
4 Lívery

l. Miestne cielenou mutagerÉzou sme pripravili kolekciu Ínutantov sjednou substitrlciou

konzervovaných aminokyselinových zvyškov v motívoch II a III v N.Íerminálnej ónÉne

podjednotky HsdR enzymu EcoRl24I: Dl5lA, El65A, El65D, EI65II adK167A.

r Pozitívnym a negativnym komplementďným tostonr ilr ylvo sme zistili' Že všet$

mutanty prejavili fenoýp ťď.

r Test restrikcie DNA ',? vjrro potvrdil výsledky in vivo testov, Že Žiadny z mutantov

nebol schopní štiepiť plazmidovú DNA na lineá'mu forrnu.

r Test viizbovosti DNA (EMSA) neodhalil žiadne významrÉ rozďely medzi divolcým
a mutantnými enzýmami v schopnosti viazať DNA.

r Metóda na meranie ATPázovej aktivity, zaloŽeruí na použití proteínu viaŽúcehg fosfáL

ukázalu Že substitucie v motíve II a Itr u váčšiny mutantov spÓsobila virc než 2.

nrásobnú redukciu hydrolýzy ATP. Mutant Kl67A bol jeďný' ktoý prejavil aktivifu

porovnatelhú s divolcým enzýmom.

r Translokačný proces bol analyzovaný disociáciou triplexu na stopped.fbw fluorimetri

a pornocou magnetickej pinzeý. obe techniky ukázali zntžené translokďné rýchloati

mutantov, rozdiely medzi mutantami a divohým enzýmom boli ešte ýraznejšie pri

merani na magrretickej pinzete. Pozorovali sme takztiez zmenerrú

procesivih1 iniciáciu a bimoďílnu distribúciu Rl ýchlostí.

2. Aminokyselinové zvyšlry Q a Y v motíve QxxxY podjednotky HsdR boli substituované

miestne cielenou mutagenézoq pričom boli vývorené nasledovné mutaltyl Q.l79A' Ql79K'

Yl83A' Yl83F advojiý mutant Ql79A'Yl83A.

o EMSA llkáza|a, Že všetky mutácie destabilizovali viizbu & komplexu, pričom najváčší

efekt bol pozorovaný u zvyšku Yl83. Dvojiý mutant (Ql79A'Yt83A) prejavil

najviřšie zniŽenie ď'nity k DNA.



S výnimkou dvojitého mutanfu (Q179A,Y183A), všetky ostatné mutanty ukázďi

rovnaké translokačné vlastnosti ako divolcý eruým. Vzhťadom k velkej

experimnetálnej chybe v Q179A'YI83A dátach sme neboli schopní posúdiť, či bol

tento enzým najýchlejší motor.

Všetky mutácie v motíve QxxxY zmenili ýchlosť a efeldivitu štiepenia DNA.
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