda 30 saniye
igerisinde mor rengin olusmasi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir. Bu test sitokrom

oksidaz varliginin belirlenmesinde kullanilmistir.
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2.4.3.3. Farkh NaCl iceren ortamlarda biiyiimenin belirlenmesi

Gliserol stoktan alinarak nutrient broth’da 24 saat aktive edilen kultirlerden,
Besiyeri 8’de belirtilen iginde %2, %5, %7, %10, %12 NaCl’ li agar igeren petri
kutularma steril 6ze ile ¢izgi ekimi yapilmistir. Kiiltlirler 72 saat boyunca 37 °C’de
inkiibasyona birakilmigtir. Ortamlarda gozlemlenen biiylimenin varligi pozitif sonug

olarak degerlendirilmistir [109].

2.4.34. Maksimum ve minimum sicakhiklarda biiyiimenin belirlenmesi

Gliserol stoktan alinarak nutrient broth’da 24 saat aktive edilen kiltiirlerden,
nutrient agarl petri kutularina steril 6ze ¢izgi ekimi ile inokulasyon yapilmistir. Petri
kaplar farkl sicakliklarda 72 saat gozlenmistir. Agarda biiylimenin varlig1 pozitif sonug

olarak degerlendirilmistir [108].

2.4.3.5. Farkh pH’larda biiyiimenin belirlenmesi

pH araliginin belirlenmesi icin gliserol stoktan alinarak nutrient broth’da 24 saat
aktive edilen kiiltiirlerden, besiyeri 9°da belirtildigi gibi hazirlanan farkli pH’daki
ortamlara steril 6ze ile ¢izgi ekimleri yapilmistir. 5 giin boyunca 37°C’de inkiibe edilen
ortamlarda biiylimenin varlig1 pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Nielsen ve dig.,
1995).

2.4.3.6. Bakterinin API sistemi ile tanilanmasi

Biomérieux firmasi tarafindan iiretilen API sistemi farkli mikroorganizmalarin
tanilanmasi, karbohidrat profillerin belirlenmesi, bazi biyokimyasal &zelliklerinin
belirlenmesi igin gelistirilmistir. API sisteminde Bacillus izolatlarinin hizli ve dogru
tanimlanmast i¢in API20E ve API SOCHB stripleri kullanilmistir. Bu striplerden alinan
alman sonuglar bir matriks formunda bilgisayarda yazilimda islenerek
mikroorganizmanin tanimlanmasi yapilmistir. API sisteminde elde edilen sonuglar

klasik testere kiyasla daha tekrar edilebilir 6zelliktedir.

API 50 CHB galerisi organizmanin karbohidrat kullanim profilinin belirlenmesi
ve karbohidrat metabolizmasi hakkinda bilgi sahibi i¢in kullanilmistir. Sadece in vitro
tanilamada kullanilan APl 50 CHB seritleri, ayn1 zamanda mikroorganizmalarin cins

seviyesinde tanilanmasi i¢inde kullanilmaktadir. APl 50 CHB galerisi iginde her birinde
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bir miktar dehidre halde 49 farkli karbohidrat tiirevi igeren yani 49 farkli test iceren

kiipiil bulunmaktadir. Bu substratlar, degisik biyokimyasal yollarla metabolize edilirler;

Asimilasyon; sadece karbohidrat kaynagi yani substrat olan kiipiil icerisinde, bir

mikroorganizmanin bliylimesiyle gosterilmektedir.

Oksidasyon; kiipiil igerisinde renk degisikligi ile gozlenmektedir (Kiipiil
icerisindeki renk degisikligi, asiti i¢in pH indikatorii iceren, aerobik iiretim ile

saglanmaktadir).

Fermentasyon; kiipiil igerisinde renk degisikligi ile gosterilmektedir (Kiipiil
icerisindeki renk degisikligi, asiti i¢in pH indikatorii iceren, anaerobik iiretim ile

saglanmaktadir).

Reaksiyon sonucunda, kiipiirlerden elde edilen pozitif ve negatif olarak
tamimlanan sonuglar mikroorganizmalarin karbohidrat metabolizmasi hakkinda fikir
verir. API seritlerinde ilk kiipiil negatif kontrol olarak kullanildigindan substrat igermez.
API seritlerinin kompozisyonu Tablo 2.1.’de verilmistir. API seritlerinin goriintiisii de

Sekil 2.1.’de verilmistir.

APl 20E enterik bakterilerin identifikasyonu i¢in kullanilmaktadir. API 20E
stripleri 12 test igermektedir. Son 8 kiipiir S0OCHBde bulunan karbohidrat substratlarinin
duplikasyonlaridir. Bu yiizden son 8 kiipiire inokulasyon yapilmaz. Strip icerikleri

Tablo 2.2.de verilmistir.

SDP1 NA igeren petri platelerinde gece boyu biiyiitiildiikten sonra hiicreler API seti
icerisindeki steril normal tuz soliisyonuna 6ze ile alinmis, vorteks ile iyice karigtirilmis
ve 2 farli slispansiyon hazirlanmasi i¢in kullanilmistir: 1) API 20E stripi i¢in 4ml strile
normal tuz soliisyonu icinde McFarland degeri 3 olacak sekilde organizma asilanir.
McFarland 3.0 degeri yaklasik olarak 9x10° organizmaya denk gelmektedir, ii) API
50CHB stripleri iginse fosfat tamponu (pH 7.5) iginde (g/L) (NHg)2S04, 2; maya 06ziiti,
0.5; tripton, 1; fenol kirmizisi, 0.18; mineral Cohen-Bazire bazi1 10 ml igermektedir. API
50 CHBJ/E ortami steril edildikten sonra McFarland 3.0 degeri olacak sekilde
organizmalar eklenmisve vortekslenmistir. Daha sonra aseptik kosullarda steril uglarla
API seritlerine kiipiil kism1 tagsmayacak sekilde seri olarak eklenmistir. 30 "C’de 24
saatlik ve 48 saatlik inkiibasyondan sonra her bir kiipiildeki rengi, ilk kiipiildeki renk ile

karsilastirilarak karbohidrat kullannominin pozitif ya da negatif oldugu seklinde
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degerlendirmistr.. API20E testinde bulunan ilk 12 kiipiile steril ortamda inokulasyon

yapilmigve stripler 30 "C’de 48 saat inkiibe edildikten sonrokunmustur.

Daha sonra sonuclar firma tarafindan saglanan yazilima girilerek analiz

edilmistir.

Sekil 2.1. API 50CHB stripi
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Tablo 2.1.

API 50CHB Kiti i¢inde bulunan farkli karbohidratlarin listesi

Kontrol GLYcerol ERYthritol D-ARAbinose L-ARADbinose RiBose D-XYLose L-XYLose ADOnitol
0 1 2 3 4 5 6 7 8
B-Methyl-D- ~ GALactose GLUcose FRUctose MaNnosE SorBosE RHAmMnose DULcitol INOsitol

Xyloside
9 10 11 12 13 14 15 16 17
MANRNitol SORbitol a-Methyl-D-  a-Methyl-D- N-Acetyle AMYgdalin ARBuUtin ESCulin SALicin
Mannoside Glucoside Glucosamine
18 19 20 21 22 23 24 25 26
CELlobiose MALtose LACtose MEL.ibiose Sucrose TREhalose INUIin MeLeZitose RAFfinose
27 28 29 30 31 32 33 34 35
Starch GLYcoGen XyLiTol GENtiobiose D-TURanose D-LYXose D-TAGatose D-FUCose L-FUCose
36 37 38 39 40 41 42 43 44
D-ARAbitoL  L-ARAbitoL  GlucoNaTe 2-Keto- 5-Keto-
Gluconate Gluconate
45 46 47 48 49
Tablo 2.2.  API 20E Strip
1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
ONPG ADH LDC ODC CIT H2S URE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA
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2.4.4. Kemotaksonomik 6zelliklerin belirlenmesi

244.1. Hiicresel yag asitlerinin analizi

Izolat SDP1 ve referans soy B. subtilis DSM 10", B. mojavensis CCTCC
AB96001 ve B. atrophaeus CCTCC AB 95007" arasindaki taksonomik benzerlik
hiicresel yag asitlerinin analizi ile saptanmistir. Hiicresel yag asit profilleri, Sherlock-
MIDI Otomatik Mikrobiyal Tanilama Sistemininde belirtilen protokol kullanilarak
(Sherlock Microbial Identification System MIDI Inc., Newark) belirlenmistir. Izolat
SDP1, hiicresel yag asidi analizi i¢in Nutrient Broth ortaminda 24 saat aktive edilmistir.
24 saatlik kiiltiirlerden TSA ortamina steril 6ze ile ¢izgi ekimle (Quadrant ekim-dortlii
ekim) inokulasyonu yapilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra steril 6ze ile TSA’ It
ortamda 3. bolgeden 4 mm’ lik steril 6ze ile dikkatli bir sekilde aseptik sartlarda ~20 mg
hiicre toplanmistir. Yag asidi analizi i¢in dort farkli agsama uygulanmig ve asamalar

asagida detayl1 olarak anlatilmis ve Sekil 2.2.’de verilmistir.

1. Saponifikasyon: Izolat 6ze ile steril bir tiipe alimmistir. Uzerine saponifikasyon

¢ozeltisinden (45 gr NaOH, 150 ml metanol, 150 ml distile su) 1 ml eklenmistir. Tiipiin
kapagi kapatilmis ve tiip 5-10 saniye vorteks karistiric ile karigtirilmis ve 5 dakika 100
°C’ lik su banyosunda bekletilmistir. Takiben 5-10 saniye vorteks karistirici ile
karistirtlip 30 dakika 100 °C’ lik su banyosunda bekletilmistir. Daha sonra tiipler

sogutulmustur.

2. Metilasyon: Tiiplere metilasyon ¢ozeltisinden (325 ml 6.0 N HCl ile 275 ml metanol

karisimi, pH< 1.5) 2 ml eklenmistir. Tiipiin kapagi kapatilip 5-10 saniye vorteks
karistirict ile karistirilmistir. Tiip 80 °C £1° lik su banyosunda 10 £1 dakika bekletilmis

daha sonra hizli bir sekilde sogutulmustur.

3. Ekstraksiyon: Tiipe ekstraksiyon ¢ozeltisinden (200 ml hekzan ile 200 ml metil-tert-

butil-eter karigimi) 1.25 ml eklenmistir. Tiip 10 dakika yatay durumda karistirilmastir.
Dikkatlice iist faz bir pipetle ayrilmigstir.

4. Yikama: Tiipe yikama cozeltisinden (900 ml distile su i¢inde ¢oziilmiis 10.8 gr
NaOH) 3 ml eklenmistir. Tiip 5 dakika yatay durumda karistirilmistir. Ust fazin {icte

ikilik kism1 Gaz Kromatografi vialine transfer edilmistir.
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Sekil 2.2. FAME analiz semasi

Analizler Agilent marka 6890C Network Gaz kromatografisi sistemi ve iizerinde
veribankasi olan Sherlock sistemi ile yapilmistir (Sekil 2.3.). 1200A kodlu yag asidi
standardi ile kalibrasyonu yapilan cihaza 6rnekler verilmis ve yag asidi profilleri elde
edilmistir. Daha sonra yag asitlerinin spektrumda gelme zamanlar1 veritabaninda ayni
yontem ile hazirlanmis diger organizmalarin verileri ile karsilastirilarak bir analiz

raporu elde edilmistirr. Bu rapor ornekteki yag asidi yilizdeleri ve organizmanin

taksonomik bilgileri bulunmaktadir.
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Agilent Technologies

Sekil 2.3. Agilent 6890C Network Gaz kromatografisi sistemi
2.4.5. Genotipik Ozelliklerin belirlenmesi

izolat SDP1°nin 16S rRNA dizileri ve % mol GC oranlar1 belirlenerek tiir

diizeyinde tanilanmigtir.

2.45.1. Genomik DNA izolasyonu

Gliserol stokdan alinarak NB besiyerinde gece boyu biiyiitiilen izolat SDP1’nin
genomik DNA’ lar1 “Invitrogen Pure Link Genomic DNA kiti” (Sekil 2.4.) ile asagidaki

prosediire gore izole edilmislerdir.

= Sivi bakteri kiiltiirii (1.5 ml) 4500 rpm de 5 dakika santrifiij edilerek hiicreler
¢oktiiriilmiis, tist sivilar uzaklastirilmistir.

= 20 mg/ml lysozyme iceren Lysozyme Digestion tamponu hazirlanip bakteri
pelleti 180 pl Lysozyme Digestion tamponu ile resiispanse edilmis ve 37°C su
banyosunda 30 dakika inkiibe edilmistir.

= Karigima 20 pl Proteinaz K eklenip vortekslenerek karistirilmis ve tizerine 200
ul Genomic Lysis/Binding buffer eklenmis karistirildiktan sonra 30 dakika 55°C

su banyosunda inkiibe edilmistir.
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Lizatin iizerine 200 pl %96 — 100 lik etanol eklenip 5 saniye boyunca
vortekslenerek homojen bir karigim olusmasi saglanmaistir.

Lizat PureLink spin column’ a yiiklenmis ve 10.000 g hizinda 1 dakika santrifiij
edilerek genomik DNA’ nin kolona baglanmasi saglanmistir.

Kolon 500 pl birinci yitkama tamponu eklenmis ve kolon 10.000 g hizinda 1
dakika santrifiijlenerek kolonun birinci yikamasi, sonrasinda ise 500 pl ikinci
yikama tamponu eklenip 10.000 g de 3 dakika santrifiijlenerek kolonun ikinci
yikamasi gergeklestirilmistir.

Yikama islemlerinden sonra kolon 1.5 ml steril mikro santrifiij tiipiine
yerlestirilmis {izerine 40 pl elisyon tamponu konularak 1 dakika oda
sicakligindan beklenmis ve sonrasinda maksimum hizda (~14.000 rpm) 3 dakika
santrifiij edilerek genomik DNA elde edilmistir.

Elde edilen genomik DNA’ nin saflik ve miktari NanoDrop (Thermo Scientific)
spektrofotometre kullanilarak OD260/280 da belirlenmistir.

, »h}; I",?;..‘-"- \.
ey T
o

Sekil 2.4. Invitrogen Pure Link Genomic DNA Kiti [117]ve Nanodrop cihazi[118]

Genomik DNA izolasyonu igin ikinci bir yontem olarak DNazol®Direct

(Molecular Research Center Inc,) kullanilmistir. Bunun i¢in gliserol stokdan alinarak 5

mL NB besiyerinde 37 °C’de gece boyu inkiibe edilen organizmadan eppendorfa 1.5

mL alinarak 7000 dev/dak 5 dakika santrifiij edilmistir.. Ust s1v1 atilarak hiicre pelletine
0.1 mL DNazol®Direct (Molecular Research Center Inc,) ilave edildikten sonra 80°C

15 dakika bekletilerek genomik DNA elde edilmistir. Genomik DNA izolasyonu agaroz

jel ile kontrol edilmistir.
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2.4.5.2. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi DNA molekiillerinin ayrimi, tanimlanmasi Ve
saflagtirilmasi i¢in yaygin olarak kullanilan ve elektriksel bir alanda, ortamda ¢6ziinmiis
molekiillerin elektrik yiikleri, molekiil biiyiikliikleri ve fiziksel 6zelliklerine gore go¢
etmeleri prensibine dayanan molekiiler bir yontemdir. Eger elektrik alanin uygulandig
jel nétral pH’da ise DNA’nin negatif yiiklii fosfat gruplari anoda dogru hareket eder.
Agaroz jel elektroforez yontemi basit ve hizli bir yontemdir ve diger yontemleri ile
ayrilamayan DNA’y1 ayirmamizi saglar. DNA’nin jel istiindeki konumu DNA’nin
bosluklarina girerek diisiik konsantrasyonda floresan verme 0Ozelligine sahip etidyum

bromiir boyasinin kulanilmasi ile miimkiin olmaktadir.

% 1°lik jel hazirlamak i¢in; 0.50 gr agaroz (Sigma, A5093) 50 ml 1X TAE
agaroz elektroforez tamponuna eklenmis ve mikro dalga firinda ¢oziilmiistiir. Homojen
karisim etidyum bromiiriin kimyasal yapist bozulmamasi i¢in 50-60 °C’ ye kadar
sogutularak son konsantrasyon 0.15 pg/mL olacak sekilde 10mg/ml’ lik etidyum
bromiirden 1,5 pl eklenmistir. Jel kasete dokiilerek 30-60 dakika siire ile donmasi
beklenmistir. Taraklar ¢ikarilmig ve jel iginde 1X TAE bulunan elekroforez tankina
yerlestirilmistir. Omnekler yiikleme tamponu ile karstirilarak kuyulara yiiklenmis
kuyulardan birine istenilen boyutta secilen bir markor yiiklenmistir. Tankin kapagi
DNA anoda yiiriiyecek sekilde kapatildiktan sonra 5-10 V/em voltaj uygulanmigtir.
Yaklagik 40 dakika sonra jel ¢ikarilarak gel goriintiileme sisteminde UV 1sik altinda

gorlntiisii alinmastir.

2.4.5.3. 16s rDNA geninin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilmasi

SDP1 izolatina ait 16S rDNA dizisinin belirlenmesinde, liniversal primerler 27F
5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' ve 1525R 5'-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-
3' kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile 16StDNA geni ¢ogaltilmistir.
Reaksiyon 400 ng kromozomal DNA ve her bir primerden 25 pmol/ul konsantrasyonda
katilarak toplam 50 pl hacimde gergeklesmistir. Reaksiyon dongiisii Tablo 2-3.°de
verilmistir. Elde edilen PZR {iriinii %1°1lik agaroz gel ile goriintiilenmis DNA miktarlari

Nanodrop ile kontrol edilmistir.
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PCR Kkosullari;

10x PCR tampon 5.0 ul
MgCI2 (25 mM) 5.0 ul
Primer 27F (10 pmol/ul) 2.5l
Primer 1525R (10 pmol/ul) 2.5 ul
Genomik DNA (1/10 diliisyon) 2.0 ul
dNTP mix (102 mM) 5 ul
Taq DNA Polymerase (5U/ul) 0.5 ul
dH20 27.5 ul

Tablo 2.3.  16s rDNA i¢in PZR dongiisii

Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siire (dakika)
1 96 5
35 96 1
52 1
72 3
1 72 10
2454, PZR icin iiriinlerin saflastirilmasi

PZR fdrlinleri (~1500bp 16S rRNA geni) fazla tuz, dNTP vb. malzemelerden
temizlenmesi ve bdylece dizi analizinde kullanilabilir hale gelmesi i¢in Invitrogen

PureLink PCR Purification Kit kullanilarak asagidaki protokole gore saflastirilmistir.

. PZR iirliniiniin iizerine iiriin hacminin 4 kat1 hacminde PureLink Binding Buffer
soliisyonu eklenir ve iyice karigtirilir.

. Hazirlanan karisim PureLink Spin Column kolonuna yiiklenir ve 10.000g de 1
dakika santrifiij edilirek alta gecen sivi atilir. DNA kolonda tutunmus haldedir.

. Kolona 650 pul Etanol iceren yikama tamponu konur ve 10.000g de 1 dakika

santrifiijlenerek alta gecen siv1 atilir.
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. Yikama tamponunun tamamini kolondan uzaklastirmak i¢in, kolon 3 dakika
boyunca maksimum hizda tekrar santrifiij edilir ve alta gecen siv1 atilir.

. Kolon steril bir mikro santrifiij tiipiine yerlestirilir ve kolonun tam ortasina 50ul
eliisyon tamponu koyulur.

. Eltisyon tamponu eklenmis kolon oda sicakliginda 1 dakika bekletilir ve
sonrasinda 2 dakika boyunca maksimum hizda santrifiij edilir.

. Kolon atilir steril tiipe gecen sivi1 saflastirilmis PZR {iriiniinii icermektedir. Uriin

dizi icin kullanilmak {izere -20 °C de saklanir.

2.4.5.5. 16S rRNA gen dizisinin belirlenmesi

27F ve 1525R universal primerleri ile c¢ogaltilan ve sonrasinda Invitrogen
PureLink PCR Purification Kit kullanilarak saflastirilan 16S rDNA geninin dizilenmesi

sirasinda Tablo 2.4.’de verilen primer seti kullanilmigtir.

Tablo 2.4.  Dizileme reaksiyonu i¢in kullanilan primerler

27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

515R  GWATTACCGCGGCKGCTG
530F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA
1100R AGGGTTGCGCTCGTTG

357F ACTCCTACGGGAGGCAG
803F ATTAGATACCCTGGTAG

1525R  AAGGAGGTGATCCAGCCGCA

Dizi analizi i¢in kurulan PZR reaksiyonu Beckman Coulter Quick Start Kit
kullanilarak asagidaki verildigi sekilde toplam 20 pl reaksiyon hacminde
gerceklestirilmistir. Her primer igin ayri ayri reaksiyon hazirlanmasi gerekmektedir.

PZR dongiisii Tablo 2.5.”de verilmistir.
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Dizi analizi PZR Reaksiyon Kosullar:

DNA kalib1(100ng) 0.5-10 pl
Sekans Primeri(1.6pmol/ul) 2.0 ul
DCTS Quick Start Master Mix 8.0 ul
dH,0 (son hacmi 20pul) 0-95ul

Tablo 2.5.  Dizileme reaksiyonu i¢in PZR dongiisii

Dongii Sayis Sicaklik (°C) Siire (saniye)
1 96 20
30 96 20
50 20
60 240
1 4 stiresiz

Yukarida belirtilen sicaklik siirelerde gerceklestirilen dizi analizi PZR iiriinleri

1s1ktan korunarak dizi analizi i¢in etanol ¢oktiirme islemine alinmastir.

Her bir 6rnek i¢in 0.5 ml mikro santrifiyj tiipti ayrilip etiketlenmistir.

Her reaksiyon i¢in taze olarak hazirlanmis durdurma soliisyonundan (2 pl 3M
Sodyum Asetat pH:5.2, 2 pul 100mM Nay-EDTA, 1ul 20 mg/ml Glikojen) 5
ul eklenerek karistirilmistir.

Her reaksiyon karistmi kendisi icin etiketlenmis 0.5 ml santrifiij tliplerine
aktarilmis ve iizerlerine 60 ul soguk (-20 °C) %96-100 liik etanol eklenip
karistirlarak 4°C de 14.000 rpm de 15 dakika santrifiij edilir.

Santrifiij sonrasinda pellet goriiliir haldedir; iist sivi pipet ucu ile pellete
dokunmamaya dikkat edilerek otomatik pipet ile dikkatlice alinir.

Pellet iki kere 200 pl soguk %70 lik etanol ile yikanir. Her yikama
sonrasinda 4°C de 14.000 rpm de en az 2 dakika santrifiij edilerek iist sivi
uzaklastirilir.

Ikinci yikamadan sonra pellet vakum kurutucu da kurutulur.
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» Kurutulan DNA pelleti 40 pl Sample Loading Solution (SLS) ile siispanse
edilir ve Beckman Coulter CEQ 8800 cihazinin 6rnek tablalarina yiiklenir.
Orneklerin yiizeyleri mineral yag ile kapatilir. Ornek tablalari cihaza yiiklenir

ve dizi analizi sonuglar1 cihazdan aliir (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Beckman Coulter CEQ 8800 genetik analiz sistemi ve kromatogram
ornegi [119]

Cihazdan alinan ham data BioEdit programi ve Clustal Multiple Alignment
Program (Clustal W 1.8)[120] kullanilarak diizenlenmis, birlestirilerek sonug
(consensus) dizisine ulasilmistir. Benzerlik arastirmasi (GenBank/EMBL/DDBJ)
veritabanlarinda bulunan Basic Local Alignment Search Tools (BLAST) programi [121]

kullanilarak ve referans veritabanlari kullanilarak yapilmistir. [122].

2.4.5.6. Filogenetik agacin olusturulmasi

Izolat SDP1’in filogenetik pozisyonunu belirlemek amaci ile veritabanlarinda
bulunan referans Bacillus tiirlerine ait sekans bilgileri fasta formatinda kaydedilmistir.
16S rDNA dizileri Clustal Multiple Alignment Program (Clustal W 1.8)[120] ile
karsilastirilmis ve analiz sonucunda filogenetik agac MEGA version 5 yazilimi
kullanilarak hazirlanmigtir[123]. Filogenetik agactaki uzakliklar Kimura 2-parametre
modeline gore hesaplanmistirKiimeler (cluster) neighbour-joining and maximum-
parsimony and maximum likelihood metodlarina dayanarak hesaplanmistir. Agag
topolojisi analiz yazilimi tarafindan bootstrap metodu kullanilarak 1000 kere tekrar

edilerek olusturulmustur [124].
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Filogenetik caligmada kullanilan 16S rRNA dizilerinin Genbank kabul
numaralar asagida verilmistir. Analizde Geobacillus thermoleovorans DSM 5366" grup

dis1 organizma olarak kullanilmstir.

B. mojavensis DSM 9205" (AB021191); B. subtilis subs.spizizenii , AF074970;
B. subtilis subs.subtilis CECT 39 T (AJ276351) ; B. subtilis subsp. subtilis str. 168
(AL009126): B. velezensis CR-502" (AY603658); B.vallismortis DSM 11031"
(AB021198); B. fastidious DSM 91"  (X60605); B. atropheus DSM 7264"
(AB021181); B. licheniformis DSM 13" (X68416); B. sonorensis DSM 13779"
(AF302118); B. pumilus DSM27" ( AY456263); B. aquimaris JCM 115457
(AF483625); B. marisflavi JCM 11544" (AF483624); B. fastidious DSM 917 (X60615);
B. halmapalus DSM 8723T( X76447); B.luciniferensis LMG 18422 T (AJ419629);
B.pseudomycoides DSM 124427 (AF013121); B.thuringiensis ATCC 107927
(AF290545); B.cereus IAM 12605" ( D16266); B. mycoides DSM 2048" ( X55061); B.
weihenstephanensis DSM 118217 (AB021199); B. smithii DSM 15084 (X60643); G.
thermoleovorans DSM 5366" (226923).

2.4.5.7. Guanin+sitozin (% G+C) oraninin ve T, degerinin belirlenmesi

%G+C Mol degerinin belirlenmesi de mikroorganizmanin cins diizeyinde
siniflandirilmasinda kullanilan bir analiz yontemidir. Bunun i¢in 6ncelikle 2.4.5.1. de
belirtilen genomik DNA izolasyonu yontemi kullanilarak genomik DNA izolasyonu
yapilmistir. Genomik DNA’nin saflik ve konsantrasyonu NanoDrop spektrofotometresi
kullanilarak ODog2s0 orant Olgiilerek belirlenmistir. Izolat SDPI1’in  genomik
DNA’sinin erime sicakligt Tm degeri Beckman Coulter DU 800 UV/Visible
Spektrofotometre cihazi ile dl¢iilmiistiir. izolat SDP1’in %G+C Mol degerleri asagidaki

formiil kullanilarak hesaplanmistir.

%G+C = 2,44 *(Tm —53,9)

%G+C mol degerlerinin hesaplanmasinda referans organizmalar kullanilarak
sapma degerleri de belirlenmistir.
2.5. Calkalamal Kiiltiirde Enzim Uretim Kosullarimin Optimizasyonu

Kat1 ve siv1 besiyerinde yapilan deneyler sonucunda, Bacillus subtilis SDP1’den

amilaz iretiminin optimizasyonu c¢alkalamali kiiltiirde laboratuar olgeginde

53



gerceklestirilmis. Basit ve kompleks karbon kaynaklarinin, nitrojen kaynaklari ve
onlarin farkli konsantrasyonlarinin, sicaklik, pH v.b farkli iiretim parametrelerinin
amilaz iiretimine etkisi incelenmistir. Amilaz tiretimi, 100 ml ortam iceren 500 ml’ lik
erlenmeyerler igerisinde, 37°C de ve 200 rpm calkalama hizinda 48 saat biiyiitiilmesi ile

elde edilmistir.

2.5.1. Farkh karbon kaynaklarinin SDP1 amilaz iiretimi iizerine etkisi

Farkl1 karbon kaynaklarinin enzim iiretimi iizerine etkisi incelemek amaci ile, ilk
olarak 11 farkli karbon kaynagi (maltoz, glikoz, galaktoz, laktoz, fruktoz, siikroz,
arabinoz, nisasta, ksiloz, rafinoz ve dekstran) kullanilmis, ancak ksiloz, rafinoz ve
dextran varliginda hig¢ aktivite gézlemlenmedigi igin, daha sonra ki denemelere 8 farkli
karbon kaynagi ile devam edilmistir. Bu amagla %1 oraninda farkli karbon kaynaklari,
%1.0 et oziitli, %0.05 CaCly,and % 0.05MgS0O,4.7H,0 igeren iiretim ortamina ilave
edilmistir. Daha sonra elimizde bulunan ticari nigastadan farkli olarak misir ve bugday
nigastalarinin da amilaz enzim iiretimi lizerine etkisi incelenmistir. Farkli saatlerde
iretim ortamlarindan alinan Ornekler diyaliz edilerek amilaz aktiviteleri, 2.3.2.1

boliimiinde verilen aktivite tayin yontemi kullanilarak belirlenmistir.

2.5.2. Farkh azot kaynaklarinin SDP1 amilaz iiretimi iizerine etkisi

Farkli organik ve inorganik nitrojen kaynaklarinin ( pepton, et Oziitii, maya
Ozitii, amonyum nitrat, amonyum sulfat, amonyum karbonat, amonyum Kkloriir ve
sodyum nitrat) ve onlarin farkli kombinasyonlarinin a-amilaz liretimi iizerindeki etkileri
test edilmistir. Nitrojen kaynaklar1 besiyeri ortamina son konsantrasyon %1 (w/v)
olacak sekilde eklenmistir. En 1yi nitrojen kaynagi olarak belirlenen maya oziitiiniin de
farkli konsantrasyonlardaki (son konsantrasyon %0,5-5 araliginda olacak sekilde) etkisi

incelenmistir.

2.5.3. Sicakhgin SDP1 a- amylase iiretimi iizerine etKisi

Inkiibasyon sicakliginmn, SDP1 a- amylase iiretimi {izerindeki etkisi incelemek
amaciyla 30 ile 50°C arasinda degisen sicakliklarinda biiyiime incelenmistir. Farkli
sicakliklarda, 48 saat sonunda amilaz aktivitesi 2.3.2.1.’de belirtilen amilaz aktivite

tayin yontemi kullanilarak belirlenmistir.
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2.6. SDP1 Amilaz Enziminin Karakterizasyonu
2.6.1. pH’min enzim aktivitesi ve kararhhg iizerine etkisinin belirlenmesi

pH’nin a-amilaz aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesi i¢in amilaz aktivitesi
pH 3.0-10.0 araligindaki farkli tampon sistemleri kullanarak belirlenmistir. pH 3.0-4.0
icin 20 mM glisin-HCI tamponu; pH 5.0-6.0 i¢in 20 mM asetat tamponu; pH7.0-8.0
icin 20 mM Tris-HCI tamponu; pH9.0-10 i¢in 20mM glisin-NaOH tampon sistemleri
kullanilmistir. En yiiksek aktivite gosteren pH degeri 100 olarak kabul edilerek diger

degerler bu degerle karsilastirarak sonuglar bagil aktivite olarak verilmistir.

pH kararliligi ¢alismalarinda enzim farkli tampon sistemleri ile karistirilarak oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra, 6rneklerin aktivitesi 2.3.2.1.’de belirtilen amilaz
aktivite tayin yontemi kullanilarak 6l¢iilmiistiir. inkiibasyon 6ncesi aktivite %100 olarak

kabul edilerek, % kalan aktivite hesaplanmstir.

2.6.2. Sicakh@in enzim aktivitesi ve kararhhg iizerine etkisinin belirlenmesi

Sicakligin o-amilaz aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesi igin, amilaz
aktivitesi 20°C ile 90°C arasinda degisen farkli sicaklik degerlerinde ¢alisilmistir. En
yiiksek aktivitenin goriildiigii sicakliktaki aktivite degeri 100 kabul edilerek, diger

degerler en yiiksek degere gore bagil olarak hesaplanmistir.

SDP1 o-amilaz enziminin termal kararliligin belirlenmesi amaciyla enzim
ornekleri 10°C ile 70°C arasinda degisen sicaklik degerlerinde su banyosunda
bekletilmis, farkli zaman araliklarinda 6rnekler alinarak buzda bekletilmis ve sonrasinda
kalan aktivite, 2.3.2.1.°de belirtilen amilaz aktivite tayin yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Inkiibasyon Oncesi aktivite %100 kabul edilerek, % kalan aktivite

hesaplanmustir.

2.6.3. Metallerin ve denature ajanlarin a-amilaz enzim aktivitesi iizerine etkisinin
belirlenmesi

Metal iyonlarinin a-amilaz aktivitesi tizerine etkisini incelemek amaci ile, enzim
farkli metal iyonlar1 (CaCl,, ZnCl,, FeCls, CuCl,, NiCl,, MnCl,, MgCl,, CoCl;, ve
NaCl) ile son konsantrasyon SmM olacak sekilde 30 dakika inkiibe edildikten sonra

aktivite 2.3.2.1.’de belirtilen amilaz aktivite tayin yontemi kullanilarak belirlenmistir.
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Metal iyonu bulunmayan oOrnegin aktivitesi %100 kabul edilerek bagil aktivite

hesaplanmustir.

Triton X-100, Tween-20, Tween-80, SDS gibi deterjanlarin, enzim aktivitesi
tizerine etkileri belirlemek amaci ile enzim %5 (v/v) konsantrasyonlarin da Triton X-
100, Tween-20, Tween-80 ile %1 (v/v) konsantrasyonunda SDS ile 30 dakika siire

inkiibe edilmistir.

Amino asit inhibitorlerinin enzim aktivitesi lUizerine etkisi incelemek amaci ile,
enzim 5mM (v/v) konsantrasyonunda fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF) ve 5mM
konsantrasyonunda etilen daimin tetra asetik asit (EDTA) ile 30 dakika inkiibe

edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi aktiviteler 2.3.2.1 de verilen ydntem kullanilarak
belirlenmis, deterjan veya inhibitér yoklugunda ki enzim aktivitesi %100 olarak

alinarak, kalan aktivite hesaplanmustir.

2.6.4. Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve zimogram analizi

Enzimin molekiiler agirhig ve enzim fraksiyonuna ait aktivitenin (zimogram)

analizi i¢cin SDS-PAGE jel ve Nativ jel sistemlerinden yararlanilmigtir [125].
SDS-PAGE elektroforezi icin:

SDS-PAGE-Jelinin hazirlanmasi:

Ayirma Jeli (%12w/v)

1- Distile su 1.6 ml
2- %30 akrilamid mix 2.0 mi
3-1,5M Tris (pH:8.8) 1.3 ml
4- %10 SDS 0.05ml
5- %10 Amonyum persiilfat 0.05 ml

6- N,N,N’,N’-Tetrametilenetilendiamin

(TEMED) 0.002 ml
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Kimyasallar siras1 ile cam bir beherde hazirlanmigtir. Toplami1 5 ml olan jel
polimerlesme baslamadan ©nce c¢ok fazla zaman harcamadan hazirlanan kasete
dokiilmiistiir. Jelin tist kismi izopropil alkol ile diizgiinlestirilmistir ve 20-30 dakika

igerisinde jelin donmasi beklenmistir.

Ornek Yiikleme (stacking) jelinin (%35 w/v) hazirlanmasi:

1- Distile su 3.4 ml
2- %30 akrilamid mix 0.83 ml
3-1,5M Tris (pH:6.8) 0.63 ml
4- %10 SDS 0.05 ml
5- %10 Amonyum persiilfat 0.05 ml
6- TEMED 0.005 ml

Hazirlanan jel pastor pipeti ile iyice karnistirilmistir ve jel kasetin iist kismina
dokiildiikten sonra hemen tarak yerlestirilmigtir. 20 dakika tist jelin donmasi

beklenmistir.
Orneklerin hazirlanmasi:

10 Pl 5X denatiirasyon (craking) ¢ozeltisi (50 mM Tris-HCI pH:6,8, %1 SDS, 2mM
EDTA, %1 Beta merkapto etanol, %10 Gliserol %0.02 Bromfenol mavisi) ile 40 pl
enzim bir ependorfta karistirtlmistir. 5 dakika kaynayan suda bekletilerek denatiire

edilmistir.

SDS-PAGE elektroforez, %5 (w/v) yikleme jeli ve % 12 (w/v) ayirict jel
kullanilarak Laemmli (1970) tarafindan verilen metoda gore 150 V’da, 100 dakika
siirede, BioRad Mini Protean marka elektroforez sistemi ile gerceklestirilmistir.
Elektroforez sonrasi, protein bantlari, comassie brillant blue R-250 ile boyanmustir.
Enzimin molekiil agirliklar1 boyutlar1 4-250kDa arasinda degisen 2 renkli sekiz mavi

bant iceren SeeBlue® Plus2 (prestained) belirte¢ (marker) kullanarak belirlenmistir.

