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RESUMO 

 

FERNANDES, A. F.; Análise da especificidade do tRNASec entre o fator de elongação 

específico para selenocisteínas (SelB) e Seril-tRNA Sintetase (SerRS) de Escherichia coli. 

2017. 199 p. Dissertação (Mestrado em Ciências) - Instituto de Física de São Carlos, 

Universidade de São Paulo, São Carlos, 2017. 

  

A selenocisteína (Sec, U) é o aminoácido que representa a principal forma biológica do 

elemento selênio e sua incorporação é um processo co-traducional em selenoproteínas como 

resposta ao códon UGA em fase e requer uma complexa maquinaria molecular. O repertório 

completo de genes envolvidos nessa via de síntese em procariotos é conhecido, porém 

algumas das interações moleculares ainda não foram totalmente esclarecidas. Este projeto visa 

à caracterização molecular nas interações entre o Fator de Elongação específico para 

incorporação de Sec (SelB) e Seril-tRNA sintetase (SerRS) com distintas construções do 

tRNASec de Escherichia coli afim de compreender a sua especificidade, seletividade e ordem 

de eventos. Para isso, medidas de Espectroscopia de Anisotropia de Fluorescência (FAS), 

Ultracentrifugação Analítica (AUC) e Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) foram 

utilizadas para determinação das constantes de interação desses complexos proteína-tRNA. 

Além disto, experimentos de Espalhamento de Raios-X a baixo ângulo (SAXS) e Microscopia 

eletrônica de transmissão por contraste negativo (NS-EM) foram realizados para elucidação 

estrutural destes complexos. Os estudos propostos irão auxiliar no entendimento do 

mecanismo de incorporação e de especificidade do tRNA para este aminoácido em bactérias 

bem como nos demais domínios da vida além de possibilitar um aumento na compreensão de 

complexos do tipo proteína-tRNA bem como salientar a importância dos elementos estruturais 

do tRNA para sua especificidade no processo de síntese de novas proteínas. 

 

Palavras-chave: Selenocisteína. Interação proteína-tRNA. Fator de elongação específico. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

FERNANDES, A. F. The tRNASec specific interaction of Escherichia coli Selenocysteine 

Elongation Factor (SelB) and Seryl-tRNA Synthetase (SerRS).2017. 199 p. Dissertação 

(Mestrado em Ciências) - Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São Paulo, São 

Carlos, 2017. 

 

Selenocysteine (Sec, U) is an amino acid that represents the main biological form of the 

selenium element and its incorporation is a co-translational process in selenoproteins in 

response to the in-phase UGA codon and requires complex molecular machinery. The 

complete repertoire of genes involved in this pathway of synthesis in prokaryotes is known, 

although some of the molecular interactions have not yet been fully elucidated. This project 

aims at the molecular characterization in the interactions between the specific elongation 

factor for the incorporation of Sec (SelB) and Seril-tRNA synthase (SerRS) with different 

constructions of tRNASec from Escherichia coli in order to their specificity, selectivity and 

order of events. For this, measurements using Fluorescence Anisotropy Spectroscopy (FAS), 

Analytical Ultracentrifugation (AUC) and Differential Scanning Calorimetry (DSC) were 

employed to determine the interaction constants of the protein-tRNA complexes. In addition, 

Small Angle X-Ray Scattering (SAXS) experiments and negative stain transmission electron 

microscopy (NS-EM) were performed for structural elucidation of these complexes. The 

proposed studies will help to understand the mechanism of tRNA incorporation and 

specificity for this amino acid in bacteria as well as other domains of life. In addition, it 

allows an increase in the understanding of protein-tRNA-like complexes as well as 

emphasizing the importance of structural elements of tRNA for its specificity in the process of 

synthesis of new proteins. 

 

Keywords: Selenocysteine. Protein-tRNA interaction. Specific elongation factor. 
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Figura 1  Mecanismo de biossíntese de selenocisteínas, em Bactérias, em fase 

com um códon UGA. A figura exemplifica o RNA mensageiro 

contendo um códon UGA em fase. O elemento SECIS corresponde 

à estrutura secundária presente no RNA mensageiro e ao qual é 

codificado para a incorporação de Sec. 
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Figura 2 - Alguns exemplos de tRNAs. a) tRNASec de Escherichia coli; b) 

tRNASer de Escherichia coli; c) tRNASec de Trypanosoma brucei; d) 

tRNASec de mamíferos. 
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Figura 3 - Interfaces de reconhecimento a nucleotídeos e ao tRNASec : a) 

Estrutura cristalográfica de SelB de M. maripaludis em complexo 

com GDP a 3,0 Å de resolução. b) Possíveis regiões de contatos 

entre o tRNASec com SelB de M. maripaludis. 
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Figura 4 - Reconhecimento ao SECIS: a) Definição do elemento SECIS e da 

construção utilizada para a expressão do domínio SelB de interação 

a esse fragmento. b) Estrutura resolvida a 2,0 Å de resolução do 

domínio de interação ao SECIS ligado a uma dupla de fragmentos 

pelo excesso estequiométrico utilizado para as condições de 

cristalização, portanto, não sendo possível determinar qual das duas 

interfaces é a fidedigna. 
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Figura 5 - Estruturas comparativas de tRNASec de (a) e (e) Bactérias 

(Escherichia coli), (b) e (f) Eucariotos (Homo sapiens) e (c) e (g) 

Archaea (Methanococcus kandleri). Em (a) e (c) é mostrado a 

representação esquemática da estrutura do tRNASec. Em (e) a (g) o 

modelo estrutural do tRNASec correspondente. d) domínios 

representativos da estrutura de tRNASec. 
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Figura 6 - Estruturas das aaRS. São apresentadas as aminoacil tRNA-

sintetases classificadas em ambas as classes. As aaRSs em cada 

classe são exibidas com o seu domínio catalítico na mesma 

orientação. A segunda subunidade de dímero (R2) é mostrada em 

verde. No caso do PheRS tetramérico (R2), um heterodímero (R) é 

mostrado em azul e o outro é mostrado em verde.  
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Figura 7 - Estruturas de fatores de Elongação já resolvidos. a) Representação 

da estrutura cristalográfica de SelB de A. aeolicus indicando seus 3 

domínios de ligação canônicos de EF-TUs e apresentando o 

domínio adicional presente apenas em bactérias; b) Estrutura do 

complexo SelB.GDPNP-Sec-tRNASec na presença do elemento 

SECIS resolvida por criomicroscopia (PDB ID: 5LZD). GDPNP foi 

utilizado como análogo não hidrolisável de GTP. c) Estrutura 

cristalográfica de SelB de A. aeolicus (PDB ID: 4ZU9); d) Estrutura 

cristalográfica de SelB de M. maripaludis (PDB ID: 4ACB); d) 

 

 

 

 

 

 



 

 

Estrutura cristalográfica de EF-TU de T. aquaticus (PDB ID: 

1EFT). 
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Figura 8 - A via de biossíntese de Selenocisteínas em Bactéria. 
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Figura 9 - Representação esquemática das sequências dos tRNAs mutantes. 

Modelos gerados com o auxílio do programa ModeRNA server 

(Genesilico). 
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Figura 10 - Esquema da reação de marcação de tRNAs com fluoreceína 

maleimida através do kit comercial (Sigma). 
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Figura 11 -  Esquema representativo das diferentes populações presentes ao final 

do processo de digestão da cauda Tiorredoxina. 
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Figura 12 -  Modelo esquemático para a polarização da luz e os efeitos causados 

devido à revolução das partículas. 
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Figura 13 -  Conjunto de configurações experimentais em que estão dispostos os 

polarizadores durante as medidas de anisotropia de fluorescência. 
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Figura 14 -  Aparato experimental para o experimento de ultracentrifugação 

analítica. 
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Figura 15 -  Esquema de transição de fase pelo monitoramento da variação da 

capacidade térmica por Calorimetria de Varredura Diferencial. 
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Figura 16 -  Representação esquemática do princípio da microscopia eletrônica 

de transmissão por contraste negativo (NS-EM). A imagem é obtida 

pela região ocupada pela proteína na camada de acetato de uranila. 
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Figura 17 - Representação Esquemática das principais técnicas de crescimento 

de cristais por difusão de vapor. a) gota pendurada (hanging drop); 

b) gota sentada (sitting drop). 
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Figura 18 -  Obtenção in vitro do gene selC: a) Amplificação e produtos da 

reação de transcrição. (A) Resultado da amplificação do gene selC. 

1) padrão de massa molecular 1 kb Plus (Fermentas); 2) gene selC 

de E. coli (121 pb); b) Produtos da reação de transcrição in vitro 

após procedimento de purificação. 1) padrão de massa molecular 1 

kb Plus (Fermentas); 2) tRNASec (SelC) de E. coli (95 bases). As 

caixas pretas indicam as bandas desejadas para cada experimento. 
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Figura 19 -  Amplificação de genes para tRNAs mutantes: a) 1,2: mutante do 

braço aceptor; 3,4: mutante do braço TψC; b) 1,2: mutante do braço 

variável deletado (Var1); 3,4: mutante do braço variável (Var2); c) 

tRNAAla; d) 1,2: mutante do anticódon; 3,4 mutante do braço D-

loop. 
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Figura 20 -  Espectros de dicroísmo circular devido às mudanças  



conformacionais ocorridas em função da variação de temperatura 

para tRNAsec de E. coli sintetizado in vitro. As diferentes cores 

representam as mudanças na elipsidade em função da temperatura 

de 90 °C (inicial) a 15°C (final). 
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Figura 21 -  Espectros de dicroísmo circular obtidos em função da variação de 

temperatura para os tRNAs mutantes:a) tRNASec; b) tRNAAceptor; c) 

tRNAAla; d) tRNAAnti; e) tRNAD-loop; f) tRNATψC; g) tRNAVar1; h) 

tRNAVar1. 
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Figura 22 -  Monitoramenteo do valor de dicroísmo circular no comprimento de 

onda de 268 nm em função da temperatura por meio do ajuste de 

Boltzmann. 
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Figura 23 -  Obtenção de modelo estrutural para SelB: a) Modelo estrutural de 

SelB de E. coli gerado pelo programa I-TASSER (Zhang Lab). b) 

Gráfico de Ramachandram validando a qualidade do modelo gerado 

pela disposição de 97,4% dos resíduos do modelo em regiões 

favoráveis. 
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Figura 24 -  Amplificação do gene selB em pT7-6 SelBH6 de Escherichia coli. 

À esquerda: Através de PCR, o fragmento correspondente ao gene 

de interesse (1850 pb). 1) Marcador de massa molecular Gene Ruler 

1Kb Plus; 4) e 6) Amplificação de selB no tamanho esperado de 

~1850 pb (E. coli BL21 e E. coli WL81460, respectivamente); 3) e 

5) Controle - plasmídeo pT7-6 (3075 pb) contendo o inserto. À 

direita: padrão de marcador de massa molecular utilizado para todos 

os géis de agarose. 
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Figura 25 -  Purificação de SelB: a) Obtenção após cromatografia por exclusão 

molecular: 1) Marcador molecular; 2) SelB expressa em sistema E. 

coli BL21; 3) SelB expressa em sistema E. coli WL81460. b) 

cromatograma relativo à purificação por exclusão molecular em 

coluna Superdex 75 10/30 (GE). Inset: curva de calibração a partir 

de pesos moleculares conhecidos. Os cromatogramas da purificação 

em ambas as cepas se apresentaram semelhantes 

 

 

 

 

88 

Figura 26 -  Ensaio de Western Blot para o monitoramento da purificação de 

SelB: 1) Marcador molecular Spectra Multicolor Broad Range 

Protein Ladder (Fermentas); 2) Sobrenadante injetado na coluna de 

cromatografia de afinidade; 3) Fração eluída diretamente da coluna 

sem adição de imidazol; 4) Lavagem da coluna com 10 mM de 

imidazol; 5) Eluição da amostra com 100 mM de imidazol; 6) Após 

cromatografia de exclusão molecular em coluna Superdex 75 

10/300 acoplada ao sistema ÅKTA (GE). 
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Figura 27 -  Verificação do arranjo de estruturas secundárias por meio de ensaios 

de CD: a) Espectro de dicroísmo circular apresentando o padrão de 

estruturas secundárias indicando o enovelamento obtido para a 

proteína SelB obtida a partir das cepas E. coli BL21 (λDE3) e E. 

 

 

 



 

 

coli WL81460. b) Monitoramento dos máximos de CD no 

comprimento de onda de 222 nm pelo ajute de Boltzmann. 
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Figura 28 -  Quantificação de GTP em solução por Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (HPLC): a) Determinação da ausência de GTP ou 

GDP endógenos que eventualmente poderiam ser copurificados; b) 

Análise do não consumo de GTP ao longo do tempo na temperatura 

de 25 ºC por HPLC. 
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Figura 29 -  Monitoramento da oclusão de resíduos aromáticos por 

Fluorescência Intrínseca: a) Espectro de emissão de resíduos 

aromáticos. É possível observar que a intensidade de emissão decai 

com a adição de tRNASec; b) Ajuste de Hill por meio do 

monitoramento dos máximos de emissão. 
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Figura 30 -  Curvas de anisotropia de fluorescência. a) Titulação de SelB em 

tRNASec; b) Titulação de SelB em SelA.tRNASec. Todos os 

experimentos foram realizados em triplicatas biológicas. 
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Figura 31 -  Curva de anisotropia resultantes da titulação de SelB em tRNAs na 

presença de GTP indicando a formação de complexos. 
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Figura 32 -  Picos correspondentes à proteína SelB e complexos para o 

experimento de velocidade de sedimentação a 25 ºC na rotação de 

40.000 rpm. 
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Figura 33 - Ensaios de Deslocamento de Mobilidade Eletroforética. 1) SelB e 2) 

tRNASec, utilizados como controles na concentração de 1 μM. 

Diferentes estequiometrias: 3) 1 tRNASec : 0,5 SelB.GTP; 4) 1 

tRNASec : 1 SelB.GTP; 5) 1 tRNASec : 2 SelB.GTP. 
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Figura 34 -  Deslocamento dos valores de Tm na presença de tRNAs. a) Ligantes 

que promovem a estabilização térmica de SelB: GTP, tRNASec, 

tRNATψC, tRNAAnti; b) Ligantes que causam a desestabilização 

térmica de SelB: tRNAAceptor, tRNAD-loop, tRNAVar1, tRNAVar2, 

tRNAAla. 
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Figura 35 -  Comparação das curvas de espalhamento de raios-X a baixo ângulo 

experimental e calculada para os complexos SelB.GTP e 

SelB.GTP.tRNASec. As curvas teóricas foram obtidas utilizando o 

modelo gerado pelo programa I-TASSER (Zhang Lab) para SelB 

proposto por este trabalho. 
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Figura 36 -  Gráfico de Guinier para os primeiros pontos das curvas de 

espalhamento experimentais resultando em Rg = 4,37 nm para 

SelB.GTP e Rg = 4,82 nm  para SelB.GTP.tRNASec. 
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Figura 37 -  Comparação das curvas p(r) para a proteína SelB e para o complexo 

SelB.tRNASec, ambos em condições saturantes de GTP. É possível 

verificar um aumento na distância máxima devido a interação com 

 

 



tRNASec. 
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Figura 38 -  Superposição do modelo proposto pelo programa I-TASSER (Zhang 

Lab) ao envelope gerado pelo DAMMIF: a) e b) Modelo para 

SelB.GTP; c) e d) Modelo para SelB.GTP.tRNASec. Os envelopes 

resultntes foram alinhados às estruturas modelo por meio do 

programa SUPCOMB. 
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Figura 39 -  Cristais obtidos nas condições descritas pela Tabela 12. A 

numeração das imagens corresponde à numeração da tabela. 
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Figura 40 -  Modelagem computacional por homologia para SerRS. a) Estrtura 

cristalográfica tomada como referência: SerRS de A. aeolicus (PDB 

ID: 2DQ3), b) Modelo de dímero gerado pelo I-TASSER (Zhang 

Lab) para SerRS, c) Visualização da superfície eletrostática do 

modelo gerado; d) Gráfico de Ramachandram indicando 85,0%  dos 

resíduos do modelo em regiões favoráveis. 
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Figura 41 -  Processo de obtenção de serRS em cepa de expressão:a) 

Amplificação a partir de DNA genômico de E. coli; b) Confirmação 

da ligação de serRS no vetor de propagação pJET1.2/blunt  por 

meio da digestão com as enzimas de restrição NcoI e XhoI 

(Fermentas); c) Confirmação da ligação de serRS no vetor de 

expressão pET32(a) por meio da digestão com as enzimas de 

restrição NcoI e XhoI (Fermentas). 
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Figura 42 -  Purificação de SerRS: 1) Marcador Molecular. Indução por 3 h: 2) 

Vazio; 3) Precipitado; 4) Sobrenadante; 5) Extrato Bruto; 6) Fração 

não interagente com a coluna; 7) Lavagem da coluna com 10 mM 

de imidazol; 8) Eluição com 100 mM de imidazol; 9) Vazio. 

Indução por 18 h: 10) Precipitado; 11) Sobrenadante; 12) Extrato 

Bruto; 13) Fração não interagente com a coluna; 14) Lavagem com 

10 mM de imidazol; 15) Eluição com 100 mM de imidazol. 
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Figura 43 -  Purificação de SerRS após digestão da cauda de tiorredoxina: a) 1) 

Marcador molecular; 2) Resultado da digestão: proteína digerida e 

proteína não-digerida. b) Cromatograma de exclusão molecular em 

coluna Superdex 75 10/300 (GE) acoplada ao sistema ÅKTA (GE) 

para a purificação de SerRS após a digestão, mas sem o segundo 

passo de cromatografia de afinidade c) Cromatograma de exclusão 

molecular para obtenção de SerRS após a digestão e após o segundo 

passo de cromatografia de afinidade. 

 

 

 

 

 

115 

Figura 44 -  Ensaio de Western Blot para o monitoramento da digestão da cauda 

de tiorredoxina:1) Marcador molecular; 2) Vazio; 3) Sobrenadante; 

4) Precipitado; 5) Fração não interagente com a coluna; 6) Lavagem 

com 10 mM de imidazol; 7) Eluição com 100 mM de imidazol; 8) 

Resultado da digestão; 9) Fração não interagente com a coluna; 10) 

Lavagem com 10 mM de imidazol; 11) Eluição com 100 mM de 

imidazol; 12) Após cromatografia de exclusão molecular em coluna 

 

 

 

 

 



 

 

Superdex 75 10/300 (GE) acoplada ao sistema ÅKTA (GE). 
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Figura 45 -  Monitoramento da estabilidade térmica de SerRS por CD: a) 

espectros de CD para experimento de variação térmica (VT-CD) de 

SerRS. b) monitoramento dos mínimos de CD em 222 nm e 208 nm 

indicando valores de temperatura de melting calculados de (54,4 ± 

0,4) ºC e (54,3 ± 0,6) ºC, respectivamente. 
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Figura 46 -  Experimento de fluorescência intrínseca dos resíduos aromáticos de 

SerRS em função da adição de ligantes. Pode-se verificar a 

diminuição dos espectros de emissão devido à interação com ATP. 
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Figura 47 -  Ensaios de Espectroscopia de Anisotropia de Fluorescência para a 

formação do complexo ternário SerRS.SelA.tRNASec em função da 

adição de ligantes. 
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Figura 48 -  Imagens de contraste de negativo para SelA e SelA.tRNASec 

previamente publicados.  a) Imagem de microscopia eletrônica de 

transmissão por contraste negativo para SelA. b) (esquerda) Classe 

do estado não ligado de SelA, (direita) Complexo binário 

SelA.tRNASec.  
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Figura 49 - 
Imagens do complexo ternário SerRS.SelA.tRNASec por 

microscopia eletrônica de transmissão por contraste negativo. a) e 

b) Visualização do complexo ternário onde é possível observar que 

o interior da proteína SelA é preenchida pelos parceiros de interação 

SerRS e tRNASec. 
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1 INTRODUÇÃO À VIA DE INCORPORAÇÃO DE SELENOCISTEÍNAS EM 

BACTERIA 

 

1.1 Selenoproteínas 

 

O Selênio (Se) é um micronutriente essencial para diversas formas de vida, de 

bactérias a mamíferos. A inserção de Selênio em proteínas pode ocorrer de forma pós-

traducional como um cofator dissociável, esta forma rara de selênio associado a proteínas é 

encontrada apenas em proteínas bacterianas que também podem conter molibdênio (Mo).(1) 

Entretanto, a principal forma biológica de selênio é como o aminoácido selenocisteína.(2-3) 

As selenoproteínas, como são conhecidas as proteínas que possuem este aminoácido, estão 

envolvidas em processos metabólicos muito diversos e apresentam características únicas, 

possivelmente vantajosas em relação às cisteínas devido a diferenças significativas de pKa e 

reatividade quando comparadas ao enxofre, por exemplo.(4) 

Selenoproteínas bacterianas geralmente estão envolvidas em processos catabólicos que 

utilizam o selênio como catalisador de reações de redução-oxidação (redox), enquanto que em 

eucariotos, estas proteínas participam de processos anabólicos e antioxidantes, o que sugere 

origem independente dos selenoproteomas procarióticos e eucarióticos.(4-5) 

Finalmente, pode-se verificar a presença de compostos que possuem selênio e que são 

isólogos de compostos sulfurados, uma vez que determinadas enzimas do metabolismo de 

enxofre não diferenciam esses elementos. A incorporação de selênio pode ocorrer em 

aminoácidos formando selenometionina e selenocisteína, sendo incorporados, não 

especificamente, em proteínas no lugar de metioninas e cisteínas, embora a taxa de 

incorporação destes isólogos seja proporcional à quantidade ingerida do elemento durante a 

alimentação e também pode estar relacionada à toxidez por selênio verificada em regiões com 

solo rico neste composto.(6-7) 

 

1.2 Selenocisteínas: Biossíntese e incorporação em selenoproteínas 

 

A selenocisteína (Sec, U), também denominada como o vigésimo primeiro 

aminoácido, é a principal forma ativa do selênio e participa do sítio catalítico de várias 

enzimas. Uma complexa maquinaria molecular é necessária para sua biossíntese e posterior 

incorporação em um códon interno UGA em fase no RNA mensageiro (mRNA).(5) 

Para a incorporação deste aminoácido raro em proteínas são necessárias várias 
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macromoléculas (Figura 1): um elemento estrutural em forma de grampo no RNA mensageiro 

denominado como Sequência Específica de Incorporação de Selenocisteínas (SECIS), um 

tRNA específico para incorporação de selenocisteínas (SelC, tRNASec), proteínas 

realacionadas à aminoacilação do tRNA tais como Seril-tRNA Sintetase (SerRS) e 

Selenocisteína Sintase (SelA). Além destas, também são necessárias proteínas auxiliares 

denominadas de proteínas de interação ao elemento SECIS (SelB e SBP2, a última presente 

somente no metabolismo de eucariotos e ainda não identificada em  Archaea).(8) 

 
Figura 1 –  Mecanismo de incorporação de selenocisteínas, em Bactérias, em fase com um códon UGA, 

localizado no interior do gene. A figura exemplifica o RNA mensageiro contendo um códon UGA 

em fase. O elemento SECIS corresponde à estrutura secundária adquirida pelo RNA mensageiro e 

ao qual a maquinaria de incorporação de Sec se liga. 

Fonte: Adaptada de FORCHHAMMER; BÖCK.(9) 

 

O mRNA de selenoproteínas possui características únicas, a primeira delas é a 

presença do códon UGA, geralmente um códon de parada, interno à região codificante e em 

fase de leitura. A estrutura em forma de alça na região 3’ deste mRNA corresponde ao SECIS, 

que atua no reconhecimento deste códon como um sinal de inserção de Sec  (Figura 1). (9-10) 

O RNA transportador específico para a incorporação de Sec denominado tRNASec 

(SelC), possui o anticódon UCA decodificando o códon UGA no mRNA e é aminoacilado 

inicialmente com serina pela Seril-tRNA sintetase (SerRS). Os demais tRNAs apresentam 

características estruturais distintas comparado ao tRNASec (Figura 2) como o tamanho da 

extenção do braço variável e o número de ribonucleotídeos pertencentes ao dobramento entre 
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o braço aceptor e TψC. Recentemente, foi verificado por criomicroscopia que o braço variável 

também serve como ponto de reconhecimento de SelB.(11) Portanto, este tRNA não é 

reconhecido pela maquinaria convencionalmente utilizada que adiciona tRNAs aminoacilados 

ao peptídeo nascente pela via ribossomal.(9) 

 

 
Figura 2 –  Alguns exemplos de tRNAs. a) SelC de Escherichia coli; b) TrnaSer de Escherichia coli; c) tRNASec 

de Trypanosoma brucei; d) tRNASec de Mamíferos. 

Fonte: Adaptada de ZHANG et al.(5) 

 

As estruturas do domínio de interação ao SECIS dos organismos M. maripaludis (12) 

e Moorella thermoacetica (13) foram determinadas por cristalografia de raio-X (Figura 3 e 4, 

respectivamente), sendo construções truncadas que apresentam 30% de identidade com o 

domínio C-terminal de SelB de E. coli. 

 

 
Figura 3 –   Interfaces de de reconhecimento a nucleotídeos e ao tRNASec : a) Estrutura cristalográfica de SelB 

de M. maripaludis em complexo com GDP a 3,0 Å de resolução. b) Possíveis regiões de contatos 

entre o tRNASec com SelB de M. maripaludis. 

Fonte: Adaptada de LEIBUNDGUT et al.(12) 

 

A compreensão do domínio de interação ao fragmento SECIS permitiu a especulação 

sobre o posicionamento correto desse fator de elongação no ribossomo, durante o processo de 
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transcrição, de maneira a levantar hipóteses de interações e as variáveis que permitem a 

montagem desse complexo transiente.(11) 

 

 
Figura 4 –   Reconhecimento ao SECIS: a) Definição do elemento SECIS e da construção utilizada para a 

expressão do domínio SelB de interação a esse fragmento. b) Estrutura resolvida a 2,0 Å de 

resolução do domínio de interação ao SECIS ligado a uma dupla de fragmentos pelo excesso 

estequiométrico utilizado para as condições de cristalização, portanto, não sendo possível 

determinar qual das duas interfaces é a fidedigna. 

Fonte: Adaptada de SOLER; FOURMY; YOSHIZAWA.(13) 

 

Como o  tRNASec específico não é abundante na célula,(9) os mecanismos de entrega e 

recepção desse tRNA aminoacilado com o resíduo de selenocisteína nos ribossomos devem 

ser sincronizados, e não simplesmente eventos aleatórios. Dessa maneira, no decorrer da via 

de incorporação deverá ocorrer a interação entre SelA e SelB para a entrega de tRNASec 

carregado com Sec (primeira etapa) e, posteriormente, a interação entre SelB-tRNASec com o 

ribossomo (segunda etapa) para a incorporação do aminoácido no polipeptídeo nascente. 

Esses eventos são dependentes de interações com GTP, na primeira etapa, e com o elemento 

SECIS na segunda etapa, já parcialmente caracterizados na literatura. (9,12-13). 

 

1.3 O tRNA específico (tRNASec) 

 

O tRNA específico para inserção de selenocisteínas, tRNASec é o produto gênico do 

gene selC. O tRNASec de E. coli possui 95 ribonucleotídeos (14) e sua estrutura secundária 

possui possui diversas diferenças se comparada à estruturas de tRNAs canônicos. As posições 

de 8-14 do tRNASec permanece  conservada entre tRNASec e os demais tRNAs canônicos de 

E. coli, mas em tRNASec são ocupados por ribonucleotídeos distintos. Enquantos em tRNAs 
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canônicos de E.coli possuim 7 pares de bases no braço aceptor e 3 ou 4 pares de bases no 

braço D dos quais de 8 a 10 ribonucleotídeos são despareados, o tRNASec possui o braço  

aceptor estendido em 1 par de base e o D-loop possui 6 bases pareadas  resultando na redução 

do número de bases despareadas para 4. (14)  

Além disso, tRNASec é o tRNA mais longo em E. coli,(9) em especial devido ao braço 

variável extra. O tamanho da extensão do braço variável é utilizado como ferramenta de 

classificação dos tRNAs em dois tipos, os de classe I e os de classe II. Os tRNAs de classe I 

possuem 4 ou 5 ribonucleotídeos compondo o braço variável, já os de classe II possuem entre 

10 a 24 ribonucleotídeos. Os tRNAs de Tipo II, tais como tRNASer e tRNALeu, possuem um 

braço variável longo, no entanto a sua estrutura de folhas de trevo conservada '7 + 5' difere da 

estrutura secundária '8 + 5' do tRNASec.(14-15) Além disso, o braço de dihidrouridina de E. 

coli tRNASec (braço D) é composto por uma haste de 6 pb e uma alça de 4 nucleotídeos, em 

contraste com os 3-4 pb pertencente à alça e dos  7-12 nucleotídeos pertencentes ao loop da 

estrutura do braço D de tRNAs canônicos. A análise da sua estrutura primária e secundária 

também revela uma guanina na posição 8 e um adenosina na posição 14, um par de bases 

pirimidina-purina nas posições 10-25 e um par de bases purina-pirimidina nas posições 11-24. 

Todas as outras moléculas de tRNA de E. coli apresentam uma interação terciária G15:C48 ou 

A15:U48 conhecida como os pares de bases de Levitt que estabilizam a interação de 

empilhamento das hastes D e TΨC, por isso ausentes no E. coli tRNASec.(9,14-15) 

 
Figura 5 –   Estruturas comparativas de tRNASec de (a) e (e) Bactérias (Escherichia coli), (b) e (f) Eucariotos 

(Homo sapiens) e (c) e (g) Archaea (Methanococcus kandleri). Em (a) e (c) é mostrado a 

representação esquemática da estrutura do tRNASec. Em (e) a (g) o modelo estrutural do tRNASec 

correspondente. d) domínios representativos da estrutura de tRNASec. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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As moléculas de tRNA canônicas contém 75 nucleotídeos em média e formam um 

núcleo terciário de pares de bases U8:A14, purina 15: pirimidina 48 conservados e triplas de 

base de haste D adicionais entre as posições 45:10:25, 12:23:9 e 13: 22:46 (ou 12: 23: 9 para 

um tRNA com o braço extra longo).(16) Por outro lado, o núcleo terciário tRNASec de 

bactérias é composto pelos pares de bases tríplices G14:C21:U8 e C15:G20a:G48 que 

contribuem para manter sua estrutura geral.(16) Dados bioquímicos recentes mostraram que 

esses pares de bases adicionais na braço D não são necessários para a função tRNASec de E. 

coli, exceto em altas temperaturas.(17) No entanto, Ishii e colaboradores argumentaram que a 

flexibilidade da estrutura tRNASec terciária é essencial para a sua função e seria útil para a 

acomodação simultânea do anel anticódon e do CCA terminal em locais adequados na 

superfície do ribossomo,(17) o que posteriormente foi confirmado por estruturas de 

criomicroscopia eletrônica de transmissão por Fischer e colaboradores.(11) 

A estrutura das moléculas tRNASec eucarióticas de humanos e camundongos,(18-20) 

além do  tRNASec de arqueias como Methanococcus maripaludis foram resolvidas.(21) A 

principal diferença entre o tRNASec eucariótico e o de arquéia comparado ao tRNASec de 

bactéria (Figura 5) é o dobramento entre o braço aceptor e o braço TψC. No caso de 

eucariotos, o tRNASec possui o dobramento do tipo '9 + 4' entre o braço aceptor e o TψC em 

bactérias o dobramento é do tipo '8 + 5', e como já mencionado, os tRNAs canônicos de E. 

coli possuem o dobramento entre o braço aceptor e o TψC do tipo '7 + 5 ' (Figura 5).(9,18, 21) 

É surpreendente que a estrutura geral dessas moléculas tRNASec sejam semelhantes, uma vez 

que suas estruturas primária e secundária são divergentes.(20) A conservação da conformação 

do braço D, a interação dos laços D-TψC, o comprimento total do braço aceitador-TψC e a 

orientação do braço extra longo contribuem para essa similaridade.(16,20) 

 

1.4 Importância de Seril tRNA-Sintetase na aminoacilação do tRNASec 

 

O primeiro passo da incorporação de Sec é a aminoacilação do tRNASec. 

Diferentemente de outros aminoácidos canônicos, Sec não possui uma enzima aminoacil-

tRNA sintetase (aaRS) específica. Apesar de as aaRS apresentarem função e enovelamento 

extremamente conservados quando comparado a vários organismos, o que auxilia a 

compreensão de macanismos de reação e bioquímica destas enzima nos diferentes domínios, 

elas possuem características de reconhecimento únicos em cada domínio estudados. 

As aminoacil-tRNA sintetases compõem uma família de proteínas essenciais para o 

processamento de tRNAs durante o processo de tradução proteica.(22) Estas aminoacil 
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catalizam a esterificação de um específico aminoácido ao seu tRNA correspondente, 

formando um aminoacil-tRNA. Esta reação é mediada por meio da ligação de uma molécula 

de ATP e o correspondente aminoácido, formando aminoacil-adenilato. Em sequência, o 

complexo adenilato-aaRS interage à molécula de tRNA correspondente, e o aminoácido é 

então transferido do aa-AMP para a extrêmidade 2'-OH ou 3'-OH do tRNA receptor. Algumas 

aminoacil-tRNA sintetases também realizam a reação de proofreading, que consiste na 

revisão do tRNA ligado à enzima por meio de alterações conformacionais às custas de ATP, 

assegurando assim o correto carregamento do tRNA.(22) 

As aminoacil-tRNA sintetases podem ser classificadas em dois grupos (Classe I e 

Classe II) devido ao domínio central catalítico, o que acarreta em diferenças na reação de 

aminoacilação. As aaRS de classe I possuem o domínio central catalítico do tipo Rossmann 

fold, comum em domínios relacionados com ligação a nucleotídeos (23-24) e tem como 

característica a aminoacilação da extremidade 2’-OH da ribose do tRNA. Os aminoácios 

dependentes de enzimas aminoacil de classe I são: Arg, Cys, Gln, Glu, Ile, Leu, Met, Trp, Tyr 

e Val. Já as aaRS de Classe II possuem o domínio central catalítico altamente conservado 

formado por folhas betas antiparalelas conectadas por alfa-hélices,(23) e aminoacilam a 

porção 3’-OH do tRNA.  As aaRS de Classe II são responsáveis por carregarem tRNAs com: 

Ala, Asn, Asp, Gly, His, Lys, Pro, Phe, Ser e Thr.(23) 

  A enzima dimérica Seril-tRNA sintetase (SerRS, EC 6.1.1.11) é responsável pelo 

reconhecimento específico de tRNASec. A Seril-tRNA sintetase de E.coli é uma enzima de 

Classe II que possui 430 aminoácidos e massa molecular de aproximadamente 48 kDa. Esta 

enzima realiza o processo de aminoacilação do tRNASer, e além disto, também participa 

integralmente na via de incorporação de selenocisteínas por ser responsável pela 

aminoacilação de tRNASec com serina, formando Ser-tRNASec. 

A aminoacilação de tRNASec ocorre em dois passos: ativação por adenilação e 

transferência do grupo aminoacil para o tRNA específico. O primeiro passo desta 

aminoacilação do tRNA é realizado pela formação do intermediário L-seril-adenilato que é 

um anidrido misto no qual o grupo carboxil do aminoácido está ligado ao grupo fosforilo de 

AMP, também sendo liberando pirofosfato inorgânico (PPi), reação esta catalizado pela SerRS 

na presença de ATP e Mg2+.(25-26) O segundo passo é a transferência do grupo L-seril para a 

extremidade 3'-OH do tRNASer ou tRNASec para formar L-seril-tRNASer ou L-seril-

tRNASec.(11, 16,23-26) 

Em geral, a interação de um tRNA canônico por sua aaRS específica se utiliza de dois 

pontos determinantes para o reconhecimento: o braço aceptor e o braço variável.(27) Desta 
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forma, o reconhecimento da enzima SerRS pelo seu correspondente tRNA independe da 

sequência do anticódon, o que torna possível com que SerRS tenha capacidade de interagir 

tanto com tRNASer como com tRNASec.(26-27)  

Recentemente, a estrutura de SerRS humana foi determinada por difração de raios-

X.(28) Wang e colaboradores determinaram que a interação específica de H. sapiens SerRS-

tRNASec ocorre na porção N-terminal da proteína e nas regiões dos braços variáveis, aceptor, 

D-loop e o TΨC de tRNASec, diferentemente do que ocorre no reconhecimento de tRNAs 

canônicos. As duas α-hélices longas constituídas por coiled-coil presentes na poção N-

terminal são responsáveis pela ligação ao tRNA e fornecem um sítio catalítico flexível para o 

reconhecimento do tRNA e a sua aminoacilação. SerRS apresenta esta porção N-terminal 

conservadoa em todos os organismos com exceção de metanogênicos.(28) Observou-se que a 

interação de SerRS-tRNASec coexiste em solução a nas proporções de 2:1 e 2:2. Isso ocorre 

porque a proteína dimérica SerRS faz a maioria dos contatos com o braços variável e TΨC do 

tRNASec com um de seus monômeros, enquanto o braço aceptor interage com o outro 

monômero.(28) 

A partir das determinações recentes das estruturas cristalográficas desta aminoacil-

tRNA sintetase, é possível inferir a conservação do sítio de reconhecimento e do mecanismo 

de aminoacilação pela conservação de enovelamento de tRNASec e SerRS, incluindo as 

regiões de reconhecimento específico como o braço variável mais longo domínio N-Terminal, 

respectivamente.(26-28) 
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Figura 6 –  Estrutura de aaRS. São apresentados as aminoacil tRNA-sintetases classificadas em ambas as classes. 

As aaRSs em cada classe são exibidas com o seu domínio catalítico na mesma orientação. A segunda 

subunidade de dímero (R2) é mostrada em verde. No caso do PheRS tetramérico (R2), um 

heterodímero (R) é mostrado em azul e o outro é mostrado em verde.  

