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국 문 초 록

Selenophosphate Synthetase(SEPHS)는 selenide와 ATP를 매개체로

selenophosphate를 합성한다. SEPHS는 두 가지의 paralogue,

Selenophosphate synthetase 1(SEPHS1)과 Selenophosphate

synthetase2(SEPHS2)는 높은 서열유사성과 구조유사성을 띄지만

Sephs2만 selenophosphate를 biosynthesis(생합성)하고 Sephs1는 그렇지

못하다. 이 둘의 차이에는 catalytic domain에 존재하는 active site의 아

미노산 차이에 따라 selenophosphate 합성 능력이 결정된다. SEPHS1과

SEPHS2가 공통으로 갖는 functional domain 안에서 특히 catalytic

domain의 active site에서 차이를 나타내고, 이것이 곧 selenophosphate

synthesis activity에 영향을 미친다. SEPHS1은 Thr 또는 Arg을 가지

며, SEPHS2는 Sec이나 Cys를 가진다. 본 연구에서는 SEPHS1 Thr29

자리에 mutagenesis를 일으키고, 같은 위치의 SEPHS2의 Cys60자리에

mutagenesis를 일으켜 간접적으로 ATP hydrolysis를 통해

selenophosphate synthesis activity를 회복하는지 알아보려고 하였다. 그

결과, SEPHS1의 Thr29Cys는 ATP에서 AMP+Pi로 가수분해 되었고 더

나아가 selenide가 없는 배경에서도 AMP로 가수분해 하였다. SEPHS2

Cys60은 ATP에서 selenide를 넣어주었을때만 AMP로 가수분해 할 수

있었으며, SEPHS2의 Thr 돌연변이는 selenide와 상관없이 AMP로 가수
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분해 하지 못하였다.

주요어 : Selenophosphate synthetase 1 (SEPHS1), Selenophosphate

synthetase 2 (SEPHS2), 셀레늄, Active site, ATP hydrolysis

학 번 : 2017-24567
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I. 서 론

셀레늄은 필수 미량 원소로 유기체의 생명활동에 필수적이다. 셀레늄은

세포 안에서 셀레노시스틴 (selenocysteine; Sec)의 형태로 존재하며 단

백질의 아미노산 서열에 추가 되는데, 이러한 단백질들을 selenoproteins

이라 부른다(Lee et al., 1996). Selenophosphate synthetase (SEPHS)는

무기 Selenium인 Selenide와 ATP를 기질로 이용하여 selenophosphate

합성하는 효소이다. 기존에 알려진 Selenocysteine 의 생합성 경로에 대

한 연구에서, UGA가 종결코돈 대신에 Selenocysteine을 삽입시키고, 특

별한 tRNA[Ser]Sec을 이용하여 진핵생물에서 Selenocysteine을 생합성

한다고 알려졌다(Lee et al., 1989). 그 과정 중에 selenocysteine

synthetase (SEPSECS)는 selenophosphate synthetase로부터 생성된

active selenium donor인 monoselenophosphate 전달받는 데 쓰인다(Xu

et al., 2006).

SEPHS는 bacteria에서 처음 발견되었으며, 많은 eukaryote과 archaea에

서도 관찰되었다 (Na et al., 2018). 원핵생물에서 SEPHS는 오직 하나의

type (SelD)으로만 존재하지만, 고등 진핵생물에서는 두 가지 isoform인

selenophosphate synthetase 1 (SEPHS1)과 selenophosphate synthetase

2 (SEPHS2)가 발견되었다(Na et al., 2018). 두 가지의 isoform중, 오직

SEPHS2만 selenophosphate 생합성 과정에서 catalytic activity를 나타내
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며 monoselenophosphate(SeP)를 생합성 할 수 있는 반면에, SEPHS1는

selenocysteine(Sec)생합성 능력은 보이지 않지만 세포의 생존에 필수적

인 역할을 하는 단백질이라는 것이 제시되었다(Xu et al.,2007). 원핵생물

의 박테리아에서 셀레노시스틴이 합성되기 위해서는 SelD

(selenophosphate synthetase) 가 필요하는 것이 셀레늄단백질 합성 기능

이 결여된 돌연변이와 ATP를 이용한 연구에서 밝혀졌다 (Leinfelder et

al., 1990). 따라서, 박테리아의 SelD는 셀레늄단백질 합성에 필수적이다.

