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ISradimo sritis

ISradimas susijes su kryptingu rety ir nenatdraliy aminorag$éiy jjungimu j baltymus,
ypac su in vivo rekombinantiniy baltymy sintezés technologija, paremta UAG kodono

supresija geneti§kai koduojamomis nenattraliomis aminoriigstimis.
ISradimo apzvalga

Rekombinantiniy baltymy inzinerija ir sinteze lIgsteléje yra pladiai iSpletota
sritis, skirta biomolekuliy struktdtos ir funkcijos tyrimams bei praktiniam taikymui
medicinoje ir pramonéje. Deja, daznai yra labai sunku sukurti ir pagaminti baltyma,
kuris turéty pageidaujamq fermentinj aktyvuma ar biologine funkcijg (Brustad, E.M.
and Arnold, F.H. (2011) Curr. Opin. Chem. Biol. 15(2), 201-210). Selenocisteino
(Sec), 21-os aminorlgsties jjungimas | dirbtinius baltymus yra vienas i§ bady,
leidZiantis suteikti jiems naujy savybiy. Sec yra cisteino (Cys) analogas, turintis
seleno atomg vietoje sieros, kas Sec suteikia unikaliy fizikocheminiy charakteristiky.
Palyginus su Cys tiolio grupe, Sec selenolio grupé pasizymi aukstesniu
nukleofiliskumu, Zemesniu pKa ir Zemesniu oksidacijos-redukcijos potencialu. Dél
iSskirtinio cheminio reaktyvumo Sec sugeba pakeisti struktirines ir fermentines
baltymo savybes. PavyzdZiui, baltymy inZinerijoje Sec jjungiamas | katalizinj fermento
centrg, kuomet siekiama iSplesti natlraliai susiformavusj fermento katalizinj
pajéguma. (Huang, X. et al. (2011) Chem. Soc. Rev. 40, 1171-1184). Kita vertus,
unikalus Sec cheminis reaktyvumas su elektrofilais ir oksidacijos reagentais yra
naudingas selektyviai konjugacijai, Zyméjimui ar baltymo dimerizacijos viety karimui
(Heras, I.L. et al. (2011) Anal. Bioanal. Chem. 400(6), 1717-27; Amér, E. (2010) Exp.
Cell. Res. 316(8), 1296-303; Johansson, L. et al. (2005) Biochim. Biophys. Acta.
1726(1), 1-13). Dar daugiau, selenocisteino, savo sudétyje turinéio vertingy Se
izotopy, jjungimas j baltymus yra naudojamas fazes nustatymui daugybiniy bangos
ilgiy anomalios difrakcijos kristalografijoje, pozitrony emisijos tomogtafijoje PET
("*Se), specifiniame Zymejime radionuklidais (°Se) ir didelés raiskos BMR (""Se)
tyrimuose (Johansson, L. et al. (2005) Biochim. Biophys. Acta. 1726(1), 1-13). Ne

maZiau reik§minga selenologijos sritis yra' efektyvi gamtiniy rekombinantiniy
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selenobaltymy sintezé bakterijy (Arér, E.S.J. (2002) Met. Enzymol. 347, 226-235)
arba eukarioty Igstelése (Liu, H. et al. (2012) Protein Expr Purif. 84(1), 59-63.

Nepaisant auk$to technologinio potencialo, Sec jjungti j rekombinantinius
baltymus néra paprasta. Dirbtiniy selenobaltymy sintezei buvo pasillyta visa eilé
metody, taCiau iki Siol né vienas i jy neleido preciziskai j baltymus jterpti
selenocisteing ir gauti geras produkto iSeigas (Johansson, L. et al. (2005) Biochim.
Biophys. Acta. 1726(1), 1-13). PavyzdZiui, baltymy susiuvimo metodus riboja kietos
fazeés sinteze, kuri paprastai leidzia susintetinti ne ilgesnius nei 50-ies aminoragséiy
peptidus. Jei Sec turi bati jjungtas toliau 50-osios pozicijos, bitina sidti tris peptidinius
fragmentus. Kadangi peptidy susiuvimui reikalinga N-galinio Cys liekana, $is
metodas baltymo sekoje neiSvengiamai sukuria papildomas Cys mutacijas (Muir, T.
W. (2003) Annu. Rev. Biochem. 72, 249-289). Kitu atveju, kuomet serino (Ser)
liekanos chemi$kai pavergiamos j Sec, reakcija vyksta su visais baltymo Ser, todeél ji
netinka, kai baltymuose reikia atlikti vienintelj pakeitimg selenocisteinu (Wu, Z.-P.,
Hilvert, D. (1989) J. Am. Chem. Soc. 111, 4513-4514). Pana$i specifiskumo
problema iSkyla kada baltymas, savo sudeétyje turintis keleta Cys, yra sintetinamas
Cys-auksotrofinio mikroorganizmo, auginamo terpéje su Sec — gaunamas produktas
su daugybiniais Sec (Muller, S. et al. (1994) Biochem. 33, 3404-3412).
Rekombinantiniy baltymy sinteze bakterijose, vykstant gamtinio UGA kodono
supresijai, riboja techniniai sunkumai. Jie atsiranda todél, kad bakteriniy
selenobaltymy iRNR $alia UGA kodono yra plauky segtuko pavidalo Sec jterpimo
seka (SECIS). Si SECIS struktara, o taip pat joje esantys 4 konservatyviis nukleotidai
yra absoliudiai reikalingi, kad transliacijos metu Sec bty nukreiptas | peptidine
granding (Yoshizawa, S., Béck, A. (2009) Biochim. et Biophys. Acta. 1790, 1404-
1414). Taigi, prakti$kai yra beveik nejmanoma rekombinantineje iRNR sukurti dirbtine
SECIS struktirg, tuo paciu metu nejvedant j baltymo sekg papildomy mutacijy. Kitaip
nei bakterinés transliacijos atveju, baltymy raikos sistemos Zinduoliy lastelése i$
esmés tinka kryptingam Sec jjungimui j baltyma be papildomy sekos pakeitimy, nes
Zinduoliy SECIS yra netransliuojamoje 3'UTR srityje. Deja, $ios sistemos reikalauja
nemazy islaidy ir neleidZia gauti gery produkto iSeigy (Berry, M.J. et al. (1993) EMBO
J., 12 (8), 3315-3322). Tas pats pasakytina ir apie in vitro baltymy raiSkos sistemas,
kurias sudaro brangls komponentai ir kurioms reikia sudétingais cheminiais
metodais paruosiamos tRNR su prijungtu Sec (Kang, T.J., Suga, H. (2008) Biochem.
Cell Biol. 86, 92-99).
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Alternatyvus kryptingo tam tikry nenatdraliy aminoriig$¢iy jterpimo j baltymus
metodas yra paremtas genetiSkai koduojamy nenatiraliy aminordigséiy jjungimu UAG
stop kodono vietoje. Si technologija jau leido labai specifi$kai | baltymus jvesti
daugiau nei 70 skirtingy aminoriigséiy (Liu, C.C. and Schultz, P.G. (2010) Annu. Rev.
Biochem. 79, 413-444), taiau kol kas nebuvo pritaikyta Sec jterpimams/pakeitimams
atlikti. Nors yra pavyke j histono H3 baltymg jterpti fenilselenocisteing (Guo, J. et al.
(2008) Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 47(34), 6399-6401), nebuvo pasilllytas metodas,
kuris leisty nuo Sec paSalinti apsaugine grupe (Clark, K.M. et al. (2009) Methods
Enzymol. 462, 97-115). Siuo metodu | jvairius baltymus buvo sekmingai jterptos
aminorligstys su 8viesai jautriomis apsauginémis grupémis, kaip antai DMNB-Ser.
Nenatdrali aminortigtis DMNB-Ser in situ fotolizés reakcijoje véliau buvo nesunkiai
paversta Ser (Lemke, E.A. et al. (2007) Nat. Chem. Biol. 3(12), 769-772). Proceso
metu mieliy Igstelés kotransformuotos plazmide, koduojangia tikslinj baltyma su TAG
stop kodonu pasirinktoje geno vietoje bei plazmide pescTrpLeuRSBH5T252A,
koduojancia ortogonalia UAG stop kodong supresuojanéia tRNRcya (O-tRNR) ir
ortogonalig aminoacil tRNR sintetaze (O-RS), kuri prie O-tRNA prijungia nenatiralig
aminorigstj DMNB-Ser (ir taip pat DMNB-Cys, Young, T.S. et al. (2009)
Biochemistry. 48(12), 2643-2653). Deja, rekombinantiniy baltymy kiekiai gauti i§ tokiy
mieliy kultlry buvo gana vidutini$ki (Lemke, E.A. ef al. (2007) Nat. Chem. Biol. 3(12),
769-772; Chin, J.W. et al. (2003) Science. 301(5635), 964-967). Rekombinantiniy
baltymy iSeigos buvo pagerintos optimizavus O-tRNR transkripcijg, t.y. suliejus O-
tRNR geng su SNR52 promotoriumi (pSNR-LeuRS plazmide) ir baltymy raiSka
atlikus mielese LWUPF14, i§ kuriy paSalintas UPF1 genas, stabilizuojantis stop
kodong turingias iRNR (Wang, Q. and Wang, L. (2008) J. Am. Chem. Soc. 130(19),
6066-6067). Nors veiksminga, §i sistema nebuvo panaudota sintetinti baltymams su
DMNB-Ser arba DMNB-Cys.

