Ortogonalni ribosomi i reprogramiranje genetskog
koda

Modri¢, Matea

Undergraduate thesis / Zavrsni rad

2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://Jum.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:265776

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-09-01

§TE U 2
\Bt\\_,'\s é,q G

»
< £,
& %
o % . .
& % Repository / Repozitorij:
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of
2 ey Zagreb
% T
< SN
(@) o8

L
Ay \
0. MATEMP:‘

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:265776
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:5006
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:5006
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:5006

PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET
Kemijski odsjek

Matea Modrié

Studentica 3. godine Preddiplomskog sveuciliSnog studija KEMIJA

ORTOGONALNI RIBOSOMI |
REPROGRAMIRANJE GENETSKOG KODA

Zavrs$ni rad

Rad je izraden u Zavodu za biokemiju

Mentor rada: doc. dr. sc. Marko Mocibob

Zagreb, 2018. godina.






Datum predaje prve verzije Zavr$nog rada: 19. kolovoza 2018.

Datum ocjenjivanja Zavrsnog rada i polaganja ZavrSnog ispita: 21. rujna 2018.

Mentor rada: doc. dr. sc. Marko Mocibob Potpis:






§ Sadrzaj 5

Sadrzaj

§ SAZETAK ... eee et VII
G 1. UVOD .. et 1
§2. ORTOGONALNI RIBOSOMI....cciiiiiiiii ittt 2
2.1. Sinteza proteina pomoc¢u ribosoma s neodvojivim podjedinicama ...................c..ccoiiienn 6
§ 3. SIRENJE GENETSKOG KODA ...........ccsviiisiiiieeeieeseeesesersses s, 8
3.1. Ortogonolani aminoacil-tRNA-sintetaza/tRNA PAFOVI ........ccoeririeiiiiniiisneeeseeee e 9
3.2.  Selekcija ortogonalnih aminoacCil-tRNA-SINTEtAZA ...........cccceriieiiiicie e 10
§4. ZAKLJIUCAK .......ooooieieeeeeeeeeee e sa s 13
§5. LITERATURNINZVORI ... X1V

Matea Modrié Zavrsni rad



§ Sazetak vi

Matea Modrié Zavr$ni rad



§ Sazetak vii

§ Sazetak

Reprogramiranje i prosirenje genetskog koda moze se posti¢i prenamjenom veé postojecih
kodona ili proSirenjem uobicajenog tripletnog genetiCkog koda na kvadruplete Cime se
omogucuje ugradnja nekanonskih aminokiselina u polipetidni lanac. Da bi ugradnja
nekanonskih aminokiselina bila uspjesna potrebno je unaprijediti ribosome, aktivna vezna
mjesta ribosoma, elongacijske faktore, tRNA, aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) te druge
faktore koji su potrebni u sintezi proteina. Tako su stvoreni ortogonalni ribosomi s
modifikacijama koje omogucuju stvaranje 16S rRNA/mRNA ortogonalnog para, ortogonalni
ribosomi koji ugraduju nekanonske aminokiseline na mjesto UAG (amber) stop kodona te oni
ribosomi koji umjesto tripleta mogu dekodirati kvadruplete. Uloga enzima aminoacil-tRNA-
sintetaze je vezanje aminokiseline na odgovaraju¢u tRNA pri ¢emu trosi energiju u obliku
ATP-a (adenozin trifosfata). Modifikacije aminoacil-tRNA-sintetaza bitne su jer imaju utjecaj
na tocnost translacije. Razvijene su tako da ¢ine ortogonalni par sastavljen od aminoacil-
tRNA-sintetaze i tRNA. Navedeni ortogonalni par mora biti specifi¢an, odnosno ortogonalne
sintetaze trebaju aminoacilirati samo pripadne tRNA, a ortogonalna tRNA mora biti inertna na

