Restrikcijos endonukleag (REazs) yra vieni dazniausiai naudojamferment;
molekulireje biologijoje, todl ieSkoma alternatyvi keliu REaziy specifiSkumo variamt
padidinimui. Deja, po neékmingu kryptingo restrikcijos ferment substratinio specifiSkumo
keitimo eksperiment pastaruoju metu ima vyrauti nuongphkad tik atsitiktie mutagenez arba
jos derinimas su tam tigr aminoGg&iu kryptingu keitimu gali pagti sukurti naujo
specifiSkumo REazes, kuriatranka ngnanoma be efektyyi in vivo atrankos metad
Biotechnologijos instituto Prokarigt gen; inzinerijos laboratorijoje buvo iSkelta hipotez
derinant posegregaciniasteliy Zzudymo (PSZ) efektir persidengiatiy DNR sek; metilinima,
galima vykdyti naujo specifiSkumo mutantinREazi; atrank. Darbo objektu pasirinkta 11S
potipio R—M sistem pora Eco31l (5-GGTCTC-3’)/Alw261 (5’-GTCTC-3’), iy atpaistamos
DNR sekos persidengia. SOS atsako indikatoriniammidilaui ER1992 ekspresuojant
temperairai jautrios (ts) replikacijos plazmgd koduojaria alw26IM, ir stabila plazmic,
koduojargia atsitiktinai mutuotuseco31IR genus, bei wteco31IM, nepalankiomis (PSZ) ts
replikacijos plazmidei ygomis hity galima atrinkti pakeisto arba pakitusio specifigiu
restrikcijos fermentus. Po ts plazresdpametimo, SOS atsakas bus sukeliamas tesetse,
kurios tués plazmides koduoj&ms mutantines REazes (atggama seka — 5-XGTCTC-3).
Darbo metu buvo atrinktos 8-ios pakitusio specifitl mutantids REazs. Mutacij; analiz
paroc, kad 6-iuose mutantuose Eco31l DNR specifiSkumikitipaa jtakojo D231V mutacija.
Kituose mutantuose specifiSkumo pakuditamé E71V arba Q69R, K1271 mutacijos. Mutarésn
REazs Eco317°°**2"" DNR specifiskumo analizparod, kad mutantinis fermentas atpaZino
ir karpé ne tik kanonin 5-GGTCTC-3' sek, bet ir 5*-TGTCTC-3' bei 5*-AGTCTC-3' sekas,
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pirmenyh; teikdamas taikiniams 5’ gale turintiems T. Tamistatytas Eco3%
DNR specifiskumas - 5°G/W)GTCTC-3’, kur W yra A arba T. Gauti rezultataido, kad PSZ
efektu paremta mutantatranka gali Bti sckmingai taikoma katalitiSkai aktywi mutantiniy

REazi; atrankai.



