Vilniaus universitetas
Fizikos fakultetas

Cheminés fizikos institutas

Laurynas Diska

Vandeniliniy rysiy tinklo jtakos restrikcijos endonukleazés DNR sekos kirpimo

mechanizme modeliavimas tankio funkcionaly metodais

Magistrantlros studijy baigiamasis darbas

Teorinés fizikos ir astrofizikos

Studijy programa

Studentas Laurynas Diska

Leisti ginti 2018-05-25

Darbo vadovas doc. Dr. Mindaugas Macernis
Recenzentas Dr. Stepas Toliautas

Instituto direktorius Prof. Dr. (HP) Valdas Sablinskas

Vilnius 2018



Turinys

IVADAS 3
1. DNRirrestrikcijos endonukleazé Benl 5
1.1. Deoksiribonukleortgstis (DNR) 5
1.2. Monomeriné restrikcijos endonukleazé Benl 6
1.3. CRISPR/Cas9 8
2. Tiriamojo darbo modeliavimo metodai 9
3. Tiriamojo darbo modeliavimo eiga 11
3.1. DNR nukleobaziy modeliavimas 11
3.2. Restrikcijos endonukleazés Benl ir mutanty aktyvieji centrai 12

3.3. Restrikcijos endonukleazés Benl ir mutanty sgveika su DNR grandinés nukleobaziy
poromis 14
3.3.1. Restrikcijos endonukleazés Benl sgveikos su C-G DNR nukleobaziy pora
modeliavimas 15
3.3.2. Restrikcijos endonukleazés Benl sgveikos su A-T DNR nukleobaziy pora
modeliavimas 18
3.4. Vandeniliniy rysiy tinklo jtakos restrikcijos endonukleazés Bcnl DNR kirpimo
mechanizmui modeliavimas 21
3.4.1. ONIOM metodikos taikymas restrikcijos endonukleazés Bcnl geometrijos
optimizacijai 23

3.4.2. Kirpimo mechanizmo aktyviyjy centry su Ca/Mg atomais skirtumy analizé 24

3.4.3. Vandeniliniy rysiy tinklo jtakos tyrimas 26
ISVADOS IR PASIULYMAI 30
SANTRAUKA 31
SUMMARY 32

LITERATURA 33



JVADAS

Siais laikais daug kalbama apie inovacinius tyrimus, kuriuose naudojama geny
redagavimo technologija CRISPR, taip pat vadinama CRISPR/Cas9. Mokslo pasaulis yra nuolatos
stebinamas Sios revoliucinés technologijos, kadangi ji yra paprastesné, pigesné ir kur kas
efektyvesné nei iki Siol naudotos DNR modifikavimo strategijos. [1] Terminas CRISPR reiskia
grupuotas, reguliariais tarpais pasikartojancias trumpas palindromines sekas (angl. Clustered,
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), o Cas9 — su CRISPR susijes baltymas.
Pavadinime atsispindi svarbiausios funkcijos, kurios buvo nustatytos Sios technologijos atradimo
metu, tacdiau nesuteikia aiSkaus atsakymo kaip visa Si sistema veikia. CRISPR technologija yra
paprastas, taciau galingas geny redagavimo jrankis. Sis jrankis leidZia mokslininkams lengvai keisti
DNR sekas ir modifikuoti geny funkcijas. [2] Si technologija gali biti pritaikyta daugybéje sriciy, i
kuriy pagrindinés buty tokios: genetiniy defekty korekcija, lygy gydymas ir paplitimo stabdymas,
maistiniy kulttry derliaus gerinimas. Nepaisant didelio susidoméjimo Sia geny redagavimo
technologija ir gausybés per paskutinius metus publikuoty moksliniy straipsniy, j pagrindinius
klausimus, kurie leisty paaiskinti technologijos veikimo mechanizmg, iki Siol néra iSsamiai
atsakyta[3]. Siuo metu didZiausias démesys yra telkiamas j technologijos pritaikymo galimybes,
praktine geny redagavimo nauda ir kylancius etinius klausimus. Taciau tokie klausimai kaip tikslus
veikimo mechanizmas, kaip veikia DNR grandinés atpazinimo mechanizmas, kas sglygoja sekos

kirpimo funkcijg, lieka ne iki galo atsakyti.

DNR grandinéje yra saugoma svarbiausia informacija apie gyvuosius organizmus.
DNR randama visuose eukariotiniy lgsteliy branduoliuose, ir joje yra uzkoduota genetiné
informacija, atsakinga uz organizmy funkcionavimg, augimg ir reprodukcijg. Kadangi Si
informacija yra labai svarbi, kartu su gyvybés formomis evoliucionavo ir DNR grandinés apsaugos
mechanizmai. Vienas i$ pagrindiniy Siy apsaugos mechanizmy yra restrikcijos ir modifikacijos
sistemos (RM), kurios yra naudojamos apsisaugoti nuo nuolatinio bakteriofagy puolimo bei
svetimos DNR. Sios sistemos yra sudarytos i$ dviejy skirtingy baltyminiy katalizatoriy, kurie kartu

veikia tarsi molekulinés ,Zirklés” ir sunaikina priesiska genetine informacija.



Siame moksliniame tiriamajame darbe buvo siekiama atsakyti j minétus klausimus
ir suteikti jzvalgos, kuri leisty suvokti vykstancius procesus ir paaiskinti DNR grandinés atpazinimo
ir kirpimo veikimo mechanizmus. Darbe buvo naudojama restrikcijos endonukleazés Bcnl bei DNR
grandinés fragmentai, paimti i$ PDB (angl. Protein Data Bank) duomeny bazés. Kristalografiniai
duomenys buvo naudojami kaip pradiné sistema, kuri toliau buvo modeliuojama naudojantis
kvantinés chemijos metodais. Molekulinio modeliavimo pagalba buvo siekiama placiau istirti kaip
restrikcijos fermentai atpazjsta specifines sekas, kokie aplinkos veiksniai sglygoja ,kirpimo”

funkcija, suprasti aktyviyjy centry sandarg ir mechanizmy veikimo principus.



1. DNRiir restrikcijos endonukleazé Bcnl

1.1. Deoksiribonukleorugstis (DNR)

DNR - tai yra gijos pavidalo nukleotidy grandiné, savyje sauganti genetines instrukcijas
visy gyvy organizmy augimui, vystymuisi, funkcionalumui ir  reprodukcijai.
Deoksiribonukleortgstis (DNR) ir ribonukleortgstis (RNR) yra nukleortgstys, kurios kartu su
baltymais, riebalais ir angliavandeniais (polisacharidais) sudaro keturiy pagrindiniy
makromolekuliy grupe, kuri yra gyvybiskai svarbi visoms Zinomoms gyvybés formoms. DNR
susideda iS deoksiribonukleotidy, kurie atitinkamai yra sudaryti i$ heterociklinés azoto bazés ir
angliavandenio deoksiribozés. Pagrindinis skirtumas tarp Siy nukleotidy yra azoto bazés ir visa
DNR makromolekulé yra sudaryta is keturiy deoksiribonukleotidy[4]: adenino, timino, guanino ir
citozino. Grandiné yra sudaryta i$ dviejy tarpusavyje susivijusiy polinukleotidy grandiniy, kuri
atitinkamai yra sudaryta i$ deoksiribonukleotidy pory. Poros yra formuojamos pagal grieztas
taisykles ir tarpusavyje jungiamos fosfodiesterinémis jungtimis j polinukleotidine grandine.
Adenino (A) nukleotidai vandeniliniais rysSiais yra jungiami su timino (T) nukleotidais, o citozino

(C) — jungiami su guanino (G) nukleotidais.