Fonte: Adaptada de TOUZÉ et al.(29) 

 

1.5 Formação do Sec-tRNASec maduro pela ação da Selenocisteína Sintase (SelA) 

 

A conversão do produto da SerRS L-seril em L-selenocistetil tRNASec na via de 

incorporação de selênio diverge nos diferentes domínios da vida.(30) Em bactérias, esta 

reação reação é catalizada pela proteína Selenocisteine Sintase (SelA, E.C. 4.2.1), uma 

enzima homodecamérica com ~ 500 kDa e dependente de piridoxal-5’ fosfato (PLP).(30-31) 

Esta enzima foi previamente descrita na década de 1990 em E. coli (30,32) e participa da 

reação de conversão de Ser-Sec em duas etapas por meio do reconhecimento dos braços 

aceptor e D-loop do tRNASec. (31-32) O primeiro passo é a formação da base de Schiff entre o 
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grupo α-amino da L-serina com o grupo formil de uma PLP ligada covalentemente no resíduo 

de lisina catalítica de SelA. Esta reação resulta na desidratação de Ser e na formação do 

estado intermediário denominado aminoacrilil-tRNASec covalentemente ligado a SelA (20,32) 

no braço aceptor. O segundo passo é a transferência de selênio por substituição nucleofílica, 

resultando na formação de selenocistetil-tRNASec ou Sec-tRNASec, onde o selênio utilizado é 

liberado pela selenofosfato sintetase (SelD em procariotos ou SPS em eu cariotos, EC 2.7.9.3) 

na forma selenofosfato.(32-33) Em 2013 foi demonstrado por análises de microscopia 

eletrônica de transmissão por contraste negativo que o heterocomplexo binário SelA-Sec-

tRNASec se dá na proporção de 1 SelA : 10 tRNASec.(32, 34) 

 

1.6 Fator de elongação específico para selenocisteínas 

 

O passo seguinte na via da selenocisteína após a síntese de Sec-tRNASec é a sua 

incorporação na cadeia polipeptídica nascente durante a tradução com o auxílio do fator de 

elongação específico.(35) 

A entrega do tRNA aminoacilado ao sítio A do ribossomo depende de uma classe de 

proteínas GTPase chamada Fatores de Elongação.(36-38) O reconhecimento destas proteínas 

por tRNAs é extremamente eficiente e a entrega ao ribossomo é realizada numa taxa de 15 a 

20 aminoácidos por segundo em procariotos e 2 aminoácidos por segundo em eucariotos.(38) 

Em procariontes são conhecidos três fatores de elongação da tradução: EF-Tu, EF-Ts e 

EF-G. (39) O fator de elongação EF-Tu é responsável por mediar a entrada do tRNA 

aminoacilado no sítio A livre do ribossomo. O fator EF-Ts é responsável pela liberação dos 

EF-Tus do sítio A do ribossomo e realizam a reciclagem do GDP em GTP fornecendo o fator 

de troca de nucleotídeos de guanina para EF-Tu por meio da formação do complexo 

intermediário EF-Tu.GDP.EF-Ts.(40) Já o fator EF-G é responsável pelo passo de 

translocação da cadeia polipeptídica ao movimentar o ribossomo sobre o mRNA na direção 

5´-3´ quando o tRNA carregado é transferido para o sítio A do ribossomo.(39) 

O fator de Elongação Específico para incorporação de Selenocisteínas em bactérias 

(SelB) é  descrito pela literatura desde a  década de 90.(41) Sua sequência contém 614 

resíduos de aminoácidos e massa molecular de 68,9 kDa. Sua estrutura pode ser dividida em 

três regiões de interação: a porção N-terminal que é altamente conservado como domínio com 

função GTPase em outros EFTu canônicos (denominada por Domínio I); região de 

reconhecimento ao Sec-tRNASec específico (constituida pelos Domínios II e III) e uma porção 

adicional que constitui a extremidade C-terminal responsável pelo reconhecimento do 
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elemento SECIS (denominada Domínio IV).(42) 

A porção N-terminal de SelB compartilha semelhança de sequência com outros EF-

Tu.(43) A porção N-terminal de SelB é composta por quatro α-hélices: WDHD1, WHD2, 

WHD3 e WHD4.(42) Esta região possui topologia α/β e sofrem modificação conformacional 

durante a hidrólise de GTP na presença de magnésio.(44) 

A região de interação SelB com o tRNA é a interface dos Domínios II e III. Esses 

domínios são responsáveis por interagir com os braços aceptor e TΨC do tRNA específico, e 

apesar de sua especificidade, o dobramento é bem conservado em relação a outros EF-Tus 

com dois barrís β.(45) Mukai e colaboradores demostraram por meio da síntese de tRNAs 

mutantes que o reconhecimento de SelB depende apenas da sequência de ribonucleotídeos 

que consistem o braço aceptor e TψC do tRNASec quando na presença do elemento 

SECIS.(46) 

Recentemente, a estrutura de SelB para o organismo A. aeolicus foi resolvida por Itoh 

e colaboradores por meio de cristalografia de raios-X (PDB ID: 4ZU9). De acordo com esta 

estrutura, é observado que o resíduo Arg198 (EcThr192) e Arg241 (EcArg235) no Domínio II 

interagem com o grupo tiol dos resíduos Cys e L-His229 (EcHis223) interagem com o grupo 

amino e tornam o Domínio II essencial para o reconhecimento do braço aceptor tRNASec 

enquanto o braço TΨC é reconhecido pelo Domínio III (Figura 7). No entanto, existem 

exceções, como no reconhecimento das mitocôndrias EFs-tRNAs.(47-48) 

Em solução, Sec-tRNASec e SelB podem coexistir em diferentes conformações como 

recentemente elucidado por criomicroscopia por Fischer e colaboradores.(11) Foi 

demonstrado que a região flexível entre domínios III e IV de SelB gera uma alteração 

conformacional na porção de braço variável do Sec-tRNASec, acomodando-o dentro de SelB. 

Deste modo, além do dobramento de ‘8+5’ entre os braços aceptor e TψC, o braço variável 

também se apresentou essencial para a interação com SelB e assim a sua distinção entre 

outros tRNAs canônicos.(11,41,47) Além disso, a região de interação com tRNA é carregada 

positivamente, o que favorece a interação com o grupo selenol, ao contrário do que ocorre 

com Ser-tRNASec.(43, 47) 

O domínio C-terminal de SelB possui um domínio extra (domínio IV), que reconhece 

o elemento estrutural SECIS no mRNA.(49-50) A estrutura deste único domínio bacteriano IV 

foi resolvida por cristalografia através da obtenção do complexo com o elemento SECIS 

(PDB ID: 2PLY). (13,53) Este domínio consiste em quatro motivos de alfa-hélices em tandem 

que são responsáveis pela interação ao SECIS.(41) O domínio IV é extremamente flexível e 

quando o domínio de ligação a GTP é ativado, o elemento SECIS é responsável pelo 
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reconhecimento do complexo ternário SelB-Sec-tRNASec-SECIS na subunidade 30S do 

ribossomo. 

A interação SelB-GTP é estimulada pela presença do complexo ribossômico 70S e do 

elemento SECIS.(51) Experimentos termodinâmicas demonstraram que SelB tem maior 

afinidade ao GTP do que GDP, com um Kd de 0,7 μM e 13 μM, respectivamente.(52-53) A 

cinética de interação de SelB com guanosina, SECIS e Sec-tRNASec foram estudados, 

elucidando o mecanismo de ação da SelB em comparação com EF-Tu. 

A estrutura de eEFSec de humanos foi elucidada por cristalografia de raios-X (PDB 

ID: 5IZK), em que também possui uma estrutura semelhante ao formato de cálice.(53) A 

partir deste estudo foi proposto que o mecanismo de interação para os fatores de elongação 

específicos para Sec-tRNASec ocorre por uma maneira diferente como ocorre para EF-Tu 

canônico. Ao contrário do que ocorre com outros EF-Tu, SelB intrigantemente tem constantes 

de afinidade semelhantes tanto à ligação a GTP quanto ao GDP. Através da estrutura por 

complexos de raios-X de eEFSec humana, observa-se que a porção D4 do eEFSec de 

mamífero é a porção que sofre alteração conformacional principal na presença de 

nucleotídeos de guanina. Este resultado surpreendente vai ao contrário do que se esperava, 

uma vez que não é este domínio responsável para a interação com nucleotídeos de guanina. 

Esta característica pode estar relacionada ao fato de que apenas no estado GTP ativado, a 

reação da hidrólise de GTP em GDP serve como regulação alostérica para que o Domínio IV 

possa reconhecer o SECIS.(53) 
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Figura 7 –     Estruturas de fatores de Elongação já resolvidos. a) Representação da estrutura cristalográfica de 

SelB de A. aeolicus indicando seus 3 domínios de ligação canônicos de EF-TUs e apresentando o 

domínio adicional presente apenas em bactérias; b) Estrutura do complexo SelB.GDPNP-Sec-

tRNASec na presença do elemento SECIS resolvida por criomicroscopia (PDB ID: 5LZD). GDPNP 

foi utilizado como análogo não hidrolisável de GTP. c) Estrutura cristalográfica de SelB de A. 

aeolicus (PDB ID: 4ZU9); d) Estrutura cristalográfica de SelB de M. maripaludis (PDB ID: 

4ACB); d) Estrutura cristalográfica de EF-TU de T. aquaticus (PDB ID: 1EFT). 

Fonte: Adaptada de FISCHER et al.(11) 

 

Há uma região flexível que interconecta as porções WHD2 e WHD3 proporcionando 

uma maior conformação de liberdade para o domínio composto pelas hélices WHD3 e 

WHD4, que por sua vez interagem com o elemento SECIS, enquanto os domínios WHD1 e 

WHD2 interagem com o ribossomo durante a tradução. Este reposicionamento pode ajustar 

SelB ao local de entrada relativo do ribossomo para diferentes mRNAs que codificam 

Sec.(11,47) 

Inicialmente, Sec-tRNASec forma o complexo ternário com SelB-GTP e só então com 

este complexo GTP ativado, é formado o complexo quaternário SelB.GTP.Sec-

tRNASec.SECIS.(49-50) Desta maneira se completa a via de incorporação de selenocisteínas 

em Bacteria (Figura 6). 

Nos domínios Eukarya e Archaea, o elemento SECIS ocorre na região não codificante 

do mRNA chamado 3 '-UTR.(54) O fator de elongação Sec em Eukarya e Archaea não 

possuem esta a extensão C terminal para o reconhecimento de SECIS como o domínio SelB 
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bacteriano IV, único com este domínio. Por este motivo, os eucariotos têm o reconhecimento 

do o elemento SECIS mediado por uma proteína isolada, a SECIS binding protein 2 

(SBP2).(54-55) Em Archaea, não foi identificado um ortólogo da SBP2, o homólogo mais 

próximo é a proteína ribossomal S30, embora não haja evidência conclusiva até agora.(56-57) 

 

Figura 8 – A via de incorporação de Selenocisteínas em Bactéria. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos gerais 

 

Este projeto tem por objetivos principais a clonagem, expressão e purificação da Seril-

tRNA Sintetase (SerRS), expressão e purificação do Fator de Elongação Específico para 

incorporação de selenocisteínas de Escherichia coli (SelB) bem como a amplificação, 

transcrição e purificação do RNA transportador específico para inserção de selenocisteína, o 

tRNASec (ou SelC), e de diferentes construções do tRNASec. Foram realizados experimentos 

de caracterização biofísica da amostra tais como Espectrosopia de Anisotropia de 

Fluorescência (FAS), Ultracentrifugação Analítica (AUC), Dicroísmo Circular (CD) e 

Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC), corroborando com os estudos em solução de 

conformação oligomérica que foram realizados por cromatografia de exclusão molecular 

(SEC) além de determinar parâmetros de estabilidade da amostra. 

Posteriormente, experimentos de espectroscopia de anisotropia de fluorescência com 

distintos mutantes do tRNASec previamente marcados com fluoresceína permitirão determinar 

quais elementos estruturais são fundamentais para tal reconhecimento. Além disso, 

experimentos de microcalorimetria foram utilizados para verificar a interação na formação do 

complexo proteína-tRNA. 

Por meio destas técnicas, será possível analisar as especificidades das interações do 

tipo proteína-tRNASec e proteína-tRNAs mutantes, e através de um comparativo entre as 

interações SelB tRNASec. e SerRS.tRNASec, será possível inferir quais regiões do RNA são 

essências para cada interação. Além disso, este estudo é importante para inferir interações de 

entregas específicas entre outros integrantes da via de incorporação da selenocisteína, e assim 

elucidar a ordem de eventos biológicos, como por exemplo, a formação do complexo ternário 

na presença da proteína Selenocisteína Sintase (SelA): SerRS.SelA.tRNASec. 

Dessa maneira, esse projeto visa a compreensão do mecanismo de reconhecimento 

desse tRNA, um passo crucial para a compreensão plena dessa via metabólica essencial ao 

organismo. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

- Examinar as regiões do tRNASec essenciais para a interação com as proteínas SelB, 

SerRS e SelA. Em especial, a importância de três regiões do tRNASec foi investigado e se 
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mostraram essenciais para a interação do tipo SelB-tRNA: braço aceptor, braço TψC e braço 

variável;  

- Obter constantes de dissociação das interações do tipo proteína-tRNA por meio da 

anisotropia de fluorescência (FAS), sendo que o tRNA marcado com floresceína será utilizado 

como sonda fluorescente para a interação; 

- Monitorar a formação dos complexos do tipo proteína-tRNA e inferir suas constantes 

de sedimentação por meio de experimentos de velocidade de sedimentação (SV); 

- Realizar experimentos de equilíbrio de sedimentação (SE) como um método 

adicional para a determinação de constantes de dissociação para os complexos. 

- Realização de ensaios de Deslocamento de Mobilidade Eletroforética para a 

verificação da formação do complexo SelB.GTP.tRNASec em forma nativa; 

- Avaliar a estabilidade térmica de SelB em função da interação com tRNAs por 

Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) por meio do monitoramento da capacidade 

térmica em função da temperatura, o que torna possível inferir a temperatura de melting; 

- Realizar análises de Espalhamento de Raios-X a baixo ângulo (SAXS) para a 

obtenção de modelos de envelope estrutural a baixa resolução da proteína SelB e do complexo 

SelB.GTP.tRNASec; 

- Realizar medidas de microscopia eletrônica de transmissão em contraste negativo 

(NS-EM) para a obtenção de imagens relativas à formação do complexo SelA.SerRS. 

- Realizar experimentos através de outras técnicas biofísicas tais como Dicroísmo 

Circular (CD), Fluorescência Intrínsca (IFS), Espectrometria de Massas (MS) e Western Blot 

(WB) para a caracterização biofísica das amostras. 
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3 TÉCNICAS E METODOLOGIA 

 

3.1 Análises bioinformáticas 

 

3.1.1 Análise Bioinformática para o Fator de Elongação Específico (SelB) 

 

Na  ausência de estrutura em alta resolução até o momento de início desse projeto de 

mestrado para o Fator de Elongação específico para selenocísteína de Escherichia coli, SelB, 

foram realizadas análises iniciais in silico para a modelagem molecular por meio da sequência 

de aminoácidos disponível pelo banco de dados National Center for Biotechnology 

Information (NCBI). A sequência (GI# 388479650 / YP# 491844.1) codificante para SelB da 

cepa E. coli K-12 (W3110) possui 614 aminoácidos e massa molecular predita de 68.867,4 

Da. 

Inicialmente, a busca por proteínas foi realizada para encontrarestruturas homólogas 

através da ferramenta Protein BLAST (NCBI). Para esta busca, a sequência da proteína SelB 

foi utilizada como referência para a busca contra o banco de dados de proteínas com 

estruturas já depositadas no banco de dados do PDB. Ao utilizarmos a sequência inteira de 

SelB, nenhum dos resultados obtidos puderam ser utilizados como molde, uma vez que esta 

proteína posui diferentes domínios. Desta forma, a sequência de SelB foi fragmentada em três 

diferentes porções, uma porção contendo o domínio N-terminal, outra o domínio GTPase e 

por fim o domínio C-terminal. A partir disto, estes três diferentes fragmentos serviram como 

refêrencia para as buscas por estruturas homólogas. 

A modelagem para a proteína SelB foi realizada por meio do servidor I-TASSER 

(Zhang Lab) (58) utilizando como molde o fator de elongação específico de A. aeolicus 

determinado em 2015 por Itoh e colaboradores (PDB ID 4ZU9:A).(47) Desta maneira, a 

estrutura cristalográfica depositada no banco de dados PDB foi utilizada como ferramenta de 

restrição para a criação do modelo de SelB pelo I-TASSER (Zhang Lab). Além disto, a 

estrutura do modelo resultante para SelB foi submetida ao programa MolProbity (Duke 

Biochemistry) (59) para a determinação do gráfico de Ramachandram a fim de avaliar a 

qualidade do modelo gerado. 

As demais construções para os modelos de interação com o tRNASec foram realizadas 

através do programa CHIMERA 1.5.3 (60) e as análises das estruturas foram visualizadas pelo 

programa PYMOL.(61) 
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3.1.2 Análise Bioinformática para Seril-tRNA Sintetase (SerRS) 

 

Assim como para proteína SelB, até o atual momento não há estrutura em alta 

resolução para a proteína SerRS de E. coli. Desta forma recorreu-se à modelagem 

computacional para a construção de um modelo de estrutura para servir como referência para 

as discussões deste projeto. A proteína Seril tRNA-Sintetase possui estrutura resolvida para 22 

organismos pertencente aos três domínios da vida, sendo que todas estruturas elucidadas 

foram determinadas por cristalografia por raios-X. 

Para a construção do modelo foi realizado a busca por sequências de aminoácidos  

identicas à sequência da proteína SerRS de E. coli, a qual foi utilizada como molde para a 

procura. A busca foi realizada utilizando a ferramenta Protein BLAST (NCBI) contra o banco 

de dados das proteínas cujas estruturas já foram depositadas no banco de dados Protein Data 

Bank (PDB). 

O resultado de melhor qualidade em termos de identidade foi a proteína SerRS de 

Aquifex aeolicus (PDB ID: 2DQR;.A) recentemente resolvida e depositada no PDB por Itoh, 

Y. e colaboradores (trabalho a ser publicado). O alinhamento por meio da ferramenta Protein 

BLAST apresentou identidade de 55% e cobertura de 98%da sequência proteíca de SerRS em 

relação à sequência da mesma proteína de Aquifex aeolicus. 

 A modelagem por homologia jutamente com a modelagem por ambiente químico foi 

relizado pelo método ab initio utilizando o servidor I-TASSER (Zhang Lab). A qualidade do 

modelo foi investigada pelo uso do programa MolProbity (Duke Biochemistry) para a 

determinação do gráfico de Ramachandramm para o modelo estrutural teórico de SerRS 

gerado pelo program a I-TASSER (Zhang Lab). 

 

3.2 Obtenção de tRNAs 

 

3.2.1 Amplificação do gene do tRNA específico (selC) e das diferentes construções do 

tRNASec  

 

Para a análisar a participação do tRNASec específico na via de incorporação de 

selenocisteínas bem como investigar a afinidade deste por seus parceiros de interação, foi 

inicialmente necessário proceder com a obtenção in vitro de tRNASec bem como alguns de 

seus mutantes.  

O gene do tRNA Específico de Inserção de Selenocisteína (selC) de Escherichia coli 
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foi amplificado através da técnica de PCR a partir dos oligonucleotídios, comercialmente 

sintetizados (Sigma), representados abaixo: 

 

selC-Forward 

5’ACGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAAGATCGTCGTCTCCGGTGAGGCGGCTGGACTTCAAATCCAGTTG 

3’  

selC-Reverse 

5’TGGCGGAAGATCACAGGAGTCGAACCTGCCCGGGACCGCTGGCGGCCCCAACTGGATTTGAAGTCCAG 3’  

 

Para a construção dos mutantes de tRNASec de E. coli, foram desenhados 

oligonucleotídeos com mutações pontuais, sendo que cada região modificada foi substituída 

por regiões correspondentes de uma isoforma do tRNA transportador de serina (tRNASer) de 

E. coli. Os primers referentes às construções do DNA molde com as defidas modificações 

desejadas para a síntese de tRNAs mutantes foram desenhados e cedidos pelas Dra. Lívia 

Manzine e Dra. Jaqueline  Evangelista. 

Em todos os oligonucleotídeos utilizados como moldes para amplificação de tRNASec 

e seus mutantes foram adicionados a sequência promotora para ligação da enzima T7 RNA 

polimerase (Thermo Fisher). 

  As sequências dos genes de cada mutante são mostradas abaixo, sendo destacada nos 

mutantes as regiões que foram substituídas pelas regiões de uma isoforma do tRNA 

carregador de serina. A isoforma de tRNASer (carregador de serina) de E. coli utilizada contém 

a trinca GGA como bases do anticódon. Sua sequência está indicada abaixo, bem como as 

regiões substituídas para os tRNAs mutantes. Entretanto, esta sequência não foi amplificada e 

utilizada neste trabalho. 

 

Gene de tRNASer de E. coli utilizado como referência para as mutações: 

5’GTGAGGTGTCCGAGTGGCTGAAGGAGCACGCCTGGAAAGTGTGTATACGGCAACGTATCGGGGGT

TCGAATCCCCCCCTCACCGCCA 3’ 

*** região substituída no mutante do braço aceptor (14 bases) 

*** região substituída no mutante do braço D (17 bases) 

*** região substituída no mutante do braço anticódon (17 bases) 
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*** região substituída no mutante ou deletada do braço variável (14 bases) 

*** região substituída no mutante do braço TψC (17 bases) 

 

Com base nestas análises, os oligonucleotídeos para cada tRNA mutante após as 

devidas substituições podem ser verificados abaixo: 

 

Mutante do braço aceptor 

5’ACGAATTCTAATACGACTCACTATAGGTGAGGGTCGTCTCCGGTGAGGCGGCTGGACTTCAAATCC

AGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGGGCAGGTTCGACTCCTGTCCTCACCGCCA3’ 

Mutante do braço D 

5’ACGAATTCTAATACGAACTCACTATAGGGAAGATCGTTCCGAGTGGCTGAAGGAGCTGGACTTCAA

ATCCAGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGGGCAGGTTCGACTCCTGTGATCTTCCGCCA3’ 

Mutante do braço anticódon 

5’ACGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAAGATCGTCGTCTCCGGTGAGGCGGCACGCCTGGAAA

GTGTGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGGGCAGGTTCGACTCCTGTGATCTTCCGCCA3’ 

Mutante do braço variável através de deleção total do braço variável (Var1) 

5’ACGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAAGATCGTCGTCTCCGGTGAGGCGGCTGGACTTCAAAT

CCAGTGGCAGGTTCGACTCCTGTGATCTTCCGCCA3’ 

Mutante do braço variável através de substituição total do braço (Var2) 

5’ACGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAAGATCGTCGTCTCCGGTGAGGCGGCTGGACTTCAAAT

CCAGTATACGGCAACGTATGGCAGGTTCGACTCCTGTGACTTTCCGCCA3’ 

Mutante do braço TΨC 

5’ACGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAAGATCGTCGTCTCCGGTGAGGCGGCTGGACTTCAAAT

CCAGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGGGGGGTTCGAATCCCCCGATCTTCCGCCA3’ 

 

Em azul: região substituída no mutante do braço variável (17 bases); em vermelho: 

região substituída no mutante do braço aceptor (14 bases); em amarelo: região substituída no 

mutante do braço TΨC (17 bases). 

Além destes, foi desenhado oligonuleotídeos para o tRNA carreador de alanina 
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(tRNAAla) de E. coli com a trinca TGC como anticódon (gene com 76 pares de bases), pois 

esta é a isoforma mais abundante neste organismo de acordo com o banco de dados GtRNAdb 

(Baskin Engineering). Este tRNA foi utilizado como controle negativo para as interações 

relacionadas ao tRNASec e seus mutantes durante este trabalho. 

 

Gene de tRNAAla de E. coli utilizado como controle negativo: 

5’GGGGCTATAGCTCAGCTGGGAGAGCGCCTGCTTTGCACGCAGGAGGtCTGCGGTTCGATC 3’  

 

Com base nestas modificações pontuais realizadas pelo desenho dos 

oligonucleotídeos, os tRNAs mutantes devem possuir estruturas secundárias específicas como 

pode ser observado pela Figura 9 a seguir.  

 

 
Figura 9 –  Representação esquemática das sequências dos tRNAs mutantes. Modelos gerados com o auxílio do 

programa ModeRNA server (Genesilico). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A amplificação do DNA molde de cada tRNA foi realizada pelo protocolo apresentado 

na Tabela 1. Iniciou-se com o aquecimento a 94 °C por 90 s para a completa desestabilização 

de eventuais elementos de estrutura secundária, os ciclos posteriores consistem em um passo 

de incubação a 94 °C por 30 segundos seguidos pelo passo de anelamento a 40 °C por 30 
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segundos e por fim um passo de elongação a 72 °C por 30 segundos. Repetido esse ciclo por 

35 outras vezes, a amostra foi então incubada a 4 °C para preservação e posterior utilização. 

 

Tabela 1 – Condições da reação de amplificação para o gene selC de Escherichia coli. 

Reagentes Volume (μL) 

Tampão da enzima Taq DNA polimerase (sem cloreto de magnésio) [10X] 10 

dNTPs [10 mM] 3 

MgCl2 [50 mM] 2 

Oligo nucleotídeo 5' do gene [100 pmol/μL] 1 

Oligo nucleotídeo 3' do gene [100 pmol/μL] 1 

Taq DNA polimerase Platinum [5 U/μL] 1 

Água deionizada q.s.p. 100 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

O resultado da reação foi submetido à purificação através de eletroforese em gel de 

agarose 2% contendo SYBR® Safe a 100 V, 400 mA por aproximadamente 40 minutos. O gel 

foi observado em transluminador a 420 nm e o fragmento de interesse foi recuperado 

utilizando o kit Perfect Gel Cleanup (Eppendorf), obtendo-se cerca de 100 ng/µL de 

concentração ao final da purificação. A quantificação do rendimento foi realizada utilizando o 

espectrofotômetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) no modo DNA50 utilizando, como 

referência da medida, água deionizada. 

 

3.2.2 Transcrição do gene do tRNA específico (selC) e tRNAs mutantes 

 

Com o resultado da reação de amplificação do gene selC, deu-se continuidade à 

obtenção do tRNAsec com a utilização do kit comercial MEGAscript® T7 (Ambion). 

O volume de DNA molde foi determinado como sendo a quantidade, em μL, 

necessária para obter 250 ng de DNA. Após a adição dos reagentes de acordo com as 

especificações do fabricante (Tabela 2), a reação foi incubada por um período de 16 a 24 

horas a 37° C. 
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Tabela 2 – Condições da reação de transcrição in vitro para o tRNASec de E. coli. 

 

Reagentes Volume (μL) 

Tampão [10 X] 2 

ATP 2 

CTP 2 

GTP 2 

UTP 2 

DNA molde (250 ng) Χ 

Enzima Mix 2 

Água livre de RNAses q.s.p. 20 

χ = Quantidade em μL necessária para se obter 250 ng de DNA. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Após a transcrição, a amostra foi submetida ao processo de purificação. Para isto, 

adicionou-se à amostra ao final do processo de transcrição 1 μL de DNAse Turbo (Ambion), 

para degradação do DNA molde utilizado, incubando-se por 15 minutos à 37 °C. Procedeu-se 

com a extração utilizando fenol e clorofórmio, adicionando-se 200 μL de fenol e 

homogeneização utilizando um vórtex por 30 segundos, seguida por posterior centrifugação à 

10.000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Repetiu-se o procedimento análogo com o 

clorofórmio. 

Para precipitação do RNA produzido, adicionou-se 2,5 volumes de etanol RNasefree 

100% e 0,1 volume de acetato de sódio 3 M pH 4,7 RNasefree, e incubou-se o material por 16 

h a -20 ° C para otimizar a precipitação do tRNA. 

Posteriormente, centrifugou-se a 13.200 rpm por 45 minutos à 4 °C e adicionou-se 

etanol RNasefree 70% previamente gelado. O produto foi centrifugado e o sedimento seco foi 

ressuspenso em 50 μL de água livre de RNAse seguido por mais uma incubação a 40 °C até 

completa dissolução. 

Após a purificação dos tRNAs, é necessário obtê-los em seu correto enovelamento. O 

enovelamento dos tRNAs se deu em banho térmico a 80 °C com decréscimo contínuo da 

temperatura até 35 °C quando então é necessário adicionar à amostra cloreto de magnésio 

livre de Rnases em concentração final de 20 mM e então deixar que a amostra atinja a 

temperatura ambiente. A quantificação do rendimento foi realizada utilizando o 

espectrofotômetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) no modo RNA40 utilizando, como 
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referência da medida, água livre de RNases. 

 

3.2.3 Marcação covalente dos tRNAs com reagentes fluorescentes 

 

Com o objetivo de realizar experimêntos fluorimétricos, procedeu-se com uma 

marcação dos tRNAs por meio de um agente fuorescente sensível. Para isto, foi utilizado o kit 

de marcação ‘‘5' EndTag Nucleic Acid Labelling System” (Vector Laboratories) que é 

amplamente utilizado para ligar covalentemente fluoróforos na extremidade 5’ de DNAs ou 

RNAs. 

As marcações de todos os tRNAs descrito neste trabalho foram realizadas de acordo 

com o protocolo sugerido pelo fabricante. Inicialmente o tiofosfato é transferido a partir do 

ATPγS para a extremidade 5’-OH do tRNA pela enzima T4 polinucleotídeos quinase. Em 

seguida, foi utilizado diacetato de fluoresceína 5-maleimida (Sigma) como fluoróforo 

específico que interage com os grupos tiol e é então covalentemente ligado ao tRNA 

conforme ilustrado abaixo: 

 
Figura 10 –   Esquema da reação de marcação de tRNAs com fluoresceína maleimida através do kit comercial 

(Sigma).  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Após realizada a ligação covalente com o fluoróforo, é necessário que o tRNA 

novamente recupere seu correto estado de enovelamento. Para isto, novamente o tRNA é 

aquecido a 80 ºC e deixado resfriar até a temperatura ambiente, uma vez que esta amostra já 

contém 20 mM de cloreto de magnésio. 

 

3.3 Monitoramento do enovelamento dos tRNAs por Dicroísmo Circular (CD) 

 

Para inferir o estado de enovelamento dos tRNA e posteriormente, das proteínas SelB 

e SerRS recorreu-se ao uso da Espectroscopia de Dicroísmo Circular (CD). A Espectroscopia 
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de Dicroísmo Circular (CD) se baseia na interação diferenciada de moléculas assimétricas ao 

serem submetidas à luz circularmente polarizada à direita e à esquerda.(62-63) Desta forma, o 

Dicroísmo Circular é definido como a diferença de absorção entre a luz circularmente 

polarizada à direita e á esquerda e seus valor geralmente é expresso em elipsidade (θ) por 

meio de um espectro de CD.(63) A técnica é, portanto, intrinsicamente dependente da 

quiralidade das moléculas em análise que absorvem luz diferentemente à esquerda e à direita 

(devido aos diferentes coeficientes de extinção da molécula para cada polarização) bem como 

da conformação e ao solvente em que a amostra apresenta. 

Por meio deste princípio, o Dicroísmo Circular é amplamente utilizado para realizar o 

monitoramento das estruturas secundárias de proteínas, ácidos nucleicos e sacarídeos, bem 

como inferir alterações nas estruturas secundárias em função da variação de temperatura, 

solvente ou presença de ligantes.(63) 

Com o intuito de caracterizar e comparar a estabilidade térmicas do tRNASec, mutantes 

bem como do controle negativo tRNAAla, experimentos de dicroísmo circular com variação 

térmica foram realizados (VT-CD). As medidas de CD foram realizadas em um 

espectropolarímetro Jasco J-715 (Jasco Corporation, Japão) em cubetas de camino óptico de 1 

mm acoplado ao sistema de variação térmica Peltier. Para as medidas de CD, amostras 

contendo 0,6 mg/mL de tRNA em água livre de RNase e 20 mM de cloreto de magnésio 

tiveram os espectros de CD registrados. Para as medidas referentes aos espectros de cada 

tRNAs, uma média de 8 varreduras a taxa de 100 nm/min foi realizada num intervalo de 

comprimento de onda de 205 nm a 320 nm. As medidas de CD foram obtidas em triplicatas e 

os resultados foram expressos em milielipticidade (mdeg).  De todos os espectros de CD 

foram devidamente subtraídas as contribuições dos tampões dos seus respectivos espectros.  

Para as medidas de variação térmica, foram monitorados os valores de CD no 

comprimento de onda de 268 nm e a faixa de variação térmica se deu no intervalo de 10 ºC a 

90 ºC, sendo que os espectros foram registrados a cada 10 ºC. Por meio da mudança da 

elipsidade em função da variação da temperatura, é possível analisar o pareamento das bases 

do tRNA essenciais para a manutenção da estrutura secundária e garantir o correto 

enovelamento para os posteriores experimentos.(64) 

Os espectros foram registrados pelo programa Spectra Manager (JASCO) e a 

deconvolução dos espectros foi realizada utilizando o programa CDTools.(65) Os dados 

obtidos foram tratados e analisados utilizando o software Origin 8.6 por meio do ajuste 

sigmoidal pela função de Boltzmann. 
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3.4 Obtenção da Proteína SelA 

 

A proteína Selenofosfato Sintase (SelA, E.C. 4.2.1.-) em solução se apresenta na forma 

de um homodecâmero, consistindo em um pentâmero de dímeros. Cada subunidade desta 

proteína possui 463 resíduos e massa molecular aproximada de 50,6 kDa.(66-67) 

O protocolo de obtenção da proteína SelA de Escherichia coli foi previamente 

determinado pela Dr. Lívia Manzine  e pelo aluno de doutorado Vitor Hugo Balasco Serrão. 

Esta proteína já foi amplamente estudada pelo nosso grupo de pesquisa com trabalhos 

publicados. (34, 68-70) 

Para a obtenção de SelA, inóculos de 10 mL de meio LB contendo canamicina (30 

µg/mL) e ampicilina (25 µg/mL) são incubados por 16 h sob agitação de 80 rpm por 37 ºC. 

Então é realizado a ampliação de escala de 1:100 em volume, seguido por crescimento celular 

a 37 ºC, 150 rpm por aproximadamente 3 h até que a densidade óptica atingir D.O.600nm 1,0. 

Ao atingir esta etapa, 0,1 mM de IPTG (isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo) é adicionado e a 

indução é conduzida por mais 2 horas, quando ao fim as células são centrifugadas na rotação 

de 4.500 rpm por 45 min a 4 ºC. As celulas foram ressuspendidas em tampão 20 mM de 

fosfato de potássio pH 7,5 e 10 µM PLP, já que a proteína SelA é uma enzima PLP-

dependente. 

Para prosseguir com a lise celular, lisozima na concentração de 10 µg/mL foi 

adicionado e posteriormente incubado por 30 min para o quebra do peptidoglicano da parede 

celular bacteriana. A lise foi conduzida por pulsos de ultrassom de 20 s de duração, espaçados 

por um intervalo de tempo de 45 s por 5 min. Após o processo de lise, as células foram 

centrifugadas a 13.500 rpm por 45 min a 4 ºC. 

O extrato proteíco foi então colocado em béquer contendo gelo ao redor para garantir 

baixas temperaturas e mantido a agitação constante à 60 rpm para a realização do processo de 

purificação por salting-out por meio da adição de 25% (m/v) de sulfato de amônio (NH3)2SO4 

por 15 min. 

O precipitado foi ressuspendido em tampão de lise (20 mM de fosfato de potássio pH 

7,5) e aplicado na coluna HiTrap Desalting (GE) acoplada em sistema de cromatografia 

líquida (ÅKTA-GE) para retirar o excesso de sulfato de amônio utilizado para precipitação. 

Às frações obtidas, foi adicionado 20% (m/v) de Nycodenz® seguido por incubação em gelo 

por 30 min. A amostra foi então concentrada em concentradores Amicon (corte de 50 kDa) a 

3.000 rpm até o volume final de aproximadamente 1 mL. Atingido este volume, a amostra foi 

submetida à cromatografia de exclusão molecular em coluna Superdex 200 HL (16/60). 
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3.5 Expressão e purificação do Fator de Elongação específico SelB 

 

 A expressão e purificação da do Fator de Elongação em E. coli (SelB) já vem sido 

descrita desde os anos 1990, entretanto até então apresentando um baixo rendimento, cerca de 

0,2 mg por litro de cultura. (28,42,71) 

 Em colaboração com o aluno de doutorado Vitor Hugo Balasco Serrão, um novo 

protocolo de expressão e purificação de SelB foi realizado como um método alternativo para 

os protocolos previamente descritos. Este novo método se destaca pelo encurtamento de 

etapas no processo de purificação além de garantir um aumento significativo no rendimento 

proteíco (cerca de 2 mg por litro de cultura) como descrito a seguir. 

 O plasmídeo pT7-6 SelBH6 contendo o gene selB foi gentilmente cedido pela Profa. 

Dr. Marina Rodnina (Department of Physical Biochemistry - Max Planck Institute for 

Biophysical Chemistry). O plasmídeo possui marca de seleção para ampicilina e promotor T7 

além da adição de uma cauda de hexa-histidina na porção C-terminal da proteína, construção 

esta já utilizada em trabalhos prévios.(43,53,71) Este gene foi incialmente transformado em 

cepas de E. coli DH5-α para a a amplificação da quantidade de DNA molde, seguido por 

confirmação da presença do inserto pela técnica de PCR utilizando primers específicos para 

SelB. 

  Prosseguiu-se então as etapas de expressão da SelB. Para isto, uma nova 

transformação foi realizada, agora utilizando como sistemas de expressão as cepas E. coli 

BL21 (λ-DE3) e E. coli WL81460 (λ-DE3), esta é uma cepa deficiente gene selC, portanto 

não produzindo o tRNASec endógeno que poderia ser eventualmente copurificado com a 

amostra de interesse. A escolha da cepa E. coli WL81460 provém da necessidade de elucidar a 

especificidade entre o tRNASec aos demais componentes da via de incorporação de 

selenocisteína. 

Uma vez confirmada a presença do gene de interesse ligado ao vetor de expressão, 

prosseguiu-se às etapas de expressão da proteína SelB. As condições de expressão foram às 

seguintes: inicialmente, o aumento na escala de 1:100 em volume de cultura celular 

previamente crescida por 16 h, procedeu-se com crescimento sob agitação em 150 rpm, 37 ºC 

por aproximadamente 6 h em meio LB contendo canamicina (30 μg/mL) e ampicilina (25 

μg/mL) para a cepa E. coli WL81460, e por aproximadamente 5 h em meio LB contendo 

ampicilina (25 μg/mL) para a cepa E. coli BL21, até que se atingir a densidade óptica 

(D.O.600nm) de 1,0. Nesta etapa, iniciou-se a indução por meio da adição de a 0,1 mM de IPTG 

por mais 3 h, seguido por centrifugação a 4.000 rpm, 4 ºC, por 1 h. As células foram lavadas 
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em tampão A (200 mM ácido bórico pH 7,0; 10 mM MgCl2), seguido por centrifugação a 

13.500 rpm, 4 ºC por 45 min e descartado a fração sobrenadante. Após esta etapa de lavagem, 

o precipitado foi novamente ressuspenso agora com tampão B (200 mM ácido bórico; 1 M 

NaCl, 10 mM MgCl2; 1 mM 2-mercaptoetanol; 200 μg/mL PMSF). A lise celular foi realizada 

por meio da adição de lisozima (10 μg/mL) seguida por lise por pulsos de ultrasom (ciclo: 20 

s On, 45 s Off, tempo total de 2 min 20 s), então o extrato lisado foi novamente submetido à 

centrifugação a 13.500 rpm, 4 ºC por 45 min, obtendo-se assim os extratos proteícos brutos. 

Como a proteína SelB é expressa com a adição de uma calda hexa-histida fusionada a 

porção C-terminal, foi possível proceder a purificação explorando a técnica de cromatografia 

por afinidade por metais. Após um passo de filtragem do extrato bruto em filtros de 0,22 μm, 

a purificação de SelB foi realizada em coluna de afinidade onde havia previamente depositado 

cerca de 3 mL de resina de cobalto (Co2+) (Talon). A lavagem foi realizada com cerca de 30 

mL de tampão C (200 mM ácido bórico; 1 M NaCl, 10 mM MgCl2; 1 mM 2-mercaptoetanol; 

200 μg/mL PMSF; 10 mM imidazol) e a eluição foi obtida em 12 mL de tampão D (200 mM 

ácido bórico; 1 M NaCl, 10 mM MgCl2; 1 mM 2-mercaptoetanol; 200 μg/mL PMSF; 100 mM 

imidazol). 

Com o objetivo de analisar interações do tipo tRNA-proteína, é necessário que a 

amostra obtida seja ausente de qualquer RNA endógeno que possivelmente possa ser 

copurificado. Para isto, a amostra foi submetida a um tratamento adicional por meio da adição 

de RNase. Para a completa degradação do RNA endógeno que eventualmente era 

copurificado, adicionou-se RNase A (1 μg/mL) na amostra purificada em em ambas as cepas 

de expressão  e incubou-se a 4 ºC por 16 h. 

Após o processo de degradação do RNA endógeno, a amostra foi concentrada em 

concentradores Amicon (corte de 50 kDa) e então procedeu-se a diálise para tampão E 

(100mM fosfato de potássio pH 7,0; 0,5 mM EDTA; 150 mM NaCl; 5 mM MgSO4). 

Por fim, a amostra foi concentrada até o volume de 500 μL para a injeção no ÅKTA 

onde foi submetida a cromatografia de exlusão molecular com a utilização da coluna 

Superdex 75 10/30 (GE) previamente equilibrada com tampão E. As frações obtidas para cada 

passo da purificação foram submetidas em gel desnaturante de poliacrilamida 15% (SDS-

PAGE) para o acompanhamento das etapas de purificação e análise do grau de pureza da 

amostra. 