endogene aminoacil-tRNA-sintetaze.
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Ribosomi su ribonukleoproteinski kompleksi odgovorni za biosintezu proteina. Gradeni su
od velike i male podjedinice koje se razlikuju za bakterijski i eukariotski ribosom. Ve¢i dio
ribosoma sa¢injava rRNA (ribosomska ribonukleinska kiselina), dok manji dio ribosoma
grade ribosomski proteini. Na ribosomu se razlikuju 3 vezna mjesta za tRNA, a to su
aminoacil (A) vezno mjesto, peptidil (P) vezno mjesto i izlazno (E) vezno mjesto. Interakcija
inicijacijskih faktora i N-formilmetionil-tRNA™¢ signalizira sklapanje ribosoma i inicijaciju
translacije. Nakon inicijacije translacije odnosno inicijacije biosinteze protina, u procesu
elongacije dolazi do dekodiranja genetskog koda. Genetski kod je skup pravila koji se koristi
za prevodenje informacija s genetskog materijala u proteine. Degeneriran je, univerzalan i
nepreklapajuci, a ita se u obliku tripleta - kodona. Tripleti kodiraju za neku od 20 osnovnih
(kanonskih ili proteinogenih) aminokiselina ¢iji kovalentni niz daje polipeptid. U procesu
dekodriranja aminoacil-tRNA veze se na A mjesto ribosoma u komplesku s elongacijskim
faktorom Tu (EF-Tu). Ispravno prepoznavanje kodona i antikodona u maloj podjedinici potice
otpustanje aminoacil-tRNA u A mjesto ribosoma te sintezu peptidne veze. Velika podjedinca
ribosoma ima peptidil-transferaznu aktivnost i katalizira nastajanje peptidne veze ¢ime se
stvara hibridno stanje ribosoma. U posljednjem koraku elongacije dolazi do translokacije
peptidil-tRNA i mRNA za jedan kodon. Polipeptidni lanac raste sve dok se u A mjesto
ribosoma ne vezu faktori otpustanja (RF) koji prepoznaju stop kodone na mRNA, a to su
UAA, UGA i1 UAG. Vezanje faktora otpuStanja poti¢e hidrolizu esterske veze peptidil-tRNA
u P mjestu i otpustanje polipeptida. Zatim slijedi razdvajanje velike i male podjedince
ribosoma te otpustanje mRNA.

Reprogramiranje i Sirenje genetskog koda omogucuje ugradnju nekanonskih aminokiselina
u polipeptid. Nekanonske aminokiseline sadrze posttranslacijske modifikacije boc¢nih
ogranaka i umjetno sintetizirane fluorescentne ili bioortogonale funkcionalne grupe.' Da bi
ugradnja nekanonskih aminokiselina bila ucinkovita koriste se ortogonalni ribosomi te

medusobno ortogonalni parovi aminoacil-tRNA-sintetaza (aaRS) i tRNA.
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§ 2. Ortogonalni ribosomi 2

§ 2. ORTOGONALNI RIBOSOMI

Jedan od nacina poboljsanja ugradnje nekanonskih aminokiselina in vivo istrazen je
stvaranjem parova ortogonalnih ribosoma i mMRNA (glasnicka RNA) u bakteriji Escherichia
coli. Ortogonalni ribosomi djeluju paralelno u odnosu na prirodni ribosom i selektivno
translatiraju ortogonalnu poruku koja nije supstrat za prirodni ribosom (slika 1). Sadrze
mutaciju u 16S rRNA u maloj podjedinici ¢ime se ortogonalni ribosom usmjerava prema
ortogonalnoj poruci koja sadrzi komplementarne mutacije u svojoj Shine-Dalgarno sekvenci.?
Shine-Dalgarno sekvenca karakteristi¢na je regija bogata purinskim bazama, adeninom i
gvaninom, koja prethodi start kodonu. Sparivanje sekvence sa 16S rRNA jedan je od signala

za inicijaciju translacije.