lki Siol né viena i§ egzistuojangiy technologijy nepasiteisino kaip bendras
metodas skirtas efektyviai sintetinti rekombinantinius baltymus, pageidaujamoje
pozicijoje jvedant Sec liekana.



LT 6159 B

ISradimo santrauka

Pirma: iSradimas iSsprendZia auks¢iau iSdéstytg problema, panaudojant bet
kurioje norimoje iRNR pozicijoje jvesta UAG kodona, kuris mieliy lastelése yra
iSkoduojamas O-tRNR su prijungta nenatiralia aminoriigstimi — fotochemine grupe
apsaugotu selenocisteinu. Apsaugine grupé, tokia kaip 4,5-dimetoksi-2-nitrobenzilas
(DMNB), yra veliau pasalinama nuo baltymo $vitinant jj UV Sviesa ir mutacijos vietoje
atstatant Sec. IS principo $i strategija gali bati taikoma Sec jjungti j bet kokio baltymo
bet kurig norimg pozicijg. Dar daugiau: gyvose lastelése fotochemiskai apsaugotas
selenobaltymas leisty optiSkai kontroliuoti jo vykdomus biologinius procesus. Taigi,
8is metodas pateikia nauja jrankj baltymy inZinerijai ir konkregiai — selenologijai.
Antra: ISradimas pateikia naujg fotochemiskai apsaugoto selenocisteino junginj (I

formulé) bei sintezés schema skirtg jam gauti.
Trumpas figiry aprasymas

Fig.1 rodo DMNB-Cys sintezés kelia.

Fig. 2 rodo DMNB-Sec sintezés kelia.

Fig. 3 iliustruoja nuo DMNB-Sec priklausoma funkciskai aktyvaus EGFP baltymo
sinteze mieliy S. cerevisiae lgstelése.

Fig. 4 iliustruoja fotocheminés DMNB grupés pas$alinimg nuo selenocisteino lieknos,
EGFP baltymg paveikus UV $Sviesa (340-390 nm).

Fig. 5 iliustruoja EGFP baltymo dimery formavimasi paveikus baltymg UV $viesa ir
susidariusiy dimery redukcijg pridéjus DTT.

Fig. 6 demonstruoja, kad tiek fotoapsaugines grupés pasalinimas, tiek dimerizacija ir
redukuojanti monomerizacija vyksta $velniomis salygomis, i§saugant EGFP baltymo
funkcines savybes (fluorescencijg).

Detalus iSradimo aprasymas

Visi tekste vartojami techniniai ir moksliniai terminai taikomi ir turi tokig
reikSme, kaip tai jprastai taiko ir supranta asmuo susijes su i§radimo sritimi, nebent
apibreZta kitaip. Terminu ,ortogonali“ vadinama molekule, kuri funkcionuoja kartu su

endogeniniais Igstelés komponentais, tadiau pasizymi mazesniu efektyvumu
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palyginus su atitinkama molekule, priklausandia lgstelei ar transliacijos sistemai, arba
kuri visiS8kai nefunkcionuoja kartu su vidiniais Iastelées komponentais. tRNR ir
aminoacil-tRNR  sintetaziy kontekste ortogonalumu vadinamas nesugebéjimas
funkcionuoti arba sumaZéjes ortogonalios tRNR efektyvumas funkcionuoti su
endogenine tRNR sintetaze, palyginus su tuo, kaip endogeniné tRNR sintetaze
funkcionuoja su endogenine tRNR. Ortoganaliai molekulei triksta funkcijos, kuri yra
jprasta Igstelés komplementariai endogeninei molekulei. Terminas ,tikslinis kodonas*
taikomas kodonams, kuriuos transliacijos proceso metu atpaZjsta O-tRNA ir kuriy
neatpaZjsta endogeninés tRNR. Tiksliniais kodonais gali bati stop kodonai, tokie
kaip, pvz., UAG, UAA, UGA.

Terminas ,transliacijos sistema“ taikomas komponentams, kurie j augandig
polipeptiding granding jjungia aminorligstj; Siuos komponentus gali sudaryti, pvz.,
ribosomos, tRNR, tRNR sintetazés, iRNR ir panasis. O-tRNA ir O-RS gali bati
pridétos j in vitro ar in vivo transliacijos sistemas arba bdti jy dalimi. 1$radimo
metodais parinktos komponenty grupes veikia lasteléje. Sistemai priklausanti
nenatarali aminorligstis gali bdti sintetiné aminortigstis, tokia kaip $viesai jautria
grupe apsaugotas selenocisteinas, egzogeniskai pridedamas j augimo terpe.

Aptariamas iSradimas susijes su baltymy turingiy nenatiralia aminortigstj vienoje ar
keliose pasirinktose pozicijose sinteze, taikant transliacijos sistemg. Metodas
susideda iS:

a) Transliacijos sistemos, laikant, kad ji susideda is:

i) nenatlralios amino ragsties, kuri yra fotolabiliu bloku apsaugotas
selenocisteinas;

if) ortogonalios aminoacil-tRNR sintetazés (O-RS);

iii) ortogonalios tRNR (O-tRNR), kurig mineta O-RS aminoacilina fotolabiliu
bloku apsaugotu selenocisteinu, pastarajam teikdama pirmenybe prie$ natiralias
aminorugstis;

iv) nukleoragsties, kuri koduoja tikslinj baltyma ir turi bent vieng tikslinj
kodonag, kuris yra atpaZjstamas minétos O-tRNR;

b) Minétos nenatlralios amino rigsties jtraukimo pasirinktoje pozicijoje
tiksliniame baltyme atliekant $io baltymo transliacijg (sinteze), kuri vykdoma
pasitelkiant mineta tikslinj kodong, tuo bidu gaunant tikslinj baltyma turintj

nenatiralia aminorlgst] pasirinktoje pozicijoje.
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Apragomas metodas gali biti iSpléstas jtraukiant Zingsnj c). Sis Zingsnis —

fotolabilios apsauginés grupés pasalinimas veikiant transliacijos sistema ar i§gryninta
baltyma UV spinduliy $altiniu.
Lasteles Seimininkés, kuriose atliekamos procedlros, pasirenkamos teikiant
prerogatyvag bakterijy, mieliy arba Zinduoliy Igsteléms; pirmenybé ypaé teikiama
mieliy lgsteléems. Pirmuoju pasirinkimu i§ mieliy Iasteliy yra Saccharomyces
cerevisiae.

