4 Lavery

1. Miestne cielenou mutagenézou sme pripravili kolekciu mutantov s jednou substitiiciou
konzervovanych aminokyselinovych zvyskov v motivoch Il alll v N-terminalnej doméne

podjednotky HsdR enzymu EcoR1241: D151A, E165A, E165D, E165H and K167A.

e Pozitivnym a negativnym komplementaénym testom in vivo sme zistili, ze vetky

mutanty prejavili fenotyp rm’.

e Test restrikcie DNA in vitro potvrdil vysledky in vivo testov, Ze ziadny z mutantov

nebol schopni $tiepit plazmidovi DNA na linearnu formu.

e Test vidzbovosti DNA (EMSA) neodhalil ziadne vyznamné rozdiely medzi divokym
a mutantnymi enzymami v schopnosti viazat DNA.

e Metdda na meranie ATPazovej aktivity, zaloZzena na pouziti proteinu viaziceho fosfat,
ukazala, ze substiticie v motive II aIIl u va¢3iny mutantov sposobila viac nez 2-
nasobnt redukciu hydrolyzy ATP. Mutant K167A bol jediny, ktory prejavil aktivitu

porovnatel'nt s divokym enzymom.

e Transloka¢ny proces bol analyzovany disociaciou triplexu na stopped-flow fluorimetri
a pomocou magnetickej pinzety. Obe techniky ukézali znizené transloka¢né rychlosti
mutantov, rozdiely medzi mutantami a divokym enzymom boli eSte vyraznejSie pri
merani na magnetickej pinzete. Pozorovali sme takztiez = zmenenu

procesivitu, iniciaciu a bimodalnu distribtciu R1 rychlosti.

2. Aminokyselinové zvysky Q a Y v motive QxxxY podjednotky HsdR boli substituované
miestne cielenou mutagenézou, pri¢om boli vytvorené nasledovné mutanty: Q179A, Q179K,

Y183A, Y 183F advojity mutant Q179A.Y 183A.
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e Svynimkou dvojit¢tho mutantu (Q179A.Y 183A). vsetky ostatné mutanty ukazali
rovnaké  translokatné vlastnosti ako divoky enzym. Vzhladom k velkej
experimnetalnej chybe v Q179A,Y183A datach sme neboli schopni posudit, ¢i bol

tento enzym najrychlejsi motor.

e Vsetky muticie v motive QxxxY zmenili rychlost aefektivitu Stiepenia DNA.
Rychlost aj hydrolyzy jedného aj oboch retazcov bola zniZzend, priCom va¢smi bola

ovplyvnené hydrolyza druhého retazca.