SRS AN
\ mRNA ’ ’

7 O-rANA

5

stanicni ribosom postepeno razvijen
ortogonalni ribosom

Slika 1. Evolucija ortogonalnog ribosoma u bakteriji E.coli. llustracija je preuzeta i prilagodena
prema J. W. Chin, Annu. Rev. Biochem. 83 (2014) 379-408.

Napredak u sintezi potpuno ortogonalnog ribosoma postignut je koriStenjem sheme
dvostruke selekcije kojom je stvoren 16S rRNA/mRNA par ortogonoalan medusobno i u
odnosu na domacina. Negativnom selekcijom uklonjena je mMRNA sekvenca koja je supstrat
za endogeni ribosom. To je postignuto uzgajanjem stanica s veznim mjestima ribosoma u
prisutnosti 5-fluorouracila i sintezom kloramfenikol-acetiltransferaznog (CAT) — uracil-

fosforibotransferaznog (UPRT) fuzijskog proteina. Uracil-fosforiboziltransferaza ¢ini 5-
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§ 2. Ortogonalni ribosomi 3

fluorouracil toksi¢nim ¢ime dolazi do smrti stanice. Ribosomsko vezno mjesto je uklonjeno, a
MRNA s ribosomskim veznim mjestom koja nije translatirana endogenim ribosomom je
pridruzena zbirci ortogonalnih mRNA. Stanice s takvom mRNA su transformirane s
mutantima 16S rRNA, a zatim su uzgajane u prisutnosti kloramfenikola koji ometa sintezu
proteina na ribosomima®. Stanica prezivi kada je ortognonalna mMRNA uginkovito translatirana
u CAT-UPRT.

Ortogonalni ribosom moze se laboratorijski unaprijediti tako da ugraduje nekanonske
aminokiseline kao odgovor na amber (UAG) stop kodon ¢ime je moguce razlikovati
dekodiranje amber stop kodona prema ortogonalnoj ili stani¢noj poruci (slika 2). Amber stop
kodon jedan je od tri stop kodona koji ina¢e oznacavaju terminaciju Sinteze proteina, a moze
biti dekodiran supresorskom amber-tRNA. Supresorska amber-tRNA dekodira amber stop

kodon kao signal za umetanje aminokiselina.

divlji tip
mMRNA

-IRNA- O-mRNA divlji tip
4 MRNA

ugradnja nekanonske aminokiseline na ciljani UAG kodon

Slika 2. Ortogonalni ribosom koji u¢inkovito dekodira supresorsku amber-tRNA unaprjedujuci tako
ugradnju nekanonskih aminokiselina kao odgovor na amber stop kodon, a ne kao odgovor na
genomski kodirane stop kodone. Ilustracija je preuzeta i prilagodena prema J. W. Chin, Annu. Rev.
Biochem. 83 (2014) 379-408.

Ugradnja nekanonskih aminokiselina prema amber stop kodonu postignuta je stvaranjem
modifikacija u dekodiraju¢em centru 16S rRNA, regiji koja veze tRNA i RF1 (faktor
otpustanja) u ortogonalnom ribosomu. Unaprijedeni ortogonalni ribosom (ribo-X) uc¢inkovito
ugraduje nekanonske aminokiseline na ortogonalnu mRNA kao odgovor na amber stop
kodon, a pri tome Kkoristi ortogonalnu amber-tRNA supresor. Razvijena varijanta

ortogonalnog ribosoma ribo-X dekodira vise amber stop kodona u jednoj poruci te vjerno
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§ 2. Ortogonalni ribosomi 4

usmjerava ugradnju viSe nekanonskih aminokiselina u jedan polipeptid. In vitro eksperimenti
pokazali su da ribo-X olakSava ugradnju nekanonskih aminokiselina smanjenjem vezanja
RF1.2