1 pav. Deoksiribonukleorugsties sandara



Adenino nukleotidai sujungiami su timino nukleotidais j poras dviejy vandeniliniy rysiy
pagalba, o citozino nukleotidai su guanino nukleotidais — trijy vandeniliniy rysiy pagalba. Prie
nukleotido yra jungiamas monosacharidas ir Sios molekulés kartu sudaro deoksiribonukleotidus,
kurie tuomet atitinkamai sujungiami j bendrg grandine fosfodiesterinémis jungtimis.
Fosfodiesterinés jungtys ir monosacharidai yra DNR grandinés ,rémas”. Daugelis atlikty tyrimy
atskleidzia, kad DNR grandinés kirpimo procesas pradedamas suskaidant fosfodiesterines jungtis
ir toliau tokiu bidu atskiriant deoksiribonukleotidy poras. Dvi polinukleotidinés grandinés, kuriy
pora sudaro DNR, yra iSrikiuotos prieSingomis kryptimis. Visos gyvybés formos pasizymi
individualia DNR strukttra — skiriasi azoto baziy kiekis grandinéje, poros yra jungiamos j skirtingas
sekas. Vis délto Si kintanti ypatinga dviejy baziy pory seka DNR grandinéje nulemia visy gyvybés
formy jvairove Zeméje, joje yra saugoma visa organizmo genetiné informacija, kuri nulemia visas

jo savybes.

Siame mokslo tiriamajame darbe didesnis démesys skiriamas restrikcijos endonukleazei
Benl ir jos kompleksams su DNR, kadangi detali nukleotidy analizé buvo atlikta Bakalauro studijy

baigiamajame darbe [5].

1.2. Monomeriné restrikcijos endonukleazé Bcnl

Nukleazés[6] — tai fermentai, kurie yra atsakingi uz DNR grandinés fosfodiesteriniy jungciy
karpyma hidrolizés bidu. Sie fermentai[7] yra skirstomi j dvi grupes pagal tai, kokios
nukleortgstys yra skaidomos ir kokia fermento padétis nukleoragsties atzvilgiu. Atsizvelgiant j
skaidomos nukleordgsties tipg, nukleazés yra skirstomos j deoksiribonukleazes ir ribonukleazes.
Pirmuoju atveju nukleazés yra atsakingos uz DNR molekuliy skaidyma, antruoju — uz RNR
molekuliy skaidyma. Priklausomai nuo nukleaziy padéties molekuléje, Sios taip pat yra skirstomos
j endonukleazes, kurios yra atsakingos uz molekulés skaidyma grandinés viduje, ir egzonukleazes,
kurios yra atsakingos uz molekuliy skaidyma grandinés galuose. Jeigu endonukleazés padétis yra

priklausoma nuo molekulés aplinkoje esanciy nukleotidy sekos, tuomet si nukleazé yra vadinama



specifine endonukleaze. Restrikcijos endonukleazé Benl bitent ir yra specifiné endonukleazé, kuri

skaido DNR atpazindama konkrecias nukleobaziy sekas.

Gamtoje Sie fermentai yra placiai paplite bakterijose. Pagrindinis Siy fermenty tikslas yra
apsaugoti bakterijg nuo nuolatinio bakteriofagy antpuolio ir sunaikinti prieSiska genetine

informacija.
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2 pav. Nukleaziy rasys.

Restrikcijos endonukleazé Benl skelia dvigubg DNR[8], kurioje yra CC/SGG seka (S yra arba
citozinas, arba guaninas, / nurodo skelimo vietg), ir sukuria du atskirus produktus. Bcnl
funckionuoja kaip monomeras, kuris sgveikauja su DNR ir vienu metu skelia tik vieng i$
polinukleotidiniy grandiniy. Restrikcijos endonukleazé Bcnl sgveikaudama su DNR sudaro
specifinius rySius su visomis penkiomis atpazintos sekos bazémis, o ne tik su grandinés skelimo
vietos pora. Benl pasizymi unikaliu mechanizmu, kuris leidzia atpazinti centrine nukleobaziy pora
ir atlikti kirpima tiksliai nurodytoje vietoje. Tuo tikslu, kad atpazinti minétas sekas, Bcnl
restrikcijos endonukleazé turi dvigubg atpazinimo centrg, kuris geba atpazinti skirtingas C:G
(citozino-guanino) ir G:C nukleobaziy poras. Sis dvigubas atpaZinimo centras yra sudarytas i3
dviejy histidino aminoragsciy, i$ kuriy viena yra papildyta vienu vandenilio atomu. Bcnl kirpimo
mechanizmo aktyvyjj centrg sudaro du pavieniai kalcio (Ca) atomai, kuriy aplinkoje yra trys
vandens molekulés ir kelios nukleortgsciy molekulés. Detalesné kirpimo ir atpazinimo centry

analizé pateikta sekanciuose skyriuose. Kirpimo ir atpazinimo mechanizmai kartu leidzZia atlikti



ypatingai tiksly DNR grandinés skelima. Siame moksliniame darbe buvo siekiama i$analizuoti $iy
mechanizmy veikimo principus. Siame darbe buvo analizuojama ir izoliuota restrikcijos

endonukleazé Bcenl, ir junginiuose su DNR.

3 pav. Restrikcijos endonukleazé Benl kartu su DNR.

1.3. CRISPR/Cas9

CRISPR[9] — tai yra sistema, randama bakterijos lgstelése, kuri dalyvauja imuninés
sistemos gynybos mechanizme. Sekose yra kaupiami bakterijg puolusiy virusy DNR fragmentai.
Bakterija naudoja puolanciojo viruso fragmentus ir sukuria specifinius DNR fragmentus,
vadinamus CRISPR rinkiniais. Sie rinkiniai leidZia bakterijos gynybos mechanizmui , prisiminti“
priesiSkus virusus ir kovoti su jais ateityje. Bakterijos naudoja Sig sistemg, norédamos sukarpyti
jsibrovusiy virusy, kurie grasina lastelés gyvybei, DNR. Siais laikais $i molekuliné sistema yra
pritaikyta visai kitais tikslais — siekiant pakeisti bet kokig raide organizmo DNR grandinéje. Tai
leisty istaisyti ligas sukeliancias klaidas, kurios buvo paveldétos arba dalinimosi metu jsiterpusios
j genetinj koda. Sio mechanizmo pritaikymo spektras yra labai platus — nuo derliaus, galvijy geny
modifikavimo, - iki Zmogaus. Cas9 yra vienas i$ fermenty, naudojamy DNR grandinés karpymo
procese. Siomis dienomis i technologija yra smarkiai paplitusi ir intensyviai naudojama kaip

viena i$ efektyviausiu technologijy geny inZinerijos srityje.



CRISPR rinkinys yra sudarytas is trumpy pasikartojanciy seky[10], kurios tarpusavyje yra
atskirtos unikaliais tarpikliais. CRISPR pasikartojancios sekos paprastai yra sudarytos nuo 28 iki 37
baziniy pory, nors grieztos ribos néra — buvo stebétos ir 23 baziniy pory sekos ir 55 baziniy pory
sekos. Tarpikliy sekos paprastai yra sudarytos i$ 32-38 baziniy pory. Nauji tarpikliai gali atsirasti
iSkarto kai tik imuniné sistema reaguoja j fagy infekcijg. CRISPR masyvas paprastai yra sudarytas

iS penkiasdeSimties pasikartojancios sekos-tarpiklio vienetuy.