Zimogram analizi icin :
SDS-PAGE elektroforezi sonrasinda, jel boyanmadan 6nce %0.25 lik Triton X-
100 ¢ozeltisinde bir saat siire ile inkiibasyona birakilarak SDS’in uzaklastirilmasi

saglanmistir. Daha sonra jel 0,1M fosfat tampon icine alinarak 1 saat inkiibe edilmis ve

57



daha sonra jelin nisasta ile kaplanmasi i¢in 0.1 M tampon igerisinde ¢oziilen %1’°lik
nisasta ¢ozeltisinde +4°C de 1 saat inkiibe edilmistir. Enzim aktivitesinin belirlenmesi
icin nisasta ile kaplanmis jel 50 °C ‘de 2 saat inkiibe edildikten sonra jelin iistii Lugol
soliisyonu ile kaplanmistir Jel {izerinde olusan berrak zon, amilaz aktivitesinin

gostergesi olarak kabul edilmistir.

2.6.5. Ince tabaka kromatografisi (TLC) ile nisasta hidroliz iiriinlerinin
belirlenmesi

Ince tabaka kromatografisi (TLC) ¢oziilebilir nisastanm hidrolitik {iriinlerinin

belirlenmesi i¢in kullanilmistir.

TLC karigimlarm ayrilmast igin kullanilan bir tekniktir. Ince tabaka
kromatografisi, ince bir tabaka ile kapli, cam, plastik ya da aliiminyum folyo, bir levha
tizerinde genellikle, silika jel, aliminyum oksit, ya da seliiloz gibi bir absorban malzeme
ile kaplanir. Bu absorban iceren katman duragan faz olarak adlandirilir. Sivi faz ise,
saflastirilmasi istenen karisimin, i¢inde ¢oziindiigii kapiller etki ile ¢ekilebilen uygun bir
¢Oziicli veya ¢oziicli karigimidir.

Ince tabaka kromatografisinde molekiiliin jeldeki hareketi genellikle asagidan
yukartya dogru yiikselen yontem ile gergeklestirilir. Bunun i¢in TLC plakalarinin
yerlestirilecegi donanim degisik boyutlar ve sekilde olabilir. TLC tanki igerisine
konulacak solvent sistemi ile atmosfer doygunlugunun saglanabilmesi i¢in kapaginin
kapali olmas1 gerekir. Buharlagsma polariteyi degistireceginden kapagin kapali tutulmasi
onemlidir. Yiriitme islemi tamamlanmis tabakalar, genellikle havada, infrared 1s1k
altinda veya firinlarinda kurutulur.

Ince tabaka kromatografisinde, Ornegin goriinmesini saglayan cozeltiler
kullanilacak kromatografi tipine gore tercih edilir. Bu belirteclerin bircogu korozif veya
zehirli oldugu icin ¢eker ocak altinda piiskiirtiilmeleri gerekmektedir. Cozeltilerin TLC
plakalar1 iizerinde diizglin olarak yayilabilmeleri i¢in piiskiirtiilerek uygulanmasi en
basarili sonucu vermektedir. Daha sonra belirte¢ sikilan plakalar yine belirteglerin
ozelliklerine gore hemen veya firinda farkli sicakliklarda bekletilerek goriiniir hale
gelmektedirler.

Bu ¢aligma da ince tabaka kromatografisi Hmidet ve ark. (2008) belirtigi yontem
kullanilarak belirlenmistir[126]. Enzim 50°C’ de 20 mM fosfat tamponu (pH 7.0) i¢inde

¢ozilmiis %]1°lik nisasta ile inkiibe edilmis ve farkli zaman araliklarinda (0-24 saat)
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alman ornekler 30 dakika kaynatilarak reaksiyon durdurulmustur. Hidrolitik {irtinler
silica jel 60 ince tabakalar1 (20X20 cm, Merck, Germany) iizerine spotlanmis ve
kloroform/asetik asit/su  (60:70:10, v/v/v) igeren solvent sistemi igerisinde
yiritilmistir. Olusan spotlar ince tabaka {izerine H,SOs/ethanol (5:95, v/v)

puskiirtiilerek ve daha sonra 120°C 10 dakika inkiibe edilerek goriiniir hale getirilmistir.

2.6.6. Amilaz enziminin LC/MS/MS ile belirlenmesi

LC-MS/MS, SDS-PAGE ve zimogram sonrasi belirlenen protein bandlarinin
tanimlanmasi i¢in kullanilmistir. SDS-PAGE sonrasi boyanan jellerden istenilen bandlar
bisturi yardimi ile kesilerek kiiglik pargalara boliinmiis ve diisiik protein baglama
ozellikli eppendorf tiiplere aktarilmistir. Kesilen jel parcasindan, peptit fragmantlarin
eldesi asagida belirtilen in-gel digestion protokolii takip edilerek gergeklestirilmistir
[127].

In-Gel Digestion Ornek Hazirlama Protokolii:

1. Fikse edilmis jelden nester ile tanimlamasi gerceklestirilecek olan protein
ornekleri kesilve cam yiizey tlizerinde kesilen jel parcasit kiigiik parcalara
bolinmiistiir.

2. Parcalanmis jel eppendorf tiipe transfer edirek 200-500 ul asetonitril : 100 mM
amonyum bikarnonat (1:1 karisim) ¢6zeltisi ile karigtirict kullanilarak 15-30 dk
muamele edilerek boyanin uzaklastirilmasi saglanmistir. Temizleme islemi
komasi boya tamamen temizlenene kadar tekrarlanmustir.

3. Temizleme ¢ozeltisi pipet ile uzaklagtirllmig ve jel parcalari asetonitril ile
muamele edilmis, asetonitrilin fazlasi pipet ile uzaklastirilarak jel 50°C 1sida
kurutulmustur.

4. Eppendorfa 100 ul, 10 mM DTT ilave edilerek 80°C’de 30 dk bekletilmis,
ardindan eppendorfa 100 upl, 55 mM iyodoasetamit ileve edilerek oda
sicakliginda 20 dk karanlikta inkiibe edilmistir

5. Eppendorfa katilan DTT ve IAA pipet ile uzaklastirilmig ve jel pargalar iki defa
500 pl, 500 mM amonyum bikarbonat ile yikanmistir. Yikama ¢ozeltileri pipet

ile uzaklastirilmustr.
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6. Jel pargalari, 200 ul asetonitril ile muamele edilmis ve asetonitril uzaklastirilarak
jel parcalar1 200 ul, 50 mM amonyum bikarnonat ile gevsetilmis ve amonyum
bikarbonat uzaklastirimistir. Bu islem bir kag kez tekrarlanmistirlir.

7. Sonrasinda jel pargalar1 50 mM amonyum bikarbonat igerisinde hazirlanmig 20
ng/ul tripsin igerisinde inkiibe edilmistir.

8. Tripsinizasyon i¢in Ornekler, 16-18 saat 37°C 1sida inkiibe edilmis ve islem
sonras1 10-15 saniye eppendorf spin edilmistir.

9. %1 formik asit ve %2 asctonitrilden olusan ekstraksiyon ¢ozeltisi jel
parcalarinin {istiine ilave edilmis ve 6rnekler 30 dk galkalamaya birakilmistir.

10. Eppendorf i¢indeki peptit soliisyonu LC viyaline transfer edilerek LC/MS/MS

ile analiz edilmistir.

Eger peptit soliisyonunu LC/MS/MS i¢in daha temiz hale getirilmek istenilirse
Cis Zip-Tip kolonlarindan gegirmek gerekmektedir. Daha sonra elde edilen peptid
fragmentleri LC-MSF teknolojisi ile ayrilmaktadirlar. Bu metoda peptit fragmentleri iki
boyutlu katyon degisim (SCX) ve ters-faz kromatografisi (RP) ile birbirlerinden
ayrilirlar. Peptit kiitleleri MS analizi ile manyetik veya elektrik alanda hareket ederken
kiitle/yiik (m/Z) oranlarinin belirlenmesi prensibine gore ayirt edilirler. Daha sonra
amino asit sekanslart da MS/MS analizi sonugunda belirlenir. Daha sonra karisimdaki
bireysel peptidlerin 6lciilen kiitleleri, proteinlerin tanimlanmasi i¢in veritabanlarinda
bulunan bir proteinde bulundugu diisiiniilen teorik olarak tiiretilms peptit kiitleleri ile
kiyaslanir. Bunun i¢in en ¢ok kullanilan yazilimlar MASCOT ve Protein Lynx Global
Server (PLGS) programlaridir.

SDP1 amilazida yukaridaki agiklamalar dogrultusunda analiz edilmistir.

2.6.7. Dairesel dikroizm spektroskopisi (CD)

Dairesel Dikroizm Spektroskopi, molekiillerin CD’sini bir dalga boyu aralifinda
Olcebilen spektroskobik bir tekniktir. CD spektroskopisi her ¢esit ve biiyiikliikteki kiral
molekiillerini incelemek i¢in yaygin olarak kullanilir. Birincil kullanim amaci, ikincil
yap1 veya makromolekiillerin uygunluk analizidir. Ozellikle proteinlerin ikincil yapist
cevreye, sicakliga ve pHh degerine kars1 duyarlidir, dairesel dikroizm sayesinde ikincil

yapilarin ¢evreden nasil etkilendigi veya diger molekiillerle etkilesimi gozlemlenebilir.
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Dairesel Dikroizm (CD) deneyleri, bir Peltier tipi sicaklik kiivet tutucusu ile donatilmig
Jasco  J-815  spectropolarimeter  (Jasco,  Tokyo, Japonya)  kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Uzak-UV  spektrumlart 0.1 cm yol uzunlugu kuvars kiivet
kullanilarak kaydedilmistir.. Proteinler, 20 mM glisin-HCI, pH 4.0, 20 mM fosfat
tamponu, pH 7.0 ve 20 mM glisin-NaOH pH 9.0 i¢inde analiz edilmistir. Tarama dalga
boyu 190-250 nm, tarama hizi 100 nm/min kullanilmig ve ardigik 3 tarama sonucunun

mean degeri sonug datasi olarak kabul edilmistir.

2.7.  SDP1 Amilazinin Saflagtirilmasi

Izolat SDP1’dan elde edilen a-amilaz enziminin saflastirilmas: sirasinda
(ultrafiltrasyon, amonyum sulfat ¢oktiirmesi, iyon-degisim kromatografisi, manyetik

aljinat kiireleri gibi) farkli yontemler denenmistir.

Izolat SDP1 tarafindan iiretilen o-amilaz enzimi hiicre digma salgilanan bir
enzim oldugundan, fermentasyon sonunda hiicreler santrifiijlenerek (SIGMA 6K15
model santrifiij; 9000g, 45 dak, 0-4 °C) ortamdan uzaklastirilmis ve kiiltiir iist sivisi

enzim saflastirmasi i¢in kullanilmistir.

2.7.1. Ultrafiltrasyon ile 6rneklerin konsantre edilmesi

Ultrafiltrasyon bellirli bir gdzenek capina sahip yari gecirgen membranlar
kullanilarak istenilen ¢ozeltiyi farkli molekiiller biiyiikliiklerine goére ayirmak ve
¢ozeltiyi konsantre etmek icin kullanilmistir. Ultrafiltrasyon iglemi, sisteme azot ile
basingt uygulanarak yapilmaktadir.  Ultrafiltrasyon ~membranlarmmin  gézenek
bliytikliiklerinin ifadesinde goézenek capi yerine ‘“Nominal Molekiil Agirlik Gegirme
(Nominal Molecular Weight Cut-oft=NMWC)*“ teriminin kullanilmas: daha yaygindir.
NMWC terimi membrandan gecemeyecek en kiigiik molekiil agirlikli globiiler molekiil
icin kullanilir. Ancak membran secilirken molekiil agirligin yaninda molekiiliin

yapisinin da gdz oniine alinmasi gerekmektedir.

Saflagtirmanin ilk basamagi olarak fermentasyon sivist 10.000 cut-off ve 30.000
cut-off degerindeki nitroselilloz membranlarindan gegirilerek konsantre edilmis. Alt ve

iist s1v1 ayr1 ayri protein miktari ve aktivite dlgtimleri yapilmistir.
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2.7.2. Tyon-degisim kromatografisi

Iyon degistirme, proteinleri elektrik yiiklerine bagli olarak ayirmay1 ve sadece
elektrik yiiklii gruplarindaki marjinal degisikliklerle tekrar coziilmelerini hedefler.
Proteinlerin ayrilmasi onlarin tamponlu mobil faz ve inorganik elektrik yiikli gruplarin
ilistirildigi bir matriksden ibaret olan durgun faz arasindaki denge dagilimlarinda olan
farkliliktan ~ yararlanilarak basarilir. Iyon degistirmenin protein saflastirmada
kullanilabilmesi i¢in durgun faz pozitif veya negatif yiikli proteinleri baglayabilme
kapasitesine sahip olmalidir. Bu amagla iyon degistirici matriksler anyonik proteinlerin
adsopsiyonu i¢in pozitif yiikli gruplariyla (sirastyla anyon degistiriciler ve katyon

degistiriciler) modifiye edilirler.

Bu c¢aligma da matriks olarak DEAE seliiloz kullanilmistir. Protokole uygun
olarak rejenere edilen DEAE-seliiloz materyali kolona(25 cm x 2.5 cm ¢ap) dokiilmiis
ve ilk olarak 20mM fosfat tamponu (pH 7.0) ile dengelenmesi saglanmigtir. Daha sonra
ornek kolona yiiklenerek ayni tamponla 15 ml saat™ akis hizinda eliie edilmistir. Kolon
eliisyon ¢ozeltisi otomatik fraksiyon toplayicidaki tiipler i¢inde toplanmis ve her bir
tiipte 280 nm' de optik yogunluk Sl¢iimii ile protein varlig1 bakilmis ve enzim aktivitesi
2.3.2.1 de belirtilen yontem ile belirlenmistir. Amilaz enzimi, kolona baglandigi igin
daha sonra artan tuz gradienti uygulanarak (0.5M-2.5M) enzim eliic edilmeye
calisgtlmigtir. Toplanan fraksiyonlarda 280 nm'de optik yogunluk Ol¢iimii ile protein
varligina bakilmis ve enzim aktiviteleri 2.3.2.1 de belirtilen yontem ile belirlenmistir.
Aktivite gosteren fraksiyonlardaki proteinlerin varligi SDS-PAGE yontemi ile

belirlenmistir.

2.7.3. Amilaz enzim saflasgtirmasinda manyetit-aljinat kiirelerinin kullanilmasi
2.7.3.1. Demir manyetitlerin hazirlanmasi

12.8 g FeCl,.4H,0 ve 34.56 g FeCl3.6H,0 1.6 litre dH,0O ya eklendikten sonra
soliisyon 70°C’ye 1sitilmigtir. Bagka bir beherde, 32 gram NaOH, 320 ml dH,0 i¢inde
¢oziildiikten sonra 1sitilmis soliisyonuna eklenmis ve aninda siyah bir ¢okelti olusumu
gozlenen soliisyon oda sicakliginda 1 saat bekletildikten sonra iist sivinin bir kismi
aspire edilmistir. Kalan magnetite soliisyonu defalarca distile su ile yikanmis ve 400 ml
distile su i¢inde ¢okmiis bulunan Fe;O4 siispansiyonu 25°C de 16 saat ultrasonic

banyoda bekletilmistir [128].
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Gergeklesen Kimyasal reaksiyon asagida verilmistir.

Fe'? + 2Fe™ + 80H > Fe304 + 4H,0

2.7.3.2. Manyetik kalsiyum aljinat mikro kiirelerinin hazirlanmasi

50 ml sodyum aljinat - Fe3O,4 hazirlamak i¢in : %2 sodyum aljinate 30 ml distile
su da ¢o6ziilmis, daha sonra iizerine 20 ml Fe3O4 siispansiyonu eklenerekkaristirilmastir.
Hazirlanan bu karigim, bir siringaya konulup damla damla 100 ml 0.1 M CaCl,
soliisyonuna damlatilmistir. Olusan kalsiyum aljinat mikro kiireleri 1 saat boyunca 0.1
M CaCl, soliisyonunda bekletilmis ve 6mM CaCl, soliisyonuna alinarak 4°C da
saklanmistir (Sekil 2.6.).

Sekil 2.6. Manyetik Aljinat Mikrokiireleri

2.7.3.3. Amilazin manyetik aljinat mikrokiirelerine baglanmasi

Aljinat mikrokiireleri oncelikle baglanmasi diigiiniilen enzimin iginde bulundugu
tampon (fosfat tamponu pH 7.0) i¢ine alinarak 6n dengeleme yapilmistir. Daha sonra 3
ml aljinat kiiresi iizerine 1 ml amilaz enzimi eklenerek oda sicakliginda en az 1 saat siire
ile inkiibe edilmistir. Ust stv1 mikro kiirelerden uzaklastirilarak mikrokiireler 1ml 20mM
fosfat tamponu ile yikanmustir. Aljinat mikrokiirelerine baglanan amilaz enziminin
eliisyonu i¢in mikrokiireler 1.0 M maltoz soliisyonu ile 4°C de 4 saat inkiibe edilmigve
orneklerin aktivitesi 2.3.2.1 de verilen yontem ile belirlenmistir. SDS-PAGE ile

baglanan proteinlerin profilleri de belirlenmistir.
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2.8. Protein Miktarmmin Belirlenmesi

Protein miktar1 sigir serum albumininin (BSA) standart olarak kullanildigi,

Coomasie Blue Boyasi1 Baglama Yontemi kullanilarak belirlenmistir [129].

Protein standart grafiginin olusturulmasi i¢in; 10 mg BSA 10 ml distile suda
cozlilmiistiir. 1 mg/ml BSA ¢ozeltisine 9 ml distile su eklenerek seyreltme yapilmis ve
konsantrasyonu duyarlilik i¢inde kalan standartlar (5, 10, 15, 20, 25, 30 ug BSA/ ml
olacak sekilde) uygun sulandirma yapilarak hazirlanmistir. 1 ml 6rnek {izerine 1 ml
Coomasie Blue reaktifi eklendikten sonra karisimmn  absorbans  degeri
spektrofotometrede (BioRad Smart Spec 3000) 595 nm’ de Olgiilmiistiir. Elde edilen
verilerden asagidaki formiil yardimiyla protein miktar1 hesaplanmistir. Protein standart

grafigi Ek 7° de verilmistir.

(A595/Egim) X Seyreltme faktorii

Protein (pg/ml) =

1000
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. Cukurova Bélgesinden izole Edilen SDP1 izolatinin Uretigi Enzimlerin
Belirlenmesi

Bu c¢alismada kullanilan amilaz iireticisi mikroorganizma Cukurova Universitesi
Biyoloji Boliimiinden Prof. Dr. Sadik Dinger tarafindan Acacia cyanophilla (Kibris

akasyast) kok rizosferinden izole edilmistir.

3.1.1. Kat1 besiyerinde SDP1 izolatinin enzim iiretiminin belirlenmesi
3.1.1.1. Amilaz iiretiminin belirlenmesi

Amilaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, izolat SDP1 (g/1) 20 gr nisasta 15 gr
agar igceren (pH 7.0) amilaz se¢i¢i ortamina ekilerek 37 °C’de 48 ve 72 saat boyunca
inkube edilmistir (Gerhardt ve ark. 1981). Inkiibasyon sonucunda petri kaplarinin iizeri
05 % (w/v) I, and 5.0 % (w/v) KI igeren Lugol ¢ozeltisi ile kaplanmustir. Petri
kaplarinin iizerinde goriinen berrak zon alani izolat SDP1’in amilaz aktivitesine sahip

oldugunu gostermistir. (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Izolat SDP1’nin kat1 besiyerinde 72.saat amilaz aktivitesi

3.1.1.2. Seliilaz iiretiminin belirlenmesi

Seliilaz aktivitesinin belirlenmesi amagciyla izolat SDP1 besiyeri 11°de belirtilen

seliilaz segi¢i ortamina ekilerek 37 °C’de 48 ve 72 saat boyunca inkube edilmistir.
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Inkiibasyon sonucunda petri kaplarmin iizeri énce %1’ lik Kongo Kirmizisi ile
kaplanmis daha sonra boyanin fazlasi 1 M NaCl ile yikanarak uzaklastirilmistir. Petride
goriilen berrak zon alani izolat SDPI’in selillaz aktivitesine sahip oldugunu

gostermistir. (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Izolat SDP1 nin kat1 besiyerinde 60.saat seliilaz aktivitesi
3.1.1.3. Ksilanaz iiretiminin belirlenmesi

Ksilanaz aktivitesinin belirlenmesi amagiyla izolat SDP1, besiyeri 13°de
belirtilen ksilanaz se¢i¢i ortamina ekilerek, 37 °C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucunda petri kaplarmin iizeri seliiloz tayininde oldugu gibi énce %1 lik
Kongo Kirmizisi ile kaplanmig daha sonra boyanin fazlasi 1 M NaCl ile yikanarak
uzaklastirilmistir. Petride goriilen berrak zon alani izolat SDP1’in ksilanaz aktivitesine

sahip oldugunu gostermistir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Izolat SDP1 nin kat1 besiyerinde 60.saat ksilanaz aktivitesi
3.1.1.4. Kati besiyerinde fitaz iiretiminin belirlenmesi
Besiyeri 14°de belirtilen ortama ekilen SDP1, 37 OC de 3 giin inkiibasyona

birakilmigtir. 2. giinden sonra kolonilerin etrafinda sodyum-fitat kullanimindan

kaynaklanan seffaf zone olusumlar1 goriilmeye baslanmistir (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. Izolat SDP1 nin kat1 besiyerinde fitaz aktivitesi
3.1.2. Siv1 besiyerinde enzim profillerinin belirlenmesi

SDP1 izolati, tiim enzimleri belirli oranda kat1 besiyerinde iiretmektedir. Fakat
en iyl zon ¢api, amilaz {iretiminde belirlendigi i¢in tezi ¢alismasima amilaz enzimi ile

devam edilmistir. Oncelikle SDP1 izolatinin tanilama ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
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3.1.2.1. Sivi ortamda amilaz iiretiminin incelenmesi

Izolat SDP1, o-amilaz sentezine eksponansiyel fazin erken asamalarinda
baslaylp maksimum seviyesine duragan fazin baslarinda 36.saatte ulagsmaktadir (Sekil
3.5.). Benzer sonuglar Bacillus subtilis AX20’den [130], Bacillus sp 1-3’den [16], ve
Bacillus subtilis’den [131] elde edilen amilaz igin elde edilmistir. Bu organizmalarda
da amilaz sentezi eksponensiyel biiyiime fazinda baglayip en yiiksek degerine duragan

faz sirasinda ulagsmaktadir.
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Sekil 3.5. Izolat SDP1°1n zamana kars1 biiyiime ve amilaz iiretim grafigi
SDP1 izolatinin sivi besiyerinde amilaz {iretiminin belirlenmesini takiben,
oncelikle miroorganizmanin kararkterizasyonu ve tanilanmasi gerceklestirilmistir.
3.2.  Mikroorganizmanin Taksonomik Karakterizasyonu
Izolat SDP1°’nm mikrobiyal karakterizasyonu Béliim 2.4’de verilen metodlar
kullanilarak gerceklestirilmistir.
3.2.1. SDP?I’in kiiltiirel 6zellikleri

Izolat SDP1’nin koloni renginin krem, koloni formunun konveks, elevasyonun diiz

ve kenar seklinin filament6z oldugu belirlenmistir.
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Izolat SDP1°nin hareketliligi besiyeri 7° de verilen ortam kullanilarak incelenmis
ve hareketli oldugu belirlenmistir.
3.2.2. SDP!’in mikroskopik ozellikleri

Izolat SDP1’nin gram boyama ve endospor boyama metodlari ile hazirlanan
preparatlarinin 151k mikroskobunda fotograflar1 ¢ekilmistir. Izolat SDPI1’nin 151k

mikroskobunda yapilan 6lgtim sonuglar1 Tablo 3.1. de verilmistir.

Tablo 3.1.  Izolat SDP1 nin 151k mikroskobunda yapilan dl¢iim sonuglart

Izolat | Bakterinin | Bakterinin | Sporun | Sporun | Sporun | Sporun
no boyu (um) | eni (um) boyu eni (um) | konumu sekli
(num)
SDP1 2.223 0.703 1.203 0.585 Central | Elipsoidal

Isik mikroskobunda yapilan inceleme sonucunda izolat SDP1’nin gram pozitif

ve morfolojik olarak ¢ubuk sekilli oldugu belirlenmistir (Sekil 3.6.).

Sekil 3.6. Izolat SDP1°nin 151k mikroskopundaki goriintiisii
3.2.3. SDPY!’in Fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Kiiltiirel ve fizyolojik 6zelliklerine gore Bacillus ailesine ait oldugu belirlenen izolat
SDP1’nin fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilan ortamlarda ki fotograflari

EK 3’de verilmistir. Izolat SDP1 nin fizyolojik ve biyokimyasal dzellikleri referans soy
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Bacillus subtilis DSM 10" ile karsilastirilarak Tablo 3.2.’de sunulmustur. Karbohidrat
kullanim profillerinin belirlenmesi i¢in kullanilan APl 50CHB testinin sonuglar1 ise

Tablo 3.3.’de verilmistir.

Tablo3.2.  izolat SDP1 ve referans soy Bacillus subtilis 10" nin fenotipik zellikleri

Ozellikler izolat SDP1 *B. subtilis DSM 10"
Hareketlilik + +
Spor

Sekil/Pozisyon Ellipsoidal/Central ~ Elipsoidal/Central
Gram Boyama + +
Katalaz + +
Oksidaz - +
Nitrat rediiksyonu + +
Indol Olusumu - -
Hidrolizleme:

Kazein + +
Jelatin + +
Nisasta + +
Ure - -
Biiyiime

10 °C ND ND
50 °C + -
10 % NaCl + +
12 % NaCl + -
15 % NaCl - -
pH 5.0 + +
pH 7.0 + +
pH 9.0 + +
pH 10.0 zayif -

Ayirict ana major
o ] 1s0-C15:0 1s0-Ci5:0
Yag asidtleri

* Bacillus subtilis DSM 10" ait veriler [132]
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Tablo3.3.  izolat SDP1 ve referans soy Bacillus subtilis 10" nin karbohidrat
kullanim profilleri

Ozellikler SDP1 *B. subtilis DSM 10"
Glycerol + +
Erythritol - -
D-Arabinose - -
L-Arabinose + +
Ribose + +
D-Xylose + +
L-Xylose - -
Adonitol - -
B-Methyl-D-Xyloside - -
Galactose - -
D-Glucose + +
D-Fructose + +
D-Mannose + +
L-Sorbose - -
Rhamnose - -
Dulcitol - -
Inositol + +
Mannitol + +
Sorbitol + +
a-Methyl-D-Mannoside - -
a-Methyl-D-Glucoside + +
N-Acetyl Glucosamine - -
Amygdalin + +
Arbutin + +
Esculin + +
Salicin + +
Cellobiose + +
Maltose + +
Lactose - -
Melibiose + +
Saccharose + +
Trehalose + +
Inulin + +
Melezitose - -
D-Raffinose + +
Starch + +
Glycogen + +
Xylitol - +
Gentiobiose - -
D-Turanose - +
D-Lyxose - -
D-Tagatose - -
D-Fucose + -
L-Fucose - -
D-Arabitol - -
L-Arabitol - -
Gluconate + -

2-Keto-Gluconate - -
5-Keto-Gluconate - -

OBacillus subtilis DSM 10" ait veriler [133] ‘den alinmustir.
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API 20E sonuglar1 ve 48 saatlik API 20E ve API CHB kiipiir fotograflar1 EK
4’de “de verilmistir.

API 50CHB’den elde edilen sonuclar ve API 20E den elde edilen sonuclarin veri
tabanindaki veriler ile karsilastirllmasi sonucunda SDP1’nin % 98.3 benzerlik ile
Bacillus subtilis/amyloliquefaciens genusuna dahil oldugu belirlenmistir (Sekil 3.7.).
API sistemini temel alan ve otomatize bir sistem olan BioMerieux VITEK-2 sistemi ile
de bu tamlama Cukurova Universitesinde tekrar edilmis ve ayni sonuglar elde
edilmistir. VITEK-2 Sonug sayfas1 EK 4’de verilmistir.

GOOD IDENTIFICATION

Strip API50 CHB V4.0

Profile Bt AT, O o S S A S T T T P Fomatantann
toenna + +

Hote

Significant taxa %ID | T Tests against

Bacillus subtilis/amyloliquefaciens 98.3 0.65 [DFUC 1% |GHT 7% (VP  90%

Hext taxon %ID | T Tests against

Bacillus licheniformis 1.6 0.45 |GAL 75% [TUR 75% |TAG 91% [DFUC 1%

ADH 91% | WP 83%

Sekil 3.7. API test sonuglar1
3.2.4. Kemotaksonomik ozellikler

izolat SDP1 ve referans soy Bacillus subtilis DSM 10" arasindaki taksonomik
benzerlik hiicresel yag asitlerinin analizi ile belirlenmistir. Her iki soy i¢in hiicresel yag
asitleri kompozisyonu ve toplam yag asitlerine oran1 Tablo 3-4.” de verilmistir. Yiizde
miktar1 olarak kiigtik farkliliklar olmakla beraber iki organizma arasinda belirgin profil
benzerlikleri bulunmustur. Her iki mikroorganizmada da anteiso C 15:0, iso-C 15:0 ve
anteiso C17:0 ana yag asitlerinin varlig1 belirlenmistir. SDP1 izolatinda bulunan bu ii¢
yag asidi toplam yag asitlerinin % 71’ini olusturmaktadir. izolat SDP1’in, RTSBA 6.00
metodu kullanilarak gaz kromatografisi ile elde edilen sonular1 MIDI veritabaninda
bulunan mikroorganizmalar ile karsilagtirildiginda, Sim Index degeri 0.832 ile Bacillus
subtilis’e benzerlik gosterdigi bulunmustur. Sim Index skoru en yiiksek 1.00° degeri

alabilmektedir. MIDI analiz sonucu ve kromatogram goriintiisiit EK 5’de verilmistir.
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Tablo3.4.  izolat SDP1ve referans soy Bacillus subtilis 107 nin yag asiti profilleri

% Toplam Yag Asitleri
Yag Asidi

SDP1 *Bacillus subtilis DSM 10"
Doymus diiz zincir
C14:0 - -
C16:0 3.10 3.82
Doymus dallanmis
iso-C14:0 1.30 0.86
iso-C15:0 17.10 23.42
is0-C16:0 4.90 2.59
iso-C 17:0 12.90 11.38
anteiso-C 15:0 37.90 38.79
anteiso-C 17:0 16.00 12.92
Mono-saturated
16:1 wl Ic 1.30 1.79
is0 17:1 ®10c 2.00 2.23
**Toplanan o6zellikler 1.00 1.21

* Bacillus subtilis DSM 10" datasi[134] nolu referanstan almmustir.

** Toplanan 6zellikler gas kromatografisine bagli MIDI sistemi ile ayrilamayan iki
veya li¢ yag asidinden olusna gruplari tanimlamak igin kullanilir. Toplanan
ozellikler iso-17:1w7c¢ asit and anteiso-17:1w7c¢ asitleri igermektedir.

3.2.5. SDP1 izolatinin genotipik o6zellikleri
3.2.5.1. Genomik DNA izolasyonu

Izolat SDP1’ninn genomik DNA’s1 “Invitrogen Pure Link Genomic DNA
kiti”’nde belirtilen prosediire gore izole edilmistir. Izolasyon sonrasi énce genomik
DNA’nin saflig1 ve miktar1 nanodrop ile spektroskopik olarak OD 260/280 degerlerine
bakilarak kontrol edilmistir. Daha sonra genomik DNA, %llik agaroz gel’de
kosturularak kontrol edilmis ve fotografi ¢ekilmistir (Sekil 3.8.).
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Sekil 3.8. [zolat SDP1°a ait genomik DNA gériintiisii
3.25.2. 16s rDNA geninin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile cogaltilmasi

Izole edilen SDP1genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak, iiniversal primerler
27F 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' ve 1525R 5'-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3' yardimi ile yapilan PZR ile izolat SDP1’a ait
16StDNA geni cogaltilmistir. PZR sonucunda iiriin %1°lik agaroz jelde kosularak
fotograf ¢ekilmistir (Sekil 3.9.). Agaroz gel sirasinda marker olarak MassRuler™ DNA
Ladder, Mix-ready-to-use (Fermentas) kullanilmustir.
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Sekil 3.9. Izolat SDP1°nin 16sRNA geni 1) MassRuler™ DNA Ladder, Mix-ready-
to-use (Fermentas) 2) PZR iiriinii

3.25.3. 16S rRNA gen dizisinin belirlenmesi

SDPI izolatina ait 16S rRNA dizisinin belirlenmesi amaci ile 7 farkli (27F,
357F, 515R, 530F, 803F, 1100R, 1525R) primer kullanilmistir. Primer bilgileri 2.4.5.5.
de verilmistir.. Sekans cihazindan alinan ham data BioEdit program1 ve Clustal Multiple
Alignment Program (Clustal W 1.8)[120] kullanilarak diizenlenmis, birlestirilerek sonug
(consensus) dizisine ulasilmigtir. 1510 b¢’lik PZR iriinii asagida verilmistir. Benzerlik
arastirmasi (GenBank/EMBL/DDBJ) veritabanlarinda bulunan Basic Local Alignment
Search Tools (BLAST) programi [121] kullanilarak ve referans veritabanlari
kullanilarak yapilmistir [122]. Izolat SDP1’nin Bacillus subtilis ile %99 benzerlik
gosterdigi ve ayni kiime ic¢inde bulundugu belirlenmistir. Blast sonu¢u EK 6’da

verilmisgtir.
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3.2.5.4.

>SDP1

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAA
GTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAG
TAACACGTGGGTAACYTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGC
TAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCG
GCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGG
CTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG
GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGC
AATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGA
TCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTAC
CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATKGGGCGTAAAGGGCTCGCA
GGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCAT
TGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGG
TCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTGAGGGGGTTTCCGCC
CCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCA
AGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAA
TCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTG
GGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTT
AAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACT
GCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCG
AAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGAT
TGGGGTGATAGTCGTAACCAGGTAGC

Filogenetik agacin olusturulmasi

Izolat SDP1’in filogenetik pozisyonunu belirlemek amac ile referans Bacillus

tirlerinin 16S rDNA dizileri ile karsilastirmali olarak Sekil 3.10.’da verilen filogenetik

agag, Saitou ve Nei’ nin, (1987) [135] “neighbour-joining method”u kullanilarak

MegaTree programi kullanilarak olusturulmustur. Izolat SDP1’in Bacillus subtilis

soylart ile benzerligi incelenmistir. Geobacillus thermoleovorans DSM 5366 grup dist

organizma olarak kullanilmistir. Karsilagtirmali 16S rRNA gen sekans analiz sonugunda

izolat SDP1’m Bacillus subtilis grubu tiyelerine 99 % benzerlikte oldugu goriilmiistiir.
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53 — B. subiifis SDP1{HM235916)
B. mofavensis DEM 92057 (ABDZ21191)
B. subtilis subs.spizizeni, AFO74370

B. suttilis subs.subtiiis CECT 397 (AJ276351)

B. subtifs subep. subbilis sir, 168 (ALODST 26
B. velzensis CRE02' (AYE03EEH

B.valismortis DSM 11031 (AB021198)
B. fastidious DEM 91" (XBOB0S)

87 B atraphets DSM 7264' (ABD21181)

. 8. iichenformis DSM 13" (68416)
100 L 8. sonorensis DSM 13778' (4F 302118)
8 pumilis DSM27' (AY 456263
B. aquiranis JOM 11545' (AF483625)

B { B, maisfiavi JCM 11544' (AF4B3624)
B fasticious DM 91" (<BOG15)

100 8. cohniDMS 6307 (X76437)
57 {B. haimapaius DSM 8723'( XT6447)
B.lucinfarensis LMG 18422 ' (AJ419629)

B psevycomycoiias DS 12442 (AF013121)

. = E.thuringiensis ATCC 10792 (AF280545)

B.cersus |AM 12605' { D1 G26E)

B. mycoides DEM 2048" { XAA061)
1001 8. weihenstephanansis DSM 11821' (AB021199)
B smrATDSM 15084" (XB0G43)

(3. thermoleovorans DSM A366' (Z26023)

Sekil 3.10.  Izolat SDP1’in neighbour-joining metodu kullamilarak ¢izilen filogenetik
agac1. Bootstap degerleri 1000 tekrarin ortalamasi alinarak elde edilmis ve sadece %50’
gecen degerler gosterilmistir.

3.2.5.5. % G+C mol degerinin belirlenmesi

%G+C mol degerlerinin belirlenmesi izolatlarin cins diizeyinde belirlenmesi i¢in
kullanilan bir yontemdir. Bakteriyal kromozom DNA’nin %G+C miktarlar: tiirden tiire
%25 ile %80 mol arasinda degisiklik gostermektedir [136] Termal denatiirasyon
sicakligr (Tm) bakteriyel DNA’nn G+C miktarinin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan
yontemdir[137]. %G+C mol degerlerinin hesaplanmasinda referans organizmalar
kullanilarak sapma degerleri hesaplanmistir. Normal sartlar altinda K12 susunun Tm
degeri 75,09 °C ve %G+C degeri 51,7 olarak belirlenmistir. Bu sartlara altinda standart
sapma 78,20 — 75,09 = 3,11°C dir.
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Izolat SDP1’in %G+C mol degerleri = 2,44 *(Tm — 53,9) formiilii kullanilarak
hesaplanmis ve sonuglar tip tiir K12 ile karsilagtirmali olarak Tablo. 3.5.’de verilmistir.
Tablodan da goriildiigii gibi, elde edilen sonuglar sunulan literatiir ile uyumludur.
Ornegin Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168’in % G+C mol degeri % 43.52 olarak
belirlenmistir [58].