Neucinkovitost ugradnje nekanonskih aminokiselina dekodiranjem amber stop kodona
proizlazi iz kompeticije supresorske amber-tRNA s faktorima otpustanja. Faktor otpustanja 1
(RF1) u E. coli olaksava terminaciju sinteze proteina na amber kodonu. To zahtjeva regulaciju
kompeticije izmedu RF1 i supresorke amber-tRNA u korist tRNA dekodiranja. Uklanjanje
PrfA gena koji kodira za RF1 letalno je za E. coli, no neki eksperimenti osporili su ovu
tvrdnju. Sedam je esencijalnih gena u E. coli koji su odredeni amber kodonima. Verzije tih
gena u kojima je UAG kodon zamjenjen UAA kodonom smjestene su na bakterijski umjetni
kromosom i uvedene u soj E. coli koja sadrzi supresorsku amber-tRNA. Zatim je u prisutnosti
supresorske amber-tRNA i bakterijskog umjetnog kromosoma izoliran gen PrfA iz tog soja.
Umjetni bakterijski kromosom mora sadrzavati esencijalni gen hda sa TAA terminacijskim
kodonom. Iako je odredena koli¢ina gena koja sadrzi UAA kodon bila potrebna za rast, drugi
geni individualno nisu bili potrebni. Dodatni eksperimetni pokazali su da se nedostaci
uklanjanja PrfA gena mogu ublaziti ekspresijom SucB gena koji inafe zavrSava amber
kodonom i vaZan je za rast.?

Drugi moguci nac¢in unaprijedenja ortogonalnih ribosoma je ¢itanjem kodona sastavljenih
od Cetiri nukleotida umjesto onih gradenih od tri nukleotida. Takav ribosom ¢ita kvadruplete
na pripadnoj ortogonalnoj poruci koristeci prosireni tRNA antikodon (slika 3). U kombinaciji
s ortogonalnom aminoacil-tRNA-sintetazom moze se ucinkovito i specifi¢no ugraditi vise
UAA terminacijskih kodona u jedan protein. Moguénost u¢inkovitog dekodiranja amber stop
kodona i kvadrupletnih kodona omogucila je razvoj novih tehnologija za isptivanje strukture i

funkcije proteina.®

divlji tip
mRNA

divlji tip
mRNA

ortogonalni ribosom unaprijeden
za Citanje kvadruplet kodona

stanicni ribosom

Slika 3. Laboratorijski unaprijeden ortogonalni ribosom za ¢itanje kvadrupleta kodona. llustracija je
preuzeta i prilagodena prema J. W. Chin, Annu. Rev. Biochem. 83 (2014) 379-408.
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§ 2. Ortogonalni ribosomi 5

Za stvaranje ortogonalnog ribosoma koji ucinkovito dekodira kvadruplete stvorena je
modifikacija u dekodirajuéem centru ribo-X, ortogonalnom ribosomu koji je prethodno
odabran za poboljsano dekodiranje amber-kodona na ortogonalnoj poruci. Zatim su odabrane
varijante ribo-X na temelju moguénosti dekodiranja kvadrupleta i uvedene su u gene za
rezistenciju na antibiotike pomoc¢u produzenog tRNA antikodona. Tako dobivene varijante
ortogonalnog ribosoma nazivaju se ribo-Q (slika 4). Ribo-Q efikasno dekodiraju serije
kvadrupleta preko pripadne tRNA. Tocnost translacije moze se usporediti s translacijom kod

prirodnih ribosoma.?

ANGYG =

A1196G

Slika 4. Struktura ribo-Q ribosoma s mutacijom u A mjestu 16S rRNA ¢ime se olak$ava dekodiranje
kvadrupleta na ortogonalnom ribosomu. Ilustracija je preuzeta i prilagodena prema J. W. Chin, Annu.
Rev. Biochem. 83 (2014) 379-408.

