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SACCHAROMYCES CEREVISIAE YAG ASIDi SENTETAZ GENI,
2 — ALT UNITESi, E FRAGMANININ MOLEKULER ALT

KLONLANMASI VE NUKLEOTID DiziSiNiN SAPTANMASI

MOLECULAR SUBCLONING AND DNA SEQUENCING OF
FRAGMENT E OF o — SUBUNIT OF FATTY ACID SYNTHETASE
GENE IN SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Turgut ULUTIN* - Salih, ]. WAKIL**

SUMMARY

The project described here involved the subcloning and sequencing
of a fragment of yeast fatty acid aynthetase 2 known as fragment E. It
was neccessary to determine the internal code of this fragment and to lo-
cate its active site (s).

Fragment E was ligated with plasmid PBR322 and then transformed
into E. Coli JM109 host cells. Plasmid DNA was isolated from subclones,
and then DNA was purified by cesium chloride ultracentrifugation. Closed
circular plasmid DNA was sequenced according to Maxam and Gilbert pro-
cedure. The sequence of this fragment was obtained through labelling at
the ECOR, site and Hind III site. Thus base sequencing gave us a chance
to look at same part of the amino acid sequence of g - subunit of fatty acid
synthatase. Since ths size of the fragment E is approximately 850 base
pairs it could coe2 for 283 amino acids. This might show that there was
no active site on fragment E coding for anyone of the known enzymes of
the fatty acid synthstase system. When this amino acid sequence was
compared to the amino acid sequence of the enzymes of the fatty acid
synthetase system, no homology was detected.

* M.U. Eczaciik Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Nisantagi-ist.
** Baylor College of Medicine, Dep. Biochem., Houston-Texas, U.S.A.
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OZET

Bu calismada maya yag asidi sentetaz 2 (g - alt iinitesi)'nin bir frag-
manil olan E fragmaninin alt klonlanmasi ve DNA’sinin dizilenmesi iizerin-
de calhisilmistir. g - alt Ginitesi E fragmaninin internal bir kod icerip iger-
medizgi veya herhangi bir aktif yere sahip olup olmadig: arastirildi

E fragmani, PBR322 plasmidi ile baglandi, ve E. Coli JM109 konak
hiicresi icerisine transforme edilerek iiretildi., Daha sonra plasmid DNA alt
klonlardan izole edildi ve sesiyum Xkloriir ultrasantrifigasyonu ile saflagti-
rildi. Elde edilen kapali yuvarlak DNA'nin nukleotid dizisi Maxam - Gil-
bert metoduna gore saptandi. ECOR, ve Hind III yerlerinde isaretleme ile

elde edilen bu fragmanin dizisi, ¢ - alt linitesinin protein dizisini daha ko-
lay belirlemeye olanak tanidi. E fragmaninin yaklasik 850 niikleotid icer-
digi ve 283 amino asidi kodlayabilecegi bulundu. Tespit edilen amino asid
dizisi, amino asid dizisi bilinen yag asidi sentetaz kompleksi enzimleri ile
karsilastirildiginda herhangibir benzerlik saptanamadi. Bu bulgu fragman
E’'nin yag asidi sentetaz sistemindeki bilinen aktif bir proteni kodlamadi-
g diistindirir.

GiRiS

Yag asidi sentetaz sistemi 6 enzim ve acil tasiyici proteinden
meydana gelmis, hayvan dokularinda yaklasik 500.000 molekiil
agirlikli, Saccharomyces cerevisiaede ise 415.000 molekiil agirhikl
o ve 8 Uniteleri iceren kompleks bir sistemdir (1). Bu sistemin ge-
netik yénden incelenmesinin ilk calismalar: 1972 senesinde Sch-
weizer’in laboratuvarinda yapilmis ve biltiin yag asidi sentetaz
geninin haritalanmasi ve bu sistemdeki enzimlerle iliskisi tamam-
lanmak {izeredir (2, 3). Mayalarda yag asidi sentetaz geninin
z-alt linitesi niikleotid dizisi Wakil ve arkadaglar1 tarafindan sap-
tanmigtir (4). Bu bulgulara dayanarak «-alt {initesinin kodladi-
g1 enzimlerin amino asit dizilis siras1 belirlenmistir (4).