2. Tiriamojo darbo modeliavimo metodika

Kompiuteriné chemija — tai chemijos mokslo sritis, kurioje fizikiniai modeliai naudojami
kompiuterinéms simuliacijoms, siekiant detaliau iSanalizuoti ir paaiskinti cheminius procesus.
Siems tikslams naudojamos efektyvios kompiuterinés programos, kurios leidZia nustatyti
molekulines struktlras ir jvairias jy savybes. Pritaikyti kvantinés chemijos metodai leidZia
modeliuoti jvairias molekulines sistemas, sudétingus kompleksus. Tai yra galingas jrankis, kuris
leidzia efektyviai ir greitai sumodeliuoti jvairias sistemas, ir gautus rezultatus pritaikyti praktikoje
sutaupant ne tik laiko, bet ir resursy. Kompiuterinis modeliavimas daznai gali paaiskinti
eksperimentinius rezultatus, kurie atspindi realius nagrinéjamus procesus. Kompiuterinés
chemijos skaicCiavimy metodai [11] yra skirstomi j ab initio, DFT, pusempirius [12] ir molekuliy
mechanikos metodus. Kvantinéje chemijoje ab initio metodas yra galingas jrankis[11], leidZiantis
charakterizuoti atomy ir molekuliy elektronine struktiira. Vienas skai¢iavimo metody — elektrony
banginés funkcijos paieska sprendziant Srédingerio lygtj. Tam tikslui elektrony banginé funkcija
yra atvaizduojama kaip tiesiné Sleiterio determinanty kombinacija. Kitas Srédingerio lygties
sprendimo budas remiasi tankio funkcionalo artiniu [13]. Tankio funkcionalo teorija (DFT) i
esmeés isplété kvantmechaniniy skai¢iavimy galimybes. Siuo metu tai yra galingas jrankis,
leidZiantis gauti rezultatus, artimus eksperimentiniams. Tankio funkcionalo metodo pagrindas — dvi

Hohenbergo ir Kohno teoremos. Tiriamos sistemos pilnutiné energija nagrinéjama kaip elektrony
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tankio funkcija. Pusempiriai kvantinés chemijos skaiCiavimy metodai daugiausiai remiasi

aproksimacijomis ir naudoja empiriniy duomeny parametrus.

Siame darbe buvo naudojama lygmeny suskirstymo metodika ONIOM. Si metodika leidZia
efektyviai analizuoti didelius molekulinius kompleksus, jy strukttros pokycius ir savybes, ir leidzZia
sutaupyti kompiuteriniy resursy sgnaudas. Darbe tiriami molekuliniai kompleksai yra suskirstomi
j kelis lygmenis, priklausomai nuo junginio kompleksisSkumo. | auks$ciausigjj lygmenj jtraukiamas
svarbiausig vaidmenj tiriamajame procese vykdantis aktyvusis centras ir Sio sluoksnio
geometrijos optimizacijai yra naudojami tiksliausi DFT kvantinés chemijos skai¢iavimy metodai. |
vidurinj ir Zemajj sluoksnius jtraukiamas pirmasis sluoksnis tiriamo proceso aktyviojo centro
aplinkoje ir Sio sluoksnio geometrijos optimizacijai naudojami ne tokie tikslls pusempiriai
skaiCiavimy metodai. Kadangi tiriamos sistemos pasizymi atomy gausa, siekiant sumazinti
kompiuteriniy resursy sgnaudas, vidurinis ir Zemasis sluoksnis paprastai buvo uzsaldyti —
draudziamas atomy judéjimas. Tokiu bidu sukuriama aplinka, kuri leidzia tiksliau analizuoti
vykstancius procesus nagrinéjamuose aktyviuosiuose centruose. Skaiciavimy metodai pasirinkti

atsizvelgiant j buvusiy moksliniy tiriamyjy darby rezultaty analize[3][5].

Siame darbe naudoti kristalografiniai duomenys paimti i§ PDB (angl. Protein Data
Bank[14]) duomeny bazés. Kirpimo ir atpazinimo mechanizmy aktyvieji centrai buvo
modeliuojami etapais, pasitelkiant kompiuterinés chemijos skaiciavimy sgsajg WebMo15.0[15] ir
kvantinés chemijos skaiciavimy paketg Gaussian09[16]. Moksliniam darbui atlikti buvo
naudojamas Lietuvos nacionalinio fiziniy ir technologijos moksly centro(LNFTMC) auksto nasumo

superkompiuteris Vilniaus universitete, Fizikos fakultete (,,HPC” Saulétekis”).
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3. Tiriamojo darbo modeliavimo eiga

3.1. DNR nukleobaziy modeliavimas

Pirmajame darbo etape buvo nagrinétas atpazinimo mechanizmo aktyvusis centras. Tuo
tikslu pradéta buvo nuo DNR nukleotidy ir jy pory geometrijos optimizacijos. Gauti rezultatai
toliau buvo lyginami su ankstesnio modeliavimo rezultatais[5]. Palyginus gautus rezultatus buvo
pasirinkti tinkamiausi skai¢iavimy metodai bei baziniy funkcijy rinkiniai. Modeliavimui buvo
naudojami DFT hibridinis tankio funkcionalas B3LYP kartu su 6-311G(d,p) baziniy funkcijy
rinkiniu. Siame etape buvo sumodeliuotos keturios skirtingos nukleobaziy struktiros, kurios
toliau buvo naudojamos nukleobaziy pory formavimo procese. Sios struktiros ankstesniuose
darbuose buvo optimizuotos ne vieng kartg, taciau Siuo atveju buvo jskaityti fosfodiesterio
Ltiltelio” fragmentai. Ankséiau $ie fragmentai nebuvo jtraukiami j skaic¢iavimus. Sie fragmentai
neturi didelés jtakos atskiry pory geometrijos optimizacijai, taiau naudojant lygmeny metodika
ONIOM, jie sistemai suteikia papildomo stabilumo ir tikslumo. Gavus optimizuotas geometrijas,

toliau buvo formuojamos nukleobaziy poros.

4 pav. Adenino ir Timino nukleobaziy pora.

Gautos poros toliau buvo naudojamos restrikcijos endonukelazés Bcnl DNR sekos
atpazinimo mechanizmo aktyviajam centrui modeliuoti. Gavus optimizuoty struktdry energijas

buvo nustatytos rysSio energijos.
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1 lentelé. Optimizuoty DNR nukleobaziy geometrijy energijos.

E, eV ZPE, eV E+ZPE, eV AE, eV
A-T -43 905,1095 13,2138 -43 891,8957 0,5551
C-G -44 342,1001 12,7485 -44 329,3516 1,3606

RySio energijos buvo skai¢iuojamos iS nukleobaziy poros optimizuotos pilnutinés
energijos atimant individualias nukleobaziy pilnutines energijas. Gauti rezultatai atskleidZia, kad
DNR grandinés kirpimo atveju, lengviau buty atskeliama adenino ir timino nukleobaziy pora.
Toliau buvo nagrinéjami pory kompleksai kartu su atpazinimo mechanizmo aktyviojo centro

fragmentais.

3.2. Restrikcijos endonukleazés Bcnl ir mutanty aktyvieji centrai

Restrikcijos endonukleazés Bcnl ir mutanty aktyviuosius centrus sudaro keturi skirtingi
molekuliniai junginiai. Trys i§ minéty junginiy yra histidino nukleorugsties konformerai, o
ketvirtasis junginys, atsirandantis Bcnl mutanto aktyviajame centre, yra glutamino nekleordgstis.
Histidino nukleorugsties molekuliniai junginiai yra paimti iS PDB duomeny bazés kristalografiniy
duomeny. Glutamino nukleortgsties Sioje duomeny bazéje néra, todél Sis junginys buvo
modeliuojamas naudojantis kompiuterinés chemijos vizualizacijos paketu GaussView 5.0.9. Sios

keturios struktliros pateikiamos zemiau esanc¢iame paveiksle (zr. Pav.5).
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A B

5 pav. A- histidino aminorugstis. B - glutamino aminorugstis

Esminis skirtumas tarp skirtingy histidino konformery yra vandenilio atomo (H-16)
erdviné padétis heterociklinés bazés atveju. Treciasis histidino konformeras turi papildoma
vandenilj ir todél bendras viso junginio krivis tampa teigiamas. Gamtoje randamos tik neutralios
histidino rigsties molekulés, taciau jas kokybiskai atskirti yra sudétinga. Atlikus atskiry junginiy
geometrijos optimizacijg ir virpesiy analize, buvo sumodeliuoti atpazinimo mechanizmo aktyvieji
centrai ir paskaiCiuotos Siy struktiry energijos. Detalus skaiCiavimy rezultatai pateikiami
moksliniame tiriamajame darbe[3]. Gavus optimizacijos rezultatus, toliau buvo galima modeliuoti
DNR nukleobaziy pory ir restrikcijos endonukleazés Benl ir mutanty aktyviyjy centry tarpusavio
sgveikg. Dviejy histidiny poros pradinés erdvinés pozicijos buvo pasirinktos remiantis
kristalografiniais duomenimis. Glutamino nukleorigsties (Q) erdviné pozicia mutanto
aktyviajame centre buvo pasirinkta mechaniskai, atsizvelgiant j panaSumus su histidino
nukleorligéties pozicija. Zemiau lenteléje pateikiamos nagrinéjamy nukleoriigé¢iy pory

optimizuotos energijos.
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2 lentelé. Restrikcijos endonukleazés Benl ir mutanty atpaZinimo centrus sudaranciy junginiy
energijos.