Razvojem novog ortogonolanog ribosoma, ribo-Q, broj moguéih kodona raste sa 64 na 256, a
uz to omogucava ugradnju ¢ak 200 razlicitih aminokiselina.> Osim toga, pomoc¢u ribosoma
ribo-Q uspjesno su ugradene dvije razli¢ite nekanonske aminokiseline u protein kao odgovor
na dva razlicita kodona. Sposobnost usmjeravanja dvije nekanonske aminokiseline u proteine
omogucava programiranje svojstava koja nisu svojstva ni jedne aminokiseline pojedinacno,
ve¢ se pojavljuju iz interakcija izmedu dvije aminokiseline.® KoriStenjem ortogonalnog para
pirolizil-tRNA-sintetaze (PylRS) i tRNAcua ukljucen je alifatski alkin u proteine, a uz
prisutnost para Methanococcus janaschii tirozil-tRNA-sintetaze (MjTyrRS) i tRNAacca
ukljucen je fenil-azid u proteine. Te dvije bioortogonalne aminokiseline medusobno

specificno  reagiraju, putem cikloadicije, kako bi se formirala stabilna veza triazola.’®

Matea Modrié¢ Zavr$ni rad



§ 2. Ortogonalni ribosomi 6

Kodiranjem ovih aminokiselina mogucée je geneticki programirati brzu cikloadiciju i tako
omoguciti istrazivanje svih moguéih kriznih veza u proteinima ili odredenih funkcionalnih
stanja proteina.

lako se ovom vrstom ortogonalnih ribosoma, ribo-Q, osigurava niz praznih kvadrupletnih
kodona, potrebno je otkiriti i razviti vise medusobno ortogonalnih parova sintetaza/tRNA da

bi se olaksalo kodiranje dodatih aminokiselina u polipeptidni lanac.

2.1. Sinteza proteina pomocu ribosoma s neodvojivim podjedinicama

Mala i velika podjedinica ribosoma imaju neovisne, ali koordinirane funkcije bitne za
sintezu proteina. To ukljucuje sklapanje podjedinica za vrijeme incijacije, rotaciju tijekom
elongacije te disocijaciju nakon otpustanja proteina. Slobodna izmjena podjedinica ograni¢ava
razvoj ortogonalnih genetickih sustava, no utvrdeno je da su ribosomi s povezanim |
neodvojivim podjedinicama, nazvanim ribo-T, takoder sposobni za uspjes$nu sintezu proteina i
stavaranje potpuno ortogonalnog ribosom-mRNA sustava. Upravo nasumicna izmjena
podjedinca uzrokuje problem pri stvaranju potpuno ortogonalnog ribosoma. Moguce je
izmjeniti subpopulaciju malih ribosomskih podjedinica tako da umjesto translacije autohtonih
MRNA translatiraju specificnu mRNA. To je omoguceno stavljanjem alternativnih Shine-
Dalgarno sekvenci u mRNA i uvodenjem komplementarnih promjena u anti-Shine-Dalgarno
sekvencu u 16S rRNA. Mutirane 30S podjedinice stoga imaju nova svojstva dekodiranja.
Suprotno tome, inzinjering 50S podjedinice je ograniCen zbog slobodne izmjene te
podjedinice izmedu nativnih i ortogonalnih malih podjedinica. Budu¢i da se peptidil
transferazni centar (PTC) i izlazno mjesto proteina nalaze na velikoj 50S podjedinici i oni
ograniCavaju moguce promjene potrebne za stvaranje novih svojstava.