Com o intuito de inferir se as amostras purificadas analisadas eram referentes à 

proteína de interesse, foram realizados experimentos de Espectrometria de massas (MS) e 

Western Blot (WB). Os ensaios de espectroscopia de massas foram realizados em colaboração 
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com o Dr. Edson Crusca (Departamento de Físico Química – UNESP/Araraquara) utilizando 

o espectrômetro micrOTOF-QII (Bruker Daltonics) em coluna - coluna Acclaim PepMap® 

RSLC, 75 µm x 150 mm, C18, 2 µm, 100 Å (cod. 164534). Para este experimento, a fração 

contendo a proteína de interesse foi recortada do gel e descorada com 50% metanol e 2,5% 

ácido acético. Esta solução é retirada do gel e é feita a desidratação com adição de 100% 

acetonitrila. Após a remoção desta solução, a amostra é evaporada e é adicionado 10 mM de 

DTT até cobrir o gel, em seguida é realizada a alquilação com a adição de 50 mM 

iodoacetamida. O gel é então lavado com 100 mM bicarbonato de amônio submetido a 

digestão pela adição adição de 1 μg de tripsina (Sigma). Já os ensaios de Western Blot foram 

realizados em colaboração com a aluna de mestrado Jéssica Fernandes Scortecci e sua 

metodologia será descrita futuramente na Seção 5.2.3. 

 

3.5.1 Determinação da presença de RNAs endógenos 

 

Para a detecção de RNAs endógenos que possívelmente eram copurificados junto à 

proteína SelB até o passo de cromatografia por afinidade, foi utilizado o espectrofotômetro 

Qubit (Invitrogen) por meio do ensaio de RNA Quant-iT.(72) O tratamento com RNase foi 

realizado ao final do processo de purificação por cromatografia de afinidade por metal para as 

cepas E. coli BL21 (λDE3) e E. coli WL81460. 

O processo consiste pela adição de RNase A (1 μg/mL) seguido por incubação a 4 ºC 

em diferentes tempos. Para estes ensaios foram preparados a solução de trabalho por meio da 

diluição na proporção de 1:200 em volume do reagente Working Solution ao mesmo tampão 

em que estava a proteína em um volume final de 200 µL. Antes da adição da etapa de 

degradação por RNase, a proteína SelB resultante do passo de cromatografia por afinidade em 

tampão D era dializada para o tampão E e submetido à cromatografia de exclusão molecular. 

Portanto, o tampão utilizado nas análises de Qubit e na diluição da solução de trabalho foi o 

tampão E. Além disto, foram preparadas as soluções padrão diluindo o as solução Standard 1 

e Standard 2 presentes no kit de reagentes do Qubit. A diluição das soluções padrão foi 

realizada na adição de 10 µL de reagente em 190 µL de tampão E. Já a amostra de proteína a 

ser analisada, foi preparada em outro tubo com a adição de 20 µL em 180 µL de solução de 

trabalho. Todas estas soluções foram preparadas em tubos de PCR específicos fornecidos pelo 

kit do Qubit. Os tubos foram então agitados em vortex por 30 s e incubados à temperatura 

ambiente antes das medições. 

Para as medidas das concentrações de RNA presentes no produto final de purificação 
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da proteína SelB, foi primeiramente realizada a curva de concentrações por meio das medidas 

dos padrões: soluções  Standard 1 e Standard 2. Basicamente, a medida destas soluções 

padrão dão ao software dois pontos de calibração, onde se pode estimar uma reta. Em seguida, 

a amostra contendo a proteína é submetida ao fluorímetro e baseado nas soluções padrão é 

quantificada a concentração dos RNAs endógenos. Foram coletados os valores de absorbância 

por métodos fluorimétricos referentes à RNAs imediatamente antes da adição de RNase, e em 

1 h e 18 h após o tratamento com Rnase A.  

 

3.5.2 Quantificação de GTP endógeno 

 

Uma vez que SelB é uma proteína com atividade GTPase assim como todos os fatores 

de elongação, espera-se que o produto final de purificação possa vir com a presença de 

nucleotídeos de guanina copurificados. Deste modo, utilizou-se a Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (HPLC) como uma técnica sensível para a detecção da presença de 

nucleotídeos endógenos de acordo com ensaios previamente estabelecidos.(73) Para as 

análises de HPLC, foi utilizado o equipamento Waters 2695/2487 com a coluna de troca 

iônica DEAE 5 PW, 7,5 mm x 7,5 cm (Waters) acoplada e a absorbância dos nucleotídeos a 

253 nm foi monitorada. 

Para prosseguir com estas análises, 20 μM de SelB havia sido preparado em adição de 

1,5 M HClO4 gelado e incubado durante 10 min a 4 ºC. As proteínas desnaturadas foram 

precipitadas por centrifugação a 16.000 g durante 10 minutos a 4 ºC. Em seguida, foram 

adicionados 100 μL de 3M KOH, 80 μL de 5 M ácido acético e 100 μL de 1 M K2HPO4 em 

600 μL de sobrenadante recolhido no passo anterior, e então armazenado a -20 ºC por 18 h 

para a precipitação das proteínas. Antes da injeção na HPLC, as amostras foram rapidamente 

descongeladas e centrifugadas a 13.500 rpm durante 1 h a 4 °C. Desta forma, garante-se que a 

proteína seja precipitada e é então analisada a fração correspondente ao sobrenadante, a qual 

possívelmente possui os nucleotídeos de interesse. 

Além da quantificação da presença de nucleotídeos endógenos, foi também realizada a 

medida do consumo de GTP em função do tempo. A reação foi conduzida por 60 minutos a 25 

°C após a adição de 100 mM de GTP. Desta solução, frações de 100 μL foram recolhidas nos 

seguintes tempos: 0, 5, 10, 15, 30, 45 e 60 min. Para interromper a reação de consumo de 

GTP, as frações são então congeladas em nitrogênio líquido e então são descongeladas em 

banho térmico a 65 °C (temperatura acima do Tm de SelB) até à completa desnaturação e 

inibição da reação. Em seguida as amostras são centrifugadas a 13.500 rpm por 30 min a 4 °C 
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e então injetadas no HPLC. A coluna foi previamente equilibrada com tampão A de HPLC a 

90% (fosfato de potássio 100 mM pH 7,0) e tampão B de HPLC a 10% (100 mM fosfato de 

potássio pH 7,0 e 1 M cloreto de sódio). 

Para cada condição, 100 μL de amostras foram submetidas a cromatografia de troca 

iônica com fluxo de 1 mL/min com uma variação percentual do tampão A de HPLC e do 

tampão B de HPLC linearmente durante 10 min. Ao fim da análise, aumentou-se a 

concetração tampão A de HPLC até 100% por 12 min no total retornando às condições iniciais 

gradiente para prosseguir com a próxima injeção. 

A cinética de consumo de GTP na presença de tRNASec também foi realizada. Para 

isto, SelB na presença de 100 mM GTP foi previamente incubado nos mesmos tempos 

analisados (0, 5, 10, 15, 30, 45 e 60 min) com 20 μM de tRNASec. Utilizou-se o mesmo 

procedimento para preparar a amostra para injetar no HPLC. Os outros complexos foram 

preparados todos nas mesmas condições experimentais e os cromatogramas foram analisados 

utilizando programa Origin 8.6 (OriginLab). 

 

3.6 Obtenção de SerRS 

 

3.6.1 Amplificação e clonagem de serRS 

 

O gene contendo a sequência da proteína SerRS foi amplificado pela técnica de PCR a 

partir do DNA geômico de E. coli. Para isto, foram feitas duas construções de primers visando 

diferentes formas de ligação nos vetores, o que influenciaria futuramente na escolha de 

técnicas de purificação. O primer sense contendo um sítio de clivagem para a enzima NcoI foi 

utilizado em comum para ambas as construções. Na primeira construção, o primer reverse 

adiciona um códon de parada ao gene amplificado Já na segunda construção não há esta 

adição artificial de um stop codon, assim neste caso a amplificação só terminaria no códon de 

parada presente nos possíveis vetores em que o gene amplificado fosse ligado. Em ambas as 

construções o sítio de clivagem para os primers reverse são para a enzima XhoI. Foi utilizado 

ampicilina como agente restringente para a seleção das colônias positivas. Os oligos 

referentes às estas duas construções são indicados a seguir: 
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SerRS_For_NcoI: 

5’ CATGCCATGGCATGCTCGATCCCAATCTGCTGCG 3’ 

SerRS_Stop_Rev_XhoI: 

5’ CCGCTCGAGTGATTAGCCAATATATTCCAGTCCGTTC 3’ (com stop códon) 

SerRS_Rev_XhoI:  

5’ CCGCTCGAGGCCAATATATTCCAGTCCGTTC 3’ (sem stop códon – usar a cauda do vetor) 

 

Desde esta etapa foi planejado o método de purificação e, portanto, em quais vetores 

de expressão seriam adicionados. Escolheu-se trabalhar com o vetor de expressão pET32(a) 

pois este tem como característica a propriedade de adicionar uma cauda tioredoxina (Trx) de 

109 aminoácidos na porção N-terminal da proteína, o que confere significativo ganho na 

capacidade de solubilidade a proteínas com enovelamento que possam ser complexos.(74) 

A amplificação do gene serRS (1.292 pb) foi realizada em termociclador (Bio-Rad 

Laboratories) de acordo com o protocolo indicado na Tabela 3. 

 

Tabela 3 – Reação de amplificação do gene serRS de E. coli. 

 

Reagentes Volume (μL) 

Tampão [10 X] 5 

dNTP 1 

Primer Foward 1 

Primer Reverse 1 

MgCl2 (25 mM) 4 

DNA genômico 1 

Taq DNA polimerase Phusion® High-Fidelity 

(BioLAbs) 

1 

Água deionisada q.s.p. 50 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Para o processo de amplificação, a amostra foi submedida ao seguinte ciclo: 

aquecimento a 94 ºC por 5 min inciais, em seguida o ciclo de repetições se deu por uma etapa 

a 94 ºC por 45 min, resfriamento a 55 ºC por 45 s e novo aquecimento a 72 ºC por 90 s. Este 

ciclo foi repetido por 35 vezes, sendo então deixado o sistema a temperatura fixa de 72 ºC por 

7 min a fim de favorecer o completo anelamento do DNA. Por fim a amotra foi resfriada a 4 

ºC para armazenamento. 
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Uma vez amplificado o gene serRS, prosseguiu-se com a ligação no vetor de 

amplificação comercial pJET1.2/blunt (Thermo Fisher Scientific). O protocolo de ligação foi 

realizado conforme indicado pelo fornecedor de acordo com a Tabela 4 e então a amostra foi 

incubada a 37 ºC por 16 h. 

 

Tabela 4 – Reação de ligação ao pJET1.2/blunt (Thermo Fisher Scientific). 

Reagentes Volume (μL) 

Tampão de Reação 2X 10 μL 

Produto da pcr (gene serRS de 1292 pb) Γ 

pJET1.2/blunt 1 μL 

T4 DNA Ligase 1 μL 

Àgua deionisada q.s.p. 19 μL 

Volume total 20 μL 

Onde γ corresponde ao volume em μL necessário para a obtenção de 64,6 ng de DNA proveniente da reação de 

PCR. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Uma vez ligado no vetor de propagação, o plasmídeo contendo o gene de interesse foi 

submetido à transformação química em cepa de E. coli DH5-α para amplificação do DNA. 

Para o processo de transformação, células competentes de E. coli DH5-α foram 

descongeladas em gelo por 20 min e então foi adicionado 100 ng de DNA proveniente do 

produto da ligação previamente preparado em tampão de transformação (100 mM KCl, 30 

mM CaCl2, 50 mM MgCl2, 1,5% PEG 6000 (m/v) em água Mili-Q autoclavada). Após a 

adição do plasmídeo exógeno, as células foram incubadas em gelo por mais 30 min, e então 

foi realizado o choque térmico ao transferir as células para temperatura ambiente por 10 min. 

Por fim, as células foram colocadas em 1 mL de meio LB para crescimento bacteriano, sendo 

mandidas em agitação a 80 rpm, 37 ºC por 50 min. Após o crescimento, as células foram 

plaqueadas em meio LB sólido contendo ampicilina (25 μg/mL) como agente restringente.  

Após o crescimento e a seleção das colônias em meio sólido, realizou-se a extração do 

DNA plasmidial para a confirmação da presença do inserto por meio da técnica de PCR e 

digestão com as enzimas específicas. O DNA plasmidial foi então digerido com as enzimas de 

restrição FastDigest NcoI e XhoI (Fermentas), e ligado no vetor de expressão pET32(a) 

também digerido com estas mesmas enzimas conforme o protocolo realizado para a ligação ao 
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vetor de clonagem pJET1.2/blunt (Thermo Fisher). Novamente foi realizada uma 

transformação na cepa de amplificação E. coli DH5-α para a obtenção de um maior número 

de cópias do plasmídeo contendo o gene de interesse inserido no vetor de expressão. Por fim, 

o plasmídeo contendo o gene de interesse foi transformado em cepas de expressão E. coli 

BL21 (λ-DE3) para posteriores ensaios de expressão. 

 

3.6.2 Expressão e purificação de SerRS 

 

Para a expressão da proteína a partir do gene serRS-pET32(a) incialmente foi 

preparado inóculo contendo ampicilina (25 μg/mL) sendo previamente incubado por 16 h sob 

agitação de 80 rpm a 37 ºC. Posteriormente, foi realizado a ampliação de escala para um 

volume maior na proporção de 1:100 o qual foi submetido a agitação de 150 rpm a 37 ºC por 

cerca de 3 h 30 min, quando a 600 nm atinge o valor de 0,6. Então o meio celular foi 

submetido à indução por meio da adição de 0,5 mM de IPTG e foram realizados diferentes 

testes para se determinar o melhor tempo de indução. O monitoramento da eficiência do 

tempo de indução foi feio por meio da análise em gel SDS-PAGE 12%, sendo que o melhor 

resultado para o tempo de indução foi obtido para 18 h de indução, com agitação de 150 rpm a 

37 ºC. 

Uma vez realizado as etapas de expressão e indução, as células foram centrifugadas 

em rotação de 4.000 rpm a 4 ºC e ressuspendidas no tampão de lise 50 mM fosfato de potássio 

pH 7,4; 500 mM NaCl; 10 mM MgCl2; 1 mM 2-mercaptoetanol; 2% glicerol. Em seguida, 

procedeu-se a lise celular por meio da adição de lisozima (10 µg/mL) seguida por sonicação 

(ciclo: 30 s On, 50 s Off, tempo total de 5 min) e o extrato foi submetido à centrifugação a 

13.500 rpm, 4 ºC por 45 min. 

Uma vez que o pET32(a) adiciona uma cauda de hexa-histidina fusionada ao domínio 

N-terminal, também foi explorada a técnica de cromatografia por afinidade por metais para a 

purificação de SerRS.  

Para a purificação, resina de níquel (Ni2+) (Talon) foi previamente decantada na 

coluna, por onde foi adicionado o extrato bruto após filtragem em filtros de 0,22 μm. A 

lavagem foi realizada com 30 mL do tampão de lise com acréscimo de 20 mM de imidazol e a 

eluição foi realizada com a adição de 10 mL do tampão de lise com acréscimo de 100 mM de 

imidazol. 

Após esta primeira etapa de purificação, obtém-se a proteína fusionada à cauda 

tiorredoxina adicionada pelo pET32(a). Como já é previamente descrito que a porção N-
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terminal de SerRS possui o domínio de interação aos tRNAs,(3,25) é desejável que se obtenha 

SerRS com a extremidade N-terminal livre da cauda de tiorredoxina. Para isso foi necessário 

um passo adicional da digestão da cauda para obter ao final a proteína com a tiorredoxina 

removida. 

Após eluída de forma pura da coluna de afinidade, a amostra foi concentrada em 

concentradores Amicon (corte de 30 kDa) para a etapa de clivagem da cauda. A digestão foi 

realizado por meio da adição da enzima enteroquinase (BioLabs) na cencentração de 100 ng 

por grama de proteína a ser clivada a 37 ºC por 16 h. 

Como a proteína SerRS em solução está na forma de dímero, há a adição da cauda 

tiorredoxina em cada um de seus monômeros, desta forma é esperado que ao final da 

clivagem possam co-existir 3 populações: dímeros que tiveram clivagem da cauda em ambos 

monômeros, dímeros que tiveram clivagem da cauda em apenas um monômero e dímeros em 

que a cauda tiorredoxina não foi clivada. 

 
Figura 11 –  Esquema representativo das diferentes populações presentes ao final do processo de digestão da   

cauda Tiorredoxina.  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Portanto, a proteína foi submetida novamente à cromatografia por afinidade 

utilizando-se níquel como íon metálico. Entretando, agora a fração lavada pela coluna é a 

fração de interesse, uma vez que nesta deve ser eluída a proteína com a ausência de 

tiorredoxina. As proteínas que ainda estão fusionadas à tiorredoxina devem interagir com a 

coluna e são eluídas com a adição do tampão contendo imidazol. Como nesta etapa desejamos 

proteínas não fusionadas à tiorredoxina, esta fração não é de interesse para os experimentos 

descritos neste trabalho. 

Foram recolhidas frações de todas as etapas do processo de purificação e submetido à 
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análise em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE).  

 

3.6.3 Confirmação por Western Blot 

 

A técnica de Western Blot foi utilizada para a confirmação de que as amostras 

presentes em gel SDS-PAGE 15% correspondiam às amostras de interesse. Ao final da 

purificação, a proteína SelB é fusionada à cauda de hexa-histidina equanto que para a proteína 

SerRS passa por uma etapa adicional de clivagem. Para monitorar a presença da proteína nas 

etapas de purificação realizadas foi realizado o monitoramento da presença da cauda de hexa-

histidina por meio de análises de Western Blot com uso de anticorpos contra His-TAG 

(Sigma). Para o caso da proteína SerRS, os ensaios de Western Blot foram relevantes para o 

monitoramento da clivagem da cauda tiorredoxina. 

 As amostras presentes no gel SDS-PAGE foram inicalmente transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose por meio do equipamento Trans-Blot Transfer System Turbo (Bio-

Rad Laboratories) por 30 min, 20 V, 2.5 A. Em seguida a membrana foi corada com Ponceau 

1% por 2 min e descorado com água destilada. Uma vez descorada, a membrana foi 

submetida ao passo de bloqueiro utilizando solução salina tamponada com fosfato com 

Tween-20 (PBST) + 5% de leite em pó à temperatura ambiente sob leve agitação por 1 h. Em 

seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo primário contra a His-TAG (Sigma) com o 

título de 1:3000 em PBST com 1% de leite em pó por 2 h. A membrana foi então lavada com 

PSBT incubada com o anticorpo secundário (Sigma, peroxidase IgG anti-mouse conjugado 

numa titulação de 1:5000) em PBST durante 1 h 30 min. Após essa incubação, a membrana 

foi lavada novamente com PBST. O complexo proteína-anticorpo conjugado com peroxidase 

foi então tratado com uma solução de Luminol (1M Tris, pH 8,5, 0,22 mM ácido p. cumárico, 

1,24 mM luminol) contendo 0,3% de H2O2. Antes da adição do peróxido de hidrogênio, 

marcou-se as bandas do marcador com uma caneta fosforescente (Glow writer) para posterior 

visualização dos padrões moleculares. O sistema foi então mantido sob agitação por 2 min e 

revelados em um revelador digital C‑DiGit® Blot Scanner (Li-COR) e a visualização das 

imagens foi realizada através do programa Image StudioTM (Li-COR, Biosciences). 

 

3.7 Análise de Dicroísmo Circular para as proteínas SelB e SerRS 

 

Os espectos de Dicroísmo Circular (CD) foram coletados para as proteínas SelB e 

SerRS com o uso espectropolarímetro J-715 (JASCO Corporation, Japão), de modo 
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semelhante ao descrito na Seção 3.3. Nestes casos, a faixa de espectro utilizado foi entre 190 e 

280 nm, com resolução de 0,2 nm em cubeta de quartzo de camino óptico de 0,1 cm a uma 

taxa de 50 nm/min. As concentrações de proteína utilizadas foram de 0,2 mg/mL para a 

proteína SelB e de 0,1 mg/mL para a proteína SerRS. Para investigar a alteração da estrutura 

secundária em função da temperatura, as amostras de proteínas foram submetidas ao processo 

de variação térmica variando a temperatura de 10 a 90 ºC, de 10 em 10 ºC, com o uso do 

sistema peltier. 

Antes de cada medida, a amostra foi incubada por 10 min para entrar em equilibrio 

com a temperatura experimental e então foi registrado a média de 8 scans nas configurações 

descritas acima. Os espectros foram registrados pelo programa Spectra Manager (JASCO) e a 

deconvolução dos espectros foi realizada utilizando o programa CDTools (Birkbeck College), 

já a predição das estruturas secundárias foram realizadas por meio do programa CDNN 

(Applied Photophysics). 

 

3.8 Fluorescência Intrínseca dos resíduos aromáticos 

 

A espectroscopia de fluorescência é uma técnica amplamente utilizada para 

caracterização de amostras biológicas bem como na formação de complexos 

macromoleculares. Esta técnica é usualemente recorrida quando se quer analisar os efeitos de 

modificações na estrutura tridimensional de moléculas em solução, como por exemplo, em 

processos de desnaturação, supressão e interação com ligantes. 

A proteína SelB possui 12 triptofanos, sendo que 11 destes estão distribuídos em 

domínios de interação aos RNAs. Já a proteína SerRS possuí 3 resíduos de triptofano, sendo 

que 2 são pertencentes ao sítio de ligação a ATP. A existência destes resíduos em determinadas 

regiões podem ter sofrer oclusão em função da adição de ligantes e esta informação pode ser 

quantificada pela técnica de Espectroscopia de Fluorescência Intrínseca. 

Os experimentos de Espectroscopia de Fluorescência Intrínseca (IFS) para as proteínas 

SelB e SerRS foram realizadas na concentração de 1 mg/mL em cubeta de quartzo com 

caminho óptico de 1 cm utilizando espectrofluorímetro ISS-PC (ISS, Champaign, IL, EUA). 

Os ensaios foram realizados a 25 °C usando 295 nm como comprimento de onda de excitação 

e um filtro de 295 nm no detector foi utilizado para evitar a interferência de fótons 

espalhados. A faixa de emissão foi monitorizada no intervalo de 305-510 nm. 

À amostra de proteína SelB na cubeta foram adicionadas concentrações crescentes de 

tRNASec na faixa de concentração de 10-2000 nM. Foi então monitorado a variação do 
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máximo de emissão em função da titulação ocasionada devido à oclusão de resíduos de 

triptofanos pertencentes aos sítios de  ligação ao tRNA específico. A partir dos espectros de 

emissão foram calculados os valores de constante de dissociação aparente por meio 

monitoramento dos máximos de emissão através do tratamento pelo modelo de Hill (Equação 

2). 

A fluorescência intrínsica de SerRS foi monitorada nas mesmas condições 

experimentais, entretanto foi adicionado à proteína os ligantes ATP, L-Ser e tRNASec em 

concentrações fixas. A variação do máximo de emissão em função da adição de ligantes foi 

então registrada. 

O conjunto de dados obtido em todos os experimentos de fluorescência intrínsica foi 

processado utilizando o software Origin 8.6 (OriginLab).  

 

3.9 Ensaios de Espectroscopia de Anisotropia de Fluorescência 

 

As interações macromoleculares são as bases essenciais para o conhecimento de 

interactomas de organimos. As interações físicas entre moléculas são essenciais para o 

funcionamento de vias metabólicas. Desta forma, estudos das interações entre biomoléculas 

são fundamentais para o completo entendimento dos mecanismos celulares.(22) Para tanto, o 

desenvolvimento de técnicas biofísicas que auxiliam na compreensão das interações 

moleculares está diretamente relacionado com o aumento da compreensão que se tem sobre 

biologia celular. A fim de determinar a interação entre o tRNASec e as proteínas SelB e SerRS 

foram realizados ensaios de espectroscopia de anisotropia de fluorescência (FAS). 

A técnica se baseia na dificuldade de partículas em girar em solução (Figura 12). A 

dificuldade de giro em solução é maior quando a molécula deixa de estar livre e passa a 

interagir com ligantes adicionados à solução. Para a quantificação desta técnica, um 

fluoróforo específico (fluoresceína 5 'maleimida) é ligado covalentemente ao 5’ end dos 

tRNAs estudados. 

Em uma solução pura e homogênea, os fluoróforos tendem a teruma orientação 

arbitrária e aleatória. Portanto, ao serem expostos a luz polarizada, as moléculas que 

estiveram na mesma orientação de polarização da luz serão excitadas, diferenciando-se dos 

demais fuoróforos que estiverem em todas as outras possíveis orientações.(76) 

O valor de anisotropia indica o deslocamento angular médio do vetor de absorção e de 

emissão do fóton excitado no fluoróforo. Entretanto, é possível que a emissão seja 

despolarizada, devido à difusão rotacional que é dependente do tamanho e forma da partícula, 
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viscosidade da solução bem como do tempo de vida do estado excitado no qual se encontra a 

molécula fluorescente. 

 
Figura 12 –   Modelo esquemático para a polarização da luz e os efeitos causados devido à revolução das  

partículas . 

Fonte: Adaptada de LIMA; LIMA.(76) 

 

Basicamente, o espectropolarímetro ISS-PCI (ISS, Champaingn) mede a anisotropia, 

ou seja, a diferença de polarização em direções perpendiculares entre si. Esta polarização é 

dada pela molécula utilizada como fluoróforo em solução, a que serve como sonda 

experimental de interação com outras macromoléculas, como observado pela Figura 12. A 

medida da intensidade de fluorescência é então realizada pelo espectropolarímetro através das 

possíveis combinações dos polarizadores de emissão e excitação (Figura 13). 

 
Figura 13 –  Conjunto de configurações experimentais em que estão dispostos os polarizadores durante as 

medidas de anisotropia. 

Fonte: Adaptada de SERRÃO.(70) 
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A anisotropia, definida pela diferença fluorescência em função das posições dos 

polarizadores pode ser relacionada de acordo com a equação: 

 

r = 
Ivv − G.Ivh

𝐼𝑣𝑣 +2.𝐺.𝐼𝑣ℎ
 ; onde G = 

I hv

𝐼 ℎℎ
 (1) 

 

Desta forma, a anisotropia é a medida da razão das diferenças de intensidades detectadas em 

diferentes configurações pelo espectropolarímetro, onde os índices v e h estão relacionados às 

posições vertical e horizontal em que os polarizadores de excitação e emissão são orientados. 

As medidas de polarização são realizadas por meio do aumento dos valores de 

anisotropia, monitorando a fluoresceína em 492 nm, na interação, permitindo assim a 

determinação de constantes de dissociação aparente . Para o experimento de Anisotropia de 

Fluorescência, concentrações mínimas de amostras são requeridas, sendo necessário cerca de 

500 nM em 350 µL de amostra marcada. 

As medidas de anisotropia foram realizadas em espectrofluorômetro ISS-PC (ISS, 

Champaign, IL) em geometria ''L'' com monocanal monitorando a emissão em 515 nm. Para 

este ensaios os tRNAs marcados com diacetato de fluoresceína 5 'maleimida foram utilizados 

como sonda que tem absorção máxima a 492 nm e emissão na faixa de 520-530 nm. 

Os experimentos foram conduzidos com a utilização de tRNA não marcado na 

concentração de 49 nM e tRNA marcado com floresceína na concentração de 1  nM,  

incubados em cubeta de quartzo com trajeto de 1 cm a 25 °C por 10 minutos antes das 

realizações das medidas. Para todas as medidas de anisotropia relacionadas à proteína SelB, 

100 mM de GTP foram previamente incubados em conjunto com o tRNA. 

Para as medidas com a proteína SerRS o correspondente nucleotídeo energético (ATP) 

foi adicionado na concentração tamém de 100 mM para avaliar como a presença do mesmo 

afeta na associação de SerRS por tRNASec. 

À esta solução, concentrações crescentes de proteína SelB ou SerRS foram tituladas e 

as medidas da intensidade foram registradas. Para as medidas de anisotropia, os valores 

obtidos foram registrados por meio de uma média de 5 aquisições com diferentes interações 

variando as posições do polarizador de entrada e a saída para o sistema óptico. Todas as 

titulações foram homogeneizadas e equilibradas durante 10 min a 25 °C antes das medições 

de anisotropia respeitando o limite máximo de diluição de 20% em volume. 

Para as interações do tipo SelB.GTP.tRNASec foram analisados a interação de SelB 

com tRNASec e com os demais tRNAs mutantes além do controle negativo de interação 
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tRNAAla. A faixa de titulação de SelB corresponde ao intervalo de 10-1000 nM em 

concentração final. Para a titulação de SelB ao complexo SelA.tRNASec foram previamente 

preparados na cubeta 50 nM de proteína SelA e 50 nM de tRNASec. 

Para os experimentos de anisotropia em função da titulação de SerRS, apenas o 

tRNASec foi utilizado como sonda na cubeta, e a este foram titulados a proteína SerRS, SelA, 

e alguns dos já conhecidos ligantes de SerRS: ATP e o aminoácido L-Serina e suas 

combinações. A faixa de concentração para a titulação das proteínas é de 10-500 nM em 

concentração final, sendo registrado a média entre 5 interações. Foram adicionadas titulações 

de SerRS ao complexo 50 nM SelA e 50 nM tRNASec, e de forma análoga SelA foi titulada ao 

complexo contendo 50 nM SerRS e 50 nM tRNASec. As concentrações de ATP e L-serina 

utilizada em seus respectivos experimentos foram de 100 nM. 

Os resultados foram processados pelo software Origin 8.6 e ajustados com a equação 

de Hill para obter a constante de dissociação aparente (Kd) e a constante de Hill (n) de acordo 

com a seguinte equação:(76) 

 

𝒓 = 𝒓𝟎 + (𝒓𝒇 −  𝒓𝟎) 𝒙 
([𝑷𝒓𝒐𝒕𝒆í𝒏𝒂])𝒏

(𝑲𝒅)𝒏+ ([𝑷𝒓𝒐𝒕𝒆í𝒏𝒂])𝒏   (2) 

 

Onde r é o valor de anisotropia (r0 e rf correspondem aos valores inicial e final, 

respectivamente) e o índice [Proteína] é a concentração de proteína titulada. Todos os 

experimentos foram realizados em triplicatas biológicas. 

 

3.10 Experimentos de Ultracentrifugação Analítica para a formação do complexo      

SelB.GTP.tRNA 

 

Para confirmar a estequiometria da interação e verificar os valores de constantes de 

dissociação obtidos pela técnica de anisotropia de fluorescência para as interações do tipo 

SelB.tRNA, utilizou-se a técnica de ultracentrifugação analítica. Os experimentos de 

ultracentrifugação analítica (AUC) foram realizados nas instalalações do Laboratório de 

Espectroscopia e Calorimetria (LEC) do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais 

(CNPEM-Campinas) com o uso do equipamento Beckman Coulter Proteome Lab XL-I 

(Beckman Coulter) com um rotor Proteome Lab XL-I (220-240 VAC, 50 Hz) e auxílio das 

Dra. Ana Carolina Figueiredo e Dra. Fernanda Batista.  

A técnica de Ultracentrifugação Analítica (Analytical Ultracentrifugation - AUC) é 
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uma poderosa técnica biofísica utilizada para analisar o comportamento de macromoléculas 

biológicas. Em termos gerais, a Ultracentrifugação Analítica permite o monitoramento 

constante da sedimentação de macromoléculas em função do tempo quando submetidas a um 

campo centrífugo uniforme. 

Quando partículas em um tubo são submetidas à centrifugação em velocidade 

constante ω, estas possuem a tendência de migrar para o fundo do recipiente com uma 

velocidade constante, chamada de velocidade de sedimentação u. A velocidade de 

sedimentação de uma partícula está intrinsicamente relacionada com sua massa, coeficiente de 

atrito, e densidades da partícula da solução. Desta forma, é definida a constante de 

sedimentação de Svedberg ao relacionar a velocidade de sedimentação com a velocidade de 

rotação da seguinte maneira:(77) 

 

S = 
𝑢

ω²𝑟
 =  

𝑚(1−⊽𝜌)

NA.f
 = 

𝑀𝐷(1−⊽𝜌)

RT
 

(3) 

 

Em que r corresponde à posição radial, ⊽ é o volume parcial específico, m é a massa 

molecular da partícula, ρ é a densidade da solução, f é definido como coeficiente friccional, 

NA é o número de Avogadro, D é o coeficiente de difusão e R é a constante universal dos 

gases. 

 Para uma comparação qualitativa de coeficientes de sedimentação provenientes de 

diferentes amostras em diferentes tampões, usualmente é realizado uma normalização para o 

estado padrão da àgua a 20 ºC. Este coeficiente de sedimentação padronizado (S20,w) é obtido 

da seguinte maneira: 

 

S20,w = ST,B(
𝜂𝑇,𝐵

𝜂20,𝑤
)

(1−⊽𝜌)20,𝑤

(1−⊽𝜌)𝑇,𝐵
 

(4) 

 

Em que T e B representam as condições experimentais em relação à temperatura e 

tampão e as condições padrões são representadas pelo índice 20,w. 

A variação da concentração de espécies em solução em função da posição radial e do 

tempo pode ser descrita pela Equação de Lamm da seguinte maneira: 

 

𝜕𝑐

𝜕𝑡
 = 

1

𝑟

𝜕

𝜕𝑟
[𝑟𝐷

𝜕𝑐

𝜕𝑡
 –  𝑠ῶ𝑟²𝑐(𝑟, 𝑡)] 

 

(5) 
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Onde o parâmetro c(r,t) é a função que relaciona a concentração de migração e difusão 

de uma partícula em função do raio (r) e tempo (t), D é o coeficiente de difusão da partícula 

em solução e ω é a velocidade angular do rotor. 

 À medida que a particula é depositada no fundo do tubo durante o experimento de 

ultracentrifugação analítica, o monitoramento de sua absorbância é realizado de forma 

instantânea por meio da detecção por um monocromador que é acoplado ao sistema. Desta 

maneira, a concentração de uma partícula pode ser quantificada constantemente em função da 

posição radial. 

 
Figura 14 –  Aparato experimental para o experimento de ultracentrifugação analítica. 

Fonte: Adaptada de BORGES; RAMOS.(78) 

 

3.10.1 Experimento de Velocidade de Sedimentação 

 

A técnica de velocidade de sedimentação que utiliza de rotações em altas velocidades 

foi utilizada para se determinar o coeficiente de sedimentação da proteína SelB bem como 

como esta constante é alterada na presença de tRNASec. A formação do complexo 

SelB.tRNASec na presença de GTP deve deslocar os valores de constante de sedimentação 

para valores maiores, uma vez que o coeficiente de sedimentação é diretamente proporcional 

à massa molecular e forma da molécula.  

Para as análises de velocidade de sedimentação foram ainda selecionados 5 diferentes 

tRNAs mutantes com mutações nas regiões mais relevantes para a interação com SelB: 

mutantes no braço aceptor, D-loop, TѱC, braços variáveis, bem como o mutante com braço 
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variável deletado e tRNAAla como controlo negativo. Os ensaios foram realizados para SelB 

apo na concentração de 9,8 μM. Já os complexos SelB.GTP.tRNAs foram testados a uma 

razão molar de 3 SelB : 1 tRNA utilizando tampão E (100mM fosfato de potássio pH 7,0; 0,5 

mM EDTA; 150 mM NaCl; 5 mM MgSO4) como referência. 

Os experimentos de velocidade de sedimentação foram realizadas a 40.000 rpm a 25 

ºC. O monitoramento da sedimentação foi conduzido com um total de 294 varreduras para 

cada condição por 26 h. Com o intuito de analisar o efeito que os tRNAs acarretam sobre a 

proteína, o monitoramento de absorção foi realizado no comprimento de onda de 280 nm 

utilizando tampão E como referência. A escolha do monitoramento a 280 nm se deve ao 

objetivo de quantificar a sedimentação da proteína, e não do tRNA, desta forma, apenas a 

absorção referente à proteína é computada. 

 Os valores teóricos para as constantes relacionadas à densidade e viscosidade a partir 

do tampão experimental foram calculados pelo programa Sednterp.(79) Para a interpretação 

da absorção radial, todas as curvas resultantes foram ajustadas pelo programa SEDFIT 

utilizando o modelo de distribuição contínua c(S).(80) 

 

3.10.2 Experimento de Equilíbrio de Sedimentação 

 

Com a finalidade da obtenção de constantes de dissociação para a comparação com os 

dados já obtidos pelas técnicas anteriores, foram realizadas as medidas da interação de SelB 

com tRNASec em diferentes estequimetrias na presença de GTP. A técnica de equilibrio de 

sedimentação é caracterizada pelo equilíbrio entre as forças de sedimentação e difusão 

presentes em baixas rotações.  

As medidas de equilíbrio de sedimentação foram obtidas em passos de 8.000 rpm; 

12.000 rpm; 15.000 rpm e 18.000 rpm, sendo que em todas as etapas foram mantidas em 

rotação durante 12 horas para assegurar o equilíbrio. As medidas foram realizadas a 25 °C 

com monitoramento no comprimento de onda de 280 nm. 

Foram selecionados complexos de SelB com 3 diferentes tRNAs para o experimento 

de equilibrio: tRNASec, Var1 e tRNAAla utilizando tampão E como referência. Em especial, foi 

investigada a contribuição da estrutura do braço variável para a formação deste complexo, 

como sugerido por técnicas anteriores. Para tal, os experimentos de equiíblio também foram 

realizados com o mutante do tRNASec com braço variável deletado. 

Como o monitoramento da sedimentação foi realizado a 280 nm (correspondente à 

absorção da proteína), o fator limitante para a concentração foi a quantidade de proteína em 
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solução, já que o equipamento opera com boa faixa de precisão em concentrações dados por 

absorbancia de até Abs = 1 u.a.. 

As concentrações de tRNASec, tRNASec com braço variável deletado (Var1) e tRNAAla  

foram mantidas constantes a 0,34 μM e foram adicionadas quantidades variáveis de SelB na 

proporção molar final de 0,5:1, 1:1 e 2:1 de proteína:tRNA, respectivamente. Para o 

tratamento do conjunto de dados do experimento de equilíbrio foi utilizado o software 

SEDPHAT.(80) 

Como já é caracterizado pela literatura, a proteína SelB se apresenta em forma 

monomérica em solução, portanto as análises de equilibrio foram realizadas utilizado o 

modelo A + B = AB, sendo então calculados os valores de constante de dissociação para cada 

complexo. Os valores teóricos dos parâmetros de viscosidade e densidade foram calculados 

pelo programa Sednterp.(79) 

 

3.11 Ensaio de Deslocamento de Mobilidade Eletroforética qualitativa em condições                  

.      nativas 

 

Para corroborar com os resultados interação de SelB com tRNASec foram realizados 

ensaios de Deslocamento de Mobilidade Eletroforética qualitativa em condições nativas. Esta 

técnica permite determinar se uma dada proteína tem a capacidade de interagir com outra 

proteína ou com moléculas de DNA ou RNA. Desta forma, os experimentos de “gel shift” 

fazerm uso de géis de agarose ou poliacrilamida com a finalidade de realizar a separação de 

uma mistura contendo proteínas ligadas a DNA ou RNA. Assim é possível investigar a 

formação destes complexos moleculares pelas diferenças de tamanho apresentadas no gel de 

análise.(22, 77) 

Os ensaios de deslocamento de Mobilidade Eletroforética foram realizados 

monitorando moléculas de tRNASec marcadas com fluoresceína a 1 μM e titulando SelB, em 

concentração saturante de GTP (100 µM), em proporções estequiométricas de (1:0,5; 1:1 e 

1:2). A separação foi realizada em gel de agarose 2% livre de RNases, corado com 10% de 

SyBr Safe (Thermofisher) com a aplicação de tensão de 80 V, e corrente de 400 mA por 120 

minutos a 4 °C. Os resultados foram observados utilizando o fotodocumentador Gel DocTM 

XR + Gel (BioRad) utilizandoo comprimento de onda de 470 nm. 
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3.12 Ensaios de estabilidade térmica de SelB por Calorimetria Diferencial de 

Varredura (DSC) 

 

A técnica de calorimetria diferencial de varredura consiste na análise da estabilidade 

térmica de macromoléculas biológias a partir do monitoramento dos valores de temperatura 

de melting (Tm) entre as transições de estados. O monitoramento do Tm da amostra é realizado 

através de fornecimento de calor à amostra numa taxa constante à pressão constante, o que 

acarreta no incremento da temperatura dentro de um intervalo específico. Em casos de 

proteína, em uma determinada temperatura a amostra perde sua conformação estrutural nativa 

por meio do processo denominado desnaturação térmica. Quanto maior o ponto médio de 

transição térmica, dado por Tm, mais estável é a molécula. A técnica de DSC tem como 

objetivo medir a variação de entalpia (ΔH) durante o processo de desnaturação térmica 

induzida pela variação do calor específico à pressão constante (Cp). 