Tablo 3.5.  Izolat SDP1’in %GC Mol degerleri

Ornek Ozgiin Tm Standart Tm %GC
degeri °C degeri °C degeri

K12 (Tip Tiir) 78,2 75,09 01,7

SDP1 74,6 71,5 42,9

Yapilan mikroskopik, fizyolojik, biyokimyasal ve genomik test sonuglar
birlestirildiginde, izolat SDP1 Bacillus subtilis olarak tanimlanmis ve “Bacillus subtilis
strain SDP1 16s ribosomal RNA gene” adi ile NCBI (National Center for
Biotechnology Information) Gen Bankasi'na HM235916 kayit numarasi ile
kaydettirilmistir.

Organizma TUBITAK MAM Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii ve

Cukurova Universitesi Biyoloji Béliimiinde saklanmaktadur.

3.3.  Calkalamah Kiiltiirde Bacillus subtilis SDP’in Enzim Uretim Kkosullarinin
Optimizasyonu

3.3.1. Farkh karbon kaynaklarimin SDP1 amilaz iiretimi iizerine etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin enzim {iretimi iizerine etkisi incelenirken, ilk olarak
11 farkli karbon kaynagi (maltoz, glikoz, galaktoz, laktoz, fruktoz, siikroz, arabinoz,
nisasta, ksiloz, rafinoz ve dekstran) denenmis ancak ksiloz, rafinoz ve dextran
varliginda hi¢ aktivite gézlemlenmedigi i¢in daha sonra ki denemelere 8 farkli karbon
kaynagi ile devam edilmistir. Ayrica farkli nisasta tiirlerinin etkisinin incelenmesi amaci
ile de misir ve piring nisastas1 da diger karbon kaynaklar1 ile birlikte ortamda %1
oraninda olacak sekilde, %1.0 et 0ziitii, %0.05 CaCly,and % 0.05MgSQ,4.7H,0 igeren

tiretim ortamina ilave edilmistir. 10 farkli karbon kaynaginin varhiginda o-amilaz
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tretimi sonuclart Sekil 3.11.’de verilmistir. SDP1 o-amilaz iiretimi karbon kaynagi
olarak arabinoz, fruktoz, siikroz, maltoz veya glukoz kullanilan ortamlarda ¢ok az
oldugu belirlenmistir. Misir ve bugday nisastas1 ile ayn1 zamanda galaktoz sirasiyla
%90, %83 ve %69 gibi nispeten yiiksek bir aktivite degerlerine ulasmistir. SDPI
amilazi, test edilen karbon kaynaklar1 arasinda, en yliksek aktivite degerine, ¢oziilebilen
nisata ile ulagmistir. Genel olarak o-amilaz {iretimi nisasta ve maltoz varliginda
indiiklenmektedir [4]. Bununla birlikte, baz1 bakteri tiirleri i¢in, laktoz, trihaloz ve a-
metil-D-glikosid’in amilaz tiretimini indiikledigi rapor edilmistir [4]. Bacillus sp 1-3
[16] ve Bacillus sp PS-7 [17] ‘den amilaz iiretiminde en yiiksek o-amilaz liretimine
karbon kaynagi olarak nisasta ile ulasildig1 rapor edilmistir.. Bununla birlikte, farkl
mikroorganizmalarda laktoz, trihaloz ve a-metil-D-glicosit gibi karbon kaynaklarinin

varliginda da amilaz iiretiminin indiiklendigi rapor edilmistir [4].
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Sekil 3.11.  Farkli karbon kaynaklarinin SDP1 a-amilaz iiretimine etkisi
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3.3.2. Farkh azot kaynaklarinin SDP1 amilaz iiretimi iizerine etkisi

Farkli organik (pepton, et Oziitii, maya Oziitii) ve inorganik (amonyum nitrat,
amonyum sulfat, amonyum karbonat, amonyum Kkloriir ve sodyum nitrat) azot
kaynaklarmin ve onlarin farkli kombinasyonlarinin, a-amilaz iretimi {izerindeki
etkilerie tez ¢alismas1 kapsaminda test edilmistir. Azot kaynaklar1 besiyeri ortamina son
konsantrasyon %1 (w/v) olacak sekilde eklenmistir. En iyi azot kaynagi olarak
belirlenen maya oOziitiiniin de farkli konsantrasyonlardaki etkisi son konsantrasyon

%0,5-5 araliginda olacak sekilde incelenmistir.

Organik azot kaynaklarinin inorganik azot kaynaklari ile karsilagtirildiginda
yilksek amilaz tretimini destekledikleri sonuglardan (Sekil 3.12.) goriilmistiir.
Inorganik azot kaynaklarmdan yalnizca sodyum nitrat varhiginda ¢ok az bir aktivite
belirlenmis, bunun disindaki diger inorganik kaynaklarin varliginda amilaz {iretimi
gozlenmemistir (Sekil 3-12.). Benzer sonuglar, Bacillus licheniformis [101], Bacillus
subtilis [131] ve Bacillus thermooleovorans [138]’dan amilaz tiretiminde de rapor

edilmistir.

Organik azot kaynaklari incelendiginde, maya 6ziitiiniin hem biiyiime de hem de
enzim {retimin de diger azot kaynaklarma gore agik bir sekilde istiin oldugu
gozlenmistir.  (Sekil 3-12.). Maya oziiti ile farkli organik azot kaynaklarinin
kombinasyonlar1 sonucunda da %]1’lik maya 0ziitii ile yakin sonuglar elde edilmesine
karsin, en iyi sonug yine maya Oziitii tek olarak kullanildiginda elde edilmistir (Sekil
3.13.). Malhotra ve ark., (2000) [79] ve Babu and Satyanarayana (1993) [139] Bacillus
thermooleovorans ve Bacillus amyloliquefaciens ’da maya Oziitiinlin amilaz tiretiminde
diger organik azot kaynaklarina gore belirgin stiinligli rapor etmislerdir.
Thippeswamy ve ark., (2006)[140] ile Mc Tigue (1994) [97] yaptiklari ¢alismalarda, en
1yl amilaz iiretim sonuglarina maya 6ziitii varliginda ulasildigini raporlamiglardir. Maya
Oziitliinlin farkli organizmalarda 6rnegin, Bacillus sp. IMD 434 [141]’de baktopepton ile,
Bacillus subtilis [142] te ammonyum siilfat ile Aspergillus oryzae [143]‘de soya unu ve
et Oziiti ile beraber kullanildig: literatiirde belirtilmistir. Bununla birlikte, bazi
mikroorganizmalarda maya 0Oziiti yerine musir surubu, et Oziiti veya pepton

kullanildiginda, daha iyi sonug alindigini da rapor edilmistir [4].
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Sekil 3.12.  Farkli azot kaynaklarinin SDP1 a-amilaz {iretimine etkisi

Maya Oziitiiniin farkli konsantrasyonlarmin enzim firetimi {izerindeki etkisi

incelendiginde ise %0.5-%5 araliginda en iyi sonug %3’liikk maya 6ziitii ile elde edilmis

ve bundan sonraki calismalarda besi yeri ortami bu sekilde revize edilmistir (Sekil

3.13)).
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Sekil 3.13.  Organik azot kaynaklarinin kombinasyonlar1 ve maya oziitiiniin farkli

konsantrasyonlarinin SDP1 a-amilaz tiretimi tizerine etkisi
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3.3.3. Sicakhigin SDP1 a- amilaz iiretimi iizerine etkisi

Inkiibasyon sicakligmm, SDP1 o- amilaz iiretimi {izerindeki etkisini incelemek
amagciyla, 30 ile 50°C arasinda degisen sicakliklarinda enzim iiretimi incelenmistir. En

yiiksek aktivite degerine 45°C de ulasilmistir (Sekil 3.14.).

Sicakligin amilaz iiretimi lizerindeki etkisi organizmanin biiylimesi ile iliskilidir.
Bakteriler de a-amilaz lretimi i¢in ¢ok genis araliktaki sicakliklar rapor edilmistir.
Ormegin, Bacillus amyloliquefaciens Mir-41[144] amilaz iiretimini 36°C ‘de
gerceklestirirken, hipertermofilik Thermococcus profundus [28]’da amilaz iiretimi
80°C’de elde edilmektedir.

- \
\
\

30°C 37°C 40°C 45°C 50°C
Sicakhik

(]
o

D
o

oS
o

Bagil Aktivite (%)

N
o

Sekil 3.14.  Sicakligin SDP1 a-amilaz iiretimine etkisi
3.4. Bacillus.subtilis SDP1 amilaz enziminin karakterizasyonu
3.4.1. pH’mn enzim aktivitesi ve kararhhg iizerine etkisi

pH’nin a-amilaz aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi i¢in amilaz reaksiyonu
pH 3.0-10.0 araligindaki farkli tampon sistemleri kullanarak belirlenmistir. pH 3.0-4.0
icin 20 mM glisin-HCI tamponu; pH 5.0-6.0 i¢cin 20 mM asetat tamponu; pH7.0-8.0
icin 20 mM Tris-HCI tamponu; pH9.0-10 i¢in 20mM glisin—-NaOH tampon sistemleri
kullanilmistir. En yliksek aktivite gosteren pH degeri 100 olarak kabul edilerek diger

degerler bu degerle karsilastirarak sonuglar bagil aktivite olarak verilmistir.
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Izolat SDP1 a- amilaz’inin optimum pH degeri 7.0 olup, pH 5.0 ve pH 8.0
arasindaki genis bir pH araliginda aktivite gostermektedir.. SDP1 o- amilaz’m pH 5.0,
pH 6.0 ve pH 8.0°deki bagil aktivite degerleri sirasiyla %92, %95 ve %86 olarak
belirlenmistir (Sekil 3.15.). Bacillus sp. 1-3 [16] amilazinin da benzer olarak optimum
pH degerinin 7.0 oldugu rapor edilmistir. SDP1 a-amilazi pH 9.0°da baslangi¢
aktivitesinin %60’1m1 koruyabilmektedir bu da enzimin alkali tolerant oldugunu
disiindiirmektedir. Ancak pH 10’da enzimin bagil aktivitesi %19’lara kadar
diismektedir. pH 5.0’den diistik pH degerlerinde ise aktivite belirgin olarak azalmakta
ve pH 3.0’de ise enzim aktivitesini tamamen yitirmektedir. Bunun sebebinin a-amilaz
katalizi sirasinda katalitik bolgede bulunan niikleofil amino asit (Asp)’nin diisiik pH
degerlerinde protone olmasi ile hidrojen dondrii olan (Glu)’1n ise yiiksek pH degerinde
deprotone olmasi ile sinirli oldugu distiniilmektedir [145] . pH-aktivite profili de bu iki
aktif bolge gruplarmin pKa degerleri ile belirlenir. SDP1-amilazi ile benzerlik
gosterdigi belirlenen Bacillus subtilis amilazinin (PDB ID: 1UA7) pka degerleri
PROPKA 3.1 yazilimi ile belirlenmistir. Sonu¢ EK.9’da verilmistir.
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Sekil 3.15.  pH’nin SDP1 a-amilaz aktivitesi lizerine etkisi
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a-amilazlarin optimum pH degerleri 2 ile 12 arasinda degismekle birlikte birgok
bakteri ve mantarlar i¢in optimum pH degerleri asidik ve notral bolgede bulunmaktadir
[5]. Asidik optimuma sahip amilazlara Ornek olarak optimum pH’st 3.0 olan
Alicyclobacillus acidocaldarius [146] verilebilir. Alkaline amilazlara 6rnek olarak pH
9.0’da optimum amilaz iiretimine sahip olan Bacillus licheniformis [13] gosterilebilir.
Asirt alkolofilik amilaz iireten organizmalara 6rnek olarak, literatiirde ise optimum pH

degeri 11.0 olan Bacillus sp. GM8901 [44] rapor edilmistir.

izolat SDP1 a- amilaz’in pH 6.0-pH 8.0 arasinda ¢ok kararli oldugu ve
aktivitesinin yaklagik %90’mn1 korudugu bulunmustur (Sekil 3.16.). Bacilluslara ait
amilazlar incelendiginde, benzer pH profilleri ve kararlilik sonuglari Bacillus subtilis

KCC103 [147] and Bacillus subtilis AX20 [130] i¢in de rapor edilmistir.
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Sekil 3.16.  SDP1 a-amilazinin pH kararlilig

3.4.2. Sicakhigin enzim aktivitesi ve kararhhg iizerine etkisi

Sicakligin SDP1 a-amilaz aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi i¢in amilaz
aktivitesi 20°C ile 90°C arasinda degisen farkli sicaklik degerlerinde calisilmistir.
Literatiirde a-amilazlar i¢in optimum sicaklik degerleri biiylime sicakliklar1 ile de

iligkili olarak 25°C ile 130°C arasinda ¢ok farkli degerler almaktadir [4]. SDP1 a-
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amilazinin optimum sicaklik degeri 60°C” olarak belirlenmistir. B.subtilis SDP1 a-
amilazi ile ayni optimum sicaklik degerlerine sahip bagka amilazlarda literatiirde rapor
edilmistir [24, 80, 148-150]. izolat SDP1 a-amilazi1 genis bir sicaklik araliginda aktivite
gosterebilmektedir. Optimum sicaklik degeri 60°C olmasina karsin 50°C ve 70°C’de de
bagil aktivitelerinin sirastyla % 85 ve %89 oldugu belirlenmistir. Ancak 70°C’den sonra

aktivite degerinde hizli bir diisiis gézlemlenmektedir (Sekil 3.17.).
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Sekil 3.17.  Sicakligin SDP1 a-amilazinin aktivitesi {izerine etkisi

a-amilaz enziminin termal kararliligin belirlenmesi amaciyla, enzim ornekleri
10°C ile 70°C arasinda degisen sicaklik degerlerinde farkli zaman araliklarinda
bekletilmis, daha sonra buza alinarak sogutulmus ve son olarak da kalan aktiviteleri
boliim 2.3.2.1 de verilen aktivite yontemi kullanilarak tayin edilmistir. to aninda ki

enzim aktivitesi 100 olarak kabul edilmistir (Sekil 3.18.).

Enzimin 50°C’da, 1 saat ve 2 saatlik inkiibasyonlar sonucunda, baslangi¢
aktivitesinin sirasiyla %83 ve %74’iinii korudugu belirlenmistir. 25°C ve ise 2 saat
boyunca aktivite kayb1 gézlenmemistir (Sekil 3.18.). Enzim kararliligi (5-20mM) Ca*?
iyonu varliginda incelendiginde biiyik bir farklihik gozlenmemistir. Bacillus sp.
ferdowsicous a-amilazi [19] Bacillus brevis MTCC 7521 a-amilazi [151], Bacillus sp.
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KR-8104 a-amilaz1 [20], Bacillus thermooleovorans NP54 a-amilazi [79] ve Bacillus
amyloliquifaciens TSWK1-1 a-amilazlarida [152] aktivite veya kararliliklar1 igin Ca*?

iyonuna ihtiya¢ duymadiklar literatiirde rapor edilmistir.
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Sekil 3.18.  Farkli sicakliklarin SDP1 amilazinin termal kararlilig: tizerine etkisi
3.4.3. Metallerin ve denature ajanlarin a-amilaz enzim aktivitesi iizerine etkisi
Final konsantrasyon 5mM olacak sekilde farkli metal tuzlarinin (CaCl,, ZnCly,
FeCls, CuCly, NiCl,, MnCl,, MgCl,, CoCl, and NaCl ) SDP1 a-amilaz enzim aktivitesi
tizerine etkisi belirlenmistir (Tablo 3.6.).
Mangan kloriiriin enzim aktivitesine pozitif yonde etkisi oldugu belirlenmistir.

Bu sonug¢ Bacillus sp BKL20 [153], Bacillus halodurans 38C-2-1 [154] ve Bacillus
subtilis AX20 [130] amilazlar ile ilgili yapilan ¢alismalardaki sonuglarla ile uyum
gostermektedir.

Ca+2, Mg+2, Na* iyonlarinin enzim aktivitesi lizerinde biiyiik bir etkisi goriilmezken,
Fe*®, Ni*?, Cu*? ve Co* iyonlarinin, SDP1 amilaz enzimi iizerinde, inhibitor etkiye
sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu metallerin varliginda, SDP1 amilaz1 baslangic
aktivitesinin yaklasik %75’ini kaybetmektedir. Bacillus sp BKL20 [155], Bacillus
halodurans 38C-2-1 [156] ve Bacillus subtilis AX20 [157] amilazlan ile yiiriitiilen

caligmalarda da benzer sonuclar rapor edilmistir.
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SDP1 a-amilazt Tween®20, Tween®80 and Triton™X-100 gibi iyonik olmayan
deterjanlarin varliginda oldukca kararli bir enzim olup baslangic aktivite degerinin
sirastyla %86, %84 ve %81’ini koruyabilmektedir (Tablo 3.6.). SDS (%1 (w/v))
varliginda ise ham enzim baslangi¢ aktivitesinin %60’ 11 kaybetmektedir. Ca*? igeren
a-amilazlarin genellikle etilen diamin tetra asetik asid (EDTA)’e karsi ¢ok hassas
olduklar1 ve aktivite ve stabilitelerini kaybettikleri rapor edilmistir. Literatiirde, Bacillus
halodurans 38C-2-1 [154] a-amilazinin, 1 mM EDTA varliginda bile tiim aktivitesini
kaybettigi belirtilirken. Hmidet ve ark., [158] 5mM EDTA varliginda Bacillus
mojavensis A2l amilazinin %88 aktivite kaybi yasadigini rapor edilmistir. Bu
bulgularin aksine SDP1 o-amilazi SmM EDTA varliginda baslangi¢c aktivitesinin
%82’sini korumaktadir. Ayrica diger bir enzim inhibitorii olan fenilmetilsiilfonilflorid
(PMSF) varhiginda (5mM) da aktivitesinin %88’ini korumaktadir. Bu da enzimin
katalitik aktivitesi igin tiyol veya karboksilik amino asitlere ihtiya¢ duymadigini
gostermektedir.

Tablo 3.6.  Metallerin, denatiire ajanlarin ve enzim inhibitorlerinin enzim aktivitesi
tizerine etkisi

Metal Iyonlar1 Denatiire Ajanlar ve Kalan Aktivite

Enzim Inhibitorleri (%)
Nativ Enzim 100.00
CaCl, 100.9
ZnCl, 80.3
MgCl, 92.6
FeCls 27.2
CuCl, 25.5
NiCl, 23.7
MnCl, 130
CoCl, 54.9
NaCl 95.9
EDTA 81,5
PMSF 87,5
Triton X-100 81,0
Tween 80 84,5
Tween 20 86,2
SDS 38,4
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3.4.4. Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve zimogram analizi

Literatiirde 10 to 210 kDa arasinda degisen ¢ok farkli molekiil agirligina sahip a-
amilazlarin varhigi rapor edilmistir [4]. Molekiil agirliklar1 biyiik farkliliklar
gostermesine karsin a-amilazlarin molekiiler biiyiikliikleri genellikle 50-65 kDa
arasinda degismektedir [7, 159-162]. SDP1 a-amilazinin molekiil agirligi da 61 kDa
olarak belirlenmistir (Sekil 3.19.). Molekiil agirlig1 belirlenen protein bandinin

amilolitik aktiviteye sahip oldugu zimogram metodu ile belirlenmistir. (Sekil 3.19.).
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Sekil 3.19. SDP1 a-amilazinin SDS-PAGE ve zimogram goriintiileri: 1)Marker
(prestained sea blue marker); 2)SDS-PAGE; 3)Zimogram Ham enzim a); ultrafiltrason
b); amonyum siilfat ¢oktiirme c).

3.4.5. ince tabaka kromatografisi (TLC) ile nisasta hidroliz iiriinlerinin
belirlenmesi

TLC ¢oziilebilir nisastanin ve bugday nisastasinin hidrolitik {irtinlerinin

belirlenmesi i¢in kullaniimistir.

TLC analizi agik bir sekilde ¢Oziiniir nisastanin hidrolizi sonugunda olusan
tirtinlerin maltoz (G2), maltotrioz (G3) ve maltotetraoz (G4) oldugunu gostermistir
(Sekil 3.20a.). Sekil3-20a.da da goriildiigii gibi, SDP1 amilaz1 baslangigta ¢oziilebilir

nisastadan maltohekzoz (G6) olusturmakta hidroliz ilerledikce de maltohekzoz
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maltotetroz, maltotrioz ve maltoza doniismektedir. Maltotrioz hidrolizin ilk 30
dakikasinda ortaya c¢ikip, 5 saat siliresince varligini korumaktadir. Bu 6zellik SDP1
amilazinin maltotrioz iireten bir enzim oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte
maltoz olusumu da zamanla artis gostermektedir. Coziilebilir nisastanin hidrolizi 24 saat
stiresince takip edildiginde maltotriozun ayni miktarda kaldigi ancak maltotetrozun

maltoza doniiserek maltoz miktarinin artigi belirlenmistir (Sekil 3.20Db.).

?
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Glucose Maltose Glu~Mal Omin 30min 1 hr 2br 3br  6hr 12hr 18hr 24hr

b

Sekil 3.20.  Coziilebilir nisastanin ham SDP1 amilaz enzimi ile hidrolizi sonugu
olusan hidroliz iirtinleri a) 5 saatlik inkiibasyon b) 24 saatlik inkiibasyon
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Malto-oligosakkaritlein nisasta hidrolizati igindeki dagilimlari nisastanin tiirline
gore farklilik gostermektedir. Coziilebilir nigasta ve patates nigastast genis aralikta (G1-
G5) degisen malto-oligosakkarit iiriinleri olusturmaktadir. Bugday, piring ve musir
nisastalarindan elde edilen nisastanin hidrolizi sonu¢unda ise genellikle daha kiicilik

aralikta ki (G1-G3) malto-oligosakkaritlerin ana iiriin olarak olustugu rapor edilmistir
[163] .

Bugday nisastasinin ham SDP1 enzim ile hidrolizi sonucu elde edilen {iriinler
Sekil 3.21.°de verilmistir. SDP1 amilazinin bugday nisastasini hidrolizi sonucunda ana
tiriin olarak kiigiik oligosakkaritleri (G1-G3) olusturmaktadir. 5 saatlik hidrolizin
sonucunda ana iriiniin maltoz yerine maltotrioz oldugu goriilmektedir. Uzun siireli
hidroliz reaksiyonu (24 saat) sonucunda bile maltotioz stabilitesini korurken maltotetroz

maltoza doniismektedir.
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Sekil 3.21.  Bugday nisastanin ham SDP1 amilaz enzimi ile hidrolizi sonugu olusan
hidroliz tiriinleri

SDP1 amilazinin hidrolitik iiriin profili diger maltooligosakkarit (MOS)
olusturan amilazlardan farklilik gostermektedir. Biiyilk MOS olusturan birgok
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bakteriyel amilaz literatiirde rapor edilmistir. Bunlara Ornek olarak maltohekzoz-
olusturan a-amylase iireten Bacillus stearothermophilus US100 [43] ve Bacillus
halodrans LBK [42], maltopentoz-olusturan amilaz tireten Pseudomonas sp. KO-8940
[164] ve Bacillus. circulans [15] verilebilir. Bacillus sp GM8901[44] ve Bacillus
subtilis KCC103 [147] ‘den izole edilen ve maltotrioz ve maltotetraoz gibi kiiciik MOS

olusturan az sayida izolat literatiirde rapor edilmistir.

3.4.6. Amilaz enziminin LC/MS/MS ile belirlenmesi

SDS-PAGE jelinden kesildikten sonra in jel-digestion metodu ile peptitlerine
ayrilan protein, LC/MS/MS cihaz1 yardimi ile incelenmistir. Elde edilen peptit kiitle
haritas1 SDP1 amilazinin tanilanmasi i¢in kullanilmistir. Elde edilen peptit datasi
Protein Lynx Global Server (PLGS) programi kullanilarak kapsamli nonredundant
protein sekans veritabanininda (NCBInr) taranmistir. Analiz sonucunda SDP1 amilazi
Bacillus subtilis AMYBACSU (P00691(UniProt) ) a-amilazi ile benzerlik gostermistir.
Peptid eslesmesi %49.9 olup PLGS skoru 6875.22 dir (Tablo 3.7.). Peptit karsilastirma
haritas1 ise Sekil 3-22.’de verilmisitird

Tablo 3.7. LC/MS/MS analizi

Accession | Entry Description Mw(Da) | pl(pH) PLGS Peptides
Score
P00691 P00691 AMY BACSU | 72333 5,7631 | 6875,22 84
Alphaamylase
0S Bacillus
subtilis GNamy
EPE 1 SV2
Theoretical | Coverage( | Precursor RMS | Products | Digest Modified | Products
Peptides %) Mass Error Peptides | Peptides | RMS Mass
(ppm) Error (ppm)
43 49,92 6,3297 871 27 8 0,02
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Sekil 3.22.  Peptit karsilagtirma haritasi

SDS-PAGE jeli tizerinden Kkesilen farkli bir bantin analizi sonucunda bu
proteinin katalaz proteini oldugu belirlenmistir. (Tablo 3.8.). SDP1 katalaz enziminin
Bacillus subtilis strain 168 katalazi ile %80,12 sekans benzerligine sahip oldugu
belirlenmistir. Katalaz testi sonugunda da katalaz pozitif olarak belirlenen SDP1 izolat1

ile ilgili elde edilen bu sonu¢ LC/MS/MS analiz ile de teyit edilmistir.

Tablo 3.8.  Katalaz enzimi i¢in LC/MS/MS sonugu

Accession | Entry Description Mw(Da) | pl(pH) PLGS Peptid
Score es

P26901 P26901 CATA BACSU | 54757 6,0674 16624,51 | 148
Vegetative catalase
OS Bacillus subtilis
strain 168 GN katA

PE1SV5

Theoretica | Coverage | Precursor RMS Mass | Products | Digest Modified | Produ

| Peptides | (%) Error (ppm) Peptides | Peptides | cts
RMS
Mass
Error
(ppm)

37 80,1247 6,3889 1593 46 12 0,016
097
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3.4.7. Amilaz enziminin ikincil yapisinin dairesel dikorizm spektrospkopisi ile

belirlenmesi

SDP1-a-amilazinin yapisal karakterizasyonu dairesel dikroizm spektoskopisi
yontemi ile calisilmistir. SDP1-a-amilazinin pH 7.0 ve 25°C ‘de ¢ekilen CD spektrasina
gore 208 nm gozlenen bant agirlikli olarak a-heliks yapist ile iligkilendirilmektedir
(Sekil 3.23.)
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Sekil 3.23.  SDP1 amilazinin farkli pH’lardaki CD sonucu
3.5.  Bacillus subtilis SDP1 a-amilaz enziminin saflastirilmasi

Tez kapsaminda, izolat SDP1’°den iiretilen a-amilaz enziminin saflastirilmasinda
farkli stratejiler denenmistir. Saflastirma sirasinda ilk énce ultrafiltrasyon (fermentasyon
stvist 30.000 cut-off degerindeki nitroseliiloz membranlarindan gegirilerek konsantre
edilmistir) ile konsantre edilen 6rnek DEAE-seliiloz anyon degistirme kromatografisi
kullanilarak saflagtirilmistir. DEAE seliiloz anyon degistirme kromatografisi sonuglari
Sekil 3.24.’de verilmis ve saflastirma basamaklar1 Tablo 3.9.°da Ozetlenmistir.

Saflastirma sonucunda ham fermentasyon sivisi yaklasik % 26 verim ile 9,9 kat
saflastirilmistir.  Saflastirilmis enzimin spesifik aktivitesi 191.8 U mg'1 olarak
hesaplanmistir. Enzimin safligt SDS-PAGE elektroforezi yardimi ile de belirlenmistir
(Sekil 3.25.).
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Sekil 3.24.  DEAE seliiloz anyon degistirici kromatografisi sonucu
Tablo 3.9.  SDP1 a-amilazin saflastirma tablosu
Toplam | Toplam | Spesifik
Akt. Protein Act. Saflastirma
P1 amylase V) (mg) (U/mg) | Verim [ Katsayisi
Ham Enzim
6635.9 | 34251 19.37 100 1
Ultrafiltrasyon
6282.6 | 289.82 21.67 94.68 1.12
Kolon Ciktis1
260-272 1722.05 8.98 191.8 25.95 9.9

Messaoud ve ark (2004) [41], Bacillus subtilis US116 izolatindan elde ettikleri
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maltoheksoz ve maltoheptoz iireticisi a-amilaz enzimini, aseton c¢oktiirmesi, kiitle
ayirma HPLC ve iyon degistirme FPLC metodlarin1 kullanarak %26.5 verim ile 56 kat
saflagtirmigladir. Michelin ve ark (2010) [165], DEAE seliiloz iyon degistirme ve
sephadex G100 jel filtration metodlarmi kullanarak Paecilomyces variotii’den izole

ettikleri 612.5 U mg™ spesifik aktiviteye sahip amilaz enzimini %8,9 verim ile 63,1 kat




saflagtirmay1 basarmislardir. Sajedi ve ark., [20] 2005 yilinda, Bacillus sp. KR8104 a-
amilaz enzimin DEAE seliiloz anyon degistirme kromatografisi ve Fenil Sefaroz kolonu
ile saflagtirmis ve daha sonra ultrafiltrasyon ile konsantre etmislerdir. Saflastirma
sonucunda 30 Kkat saflasan enzimin spesifik aktivitesi 11 U mg™ den 30 U mg™’e
yiikselmistir. Kumar ve Khare (2012) Marinobacter sp EMBS8 izolatindan elde ettikleri
amilaz enzimini %52 verim, 76 kat saflastiririken DEAE seliiloz ve Sephadex G-75

kolon kromatografilerini kullanmislardir.

Bu tez calismasinda elde edilen enzimin saflastirma verimi ve saflastirma
katsayist literatiir ile karsilastirildiginda, elde edilen sonuglar literatiir ile benzerlik
gostermektedir. Baz1 degerlere gore, saflastirma verimi ve katsayisi diisiik olmasina
ragmen, SDS PAGE elektroforezde elde edilen tek bant enzimin saflastirildigim

gostermektedir.

A B C

&

Sekil 3.25.  Kolon ¢iktilarin1 %15 SDS-PAGE ve zimogram ile incelenmesi 1Marker
SMO0661, 2- Fermentasyon sivisi, 3- Ultrafiltrasyon, 4- Fraksiyon #260, 5-
Fraksiyon#264, 6- Fraksiyon #267, 7- Fraksiyon #270,

3.5.1. Amilaz enzim saflastirmasinda manyetit-aljinat kiirelerinin kullanilmasi

Bu tez c¢alismasinda amilazin saflastirilmast icin amilazin aljinata olan
afinitesinden yararlanilmasi da planlanmistir. Ayrica mikro kiirelere manyetik 6zellik
kazandirilarak bir miknatis yardimi ile kolayca ortamdan uzaklastirilabilmeleri

hedeflenmistir.
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Alginatlar mannuronik ve guluronik asid i¢eren polisakkaritlerdir. Dogal olarak
olusan bu biyopolimerlerin biyolojik bilimlerde ve biyoteknoloji alaninda (gesitli
protein ve hiicrelerin tutuklanmalarinda ve/veya tasinmalarinda matrix yapilar
olusturmasi) ¢ok cesitli uygulama alanlar1 bulunmaktadir. Yiyecek ve i¢ecek sektoriinde
de kivam articict ve gellestirme ajanlar1 olarak kullanilmaktadirlar [166]. Alginatlar,
matriks igerisinde goreceli olarak hareketsiz bir sulu ortam saglarlar ve gel de olusan
bliyiik gézenekli yapilar makromolekiillerin yiiksek difiizyon hizlarina izin verir. Roy
ve arkadaslar1 (2000) [167] calismalar1 sonugunda, alginatlarin amilazlara karsi
beklenmiyen bir affinite gosterdiklerini belirlemislerdir. Biyoteknolojik uygulamalarda
alginatlar genel olarak igneli siringalar ile olusturulan kiireler seklinde kulanilmaktadir.
Bu kiirelerin sekil ve caplar1 kullanilan ignenin boyutlar1 ve aljinat soliisyonunun
viskositesi ile dogrudan iligkilidir [168]. Caplar1 0,2 mm olan alginat mikrokiirelerinin
hazirlanmasinda atomizasyon, spreyleme ve yag i¢inde su emulsifikasyonu gibi iyi
bilinen metodlar kullanilmaktadir [169].

Demir manyetik materyaller ile birlestirilmis alginat kiireleri bir¢ok farkl
uygulamada kullanilabilecek umut vadeden malzemelerdir. Manyetik olarak modifiye
edilen kiireler kolaylikla hari¢i bir manyetik alan kullanilarak manipiile edilebilirler ve
bu sayede genelde viskoz olan biyolojik besi ortamlari ile calisirken kullanilabilirler
[166] .

Manyetik aljinat kiireleri amilaz, glukoamilaz, ve pullunaz gibi ¢esitli nisasta
parcalayict  enzimlerin  affinite = ayrnimlarinda  kullanilmaktadir. Bacillus
amyloliquefaciens den elde edilen glukoamilazin saflastirilmasi affinite ¢oktiirmesi ile
yapilmustir [170]. Ayrica maya hiicrelerinin immobilizasyonu ve affinite ligandlarinin

immobilizasyonunda da manyetik alginat kiireleri kullanilmistir [166].

Manyetik aljinat mikro kiireleri ile yapilan saflastirma sonucunda SDP1 a-
amilaz enzimi 3.86 kat saflastirmistir (Tablo 3.10.). SDS-PAGE analizlerinde de aljinat
mikrokiirelerin amilaz enzimine daha spesifik olarak baglandiklar1 goriilmiistiir (Sekil
3.26.). Ancak amilaz bandinin altinda bulunan protein de amilaz gibi mikrokiirelere
baglanabilmektedir. ilerde yapilacak calismalar ile baglanma kapasitesinin artirilmasi

sonucunda verimin yiikseltilebilecegi diisiiniilmektedir.
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Tablo 3.10. Manyetit aljinat Kiireleri kullamlarak yapilan saflastirma tablosu
Spesifik
Aktivite Toplam Aktivite |Verim |Saflastirma
(8)) Protein (mg) | (U/mg) (%) Katsayisi
Ham Enzim |360.93 1.12 322.26 100 1.00
Supernetant* | 211.77 1.00 211.77 65.71 0.66
Eliisyon 149.16 0.12 1243.00 [41.33 3.86
1.2 3 4 56 7 8 910
-' — 1-Marker
2-Fermentasvon sivis
} bt -%40 Asetone ¢oktiirme
4-Ca-aljinate-maltfoz
ot — eliisyon
u 5-Ulmafiltrasvon
- 6-Baglanmavan fraksivon
e 7-1.Yikama
ot 8-2.Yikama
| . 9-3 vikama
g —— . . 10-4 Yikama
Sekil 3.26.  Manyetik aljinat mikrokiireleri ile yapilan saflastirma ¢aligmasinin SDS-

PAGE ile kontroli
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4. SONUCLAR
Tez kapsaminda elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

a. Cukurova Universitesinden Prof.Dr. Sadik Dinger ve ekibi tarafindan akasya
agac1 rizosferinden izole edilen bakterinin amilaz, seliilaz, fitaz, ksilanaz farkli
endiistriyel oneme sahip enzimleri sentezleyebildigi bulunmustur.

b. Izolat SDP1 hem konvansyonel hem de molekiiler teknikler kullanilarak
tanilanmustir. Bu analizler sonucunda izolat SDP1 ile tip tiir Bacillus subtilis DSM 10"
arasinda, kiiciik fenotipik farkliliklar bulunmasina ragmen, 16S rRNA dizisi ve yag
asitleri analiz sonuglarina gore izolat Bacillus subtilis olarak tanilanmistir.

C. Izolat SDP1 Bacillus subtilis strain SDP1 16s ribosomal RNA gene” adi ile
NCBI (National Center for Biotechnology Information) Gen Bankasi’'na HM235916
kayit numarasi ile kaydettirilmistir.

d. Enzim iiretiminin biiylimeye bagli oldugu ve en yiiksek iliretime fermentasyonun
36.nc1 saatinde ulasildigi bulunmustur.

e. Amilaz ireticisi oldugu belirlenen SDP1 izolati i¢in besiyeri ve fiziksel
kosullarin optimizasyonu yapilarak enzim {iiretimi arttirllmistir. En iyi karbon kaynagi
olarak nisasta, en iyi azot kaynagi olarak da maya Oziitii belirlenip yeni iiretim
formiilasyonu hazirlanmistir.

f. Izolat SDP1 tarafindan iiretilen a-amilaz enziminin 61kDa molekiil agirligina
sahip oldugu, optimum sicaklik ve optimum pH degerlerinin sirasiyla 60°C ve pH7.0
oldugu belirlenmistir.

g. Enzimin 50°C ‘de kararliligini uzun siire korurken 70 dereceden sonra
aktivitesini hizla kaybettigi bulunmustur.

h. Enzimim nisasta hidrolizi TLC ile incelenmis ve SDPI1 izolatinin
maltooligosakkarit tireten bir amilaz oldugu 12 saatlik hidrolize kadar ana iiriinlerin
maltoz, maltotrioz ve maltotetroz oldugu belirlenmistir. Ancak 12 saat sonunda
maltotetroz maltoza doniismeye basladigi belirlenmistir. Ancak maltotriozun 24 saatlik
inkiibasyon sonunda bile Kararliligi1 korudugu ve enzimin maltotrioz {ireticisi
olduguda belirlenmistir.

