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ROVIDITESEK JEGYZEKE

r-m restrikcidés-modifikacids

A adenin

T timin

G guanin

C citozin

U uracil

Bsp Bacillus sphaericus

Tc tetraciklin

bp bazispar

EDTA etiléndiamin-tetraecetsav

DTT ditiotreitol

ME merkapto-etanol

SDS natrium—-dodecilszulfat

Tris trisz-/hidroximetil /—aminometan
cpm radioaktiv beliités/perc

PEG polietilén-glikol

ATP adenozin-trifoszfat

dNTP dezboxinukleozid-trifoszfat
BLIPEN Bacillus licheniformis penicillin&z gén
BSUAMI Bacillus subtilis amiliz gén
BSPMET Bacillus sphaericﬁs metilaz gén
ECOMET Eco RI metilaz gén

ECOMIX E. coli gének reprezentativ mint&ja

E.coli Escherichia coli



DMS dimetil-szulfat
HZ hidrazin
TNE Tris, NaCl, EDTA

TE Tris, EDTA
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BEVEZETES

A DNS-ben tarolt informdcidé fennmaradasa és megnyil-
vanulasa elsd fokon specifikus fehérje-DNS kapcsolatokon
keresztilil valésul meg. Ezeknek a specifikus kapcsolatok-
nak a megismeréséhez segitséget nyujt az un. II. ti-
pusu restrikciés-modifik&cidés rendszerek tanulméﬁyozésa.
A szamos prokaridtaban megtaldlhatdé r-m rendszerek egy
restrikcidés endonukleazbdl és egy modifikacids metilaz-
b6l allnak. A‘két enzim ugyanazokat a révid, meghataro-
zott bazissorrendii DNS-szakaszokat ismeri fel. A metilaz
metilalja ezeket a szakaszokat, ezaltal a DNS védetté
valik az ugyanitt hasitani igyekvd restrikciés endonukle-
azzal szemben. A két enzim szigoru szekvenciaspecifitésa,
hatasmédjuk viszonylagos egyszeriisége, valamint annak
révén, hogy azonos DNS-szakaszokat ismernek fel, hasznos
kisérleti objektumai a specifikus fehérje-DNS.kélcsénha-
tas vizsgdlatanak. Az Osszehasonlitd vizsgalatok fényt
derithetnek szerkezet és funkcid kapcsolatdra, a szekven-
cia-specifitas strukturalis alapjara. Néveli az Sssze-
hasonlitasi lehetOségeket, hogy szamos, azonos felismeré-
si hellyel rendelkezO restrikcids endonukleaz és modifi-
kdcidés metilaz ismeretes /[izoschizomerek/.

Az enzimek direkt vizsgalatanal egyszeriibb a DNS ol-
dalarol kozeliteni: a gének nukleotid sorrendjét meg-
hatarozva megallapithatjuk a fehérjék aminosav sorrend-
jét. Bar tobb restrikcibds endonukledz és modifikacids meti-
ladz génjét kloénoztak mar, eddig csupan egyetlen II. tipusu

r-m rendszer génjeinek nukleotid szekvenciaja ismert /1,2/.



Az SzBK Biokémiai Intézetében héarom, kiilénb6z6 mik-
roorganizmusokb6l szarmazdé /B. sphaericus, B. subtilis,
SPR—-fag/ metildz génjét kldnoztdk E. coliban /3,4/.

A harom metildz nem mutat hasonldsadgot sem méretben,

sem - a DNS-DNS hibridizacids kisérletek tanusdga sze-
rint - DNS-szinten. Abban azonban k&z&sek, hogy a DNS
GGCC bazisnégyeseit ismerik fel, és metilalijdk. /Az
SPB—-fag metilaza egyéb specifitassal is rendelkezik/.

A harom izoschizomer igen alkalmas kisérleti rendszer a
specifikus fehérje-DNS k&lcsdnhatds vizsgadlatdhoz. Elsd
lépésként célul tiliztik ki a Bsp RI metildz gén részletes
strukturalis vizsgalatat, nukleotid sorrendjének megalla-
pitasat.

A gén szerkezetének tanulmanyozidsa Snmagaban is jelen-
tS6séggel bir, hiszen annak ellenére, hogy a restrikciéds
endonukleazokat, mint a génsebészet alapvetd eszkdzeit
széles k&rben haszndljuk, magukrdl a r-m rendszerekrdl,
enéimolégiéjukrél, genetikajukrdl, in vivo szereplkrdl
alig tudunk valamint.

Gram' mikroorganizmusbdl eddig csak néhany gén és
transzkripcids, transzlécids szigndl szekvencidja isme-

retes, igy ezekhez is egy adalék a dolgozat.

ElSzetes informdcidk a Bsp RI metilazrdl

A kisérletek tervezésénél, az eredmények magyarazata-

nal néhéany, masok altal korédbban elvégzett kisérlet ada-




tait is felhasznaltuk. Az aldbbiakban réviden 6ssze-
gezziik a Bsp RT metilazrdol szerzett eldzetes in-
formacidinkat.

A Bsp RI metilaz a DNS palindrom GGCC tetranukle-
otid szakaszait ismeri fel. S-adenozil-metionin metildonor
felhasznalasaval metildlja a belsd citozint az 5. szénato-
mon, igy a DNS védett lesz a Bsp RI restrikcids endonuk-
ledz hasitéséaval szemben. A Bsp RI metildz molekulasulya
50 000 - 52 000 D [/5/.

Szomolanyi és mtsai a metildz génjét a gén expresszid-
jan alapuld médszerrel E. coliban kldnoztdk /3/. Az 1.
dbran lathatdé pES2 plazmid egy pBR322 vektorbdl és a
Bacillus kromoszdéma egy szakaszab6él &all. Ezen az Eco RI
enzimmel kivaghatd szakaszon taldlhatd az intakt metilaz
gén. A pES2 plazmidrdl E. coliban aktiv Bsp metilaz
képzdddtt - ezt a plazmid Bsp RI restrikcids endonukle-
&zzal szembeni rezisztencidja jelzi.

A gén tovabbi jellemzésére, pontosabb behatadrolaséara
Kiss Antal szubklonozasi kisérleteket végzett. A 2500
bp-os Eco RI - Eco RI fragmentet elhasitotta Alu I enzim-
mel, és az 1880 bp-os Alu ¥-Eco RI szubfragmentet beépi-
tette a vektorba /Eco RI-Bam HI helyre/ /1. és 3. &bra/.
Errdl a pM3 elnevezési plazmidrdl nem fejezdddtt ki a
metildz. A klénok elemzésekor viszont sikeriilt talalni
egy metildz pozitiv konstrukcidét is. Kideriilt, hogy ez a

pM10O plazmid /1. &bra/ kétszeresen tartalmazza az



1. a&bra. A pES2, pM3 és pM10 plazmidok restrikcids
térképe. A vektor DNS-t vékony, a B. sphaeri-
cusbd6l szarmazd inzertet vastag vonal jeldsli.