Diversas macromoléculas biológicas tem a capacidade de formar estruturas bem 

definidas. A formação destas estruturas está diretamente relacionada à temperatura em 

solução, dentre outros fatores. O rearranjo estrutural ocasionado pela variação da temperatura 

resulta na absorção do calor causado pela redistribuição de ligações não covalentes. Esta 

absorção de calor é então o objetivo de medida dos calorímetros de DSC. 

 
Figura 15 –  Esquema de transição de fase pelo monitoramento da variação da capacidade térmica por 

Calorimetria de Varredura Diferencial. 
Fonte: Adaptada de MALVERN.(81) 

 

Uma vez determinado o valor de Tm para a proteína SelB, é então determinado como o 

valor da temperatura de melting é afetada na presença dos tRNAs, sendo possível determinar 

características energéticas da formação destes complexos. 
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Utilizou-se a calorimetria diferencial de varredura (DSC) para caracterizar a 

estabilidade de SelB e seus complexos com nucleotídeos (GTP e GDP) e os complexos com 

diferentes tRNAs através da determinação da transição da temperatura de melting  e das 

entalpias de desenovelamento associadas. Os experimentos de DSC foram realizados em 

colaboração com o Dr. Luís Guilherme Mansor Basso (Faculdade de Filosofia, Ciências e 

Letras – USP/RP) com a utilização do equipamento MicroCalorímetro MicroCal VP-DSC 

(Microcal, Northampton, MA, EUA) do Grupo de Biofísica Molecular “Prof. Sérgio 

Mascarenhas” do IFSC/USP. As amostras foram submetidas a uma taxa de aquecimento de 

63,4 °C/h numa faixa de temperatura de 10 °C a 65 °C e a uma pressão constante de 1 atm. 

Registaram-se as linhas de base do tampão E instrumental antes dos experimentos de 

desenovelamento da proteína para registar o histórico térmico do calorímetro. Os 

termogramas de DSC de proteína SelB e dos complexos SelB.tRNA foram registrados apenas 

durante o primeiro scan após 15 minutos de equilíbrio da amostra à temperatura de partida. 

Esta medida única para cada scan se deu pois após a perda de estrutura havia agregado de 

proteína em solução. A concentração de SelB utilizada foi de 7 μM, as concentração de GTP, 

GDP foram de 100 μM. Já as concentrações de tRNASec e demais mutantes foram de 14 μM. 

O volume de amostra necessário para a realização das medidas é de 500 μL, o que foi um 

fator limitante para as escolhas de concentração de trabalho uma vez que a proteína SelB e os 

tRNAs possuem baixos rendimentos de purificação. 

Após a subtração de tampão e correção de linha de base, os termogramas resultantes 

foram normalizados para a concentração molar de proteína e deconvoluídos usando o software 

Microcal Origin DSC. A análise independente dos perfis de capacidade de calor molar 

resultantes foi realizada utilizando um modelo estatístico mecânico de dois estados com 

DSCFit (Microcal). Vale ressaltar que, uma vez que SelB e seus complexos sofrem 

desnaturação irreversível durante o aquecimento.(43,53) 

 

3.13 Espalhamento de Raios-X a baixo ângulo (SAXS) 

 

A técnica de Espalhamento de Raios-X a baixo ângulo (SAXS) é um método analítico 

para a determinação de estruturas de macromoléculas a baixa resolução. O espalhamento a 

baixo ângulo é obtido pelo espalhamento elástico gerado por uma partícula quando a esta é 

incidido um feixe monocromático de raios-X. Ao contrário do que ocorre na difração de 

cristalografia por raios-X em que as partículas são organizadas tridimensionalmente em forma 

periódica de um cristal, o espalhamento a baixo ângulo é obtido para amostras em solução, 
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onde as partículas estão ao acaso, em movimento browniano.(82) Desta forma, apesar da 

baixa resolução dos resultados obtidos, a técnica de SAXS é extremamente útil para forncecer 

informações de alta precisão quanto ao tamanho e fórmula de moléculas, além de ser um 

método alternativo para a resolução estrutural de moléculas que não cristalizam ou não 

difratam.(83) 

O padrão de espalhamento é obtido em função do módulo do vetor de espalhamento, q 

dado por: 

q = 
4𝜋𝑠𝑒𝑛(𝜃)

𝜆
 

(6) 

 

onde λ é o comprimento de onda do feixe incidente e 2θ é o ângulo de espalhamento. 

Para um sistema de partículas espalhadoras em soluções bem diluídas, a intensidade de 

espalhamento I(q) é proporcional à forma das partículas em solução. 

Desta forma, assumindo que as partículas não interagem entre si, temos que para 

quando a amplitude do vetor de espalhamento q se aproxima de zero, a intensidade de 

espalhamento pode ser descrita pela aproximação de Guinier: 

 

I(q) ≈ I(0) 𝑒𝑥𝑝(
−q2 R2g

3
)
 

 

(7) 

Onde Rg corresponde ao raio de giro da partícula e pode ser obtido quando q → 0 pelo 

intercepto do ajuste linear do gráfico de Guinier (lnI(q)) e I(0) é o valor da intensidade 

quando o ângulo é zero. Esta relação é válida somente para quando qRg < 1,3. 

Para a interpretação das informações estruturais que a intensidade de estrutura carrega 

consigo, é necessário realizar a Transformada de Fourier do perfil de espalhamento para obter 

a distribuição das distâncias interatômicas, p(r), que é dado por: 

 

p(r) = 
𝑟

2𝜋²
∫ 𝑞 𝐼(𝑞)𝑠𝑒𝑛(𝑟𝑞)𝑑𝑞

∞

0
 (7) 

 

Com base na função de distribuição p(r) é possível obter toda a informação estrutural. 

A partir desta função, é possivel gerar modelos de envelope proteico ab initio para as 

moléculas em estudo, o que pode servir como molde para comparação com estruturas em alta 

resolução de estruturas homólogas já conhecidas. 

Os experimentos de Espalhamento de Raios-X a baixo ângulo (SAXS) foram 
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coletados na linha de luz SAXS1 no Laboratório Nacional de Sincrotrão (LNLS/CNPEM - 

Campinas, Brasil) em colaboração com o Prof. Dr. Mário de Oliveira Neto (Intituto de 

Biociências da UNESP - Botucatu). A configuração experimental utilizada se deu pela 

utilização de feixes de λ = 1,488 Å e com distância de 1.033 mm em relação ao detector 

bidimensional MarCCD (MarXperts). As análises SAXS de SelB foram realizadas em duas 

condições diferentes: SelB.GTP e SelB.GTP.tRNASec e em concentrações finais de 2,2 mg/mL 

e 1,0 mg/mL de proteína e concentração equimolar de tRNA. As medidas foram realizadas em 

tampão E a 25 ºC.  

As amostras de proteínas e o tampão a ser subtraído foram obtidos como uma média 

de 3 scans de 30 segundos cada, e a dispersão residual referente ao tampão foi subtraída dos 

espalhamentos das amostras. A obtenção e processamento inicial dos dados foram realizados 

pelo programa FIT2D,(84) em que as curvas de espalhamentos tiveram as contribuições do 

tampão subtraídas e normalizadas pela intensidade do feixe. O tratamento dos dados foi 

realizado através do pacote do programa ATSAS. As análises das curvas experimentais foram 

realizadas pelo programa PRIMUS (85) e as curvas teóricas para as curvas de espalhamento 

foram obtidas pelo programa CRYSOL.(86) Os raios de giro (Rg) e a função de distribuição 

de distâncias p(r) foram obtidos pela Transformada de Fourier implementada no programa 

GNOM.(87) Além disso, a massa molecular teórica foi calculada pelo servidor 

SAXSMoW.(88) A partir das curvas de dispersão foram gerados 10 reconstruções 

independentes para obtenção de modelos de baixa resolução ab initio através de 

DAMMIF.(89) O programa SUPCOMB foi utilizado para realizar a superposição adequada 

destes modelos ab initio com modelos de estruturas de alta resolução obtidos por 

cristalografia de raios-X.(90) Por fim, o programa CRYSOL foi utilizado para gerar as curvas 

teóricas de SAXS para realizar a  comparação com os resultados experimentais. Os envelopes 

de SAXS de SelB e complexo SelB.tRNA foram analisados no PyMOL.(61) 

 

3.14 Microscopia eletrônica de transmissão por contraste negativo (NS-EM) para a             

.                                 formação do complexo ternário SerRS.SelA.tRNASec 

  

A técnica de microscopia eletrônica de transmissão por contraste negativo se baseia na 

deposição de partículas sobre um filme, geralmente feito de carbono. Sobre a amostra é 

depositado um sal metálico composto por material eletronicamente denso, como por exemplo, 

urânio na forma de acetato de uranila. O contraste negativo é realizado por meio da imagem 

de diferença, ou seja, a imagem depositada sobre o filme de carbono gera uma imagem em 
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branco no padrão observado. As imagens são então obtidas pela diferença de contraste gerado 

entre a amostra analisada e o material de fundo, ou background. 

 

 
Figura 16 –  Representação esquemática do princípio da microscopia eletrônica de transmissão por contraste  

negativo. A imagem é obtida pela região ocupada pela proteína na camada de acetato de uranila. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

O complexo ternário SerRS.SelA.tRNASec na estequiometria de 1:1:1 foi previamente 

incubado por 20 min a 25 ºC em tampão 50 mM fosfato de potássio pH 7,4; 500 mM NaCl; 

10 mM MgCl2; 1 mM 2-mercaptoetanol; 2% glicerol. 

As amostras SerRS, SelA e tRNASec foram purificadas e quantificadas como descrito 

previamente. Uma alíquota de 3 µL foi depositada por 30 segundos em uma grade C-flat 400-

mesh utilizando carga neutra. Após essa etapa, o excesso de amostra foi retirado utilizando 

papel filtro e a grade foi lavada com tampão Hepes 10 mM pH 7.0 para a retirada das 

partículas não interagentes com o carbono e excesso de sais presentes no tampão da amostra. 

Por fim, 3 uL de acetato de uranila 2% foi utilizado para o recobrimento da amostra por 1 

minuto e posteriormente secado com a utilização de papel filtro e cerca de 5 minutos ao ar em 

temperatura ambiente. 

As imagens foram coletadas em um Microscópio Eletrônico de Transissão FEI Tecnai 

G2F20 HRTEM single-tilt operando em 200 KV em uma camera TIA (FEI) de alta resolução 

utilizando 1 segundo de exposição e -5 µm de defocus e x60,000 de magnificação 

Os experimentos de contraste negativo foram coletadas no Laboratório de 

Caracterização Estrutural (LCE)  DEMa / UFSCar. 

 

3.15 Ensaios de Cristalização da proteína SelB 

 

A cristalização de proteínas foi primeiramente observada por L. Hünefeld em 1840 na 

Universidade de Leipzig na Alemanha, em trabalhos com mioglobina.(91) A partir de 1934, J. 

D. Bernal e Doroth Crowfoot Hodgkin mostraram que cristais de proteínas são capazes de 

produzir um padrão de interferência construtiva ao ser difratado por feixe de raios-X. 
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A cristalização de cristais de proteínas é um fenômeno dependente de uma diversidade 

de parâmetros como concentração, solubilidade, sais, temperatura e da própria estrutura 

tridimensional das moléculas, uma vez que estruturas extremamente flexíveis dificilmente se 

organizam na forma de cristais. O crescimento de um cristal de uma macromolécula se dá 

quando uma solução supersaturada atinge lentamente um estado termodinamicamente estável 

por meio da deposição organizada e periódica. 

O método mais comum utilizada para o crescimento de cristais é o método de difusão 

de vapor. Este procedimento consiste na deposição de uma gota contendo a macromolécula a 

ser cristalizada a um reservátório com a mesma solução em concentração maior. Por meio de 

difusão de vapor a gota contendo a macromolécula tende a equilibrar sua pressão de vapor 

com a da solução do reservatório. Desta forma, a gota tem uma redução de seu volume o que 

leva ao aumento da concentração da macromolécula o que torna a cristalização possível na 

condição de supersaturação. Os métodos mais comuns que se utilizam da difusão de vapor são 

as técnicas da gota pendurada (hanging drop) e da gota sentada (sitting drop).(92) Estes dois 

métodos se diferenciam apenas na forma em que a gota é depositada no recipiente. No caso da 

gota pendurada, a gota cuja solução contém a macromolécula a ser cristalizada é depositada 

na parte superior do recipiente, já no caso da gota sentada, a gota é depositada em uma 

superfície plana próxima à solução do poço (Figura 17). 

 
Figura 17 – Representação Esquemática das principais técnicas de crescimento de cristais por difusão de vapor. 

a) gota pendurada (hanging drop); b) gota sentada (sitting drop). 

Fonte: Adaptada de KRAUSS et al.(93) 
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Para os testes iniciais de cristalizaçõao, a proteína SelB foi utilizada na concentração 

de 2 mg/mL e o seu complexo foi submetido ao teste de cristalização com concentração 

equimolar de tRNA. Em ambos os casos foram realizados em tampão E com excesso de GTP 

(100 μM). A triagem inicial das condições de cristalização se deu por meio da utilização dos 

kits comerciais de cristalização Crystal Screen HT, Index HT (HAMPTON RESEARCH), 

JCSG-plus HT-96, MIDAS (Molecular Dimensions). O método utilizado foi o de gota sentada 

com o uso do robô Honeybee 939 (DigiLab) por meio da triagem de 96 condições contendo 

0,2 μL de solução de proteína e 0,2 μL de solução tamponante para cada kit utilizado. 
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4 ANÁLISE DO tRNASec 

 

4.1 Obenção do tRNA específico (tRNASec) e seus mutantes 

 

4.1.1 Amplificação e transcrição do tRNA específico, tRNAsec 

 

O gene selC foi amplificado e o tRNASec, transcrito utilizando o kit comercial 

Megashortscript T7 (Ambion), obtendo o tRNAsec específico para incorporação de 

selenocisteínas. 

O gene foi amplificado por PCR e posteriormente, esse fragmento foi utilizado como 

molde para a realização da reação de transcrição in vitro. Para a comprovação da amplificação 

e do êxito na transcrição in vitro, foram realizadas eletroforeses em gel de agarose 2% (Figura 

18). 

 
Figura 18 – Obtenção in vitro do gene selC:a) Amplificação e produtos da reação de transcrição. (A) Resultado 

da amplificação do gene selC. 1) padrão de massa molecular 1 kb Plus (Fermentas); 2) gene selC de 

E. coli (121 pb); b) Produtos da reação de transcrição in vitro após procedimento de purificação. 1) 

padrão de massa molecular 1 kb Plus (Fermentas); 2) tRNASec (SelC) de E. coli (95 bases). As 

caixas pretas indicam as bandas desejadas para cada experimento. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

4.1.2 Amplificação e transcrição dos tRNAs mutantes 

 

Assim como foi realizado para gene selC, os genes dos mutantes também foram 

amplificados e transcritos utilizando o kit comercial Megashortscript T7 (Ambion). 

Para a comprovação da amplificação por meio de PCR e transcrição in vitro destes 

tRNAs, novamente utilizou-se de eletroforeses em gel de agarose 2% (Figura 19). 
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Figura 19 –  Amplificação de genes para tRNAs mutantes: a) 1,2: mutante do braço aceptor; 3,4: mutante do 

braço TψC; b) 1,2: mutante do braço variável deletado (Var1); 3,4: mutante do braço variável 

(Var2); c) tRNAAla; d) 1,2: mutante do anticódon; 3,4 mutante do braço D. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

4.2 Análise do enovelamento de tRNAs por Dicroísmo Circular 

 

O genes codificantes para o tRNASec e mutantes foram amplificados por PCR e, 

subsequentemente, transcritos obtendo assim os tRNAs enovelados. Para assegurar que os 

RNAs estão devidamente enovelados, foram realizados experimentos de dicroísmo circular, 

uma vez que estes tRNAs têm estruturas secundárias resultando em curvas características no 

monitoramento de uma função de temperatura. Parte dos tRNAs foram submetidos ao 

protocolo de marcação com fluoróforo para experimentos de interação com as proteínas SelB 

e SerRS. 

Para verificar o estado de enovelamento do tRNASec, ensaios de dicroísmo circular 

foram realizados, uma vez que a estrutura secundária dessa macromolécula apresenta o perfil 

de curva em ‘‘S’’ característica para tRNAs em função da temperatura, obtendo um padrão de 

enovelamento análogo ao descrito em trabalhos envolvendo análises de ácidos nucleicos por 

dicroísmo circular (Figura 20). 
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Figura 20 – Espectros de dicroísmo circular devido às mudanças conformacionais ocorridas em função da 

variação de temperatura para tRNASec de E. coli sintetizado in vitro. As diferentes cores 

representam as mudanças na elipsidade em função da temperatura de 90 °C (inicial) a 15°C (final). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

O mesmo procedimento foi realizado para analisar o estado de enovelamento dos 

tRNAs mutantes. O espectro de dicroísmo circular em função da temperatura para cada um 

dos tRNAs mutantes pode ser verificado pela Figura 21 a seguir: 
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Figura 21 –   Espectros de dicroísmo circular em função da variação de temperatura para os tRNAs mutantes:a) 

tRNASec; b) tRNAAceptor; c) tRNAAla; d) tRNAAnti; e) tRNAD-loop; f) tRNATψC; g) tRNAVar1; h) 

tRNAVar1. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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A partir das curvas de CD para os tRNAs, é possível calcular a temperatura de melting 

(Tm) por meio do monitoramento da elipsidade em um comprimento de onda específico. Neste 

caso, o valor de CD no comprimento de onda de 268 nm foi anotado em cada temperatura 

como pode ser verificado na Figura 22 a seguir:  

  

 
Figura 22 – Monitoramenteo do valor de dicroísmo circular no comprimento de onda de 268 nm em função da 

temperatura por meio do ajuste de Boltzmann. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Como o tRNA sofre uma transição conformacional do estado enovelado para o 

desenovelado com o aumento da temperatura (o contrário é observado pelo decréscimo de 

temperatura), é possível realizar um ajuste por meio da função de Boltzmann, uma vez que é 

um processo reversível para a determinação de valores esperados para o Tm de cada tRNA 

como pode ser observado a seguir: 
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Tabela 5 –  Valores de temperatura de melting calculados pelo ajuste de Boltzmann a partir do monitoramento de 

CD268nm. 

tRNA Tm (ºC) 

tRNASec 62,4 ± 2,2 

tRNAAceptor 70,3 ± 2,5 

tRNAAnti 53,3 ± 3,4 

tRNAD-loop 52,3 ± 3,5 

tRNATψC 59,2 ± 5,6 

tRNAVar1 65,6 ± 2,6 

tRNAVar2 57,2 ± 2,2 

tRNAAla 59,0 ± 1,8 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Nota-se claramente que para todos os tRNAs, os valores calculados para Tm são 

superiores a 52 ºC. Este resultado será posteriormente de grande valia para as análises de 

estabilidade térmica realizada pelo experimento de DSC. 
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5 ANÁLISE BIOFÍSICA DE SelB E SEUS COMPLEXOS 

 

5.1 Análise Bioinformática - SelB 

 

A construção de um modelo teórico para a proteína SelB foi motivada pela 

inexistência de estruturas resolvidas de SelB de Escherichia coli. Para a construção deste 

modelo, foi utilizado o programa I-TASSER (Zhang Lab) tomando como molde a estrutura da 

proteína análoga A. aeolicus sob o código PDB ID 4ZU9. 

Além disto, o modelo resultante para SelB foi submetido ao programa MolProbity 

(Duke Biochemistry) para a determinação do gráfico de Ramachandram. Este apresentou 

97,4% dos resíduos em regiões favoráveis e 99,2% em regiões permitidas. 

 

 
Figura 23 – Obtenção de modelo estrutural para SelB: a) Modelo estrutural de SelB de E. coli gerado pelo 

programa I-TASSER (Zhang Lab). b) Gráfico de Ramachandramm validando a qualidade do modelo 

gerado pela disposição de 97,4% dos resíduos do modelo em regiões favoráveis. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

O modelo obtido apresenta cada um dos domínios com enovelamento esperado 

apresentando em sua estrutura composta majoriatariamente por α-hélices, além de possuir um 

formato alongado, o que é caracteristico para esta proteína. É possível distinguir região de 

ligação ao GTP (porção N-terminal), a região de ligação ao tRNA (porção C-terminal) e uma 

região extremamente flexível que conecta à porção C-terminal, presente apenas em bactérias e 

responsável pelo reconhecimento ao elemento SECIS. 

A porção N-terminal, responsável pela interação com GTP, possui enovelamento 

conservado como todo fator de elongação. A porção C-terminal é constituída por 4 α-hélices, 

(denominadas winged-helix domains) sendo que as α-hélices WHD3 e WHD4 estão 

conectadas por uma região flexível com as  α-hélices  da extremidade N-terminal,WHD1 e 
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WHD2. 

Através da análise de superfície eletrostática realizada por meio do software PYMOL, 

pode-se verificar a distribuição de cargas positivas (representado em azul na Figura 23). Estas 

regiões positivas estão dispostas majoritariamente na porção de ligação ao GTP na 

extremidade N-terminal e nas regiões de interação ao tRNASec e ao elemento SECIS. Como 

citado anteriormente, é proposto uma região com cargas positivas na junção das α-hélices 

WHD1 e WHD2 em relação às WDH3 e WDH4. Este resultado está de acordo com o 

previsto, pois estas regiões de interação a RNAs devem sofrer alterações conformacionais na 

presença de GTP durante a tradução no ribossomo. 

 

5.2 Obtenção do Fator de Elongação Específico (SelB) 

 

5.2.1 Expressão e purificação do Fator de Elongação SelB 

  

O plasmídeo pT7-6 SelBH6 contendo o gene selB foi transformado em cepas de 

propagação e, posteriormente, nas cepas de expressão E. coli BL21 e E. coli WL81460. Após 

este processo, o plasmídeo foi novamente purificado por kit de extração de DNA plasmidial 

(CellCo)  para a confirmação da presença do inserto por meio da técnica de PCR. 

O protocolo de amplificação por meio da PCR é idêntico ao descrito na Seção 3.2.1 e 

o resultado pode ser verificado através de eletroforese em gel de agarose 1% de uma banda 

correspondente ao gene selB de interesse (1850 pb) representada na Figura 24. 
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Figura 24 – Amplificação do gene selB em pT7-6 SelBH6 de Escherichia coli. Á esquerda: Através de PCR, o 

fragmento correspondente ao gene de interesse (1850 pb). 1) Marcador de massa molecular Gene 

Ruler 1Kb Plus; 4) e 6) Amplificação de selB no tamanho esperado de ~1850 pb (BL21 e WL81460, 

respectivamente); 3) e 5) Controle - plasmídeo pT7-6 (3075 pb) contendo o incerto. À direita: 

padrão de marcador de massa molecular utilizado para todos os géis de agarose. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

As amostras obtidas a partir das metodologias de superexpressão e purificação, 

anteriormente descritas, foram aplicadas a um gel SDS-PAGE 15% para verificar a presença 

da proteína recombinante de interesse. O gel revelou a presença de uma banda intensa a ~ 69 

kDa correspondente a SelB (Massa Teórica = 68,9 kDa), que foi ainda confirmada por análise 

de espectrometria de massa (Figura 24-a). 

Estes experimentos foram realizados por digestão em gel com adição de tripsina 

(Sigma) com identificação de peptídeos pela digestão a partir do gel. Os resultados de 

espectrometria de massa apresentaram cobertura de 52%. 

As condições ideais para a expressão foram obtidas, prosseguindo-se então para o 

processo de purificação da proteína SelB ao qual pode ser verificado por gel SDS-PAGE 15%, 

como verificado na Figura 25-a a seguir. A purificação se deu inicialmente por cromatografia 

de afinidade em coluna de Co2+, seguida por cromatografia por exclusão molecular utilizando 

o sistema ÅKTA. Os cromatogramas obtidos por esta etapa de purificação podem ser 

observados pela Figura 25-b. 
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Figura 25 – Purificação de SelB: a) Obtenção após cromatografia por exclusão molecular: 1) Marcador 

molecular; 2) SelB expressa em sistema E. coli BL21; 3) SelB expressa em sistema E. coli 

WL81460. b) cromatograma relativo à purificação por exclusão molecular em coluna Superdex 75 

10/30 (GE). Inset: curva de calibração a partir de pesos moleculares conhecidos. Os 

cromatogramas da purificação em ambas as cepas se apresentaram semelhantes. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

5.2.2 Quantificação da presença de nucleotídeos endógenos 

 

Como amplamente já descrito, SelB possui a capacidade de interagir com RNAs.(11-

13,47) Portanto, é esperado que eventualmente nucleotídeos endógenos pudessem ser 

copurificados durante o processo de obtenção da proteína. Para quantificar a presença de 

RNAs endógenos foi utilizado o espectrofotômetro Qubit® e os resultados das concentrações 

de RNAs medidos antes e após a adição de RNase podem ser observados na Tabela 6 abaixo. 
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Tabela 6 – Quantidades de RNAs presentes após o processo de purificação. 

Condição [RNA] (ng/µL) [RNAfinal]

[RNAinicial]
 

E. coli BL21 

(Antes do tratamento com RNase A) 

1416 100% 

E. coli BL21 37 ºC 

(1h após o tratamento com RNase A) 

994 70% 

E. coli BL21 37 ºC 

(Tratamento com RNase por 18 h) 

0 0 

E. coli WL81640 

(Antes do tratamento com RNase A) 

1198 100% 

E. coli WL81640 37 ºC 

(1h após o tratamento com RNase A) 

409 34% 

E. coli WL81640 37 ºC 

(Tratamento com RNase por 18 h) 

0 0 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Por meio desta análise, foi verificado que a proteína SelB é copurificada com a 

presença de RNAs endógenos, o que confirmou a hipótese anteriormente levantada. Pode-se 

notar que 1 h após a adição de RNAse, a amostra expressa em cepa E. coli BL21 apresentava 

cerca de 70% da concentração inicial de RNAs, enquanto que para o mesmo tempo a amostra 

proveniente da cepa E. coli WL81460 continha 34% dos RNAs copurificados. 

É observado que em 18 h após a adição de RNase ambas as cepas se apresentam 

completamente livre de RNAs endógenos. A partir destes resultados, a etapa adicional com 

tratamento de RNase A por 18 h foi adicionado ao processo de purificação de SelB. 

Além disto, foi observado que ao final deste tratamento as amostras provenientes de 

ambas as cepas não apresentavam mais RNAs endógenos, o que tornou indiferente a 

utilização de uma ou outra cepa de expressão. Portanto, como a expressão da proteína SelB 

proveniente da cepa E. coli BL21 apresentou maior rendimento proteíco, esta foi a única cepa 

utilizada para posteriores expressão e puricação de SelB. 
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5.2.3 Western Blot para SelB 

 

A confirmação da obtenção da proteína SelB em cada etapa do processo de purificação 

foi realizada por meio da técnica de Western Blot.   

Como a proteína SelB utilizada neste trabalho possui uma cauda de hexa-histidina 

fusionada à sua porção C-terminal, foram realizados experimentos com anticorpos contra His-

TAG, desta forma a cauda é utilizada como sonda para o monitoramento da presença da 

proteína. O resultado de Western Blot pode ser observado pela Figura 26 a seguir:  

  

 
Figura 26 – Ensaio de Western Blot para o monitoramento da purificação de SelB: 1) Marcador molecular 

Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas); 2) Sobrenadante injetado na coluna de 

cromatografia de afinidade; 3) Fração eluída diretamente da coluna sem adição de imidazol; 4) 

Lavagem da coluna com 10 mM de imidazol; 5) Eluição da amostra com 100 mM de imidazol; 6) 

Após cromatografia de exclusão molecular em coluna Superdex 75 10/300 acoplada ao sistema 

ÅKTA (GE). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Como pode ser observado, SelB está presente em quantidades identificáveis nas 

frações de maior interesse, em especial na fração eluída pela cromatografia de exclusão 

molecular. Após esta etapa de confirmação da presença de SelB em adjunto aos resultados de 

espectroscopia de massas, pode-se garantir a obtenção da proteína e prosseguir com os 

experimentos de interação. 

 

5.2.4 Comparação das cepas de expressão de SelB por Dicroísmo Circular (CD) 

 

Para verificar o enovelamento e com a finalidade de comparar o padrão estrutural 

entre as duas cepas analisadas, as amostras foram submetidas ao experimento de dicroísmo 
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circular (CD). Através deste, foi possível identificar a presença de estruturas secundárias, o 

que indica o correto enovelamento da proteína como descrito na literatura (Figura 27).(71) 

O cálculo do porcentual de estruturas secundárias para SelB proveniente de cada uma 

das cepas analisadas foi realizado por meio do programa CDNN (Applied Photophysics). As 

quantidades estimadas do conteúdo de estruturas em α-hélices foram de 98,4% para E. coli 

BL21 e 99,3% para E. coli WL81460. Além disto, foi estimado um porcentual de 1,6% para a 

cepa E. coli BL21 e 0,7% para estruturas do tipo alça. 

Como pode ser obervado, o padrão de dicroísmo circular para a proteína SelB é muito 

semelhante tanto para a cepa E. coli BL21 quanto para E. coli WL81460. O perfil de 

dicroísmo circular obtido é característico de estruturas α-hélices, o que era de se esperar, dado 

ao grande número de α-hélices que compõem SelB. 

Posteriormente, SelB proveniente das cepas E. coli BL21 e E. coli WL81460 foram 

submetidas a experimentos de variação térmica (VT-CD) em mesmas condições 

experimentais. Por meio do monitoramento dos mínimos em 222 nm, é possível verificar um 

leve deslocamento dos valores de Tms referentes a cada cepa de expressão. Por meio do ajuste 

de Boltzmann, é calculado um valor de Tm de (48,2 ± 0,4) °C para a cepa E. coli BL21e  para 

a cepa E. coli WL81460  foi calculado um Tm de (48,0 ± 0,5) °C. 

Considerando-se as margens de erros, os valores de temperatura de melting para cada 

cepa de expressão utilizada se apresentaram equivalentes, indicando que não há diferença na 

estabilidade térmica na escolha de uma cepa ou outra. 

 

 
Figura 27 – Verificação do arranjo de estruturas secundárias por meio de ensaios de CD: a) Espectro de 

dicroísmo circular apresentando o padrão de estruturas secundárias indicando o enovelamento 

obtido para a proteína SelB obtida a partir das cepas E. coli BL21 e E. coli WL81460. b) 

Monitoramento dos máximos de CD no comprimento de onda de 222 nm pelo ajute de Boltzmann. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Com estes resultados, foi determinado que para as próximas análises apenas a cepa E. 

coli BL21 será utilizada como meio de expressão para a proteína SelB. 

Além das análises de dicroísmo circular evidenciando que não há alteração da 

estabilidade térmica entre as cepas, as análises de Qubit após o tratamento de RNase indicam 

que em ambas as cepas a proteína é obtida na ausência de RNA endógeno. A escolha da cepa 

E. coli BL21 foi realizada por ser uma cepa que apresenta maior rendimanto na expressão 

proteica.  

 

5.2.5 Determinação de nucleotídeos endógenos e quantificação do consumo de GTP por      

HPLC 

 

Como já descrito pela literatura, a proteína SelB tem a capacidade de se ligar a 

nuleotídeos de guanina.(43,53) Desta maneira, ensaios de Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (HPLC) foram realizados para investigar a presença destes nucleotídeos que 

possam vir copurificados durante o processo de obtenção de SelB. 

A quantificação de GTP e GDP foi realizada pelo monitoramento no comprimento de 

onda de 253 nm. Como pode ser observado pela Figura 28-a não foi possível identificar a 

presença de nucleotídeos de GTP ou GDP copurificados com amostras SelB. 

Este resultado gerou a necessidade da adição de GTP em todos os posteriores 

experimentos de interação, umas vez que a proteína SelB só é ativa com seu sítio de ligação 

ao GTP ativado.(43,53) 

 

 
Figura 28 –   Quantificação de GTP em solução por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC): a) 

Determinação da ausência de GTP ou GDP endógenos que eventualmente poderiam ser 

copurificados; b) Análise do não consumo de GTP ao longo do tempo na temperatura de 25 ºC 
por HPLC. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

. 



93 

 

Posteriormente foi analisado o consumo de GTP em função do tempo com o uso do 

HPLC (Figura 28-b). Como pode ser verificado, não há considerável consumo de GTP e 

consequentemente formação de GDP ao longo dos 60 min análisados a 25 ºC. Este resultado é 

observado tanto para o complexo SelB.GTP quanto para o complexo SelB.tRNASec.GTP. Com 

base nestes resultados é possível garantir que nas análises posteriores em que são adicionadas 

GTP, não haverá a hidrólise deste nucleotídeo, o que garante uma estrutura estável na 

formação do complexo SelB.GTP e demais complexos envolvendo essa macromolécula 

Uma vez verificado que a proteína SelB é purificada na ausência de GTP e que o 

enovelamento das proteínas obtidas a partir das duas cepas de interesse neste trabalho é muito 

semelhante, os ensaios CD e DSC foram empregues para investigar a estabilidade térmica de 

SelB na presença de nucleotídeos.  

 

5.3 Espectroscopia de Fluorescência Intrínseca para SelB 

 

Uma vez determinada a estabilidade e formação do complexo SelB.GTP, foram 

realizadas experimentos de interação com RNAs específicos utilizando a metodologia de 

Espectroscopia de Fluorescência Intrínseca (IFS). Os espectros de emissão dos resíduos de 

triptofano da proteína SelB após tratamento com RNase são mostrados na Figura 29-a. 

Inicialmente, concentrações crescentes de tRNASec foram tituladas em SelB cuja 

fluorescência intrínseca foi monitorada. A intensidade dos máximos de emisão foi decaindo 

em função da titulação de tRNASec  devido à oclusão dos resíduos de triptofano causada pela 

interação com este tRNA. Correlacionando os valores de intensidade máxima para a 

concentração em função do tRNASec titulado, foi possível obter uma curva de interação. 

Através do tratamento utilizando o ajuste pela função Hill, foi possível determinar o valor de 

Kd  = (250 ± 60) nM e o índice de cooperatividade n = (1,7 ± 0,7). Estes resultados indicam 

não-cooperatividade na formação SelB.GTP.tRNASec. 
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Figura 29 –  Monitoramento da oclusão de resíduos aromáticos por Fluorescência Intrínseca: a) Espectro de 

emissão de resíduos aromáticos. É possível observar que a intensidade de emissão decai com a 

adição de tRNASec; b) Ajuste de Hill por meio do monitoramento dos máximos de emissão. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

5.4 Interação por Espetroscpia de Anisotropia de Fluorescencia 

 

Para os experimentos de anisotropia foram investigadas a formação dos complexos do 

tipo SelB.GTP.tRNASec e SelB.GTP.tRNASec.SelA. O aumento da anisotropia indica a 

formação do complexo SelB.GTP.tRNASec em solução e o perfil sigmoidal resultante é 

característico de moléculas biológicas interagentes em solução. Utilizando o ajuste da função 

Hill foi possível determinar os valores de Kd = (283,3 ± 52,8) nM e n = (1,4 ± 0,6) para a 

titulação de SelB em GTP.tRNASec previamente incubados (Figura 29-b), resultados estes que 

corroboram os dados obtidos pela análise de IFS. 

A curva tem duas transições que podem estar relacionadas ao fato de SelB ter dois 

domínios interagindo com RNAs, e em altas concentrações, levam a interação não específica 

do tRNA com o domínio de interação ao SECIS (domínio C-terminal). 

Para determinar a ordem dos eventos, 50 nM SelA.tRNASec previamente preparados na 

cubeta recebeu titulações crescentes de SelB em excesso de GTP (10 μM) e os valores de 

anisotropia devido ao aumento de massa ocasionado pela formação do complexo ternário 

foram registrados (Figura 30). 
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Figura 30 – Curvas de anisotropia de fluorescência. a) Titulação de SelB em tRNASec; b) Titulação de SelB em 

SelA.tRNASec. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Através do processamento dos dados obtidos pelas curvas de anisotropia pelo ajuste de 

Hill, obtém-se o valor de constante de dissociação aparente de Kd = (75,8 ± 5,1) nM para a 

formação do complexo SelB.GTP.SelA.tRNASec. Este valor de constante de dissociação 

obtido para a interação de SelB ao complexo SelA.tRNASec já montado é inferior aos valores 

observados para outros complexos e tem com índice de cooperatividade  n = (2,5 ± 0,4) 

indicando cooperatividade positiva. 

Desta forma é possível inferir uma hipótese de ordem de incorporação de Sec através 

de eventos através das constantes obtidas. Por meio destes resultados, o complexo binário 

SelA.tRNASec deve ser previamente formado na célula para o posterior reconhecimento de 

SelB pelo tRNASec. 

A interação de SelB.GTP.tRNASec é facilitada pela presença de SelA, dado o baixo 

valor de constante de dissociação e ao índice de cooperatividade obtidos para esta interação. 

Este fato é considerado biologicamente razoável dado que tRNASec não é abundante no 

ambiente celular e a via de incorporação de selênio deve ser extremamente eficiente devido à 

alta toxicidade deste composto.(5)  

De forma semelhante, os ensaios de FAS foram realizados com os tRNAs mutantes 

(Figura 31). Foram obtidos os valores das constantes de dissociação dos complexos através do 

ajuste de Hill. Todas as constantes são representadas na Tabela 7. 
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Figura 31 – Curva de anisotropia resultantes da titulação de SelB em tRNAs na presença de GTP indicando a 

formação de complexos. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Os resultados foram processados pelo software Origin 8.6 por meio do ajuste da 

Equação de Hill a fim de se obter a constante de dissociação aparente (Kd) e a constante de 

Hill (n) de acordo com a Equação de Hill (Equação 2).Os valores calculados para Kd e n a 

partir da Equação de Hill, bem como a qualidade de seu ajuste dado por r² podem ser 

verificados pela Tabela 7 a seguir: 

 

Tabela 7 – Constantes de interação para a formação de complexos do tipo SelB.tRNAs mutantes 

 

Complexo Kd (nM) n r² 

SelB.tRNASec
 266,8 ± 27,5 1,4 ± 0,4 0,97 

SelB.tRNAAceptor
 583,6 ± 88,7 0,8 ± 0,1 0,91 

SelB.tRNAAnti
 269,4 ± 28,8 0,9 ± 0,1 0,96 

SelB.tRNAD-loop
 284,7 ± 42,4 0,9 ± 0,1 0,92 

SelB.tRNATѱC
 500,7 ± 69,3 1,0 ± 0,1 0,91 

SelB.tRNAVar1
 720,7 ± 90,2 1,1 ± 0,2 0,90 

SelB.tRNAVar2
 491,1 ± 43,7 1,2 ± 0,1 0,95 

SelB.tRNAAla
 645,8 ± 129,4 0.6 ± 0.1 0.91 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Através dos resultados obtidos, pode-se classificar as interações SelB.tRNA mutantes 

em dois grupos, aqueles que pouco alteram os valores das constantes de dissociação e aqueles 

em que a mudança é mais significativa. 

No primeiro grupo, as mutações que aumentam ligeiramente o valor da constante estão 

nos braços Anti e D-loop. Estes resultados eram esperados, uma vez que é descrito que a 

proteína SelB não deve interagir ao tRNASec por estas regiões. Portanto, as mutações dos 

ribunucleotídeos que constituem os braços anti e D-loop de tRNASec por ribonucleotídeos 

equivalentes em tRNASer não devem afetar na interação com SelB. Com base na Tabela 7,  

verifica-se que os valores de constante de dissociação aparente obtidos para os mutantes nos 

braços Anti e D-loop são de Kd = (269,4 ± 28,8) nM e Kd = (284,7 ± 42,4) nM, 

respectivamente. Estes valores são ligeiramente superiores ao caso SelB.GTP.tRNASec 

possivelmente pelo fato das mutações causarem pequenas alterações na estrutura secundária 

do tRNA, o que acarreta na formação de um complexo menos compacto. Estes resultados 

serão posteriormente analisados por ultracentrifugação analítica. 