Toliau iSradimas susijes su fotolabiliu bloku apsaugotu selenocisteinu
aprasomu formule I:

R1

kur

R yra H, alkilas arba alkoksi-, karboksimetoksi grupé,

R! yra H, alkilas, arilas, alkoksi, hidroksi arba halogenatomai,

R? ir R® kiekvienas nepriklausomai reiSkia H, alkila, arila, alkoksi, hidroksi grupe, -
CO,R°® arba halogenatoma; kur jeigu R ir R? arba R ir R® yra alkoksi, R? arba R® gali
sudaryti penkianares, SeSianares arba septynianares ciklines struktdras derinyje su
R,

R* yra H, metilas, alkilas, -CH,OR® arba -CO,R?,

R® yra H- arba alkilas.

Pirmenybe teikiama renkantis fotolabiliu bloku apsaugotg selenocisteino darinj - 4,5-
dimetoksi-2-nitrobenzilselenocisteinui (DMNB-Sec).

Toliau iSradimas susijes su fotolabiliu bloku apsaugoto selenocisteino
apraSomo formule | sinteze, kuri susideda i$ $iy stadijy: N‘',N-apsaugoto selenocistino
redukcija, susidariusio junginio reakcija su pasirinktu (1,3,4,5- ir arba alfa- pakeistu)
2-nitrobenzil- halogenidu, sulfonatu, fosfatu arba karboksilatu bei aminogrupés
deblokavimo. Selenocistino aminogrupés gali biti apsaugotos tret-butoksikarbonil-,
karboksibenzil-, aliloksikarbonil-, metoksikarbonil arba etoksikarbonil- apsauginémis
grupemis.
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Fotolabiliu bloku apsaugotas selenocisteinas aprasomas formule | toliau

naudojamas Siame iSradime apraSomame metode.

Aptariamasis iSradimas, skirtas kryptingam Sec jjungimui j baltymus, yra
paremtas UAG kodono supresijos technologija, naudojama kai kurioms kitoms
nenatiiralioms aminordg$tims jjungti j baltymus. Siam metodui naudojamos mieliy
lastelés, kurios yra transformuotos plazmidémis, norimoje tikslinio geno pozicijoje
turinciomis geny inZinerijos metodais jvesta TAG stop kodong. Sistemg sudaro Sie

pagrindiniai komponentai:

1. mieliy padermé LWUPF1A, kurioje jvesta UPF1-geno delecija;

2. plazmidé pRRE6;

3. sintetiné Sviesai jautria grupe apsaugota aminorigstis DMNB-Sec;

4. plazmide, turinti pageidaujamoje tikslinio geno pozicijoje geny

inZinerijos metodu jvestg TAG stop kodong (pavyzdziu naudojama pGFP-TAG).

pRR6 plazmidé buvo sukonstruota geny inZinerijos metodais laukinio tipo
LeuRS geng i§ plazmidés pSNR-LeuRS (Wang, Q. and Wang, L. (2008) J. Am.
Chem. Soc. 130(19), 6066-6067) pakeitus mutuotu, specifisku DMNB-Ser, genu
LeuRSBHS5T252A i§ plazmidés pescTrpLeuRSBH5T252A (Lemke, E.A. et al. (2007)
Nat. Chem. Biol. 3(12), 769-772). DNR nukleotidy seka, reprezentuojanti
LeuRSBH5T252A geng, yra pateikta kaip Seka Nr. 1:

atgcaagagcaataccgcccggaagagatagaatccaaagtacagcttcattgggatgagaagcegcacatttgaa
gtaaccgaagacgagagcaaagagaagtattactgcctgtctgggcagecctatecttctggtcgactacacatggg
ccacgtacgtaactacaccatcggtgacgtgatcgcccgetaccagegtatgctgggcaaaaacgtcetgcagecga
tcggctgggacgcgtttggtctgecctgcggaaggegeggeggtgaaaaacaacaccegetceggeacegtggacgta
cgacaacatcgcgtatatgaaaaaccagctcaaaatgctgggctttggttatgactggagecgegagcetggceaacct
gtacgccggaatactaccgttgggaacagaaattcticaccgagctgtataaaaaaggcectggtatataagaagacitt
ctgcggtcaactggtgtccgaacgaccagaccgtactggcgaacgaacaagttatcgacggcetgctgctggegetge
gataccaaagttgaacgtaaagagatcccgcagtggtttatcaaaatcactgcttacgctgacgagctgctcaacgat
ctggataaactggatcactggccagacaccgttaaaaccatgcagcgtaactggatcggtegttccgaaggegtgga
gatcaccttcaacgttaacgactatgacaacacgctgaccgtttacactacccgcccggacgegtttatgggttgtacct
acctggcggtagctgcgggtcatcegetggegcagaaageggeggaaaataatcetgaactggeggcectttattgac
gaatgccgtaacaccaaagttgccgaagcetgaaatggcgacgatggagaaaaaaggcgtcgatactggcetttaaa
gcggttcacccattaacgggcgaagaaattcecegtttgggcagcaaacttcgtattgatggagtacggcacgggege
agttatggcggtaccggggcacgaccagegcegactacgagtttgcctctaaatacggectgaacatcaaaccggttat
cctggeagcetgacggcetetgagecagatctttctcagcaagecctgactgaaaaaggegtgctgttcaactetggega
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gttcaacggtcttgaccatgaagcggccttcaacgccatcgccgataaactgactgcgatgggegttggcgagegtaa
agtgaactaccgcctgcgcgactggggtgtttccecgtcagegttactggggegegecgattcegatggtgactctagaa
gacggtaccgtaatgccgacccecggacgaccagetgecggtgatectgecggaagatgtggtaatggacggceatta
ccagcccgattaaagcagatccggagtgggcgaaaactaccgttaacggtatgccagcactgegtgaaaccgaca
ctttcgacacctttatggagtcctcctggctgtatgcgegetacacttgcccgcagtacaaagaaggtatgcetggattccg
aagcggctaactactggctgccggtggatatcggtatiggtggtattgaacacgccattatgtttctgctctacticegctte
ttccacaaactgatgcgtgatgcaggcatggtgaactctgacgaaccagcgaaacagttgctgtgtcagggtatggtg
ctggcagatgccttctactatgttggcgaaaacggcgaacgtaactgggtttccccggttgatgctategttgaacgtga
cgagaaaggccgtatcgtgaaagcgaaagatgcggcaggcecatgaactggtttataccggcatgagcaaaatgtce
aagtcgaagaacaacggtatcgacccgcaggtgatggttgaacgttacggcgcggacaccgttcgtetgtttatgatgt
ttgcttctccggetgatatgactctcgaatggcaggaatceggtgtggaaggggcetaaccgcttectgaaacgtgtetgg
aaactggtttacgagcacacagcaaaaggtgatgtigcggcactgaacgttgatgcgctgactgaaaatcagaaag
cgctgegtcgegatgtgcataaaacgatcgctaaagtgacegatgatatcggecgtegtcagaccttcaacaccgea
attgcggcgattatggagctgatgaacaaactggcgaaagcaccaaccgatggcgagcaggatcgegcetctgatge
aggaagcactgctggccgttgtccgtatgettaaccegttcacceegeacatctgceticacgetgtggcaggaactgaa
aggcgaaggcgatatcgacaacgcgcecgtggecggttgctgacgaaaaagegatggtggaagactccacgcetggt
cgtggtgcaggttaacggtaaagtccgtgccaaaatcaccgttccggtggacgcaacggaagaacaggttcgcgaa
cgtgctggccaggaacatctggtagcaaaatatcttgatggcgttactgtacgtaaagtgatttacgtaccaggtaaact
cctcaatctggtcgttggcetaa