E, eV ZPE, eV E+ZPE, eV AE, eV

His-His -25777,4871 8,4519 -25769,0353 9,1838
His-His+ -25 788,6547 8,8165 -25779,8382 10,0818
Q-His -23300,5912 9,0587 -23291,5325 4,8545
Q-His+ -23311,6363 9,4124 -23302,2239 5,6409

Atskiry junginiy pilnutinés energijos sutampa su ankstesniais skaiciavimais [17]. Visgi
pastebéta, kad minétame tiriamajame darbe prie tiriamy junginiy optimizuoty energijy nebuvo
pridétos nuliniy virpesiy energijos (ZPE). Sio darbo metu gauti rezultatai papildo ir patikslina
ankstesnius skaiciavimus. Siekiant surasti pilnutines junginiy energijas, privaloma paskaiciuoti
nuliniy virpesiy energijas ir pridéti prie gaunamos optimizuotos energijos. To neatlikus gauti
rezultatai néra tikslis. Siame darbo etape buvo siekiama patikrinti ir palyginti modeliavimo
rezultatus[17]. Gauti rezultatai skiriasi nuo turimy. Sj skirtuma galimai nulemia naudotos
skirtingos metodikos. Gavus ir jvertinus Siuos rezultatus, toliau buvo modeliuojami bendri DNR ir

restrikcijos endonukleazés Benl ir mutanty reakcijy centry kompleksai.

3.3. Restrikcijos endonukleazés Bcnl ir mutanty saveika su DNR grandinés nukleobaziy

poromis

Pirmoji uzduotis Siame darbo etape buvo nustatyti atskiry restrikcijos endonukleazés Bcnl ir
mutanty fragmenty tikslias pozicijas junginiuose su DRN grandinés nukleobaziy poromis po
geometrijos optimizacijos. Toliau, Zinant kiekvieno aktyviojo centro segmento pozicija DNR
at?vilgiu, toliau buvo galima modeliuoti atpaZinimo mechanizmo aktyvyjj centra. Sio darbo etapo
vienas i$ pagrindiniy tiksly buvo sumodeliuoti ir iSanalizuoti aktyviuosius centrus bei jy pilnutines
energijas. Buvo siekiama atkartoti gamtoje vykstancias reakcijas. Siekiant Sio tikslo buvo

suplanuota atlikti skai¢iavimus naudojantis skirtingy lygmeny metodu ONIOM. Taip pat buvo
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planuojama jskaiCiuoti pirmajj sluoksnj dominancios reakcijos aplinkoje, siekiant gauti stabily
kompleksa. Atlikus geometrijos optimizacijg galima nustatyti kokioje erdvinéje padétyje turéty
jungtis nukleortgsciy molekulés ir toliau modeliuoti restrikcijos endonukleazés Bcenl atpaZinimo
mechanizmo aktyvyjj centra. Tokio pobudzio modeliavimas atliktas visiems keturiems minétiems

endonukleazés ir mutanty aktyviyjy centry fragmentams.

3.3.1. Restrikcijos endonukleazés Bcnl sgveikos su C-G DNR nukleobaziy pora

modeliavimas

Siame modeliavimo etape buvo siekiama patikrinti hipoteze, kuri teigia, kad baltymo
kirpimo mechanizmas galimai priklauso nuo restrikcijos endonukleazés Bcnl atpaZinimo
mechanizmo aktyviyjy centry kompleksy su DNR grandinés nukleobaziy poromis rysSio energijy.
ISkelta hipotezé, jog didesné komplekso rysio energija nulemia tai, kad restrikcijos endonukleazé
ilgesnj laiko tarpg iSblna toje DNR grandinés dalyje. Tai atitinkamai reiksty, kad kuo ilgesni laiko
tarpg baltymas iSbina vienoje vietoje prisijunges prie DNR, tuo daugiau laiko atsiranda kirpimo
procesui. Siekiant patikrinti Sig hipoteze, buvo siekiama pastebéti koreliacijg tarp rysio energijy

ir kirpimo fakto.

Wt Benl - model &,
R,
0 G217
H218 ,H'
N

R, [y /P
/Q\ ot

-_'—'—I
\

= o
O

" *j \~L §

6 pav. Restrikcijos endonukleazés Benl DNR sekos atpazinimo mechanizmo aktyvaus centro
modelis, kai molekulinis junginys kerpamas per guanino nukleobaze.



16

Darbe buvo nagrinéjami keturi restrikcijos endonukleazés Bcnl atpazinimo mechanizmo
aktyvieji centrai, minéti skyriuje 3.2. Auksciau pateiktame paveiksle (Zr. Pav.6) atvaizduojamas
vienas i$ keturiy atpaZzinimo reakcijos aktyviyjy centry. Gamtoje randami tik neutralios histidino
aminorugsties kompleksai, likusieji aktyvieji centrai yra dirbtinai susintetinti baltymo mutantai.
Esminius skirtumus tarp Siy keturiy kompleksy sudaro histidino aminortgsciy fragmenty erdviné
pozicija aktyviajame centre. Kristalografiniuose duomenyse pateikiami histidino fragmentai yra
Zymimi atitinkamai H77 ir H219. Jie yra identiski, vis délto priklausomai nuo jy padéties DNR
nukleobaziy poros ativilgiu, fragmenty struktGra yra minimaliai modifikuojama. Histidino
aminorugstis, kuri jungiasi prie guanino nukleobazés, jgyja papildomg vandenilio atomg ir
bendras fragmento krivis tampa teigiamas. Detali modeliavimy informacija pateikiama

moksliniame tiriamajame darbe[18].

Siekiant patvirtinti, arba atmesti, iSkeltg hipoteze buvo paskaiciuotos rySio energijos
atskirai kiekvienam aktyviajam centrui dviem skirtingais atvejais. Pirmuoju atveju baltymo
fragmentai buvo jungiami iS vienos DNR grandinés pusés, antruoju —i$ prieSingos DNR grandinés
pusés. Zemiau pateikiami modeliavimo rezultatai. (zr. Lentelé 3)

3 lentelé. DNR nukleobaziy (CG) ir restrikcijos endonukleazés Benl kompleksy energijos
nejskaiciuojant pirmojo sluoksnio.