Bu calismanin amaci yag asidi sentetaz c-alt iinitesinin 5
fragmanindan biri olan E fragmaninin niikleotid dizilis sirasini
belirleyerek kodladigl amino asit dizisine gecmekti. Bu dizinin be-
lirlenmesindeki asil amag¢ «-alt iinitesinin yag asidi sentetaz sis-
temi icinde aktif gdrev alan bir enzimin kodunu icerip icermedi-
gini yani bu genin, diger adiyla yag asidi sentetaz 2 geninin ya-
pisal veya kontrol geni olup olmadifini gostermektir.

Yag asidlerinin sentezi genelde sitozol icerisinde yag asidi

sentetaz enzimi adi verilen bir multi enzim kompleksi tarafin-
dan katalizlenir.
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Yiiksek organizmalarda yag asidi denovo sentezinin bu 6 en-
zim aktivitesi ve acil tasiyic1 yag asidi sentetaz adi verilen 500.000
dalton agirhginda bir komplekste mevcuttur (5,6). Bu sentetaz
enzimi iki uygun ve identik alt tniteden meydana gelir, ve cok
fonksiyonlu kompleks bir proteinden ibarettir (6). Saccharomyces
cerevisiae’de yag asidi sentetaz enziminin ve « ve g olarak adlan-
drrilmis iki farkll alt lniteden clustugu bildirilmistir (7, 8). Bu
alt tiniteler aktif sekillerinin hekzamerler oldugu bilinen ve her-
biri « ile B’y1 iceren miltifonksiyonel proteinlerdir. Bu kompleks
yaklasitk 2,4 x 10° dalton agirlifina sahiptir (7,9, 10). Mayalar-
da yag asidi sentetaz iki identik olmayan alt Uiniteden ibarettir.
Bunlarin M.A’lar: 212.000 ve 203.000 olup sirasiyla yag asidi sen-
tetaz 2 ve yag asidi sentetaz 1 denen iki iligkisi olmayan gen tara-
findan kodlanir (6, 11).

«-alt Unitesi ¢ ayr: aktivite icerir. Bunlar g-kKetoacilsentetaz
enzimi, 4-fosfopantotein prostetik grubu icin baglanma yeri ve
B-ketoagilrediiktaz aktivitesidir. g-alt Uinitesi bes enzim aktivite-
sine sahiptir. Bunlar enoilrediiktaz, asetiltransacilaz, dehidrataz,
malonil ve palmitoiltransacilazdir (12, 13, 14, 15, 16).

Maya genleri E. Coli icerisindeki plazmid vektorlerinde hem
transkripsiyon ve hem de translasyonda aktif olarak bulunmus-
tur. Klonlanmis genlerin ifadesi, eukaryotik baslaticilarin tanin-
mas1 ve sonuclanan m-RNA’larin bakteriyel ribozomlar tizerinde
dogru translasyonu bakteriyel RNA polimeraza baghdir. Béylece
maya yag asidi sentetazin E. Colide ifade edilebilecegi ve klon-
lanan maya YAS genlerinin izole edilebilecegi farzedilir. Kuziora
ve arkadaslart Saccharomyces cerevisiae'den yag asidi sentetazin
DNA Klonlarin izale etmek igcin maya transformasyon teknigini
kullanmislardir (3). Maya E. Coli mekik vektérii olan YEP 13’de
maya DNA dizisinin bir bankasi YAS genlerini transforme etmek
icin kullanmilmagtir (17). YEP 13 plazmidi mayanin leu 2 geninin
tamamini PBR 322 geninin de tamamini icerir (18). YAS 1 ve
YAS 2 mutasyonlarinin tamamlandifi maya DNA dizilerini ice-
ren plazmid ile transforme edilen hiicreler secildi. Her koloniden
komplamenter olan plazmid izole edildi ve YEPYAS 1 ve YEPYAS
2 olarak adlandirildi (Sekil 1). YAS 1 geninin niikleotid dizisin-
den ortaya c¢ikan e-alt lnitesinin amino asit dizisinin tamam
saptanmistir (4).
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SEKIL I: YEPYAS 2'nin KLONLARI

Kalin cizgiler vektér DNA'y1 (YEP 13), ince cizgiler ise maya DNA insertini

belirtir. Yukarida verilen YAS 2 haritas1 PBR 322 yada PUC 18 vektorleri

icerisinde klonlanmigtir. Burada Hind III restriksiyon enzimleri ile kesile-
rek elde edilen fragmanlar A'dan E'ye gosterilmektedir.