Sviesai jautria grupe apsaugotas selenocisteinas DMNB-Sec buvo chemiskai
susintetintas i§ selenocistino kaip trifluoracetato druska, panaudojus naujai sukurtg
procedira. Tokia pati procedira gali bati panaudota sintetinti kitiems, $viesai jautria
grupe apsaugotiems, selenocisteinams, kuriy formuié Nr. 1:

R1
HO 0 O;N R2
QI/Se
HaN R

R yra H, alkilas arba alkoksi, karboksimetoksi grupe,

kur:

R' yra H, alkilas, arilas, alkoksi, hidroksi arba halogenatomai,

R? ir R® kiekvienas nepriklausomai reiskia H, alkila, arila, alkoksi, hidroksi grupe, -
CO2R® arba halogenatoma; kur jeigu R ir R? arba R ir R® yra alkoksidarinius, R? arba
R® gali sudaryti penkianares, $eSianares arba septynianares ciklines struktdras
derinyje su R,

R* yra H, metilas, alkilas, -CH,OR® arba -CO,R5,

R® yra H- arba alkilas.
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Kaip pavyzdj mes naudojome plazmide pGFP-TAG (Wang, Q. and Wang, L.
(2008) J. Am. Chem. Soc. 130(19), 6066-6067), kuri koduoja EGFP baltyma su TAG

mutacija nereikSmingoje Tyr39 pozicijoje.

Baltymo sintezei mieliy LWUPF10 lIgstelés buvo transformuotos pRR6 ir
pGFP-TAG plazmidziy misiniu, ir atrinkti transformantai auginami terpéje su 4 mM
DMNB-Sec. Viso ilgio aktyvus baltymas susiformuoja tik tuomet, kai nenatiirali
aminorg8tis yra jjungiama j baltymo grandine iSkodavus UAG kodona. EGFP
baltymas su prilietu 6-His oligopeptidu ir kurio Tyr39 pakeistas nenatiralia
aminortgstimi DMNB-Sec buvo iSgrynintas i§ mieliy lgsteliy imobilizuoty metaly
afininés chromatografijos bldu. Izoliuoto EGFP baltymo su DMNB-Sec identiskumas
patvirtintas masiy spektrometrijos metodu. Seleno-EGFP baltymo i$eiga sudaré 1
mg/I.

Pateikiamas metodas Sec apsaugoti naudoja $viesai jautriag DMNB grupe,
tokiu budu apsaugodamas chemiskai aktyvig selenolio grupe nuo cheminiy reakcijy
su biopolimerais, metabolitais ir kitomis molekulémis (tame tarpe, aktyviais
deguonies dariniais), esandiais Igstelés aplinkoje. Pasibaigus baltymo sintezei
fotoapsaugine grupé gali bati paSalinta in vivo, ap$vitinus UV &§viesa lasteles
producentes, arba in vitro - ap8vitinus i§gryninto baltymo tirpala.

AnkscCiau buvo parodyta, kad O-RS, optimizuota nenatiraliai aminorag$éiai
DMNB-Ser, taip pat gali veikti su DNMB-Cys (Young, T.S. et al. (2009) Biochemistry.
48(12), 2643-2653). Misy nuostabai pasirode, kad §i O-RS taip pat yra aktyvi su
DMNB-Sec. Nors DMNB apsaugotas Sec nuo DMNB-Ser ir DMNB-Cys skiriasi tik
vienu atomu, i§ karto nebuvo akivaizdu, kad tokj nenatralios aminorugsties
pakeitimg gerai toleruos mutantiné ortogonali LeuRS. Viena abejonés priezaséiy yra
ta, kad palyginti su sieros ir deguonies, seleno van der Waals spindulys yra Zymiai
ilgesnis, del to maZiau tikétina, kad didesné aminoragstis DMNB-Sec gerai atitiks
fermento kiSeng. Antra, dél Zymiai didesnio cheminio seleno reaktyvumo su
elektrofilais ir oksidantais, DMNB-Sec gali greitai suirti augimo terpéje arba mieliy
lastelés viduje. Tredia, ankséiau nebuvo nagrinétas 4 mM DMNB-Sec toksiskumas
mieliy lasteléms, nors Zinoma, kad joms yra toksi$kos Zymiai maZesnés kai kuriy Se
junginiy koncentracijos (pvz., 0,25 mM SeMet, Kitajima, T. et al. (2012) J. Biol.
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Chem. 287(13), 10032-8). Ketvirta, nors tioliy chemija ir turi panaSumy su seleno
chemija, mes nustatéme, kad efektyviai DMNB-Sec sintezei i§ selenocistino visiSkai
netiko analogiSkas DMNB-Cys sintezés i§ cistino kelias, todel jame reikejo atlikti
svarbiy pakeitimy. Galiausiai, anksCiau nebuvo aprasytas fotocheminis DMNB
grupés pasalinimas nuo Sec arba kity Se junginiy, ir nebuvo aiSku, ar 8i reakcija
vykty panasiai, kaip stebéta su Ser (Lemke, E.A. et al. (2007) Nat. Chem. Biol. 3(12),
769-772) ar Cys (Rathert, P. et al., (2007) Chembiochem. 8(2), 202-207).

ApraSytas metodas gali biti naudojamas bet kokiy rekombinantiniy
selenobaltymy sintezei mielése. Zinomy selenobaltymy sarasas yra pateiktas
http://www.selenodb.org/ interneto svetainéje.

ApraSytasis metodas gali biiti naudojamas bet kuriy kity dirbtinai modifikuoty
baltymy sintezei, kuriuose viena ar keletas Sec liekany bty jterptos pageidaujamose
baltymo pozicijose. Jterpti Sec toliau gali bati naudojami kryptingam baltymo
zymejimui ar cheminei modifikacijai. Sec liekanos yra veikiamos tais paciais
reagentais, skirtais Cys modifikavimui, tagiau Svelniai rligstiniame pH (pH<7) $§i
reakcija tampa selektyvi Sec. |jungto Sec liekanos taip pat gali bhti panaudotos
$viesa kontroliuojamam funkciniy baltymy dimery formavimui, kaip kad parodyta su
EGFP.