A + és - jelek arra utalnak, hogy a plazmid
metilacidés fenotipust mutat-e E. coliban. A
szaggatott nyil a transzkripcid iranyat jelzi.
A zardjelbe tett hasitdhely nevek arra vonat-
koznak, hogy milyen fragmentvégek lettek Ossze-

épitve.



Alu I-Eco RI fragmentet. A két kodpia k6zé a vektor

Bam HI-Eco RI fragmentje épiilt be, mely a vektor Tc gén-
jének  Eco RI -+Bam HI irdnyban miik6dd promoterét
hordozza.

Mindezekb8l a kdvetkezdket allapithatjuk meg:

— Az 1880 bp hosszusagu Alu I-Eco RI szakasz hordozza
az aktiv enzimet kodold részt.

- Az Alu I enzim hasitdsaval eltivolitottuk a gén sa-
jat promoterét. Idegen promoterrel helyettesitve a
gén ismét miik6ddképessé valt.

— A transzkripcidé iradnya Alu I-+Eco RI hasitdhely.

- A fehérjeméretbdl becslés alapjan egy 1300-1600 bp

hosszusagu k6dold szakaszra szamithatunk.

Erdei Sara /SzBK Biokémiai Intézet/ E. coli minisejt
kisérleteket végzett a fenti plazmidokkal. /A minisejt
citoplazmatikus lefiizddés, mely - teljes transzkripciés
és transzlacibés apparatusa révén - extrakromoszoméalis
DNS-elemek fehérjeproduktumainak kimutatdsdra jél1 hasznalha-
t6/ A plazmidokrdl képzddd fehérjemolekulak SDS-gél-
elektroforetikus képét a 2. abra mutatja. A képen az lires
vektor [1./ és a pES2 [(2./, pM3 [3./, pM1O /4./ plazmi-
dok &altal kbédolt fehérjék lathatdk. A 2. oszlopban a
nyillal jeldlt csik reprezentalja az 50 000 D molekula-
sulyu Bsp metilazt. A pM3 plazmid nem mutat metildz ak-
tivitast, a gélképen hidnyzik a metildz csikja. Bar a

PM10 plazmidrdél aktiv metilaz termeldddtt /ezt a plazmid



2. abra. Fehérjeszintézis E. coli minisejtekben.
A sejtek a pBR322 /1. oszlop/, pES2 [2./,
pM3 /3./ és pM1O /4./ plazmidokat tartalmaz-
zdk. Az abran a 12.5 %$-os poliaktrilamid gél
autoradiogramja lathatdé. A fehérjemolekulak
jelslése {3SS}metioninna1 tdrtént. A nyilak
az 50 000 ill. 48 000 D-os fehérjéket jelzik.



Bsp RI restrikcidés endonukleazzal szembeni reziszten-
cidja jelzi/, az 50 000 D molekulasulyu fehérje itt
is hidnyzik. Megjelenik azonban egy valamivel kisebb,
48 000 D-os fehérjemolekula [szaggatott nyillal jelsl-
ve/. Ugy tiinik, az Alu I enzim hasitasaval nemcsak a
gén promoterét tavolitottuk el, hanem a k6dold rész
elejét is. A Bsp metildz aktivitasat megdrzd révidebb
molekula csikja halvanyan a pES2 plazmid oszlopdbanis
megtaldlhatd.

A kisérleti eredmények pontosabb magyarazatahoz a

DNS-szekvencia ismerete sziikséges.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Baktériumtdrzsek

E. coli HB 101 reca, r; m;

Bacillus sphaericus R [3/

Enzimek

Restrikcids endonukleédzok:

Eco RI, Sal I, Xba I, Ava II, Sau 3A, Mbo 1II,
Bam HI, Bsp I [az SzBK Biokémiai Intézetében
preparaltak/,Hinf I /Dr. M. Hartmann, Jena/,
Tag I, Rsa I, Bst EII /New England Biolabs/
Polinukleotid-kin&z /SzBK Biokémiai Intézet/
T4 DNS-ligaz /SzBK Biokémiai Intézet/

E. coli RNS-polimeraz [SzBK Biokémiai Intézet/
DNS-polimeraz Klenow-fragment /BRL/

E. coli alkalikus foszfatdz /[Worthington/

Lizozim /heanal/

Jelzett nukleotidok

-{
-{
-{

y3zp}ATP spec. akt. > 1000 Ci/mmol
0L32P}ATP spec. akt. > 1000 Ci/mmol
‘Y32P}dATP spec. akt. > 1000 Ci/mmol

A jelzett nukleotidok az SzBK-ban, New England Nuclear

32

P-ortofoszfat felhasznidlasaval, Walseth és Johnson

médszere alapjan késziiltek /6/.



Egyéb anyagok, oldatok

- agardéz [Sigma/

- hidrazin [Eastman Kodak/ .

- dimetil-szulfat /Merck/

- piperidin /Merck/

- DMS-stop /1.5 M Na-acetat, pH 7.0, 1 M ME, 100 ug/ml
tRNS/

- DMS-puffer /50 mM Na-kakodilat, pH 8.0, 1 mM EDTA/

- HZ-stop [O0.3 M Na-acetat, 0.1 mM EDTA, 25 ug/ml tRNS/

- M9 taptalaj /6 g NazHPO4, 3 g KH2P04, 1l g NH,C1

4
1 literre, pH 7.0/
-~ TNE /[/O.1 M NaCl, 0.05 M Tris-HC1 pH 7.5, 5 mM EDTA/

- TE /10 mM Tris-HC1l pH 7.5, 0.1 mM EDTA/

Plazmid DNS tisztitéas

A baktérium-kulturat 37°c-on OD =0.9-1.0-ig ndveszt-

550
jik 1 liter M9 téapoldatban /kiegészitve 0.5-2 $ casamino-
savval,.lo ml 50 %-o0s gliikézzal, 50 mg Bl vitaminnal,

100 ug/ml ampicillinnelj, ekkor 5 ml 34 mg/ml-es kloram-
fenikol oldatot adunk hozz&. Tovabbi 12-16 6rat razatjuk,
majd jégen lehiitjiik, és centrifugaljuk /1000 g, 30 perc/.
A sejtfeltarast 0°c-on végezziik. A bakteridlis iiledéket

100-200 ml 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA oldatban

szuszpendaljuk, majd lecentrifugdljuk. 80 ml 50 mM Tris-HC1l



pH 7.5 oldatban homogén &llapotura szuszpenddaljuk az
iledéket. 200 mg lizozimet /50 mM Tris-HCl pH 7.5 oldat-
ban felhaszndlas eldtt oldva/ adunk hozza, megkeverjiik,

