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Wiasciwosci chiralooptyczne bialek i ich kompleksow (CRISPR/Cas-RNA)
oraz ich zwiqgzek z aktywnoscig biologiczng

Biatka Cas zwigzane z mechanizmem CRISPR to enzymy, nazywane takze ,molekularnymi
nozyczkami”, stanowiace kluczowy element innowacyjnego systemu inzynierii genetycznej do precyzyjnej
modyfikacji genomu. Akronim CRISPR (ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)
dotyczy grupowanych, regularnie rozproszonych, krétkich, powtarzajacych si¢ sekwencji palindromicznych,
wystepujacych naturalnie w genomie bakterii, ktore razem z biatkami Cas sa wykorzystywane w ochronie
organizmu mikrobow przed atakujacymi wirusami. Zatem, system typu CRISPR/Cas jest naturalnym
mechanizmem obronnym bakterii, ktory zostal zaadoptowany przez naukowcow jako narzedzie biologii
molekularnej, pozwalajgce na precyzyjng edycje gendw w szerokim zakresie organizméw. Opracowanie
metody inzynierii genetycznej opartej na systemie CRISPR/Cas daje mozliwo$¢ tatwego dodawania,
usuwania lub zmiany okreslonych fragmentdow DNA, zmniejszajac przy tym czas i koszty procesu
modyfikacji genomu oraz zwickszajac jednoczesnie jego potencjalne zastosowanie w rolnictwie, biologii
i medycynie. W 2020 roku Krolewska Szwedzka Akademia Nauk przyznala Nagrode Nobla w dziedzinie
Chemii za odkrycie, opracowanie i badania nad systemem CRISPR/Cas, co automatycznie podkresla
znaczenie i mozliwosci tej metody. Jak wspomniano powyzej, dzialanie systemu CRISPR/Cas zostalo
porownanie do pracy ,,nozyczek molekularnych”, ktére tng DNA w okreslonym miejscu, prowadzac do
usuniecia konkretnych fragmentéw Iub ich zastapienia alternatywnymi sekwencjami. Podstawe systemu
CRISPR/Cas stanowia dwie glowne makroczasteczki: pojedyncza czasteczka przewodnika RNA (gRNA),
ktora zawiera krotka sekwencje nukleotydow, komplementarna do fragmentu docelowego DNA, tym samym
pemi rolg¢ przewodnika systemu oraz czgsteczka bialka Cas, ktora wykonuje cigcie. W efektywnym
systemie CRISPR/Cas zaprojektowana w laboratorium czasteczka gRNA wiaze si¢ z nukleaza Cas,
co powoduje istotna zmian¢ geometrii biatka i prowadzi do powstania kompleksu rybonukleoproteinowego
(RNP), wykazujacego ukierunkowang aktywno$¢ nukleolityczng.

Stad glowna motywacja projektu jest ustalenie, jak i w jakim stopniu, zmiany konformacyjne
bialek z rodziny Cas wplywaja na ich aktywno$¢ biologiczna. W tym celu jako wiodace metody
badawcze wybrano chiralooptyczne techniki spektroskopowe, takie jak elektroniczny dichroizm kotowy
(ECD), wibracyjny dichroizm kotowy (VCD) 1 ramanowska aktywnos¢ optyczna (ROA), uzupelnione
o techniki konwencjonalne, takie jak spektroskopia absorpcyjna z zakresu UV-Vis (UV-Vis), spektroskopia
absorpcyjna w podczerwieni (IR), a takze spektroskopia ramanowska (RS). Realizacja projektu pozwali
na analize zroznicowanej struktury bialek Cas, a takze wykorzystanie opracowanej metodologii
do badania aktywnosci biologicznej oraz struktury innych waznych enzyméw i ich kofaktorow, a takze
biatek globularnych po zwigzaniu naturalnych zwiazkéw tj. pigmenty, czyli witaminy.

Literatura naukowa pokazuje, iz zastosowanie spektroskopowych technik chiralooptycznych
do badania interakcji biatek i kwasow nukleinowych jest dobrym wyborem, poniewaz tego typu metody
sg bardzo wrazliwe na trojwymiarowa struktur¢ naturalnych biomolekut. Zaré6wno biatka, jak i kwasy
nukleinowe, takie jak RNA i DNA, to chiralne i aktywne optycznie uklady, ktére oddziatuja
ze $wiatlem spolaryzowanym kotowo w charakterystyczny sposob. Metody: ECD 1 VCD, opierajg si¢
na rejestracji roznicy w absorpcji lewo- i prawoskretnej polaryzacji $wiatta, przez zwiazki chiralne. Z kolei
technika ROA wigze si¢ z obserwacja niewielkiej roznicy w intensywnos$ci rozpraszania na sposob
ramanowski poszczegdlnych komponentow s$wiatta spolaryzowanego kolowo, réwniez przez zwigzki
chiralne. Zaskakujacy jest fakt, iz metody chiralooptyczne prawie nie byly wykorzystane do analizy
strukturalnej bialek Cas oraz ich komplekséw RNP. Zatem, potaczenie konwencjonalnych metod,
tj. spektroskopia absorpcyjna z zakresu UV-Vis i IR oraz spektroskopia ramanowska, z technikami
chiralooptycznymi ECD, VCD i ROA pozwoli na otrzymanie zestawu ultraczulych narzedzi do badania
struktury drugo- i trzeciorzedowej bialek oraz monitorowania zmian konformacyjnych w strukturze
ich kompleksow w roztworze, a takze w przypadku zastosowania ECD i ROA réwniez w naturalnym
srodowisku wodnym.



