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I n vivo transkripcijos interferencijos sistemos konstravinas restrikcijos
endonukleaziy Eco31I ir Eco31%*R 12" pNR specifiskumo tyrimams

Sio darbo tikslas — taikarit vivo transkripcijos interferencijos sistegmistirti
laukinio tipo restrikcijos endonukleéz (REazs) Eco3ll (atpakta DNR sek 5'-
GGTCTC-3") ir mutantiéss REazs Eco31¥®"K?"' (atpajsta DNR sek 5
(GIW)GTCTC-3") sveikos su DNR sekomis 5-GGTCTC-3', 5-AGTCTC-3',-5
TGTCTC-3’, 5-CGTCTC-3' savybeslnvivo transkripcijos interferencijos sistam
sudaro aadA genas (glygoja atsparum spektinomicinui) ir prieSprasmis stiprus
konstitutyvinisk. coli promotorius conll, nuo kurio vykstanti transkrijacblokuojaaadA
geno ekspresij Tokios hsteks fenotipas yra Sp Transkripcija nuo promotoriaus conll
gali bati reguliuojamajvedant specifiSkai su DNRygeikaujargiy baltym; atpaistamas
DNR sekas — sintetinius operatoriugv&kaudamas su atpaflama DNR seka, baltymas
veikia kaip conll promotoriaus represorius. Talygoja lasteks fenotipo pasikeitim |
SpP%. Darbo metu buvo sukonstruotos keturios transkdpcinerferencijos sistemos
plazmicts, kuriose promotorius conll turi operatorines sek&'-GGTCTC-3’, 5'-
AGTCTC-3, 5-TGTCTC-3’, 5-CGTCTC-3'. REaZ nesant apsaugéns metilazs,
turi letaly poveiki khstelei-Seimininkui, toél darbe buvo naudoti katalitiSkai neakiigv
fermento mutantai Eco311?” ir Eco31REORKIZIHHEIZA A riori tiketasi, kad abu
fermentai specifiSkaiaseikaus su 5'-GGTCTC-3' seka, o Eco3TF/127"H312At5in pat
itakos transkripcij nuo promotoriaus conll, ggeikaudama su 5-AGTCTC-3, 5'-
TGTCTC-3' operatoridmis sekomis. Gauti rezultatai pagodkad eksperimento metu
nustatytomis optimaliomign vivo transkripcijos interferencijos alygomis, abu tirti
fermentai gveikauja tik su 5-GGTCTC-3' seka. Padaryta prigtgi kad naudotomis

69R/K1271+H312A

salygomis Eco31 sveika su operatorems sekoms 5-AGTCTC-3’ bei

5-TGTCTC-3 yra per silpna, kadily blokuota promotoriaus:gy veikla.