10 percet jégben &allni hagyjuk. 25 ml 250 mM EDTA

pH 8.0 oldatot adunk az elegyhez, megkeverjiik, 10 per-

cet jégben allni hagyjuk. 5 ml 2 %-os Triton X 100 hoz-
zdadasa utan 1 6rat jégen hagyjuk, majd centrifugaljuk
[5000 g, 60 perc, 2°C/. A feliiluszbéhoz 0.5 térfogat TNE
oldattal telitett fenolt és ugyanennyi kloroformot adunk.
Alapos extrahalas uté&n centrifugaljuk /1000g, 10 perc/,

a vizes fazist leszivjuk. Kétszeri, alapos kloroformo-
zdssal [azonos térfogattal/ eltavolitjuk a fenolmarad-
vanyokat. A vizes fdzishoz 25-50 ug/ml RNazt adunk, 1 drat
37°C-on inkubaljuk. 0.2 térfogat 5 M NaCl-dal egészitjlik
ki az elegyet. Az igy kialakult térfogat 1/3-anak megfeleld
30 % PEG 6000 oldatot adunk hozza. Ejszakan &t jégben
&llni hagyjuk. Centrifugaljuk /6500 g, 30 perc, 2°C/, a
csapadékot néhédny ml TNE oldatban vessziik fel. A DNS-t
alkoholos kicsapassal, mosassal tisztitjuk, végiil 1-2 ml
TE pufferben oldjuk. A DNS koncentracidéjat 260 nm hullam-

hossznal mért UV abszorbcidja alapjdn &allapitjuk megq.

DNS—-fragmentek izolalasa

A plazmid DNS restrikcids enzimes emésztését a New

England Biolabs &altal javasolt reakcidkoériilmények k&zdtt



végeztilk [7/. Az emésztési termékeket agardz vagy poli-
akrilamid gélelektroforézissel valasztottuk el egymastédl
/22/.A megfeleld DNS~csikot tartalmazd géldarabkat kivag-
tuk, majd a DNS-t elektroelucidval kis dializaloé-hartya
zacskdédba juttattuk. A zacskd tartalmat szilikonozott
iveggyapoton szlirtiik at, hogy az agardz-szemcséktdl meg-
szabaduljunk. A DNS-t kétszeri fenolos extrakcidval,
kloroformozissal, végiil alkoholos kicsapassal, mosassal

tisztitottuk.

DNS-fragmentek termindlis foszfatcsoportjanak eltavolitéasa

A DNS-fragmentet 250 uyl 0.1 M Tris-HCl /pH 8.0/ puffer-
ben vessziik fel. 1 ul alkalikus foszfatazt adunk hozza
/0.1 - 0.01 egység/, 30 percig 60°C-on inkubéljuk. 250 ul
TE pufferrel telitett fenolt adunk az elegyhez. Alapos
extrahalas és roévid centrifugalas utan a vizes fazist le-
szivjuk, majd a fenolozast még kétszer megismételjiik. A
fenolnyomokat kloroformos extrakcidéval tavolitjuk el,
végiil é DNS-t 0.25 M Na-acetat jelenlétében 2-3 térfogat

etanollal csapjuk ki.

DNS-fragmentek radioaktiv jeldlése

A DNS-fragmentek jeldlésére a polinukleotid-kindz ill. a

DNS-polimeraz Klenow-fragmentje Aaltal katalizilt reakcid-



kat hasznaltuk fel. A kovetkezd elegyeket allitjuk

Ossze:

A.

5 ul 500 mM Tris-HC1l /pH 9.5/, 100 mM MgCl

DNS-fragmentek tulnyuld 5’ végének jeldlése
5 pl defoszforilalt DNS /1-50 pmol 5’ vég/
35 ul desztillalt viz

5 ul 500 mM Tris-HCl1 /pH 7.6/, 100 mM MgCl., 50 mM DTT,

27
1 mM spermidin, 1 mM EDTA

5 pl {y>2P}ATP /1000 Ci/mmol, 50 pmol/

1 pl T4 polinukleotid-kinaz /20 egység/

Osszekarerjiik, 37°%c-on 30 percig inkubaljuk.

DNS-fragmentek tompa 5’ végének jelblése

5 ul defoszforilalt DNS /1-50 pmol 5’ vég/

35 uyl 20 mM Tris-HC1l /pH 9.5/, 1 mM spermidin,
0.1 mM EDTA

Osszekeverjiik, 2 percre 90°C-ra helyezzik, jeges viz-

ben hirtelen lehiitjiik, majd azonnal hozzaadjuk a k&-

vetkezdket:

o¢ 50 mM DTT,
50 ¢ /v/v/ glicerol

591l {Y3ZP}ATP /1000 Ci/mmol, 50 pmol/

1 ul T4 polinukleotid-kinaz /20 egység/

Osszekeverjiik, 37°-on 15 percig inkubéaljuk.

DNS-fragmentek rejtett 3’ végének jeldlése

5 pl DNS /10 pmol 3’ vég/

30 uyl desztillalt viz

2.5 41 1 M R-foszfat /pH 7.4/



2.5 pl 0.1 M MgCl,

2 pyl 0.15 M ME

2.5 ul 1 mM 4dNTP /dCTP, 4GTP, dTTP/
5 ul {a32P}dATP /10 pmol/

1 pl1 Klenow-fragment

20 perc inkubalas szobahon.

A DNS elvalasztasa a be nem épililt radioaktiv nukleoti-

doktdl

A spermin a 80-100 bazisparnal nagyobb DNS-fragmen-—
teket kicsapja, a révidebb fragmentek, beépiiletlen nukle-
otidok az oldatban maradnak.

- Spermines kicsapas

50 ul reakcibelegy a jeldlési reakcid végén
4 uyl 250 mM EDTA
450 pl desztillalt viz
10 pl1 100 mM spermin
Osszekeverjiik, 15 percet &llni hagyjuk 0°c-on.
10 percet centrifugaljuk Eppendorf-centrifugaban,

a feliluszot leszivjuk.

- Spermin eltavolitas

DNS csapadék

500 pyl 75 % etanol, 0.3 M Na-acetat, 10 mM Mg-acetét
1 6ra&t jégen allni hagyjuk, k&zben néhanyszor megke-
verjik. 10 percet centrifugaljuk, a csapadékot 70 %-os

etanollal mossuk.



DNS-~szekvenciazas

A DNS~fragmentek nukleotid sorrendjét Maxam és

Gilbert kémiai mdédszere [8/ alapjan allapitottuk meg.

Otféle reakcidét alkalmaztunk, a DNS molekuldk részleges

hasitasat specifikusan G, G+A, C+T, C és A>C bazisoknal

végeztiik, 1.5 ml~es Eppendorf-csdvekben.