Aktyvusis E(CG E(His/his+ E(His+ E(H219
y E(hartree) (CG) (His/ ) ( ) ( Q) AE,eV
centras (hartree) (hartree) (hartree) (hartree)
Wt Bcenl-
-51 308,47 -25518,42 -25789,07 - - 0,9756
struct_C
S Wt Benl-
S cn 5130847 | -25518,42 | -25789,07 ; - 0,9756
L model_G
(@]
S
= H77A Bcnl-
% M1 3841922 | -25518,42 ; -12 899,23 - 1,5608
9 model_C
o
€ | H77ABenl-
3 -38 419,22 -25518,42 - -12 899,23 - 1,5608
- model_G
<
S H219Q Bcnl-
_E model C -48 831,50 -25518,42 - - -23 311,61 1,4656
n
g
H219Q Bcnl-
model_G -48 831,31 -25518,42 - - -23 311,61 0,7607
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Auksciau pateiktoje lenteléje rezultatai gaunami modeliavimuose nejskaiéiuojant pirmojo
sluoksnio. RySio energija, kaip minéta skyriuje 3.1, buvo gauta apskaic¢iuojant komplekso pilnutine
energija ir jg atimant i$ izoliuoty komplekso sudétiniy daliy pilnutiniy energijy. Modeliavimo
rezultatai atskleidzia, kad nejskaicius pirmojo sluoksnio, rysio energijos faktiskai nepriklauso nuo
nukleazés jungimosi prie DNR grandinés bldo. Abiem atvejais pasiekiamas globalus minimumas.
Todél, siekiant toliau nagrinéti iSkeltg hipoteze, skaiCiavimuose buvo jskaiCiuotas pirmasis
sluoksnis. Pirmajj sluoksnj sudaro papildomi molekuliniai fragmentai, kurie tiesiogiai jungiasi su
tiriamais centrais. Toliau modeliavimo rezultatai, gaunami

aktyviaisiais pateikiami

modeliavimuose jskaicius pirmajj sluoksnj.

4 lentelé. DNR nukleobaziy (CG) ir restrikcijos endonukleazés Bcnl kompleksy energijos
jskaic¢iuojant pirmajj sluoksnj.

Aktyvusis E(CG E(His/his+ E(His+ E(H219
y E(hartree) (ce) (His/ ) ( ) ( Q) AE,eV
centras (hartree) (hartree) (hartree) (hartree)
W+t Benl-
-37 844,20 -25 518,22 -12 325,35 - - 0,6200
structure_C
W+t Benl-
-37 844,49 -25 518,22 -12 325,16 - - 1,1045
= model_G
2
S | H77ABenl-
& -31 686,56 -25518,22 - -6 167,55 - 0,7828
= model_C
Sy
S
S | H77ABenl-
- -31 686,79 -25518,22 - -6 167,55 - 1,0117
c model_G
2
g H219Q Bcnl-
= model_C -38 451,96 -25518,22 - - -12 933,48 0,2583
H219Q Bcnl-
model_G -38 452,05 -25518,22 - - -12 933,00 0,8322
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| skaiCiavimus jtraukus pirmajj sluoksnj iS karto buvo pastebétas rySio energijy
iSsiskyrimas. Padaryta iSvada, kad pirmasis sluoksnis akivaizdziai vaidina svarby vaidmenj
restrikcijos endonukleazés Bcnl atpaZinimo mechanizme. Remiantis iSkelta hipoteze, aktyvusis
centras Wt Benl-structure turéty atpazinti citozino nukleobaze, visgi gaunama, kad rysio energija
yra didesné Siam kompleksui jungiantis atvirk$¢iu badu. Gautos energijos toliau buvo lyginamos
tarpusavyje. Detali rySio energijy skirtumy analizé atlikta moksliniame tiriamajame darbe (lll)
[18]. Gauti rezultatai parodé, kad rySio energijos skaiiavimuose, kuriuose nebuvo jskaitytas
pirmasis sluoksnis, yra praktiSkai identiskos. Energijy skirtumai atsiranda tik tuomet, kai j
skai¢iavimus yra jtraukiamas pirmasis sluoksnis. Vis délto, j modeliavima jtraukus pirmajj sluoksnj,
gaunami rezultatai neleidZia patvirtinti iSkeltos hipotezés, kad didesné rysio energija koreliuoja
su kirpimo faktu. To pasekoje galima daryti iSvada, kad restrikcijos endonukleazés Bcnl DNR
atpazinimo mechanizme dalyvauja papildomi nenumatyti veiksniai. Sie nenumatyti veiksniai

galéty bati batent vandeniliniy rysiy tinklas, kuris jtraukiamas j skai¢iavimus sekan¢iame etape.

3.3.2. Restrikcijos endonukleazés Bcnl sgveikos su A-T DNR nukleobaziy pora

modeliavimas

Sekanciame darbo etape buvo tiriami tokie patys restrikcijos endonukleazés Bcnl
atpazinimo mechanizmo aktyvieji centrai (zr. Skyrius 3.3.1), tik $j kartg junginiai buvo sudaromi
su adenino ir timino nukleobaziy poromis. PrieSingai nei pirmuoju atveju, Siy kompleksy
kristalografiniy duomeny néra. Todél visi sekantys modeliavimai buvo atlikti mechaniskai ir buvo
stengiamasi kuo tiksliau atkartoti nukleazés fragmenty erdvines pozicijas citozino ir guanino
nukleobaziy pory atzvilgiu. Toliau pateikiamas vienas i$ atpazinimo reakcijos aktyviyjy centry. (zr.

Pav. 7)
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Wt Benl - structure

7 pav. Aktyvaus centro modelis, kai DNR molekulé kerpama per T nuokleobaze.

Auksciau nepavaizduoti atpaZinimo centrai yra identiski C-G poros atvejams. Kaip ir pries
tai sekusiajame skyriuje, siekiant patvirtinti, arba paneigti, iSkeltg hipoteze, buvo paskaiciuotos
rySio energijos atskirai kiekvienam atpazinimo mechanizmo aktyviajam centrui dviem skirtingai
atvejais. Pirmuoju atveju baltymo fragmentai yra jungiami iS vienos DNR grandinés pusés,

antruoju — jungiami i$ prieSingos DNR grandinés puseés.
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5 lentelé. DNR nukleobaziy (AT) ir restrikcijos endonukleazés Bcnl kompleksy energijos
nejskaiciuojant pirmojo sluoksnio.

. E(AT) E(His/his+) E(His+) E(H219Q)
Aktyvusis centras | E(hartree AE, eV
¥ ( ) (hartree) (hartree) (hartree) (hartree)
Wt Bcenl-
-1868,5443 -921,3374 -947,2043 - - 0,0026
struct_A
ke Wt Bcnl-
S -1868,5552 -921,3374 -947,2110 - - 0,6007
9 model T
S
S | H77ABenl-
o -1395,1358 -921,3374 - -473,7729 - 1,1070
S model_A
&
= H77A Bcnl-
QU -1395,1358 -921,3374 - -473,7729 - 1,1095
s model _T
S
S | H219Q Benl-
é model_A -1777,5090 -921,3374 - - -856,1561 0,8360
)
2
H219Q Bcnl-
model T -1777,5071 -921,3374 - - -856,1460 1,0590

Auksciau pateiktoje lenteléje galima pastebéti, kad rySio energijos skiriasi ir nejskaicius
pirmojo sluoksnio. Sj neatitikima galimai nulémé tai, kad aktyvieji centrai buvo modeliuojami
rankiniu bddu, o ne paimti i$ kristalografiniy duomeny bazés. Vis délto pirmojo mutanto (H77A)
atveju pastebimas atitikimas su C-G pory modeliavimo rezultatais, kadangi rySio energijos yra
praktiSkai identiskos abejais prisijungimo atvejais. Kaip ir skyriuje 3.3.1, siekiant toliau analizuoti
iSkeltg hipoteze, j skai¢iavimus buvo jtrauktas pirmasis sluoksnis. Detali rySio energijy skirtumy

analizé atlikta moksliniame tiriamajame darbe (ll1) [18].

Gavus atitinkamy modeliavimy rezultatus galima daryti iSvadg, kad pirmojo sluoksnio
jskaitymas turi svarbios reikSmeés tyrimo rezultatams. Visi atliekami tolimesni tyrimai turéty bati
atliekami jskaiCius pirmagjj sluoksnj. Vis délto gautos rySio energijos mutanty aktyviesiems
centrams nepasizymi dideliais skirtumais, ir rezultatai nepriklauso nuo prisijungimo budo. Kaip ir

C-G nukleobaziy pory atveju, gauti rezultatai neleidzia patvirtinti iSkeltos hipotezés ir Siuo atveju
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rySio energija nekoreliuoja su kirpimo faktu. Gautos energijos toliau buvo palygintos tarpusavyje

(zr. Grafikas 1).
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0.6004 5623
0.4853
0.0257 .
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Aktyvusis centras
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1 grafikas. Aktyviyjy centry modeliavimo rezultatai (AT).