SEPHS1과 SEPHS2은 높은 서열, 구조 유사성을 나타낸다. 특히, 여러

기능적 domain이 conserved(보존)되어있음이 나타났다(Na et al., 2018).

E. coli SelD의 homolog인 진핵생물의 SEPHS2 catalytic domain에 Sec

을 가지고 있으며 여러 종의 prokaryote에서 SelD homologue들은

SEPHS2의 active site에 존재하는 Sec 자리에 cysteine (Cys17)을 가지

는 반면에 human SEPHS1과 Drosophila SEPHS1은 각각 같은 자리에

threonine(Thr)과 arginine(Arg)을 가진다 (Low et al., 1995).

Phylogenetic analysis를 통해 봤을 때 원핵생물의 Cys17은 catalytic

process에 중요한 역할을 나타내는 active site임이 밝혀졌다(Kim et

al.,1992).

본 연구에서는 in vitro환경에서의 Sephs1과 Sephs2 생화학적 기능, 특

히 선행 연구들에서 밝히지 못한 active site의 중요 아미노산에 따른

SeP 합성 능력, 즉 catalytic activity에 미치는 영향에 초점을 맞춰
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Sephs1의 기능을 밝히고자 한다. 따라서, SEPHS1과 SEPHS2의

catalytic domain 활성 부위의 아미노산 mutagenesis를 통해 SeP 합성에

어떤 영향을 미쳤는지를 특히 E.coli SEPHS2의 Cys17에 해당되는

mouse SEPHS1의 Thr29를 Cysteine으로 치환한 mutant와 SEPHS2의

Cys를 Thr로 치환한 mutant들에 대하여 ATP의 2단계 가수분해 능력

즉 AMP 생성 능력을 통해 간접적으로 selenophosphate 합성 여부를 판

단하려고 한다.
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II. 재료 및 방법

1. Vector construct 제작

pET28a-Human(hSEPHS1)은 pET28a plasmid의 6X Histidine과

thrombin site를 제거하기 위해 carboxyl terminus의 NcoI site와 amino

terminus의 XhoI site를 이용하여 절단조각을 제작하였다. hSEPHS1의

cDNA를 포함하는 plasmid로부터 PCR로 증폭된 NcoI-XhoI 절단 조각

과 함께 carboxyl terminus에 6X Histidine tag을 함께 pET28a(+)

plasmid에 삽입하였다. pET28a-Human(hSEPHS1) T29 는

Sephs1_NcoI_Fwd과 Sephs1_XhoI_Rev의 두 primer를 사용하였다. 또한,

carboxyl terminus의 5’-ATGG-3’의 Guanine 염기 제거를 위해

Sephs1_NOATG_Fwd를 사용하여 in-frame reading을 유도하였다.

pET28a-Human(hSEPHS1) Thr29Cys mutant의 catalytic domain

Threonine29 코돈(ACA)을 Cys29코돈(TGC)으로 전환하기 위해서는 위

의 primer 와 함께 Sephs1_Thr29Cys_Fwd와 Sephs1_Thr29Cys_Rev 을

사용하였다.

hSEPHS2는 NcoI-XhoI site에 human SEPHS2의 cDNA를 포함하는

plasmid로부터 PCR로 증폭된 NcoI-XhoI 절단 조각을 삽입함으로써 제

작하였다. SEPHS2의 Cys60 은 Sephs2_NcoI_Fwd과 Sephs2_XhoI_Rev

을 사용하였다. pET28a-human SEPHS2 Cys60Thr의 catalytic domain
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Cys60 코돈(TGC)을 Thr60 코돈(ACA)으로 치환하는 mutant를 제작하

기 위해서는 위의 primer와 함께 Sephs2_C60T_Fwd와

Sephs2_C60T_Rev을 사용하였다. Full-length의 construct는 DH5a 균주

에 transformation 하였다. 제작된 plasmid는 제한효소 분석을 통하여

확인하였고 DNA sequencing을 통해 서열을 확인하였다.

제작시 사용한 모든 primer는 표1과 같다.