— Specifikus médositd reakcidk

G.

200 pl DMS-puffer
5 pl DNS
bsszekverjiik, 0°C-ra hiitjiik
1 pl DMS
megkeverjik, 20%c-on 542 percet inkubaljuk
50 ul DMS-stop /0°C/

EttS5l a lépéstdl kezdve az &sszes reakcid
azonos.
750 ul 95 %-os etanol /0°C/
keverés, 5 percre folyékony leveglbe martjuk
5 perc Eppendorf-centrifugalas
a felliluszét leszivjuk
a csapadékot 250 ul 0.3 M Na-acetatban oldjuk -
750 ul 95 %-os etanol /0°C/
lefagyasztjuk, centrifugadljuk
1l ml 70 %-0s etanollal mossuk a csapadékot
lecentrifugalijuk, az alkoholt leszivijuk

a csapadékot néhany percig vakuumban szaritjuk



G+A. 10 ul DNS

25 uyl 88 %-os hangyasav /OOC/

6sszekeverijiik, 20°c-on 10+2 percet inkub&aljuk

200 ul HZ-stop /0°c/

lasd G. reakcid
C+T. 10 ul desztillalt viz

10 ul DNS

6sszekeverijiik, OOC—ra hiitjik

30 ul HZ

megkeverjik, 20°C-on 10+2 percet inkubaljuk

200 ul HZ-stop

lasd G. reakcid
C. 15415 M NaCl

5 ul DNS

Osszekeverjiik, 0°c-ra hiitjik

30 4l HZ

megkeverjiik, 20°C-on 10+2 percet inkubaljuk

200 ul HZ-stop

~lasd G. reakcid
A>C., 100 ul 1.2 N NaOH, 1 mM EDTA

5 ul DNS ,
megkeverjiik, 90°C-on 10+5 percet inkubaljuk
150 pul 1 N ecetsav
S pul tRNS /1 mg/ml/

lasd G. reakcid



- Piperidines hasités
100 uyl 1 M piperidint mérlink a beszaritott csapadék-
ra, eroteljesen megkeverjiik
90°C-on 30 percet inkubaljuk
5 percre jégre helyezzik
- Piperidin eltavolitas
a mintékat uj csdbe vissziik at
25 ul 3 M Na-acetat
1l ml 95 %-0s etanol
folyékony leveg®be martjuk 5 percre
lecentrifugédljuk, a csapadékot 1 ml etanollal mossuk
20 pl desztillalt viz
lefagyasztjuk, liofiliz&ljuk
a DNS-t néhéany pl 95 % formamid /v/v/, 20 mM EDTA,
0.03 & /w/v/ xiléncianol, 003 % /w/v/ bromfenolkék oldat-

ba vessziik fel

- Elektroforézis
A mintdkat 8.3 M urea tartalmu, 6,8 és 20 %-os poliakril-
amid géleken futtattuk.
Futasi koriilmények: 100 mM Tris-borat puffer /pH 8.3/,
2 mM EDTA; 1200 V, 35 mA
A gélek mérete: 400 x 300 x 0.5 mm
A mintdkat altaldban négyfelé osztottuk, az egyes rész-
leteket kiil6nb6zd ideig futtattuk. Az autodiagramokrél
leolvasott szekvencia négy felvitel esetén 5-250. bazis

k6z6tt adta meg a sorrendet. Az autodiagramok Medifort



RP filmmel, erSsitd foliaval készliltek. Az expozicid
iddtartama a jel nagysagatdl fliggden néhany ora - né-

hany nap.

In vitro transzkripcid

Jeldlt transzkriptumok készitéséhez E. coli RNS-poli-
merazt hasznaltunk. A transzkripcid specifitasat heparin
hozzaadasaval biztositottuk [23/.

10-20 ug/ml DNS-fragment

40 mM Tris-HCl [pH 7.9/

10 mM MgCl,
150 mM KC1
0.1l mM DTT
0.1 mM EDTA
0.3 UM RNS-polimeraz
37°-on 5 percet inkubaljuk
100 ug/ml heparin
2 perc tovabbi inkubalas
200-200 uM CTP, GTP, UTP
50 wM {a>2P}ATP /10 uci/

Ossztérfogat: 25 ul
37°-on 30 percet inkubaljuk
200 pl 0.1 M Tris-HC1l /pH 7.9/, 0.2 % SDS, 100 ug/ml tRNS,

10 mM EDTA



Fenolos extrakcid, etanolos kicsapas utan a transz-
kriptumot 95 % formamid, 1 mM EDTA, 0.015 % xiléncianol ol-
datban vettiikk fel, 5 % poliakrilamid, 8 M urea gélen fut-

tattuk, majd autoradiogramot készitettiink.

Egyéb médszerek

- A gén restrikcids enzim hasitbhelyeinek részletes fel-
térképezését Smith és Birnstiel [/9/ mdédszerével végez-
tiik. A végjelolt DNS-fragmenteket részleges restrikcids
enzimes emésztésnek vetjik ala. A jeldlt véggel rendel-
kezd termékek egy atfedd sorozatot alkotnak. A sorozat
tagjait egy gélen mélsuly szerint szétvalasztjuk, majd
az enzim hasitdéhelyeinek a jeldlt végtdl vald téavolsa-
gat az autoradiogramrdl lépcsOszeriien leolvasva megal-
lapitjuk.

- A DNS-szekvencia specifikus szakaszainak keresését, a

- leolvasasi fazisok koordinadtiainak meghatarozasat, az
intramolekularis homoldégidk vizsgalatat Pésfai Janos
/SzBK, Biofizikai Intézet/ szekvencia-analiz&aldé program-
javal végeztiik, az SzBK TPA-1140 szamitbégépén.

- A Bsp RI metilaz masodlagos szerkezetének modellje Chou
és Fasman predikcidés médszere /10, 11/ alapjan késziilt,
az SzBK szamitdgépének felhaszndlasaval.

- Az RNS-molekulak k&zdétt kialakuld hidrogénhidak révén
létrejovd szabadenergia cs8kkenést Tinoco és mtsai

[12/ adatai alapjan szamitottuk ki.



EREDMENYEK ES DISZKUSSZIO

A Bsp RI metil&z gén restrikcids térképe

A klonozott 2500 bazispdr hosszusagu Eco RI-Ecdo RI
fragmenten /1. abra/restrikcids enzimes térképezést
végeztiink. A végjelslt [az Eco RI és a Sal I hasitbhelyen/
fragmenteket részlegesen megemésztettiik 28-féle enzimmel.
Az emésztési elegyeket 2-3 %-os agardz, ill. 5 %$-os po-
liakrilamid gélen futtattuk. Az autoradiografias kép alap-
jan a jelolt, atfedd emésztési termékeket sorba rendeztiik.
A szekvenciazasnal végjelbléshez felhasznalt restrikcids
enzim hasitdohelyeket a 3. abra mutatja. /A térkép egy ré-
szét Kiss Antal mar kordbban elkészitette/. Erdekesség,
hogy GC-gazdag restrikcidés endonukleaz hasitéhelyek nin-
csenek a Bsp RI metilaz génben /Bsp RI, Msp I, Hha I,

Fnu DII/.