Auksciau pateikiamame grafike A (mélyna spalva) raide Zymimas stulpelis atvaizduoja

restrikcijos endonukleazés Bcnl atpazinimo mechanizmo aktyviojo centro rysio energijg adenino

nukleobazés atpazinimo atveju. A-2 pazymétas stulpelis atvaizduoja rysSio energijas, gaunamas j

skai¢iavimus jtraukus pirmajj sluoksnj. Siame darbo etape gauti rezultatai taip pat nerodo

koreliacijos tarp rysio energijos ir kirpimo fakto. Tai atitinkamai reiskia, kad atpazinimo

mechanizme, kaip ir C-G poros atveju (zr. Skyrius 3.3.1), taip pat dalyvauja nenumatyti veiksniai.

3.4. Vandeniliniy rysiy tinklo jtakos restrikcijos endonukleazés Bcnl DNR kirpimo

mechanizmui modeliavimas

Restrikcijos endonukleazés Bcnl DNR sekos kirpimo mechanizmo aktyvusis centras

kristalografiniuose duomenyse yra sudarytas is dviejy kalcio atomy (Ca), kurie vandeniliniy rysiy



22

pagalba yra prisijunge kelis papildomus fragmentus. Kirpimo mechanizmo aktyvusis centras yra
tame paciame baltyme kaip ir atpaZinimo reakcijos aktyvusis centras. Vis délto kirpimo
mechanizmo aktyvusis centras jungiasi prie DNR grandinés skirtingoje vietoje, palyginus su
atpazinimo mechanizmu, ir artimoje aktyviojo centro aplinkoje néra susijes su atpazinimo
mechanizmo aktyviuoju centru. Restrikcijos endonukleazés Bcnl DNR sekos kirpimo mechanizmas
prie DNR grandinés jungiasi per fosfodiesterines jungtis (ir. Pav. 8). Siame darbo etape yra
nagrinéjama hipotezé, kad kirpimo mechanizme dalyvauja natdralus tirpiklis — vanduo. Galima
daryti prielaidg, kad butent vandens molekuliy jtaka yra tas ankstesniuose skyriuose minétas
nenumatytas veiksnys. Modeliavimas buvo vykdomas dviem etapais. Pirmajame etape
restrikcijos endonukleazés Benl DNR sekos kirpimo mechanizmo aktyviojo centro strukttra buvo
modeliuojama be vandens molekuliy aktyviojo centro aplinkoje. Jei gaunama stabili sistema,
galima pereiti j antrgjj etapg. Antrame etape aktyviojo centro struktiros buvo modeliuojamos
kartu su vandens molekulémis aktyviojo centro aplinkoje. Tokiu metodu buvo siekiama jvertinti

vandeniliniy rysiy tinklo jtaka restrikcijos endonukleazés Bcnl DNR sekos kirpimo mechanizmui.

Jvertinus gautus rezultatus, aktyviojo centro kalcio atomai (Ca) buvo pakeisti magnio
atomais (Mg) ir atlikti tokie patys skai¢iavimai. Tokiu bidu buvo siekiama jvertinti ar struktira
iSlaiko stabilumg pakeitus pagrindinius elementus. Yra Zinoma, kad kai restrikcijos endonukleazés
Bcnl DNR sekos kirpimo mechanizmo aktyviajame centre yra magnio atomai, nukleazé atlieka
DNR kirpimo veiksma, o kai atomai yra kalcio — kirpimo veiksmas negalimas. Sukeitus sunkiuosius
atomus vietomis buvo siekiama iSanalizuoti Sig teorijg ir paméginti atkartoti eksperimentiskai

gaunamus rezultatus.
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KIRPIMO MECHANIZMO
A \ AKTYVUSIS CENTRAS

8 pav. Restrikcijos endonukleazés Bcnl DNR sekos kirpimo mechanizmo aktyvusis centras.

3.4.1. ONIOM metodikos taikymas restrikcijos endonukleazés Bcnl geometrijos

optimizacijai

Siame darbo etape restrikcijos endonukleazé Benl kartu su DNR grandinés seka buvo
suskirstytos j du skirtingus lygmenis. Restrikcijos endonukleazés Bcnl DNR sekos atpazinimo

mechanizmo aktyvusis centras, Siuo atveju, kartu su DNR grandinés seka ir keliais papildomais
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nukleazés aminorigsciy fragmentais buvo jtraukti j Zemajj ONIOM lygmenj ir uzsaldyti. Minétam
lygmeniui optimizuoti buvo naudojamas pusempiris kvantinés chemijos skai¢iavimy metodas PM
6. Pagrindinis démesys buvo skiriamas kirpimo mechanizmo aktyviajam centrui, j kurj taip pat
buvo jtrauktos kelios papildomos aminoriigstys. Si molekuliniy junginiy grupé buvo jtraukta j
aukstajj ONIOM lygmenij. Sio lygmens fragmenty optimizacijai buvo naudojamas DFT kvantinés
chemijos metodas B3LYP kartu su pastovios koreliacijos poliarizuotu cc-pVDZ baziniy funkcijy
rinkiniu. Zemasis sluoksnis buvo sudarytas i§ 473 atomy, aukstasis — i§ 157 atomy. Pirmasis
sluoksnis jtrauktas j skai¢iavimus todél, kadangi suteikia tiriamai sistemai struktdrinio stabilumo
ir leidzia gauti tikslesnius rezultatus. Dél didelio atomy skaiciaus ir sudétingy kompleksy,

kompiuteriniai modeliavimai reikalavo daug laiko ir resursy.

SekancCiame darbo etape, siekiant jvertinti vandenilio rySio jtakg restrikcijos
endonukleazés Bcnl DNR sekos kirpimo mechanizmui, buvo naudojama trijy lygmeny ONIOM
metodika. AukStojo sluoksnio atomai buvo perkelti i vidurinj sluoksnj ir uZz3aldyti, o
fosfodiesteriné tiltelio” grandiné, kartu su artimiausia vandens molekule, buvo palikti
aukstajame sluoksnyje. Vidurinio sluoksnio optimizavimui buvo naudojami DFT kvantinés

chemijos skaiciavimy metodai.

3.4.2. Kirpimo mechanizmo aktyviyjy centry su Ca ir Mg atomais skirtumy analizé

Restrikcijos  endonukleazés Bcnl  kirpimo  mechanizmo  aktyvusis  centras
kristalografiniuose duomenyse yra sudarytas iS kalcio atomy. Siekiant sulyginti gaunamus
modeliavimo rezultatus su realiais eksperimentiniais duomenimis, minéti kalcio atomai buvo
pakeisti magnio atomais. Toliau buvo optimizuojami aktyvieji centrai abiem atvejais ir ieSkoma
esminiy struktdriniy skirtumy tarp gauty optimizuoty geometrijy. Tuo tikslu buvo pasirinkta

pamatuoti atstimus tarp svarbiausiy aktyviojo centro atomy.
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6 lentelé. Restrikcijos endonukleazés Bcnl DNR sekos kirpimo mechanizmo aktyviyjy centry
esminiai geometriniai skirtumai kalcio atomy atveju.