Por outro lado, alguns dos tRNAs mutantes analisados na interação com SelB 

apresentam maiores valores de constante de dissociação aparente. Os tRNAs mutantes que 

compõem este grupo são os que foram submetidos a mutações nos braços aceptor, TψC e 

braço variável. Estes tRNAs mutantes apresentam uma diminuição considerável da afinidade 

para a proteína SelB se comparado ao tRNASec. Como esperado, as mudanças nas estruturas 

de Aceptor e TψC de fato perturbam a interação, como foi descrito anteriormente. Além disto, 

por meio destes experimentos podemos inferir que o braço variável adicional também diminui 

a afinidade, mostrando que está diretamente relacionado à interação com SelB. Os mutantes 

em braço aceptor e TψC apresentaram constante de dissociação aparente de (583,6 ± 88,7) 

nM e (500,7 ± 69,3) nM respectivamente. Já o tRNA de alanina tomado como controle 

apresentou uma constante de Kd = (645,8 ± 129,4) nM. Com base nestes resultados, pode-se 

concluir que o dobramento específico ‘8-5’ do tRNASec é uma característica estrutural 

essencial para a correta acomodação do tRNA ao fator de elongação analisado. 

Além destes, verifica-se que a interação de SelB com o tRNA cujo braço varável foi 

substituído pelo braço variável do tRNA de serina (tRNAVar2) apresentou constante de 

dissociação aparente de Kd = (491,1 ± 43,7) nM, enquanto o tRNA em que esta estrutura foi 

completamente deletada (tRNAVar1) apresentou uma constante de interação Kd = (720,7 ± 

90,2) nM. Estes resultados levam a conclusão de que tanto a presença quanto a sequência 

específica do braço variável de tRNASec são fatores importantes para a afinidade com a 

proteína SelB. 
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A importância do braço variável para o reconhecimento de SelB não era elucidada ao 

inicio deste trabalho de mestrado, portanto, foram realizados esforços para inferir a 

participação desta estrutura para a interação de SelB como será descrito posteriormente. 

Recentemente, estudos estruturais por criomicroscopia confirmaram que o braço 

variável presente no tRNASec está diretamente relacionado ao reconhecimento ao Fator de 

Elongação de Selenocisteína.(11) Entretanto em seu trabalho, Niels Fischer e colaboradores 

apresentam uma análise estrutural para a formação deste complexo.(11) Este projeto de 

mestrado corrobora com a literatura ao realizar uma análise biofísica para a formação deste 

complexo em solução. 

 

5.5 Análise de Ultracentrifugação Analítica 

 

5.5.1 Análise de Velocidade de Sedimentação 

 

Com a finalidade de aprofundar na caracterização da formação de complexos do tipo 

SelB.GTP.tRNA obtidos por Fluorescência de Anisotropia, foram realizados ensaios de 

Velocidade de Sedimentação por Ultracentrifugação Analítica.  

Para o experimento de Velocidade de Sedimentação, a proteína SelB e os complexos 

com tRNASec, e os mutantes nos braços aceptor, D-loop, TψC, braço variável deletado (Var1), 

bem como tRNAAla como controle negativo de interação foram submetidos à sedimentação a 

um campo centrífugo uniforme, conforme descrito na Seção 3.10.1. 

Os dados brutos foram coletados (ANEXO 1) e posteriormente processados pelo 

programa SEDFIT.(80) Os picos relativos às concentrações de diferentes populações em 

função da posição radial podem ser observados pela Figura 32 a seguir: 
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Figura 32 – Picos correspondentes à proteína SelB e complexos para o experimento de velocidade de 

sedimentação a 25 ºC na rotação de 40.000 rpm. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Como pode ser verificado pela Figura 32, os experimentos de Ultracentrifugação 

Analítica apresentaram 2 picos, sendo estes relativos a presença de duas distintas populações 

em solução: proteínas livres e proteínas interagindo com tRNA 

As constantes biofísicas resultantes relativas ao coeficiente de sedimentação em 

função da concentração, massa molecular e raio de Stokes podem ser observadas pela Tabela 8 

a seguir. 

 

Tabela 8 – Valores de constantes biofísicas calculadas para as soluções das Equações de Lamm pelo programa 

SEDFIT. 

Amostra sw (S) sw(20,w) (S) MM (Da) Rs (nm) 

SelB 4,507 4,779 63,426 3,17 

SelB.tRNASec
 6,894 7,310 119,984 3,91 

SelB.tRNAAceptor
 7,147 7,579 126,656 3,99 

SelB.tRNAD-loop
 7,671 8,134 140,830 4,13 

SelB.tRNATѱC
 7,252 7,690 129,467 4,02 

SelB.tRNAVar1
 4,674 4,957 66,994 3,22 

SelB.tRNAAla
 7,556 8,012 137,671 4,10 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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 Os dados da Tabela 8 indicam o valor da constante de sedimentação obtida para 

proteína SelB de sw(20,w) = 4,779 S. Os demais valores desta coluna são relativos às 

constantes de sedimentação para cada complexo, uma vez que em todos os casos o pico 

relativo à proteína estava presente. 

O valor do coeficiente de sedimentação obtido pelo segundo pico para a amostra 

contendo SelB.tRNASec é de sw(20,w) = 7,310 S. Tomando este valor como referência, é 

possível verificar que os demais complexos com outros tRNAs apresentaram valores de 

constantes de sedimentação maiores. Estes resultados estão de acordo com o esperado, uma 

vez que o coeficiente de sedimentação depende, além de outros fatores, da forma da molécula 

em análise. O tRNASec é o tRNA que possui a estrutura mais adequada para a interação com 

SelB se comparado com os demais tRNAs, dados já confirmados por anisotropia de 

fluorêscencia. Desta forma, é possível distinguir dois complexos com valores próximos de 

constante de dissociação aparente por meio da obtenção de distintos coeficientes de 

sedimentação. 

O principal resutlado das análises de velocidade de sedimentação se dá pela análise da 

formação do complexo SelB.GTP.tRNAVar1. Neste caso, há a presença apenas do pico 

referente à proteína (Figura 32), e os valores correspondentes na Tabela 8 se devem a 

deconvolução do mesmo. Desta forma, conclui-se que a ausência do braço variável acarreta 

numa grande perda de interação com a proteína SelB, a ponto deste complexo não ser 

observado pela experimento de velocidade de sedimentação. 

Estes resultados estão de acordo com as conclusões obtidas por anisotropia de 

fluorescência, o que nos leva a propor uma regra que o reconhecimento do tRNASec por SelB 

é realizado não por duas estruturas, mas sim por uma tríade composta pelo braço aceptor, 

braço TψC e braço variável extra.   

 

5.5.2 Análise de Equilíbrio de Sedimentação 

 

Como já descrito na Seção 3.10.2, foram realizados experimentos de equilíbrio de 

sedimentação da proteína SelB em complexo com alguns tRNAs. 

Com o objetivo de confrontar os dados de interação obtidos por anisotropia de 

fluorescência e velocidade de sedimentação, experimentos de equilíbrio de sedimentação 

foram realizados para auxiliar na investigação da importâcia do braço variável para o 

reconhecimento de SelB. Dado em vista que a estrutura do braço variável se apresentou 

relevante para a interação com SelB, o que até então não era previsto pela literatura, passou-se 
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a analisar o efeito que a deleção desta estrutura acarreta perda de afinidade para a interação. 

Para isto, estes experimentos foram conduzidos em três diferentes estequiometrias com três 

diferentes complexos: SelB.tRNASec, SelB.tRNAVar1 e SelB.tRNAAla. Os dados brutos foram 

coletados (ANEXO 1) e processados pelo programa SEDPHAT com uso do modelo A + B = 

AB.(80) Os resultados para as constantes de dissociação obtidos podem ser observados na 

Tabela 9 a seguir. 

 

Tabela 9 – Valores de constantes de dissociação para formação de complexos obtidos pelo SEDPHAT. 

 

Amostra Kd (nM) rmsd 

0,5 SelB : 1 tRNASec
 230,21 0,02 

1 SelB : 1 tRNASec
 261,03 0,04 

2 SelB : 1 tRNASec
 277,93 0,04 

 Kd médio = 256,39  

0,5 SelB : 1 tRNAAla
 610,93 0,03 

1 SelB : 1 tRNAAla
 629,74 0,01 

2 SelB : 1 tRNAAla
 629,92 0,05 

 Kd médio = 623,53  

0,5 SelB : 1 tRNAVar1
 794,33 0,02 

1 SelB : 1 tRNAVar1
 700,12 0,05 

2 SelB : 1 tRNAVar1
 773,19 0,02 

 Kd médio = 755,88  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Como observado, os valores de constante de dissociação para os complexos 

SelB.tRNAVar1 e SelB.tRNAAla (Kdmédio = 623,53 nM e Kdmédio = 755,88 nM respectivamente) 

se apresentam maiores do que o valor da constante no caso do complexo SelB.tRNASec, que é 

de Kdmédio = 256,39 nM. 

Apesar deste aumento no valor de Kd, o que reflete na perda de afinidade, o valor de 

Kd obtido ainda está na faixa de baixo nanomolar.Estes valores podem ser comparados com os 

valores obtidos pelo experimento de anisotropia de fluorêscencia. Se analisarmos a formação 
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do complexo SelB.tRNASec, obteve-se por anisotropia o valor de constante de dissociação de 

Kd = (266,8 ± 27,5) nM enquanto para o experimento de equilíbrio o valor de constante de 

dissociação obtido foi de Kd = 277 nM. A mesma comparação pode ser feita para a formação 

dos complexos SelB.tRNAAla e SelB.tRNAVar1 em que os valores de constantes de dissociação 

obtidos por anisotropia de fluorescência foram de Kd = (645,8 ± 129,4) nM e Kd = (720,7 ± 

90,2) nM, respectivamente, e para o experimento de equilíbrio, os valores obtidos foram de Kd 

= 623,53 nM e Kd = 755,88 nM, respectivamente. Os valores obtidos por estas duas técnicas 

diferentes são equivalentes entre si, e dão maior garantia nos valores obtidos para as 

constantes, indicando que o evento medido realmente é um fenômeno experimental e não é 

influenciado por limitações técnicas. 

 

5.6 Ensaio de Deslocamento de Mobilidade Eletroforética qualitativa em condições 

nativas 

 

A análise da formação do complexo ternário SelB.GTP.tRNASec por Deslocamento de 

Mobilidade Eletroforética em gel de agarose foi realizado em três diferentes estequiometrias. 

Este experimento foi realizado para confirmar a interação, desta forma é possível acompanhar 

em gél como a mobilidade do tRNA é afetada na presença da proteína SelB. Estes resultados 

podem ser observados pela Figura 33 a seguir: 

 
Figura 33 – Ensaios de Deslocamento de Mobilidade Eletroforética. 1) SelB e 2) tRNASec, utilizados como 

controles na concentração de 1 μM. Diferentes estequiometrias: 3) 1 tRNASec : 0,5 SelB.GTP; 4) 1 

tRNASec : 1 SelB.GTP; 5) 1 tRNASec : 2 SelB.GTP. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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O aumento da concentração de SelB.GTP resulta em complexos com massas 

moleculares mais elevadas se comparado com os tRNASec utilizado como controle. Como 

pode ser observado, a proteína SelB sozinha não é sensível ao comprimento de onda da luz 

observada, portanto todo sinal é proveniente exclusivamente do tRNASec marcado. É possível 

verificar pela Figura 33 que há um deslocamento de massa proveniente da formação do 

complexo SelB.GTP.tRNASec.  

Nota-se claramente que na canaleta 3, grande parte do RNA é observado na região 

esperada para o tRNA livre, como indicado pela canaleta 2. Já na canaleta 4, onde há a 

presença do dobro de concentração de SelB.GTP se comparado à canaleta 3, pode-se observar 

a presença do tRNA com massa molecular maior no gel, o que indica que este está ligado a 

uma molécula de maior massa molecular, ou seja, está interagindo com a proteína SelB. O 

mesmo resultado se repete para a canaleta 5, entretanto uma menor intensidade do sinal 

fluorescente proveniente do tRNA marcado é observado. Isto está relacionado ao fato de que 

mais proteínas estão disponíveis, portanto um maior número de tRNAs estão interagindo e as 

porções fluorescentes ligadas à extremidade 3’-OH do braço aceptor do tRNA estão cada vez 

mais oclusas devido à interação com a proteína SelB. 

 

5.7 Análise da estabilidade térmica de SelB por DSC 

 

Uma vez verificado por HPLC que a proteína SelB é purificada sem a presença de 

GTP endógeno e que o folding das proteínas obtidas a partir das duas cepas de interesse neste 

trabalho é muito semelhante, ensaios de DSC foram realizados para investigar sua 

estabilidade térmica.  

Os experimentos de DSC foram também realizados para verificar a estabilidade 

térmica de SelB na presença dos nucleotídeos. A Figura 34 mostra os padrões de DSC 

representativos de SelB na presença de nucleotídeos ligados (linha contínua) e na ausência 

dos mesmos (linha tracejada). Como pode ser observado, tanto o GDP como o GTP deslocam 

os termogramas para temperaturas mais altas, o que indica uma maior estabilidade térmica. 

Além disso, ensaios de DSC foram empregues para avaliar a estabilidade térmica de 

complexos do tipo SelB.GTP na presença de tRNASec e seus mutantes. A amostra SelB apo foi 

utilizada como referência.  
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Figura 34 – Deslocamento dos valores de Tm na presença de tRNAs. a) Ligantes que promovem a estabilização 

térmica de SelB: GTP, tRNASec, tRNATψC, tRNAAnti; b) Ligantes que causam a desestabilização 

térmica de SelB: tRNAAceptor, tRNAD-loop, tRNAVar1, tRNAVar2, tRNAAla. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Os dados fornecidos por estes termogramas foram processados pelo software Microcal 

Origin DSC e os valores de temperatura de melting e capacidade térmica relativos ao processo 

de desnaturação térmica para cada complexo analisado pode ser verificados pela Tabela 10 a 

seguir: 

 

Tabela 10 – Constantes biofísicas obtidas para a proteína SelB e formação de complexos com tRNAs. 

Amostra Tmax (oC) CPmax (kcal/mol/ oC) ΔT1/2 (oC) 

SelB (BL21) apo 47,4 ± 0,2 43 ± 3 4,7 ± 0,6 

+ GTP 48,1 ± 0,1 55 ± 3 3,8 ± 0,6 

+ tRNA 49,0 ± 0,1 55 ± 2 3,3 ± 0,2 

+ GTP + tRNASec 48,9 ± 0,1 65 ± 2 3,8 ± 0,2 

+ GTP + tRNATψC 48,8 ± 0,2 61 ± 2 3,2 ± 0,2 

+ GTP + tRNAAnti 48,7 ± 0,2 39 ± 4 5,2 ± 0,3 

+ GTP + tRNAAceptor 46,9 ± 0,3 44 ± 3 5,8 ± 0,3 

+ GTP + tRNAD-loop 47,3 ± 0,2 33 ± 2 4,8 ± 0,2 

+ GTP + tRNAAla 46,9 ± 0,5 21 ± 2 5,8 ± 0,2 

+ GTP + tRNAVar1 46,1 ± 0,5 30 ± 2 5,1 ± 0,2 

+ GTP + tRNAVar2 46,2 ± 0,5 30 ± 2 5,9 ± 0,2 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Com base nestes resultados, é possível categorizar as amostras em dois grupos 

diferentes: ligantes que realizam a estabilização térmica (ΔTm > 0) e ligantes que promovem a 

desestabilização térmica (ΔTm < 0). O primeiro grupo (GTP, tRNASec, e os complexos de SelB 

com tRNAs mutantes em TψC e Anticodon) se apresentou mais estável do que a amostra SelB 

apo. Este deslocamento positivo na Tm indica que o complexo se torna mais estável e 

corroboram com as análises de anisotropia e ultracentrifugação analítica indicando a 

especificidade de interação. Por outro lado, os demais complexos (tanto os mutantes variáveis 

como os braços D-loop e aceptor também o controle negativo tRNAAla) mostraram um 

deslocamento negativo do pico Tm, o que indica a desestabilização térmica, evidenciando 

menor estabilidade dos complexos. 

 

5.8 Análises de Espalhamento de raios-X a baixo ângulo  

 

Com o objetido de elucidar informações estruturais para SelB de E. coli, foram 

realizados esforços para determinar o modelo de baixa resolução por Espalhamento de Raios-

X a baixo ângulo (SAXS). As curvas experimentais para o espalhamento de SAXS foram 

tratadas pelo programa PRIMUS.(85) Para a realização das curvas teóricas de espalhamento 

foi utilizado o programa CRYSOL. Para isto, a curva experimental para o espalhamento de 

SelB.GTP foi obtida por meio da utilização do modelo de SelB gerado anteriormente (Seção 

3.1.1). O modelo utilizado para restrição da curva de espalhamento teórica para o complexo 

SelB.GTP.tRNASec foi realizado por meio da realização do doking de tRNASec na orientação 

esperada na estrutura de SelB. Na Figura 35 a seguir, pode-se observar a comparação das 

curvas experimentais com as curvas obtidas pelo CRYSOL (86) com χ = 3,324 para 

SelB.GTP e χ = 2,891 para SelB.GTP.tRNASec. 

 



106 

 

 
Figura 35 – Comparação das curvas de espalhamento de raios-X a baixo ângulo experimental e calculada para os 

complexos SelB.GTP e SelB.GTP.tRNASec. As curvas teóricas foram obtidas utilizando o modelo 

gerado pelo programa I-TASSER (Zhang Lab) para SelB proposto por este trabalho. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Com estes dados foi possível gerar o Gráfico de aproximação de Guinier por meio do 

programa AutoRG como mostrado abaixo.(94) 

 
Figura 36 – Gráfico de Guinier para os primeiros pontos das curvas de espalhamento experimentais resultando 

em Rg = 4,37 nm para SelB.GTP e Rg = 4,82 nm  para SelB.GTP.tRNASec. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A aproximação de Guinier foi utilizado para os 10 primeiros pontos das curvas de 

espalhamento (onde qRg < 1,3) resultando em um raio de giro de 4,37 nm para SelB.GTP e 

4,82 nm para SelB.GTP.tRNASec. 

As curvas referentes à distribuição de distâncias p(r) entre os centros espalhadores de 

raios-X para cada amostra foi calculada pelo programa GNOM como visto na Figura 37. 
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Figura 37 –  Comparação das curvas p(r) para a proteína SelB e para o complexo SelB.tRNASec, ambos em 

condições saturantes de GTP. É possível verificar um aumento na distância máxima devido a 

interação com tRNASec. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A distância máxima obtida para os ensaios de SAXS determinados para SelB.GTP 

apresentou valor estimado de Dmax de 14,65 nm, enquanto SelB.GTP.tRNASec tem 15,0 nm. 

Com base na interceptação no eixo das ordenadas do Gráfico de Guinier (I(0)) é possível 

estimar a massa molecular dos complexos por meio do programa SAXS MoW. Os valores das 

massas obtidas podem ser verificados na Tabela 11 a seguir. Vale ressaltar que a flexibilidade 

da proteína SelB em solução acarreta em perturbações no gráfico de Kratky, influenciando na 

obtenção do volume de Porod, e desta forma, superestimando o valor da massa molecular 

para os complexos. 

 

Tabela 11 – Parâmetros estruturais obtidos para as análises de SAXS. 

 SelB SelB.tRNASec
 

Massa Molecular (kDa) (discrepância em %)  91,9 (0,34) 135,6 (0,358) 

Dmax (nm) 14,65 15,0 

Raio de Guinier (nm) 4,37 4,82 

Volume de Porod (nm3) 150,51 228,92 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Os modelos de baixa resolução foram utilizados para alocar o modelo obtido por 

modelagem para a estrutura SelB de E. coli com base na estrutura resolvida para Itoh e 

colaboradores para Aquifex aeolicus (2015).(47) Os resultados obtidos para os envelopes 

gerados pelo método ab initio através do programa DAMMIF podem ser observados pela 

Figura 38 a seguir: 

 
Figura 38 – Superposição do modelo proposto pelo programa I-TASSER (Zhang Lab) ao envelope gerado pelo 

DAMMIF: a) e b) Modelo para SelB.GTP; c) e d) Modelo para SelB.GTP.tRNASec. Os envelopes 

resultantes foram alinhados às estruturas modelo por meio do programa SUPCOMB. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A partir dos modelos obtidos, observa-se a presença de regiões flexíveis, 

particularmente em modelos que se referem a complexos com tRNAs. Tais resultados 

sugerem que a proteína sofre alteração conformacional devido à interação com RNAs, o que 

era esperado. 

Os resultados obtidos pelos experimentos de SAXS se apresentaram de acordo com o 

que era esperado. Como proposto por Dobosz-Bartoszek, após a realização dos experimentos 

deste trabalho, na presença de GTP a proteína SelB está em sua conformação ativa o que 

provoca mudanças conformacionais em sua estrutura.(11,47,53) Este fato somado a 

flexibilidade intrínseca do linker que conecta as porções N e C terminal sugerem que em 

solução a proteína SelB se apresente ligeiramente diferente do que foi descrito por sua 

estrutura cristalográfica. 

 



109 

 

5.9 Testes de Cristalização da proteína SelB 

 

Com a finalidade de se obter a informação a partir da estrutura tridimensional de SelB, 

foram realizadas triagens iniciais de possíveis condições de cristalização para a proteína SelB 

em duas condições: SelB apo, e o complexo SelB.tRNASec, ambos em excesso de GTP. Dado 

o baixo rendimento desta proteína, cerca de 16 L de cultura foram utilizados com o objetivo 

de realizar triagens das condições de cristalização. 

A proteína SelB possui diferentes domínios, e uma link extremamente flexível 

conectando as porções N-terminal e C-terminal,(11,47) o que aumenta o desafio de obter a 

formação de cristais. Apesar do enovelamento não favorável para a organização cristalina, 

foram obtidos cristais em algumas condições listadas na Tabela 12: 

 

Tabela 12 – Principais condições em que foi possível o crescimento de cristais. 

1 2 3 4 

Crystal Screen HT 

(HAMPTON 

RESEARCH) 

Index HT (HAMPTON 

RESEARC) 

JCSG-plus HT-

96 (Molecular 

Dimensions) 

MIDAS (Molecular 

Dimensions) 

C6: 0,2 M Sulfato de 

Amônia, 30% m/v 

polietilenoglicol 4000 

B6: 0,1 M cloreto de 

sódio, 0,1 M BIS-

TRIS, 1,5 M sulfato de 

amônia, pH6,5 

B10: 0,2 M 

cloreto de 

magnésio, 0,1 M 

cacodilato de 

sódio, 50% m/v 

polietilenoglicol 

200, pH 6,5 

C10: 0,1 M cloreto de 

sódio, 35% m/v 

polietilenoglicol 

2100, 0,1 M HEPES, 

pH 7,5 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Parte destes cristais foi testada no equipamento de difração de raios-X e a partir dos 

padrões de difração observados, verificou-se que eram sais. Grande parte destes cristais ainda 

não foi testada, no entanto estão congelados para futuras coletas no equipamento de raio-X 

utilizando o equipamento Rigaku R-AXIS-IV++ presente em nosso grupo de pesquisa (LBEst 

-IFSC) e na linha MX-2 do CNPEM-Campinas. 
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Figura 39 –   Cristais obtidos nas condições descritas pela Tabela 12. A numeração das imagens corresponde à 

numeração da tabela. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Dadas as condições de cristalização citadas pela Tabela 12, tem-se como objetivo a 

triagem de novas condições experimentais para o preparo de amostra. Como já citado, os 

cristais já obtidos foram armazenados e serão testados futuramente em conjunto com os 

demais cristais que eventualmente possam ser obtidos. 
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6 ANÁLISE DA PROTEÍNA SerRS DE Escherichia coli 

 

6.1 Análise Bioinformática da proteína SerRS 

 

O modelo estrutural para a proteína SerRS foi gerado pelo programa I-TASSER 

(Zhang Lab) utilizando como modelo de restrição a proteína SerRS de Aquifex aeolicus (PDB 

ID: 2DQR). Esta estrutura possui depósito no banco de dados PDB, entretanto, o artigo 

científico que a originou não foi publicao até a escrita deste trabalho de mestrado. A estrutura 

para SerRS resultante pode ser observada pela Figura 40 a seguir.  

Para validação deste modelo, foi realizado o Gráfico de Ramachandram teórico pelo 

programa MolProbity (Duke Biochemistry) como pode ser observado pela Figura 40-b. De 

acordo com este resultado, 85,0% dos resíduos estão presentes em regiões favoráveis e 95,8% 

em regiões permitidas. Portanto há 18 dos 428 aminoácidos que constituem a proteína SerRS 

em que não obedecem as restrições phi e psi (Figura 40-c).  

 
Figura 40 –  Modelagem computacional por homologia para SerRS.a) Estrtura cristalográfica tomada como 

referência: SerRS de A. aeolicus (PDB ID: 2DQ3:A), b) Modelo de dímero gerado pelo I-TASSER 

(Zhang Lab) para SerRS, c) Visualização da superfície eletrostática do modelo gerado; d) Gráfico 

de Ramachandram indicando 85,0% dos resíduos do modelo em regiões favoráveis. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Por meio do mapa eletrostático gerado para o modelo de SerRS (Figura 38-c) pode-se 

observar que os domínios N-terminal de cada dímero é apresentado majoritariamente em azul 
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na parta superior da figura, indicando uma região com cargas majoritariamente positiva. Este 

domínio é a porção de interação com o tRNA, portanto este resultado se apresenta de acordo 

com o esperado. 

 

6.2 Obtenção de SerRS 

 

6.2.1 Amplificação e clonagem de serRS 

 

A sequência de oligonucleotídeos referentes ao gene para a obtenção da Seril-tRNA 

Sintetase foi utilizada nas etapas de amplificação e clonagem. Posteriormente o inserto de 

interesse foi utilizado para expressão e purificação da SerRS para a continuidade deste 

trabalho. 

A reação de amplifação foi submetida a gel de agarose 1% e o fragmento amplificado 

com 1292 pb pode ser observado pela Figura 41-a a seguir. O fragmento foi purificado do gel 

por meio do kit de purificação Clean Up (Cellco). 

Em seguida, o fragmento referente ao gene serRS foi ligado ao vetor de propagação 

pJET1.2/blunt de 2974 pb e esta ligação foi transformada em cepa E. coli DH5-α para 

obtenção de um maior número de cópias. Após a extração do vetor contendo o inserto de 

interesse destas células, foi realizada a digestão com as enzimas de restrição específicas 

PhastDigest (Fermentas) NcoI e XhoI e o resultado pode ser verificado pela Figura 41-b. 

Paralelo a isto, células contendo o vetor de expressão pET32(a) de 5900 pb foram 

crescidas e seus plasmídeos foram purificados. Então o vetor pET32(a) foi digerido também 

com as enzimas NcoI e XhoI. Após a digestão, tanto do vetor contendo o inserto como o 

pET32a, foi realizada uma nova etapa de ligação e transformação na cepa de expressão E. coli 

BL21. Após a transformação, o vetor contendo o gene foi ainda mais uma vez purificado para 

confirmação da ligação por meio de uma nova digestão com as enzimas NcoI e XhoI. O 

resultado desta digestão pode ser verificado na Figura 41-c onde é possível observar o 

fragmento de DNA referente ao vetor pET32(a) e o inserto de interesse contendo o gene 

serRS. 
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Figura 41 – Processo de obtenção de serRS em cepa de expressão: a) Amplificação a partir de DNA genômico de 

E. coli; b) Confirmação da ligação de SerRS no vetor de propagação pJET1.2/blunt  por meio da 

digestão com as enzimas de restrição NcoI e XhoI (Fermentas); c) Confirmação da ligação de SerRS 

no vetor de expressão pET32(a) por meio da digestão com as enzimas de restrição NcoI e XhoI 

(Fermentas). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Uma vez realizada e confirmada cada etapa da amplificação do gene até sua 

incorporação em cepa de expressão, foi possível prosseguir com os ensaios de obtenção da 

proteína pura. 

 

6.2.2 Expressão e purificação de SerRS 

 

O protocolo de expressão para a obtenção da proteína SerRS foi definido conforme 

descrito na Seção 3.6.  Os resultados de expressão e purificação em cromatografia de 

afinidade por Ni2+ com tempos de indução de 3 h e 18 h podem ser vistos na Figura 42 a 

seguir. 

 
Figura 42 – Purificação de SerRS: 1) Marcador Molecular. Indução por 3 h: 2) Vazio; 3) Precipitado; 4) 

Sobrenadante; 5) Extrato Bruto; 6) Fração não interagente com a coluna; 7) Lavagem da coluna 

com 10 mM de imidazol; 8) Eluição com 100 mM de imidazol; 9) Vazio. Indução por 18 h: 10) 

Precipitado; 11) Sobrenadante; 12) Extrato Bruto; 13) Fração não interagente com a coluna; 14) 

Lavagem com 10 mM de imidazol; 15) Eluição com 100 mM de imidazol. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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 Com base na Figura 42 verifica-se que a proteína SerRS está presente na fração 

sobrenadante após a lise celular. Pode-se também verificar que a fração obtida após o primeiro 

passo de purificação corresponde a massa de aproximadamente 60 kDa. Este resultado está de 

acordo com o esperado uma vez que calcula-se que a proteína SerRS fusionada a cauda de 

Tiorredoxina proveniente do uso do pET32(a) como sistema de expressão, apresenta massa 

molecular de 60.220,6 Da. 

Como previsto pela literatura, SerRS possui o domínio N-terminal como região de 

interação a tRNAs.(11,47,53) A proteína SerRS obtida até então possui a cauda Tiorredoxina 

fusionada à esta porção, logo como quer-se analisar a interação da proteína SerRS com 

diferentes tRNAs, é necessário um passo adicional de clivagem desta cauda. A digestão da 

cauda Tiorredoxina foi mediada pela ação da enzima enteroquinase (BioLabs) que reconhece 

a sequência  de clivagem Asp-Asp-Asp-Asp-Lis. O resultado da digestão da cauda após 16 h 

de clivagem pode ser verificada via gel 12% SDS PAGE como observado pela Figura 43-a. 

Após a etapa de digestão da cauda tiorredoxina, espera-se ter em solução dímeros com 

clivagem da cauda em ambas as porções N-terminal, proteínas que tiveram clivagem em 

apenas uma extremidade N-terminal de cada monômero do dímero e proteínas em que não 

houve clivagem da cauda em nenhum dos monômeros. 

Diversos protocolos de purificação foram realizados na tentativa de separar a proteína 

SerRS livre de cauda tiorredoxina em solução. O método mais propício para isto foi a 

inclusão de um passo adicional de cromatografia de afinidade. Desta forma, a proteína de 

interesse não deve reagir com a resina e deve ser eluída diretamente da coluna (Figura 43 b e 

c). 
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Figura 43 – Purificação de SerRS após digestão da cauda de tiorredoxina: a) 1) Marcador molecular; 2) 

Resultado da digestão: proteína digerida e proteína não-digerida. b) Cromatograma de exclusão 

molecular em coluna Superdex 75 10/300 (GE) acoplada ao sistema ÅKTA (GE) para a 

purificação de SerRS após a digestão, mas sem o segundo passo de cromatografia de afinidade c) 

Cromatograma de exclusão molecular para obtenção de SerRS após a digestão e após o segundo 

passo de cromatografia de afinidade. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6.2.3 Monitoramento da purificação de SerRS por Western Blot 

 

Para o acompanhamento da purificação da proteína SerRS fusionada com a cauda de 

Tiorredoxina bem como a clivagem da mesma, foram realizados ensaios de Western Blot com 

anticorpo anti-His. Desta forma, é possível monitorar as frações de interesse por meio da 

presença da cauda. O gel resultante da análise por Western Blot pode ser verificado na Figura 

44 a seguir: 
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Figura 44 – Ensaio de Western Blot para o monitoramento da digestão da cauda de tiorredoxina:1) Marcador 

molecular; 2) Vazio; 3) Sobrenadante; 4) Precipitado; 5) Fração não interagente com a coluna; 6) 

Lavagem com 10 mM de imidazol; 7) Eluição com 100 mM de imidazol; 8) Resultado da digestão; 

9) Fração não interagente com a coluna; 10) Lavagem com 10 mM de imidazol; 11) Eluição com 

100 mM de imidazol; 12) Após cromatografia de exclusão molecular em coluna Superdex 75 10/300 

(GE) acoplada ao sistema ÅKTA (GE). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Como se pode observar, a proteína SerRS está presente majoritariamente na fração 

sobrenadante após a lise celular. Durante a primeira etapa de cromatografia por afinidade a 

Co2+, a proteína permanece ligada à resina e é eluída apenas na adição do tampão de lise com 

adição de 100 mM imidazol, como pode ser observado pela canaleta 7. Após o processo de 

digestão da cauda, a proteína é submetida a uma nova cromatografia de afinidade por Ni2+. 

Desta vez, a proteína de interesse é eluída durante a lavagem com tanpão de lise com adição 

de 20 mM de imidazol, o que pode ser observada pela canaleta 10 na Figura 44. É interessante 

notar que a cauda Tiorredoxina ligada ou não à proteína SerRS é eluida com a adição de 

tampão de lise adicionado de 100 mM de imidazol (canaleta 11). A amostra referente à 

canaleta 10 foi ainda submetida à cromatografia de exclusão molecular em coluna Superdex 

75 10/30 (GE) e seu resultado pode ser verificado na canaleta 12. Como não há mais cauda de 

histidina fusionada à proteína, era de se esperar que esta amostra não apresentasse detecção 

em Western Blot, como verificado. 

 

6.3 Análises de Dicroísmo Circular para SerRS 

 

A análise da composição de estruturas secundárias da proteína SerRS foi realizada por 

meio da técnica de dicroísmo circular (CD). Assim como foi realizado para a proteína SelB, a 
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deconvolução do espectro de dicroísmo circular para a proteína SerRS foi realizada pelo 

programa CDTools. A predição para a porcentagem de estruturas secundárias indica a 

presença de 30,2% de estruturas em α-hélice, 19,2% em folhas-β, 17,4% em forma de alças e 

33,2% em regiões não estruturadas. 

O estudo do dicroísmo circular de SerRS foi realizado por meio de desnaturação 

térmica de 10 ºC a 90 ºC com passos de 10 ºC a cada medida. Os espectros resultantes de CD 

referente às médias obtidas em cada temperatura podem ser verificados pela Figura 45-a a 

seguir. Através do monitoramento do valor de elipsidade obtido nos comprimentos de onda de 

208 nm e 222 nm (Figura 45-b). Desta forma, é possível gerar um gráfico que relaciona as 

mudanças estruturais ocasionadas pela variação térmica à temperatura de melting calculada 

para esta transição por meio do ajuste de Boltzmann. 

 
Figura 45 – Monitoramento da estabilidade térmica de SerRS por CD: a) espectros de CD para experimento de 

variação térmica (VT-CD) de SerRS. b) monitoramento dos mínimos de CD em 222 nm e 208 nm 

indicando valores de temperatura de melting calculados de (54,4 ± 0,4) ºC e (54,3 ± 0,6) ºC, 

respectivamente. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Os resultados foram obtidos pela média de 3 experimentos independentes revelando  alta 

estabilidade térmica da proteína, pois esta manteve a sua estrutura secundária até 

aproximadamente 54 ºC. 

 

6.4 Monitoramento da emissão de fluorescência de resíduos aromáticos de SerRS por 

Fluorescência Intrínsica 

 

Os espectros de emissão dos resíduos de triptofano da proteína SerRS purificada após 

o tramento da digestão da cauda Tiorredoxina são mostrados na Figura 46. Como já previsto 

pela literatura, SerRS possui 3 triptofanos, dos quais 2 pertencem ao sítio de ligação ao ATP. 

Concentrações crescentes de ATP, L-Serina e tRNASec foram tituladas em SerRS cuja 
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fluorescência intrínseca foi monitorada.  

 

 
Figura 46 – Experimento de fluorescência intrínseca dos resíduos aromáticos de SerRS em função da adição de 

ligantes. Pode-se verificar a diminuição dos espectros de emissão devido à interação com ATP. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A intensidade do máximo de emissão decai devido à presença de ATP. Uma vez 

adicionado ATP, o máximo de emissão diminuiu pouco com a adição de L-Serina e do 

tRNASec específico. Estes resultados indicam indiretamente que SerRS está ativa, pois ao se 

ligar ao ATP, é notável a diferença na itensidade obtida se comparado à mesma medida 

realizada na ausência deste nucleotídeo energético. 

 

6.5 Ensaios de Espectroscopia de Anisotropia de Fluorescência para interação de SerRS 

com ligantes 

 

A Anisotropia de Fluorescência foi mais uma vez recorrida, desta vez para analisar a 

interação da proteína SerRS com alguns de seus ligantes e parceiros de interação. Da mesma 

maneira como realizado para as medidas com SelB, o tRNASec previamente marcado com 

fluoróforo foi utilizado como sonda sendo deixado sempre em concentrações constantes na 

cubeta. 

Para este experimento, foram realizadas titulações com diferentes amostras e suas 

curvas de anisotropia podem ser visualizadas pela Figura 47 a seguir e os parâmetros 

bioquímicos calculados a partir destas curvas podem ser verificados pela Tabela 13 abaixo.  
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Figura 47 – Ensaios de Espectroscopia de Anisotropia de Fluorescência para a formação do complexo ternário 

SerRS.SelA.tRNASec em função da adição de ligantes. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Os valores de constantes de dissociação bem como o parâmetro de cooperatividade 

(parâmetro de Hill) calculados a apartir das curvas de anisotropia podem ser resumidos pela 

Tabela 13 a seguir: 

 

Tabela 13 – Experimento de anisotropia de fluorescência em função da adição de ligantes. 

 Kd (nm) n r² 

SerRS.(SelA.tRNASec) 92,9 ± 10 5,9 ± 0,2 0,92 

SerRS.tRNASec
 140,1 ± 20 1,0 ± 0,2 0,90 

(SerRS.tRNASec).SelA 119,0 ± 10 1,4 ± 0,2 0,96 

SerRS.(tRNASec.ATP) 56,4 ± 10 0,9 ± 0,1 0,96 

SerRS.(tRNASec.ATP.L-Serina) 56,4 ± 10 0,8 ± 0,2 0,93 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Com base na Tabela 13, pode-se verificar que a constante de dissociação para a adição 

de SerRS ao complexo SelA.tRNASec já previamente incubado é menor do que o o valor de 

constante de dissociação para o caso da adição de SelA ao complexo SerRS.tRNASec. O que 

indica que no ambiente celular o complexo SelA.tRNASec deve inicialmente estar montado 

para posterior interação com a proteína SerRS. 
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Pode-se também observar que tanto para a titulação de SerRS em SelA.tRNASec, como 

para a adição de SelA em SerRS.tRNASec o valor da constate de dissociação se apresentou 

menore do que o valor obtido para a formação do complexo SerRS.tRNASec por meio da 

adição de SerRS ao tRNASec previamente incubado. 

Além disto, é verificado que o valor para a constante de dissociação de SerRS por 

tRNASec é menor na presença de ATP, e menor ainda se na cubeta o tRNASec for previamente 

preparado com ATP e L-serina. Estes resultados mostram claramente que SerRS está em sua 

conformação ativa, uma vez que a presença do ATP favorece a interação com o tRNASec. 

Desta forma, o evento de aminoacilação do tRNASec deve ocorrer primeiramente pelo 

reconhecimento de SelA pelo tRNASec e então após a formação deste complexo, a proteína 

SerRS reconhece o tRNASec carregando-o com selenocisteína. 