InZinjeringom hibridne rRNA sastavljene od velikih i malih rRNA sekvenci podjedinice,
proizveden je funkcionalan ribosom u kojem su podjedinice kovalentno povezane u jednu
cjelinu pomoéu kratkih RNA poveznica.” Da bi takva cjelina bila funkcionalna mora pravilo
komunicirati s ribosomskim proteinima i c¢imbenicima biogenze, izbjegavati RNaznu
degradaciju i imati dovoljno kratku vezu kako bi se osigurala cis-asocijacija podjedinice, ali
dovoljno dugu za minimalnu interferenciju s podjedinicom potrebnom za inicijaciju
translacije, elongaciju i otpuitanje peptida.” U nativnom ribosomu krajevi 16S i 23S rRNA su

previSe udaljeni da bi bili povezani RNA poveznicom otpornom na nukleaze. Zbog toga je
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§ 2. Ortogonalni ribosomi 7

smisljen novi dizajn u kojem je 23S rRNA transplatirana u 16S rRNA. Da bi se utvrdilo
potencijalno vezno mjesto, povezani su 23S rRNA krajevi nativhog ribosoma koji su
medusobno blizu i stvoreni su novi krajevi na razli¢itim polozajima (slika 5). Takav pristup
zove se cirkularna permutacija.” Tri cirkularne permutacije 23S rRNA mogu stvoriti

funkcionalnu podjedinicu.

konektor

5%
cirkularna
permutacija
—

1542 nowi 5'kraj novi 3'kraj

Slika 5. Shema konstruiranja rRNA operona. Ilustracija je preuzeta i prilagodena prema C. Orelle, E.
D. Carlson, T. Szal, T. Florin, M. C. Jewett, A. S. Mankin, Letter (2015) 119-124.
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§ 3. Sirenje genetskog koda 8

§ 3. SIRENJE GENETSKOG KODA

Specifi¢na ugradnja nekanonskih aminokiselina u proteine zahtjeva:
e par aminoacil-tRNA-sintetaze i tRNA koji su ortogonalni na sintetaze i tRNA
prisutne u stanicama
e adaptaciju i specifi¢nost para aminoacil-tRNA-sintetaze i tRNA za ugradnju
nekanonskih aminokiselina
e prazni kodon (amber stop kodon, kvadruplete ili druge stop kodone)
Osim navedenog, za in vivo ekspanziju genetskog koda potrebna je i dovoljna koncentracija
nekanonskih aminokiselina u stanici. Vecina nekanonskih aminokiselina moze biti
akumulirana u stanici jednostavnim dodatkom aminokiselina u medij stanice, no neke
nekanonske aminokiseline ne mogu dosegnuti potrebnu koncentraciju bez metabolickih ili
genomskih modifikacija. Primjer jedne takve aminokiseline je fosfoserin. Ugradnja
fosfoserina u ljudski MEK1 (mitogen aktivirana ERK proteinska kinaza koja ima dvojnu
specificnost) u E. coli postignuta je delecijom gena serB koji kodira za fosfoserin-fosfatazu
SerB. Visokom ili niskom koncentracijom fosfata u mediju moze se kontrolirati koncentracija
fosfoserina. Pri visokoj koncentraciji fosfata snizavanje koncentracije fosfoserina je potisnuto,
a pri niskoj koncentraciji fosfata potrosnja fosfoserina je stimulirana. U uvjetima kada je
koncentracija fosfoserina visa u odnosu na koncentraciju kanonskih aminokiselina ugradnja
fosfoserina u protein je poboljsana.’

Vaznu ulogu pri ugradnji nekanonskih aminokiselina u pocetni peptidni lanac ima
elongacijski faktor Tu (Ef-Tu) koji ima ve¢i afinitet prema kanonskim aminokiselinama, a
manji prema nekanonskim aminokiselinama. Nekanonske aminokiseline koje imaju
razgranate bo¢ne ogranke ili negativno nabijene bo¢ne ogranke najteZe se ugraduju u peptidni
lanac. Navedeno ukazuje na potrebu modificiranja Ef-Tu. Aktivno vezno mjesto na
elongacijskom faktoru je promjenjeno tako da bolje odgovara fosfoserinu i nekanonskim

aminokiselinama koje imaju velike bo¢ne ogranke poput aromtaskih skupina.®
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§ 3. Sirenje genetskog koda 9