I. SDP1 a-amilazin varligi zimogram ve LC/MS/MS analizler ile de teyit edilmis.
PLGS yazilimi ile yapilan veritabani sonucunda da SDP1 amilazinin Bacillus subtilis
AMYBACSU (P00691(UniProt) ) a-amilazi ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir..
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J. Amilaz enziminin saflastiritlmast DEAE seliiloz kolonu ile NaCl gradienti (0-
250mM) uygulanarak yapilmistir. Enzim baglangica gore yaklasik % 26 verim ile 9,9
kat saflastirllmistir. Saflastirilmis enzimin spesifik aktivitesi 191.8 U mg'1 olarak
hesaplanmustir.

K. Amilaz enzimin saflagtirilmasi i¢in aljinat ve manyetik aljinat mikrokiireleri
sentezlenmistir. Manyetik aljinat mikrokiireleri kullanilarak yapilan saflagtirma
isleminde enzim baslangica gore 3.8 kat saflastirilabilmistir.

l. 70°C’de 10 dakika inkiibe edilen aljinat mikrokiirelerine bagl amilaz enzimin
aktivitesinin % 35’ini korundugu goézlenmistir. Ham enzim ile yapilan thermal aktivite
denemesinde 10 dakika sonucunda enzim aktivitesinin %95’inin kayboldugu
gbzlenmistir. Buna goére mikrokiireye baglanmis enzim aktivitesinin baglanmamis
enzime gore aktivitesini 7 kat fazla korundugu belilenmistir.

m. Ca* iyonuna ihtiya¢ duymamasi ve nisastanin hidrolizi sonucunda kiigiik
maltooligosakkatirler tiretebilmesi Bacillus SDP1 amilazini 6zellikle gida endiistrisi igin
potensiyel ve iyi bir aday yapmaktadir.

n. Maltotrioz ve maltotetroz ile birlikte maltoz da frettigi belirlenen SDP1
amilazindan, maltotrioz ve maltotetraoz tiretim veriminin artirilmasi, hidroliz
kosullariin optimizasyonu ve farkli nisastalarin kullanilmasi ile basarilabilir.

0. Diger maltotrioz ve maltotetraoz iireticileri ile SDP1 amilazi karsilastirildiginda
proteinlerin molekiil agirliklari, optimum sicaklik ve pH degerleri vb. basliklarda biiyiik

farkliliklar gosterdikleri belirlenmistir (Tablo 4.1.)

Tablo 4. 1. Maltooligosakkarit iireticilerinin karsilastiriimasi

Organizma MW(KDa) | Optimum pH Arahg | Inhibitor
sicaklik (°C)
Bacillus subtilis SDP1 Ca”* stabilite ve
61 60 5.0-8.0 aktivite Gizerinde
etkili degil
Bacillus sp GM8901 1mM EDTA
97 50 6.0-13.0 1mM PMSE
Bacillus subtilis KCC103 Ca”" stabilite ve
53 65-70 5.0-7.0 aktivite tizerinde
etkili degil
Marinobacter sp. EMB8 72 80 6.0-11.0 1 mMEDTA
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EKLER

EK 1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozeltiler ve Boyalar
COZELTI 1. %1’ lik Kongo Kirmizis

Kongo red lgr
Distile su 100 ml

Boya seliilaz iireten mikroorganizmalarin belirlenmesinde kullanilmistir. Boyanin
fazlas1 1 N NaCl ile yikanmistir ve 15 saniye sonucunda koloni gevresinde agik

transparan zonlar olusturmasi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

COZELTI 2. Gram Iyodiir Cézeltisi

fyot 1.0 gr
Etanol (%75’ lik) 250 ml
Distile su 250 ml

Iyot ve potasyum iyodiir, havanda iyice toz haline getirilmis ve {izerine yavas yavas

su ilave edilerek iyice karigtirilmigtir [109] .

COZELTI 3. Gram’mn Kristal Violet Boyasi

Kristal Violet 2.0qr
Etil alkol (%95’ lik) 20 ml
Amonyum Oksalat 0.8 gr
Distile su 80 ml

20 ml etanolde 2 gr kristal violet boyasi ¢6ziinmiistiir. Ayr1 bir kap i¢inde 80 ml
distile suda 0.8 gr amonyum oksalat karistirilmis ve bu ¢ozelti boya ¢6zeltisine ilave
edilmistir [109].

COZELTI 4. Gram’in Safranin Boyasi

Safranin 0.25gr
Etanol (%95’ lik) 10 ml
Distile su 1000 ml
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Safranin, etanolde ¢oziiliip, distile su ilave edilerek iyice karistirilmis ve sonra filtre

kagidindan siiziilmustiir [109].
COZELTI 9. %3’liik H,O,
Katalaz denemesinde kullanilmistir.

COZELTI 10. DNS cozeltisi

Dinitrosalisilik asit 1gr

2N NaOH 20 mi
dH,0 50 mi
Rochele Tuzu 30 gr

(Sodyum Potasyum Tartarate + 100 ml dH,0O ile tamamla) kullanilmustir.

COZELTI 11. %1 “lik Nisasta ¢ozeltisi

Nisasta c¢ozeltisi: 1 gr ¢oziinebilir nisasta 100 ml 20 mM fosfat tamponu pH 6,9 icinde
¢Oziiliir.

EK 2. SDS-Poliakrilamit Jel’de kullamlan cozeltiler

% 30 Bis-akrilamit ¢ozeltisi: 29 g akrilamit ile 1 g N-N’-metilen-bis-akrilamit
tartilarak 100 ml dH,O iginde ¢6ziildii. 4°C’de saklandi.

4X Yiginlama Jeli Cozeltisi (pH 6.8) (50 ml) : 3.0275 g Tris baz (0.5 M), 0.2 g SDS
(% 0.4) tartilarak dHO ile 50 mI’ye tamamlandi. pH 6.8’ e HCl ile ayarlanir.

4X Ayirma Jeli Cozeltisi (pH 8.8) (50 ml) : 9.09 g Tris baz (1.5 M), 0.2 g SDS (%
0.4) tartilarak dH,O ile 50 ml’ye tamamlandi. pH 8.8 e HCl ile ayarlandi.

N,N,N’N’-tetrametil-etilendiamin (TEMED) : Sigma , Kat. no. T-1233

% 10 Amonyum Persiilfat Cozeltisi (APS) : 0.1 g amonyum persiilfat 1 ml dH,O

iginde ¢ozildii. Kii¢iik hacimler halinde -20 °C derin dondurucuda saklandi.

Ayirma (Separating) Jeli % 7.5 (5 ml) : 2.450 ml dH,0O, 1.25 ml 4X ayirma jel
cozeltisi (1.5 M Tris pH 8.8 + % 0.4 SDS), 1.25 ml akrilamit-bis (% 30) bir nuge erleni
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igerisinde karistirildi ve 15 dakika vakum altinda havasi uzaklastirildiktan sonra 50 pl

APS (% 10) ve 5 ul TEMED ilave edildi.

Yiginlama (Stacking) Jeli % 4 (2.5 ml) : 1.55 ml ¢ift-distillenmis H,O, 0.625 ml 4X
yiginlama jel ¢ozeltisi (0.5 M Tris pH 6.8 + % 0.4 SDS), 0.335 ml akrilamit-bis (% 30)
bir nuge erleni igerisinde karistirildt ve 15 dakika vakum altinda havasi

uzaklastirildiktan sonra 25 pl APS (% 10) ve 5 ul TEMED ilave edildi.

6X Yiikleme Tamponu (Sample Buffer) (10 ml) : 7 ml 4X yiginlama jeli ¢6zeltisi, 3.6
ml gliserol, 1 g SDS, 1.2 mg bromfenol mavisi dH,0 ile 10 ml’ye tamamlandi. 5-10
dakika kaynatildi.

Protein Yiikleme Tamponu: 100 ul 6X yiikleme tamponu igine 4 pl B-merkaptoetanol
eklendi.

% 10 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (100 ml ) : 10 g SDS hafifce 1sitilan 100 ml
dH,0da ¢6zuldi.

10X Elektroforez Yiiriitme Cozeltisi (Running Buffer) (200 ml): 6.055 g Tris baz
(50 mM), 82 g glisin (384 mM) dH,0’da ¢6ziildii. 200 ml’ye dHO ile tamamlandi.

1X Elektroforez Yiiriitme Cozeltisi: 100 ml 10X Elektroforez Yiiriitme Cozeltisine 5
ml % 10 SDS eklendi ve dH,O0 ile 1 litreye tamamlandi.

Protein molekiil agirhg: belirteci: 14.4 — 116.0 kDa araliginda , MBI Fermentas. Kat.
no. #SMO0431.
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EK 3. SDPI1 izolatinin kati besiyerinde farkli pH’lar ve sicakliklarda ki biiylime

sonuglari

Sekil E3. 1 pH 7 ve pH 8 de biiyiime

Sekil E3. 2 pH 5 ve pH 9 de biiyiime

Sekil E3. 3 pH 10 ve pH 11de biiyliime
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Sekil E3. 4 SDP1 izolatinin 50°C ‘de biiylimesi

EK 4. API ve VITEK Analiz Sonuglari

1 2 4 1 2 df1 121412411 2141 2(4)1]2]4 11214
ONPG| ADH | LDC | ODC | CIT | H2S | URE | TDA | IND | VP | GEL | GLU| MAN [ INO |SOR[RHA | SAC| MEL|AMY| ARA | OX | NO2 | N2 |MOB
+ + - +| o+ + - +
1 2 0 6 0 2 0

Sekil E4. 1 API 20E test sonugu
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Sekil E4. 2 SDP1 izolatina ait 48 saatlik API SOCHB sonugu
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TESTS

ONP

ADH

LDC

oDC

CIT

H2S

URE

TDA

IND

VP

GEL

GLU

MAN

INO

SOR

RHA

SAC

MEL

AMY

ARA

OoX

SUBSTRAT

ONPG

arginine

lysine

ornithine

citrate

Na
thiosulfate

urea

tryptopha
n

tryptopha
n

Na
pyruvate

charcoal
gelatin

glucose

mannitol

inositol

sorbitol

rhamnose

sucrose

melibiose

amygdalin

arabinose

oxidase

REACTION
TESTED

beta-galactosidase

arginine dihydrolase

lysine decarboxylase

ornithine
decarboxylase

citrate utilization

H2S production

urea hydrolysis

deaminase

indole production

acetoin production

gelatinase
fermentation/oxidatio
n

fermentation/oxidatio
n

fermentation/oxidatio
n

fermentation/oxidatio
n

fermentation/oxidatio
n

fermentation/oxidatio
n

fermentation/oxidatio
n

fermentation/oxidatio
n

fermentation/oxidatio
n

oxidase

-RESULTS
*negative*
colorless
yellow
yellow
yellow

pale
green/yellow

colorless/gray
yellow
yellow
yellow

colorless

no diffusion of
black

blue/blue-green
blue/blue-green
blue/blue-green
blue/blue-green
blue/blue-green
blue/blue-green
blue/blue-green
blue/blue-green

blue/blue-green

colorless/yello
w

Sekil E4. 3 API 20E Degerlendirme Tablosu
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+ RESULTS
*positive*

yellow

red/orang
e

red/orang
e

red/orang
e

blue-
green/blue

black
deposit

red/orang
e

brown-red

red (2
min.)

pink/red
(10 min.)

black
diffuse

yellow
yellow
yellow
yellow
yellow
yellow
yellow
yellow
yellow

violet



bioMerieux Customer:

System #: 4888

Isolate Group: MAM1-1
Bionumber: 1270171555447260

CUKUROVA UNV.FEN FAK.BIYOLOJI

Laboratory Report

Printed Apr 26, 2009 10:23 CDT
Printed by: bio

Selected Organism: Bacillus subtilis/amyloliquefaciens/atrophaeus

Biochemical Details

1 BXYL + |3 LysA 4 |AspA - 5 |LeuA -) |7 PheA (+) |8 ProA -
9 |BGAL [+ [10 [PyrA 11 |AGAL +  [12 |AlaA - [13 [TyrA ) [14 [BNAG |-
15 |APPA + |18 |CDEX 19 [dGAL - 21 |GLYG + |22 [INO + 24 |MdG +
25 |ELLM + |26 [MdX 27 |AMAN i 29 |MTE + |30 [GlyA - 31 |dMAN +
32 |dMNE + |34 [dMLZ 36 [NAG (+) |37 |PLE + [39 |[IRHA - 41 |BGLU +
43 |BMAN - |44 |PHC 45 |PVATE + 46 |AGLU (-) |47 |dTAG - 48 |dTRE +
50 * [INU + |53 |[dGLU 54 |dRIB + 56 |PSCNa - 58 |NaCl 6.5% + 59 [KAN -
60 |OLD - |61 |ESC 62 |T1Z + 63 |POLYB_R -

VITEK 2 Systems Version: 03.01

MIC Interpretation Guideline:
AES Parameter Set Name:

Sekil E4. 4 SDP1 izloatinin VITEK 2 tanilama sonug raporu
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EK 5. Yag asit metil Ester (FAME) Analiz Sonuc¢u

Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Comment] Comment2
0.005 | 66157 [ <mintt
0.020 —-—-| 6.6871  SOLVENT PEAK - | <minrt
0.011 ---- | 88355 ---- | <minrt
0.012 1.225| 9.6144 | 10:0 iso 0.56 | ECL deviates -0.002 Reference 0.006
0.010 ---- | 10.0703 i
0.012 ---| 11.7826 B
0.009 --== | 12.2160 P
0.009 1.043 | 12.6275 | 13.0 iso 0.22 | ECL deviates 0.004 Reference 0.006
0.009 1.001 | 13.6288 | 14:0 iso 1.32 | ECL deviates 0.001 Reference 0.000
0.010 -—| 13.9349 —
0.010 0.988 | 14.0005 | 14:0 0.35 | ECL deviates 0.001 Reft -0.001
0.011 ---- | 14.3520 -
0.009 0.968 | 14.6305 | 15:0 iso 17.09 | ECL deviates -0.002 Reference -0.004
0.009 0.966 | 14.7239 | 15.0 anteiso 37.89 | ECL deviates -0.001 Reference -0.004
0.009 0.958 | 14.9981 | 15:0 --— | ECL deviates -0.002
0.008 0.948 | 154147 | 16:1 wic alcohol 0.20 | ECL deviates 0.001
0.009 0.943 | 15.6324 | 16:0 iso 4.95 | ECL deviates -0.001 Reference -0.005
0.010 --— | 15.6877 o
0.010 0.939 | 15.7834 | 16:1 wllc 0.45 | ECL deviates 0.001
0.009 0.935| 15.9988 | 16:0 3.09 | ECL deviates -0.001 R -0.007
0.010 ---- | 16.0745 —
0.010 0.932 | 16.1697 | 15:0 iso 30H 0.27 | ECL deviates 0.008 |
0.011| 0930 | 16.2649 | 15:0 20H 0.34 | ECL deviates 0.010 =
0.010 0.927 | 16.4168 | 17:1 iso wl0c 1.98 | ECL deviates 0.003
0011 0925 16.5107 | Sum In Feature 4 1.01 | ECL deviates -0.001 17:1 anteiso Bfiso I
0.009 | 0923} 16.6350 | 17:0 iso 12.90 | ECL deviates -0.002 Reference -0.009
0.009| 0921 | 167338 | 17:0 anteiso 16.02 | ECL deviates_0.001 Reference -0.006
0.009] 09171 17.0001 ; 17:0 0.20 | ECL deviates 0.000 Reference -0.008
0.010 0.905 | 17.9983 | 18:0 0.44 [ ECL deviates -0.002 R -0.012
0.010 0.003 | 18.2052 | 17:0 iso 30H 0.23 | ECL deviates 0.012
3.7482 1009 | 0.012 0.899 | 18.6410 | 19:0 iso 0.51 | ECL deviates 0.003 Reference -0.008
P 1955 - o 18 d Feature 4 1.01 | 17:1 iso I/anteiso B 17:1 anteiso Bfiso |
ECL Deviation: 0.004 Reference ECL Shift: 0.007 Number Reference Peaks: 13
Total Response: 191038 Total Named: 187486
Percent Named: 98.14% Total Amount: 178909
Matches:
Library Sim Index Entry Name
RTSBA6 6.00 0.832 Bacillus-subtilis
PO A, L L R
. ) o B
» ﬁ: E
" ‘
-
- 2
] ~
4
" -
-
L
2
-~
o
3 23 32
. B ook
Y i TR 3

Sekil ES. 1 SDP1 izolatinin FAME analiz sonucu
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EK 6. SDP1 16s rRNA analiz sonuclari

Bacillus subtilis strain SDP1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
GenBank: HM235916.1

FASTA Graphics

LOCUS HM235916 1510 bp DNA linear BCT 14-JUL-2010

DEFINITION Bacillus subtilis strain SDP1 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence.

ACCESSION HM235916
VERSION HM235916.1 GI1:300390824
KEYWORDS
SOURCE  Bacillus subtilis
ORGANISM Bacillus subtilis
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1510)
AUTHORS Ozturk,H.U.
TITLE Bacillus subtilis from rhizosphere of Acacia cyanophylla Lindley.
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1510)
AUTHORS Ozturk,H.U., Denizci,A.A., Dincer,S. and Kazan,D.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (13-MAY-2010) Enzyme and Microbial Biotechnology,
TUBITAK, Marmara Research Centre Genetic and Biotechnology
Institute, Anibal Caddesi, Kocaeli 41470, Turkey
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1510
/organism="Bacillus subtilis"

/mol_type="genomic DNA"
[strain="SDP1"
fisolation_source="rhizosphere soil of Acacia cyanophylla"
/db_xref="taxon:1423"
/country="Turkey: Balcali, Adana"
rRNA <1..>1510
/product="16S ribosomal RNA"
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/300390824?from=1&to=1510

ORIGIN

1

1 agagtttgat cctggctcag gacgaacgct ggcggegtgce ctaatacatg caagtcgage
61 ggacagatgg gagcttgcte cctgatgtta gcggeggacg ggtgagtaac acgtgggtaa
121 cctgectgta agactgggat aactccggga aaccggggct aataccggat gcttgtttga
181 accgcatggt tcaaacataa aaggtggctt cggctaccac ttacagatgg acccgeggeg
241 cattagctag ttggtgaggt aatggctcac caaggcaacg atgcgtagcec gacctgagag
301 ggtgatcggc cacactggga ctgagacacg geccagactc ctacgggagg cagcagtagg
361 gaatcttccg caatggacga aagtctgacg gagcaacgec gegtgagtga tgaaggtttt
421 cggatcgtaa agctctgttg ttagggaaga acaagtaccg ttcgaatagg gecggtacctt
481 gacggtacct aaccagaaag ccacggctaa ctacgtgcca gcagecgegg taatacgtag
541 gtggcaagcg ttgtccggaa ttattgggeg taaagggcetc gcaggeggtt ccttaagtct
601 gatgtgaaag cccccggcete aaccggggag ggtcattgga aactggggaa cttgagtgcea
661 gaagaggaga gtggaattcc acgtgtagcg gtgaaatgcg tagagatgtg gaggaacacc
721 agtggcgaag gcgactctct ggtetgtaac tgacgctgag gagcgaaage gtggggageg
781 aacaggatta gataccctgg tagtccacge cgtaaacgat gagtgctaag tgtgaggggg
841 tttccgececc ttagtgetge agctaacgea ttaageactc cgectgggga gtacggtege
901 aagactgaaa ctcaaaggaa ttgacggggg ccgcacaagc ggtggagcat gtggtttaat
961 tcgaagcaac gcgaagaacc ttaccaggtc ttgacatcct ctgacaatcc tagagatagg

1021 acgtcccctt cgggggcaga gtgacaggtg gtgcatggtt gtcgtcagct cgtgtcgtga
1081 gatgttgggt taagtccege aacgagcegca acccttgatc ttagttgeca geattcagtt
1141 gggcactcta aggtgactgc cggtgacaaa ccggaggaag gtggggatga cgtcaaatca
1201 tcatgccecct tatgacctgg getacacacg tgctacaatg gacagaacaa agggcagega
1261 aaccgcgagg ttaagccaat cccacaaatc tgttctcagt tcggatcgea gtctgcaact
1321 cgactgcgtg aagctggaat cgctagtaat cgecggatcag catgecgegg tgaatacgtt
1381 cccgggcctt gtacacaccg ccecgtcacac cacgagagtt tgtaacacce gaagtcggtg
1441 aggtaacctt tatggagcca gccgecgaag gtgggacaga tgattggggt gatagtegta
1501 accaggtagc
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Sequences producing signficantalignments:
(Clck headers o sor colums)

Max  Totall  Quey  E Max

i . Links
score  score  coverage <value  ident

Accession Description

DQ3670.1  Bacilus ararquensis strai CIP 10872 165 roosomal RNA gene, partic 758+~ 2759 00, 0 0
Apa7aL - (Brevbactsnum] elotolrens 165 rNA gene, stan DSM 8402 T 0w
F4T049.0  Bacils ubtls stran BIL 165 rhosomal RNA gene, partlsequence 7750 %0 W% 00 9%
E7ap41  Bacils ichenformis stran HODMMOZ 165 ribosoml RNA qene, partal -~ 3748 2748 100% 0w
002077302 Bacils subtls strain CCM 1999 166 rbosomal RNA qene, completese g 146 100% 0w
EU7gt65.1  Bacilussp, GMTE-CI-2 165 rbosomal RNA qene, complefe sequence 3747 2747 405 R
EU30R3M6.] Bacilus sp. FIAD11._4 165 nbosomal RNA gene, partial sequence meooms 0
EU30R.] Bacilus sp. FIAD11.2 165 nbosomal RNA gene, partial sequence meooms 0
EU308303.1  Bacilus sp. FIAOLL 1165 rosomal A aene, partal sequence 05 0% 0 9%
483031351 Bacius subtls cene for 165 RNA, partial seduence, countr: Viet N 2745 o5 9% 00 09
ABs01343.1  Bacils bl gene for 165 rRNA, complete sequence, stram: A g e 0% 0 W
Aataw3.t  Bacihs sp. D1 3pa rial 165 rRNA gene, isolate L0153 Y 00, 0 W
EU308305.  Bacils sp. FIAO1L. 3 165 nbosomal RNA gene, partalsequence Y 00, 0 W
EU30R281.1  Bacilus sp. FIAQ2_L 165 rioosoml RNA gene, compete sequence 743 3 00, 0 0
EU36148.1  Baclus sp. B2{2008) 165 rioosomal RNA gene, partl sequence mWoom W 00 0
EUOA76e4.1 - Baclussubtls stran BS3002 165 rbosomal RNA cene, partelsequene 2743 743 W% 00 %9k
F042800.1  Bacils sp. GMTE-4A 165 rbosomal RNA cene, complete sequence 7730 2738 00, 0 W
Euag4ar. Uncultured bacterum clone DYAZS 165 hosomal VA gene, partalse 7730 2730 00, 0 0
EUag422.1  Uncultured bacterum clone DYAB 165 nbosomal RNA gene, partilseq 7730 2738 00, 0 0
EUsg241g.  Uncultured bacterum clone DYA4 165 nbosomal RNA gene, partilseq 7730 2738 00, 0 W
EUge172.]  Bacils sp.B26(200E) 165 bosomal RNA cene partelsequence 70 9 9% 00 W%
EUns7a40.1  Baciussubtls solate C10-1 165 nbosomal RNA ene, partalsequenc o0 70 1004 0 0
603333, Bacilus ichenifoms stran chs-55 165 rhosomal VA gene, partlser 2797 10 M 00 9%
EU308282.1  Bacilus sp. FIAG2_2 165 rbosomal RNA gene, complete sequence 7737 737 00, 0 0
Eneoeat 1 Bacilus sp. GMTB-4B 165 rbosmal RNAqene compleesequence W 0%

o 1|

M =)

[ PO VPPN [ S R P A T AU 11 RO )

Sekil E6. 1 SDP1 IZOIatlnln 16s rRNAdatas1 ile yapllan BLAST analiz raporu
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EK 7. Protein standart grafigi

OD 595

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
BSA, mg/ml
Sekil E7. 1 Protein Standart Egrisi Korelasyon katsayis1 (r=0.991)

EK 8. Maltoz standart grafigi

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Maltoz, mg/ml

Seklil E8.1 Maltoz Standart grafigi Korelasyon katsayisi (r=0.9942)
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EK 9. pKa sonuclar:

PROPKA 3.1 results for LTUA7.pka

DESOLVATION EFFECTS SIDECHAIN BACKBONE COULOMBIC
RESIDUE pKa BURIED REGULAR RE HYDROGEN BOND HYDROGEN BOND INTERACTION

ASP 18 A 1.90 15 % 0.85 324 0.09 0 -1.01 ARG 24 A -0.19 Asp 18 A -0.11 ARG 74
ASP 18 A 0.00 XXX 0 X -0.82 GLN 20 A -0.04 LYS 76
ASP 18 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X -0.16 HIsS 21
ASP 18 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X -0.51 ARG 24
ASP 27 A 2.89 0 % 0.36 267 0.00 0 -0.80 HIS 26 A 0.00 XXX 0 X -0.01 ARG 24
ASP 27 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X -0.19 ARG 85
ASP 27 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X -0.27 HIS 26
ASP 28 A 4.46 61 % 1.93 453 0.20 0 -0.57 TYR 10 A 0.00 XXX 0 X -0.14 LYS 378
ASP 28 A -0.85 TYR 367 A 0.00 XXX 0 X 0.04 ASP 27
ASP 28 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X 0.04 ASP 382
ASP 34 A 3.99 0 % 0.18 254 0.00 0 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X -0.04 LYS 378
ASP 34 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X 0.04 ASP 382
ASP 53 A 4.51 78 % 2.10 500 0.18 0 0.00 XXX 0 X -0.71 GLY 55 A -0.08 LYS 76
ASP 53 A 0.00 XXX 0 X -0.00 TYR 56 A 0.00 XXX 0
ASP 53 A 0.00 XXX 0 X -0.78 GLY 57 A 0.00 XXX 0
ASP 60 A 3.29 100 % 4.59 568 0.00 0 -0.82 GLN 69 A -0.67 TYR 62 A -0.20 LYS 47
ASP 60 A -1.33 ARG 146 A 0.00 XXX 0 X -0.11 LYS 154
ASP 60 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X -0.76 LYS 106
ASP 60 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X -1.21 ARG 146
ASP 63 A 4.56 83 % 3.57 513 1.18 0 -0.80 GLN 69 A -0.45 GLY 65 A -0.17 ARG 146
ASP 63 A -0.85 LYS 47 A -0.84 GLU 66 A -0.96 LYS 47
ASP 63 A 0.00 XXX 0 X -0.68 PHE 67 A 0.76 ASP 60
ASP 94 A 3.99 0 % 0.21 239 0.00 0 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X -0.03 N+ 1
ASP 100 A 4.71* 100 % 4.74 713 0.85 0 -0.80 TRP 41 A -0.05 VAL 101 A -2.03 ARG 229
ASP 100 A -0.43 TYR 11 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0
ASP 100 A -0.85 TYR 56 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0
ASP 100 A -0.52 ARG 229 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0
ASP 110 A 3.65 46 % 1.69 409 0.35 0 -0.85 TYR 59 A -0.03 AspP 110 A -0.38 LYsS 70
ASP 110 A 0.00 XXX 0 X -0.83 ASP 142 A -0.04 LYS 106
ASP 110 A 0.00 XXX 0 X -0.25 PHE 143 A -0.04 LYS 154
ASP 110 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X -0.05 ARG 156
ASP 110 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X 0.09 ASP 60
ASP 110 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X 0.20 ASP 142
ASP 128 A 3.76 10 % 0.59 309 0.08 0 -0.24 ARG 176 A 0.00 XXX 0 X -0.47 ARG 176
ASP 136 A 2.69 4 % 0.66 292 0.01 0 -1.40 ARG 168 A 0.00 XXX 0 X -0.38 ARG 168
ASP 142 A 3.24 11 % 0.70 313 0.00 0 -0.63 ARG 156 A 0.00 XXX 0 X -0.18 LYS 154
ASP 142 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X -0.44 ARG 156
ASP 152 A 3.68 0% 0.20 253 0.00 0 0.00 XXX 0 X -0.20 ASP 152 A -0.02 ARG 146
ASP 152 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X -0.10 LYS 154
ASP 164 A 4.84 59 % 1.44 446 0.29 0 -0.53 TYR 195 A -0.15 ASP 164 A 0.00 XXX 0
ASP 166 A 3.31 18 % 1.54 332 0.12 0 0.00 XXX 0 X -0.75 ASP 136 A -0.11 ARG 168
ASP 166 A 0.00 XXX 0 X -0.64 ARG 168 A 0.16 ASP 136
ASP 166 A 0.00 XXX 0 X -0.74 TYR 169 A -0.07 HIS 173
ASP 187 A 2.59 58 % 2.14 445 0.10 0 -0.73 TYR 262 A -0.80 GLU 189 A -0.01 ARG 185
ASP 187 A -0.68 LYS 264 A 0.00 XXX 0 X -0.60 LYS 234
ASP 187 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X -0.62 LYS 264
ASP 194 A 3.67 100 % 4.39 604 0.88 0 -0.68 ASN 161 A -0.85 ASN 183 A -2.03 NA NA
ASP 194 A -0.83 ASN 183 A 0.00 XXX 0 X -0.16 ARG 125
ASP 194 A -0.84 ASN 200 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0
ASP 202 A 4.92% 78 % 2.44 501 0.49 0 -0.85 SER 204 A -0.73 SER 204 A -0.07 NA NA
ASP 202 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X 0.46 ASP 194
ASP 202 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X -0.62 HIS 205
ASP 210 A 4.05 6 % 0.40 297 0.04 0 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X -0.21 LYS 213
ASP 210 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X 0.08 GLU 207
ASP 210 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X -0.06 HIS 247
ASP 214 A 4.73 26 % 0.67 354 0.26 0 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X -0.06 LYS 213
ASP 214 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X 0.17 ASP 210
ASP 214 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X -0.19 HIS 247
ASP 214 A 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X 0.07 GLU 251
ASP 221 A 4.83 18 % 0.61 333 0.22 0 0.00 XXX 0 X 0.00 XXX 0 X 0.04 GLU 222
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http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP18:A&chain=A&pka=1.90&desolvation=0.85&D1=ARG24:A,A,-1.01,SHB&D2=ASP18:A,A,-0.19,BHB&D3=ARG74:A,A,-0.11,CC&D5=GLN20:A,A,-0.82,BHB&D6=LYS76:A,A,-0.04,CC&D9=HIS21:A,A,-0.16,CC&D12=ARG24:A,A,-0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP18:A&chain=A&pka=1.90&desolvation=0.85&D1=ARG24:A,A,-1.01,SHB&D2=ASP18:A,A,-0.19,BHB&D3=ARG74:A,A,-0.11,CC&D5=GLN20:A,A,-0.82,BHB&D6=LYS76:A,A,-0.04,CC&D9=HIS21:A,A,-0.16,CC&D12=ARG24:A,A,-0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP18:A&chain=A&pka=1.90&desolvation=0.85&D1=ARG24:A,A,-1.01,SHB&D2=ASP18:A,A,-0.19,BHB&D3=ARG74:A,A,-0.11,CC&D5=GLN20:A,A,-0.82,BHB&D6=LYS76:A,A,-0.04,CC&D9=HIS21:A,A,-0.16,CC&D12=ARG24:A,A,-0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP18:A&chain=A&pka=1.90&desolvation=0.85&D1=ARG24:A,A,-1.01,SHB&D2=ASP18:A,A,-0.19,BHB&D3=ARG74:A,A,-0.11,CC&D5=GLN20:A,A,-0.82,BHB&D6=LYS76:A,A,-0.04,CC&D9=HIS21:A,A,-0.16,CC&D12=ARG24:A,A,-0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP27:A&chain=A&pka=2.89&desolvation=0.36&D13=HIS26:A,A,-0.80,SHB&D15=ARG24:A,A,-0.01,CC&D18=ARG85:A,A,-0.19,CC&D21=HIS26:A,A,-0.27,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP27:A&chain=A&pka=2.89&desolvation=0.36&D13=HIS26:A,A,-0.80,SHB&D15=ARG24:A,A,-0.01,CC&D18=ARG85:A,A,-0.19,CC&D21=HIS26:A,A,-0.27,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP27:A&chain=A&pka=2.89&desolvation=0.36&D13=HIS26:A,A,-0.80,SHB&D15=ARG24:A,A,-0.01,CC&D18=ARG85:A,A,-0.19,CC&D21=HIS26:A,A,-0.27,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP28:A&chain=A&pka=4.46&desolvation=1.93&D22=TYR10:A,A,-0.57,SHB&D24=LYS378:A,A,-0.14,CC&D25=TYR367:A,A,-0.85,SHB&D27=ASP27:A,A,0.04,CC&D30=ASP382:A,A,0.04,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP28:A&chain=A&pka=4.46&desolvation=1.93&D22=TYR10:A,A,-0.57,SHB&D24=LYS378:A,A,-0.14,CC&D25=TYR367:A,A,-0.85,SHB&D27=ASP27:A,A,0.04,CC&D30=ASP382:A,A,0.04,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP28:A&chain=A&pka=4.46&desolvation=1.93&D22=TYR10:A,A,-0.57,SHB&D24=LYS378:A,A,-0.14,CC&D25=TYR367:A,A,-0.85,SHB&D27=ASP27:A,A,0.04,CC&D30=ASP382:A,A,0.04,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP34:A&chain=A&pka=3.99&desolvation=0.18&D33=LYS378:A,A,-0.04,CC&D36=ASP382:A,A,0.04,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP34:A&chain=A&pka=3.99&desolvation=0.18&D33=LYS378:A,A,-0.04,CC&D36=ASP382:A,A,0.04,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP53:A&chain=A&pka=4.51&desolvation=2.10&D38=GLY55:A,A,-0.71,BHB&D39=LYS76:A,A,-0.08,CC&D41=TYR56:A,A,-0.00,BHB&D44=GLY57:A,A,-0.78,BHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP53:A&chain=A&pka=4.51&desolvation=2.10&D38=GLY55:A,A,-0.71,BHB&D39=LYS76:A,A,-0.08,CC&D41=TYR56:A,A,-0.00,BHB&D44=GLY57:A,A,-0.78,BHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP53:A&chain=A&pka=4.51&desolvation=2.10&D38=GLY55:A,A,-0.71,BHB&D39=LYS76:A,A,-0.08,CC&D41=TYR56:A,A,-0.00,BHB&D44=GLY57:A,A,-0.78,BHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP60:A&chain=A&pka=3.29&desolvation=4.59&D46=GLN69:A,A,-0.82,SHB&D47=TYR62:A,A,-0.67,BHB&D48=LYS47:A,A,-0.20,CC&D49=ARG146:A,A,-1.33,SHB&D51=LYS154:A,A,-0.11,CC&D54=LYS106:A,A,-0.76,CC&D57=ARG146:A,A,-1.21,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP60:A&chain=A&pka=3.29&desolvation=4.59&D46=GLN69:A,A,-0.82,SHB&D47=TYR62:A,A,-0.67,BHB&D48=LYS47:A,A,-0.20,CC&D49=ARG146:A,A,-1.33,SHB&D51=LYS154:A,A,-0.11,CC&D54=LYS106:A,A,-0.76,CC&D57=ARG146:A,A,-1.21,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP60:A&chain=A&pka=3.29&desolvation=4.59&D46=GLN69:A,A,-0.82,SHB&D47=TYR62:A,A,-0.67,BHB&D48=LYS47:A,A,-0.20,CC&D49=ARG146:A,A,-1.33,SHB&D51=LYS154:A,A,-0.11,CC&D54=LYS106:A,A,-0.76,CC&D57=ARG146:A,A,-1.21,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP60:A&chain=A&pka=3.29&desolvation=4.59&D46=GLN69:A,A,-0.82,SHB&D47=TYR62:A,A,-0.67,BHB&D48=LYS47:A,A,-0.20,CC&D49=ARG146:A,A,-1.33,SHB&D51=LYS154:A,A,-0.11,CC&D54=LYS106:A,A,-0.76,CC&D57=ARG146:A,A,-1.21,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP63:A&chain=A&pka=4.56&desolvation=3.57&D58=GLN69:A,A,-0.80,SHB&D59=GLY65:A,A,-0.45,BHB&D60=ARG146:A,A,-0.17,CC&D61=LYS47:A,A,-0.85,SHB&D62=GLU66:A,A,-0.84,BHB&D63=LYS47:A,A,-0.96,CC&D65=PHE67:A,A,-0.68,BHB&D66=ASP60:A,A,0.76,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP63:A&chain=A&pka=4.56&desolvation=3.57&D58=GLN69:A,A,-0.80,SHB&D59=GLY65:A,A,-0.45,BHB&D60=ARG146:A,A,-0.17,CC&D61=LYS47:A,A,-0.85,SHB&D62=GLU66:A,A,-0.84,BHB&D63=LYS47:A,A,-0.96,CC&D65=PHE67:A,A,-0.68,BHB&D66=ASP60:A,A,0.76,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP63:A&chain=A&pka=4.56&desolvation=3.57&D58=GLN69:A,A,-0.80,SHB&D59=GLY65:A,A,-0.45,BHB&D60=ARG146:A,A,-0.17,CC&D61=LYS47:A,A,-0.85,SHB&D62=GLU66:A,A,-0.84,BHB&D63=LYS47:A,A,-0.96,CC&D65=PHE67:A,A,-0.68,BHB&D66=ASP60:A,A,0.76,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP94:A&chain=A&pka=3.99&desolvation=0.21&D69=NTR:A,A,-0.03,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP100:A&chain=A&pka=4.71&desolvation=4.74&D70=TRP41:A,A,-0.80,SHB&D71=VAL101:A,A,-0.05,BHB&D72=ARG229:A,A,-2.03,CC&D73=TYR11:A,A,-0.43,SHB&D76=TYR56:A,A,-0.85,SHB&D79=ARG229:A,A,-0.52,SHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP100:A&chain=A&pka=4.71&desolvation=4.74&D70=TRP41:A,A,-0.80,SHB&D71=VAL101:A,A,-0.05,BHB&D72=ARG229:A,A,-2.03,CC&D73=TYR11:A,A,-0.43,SHB&D76=TYR56:A,A,-0.85,SHB&D79=ARG229:A,A,-0.52,SHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP100:A&chain=A&pka=4.71&desolvation=4.74&D70=TRP41:A,A,-0.80,SHB&D71=VAL101:A,A,-0.05,BHB&D72=ARG229:A,A,-2.03,CC&D73=TYR11:A,A,-0.43,SHB&D76=TYR56:A,A,-0.85,SHB&D79=ARG229:A,A,-0.52,SHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP100:A&chain=A&pka=4.71&desolvation=4.74&D70=TRP41:A,A,-0.80,SHB&D71=VAL101:A,A,-0.05,BHB&D72=ARG229:A,A,-2.03,CC&D73=TYR11:A,A,-0.43,SHB&D76=TYR56:A,A,-0.85,SHB&D79=ARG229:A,A,-0.52,SHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP110:A&chain=A&pka=3.65&desolvation=1.69&D82=TYR59:A,A,-0.85,SHB&D83=ASP110:A,A,-0.03,BHB&D84=LYS70:A,A,-0.38,CC&D86=ASP142:A,A,-0.83,BHB&D87=LYS106:A,A,-0.04,CC&D89=PHE143:A,A,-0.25,BHB&D90=LYS154:A,A,-0.04,CC&D93=ARG156:A,A,-0.05,CC&D96=ASP60:A,A,0.09,CC&D99=ASP142:A,A,0.20,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP110:A&chain=A&pka=3.65&desolvation=1.69&D82=TYR59:A,A,-0.85,SHB&D83=ASP110:A,A,-0.03,BHB&D84=LYS70:A,A,-0.38,CC&D86=ASP142:A,A,-0.83,BHB&D87=LYS106:A,A,-0.04,CC&D89=PHE143:A,A,-0.25,BHB&D90=LYS154:A,A,-0.04,CC&D93=ARG156:A,A,-0.05,CC&D96=ASP60:A,A,0.09,CC&D99=ASP142:A,A,0.20,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP110:A&chain=A&pka=3.65&desolvation=1.69&D82=TYR59:A,A,-0.85,SHB&D83=ASP110:A,A,-0.03,BHB&D84=LYS70:A,A,-0.38,CC&D86=ASP142:A,A,-0.83,BHB&D87=LYS106:A,A,-0.04,CC&D89=PHE143:A,A,-0.25,BHB&D90=LYS154:A,A,-0.04,CC&D93=ARG156:A,A,-0.05,CC&D96=ASP60:A,A,0.09,CC&D99=ASP142:A,A,0.20,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP110:A&chain=A&pka=3.65&desolvation=1.69&D82=TYR59:A,A,-0.85,SHB&D83=ASP110:A,A,-0.03,BHB&D84=LYS70:A,A,-0.38,CC&D86=ASP142:A,A,-0.83,BHB&D87=LYS106:A,A,-0.04,CC&D89=PHE143:A,A,-0.25,BHB&D90=LYS154:A,A,-0.04,CC&D93=ARG156:A,A,-0.05,CC&D96=ASP60:A,A,0.09,CC&D99=ASP142:A,A,0.20,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP110:A&chain=A&pka=3.65&desolvation=1.69&D82=TYR59:A,A,-0.85,SHB&D83=ASP110:A,A,-0.03,BHB&D84=LYS70:A,A,-0.38,CC&D86=ASP142:A,A,-0.83,BHB&D87=LYS106:A,A,-0.04,CC&D89=PHE143:A,A,-0.25,BHB&D90=LYS154:A,A,-0.04,CC&D93=ARG156:A,A,-0.05,CC&D96=ASP60:A,A,0.09,CC&D99=ASP142:A,A,0.20,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP110:A&chain=A&pka=3.65&desolvation=1.69&D82=TYR59:A,A,-0.85,SHB&D83=ASP110:A,A,-0.03,BHB&D84=LYS70:A,A,-0.38,CC&D86=ASP142:A,A,-0.83,BHB&D87=LYS106:A,A,-0.04,CC&D89=PHE143:A,A,-0.25,BHB&D90=LYS154:A,A,-0.04,CC&D93=ARG156:A,A,-0.05,CC&D96=ASP60:A,A,0.09,CC&D99=ASP142:A,A,0.20,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP128:A&chain=A&pka=3.76&desolvation=0.59&D100=ARG176:A,A,-0.24,SHB&D102=ARG176:A,A,-0.47,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP136:A&chain=A&pka=2.69&desolvation=0.66&D103=ARG168:A,A,-1.40,SHB&D105=ARG168:A,A,-0.38,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP142:A&chain=A&pka=3.24&desolvation=0.70&D106=ARG156:A,A,-0.63,SHB&D108=LYS154:A,A,-0.18,CC&D111=ARG156:A,A,-0.44,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP142:A&chain=A&pka=3.24&desolvation=0.70&D106=ARG156:A,A,-0.63,SHB&D108=LYS154:A,A,-0.18,CC&D111=ARG156:A,A,-0.44,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP152:A&chain=A&pka=3.68&desolvation=0.20&D113=ASP152:A,A,-0.20,BHB&D114=ARG146:A,A,-0.02,CC&D117=LYS154:A,A,-0.10,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP152:A&chain=A&pka=3.68&desolvation=0.20&D113=ASP152:A,A,-0.20,BHB&D114=ARG146:A,A,-0.02,CC&D117=LYS154:A,A,-0.10,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP164:A&chain=A&pka=4.84&desolvation=1.44&D118=TYR195:A,A,-0.53,SHB&D119=ASP164:A,A,-0.15,BHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP166:A&chain=A&pka=3.31&desolvation=1.54&D122=ASP136:A,A,-0.75,BHB&D123=ARG168:A,A,-0.11,CC&D125=ARG168:A,A,-0.64,BHB&D126=ASP136:A,A,0.16,CC&D128=TYR169:A,A,-0.74,BHB&D129=HIS173:A,A,-0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP166:A&chain=A&pka=3.31&desolvation=1.54&D122=ASP136:A,A,-0.75,BHB&D123=ARG168:A,A,-0.11,CC&D125=ARG168:A,A,-0.64,BHB&D126=ASP136:A,A,0.16,CC&D128=TYR169:A,A,-0.74,BHB&D129=HIS173:A,A,-0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP166:A&chain=A&pka=3.31&desolvation=1.54&D122=ASP136:A,A,-0.75,BHB&D123=ARG168:A,A,-0.11,CC&D125=ARG168:A,A,-0.64,BHB&D126=ASP136:A,A,0.16,CC&D128=TYR169:A,A,-0.74,BHB&D129=HIS173:A,A,-0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP187:A&chain=A&pka=2.59&desolvation=2.14&D130=TYR262:A,A,-0.73,SHB&D131=GLU189:A,A,-0.80,BHB&D132=ARG185:A,A,-0.01,CC&D133=LYS264:A,A,-0.68,SHB&D135=LYS234:A,A,-0.60,CC&D138=LYS264:A,A,-0.62,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP187:A&chain=A&pka=2.59&desolvation=2.14&D130=TYR262:A,A,-0.73,SHB&D131=GLU189:A,A,-0.80,BHB&D132=ARG185:A,A,-0.01,CC&D133=LYS264:A,A,-0.68,SHB&D135=LYS234:A,A,-0.60,CC&D138=LYS264:A,A,-0.62,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP187:A&chain=A&pka=2.59&desolvation=2.14&D130=TYR262:A,A,-0.73,SHB&D131=GLU189:A,A,-0.80,BHB&D132=ARG185:A,A,-0.01,CC&D133=LYS264:A,A,-0.68,SHB&D135=LYS234:A,A,-0.60,CC&D138=LYS264:A,A,-0.62,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP194:A&chain=A&pka=3.67&desolvation=4.39&D139=ASN161:A,A,-0.68,SHB&D140=ASN183:A,A,-0.85,BHB&D141=NANA:A,A,-2.03,CC&D142=ASN183:A,A,-0.83,SHB&D144=ARG125:A,A,-0.16,CC&D145=ASN200:A,A,-0.84,SHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP194:A&chain=A&pka=3.67&desolvation=4.39&D139=ASN161:A,A,-0.68,SHB&D140=ASN183:A,A,-0.85,BHB&D141=NANA:A,A,-2.03,CC&D142=ASN183:A,A,-0.83,SHB&D144=ARG125:A,A,-0.16,CC&D145=ASN200:A,A,-0.84,SHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP194:A&chain=A&pka=3.67&desolvation=4.39&D139=ASN161:A,A,-0.68,SHB&D140=ASN183:A,A,-0.85,BHB&D141=NANA:A,A,-2.03,CC&D142=ASN183:A,A,-0.83,SHB&D144=ARG125:A,A,-0.16,CC&D145=ASN200:A,A,-0.84,SHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP202:A&chain=A&pka=4.92&desolvation=2.44&D148=SER204:A,A,-0.85,SHB&D149=SER204:A,A,-0.73,BHB&D150=NANA:A,A,-0.07,CC&D153=ASP194:A,A,0.46,CC&D156=HIS205:A,A,-0.62,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP202:A&chain=A&pka=4.92&desolvation=2.44&D148=SER204:A,A,-0.85,SHB&D149=SER204:A,A,-0.73,BHB&D150=NANA:A,A,-0.07,CC&D153=ASP194:A,A,0.46,CC&D156=HIS205:A,A,-0.62,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP202:A&chain=A&pka=4.92&desolvation=2.44&D148=SER204:A,A,-0.85,SHB&D149=SER204:A,A,-0.73,BHB&D150=NANA:A,A,-0.07,CC&D153=ASP194:A,A,0.46,CC&D156=HIS205:A,A,-0.62,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP210:A&chain=A&pka=4.05&desolvation=0.40&D159=LYS213:A,A,-0.21,CC&D162=GLU207:A,A,0.08,CC&D165=HIS247:A,A,-0.06,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP210:A&chain=A&pka=4.05&desolvation=0.40&D159=LYS213:A,A,-0.21,CC&D162=GLU207:A,A,0.08,CC&D165=HIS247:A,A,-0.06,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP210:A&chain=A&pka=4.05&desolvation=0.40&D159=LYS213:A,A,-0.21,CC&D162=GLU207:A,A,0.08,CC&D165=HIS247:A,A,-0.06,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP214:A&chain=A&pka=4.73&desolvation=0.67&D168=LYS213:A,A,-0.06,CC&D171=ASP210:A,A,0.17,CC&D174=HIS247:A,A,-0.19,CC&D177=GLU251:A,A,0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP214:A&chain=A&pka=4.73&desolvation=0.67&D168=LYS213:A,A,-0.06,CC&D171=ASP210:A,A,0.17,CC&D174=HIS247:A,A,-0.19,CC&D177=GLU251:A,A,0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP214:A&chain=A&pka=4.73&desolvation=0.67&D168=LYS213:A,A,-0.06,CC&D171=ASP210:A,A,0.17,CC&D174=HIS247:A,A,-0.19,CC&D177=GLU251:A,A,0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP214:A&chain=A&pka=4.73&desolvation=0.67&D168=LYS213:A,A,-0.06,CC&D171=ASP210:A,A,0.17,CC&D174=HIS247:A,A,-0.19,CC&D177=GLU251:A,A,0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP221:A&chain=A&pka=4.83&desolvation=0.61&D180=GLU222:A,A,0.04,CC&D183=ASP224:A,A,0.05,CC&D186=GLU251:A,A,0.06,CC&D189=ASP253:A,A,0.05,CC
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http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP221:A&chain=A&pka=4.83&desolvation=0.61&D180=GLU222:A,A,0.04,CC&D183=ASP224:A,A,0.05,CC&D186=GLU251:A,A,0.06,CC&D189=ASP253:A,A,0.05,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP221:A&chain=A&pka=4.83&desolvation=0.61&D180=GLU222:A,A,0.04,CC&D183=ASP224:A,A,0.05,CC&D186=GLU251:A,A,0.06,CC&D189=ASP253:A,A,0.05,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP221:A&chain=A&pka=4.83&desolvation=0.61&D180=GLU222:A,A,0.04,CC&D183=ASP224:A,A,0.05,CC&D186=GLU251:A,A,0.06,CC&D189=ASP253:A,A,0.05,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP224:A&chain=A&pka=4.28&desolvation=0.54&D190=LYS91:A,A,-0.09,SHB&D192=ASP226:A,A,0.26,CC&D195=LYS91:A,A,-0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP224:A&chain=A&pka=4.28&desolvation=0.54&D190=LYS91:A,A,-0.09,SHB&D192=ASP226:A,A,0.26,CC&D195=LYS91:A,A,-0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP226:A&chain=A&pka=3.75&desolvation=1.63&D196=LYS91:A,A,-0.85,SHB&D197=VAL97:A,A,-0.80,BHB&D198=LYS91:A,A,-0.61,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP231:A&chain=A&pka=8.51&desolvation=3.34&D199=ARG229:A,A,-0.51,SHB&D200=ALA232:A,A,-0.04,BHB&D201=ASP100:A,A,1.08,CC&D202=GLU261:A,A,0.10,SHB&D204=ARG229:A,A,-1.42,CC&D207=GLU261:A,A,1.35,CC&D210=ASP328:A,A,0.58,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP231:A&chain=A&pka=8.51&desolvation=3.34&D199=ARG229:A,A,-0.51,SHB&D200=ALA232:A,A,-0.04,BHB&D201=ASP100:A,A,1.08,CC&D202=GLU261:A,A,0.10,SHB&D204=ARG229:A,A,-1.42,CC&D207=GLU261:A,A,1.35,CC&D210=ASP328:A,A,0.58,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP231:A&chain=A&pka=8.51&desolvation=3.34&D199=ARG229:A,A,-0.51,SHB&D200=ALA232:A,A,-0.04,BHB&D201=ASP100:A,A,1.08,CC&D202=GLU261:A,A,0.10,SHB&D204=ARG229:A,A,-1.42,CC&D207=GLU261:A,A,1.35,CC&D210=ASP328:A,A,0.58,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP231:A&chain=A&pka=8.51&desolvation=3.34&D199=ARG229:A,A,-0.51,SHB&D200=ALA232:A,A,-0.04,BHB&D201=ASP100:A,A,1.08,CC&D202=GLU261:A,A,0.10,SHB&D204=ARG229:A,A,-1.42,CC&D207=GLU261:A,A,1.35,CC&D210=ASP328:A,A,0.58,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP243:A&chain=A&pka=4.55&desolvation=0.85&D213=LYS213:A,A,-0.30,CC&D216=ARG246:A,A,-0.10,CC&D219=HIS247:A,A,-0.01,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP243:A&chain=A&pka=4.55&desolvation=0.85&D213=LYS213:A,A,-0.30,CC&D216=ARG246:A,A,-0.10,CC&D219=HIS247:A,A,-0.01,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP243:A&chain=A&pka=4.55&desolvation=0.85&D213=LYS213:A,A,-0.30,CC&D216=ARG246:A,A,-0.10,CC&D219=HIS247:A,A,-0.01,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP253:A&chain=A&pka=3.92&desolvation=0.12
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP255:A&chain=A&pka=3.94&desolvation=0.15&D225=ARG249:A,A,-0.03,CC&D228=ASP226:A,A,0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP255:A&chain=A&pka=3.94&desolvation=0.15&D225=ARG249:A,A,-0.03,CC&D228=ASP226:A,A,0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP265:A&chain=A&pka=3.74&desolvation=1.57&D229=ARG294:A,A,-1.37,SHB&D231=ASP266:A,A,0.07,CC&D234=ARG294:A,A,-0.59,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP265:A&chain=A&pka=3.74&desolvation=1.57&D229=ARG294:A,A,-1.37,SHB&D231=ASP266:A,A,0.07,CC&D234=ARG294:A,A,-0.59,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP266:A&chain=A&pka=3.44&desolvation=0.66&D236=GLY268:A,A,-0.12,BHB&D237=LYS264:A,A,-0.23,CC&D239=ALA269:A,A,-0.75,BHB&D240=ASP187:A,A,0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP266:A&chain=A&pka=3.44&desolvation=0.66&D236=GLY268:A,A,-0.12,BHB&D237=LYS264:A,A,-0.23,CC&D239=ALA269:A,A,-0.75,BHB&D240=ASP187:A,A,0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP275:A&chain=A&pka=3.53&desolvation=0.39&D241=TRP279:A,A,-0.59,SHB&D243=HIS316:A,A,-0.08,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP285:A&chain=A&pka=6.18&desolvation=4.46&D245=LEU288:A,A,-0.64,BHB&D246=ASP265:A,A,0.02,CC&D248=LEU312:A,A,-0.84,BHB&D249=GLU271:A,A,0.01,CC&D251=VAL313:A,A,-0.79,BHB&D252=GLU314:A,A,0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP285:A&chain=A&pka=6.18&desolvation=4.46&D245=LEU288:A,A,-0.64,BHB&D246=ASP265:A,A,0.02,CC&D248=LEU312:A,A,-0.84,BHB&D249=GLU271:A,A,0.01,CC&D251=VAL313:A,A,-0.79,BHB&D252=GLU314:A,A,0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP285:A&chain=A&pka=6.18&desolvation=4.46&D245=LEU288:A,A,-0.64,BHB&D246=ASP265:A,A,0.02,CC&D248=LEU312:A,A,-0.84,BHB&D249=GLU271:A,A,0.01,CC&D251=VAL313:A,A,-0.79,BHB&D252=GLU314:A,A,0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP303:A&chain=A&pka=1.64&desolvation=0.77&D253=ARG305:A,A,-1.50,SHB&D254=ARG305:A,A,-0.74,BHB&D255=NANA:A,A,-0.17,CC&D258=ARG309:A,A,-0.08,CC&D261=HIS402:A,A,-0.06,CC&D264=ARG305:A,A,-0.38,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP303:A&chain=A&pka=1.64&desolvation=0.77&D253=ARG305:A,A,-1.50,SHB&D254=ARG305:A,A,-0.74,BHB&D255=NANA:A,A,-0.17,CC&D258=ARG309:A,A,-0.08,CC&D261=HIS402:A,A,-0.06,CC&D264=ARG305:A,A,-0.38,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP303:A&chain=A&pka=1.64&desolvation=0.77&D253=ARG305:A,A,-1.50,SHB&D254=ARG305:A,A,-0.74,BHB&D255=NANA:A,A,-0.17,CC&D258=ARG309:A,A,-0.08,CC&D261=HIS402:A,A,-0.06,CC&D264=ARG305:A,A,-0.38,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP303:A&chain=A&pka=1.64&desolvation=0.77&D253=ARG305:A,A,-1.50,SHB&D254=ARG305:A,A,-0.74,BHB&D255=NANA:A,A,-0.17,CC&D258=ARG309:A,A,-0.08,CC&D261=HIS402:A,A,-0.06,CC&D264=ARG305:A,A,-0.38,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP325:A&chain=A&pka=5.31&desolvation=4.83&D265=THR329:A,A,-0.85,SHB&D266=VAL339:A,A,-0.83,BHB&D267=NANA:A,A,-2.03,CC&D268=LYS344:A,A,-0.84,SHB&D270=LYS377:A,A,-0.01,CC&D273=GLU336:A,A,0.03,CC&D276=LYS344:A,A,-2.03,CC&D279=ASP365:A,A,1.12,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP325:A&chain=A&pka=5.31&desolvation=4.83&D265=THR329:A,A,-0.85,SHB&D266=VAL339:A,A,-0.83,BHB&D267=NANA:A,A,-2.03,CC&D268=LYS344:A,A,-0.84,SHB&D270=LYS377:A,A,-0.01,CC&D273=GLU336:A,A,0.03,CC&D276=LYS344:A,A,-2.03,CC&D279=ASP365:A,A,1.12,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP325:A&chain=A&pka=5.31&desolvation=4.83&D265=THR329:A,A,-0.85,SHB&D266=VAL339:A,A,-0.83,BHB&D267=NANA:A,A,-2.03,CC&D268=LYS344:A,A,-0.84,SHB&D270=LYS377:A,A,-0.01,CC&D273=GLU336:A,A,0.03,CC&D276=LYS344:A,A,-2.03,CC&D279=ASP365:A,A,1.12,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP325:A&chain=A&pka=5.31&desolvation=4.83&D265=THR329:A,A,-0.85,SHB&D266=VAL339:A,A,-0.83,BHB&D267=NANA:A,A,-2.03,CC&D268=LYS344:A,A,-0.84,SHB&D270=LYS377:A,A,-0.01,CC&D273=GLU336:A,A,0.03,CC&D276=LYS344:A,A,-2.03,CC&D279=ASP365:A,A,1.12,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP325:A&chain=A&pka=5.31&desolvation=4.83&D265=THR329:A,A,-0.85,SHB&D266=VAL339:A,A,-0.83,BHB&D267=NANA:A,A,-2.03,CC&D268=LYS344:A,A,-0.84,SHB&D270=LYS377:A,A,-0.01,CC&D273=GLU336:A,A,0.03,CC&D276=LYS344:A,A,-2.03,CC&D279=ASP365:A,A,1.12,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP328:A&chain=A&pka=7.54&desolvation=2.96&D282=ASP100:A,A,0.19,CC&D285=GLU333:A,A,0.14,CC&D288=ARG229:A,A,-0.73,CC&D291=GLU261:A,A,1.18,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP328:A&chain=A&pka=7.54&desolvation=2.96&D282=ASP100:A,A,0.19,CC&D285=GLU333:A,A,0.14,CC&D288=ARG229:A,A,-0.73,CC&D291=GLU261:A,A,1.18,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP328:A&chain=A&pka=7.54&desolvation=2.96&D282=ASP100:A,A,0.19,CC&D285=GLU333:A,A,0.14,CC&D288=ARG229:A,A,-0.73,CC&D291=GLU261:A,A,1.18,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP328:A&chain=A&pka=7.54&desolvation=2.96&D282=ASP100:A,A,0.19,CC&D285=GLU333:A,A,0.14,CC&D288=ARG229:A,A,-0.73,CC&D291=GLU261:A,A,1.18,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP341:A&chain=A&pka=3.24&desolvation=0.82&D292=LYS377:A,A,-0.58,SHB&D293=ASP341:A,A,-0.00,BHB&D294=LYS344:A,A,-0.28,CC&D297=LYS377:A,A,-0.55,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP341:A&chain=A&pka=3.24&desolvation=0.82&D292=LYS377:A,A,-0.58,SHB&D293=ASP341:A,A,-0.00,BHB&D294=LYS344:A,A,-0.28,CC&D297=LYS377:A,A,-0.55,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP365:A&chain=A&pka=3.95&desolvation=4.27&D298=LYS344:A,A,-0.85,SHB&D300=NANA:A,A,-0.38,CC&D301=TYR348:A,A,-0.85,SHB&D303=ASP341:A,A,0.14,CC&D306=LYS344:A,A,-2.03,CC&D309=LYS377:A,A,-0.50,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP365:A&chain=A&pka=3.95&desolvation=4.27&D298=LYS344:A,A,-0.85,SHB&D300=NANA:A,A,-0.38,CC&D301=TYR348:A,A,-0.85,SHB&D303=ASP341:A,A,0.14,CC&D306=LYS344:A,A,-2.03,CC&D309=LYS377:A,A,-0.50,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP365:A&chain=A&pka=3.95&desolvation=4.27&D298=LYS344:A,A,-0.85,SHB&D300=NANA:A,A,-0.38,CC&D301=TYR348:A,A,-0.85,SHB&D303=ASP341:A,A,0.14,CC&D306=LYS344:A,A,-2.03,CC&D309=LYS377:A,A,-0.50,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP365:A&chain=A&pka=3.95&desolvation=4.27&D298=LYS344:A,A,-0.85,SHB&D300=NANA:A,A,-0.38,CC&D301=TYR348:A,A,-0.85,SHB&D303=ASP341:A,A,0.14,CC&D306=LYS344:A,A,-2.03,CC&D309=LYS377:A,A,-0.50,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP372:A&chain=A&pka=3.34&desolvation=0.60&D310=ASN371:A,A,-0.83,SHB&D312=HIS14:A,A,-0.26,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP379:A&chain=A&pka=3.99&desolvation=0.19&D315=LYS378:A,A,-0.10,CC&D318=ASP382:A,A,0.10,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP379:A&chain=A&pka=3.99&desolvation=0.19&D315=LYS378:A,A,-0.10,CC&D318=ASP382:A,A,0.10,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP382:A&chain=A&pka=3.81&desolvation=1.77&D319=TYR366:A,A,-0.85,SHB&D321=LYS378:A,A,-0.51,CC&D322=LYS378:A,A,-0.84,SHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP382:A&chain=A&pka=3.81&desolvation=1.77&D319=TYR366:A,A,-0.85,SHB&D321=LYS378:A,A,-0.51,CC&D322=LYS378:A,A,-0.84,SHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP386:A&chain=A&pka=4.60&desolvation=1.23&D325=ASN390:A,A,-0.71,SHB&D327=ASP34:A,A,0.02,CC&D330=ASP382:A,A,0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP386:A&chain=A&pka=4.60&desolvation=1.23&D325=ASN390:A,A,-0.71,SHB&D327=ASP34:A,A,0.02,CC&D330=ASP382:A,A,0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP398:A&chain=A&pka=2.82&desolvation=1.88&D331=GLN396:A,A,-0.25,SHB&D333=ARG410:A,A,-0.04,CC&D334=ARG354:A,A,-1.56,SHB&D336=HIS397:A,A,-0.07,CC&D339=ARG354:A,A,-0.97,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP398:A&chain=A&pka=2.82&desolvation=1.88&D331=GLN396:A,A,-0.25,SHB&D333=ARG410:A,A,-0.04,CC&D334=ARG354:A,A,-1.56,SHB&D336=HIS397:A,A,-0.07,CC&D339=ARG354:A,A,-0.97,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP398:A&chain=A&pka=2.82&desolvation=1.88&D331=GLN396:A,A,-0.25,SHB&D333=ARG410:A,A,-0.04,CC&D334=ARG354:A,A,-1.56,SHB&D336=HIS397:A,A,-0.07,CC&D339=ARG354:A,A,-0.97,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP401:A&chain=A&pka=3.13&desolvation=1.03&D340=LYS433:A,A,-0.85,SHB&D341=ASP401:A,A,-0.21,BHB&D342=ARG305:A,A,-0.03,CC&D345=HIS402:A,A,-0.10,CC&D348=LYS433:A,A,-0.57,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP401:A&chain=A&pka=3.13&desolvation=1.03&D340=LYS433:A,A,-0.85,SHB&D341=ASP401:A,A,-0.21,BHB&D342=ARG305:A,A,-0.03,CC&D345=HIS402:A,A,-0.10,CC&D348=LYS433:A,A,-0.57,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP401:A&chain=A&pka=3.13&desolvation=1.03&D340=LYS433:A,A,-0.85,SHB&D341=ASP401:A,A,-0.21,BHB&D342=ARG305:A,A,-0.03,CC&D345=HIS402:A,A,-0.10,CC&D348=LYS433:A,A,-0.57,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP404:A&chain=A&pka=3.31&desolvation=0.93&D349=GOLO2:A,A,-0.85,SHB&D351=NANA:A,A,-0.46,CC&D354=ARG305:A,A,-0.02,CC&D357=ASP303:A,A,0.06,CC&D360=HIS402:A,A,-0.23,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP404:A&chain=A&pka=3.31&desolvation=0.93&D349=GOLO2:A,A,-0.85,SHB&D351=NANA:A,A,-0.46,CC&D354=ARG305:A,A,-0.02,CC&D357=ASP303:A,A,0.06,CC&D360=HIS402:A,A,-0.23,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP404:A&chain=A&pka=3.31&desolvation=0.93&D349=GOLO2:A,A,-0.85,SHB&D351=NANA:A,A,-0.46,CC&D354=ARG305:A,A,-0.02,CC&D357=ASP303:A,A,0.06,CC&D360=HIS402:A,A,-0.23,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP404:A&chain=A&pka=3.31&desolvation=0.93&D349=GOLO2:A,A,-0.85,SHB&D351=NANA:A,A,-0.46,CC&D354=ARG305:A,A,-0.02,CC&D357=ASP303:A,A,0.06,CC&D360=HIS402:A,A,-0.23,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP448:A&chain=A&pka=4.18&desolvation=3.11&D361=THR450:A,A,-0.80,SHB&D362=THR450:A,A,-0.76,BHB&D364=SER475:A,A,-0.74,SHB&D365=GLY451:A,A,-0.01,BHB&D368=ASN452:A,A,-0.20,BHB&D371=ASN453:A,A,-0.29,BHB&D374=VAL476:A,A,-0.80,BHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP448:A&chain=A&pka=4.18&desolvation=3.11&D361=THR450:A,A,-0.80,SHB&D362=THR450:A,A,-0.76,BHB&D364=SER475:A,A,-0.74,SHB&D365=GLY451:A,A,-0.01,BHB&D368=ASN452:A,A,-0.20,BHB&D371=ASN453:A,A,-0.29,BHB&D374=VAL476:A,A,-0.80,BHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP448:A&chain=A&pka=4.18&desolvation=3.11&D361=THR450:A,A,-0.80,SHB&D362=THR450:A,A,-0.76,BHB&D364=SER475:A,A,-0.74,SHB&D365=GLY451:A,A,-0.01,BHB&D368=ASN452:A,A,-0.20,BHB&D371=ASN453:A,A,-0.29,BHB&D374=VAL476:A,A,-0.80,BHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP448:A&chain=A&pka=4.18&desolvation=3.11&D361=THR450:A,A,-0.80,SHB&D362=THR450:A,A,-0.76,BHB&D364=SER475:A,A,-0.74,SHB&D365=GLY451:A,A,-0.01,BHB&D368=ASN452:A,A,-0.20,BHB&D371=ASN453:A,A,-0.29,BHB&D374=VAL476:A,A,-0.80,BHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP448:A&chain=A&pka=4.18&desolvation=3.11&D361=THR450:A,A,-0.80,SHB&D362=THR450:A,A,-0.76,BHB&D364=SER475:A,A,-0.74,SHB&D365=GLY451:A,A,-0.01,BHB&D368=ASN452:A,A,-0.20,BHB&D371=ASN453:A,A,-0.29,BHB&D374=VAL476:A,A,-0.80,BHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ASP462:A&chain=A&pka=3.90&desolvation=0.18&D378=ARG439:A,A,-0.09,CC
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http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU12:A&chain=A&pka=5.56&desolvation=2.86&D379=GLN330:A,A,-0.85,SHB&D380=HIS14:A,A,-0.73,BHB&D381=LYS76:A,A,-0.24,CC&D384=HIS14:A,A,-0.34,CC&D387=GLU16:A,A,0.03,CC&D390=ASP372:A,A,0.12,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU12:A&chain=A&pka=5.56&desolvation=2.86&D379=GLN330:A,A,-0.85,SHB&D380=HIS14:A,A,-0.73,BHB&D381=LYS76:A,A,-0.24,CC&D384=HIS14:A,A,-0.34,CC&D387=GLU16:A,A,0.03,CC&D390=ASP372:A,A,0.12,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU12:A&chain=A&pka=5.56&desolvation=2.86&D379=GLN330:A,A,-0.85,SHB&D380=HIS14:A,A,-0.73,BHB&D381=LYS76:A,A,-0.24,CC&D384=HIS14:A,A,-0.34,CC&D387=GLU16:A,A,0.03,CC&D390=ASP372:A,A,0.12,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU12:A&chain=A&pka=5.56&desolvation=2.86&D379=GLN330:A,A,-0.85,SHB&D380=HIS14:A,A,-0.73,BHB&D381=LYS76:A,A,-0.24,CC&D384=HIS14:A,A,-0.34,CC&D387=GLU16:A,A,0.03,CC&D390=ASP372:A,A,0.12,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU16:A&chain=A&pka=4.66&desolvation=0.15&D393=ARG24:A,A,-0.03,CC&D396=LYS76:A,A,-0.06,CC&D399=HIS14:A,A,-0.01,CC&D402=ASP18:A,A,0.11,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU16:A&chain=A&pka=4.66&desolvation=0.15&D393=ARG24:A,A,-0.03,CC&D396=LYS76:A,A,-0.06,CC&D399=HIS14:A,A,-0.01,CC&D402=ASP18:A,A,0.11,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU16:A&chain=A&pka=4.66&desolvation=0.15&D393=ARG24:A,A,-0.03,CC&D396=LYS76:A,A,-0.06,CC&D399=HIS14:A,A,-0.01,CC&D402=ASP18:A,A,0.11,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU16:A&chain=A&pka=4.66&desolvation=0.15&D393=ARG24:A,A,-0.03,CC&D396=LYS76:A,A,-0.06,CC&D399=HIS14:A,A,-0.01,CC&D402=ASP18:A,A,0.11,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU66:A&chain=A&pka=4.91&desolvation=1.23&D403=TYR150:A,A,-0.78,SHB&D405=LYS47:A,A,-0.01,CC&D408=LYS80:A,A,-0.46,CC&D411=ARG146:A,A,-0.02,CC&D414=ASP63:A,A,0.16,CC&D417=GLU84:A,A,0.14,CC&D420=GLU222:A,A,0.15,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU66:A&chain=A&pka=4.91&desolvation=1.23&D403=TYR150:A,A,-0.78,SHB&D405=LYS47:A,A,-0.01,CC&D408=LYS80:A,A,-0.46,CC&D411=ARG146:A,A,-0.02,CC&D414=ASP63:A,A,0.16,CC&D417=GLU84:A,A,0.14,CC&D420=GLU222:A,A,0.15,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU66:A&chain=A&pka=4.91&desolvation=1.23&D403=TYR150:A,A,-0.78,SHB&D405=LYS47:A,A,-0.01,CC&D408=LYS80:A,A,-0.46,CC&D411=ARG146:A,A,-0.02,CC&D414=ASP63:A,A,0.16,CC&D417=GLU84:A,A,0.14,CC&D420=GLU222:A,A,0.15,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU66:A&chain=A&pka=4.91&desolvation=1.23&D403=TYR150:A,A,-0.78,SHB&D405=LYS47:A,A,-0.01,CC&D408=LYS80:A,A,-0.46,CC&D411=ARG146:A,A,-0.02,CC&D414=ASP63:A,A,0.16,CC&D417=GLU84:A,A,0.14,CC&D420=GLU222:A,A,0.15,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU66:A&chain=A&pka=4.91&desolvation=1.23&D403=TYR150:A,A,-0.78,SHB&D405=LYS47:A,A,-0.01,CC&D408=LYS80:A,A,-0.46,CC&D411=ARG146:A,A,-0.02,CC&D414=ASP63:A,A,0.16,CC&D417=GLU84:A,A,0.14,CC&D420=GLU222:A,A,0.15,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU66:A&chain=A&pka=4.91&desolvation=1.23&D403=TYR150:A,A,-0.78,SHB&D405=LYS47:A,A,-0.01,CC&D408=LYS80:A,A,-0.46,CC&D411=ARG146:A,A,-0.02,CC&D414=ASP63:A,A,0.16,CC&D417=GLU84:A,A,0.14,CC&D420=GLU222:A,A,0.15,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU84:A&chain=A&pka=4.52&desolvation=0.81&D421=LYS80:A,A,-0.73,SHB&D423=GLU222:A,A,0.25,CC&D426=LYS80:A,A,-0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU84:A&chain=A&pka=4.52&desolvation=0.81&D421=LYS80:A,A,-0.73,SHB&D423=GLU222:A,A,0.25,CC&D426=LYS80:A,A,-0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU113:A&chain=A&pka=4.64&desolvation=1.76&D427=THR139:A,A,-0.77,SHB&D428=TRP157:A,A,-0.71,BHB&D429=ARG156:A,A,-0.26,CC&D432=ASP142:A,A,0.05,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU113:A&chain=A&pka=4.64&desolvation=1.76&D427=THR139:A,A,-0.77,SHB&D428=TRP157:A,A,-0.71,BHB&D429=ARG156:A,A,-0.26,CC&D432=ASP142:A,A,0.05,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU171:A&chain=A&pka=4.22&desolvation=0.34&D433=HIS173:A,A,-0.49,SHB&D435=ASP166:A,A,0.14,CC&D438=HIS173:A,A,-0.27,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU171:A&chain=A&pka=4.22&desolvation=0.34&D433=HIS173:A,A,-0.49,SHB&D435=ASP166:A,A,0.14,CC&D438=HIS173:A,A,-0.27,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU188:A&chain=A&pka=4.61&desolvation=0.38&D439=ARG185:A,A,-0.00,SHB&D441=ARG185:A,A,-0.31,CC&D444=LYS264:A,A,-0.07,CC&D447=ASP187:A,A,0.10,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU188:A&chain=A&pka=4.61&desolvation=0.38&D439=ARG185:A,A,-0.00,SHB&D441=ARG185:A,A,-0.31,CC&D444=LYS264:A,A,-0.07,CC&D447=ASP187:A,A,0.10,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU188:A&chain=A&pka=4.61&desolvation=0.38&D439=ARG185:A,A,-0.00,SHB&D441=ARG185:A,A,-0.31,CC&D444=LYS264:A,A,-0.07,CC&D447=ASP187:A,A,0.10,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU189:A&chain=A&pka=4.53&desolvation=0.48&D450=ARG125:A,A,-0.04,CC&D453=LYS234:A,A,-0.41,CC&D456=LYS264:A,A,-0.24,CC&D459=ASP187:A,A,0.24,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU189:A&chain=A&pka=4.53&desolvation=0.48&D450=ARG125:A,A,-0.04,CC&D453=LYS234:A,A,-0.41,CC&D456=LYS264:A,A,-0.24,CC&D459=ASP187:A,A,0.24,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU189:A&chain=A&pka=4.53&desolvation=0.48&D450=ARG125:A,A,-0.04,CC&D453=LYS234:A,A,-0.41,CC&D456=LYS264:A,A,-0.24,CC&D459=ASP187:A,A,0.24,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU189:A&chain=A&pka=4.53&desolvation=0.48&D450=ARG125:A,A,-0.04,CC&D453=LYS234:A,A,-0.41,CC&D456=LYS264:A,A,-0.24,CC&D459=ASP187:A,A,0.24,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU207:A&chain=A&pka=3.77&desolvation=0.40&D461=GLU207:A,A,-0.80,BHB&D462=HIS159:A,A,-0.12,CC&D465=HIS205:A,A,-0.20,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU207:A&chain=A&pka=3.77&desolvation=0.40&D461=GLU207:A,A,-0.80,BHB&D462=HIS159:A,A,-0.12,CC&D465=HIS205:A,A,-0.20,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU211:A&chain=A&pka=6.97&desolvation=2.55&D466=TYR62:A,A,-0.70,SHB&D468=LYS106:A,A,-0.25,CC&D471=ARG146:A,A,-0.14,CC&D474=ASP60:A,A,0.06,CC&D477=ASP152:A,A,0.07,CC&D480=ASP210:A,A,0.02,CC&D483=ASP214:A,A,0.24,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU211:A&chain=A&pka=6.97&desolvation=2.55&D466=TYR62:A,A,-0.70,SHB&D468=LYS106:A,A,-0.25,CC&D471=ARG146:A,A,-0.14,CC&D474=ASP60:A,A,0.06,CC&D477=ASP152:A,A,0.07,CC&D480=ASP210:A,A,0.02,CC&D483=ASP214:A,A,0.24,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU211:A&chain=A&pka=6.97&desolvation=2.55&D466=TYR62:A,A,-0.70,SHB&D468=LYS106:A,A,-0.25,CC&D471=ARG146:A,A,-0.14,CC&D474=ASP60:A,A,0.06,CC&D477=ASP152:A,A,0.07,CC&D480=ASP210:A,A,0.02,CC&D483=ASP214:A,A,0.24,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU211:A&chain=A&pka=6.97&desolvation=2.55&D466=TYR62:A,A,-0.70,SHB&D468=LYS106:A,A,-0.25,CC&D471=ARG146:A,A,-0.14,CC&D474=ASP60:A,A,0.06,CC&D477=ASP152:A,A,0.07,CC&D480=ASP210:A,A,0.02,CC&D483=ASP214:A,A,0.24,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU211:A&chain=A&pka=6.97&desolvation=2.55&D466=TYR62:A,A,-0.70,SHB&D468=LYS106:A,A,-0.25,CC&D471=ARG146:A,A,-0.14,CC&D474=ASP60:A,A,0.06,CC&D477=ASP152:A,A,0.07,CC&D480=ASP210:A,A,0.02,CC&D483=ASP214:A,A,0.24,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU211:A&chain=A&pka=6.97&desolvation=2.55&D466=TYR62:A,A,-0.70,SHB&D468=LYS106:A,A,-0.25,CC&D471=ARG146:A,A,-0.14,CC&D474=ASP60:A,A,0.06,CC&D477=ASP152:A,A,0.07,CC&D480=ASP210:A,A,0.02,CC&D483=ASP214:A,A,0.24,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU222:A&chain=A&pka=4.00&desolvation=0.82&D484=LYS80:A,A,-0.85,SHB&D486=LYS80:A,A,-0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU251:A&chain=A&pka=4.47&desolvation=0.27&D489=LYS213:A,A,-0.00,CC&D492=HIS247:A,A,-0.31,CC&D495=ASP253:A,A,0.01,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU251:A&chain=A&pka=4.47&desolvation=0.27&D489=LYS213:A,A,-0.00,CC&D492=HIS247:A,A,-0.31,CC&D495=ASP253:A,A,0.01,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU251:A&chain=A&pka=4.47&desolvation=0.27&D489=LYS213:A,A,-0.00,CC&D492=HIS247:A,A,-0.31,CC&D495=ASP253:A,A,0.01,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU261:A&chain=A&pka=5.52&desolvation=2.80&D496=ASP231:A,A,-0.10,SHB&D497=ALA232:A,A,-0.78,BHB&D498=LYS234:A,A,-0.31,CC&D501=ASP100:A,A,0.37,CC&D504=ARG229:A,A,-1.64,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU261:A&chain=A&pka=5.52&desolvation=2.80&D496=ASP231:A,A,-0.10,SHB&D497=ALA232:A,A,-0.78,BHB&D498=LYS234:A,A,-0.31,CC&D501=ASP100:A,A,0.37,CC&D504=ARG229:A,A,-1.64,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU261:A&chain=A&pka=5.52&desolvation=2.80&D496=ASP231:A,A,-0.10,SHB&D497=ALA232:A,A,-0.78,BHB&D498=LYS234:A,A,-0.31,CC&D501=ASP100:A,A,0.37,CC&D504=ARG229:A,A,-1.64,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU271:A&chain=A&pka=4.98&desolvation=0.63&D505=HIS316:A,A,-0.13,SHB&D507=ASP266:A,A,0.06,CC&D510=ASP275:A,A,0.08,CC&D513=GLU314:A,A,0.03,CC&D516=HIS316:A,A,-0.28,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU271:A&chain=A&pka=4.98&desolvation=0.63&D505=HIS316:A,A,-0.13,SHB&D507=ASP266:A,A,0.06,CC&D510=ASP275:A,A,0.08,CC&D513=GLU314:A,A,0.03,CC&D516=HIS316:A,A,-0.28,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU271:A&chain=A&pka=4.98&desolvation=0.63&D505=HIS316:A,A,-0.13,SHB&D507=ASP266:A,A,0.06,CC&D510=ASP275:A,A,0.08,CC&D513=GLU314:A,A,0.03,CC&D516=HIS316:A,A,-0.28,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU271:A&chain=A&pka=4.98&desolvation=0.63&D505=HIS316:A,A,-0.13,SHB&D507=ASP266:A,A,0.06,CC&D510=ASP275:A,A,0.08,CC&D513=GLU314:A,A,0.03,CC&D516=HIS316:A,A,-0.28,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU276:A&chain=A&pka=4.86&desolvation=0.39&D519=ARG185:A,A,-0.12,CC&D522=ASP275:A,A,0.08,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU276:A&chain=A&pka=4.86&desolvation=0.39&D519=ARG185:A,A,-0.12,CC&D522=ASP275:A,A,0.08,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU280:A&chain=A&pka=2.45&desolvation=0.78&D523=ASN278:A,A,-0.83,SHB&D525=ARG249:A,A,-0.17,CC&D526=ARG246:A,A,-1.56,SHB&D528=ARG246:A,A,-0.40,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU280:A&chain=A&pka=2.45&desolvation=0.78&D523=ASN278:A,A,-0.83,SHB&D525=ARG249:A,A,-0.17,CC&D526=ARG246:A,A,-1.56,SHB&D528=ARG246:A,A,-0.40,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU314:A&chain=A&pka=4.87&desolvation=0.83&D530=GLY310:A,A,-0.66,BHB&D531=ARG309:A,A,-0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU333:A&chain=A&pka=5.74&desolvation=1.21&D532=HIS14:A,A,-0.03,SHB&D534=LYS76:A,A,-0.02,CC&D537=GLU12:A,A,0.05,CC&D540=HIS14:A,A,-0.30,CC&D543=GLU336:A,A,0.04,CC&D546=ASP372:A,A,0.08,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU333:A&chain=A&pka=5.74&desolvation=1.21&D532=HIS14:A,A,-0.03,SHB&D534=LYS76:A,A,-0.02,CC&D537=GLU12:A,A,0.05,CC&D540=HIS14:A,A,-0.30,CC&D543=GLU336:A,A,0.04,CC&D546=ASP372:A,A,0.08,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU333:A&chain=A&pka=5.74&desolvation=1.21&D532=HIS14:A,A,-0.03,SHB&D534=LYS76:A,A,-0.02,CC&D537=GLU12:A,A,0.05,CC&D540=HIS14:A,A,-0.30,CC&D543=GLU336:A,A,0.04,CC&D546=ASP372:A,A,0.08,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU333:A&chain=A&pka=5.74&desolvation=1.21&D532=HIS14:A,A,-0.03,SHB&D534=LYS76:A,A,-0.02,CC&D537=GLU12:A,A,0.05,CC&D540=HIS14:A,A,-0.30,CC&D543=GLU336:A,A,0.04,CC&D546=ASP372:A,A,0.08,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU333:A&chain=A&pka=5.74&desolvation=1.21&D532=HIS14:A,A,-0.03,SHB&D534=LYS76:A,A,-0.02,CC&D537=GLU12:A,A,0.05,CC&D540=HIS14:A,A,-0.30,CC&D543=GLU336:A,A,0.04,CC&D546=ASP372:A,A,0.08,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU336:A&chain=A&pka=4.24&desolvation=0.43&D548=GLY332:A,A,-0.78,BHB&D549=NANA:A,A,-0.01,CC&D552=ASP372:A,A,0.05,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU336:A&chain=A&pka=4.24&desolvation=0.43&D548=GLY332:A,A,-0.78,BHB&D549=NANA:A,A,-0.01,CC&D552=ASP372:A,A,0.05,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU355:A&chain=A&pka=4.88&desolvation=0.68&D555=ARG354:A,A,-0.16,CC&D558=ARG410:A,A,-0.36,CC&D561=HIS397:A,A,-0.04,CC&D564=ASP398:A,A,0.16,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU355:A&chain=A&pka=4.88&desolvation=0.68&D555=ARG354:A,A,-0.16,CC&D558=ARG410:A,A,-0.36,CC&D561=HIS397:A,A,-0.04,CC&D564=ASP398:A,A,0.16,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU355:A&chain=A&pka=4.88&desolvation=0.68&D555=ARG354:A,A,-0.16,CC&D558=ARG410:A,A,-0.36,CC&D561=HIS397:A,A,-0.04,CC&D564=ASP398:A,A,0.16,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU355:A&chain=A&pka=4.88&desolvation=0.68&D555=ARG354:A,A,-0.16,CC&D558=ARG410:A,A,-0.36,CC&D561=HIS397:A,A,-0.04,CC&D564=ASP398:A,A,0.16,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU383:A&chain=A&pka=6.53&desolvation=0.91&D567=ASP379:A,A,0.13,CC&D570=ASP382:A,A,0.07,CC&D573=ASP386:A,A,0.04,CC&D576=ASP448:A,A,0.13,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU383:A&chain=A&pka=6.53&desolvation=0.91&D567=ASP379:A,A,0.13,CC&D570=ASP382:A,A,0.07,CC&D573=ASP386:A,A,0.04,CC&D576=ASP448:A,A,0.13,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU383:A&chain=A&pka=6.53&desolvation=0.91&D567=ASP379:A,A,0.13,CC&D570=ASP382:A,A,0.07,CC&D573=ASP386:A,A,0.04,CC&D576=ASP448:A,A,0.13,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU383:A&chain=A&pka=6.53&desolvation=0.91&D567=ASP379:A,A,0.13,CC&D570=ASP382:A,A,0.07,CC&D573=ASP386:A,A,0.04,CC&D576=ASP448:A,A,0.13,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU411:A&chain=A&pka=3.61&desolvation=0.87&D577=GLN440:A,A,-0.65,SHB&D579=HIS397:A,A,-0.34,CC&D580=HIS397:A,A,-0.85,SHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU411:A&chain=A&pka=3.61&desolvation=0.87&D577=GLN440:A,A,-0.65,SHB&D579=HIS397:A,A,-0.34,CC&D580=HIS397:A,A,-0.85,SHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=GLU466:A&chain=A&pka=4.47&desolvation=0.48&D583=SER432:A,A,-0.51,SHB
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http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=CTR:A&chain=A&pka=3.44&desolvation=0.24
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS14:A&chain=A&pka=6.40&desolvation=-0.89&D589=GLU333:A,A,0.03,SHB&D591=LYS76:A,A,-0.14,CC&D594=GLU12:A,A,0.34,CC&D597=GLU16:A,A,0.01,CC&D600=GLU333:A,A,0.30,CC&D603=ASP372:A,A,0.26,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS14:A&chain=A&pka=6.40&desolvation=-0.89&D589=GLU333:A,A,0.03,SHB&D591=LYS76:A,A,-0.14,CC&D594=GLU12:A,A,0.34,CC&D597=GLU16:A,A,0.01,CC&D600=GLU333:A,A,0.30,CC&D603=ASP372:A,A,0.26,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS14:A&chain=A&pka=6.40&desolvation=-0.89&D589=GLU333:A,A,0.03,SHB&D591=LYS76:A,A,-0.14,CC&D594=GLU12:A,A,0.34,CC&D597=GLU16:A,A,0.01,CC&D600=GLU333:A,A,0.30,CC&D603=ASP372:A,A,0.26,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS14:A&chain=A&pka=6.40&desolvation=-0.89&D589=GLU333:A,A,0.03,SHB&D591=LYS76:A,A,-0.14,CC&D594=GLU12:A,A,0.34,CC&D597=GLU16:A,A,0.01,CC&D600=GLU333:A,A,0.30,CC&D603=ASP372:A,A,0.26,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS14:A&chain=A&pka=6.40&desolvation=-0.89&D589=GLU333:A,A,0.03,SHB&D591=LYS76:A,A,-0.14,CC&D594=GLU12:A,A,0.34,CC&D597=GLU16:A,A,0.01,CC&D600=GLU333:A,A,0.30,CC&D603=ASP372:A,A,0.26,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS21:A&chain=A&pka=3.10&desolvation=-3.53&D605=TYR10:A,A,0.83,BHB&D606=ARG24:A,A,-0.69,CC&D609=LYS76:A,A,-0.17,CC&D612=ASP18:A,A,0.16,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS21:A&chain=A&pka=3.10&desolvation=-3.53&D605=TYR10:A,A,0.83,BHB&D606=ARG24:A,A,-0.69,CC&D609=LYS76:A,A,-0.17,CC&D612=ASP18:A,A,0.16,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS21:A&chain=A&pka=3.10&desolvation=-3.53&D605=TYR10:A,A,0.83,BHB&D606=ARG24:A,A,-0.69,CC&D609=LYS76:A,A,-0.17,CC&D612=ASP18:A,A,0.16,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS26:A&chain=A&pka=6.68&desolvation=-0.50&D613=ASP27:A,A,0.80,SHB&D615=ARG85:A,A,-0.38,CC&D618=ASP27:A,A,0.27,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS26:A&chain=A&pka=6.68&desolvation=-0.50&D613=ASP27:A,A,0.80,SHB&D615=ARG85:A,A,-0.38,CC&D618=ASP27:A,A,0.27,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS105:A&chain=A&pka=4.03&desolvation=-2.78&D620=TYR56:A,A,0.78,BHB&D621=NANA:A,A,-0.39,CC&D624=LYS106:A,A,-0.08,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS105:A&chain=A&pka=4.03&desolvation=-2.78&D620=TYR56:A,A,0.78,BHB&D621=NANA:A,A,-0.39,CC&D624=LYS106:A,A,-0.08,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS159:A&chain=A&pka=4.08&desolvation=-2.23&D627=LYS106:A,A,-0.01,CC&D630=ARG156:A,A,-0.08,CC&D633=HIS205:A,A,-0.21,CC&D636=GLU207:A,A,0.12,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS159:A&chain=A&pka=4.08&desolvation=-2.23&D627=LYS106:A,A,-0.01,CC&D630=ARG156:A,A,-0.08,CC&D633=HIS205:A,A,-0.21,CC&D636=GLU207:A,A,0.12,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS159:A&chain=A&pka=4.08&desolvation=-2.23&D627=LYS106:A,A,-0.01,CC&D630=ARG156:A,A,-0.08,CC&D633=HIS205:A,A,-0.21,CC&D636=GLU207:A,A,0.12,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS159:A&chain=A&pka=4.08&desolvation=-2.23&D627=LYS106:A,A,-0.01,CC&D630=ARG156:A,A,-0.08,CC&D633=HIS205:A,A,-0.21,CC&D636=GLU207:A,A,0.12,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS173:A&chain=A&pka=6.50&desolvation=-0.83&D637=GLU171:A,A,0.49,SHB&D639=ASP166:A,A,0.07,CC&D642=GLU171:A,A,0.27,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS173:A&chain=A&pka=6.50&desolvation=-0.83&D637=GLU171:A,A,0.49,SHB&D639=ASP166:A,A,0.07,CC&D642=GLU171:A,A,0.27,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS205:A&chain=A&pka=6.16&desolvation=-1.16&D644=PHE158:A,A,0.00,BHB&D645=GLU207:A,A,0.20,CC&D648=ASP202:A,A,0.62,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS205:A&chain=A&pka=6.16&desolvation=-1.16&D644=PHE158:A,A,0.00,BHB&D645=GLU207:A,A,0.20,CC&D648=ASP202:A,A,0.62,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS235:A&chain=A&pka=1.71&desolvation=-3.34&D650=TYR193:A,A,0.82,BHB&D651=NANA:A,A,-0.84,CC&D654=ARG125:A,A,-0.24,CC&D657=LYS234:A,A,-1.00,CC&D660=HIS105:A,A,-0.19,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS235:A&chain=A&pka=1.71&desolvation=-3.34&D650=TYR193:A,A,0.82,BHB&D651=NANA:A,A,-0.84,CC&D654=ARG125:A,A,-0.24,CC&D657=LYS234:A,A,-1.00,CC&D660=HIS105:A,A,-0.19,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS235:A&chain=A&pka=1.71&desolvation=-3.34&D650=TYR193:A,A,0.82,BHB&D651=NANA:A,A,-0.84,CC&D654=ARG125:A,A,-0.24,CC&D657=LYS234:A,A,-1.00,CC&D660=HIS105:A,A,-0.19,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS235:A&chain=A&pka=1.71&desolvation=-3.34&D650=TYR193:A,A,0.82,BHB&D651=NANA:A,A,-0.84,CC&D654=ARG125:A,A,-0.24,CC&D657=LYS234:A,A,-1.00,CC&D660=HIS105:A,A,-0.19,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS247:A&chain=A&pka=5.88&desolvation=-0.95&D663=LYS213:A,A,-0.23,CC&D666=ASP210:A,A,0.06,CC&D669=ASP214:A,A,0.19,CC&D672=ASP243:A,A,0.01,CC&D675=GLU251:A,A,0.31,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS247:A&chain=A&pka=5.88&desolvation=-0.95&D663=LYS213:A,A,-0.23,CC&D666=ASP210:A,A,0.06,CC&D669=ASP214:A,A,0.19,CC&D672=ASP243:A,A,0.01,CC&D675=GLU251:A,A,0.31,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS247:A&chain=A&pka=5.88&desolvation=-0.95&D663=LYS213:A,A,-0.23,CC&D666=ASP210:A,A,0.06,CC&D669=ASP214:A,A,0.19,CC&D672=ASP243:A,A,0.01,CC&D675=GLU251:A,A,0.31,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS247:A&chain=A&pka=5.88&desolvation=-0.95&D663=LYS213:A,A,-0.23,CC&D666=ASP210:A,A,0.06,CC&D669=ASP214:A,A,0.19,CC&D672=ASP243:A,A,0.01,CC&D675=GLU251:A,A,0.31,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS247:A&chain=A&pka=5.88&desolvation=-0.95&D663=LYS213:A,A,-0.23,CC&D666=ASP210:A,A,0.06,CC&D669=ASP214:A,A,0.19,CC&D672=ASP243:A,A,0.01,CC&D675=GLU251:A,A,0.31,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS316:A&chain=A&pka=6.18&desolvation=-0.81&D676=GLU271:A,A,0.13,SHB&D678=GLU271:A,A,0.28,CC&D681=ASP275:A,A,0.08,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS316:A&chain=A&pka=6.18&desolvation=-0.81&D676=GLU271:A,A,0.13,SHB&D678=GLU271:A,A,0.28,CC&D681=ASP275:A,A,0.08,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS319:A&chain=A&pka=5.98&desolvation=-0.98&D683=MET281:A,A,0.60,BHB&D684=HIS316:A,A,-0.14,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS327:A&chain=A&pka=1.85&desolvation=-3.56&D687=ARG229:A,A,-1.09,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS397:A&chain=A&pka=6.85&desolvation=-0.94&D688=GLU411:A,A,0.85,SHB&D690=GLU355:A,A,0.04,CC&D693=ASP398:A,A,0.07,CC&D696=GLU411:A,A,0.34,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS397:A&chain=A&pka=6.85&desolvation=-0.94&D688=GLU411:A,A,0.85,SHB&D690=GLU355:A,A,0.04,CC&D693=ASP398:A,A,0.07,CC&D696=GLU411:A,A,0.34,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS397:A&chain=A&pka=6.85&desolvation=-0.94&D688=GLU411:A,A,0.85,SHB&D690=GLU355:A,A,0.04,CC&D693=ASP398:A,A,0.07,CC&D696=GLU411:A,A,0.34,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS402:A&chain=A&pka=5.75&desolvation=-0.73&D699=NANA:A,A,-0.11,CC&D702=ARG305:A,A,-0.10,CC&D705=LYS433:A,A,-0.22,CC&D708=ASP303:A,A,0.06,CC&D711=ASP401:A,A,0.10,CC&D714=ASP404:A,A,0.23,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS402:A&chain=A&pka=5.75&desolvation=-0.73&D699=NANA:A,A,-0.11,CC&D702=ARG305:A,A,-0.10,CC&D705=LYS433:A,A,-0.22,CC&D708=ASP303:A,A,0.06,CC&D711=ASP401:A,A,0.10,CC&D714=ASP404:A,A,0.23,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS402:A&chain=A&pka=5.75&desolvation=-0.73&D699=NANA:A,A,-0.11,CC&D702=ARG305:A,A,-0.10,CC&D705=LYS433:A,A,-0.22,CC&D708=ASP303:A,A,0.06,CC&D711=ASP401:A,A,0.10,CC&D714=ASP404:A,A,0.23,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS402:A&chain=A&pka=5.75&desolvation=-0.73&D699=NANA:A,A,-0.11,CC&D702=ARG305:A,A,-0.10,CC&D705=LYS433:A,A,-0.22,CC&D708=ASP303:A,A,0.06,CC&D711=ASP401:A,A,0.10,CC&D714=ASP404:A,A,0.23,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS402:A&chain=A&pka=5.75&desolvation=-0.73&D699=NANA:A,A,-0.11,CC&D702=ARG305:A,A,-0.10,CC&D705=LYS433:A,A,-0.22,CC&D708=ASP303:A,A,0.06,CC&D711=ASP401:A,A,0.10,CC&D714=ASP404:A,A,0.23,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=HIS402:A&chain=A&pka=5.75&desolvation=-0.73&D699=NANA:A,A,-0.11,CC&D702=ARG305:A,A,-0.10,CC&D705=LYS433:A,A,-0.22,CC&D708=ASP303:A,A,0.06,CC&D711=ASP401:A,A,0.10,CC&D714=ASP404:A,A,0.23,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR10:A&chain=A&pka=16.30&desolvation=3.19&D715=ASP28:A,A,0.57,SHB&D717=ARG24:A,A,-0.22,CC&D720=ASP27:A,A,0.06,CC&D723=TYR363:A,A,0.84,CC&D726=TYR366:A,A,0.05,CC&D729=TYR367:A,A,0.81,CC&D732=ASP28:A,A,1.00,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR10:A&chain=A&pka=16.30&desolvation=3.19&D715=ASP28:A,A,0.57,SHB&D717=ARG24:A,A,-0.22,CC&D720=ASP27:A,A,0.06,CC&D723=TYR363:A,A,0.84,CC&D726=TYR366:A,A,0.05,CC&D729=TYR367:A,A,0.81,CC&D732=ASP28:A,A,1.00,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR10:A&chain=A&pka=16.30&desolvation=3.19&D715=ASP28:A,A,0.57,SHB&D717=ARG24:A,A,-0.22,CC&D720=ASP27:A,A,0.06,CC&D723=TYR363:A,A,0.84,CC&D726=TYR366:A,A,0.05,CC&D729=TYR367:A,A,0.81,CC&D732=ASP28:A,A,1.00,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR10:A&chain=A&pka=16.30&desolvation=3.19&D715=ASP28:A,A,0.57,SHB&D717=ARG24:A,A,-0.22,CC&D720=ASP27:A,A,0.06,CC&D723=TYR363:A,A,0.84,CC&D726=TYR366:A,A,0.05,CC&D729=TYR367:A,A,0.81,CC&D732=ASP28:A,A,1.00,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR10:A&chain=A&pka=16.30&desolvation=3.19&D715=ASP28:A,A,0.57,SHB&D717=ARG24:A,A,-0.22,CC&D720=ASP27:A,A,0.06,CC&D723=TYR363:A,A,0.84,CC&D726=TYR366:A,A,0.05,CC&D729=TYR367:A,A,0.81,CC&D732=ASP28:A,A,1.00,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR10:A&chain=A&pka=16.30&desolvation=3.19&D715=ASP28:A,A,0.57,SHB&D717=ARG24:A,A,-0.22,CC&D720=ASP27:A,A,0.06,CC&D723=TYR363:A,A,0.84,CC&D726=TYR366:A,A,0.05,CC&D729=TYR367:A,A,0.81,CC&D732=ASP28:A,A,1.00,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR11:A&chain=A&pka=16.92&desolvation=4.97&D733=TRP41:A,A,-0.13,SHB&D735=ARG229:A,A,-1.27,CC&D736=TYR56:A,A,-0.85,SHB&D738=ASP231:A,A,0.34,CC&D739=ASP100:A,A,0.43,SHB&D741=GLU261:A,A,0.17,CC&D744=ASP328:A,A,0.47,CC&D747=TYR46:A,A,0.15,CC&D750=TYR77:A,A,0.78,CC&D753=ASP100:A,A,1.86,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR11:A&chain=A&pka=16.92&desolvation=4.97&D733=TRP41:A,A,-0.13,SHB&D735=ARG229:A,A,-1.27,CC&D736=TYR56:A,A,-0.85,SHB&D738=ASP231:A,A,0.34,CC&D739=ASP100:A,A,0.43,SHB&D741=GLU261:A,A,0.17,CC&D744=ASP328:A,A,0.47,CC&D747=TYR46:A,A,0.15,CC&D750=TYR77:A,A,0.78,CC&D753=ASP100:A,A,1.86,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR11:A&chain=A&pka=16.92&desolvation=4.97&D733=TRP41:A,A,-0.13,SHB&D735=ARG229:A,A,-1.27,CC&D736=TYR56:A,A,-0.85,SHB&D738=ASP231:A,A,0.34,CC&D739=ASP100:A,A,0.43,SHB&D741=GLU261:A,A,0.17,CC&D744=ASP328:A,A,0.47,CC&D747=TYR46:A,A,0.15,CC&D750=TYR77:A,A,0.78,CC&D753=ASP100:A,A,1.86,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR11:A&chain=A&pka=16.92&desolvation=4.97&D733=TRP41:A,A,-0.13,SHB&D735=ARG229:A,A,-1.27,CC&D736=TYR56:A,A,-0.85,SHB&D738=ASP231:A,A,0.34,CC&D739=ASP100:A,A,0.43,SHB&D741=GLU261:A,A,0.17,CC&D744=ASP328:A,A,0.47,CC&D747=TYR46:A,A,0.15,CC&D750=TYR77:A,A,0.78,CC&D753=ASP100:A,A,1.86,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR11:A&chain=A&pka=16.92&desolvation=4.97&D733=TRP41:A,A,-0.13,SHB&D735=ARG229:A,A,-1.27,CC&D736=TYR56:A,A,-0.85,SHB&D738=ASP231:A,A,0.34,CC&D739=ASP100:A,A,0.43,SHB&D741=GLU261:A,A,0.17,CC&D744=ASP328:A,A,0.47,CC&D747=TYR46:A,A,0.15,CC&D750=TYR77:A,A,0.78,CC&D753=ASP100:A,A,1.86,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR11:A&chain=A&pka=16.92&desolvation=4.97&D733=TRP41:A,A,-0.13,SHB&D735=ARG229:A,A,-1.27,CC&D736=TYR56:A,A,-0.85,SHB&D738=ASP231:A,A,0.34,CC&D739=ASP100:A,A,0.43,SHB&D741=GLU261:A,A,0.17,CC&D744=ASP328:A,A,0.47,CC&D747=TYR46:A,A,0.15,CC&D750=TYR77:A,A,0.78,CC&D753=ASP100:A,A,1.86,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR11:A&chain=A&pka=16.92&desolvation=4.97&D733=TRP41:A,A,-0.13,SHB&D735=ARG229:A,A,-1.27,CC&D736=TYR56:A,A,-0.85,SHB&D738=ASP231:A,A,0.34,CC&D739=ASP100:A,A,0.43,SHB&D741=GLU261:A,A,0.17,CC&D744=ASP328:A,A,0.47,CC&D747=TYR46:A,A,0.15,CC&D750=TYR77:A,A,0.78,CC&D753=ASP100:A,A,1.86,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR46:A&chain=A&pka=15.08&desolvation=4.39&D755=VAL102:A,A,-0.61,BHB&D756=ARG229:A,A,-0.17,CC&D759=ASP231:A,A,0.44,CC&D762=ASP100:A,A,1.04,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR46:A&chain=A&pka=15.08&desolvation=4.39&D755=VAL102:A,A,-0.61,BHB&D756=ARG229:A,A,-0.17,CC&D759=ASP231:A,A,0.44,CC&D762=ASP100:A,A,1.04,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR46:A&chain=A&pka=15.08&desolvation=4.39&D755=VAL102:A,A,-0.61,BHB&D756=ARG229:A,A,-0.17,CC&D759=ASP231:A,A,0.44,CC&D762=ASP100:A,A,1.04,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR56:A&chain=A&pka=21.78&desolvation=4.60&D763=ARG229:A,A,-0.00,SHB&D765=ASP53:A,A,0.01,CC&D766=TYR11:A,A,0.85,SHB&D768=ARG229:A,A,-2.03,CC&D769=ASP100:A,A,0.85,SHB&D771=TYR11:A,A,2.03,CC&D774=TYR46:A,A,0.40,CC&D777=TYR77:A,A,0.55,CC&D780=ASP100:A,A,2.03,CC&D783=ASP231:A,A,1.10,CC&D786=GLU261:A,A,0.53,CC&D789=ASP328:A,A,0.85,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR56:A&chain=A&pka=21.78&desolvation=4.60&D763=ARG229:A,A,-0.00,SHB&D765=ASP53:A,A,0.01,CC&D766=TYR11:A,A,0.85,SHB&D768=ARG229:A,A,-2.03,CC&D769=ASP100:A,A,0.85,SHB&D771=TYR11:A,A,2.03,CC&D774=TYR46:A,A,0.40,CC&D777=TYR77:A,A,0.55,CC&D780=ASP100:A,A,2.03,CC&D783=ASP231:A,A,1.10,CC&D786=GLU261:A,A,0.53,CC&D789=ASP328:A,A,0.85,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR56:A&chain=A&pka=21.78&desolvation=4.60&D763=ARG229:A,A,-0.00,SHB&D765=ASP53:A,A,0.01,CC&D766=TYR11:A,A,0.85,SHB&D768=ARG229:A,A,-2.03,CC&D769=ASP100:A,A,0.85,SHB&D771=TYR11:A,A,2.03,CC&D774=TYR46:A,A,0.40,CC&D777=TYR77:A,A,0.55,CC&D780=ASP100:A,A,2.03,CC&D783=ASP231:A,A,1.10,CC&D786=GLU261:A,A,0.53,CC&D789=ASP328:A,A,0.85,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR56:A&chain=A&pka=21.78&desolvation=4.60&D763=ARG229:A,A,-0.00,SHB&D765=ASP53:A,A,0.01,CC&D766=TYR11:A,A,0.85,SHB&D768=ARG229:A,A,-2.03,CC&D769=ASP100:A,A,0.85,SHB&D771=TYR11:A,A,2.03,CC&D774=TYR46:A,A,0.40,CC&D777=TYR77:A,A,0.55,CC&D780=ASP100:A,A,2.03,CC&D783=ASP231:A,A,1.10,CC&D786=GLU261:A,A,0.53,CC&D789=ASP328:A,A,0.85,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR56:A&chain=A&pka=21.78&desolvation=4.60&D763=ARG229:A,A,-0.00,SHB&D765=ASP53:A,A,0.01,CC&D766=TYR11:A,A,0.85,SHB&D768=ARG229:A,A,-2.03,CC&D769=ASP100:A,A,0.85,SHB&D771=TYR11:A,A,2.03,CC&D774=TYR46:A,A,0.40,CC&D777=TYR77:A,A,0.55,CC&D780=ASP100:A,A,2.03,CC&D783=ASP231:A,A,1.10,CC&D786=GLU261:A,A,0.53,CC&D789=ASP328:A,A,0.85,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR56:A&chain=A&pka=21.78&desolvation=4.60&D763=ARG229:A,A,-0.00,SHB&D765=ASP53:A,A,0.01,CC&D766=TYR11:A,A,0.85,SHB&D768=ARG229:A,A,-2.03,CC&D769=ASP100:A,A,0.85,SHB&D771=TYR11:A,A,2.03,CC&D774=TYR46:A,A,0.40,CC&D777=TYR77:A,A,0.55,CC&D780=ASP100:A,A,2.03,CC&D783=ASP231:A,A,1.10,CC&D786=GLU261:A,A,0.53,CC&D789=ASP328:A,A,0.85,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR56:A&chain=A&pka=21.78&desolvation=4.60&D763=ARG229:A,A,-0.00,SHB&D765=ASP53:A,A,0.01,CC&D766=TYR11:A,A,0.85,SHB&D768=ARG229:A,A,-2.03,CC&D769=ASP100:A,A,0.85,SHB&D771=TYR11:A,A,2.03,CC&D774=TYR46:A,A,0.40,CC&D777=TYR77:A,A,0.55,CC&D780=ASP100:A,A,2.03,CC&D783=ASP231:A,A,1.10,CC&D786=GLU261:A,A,0.53,CC&D789=ASP328:A,A,0.85,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR56:A&chain=A&pka=21.78&desolvation=4.60&D763=ARG229:A,A,-0.00,SHB&D765=ASP53:A,A,0.01,CC&D766=TYR11:A,A,0.85,SHB&D768=ARG229:A,A,-2.03,CC&D769=ASP100:A,A,0.85,SHB&D771=TYR11:A,A,2.03,CC&D774=TYR46:A,A,0.40,CC&D777=TYR77:A,A,0.55,CC&D780=ASP100:A,A,2.03,CC&D783=ASP231:A,A,1.10,CC&D786=GLU261:A,A,0.53,CC&D789=ASP328:A,A,0.85,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR56:A&chain=A&pka=21.78&desolvation=4.60&D763=ARG229:A,A,-0.00,SHB&D765=ASP53:A,A,0.01,CC&D766=TYR11:A,A,0.85,SHB&D768=ARG229:A,A,-2.03,CC&D769=ASP100:A,A,0.85,SHB&D771=TYR11:A,A,2.03,CC&D774=TYR46:A,A,0.40,CC&D777=TYR77:A,A,0.55,CC&D780=ASP100:A,A,2.03,CC&D783=ASP231:A,A,1.10,CC&D786=GLU261:A,A,0.53,CC&D789=ASP328:A,A,0.85,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR59:A&chain=A&pka=14.53&desolvation=2.80&D790=ASP110:A,A,0.85,SHB&D791=PHE143:A,A,-0.37,BHB&D792=ASP60:A,A,0.48,CC&D795=ASP63:A,A,0.09,CC&D798=ASP142:A,A,0.13,CC&D801=ARG146:A,A,-0.14,CC&D804=ARG156:A,A,-0.01,CC&D807=ASP110:A,A,0.70,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR59:A&chain=A&pka=14.53&desolvation=2.80&D790=ASP110:A,A,0.85,SHB&D791=PHE143:A,A,-0.37,BHB&D792=ASP60:A,A,0.48,CC&D795=ASP63:A,A,0.09,CC&D798=ASP142:A,A,0.13,CC&D801=ARG146:A,A,-0.14,CC&D804=ARG156:A,A,-0.01,CC&D807=ASP110:A,A,0.70,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR59:A&chain=A&pka=14.53&desolvation=2.80&D790=ASP110:A,A,0.85,SHB&D791=PHE143:A,A,-0.37,BHB&D792=ASP60:A,A,0.48,CC&D795=ASP63:A,A,0.09,CC&D798=ASP142:A,A,0.13,CC&D801=ARG146:A,A,-0.14,CC&D804=ARG156:A,A,-0.01,CC&D807=ASP110:A,A,0.70,CC
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http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR59:A&chain=A&pka=14.53&desolvation=2.80&D790=ASP110:A,A,0.85,SHB&D791=PHE143:A,A,-0.37,BHB&D792=ASP60:A,A,0.48,CC&D795=ASP63:A,A,0.09,CC&D798=ASP142:A,A,0.13,CC&D801=ARG146:A,A,-0.14,CC&D804=ARG156:A,A,-0.01,CC&D807=ASP110:A,A,0.70,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR59:A&chain=A&pka=14.53&desolvation=2.80&D790=ASP110:A,A,0.85,SHB&D791=PHE143:A,A,-0.37,BHB&D792=ASP60:A,A,0.48,CC&D795=ASP63:A,A,0.09,CC&D798=ASP142:A,A,0.13,CC&D801=ARG146:A,A,-0.14,CC&D804=ARG156:A,A,-0.01,CC&D807=ASP110:A,A,0.70,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR59:A&chain=A&pka=14.53&desolvation=2.80&D790=ASP110:A,A,0.85,SHB&D791=PHE143:A,A,-0.37,BHB&D792=ASP60:A,A,0.48,CC&D795=ASP63:A,A,0.09,CC&D798=ASP142:A,A,0.13,CC&D801=ARG146:A,A,-0.14,CC&D804=ARG156:A,A,-0.01,CC&D807=ASP110:A,A,0.70,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR62:A&chain=A&pka=14.23&desolvation=2.82&D808=SER151:A,A,-0.52,SHB&D810=ASP60:A,A,0.17,CC&D811=GLU211:A,A,0.70,SHB&D813=ARG146:A,A,-0.25,CC&D816=ASP152:A,A,0.03,CC&D819=ASP214:A,A,0.20,CC&D822=GLU211:A,A,1.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR62:A&chain=A&pka=14.23&desolvation=2.82&D808=SER151:A,A,-0.52,SHB&D810=ASP60:A,A,0.17,CC&D811=GLU211:A,A,0.70,SHB&D813=ARG146:A,A,-0.25,CC&D816=ASP152:A,A,0.03,CC&D819=ASP214:A,A,0.20,CC&D822=GLU211:A,A,1.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR62:A&chain=A&pka=14.23&desolvation=2.82&D808=SER151:A,A,-0.52,SHB&D810=ASP60:A,A,0.17,CC&D811=GLU211:A,A,0.70,SHB&D813=ARG146:A,A,-0.25,CC&D816=ASP152:A,A,0.03,CC&D819=ASP214:A,A,0.20,CC&D822=GLU211:A,A,1.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR62:A&chain=A&pka=14.23&desolvation=2.82&D808=SER151:A,A,-0.52,SHB&D810=ASP60:A,A,0.17,CC&D811=GLU211:A,A,0.70,SHB&D813=ARG146:A,A,-0.25,CC&D816=ASP152:A,A,0.03,CC&D819=ASP214:A,A,0.20,CC&D822=GLU211:A,A,1.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR62:A&chain=A&pka=14.23&desolvation=2.82&D808=SER151:A,A,-0.52,SHB&D810=ASP60:A,A,0.17,CC&D811=GLU211:A,A,0.70,SHB&D813=ARG146:A,A,-0.25,CC&D816=ASP152:A,A,0.03,CC&D819=ASP214:A,A,0.20,CC&D822=GLU211:A,A,1.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR77:A&chain=A&pka=14.45&desolvation=3.92&D825=GLU12:A,A,0.06,CC&D828=ASP53:A,A,0.30,CC&D831=ASP100:A,A,0.18,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR77:A&chain=A&pka=14.45&desolvation=3.92&D825=GLU12:A,A,0.06,CC&D828=ASP53:A,A,0.30,CC&D831=ASP100:A,A,0.18,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR77:A&chain=A&pka=14.45&desolvation=3.92&D825=GLU12:A,A,0.06,CC&D828=ASP53:A,A,0.30,CC&D831=ASP100:A,A,0.18,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR98:A&chain=A&pka=15.38&desolvation=2.97&D832=TYR358:A,A,0.85,SHB&D834=ASP226:A,A,0.20,CC&D837=TYR358:A,A,1.35,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR98:A&chain=A&pka=15.38&desolvation=2.97&D832=TYR358:A,A,0.85,SHB&D834=ASP226:A,A,0.20,CC&D837=TYR358:A,A,1.35,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR133:A&chain=A&pka=10.92&desolvation=1.19&D838=GLN119:A,A,-0.82,SHB&D840=ASP166:A,A,0.26,CC&D843=GLU171:A,A,0.23,CC&D846=TYR169:A,A,0.08,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR133:A&chain=A&pka=10.92&desolvation=1.19&D838=GLN119:A,A,-0.82,SHB&D840=ASP166:A,A,0.26,CC&D843=GLU171:A,A,0.23,CC&D846=TYR169:A,A,0.08,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR133:A&chain=A&pka=10.92&desolvation=1.19&D838=GLN119:A,A,-0.82,SHB&D840=ASP166:A,A,0.26,CC&D843=GLU171:A,A,0.23,CC&D846=TYR169:A,A,0.08,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR150:A&chain=A&pka=12.19&desolvation=1.07&D847=LYS80:A,A,-0.11,SHB&D849=ASP63:A,A,0.04,CC&D850=GLU66:A,A,0.78,SHB&D852=GLU84:A,A,0.13,CC&D855=ARG146:A,A,-0.04,CC&D858=GLU222:A,A,0.35,CC&D861=LYS80:A,A,-0.51,CC&D864=GLU66:A,A,0.49,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR150:A&chain=A&pka=12.19&desolvation=1.07&D847=LYS80:A,A,-0.11,SHB&D849=ASP63:A,A,0.04,CC&D850=GLU66:A,A,0.78,SHB&D852=GLU84:A,A,0.13,CC&D855=ARG146:A,A,-0.04,CC&D858=GLU222:A,A,0.35,CC&D861=LYS80:A,A,-0.51,CC&D864=GLU66:A,A,0.49,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR150:A&chain=A&pka=12.19&desolvation=1.07&D847=LYS80:A,A,-0.11,SHB&D849=ASP63:A,A,0.04,CC&D850=GLU66:A,A,0.78,SHB&D852=GLU84:A,A,0.13,CC&D855=ARG146:A,A,-0.04,CC&D858=GLU222:A,A,0.35,CC&D861=LYS80:A,A,-0.51,CC&D864=GLU66:A,A,0.49,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR150:A&chain=A&pka=12.19&desolvation=1.07&D847=LYS80:A,A,-0.11,SHB&D849=ASP63:A,A,0.04,CC&D850=GLU66:A,A,0.78,SHB&D852=GLU84:A,A,0.13,CC&D855=ARG146:A,A,-0.04,CC&D858=GLU222:A,A,0.35,CC&D861=LYS80:A,A,-0.51,CC&D864=GLU66:A,A,0.49,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR150:A&chain=A&pka=12.19&desolvation=1.07&D847=LYS80:A,A,-0.11,SHB&D849=ASP63:A,A,0.04,CC&D850=GLU66:A,A,0.78,SHB&D852=GLU84:A,A,0.13,CC&D855=ARG146:A,A,-0.04,CC&D858=GLU222:A,A,0.35,CC&D861=LYS80:A,A,-0.51,CC&D864=GLU66:A,A,0.49,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR150:A&chain=A&pka=12.19&desolvation=1.07&D847=LYS80:A,A,-0.11,SHB&D849=ASP63:A,A,0.04,CC&D850=GLU66:A,A,0.78,SHB&D852=GLU84:A,A,0.13,CC&D855=ARG146:A,A,-0.04,CC&D858=GLU222:A,A,0.35,CC&D861=LYS80:A,A,-0.51,CC&D864=GLU66:A,A,0.49,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR169:A&chain=A&pka=10.27&desolvation=0.23&D867=ASP136:A,A,0.05,CC&D870=ASP166:A,A,0.12,CC&D873=ARG168:A,A,-0.17,CC&D876=GLU171:A,A,0.04,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR169:A&chain=A&pka=10.27&desolvation=0.23&D867=ASP136:A,A,0.05,CC&D870=ASP166:A,A,0.12,CC&D873=ARG168:A,A,-0.17,CC&D876=GLU171:A,A,0.04,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR169:A&chain=A&pka=10.27&desolvation=0.23&D867=ASP136:A,A,0.05,CC&D870=ASP166:A,A,0.12,CC&D873=ARG168:A,A,-0.17,CC&D876=GLU171:A,A,0.04,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR169:A&chain=A&pka=10.27&desolvation=0.23&D867=ASP136:A,A,0.05,CC&D870=ASP166:A,A,0.12,CC&D873=ARG168:A,A,-0.17,CC&D876=GLU171:A,A,0.04,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR193:A&chain=A&pka=11.15&desolvation=1.07&D879=ARG125:A,A,-0.32,CC&D882=ASP187:A,A,0.11,CC&D885=GLU189:A,A,0.30,CC&D888=LYS264:A,A,-0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR193:A&chain=A&pka=11.15&desolvation=1.07&D879=ARG125:A,A,-0.32,CC&D882=ASP187:A,A,0.11,CC&D885=GLU189:A,A,0.30,CC&D888=LYS264:A,A,-0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR193:A&chain=A&pka=11.15&desolvation=1.07&D879=ARG125:A,A,-0.32,CC&D882=ASP187:A,A,0.11,CC&D885=GLU189:A,A,0.30,CC&D888=LYS264:A,A,-0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR193:A&chain=A&pka=11.15&desolvation=1.07&D879=ARG125:A,A,-0.32,CC&D882=ASP187:A,A,0.11,CC&D885=GLU189:A,A,0.30,CC&D888=LYS264:A,A,-0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR195:A&chain=A&pka=15.64&desolvation=4.33&D889=ASP164:A,A,0.53,SHB&D890=ASP164:A,A,-0.04,BHB&D891=NANA:A,A,-0.12,CC&D894=ARG125:A,A,-0.13,CC&D897=ASP164:A,A,1.06,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR195:A&chain=A&pka=15.64&desolvation=4.33&D889=ASP164:A,A,0.53,SHB&D890=ASP164:A,A,-0.04,BHB&D891=NANA:A,A,-0.12,CC&D894=ARG125:A,A,-0.13,CC&D897=ASP164:A,A,1.06,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR195:A&chain=A&pka=15.64&desolvation=4.33&D889=ASP164:A,A,0.53,SHB&D890=ASP164:A,A,-0.04,BHB&D891=NANA:A,A,-0.12,CC&D894=ARG125:A,A,-0.13,CC&D897=ASP164:A,A,1.06,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR228:A&chain=A&pka=12.85&desolvation=3.67&D898=THR220:A,A,-0.85,SHB&D900=ASP221:A,A,0.12,CC&D903=ARG249:A,A,-0.09,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR228:A&chain=A&pka=12.85&desolvation=3.67&D898=THR220:A,A,-0.85,SHB&D900=ASP221:A,A,0.12,CC&D903=ARG249:A,A,-0.09,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR240:A&chain=A&pka=14.54&desolvation=4.10&D906=ASP210:A,A,0.13,CC&D909=GLU211:A,A,0.10,CC&D912=ASP214:A,A,0.09,CC&D915=ASP243:A,A,0.13,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR240:A&chain=A&pka=14.54&desolvation=4.10&D906=ASP210:A,A,0.13,CC&D909=GLU211:A,A,0.10,CC&D912=ASP214:A,A,0.09,CC&D915=ASP243:A,A,0.13,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR240:A&chain=A&pka=14.54&desolvation=4.10&D906=ASP210:A,A,0.13,CC&D909=GLU211:A,A,0.10,CC&D912=ASP214:A,A,0.09,CC&D915=ASP243:A,A,0.13,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR240:A&chain=A&pka=14.54&desolvation=4.10&D906=ASP210:A,A,0.13,CC&D909=GLU211:A,A,0.10,CC&D912=ASP214:A,A,0.09,CC&D915=ASP243:A,A,0.13,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR262:A&chain=A&pka=14.76&desolvation=2.82&D916=ASP187:A,A,0.73,SHB&D918=ARG185:A,A,-0.07,CC&D921=GLU188:A,A,0.06,CC&D924=GLU189:A,A,0.02,CC&D927=ASP266:A,A,0.08,CC&D930=TYR273:A,A,0.27,CC&D933=ASP187:A,A,0.84,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR262:A&chain=A&pka=14.76&desolvation=2.82&D916=ASP187:A,A,0.73,SHB&D918=ARG185:A,A,-0.07,CC&D921=GLU188:A,A,0.06,CC&D924=GLU189:A,A,0.02,CC&D927=ASP266:A,A,0.08,CC&D930=TYR273:A,A,0.27,CC&D933=ASP187:A,A,0.84,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR262:A&chain=A&pka=14.76&desolvation=2.82&D916=ASP187:A,A,0.73,SHB&D918=ARG185:A,A,-0.07,CC&D921=GLU188:A,A,0.06,CC&D924=GLU189:A,A,0.02,CC&D927=ASP266:A,A,0.08,CC&D930=TYR273:A,A,0.27,CC&D933=ASP187:A,A,0.84,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR262:A&chain=A&pka=14.76&desolvation=2.82&D916=ASP187:A,A,0.73,SHB&D918=ARG185:A,A,-0.07,CC&D921=GLU188:A,A,0.06,CC&D924=GLU189:A,A,0.02,CC&D927=ASP266:A,A,0.08,CC&D930=TYR273:A,A,0.27,CC&D933=ASP187:A,A,0.84,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR262:A&chain=A&pka=14.76&desolvation=2.82&D916=ASP187:A,A,0.73,SHB&D918=ARG185:A,A,-0.07,CC&D921=GLU188:A,A,0.06,CC&D924=GLU189:A,A,0.02,CC&D927=ASP266:A,A,0.08,CC&D930=TYR273:A,A,0.27,CC&D933=ASP187:A,A,0.84,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR262:A&chain=A&pka=14.76&desolvation=2.82&D916=ASP187:A,A,0.73,SHB&D918=ARG185:A,A,-0.07,CC&D921=GLU188:A,A,0.06,CC&D924=GLU189:A,A,0.02,CC&D927=ASP266:A,A,0.08,CC&D930=TYR273:A,A,0.27,CC&D933=ASP187:A,A,0.84,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR273:A&chain=A&pka=13.18&desolvation=3.98&D934=THR241:A,A,-0.80,SHB
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR290:A&chain=A&pka=10.88&desolvation=1.84&D937=TRP263:A,A,-0.74,SHB&D939=NANA:A,A,-0.25,CC&D940=SER337:A,A,-0.27,SHB&D942=GLU189:A,A,0.01,CC&D945=GLU261:A,A,0.02,CC&D948=ASP265:A,A,0.21,CC&D951=ARG294:A,A,-0.06,CC&D954=ASP325:A,A,0.01,CC&D957=ASP328:A,A,0.05,CC&D960=TYR293:A,A,0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR290:A&chain=A&pka=10.88&desolvation=1.84&D937=TRP263:A,A,-0.74,SHB&D939=NANA:A,A,-0.25,CC&D940=SER337:A,A,-0.27,SHB&D942=GLU189:A,A,0.01,CC&D945=GLU261:A,A,0.02,CC&D948=ASP265:A,A,0.21,CC&D951=ARG294:A,A,-0.06,CC&D954=ASP325:A,A,0.01,CC&D957=ASP328:A,A,0.05,CC&D960=TYR293:A,A,0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR290:A&chain=A&pka=10.88&desolvation=1.84&D937=TRP263:A,A,-0.74,SHB&D939=NANA:A,A,-0.25,CC&D940=SER337:A,A,-0.27,SHB&D942=GLU189:A,A,0.01,CC&D945=GLU261:A,A,0.02,CC&D948=ASP265:A,A,0.21,CC&D951=ARG294:A,A,-0.06,CC&D954=ASP325:A,A,0.01,CC&D957=ASP328:A,A,0.05,CC&D960=TYR293:A,A,0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR290:A&chain=A&pka=10.88&desolvation=1.84&D937=TRP263:A,A,-0.74,SHB&D939=NANA:A,A,-0.25,CC&D940=SER337:A,A,-0.27,SHB&D942=GLU189:A,A,0.01,CC&D945=GLU261:A,A,0.02,CC&D948=ASP265:A,A,0.21,CC&D951=ARG294:A,A,-0.06,CC&D954=ASP325:A,A,0.01,CC&D957=ASP328:A,A,0.05,CC&D960=TYR293:A,A,0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR290:A&chain=A&pka=10.88&desolvation=1.84&D937=TRP263:A,A,-0.74,SHB&D939=NANA:A,A,-0.25,CC&D940=SER337:A,A,-0.27,SHB&D942=GLU189:A,A,0.01,CC&D945=GLU261:A,A,0.02,CC&D948=ASP265:A,A,0.21,CC&D951=ARG294:A,A,-0.06,CC&D954=ASP325:A,A,0.01,CC&D957=ASP328:A,A,0.05,CC&D960=TYR293:A,A,0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR290:A&chain=A&pka=10.88&desolvation=1.84&D937=TRP263:A,A,-0.74,SHB&D939=NANA:A,A,-0.25,CC&D940=SER337:A,A,-0.27,SHB&D942=GLU189:A,A,0.01,CC&D945=GLU261:A,A,0.02,CC&D948=ASP265:A,A,0.21,CC&D951=ARG294:A,A,-0.06,CC&D954=ASP325:A,A,0.01,CC&D957=ASP328:A,A,0.05,CC&D960=TYR293:A,A,0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR290:A&chain=A&pka=10.88&desolvation=1.84&D937=TRP263:A,A,-0.74,SHB&D939=NANA:A,A,-0.25,CC&D940=SER337:A,A,-0.27,SHB&D942=GLU189:A,A,0.01,CC&D945=GLU261:A,A,0.02,CC&D948=ASP265:A,A,0.21,CC&D951=ARG294:A,A,-0.06,CC&D954=ASP325:A,A,0.01,CC&D957=ASP328:A,A,0.05,CC&D960=TYR293:A,A,0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR290:A&chain=A&pka=10.88&desolvation=1.84&D937=TRP263:A,A,-0.74,SHB&D939=NANA:A,A,-0.25,CC&D940=SER337:A,A,-0.27,SHB&D942=GLU189:A,A,0.01,CC&D945=GLU261:A,A,0.02,CC&D948=ASP265:A,A,0.21,CC&D951=ARG294:A,A,-0.06,CC&D954=ASP325:A,A,0.01,CC&D957=ASP328:A,A,0.05,CC&D960=TYR293:A,A,0.07,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR293:A&chain=A&pka=10.69&desolvation=0.55&D963=NANA:A,A,-0.11,CC&D966=ASP325:A,A,0.05,CC&D969=GLU336:A,A,0.20,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR293:A&chain=A&pka=10.69&desolvation=0.55&D963=NANA:A,A,-0.11,CC&D966=ASP325:A,A,0.05,CC&D969=GLU336:A,A,0.20,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR293:A&chain=A&pka=10.69&desolvation=0.55&D963=NANA:A,A,-0.11,CC&D966=ASP325:A,A,0.05,CC&D969=GLU336:A,A,0.20,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR302:A&chain=A&pka=11.84&desolvation=2.13&D972=NANA:A,A,-0.03,CC&D975=ASP265:A,A,0.02,CC&D978=ARG294:A,A,-0.25,CC&D981=ASP303:A,A,0.07,CC&D984=ARG309:A,A,-0.09,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR302:A&chain=A&pka=11.84&desolvation=2.13&D972=NANA:A,A,-0.03,CC&D975=ASP265:A,A,0.02,CC&D978=ARG294:A,A,-0.25,CC&D981=ASP303:A,A,0.07,CC&D984=ARG309:A,A,-0.09,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR302:A&chain=A&pka=11.84&desolvation=2.13&D972=NANA:A,A,-0.03,CC&D975=ASP265:A,A,0.02,CC&D978=ARG294:A,A,-0.25,CC&D981=ASP303:A,A,0.07,CC&D984=ARG309:A,A,-0.09,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR302:A&chain=A&pka=11.84&desolvation=2.13&D972=NANA:A,A,-0.03,CC&D975=ASP265:A,A,0.02,CC&D978=ARG294:A,A,-0.25,CC&D981=ASP303:A,A,0.07,CC&D984=ARG309:A,A,-0.09,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR302:A&chain=A&pka=11.84&desolvation=2.13&D972=NANA:A,A,-0.03,CC&D975=ASP265:A,A,0.02,CC&D978=ARG294:A,A,-0.25,CC&D981=ASP303:A,A,0.07,CC&D984=ARG309:A,A,-0.09,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR348:A&chain=A&pka=16.52&desolvation=4.12&D985=ASP365:A,A,0.85,SHB&D986=PHE362:A,A,-0.81,BHB&D987=NANA:A,A,-0.22,CC&D990=ASP325:A,A,0.54,CC&D993=ASP365:A,A,2.03,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR348:A&chain=A&pka=16.52&desolvation=4.12&D985=ASP365:A,A,0.85,SHB&D986=PHE362:A,A,-0.81,BHB&D987=NANA:A,A,-0.22,CC&D990=ASP325:A,A,0.54,CC&D993=ASP365:A,A,2.03,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR348:A&chain=A&pka=16.52&desolvation=4.12&D985=ASP365:A,A,0.85,SHB&D986=PHE362:A,A,-0.81,BHB&D987=NANA:A,A,-0.22,CC&D990=ASP325:A,A,0.54,CC&D993=ASP365:A,A,2.03,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR358:A&chain=A&pka=12.07&desolvation=3.03&D994=TYR98:A,A,-0.85,SHB&D996=ASP226:A,A,0.03,CC&D999=ARG388:A,A,-0.14,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR358:A&chain=A&pka=12.07&desolvation=3.03&D994=TYR98:A,A,-0.85,SHB&D996=ASP226:A,A,0.03,CC&D999=ARG388:A,A,-0.14,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR363:A&chain=A&pka=12.14&desolvation=2.30&D1000=ARG24:A,A,-0.13,SHB&D1002=GLU12:A,A,0.19,CC&D1005=ASP18:A,A,0.08,CC&D1008=ARG24:A,A,-0.47,CC&D1011=ASP28:A,A,0.18,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR363:A&chain=A&pka=12.14&desolvation=2.30&D1000=ARG24:A,A,-0.13,SHB&D1002=GLU12:A,A,0.19,CC&D1005=ASP18:A,A,0.08,CC&D1008=ARG24:A,A,-0.47,CC&D1011=ASP28:A,A,0.18,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR363:A&chain=A&pka=12.14&desolvation=2.30&D1000=ARG24:A,A,-0.13,SHB&D1002=GLU12:A,A,0.19,CC&D1005=ASP18:A,A,0.08,CC&D1008=ARG24:A,A,-0.47,CC&D1011=ASP28:A,A,0.18,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR363:A&chain=A&pka=12.14&desolvation=2.30&D1000=ARG24:A,A,-0.13,SHB&D1002=GLU12:A,A,0.19,CC&D1005=ASP18:A,A,0.08,CC&D1008=ARG24:A,A,-0.47,CC&D1011=ASP28:A,A,0.18,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR366:A&chain=A&pka=14.01&desolvation=2.17&D1012=ASP382:A,A,0.85,SHB&D1014=ASP28:A,A,0.25,CC&D1017=ASP34:A,A,0.03,CC&D1020=ASP379:A,A,0.03,CC&D1023=ASP382:A,A,0.68,CC