 

6.6 Visualização de complexos por Microscopia eletrônica de transmissão por contraste  

negativo 

 

A técnica de microscopia eletrônica de transmissão por contraste negativo pode ser 

utilizada para a observação de estruturas macromoleculares de tamanho da ordem de centenas 

de nanômetro.(77) Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa levaram a publicações de 

diversos trabalhos utilizando microscopia eletrônia de transmissão utilizando contraste 

negativo relacionados à proteína Selenocisteína Sintase (SelA). Como já previsto pela 

literatura e juntamente com os resultados das análises de anisotropia de fluorescência, a 

proteína SerRS e SelA devem interagir na presença de tRNASec.(34) 

Como mostrado pela Dr. Lívia R. Manzine e colaboradores, a proteína SelA em 

solução está na forma homodecamérica com massa de 600 kDa, e possui estequiometria de 

ligação de tRNASec de 1 SelA : 10 tRNASec.(34) 

O complexo SerRS.SelA.tRNASec foi previamente incubado por 20 min antes da 

deposição em filme de carbono e as imagens geradas pelo Microscópio Eletrônico de 

Transissão FEI Tecnai G2F20 HRTEM single-tilt operando em 200 KV em uma camera TIA 

(FEI) do Departamento de Engenharia de Materiais (DEMa/UFSCar) podem ser verificadas 

pela Figura 48. 
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Figura 48 – Imagens de contraste de negativo para SelA e SelA.tRNASec previamente publicados.  a) Imagem de 

microscopia eletrônica de transmissão por contraste negativo  SelA. b) (esquerda) Classe do estado 

não ligado de SelA, (direita) Complexo binário SelA.tRNASec. 

Fonte: Adaptada de MANZINE, L. R..(34) 

 

Já as imagens obtidas para a formação do complexo ternário SerRS.SelA.tRNASec 

obtidas ao decorrer deste trabalho podem ser visualizadas pela Figura 49 a seguir: 

 
Figura 49 – Imagens do complexo ternário SerRS.SelA.tRNASec por microscopia eletrônica de transmissão por 

contraste negativo. a) e b) Visualização do complexo ternário onde é possível observar que o interior 

da proteína SelA é preenchida pelos parceiros de interação SerRS e tRNASec. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Como já descrito pela literatura, SelA possui um formato circular com uma região 

vazia no interior de seu homocomplexo decamérico como pode ser observado pela Figura 

48.(34) Este comportamento é semelhante na formação do complexo binário SelA.tRNASec, 

sendo que a região central da proteína SelA não é preenchida pelo tRNASec. 

Já os resultados realizados neste projeto podem ser observados pela Figura 49. É 

interessante notar pelas imagens geradas para a formação do complexo ternário 

SerRS.SelA.tRNASec que esta região central passa a ser preenchida. Este resultado indica que 

há a interação de SerRS por SelA na presença do tRNASec o que corrobora com os resultados 

Anisotropia de Fluorescência previamente discutidos. Além disto, estes estudos podem 

auxiliar no desenvolvimento de uma proposta de interação para a formação deste complexo, 

uma vez que atualmente não há informações estruturais com alta resolução descrevendo 

detalhadamente como este complexo se forma. 
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7 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

7.1 Conclusões 

 

 Este projeto de mestrado teve seu foco principal na investigação das estruturas 

determinantes do tRNA específico para inserção de selenocisteínas (tRNASec) para o 

reconhecimento ao fator de elongação específico para selenocisteínas (SelB), bem como na 

interação deste tRNA com a proteína Seril tRNA-Sintetase (SerRS), além da caracterização 

biofísica destas macromoléculas. 

Para isto, um novo protocolo para a superexpressão e purificação de SelB foi 

estabelecido com aumento do rendimento comparado com previamente cidado pela 

literatura.(71) A principal alteração deste protocolo é um passo adicional de degradação por 

RNase devido à presença de RNAs de nucleotídeos endógenos quantificados. O produto da 

purificação foi caracterizado por espectrometria de massa e Western Blot assegurando a 

obtenção da amostra de interesse. Além disso, os resultados de HPLC a 25 ºC demonstraram 

que amostra SelB é purificada na ausência de GTP e uma vez adicionado este nucleotídeo, a 

proteína não realiza sua hidrólise a esta temperatura e permanece estável na formação dos 

complexos de interesse na presença do tRNA específico. 

Os tRNAs sintetizados in vitro (tRNASec e seus diferentes mutantes) apresentaram um 

correto enovelamento o que pode ser inferido pela análise de suas estruturas secundárias por 

meio de ensaios de Dicroísmo Circular. O arranjo estrutural correto dos tRNAs é essencial 

para as posteriores análises de interação com as proteínas. 

A formação do complexo ternário SelB.GTP.tRNASec foi inicialmente monitorada pela 

emissão dos resíduos aromáticos por fluorescência intrínseca revelando uma constante de 

dissociação aparente de Kd =  (248 ± 59) nM. Estes resultados corroboram com a constante de 

ligação obtida por espectroscopia de anisotropia de fluorescência usando marcação com 

tRNASec-fluoresceína (Kd = 266,8 ± 27,5 nM). O índice de cooperatividade para este 

complexo ternário mostra uma interação não cooperativa em ambos os experimentos. 

A interação de SelB.GTP tRNASec é facilitada pela presença de SelA, dado o baixo 

valor obtido para a constante e a cooperatividade na interação. Este fato é biologicamente 

razoável dado que tRNASec não é abundante no ambiente celular e a via deve ser 

extremamente eficiente devido à alta toxicidade dos compostos de selênio.(4-6) 

Como já descrito pela literatura, SelB interage com tRNASec pelos braços aceptor e 

TψC.(71)  Apenas recentemente, a dependência do braço variável de tRNASec foi determinada 
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pela análise de partícula única Cryo-EM do ribossomo em complexo com 

SelB.GTP.tRNASec.SECIS,(11) que corroboram diretamente com os resultados deste estudo. 

Por espectroscopia de anisotropia de fluorescência e ultracentrifugação analítica, relatamos as 

constantes de ligação de diferentes mutantes tRNASec, onde avaliamos as constantes de 

ligação ea importância de suas interações específicas. As diferentes construções de braços 

indicam constantes de ligação semelhantes ao nosso controle negativo (tRNAAla) mostrando 

uma inespecificidade para suas interações. 

Além disso, CD e DSC mostram que SelB interage com GTP ou GDP em condições 

saturantes. A Tm das formas ligadas a nucleotídeos é superior à forma apo. Além disso, a Tm 

da forma ligada a GTP é aproximadamente 1,2 °C mais elevada do que a Tm de SelB.GDP, 

indicando que SelB.GTP forma um complexo binário mais termicamente estável do que SelB 

ligada a GDP. O complexo macromolecular na presença de RNAs também foi avaliado e pode 

ser distinguido em dois grupos diferentes: complexos que apresentam estabilização térmica 

(ΔTm > 0) ou desestabilização térmica (ΔTm < 0).  

As propostas de interação também foram elucidadas por modelos de baixa resolução 

obtidos pela análise SAXS de onde foram obtidos envelopes de estrtuturas para os complexos 

SelB.GTP e SelB.GTP.tRNASec. Estes resultados auxiliam na validação e compreensão deste 

complexo macromolecular em solução e mostram a especificidade de tRNA como um 

elemento de reconhecimento nesta via bioquímica específica. 

Desta forna, este trabalho aborda as estruturas essenciais do tRNASec para interação 

com SelB por meio de experimentos biofísicos em solução, indicando que as estruturas dos 

braços aceptor, TψC e braço variável são pontos essenciais para a realização desta interação. 

Para a obtenção da proteína Seril tRNA Sintetase foi realizada um novo protocolo de 

expressão e purificação, em que se faz necessário a digestão da cauda de tiorredoxina 

proveniente do vetor de expressão utilizado. 

Para a caracterização bioquímica de SerRS foram realizados ensaios de Western Blot, 

dicroísmo circular e fluorescência intrínsica de seus resíduos aromáticos em função da adição 

dos ligantes ATP, L-Serina e tRNASec. 

Medidas de interação de SerRS com tRNASec na presença da proteína SelA e dos 

ligantes ATP e L-Serina por anisotropia de fluorescência indicam a grande afinidade da 

formação destes complexos. Verificou-se que há uma preferência do reconhecimento de 

SerRS para o complexo SelA.tRNASec já previamente montado, o que sugere que esta deve 

ser a ordem de eventos em nível celular. A formação do complexo ternário 

SerRS.SelA.tRNASec também foi monitorada por microscopia eletrônica de transmissão por 
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contraste negativo, em que resultados preliminares indicam uma alteração das estruturas 

esperadas para a proteína SelA ou para o complexo SelA.tRNASec, sendo que estas são 

provenientes da interação com a proteína SerRS.  

 

7.2 Perspectivas 

 

Como perspectivas deste projeto são propostos os seguintes experimentos a fim de 

complementar os resultados aqui expressos e dar continuidade à compreensão da biossíntese 

de selenocisteínas em E. coli: 

 

- Realizar medidas de interação do tipo SerRS.tRNA e complexos através de medidas de 

constantes de interação por Espectroscopia de Anisotropia de Fluorescência e 

Ultracentrifugação Analítica. Além disso, serão propostos ensaios por técnicas estruturais 

como Raios-X a baixo ângulo (SAXS) e Microscopia eletrônica de transmissão por contraste 

negativo (NS-EM) para o monitoramento da formação dos complexos. 

- Realizar a cinética do consumo de ATP pela SerRS monitorando o consumo de ATP por 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC). 

- Ensaios de aminoacilação do tRNASec com selenocisteína pela SerRS por meio da 

reconstrução da via in vitro, monitorando a produção de selenoproteínas. 

- Aquisição de novas imagens de microscopia de transmissão por contraste negativo e 

refinamento dos dados para elucidar a estrututura do complexo ternário SerRS.SelA.tRNASec. 

- Cristalização de SelB e SerRS. 
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ANEXO 1 – CURVAS EXPERIMENTAIS POR ULTRACENTIFUGAÇÃO 

ANALÍTICA 

 

- Curvas – Velocidade de sedimentação 

 

Curva 1 – SelB.GTP 

 
 

 

Curva 2 – SelB.GTP.tRNASec  

 
 

Curva 3 – SelB.GTP.tRNAAceptor 
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Curva 4 – SelB.GTP.tRNAD-loop 

 

 
Curva 5 – SelB.GTP.tRNATψC 

 
 

Curva 6 – SelB.GTP.tRNAVar1 

 
 

Curva 7 – SelB.GTP.tRNAAla 
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- Curvas – Equilíbrio de sedimentação 

Curva 1 – SelB.GTP 
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ANEXO 2 The specific elongation factor to selenocysteine incorporation in Escherichia 

coli: unique tRNASec recognition and its interactions. 

                  ARTIGO A SER PUBLICADO 

 

 

Vitor Hugo Balasco Serrãoa,b,†; Adriano de Freitas Fernandesb,†; Luis Guilherme Mansor 

Bassoc; Edson Crusca Júniord; Jéssica Fernandes Scorteccib; Marinônio Lopes Cornélioe; 

Bibiana Monson de Souzaf; Mário Sérgio Palmaf and Otavio Henrique Thiemannb*. 

 

 

a Physics Department, Federal University of Sao Carlos – UFSCar, 13565-905 Sao Carlos, SP, 

Brazil; 
b Physics and Informatics Department, Physics Institute of Sao Carlos, University of Sao 

Paulo – USP, CEP 13563-120 Sao Carlos, SP; 
c Physics Department, Ribeirao Preto School of Philosophy, Sciences and Literature, 

University of São Paulo – USP, CEP 14040-901 Ribeirao Preto, SP; 
d Department of Physical Chemistry, Chemistry Institute of the São Paulo State University – 

UNESP, CEP 14800-900  Araraquara, SP. 
e Physics Department, Institute of Biosciences, Letters and Exact Sciences (IBILCE), Sao 

Paulo State University – UNESP, Sao Jose do Rio Preto, SP; 
f Department of Biology/CEIS, Biosciences Institute of Rio Claro, Sao Paulo State University 

– UNESP, Rio Claro, SP. 

 
† Both authors contributed equally to this work. 

* Corresponding author: thiemann@ifsc.usp.br 

 

Present/Permanent address: 1100 Joao Dagnone Av, Jardim Santa Angelina – Sao Carlos, SP – 

Brazil. Physics and Informatics Department, Physics Institute of Sao Carlos, University of 

Sao Paulo – USP, CEP 13563-120 Sao Carlos, SP. 

 

Abstract 

Selenocysteine (Sec) represents the main biological form of the element selenium and its 

incorporation into selenoproteins at in-phase UGA-encoded codon requires a complex 

molecular machinery. The Sec incorporation pathway begins with the L-adenylation of amino 

acid serine by Seryl-tRNA synthetase with the consumption of ATP and the further transfer of 

L-serine to tRNA[Ser]Sec, resulting in Ser-tRNA[Ser]Sec. The Ser-tRNA[Ser]Sec is recognized by 

Selenocysteine synthase  for selenocysteil-tRNASec synthesis. Then, Sec-tRNASec is delivered 

to the Selenocysteine specific elongation factor (SelB) that is responsible for delivering to the 

ribosome in presence of Selenocysteine Insertion Sequence (SECIS element) - a hairpin 

structure present in the mRNA that indicates the position to Sec incorporation. Although it is 

known the proteins of the selenium incorporation pathway, how tRNAsec is recognized by 

SelB for its subsequent incorporation on the ribosome is not fully understood yet. In this 
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study, we show the importance of the structural regions of the tRNA for SelB recognition 

using fluorescence anisotropy spectroscopy, analytical ultracentrifugation and calorimetric 

assays through interaction with different tRNASec mutants. In addition, we determined the 

interactions ordering for SelB complexes with tRNASec, SECIS and ribosome. Modeling of 

SelB was fitted in a low-resolution structure obtained from small-angle x-ray scattering to 

corroborate with the proposed interaction. We also demonstrated by interaction constants that 

the acceptor, D-loop and variable arms are essential for the specific SelB recognition. 

Moreover, SelB initially recognizes the SelA-tRNASec binary complex in the withdrawn 

process specific tRNA and subsequently recognizes the SECIS element for its incorporation. 

Our findings contribute to the understanding of the tRNASec role and shed light on the 

ordering of events in selenocysteine delivery. Furthermore, we showed, for the first time, the 

binding constants between SelB and tRNASec mutants indicating the variable arm dependence 

and the event ordering to Sec delivery. 

 

 

Highlights 

- An efficient protocol for Escherichia coli specific elongation factor (SelB) purification and 

its biochemical analysis of tRNASec specificity; 

- Elucidate the Sec incorporation pathway having SelB as checkpoint through the dissociation 

constant values observed in the formation of complexes with tRNA, SECIS element, SelA and 

ribosome; 

- Determine the order of events in the withdrawal process of mature Sec-tRNASec from binary 

complex SelA.tRNASec and delivery to the ribosome by constant interaction values. 

 

Keywords 

- Selenocysteine; Elongation Factor; SelB; tRNASec, Protein-RNA interaction. 

 

Abbreviations used: 

ACN: Acetonitrile; ATP: Adenosine 5’-triphosphate; CD : Circular Dichroism; DSC: 

Differential Scanning Calorimetry; EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid; EF: Elongation 

factor; FAS: Fluorescence Anisotropy Spectroscopy; GTP: Guanosine-5'-triphosphate; GDP: 

Guanosine-5'-diphosphate; HPLC: High-Performance Liquid Chromatography; IFS: Intrinsic 

Fluorescence Spectroscopy; IPTG: Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside; ITC: Isothermal 

Titration Calorimetry; LB: Luria Broth; PBST: Phosphate Buffered Saline with Tween; PLP: 

Pyridoxal 5'-phosphate; Sec: Selenocysteine; SEC: Size-exclusion chromatography; SECIS: 

Selenocysteine Insertion Sequence; SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide 
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Gel Electrophoresis; SelA: Selenocysteine Synthase; SelB: selenocysteine-specific elongation 

factor; SelC: selenocysteyl–tRNASec; SelD: Selenophosphate Synthetase; SerRS: Seryl-tRNA 

Synthetase; PMSF: Phenylmethanesulfonyl fluoride. 

 

 

Introduction 

Selenium has been recognized as an essential element into all life domains, despite its high 

cell toxicity [1,2]. A specific repository of selenium compounds is an unconventional amino 

acid, selenocysteine (Sec, U), which is the biological form of selenium in the cells and is 

present in the three domains of life (Bacteria, Archaea, and Eukarya). 

The Sec amino acid is co-tradutional incorporated into specialized selenoproteins that are 

involved in several functions such as oxidoreduction, redox signaling, and antioxidant defense 

[1,3]. The Bacterial Sec, for instance, is synthesized on the specific L-serine-aminoacylated 

tRNA (Ser-tRNA[Ser]Sec) and incorporated into selenoproteins at UGA stop codons. Some 

proteins and RNAs are required for this incorporation. In particular, the specific tRNASec 

(SelC) and a specific mRNA structure denominated Selenocysteine Insertion Sequence 

(SECIS element) [1,3] represent the RNA elements of this specific pathway.  

The Sec biosynthesis in Bacteria domain is initiated by the charging of tRNASec with L-serine 

(L-Ser) by Seryl-tRNA synthetase (E.C 6.1.1.11, SerRS), a class-II aminoacyl-tRNA 

synthetase, to form the L-Seryl-tRNA[Ser]Sec, or Ser-tRNA[Ser]Sec. The Ser-Sec conversion is 

catalyzed by Selenocysteine synthase (E.C. 4.2.1.-, SelA), a pyridoxal 5'-phosphate (PLP)-

dependent homo decameric enzyme with approximately 500 kDa [4]. The Ser-tRNA[Ser]Sec is 

covalently bound to SelA through the interaction with PLP bound to the catalytic lysine 

residue, which results in a binary complex consisting of 1 SelAdecamer : 10 Ser-tRNA[Ser]Sec 

[5,6]. The selenophosphate used in this conversion is delivered to the binary SelA-tRNASec 

complex by the dimeric Selenophosphate synthetase enzyme (E.C. 2.7.9.3, SelD), forming a 

transient ternary complex, SelA-tRNASec-SelD, that contributes to the Ser-Sec conversion, 

resulting in L-Selenocysteyl-tRNASec [7].  

Since tRNASec is aminoacylated with Sec amino acid, the resulting Sec-tRNASec is recognized 

by selenocysteine-specific elongation factor (E.C. 3.6.5.-, SelB), which is responsible for 

delivering this aminoacyl-tRNA to the translational machinery for incorporation into 

selenoproteins [8].  

Differently from other elongation factors (EFs), SelB presents four independent domains. Two 

of them are also present in other EFs: a conserved GTPase N-terminal domain, responsible for 

GTP-GDP conversion and ribosome recognition, as well as a wing domain, responsible for 
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tRNA recognition. Furthermore, SelB also exhibits a unique C-terminal domain that is 

responsible for SECIS recognition that provides the specific Sec incorporation around that 

structural RNA element that was the first SelB domain resolved by crystallography interacting 

with a part of SECIS element [9;10].  

SelB has been characterized since the early 1990s and only recently start to be widely 

characterized [8]. The N-terminal domain of SelB shares high homology with canonical N-

terminal EF-Tu domain and other EFs that provided the homologous modeling to the structure 

inferred in 2005 [10]. Binding studies of this GTPase N-terminal domain with nucleotides 

were investigated by calorimetric and fluorimetric methodologies, which revealed a GTP 

preference over GDP (KD of 0.7 µM and 13 µM, respectively) [11]. These results suggest an 

event ordering: binding of GTP to SelB is a prerequisite for tRNASec recognition and 

hydrolysis to occur after tRNASec delivery at ribosome [11]. On the other hand, the wing 

domain is responsible for tRNASec recognition by the specific tetrad nucleotides in acceptor-

TψC helix [12], denoting the relevance of different tRNA structural elements for its 

recognition in the pathway. The third domain is responsible for SECIS recognition by the 

apical helix recognition [13], providing the specificity to UGA recognition. 

In 2015, Itoh et al solved the full-length bacterial SelB structure from Aquifex aeolicus by X-

ray crystallography, which provided new insights on tRNA and Ribosome recognition by 

molecular modeling [9]. In their study, SelB was divided into three main regions: N-terminal, 

C-terminal and a flexible linker (N-C linker) composed by two αhelices that connect the N-

terminal and C-terminal portions. The C-terminal section was further subdivided into three 

different domains: I, II and III [8]. The domain I of SelB has a high conserved folding of α/β 

topologies, having an allosteric catalytic site that suffers conformational variation due to the 

GTPase process in the presence of magnesium [15]. The suggested interaction region of SelB 

with the tRNA is the interface of the domains D1 and D2 with the acceptor arm tRNASec 

while the TΨC arm is recognized by D3 domain [9]. Another structural information is the N-

terminal portion of SelB, which present four winged-helix: WDHD1, WHD2, WHD3 and 

WHD4. The first two winged-helix (WHD1 and WHD2) are responsible for the interaction 

with the ribosome and are separated from the latter (WHD3 and WHD4) by a flexible portion 

that guarantees conformational freedom to WHD3 and WHD4 portions. This flexibility might 

enable SelB to recognize the SECIS element for different mRNAs and then adjust them to 

ribosome entry site in the presence of Sec-tRNASec [9]. This proposal was clarified by the 

SelB complex structure obtained by cryo-electron microscopy [14], where the complex with 

the specifics RNAs (tRNASec and SECIS element) and ribosome was solved resulting in an 
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electronic map at 3.6 Å resolution The linker present at domains 3 and 4 promotes a tRNA 

conformational change in the variable arm portion, which allows the accommodating inside 

the SelB pocket. The 8/5 acceptor and TψC arms fold and the variable arm are essential for 

the interaction with SelB and thus its distinction in comparison with canonical tRNAs. 

However, the interaction constants are not fully known. The domain 4 of SelB is extremely 

flexible and when the GTP binding domain is activated, the SECIS element is responsible for 

the recognition of the SelB.SectRNASec.SECIS ternary complex at the 30S subunit of the 

ribosome, as previously suggested [9, 14-17]. 

Moreover, Dobosz-Bartoszek and collaborators proposed that the mechanism of interaction 

between the specific elongation factors and Sec-tRNASec is different from that for the 

canonical EF-Tu. Contrarily to other EF-Tus, SelB has affinity constants similar to both GTP 

and GDP. Through analysis of X-ray structures of the complexes of human EFSec, Dobosz-

Bartoszek et al showed that the D4 portion of the mammalian eEFSec is the portion that 

undergoes a major conformational change in the presence of guanine nucleotides. This 

surprising result goes contrary to what was expected, once it is not the interaction domain 

with guanine nucleotide. This feature may be related to the regulation of GDP-GTP 

hydrolysis, as well as to being responsible for binding to a nucleotide that differs from the 

others EF-Tu [19].  

Zinoni and collaborators il an event sequence to Sec delivery by SelB, which initially the 

ribosome moves until the UGA codon forming a complex to SECIS element [20]. Then, the 

Sec-tRNASec.SelB.GTP complex is stabilized by the interaction with SECIS element 

connected to the ribosome, which in turn delivers the Sec-tRNASec to A site of ribosome for 

its incorporation into the polypeptide chain [20-21]. However, the mechanism to Sec-tRNASec 

delivery is not fully understood [21]. It is inferred that the SelB protein recognizes the 

acceptor arms and TψC due to 8/5 structure of tRNASec regardless of their coding sequence.  

In this study, we performed the characterization of SelB with tRNASec and 6 different tRNASec 

mutants from Escherichia coli to investigate their specificity and selectivity in solution. For 

these experiments, fluorescence anisotropy spectroscopy was used to determine the 

dissociation constants between the macromolecular complexes formed during Sec 

incorporation, and intrinsic fluorescence spectroscopy and differential scanning calorimetry 

further corroborated the formation of SelB.tRNASec complex. The formation of these 

complexes was corroborated by measurements of sedimentation velocity and equilibrium 

constants through analytical ultracentrifugation analysis. Subsequently, the formation of 

SelB.RNAs complexes as well their variable interactions with SelA and ribosome were 
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examined in relation to the sequence of formation of these complexes. Our results will 

improve the knowledge of the Sec incorporation into selenoproteins as well as elucidate the 

importance of tRNA structural elements for this specific biosynthesis pathway. Furthermore, 

we showed, for the first time, the binding constants between SelB and tRNASec mutants 

indicating the variable arm dependence and the event ordering to Sec delivery. 

 

 

Results 

SelB expression and purification 

SelB full-length sample was obtained from the previously described overexpression and 

purification methodologies were applied to a 15% SDS-PAGE gel to verify the presence of 

the recombinant protein of interest [22]. The gel revealed the presence of ~ 69 kDa 

corresponding to SelB (Theoretical Mass = 68.87 kDa), which was further confirmed by mass 

spectrometry analysis. These experiments were carried out by gel digestion with the addition 

trypsin (Sigma) after treatment with acetonitrile with the identification of peptides by mass 

spectrometry digestion gel with 52% coverage. Moreover, samples from SDS-PAGE were 

confirmed by western blot analysis using anti-His antibodies (Figure SI1). 

 

Determination of endogenous RNAs and nucleotides-free sample 

SelB can interact with RNAs [1,3], it is expected co-purification of this nucleotide with the 

protein. Then, Qubit® spectrophotometer was used to infer the amount of endogenous RNA 

present in the final purification product, as can be seen in Table SI1. Free-RNA protein 

samples are guaranteed after RNase (Promega) treatment. 

In our analysis, it can be clearly seen that there is degradation since the RNA concentration 

measured 1 h after RNase treatment shows an RNA fraction of 70% and after either a 12 h or 

an overnight RNase treatment, the sample is completely free from endogenous RNAs. From 

these results, an overnight RNase treatment was added to the current expression and 

purification protocol for SelB in which the protein can be obtained free of endogenous RNA.  

The GTP-free sample was observed by High-Performance Liquid Chromatography (HPLC), 

where monitoring at 253 nm was not identified GTP or GDP nucleotides co-purified with 

SelB samples (Fig. SI 2A), such as an RNA and nucleotide-free sample, which allowed the 

binding experiments. 
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Characterization of the mutants tRNAs and SECIS element 

The tRNASec, SECIS element, and mutants tRNASec genes were first amplified by PCR and 

subsequently transcribed thereby obtaining the functional RNAs [23]. To ensure that the 

RNAs are properly coiled, circular dichroism experiments were performed, since these RNA 

have secondary structures resulting in characteristic curves in monitoring a function of 

temperature (Figure SI 3-A). The RNAs were used in the experiments interaction with SelB, 

and part was subjected to the labeling protocol. The label confirmation was performed by 

quantification of tRNA and measures in the previous fluorimeter to Fluorescence Anisotropy 

Spectroscopy (FAS) experiments with excitation at 480 nm and monitoring the wavelength 

range 510-530 nm. 

 

Binding constants of SelB complexes formation by fluorescence analysis 

As the previous know, the elongation factors (EFs) needs GTP to allow the interaction with 

the specific tRNA [11; 14;  24], therefore the GTP excess (1 mM) was used during all binding 

assays. The first methodology used was the interaction with specific tRNASec using Intrinsic 

Fluorescence Spectroscopy (IFS). The emission spectra of the tryptophan residues from SelB 

after RNase treatment are shown in Figure 1-A, the, increasing concentrations of tRNASec 

were titrated in SelB whose intrinsic fluorescence was monitored. The maximum emission 

shifted to lower wavelengths indicative of occlusion of tryptophan residues and exhibits a 

maximum in the emission values. Is notable that the wavelengths corresponding to the 

maximum emission indicate that the relative positions of the exposed tryptophan from 

protein. Correlating the maximum intensity values for the concentration was titrated tRNASec 

possible to obtain a binding curve which, by fitting the Hill function, it was possible to 

determine the value of KD (248 ± 59) nM and cooperativeness index n = (1.7 ± 0.7) may 

indicate non-cooperativity in the SelB.GTP.tRNASec ternary complex formation and low 

nanomolar interaction binding constant.  

Moreover, we also applied Fluorescence Anisotropy Spectroscopy (FAS) assays to 

corroborate those results, where using tRNASec and its mutants and SECIS element covalently 

labeled with 5-maleimide-fluorescein at its 5 'end, FAS experiments were conducted 

maintaining constant concentration tRNA present in saturating conditions GTP in the sample 

and the concentration of SelB it was increased by monitoring the anisotropy values of probe 

solution (Figure 1-B). The increase in anisotropy values indicates the formation of the 

complex in solution SelB.GTP.tRNASec and sigmoidal profile indicate a connection 

characteristic of biological molecules in solution. By Hill function fit was possible to 
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determine the values of KD = (283 ± 53) nM and n = (1.4 ± 0.6) corroborating the results 

obtained for IFS analysis. The curve has two transitions that may be related to the fact SelB 

have two domains interacting with RNAs, and at high concentrations, lead to the interaction 

of the interaction domain to SECIS (C-terminal domain) interact with this tRNA solution. 

In other analysis, the sequence ordering of SelB complexes was performed by the same 

method. The SelB.GTP.SECIS binding was observed using SECIS-fluorescein labeled and 

increasing the SelB concentration resulting in KD = (57 ± 13) nM and n = (2.6 ± 1.5) (Figure 

1-C). However, this binding constant might be affected, since when we evaluate the 

quaternary complex (SelB.GTP.tRNASec.SECIS), following a previously SelB.SECIS sample 

was prepared in equimolar ratio were carried out in tRNASec-fluorescein labeled sample 

following as described previously (Figure 1-D), results in KD = (895 ± 57) nM and n = (1.8 ± 

0.8) diverging with previous values obtained for the previous complex analyzed and 

presenting a higher binding constant in comparison with SelB.GTP.tRNASec.  The reverse 

binding (e.g., SECIS-fluorescein labeled sample and performing SelB.GTP.tRNASec titrations) 

was also performed, which resulted in KD = (77 ± 3) nM and n = (7.3 ± 2.5) (Figure 1-E). 

These result clearly show the tRNASec-dependence to SECIS binding during quarternary 

complex formation (SelB.GTP.tRNASec.SECIS), which was corroborated by quantitative 

electrophoretic mobility shift assays. 

Furthermore, in order to determine the order of events, 50 nM SelA.tRNASec previously 

prepared in the cuvette received increasing titers of SelB and FAS was monitored by a mass 

increase for the formation of the ternary complex (Figure 1-F). The analysis of the curve 

settings reveal values of KD = (72 ± 14) nM lower than that observed for other complex n = 

(2.4 ± 0.9) indicating cooperativeness, so it was possible to infer a hypothesis to the order of 

Sec incorporation via events when analyzing the constant data.  

Finally, the ribosomes complexes were analyzed using the complexes previous established. 

The ribosome sample (NEB) was titrated in a solution containing the ternary 

SelB.GTP.tRNASec complex, which results in KD = (84 ± 6) nM and n = (7.3 ± 3.2) (Figure 1-

G). The same procedure was used to SelB.GTP.SECIS and SelB.GTP.tRNASec.SECIS 

complexes, resulting in KD = (110 ± 9) nM; n = (3.3 ± 0.7) (Figure 1-H) and KD = (21 ± 2) 

nM; n = (2 ± 1) (Figure 1-I), respectively. The tRNAAla was used as negative control, whereas 

the acceptor and TψC arms present distinguished paring and a short variable arm, in addition 

to a specific anticodon to Alanine incorporation.  All dissociation constants and cooperativity 

indexes are presented in Table 1. 

Isothermal Titration Calorimetry (ITC) to binding enthalpy determination  
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The dissociation constants determined by FAS can be used to infer the Gibbs free energy 

change upon binding of the tRNAs to SelB. In order to characterize the full thermodynamics 

of the complexes formation, though, it is necessary the determination of the enthalpy changes 

and the entropy change of the interacting systems. Therefore, we measured the apparent molar 

enthalpy change (ΔHapp) by single-injection ITC experiments. First, GTP was titrated into a 

solution containing SelB and the determined ΔHapp
GTP of GTP binding to SelB was - (8.40 ± 

0.03) kcal/mol (Fig. SI 4.A).  Then, both tRNASec and SECIS were subsequently titrated into a 

SelB.GTP solution to determine the enthalpy change of the ternary and quaternary complexes 

formation. The apparent ΔHapp found for the formation of SelB.GTP.tRNASec was - (6.18 ± 

0.05) kcal/mol (Fig. SI 4.B) and that found for SelB.GTP.tRNASec.SECIS was  - (2.38 ± 0.09) 

kcal/mol (Fig. SI 4.C). Combining the Gibbs free energy estimated by FAS and the apparent 

molar enthalpy obtained by ITC, it was possible to infer the full thermodynamics parameters 

of these complexes formation (Table 1).At experimental design is possible to infer that the 

quaternary complex formation has an important entropy contribution comparing with the 

other complexes previous measured, most probably by the solvation water exchange. 

 

Qualitative electrophoretic mobility shift assays at native conditions. 

The stoichiometry of SelB.GTP.tRNASec ternary complex and the tRNASec-dependence to 

SECIS binding were demonstrated by a qualitative electrophoretic mobility shift assays in 

agarose gel (Fig. SI 4.D). An increase of the SelB.GTP concentration results in higher 

molecular complexes in comparison with the standards RNAs used as controls (tRNASec and 

SECIS element), where the stoichiometric ratio 1 SelB.GTP : 1 tRNASec as possible observe 

the complexes with higher molecular mass in comparison with tRNASec used as a standard. 

Interestingly, the same stoichiometry ratio does not affect the SECIS element, unless in the 

presence of tRNASec. This result corroborates with the binding constants obtained by FAS, 

where the interaction of the ternary complex SelB.GTP.tRNASec with SECIS presents a low 

nanomolar KDvalue. 

 

Dissociation constants of tRNAs mutants reveals the variable arm dependence 

Similarly to the previous section, we also performed FAS assays with the tRNAs mutants to 

investigate which part of the tRNA is important for complex formation. The dissociation 

constants determined from FAS experiments are presented in Table 2. From our analysis, we 

classify the interactions between SelB and tRNAs mutants into two distinct groups depending 

on the degree of alteration of the dissociation constant. The first group is represented by the 
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mutants that slightly altered KD, i.e., the mutations in Anticodon and D-loop arms as well as 

the negative control, tRNAAla [Figure 2A]. On the other hand, mutations in the acceptor, TψC 

and variable arms considerably decrease the affinity for SelB. As expected, changes in 

acceptor and TψC structures indeed should disturb the interaction [14, 21]. From our studies, 

we can further infer that the additional variable arm also decreases the affinity, indicating that 

it is involved in the interaction with SelB (Table 2). 

To corroborate these data, analytical ultracentrifugation (AUC) experiments were performed 

to understand the formation of the SelB.GTP.tRNASec complex. For these analyses, we 

proceed with the investigation of fundamental structures of tRNASec for SelB recognition. 

Figure 2B shows the distribution of the sedimentation coefficients for SelB and its complexes 

with tRNAs, which is clearly seen only one peak centered at 4.770 S for SelBapo and two 

well-resolved peaks for the binary SelB.tRNAs complexes.  The appearance of this additional 

peak at higher sedimentation coefficient is an evidence of complex formation.  The 

sedimentation coefficient found for the canonical tRNASec bound to SelB (7.310 S), is smaller 

than those obtained for the other tRNAs, which suggests that the SelB.tRNASec complex 

exhibits a more compact structure. Interestingly,  the second peak is absent in the case of SelB 

bound to the tRNA mutant with its arm variable deleted  (var1) suggesting that this structure 

is essential for complex formation [Table SI 2]. These results agree with the conclusions 

reached by fluorescence.  

The dissociation constants of SelB and tRNAs were also determined from the equilibrium 

experiment carried out with three distinct SelB:tRNAs molar ratios (Figure SI 5). The KD 

values found were: 256.4 nM for SelB.tRNASec, 623.5 nM for SelB. tRNAAla (tRNAAla took 

as a negative control), and 755.9 nM for the tRNA mutant with the deleted variable arm 

(Table 3). These results are in agreement with those obtained by fluorescence, confirming 

again the importance of the variable arm for the interaction with SelB, once tRNAAla has a 

shorter variable arm if compared to tRNASec, behaving similarly to tRNA deleted arm (Tables 

2 and 3). 

 

Protein thermal stability in the presence of nucleotides and complexes 

Once verified that SelB is purified as GTP-free samples, CD and DSC assays were employed 

to investigate the thermal stability of SelB in the presence of nucleotides.  

Figure SI 6 shows the folded fraction of the protein as a function of temperature in the 

presence of GDP (left) or GTP (right). Fitting to the experimental data with a Boltzmann 

function allowed the determination of Tm values for SelB.GTP (50.3 ± 0.2) °C and SelB.GDP 
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(49.1 ± 0.1) °C. These Tm values indicate the formation of a more thermally stable protein-

nucleotide complexes as compared with the apo sample. The Tm difference between SelB in 

saturating conditions of nucleotides and SelBapo  is 2.1 °C for GTP-bound form and 0.9 °C for 

GDP-bound form (Tm of SelBapo is (48.2 ± 0.4) ºC). Thus, GTP promotes a more stabilizing 

effect on protein structure than GDP. DSC experiments were also carried out to verify the 

thermal stability of SelB in the presence of the nucleotides. In this experiment, the excess heat 

capacity of the protein is recorded over a temperature range from which the calorimetric 

enthalpy change (ΔHcal) and the Tm of the protein unfolding transition can be obtained. Figure 

3 shows representative DSC traces from nucleotide-bound (solid line) and nucleotide-free 

(dashed line) SelB. The thermal unfolding of the apo protein is characterized by an unfolding 

ΔHcal of (210 ± 10) kcal/mol and a Tm of (47.4 ± 0.2) ºC, slightly different from that observed 

by CD. As can be observed, nucleotide binding to SelB does not significantly change ΔHcal of 

the binary systems and GTP do shift the thermograms to higher temperatures, which indicates 

higher thermal stability (Figure 3, Table 4).  

DSC assays were also employed to evaluate the thermal stability of the ternary or quaternary 

complexes formed between the binary SelB.GTP and tRNASec, SECIS, and tRNASec mutants. 

The Tm of SelB.GTP  was used as a reference to calculate the ΔTm changes upon complex 

formation. From that analysis, it was possible to categorize the changes into two different 

groups: thermal stabilization (ΔTm > 0) and thermal destabilization (ΔTm < 0). The first group 

(tRNASec, SECIS element and its complexes, and Tdom and Anticodon arms) contains the 

samples  whose ternary or quaternary complexes are more thermally stable than SelB.GTP. 

On the other hand, the second group was formed by the others complexes (variable arm 

mutants, D-loop and acceptor arms, and the negative control tRNAAla) and exhibited a 

negative displacement of the Tm peak,  evidencing the formation of less stable complexes. All 

calorimetric parameters obtained from the analysis of the thermograms are shown in Table 4. 

 

Kinetics assays during complexes formation 

Analogous as previously described to GTP endogenous contamination measurements, the 

high-performance liquid chromatography was used to evaluate the stability of these 

complexes upon RNAs and Ribosome interaction, which is essential to validate the 

interaction constants previously obtained. The chromatogram is shown in Fig. SI 2B reveals 

the GTP stability during all complexes formation up to 60 minutes, allowing the interaction 

with tRNASec, SECIS element and ribosome at GTP saturating conditions, whereas is a 

fundamental binding condition as previous know [11; 14; 24]. 
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Evaluation of secondary structure changes by Infrared Spectroscopy (FTIR) 

As previously indicated by crystallography [19] and Cryo-Electron Microscopy (Cryo-EM) 

[14] studies, the secondary structure of SelB is changed during GTP-GDP conversion. Thus, 

FTIR assays were performed to calculate the percentage of secondary structure variation due 

to complexes formation. The secondary structure percentages obtained by FTIR spectra [Fig. 

SI 7] deconvolution are represented in Table 5. The SelB.GTP sample was used as our 

standard since previous studies inferred the secondary structure variation during GTP-GDP 

conversion [14, 19]. SelB.GTP present 42.8% β┴ and 2.2% β║ sheets, 15.6% α-helix, 16.1% 

turns and 23.1% random structures. In contrast, the ternary complex SelB.GTP.tRNASec 

showed an important variation, where there was an accretion of α-helix structures (37.2%) 

and consequently β sheets decreasing proportionally. Interestingly, the quaternary complex 

SelB.GTP.tRNASec.SECIS do not present a considerable variation in secondary structures 

components, which indicates an important structure displacement to tRNASec recognition and 

consequently produce a good shape and conformation to SECIS interaction. 

 

Surface mapping of SelB.RNAs complexes by Hydrogen-Deuterium Exchange Mass 

Spectrometry (HDEx-MS) reveals the specific regions to RNAs interaction in solution 

HDEx-MS was applied to identify the solvent-accessible sites in SelB by comparing the 

exchange rates of H/D on the sample in the bound and unbound states.  As shown by the 

coverage map (Fig. 4.A), 38 peptides corresponding to 52% of coverage of the SelB primary 

structure were observed. Analysis of the incorporation times reveals that the solvent 

accessible region is mostlly located in the C-terminal domain (WHD3 and WHD4) likely due 

to its elongating conformation. No significant difference was observed in the deuterium 

stained samples between 5 and 30 minutes that is possible show in the plot performed in the 

3D structural model (Fig. 4B).  