표 1.
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2. Human SEPHS1과 SEPHS2의 과발현

pET28a-hSEPHS1 Thr29, Thr29Cys 그리고 hSEPHS2 Cys60과

Cys60Thr를 포함하는 대장균(BL21(DE3))를 37도의 Luria Broth(1%

Tryptone, 0.5% NaCl, 1% Yeast Extract) 배지에서 37도, 250rpm 으로

키웠다. 흡광도 600이 0.6에 도달했을 때 0.1mM가 되도록

IPTG(isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside)를 첨가해주었다.

IPTG(Invitrogen) 첨가 후 대장균을 37도에서 4시간을 더 배양하였다.

4시간 후 원심분리에 의해 대장균을 회수하였다.
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3. Ni-affinity column을 이용한 Chromatography

pET28a-hSEPHS1은 1mL(SEPHS1)의 Probond resin(Invitrogen)에

resin 부피의 2배의 binding buffer (20mM Tris-HCl(pH8.0), 500mM

NaCl)를 넣고 천천히 흔들어 주었다. 약 5분정도 흔들어 준 후 500xg

이하의 속도로 원심분리를 하고 상층액을 따라서 버리고 resin에 다시

binding buffer를 넣는다. 위와 같은 과정을 3회 더 반복하였다. 활성화

된 resin에 SEPHS1과 SEPHS2가 들어있는 용약을 각각 부은 후

4도에서 2시간동안 흔들어주었다. 결합이 끝난 후 이 혼합액을

10mL용량의 column에 천천히 부어주었다. 이때 혼합액을 부어주는

속도는 한시간에 resin 부피의 3-4배의 용액이 resin을 통과할 수 있도록

조절해주었다. 혼합액을 다 부어준 후 resin 부피의 10배(10mL/30mL)가

되도록 washing buffer 1 (200mM Tris-HCl (pH8.0), 500mM NaCl,

20mM Immidazole)를 부어주었다. 그리고 다시 washing buffer 2

(200mM Tris-Cl (Cl, 20mM Tris-HCl(pH8.0)를 넣어주어 resin에 붙은

hSEPHS1과 SpH8.0), 500mM NaCl, 40mM Imidazole)를 부어주었다.

세척이 끝난 후 500ul의 Elution buffer(600mM Immidazole, 500mM

NaEPHS2를 떼어낸다.

pET28a-hSEPHS2의 경우에는, 2mL(SEPHS2)의 Probond

resin(Invitrogen)와 binding 하여 hSEPSH1과 동일한 방법으로 하고,

wash buffer 2의 경우 (200mM Tris-Cl (pH8.0), 500mM NaCl, 60mM
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Imidazole)로 세척한 후, 500ul Elution buffer로 resin에 붙은

hSEPHS2를 떼어내었다.
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4. Sodium Dodecyl Sulfate-Poly Acrylamide Gel

Electrophoresis (SDS-PAGE)

Stock solution을 만든 후 다음과 같은 조성에 의해 10%의 젤을 만들어

서 Hoefer SE 250 mighty gel set 에 부어주었다. 이 때

bis-Acrylamide와 Ammonium persulfate는 넣은 뒤 빠르게 굳으므로,

넣어준 후 바로 gel set에 3/5만큼 부어준다. separating gel을 완전히 굳

힌 뒤, stacking gel을 위에 넣어준다.

Separating gel

Water 2063ul

4X Lower buffer 1250ul

30% bis-Acrylamide (30:0:8) 1667ul

10% Ammonium persulfate 50ul

TEMED 5ul

Stacking gel

Water 1160ul

4X Lower buffer 500ul

30% bis-Acrylamide (30:0:8) 300ul

10% Ammonium persulfate 34ul

TEMED 2ul

Sample은 1X sample buffer와 섞어서 5분간 끓인 후 gel에 loading 하

였다. 150V, 50mA(constant current)로 약 1시간 동안 전기영동 하였다.
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5. Thin Layer Chromatography(TLC)