A gén nukleotid sorrendje

A szekvenalashoz elGszdr nagy mennyiségben tisztitot-
tuk a pES2 plazmidot. EbbOl a 2500 bp hosszu Eco RI-Eco RI
fragmentet preparativ méretben izolaltuk. A fragmentet
kiildonféle restrikcids enzimekkel megemésztettiik, a kelet-
kez0 molekulékat véglikdén megjel®ltiik. A szekvendlashoz
olyan DNS- molekuldkra van sziikkség, melyek csak az egyik

véglikbn jeldltek, ezért a mindkét végen jeldlddsdtt mole-
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3. abra., Szekvenciazasi stratégia,

A nyilak a megszekvenciazott DNS-szakaszok
iranyat és kiterjedését jelzik. A nyilak kezde-
ténél taldlhatd k6rdk 5’, a vonalkak 3’ végje-
161lésre utalnak. Az abran csak a végjeldléshez

felhasznalt restrikcids enzim hasitodhelyeket
tliintettiik fel.
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4. abra. A Bsp RI metilaz gén nukleotid sorrendje
€s a beldle kbvetkeztetett aminosav sorrend.

Az abran a mRNS-sel ekvivalens DNS-szalat

tintettiik fel, 5’ — 3’ iranyban. A mngelolt f"r:
régidk a szdvegben vannak diszkutalva.



kuldkat egy alkalmasan vdlasztott restrikcids enzimmel
aszimmetrikusan elhasitottuk, a termékeket izolaltuk.

A szekvenalasi stratégia a 3. abrardl olvashatd le.
Maxam és Gilbert /8/ kémiai mdédszerét alkalmazva t&bb
mint 1600 bdzisparnyi DNS-szakasz nukleotid sorrendjét
hatdroztuk meg a 3. &bra 450-2060. koordinatai k&zétt.
Az bsszes felhasznilt restrikcids enzim hasitdhelyet
dtszekvencidztuk valamelyik szomszédos hasitdhelytdl
indulva. A bazissorrend megallapitasanak biztonsagat
ndvelte, hogy mindkét DNS-szdlat megszekvencidztuk. Ahol
bizonytalansag addédott az autoradiogramok leolvasaséanal,
tobb atfedd fragmentet is megvizsgaltunk. A 4. &bran a
megszekvencidzott DNS-szakasz mRNS-sel ekvivalens szala-

nak nukleotid sorrendje lathaté.

Leolvasasi fazisok

A DNS mindkét sz4lan megvizsgdltuk a potencidlis inici-
ator kodoncktél /AUG ill. GUG/ a legkdzelebbi, azonos fa-
zisu termindcidés kodonig terjedd nyitott leolvasési sorok
hosszat. Az 1. tablazatban az egyes fazisokban addédd leg-
hosszabb szakaszokat tilintettiik fel. Csupé&n egyetlen olyan
értéket taldlunk, mely elegendd hosszusagu polipeptidlénc
kédolasadra képes szakaszt reprezentdl /1272 bp - 424 ami-
nosav/. Ennek a nyitott leolvasasi sornak az orientécidja
€s lokalizdcibéja megegyezik azzal, amit a génr8l szerzett

eldzetes informacidink alapjén vartunk /1. &bra/.



1. tablazat. A megszekvenciazott DNS-szakasz leghosszabb

nyitott leolvasasi sorai.

Fazis Iniciator Terminator Hossz Hossz
pozicid pozicid nukleotidban aminosavban
1. 10997 1240 141 47
2. 132 1404 1272 424
3. 1507 - 105 35
1.’ 1333 1093 240 80
2. 3967 306 90 30
3.7 1376 1097 279 93

A + jel GUG iniciator kodonra utal. Az 1., 2. és 3.
fazis a 4. abrédn lathatd szekvencia transzléciéjévé@ kap~-
csolatos, az 1.', 2.’ és 3.’ fazis a komplementer szilé-
val. A 3. fazisban a leghosszabb nyitott leolvasési sor ki-
futott a megszekvenciazott szakaszbdl. A poziddkat a

4. abra koordindtaival adtuk meg.



Transzkripcid iniciécid

A transzkripcidé inicidcidjardol szamos DNS-szinti
adattal rendelkeziink a prokaridtak koérébdl. Kimutatték,
hogy az RNS-polimerdz megkdtésében, orientdlasaban
a promoter szakasz un. -35 régidjanak és a Pribnow-box-
nak van fontos szerepe [/13, 14/. E régidk bazissorrend-
je meglehetOsen konzervativ, ennek alapjan megkisérel-
hetjﬁk a Bsp RI metiladz gén promoterének kikeresését
a DNS szekvenciaban.

A kivalasztott nyitott leolvasasi sor starthelye
kbrnyezetében két lehetséges promoter-szekvenciat tala-
lunk. Ezek bazissorendjét a 5. &bra mutatja be, Ossze-
hasonlitva a szamos adatbdl sza&rmaztatott altalanos pro-
karidta promoterrel. Mindkét potencidlis promoter megle-
hetdsen "joé" -35 régidval és Pribnow-boxszal rendelkezik.
Mivel a felsd sorban a tavkdz a két fontos régid kozstt
az "idedlis" 17 nukleotid, ez latszik a valdéban funkcio-
nalsd promoternek.

A kérdés elddntésére in vitro transzkripcids kisér-
leteket végeztiink. E. coli RNS-polimer&azzal transzkrip-
tumot készitettiink a feltételezett promotereket tartal-
mazdé izolilt DNS-fragmenteken. Az eredményeket a 6. abra
foglalja 6ssze. Ha a transzkripcid a javasolt promoteren
kezdddik, a Bst EII-Hind III /a Hind III hasitdhely a