Rsos(ca)- | Raos(ca)- R3o06(Ca)- R3o0s(ca)- R201(p)-
202(0), 202(0), A 305(Ca), A 308(0), A 202(0), A
Kristalografiniai 25686 2.2720 4,0539 2,3559 1,4888
duomenys
Bcnl Wit-
struct(beH,0) | 2% 2,3969 4,1344 3,6987 1,5575
Bcnl Wit-
struct(H:0) 24225 2,4152 4,1355 2,4049 15567
Auksciau pateikiamoje lenteléje yra suzyméti esminiai optimizuoty struktdry

geometriniai skirtumai kalcio atomy atveju. Atstumas tarp atomy yra matuojamas angstremais.
Buvo pamatuoti abiejy aktyviojo centro kalcio atomy atstumai iki fosfodiesterio jungties, taip pat
atsizvelgta j atstuma tarp paciy atomy ir kelis papildomus nuotolius, kurie galéty turéti jtakos
kirpimo mechanizmo veikimo principui. Gauti rezultatai yra palyginami su kristalografiniais
duomenimis, kurie yra savotiskas atskaitos taskas galimoms iSvadoms. IS SeStoje lenteléje
pateikiamy rezultaty galima daryti iSvadg, kad vandeniliniy rysiy tinklo aplinkoje esanti sistema
yra maziausiai nukrypusi nuo kristalografiniy duomeny. Vandeniliniy rysiy tinklo jtaka bus
detaliau aptariama sekanciame skyriuje. Gavus auksciau lenteléje pateiktus rezultatus, toliau
vietoje kalcio atomy buvo jstatyti magnio atomai ir taip pat buvo atlikta geometrijos optimizacija.
Sios optimizacijos rezultatai pateikiami zemiau esancioje lenteléje.

7 lentelé. Restrikcijos endonukleazés Bcnl DNR sekos kirpimo mechanizmo aktyviyjy centry
esminiai geometriniai skirtumai magnio atomy atveju.

Raosvg)- | Raosvg- | Raosvigy- | Raosvgy- | Raouey-
202(0)s 202(0), A 305(Mg); 308(0), A 202(0), A
Kristalografiniai 25686 29720 40539 23559 1 4388
duomenys
Benl Wit-
struct(ber0) | 21320 2,1677 3,4483 4,2689 1,5896
Benl Wit-
struct(H;0) 2,1512 2,3294 3,7984 2,1430 1,5678
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Siuo atveju pastebimas didesnis geometrijos iskraipymas negu kalcio atomy atveju. Gauti
geometrijos optimizacijos rezultatai atskleidzia, kad restrikcijos endonukleazés Bcnl DNR sekos
karpymo mechanizmo aktyvusis centras reik§mingai nukrypsta nuo pradiniy kristalografiniy
duomeny. Aktyviojo centro molekulés yra tankiau suglaudinamos ir gauta geometriné strukttra
aiskiai skiriasi nuo geometrinés struktiros, kurios aktyvieji centrai sudaryti i$ kalcio atomy. Taip
pat galima pastebéti ir didesne vandeniliniy rysiy tinklo jtakg kompleksy geometrijai. Vis délto
siekiant tinkamai jvertinti vandeniliniy rysSiy tinklo jtaka restrikcijos endonukleazés Bcnl kirpimo
mechanizmui, buvo apskai¢iuotos optimizuoty struktiry pilnutinés energijos ir gauti rezultatai

buvo palyginti tarpusavyje.

3.4.3. Vandeniliniy rysiy tinklo jtakos tyrimas

Siame darbo etape buvo siekiama jvertinti vandeniliniy ry$iy tinklo jtaka restrikcijos
endonukleazés Benl kirpimo mechanizmo aktyviajam centrui. Tuo tikslu buvo paskaiciuotos
pilnutinés energijos, homo ir lumo orbitaliy energijos ir paskaiciuotas jy skirtumas. Gauti tyrimo
rezultatai pateikiami lenteléje toliau.

8 lentelé. Restrikcijos endonukleazés Bcnl DNR sekos kirpimo mechanizmo geometrijos
optimizacijos energijos.

E. eV ZPE. eV | E+ZPE, eV Enowmo, ELuwmo, AEnowmor
eV eV Lumo, eV

Bcnl Wit-

-158 300,44 34,5597 -158 265,88 -1,5491 0,2653 1,8145
struct(beH,0,Ca) ’ ’ ’ ’ ’ ’

Bcnl Wit-

- 34,5126 -158 265,53 -0,2830 0,1750 0,4580
struct(H.0O,Ca) 158 300,04 ! ! ! ! !

Benl Wit-
struct(beH.O,Mg | -132390,53 - - - - -

)

Bcnl Wt-

struct(H20,Mg) -132426,72 i i i ) )
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Kadangi apytiksliai 600 atomy kompleksai yra masyvus, deja nespéta gauti visy norimy
rezultaty. Virpesine analize pavyko atlikti tik restrikcijos endonukleazéms Bcenl, kuriy aktyviajame
centre yra kalcio atomai. Vis délto gauty rezultaty pakanka padaryti preliminarias iSvadas ir visgi
jvertinti vandeniliniy rysiy tinklo jtaka. IS auksc¢iau pateikty rezultaty ir 3.4.2 skyriuje pateikiamy
modeliavimo rezultaty galima daryti iSvadg, kad vandeniliniy rysiy tinklas ir yra tas nenumatytas
veiksnys, kuris dalyvauja tiek kirpimo, tiek atpaZinimo mechanizmy procese. IS 6 ir 7 lenteliy
duomeny didelio skirtumo tarp rezultaty kalcio atomy atveju pastebéti negalima. Taciau Sis
skirtumas atsiranda vietoje kalcio atomy jstacius magnio atomus. Sis skirtumas tarp cheminiy
elementy indukuoja, kad magnio atomy atveju, restrikcijos endonukleazé Bcnl galimai kerpa DNR
grandinés seka, o kalcio atomy atveju — kirpimo procesas nevyksta. Taip pat galima pastebéti
didelj skirtumg tarp auksCiausios uZimtos elektroninés orbitalés (homo) ir Zemiausios
neokupuotos elektroninés orbitalés (lumo) energijy dviem skirtingais atvejais: kai aktyviojo
centro aplinkoje yra vandens molekuliy, ir kai aplinkoje néra vandens molekuliy. Homo ir lumo
energijy skirtumas leidZia apibadinti molekulinés sistemos stabilumg ir tvirtuma. Kuo didesnis Sis
energijy skirtumas, tuo stabilesné tiriama sistema. Siuo atveju galima pastebéti, kad j
skai¢iavimus jtraukus vandeniliniy rysiy tinklg, minétas homo ir lumo energijy tarpas sumazéja
daugiau nei keturis kartus. Remiantis gautu rezultatu galima daryti iSvadg, kad j modeliuojamo
aktyviojo centro aplinkg jtraukus vandens molekules, bendras visos molekulinés sistemos
stabilumas sumazéja. Galima daryti prielaida, kad dél Sios prieZasties, restrikcijos endonukleazé

Bcnl sékmingai nukerpa DNR grandine.

Siekiant paremti Sig prielaidg buvo atliktos kelios simuliacijos, kuriose buvo kei¢iamas
atstumas tarp vandens molekulés ir fosfodiesterio grandinés deguonies atomo. Atstumas buvo
kei¢iamas Zingsniais po 0,1 angstremo artinant ir tolinant vandens molekule ir buvo atliekama
geometrijos optimizacija. Atlikus optimizacijg buvo iSmatuojamas atstumas tarp deguonies ir

anglies atomy R1 (C-0) ir atstumas tarp deguonies ir fosforo atomy R2 (O-P) (zr. 9 pav.).
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BASE
BASE
R1 (C-0) 0
C / 5 a L

9 pav. Restrikcijos endonukleazés Benl DNR kirpimo mechanizmo aktyvusis centras.

Siomis simuliacijomis buvo siekiama patikrinti kokiag jtakag DNR grandinés fosfodiesterio
Htilteliui“ daro vandens molekulé, skirtingu atstumu nutolusi nuo Sios jungties. Buvo siekiama
pastebéti kokybinj atstumy skirtumg ir tokiu bddu identifikuoti kirpimo procesg. Buvo
modeliuojama dvideSimt skirtingy vandens molekulés pozicijy dviem atvejais: kai kirpimo
mechanizmo aplinkoje yra papildomy vandens molekuliy ir kai aplinkoje Siy molekuliy néra. Gauti

rezultatai pateikiami grafikuose zemiau (zr. 2 ir 3 grafikai).