Aprasytasis metodas gali bati taikomas bet kokiy dirbtinai modifikuoty
fermenty sintezei, kuriuose vienas ar keletas Sec jterpiami pasirinktose aktyvaus
centro arba netoli jo esanciose pozicijose. Tokia pozicija daZnai yra fermento
katalizinio Cys ar Ser liekanos, pakei¢iamos Sec. Technologija praktiskai galéty bati
taikoma Sioms fermenty klasems: tioliy oksidoreduktazéms, (EC 1.8.3.2), baltymy
tirozino fosfatazéms (EC 3.1.3.48), Cys peptidazéms (EC 3.4.22) (MEROPS
interneto  duomeny bazé: //merops.sanger.ac.uk/cgi-binffamily_index?type=P#C),
vienos anglies pirimidino-5 transferazéms (tokioms kaip deoksicitidilato 5-
hidroksimetiltransferazés (EC 2.1.2.8), timidilato sintetazés (EC 2.1.1.45) ir daugybe
DNR citozino-5 metiltransferaziy (EC 2.1.1.37)), RNR citozino-5 metiltransferazéms
(sarasas paskelbtas http:/modomics.genesilico.pl/reactions/C:m5C/) ir RNR uracil-5
metiltransferazéms (sgradas paskelbtas

http://modomics.genesilico.plireactions/U:m5U/) (Bujnicki J. et al. (2004) Nucleic
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Acids Res. 32(8), 2453-63). Taip pat buvo parodyta, kad DNR citozino-5
metiltransferazés (pvz., M.Hhal, M.Sssl, M.Hpall, M.Alul, M2.Eco31l) ir jy dirbtiniai
variantai katalizuoja nuo sekos priklausandias nekanonines reakcijas, kaip kad
didesniy nei metilo grupiy pernasa nuo sintetiniy kofaktoriy analogy (Lukinavi¢ius G.
et al. (2012) Nucleic Acids Res., 40(22), 11594-11602; US2013130922A1),
formaldehido pridéjimg arba paS$alinimag 5- citozino pozicijoje (Liutkevigiate Z. et al.,
(2009) Nat. Chem. Biol. 5, 400-402) ir alifatiniy tioliy bei selenoliy pridéjima DNR 5-
hidroksimetilcitozino liekanose (Liutkevicitte Z. et al., (2011) Angew. Chem. Int. Ed.,
50, 2090-2093). Sios naujos reakcijos gali blti naudojamos genominés DNR
epigenetiniy modifikacijy, tipiSkai vykstan¢iy CpG dinukleotido sekose, analizei.
Pakeitus katalizinj Cys selenocisteinu baty jmanoma sustiprinti $iy fermenty katalizes
jega ypag praktiSkai svarbiose nekanoninése reakcijose.

Pavyzdziai
1 pavyzdys. Fotoapsaugotos aminoriigsties sinteze

DMNB-Cys sintezé (Fig. 1)

Cistino dimetilo esteris 1

Cistino suspensija (5 g, 20,8 mmol) metanolyje (100 ml) buvo atSaldyta iki -
70 °C, ir j reakcijos kolbg pridéta tionilchlorido (3,75 ml, 19,24 mmol). Palaukta, kol
reakcijos miSinys pasieks kambario temperatiira, tada 6 valandas virinta. Metanolis
iSgarintas sumazZintame slégyje, o nuosédos istirpintos metanolyje. Pridéjus dietilo
eterio, produktas iSkrito balty kristaly nuosédomis. Gauto produkto hidrochlorido
druskos pavidale iSeiga buvo 69 g (94%).

N,N-bis(tert-butoksikarbonil)cistino dimetilo esteris 2

Reakcija atlikta pagal literatiiroje aprasyta procediira (Busnel et al., (2005)
Bioorg. Med. Chem. 13(7), 2373-80).

N-(tret-butoksikarbonil)cisteino metilo esteris 3

Reakcija atlikta pagal literatlroje aprasyta procediirg (Busnel et al., (2005)).
N-(tret-butoksikarbonil)-S-(4,5-dimetoksi-2-nitrobenzil)cisteino metilo esteris

N-(tret-butoksiarbonil)cisteino metilo esterio suspensija (1,94 g, 8,25 mmol),
4,5-dimetoksi-2-nitrobenzilbromidas (2,40 g, 8,73 mmol) ir natrio karbonatas (1,51 g,
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14,25 mmol) tetrahidrofurane (THF) (50 ml) virinta 60 valandy, tada reakcija
nutraukta jpylus 50 ml vandens. THF iSgarintas sumazintame slégyje, ir produktas
ekstrahuotas DCM. DCM iSgarintas, o tai, kas liko, iSgryninta chromatografijos
kolonéle (CeHe:CHCI3 1:1, R = 0,23). Apradyta procedira leido gauti 2,16 g (61%)
tikslinio produkto.
'H NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1,47 (9H, s, 3xCHs), 2,91 (1H, dd J = 14, 5,6Hz,
SCHyHB), 2,98 (1H, dd J = 14, 5,6Hz, SCHaH5), 3,78 (3H, s, OCHa), 3,97 (3H, s,
ArOCHs), 4,03 (3H, s, ArOCHj3), 4,09 (1H, d J = 13.6Hz, BnCHHgS), 4.17 (1H,d J =
13,6Hz, BnCHAHBS), 4,56 (1H, brm, CH), 5,35 (1H, d J = 7.6Hz, NH), 6,94 (1H, s,
ArH), 7,69 (1H, s, ArH). *C NMR (100 Mz, CDCly): d = 28,3, 34,4, 34,5, 52,7, 53 4,
56,4, 56,5, 80,3, 108,8, 113,4, 128,7, 140,5, 148,0, 153,0, 155,2, 174,4. El. analizé
C18H26N20gS: apsk. - C, 50,22; H, 6,09; N, 6,51; S, 7,45. rasta - C, 50,39; H, 6,25; N,
6,53; S, 7,22. HRMS (C1gH26N,08S): m/z [M+Na]*, apsk.: 453,1302; rasta: 453,1310.

S-(4,5-dimetoksi-2-nitrobenzil)cisteino hidrochloridas 5

| N-(tret-butoksikarbonil)-S-(4,5-dimetoksi-2-nitrobenzil)cisteino metilo esterio
(0,95 g, 2,21 mmol) suspensijg acetono (25 ml) ir vandens (25 ml) miSinyje buvo
prideta koncentruotos druskos ragsties (0,92 ml, 11,36 mmol). Reakcijos misinys
maisytas 3 dienas 60 °C (smelio vonia) temperatiroje, tirpikliai i$garinti sumaZintame
slegyje, liekana praplauta acetonu. Apradyta procedira leido gauti 0,74 g (95 %)
tikslinio produkto.

'H NMR (400 MHz, DMSO-Dg): 6 = 2.95 (1H, dd J = 14,6, 6,4Hz, SCHzHg ),
3,01 (1H, dd J = 14,6, 4,8, SCHaHj5, 3,86 (3H, s, OCH3), 3,93 (3H, s, OCHs), 4,12
(1H, d J = 13,6 Hz, BnCH4HgS), 4,15-4,25 (2H, m, BnCHaHBS + CH), 7,35 (1H, s,
ArH), 7,70 (1H, s, ArH), 8,62 (3H, brs, NHs), 14,04 (1H, brs, OH). '3C NMR (100 Mz,
CDCls): & = 31,3, 33,7, 52,3, 56,5, 57,0, 109,4, 114,9, 129,3, 140,1, 148,0, 153,2,
170,0. HRMS (C12H16N206S): m/z [M+H]", apsk.: 317,0802; rasta: 317,0805.