vektorban van, 1. dbra/ ill. az Rsa I-Rsa I DNS-fragmenten



64
- CATAITGTCACGACGATGAAGTT CCGTTAAACTTAAGGGATGAG -~

~ AATTITGTCGAAAGGGGCAACAACATGGCTATTAAGATAAATGAAAAAG -
108

-35 Pribnow-box

- ETGaca - - - - [Eadd - -

5. abra. Potencidlis promoter szekvenciak.
Az alsd sorban a tipikus promoter szekvencia leginkabb
konzervalt szakaszait tiintettiik fel /13/.
A bekeretezett nagybetiik 281 %, az aldhuzott nagybetiik
261 %, a kisbetikk 246 % gyakorisagra utalnak. A koordi-
natdkat a 4. abréanak megfelelden adtuk meg.
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képzddd, a starthelytdl végigfutd transzkriptumnak
684-687, ill. 581-584 bazis hosszusagunak kell lennie
a szekvencia alapjan. [Az RNS~polimeraz a Pribnow-box
utan 5-8 bazissal kezdi el az RNS szintetizalasat/.
Az A és C oszlopban valdéban megtaldlhatdé a megfeleld
méretli transzkriptum /680-690 bazisos transzkriptum
a Bst EII-Hind III, 580-585 bazisos az Rsa I-Rsa 1
fragmenten/. A szdébanforgd RNS-molekuldk mellett egy
kisebb transzkriptum szintézise is megfigyelhetd /A
oszlop/. Az ennek megfeleld DNS-szakasz a metildz génen
kivilre esik, iranyitottsaga pedig forditott, amint azt
a megroviditett DNS-templaton /Bst EII-Eco RI/ képzdddo
transzkriptum mérete mutatja /B oszlop/. E szomszédos
gén funkcidéja nem ismert.

Mivel a kisérletekben haszndlt E. coli RNS-polimeraz
- mely kevésbé igényli a promoter konzervativ bazissor-
rendjét, mint a Bacillus RNS-polimeraz /l1l4/ -~ a vizsgalt
rééiéban csupan egy promotert ismer fel a DNS-en /nem
véve figyelembe az ellenkezd irdnyu, metild&z génen ki-
vili promotert/, arra a kdvetkeztetésre juthatunk, hogy a
metilaz gén funkcionald promotere azonos a szekVencia
alapjan javasolttal. /Az 5. abran a 64. koordinataval

kezdddo sor/.

Transzkripcid terminécid

A leolvasasi sor stop-kodonjat kévetd DNS-szekvenciat
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6. abra. In vitro transzkripcié a Bsp RI metiladz gén pro-
moter régidjat tartalmazd DNS-fragmenteken.
Az autoradiogram 5 %$-os denaturald poliakrilamid
gélrdl késziilt. Az M1, M2 és M3 oszlopban molekula-
méret-markerek taldlhatdék. Az a, b és c DNS-frag-
menteken E. coli RNS-polimerdzzal szintetizalt
RNS-molekuldk mérete az A, B és C oszloprdl olvas-
haté le. A ¥-gal jeldlt transzkriptum kifutott a
gélbdl, ezért nem lathatd a C oszlopban. A bekere-
tezett hasitodohelyek segitik a DNS-szakasz elhelye-
zését az 1. abran.



vizsgdlva egy potencialis transzkripcidé terminator sza-
kaszt taldlunk /7. abra/. A prokaridéta terminatorok
karakterisztikus vonasai ismerhetOk fel: T bazisok egymast
kdvetd sorozata, melyet egy hurokképzddésre hajlamos, for-
ditott komplementer ismétlodés eldz meg. A hurok kevesebb
G/C bazispart tartalmaz, mint ahogy &ltaldban jellemzd /13/.
Megvizsgaltuk a teljes, 2500 bp hosszusdgu Eco RI-Eco RI
fragmenten képzddd RNS molekuldkat. A jelzett ponton igen
enyhe terminacidét tapasztaltunk. Mivel a kisérletet hete-
roldég rendszerben végeztiik /E. coli RNS-polimerazzal, in
vitro/, a lehetséges terminator szekvencia in vivo szerepe

bizonytalan.

Transzlacid inicidcid

Mai ismereteink szerint a transzlacid iniciacidjahoz
prokariétakban hdrom dolog sziikséges:

l. A mRNS 5’ végének néhany bazisra kiterjedd komplemen-
taritasa a 16S riboszomdlis RNS 3’ végével /[Shine-Dalgarno
szekvencia, 15/,

2. Iniciator kodon /AUG, ritkan GUG/.

3. Megfeleld tavkdz 1. és 2. kdzdtt.

A bevezetdben ismertetett kisérletekbdl tudtuk, hogy
a transzlacidé az Alu I enzim hasitdhelye kdrnyezetében kez-
dddik. A kivalasztott nyitott leolvasdsi sor elején hérom,
azonos fazisba esd iniciacidés kodont talalunk /4. &bra,

132., 216., 237. pozicid/. Megvizsgdltuk a lehetséges start-
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7. @bra. Potencidlis transzkripcid termindtor szekvencia és
lehetséges mésodlégos szerkezetl elrendezOdése.

A koordinata a 4. &branak megfelelden van megadva.
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kodonokat megeldzG DNS-szakaszokat a fenti hdrom szem-
pontbél. Mind a Bacillus 16S rRNS, mind az ettdl kissé
eltérd E. coli 16S rRNS 3’ végével kerestiink homoldgiat.
A jellemzd értékeket &sszehasonlitottuk az E. coli, ill.
az eddig ismert néhé&ny Bacillus starthely k&6z6s vonasa-
ival /8. abra/ /14/.

Azonnal szembetiinik, hogy az A. iniciator hely minden
kévetelménynek eleget tesz. A Shine-Dalgarno komplemen-
taritds nagyfoku, a szamitott szabadenergia kiil6nbség az
egyes és kettds szalu allapot k&zétt 10.4 kcal/mol E. coli-
ban, 18.8 kcal/mdl Bacillusban. Ezek az értékek beletartoz-
nak abba a tartomanyba, melyet az E. coli és Bacillus start-
helyek szabadenergia-értékei jelSlnek ki /14, 16, 17/.

A komplementer szakasz és az inicidtor kodon k&zdtti tav-
kéz is pontosan megfelel az atlagértékeknek, tehat az A.
starthely mind Bacillusban, mind E. coliban képes a transz-
lacid inicialéasara.

A B. iniciator hely kisfoku komplementaritast mutat a
Bacillus 16S rRNS 3’ végével /3.4 kcal/mol/, az eddig is-
mert Bacillus adatok szerint ez nem elegendd az inicialas-
hoz [(14/. Az E. coli 16S rRNS-sel &sszevetve azonban ma-
gasabb szabadenergia-értéket kapunk. A kisebbfoku homo-
16giat igényld E. coli rendszerben ez elvileg elegendd a
transzlacié inicidlaséahoz.

A C. inicidtor kodon eldtt nem talalunk Shine-Dalgarno

szekvenciat.



Tavkoz -AG [kcal/mol/

132
A, mRNS . sUCGAAAGGGGCAACAACAUG..
RIAREAN
16S rRNS 3'UCUUUCQ?C.. 7 18.8
[B.subtilis/
Pl
16S rRNS 3'AUchFC.. 7 10.4
[E. coli/
216
B. mRNS . . GAAGAAGUAAGACAACUAUUGAUG, .
11
16S rRNS 3’'ucuuuc. . 10 3.4
[B.subtilis/
i
16S rRNS 3’AU6C.. 10 : 5.2
|E., coli/
237
C. mRNS . AUCAAUGAGGAAAUG, .
Bacillus 6-8 16-20
E. coli 4-14 4-23
8. abra. Transzlacid iniciacid.