MATERYAL VE METOD

Sig1r serum albumin, Etedyum Bromir, Ure, Caftimus DNA
Sigma firmasindan CsCl,, Agaroz bethesda aragtirma laboratuva-
rindan, Hidrazin Aldrich kimya laboratuvarindan, Sodyum Dode-
sil Siilfat, Akrilamid, Bisakrilamid, TEMED, Amonyum persiilfat
Biorad laboratuvarindan, Formik asit, Piperidin Fischer scientific
firmasindan temin edildi.

Biitiin radyoaktif kimyasal maddeler Amersham Cooparation’
dan saglandi. Bakto yeast extract, Bakto Tripton, Agar gibi bu-
tiin ortam kimyasallar1 Difco laboratuvarlarindan saglandi.

Biitiin restriksiyon enzimleri New England Biolab’dan sag-
landi. T4 DNA ligaz, T4 Poliniikleotidkinaz, Bakteriyel Alkalifos-
fataz, Klenow Fragmani gibi DNA'y1 modifiye edici diger enzim-
ler de Bethesda research laboratuvarlarindan saglandi.

Kullanilan tamponlar sirasiyla; Ligasyon Tamponu, Tris HC1
tamponu, 0.5 M EDTA Tamponu ve % 10’luk Sodyum Dodesil Sil-
fat Tamponu, Restriksiyon Enzimi Tamponlar: (Orta, yiiksek ve
az miktarda tuz iceren olmak iizere), Kinaz Tamponu ve Tris
Borat Elektroforez Tamponudur.
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Plazmid olarak PBR 322 ve PUC 18, sus olarak da JM 109
kullanildi. Elektroforez deneylerinde Agaroz ve AKrilamid Jeller
kullanildi.

Bakterinin biiyiittilmesi ve transformasyonu icin LBroth or-
tami kullanildi.

Bu calismada kullamilan arag ve gerecler; 37°C Is1 Bloku
(VWR Scientific Lab), 12°C Buzdolab1 (Sub Zero), 65° Inkibator,
model 235 Mikrosantrifiij (Fischer), 37°C Inkibator, Sorwall RC-
2B Santrifij (Narco), 42°C Su Banyosu, L2-65B Ultrasantrifiij,
Spektrofotometre (Beckmann), 37°C Calkalayic1 (New Brunswick
Scientific Lab), J21 Corb Santrifiij, Sorwall SS Santrifiij Rotoru
(Beckmann), Sterill gard hood (Baker Company), Speed Vac Con-
cantrator (avand), Model 3000/300 Elektroforez Giic Aygiti, Mo-
del C94 Elektroforez Gli¢ Aygiti (Isco), XAR-5-X-RAY films (KO-
DAK).