DMNB-Sec sintezeé (Fig. 2)

N,N -bis(tret-butoksikarbonil)selenocistinas 1

3,8 ml selenocistino tirpalas (0,625 g, 1,88 mmol) $arminiame vandenyje (1M
NaOH) buvo sumaiytas su 1,8 mi di-tret-butildikarbonato (1,633 g, 7,49 mmol)
dioksane tirpalu. Reakcijos miSinys maigytas 24 val. kambario temperatiroje,
sukoncentruotas sumazZintame slégyje bei praplautas etilo acetatu. Vandens faze

buvo pariigstinta druskos ragstimi, ir produktas ekstrahuotas etilo acetatu. Organinis
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sluoksnis praplautas sirymu bei idZiovintas bevandeniu natrio sulfatu. Etilo acetatas
buvo pasalintas sumaZintu slégiu. Nuosédos buvo perkristalintos i8 benzeno ir
sudaré 0,755 g (75,5 %) tikslinio produkto.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 3 = 1,45 (9H, s, 3xCHa), 3,21 (1H, dd J = 12,6, 4,8Hz,
SeCHxHg), 3,46 (1H, dd J = 12,6, 4,8Hz, SeCHaHjg), 4,61 (1H, brm, CH), 5,37 (1H,
brs, NH).

N-(tret-butoksikarbonil)-Se-(4,5-dimetoksi-2-nitrobenzil)selenocisteinas 2

N,N-bis(tret-butoksikarbonil)selenocistino (0,755 g, 1,41 mmol) ir 4,5-dimetoksi-2-
nitrobenzilbromido (1,170 g, 4,24 mmol) miSinys etanolyje (30 ml) buvo atveésintas iki
0 °C ir j reakcijos kolbg jpilta natrio borhidrido (0,161 g, 4,26 mmol). Reakcijos
miSinys 75 min. maiSytas kambario temperatiiroje, po to reakcija sustabdyta
vandeniu (70 ml). | reakcijos miSinj pridéta etilo acetato ir parlgstinta druskos
rlgstimi. Organinis sluoksnis atskirtas ir iSdZiovintas vir§ natrio sulfato. Tirpikliai
iSgarinti sumazintu slégiu, nuosédos igrynintos chromatografijos kolonéle (CHCIs, Rs
= 0,26). Apra8yta procedira leido gauti 1,133 g (86,5 %) tikslinio produkto.
'H NMR (400 MHz, CDCly): & = 1,46 (9H, s, 3xCHjs), 3,03 (1H, dd J = 13,6, 4,8Hz,
SeCHaHg), 3,09 (1H, dd J = 13,6, 4,8Hz, SeCHaHs5), 3,95 (3H, s, OCHs), 4,01 (3H, s,
OCHa), 4,11 (1H, d J = 11,6Hz, BnCHHgSe), 4,21 (1H, d J = 11.6Hz, BnCHaH5Se),
4,62 (1H, brm, CH), 5,46 (1H, brm, NH), 6,83 (1H, s, ArH), 7,69 (1H, s, ArH). '°C
NMR (100 Mz, CDCls): d = 25,9 (2 persidengiantys signalai aiskiai matomi i§ HSQC
duomeny), 28,3, 53,6, 56,4, 56,6, 80,7, 108,9, 113,2, 130,6, 139,7, 147,8, 153,2,
155,86, 174,9. El. analizé C17H24N.OgSe: apsk - C, 44,07; H, 5,22. rasta: C, 44,13; H,
5,53. HRMS (C17H24N,05Se): m/z [M+Na]*, apsk.: 487,0591; rasta: 487,0589.

Se-(4,5-dimetoksi-2-nitrobenzil)selenocisteino trifluoroacetatas 3

N-(tret-butoksikarbonil)-Se-(4,5-dimetoksi-2-nitrobenzil)selenocisteinas (1,13
g, 2,44 mmol) buvo idtirpintas TFA (10 ml) ir 15 min. maidytas kambario
temperatlroje. I8garavus TFA, kietos nuosédos praplautos DCM, nufiltruotos ir
iSdZiovintos. Produktas iStirpintas metanolyje, netirpis ne$varumai nufiltruoti.
SumazZintame slégyje iSgarinus metanolj, gauti 0,9 g (77 %) tikslinio produkto.
'H NMR (300 MHz, DMSO-Dg): 6 = 2,95-3,11 (2H, m, SeCH.), 3,87 (3H, s, OCH,),
392 (3H, s, OCHs), 4,14 (1H, d J = 12 Hz, BnCHzHgSe), 4,17-4,25 (2H, m,
BnCHaHsSe + CH), 7,15 (1H, s, ArH), 7,70 (1H, s, ArH), 8,44 (3H, brs, NHs). 3
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NMR (75 Mz, CDCl3): & = 23,4, 26,0, 53,1, 56,7, 57,0, 109,5, 114,5, 131,2, 139,8,
148,2, 153,6, 170,4. HRMS (C12H16N206Se): m/z [M+H]*, apsk.: 365,0247; rasta:
365,0255.

2 pavyzdys. Kryptingas Sviesai jautria grupe apsaugoto Sec jjungimas |
mieliy Igstelése sintetinamus baltymus

2 pavyzdys rodo, kad, naudojant aprasyta baltymy raiskos sistemg mielése,
funkciSkai aktyviam baltymui susintetinti reikalingos kartu veikianéios molekules: O-
tRNR, O-RS ir DMNB-Cys arba DMNB-Sec. Mieliy Igstelés buvo vienu metu
transformuotos dviem plazmidémis (pGFP-TAG ir pRR6) arba atskiromis
plazmidemis, o atrinkti transformantai 24 h 30 °C temperataroje auginti selektyvioje
terpéje be (1 stulpelis) arba su (2 ir 3 stulpeliai) pridéta nenatiralia aminordgsimi.
Lasteles surinktos centrifugavimu, praplautos ir resuspenduotos vandenyje. Nuo
DMNB-Sec priklausangios funkcionalaus EGFP baltymo sintezés efektyvumas buvo
stebétas gyvose Igstelése matuojant EGFP fluorescencijg (3 figlira). Fluorescencijos
matavimai atlikti 0,1 ml Igsteliy suspensijos pavyzdZiuose trimis pakartojimais,
naudojant Synergy H4 (BioTek Instruments, Inc.) prietaisg. Kiekvieno meéginio
fluorescencijos vertés buvo pakoreguotos pagal jo ODsgs absorbcijos vertes.
Plazmide pGFP-TAG koduoja EGFP baltyma, kurio funkcidkai neutralioje Tyr39
pozicijoje jvestas TAG stop kodonas. pRR6 plazmidé kuoduoja TAG stop kodong
supresuojanc¢ia O-tRNR ir mutanting ortogonalia LeuRS. Lastelés, augdamos be
nenattraliy aminorigs¢iy su DMNB apsaugine grupe, daugiausia sintetina ne viso
ilgio nefluorescuojantj EGFP (1 stulpelis). Funkci$kai aktyvus EGFP baltymas
(fluorescuojantis) sintetinamas tik tuomet, kai TAG kodonas iSkoduojamas jj
supresuojancios O-tRNA, uZkrautos nenatiralia aminorgstimi DMNB-Cys (2
stulpelis) arba DMNB-Sec (3 stulpelis).

1 stulpelis. Didesné nei foninio lygio EGFP fluorescencija Igstelése, augintose be
nenaturaliy aminorigs¢iy, atitinka neZymy viso ilgio EGFP baltyma, kuris,
greiciausiai, sintetinamas UAG kodono vietoje jjungiant leucinu uzkrautas O-tRNR.

2 stulpelis. Lasteles, augdamos 4 mM DMNB-Cys terpéje, fluorescuoja 6 kartus
labiau, palyginti su 1 sulpelio verte. Tai reigkia, kad transliacijos metu DMNB-Cys yra
prijungiama prie O-tRNA, kurios pagalba toliau jjungiama j baltymg UAG kodono
vietoje.
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3 stulpelis. Lastelés, augdamos 4 mM DMNB-Sec terpéje, fluorescuoja panasiai kaip
lasteles, augdamos 4 mM DMNB-Cys terpéje (2 stulpelis). Tai reiskia, kad
transliacijos metu DMNB-Sec yra prijungiama prie O-tRNA, kurios pagalba toliau
jjungiama j baltymg UAG kodono vietoje.