Atstumo tarp atomy priklausomybeé
nuo nuotolio iki vandens molekulés

o<

e 1.700

> -
£ 1.600

o+

©

a 1.500

S 1.400

(%]

©

£ 1.300

2 1 -0.8-0.6-0.4-02 0 0.2 0.4 06 0.8 1
<

Nuokrypis nuo optimizuotos geometrijos, A

e R1(C-0) === R2(O-P)

2 grafikas. Atstumo tarp atomy priklausomybé nuo nuotolio iki vandens molekulés, kai
aplinkoje néra papildomy vandens molekuliy
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IS auksciau pateikty rezultaty galima pastebéti, kad skirtingu atstumu nutolusi pasirinkta
vandens molekulé nedaro jokios jtakos pirmajam rysSiui R1 (C-O). Taip pat galima pastebéti, kad
antrajam rySiui R2 (O-P) daroma jtaka yra minimali, taciau priartinus vandens molekule 0,8-1
angstremo atstumu prie DNR jau galima pastebéti nezymy atstumo augima. Siekiant jvertinti
vandeniliniy rysiy tinklo jtaka, prie Sios modeliuojamos sistemos buvo pridétos papildomos
vandens molekulés ir atlikta identiska serija matavimy. Gauti rezultatai pateikiami grafike Zemiau

(zr. 3 grafikas).

Atstumo tarp atomy priklausomybeé
nuo nuotolio iki vandens molekulés

1.800

-~

1.700

Atstumas tarp atomy R, A
S N Y
w > U o
o o o o
o o o o

-1 -08-06-04-0.2 0 0.2 04 0.6 0.8 1
Nuokrypis nuo optimizuotos geometrijos, A

= R1 (C-0) R2 (O-P)

3 grafikas. Atstumo tarp atomy priklausomybé nuo nuotolio iki vandens molekulés, kai
aplinkoje yra papildomos vandens molekulés

Gauti rezultatai sutampa su pirmaisiais modeliavimo rezultatais (zr. 2 grafikas). Skirtingos
vandens molekulés pozicijos nejtakoja tiriamy jungciy R1 ir R2. Visgi galima pastebéti tg patj R2
(O-P) rysio atstumo augima priartinus vandens molekule 0,8-1 angstremo atstumu. Jvertinus
gautus abiejy modeliavimy rezultatus galima daryti iSvadg, kad vandeniliniy rysiy tinklas neturi
reikSmingos jtakos DNR sekos fosfodiesterio grandinés jungtims. Visgi norint paremti §j teiginj

toliau reikéty naudoti molekuliy mechanikos metodus ir modeliuoti cheminiy rysiy pokycius.
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ISVADOS IR PASIULYMAI

Pirmajame darbo etape naudojantis kvantinés chemijos metodais buvo sumodeliuoti DNR
nukleobaziy bei restrikcijos endonukleazés Bcnl ir jos mutanty kompleksai. Modeliavimo
rezultatai praktiskai atitinka senesnius rezultatus, vis délto pastebéta, kad ankstesniame

darbe[17] buvo praleistos nuliniy virpesiy energijos.

Lyginant pirmame etape gautus rezultatus su minéto darbo[17] modeliavimo rezultatais,
galima daryti iSvadg, kad sgveikos geometrija turi didelés jtakos skaiCiavimy rezultatams, nes
gautos rysSiy energijos vietomis nesutampa. Norint suprati vykstancius procesus pereita prie

procesy modeliavimo pac¢iame baltyme.

Antrajame darbo etape pasitelkus kvantinés chemijos metodus buvo sumodeliuoti
restrikcijos endonukleazés Bcnl DNR sekos atpazinimo ir kirpimo mechanizmy aktyvieji centrai.
Siame darbe prie keturiy atpaZinimo mechanizmo aktyviyjy centry buvo pridétas pirmasis
sluoksnis. Pastebéta, kad pirmojo sluoksnio jskaitymas turi svarbios jtakos tolimesniems
skaiciavimams. Remiantis gautais modeliavimo rezultatais galima paneigti iSsikeltg hipoteze, kad
restrikcijos endonukleazés Bcnl DNR sekos atpazinimo mechanizmo aktyviyjy centry rySio
energijos koreliuoja su kirpimo faktu. Norint toliau analizuoti vykstancius procesus, buvo pereita

prie procesy modeliavimo DNR kirpimo mechanizmo aktyviojo centro aplinkoje.

Modeliavimo rezultatai DNR kirpimo mechanizmo aktyviojo centro aplinkoje atskleidé,
kad vandeniliniy rySiy tinklas daro jtaka kirpimo mechanizmui. Aplinkoje esantis vanduo padeda
sumazinti molekulinés sistemos stabiluma ir tvirtuma, ir tokiu budu lengviau leidZziama atlikti DNR
grandinés kirpima. Palyginus kirpimo mechanizmy su kalcio ir magnio atomais modeliavimo
rezultatus, pastebéta, kad kalcio atomy atvejy geometriné kompleksy struktira nedaug pakinta
nuo pradiniy kristalografiniy duomeny. Magnio atomy atveju geometrija yra glaudesné, bendra
komplekso energija sumazéja. Sie rezultatai sutampa su eksperimentiniais duomenimis, kuriuose

kirpimas vykdomas su magnio atomais aktyviajame centre.
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Laurynas Diska

Vandeniliniy rysiy tinklo jtakos restrikcijos endonukleazés DNR sekos kirpimo mechanizme

modeliavimas tankio funkcionaly metodais

SANTRAUKA

CRISPR/Cas9 yra galingas inovatyvus jrankis, naudojamas Siuolaikiniuose tyrimuose.
Susidoméjimas $ia technologija per paskutinius metus pastoviai auga. Sio darbo tikslas buvo istirti
restrikcijos endonukleazés Bcnl DNR sekos kirpimo ir atpaZinimo mechanizmus, iSanalizuoti
vykstancius procesus ir suprasti mechanizmy veikimo principus. Siame darbe buvo tiriamos
trumpos palindrominés DNR grandinés sekos kartu su restrikcijos endonukleaze Bcnl.
Naudojantis kvantinés chemijos metodais buvo nagrinéjami restrikcijos endonukleazés Bcnl DNR
sekos atpazinimo ir kirpimo mechanizmai. Modeliavimo rezultatai padéjo atsakyti j iSkeltus
klausimus, iSanalizuoti isSkeltas hipotezes. Vandeniliniy rysiy tinklas yra papildomas veiksnys,
dalyvaujantis DNR sekos kirpimo reakcijose. Gauti modeliavimo rezultatai leidZia daryti iSvada,
kad vandeniliniy rysiy tinklas sumazina molekulinés sistemos stabilumg ir tvirtuma, ir tai leidzia

restrikcijos endonukleazei Benl nukirpti DNR grandine.
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Laurynas Diska

Density functional modeling of hydrogen bonding network influence on restriction

endonuclease DNA sequence snipping and recognition mechanism

SUMMARY

CRISPR/Cas9 is a powerful tool, that is being used in the most recent research. Interest in
this technology is rising every year. The main aim of this study was to investigate restriction
endonuclease Bcnl DNR sequence snipping and recognition mechanisms, to analyze ongoing
processes and to understand the principles of operation of mechanisms mentioned. The work of
this research is focused on short pallindromic repeats in DNA and restriction endonuclease Bcnl.
Restriction endonuclease Bcnl DNA sequence snipping and recognition mechanisms were
analized with the help of quantum chemistry methods. Modeling results helped to get answers
for most of the questions, analize hipothesis, that were presented. Hydrogen bonding network is
an additional factor, that is involved in the DNA sequence snipping mechanism. The obtained
simulation results allow to conclude that the hydrogen bonding network reduces the stability and
strength of the molecular system, which allows the restriction endonuclease Bcnl to cut the DNA

sequence.
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