A tavkdzt a komplementer szakasz és az inicidtor kodon k&z6tti bazisok szama
definidlja. A szabadenergia értékeket - mint a komplementaritas fokanak jel-
lemzGjét - Tinoco és mtsai /12/ adatai alapjan szamitottuk ki.
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A szekvenciabdél levont kovetkeztetéseink magyara-
zatul szolgidlnak a bevezetOben ismertetett minisejt kisér-
letekhez., Az intakt gént hordozdé pES2 plazmidrdl a teljes
metildz molekula szintetizaldédik az E. coli minisejtben.
lEkkor az A. transzlacids starthely miikédik. Minden bi-
zonnyal ez inicidl B. sphaericusban is. A gélképen /2.
dbra/ megjelenik egy halvanyabb, r&videbb molekuldt rep-
rezentald csik is, ez a B. starthely kevésbé hatékony,
de E. coliban észlelhetd miikédésének eredménye. A pM1lO
plazmidszarmazék a gén elejét az A. hellyel nem tartal-
mazza, igy a transzlacidé csak a B. helyen tud indulni,
csak a kisebb molekulasulyu fehérje jelenik meg a gélen.
Hogy ez a kisebb fehérje megdrzi Bsp RI metilaz aktivita-
sat és specifitasat, azt jelzi, hogy az N-termindlis 28
aminosav nem sziikséges a funkcidé szempontjabdl.

A Bsp RI metilaz szekvenciabdl szamitott molekulasulya
48 280 D, a B. helyrdl induld, kisebb fehérje-molekulié
3253»D—nal kevesebh. Ezek az adatok - figyelembe véve a
molekulasuly meghatarozas hibahatarait, az esetleges
poszttranszlacidés mddosulasokat - jo egyezést mutatnak a
mért 50 000-52 000 D molekulasullyal ill. 2000 D-os kiilénb-
séggel. A mért és a szamitott molekulasuly megegyezése is
arra utal, hogy in vivo Bacillus sphaericusban az A. transz-

lacidés starthely funkcional.



Bazisfsszetétel, kodonhasznalat

A Bsp RI metildz gén magas A+T tartalmu., Az ismert
szekvenciidju Bacillus gének hasonldan magas A+T %-ot mu-
tatnak. Erdekesség, hogy - szemben egy a&tlagos E. coli
génnel - az eddig megszekvencidzott egyetlen II. tipusu

metilaz, az Eco RI metilaz A+T tartalma szintén igen ma-

gas.
BLIPEN /18/ 55 % A+T
BSUAMI /[19/ 58 ¢ A+T
BSPMET 61 ¥ A+T
ECOMET /1,2/ 68 % A+T
ECOMIX /[2/ 48 % A+T

A magas A+T tartalom a kodonhasznalatban is tilikr&zo-
dik /2. téablazat/. A legtdbb esetben a szinonim kodonok
3. pozicidéjaban eldnyben részesilil az A vagy U. Hasonlé a t&b-
bi Bacillus gén kodonhasznalata, bar az AU preferencia
nem ennyire kifejezett. Feltiind, hogy az Eco RI metiléaz
kodonvalasztasaban is igen sok k&zds vonast mutat a Bsp RI
metiléézal, noha az atlagos E. coli gének kodonhasznalata
gySkeresen eltérd. A killdnbségek és hasonlésagok jobban
szembetilinnek az alabbi tablazatban. Feltiintettiik, hogy a
29 szinonim kodonparbél [melyek az 1. és 2. pozicidban
egyeznek, és a 3. helyen purint vagy pirimidint tartalmaz-
nak/ az egyes esetekben hényszor részesiil eldnyben az A-ra
vagy U-ra, héanyszor a G-re vagy C-re végzddd, és hanyszor

egyforma az aranyuk.



Kodon BSPMET BLIPEN BSUAMI ECOMET ECOMIX Kodon BSPMET BLIPEN BSUAMI ECOMET ECOMIX

Arg CGU 14 10 8 0] 19 Gly GGU 26 16 13 18 32
CGC 0 3 4 3 17 GGC 12 10 27 9 37
CGA 12 13 6 3 4 GGA 28 23 25 9 4
CGG 5 10 2 0 2 GGG 9 3 13 15 5
AGA 21 7 6 .31 2 Val GUU 24 10 10 40 23
AGG 2 7 10 3 0] GUC 7 10 10 3 13
Leu CUU 21 49 13 15 8 GUA 17 16 8 9 13
cuocC 2 10 4 3 8 GUG 17 20 21 6 28
cua 14 0 2 15 4 Lys AAA 47 62 33 68 40
CUG 0 10 21 9 70 AAG 24 33 13 40 9
uva 17 26 19 28 10 Asn AAU 33 33 56 58 13
UuG 14 13 10 15 9 AAC 21 23 25 28 25
Ser UCU 12 3 23 25 19 Gln CAA 28 16 23 12 15
ucc 7 3 17 0 13 CAG 9 13 19 3 31
uca 0 7 10 9 7 His CAU 19 [¢) 21 15 7
ucaG 5 10 19 12 10 CAC 5 3 6 6 7
AGU 19 16 17 12 5 Glu GAA 66 42 23 31 32
AGC 2 7 8 12 13 GAG 21 29 19 31 20
Thr ACU 9 16 4 9 10 Asp GAU 42 62 52 65 25
ACC 7 10 8 0 23 GAC 17 16 15 6 18
ACA 9 26 31 15 2 Tyr UAU 26 16 29 49 11
ACG 9 23 15 3 13 UAC 12 3 8 15 14
Pro CCU 19 10 13 18 4 Cys UGU 5 0 2 9 6
CCccC 2 3 0 0 7 UGC 2 7 0 12 6
CCA 13 10 4 15 8 Phe UUU 42 20 25 49 30
CCG 7 16 17 0 19 UucC 19 10 17 21 22
Ala GCU 17 26 25 12 15 Ile AUU 40 26 21 43 33
GCC 5 26 17 3 28 AUC 12 13 19 6 35
GCA 33 42 31 9 22 AUA 19 7 13 21 1
GCG 14 16 25 6 42 Met AUG 26 20 17 6 25
Trp UGG 7 13 25 6 6

2. tablazat. Bacillus és E. coli gének kodonhasznalata.