총 10ul의 혼합액에 40mM HEPES(pH 7.4), 20mM KCl, 10mM

MgCl2,5μCiof[α-32P]ATP,그리고 10mM DTT와 0.3mg/ml의 효소

hSEPHS1 Thr29, Thr29Cys 과 hSEPHS2 Sec60Cys, Sec60Thr를 각각

넣어준 후 1시간 동안 37도에서 반응시켰다. 1시간 후, PEI-Cellulose

TLC plate(Sigma)에 1ul씩 점을 찍듯이 loading 하였다. 0.8M LiCl로

TLC chamber 안에서 약 1시간 정도 running 시켜주었다. Running이

끝난 후 plate를 꺼내어 Biomolecular imager (FLA7000IP)에서

phosphorimaging 하였다.
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III. 결 과

1. 재조합 단백질의 발현과 분리

1-1. 단백질 과발현

재조합 plasmid의 construction: pET28a-hSEPHS1과 pET28a-hSEPHS2

는 pET28a의 NcoI 과 XhoI site에 PCR로 증폭된 human SEPHS1과

SEPHS2의 NcoI-XhoI 절단 조각을 삽입함으로써 제조하였다(Appendix

그림 5-8). 제작된 plasmid는 DNA를 추출하여 sequencing하여 의도했

던 sequence가 맞는지 기존의 SEPHS1, SEPHS2 sequence와 alignment

하여 확인하였다 (Appendix 그림1-4). 그림. 1에서는 pET28a-hSEPHS1

과 pET28a-hSEPH2를 발현시키기 위한 전략을 나타내었다. 그림. 2에서

는 hSEPHS1과 hSEPHS2 각각 IPTG를 넣어주었을 때와 넣지 않았을

때의 발현 양상을 비교하였다. 각각을 대장균에 형질전환 시켜 발현시켰

을 때 pET28a-hSEPHS1을 집어넣은 대장균에서는 약 39kDa의 단백질

이 대량 발현되는 것을 관찰 할 수 있었고 (그림. 2A), hSEPHS2를 집어

넣은 대장균에서는 약 49kDa의 단백질이 대량 발현 되는 것을 관찰하였

다 (그림. 2B). 많은 경우 대장균에서 soluble fraction를 형성하였다. 이

를 확인하기 위해 초음파분쇄기를 이용하여 세포를 분쇄하고 원심분리를

해서 상층액과 pellet을 SDS 폴리아클리아마이드 젤 전기영동으로 분석

하여 보았다. 이 때 대부분의 발현단백질이 soluble fraction에 존재한다
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는 것을 SDS를 통해 관찰하였다.

그림. 1

그림2. Strategy of pET28a-hSEPHS1 Thr29, pET28a-hSEPHS1

Thr29Cys, pET28a-hSEPHS2 Cys60, pET28a-hSEPHS2 Cys60Thr

plasmids.
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그림. 2

A

B
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그림2. Overexpression of pET28a-hSEPHS1 and hSEPHS2. Total E.

Coli extracts from 1ml culture were analyzed by 10&

SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis. Total proteins from the cells

bearing pET28a-hSEPHS1 (lane 1, 2, 3, and 4) or pET28a-hSEPHS2

(lane1, 2, 3, and 4) were extracted just before (designated -; lanes 1

and 3) or four hours after (designated +; lanes 2 and 4) IPTG

induction.
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1-2. Nickel Agarose를 이용한 단백질 정제

Nickel Agarose(Probond)를 이용하여 SEPHS1(39kDa)과 SEPHS2

(49kDa)의 과발현 된 단백질을 정제하였다. Wash Buffer(20mM

Immidazole)과 Elution Buffer(1M Immidazole)을 차례로 흘려주면서

마지막에 agarose bead에 붙어있는 단백질을 흘려주어 원하는 단백질을

얻어내었다(그림3-4).
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그림. 3

A

B
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그림. 4

A

B
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그림 4. Purification of expressed recombinant pET28a hSEPHS1 and

hSEPSH2; Recovered from soluble fraction and loaded on

nickel-affinity resin. After the flow-through fraction (FT, lane 2) was

passed, the resin was washed several times with Wash Buffer

(20mM Imidazole) (W1 and W2; lanes 3 and 4) and the bound

hSEPHS1 and hSEPHS2 was eluted with 600mM Imidazole (E1 and

E2; lanes 6 & 7) and analyzed by 10% SDS-Polyacrylamide gel

electrophoresis.
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2. Human SEPHS1과 SEPHS2의 효소 활성