YOGNTEMLER

Kalsiyum Kloriir metodunu kullanarak JM 109un E frag-
manli plazmid ile transformasyonu (19) yapildi. Koloniler plak-
lardan toplanarak alt klonlardan plazmid DNA elde edildi. Fu
islem esnasinda CsCl, Ultrasantrifiij Gradyan yéntemi kullanil-
di. Elde edilen DNA UV 1s181inda iki bant olarak goériildii. Ustteki
bant lineer bakteriyel DNA, alttaki bant ise kapali plazmid DNA’
dan ibaretti. Ve elde edilen plazmid DNA'nin 260 nm ve 280 nm
dalga boyunda Beckmann Spektrofotometresi ile kalite ve mik-
tar1 saptandi. Daha sonra dizilenmesi amaglanan DNA fragmani
uclan isaretlendi. Elde edilen fragman % 6’lik poliakrilamid jeli
lizerinde analiz edildi. 0.8 kilobazlik fragmani iceren klon restrik-
siyonendoniikleaz enzimi ile muamele edildi. Numune fenol ve
kloroform ekstraksiyonlarindan sonra CH,;COONa ve etanol ile
coktirtildii ve etanolle yikanip kurutuldu. Kurumus haldeki pe-
let 50 milimolar tris tamponu ile ¢oziildi. Bakteriyel alkalifosfa-
taz eklendi. 37 ve 65°C’larda inkiibe edildi. Fosfatlama islemi ta-
mamlandiktan sonra kinazlama islemi icin kinaz tamponu «-32
ATP ve T4 kinaz ilave edildi. Fenol-Kloroform ekstraksiyonu ve
etanol coktliirmesinden sonra kurutuldu ve ikinei restriksiyon
endoniikleaz ayrilmasi gerceklestirildi. Isaretli fragmanlar % 5’lik
akrilamid jel tizerinde ayirdedildi. X-RAY filimleri ile alinan fi-
limlerden fragmanlarin yerlesimleri saptandi. Jelden kesilerek ci-
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kartilan bantlar eliie edildi. Bantlar tris EDTA tamponu igerisin-
de birakildi. Santrifiij edildikten sonra silipernatant jel parcacik-
larim cikartmak icin cam pamugu igeren bir kolondan iki defa
gecirildi. Daha sonra isaretli fragmanlar1 iceren soliisyon DEAE
kolonundan gecirildi. Tris EDTA ile yikandi. Elile edilen sivi ma-
teryel ufak bir tiipte toplandi. Tagiyic1 dedigimiz Calf Timus DNA
jlave edildi. Etanol ile yikanarak Speed Vakum Konsantratérde
xurutuldu. Bundan sonra MAXAM-GILBERT teknigi kullanila-
rak ucu isaretli fragmanlar dizilendi (20). MAXAM ve GILBERT
dizilenmesi icin bazi Ozel tamponlar sunlardir : Dimetilstilfaat
tamponu, Dimetil siilfat durdurucu tampon, Hidrazin reaksiyon
durdurucu tampon, yiikleme tamponu. Bu yonteme gére Timin,
Sitozin, Adenin ve Guanin icin ayri ayri baz reaksiyonlari yapil-
di. G-C-T peletleri 1.5 molar piperidin ile eritildi. Biitlin reaksi-
yonlar 30 dakika 90°C’da inkiibe edildi. Ve 5 dakika buza konul-
du. Butanol ve SDS ile muameleden sonra numuneler % 81lik po-
liakrilamid jelinde elektroforeze tabi tutuldu. Daha sonra otorad-
yografi ile okuyarak ntkleotid dizilenmesi bulundu.

BULGULAR

«-alt iinitesinin fragmanlara ayrilmasi; YEPYAS 2 klonu vek-
térler haric bes fragman olusturdu (Resim I). Fragmanlarin 0l-
clisit 0.8 kilobazdan 4.0 kilobaza kadar deisir. Fragman A 4 ki-
lobaz, fragman B 3.3 kilobaz, fragman C 2 kilobaz, fragman D 1.2
kilobaz ve fragman E. 0.8 kilobaz olarak elde edildi. 0.8 kilobaz-
hk E fragmani PBR322 icerisine klonlandl.

Plasmid DNATun JM 109 icerisine transformasyonu : Plas-
mid DNATin 1 mikrogrami E. Coli susu JM 109 icerisine metod
béliiniimiinde tarif edildigi gibi transforme edildi. Transforme
edilmig hiicreler ampisilin iceren L-BROTH plaklari lizerine ya-
yildi. Tek olan koloniler toplandi. Yeni ampisilin plaklar1 tzeri-
ne yayildi ve depoland1.