Following the SelB.GTP.tRNASec binary model using 30 minutes of deuterium stain, the N-

terminus (P37-L48) reduced drastically the deuterium incorporation. Also, the WHD2 (T184-

L300) incorporated low deuterium (Fig.4C). This domain is responsible for tRNASec acceptor 

and TψC arms recognition as previously inferred by crystallographic structures and Cryo-EM 

models [14, 19]. Interestingly, the WHD3 (T429-L480) and WHD4 (P481-K614) domains 

also reduced the stained. WHD3 was identified by Cryo-EM single particle analysis as 

fundamental to tRNASec incorporation only with SelB complexed with ribosome [14]. 

Although SelB recognition of the tRNASec acceptor and TψC arms were identified since 
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beginning of 90’s [8, 16] and by recent studies [11, 14, 19, 24], the interaction of the variable 

arm with SelB-WHD3 domain was elucidated only recently by Cryo-EM and the affinity 

constants are presented in previous sections and corroborated by the H/DEx surface mapping, 

which indicating the essential SelB-variable arm recognition to Sec-tRNASec delivery at 

ribosome A-site (Fig. 4D). 

Finally, WHD4 presented a low incorporation in the presence of SECIS element as previously 

expected (Fig. 4C) [14, 25]. This domain is responsible for SECIS specific recognition and 

correct targeting to Sec-tRNASec delivery. 

 

Low-resolution model in solution by Small-Angle X-ray Scattering (SAXS) 

For comparison with high-resolution structures for bacterial SelB, we strive to determine the 

low-resolution model by Small Angle X-Ray Scattering (SAXS). The scattering curves and 

Guinier plot are represented in Fig. SI 8. SAXS models were determined for SelBapo and the 

SelB.tRNASec and SelB.tRNASec.SECIS complexes. Dmax of SelBapo, SelB.tRNASec, and 

SelB.tRNASec.SECIS were, respectively, 14.65 nm, 15.0 nm, and 18.77 nm, which clearly 

highlights the complexes formation (Table SI 3). The low-resolution models calculated by 

distribution function [Figure 5A] were used to fitted the model obtained by modeling for E. 

coli SelB structure based on the structure solved by Itoh to A. aeolicus SelB [9]. From models 

obtained, it is observed that there is a presence of flexible regions, particularly to models that 

refer to complex with RNAs. These results suggest that the protein undergoes conformational 

changes due to interaction with RNAs, as shown by SAXS from heEFSec recently published 

[19] and by the high-resolution structures of SelB.RNAs complexes determined by Cryo-EM 

at 3.6 Å resolution [14]. The low-resolution models for SelB.GTP (Fig. 5B), 

SelB.GTP.tRNASec (Fig. 5C) and SelB.GTP.tRNASec.SECIS (Fig. 5D) complexes are 

represented in transparent surface fitted with SelB model interacting with tRNASec and SECIS 

element. 

 

 

Discussion 

A new protocol for overexpression and purification of SelB full-length was established with 

increased yield compared with previously established [22]. The main change of this protocol 

was the inclusion of an additional step of degradation by RNase due to the observed co-

purified endogenous nucleotide RNAs. The purification product was characterized by mass 

spectrometry and western blot ensuring the achievement of the required sample. Moreover, 
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the results at 25 ºC demonstrated that we purify GTP-free SelB sample. The absence of co-

purified nucleotides in the final purification product may not interfere in the binding constants 

between SelB and the nucleotides and should have been considered in previous studies [11, 

24]. 

The RNAs elements (SECIS element, tRNASec and its different constructions) presented a 

correct fold during its production, which validate the binding assays. The tryptophan 

quenching was applied, since SelB has 11 tryptophan residues at RNA binding regions 

(WHD2 until WHD4 domains). The binding to ternary complex, with GTP excess, 

SelB.GTP.tRNASec reveals (248 ± 59) nM that corroborates with the binding constant 

obtained by fluorescence anisotropy spectroscopy using tRNASec-fluorescein-labeled (KD = 

(283 ± 53) nM). As the same, the cooperativity index for this ternary complex indicates a non-

cooperativity interaction.  

In order to understand the sequential of the event during how the Sec-tRNASec is delivered at 

ribosome A-site, others complexes were tested using the same methodology (fluorescence 

anisotropy spectroscopy). Based on results present in Table 1, is possible infer as a 

mechanism to Sec pathway in Bacteria (Fig. 6).  

The interaction of SelB.GTP tRNASec is facilitated by the presence of SelA, given the low 

value obtained constant and cooperativity in interaction. The fact that biologically reasonable 

given that tRNASec is not abundant in the cell environment and the track must be extremely 

efficient due to the high toxicity of selenium compounds [4, 7, 22]. The interaction of the 

complex with SelB.GTP.SECIS.tRNASec revealed high constant value when compared with 

the other combinations tested, indicating that the mounting SelB.GTP.tRNASec complex is 

favorable when compared with the formation of the complex in the presence of SECIS. By 

combining this information, it is possible to infer a sequence order where SelB.GTP 

recognizes seal tRNASec for withdrawal resulting in SelB.GTP.tRNASec complex that 

subsequently recognizes the SECIS element for delivery to the ribosome. This hypothesis is 

based on the constant values of interaction and cooperativity index shown in Table 1 and it 

was corroborated by quantitative electrophoretic mobility shift assays, which shown the 

SelB.GTP.tRNASec.SECIS quaternary complex formation in presence of both RNAs elements. 

The full thermodynamics parameters of these complexes were showed in Table 1, the apparent 

molar enthalpy determined (ΔHapp) for each complex allowed the thermodynamics 

interpretation, inferring the entropy for these complexes.   

As previous known, GTP interacts to SelB by residues Asp119 (EcAsp115), Lys117 

(EcThr113), Ala151 (EcAla147) and Val152 (EcVal152) [9]. The Domain II and III portions 
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consists of two β-barrel [19] and is responsible for the recognition of the acceptor and TΨC 

arms of the specific tRNA [14, 19] by specific interaction with the 13-bp long acceptor-TΨC 

helix with 8/5 bp in bacteria, which contribute to the exclusivity of Sec-tRNA compared to 

other RNAs [14, 19]. Only recently, the tRNASec variable arm dependence was determined by 

the single particle analysis Cryo-EM of the ribosome in complex with 

SelB.GTP.tRNASec.SECIS [14], which directly corroborate with our in solution results. By 

fluorescence anisotropy spectroscopy and analytical ultracentrifugation, we report the binding 

constants of different tRNASec mutants, where we evaluate the binding constants and the 

importance of its specific interactions. The variables arms constructions indicate binding 

constants similar to our negative control (tRNAAla) showing an inespicificity for its 

interactions.  

Furthermore, CD and DSC show that SelB interacts with either GTP or GDP in saturating 

conditions. The Tm of the nucleotide-bound forms is higher than the apo form. Also, the Tm of 

the GTP-bound form is approximately 1.2 °C higher than the Tm of SelB.GDP, indicating that 

SelB.GTP forms a more thermally stable binary complex than the GDP-bound SelB that is 

energetically more favorable to occur, revealing that SelB has GTPase function and possess a 

higher affinity for the GTP than GDP. The macromolecular complex in RNAs presence was 

also evaluated and we can distinguish in two different groups: a complex that present thermal 

stabilization (ΔTm > 0) or thermal destabilization (ΔTm < 0). The first group, which contains 

GTP; tRNASec; SECIS element and its complexes, also the TψC and Anticodon arms, were the 

samples that the complex is more stable than SelBapo sample indicating the stable complex 

and specific interaction when associated with the previous results showed by other methods. 

Also, the others complexes, e.g. variable arm mutants; D-loop and acceptor arms also the 

negative control tRNAAla, showed a negative displacement of the Tm value, indicating non-

stable complexes, agreeing with our previous binding data. 

The kinetic assays and evaluation of secondary structure changes reveal the GTP stability 

during complexes formation, even in the ribosome presence. On the other hand, the secondary 

structure components of SelB changes during SelB.GTP.tRNASec complex formation, which is 

concordant with structures previous solved [9, 14, 19] and indicates an important structure 

displacement to tRNASec recognition and consequently produce a good shape and 

conformation to SECIS interaction. 

Furthermore, the interactions points in SelB mapped by H/DEx confirms the WHD2, WHD3 

and WHD4 specificity domains to RNAs interactions. The sequence of WHD2 (T184-L300) 

and the initial portion of WHD3 (T429-L450) are responsible to interacts with the acceptor 



154 

 

and TψC arms. Moreover, the WHD3 final sequence (P451-L480), responsible for variable 

arm recognition, is occluded during SelB.GTP.tRNASec complex formation, contributing to 

our interaction model based on variable arm specificity. The SECIS element, as previously 

expected, interacts at WHD4 domain, resulting in a decrease in deuterium incorporation on 

this portion. These interaction models also contributed with low-resolution models obtained 

by SAXS analysis, where the Dmax and interaction points (variable arm in tRNASec and WHD3 

and WHD4 in SelB) helps to validate and understand this macromolecular complex in 

solution and show the specificity of tRNA as a recognition element in this specific 

biochemical pathway. 

 

 

Materials and Methods 

New expression and purification protocol of SelB full-length protein 

The vector containing the gene selB, referred to as pT7-6-SelBH6 (4523 pb) [21], was kindly 

provided by Prof. Dr. Marina Rodnina (Department of Physical Biochemistry - Max Planck 

Institute for Biophysical Chemistry – Göttingen - Germany) and transformed into E. coli BL-

21 (λ-DE3). The cells were grown in agitation at 37 ºC, 150 rpm during 6 h in Luria Broth 

(LB) medium containing ampicillin (25 µg/mL) until the optical density D.O.600nm 1.0. Then, 

were induced by addition of 0.5 mM isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) for 3 h 

under the same conditions and were centrifuged at 4,500 rpm for 45 min at 4 ºC. The pellet 

was suspended in buffer A (200 mM boric acid pH 7.0, 10 mM magnesium chloride) as 

previously established by Thanbichler & Böck [22] and then submitted to centrifugation at 

13,000 rpm for 45 min at 4 ºC to wash the cell and to retrieve medium contaminations. 

The pellet was suspended in buffer B (200 mM boric acid pH 7.0, 10 mM magnesium 

chloride, 1 M sodium chloride, 200 µg/µL phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM 2-

mercaptoethanol) in the proportion of 1 mL per gram of dry cells. The cell lysis was 

performed by lysozyme (50 µg/mL) addition during 30 min on ice and, subsequently, 

disrupted by sonication pulses followed by centrifugation at 13,500 rpm for 30 min at 4 ºC. 

The brute extract was filtered using 0.22 µm cellulose filter and submitted to affinity 

chromatography using cobalt resin (Talon), which was previously equilibrated with buffer B. 

The sample was washed in buffer C (200 mM boric acid pH 7.0, 10 mM magnesium chloride, 

1 M sodium chloride, 200 µg/µL PMSF, 1 mM 2 mercaptoethanol with 10 mM imidazole) 

and then was eluted with of buffer D (200 mM boric acid pH 7.0, 10 mM magnesium 

chloride, 1 M sodium chloride, 200 µg/µL PMSF, 1 mM 2-mercaptoethanol with 100 mM 
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imidazole) as previous established [22].  

As additional step was introduced on the purification protocol, a treatment to endogenous 

RNAs degradation that may eventually be co-purified. The RNase A (Life Technologies) was 

added in a proportion of 10 µg/mL per milliliter of eluted protein and incubation at 4 ºC for 12 

h. Then, SelB sample was dialyzed in buffer E (100 mM potassium phosphate pH 7.0, 5 mM 

magnesium sulfate, 0.5 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 150 mM sodium 

chloride), to submitted to size-exclusion chromatography (SEC) using a Superdex 75 (10/30) 

column (GE) coupled to AKTA  system(GE). 

All the steps were confirmed by electrophoresis analysis in a polyacrylamide gel (SDS-PAGE 

15%) resulting in a specific band. The band was extracted from the SDS gel and treated with 

acetonitrile (ACN) 50% in 100 mM ammonium bicarbonate and after dehydrated with ACN 

100%. Then, 1 µg of trypsin (Sigma) was added in 50 mM ammonium bicarbonate, leaving to 

dry at 37 °C for 16 h. Thereafter, formic acid 5% was added to the dried sample and incubated 

for 10 min at room temperature. The sample was centrifuged for 10 min at 10,000 g and the 

supernatant was transferred to another tube with the addition of formic acid 5% in ACN 50%, 

once again centrifuged for 10 min at 10,000 g. Finally, the sample was transferred again to 

another tube, allowed to dry at 37 °C until the volume of 50 µL and injected into the mass 

spectrometer. A microTOF QII (Q-TOF) mass spectrometer (Bruker Company, USA) was 

employed for the analysis of sample protein and data was processed by Biotools 3.2 (Bruker) 

software.  

 

Western Blotting confirmation of EcSelB purification 

Samples from size-exclusion chromatography were subjected to SDS-PAGE 15% gel and 

posteriorly to electrotransfer to nitrocellulose membrane was performed using a Trans-Blot 

Transfer System Turbo (Bio-Rad) for 30 min, 20 V, 2.5 A. Subsequently, the membrane was 

stained with 1% Ponceau for 2 min and destained with distilled water. After bleaching the 

membrane, the sample was held in lock-step using Phosphate Buffered Saline with Tween 

(PBST) + 5% dried milk at room temperature under stirring for 1 h. Then, the membrane was 

incubated with the primary antibody (Sigma) against the His-TAG, (1:3000 mouse 

monoclonal) in PBST with 1% dried milk for 2 h. The membrane was washed with PSBT and 

then incubated with secondary antibody (Sigma, anti-mouse IgG peroxidase conjugated in a 

titration of 1:5000) in PBST for 1 h 30 min. The complex protein-antibody conjugated to 

peroxidase was treated with a chemoluminescence solution containing 0.3 % of H2O2 for 2 

min. and visualized with the Image Studio Digits (Li-COR, Biosciences). 
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Determination of the presence of endogenous RNAs in SelB sample 

Detection of endogenous co-purified RNAs from the purification process of SelB sample was 

analyzed by Qubit fluorometer (Invitrogen) using the Quant-iT RNA assay [16]. For this 

analysis, Quibit reagents kit was prepared with working solution by diluting in Qubit buffer. 

Tubes were vortexed and incubated at room temperature prior to measurements [26]. 

 

Determination of nucleotides-free samples and GTP kinetics assays by High-Performance 

Liquid Chromatography  

Since SelB is a GTPase enzyme like all elongation factors, it is expected the presence of the 

endogenous nucleotides in the final purification product. Thus, High-Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) was required as a sensitive technique to detect the presence of 

endogenous nucleotides as followed previous GTPase assays established [27]. In these 

experiments, an HPLC - Waters 2695/2487 was operated using ion exchange column Protein 

Pack DEAE 5 PW, 7.5 mm x 7.5 cm (Waters) and the nucleotides absorbance at 253 nm was 

monitored. To proceed with these analyses, 20 µM of SelB was conducted in addition of cold 

1.5 M HClO4 and incubated for 10 min at 4 ºC. Denatured proteins were precipitated by 

centrifugation at 16,000 g for 10 min at 4 ºC. Then, 100 µL KOH [3 M], 80 µL acetic acid [5 

M], and 100 µL K2HPO4 [1M] were added in 600 µL of supernatant collected and stored 

overnight at -20 °C [31]. Before injecting into the HPLC, samples were quickly thawed and 

centrifuged at 13,500 rpm for 1 h at 4 °C. 

The reaction was monitored for 60 min at 25 °C after the addition of 100 µM GTP and 200 μL 

fractions were collected at the following times: 0, 5, 10, 15, 30, 45, and 60 min. After the 

fractions were frozen in liquid nitrogen, those collected samples were thawed in a thermal 

bath at 65 °C (temperature above the SelB Tm) to denaturation and inhibition of the reaction 

and, posteriorly, were injected. The same protocol was repeated subsequently, with the 

difference that the monitoring was done at 37 ºC, thus covering a condition in which 

hydrolysis is being performed. 

The column was previously equilibrated with 90% HPLC-buffer A (100 mM potassium 

phosphate pH 7.0) and 10% HPLC-buffer B (100 mM potassium phosphate pH 7.0 and 1 M 

sodium chloride).  

For each condition, 200 µL of samples were subjected to ion exchange chromatography with a 

1 mL/min flow with a perceptual variation of HPLC-buffer A and HPLC-buffer B linearly for 

10 min and further increased HPLC-buffer B up to 100% up to 12 min total. Finally, returning 
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to initial conditions gradient to proceed with the next injection.  

We also analyzed the GTP-GDP kinetics in presence of tRNASec; SECIS and Ribosome. SelB 

in presence of 100 µM GTP was previously incubated at the same times analyzed (0, 5, 10, 

15, 30, 45, and 60 min) with 20 µM tRNASec. The same procedure was employed to prepare 

the sample to inject in HPLC. The other complexes (SelB.GDP; SelB.GTP.SECIS; 

SelB.GTP.tRNASec.SECIS and SelB.GTP.tRNASec.SECIS.Ribosome) also were prepared at 

the same experimental conditions and the chromatograms were analyzed using Origin 8.5 

(OriginLab) software. 

 

Obtaining specific RNAs 

In order to elucidate which regions of tRNAsec are determinant for the interaction with SelB 

protein, several mutant tRNAs have been synthesized and subjected to Fluorescence 

Anisotropy Spectroscopy (FAS) assays. The E. coli tRNASec and its mutants were amplified 

by PCR, in vitro transcribed and, subsequently, labeled with fluorescein maleimide as 

prescribed [23, 28]. The oligonucleotides of mutants from tRNASec were designed with 

specific replacements corresponding to similar regions present in amino acid serine tRNA 

(tRNASer) from E. coli as described by Silva and collaborators [28]. The regions of tRNASec 

that acquired a replacement for the similar nucleotides present in tRNASer are acceptor arm, 

anticodon arm, D-loop arm, variable arm and TѱC arm [28].  

In addition, the tRNAala amplified using these oligonucleotides: ala-Forward 5' 

TAATACGACTCACTATAGGGGATGTAGCTCAGATGGTAGAGCGCCCGCTTAGCATG

CG3' and ala-Reverse 5'-

TTGTGGAGAAGTTGGGTATCGATCCCAATACCTCCCGCATGCTAAGCGGGCGCTC-3' 

was used as negative control of the specific interaction. The same procedure was used to 

obtain the E. coli SECIS element from secis-Forward 5’-

GCTAATACGACTCACTATAGGGAGCAGCAGGAUGAGGGC3’ and secis-Reverse 5’-

CTTGGCGGTGCAGACCTGCAACCGCCCTCATCCTGCTGC-primers. 

 

Characterization of secondary folding of tRNAs and SECIS by circular dichroism 

For Circular Dichroism (CD) measurements was used J-715 spectropolarimeter (JASCO 

Corporation, Japan). The thermal variation assays were applied to RNAs samples in order 

keep up with changes in secondary structure [29]. For these experiments, 20 µM of RNA were 

employed in RNase-free water with the addition of 20 mM MgCl2 and registered the change 

of ellipticity. The setup for CD assays consists in the wavelength range of 210-320 nm with an 
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average of  8 scans with a resolution of 1 nm  acquired at 50 nm/min with temperature range 

from 10 °C to 90 °C at a rate of 1 °C/min. The minimum at 222 nm and maximum at 268 nm 

from CD data were monitored in order to evaluate the state of folding as a function of 

increasing temperature. Since the unfolding process is a reversible process for tRNAs, the 

data set from CD analysis was processed through the fitting given by the Boltzmann function 

to obtain the Melting temperature (Tm) using the Origin 8.5 program with the appropriate 

contributions of buffer was subtracted [29-30]. 

 

Expression and Purification of SelA 

The SelA expression and purification protocol used in this study were previously established 

by Manzine et al. [26]. The selA gene was constructed in pET29a (+) vector and transformed 

into in E. coli WL81640 (λ-DE3). Briefly, cells were grown for 3 h until D.O600nm 1.0 and 

induced with 0.1 mM IPTG. After cell lysis by ultrasound, the protein extract was purified 

using 25% ammonium sulfate precipitation followed by size exclusion chromatography in 

buffer 20 mM potassium phosphate (pH 7.5), 100 mM sodium chloride, 5% glycerol, 2 mM 

β-mercaptoethanol, and 10 µM PLP. The sample purification was confirmed by SDS-PAGE 

15%. 

 

Tryptophan fluorescence quenching during SelB.tRNA interaction 

Intrinsic Fluorescence Spectroscopy (IFS) experiments were performed with 1 mg/mL of 

SelB sample using ISS-PC spectrofluorimeter (ISS, Champaign, IL, USA). Experiments were 

carried out at 25 °C using 295 nm as excitation wavelength and a 295-nm filter at the detector 

was used to avoid interference from scattered photons. The emission band was monitored in 

the range of 305-510 nm using quartz cuvette of 1-cm optical path. The maximum emission 

was observed for SelB protein in function of titrating of specific tRNASec at a concentration 

rate of 10-2000 nM in order to analyze the occlusion of tryptophan residues in the catalytic 

sites where the protein-RNA interaction occurs [31]. The data set was processed using the 

Origin 8.5 (OriginLab) software from the emission spectra and Ka values were calculated by 

Stern-Volmer model as demonstrated by Eq. (1) 

𝑰𝟎

𝛥𝐼
=  

1

𝒇𝒂𝒌𝒂𝒄 
+

1

𝒇𝒂
         (1) 

where I0 are the intensities from quenching of tryptophan residues and ΔI is its relative 

difference (ΔI = I - I0), fa corresponds to the fraction that is accessible for tryptophan, c is the 

concentration of quencher and Ka is the association constant. 
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Binding assays by Fluorescence Anisotropy Spectroscopy (FAS) 

For fluorescence anisotropy interaction assays, tRNASec from E. coli and its mutants as well 

as SECIS element were labeled with fluorescein maleimide using 5’ EndTagTM Nucleic Acid 

Labeling System kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) [23, 28]. Since the 

fluorophore is covalently attached to the 5' extremity of nucleotide, folding was reclaimed 

through of heating to 80 ºC and slowly cooled to 35 ºC with the addition of MgCl2 [20 mM] 

[28].  

The FAS measurements were performed in ISS-PC spectrofluorometer (ISS, Champaign, IL) 

in ''L'' geometry with single channel monitoring the emission at 515 nm. For anisotropy 

measurements, the RNAs labeled with diacetate fluorescein 5’ maleimide was used as a 

marker that has an absorption maximum at 420 nm and emission in the 520-530 nm range. 

The experiment was conducted using 49 nM unlabeled tRNA and 1 nM fluorescein labeled-

tRNA incubated in a quartz cuvette of 1 cm path at 25 °C for 10 minutes with 100 mM GTP. 

Subsequently, increasing concentrations of SelB were titrated with intensity and anisotropy 

measurements collected obtaining an average value of 5 interactions varying the positions of 

the input polarizer and output to the optical system. All the titrations were homogenized and 

equilibrated for 10 min at 25 °C prior to anisotropy measurements respecting the maximum 

limit of 20% dilution. The results were processed by Origin 8.5 software and fitting with the 

Hill equation in order to obtain the apparent dissociation constant (Kd) and the Hill constant 

(n) [32] according to Eq. (2) 

𝒓 = 𝒓𝟎 + (𝒓𝒇 −  𝒓𝟎) 𝒙 
([𝑺𝒆𝒍𝑩])𝒏

(𝑲𝒅)𝒏+ ([𝑺𝒆𝒍𝑩])𝒏                                     (2) 

 

where, r is the anisotropy value (r0 and rf correspond to start and end values, respectively) and 

[SelB] is the concentration of SelB titrated. 

Furthermore, analysis of SelB interaction with binary complex SelA-tRNASec was performed 

similarly where a sample of 50 nM SelA previous incubated at 25 °C with 50 nM tRNASec 

containing 1 nM fluorescein labeled-tRNA as protocol previously described [23,28].  

The FAS experiments were also performed with the SelB titration in SECIS-fluorescein 

labeled [1 nM] in presence of SECIS element [49 nM] and GTP [1 mM] saturating system. 

The same procedure was applied in order to monitor the possible interaction and formation of 

a SelB.GTP.tRNASec.SECIS quaternary complex using SelB.GTP.SECIS ternary complex 

previous incubated at 25 °C. In addition, the interaction with ribosome was performed by 
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increase concentration of E. coli ribosome complex (NEB) prepared in buffer E (100 mM 

potassium phosphate pH 7.0, 5 mM magnesium sulfate, 0.5 mM ethylenediaminetetraacetic 

acid (EDTA), 150 mM sodium chloride), properly standardized and characterized by 

transmission electron microscopy using negatively stained sample preparation, showing the 

formation of a macromolecular complex SelB.GTP.tRNASec.SECIS.ribosome using different 

titration ordering, using SECIS or tRNASec-fluorescein labeled. All average values and 

standard deviations were calculated by experimental performed in biological triplicates using 

GTP excess. 

 

Isothermal Titration Calorimetry to binding enthalpy determination 

To determine the apparent molar enthalpy (ΔHapp) of the RNAs element with SelB, isothermal 

titration calorimetry (ITC) experiments were employed and the titration experiments were 

carried out with a VP-ITC calorimeter [33]. 

The ΔHapp determination experiments were performed by single injection of 20 µL of GTP [1 

mM] and each RNA sample (tRNASec and SECIS element at 268.8 µM and 148 µM, 

respectively) were injected and monitored the heat exchange for 1200 seconds. After the heat 

dilution subtracts, the apparent molar enthalpy (ΔHapp) was obtained using the dialysis buffer 

at 25 °C and a stirring speed of 300 rpm.  The results were processed using Origin 7.0 

software, which was included with the microcalorimeter, and the integral of the curve 

obtained reflects the heat variation in the system. 

  

Qualitative electrophoretic mobility shift assays at native conditions. 

To corroborate with the SelB interacting with tRNASec and SECIS element were performed a 

qualitative electrophoretic mobility shift assay at native conditions. The 2% agarose gel RNA-

free was stained with 10% SyBr Safe (Thermofisher) and the RNAs fluorescein-labeled 

samples at 1 µM and the SelB.GTP was titrated in stoichiometric ratios (1:0.5; 1:1 and 1:2), 

when was applied 80 V, 400 mA during 120 minutes at 4 °C. The results were observed using 

Gel DocTM XR+ Gel documentation system (BioRad) using 470 nm. 

 

Analysis of the tRNASec mutant’s complexes formation by analytical ultracentrifugation 

To analyze the stoichiometry of interaction and to check the dissociation constants values 

obtained by fluorescence technique was used analytical ultracentrifugation. The analytical 

ultracentrifugation (AUC) experiments were performed in Beckman Coulter Proteome Lab 

XL-I (Beckman Coulter) with a Proteome Lab XL-I (220-240 VAC, 50 Hz) rotor in the 



161 

 

Spectroscopy and Calorimetry Laboratory (LEC) of The Brazilian Center for Research in 

Energy and Materials (CNPEM). For AUC analyses were selected 5 different tRNAs with 

most relevant contributions to the SelB interaction: acceptor, D-loop, TѱC, variable arms and 

tRNAAla as a negative control. SelBapo and the SelB-tRNAs complexes were tested at a 

concentration of 9.8 µM and 3.5 µM, respectively. The sedimentation velocity experiments 

were performed at 40,000 rpm at 25 ºC. The monitoring of sedimentation has conducted a 

total of 1,000 scans being taken during 26 h at a wavelength of 280 nm with buffer E as a 

reference. The theoretical values for the constants related to the density and viscosity from 

experimental buffer were calculated by Sednterp program [34]. For interpretation of radial 

absorption, the resulting curves were fitting by SEDFIT program [35] using the Lamm 

equation with a continuous distribution c(S) model. 

The sedimentation equilibrium measures were carried out in steps of 8.000 rpm; 12,000 rpm; 

15,000 rpm and 18,000 rpm, with all stages kept in rotation for 12 hours to ensure the 

equilibrium, also at 25 °C monitoring in 280 nm. The mutants of tRNASec were held constant 

at 23 ng/L and varying amounts of SelB were added to give the final molar ratio of 0.5:1, 1:1 

and 2:1 of protein:tRNA, respectively. For the treatment of equilibrium experiment data set 

the SEDPHAT software was employed using the model A + B = AB, quantified the effects of 

the presence of RNA for interaction with the protein. 

 

Thermal stability analysis by Circular Dichroism (CD) and Differential Scanning 

Calorimetry (DSC) 

In order to evaluate the thermal stability of the SelB complexes, Circular Dichroism (CD) and 

Differential Scanning Calorimetry (DSC) measurements were performed. To CD assays were 

used J-715 spectropolarimeter (JASCO Corporation, Japan). The thermal variation assays 

were applied to SelB nucleotides (GTP and GDP) samples. 7 µM of SelB in complex with 

GTP or GDP (1 mM) were monitored using CD in the wavelength range of 195-320 nm with 

an average of  8 scans with a resolution of 1 nm acquired at 50 nm/min with temperature 

range from 10 °C to 90 °C at a rate of 1 °C/min. After buffer subtracts, the minimum at 222 

nm from CD data was monitored and fitted by Boltzmann function to determine the melting 

temperature (Tm) using the Origin 8.5 program [36]. 

Besides that, the Differential Scanning Calorimetry (DSC) was also employed to characterize 

the stability of SelB and its complexes with nucleotides (GTP and GDP) and, furthermore, the 

RNAs through the determination of the unfolding transition temperature, Tm, and the 

associated unfolding enthalpies. Experiments were carried out on a VP-DSC MicroCal 
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MicroCalorimeter (Microcal, Northampton, MA, USA) with a heating rate of 63.4 °C/h in a 

temperature range from 10 °C to 65 °C and at a constant pressure of 1 atm. Instrumental 

buffer E baselines were recorded prior to the protein unfolding experiments to register the 

thermal history of the calorimeter. DSC thermograms of SelB protein and SelB complexed 

with RNAs samples were recorded only during the first heating scan after 15 min of sample 

equilibration at the starting temperature, since protein aggregates after unfolding. The 

concentration of SelB was 7 μM, the concentration of GTP, GDP, tRNASec and others mutants 

tRNAs was 14 µM, and SECIS concentration was 12 µM. After instrumental buffer 

subtraction and baseline correction, the resulting thermograms were normalized to the protein 

molar concentration and deconvoluted using Microcal Origin DSC software. Independent 

analysis of the resulting molar heat capacity profiles was performed using a statistical 

mechanical two-state model with DSCFit [37]. It is worth mentioning that since SelB and its 

complexes undergo irreversible denaturation during heating, the derived parameters cannot be 

considered as true thermodynamic constants.  

 

Fourier Transform Infra Red (FTIR) spectroscopy  

In solution protein samples infrared spectra were collected using Spectrum Two IR 

spectrometer with DTGS detector by 10 accumulations at 25 °C during 300 seconds using 

Perkin Elmer Spectrum software (Perkin Elmer). This data have 2 cm-1 of resolution and a 

wavenumber range of 4000-400 cm-1. The buffer spectrum was subtracted from the samples 

datasets. The samples SelB.GTP; SelB.GTP.tRNASec and SelB.GTP.tRNASec.SECIS were 

used at 10 µM SelB; 12 µM to RNAs and 100 µM GTP. The second derivative was used to 

identify the peak positions of the amide I band on the protein vibrational spectra average. The 

secondary structure percentage was obtained by Gaussian fitting performed in 1700-1600 cm-1 

range [28]. The difference infrared spectra were used to monitor the difference between SelB 

bound and unbound states with RNAs during complexes formation, subtracting the complex 

spectra from isolated SelB.GTP [28, 38]. 

 

Molecular Modeling of E.coli SelB  

The structural model of E. coli SelB was obtained using I-TASSER webserver [39], where 

was applied multiple threading and homology modeling rounds using the A. aeolicus 

crystallographic structure as a template (PDB.ID 4ZU9, 9). The SelB interacting with 

tRNASec model was obtained by rigid body superposition using the crystallographic tRNASec 

structure (PDB. ID 3A3A) and the SelB interacting with both RNAs (SECIS element 
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addition) was obtained using structural alignment with the C-terminal domain in complex 

with SECIS element (PDB.ID 2PJP).  These models were used to display the Hydrogen-

Deuterium incorporation regions (H/DEx) and to fit the molecular envelope obtained by 

Small-Angle X-ray Scattering (SAXS). 

 

Hydrogen-Deuterium Exchange analyzed by Mass Spectrometry (H/DEx) 

The Hydrogen-Deuterium Exchange coupled with Mass Spectrometry was applied to map the 

surface of SelB when interacting with GTP; tRNASec and SECIS element. The samples were 

prepared as followed the protocol previous established [28]. The samples were labeled by the 

dilution in 75% D2O solution using 2 different incubation times (5 and 30 minutes). The SelB 

sample [0.18 mg/mL] was diluted in 20 mM potassium phosphate pH 2.0 formic acid added 

and sequentially incubated with 0.038 mg/mL pepsin (Sigma-Aldrich) for 10 minutes at room 

temperature. Then, the sample was applied by direct injection (240 µL/h) in a Mass 

Spectrometer (Bruker). The SelB.GTP; SelB.GTP.tRNASec and SelB.GTP.tRNASec.SECIS 

complexes were prepared using 1 mM GTP and 10 µM of both RNAs (tRNASec and SECIS 

element). The same procedure was applied and the spectrum was analyzed using 

DataAnalysis 4.3 software (Bruker) by peak comparison and identified the peak mass 

displacement comparing the theoretical mass determined by PeptideCutter webserver [40]. 

The results were plotted on molecular model previous obtained by molecular modeling using 

Pymol version 1.3 software (Schrodinger, LLC). 

 

In solution model using Small-Angle X-ray Scattering (SAXS) 

Small Angle X-Ray Scattering analysis: SAXS data were collected in SAXS1 beamline at 

National Synchrotron Laboratory (LNLS/CNPEM - Campinas, Brazil), using λ = 1.54 Å and 

detector distance of 1033 mm with bi-dimensional MarCCD detector (MarResearch, USA). 

The SAXS analyses of SelB were performed in three different conditions: SelB apo, 

SelB.tRNASec and SelB.tRNASec.SECIS at final concentrations of 2.2 mg/mL and 1.0 mg/mL 

of protein and equimolar concentration of RNAs, it all in buffer E at 25 ºC. The proteins 

samples and buffer were exposed in frames of 30 seconds and the parasitic scattering was 

subtracted from samples scatterings and the data treatment was performed through the ATSAS 

program package [41]. The radii of gyration (Rg) and the distance distribution function p(r) 

were obtained by GNOM [41]. Furthermore, theoretical molecular weight was calculated by 

SAXSMoW webserver [42]. From the scattering curves were generated low-resolutions 

envelope models ab initio through DAMMIF [41]. SUPCOMB program was used to perform 
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the superposition of these ab initio models with high-resolution structures models obtained by 

x-ray crystallography [41]. Lastly, CRYSOL program was used to generate the theoretical 

SAXS curves to compare with the experimental results. The SAXS envelopes figures from 

SelB and complexes were generated in the PyMOL version 1.3 (Schrodinger, LLC). 
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Figure captions 

 
Figure 1: Binding constants of SelB and its Sec pathway partners. (A) Tryptophans 

quenching using tRNASec titration. Inset: Maximum intensity emission against tRNASec 

concentration. (B) Fluorescence anisotropy spectroscopy (FAS) using tRNASec-fluorescein 

labeled increasing SelB concentration (C) FAS assay using SECIS-fluorescein labeled 

increasing SelB concentration (D) SelB.SECIS complex titrated in tRNASec-labeled (E) 

SelB.tRNASec titrated in SECIS-labeled (F) SelB titrations in SelA-tRNASec binary complex 

previously bounded.  (G) Ribosome titration in SelB.SECIS binary complex (SECIS-labeled) 

(H) Ribosome titration in SelB.tRNASec (tRNASec-labeled) (I) Ribosome titration in 

SelB.tRNASec.SECIS ternary complex. All experiments were performed in biological 

triplicate and using GTP concentration of 1 mM. 
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Figure 2: Binding of tRNASec mutants and tRNAAla by fluorescence anisotropy and 

analytical ultracentrifugation. (A) Binding assays performed by fluorescence anisotropy 

spectroscopy (FAS) assays using tRNAs-fluorescein labeled with sequentially SelB titrations. 

(B) Ultracentrifugation analysis in sedimentation velocity.  

 

 
Figure 3: Thermal stability of SelB in presence of Sec pathway partners and tRNASec 

mutants. (A) Thermograms that show a positive displacement of Tm variation (GTP; 

tRNASec; Tdom; Anticodon; SECIS element; tRNASec and SECIS element) indicating a 

stabilization of SelB in complex with these molecules. (B) Thermograms that result in a 

negative displacement of Tm variation, such as, a destabilization of SelB (both variables 

mutants, Dloop, Acceptor and tRNAAla). 
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Figure 4: Surface mapping by H/DEx in complexes formation. (A) H/D exchange 

representation at primary structure of SelB using 15 and 30 minutes of deuterium staining. (B) 

Tridimensional representation for 30 minutes of deuterium incorporation using SelB 

homology model (C) H/D exchange representation at primary structure of SelB using 30 

minutes of deuterium staining in presence of tRNASec and SECIS element (D) Tridimensional 

representation for 30 minutes of deuterium incorporation using SelB homology model. 

Deuterium incorporation percentage legend: Dark blue (0-10%) Blue (10-12.5%) Light blue 

(12.5-20%) Cyan (20-25%) Dark green (25-30%) Green (30-45%) Yellow (45-55%) Orange 

(55-70%) Dark red (70-80%) and Red (80-100%). 
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Figure 5: Low-resolution model of SelB by SAXS. (A) Distribution function of 

SelB, SelB.GTP.tRNASec and SelB.GTP.tRNASec
.SECIS. Molecular envelope fitted 

with molecular models obtained by homology modeling SelB (B), SelB.tRNASec (C) 

and SelB.tRNASec.SECIS (D). 

 
    Figure 6: Interaction model for SelB.tRNASec recognition in Sec pathway. SelB 

is represented in blue, GTP in yellow, SelA in green, tRNASec in red, mRNA in light 

blue, 60 S and 40 S ribosome subunits in light and dark grey, respectively.  
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Tables 

 

Table 1: Thermodynamics parameter of Sec interacting pathway.  

 

Sample Kd (nM) n 
ΔG = RTln(Kd) 

(kcal/mol) 

 

SelB.GTP 740* - -3.92  

SelB.GTP.tRNASec 
248 ± 59 1.7 ± 0.7 -9.01 ± 0.14  

283.3 ± 53 1.4 ± 0.6 -8.93 ± 0.11  

SelB.GTP.SECIS.tRNASec 895 ± 57 1.8 ± 0.8 -8.25 ± 0.04  

SelB.GTP.SelA.tRNASec 72 ± 14 2.4 ± 0.9 -9.74 ± 0.11  

SelB.GTP.tRNASec.SECIS 77 ± 3 7.3 ± 2.5 -9.70 ± 0.02  

SelB.GTP.SECIS 57 ± 13 2.6 ± 1.5 -9.87 ± 0.13  

SelB.GTP.tRNASec.ribosome 84 ± 6 7.3 ± 3.2 -9.65 ± 0.04  

SelB.GTP.SECIS.ribosome 110 ± 9 3.3 ± 0.7 -9.49 ± 0.05  

SelB.GTP.SECIS.tRNASec.ribosome 21 ± 2 2.0 ± 1.0 -10.48 ± 0.06  

 

Table 2: tRNASec mutants binding constants by fluorescence anisotropy spectroscopy. 

 

 

KD (nM) n r² 

tRNASec 266.8 ± 27.5 1.4 ± 0.2 0.95 

Acceptor 583.6 ± 88.7 0.8 ± 0.1 0.91 

Anti 269.4 ± 28.8 0.9 ± 0.1 0.96 

Dloop 284.7 ± 42.4 0.9 ± 0.1 0.92 

TѱC 500.7 ± 69.3 1.0 ± 0.1 0.91 

Var1 720.7 ± 90.2 1.1 ± 0.2 0.90 

Var2 491.1 ± 43.7 1.2 ± 0.1 0.95 

tRNAAla 645.8 ± 129.4 0.6 ± 0.1 0.91 
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Table 3: Equilibrium results of tRNASec variable arm deletion compared with tRNASec 

and tRNAAla binding constants. 