3.1. Ortogonolani aminoacil-tRNA-sintetaza/tRNA parovi

Kada se ekspanzija genetskog koda dogada in vivo, dostupnost aminoacil-tRNA oslanja se
na egzogeno uvedene ortogonalne parove sintetaze i tRNA. Ortogonalna tRNA treba biti
inertna na endogene aminoacil-tRNA-sintetaze, a ortogonalne sintetaze trebaju specifi¢no i

uéinkovito aminoacilirati pripadne ortogonalne tRNA, a ne bilo koje tRNA (slika 6).*

{:( nekanonska

@ kanonska Q
l . amlnoklsellna
'\

aminokiselina

(%]
odabir nove aminokiselinske

uvodenje ortogonalnog specifitnosti u ortogonalnoj ortogonalna
sintetaza/tRMNA para sintetazi tRMNA-sintetaza
—_— _—

endogena

l tRNA-sintetaza l l 1
\/
P
F &
l tRMNA l l l l ortogonalna tRNA

Slika 6. Proces otkrica ortogonalnih aminoacil-tRNA-sintetaza za nekanonske aminokiseline.

e’
N

Ilustracija je preuzeta i prilagodena prema J. W. Chin, Annu. Rev. Biochem. 83 (2014) 379-408.

Ortogonalna tRNA usmjerava umetanje aminokiselina kao odgovor na jedinstveni kodon,
amber stop kodon. Ortogonalnost sintetaze ili tRNA je odredena komplementarno prema
sintetazi i tRNA u organizmu domacinu. Glavne ortogonalne aminoacil-tRNA-sinetaze
razvijene za Sirenje genetskog koda su:

a) Methanococcus janaschii tirozil-tRNA-sintetaza (MjTyrRS)/tRNAcua par

b) Escherichia coli tirozil-tRNA-sintetaza (ECTYrRS)/tRNAcya par

¢) E. coli leucil-tRNA-sintetaza (EcLeuRS)/tRNAcua par

d) pirolizil-tRNA-sintetaza (PyIRS)/tRNAcua par?

Najkorisni par je pirolizil-tRNA-sintetaza (PyIRS)/tRNAcua jer je ortogonalan u bakterijama,
eukariotskim stanicama i zivotinjama. Sintetaza takvih ortogonalnih parova mora imati
aktivno mjesto u koje se specificno veze nekanonska aminokiselina. Takoder, mora

premjestiti nekanonsku aminokiselinu na pripadnu ortogonalnu tRNA. Pritom je bitno da ne
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veze neku od kanonskih aminokiselina jer u suprotnom aktivno mjesto enzima mutira da se

taj proces sprijeci.

3.2.  Selekcija ortogonalnih aminoacil-tRNA-sintetaza

Za stvaranje nove tRNA i tRNA-sintetaze uzet je gen za tirozil-tRNA i pripadnu tirozil-
tRNA-sintetazu iz Methanococcus janaschii (MjtRNA™" i MjTyrRS). MjTyrRS se ne veze na
antikodonsku petlju MjtRNA™", pa se antikodonska petlja modificira do CUA bez utjecaja na
interakcije. Antikodon CUA je komplementaran UAG kodonu koji je uzet kao prvi pokusaj
dekodiranja novih aminokiselina jer je najmanje koriSten od tri terminacijska kodona.® Gen
koji kodira za MjtRNA™" mora biti modificiran za generiranje onog produkta tRNA koji je
aminoaciliran samo s MjTyrRS. Produkt ne smije biti aminoaciliran bilo kojom aminoacil-
tRNA-sintetazom. Nizom negativnih i pozitivnih selekcijskih ciklusa mogué¢ je pronalazak
varijante takvog gena (slika 7). Dijelovi sekvence gena za MjtRNA™" su nasumiéni,
dopustajuc¢i tako stvaranje zbirke stanica koje daju razlicite tRNA. Gen koji kodira za
ribonukleazu koja je toksi¢na za E. coli (barnazni gen) je takav da njegov mRNA transkript
sadrzi nekoliko UAG kodona te je ugraden u stanice plazmida. Eksprimira se ako je odredena
varijanta MjtRNA™" izraZena u stanici aminoacilirana endogenom tRNA-sintetazom. Tada
stanica umire, a takva selekcija naziva se negativhom. PreZivjele stanice bi sadrzavale
varijante tRNA koje nisu aminoacilirane endogenom tRNA-sintetazom, ali mogu potencijalno
biti aminoacilirane s MjtRNA™" 2