Plasmid DNAMin eldesi : Plasmid DNA ile transforme edilmis
JM 109 hiicreleri 1 litre L. BROTH besiyeri icerisinde tretildi.
(BKZ. Plasmid saflagtiriimasi metodu). Plasmid CsCl1, dansite
gradyan santrifigasyon yoluyla saflagtirildi. Bdylece saf hale ge-
len DNA, plasmidin uygun insertler icerip icermediginden emin
olmak amaciyla restriksiyon enzimleri ile rutin olarak kontrol
edildi. Bu DNA'nin ECOR,, Hindi III restriksiyon enzimleri ile
kesilmesiyle yapild:r (Resim II).
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Resim I

YEPYAS 2 klonu Hind III ile kesildiginde, vektdr diginda beg frag-
man meydana gelir. Fragman o6lc¢ii kalibrasyonu icin DNA/Hind III ve 174/

.Hae III kullamldi. Birineci sira ) DNA/Hind III ve ¢ 174/Hae III.

No. 1 (23130 baz parcas1) No. 2 (9414 bp) No. 3 (2557 bp) No. 4 (4371
bp) No. 5 (2322 bp) No. 6 (2028) bp.) Bu alt1 bant A DNA/Hind III 1§aret-

‘leyicisinden gelir. No. 7 (1353 bp) No. 8 (1078 bp) No. 9 (872 bp) No 10

(603 bp)

Ikincﬂ sira : Hind III ile kesilmis YEPYAS 2 fragman A 4 kb) B
(3.3 kb) ok i kb); D (1.2 kb), E (0.8 kb).

E fragmaninin Hind IIT ile isaretli uclarinin dizilenmesi :
Plasmid DNA Hind III ile kesildi ve metod bdlimiinde tarif edil-
digi gibi fosfatlama ve kinazlama basamaklarini takiben uclari
isaretlendi. Bu DNA daha sonra ECOR, ile kesildi. Ve fragmanlar
% 5’lik akrilamid jeli lizerinde elektroforez ile ayrildi. Otoradyo-
grafi ile igsaretli bantlar saptandi. Otoradyogram jelden bantlar:
kesip disariya almak icin kalip olarak kullanildi ve DNA elde edil-
di. DNA’nin dizilenmesi iki ayr1 fragman icin ayr1 olarak gercek-
legtirildi. Dizilenme basamaklari resim II'te goériidlmektedir.
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Resim II

DNA'min ECOR, ve Hind III ile kesilmesi:; 1. sira Igaretleyici DNA/Hind
III ve 174/Hae III; 2. sira Hind III/08. kb; ECOR,/0.8 kb; 4. sira Hind
III/ECOR 0.8 kb (0.5 kb-0.3 kb); 5. sira RSA 1/0.8 kb; 6. sira RSA I/Hind

III 0.8 kb. !

Bu ayrilmalar 0.3 kb ECOR, fragmani, 0.8 kb Hind III fragmani ve her
iki enzim ile yapilan ciftli kesilmede 0.3 ve 0.5 kb fragmanlarini verdi (4.

sira).

Okunan dizi sequanal (Nar 1982) diye adlandirilan bir prog-
ram kullanilarak bilgisayara verildi. Fragman yalnizca bir yon-
de transkripsiyon ve translasyon olacagl icin Hind IIT ile kesili
uclarin birinin dizisi gene gore ayni yénde olacaktir. Ve oteki
Hind III yerindeki isaretleyici ile elde edilen fragmanin dizisi
komplementer yoniinde olacaktir.
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Resim III

Resim III'de ECOR, ile isaretlenip sonra Hind III ile kesilen 0.3 kb ve 0.5 kb
fragmanlarin MAXAM - GILBERT metoduyla yapilmis ve poliakrilamid je-
line kosulmasi ile elde edilmis niikleotid dizileri goriilmektedir.

TARTISMA

E fragmani maya YAS 2 geninin Hind III restriksiyon frag-
manlarinin biridir. Bu fragman internal bir fragmandir. Ve yag
asidi sentetazin «-alt Uinitesinin protein dizisinin bir kismin kod-
lamak icin énemlidir. Fragmanin 6l¢lisii 850 baz ¢ifti oldugu icin
850/3 oraninda yani 283 amino asid kodlayabilir. «-alt linitesi pro-
teini 2000 kadar amino asid kalintisi1 kapsayabilir.