A gyakorisag-értékeket ezrelékben adtuk meg.

ve



A,U>G,C A,U=G,C A,U<G,C
BLIPEN 19 4 6
BSUAMI 21 1 7
BSPMET 26 2 1
ECOMET 23 2 4
ECOMIX 9 2 18

A kilébnbségek a taxondmiai tavolsagot is érzékel-
tetik /eltekintve az aberréns viselkedésii Eco RI meti-
14zt61/. Kimutattdk, hogy a Gram Enterobacteriaceae
csalad rendszertanilag egymashoz kézel alldé tagjainak
kodonhasznalata és - amivel ez els®sorban &sszefiligg -
izoakceptor tRNS-eloszlasa hasonld [/20/./Az egyes kodo-
nok eldfordulasi gyakorisadga nagy atlagban kifejezi
az izoakceptor tRNS-ek relativ mennyiségét a sejtben/.

A rendelkezésiinkre 8116 néhany adatbdél is kitlinik, hogy a
Gram+ Bacillus genuson bellil is a hasonldsiagok dominal-
nak. A rendszertanilag egymdstdl tavoli két csoport kodon-
vélasztasa és - valdsziniileg - izoakceptor tRNS-elosz-
lasa viszont gySkeresen eltér, ahogy erre mas esetben is
taldltak utalast /20, 21/.

IR . 15, B et

A metilaz elsddleges és ma

A Bsp RI metilaz szimmetrikus szekvenciat ismer
fel a DNS-en. Kézenfekvs, hogy a molekuldban is valami-

lyen szimmetridt keressilink, Megvizsgaltuk a DNS-szekven-



A a-helix [42 %/
AN B-szerkezet /20 %/

— B-fordulat és egyéb

9. abra. A masodlagos fehérje-szerkezet modellje.



ciidbdl szarmaztatott aminosav-sorrendet, talalunk-e
intramolekulédris homoldgidkat. Homoldgnak tekintettilink
két szakaszt, melyek a vizsgalt hosszon legalabb

50 %-~ban azonosak, és legaladbb 3 helyen k&z6s amino-
savat tartalmaznak.

Szamitdgépes adataink k&zdtt csupén néhany amino-
savas egyezéseket taldltunk; szembettld, szignifikans
homolégia nem'fedezhet6 fel a molekuléban. A rdvidebb
sorrend-egyezések jelentOségének elbirdalasanal Osszeha-
sonlitottuk masodlagos szerkezeti kOrnyezetiiket is.

A fehérje masodlagos szerkezetének modelljét Chou
és Fasman predikcids szabdlyainak segitségével készi-
tettiik el /9. &bra/. A mdédszer azon alapul, hogy bizo-
nyos aminosavak, aminosavcsoportok milyen gyakorisaggal
fordulnak eld ismert szerkezetii fehérjék kiilonbdzd szer-
kezeti elemeiben. A modell mintegy 80 %-0s biztonséggal
adja meg az o-helixek, B-szerkezetek pozicidéjat. A masod-
lagos szerkezetben sem taldltunk szembedtld isméti6dése-
ket.

A homolégia-vizsgdlatoknak, a masodlagos szerkezet
tanulmanyozasanak akkor lesz nagyobb jelentdsége, mikor
a Bsp RI metilazt a két miasik, hasonld specifitisu meti-
lazzal is Ossze tudjuk hasonlitani. A gének nukleotid

sorrendjének meghatidrozisa folyamatban van.



OSSZEFOGLALAS

Szomolanyi és mtsai E. coliban klénoztdk a Bacillus
sphaericus kromoszdéma 2500 bazisparos szegmensét, melyrdl
kimutattak, hogy az intakt metildz gént hordozza /3/.
Kiss Antal szubklénozasi kisérleteivel pontosabban be-
hatarolta a gént a kldénozott szakaszon, és megdllapitotta
a transzkripcidé iranyat.

A dolgozatban ismertetjiik a kérdéses régidban megha-
tarozott mintegy 1600 nukleotid sorrendjét. Egyetlen meg-
feleld hosszusagu nyitott leolvasasi sort taldltunk, mely
egy 424 aminosavbdél &116 fehérje kbédolasara képes. A sza-
mitott és mért molekulatdmeg jo6 egyezést mutat /48 280
111. 50-52 000/. A szekvencia alapjan kikeresett promoter
funkcionalasat in vitro transzkripcids kisérletekkel iga-
zoltuk. A promoter TTGTCA -35-8s régidval és TAAACT
Pribnow-boxszal rendelkezik. A Pribnow boxt6l disztalisan
36 nukleotid tavolsagra taldlhatd a transzlacids starthely.
Az iniciator kodont tipikus Shine-Dalgarno szekvencia -
riboszéma-k&tOhely - eldzi meg [GAAAGGGG/. A szekvenciabdl
levont k&vetkeztetések segitségével és Erdei Sara korabbi,
E. coli minisejtekkel végzett transzlacids kisérleteinek
felhaszndlasaval kimutattuk, hogy E. coliban egy masodla-
gos transzldcids starthely is képes miikédni. Mivel a méasod-
lagos fehérjetermék is metildz aktiv, megdllapitottuk, hogy

az N-termin&lis 28 aminosav nem sziikkséges a funkcid szem-



pontjdbdl. A metilaz gén A+T tartalomban /61l %/ és kodon-
haszndlatban hasonlbésagokat mutat az eddig ismert
Bacillus génekkel, és gydkeresen eltér a rendszertanilag
tavolabbi E. coli génektdl. Megvizsgaltuk a DNS-szekven-
ciibdl kBvetkeztetett aminosav sorrendet és a fehérije
masodlagos szerkezetének modelljét, hogy taldlunk-e

belsd szimmetridt a molekuldban. Szamitdgépes elemzéslink
nem mutatott ki szignifikans ismétlddéseket.

A specifikus fehérje-DNS k&lcsbnhatas vizsgdlatahoz
egy igen alkalmas modellrendszerrel rendelkeziink: harom,
hasonldé szekvencia-~specifitdsu metilaz k&z6tt szandé-
kozunk Osszehasonlitasokat tenni kldénozott génjeik segit-
ségével. Ebben volt az elsd 1lépés a Bsp RI metiliaz gén
analizise.

Eredményeink bdvitik ismereteinket a restrikciés-
-modifikdcidés rendszerek emzimeirdl, melyek elterjedt
laboratériumi alkalmazdsuk ellenére kevéssé ismertek.
Eddig egyetlen II. tipusu restrikcidés endonukleaz és modi-
fikacids metilaz génjének nukleotid sorrendjét k&zdlték.

Mig Gram baktériumokbél bdséges szekvencia-informé-
ciéval rendelkeziink, addig Gram+ mikroorganizmusokbédl
csupan néhany strukturgén és transzkripcids, transzlacids
szigndl szekvenci&ja ismert. A Bacillus sphaericus meti-
laz génje az egyik legsokoldalubban jellemzett Gram”® gén

jelenleg.
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