TYR
TYR

TYR

TYR
TYR
TYR
TYR

TYR
TYR

391

TYR
TYR

393

TYR

TYR
TYR
TYR

TYR

TYR
TYR
TYR

436

TYR
TYR

LYS
LYS
LYS
LYS
LYS

LYS

LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS

LYS
LYS
LYS
LYS

LYS
LYS

LYS
LYS
LYS
LYS

LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS

LYS
LYS
LYsS
LYS

LYS
LYS
LYS

234

LYS
LYS

LYS
LYS
LYS
LYS
LYS

LYS
LYS
LYS
LYS

LYS
LYS
LYS
LYS

391

393
393

399
399

399

436
436

4717
477

154
154
154
154
154
154

213
213
213
213

234
234

234

264

264
264
264

344
344
344
344

377
3717
377
377

b | b e kbbbl b b b b kb

e

kbbbl | W | e e e i kbbbl

W

14.

11.

10.

11.

12.

12.

10.

10.

11.

10.

10.

61

42

80

05

.95

23

.41

.55

.65

90

90

.69

.64

39

.16

34

85

00

62

32

43

40

54

65

45

71

35

41

17

19

79

36

100

46

.08

.85

.30

.71

.45

.42

.09

.33

.26

.28

.66

.60

.96

.68

.36

.03

.87

.69

371

403

392

271

433

463

408

479

378

396

683

330

335

502

382

599

409

.00

.00

.00

.00

.00

.00

.00

.00

.00

.00

.00

.00

.00

.00

.00

.00

.00

.00

o
o
o

oo oo
o
o

o
o
o

o o
o o
o o

o o oo
o
o

cocooo
o
o

o
o
o

[eNeNoNeNeNeNa}
o
o

o o oo
]
&

o o
® O
U ©

cooooo o ooo
o o
o o

oo oo
o
o

cocoooo coooo
o o
o o

o o oo
o
o

o ooo
o
o

XXX
XXX
XXX

ASP
XXX
XXX
XXX

XXX
XXX

ASN
XXX
XXX

XXX
XXX
XXX
XXX

XXX
XXX
XXX

SER
XXX

ASP
XXX
XXX
XXX
XXX

XXX

XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX

TYR
GLU
GLU
XXX

ASP
ASP

XXX
XXX
XXX
XXX

XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX

XXX
XXX
XXX
XXX

XXX
XXX
XXX
XXX
XXX

ASP
XXX
XXX
XXX
XXX

ASP
ASP
XXX
XXX

ASP
XXX
XXX
XXX

o

o
>

coow
PR

o
badibat

o o
bl

o oo o
XXX X

o
>

475

cocooow
RO X

o
X

oo oo coocooooo o ooo
XX XX X X

DX X

oo ocoo
XXX XX

>

>

>

X P X X XX

i

MO XX

LR Ea R

XXX

o

o

o o

oo oo

ocoocoooo

oo oo ooo

o o oo

oooo

cocooooo

oo oo

cocoooo

o o oo cocoooo

oooo

XXX
XXX
XXX

XXX
XXX
XXX
XXX

XXX
XXX

ASN
XXX
XXX

TYR
XXX
XXX
XXX

ARG
XXX
XXX

PHE
XXX

XXX
XXX
XXX
XXX
XXX

XXX

XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX

XXX
XXX
XXX
XXX

XXX
XXX

XXX
XXX
XXX
XXX

XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX

XXX
XXX
XXX
XXX

XXX
XXX
XXX
XXX
XXX

XXX
XXX
XXX
XXX
XXX

XXX
XXX
XXX
XXX

XXX
XXX
XXX
XXX

o
>

oo oo

o
XX

468

coocoooo
KX XX X

o
b

o o oo oo oo ooo
PN XK XXX

o
>

o
<

o o oo cocoooo coocoooo oo oo cocoooo oooo
XXX XX XXX XX

DX X

cooo

>

MO X

XXX )X

o

>

DX X XX XXX DX X

XXX

XXX

o o

o o

o o

o o

oooo

o o oo

cooooo

oo oo

cocoocoo

ASP
ASP
ASP

ASP
TYR
TYR
ASP

ASP
c-

ARG
ARG
ARG

ASP
ASP
GLU
TYR

GLU
ARG
ASP

ASP
GLU

ASP
GLU
ARG
LYS
ASP

ASP

GLU
GLU
ASP
ARG
ASP
ARG
GLU

GLU
TYR
GLU
GLU

ASP
ASP

ASP
ARG
GLU
ASP

ASP
ASP
ASP
ARG
ASP
ARG

ASP
ASP
ASP
GLU

ARG
GLU
GLU
LYS
ASP

GLU
GLU
ASP
TYR
ASP

NA

ASP
ASP
ASP

ASP
LYsS
ASP
ASP

34
379
382

382
363
366

28

386
480

388
410
416

398
401
411
436

411
439
462

448
466

66
150

222

224
226

110
146

60

60
110
142
146
152
156

210
214
243
251

125
189

264
187

188

266
193
187

NA
341
325
365

325
344
341
365

i o

i i

i i o it i i i i i B 4 > i i o o

e


http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR366:A&chain=A&pka=14.01&desolvation=2.17&D1012=ASP382:A,A,0.85,SHB&D1014=ASP28:A,A,0.25,CC&D1017=ASP34:A,A,0.03,CC&D1020=ASP379:A,A,0.03,CC&D1023=ASP382:A,A,0.68,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR366:A&chain=A&pka=14.01&desolvation=2.17&D1012=ASP382:A,A,0.85,SHB&D1014=ASP28:A,A,0.25,CC&D1017=ASP34:A,A,0.03,CC&D1020=ASP379:A,A,0.03,CC&D1023=ASP382:A,A,0.68,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR366:A&chain=A&pka=14.01&desolvation=2.17&D1012=ASP382:A,A,0.85,SHB&D1014=ASP28:A,A,0.25,CC&D1017=ASP34:A,A,0.03,CC&D1020=ASP379:A,A,0.03,CC&D1023=ASP382:A,A,0.68,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR367:A&chain=A&pka=14.61&desolvation=2.08&D1024=ASP28:A,A,0.85,SHB&D1026=ASP382:A,A,0.13,CC&D1029=TYR363:A,A,0.31,CC&D1032=TYR366:A,A,0.46,CC&D1035=ASP28:A,A,0.77,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR367:A&chain=A&pka=14.61&desolvation=2.08&D1024=ASP28:A,A,0.85,SHB&D1026=ASP382:A,A,0.13,CC&D1029=TYR363:A,A,0.31,CC&D1032=TYR366:A,A,0.46,CC&D1035=ASP28:A,A,0.77,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR367:A&chain=A&pka=14.61&desolvation=2.08&D1024=ASP28:A,A,0.85,SHB&D1026=ASP382:A,A,0.13,CC&D1029=TYR363:A,A,0.31,CC&D1032=TYR366:A,A,0.46,CC&D1035=ASP28:A,A,0.77,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR367:A&chain=A&pka=14.61&desolvation=2.08&D1024=ASP28:A,A,0.85,SHB&D1026=ASP382:A,A,0.13,CC&D1029=TYR363:A,A,0.31,CC&D1032=TYR366:A,A,0.46,CC&D1035=ASP28:A,A,0.77,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR391:A&chain=A&pka=11.42&desolvation=0.85&D1038=ASP386:A,A,0.39,CC&D1041=CTR:A,A,0.18,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR391:A&chain=A&pka=11.42&desolvation=0.85&D1038=ASP386:A,A,0.39,CC&D1041=CTR:A,A,0.18,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR393:A&chain=A&pka=10.80&desolvation=2.30&D1042=ASN4:A,A,-0.02,SHB&D1043=ASN4:A,A,-0.81,BHB&D1044=ARG388:A,A,-0.21,CC&D1047=ARG410:A,A,-0.07,CC&D1050=ARG416:A,A,-0.39,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR393:A&chain=A&pka=10.80&desolvation=2.30&D1042=ASN4:A,A,-0.02,SHB&D1043=ASN4:A,A,-0.81,BHB&D1044=ARG388:A,A,-0.21,CC&D1047=ARG410:A,A,-0.07,CC&D1050=ARG416:A,A,-0.39,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR393:A&chain=A&pka=10.80&desolvation=2.30&D1042=ASN4:A,A,-0.02,SHB&D1043=ASN4:A,A,-0.81,BHB&D1044=ARG388:A,A,-0.21,CC&D1047=ARG410:A,A,-0.07,CC&D1050=ARG416:A,A,-0.39,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR399:A&chain=A&pka=11.05&desolvation=1.71&D1052=TYR436:A,A,-0.84,BHB&D1053=ASP398:A,A,0.03,CC&D1056=ASP401:A,A,0.08,CC&D1059=GLU411:A,A,0.02,CC&D1062=TYR436:A,A,0.04,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR399:A&chain=A&pka=11.05&desolvation=1.71&D1052=TYR436:A,A,-0.84,BHB&D1053=ASP398:A,A,0.03,CC&D1056=ASP401:A,A,0.08,CC&D1059=GLU411:A,A,0.02,CC&D1062=TYR436:A,A,0.04,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR399:A&chain=A&pka=11.05&desolvation=1.71&D1052=TYR436:A,A,-0.84,BHB&D1053=ASP398:A,A,0.03,CC&D1056=ASP401:A,A,0.08,CC&D1059=GLU411:A,A,0.02,CC&D1062=TYR436:A,A,0.04,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR399:A&chain=A&pka=11.05&desolvation=1.71&D1052=TYR436:A,A,-0.84,BHB&D1053=ASP398:A,A,0.03,CC&D1056=ASP401:A,A,0.08,CC&D1059=GLU411:A,A,0.02,CC&D1062=TYR436:A,A,0.04,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR436:A&chain=A&pka=9.95&desolvation=0.45&D1064=ARG439:A,A,-0.77,BHB&D1065=GLU411:A,A,0.30,CC&D1068=ARG439:A,A,-0.06,CC&D1071=ASP462:A,A,0.03,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR436:A&chain=A&pka=9.95&desolvation=0.45&D1064=ARG439:A,A,-0.77,BHB&D1065=GLU411:A,A,0.30,CC&D1068=ARG439:A,A,-0.06,CC&D1071=ASP462:A,A,0.03,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR436:A&chain=A&pka=9.95&desolvation=0.45&D1064=ARG439:A,A,-0.77,BHB&D1065=GLU411:A,A,0.30,CC&D1068=ARG439:A,A,-0.06,CC&D1071=ASP462:A,A,0.03,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR477:A&chain=A&pka=12.23&desolvation=2.42&D1072=SER475:A,A,-0.22,SHB&D1073=PHE468:A,A,-0.39,BHB&D1074=ASP448:A,A,0.41,CC&D1077=GLU466:A,A,0.00,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=TYR477:A&chain=A&pka=12.23&desolvation=2.42&D1072=SER475:A,A,-0.22,SHB&D1073=PHE468:A,A,-0.39,BHB&D1074=ASP448:A,A,0.41,CC&D1077=GLU466:A,A,0.00,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS47:A&chain=A&pka=9.41&desolvation=-3.09&D1078=ASP63:A,A,0.85,SHB&D1080=ASP60:A,A,0.20,CC&D1083=GLU66:A,A,0.01,CC&D1086=ARG74:A,A,-0.01,CC&D1089=LYS70:A,A,-0.02,CC&D1092=ASP63:A,A,0.96,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS47:A&chain=A&pka=9.41&desolvation=-3.09&D1078=ASP63:A,A,0.85,SHB&D1080=ASP60:A,A,0.20,CC&D1083=GLU66:A,A,0.01,CC&D1086=ARG74:A,A,-0.01,CC&D1089=LYS70:A,A,-0.02,CC&D1092=ASP63:A,A,0.96,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS47:A&chain=A&pka=9.41&desolvation=-3.09&D1078=ASP63:A,A,0.85,SHB&D1080=ASP60:A,A,0.20,CC&D1083=GLU66:A,A,0.01,CC&D1086=ARG74:A,A,-0.01,CC&D1089=LYS70:A,A,-0.02,CC&D1092=ASP63:A,A,0.96,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS47:A&chain=A&pka=9.41&desolvation=-3.09&D1078=ASP63:A,A,0.85,SHB&D1080=ASP60:A,A,0.20,CC&D1083=GLU66:A,A,0.01,CC&D1086=ARG74:A,A,-0.01,CC&D1089=LYS70:A,A,-0.02,CC&D1092=ASP63:A,A,0.96,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS47:A&chain=A&pka=9.41&desolvation=-3.09&D1078=ASP63:A,A,0.85,SHB&D1080=ASP60:A,A,0.20,CC&D1083=GLU66:A,A,0.01,CC&D1086=ARG74:A,A,-0.01,CC&D1089=LYS70:A,A,-0.02,CC&D1092=ASP63:A,A,0.96,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS70:A&chain=A&pka=9.55&desolvation=-1.33&D1095=ASP110:A,A,0.38,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS76:A&chain=A&pka=8.65&desolvation=-2.26&D1098=GLU12:A,A,0.24,CC&D1101=GLU16:A,A,0.06,CC&D1104=ASP18:A,A,0.04,CC&D1107=ARG24:A,A,-0.02,CC&D1110=ASP53:A,A,0.08,CC&D1113=ARG74:A,A,-0.01,CC&D1116=GLU333:A,A,0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS76:A&chain=A&pka=8.65&desolvation=-2.26&D1098=GLU12:A,A,0.24,CC&D1101=GLU16:A,A,0.06,CC&D1104=ASP18:A,A,0.04,CC&D1107=ARG24:A,A,-0.02,CC&D1110=ASP53:A,A,0.08,CC&D1113=ARG74:A,A,-0.01,CC&D1116=GLU333:A,A,0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS76:A&chain=A&pka=8.65&desolvation=-2.26&D1098=GLU12:A,A,0.24,CC&D1101=GLU16:A,A,0.06,CC&D1104=ASP18:A,A,0.04,CC&D1107=ARG24:A,A,-0.02,CC&D1110=ASP53:A,A,0.08,CC&D1113=ARG74:A,A,-0.01,CC&D1116=GLU333:A,A,0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS76:A&chain=A&pka=8.65&desolvation=-2.26&D1098=GLU12:A,A,0.24,CC&D1101=GLU16:A,A,0.06,CC&D1104=ASP18:A,A,0.04,CC&D1107=ARG24:A,A,-0.02,CC&D1110=ASP53:A,A,0.08,CC&D1113=ARG74:A,A,-0.01,CC&D1116=GLU333:A,A,0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS76:A&chain=A&pka=8.65&desolvation=-2.26&D1098=GLU12:A,A,0.24,CC&D1101=GLU16:A,A,0.06,CC&D1104=ASP18:A,A,0.04,CC&D1107=ARG24:A,A,-0.02,CC&D1110=ASP53:A,A,0.08,CC&D1113=ARG74:A,A,-0.01,CC&D1116=GLU333:A,A,0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS76:A&chain=A&pka=8.65&desolvation=-2.26&D1098=GLU12:A,A,0.24,CC&D1101=GLU16:A,A,0.06,CC&D1104=ASP18:A,A,0.04,CC&D1107=ARG24:A,A,-0.02,CC&D1110=ASP53:A,A,0.08,CC&D1113=ARG74:A,A,-0.01,CC&D1116=GLU333:A,A,0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS76:A&chain=A&pka=8.65&desolvation=-2.26&D1098=GLU12:A,A,0.24,CC&D1101=GLU16:A,A,0.06,CC&D1104=ASP18:A,A,0.04,CC&D1107=ARG24:A,A,-0.02,CC&D1110=ASP53:A,A,0.08,CC&D1113=ARG74:A,A,-0.01,CC&D1116=GLU333:A,A,0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS80:A&chain=A&pka=12.90&desolvation=-1.28&D1117=TYR150:A,A,0.11,SHB&D1119=GLU66:A,A,0.46,CC&D1120=GLU84:A,A,0.73,SHB&D1122=TYR150:A,A,0.51,CC&D1123=GLU222:A,A,0.85,SHB&D1125=GLU84:A,A,0.51,CC&D1128=GLU222:A,A,0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS80:A&chain=A&pka=12.90&desolvation=-1.28&D1117=TYR150:A,A,0.11,SHB&D1119=GLU66:A,A,0.46,CC&D1120=GLU84:A,A,0.73,SHB&D1122=TYR150:A,A,0.51,CC&D1123=GLU222:A,A,0.85,SHB&D1125=GLU84:A,A,0.51,CC&D1128=GLU222:A,A,0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS80:A&chain=A&pka=12.90&desolvation=-1.28&D1117=TYR150:A,A,0.11,SHB&D1119=GLU66:A,A,0.46,CC&D1120=GLU84:A,A,0.73,SHB&D1122=TYR150:A,A,0.51,CC&D1123=GLU222:A,A,0.85,SHB&D1125=GLU84:A,A,0.51,CC&D1128=GLU222:A,A,0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS80:A&chain=A&pka=12.90&desolvation=-1.28&D1117=TYR150:A,A,0.11,SHB&D1119=GLU66:A,A,0.46,CC&D1120=GLU84:A,A,0.73,SHB&D1122=TYR150:A,A,0.51,CC&D1123=GLU222:A,A,0.85,SHB&D1125=GLU84:A,A,0.51,CC&D1128=GLU222:A,A,0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS91:A&chain=A&pka=10.90&desolvation=-1.66&D1129=ASP224:A,A,0.09,SHB&D1131=ASP224:A,A,0.51,CC&D1132=ASP226:A,A,0.85,SHB&D1134=ASP226:A,A,0.61,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS91:A&chain=A&pka=10.90&desolvation=-1.66&D1129=ASP224:A,A,0.09,SHB&D1131=ASP224:A,A,0.51,CC&D1132=ASP226:A,A,0.85,SHB&D1134=ASP226:A,A,0.61,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS106:A&chain=A&pka=7.69&desolvation=-3.60&D1137=ASP110:A,A,0.04,CC&D1140=ARG146:A,A,-0.27,CC&D1143=GLU211:A,A,0.25,CC&D1146=ASP60:A,A,0.76,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS106:A&chain=A&pka=7.69&desolvation=-3.60&D1137=ASP110:A,A,0.04,CC&D1140=ARG146:A,A,-0.27,CC&D1143=GLU211:A,A,0.25,CC&D1146=ASP60:A,A,0.76,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS106:A&chain=A&pka=7.69&desolvation=-3.60&D1137=ASP110:A,A,0.04,CC&D1140=ARG146:A,A,-0.27,CC&D1143=GLU211:A,A,0.25,CC&D1146=ASP60:A,A,0.76,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS106:A&chain=A&pka=7.69&desolvation=-3.60&D1137=ASP110:A,A,0.04,CC&D1140=ARG146:A,A,-0.27,CC&D1143=GLU211:A,A,0.25,CC&D1146=ASP60:A,A,0.76,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS154:A&chain=A&pka=9.64&desolvation=-0.96&D1149=ASP60:A,A,0.11,CC&D1152=ASP110:A,A,0.04,CC&D1155=ASP142:A,A,0.18,CC&D1158=ARG146:A,A,-0.25,CC&D1161=ASP152:A,A,0.10,CC&D1164=ARG156:A,A,-0.09,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS154:A&chain=A&pka=9.64&desolvation=-0.96&D1149=ASP60:A,A,0.11,CC&D1152=ASP110:A,A,0.04,CC&D1155=ASP142:A,A,0.18,CC&D1158=ARG146:A,A,-0.25,CC&D1161=ASP152:A,A,0.10,CC&D1164=ARG156:A,A,-0.09,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS154:A&chain=A&pka=9.64&desolvation=-0.96&D1149=ASP60:A,A,0.11,CC&D1152=ASP110:A,A,0.04,CC&D1155=ASP142:A,A,0.18,CC&D1158=ARG146:A,A,-0.25,CC&D1161=ASP152:A,A,0.10,CC&D1164=ARG156:A,A,-0.09,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS154:A&chain=A&pka=9.64&desolvation=-0.96&D1149=ASP60:A,A,0.11,CC&D1152=ASP110:A,A,0.04,CC&D1155=ASP142:A,A,0.18,CC&D1158=ARG146:A,A,-0.25,CC&D1161=ASP152:A,A,0.10,CC&D1164=ARG156:A,A,-0.09,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS154:A&chain=A&pka=9.64&desolvation=-0.96&D1149=ASP60:A,A,0.11,CC&D1152=ASP110:A,A,0.04,CC&D1155=ASP142:A,A,0.18,CC&D1158=ARG146:A,A,-0.25,CC&D1161=ASP152:A,A,0.10,CC&D1164=ARG156:A,A,-0.09,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS154:A&chain=A&pka=9.64&desolvation=-0.96&D1149=ASP60:A,A,0.11,CC&D1152=ASP110:A,A,0.04,CC&D1155=ASP142:A,A,0.18,CC&D1158=ARG146:A,A,-0.25,CC&D1161=ASP152:A,A,0.10,CC&D1164=ARG156:A,A,-0.09,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS213:A&chain=A&pka=10.39&desolvation=-0.68&D1167=ASP210:A,A,0.21,CC&D1170=ASP214:A,A,0.06,CC&D1173=ASP243:A,A,0.30,CC&D1176=GLU251:A,A,0.00,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS213:A&chain=A&pka=10.39&desolvation=-0.68&D1167=ASP210:A,A,0.21,CC&D1170=ASP214:A,A,0.06,CC&D1173=ASP243:A,A,0.30,CC&D1176=GLU251:A,A,0.00,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS213:A&chain=A&pka=10.39&desolvation=-0.68&D1167=ASP210:A,A,0.21,CC&D1170=ASP214:A,A,0.06,CC&D1173=ASP243:A,A,0.30,CC&D1176=GLU251:A,A,0.00,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS213:A&chain=A&pka=10.39&desolvation=-0.68&D1167=ASP210:A,A,0.21,CC&D1170=ASP214:A,A,0.06,CC&D1173=ASP243:A,A,0.30,CC&D1176=GLU251:A,A,0.00,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS234:A&chain=A&pka=9.16&desolvation=-2.36&D1179=ARG125:A,A,-0.01,CC&D1182=GLU189:A,A,0.41,CC&D1185=GLU261:A,A,0.31,CC&D1188=LYS264:A,A,-0.29,CC&D1191=ASP187:A,A,0.60,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS234:A&chain=A&pka=9.16&desolvation=-2.36&D1179=ARG125:A,A,-0.01,CC&D1182=GLU189:A,A,0.41,CC&D1185=GLU261:A,A,0.31,CC&D1188=LYS264:A,A,-0.29,CC&D1191=ASP187:A,A,0.60,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS234:A&chain=A&pka=9.16&desolvation=-2.36&D1179=ARG125:A,A,-0.01,CC&D1182=GLU189:A,A,0.41,CC&D1185=GLU261:A,A,0.31,CC&D1188=LYS264:A,A,-0.29,CC&D1191=ASP187:A,A,0.60,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS234:A&chain=A&pka=9.16&desolvation=-2.36&D1179=ARG125:A,A,-0.01,CC&D1182=GLU189:A,A,0.41,CC&D1185=GLU261:A,A,0.31,CC&D1188=LYS264:A,A,-0.29,CC&D1191=ASP187:A,A,0.60,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS234:A&chain=A&pka=9.16&desolvation=-2.36&D1179=ARG125:A,A,-0.01,CC&D1182=GLU189:A,A,0.41,CC&D1185=GLU261:A,A,0.31,CC&D1188=LYS264:A,A,-0.29,CC&D1191=ASP187:A,A,0.60,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS264:A&chain=A&pka=11.34&desolvation=-1.03&D1192=ASP187:A,A,0.68,SHB&D1194=GLU188:A,A,0.07,CC&D1197=GLU189:A,A,0.24,CC&D1200=ASP266:A,A,0.23,CC&D1203=TYR193:A,A,0.02,CC&D1206=ASP187:A,A,0.62,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS264:A&chain=A&pka=11.34&desolvation=-1.03&D1192=ASP187:A,A,0.68,SHB&D1194=GLU188:A,A,0.07,CC&D1197=GLU189:A,A,0.24,CC&D1200=ASP266:A,A,0.23,CC&D1203=TYR193:A,A,0.02,CC&D1206=ASP187:A,A,0.62,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS264:A&chain=A&pka=11.34&desolvation=-1.03&D1192=ASP187:A,A,0.68,SHB&D1194=GLU188:A,A,0.07,CC&D1197=GLU189:A,A,0.24,CC&D1200=ASP266:A,A,0.23,CC&D1203=TYR193:A,A,0.02,CC&D1206=ASP187:A,A,0.62,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS264:A&chain=A&pka=11.34&desolvation=-1.03&D1192=ASP187:A,A,0.68,SHB&D1194=GLU188:A,A,0.07,CC&D1197=GLU189:A,A,0.24,CC&D1200=ASP266:A,A,0.23,CC&D1203=TYR193:A,A,0.02,CC&D1206=ASP187:A,A,0.62,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS264:A&chain=A&pka=11.34&desolvation=-1.03&D1192=ASP187:A,A,0.68,SHB&D1194=GLU188:A,A,0.07,CC&D1197=GLU189:A,A,0.24,CC&D1200=ASP266:A,A,0.23,CC&D1203=TYR193:A,A,0.02,CC&D1206=ASP187:A,A,0.62,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS344:A&chain=A&pka=10.85&desolvation=-4.87&D1207=ASP325:A,A,0.84,SHB&D1209=NANA:A,A,-0.81,CC&D1210=ASP365:A,A,0.85,SHB&D1212=ASP341:A,A,0.28,CC&D1215=ASP325:A,A,2.03,CC&D1218=ASP365:A,A,2.03,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS344:A&chain=A&pka=10.85&desolvation=-4.87&D1207=ASP325:A,A,0.84,SHB&D1209=NANA:A,A,-0.81,CC&D1210=ASP365:A,A,0.85,SHB&D1212=ASP341:A,A,0.28,CC&D1215=ASP325:A,A,2.03,CC&D1218=ASP365:A,A,2.03,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS344:A&chain=A&pka=10.85&desolvation=-4.87&D1207=ASP325:A,A,0.84,SHB&D1209=NANA:A,A,-0.81,CC&D1210=ASP365:A,A,0.85,SHB&D1212=ASP341:A,A,0.28,CC&D1215=ASP325:A,A,2.03,CC&D1218=ASP365:A,A,2.03,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS344:A&chain=A&pka=10.85&desolvation=-4.87&D1207=ASP325:A,A,0.84,SHB&D1209=NANA:A,A,-0.81,CC&D1210=ASP365:A,A,0.85,SHB&D1212=ASP341:A,A,0.28,CC&D1215=ASP325:A,A,2.03,CC&D1218=ASP365:A,A,2.03,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS377:A&chain=A&pka=10.00&desolvation=-1.69&D1219=ASP341:A,A,0.58,SHB&D1221=ASP325:A,A,0.01,CC&D1224=LYS344:A,A,-0.45,CC&D1227=ASP341:A,A,0.55,CC&D1230=ASP365:A,A,0.50,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS377:A&chain=A&pka=10.00&desolvation=-1.69&D1219=ASP341:A,A,0.58,SHB&D1221=ASP325:A,A,0.01,CC&D1224=LYS344:A,A,-0.45,CC&D1227=ASP341:A,A,0.55,CC&D1230=ASP365:A,A,0.50,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS377:A&chain=A&pka=10.00&desolvation=-1.69&D1219=ASP341:A,A,0.58,SHB&D1221=ASP325:A,A,0.01,CC&D1224=LYS344:A,A,-0.45,CC&D1227=ASP341:A,A,0.55,CC&D1230=ASP365:A,A,0.50,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS377:A&chain=A&pka=10.00&desolvation=-1.69&D1219=ASP341:A,A,0.58,SHB&D1221=ASP325:A,A,0.01,CC&D1224=LYS344:A,A,-0.45,CC&D1227=ASP341:A,A,0.55,CC&D1230=ASP365:A,A,0.50,CC
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http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS378:A&chain=A&pka=11.51&desolvation=-0.61&D1231=ASP382:A,A,0.84,SHB&D1233=ASP28:A,A,0.14,CC&D1236=ASP34:A,A,0.04,CC&D1239=ASP379:A,A,0.10,CC&D1242=ASP382:A,A,0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS378:A&chain=A&pka=11.51&desolvation=-0.61&D1231=ASP382:A,A,0.84,SHB&D1233=ASP28:A,A,0.14,CC&D1236=ASP34:A,A,0.04,CC&D1239=ASP379:A,A,0.10,CC&D1242=ASP382:A,A,0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS378:A&chain=A&pka=11.51&desolvation=-0.61&D1231=ASP382:A,A,0.84,SHB&D1233=ASP28:A,A,0.14,CC&D1236=ASP34:A,A,0.04,CC&D1239=ASP379:A,A,0.10,CC&D1242=ASP382:A,A,0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS378:A&chain=A&pka=11.51&desolvation=-0.61&D1231=ASP382:A,A,0.84,SHB&D1233=ASP28:A,A,0.14,CC&D1236=ASP34:A,A,0.04,CC&D1239=ASP379:A,A,0.10,CC&D1242=ASP382:A,A,0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS433:A&chain=A&pka=9.93&desolvation=-1.99&D1243=ASP401:A,A,0.85,SHB&D1245=ARG305:A,A,-0.00,CC&D1248=ASP401:A,A,0.57,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=LYS433:A&chain=A&pka=9.93&desolvation=-1.99&D1243=ASP401:A,A,0.85,SHB&D1245=ARG305:A,A,-0.00,CC&D1248=ASP401:A,A,0.57,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG24:A&chain=A&pka=13.50&desolvation=-1.37&D1249=TYR363:A,A,0.13,SHB&D1251=TYR10:A,A,0.22,CC&D1252=ASP18:A,A,1.01,SHB&D1254=GLU16:A,A,0.03,CC&D1257=ASP27:A,A,0.01,CC&D1260=TYR363:A,A,0.47,CC&D1263=ASP18:A,A,0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG24:A&chain=A&pka=13.50&desolvation=-1.37&D1249=TYR363:A,A,0.13,SHB&D1251=TYR10:A,A,0.22,CC&D1252=ASP18:A,A,1.01,SHB&D1254=GLU16:A,A,0.03,CC&D1257=ASP27:A,A,0.01,CC&D1260=TYR363:A,A,0.47,CC&D1263=ASP18:A,A,0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG24:A&chain=A&pka=13.50&desolvation=-1.37&D1249=TYR363:A,A,0.13,SHB&D1251=TYR10:A,A,0.22,CC&D1252=ASP18:A,A,1.01,SHB&D1254=GLU16:A,A,0.03,CC&D1257=ASP27:A,A,0.01,CC&D1260=TYR363:A,A,0.47,CC&D1263=ASP18:A,A,0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG24:A&chain=A&pka=13.50&desolvation=-1.37&D1249=TYR363:A,A,0.13,SHB&D1251=TYR10:A,A,0.22,CC&D1252=ASP18:A,A,1.01,SHB&D1254=GLU16:A,A,0.03,CC&D1257=ASP27:A,A,0.01,CC&D1260=TYR363:A,A,0.47,CC&D1263=ASP18:A,A,0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG24:A&chain=A&pka=13.50&desolvation=-1.37&D1249=TYR363:A,A,0.13,SHB&D1251=TYR10:A,A,0.22,CC&D1252=ASP18:A,A,1.01,SHB&D1254=GLU16:A,A,0.03,CC&D1257=ASP27:A,A,0.01,CC&D1260=TYR363:A,A,0.47,CC&D1263=ASP18:A,A,0.51,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG74:A&chain=A&pka=11.66&desolvation=-0.95&D1266=ASP18:A,A,0.11,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG85:A&chain=A&pka=12.32&desolvation=-0.37&D1269=ASP27:A,A,0.19,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG125:A&chain=A&pka=10.82&desolvation=-2.17&D1272=NANA:A,A,-0.15,CC&D1275=GLU189:A,A,0.04,CC&D1278=TYR193:A,A,0.32,CC&D1281=ASP194:A,A,0.16,CC&D1284=TYR195:A,A,0.13,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG125:A&chain=A&pka=10.82&desolvation=-2.17&D1272=NANA:A,A,-0.15,CC&D1275=GLU189:A,A,0.04,CC&D1278=TYR193:A,A,0.32,CC&D1281=ASP194:A,A,0.16,CC&D1284=TYR195:A,A,0.13,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG125:A&chain=A&pka=10.82&desolvation=-2.17&D1272=NANA:A,A,-0.15,CC&D1275=GLU189:A,A,0.04,CC&D1278=TYR193:A,A,0.32,CC&D1281=ASP194:A,A,0.16,CC&D1284=TYR195:A,A,0.13,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG125:A&chain=A&pka=10.82&desolvation=-2.17&D1272=NANA:A,A,-0.15,CC&D1275=GLU189:A,A,0.04,CC&D1278=TYR193:A,A,0.32,CC&D1281=ASP194:A,A,0.16,CC&D1284=TYR195:A,A,0.13,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG125:A&chain=A&pka=10.82&desolvation=-2.17&D1272=NANA:A,A,-0.15,CC&D1275=GLU189:A,A,0.04,CC&D1278=TYR193:A,A,0.32,CC&D1281=ASP194:A,A,0.16,CC&D1284=TYR195:A,A,0.13,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG146:A&chain=A&pka=13.21&desolvation=-2.62&D1285=ASP60:A,A,1.33,SHB&D1287=TYR59:A,A,0.14,CC&D1290=TYR62:A,A,0.25,CC&D1293=ASP63:A,A,0.17,CC&D1296=GLU66:A,A,0.02,CC&D1299=TYR150:A,A,0.04,CC&D1302=ASP152:A,A,0.02,CC&D1305=GLU211:A,A,0.14,CC&D1308=ASP60:A,A,1.21,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG146:A&chain=A&pka=13.21&desolvation=-2.62&D1285=ASP60:A,A,1.33,SHB&D1287=TYR59:A,A,0.14,CC&D1290=TYR62:A,A,0.25,CC&D1293=ASP63:A,A,0.17,CC&D1296=GLU66:A,A,0.02,CC&D1299=TYR150:A,A,0.04,CC&D1302=ASP152:A,A,0.02,CC&D1305=GLU211:A,A,0.14,CC&D1308=ASP60:A,A,1.21,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG146:A&chain=A&pka=13.21&desolvation=-2.62&D1285=ASP60:A,A,1.33,SHB&D1287=TYR59:A,A,0.14,CC&D1290=TYR62:A,A,0.25,CC&D1293=ASP63:A,A,0.17,CC&D1296=GLU66:A,A,0.02,CC&D1299=TYR150:A,A,0.04,CC&D1302=ASP152:A,A,0.02,CC&D1305=GLU211:A,A,0.14,CC&D1308=ASP60:A,A,1.21,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG146:A&chain=A&pka=13.21&desolvation=-2.62&D1285=ASP60:A,A,1.33,SHB&D1287=TYR59:A,A,0.14,CC&D1290=TYR62:A,A,0.25,CC&D1293=ASP63:A,A,0.17,CC&D1296=GLU66:A,A,0.02,CC&D1299=TYR150:A,A,0.04,CC&D1302=ASP152:A,A,0.02,CC&D1305=GLU211:A,A,0.14,CC&D1308=ASP60:A,A,1.21,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG146:A&chain=A&pka=13.21&desolvation=-2.62&D1285=ASP60:A,A,1.33,SHB&D1287=TYR59:A,A,0.14,CC&D1290=TYR62:A,A,0.25,CC&D1293=ASP63:A,A,0.17,CC&D1296=GLU66:A,A,0.02,CC&D1299=TYR150:A,A,0.04,CC&D1302=ASP152:A,A,0.02,CC&D1305=GLU211:A,A,0.14,CC&D1308=ASP60:A,A,1.21,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG146:A&chain=A&pka=13.21&desolvation=-2.62&D1285=ASP60:A,A,1.33,SHB&D1287=TYR59:A,A,0.14,CC&D1290=TYR62:A,A,0.25,CC&D1293=ASP63:A,A,0.17,CC&D1296=GLU66:A,A,0.02,CC&D1299=TYR150:A,A,0.04,CC&D1302=ASP152:A,A,0.02,CC&D1305=GLU211:A,A,0.14,CC&D1308=ASP60:A,A,1.21,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG146:A&chain=A&pka=13.21&desolvation=-2.62&D1285=ASP60:A,A,1.33,SHB&D1287=TYR59:A,A,0.14,CC&D1290=TYR62:A,A,0.25,CC&D1293=ASP63:A,A,0.17,CC&D1296=GLU66:A,A,0.02,CC&D1299=TYR150:A,A,0.04,CC&D1302=ASP152:A,A,0.02,CC&D1305=GLU211:A,A,0.14,CC&D1308=ASP60:A,A,1.21,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG146:A&chain=A&pka=13.21&desolvation=-2.62&D1285=ASP60:A,A,1.33,SHB&D1287=TYR59:A,A,0.14,CC&D1290=TYR62:A,A,0.25,CC&D1293=ASP63:A,A,0.17,CC&D1296=GLU66:A,A,0.02,CC&D1299=TYR150:A,A,0.04,CC&D1302=ASP152:A,A,0.02,CC&D1305=GLU211:A,A,0.14,CC&D1308=ASP60:A,A,1.21,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG156:A&chain=A&pka=13.00&desolvation=-0.90&D1309=ASP142:A,A,0.63,SHB&D1311=TYR59:A,A,0.01,CC&D1314=ASP110:A,A,0.05,CC&D1317=GLU113:A,A,0.26,CC&D1320=ASP142:A,A,0.44,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG156:A&chain=A&pka=13.00&desolvation=-0.90&D1309=ASP142:A,A,0.63,SHB&D1311=TYR59:A,A,0.01,CC&D1314=ASP110:A,A,0.05,CC&D1317=GLU113:A,A,0.26,CC&D1320=ASP142:A,A,0.44,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG156:A&chain=A&pka=13.00&desolvation=-0.90&D1309=ASP142:A,A,0.63,SHB&D1311=TYR59:A,A,0.01,CC&D1314=ASP110:A,A,0.05,CC&D1317=GLU113:A,A,0.26,CC&D1320=ASP142:A,A,0.44,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG156:A&chain=A&pka=13.00&desolvation=-0.90&D1309=ASP142:A,A,0.63,SHB&D1311=TYR59:A,A,0.01,CC&D1314=ASP110:A,A,0.05,CC&D1317=GLU113:A,A,0.26,CC&D1320=ASP142:A,A,0.44,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG168:A&chain=A&pka=14.15&desolvation=-0.41&D1321=ASP136:A,A,1.40,SHB&D1323=ASP166:A,A,0.11,CC&D1326=TYR169:A,A,0.17,CC&D1329=ASP136:A,A,0.38,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG168:A&chain=A&pka=14.15&desolvation=-0.41&D1321=ASP136:A,A,1.40,SHB&D1323=ASP166:A,A,0.11,CC&D1326=TYR169:A,A,0.17,CC&D1329=ASP136:A,A,0.38,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG168:A&chain=A&pka=14.15&desolvation=-0.41&D1321=ASP136:A,A,1.40,SHB&D1323=ASP166:A,A,0.11,CC&D1326=TYR169:A,A,0.17,CC&D1329=ASP136:A,A,0.38,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG176:A&chain=A&pka=12.12&desolvation=-1.09&D1330=ASP128:A,A,0.24,SHB&D1332=ASP128:A,A,0.47,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG185:A&chain=A&pka=12.50&desolvation=-0.52&D1333=GLU188:A,A,0.00,SHB&D1335=ASP187:A,A,0.01,CC&D1338=GLU188:A,A,0.31,CC&D1341=TYR262:A,A,0.07,CC&D1344=GLU276:A,A,0.12,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG185:A&chain=A&pka=12.50&desolvation=-0.52&D1333=GLU188:A,A,0.00,SHB&D1335=ASP187:A,A,0.01,CC&D1338=GLU188:A,A,0.31,CC&D1341=TYR262:A,A,0.07,CC&D1344=GLU276:A,A,0.12,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG185:A&chain=A&pka=12.50&desolvation=-0.52&D1333=GLU188:A,A,0.00,SHB&D1335=ASP187:A,A,0.01,CC&D1338=GLU188:A,A,0.31,CC&D1341=TYR262:A,A,0.07,CC&D1344=GLU276:A,A,0.12,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG185:A&chain=A&pka=12.50&desolvation=-0.52&D1333=GLU188:A,A,0.00,SHB&D1335=ASP187:A,A,0.01,CC&D1338=GLU188:A,A,0.31,CC&D1341=TYR262:A,A,0.07,CC&D1344=GLU276:A,A,0.12,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG229:A&chain=A&pka=19.04&desolvation=-3.81&D1345=TYR56:A,A,0.00,SHB&D1347=TYR11:A,A,1.27,CC&D1348=ASP100:A,A,0.52,SHB&D1350=TYR46:A,A,0.17,CC&D1351=ASP231:A,A,0.51,SHB&D1353=TYR56:A,A,2.03,CC&D1356=ASP100:A,A,2.03,CC&D1359=ASP231:A,A,1.42,CC&D1362=GLU261:A,A,1.64,CC&D1365=ASP328:A,A,0.73,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG229:A&chain=A&pka=19.04&desolvation=-3.81&D1345=TYR56:A,A,0.00,SHB&D1347=TYR11:A,A,1.27,CC&D1348=ASP100:A,A,0.52,SHB&D1350=TYR46:A,A,0.17,CC&D1351=ASP231:A,A,0.51,SHB&D1353=TYR56:A,A,2.03,CC&D1356=ASP100:A,A,2.03,CC&D1359=ASP231:A,A,1.42,CC&D1362=GLU261:A,A,1.64,CC&D1365=ASP328:A,A,0.73,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG229:A&chain=A&pka=19.04&desolvation=-3.81&D1345=TYR56:A,A,0.00,SHB&D1347=TYR11:A,A,1.27,CC&D1348=ASP100:A,A,0.52,SHB&D1350=TYR46:A,A,0.17,CC&D1351=ASP231:A,A,0.51,SHB&D1353=TYR56:A,A,2.03,CC&D1356=ASP100:A,A,2.03,CC&D1359=ASP231:A,A,1.42,CC&D1362=GLU261:A,A,1.64,CC&D1365=ASP328:A,A,0.73,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG229:A&chain=A&pka=19.04&desolvation=-3.81&D1345=TYR56:A,A,0.00,SHB&D1347=TYR11:A,A,1.27,CC&D1348=ASP100:A,A,0.52,SHB&D1350=TYR46:A,A,0.17,CC&D1351=ASP231:A,A,0.51,SHB&D1353=TYR56:A,A,2.03,CC&D1356=ASP100:A,A,2.03,CC&D1359=ASP231:A,A,1.42,CC&D1362=GLU261:A,A,1.64,CC&D1365=ASP328:A,A,0.73,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG229:A&chain=A&pka=19.04&desolvation=-3.81&D1345=TYR56:A,A,0.00,SHB&D1347=TYR11:A,A,1.27,CC&D1348=ASP100:A,A,0.52,SHB&D1350=TYR46:A,A,0.17,CC&D1351=ASP231:A,A,0.51,SHB&D1353=TYR56:A,A,2.03,CC&D1356=ASP100:A,A,2.03,CC&D1359=ASP231:A,A,1.42,CC&D1362=GLU261:A,A,1.64,CC&D1365=ASP328:A,A,0.73,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG229:A&chain=A&pka=19.04&desolvation=-3.81&D1345=TYR56:A,A,0.00,SHB&D1347=TYR11:A,A,1.27,CC&D1348=ASP100:A,A,0.52,SHB&D1350=TYR46:A,A,0.17,CC&D1351=ASP231:A,A,0.51,SHB&D1353=TYR56:A,A,2.03,CC&D1356=ASP100:A,A,2.03,CC&D1359=ASP231:A,A,1.42,CC&D1362=GLU261:A,A,1.64,CC&D1365=ASP328:A,A,0.73,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG229:A&chain=A&pka=19.04&desolvation=-3.81&D1345=TYR56:A,A,0.00,SHB&D1347=TYR11:A,A,1.27,CC&D1348=ASP100:A,A,0.52,SHB&D1350=TYR46:A,A,0.17,CC&D1351=ASP231:A,A,0.51,SHB&D1353=TYR56:A,A,2.03,CC&D1356=ASP100:A,A,2.03,CC&D1359=ASP231:A,A,1.42,CC&D1362=GLU261:A,A,1.64,CC&D1365=ASP328:A,A,0.73,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG246:A&chain=A&pka=14.25&desolvation=-0.32&D1366=GLU280:A,A,1.56,SHB&D1368=ASP243:A,A,0.10,CC&D1371=GLU280:A,A,0.40,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG246:A&chain=A&pka=14.25&desolvation=-0.32&D1366=GLU280:A,A,1.56,SHB&D1368=ASP243:A,A,0.10,CC&D1371=GLU280:A,A,0.40,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG249:A&chain=A&pka=11.41&desolvation=-1.36&D1374=TYR228:A,A,0.09,CC&D1377=ASP255:A,A,0.03,CC&D1380=GLU280:A,A,0.17,CC&D1383=ARG246:A,A,-0.01,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG249:A&chain=A&pka=11.41&desolvation=-1.36&D1374=TYR228:A,A,0.09,CC&D1377=ASP255:A,A,0.03,CC&D1380=GLU280:A,A,0.17,CC&D1383=ARG246:A,A,-0.01,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG249:A&chain=A&pka=11.41&desolvation=-1.36&D1374=TYR228:A,A,0.09,CC&D1377=ASP255:A,A,0.03,CC&D1380=GLU280:A,A,0.17,CC&D1383=ARG246:A,A,-0.01,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG249:A&chain=A&pka=11.41&desolvation=-1.36&D1374=TYR228:A,A,0.09,CC&D1377=ASP255:A,A,0.03,CC&D1380=GLU280:A,A,0.17,CC&D1383=ARG246:A,A,-0.01,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG294:A&chain=A&pka=13.53&desolvation=-1.24&D1384=ASP265:A,A,1.37,SHB&D1386=TYR290:A,A,0.06,CC&D1389=TYR302:A,A,0.25,CC&D1392=ASP265:A,A,0.59,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG294:A&chain=A&pka=13.53&desolvation=-1.24&D1384=ASP265:A,A,1.37,SHB&D1386=TYR290:A,A,0.06,CC&D1389=TYR302:A,A,0.25,CC&D1392=ASP265:A,A,0.59,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG294:A&chain=A&pka=13.53&desolvation=-1.24&D1384=ASP265:A,A,1.37,SHB&D1386=TYR290:A,A,0.06,CC&D1389=TYR302:A,A,0.25,CC&D1392=ASP265:A,A,0.59,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG305:A&chain=A&pka=13.98&desolvation=-0.40&D1393=ASP303:A,A,1.50,SHB&D1395=NANA:A,A,-0.04,CC&D1398=ASP401:A,A,0.03,CC&D1401=ASP404:A,A,0.02,CC&D1404=ASP303:A,A,0.38,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG305:A&chain=A&pka=13.98&desolvation=-0.40&D1393=ASP303:A,A,1.50,SHB&D1395=NANA:A,A,-0.04,CC&D1398=ASP401:A,A,0.03,CC&D1401=ASP404:A,A,0.02,CC&D1404=ASP303:A,A,0.38,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG305:A&chain=A&pka=13.98&desolvation=-0.40&D1393=ASP303:A,A,1.50,SHB&D1395=NANA:A,A,-0.04,CC&D1398=ASP401:A,A,0.03,CC&D1401=ASP404:A,A,0.02,CC&D1404=ASP303:A,A,0.38,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG305:A&chain=A&pka=13.98&desolvation=-0.40&D1393=ASP303:A,A,1.50,SHB&D1395=NANA:A,A,-0.04,CC&D1398=ASP401:A,A,0.03,CC&D1401=ASP404:A,A,0.02,CC&D1404=ASP303:A,A,0.38,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG309:A&chain=A&pka=12.43&desolvation=-0.29&D1407=TYR302:A,A,0.09,CC&D1410=ASP303:A,A,0.08,CC&D1413=GLU314:A,A,0.07,CC&D1416=ARG305:A,A,-0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG309:A&chain=A&pka=12.43&desolvation=-0.29&D1407=TYR302:A,A,0.09,CC&D1410=ASP303:A,A,0.08,CC&D1413=GLU314:A,A,0.07,CC&D1416=ARG305:A,A,-0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG309:A&chain=A&pka=12.43&desolvation=-0.29&D1407=TYR302:A,A,0.09,CC&D1410=ASP303:A,A,0.08,CC&D1413=GLU314:A,A,0.07,CC&D1416=ARG305:A,A,-0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG309:A&chain=A&pka=12.43&desolvation=-0.29&D1407=TYR302:A,A,0.09,CC&D1410=ASP303:A,A,0.08,CC&D1413=GLU314:A,A,0.07,CC&D1416=ARG305:A,A,-0.02,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG354:A&chain=A&pka=12.32&desolvation=-2.88&D1417=ASP398:A,A,1.56,SHB&D1419=GLU355:A,A,0.16,CC&D1422=ASP398:A,A,0.97,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG354:A&chain=A&pka=12.32&desolvation=-2.88&D1417=ASP398:A,A,1.56,SHB&D1419=GLU355:A,A,0.16,CC&D1422=ASP398:A,A,0.97,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG388:A&chain=A&pka=9.49&desolvation=-3.10&D1425=TYR358:A,A,0.14,CC&D1428=TYR393:A,A,0.21,CC&D1431=ARG410:A,A,-0.26,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG388:A&chain=A&pka=9.49&desolvation=-3.10&D1425=TYR358:A,A,0.14,CC&D1428=TYR393:A,A,0.21,CC&D1431=ARG410:A,A,-0.26,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG388:A&chain=A&pka=9.49&desolvation=-3.10&D1425=TYR358:A,A,0.14,CC&D1428=TYR393:A,A,0.21,CC&D1431=ARG410:A,A,-0.26,CC
http://propka.ki.ku.dk/view/new_view.cgi?file=/var/www/propka/pka/1UD2.pdb&residue=ARG410:A&chain=A&pka=10.41&desolvation=-2.42&D1434=GLU355:A,A,0.36,CC&D1437=TYR393:A,A,0.07,CC&D1440=ASP398:A,A,0.04,CC&D1443=ARG354:A,A,-0.14,CC
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