Bu fragmanin ECOR, ve Hind III yerlerinde isaretlenmesi
yoluyla dizilenmesi bize «-alt linitesinin protein dizisinin bir kis-
mina g6z atma sansi verdi. ECOR, geninde bosluklar olmasina
ve dizi heniliz tam olarak dogrulanmamis olmasina rafmen dizi
aktif yer olarak bilinen dizileri icerip icermemesi acisindan ana
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Sekil II

E fragmaninin ECOR, ile igaretli uclarinin dizilenmesi : (Dizilenme
Stratejisi) Hind III uclarindan gelen dizilen yaklagik olarak igaretli uc-
tan itibaren 250 niikleotid okunmaktadir. (BKZ. Kompiitiir datalarl) Bu-
rada Hind III ile isaretlenip ECOR, ile kesilen 0.3 kilobaz fragmaninin 38

niikleotidi birbiri ile cakismislardir. Ayni sekilde Hind III ile isaretlenip
ECOR, ile kxesilen 0.5 kb fragmani Ve ECOR, ile isaretlenip Hind III ile

kesilen 0.5 kb fragmaninin 99 niikleotidi birbiriyle cakigmislardir. Frag-
man E énce Hind III ile isaretlendi ve daha sonra ECOR, enzimi ile ke-
sildi. Bu 0.3 kb fragman igin 113 niikleotid ve 0.5 kb fragman icin 342
niikleotid verdi. Fragman Enin énce ECOR, ile igaretlendigi ve daha son-
ra Hind III enzimiyle kesildigi durumda ise bu 0.3 kb fragmani i¢in 204
niikleotid 0.5 kb fragmanl icin ise 248 niikleotid verdi. insertin internal kis-
minin dizisini elde etmek icin plasmid ECOR, ile igaretlendi. Hind 111 ile
de kesilip dizilendi. 0.5 kb ECOR, igaretl fragmanin dizisi 0.5 kb Hind III

fragmaninin komplementer ipliginin dizisi ile bir noktada kesigti. Benzer
sekilde 0.3 kb ECOR, igaretli fragmanin dizisi 0.3 kb Hind III fragmaninin

komplementer ipliginden elde edilen dizi ile kesisti. Bu dizi, bize elde edi-
len dizilerin dogru oldugunu da kanitlar.

liz edilebilirdi. Acil tasiyict protein ve ketosentetazin aktif yer di-
zisi énceden bilinmekteydi. Boylece bu iki dizi icin dizileri kar-
silagtirma olanagl bulundu. Ancak bu iki dizi arasinda benzer-
lik saptanamadi, Boylece bu dizi internal protein dizisinden tes-




-

TURGUT ULUTIN - SALIH J. WAKIL

i Hind_ITI ] 2275
GTT GAA GCT TTG ATT GAA TTT ATC TAC LG ALT GAA AAG AAT GGT GGT TTA GGT
val Glu Ala Leu Ile Glu Phe Ile Tyr Asp Thr Glu Lys Asn Gly Gly Leu Gly
2310 2325 2360

TGG GAT GTA GAT GCT ATT ATT GCA TTC GCG GCC ATT CCA GAA GAA GGT ATT GAA
Trp Asp Leu Asp Ala Ile Ile Pro Phe Ala Mo Ile Pro Glu Glu Glv Ile Glu
2370 2305 2400
TTA GAA CAT ATT GAT TCT AAG TCT GAA TTT GLT CAT AGA ATC ATG TTG ACC AAT
Leu Glu His Ile Asp Ser Lys Ser Glu Mhe Ala His Arg Ile Met Leu Thr Asn

