DNR sekos kirpimo mechanizmo aktyvaus centro modeliavimas restrikcijos endonukleazéje

Active center modeling for DNA sequence cleavage in restriction endonuclease
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Geny redagavimo jrankiai biotechnologijos moksly
sritj iSkélé | populiarumo aukStumas. Vis délto
pagrindiniai klausimai, tokie kaip tikslus veikimo
mechanizmas bei i§ kur visa tai atsirado, dar néra
atsakyti. Siandien jau Zymiai daugiau yra Zinoma apie
grupuotas, reguliariais tarpais pasikartojancias trumpas
palindromines sekas — CRISPR [1] (angl. Clustered,
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats),
kurios yra aptinkamos deoksiribonukleino rtgstyje
(DNR). DNR susideda i§ deoksiribonukleotidy, kurie yra
sudaryti i§ heterociklinés azoto bazés ir angliavandenio
deoksiribozés. Yra keturi pagrindiniai nukleotidai [1] :
Adeninas(A), Timinas(T), Citozinas(C) ir Guaninas (G),
ir jie tarpusavyje skiriasi azoto bazémis. Adeninas sudaro
pora kartu su Timinu, o Citozinas — su Guaninu.
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1 pav. Benl restrikcijos endonukleazés sqveikos su DNR
nukleobazémis (CG) aktyvusis centras

Kadangi DNR yra sukaupta visa informacija apie
gyvybe, kartu su gyvybe vystési ir DNR apsaugos
mechanizmai. Vienas i§ $iy apsaugos mechanizmy yra
restrikcijos ir modifikacijos (RM) sistemos, kurias
bakterijos lastelé naudoja apsaugai nuo svetimos DNR ir
bakteriofagy antpuolio. Paprastai, minétos RM sistemos
susideda i§ dviejy fermenty: restrikcijos endonukleazés
(REazés), kuri karpo tik ,,svetima“ DNR ir neliecia savos,
bei metiltransferazés (MTazés), kuri pazymi ,,savo
DNR. Sie fermentai veikia kaip ,,molekulinés zirklés®,
kurios karpo DNR. Siame moksliniame tiriamajame
darbe buvo naudojami biitent restrikcijos endonukleazés
fermentai Benl [2]. Darbu siekiama placiau istirti kaip
restrikcijos fermentai atpazjsta specifines sekas ir ar
galima sukurti naujus restrikcijos fermentus, supratus jy
sandarg ir veikimo principus. Darbo tikslas yra placiau
istirti Benl baltymo restrikcijos endonukleazés fermento
ir jo mutanty reakcijy aktyviuosius centrus, naudojantis
kvantinés chemijos metodais.

1 pav. puséje pavaizduotas 5°-CC/GGG-3° sekos
atpazinimo mechanizmas ir C:G poros atpazinimo
reakcijos aktyvusis centras. Analogiskas vaizdas yra 5°-
CCICGG-3° sekos atpazinimo mechanizmui su C:G
poros atpazinimo reakcijos aktyviuoju centru. I viso yra
4 aktyvieji centrai. Jie buvo modeliuojami.

Darbe buvo naudojama QM/MM metodika, kur QM
daliai naudojama DFT hibridinis tankio funkcionalas
B3LYP, su 6-311G(d,p) baziniy funkcijy rinkiniu, 0 MM
- pusempiris PM6 metodas. ISorinio sluoksnio atomai
yra uzSaldomi, tuomet atliekama pagrindinio sluoksnio
geometrijos optimizacija. Nustatyta, kad skirtinguose
centruose yra skirtingos rysio energijos.

Reiksminiai ZodZiai: bakteriorodopsinas, retinalis,
tankio funkcionalo teorija.
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