대장균에서 발현, 분리된 재조합 hSEPHS1과 hSEPHS2의 생물학적 활

성을 비교하기 위해 Thin Layer Chromatography(TLC)를 이용하여 조

사하였다. SEPHS1은 wild type인 Thr29에서는 AMP로 가수분해 하지

못하며, Threonine을 Cysteine으로 치환한 mutant에서는 AMP 합성 능

력이 생긴 것을 알 수 있었다. 더 나아가, Selenide가 결핍되어있는 조건

에서도 AMP가 합성되는 것을 알 수 있었다. Cysteine을 가진 hSEPHS2

는 Selenide가 있을 땐 Selenophosphate + AMP + Pi를 합성하며,

selenophosphate를 생합성한다는 것이 밝혀진 바 있다. 하지만, 그림에서

처럼 Selenide가 결핍된 상황에서는 AMP를 합성하지 못하였다. 또한,

본 실험에서 나온 결과가 효소에 대한 결과임을 입증하기 위해 control

로 쓰인 빈 벡터(Mock Vector)에서는 ATP가 분해되지 않음을 알 수 있

다.(그림. 5).
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그림 5.

그림 5. ATP hydrolysis Assay; 10ul reaction with 40mM HEPES

(pH7.4), 20mM KCl, 10mM MgCl2, 2.5uCi of [α-32P]ATP, and 10mM

DTT, and either with or without 0.25mM selenide. After adding each

selenophosphate synthetase protein, reactions were incubated at 37°C

for 1 h under anaerobic conditions. Then 1ul of each reaction was

loaded on to PEI TLC plates, the plates were run in 0.8M LiCl, and

the developed TLC plates were exposed to a PhosphorImager screen.
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IV. 고 찰

Selenophosphate synthetase (SEPHS)는 진핵생물에서 두 종류의

isoform으로 존재하며, Xu의 연구보고에 따르면, 오직 SEPH2만이

selenoprotein 생합성 능력을 나타내고 세포의 성장과 증식에 필수적이라

는 연구결과가 있었다. 하지만, SEPHS1은 그러한 능력이 없고, redox

homeostasis에 관여한다는 연구결과 있었다. SEPHS1이 결핍되면, 스트

레스 관련 selenoprotein과 redox homesotasis 관련 유전자의 발현이 현

저히 감소되며 hydrogen peroxide의 축적을 가져온다는 것이 밝혀졌었

다.

Na의 연구보고에 의하면, SEPHS1과 SEPHS2 서열 분석 결과

conserved 된 domain이 발견되었고 특히 active site에서 Sephs1는 Arg,

Thr을 가지며 Sephs2는 Sec자리에 Cys를 가지는 것이 밝혀졌다. 따라

서 catalytic domain에 위치하고 있는 아미노산에 따라 효소 활성에 중

요한 역할을 할 것으로 보여진다.

그림 7를 통해 ATP hydrolysis를 통해 간접적으로 효소의 SeP합성 능

력을 조사해본 결과, Sephs1과 Sephs2 모두 1차 ATP 가수분해

(hydrolyze) 능력을 나타내어 ADP+Pi를 생성하지만, Sephs2과 같이

catalytic domain 에 Cys 또는 Sec이 존재하는 경우는 ADP가 더 분해

되어 AMP+Pi으로 된다. 하지만, Thr으로 치환된 Sephs2는 AMP로 가
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수분해 하지 못하였다. 따라서, human Sephs2가 Selenophosphate

syntehtase로써 selenoprotein을 생합성하기 위해선, active site에 Cys가

필수적임을 알 수 있다.

더 나아가, Sephs1의 경우, wild type인 29번째 자리가 Threonine인 경

우, AMP로 가수분해 하지 못하였으나, Cysteine으로 치환된 경우 AMP

로 가수분해 할 수 있으며 놀랍게도 Selenide를 넣어주지 않은 환경에서

도 AMP를 AMP로 가수분해 하는 능력이 있음을 확인했다.