2415 2430 2005 2460
ATC TTA AGA ATG ATG GET TGT G100 AAL AMG DAN AAA TCT GCA AGA GGT ATT GAA
Ile Leu Arg Met Met Gly Cye Vol Lye Lyg Gln Lys Ser Ala Arg Gly Ile Glu
| 2475 ' 2490 2505 2520
ACA AGA CCA GCT CAA GTC ATT CYA L AT 15T CEA AAC CAT GGT ACT TTC GGT
{ Thr Arg Pro Ala Gln Val Ilc Lew Pea Mol Lupr Pro Asn His Gly Thr Phe Glu
| 2535 a0l 2565
| GGT GAT GGT ATG TAT TCA GAA TCL ANG TTG TRV TTG GAA ACT TTG TTC AAC AGA
Gly Asp Gly Met Tyr Ser Glu Ser Lyo Lew Gee Leu Glu Thr Leu Phe Asn Arg
2580 2595 2610 2625
TGG CAC TCT GAA TCC TGG GCC AAT LA TTA ALC GTT TBC GGT GCT ATT ATT GGT
Trp His Ser Glu Ser Trp Ala Asn Gln Leu Thr Val Cys Gly Ala Ile Ile Gly
2640 2655 2670
TGG ACT AGA GGT ACT GGT TTA AT AGC GIZT AAT ARG ATC ATT GCT GAA GGT ATT
Trp Thr Arg Gly Thr Gly Leu Mel Ser Alo fun Asn Ile Ile Ala Glu Gly Ile
2685 2700 25 2730
GAA AAG ATG GGT GTT CGT AGCT TTL FLT LAY AL GAA ATG GCT TTC AAC TTA TTG
Gly Lys Met Gly Val Arg Thr Phe Ser Gin Lyo Glu Met Ala Phe Asn Leu Leu
2745 2760 2775 2790
GGT GTA TTG ACT GCA GAA GTC GTA GAA 1115 11 TAA ABA TCA GCT GIT ATG GCT
Gly Leu Leu.Thr Pro Glu Val Val Glu Leu Cys Gln Lys Ser Pro Val Met Ala
' 2805 2820 2835
' EcoR I
GAC TTG AAT GGT GGT TTG CAA TTT GTT CLT W TTG AAG GAA TTC ACT TGT CTA
) Asp Leu Asn Gly Gly Leu Gln Phe Val Pro Glu Leu Lis Glu Phe Thr Cys Leu
. 2850 2865 2880 2895
’ ART TGC GTA AAG AGT TGG TTG AAA CTT CTG AAG TTA GAA AGG CAG TTT CCA TCG
. Asn Cys Val Lys Ser Trp Leu Lyo len Len Lyn Leu Glu Arg Gln Phe Pro Ser
2910 2920 2946
AAA CTG CTT TGG AGC -ATA AGG TTG TCA ATG KA ATA GCG CTG ATG CTG CAT ATG
] Lys Leu Leu Trp Ser Ile Arg Leu Ser Mol Ao 1le Ala Leu Met Leu His Met
2955 2970 2900 3000
CTC AAG TCG AAA TTC AAC CAR GAL LTA ACA TIL NAC TGG ACT TCC CAG AAT CGA
Leu Lys Ser Lys Phe Asn Gln Glu Lew Thr Phe Asn Trp Thr Ser Gln Asn Arg
& 3015 3030 3045 3060
AAC CAT ACA AAC AGG TTA AAC AAA T1TG LTC CCG CTG AGC TTG AGG GTT TGT TGG
Asn His Thr Asn Arg Leu Asn Lys Leu Lew Pro Leu Ser Leu Arg Val Cys Trp
3075 3105
ATT TGG AAA GAG TTA TTT GTA GTT ACC GLT TTT GCT GAA GTC GGG CCA TGG GGT
Ile Trp Lys Glu Leu Phe Val Val Thr Gly Phe Ala Glu Val Gly Pro Trp Gly
3120 3135 Hind TIT 2150 3165

[« TCG GEG AGA ACT AAG ATG GGA AAT GGA AGC TTT GGT CAA TTT TCG TTG GAA GGT
Ser Ala Arg Thr Lys Met Gly Asn Gly Ser Phe Gly Glu Phe Ser Leu Glu Gly

AL

- Lo}

Yag asidi sentetaz 2'nin E fragmaninin niikleotid dizisi ve amino asit
L- kompozisyonu.
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kil olmasina ragmen herhangi bir aktif yer dizisi icermeyebilir
goriistine varildL On taraftan bu dizileme bize mukayese icin
mevecut olmayan dizinin elde edilmesi, protein katlanmasi veya
paz1 fonksiyonel yerlerin icerilmesi acisindan bilgi verebilir. De-
gisik organizmalarda bu tip caligmalar sonucu proteinlerin ami-
no asid kompozisyonlarindaki benzerlik saptanabilir ve evolls-
yon konusuna aciklik getirebilir (21).
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