Pozitivna selekcija postignuta je stvaranjem gena za B-laktamazu ¢iji transkript sadrzi
nekoliko UAG kodona, te je gen uveden u stanice zajdeno s genom koji kodira za MjTyrRS.
Gen za B-laktamazu daje bakteriji otpornost na antibiotik ampicilin. Varijante MjtRNA™" koje
su aminoacilirane pomo¢u MjTyrRS omogucile su rast bakterija na antibiotiku ampicilinu
samo kad je u stanici prisutan MjTyrRS. Nakon nekoliko ciklusa pozitivnih i negativnih
selekcija moguée je izolirati novu MjtRNA™ varijantu koja nije podloZna utjecajima
endogenih enzima ve¢ je aminoacilirana pomoéu MjTyrRS i dobro funkcionira u translaciji.’
MjTyrRS mora biti promjenjena tako da prepoznaje novu aminokisleinu, a gen koji kodira za
tu sintetazu je takoder mutiran tako da se moze stvoriti velika zbirka sintetaza. Varijante
sintetaza koje s endogenim aminokiselinama aminoaciliralju nove MjtRNA™" eliminiraju se

koriste¢i barnazni gen. 8
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Slika 7. Odabir MjtRNA™" varijanti koje funkcioniraju samo s tirozil-tRNA-sintetazom MjTyrRS.
Ilustracija je preuzeta i prilagodena prema D. L. Nelson, M. M. Cox, Leninger Principles of
biochemistry, W. H. Freeman and company, 2013, str. 1103-11309.
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Drugom pozitivnom selekcijom stanice prezive samo ako je MjtRNA™" aminoacilirana u
prisutnosti nekanonske aminokiseline. Nakon nekoliko ciklusa pozitivne i negativne selekcije
stvara se pripadni tRNA-sintetaza/tRNA par Kkoji prepoznaje samo nekanonsku
aminokiselinu.®

Ovim pristupom razvijeno je mnostvo sojeva E. coli, od kojh je svaki sposoban ugraditi

nekanonsku aminokiselinu u protein kao odgovor na UAG stop kodon.®
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§ 4. ZAKLJUCAK

lako 20 osnovih aminokiselina omogucéuju zapanjujuc¢u biokemijsku raznolikost, ipak
ogranic¢avaju potencijal novih i korisnih funkcija proteina. ProSireni genetski kod za odrzivu
funkciju in vivo zahtijeva integrirani pristup: modificirane ribosome koji funkcioniraju bez
ometanja endogenih puteva i stvaranje rekodiranog genoma.” SloZena grada ribosoma i
njegove koordinirane funkcije otezavaju modificiranje ribosoma. No, znanstvenici su uspjeli u
naumu unaprijedenja biosinteze proteina. Stvoreni su ortogonalni ribosomi i njihove varijante
koje se osim u svrhe ugradnje nekanonskih aminokiselina mogu koristiti i za istrazivanje ili
stvaranje drugih funkcija ribosoma. Za dodatan napredak u biosintezi proteina potrebno je
razviti viSe ortogonalnih parova sinetaza-tRNA koji bi mogli ugraditi mnogo razli¢itih
aminokiselina i tako prosiriti opseg translacije. Takoder, potrebno je proSiriti pristupe
ugradnje nekanonskih aminokiselina na eukariote i zivotinje da bi se olaksala druga bioloska

otkrica.
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