본 연구를 통해 SEPHS1과 SEPHS2의 catalytic domain에 존재하는 아

미노산의 중요성을 제시하였다. Sephs1의 Cysteine이 Sephs2에 미치는

영향이나 mutant들의 상호작용에 대해서 좀 더 조사가 필요하다. 예를

들어, Sephs1의 Thr29Cys mutant와 Sephs2 Cys60과 Cys60Thr의 상호

작용을 TLC를 통해 조사하였을 때의 AMP 가수분해 능력을 볼 수 있을

것이다. 뿐만 아니라 in vivo 조건에서 위의 mutant들을 처리하였을 때

나타나는 세포의 양상을 조사하고 어떠한 조절 기작을 통해 생합성에 관

여하는지에 대한 조사가 필요하다. 더 나아가 SEPHS1의 다른 역할을

밝히기 위한 후속 연구가 필요할 것이다.
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V. Appendices

Appendix 그림 1. SEPHS1 Thr29 Sequence
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Appendix 그림 2. SEPHS1 Thr29Cys Sequence
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Appendix 그림 3. SEPHS2 Cys60 Sequence
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Appendix 그림 4. SEPHS2 Cys60Thr Sequence
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Appendix 그림 5. pET28a Mock Vector
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Appendix 그림 6. SEPHS1 Thr29
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Appendix 그림 7. SEPHS1 Thr29Cys vector map
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Appendix 그림 8. SEPHS2 Cys60 vector map
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Appendix 그림 9. SEPHS2 Cys60Thr vector map
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Abstract

Selenophsophate synthetase(SEPHS) synthesizes selenophosphate from

using ATP from selenide. SEPHS has two paralogues,

Selenophosphate syntheatse1(SEPHS1) and Selenophosphate synthetase

2 (SEPHS2). These two isoforms are highly similarity in sequence

and structure. However, only SEPHS2 has the ability to biosynthesize

selenophosphate, and SEPHS1 does not. Among the functional

domains that these two have in common, the difference between the

two is the amino acid that exists in the active site in catalytic

domain which determines their selenophosphate synthesis activity.

SEPHS1 has Thr or Arg, and SEPHS2 has Cys or Sec at the active

site.

In this study, mutagenesis was induced in Sephs1 Thr29 site, and

corresponding Sephs2 Cys60 site and assayed ATP hydrolysis activity

on the mutant enzyme to see the ability to synthesize

selenophosphate. As a result, Sephs1 Thr29Cys was hydrolyzed in to

AMP+Pi from ATP and surprisingly AMP was produced under no

selenide condition. Sephs2 Cys60 was able to produce AMP from
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ATP only with Selenide background, and SEPHS2 Cys60Thr could

not hydolyze AMP from ATP either with or wihtou the Selenide.

keywords: selenium, selenophosphate, ATP hydrolysis, AMP, SEPHS1,

SEPHS2

Student Number : 2017-24567


	I. 서론  
	II. 재료 및 방법  
	1. Vector construct  
	2. Human SEPHS1과 SEPHS2의 과발현  
	3. Ni-affinity column chromatography  
	4. SDS-PAGE  
	5. Thin Layer Chromatography  

	III. 결과 
	1. 재조합 단백질의 발현과 분리 
	2. Human SEPHS1과 SEPHS2의 효소 활성 

	IV. 고찰 
	V. Appendices 
	Appendix 그림 1 
	Appendix 그림 2 
	Appendix 그림 3 
	Appendix 그림 4 
	Appendix 그림 5 
	Appendix 그림 6 
	Appendix 그림 7 
	Appendix 그림 8 

	VI. 참고문헌 
	Abstract 


<startpage>10
I. 서론   1
II. 재료 및 방법   4
 1. Vector construct   4
 2. Human SEPHS1과 SEPHS2의 과발현   6
 3. Ni-affinity column chromatography   7
 4. SDS-PAGE   9
 5. Thin Layer Chromatography   10
III. 결과  11
 1. 재조합 단백질의 발현과 분리  11
 2. Human SEPHS1과 SEPHS2의 효소 활성  19
IV. 고찰  21
V. Appendices  23
 Appendix 그림 1  23
 Appendix 그림 2  24
 Appendix 그림 3  25
 Appendix 그림 4  26
 Appendix 그림 5  27
 Appendix 그림 6  28
 Appendix 그림 7  29
 Appendix 그림 8  30
VI. 참고문헌  32
Abstract  36
</body>