4 stulpelis. Lastelés, transformuotos tik pGFP-TAG plazmide, sintetina nedidel]
funkciSkai aktyvaus EGFP kiekj, kas atitinka Igstelés transliacijos aparato daromas
UAG kodono supresijos klaidas.

5 stulpelis. Fluorescencijos fonas Iastelése be reporterinés EGFP plazmidés.

6 stulpelis. Mieliy autofluorescencijos fonas netransformuotose Igstelése.

7 stulpelis. Nefluorescuojantis 4 mM DMNB-Cys tirpalas.

8 stulpelis. Nefluorescuojantis 4 mM DMNB-Sec tirpalas.

Sie duomenys atitinka mieliy Iastelese vykstantj kryptingg Sviesai jautria
grupe apsaugoto Sec jjungimg j EGFP.

Sviesa indukuotas apsauginés DMNB grupés nuskélimas nuo selenobaltymo
(Fig. 4)

Fotochemines reakcijos metu nuo selenobaltymo, turingio fotoapsaugota Sec
lieckang, nuskeliama $viesai jautri DMNB grupe, ir tokiu bidu baltymo sekoje
atkuriamas Sec. Fig. 4 demonstruoja fotolizinio apsaugines grupés pasalinimo eiga:
reakcijoje dalyvauja baltymo sekoje esanti DMNB-Sec liekana. Su 6-His oligopeptidu
sulietas EGFP baltymas, kurio sekoje Tyr39 pozicijoje jjungta DMNB-Sec nenatiirali
aminorligstis, buvo iSgrynintas i§ mieliy lasteliy panaudojant standartine IMAC
procedirg. Baltymo tirpalas (0,2 mg/ml PBS buferyje) ap3vitintas UV $viesa,
skleidZiama Olympus AX70 mikroskopo per 340-390 nm suZadinimo filtrg.
PaZzymetais laiko momentais 20 pl pavyzdZiai buvo paimami ESI-MS analizei, ir
EGFP produktai buvo kiekybiSkai jvertinti remiantis masés spektrogramomis.
Apsauginé DMNB grupé efektyviai pa$alinta per 40-60 min, kas rodo, kad
apraSytasis metodas gali biti praktikai pritaikytas selenobaltymy sintezei.

3 pavyzdys. Sviesa kontroliuojama grjiZtamoji baltymy dimerizacija

Chemiskai griztama rekombinantiniy selenobaltymy dimerizacija (Fig. 5)



16
LT 6159 B

Fig. 5 rodo (SecEGFP); dimery formavimagsi po 20 min trukusios DMNB-
SecEGFP baltymo aps$vitos UV spinduliais. Jis taip pat iliustruoja susidariusiy dimery
redukcijg DTT, ko pasékoje susiformuoja SecEGFP baltymas. Nepriklausomai nuo
pridéto 50 mM DTT, 0 min laiko tadke baltymo tirpale buvo tik Sviesai jautria grupe
apsaugotas DMNB-SecEGFP (apskaitiuota masé: 28936 Da). ApSvitinus baltymg
UV Sviesa, po 20 min susidaré nauja monomeriné forma SecEGFP (apskai€iuota
masé: 28741 Da) bei dimerinis produktas (SecEGFP); (apskaiSiuota mase: 57480
Da). Baltymo dimerai buvo visiSkai redukuoti pridéjus 50 mM DTT ir suformavo
monomerinius SecEGFP. Sutinkamai su ESI-MS matavimais, labiausiai tikétina, kad
esant Svelniai oksiduojanéioms salygoms (oro deguonies aplinkoje), dimerizacija
vyksta susidarant Se-Se rySiui tarp jterpty Sec liekany, kuris yra lengvai iSardomas
DTT.

FunkciSkai aktyvaus selenobaltymo dimerizacija (Fig. 6)

Selenobaltymo preparatai (0,167 mg/ml PBS buferyje) 20 min $vitinti
analogiSkai kaip ESI-MS analizei, po to pridéta DTT iki 50 mM ir sumai$yta su SDS-
PAGE preparaty buferiu (Thermo Fisher). Nekaitinti pavyzdZiai i§frakcionuoti 12 %
poliakrilamido gelyje. Gelio fluorescencija vizualizuota FLA-5100 (Fujifilm, Japonija)
skaneriu. Fluorescuojantys (SecEGFP), dimerai efektyviai susiformavo po 20 min
DMNB-SecEGFP baltymo ap$vitos UV $viesa, kurie, paveikti 50 mM DTT, pavirto
fluorescuojandiais monomerais. Sis eksperimentas iliustruoja, kad tiek fotolizinis
apsauginés grupés pa8alinimas, tiek dimerizacija oksiduojanéioje aplinkoje bei
redukciné monomerizacija gali vykti $velniomis salygomis, tokiu bldu i§saugant
baltymo funkcijg (fluorescencija).

Sis pavyzdys rodo, kad tolesnis §viesa apsaugoto Sec utilizavimas gali bati
naudingas tais atvejais, kada norima $viesa kontroliuoti baltymy dimerizacija.
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ISradimo apibréztis

1. Baltymo, apimangio nenatiralig aminoriigstj vienoje arba daugiau parinkty
padeciy, gavimo bidas transliacijos sistemoje, besiskiriantis tuo, kad bidas
apima:

(a) paruosima transliacijos sistemos, apiman&ios:

(i) nenatiralig aminoragstj, kuri yra fotochemiskai apsaugotas selenocisteinas;

(ii) ortogonalig aminoacil-tRNR sintetaze (O-RS);

(iii) ortogonalig tRNR (O-tRNR), kur minéta O-RS pirmenybiskai aminoacilina
minétg O-tRNR su minétu fotochemiskai apsaugotu selenocisteinu; ir

(iv) nukleortigstj, koduojancia minétg baltyma, kur minéta nukleoriigstis apima
bent vieng tikslinj kodona, kuris yra atpaZjstamas O-tRNR; ir

(b) jvedimg minétos nenatiiralios aminoriigsties j pasirinktg padétj minétame
baltyme Sio baltymo transliacijos metu, kaip atsakg j minéta tikslinj kodona, taip
gaunant mineta baltyma, apimantj minéta nenatlralia aminoriigstj pasirinktoje
padétyje.

2. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad fotochemigkai
apsaugotas selenocisteinas apima formule I:

R1

HO 0O ON R2
e:/(/Se
HsN R
R* R?
kur

R yra H, alkilas arba alkoksi, karboksimetoksi grupe,
R’ yra H, alkilas, arilas, alkoksi, hidroksi arba halogenatomas,

R? ir R® kiekvienas nepriklausomai reiskia H, alkila, arila, alkoksi, hidroksi grupe, -
CO:R® arba halogenatoma; kur jeigu R ir R? arba R ir R® yra alkoksi grupe, R? arba
R® gali sudaryti penkianare, $eSianare arba septynianare cikline struktdrg derinyje su
R,

R* yra H, metilas, alkilas, -CH,OR?® arba -CO,R?,

R® yra H arba alkilas.
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3. Budas pagal 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad fotochemiskai

apsaugotas selenocisteinas yra 4,5-dimetoksi-2-nitrobenzilseleno cisteinas.

4. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta transliacijos
sistema apima polinukleotidg, koduojantj mineta O-tRNA, sulieta su SNR52
promotoriumi.

5. Bldas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad tikslinis kodonas,
atpaZjstamas minéta O-tRNA yra UAG beprasmis kodonas.

6. Bldas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta
nukleorlgstis apima bent vieng TAG beprasmj kodona.

7. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta transliacijos
sistema apima nukleorigstj, kuri koduoja mutuotg ortogonalia LeuRS.

8. Budas pagal bet kurj ankstesnj punkta, besiskiriantis tuo, kad
mineta transliacijos sistema apima Iastele, apimangig mineéta nenatdralia aminoriigstj,
minétg O-RS ir minétg O-tRNA.

9. Budas pagal 8 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta lastele
Seimininke yra bakteriné, mieliy arba Zinduolio lastelé Seimininké.

10. Bldas pagal 9 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta lastelé
Seimininké yra mieliy lastelé $eimininke.

11. Budas pagal 10 punkta, besiskiriantis tuo, kad mineta mieliy
lastelé Seimininkeé yra Saccharomyces cerevisiae lastelé Seimininke.

12. Budas pagal 8-11 punkta, besiskiriantis tuo, kad mineta Iastelé
Seimininké dar apima UPF1 geno eliminavima arba delecija.
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13. Biidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas bidas dar
apima fotochemi$kai apsaugotas grupés pasalinimo, eksponuojant transliacijos
sistema arba i$gryninta baltymo tirpalg UV $viesoje, (c) pakopa.

14. Bldas pagal 1-13 punktg, besiskiriantis tuo, kad minétas
baltymas yra dar naudojamas $viesa kontroliuojamai baltymo dimerizacijai.

15. Bldas pagal 1-14 punktg, besiskiriantis tuo, kad minétas
baltymas yra dar naudojamas selektyviai konjugacijai, kryptingam Zyméjimui arba
kitoms cheminéms modifikacijoms.

16. Fotochemi8kai apsaugotas selenocisteinas, kurio formuleé I:
R1

R2

kur

R yra H, alkilas arba alkoksi, karboksimetoksi grupe,

R’ yra H, alkilas, arilas, alkoksi, hidroksi arba halogenatomas,

R? ir R® kiekvienas nepriklausomai reiSkia H, alkila, arila, alkoksi, hidroksi grupe,
CO2R® arba halogenatoma; kur jeigu R ir R? arba R ir R® yra alkoksi grupe, R? arba
R? gali sudaryti penkianare, $eSianare arba septynianare cikling struktirg derinyje su
R,

R* yra H, metilas, alkilas, CH,OR® arba CO,R®,

R® yra H arba alkilas.

17. Selenocisteino pagal 16 punktg gavimo biidas, besiskiriantis
tuo, kad apima pakopas: N,N'-blokuoto selenocisteino redukavimg ir reagavimag su
junginiu, parinktu i§ atitinkamai pakeisto (1,3,4,5 ir/arba alfa padétyse) 2-
nitrobenzilhalogenido, sulfonato, fosfato arba karboksilato, po to sekancéiu amino
grupiy apsaugos pasalinimu.
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18. Badas pagal 17 punktg, besiskiriantis tuo, kad selenocistinas
yra blokuotas grupe, parinkta i§ butoksikarbonilo, karboksibenzilo, aliloksikarbonilo,

metoksi arba etoksikarbonilo grupés.

19. FotochemiSkai apsaugotas selenocisteinas pagal 16 punkta, kur junginys
yra panaudojamas bade pagal 1 punkta.

20. Baltymas, gautas biidu pagal 1-15 punkta.

21. Baltymas pagal 20 punktag, besiskiriantis tuo, kad minetas
baltymas yra EGFP.

22. Baltymas pagal 20 punktg, besiskiriantis tuo, kad kataliziniu
arba funkciniu pozitriu svarbls Cys arba Ser yra pakeisti Sec.

23. Budo pagal 1 punkta panaudojimas natiraliy rekombinantiniy
selenobaltymy gavimui.

24. Budo pagal 1 punkta panaudojimas gavimui dirbtinai modifikuoty
baltymy, kuriuose viena arba keletas Sec liekany yra jterptos norimose padétyse.

25. Bido pagal 24 punktg panaudojimas, kur viena arba keletas Sec liekany
yra jterptos pasirinktose padétyse aktyviame centre arba netoli jo.

26. Budo pagal 25 punktg panaudojimas, kur Sec pakeitia katalizinj Cys arba
Ser minétose pasirinktose padétyse.

27. Budo pagal 26 punktg panaudojimas, kur minétas pakeitimas yra
atliekamas fermente, parinktame i§ grupeés tioliy oksidoreduktaziy, baltymo

tirozinfosfataziy, Cys peptidaziy ir vienos anglies pirimidin-5-transferaziy.



LT 6159 B

NH, NHBoc
OH 0
MeOH Boczo PP h3

s © SOClz NEt;, DCM S MeOH/HzO

S s NHBoc

/
OH 0
) Br:
NH, NHBoc THF NO,
Na,CO, ~o
r | A o
HO 0 ON 0
- JiI
@ S
acetone/H,0
HsN o ™ BocHN
s |
L )
Fig. 1

NH, NHBoc ™~

KK\H/OH Boc,0, NaOH OH NaBH /EtOH BochN
rreer—

Se\ 5 Dioxane/H,0 Se\ 0 Br TF A

Se 0 Se 0 NO2

I\(“\ \O h
OH OH o< I
HO. O OzN o)
NH, NHBoc
! QI/ Se\;@[
H3N (0]
3

J

Fig. 2

In vivo fluorescencija, sant. vnt.

1 2 3 4 5 6
PRRE PRRE PRRE PRRE
PGFP-TAG | pGFP-TAG | pGFP-TAG | pGFP-TAG
DMNB-Cys | DMNB-Sec DMNB-Cys | DMNB-Sec

Fig. 3



LT 6159 B

100 - —4—Tyr39DMNB-Sec
—8-Tyr39Sec
80
R —e—Tyr39Sec
o\_ dimeras
860
c
g
S40
o
T
(O]
w20
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Laikas, min

Fig. 4



LT 6159 B

EGFP monomeras EGFP dimeras
x10° 28936.1
3
0 min 2
1
o -
x108 28936.1
&
0 min +DTT 4
2.
0 :
104 287394 574815
4
20 min A &— (secEGFP),
o M ki i
x105 28740.51
3
. 2
20 min + DTT A
ol 1437051 N )
20000 . 40000 50000 60000 70000
e "77ms--~...._Counts vs. Deconvoluted Mass (amu)
------ secEGFP  DMNB-secEGFP
x105 28936.1
0 min 3 fl
2 i
1 28740.0 f“x’\
o ) J VAL
"“’; 289’36.1
Omin+DTT ii
2 740 '\/\
] 287406 Mo
x104 287939,4 269358
. 4 Iy b
20 min ) {U\MJ\/\\N\ [1‘;\%
J AN
o’ v
x105 28740.5
3 a 28935.9
20 min + DTT 2 | b
1 iVVV\ "Kl
[0} Aer .«..'i AI\\"‘/V\i An
28400 28600 28800 29000 29200

Counts vs. Deconvoluted Mass (amu)

Fig. 5



LT 6159 B

=k
o (@]
+ +

Cc C
c £ = =
e EEE

o O
© O N N

<« dimeras

B s

<« Mmonomeras

Fig. 6



	Abstract
	Bibliographic Data
	Description
	Claims
	Drawings