 

Sample KD (nM) rmsd 

0.5 SelB : 1 tRNASec 230.21 0.02 

1 SelB : 1 tRNASec 261.03 0.04 

2 SelB : 1 tRNASec 277.93 0.04 

 
KD avg = 256.39 

 

0.5 SelB : 1 tRNAAla 610.93 0.03 

1 SelB : 1 tRNAAla 629.74 0.01 

2 SelB : 1 tRNAAla 629.92 0.05 

 
KD avg = 623.53 

 

0.5 SelB : 1 tRNAvar1 mutant 794.33 0.02 

1 SelB : 1 tRNAvar1 mutant 700.12 0.05 

2 SelB : 1 tRNAvar1 mutant 773.19 0.02 

 
KD avg = 755.88 

 

 

Table 4: Transition thermodynamics parameters obtained by DSC experiments. 

        

Sample 
Tmax 

(oC) 

CPmax 

(kcal/mol/ oC) 

ΔT1/2 

(oC) 

SelB.Blank 47.4 ± 0.2 43 ± 3 4.7 ± 0.6 

+ GTP 48.1 ± 0.1 55 ± 3 3.8 ± 0.6 

+ tRNA 49.0 ± 0.1 55 ± 2 3.3 ± 0.2 

+ GTP + tRNASec 48.9 ± 0.1 65 ± 2 3.8 ± 0.2 

+ GTP + SECIS 48.7 ± 0.1 63 ± 2 3.7 ± 0.2 

+ GTP + SECIS + 

tRNASec 
48.7 ± 0.2 61 ± 2 3.7 ± 0.2 
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Table 5: Secondary structure variation during complexes formation. 

Motif/Protein SelB SelB.tRNASec SelB.SECIS SelB.tRNASec.SECIS 

β (1690 cm-1) 2.9 2.3 2.3 2.1 

Turn (1674 cm-1) 16.1 11.6 11.5 9.8 

α (1654 cm-1) 15.6 37.2 33.3 39.9 

Rnd (1644 cm-1) 23.1 22.4 5.4 11.3 

β (1633 cm-1) 29.9 1.7 42.3 24.6 

β (1623 cm-1) 2.2 22.8 1.6 10.0 

β (1610 cm-1) 10 1.8 3.6 2.2 

 

 

Supplemental data 

 
Figure SI1: SelB purification. SelB chromatogram using Superdex 75 (10/300) size 

exclusion column. Inset: SDS-PAGE 15% and His-tag Western blot from: (1) Molecular 

weight (kDa); (2) Cell lysate; (3) Ni-TALON affinity column flow through; (4) Ni-TALON 

affinity column wash with 20 mM imidazole; (5) Ni-TALON affinity elution; (6) SEC 

chromatography peak from Superdex 75 (10/300). 
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Table SI1: Endogenous RNAs quantification. 

 

[RNA] 

(ng/µL) 
 

[RNAfinal]

[RNAinitial]
 

E. coli BL21 strain 

(Before treatment with RNase A) 
1416  100% 

E. coli BL21 strain 

(Treatment with RNase A – Over 

Night) 

0  0 

E. coli WL81640 strain 

(Before treatment with RNase A) 
1198  100% 

E. coli WL81640 strain 

(Treatment with RNase A - Over 

Night) 

0  0 

 

 
        Figure SI2: Nucleotides evaluation by high performance liquid chromatography 

(HPLC). (A) Quantification of endogenous nucleotides reveals the GTP/GDP 

absence. (B) GTPase activity assays showing the GTP conservation during 

complexes formation monitored at time function (0-60 minutes). 
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     Figure SI3: tRNAs folding during thermal variation monitored by circular 

dichroism (CD). CD spectrum of (A) tRNASec (B) Acceptor arm mutant (C) 

Anticodon mutant (D) D-loop mutant (E) TψC arm mutant (F) Variable arm deletion 

(Var1) (G) Variable arm substitution (Var2) (H) tRNAAla (I) Thermal variation 

monitored by 268 nm showing the folding and allowing the Tm determination. 

 
Figure SI4: Isothermal titration calorimetry (ITC) assays and qualitative 

electrophoretic mobility shift to determine the enthalpy variation by single 

injection. (A) GTP titration on SelB. (B) tRNASec titration on SelB.GTP. (C) SECIS 

titration on SelB.GTP.tRNASec ternary complex. (D) Qualitative electrophoretic 

mobility shift assays in agarose gel (2%) increasing the SelB.GTP concentration. 
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Table SI2: Analytical ultracentrifugation results in sedimentation experiments. 

 

Sample sw (S) sw(20,w) (S) MW (Da) 

SelB 4.507 4.779 63,426 

SelB.tRNASec 6.894 7.310 119,984 

SelB.Acceptor arm mutant 7.147 7.579 126,656 

SelB.Dloop arm mutant 7.671 8.134 140,830 

SelB.TѱC arm mutant 7.252 7.690 129,467 

SelB.Var1 arm mutant 4.674 4.957 66,994 

SelB.tRNAAla 7.556 8.012 137,671 

 

 
          Figure SI5: Equilibrium assays. (A) Positive binding control SelB.tRNASec using 3 

different stoichiometry ratios (0.5; 1 and 2 SelB) comparing with tRNASec. (B) 

Negative binding control SelB.tRNAAla at the same experimental design (C) 

SelB.tRNAvar1 mutant showing the loss of specificity and the Variable arm 

dependence to SelB.tRNASec interaction. All experiments were performed using 1 

mM GTP. 
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      Figure SI6: SelB thermal variation monitored by circular dichroism (CD) in 

presence of nucleotides. CD spectrum of (A) SelB.GTP (B) SelB.GDP showing the 

Tm variation in presence of this nucleotides. 

 

 
      Figure SI7: Secondary structures variation monitored by Infrared. (A) 

Infrared spectrum of SelB.GTP sample fitted with Gaussian functions resulting in 

a secondary structure determination (42.8% β┴ and 2.2% β║ sheets, 15.6% α-

helix, 16.1% turns and 23.1% random structures). (B) Difference spectrum 

between SelB.GTP and SelB.GTP.tRNASec reveals the secondary structure 

variation during ternary complex formation. (C) Difference spectrum between 

quaternary complex (SelB.GTP.tRNASec.SECIS) with ternary complex previous 

measured. 
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      Figure SI8: SAXS analysis. (A) X-ray scattering profiles for SelB.GTP; 

SelB.GTP.tRNASec and SelB.GTP.tRNASec.SECIS complexes. (B) Guinier 

approximation to estimate the gyration radius of these complexes. 

 

Table SI3: In solution parameters obtained by SAXS analysis. 

 
SelB SelB.tRNASec SelB.tRNASec.SECIS 

MW (discrepancy) 

(kDa) 
91.9 (0.34) 135.6 (0.358) - 

Dmax (nm) 14.65 15.0 18.77 

Gyration radius (nm) 4.37 4.82 5.56 

Porod volume (nm3) 150.51 228.92 244.97 
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ANEXO 3 The selenocysteine incorporation pathway in Escherichia coli 
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Abstract 

Selenium (Se) is an essential trace element for several organisms and is present in proteins as 

selenocysteine (Sec, or U). Sec is synthesized in specific Ser-tRNA[Ser]Sec to produce Sec-tRNASec 

molecules by a specific selenocysteine synthesis machinery and incorporated into selenoproteins at 

an in-frame UGA codon specified by a mRNA stem-loop structure called the SElenoCysteine 

Insertion Sequence (SECIS). Selenoproteins are present in all domains of life, but are not found in 

all organisms, however the Sec incorporation pathway was extensively characterized. Here, we 

discuss structural and biochemical aspects of Sec-tRNASec and its role in selenocysteine synthesis 

as well as its incorporation into selenoproteins in Escherichia coli in comparison with other 

bacterias.  

Keywords: Selenocysteine; Selenoproteins and Sec-tRNASec 
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1.  Overview 

In the course of protein biosynthesis, each mRNA codon is recognized by a specific anticodon at the cognate 

tRNA molecule previously aminoacylated in a reaction catalyzed by a specific aminoacyl tRNA synthetase [1]. 

A polymer of amino acid residues is then formed as the ribosome progresses along the mRNA until a termination 

(stop) codon (UAG – amber, UAA – ochre or UGA – opal) is reached (reviewed in [2, 3]). The efficiency of 

translation has been correlated, in some instances, to the availability of specific tRNAs. Such association 

correlates with tRNA genes copy number in the genome (recently reviewed in [4]). Considering the wobble 

effect, described by Francis Compton Crick in the late 1960s, the genetic code is degenerate and 20 naturally 

occurring amino acids are decoded by 2, 4 or 6 codon combinations, except for Met and Trp [3, 5] encoded by 

single codons, AUG and UGA respectively. Francis and Crick proposed in 1966 that the wobble hypothesis does 

not permit UGA codon to code for any amino acid but cysteine or tryptophan [5]. Later, the opal codon was 

shown to code for tryptophan [6] and cysteine [7]. Furthermore, the frozen accident theory stated that the genetic 

code is also universal and any change would be strongly selected against [8].  

However, Diamond and collaborators described, in 1981, an unusual seryl-tRNAUCA (now known as seryl-

tRNASec) suppressor of the UGA stop codon in chicken [9]. Over more than three decades of extensive research, 

this unusual RNA molecule was shown to function as a carrier molecule in which the 21st amino acid 

selenocysteine (Sec, or U) is synthesized from serine and incorporated in a nascent selenoprotein (reviewed in 

different perspectives in [10-14]). Selenocysteine differs chemically from serine and cysteine by a single atom 

(Se instead of O or S, respectively, in its side chain). Compared to cysteine, free selenocysteine has a lower pKa 

for the selenolate and is also more nucleophilic, confering its unique properties when found in a 

microenvironment of a selenoprotein [15].  

Selenocysteine specific incorporation into selenoproteins at a UGA codon is due to selenocysteil-tRNASec 

anticodon recognition that is an exception to the wobble effect and is inconsistent with the frozen accident theory 

[16]. This intricate process requires a complex selenocysteine-specific machinery that has been extensively 

studied in Escherichia coli. 

In the late 1980s and the early 1990s, four Escherichia coli sel genes (previously fdh genes) named selA, 

selB, selC and selD were identified as responsible for selenocysteine biosynthesis and incorporation in 

selenoproteins in initial studies on formate metabolism [13, 17]. Specifically, bacterial selC gene mutation was 

observed to affect selenium incorporation into molibdo-seleno formate dehydrogenase (FDH) selenoproteins, but 

not in selenouridine-containing tRNAs [17]. Further characterization demonstrated that selC gene is 

monocistronic and codes to tRNASecin E. coli chromosome [17, 18]. On the other hand, the other sel genes code 

to proteins involved in serine-selenocysteine conversion and UGA-Sec decoding to selenocysteine in E. coli. 

These genes are organized in the selAB operon and the selD-topB operon (topB gene codes to topoisomerase III) 

in the E. coli genome [18, 19]. Leinfelder and collaborators [17, 19] also showed that selC gene complements 

tRNASec deficient E. coli strain leading to active FDH-H (associated with hydrogen production) and FDH-N 

(induced in the presence of nitrogen) selenoproteins [17, 19]. 

 

 

 



181 

 

2. E. coli tRNASec gene: transcription and maturation  

Bacterial tRNA genes are distributed throughout the genome as part of rRNA operons [20] or with protein 

coded sequence(s) in the form of a polycistronic transcript [21]. For other tRNA genes, the transcription 

initiation is controlled by the interaction of RNA polymerase with promoter sequences located at the 5’-end of 

the initiation site [22], which is the case for E. coli selC gene, being preceded by classical -10 and -35 promoter 

sequences [17] involving the σ-subunit of RNA polymerase interaction [23]. Bacterial selC transcription 

termination has not been described yet as rho-dependent or rho-independent of other genes [24]. Interestingly, 

former Northern blotting experiments showed that selC gene is transcribed at equivalent levels in both 

aerobically and anaerobically growing cells [18], indicating a lack of transcription regulation by the cellular 

redox state. 

In Bacteria, tRNA precursors are processed in their 5’ and 3’-terminal extensions by nucleolytic cleavage 

[25]. RNAseP endonucleolytic activity generates the mature 5’-terminus and RNAseD generates the 3´-terminus, 

upstream to the CCA addition site by tRNA adenosyl transferase [26]. E. coli in vitro RNAseP processing of two 

tRNASec precursors confirmed that both were cleaved at the nucleotide site immediately upstream of the tRNASec 

coding sequence (position -1) [27]. Additionally, E. coli tRNASec contains a gene-coded 3'-terminal CCA 

sequence, which probably interacts with RNAseP, contributing to its efficient 5'-processing [27]. Besides, no 

intron is observed in the E. coli selC gene as in the majority of bacterial tRNAs [27]. Furthermore, post-

transciptional modification was observed in E. coli tRNASec, although methylations and isopentenylation of 

eukaryotic tRNASec have been described to contribute to tRNA-ribosome as well as to codon-anticodon 

interactions [28-34].  

 

3. The unique structure of tRNASec  

Initial biochemical analysis of the 95 nucleotides long E. coli tRNASec revealed that its unique secondary 

structure presents 8 base pair aminoacyl acceptor stem and a 5 base pair TΨC arm, besides a 22 nucleotide long 

variable arm [35]. Moreover, tRNASec is the longest tRNA in E. coli [35]. Type II tRNAs, such as tRNASer and 

tRNALeu, also have characteristic long variable arm, however their conserved ‘7+5’ cloverleaf structure differs 

from the ‘8+5’ secondary structure of tRNASec [35]. In addition, E. coli tRNASec dihydrouridine arm (D arm) is 

composed of a 6-bp stem and a 4-nucleotide loop, in contrast to the 3–4-bp D stem and 7–12-nucleotide D loop 

of the canonical tRNAs [35] (Figure 1). The analysis of its primary and secondary structure also reveals a G at 

position 8 and an A at position 14, a pyrimidine-purine (Y-R) base pair at the 10-25 sites and R-Y base pair at 

11-24 positions. All other E. coli tRNA molecules show a G15:C48 or an A15:U48 tertiary interaction known as 

the Levitt base pairs stabilizing the stacking interaction of the D and TΨC stems, therefore missing in E. coli 

tRNASec [35]. 
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Figure 1: Comparative structures of tRNASec of A and E) Bacteria (Escherichia coli), B and F) Eukaryotes (Homo 

sapiens) and C and G) Archea (Methanococcus kandleri). A to C is shown the schematic representation of the structure of 

the tRNASec. In E to G the structural model of the corresponding tRNASec. D) representative domains of tRNASec 
structure. 

The crystal structure of Aquifex aeolicus tRNASec [36] confirmed the bacterial tRNASec L-shaped structure 

and its tertiary structure interactions, previously identified [36, 37] (Figure 1). A. aeolicus tRNASec presents a 

U20:G19:C56 triple base interaction contributing to the D-TΨC loops interactions together with the universal 

G18:U55 bp and the tRNASec-specific U16:U59 bp [37]. In addition, there is a linker between the acceptor stem 

and the D stem (AD linker) which is composed of U8 and U9. U8 is involved in a triple interaction with 

G14:C21 and U9 is stacked on the first base pair of the extra arm stem. The G48 linker between the extra stem 

and the TΨC stem is stacked on U8 and interacts with G20 to form the unique C15:G20a:G48 base triple [36]. 

These unusual sequence and structural properties are conserved in the sequence of other bacterial tRNASec 

species [36]. Curiously, Moorella thermoacetica tRNASec is the longest known tRNA molecule with 100 bases in 

length [37]. 

Canonical tRNA molecules, which are 75 nucleotides long on average, form a tight tertiary core of conserved 

U8:A14, R15:Y48 base pairs and additional D stem base triples between positions 45:10:25, 12:23:9 and 

13:22:46 (or 12:23:9 for a tRNA with long extra arm) [36]. On the other hand, bacterial tRNASec tertiary core is 

composed of the weaker G14:C21:U8 and C15:G20a:G48 triple base pairs that contribute to maintain its overall 

structure [36]. Recent biochemical data showed that these additional base pairs in the D-stem were not required 

for the E. coli tRNASec function, except at high temperatures [38]. However, Ishii and collaborators argued that 

flexibility of tRNASec tertiary structure is essential for its function and it would be helpful for the simultaneous 

accommodation of the anticodon loop and of the CCA terminus at proper places on the ribosome surface [38]. 

The structure of eukaryotic tRNASec molecules from human [39, 40] mouse [41], and the archaeal 

tRNASec from Methanococcus structure have been reported [42-44]. The main difference between the 

eukaryotic and archaeal tRNASec compared to the bacterial tRNASec (Figure 1) are the unique '9+4' acceptor 
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arm-TψC arm fold in comparison to the '8+5' structure of bacterial tRNASec and '7+5' structure of canonical 

tRNAs [39, 42-44] (Figure 1). An unusual D stem similar to that observed in A. aeolicus tRNASec was also 

found in eukaryotic and archaeal tRNASec tertiary structures [39, 42-44]. It is surprising that the overall 

structure of these tRNASec molecules are similar, since their primary and secondary structures are divergent 

[41]. Conservation of the D arm conformation, the D-TψC loops interaction, the total length of the acceptor- 

TψC arm and the orientation of the long extra arm contributes to such similarity [36, 41].  

4. Sec-tRNASec aminoacylation, the first recognition point 

The first step of Sec incorporation is the aminoacylation of the tRNASec. Differing from other canonical 

amino acids, Sec does not have a specific aminoacyl-tRNA synthetase enzyme (aaRS). First, tRNASec is 

misacylated with L-serine with ATP consumption and then requires a specific correction mechanism [45]. 

Usually, the recognition of the specific tRNA by the correct aaRS employs two recognition determinants: the 

acceptor arm size and a specific interaction region, normally the anticodon [45]. The dimeric seryl-tRNA 

synthetase enzyme (SerRS, E.C. 6.1.1.11), a class II synthetase with an anti-parallel beta-sheet fold flanked by 

alpha-helices, is responsible for the specific recognition of tRNASec without the use of the anticodon sequence as 

a recognition point [46, 47], but use the acceptor and variable arms to recognize the correct tRNA to proceed 

with aminoacylation. On the other hand, it has acquired a unique N‑terminal coiled-coil domain for variable arm 

recognition [47]. 

Comparing to other canonical tRNAs, tRNASer and tRNASec presents a long variable arm structure, 

characteristic of class II tRNAs, conveying specificity for tRNA aminoacylation with L-serine [47]. Despite the 

sequences divergences, tRNASer and tRNASec have an overall similar folding and the structural models of SerRS-

tRNA complex corroborate with a specific recognition mechanism [11]. 

The tRNASec aminoacylation occurs in two steps: activation by adenylation and the transfer of the aminoacyl 

group to the specific tRNA. The first step is the formation of L-seryl-adenylate from L-serine and ATP [48]. L-

seryl-adenylate is a mixed anhydride in which the carboxyl group of the amino acid is linked to the phosphoryl 

group of AMP; hence, it is also known as L-seryl-AMP [36]. The second step is the transfer of the L-seryl group 

to the 3’-OH binding site in tRNASer or tRNASec to form L-seryl-tRNASer or L-seryl-tRNASec [11,36]. 

Recently, the full-length structure of human SerRS was determined by x-ray diffraction [49]. Wang et al 

determined that H. sapiens SerRS-tRNASec specific interaction occur between the flexible coiled-coil region N-

terminal of SerRS and regions of the variable arms, D-loop and the TΨC of tRNASec. The N-terminal consists of 

a coiled-coil region that is exposed by the domain aminoacylation [49]. SerRS present N-terminal conserved in 

all organisms with exception of methanogens [49]. The two long α-helices of N-terminal tRNA-binding domain 

provides flexible catalytic site for tRNA recognition and its aminoacylation. It was observed that co-exist in 

solution the interaction of SerRS-tRNASec at proportions of 2:1 and 2:2. This is because the dimeric protein 

SerRS makes most contacts with the variable arm and TΨC domain of tRNASec with one of its monomers and 

interacts with the acceptor arm using the other monomer (Figure 2) [49]. 

From the recent determinations of crystallographic structures of this aminoacyl, it is possible to infer the 

conservation of recognition site and charging mechanism by the folding conservation of tRNASec and SerRS, 

including the specific recognition regions like the longer variable arm and the coiled-coil N-terminal domain, 

respectively [11]. 



184 

 

The aaRS presents extremely conserved function and folding when compare various organisms, which helps 

to understand the mechanism and biochemistry of this enzyme in the different domains. 

 

5.  Ser-to-Sec conversion, where the divergence begins. 

The conversion from L-seryl to L-selenocysteyl tRNASec diverges in the different domains of life [50]. 

In Bacteria, the reaction is catalyzed by a homodecameric with ~500 kDa and piridoxal-5’ phosphate (PLP) 

dependent enzyme, Selenocysteine synthase (SelA, E.C. 4.2.1) [45, 50] (Figure 2). This enzyme was previously 

described in the 1990’s in E. coli [50, 51] and participates in the Ser-Sec conversion reaction in two steps. The 

first step is the Schiff’s base formation between the α-amino group of L-serine with the formyl group of a 

covalently bound PLP in the catalytic lysine residue of SelA. This reaction results in the dehydration of Ser and 

the formation of the intermediate state denominated aminoacrylyl-tRNASec (Figure 3) covalently bound to SelA 

[45, 51] at the acceptor stem (Figure 2). The second step is the selenium transfer by nucleophilic substitution, 

resulting in the formation of selenocysteyl-tRNASec or Sec-tRNASec, where the selenium utilized is delivered by 

Selenophosphate Synthetase (SelD or SPS, E.C. 2.7.9.3) in selenophosphate form [51, 52] (Figure 3).  

At beginning of the 90’s, the binary complex SelA-Sec-tRNASec was shown to form a heterocomplex with 1 

SelA decamer interacting with 5 Sec-tRNASec or 10 SelA monomers interacting with 5 Sec-tRNASec [45, 53-55].  

 

Figure 2: The selenocysteine synthesis pathways in Bacteria, the SelA route is exclusive to Bacteria.  

However, recent study proved that the stoichiometry ratio between E. coli SelA and the specific 

tRNASec in solution is 1SelAdecamer:10tRNASec [55], corroborating with the crystallographic 

structure of bacterial SelA resolved by Itoh and collaborators [45], which reveals the D-arm 

recognition to correct binding. Moreover, the authors shown which the acceptor arm size is crucial 

to enable the distance to catalytic site where the PLP is covalently bound to lysine residue to 

perform the reaction previous described. E. coli SelA presents 30% of identity with A. aeolicus 

SelA, which showed a presence of two domains: N-terminal domain, unique to Bacteria,  a three-

helix bundle responsible to interacts with tRNASec specific D-arm and the SelA domain 
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responsible to covalently bound between Lys235-PLP and the tRNASec 5’ acceptor arm to Ser-Sec 

conversion as previous described [45, 50]. 

The SelA decamer presence is unique in bacterial selenocysteine biosynthesis pathway as 

compared with Archaea or Eukarya [50, 54-57], and its N-terminal domain is essential to tRNASec 

recognition by the specific interaction with the D-arm (Figure 3) [45]. Furthermore, this domain is 

responsible to maintain the oligomerization as a decamer [53] allowing the functional state, 

whereas the SelA dimer is a non-function enzyme [54] 

Recently, the transient ternary complex to selenium compound delivery was characterized, 

showing the interaction between the binary complex SelA-tRNASec with SelD [58], resulting in a 

complex with nanometric dimensions and ~1.3 MDa. In addition, the SelD N-terminal catalytic 

domain is important to the interaction and, consequently, functionality. The truncated enzyme, 

ΔN-SelD, reveals the importance to interaction by biophysical and functional experiments, 

inasmuch as the catalytic cysteine residue is included in this domain. 

Figure 3: Schematic representation of tRNASec recognition structures: (A) SelA, SelB and SerRS interaction in bacterias. 

In general, the Ser to Sec conversion and tRNASec recognition in Archaea is similar to that of 

Eukarya where the Sec-biosynthesis is composed by the same three steps. [59, 60, 61]. The first step is 

analogous to that of Bacteria and the second step is the phosphorylation of the γ-hydroxyl group of seryl-

tRNA[Ser]Sec to obtain Sep-tRNA[Sep]Sec with the expense of ATP by the dimeric O-phosphoseryl–tRNA kinase 

(PSTK, E.C. 2.7.1.164) [59].  The 3’OH end in acceptor arm is charged with the L-seryl group, resulting in 

an O-phophoseryl tRNA[Sep]Sec covalently bound (Sep-tRNA[Sep]Sec) is the substrate for the third reaction step 

[45, 62]. Finally, the Sep to Sec conversion is mediated by SepSecS (O-phophoseryl–selenocysteyl Synthase, 

E.C. 2.9.1.2) [63]. In the SepSecS PLP-dependent tetrameric enzyme, the O-phophoseryl group is hydrolyzed 

using the monoselenophosphate delivered by selenophosphate synthetase-2 (SPS2, E.C. 2.7.9.3), with PLP as 

co-factor, to obtain selenocysteil covalently bonded in tRNASec (Sec-tRNASec) [39, 63]. However, there are 

still open gaps for the complete characterization of the selenocysteine biosynthesis pathway in Eukarya and 

Archaea. 
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6. Where does the selenium come from? 

Ser to Sec conversion is a selenophosphate (PSeO3
3-) dependent process [10, 50] though selenophosphate is 

not the main form of selenium in the cells [64]. Usually, cells obtain this essential element from the environment 

as inorganic selenium (Se0) before converting into the biological intermediate used in selenocysteine and 

selenomethionine biosynthesis [64]. Other route to obtain biological selenium is from L-selenocysteine 

deselenation, in which the Sec residue is recycled to Se0 and alanine by selenocysteine lyase (NifS-like protein), 

allowing the re-use of this Se0 in Sec-biosynthesis [65] (Figure 3). Studies involving the uptake of inorganic 

selenium by cell diet have been performed; however, there are just speculations of the action of lyases to obtain 

Se0 form from selenate or other selenium forms [66].  

Previous studies [67] indicate that NifS-like protein plays a role in selenocysteine pathway and in sulfur 

pathway in Bacteria. There is one cysteine-conserved residue – Cys364 in E.coli - demonstrated to function in 

the decomposition of L-cysteine, revealing different mechanisms for L-cysteine decomposition and L-

selenocysteine deselenation [67]. For L-cysteine, the residue Cys364 makes a nucleophilic attack during the 

desulfurization reaction and for L-Sec, the Se0 is released spontaneously from the intermediate formed during the 

deselenation reaction. Thus, this residue in not totally essential for the L-Sec degradation, however if the position 

of this residue in the active site is not properly for the desulfurization reaction, the NifS-like protein can act as a 

selenocysteine lyase.[67, 68]. In E. coli, the specific activity of selenocysteine lyase is higher for L-Sec than for 

L-Cys (Figure 2)[65]. 

Recently, NifS-like proteins, commonly called selenocysteine reductase or selenocysteine beta-lyase, were 

characterized in some bacteria [65, 66] and identified as being essential to cell metabolism as candidates for the 

control of free selenium levels in vivo [61, 64-69] (Figure 3). Three NifS-like proteins were identified in 

Bacteria [70] and the Selenocysteine Lyase (CsdB, E.C. 4.4.1.16) from E. coli was proposed to deliver selenium 

to Selenophosphate Synthetase (SelD or SPS, E.C. 2.7.9.3) [71] (Figure 3). Due to the high toxicity of selenium, 

the interaction model between E. coli CsdB and SelD was proposed by different researchers [36, 52, 70] but it 

has not been demonstrated yet. However, the in vitro SelD activity was intrinsically related to the amount of 

CsdB available [71]. The CsdB enzyme is a PLP-dependent dimer with a SelA-like fold [71]. For E. coli, CsdB 

has a 300-fold higher affinity for L-Sec than for L-Cys, showing the specificity in Sec-Se0 degradation pathway 

(Figure 2) [70]. 

A model of CsdB.SelD interaction was proposed by Itoh and collaborators [72] using a SPS protein of A. 

aeolicus and CsdB from E. coli. In this model the interaction probably occurs by the linking of Cys13 (SPS - A. 

aeolicus) and Cys364 (CsdB). The SPS catalytic residue in E. coli is Cys17.  For the model proposed, the 

selenosulfide group is bounded into Cys364 of CsdB and the Cys13 of SPS can make a link to the group 

selenosulfide-Cys364. Besides that, there is high complementarity between the surfaces areas surrounding the 

active site of both proteins [72]. Noinaj and colleagues also proposed a model for SPS mechanism [52], where 

suggested that the interaction for selenium transfer occurs through the CsdB.selenium complex and SPS Cys17. 

Upon delivery of selenium to SPS, the selenide (Se2-) and ATP are consumed in selenophospate synthesis. 

Selenide is provided by selenite reduction, from converted methylated selenium compounds (inorganic selenium) 

or through selenium removal from selenoprotein degradation (NifS-like proteins product) [70] (Figure 3). 

Studies on in vitro activity of Azotobacter vinelandii NifS and SPS proteins corroborate that this class of NifS 



187 

 

enzymes acts in the delivery Se0 to SPS, where NifS activity promote a higher rate of selenophosphate formation 

by SPS than  for free selenide in solution [73]. 

During selenocysteyl-tRNASec biosynthesis, selenophosphate is delivered to Ser-Sec conversion catalytic 

complex. Silva and collaborators performed studies of the ternary complex – SPS.SelA.tRNASec – formation, as 

previous mentioned [58]. The selenophosphate is transferred to the binary complex SelA.tRNASec and after the 

delivery of selenophosphate, SelA catalyzes the Ser-Sec conversion as previously described on section 7. 

In Archaea, the NifS-like protein homologue was identified and characterized [74, 75]. Eukaryotic 

selenophosphate synthetase enzymes comprise two different isoforms where the SPS2 presents the Sec 

catalytic residue located in its N-terminal domain [52]. One is named SPS2 and contains Sec or Cys at the 

active site. The selenophosphate is produced in two steps: first, the selenide is phosphorylated by the γ-

phosphate of ATP and then ADP is hydrolyzed, releasing selenophosphate, AMP and O-phosphate [72, 73, 

76]. After selenophosphate is synthesized, it remains bound to the active site of selenophosphate synthetase 

until ADP hydrolysis occurs and the product release is completed [72]. Curiously, in E. coli the Km for 

selenide is 20 µM [72], which is a toxic concentration for the cell. This suggest that free selenium cannot be 

the physiological donor for SPS2. The other isoform, named SPS1, was identified exclusively in some 

eukaryote organisms [77], which also contain SPS2, with neither Sec not Cys at the active site. Interestingly, 

Bacteria and Archaea possess only SPS2 homologues [78]. 

 

7. The specific elongation factor and the translation process 

The next step in the selenocysteine pathway after Sec-tRNASec synthesis is its incorporation in the nascent 

polypeptide chain during translation [79]. The aminoacyl-tRNA delivery involves a GTPase protein class called 

elongation factors (EFs). The EFs have different structural architectures varying the number of domains [80-83], 

however, the N-terminal domain is always a GTPase [84], usually denominated as Domain I. 

Recently, the full-length bacterial SelB structure from A. aeolicus (PDB ID 4ZU9) was resolved by X-ray 

crystallography [85]. In their model, Itoh et al characterize SelB dividing it into three main regions: the N-

terminal, C-terminal and a linker consisting of two alpha helices that separate the N-C terminal regions (NC-

linker) which gives flexibility between the N and C portion. 

 In his study, Itoh et al suggest that GTP binds to SelB by residues Asp119 (EcAsp115), Lys117 (EcThr113), 

Ala151 (EcAla147) and Val152 (EcVal152) that belonging to a high conserved folding, α/β topologies, with five 

sequential conserved small GTP binding regions [86] and undergo conformational change during GTP 

hydrolysis in the presence of magnesium (Figure 4-A) [86-88]. 

On the other hand, the C-terminal portion (Domain II and III) is a tRNA recognition domain [89]. These 

domains are responsible to interact with the acceptor and TΨC arms of the specific tRNA, and despite its 

specificity, the folding is well conserved with two β-barrel [90]. The two β-barrel domains are also presented, 

specific to the 13-bp long acceptor-TΨC helix with 8/5 bp in bacteria, what differs tRNASec from all other 

tRNAs [91, 92]. By co-crystallize with L-Cys SelB simulating an analogue to L-sec, it is suggested that the SelB 

interaction region with the tRNA is the interface of the domains D1 and D2. The Arg198 residue (EcThr192) and 

Arg241 (EcArg235) in D1 domain interact with the thiol group of Cys and L-His229 (EcHis223) residues 

interact with the amino group. These residues makes D1 and D2 domain essential to the recognition of the 
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acceptor arm tRNASec while the TΨC arm is recognized by D3 domain (Figure 3). However, there are exceptions 

like in mitochondria EFs-tRNAs recognition [85, 93].  

SelB N-terminal domain share sequence similarity to EF-Tu and IF2 [94]. The N-terminal portion of SelB 

has composed for four winged-helix: WDHD1, WHD2, WHD3 and WHD4. It is observed a flexible portion that 

connects the WHD2 and WHD3 portions providing greater freedom conformational for domain composed by 

WHD3 and WHD4 winged-helixes, which in turn interact with the SECIS while WHD1 and WHD2 domains 

interact with the ribosome. This repositioning can adjust SelB to relative entry site of ribosome for different 

mRNAs that encoding Sec [85]. Although, it is already known the structures of the elements involved in the 

recognition of Sec-tRNASec for subsequent delivery to the ribosome, most of the interactions are performed only 

by modeling since not all structural complexes were resolved. 

Recently, new recombinant selenoproteins were obtained by high efficiency suppression of amber stop 

codons in bacterial system making compatible with the canonical molecular machinery [95]. Furthermore, new 

constructions using chimaera from the canonical EF-Tu by engineering orthogonal translation system allowed 

the Sec incorporation in deficiency strains showing the molecular possibilities to Sec incorporation [96]. For Sec 

insertion at an UGA codon (Sec-UGA) is necessary a specific mechanism to recognition as no a Stop-codon 

(Stop-UGA). Sec-UGA is distinguished from Stop-UGA by the presence of a hairpin sequence structure 

denominated SECIS (SElenoCysteine Insertion Sequence) [10]. In Bacteria, this structure element is 

immediately downstream of the UGA codon. Sec-tRNASec forms a ternary complex with SelB.GTP and the 

SECIS element [97], and the SelB.SECIS binding occurs directly via the SelB C-terminal extension [90, 97, 98]. 

The bacterial EF to Sec incorporation has an extra domain in its C-terminal region (WHD 4 domain), which is 

accounted to recognize a special structural element in the mRNA, SECIS element [97, 98]. The structure of this 

unique bacterial WHD4 IV was resolved in complex with the SECIS element and in full-length protein [85, 94, 

98].  

The SelB-GTP interaction is stimulated by the presence of the 70S ribosomal complex and SECIS element 

[99]. Thermodynamic experiments have demonstrated that SelB has higher GTP affinity than GDP, with a KD of 

3.7 µM and 20 µM, respectively [100, 101]. 

In eukaryotic and archaeal, domains, the SECIS element occurs in the untranslated region of the 

mRNA immediately follows the translation termination codon called 3’-UTR [91]. The Sec elongation factor 

from Archaea and Eukarya have not a C-terminal extension to SECIS recognition like bacterial SelB domain 

IV, unique with this domain, therefore, eukaryotes can be recognize the SECIS element is mediated by an 

isolated protein, the SECIS binding protein 2 (SBP2) [91, 92]. In Archaea, a SBP ortholog has not been 

identified, the closest homologous being ribosomal protein S30, although there is no conclusive evidence 

until now (Figure 4-B) [102, 103]. 
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Figure 4: The SelB and SECIS comparison. (A) Schematic representation of SelB sequence [85] and (B) The comparison 
between structures of Bacterial SelB and archaeal, also the canonical EF-Tu [85]. (C)  The canonical SECIS conformation 

and (D) the comparison between SECIS elements in E. coli, mammalian and Archaeal, respectively [118]. (D) The 

eukaryotes and bacteria SECIS element position to Sec incorporation [14].8. How to distinguish the UGA-Sec codon to 

Stop-codon. 

To differentiate the UGA-Sec codon from UGA-stop codon, there is an mRNA element, denoted by SECIS, 

that directs Sec insertion into polypeptide chains [104]. As previously mentioned, the SECIS element presents a 

hairpin conformation folded by a stem-loop structure (Figure 4-C) [10; 97, 98, 105], usually, the canonical 

SECIS is composed of five structural elements: Helix I, located near of stop-codon for bacteria; Internal loop; 

SECIS core named non-Watson-Crick quartet, formed by double asymmetric A-G stems; Helix II and Apical 

loop, which differs in its consensus sequence, shape and position in the gene. Moreover, the Helix II have a 

conserved shape [106]. It might be variations on the conformation of various SECIS elements [105]. Bacterial 

SECIS element is found immediately downstream to Sec-UGA where UGA adenosine is part of the SECIS 

element [106, 107]. In addition, there is no overlap with the ribosomal binding site [108]. In Bacteria, the 

distance between the stop codon UGA and SECIS apical loop is about 20-25 nucleotides [104]. The location of 

SECIS element may indicate evolutionary predilection since it differs in the three domains of life. For bacteria, 

the events of translation and transcription are connected, thus if the element on mRNA is distant to the stop 

codon, SECIS probably will not be transcribed with high efficiency once the upstream codon is translated [104]. 

Previous studies have demonstrated that only the upper steam loop of SECIS (apical loop) is required for the 

interaction with SelB domain IVb. Consequently, this interaction region will be responsible to conduct the 

selenocysteine incorporation in bacteria. [105, 109] A complex containing SECIS, SelB, GTP and Sec-tRNASec  

is formed to guide the translation of selenocysteine into the ribosome [105]. This complex and the translation is 

explained on section 9. Therefore, the selenocysteine insertion sequence is essential to the incorporation of 

selenocysteine into selenoproteins polypeptide chains (Figure 4-D).  

Archaeal and eukaryotic SECIS element are present at the 3'-UTR (3’-untranslated region) and can 

direct multiple UGA codons to code for selenocysteine amino acid [106]. Recently, SECIS element located in 

5’-UTR in Archaea was identified, but this finding is currently an exception (Figure 4-E) [106, 107].  
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9. Sec-biosynthesis machinery efficiency in E. coli  

 In vivo expression of fdhF gene in E. coli showed low efficiency for Sec insertion in response to UGA 

codon (~4-5% of UGA read-through) compared to other amino acids incorporation in polypeptides, even when 

sel genes were overexpressed (~7%) [110]. Suppmann et al observed that such a low efficiency is not due to 

translational barriers at the SECIS element in the pre-mRNA [110]. There is evidence that formation of SelB-

GTP-Sec-tRNASec–mRNA complex is a limiting factor and slows down translation when UGA codon is in the 

ribosomal A site. Thus, competition with translation termination by the release factor 2 (RF2) is important. The 

nucleotides surrounding UGA codon may play a role in such a context (Figure 5) [111].  

Selenoprotein biosynthesis is primarily dependent on Sec-tRNASec concentration in the cell. Its 

availability depends on selenophosphate donor disposal, which is related to selenium compounds metabolism in 

the cell. It was observed that the expression of sel genes was not significantly altered upon increasing selenium 

concentration in E. coli, which suggests that a constant concentration of Sec-biosynthesis and insertion 

machinery is necessary [112]. Additionally, proper stoichiometry of protein-protein and protein-RNA 

interactions is also essential for functional assemblies formation and thus selenoprotein synthesis [113].   

Usually, recombinant selenoprotein expression in E. coli leads to a heterogeneous product of correctly 

inserted Sec and truncated polypeptide at the position corresponding to the UGA codon in the pre-mRNA [115, 

116]. Additionally, there are some cases where tryptophan is also incorporated due to normal tryptophanyl-

tRNATrP suppression of opal codon in E. coli. Furthermore, Sec-mediated wobble decoding was reported for 

UGG codon when sel genes were overexpressed [116, 117]. 

 

 

Figure 5: The overview of Sec conversion and incorporation in E.coli, the transient complexes necessary to Sec 

recognition and incorporation. 
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