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BEVEZETES

A szelént, aminek elnevezése a gorog hold szobol szarmazik
Berzelius fedezte fel az ezernyolcszazas évek elején. A nyomelemek
kozé tartozo szelénrél mar 1954-ben kimutattdk, hogy a katalitikus
aktivitassal rendelkezd hangyasav dehidrogenaz enzim szintéziséhez
jelenléte elengedhetetlen az Escherichia coli baktériumban, de na-
gyobb figyelmet csak néhany év mulva kapott, amikor ismertté valt,
hogy az emldsok szamara is 1étfontossagu.

Az azota évrdl évre boviild irodalmi ismeretek szerint kortilbeliil
20 eukariota és tobb mint 15 prokariota eredetli szelenoproteint tarta-
nak szamon, melyek tobbsége redox reakciokat katalizdl. A human
vonatkozast felfedezések koziil kiemelkedik, hogy 1972-ben egy
fontos, szinte minden sejttipusban megtaldlhaté antioxidans enzimrol,
a glutation peroxidazrol kimutattak, hogy szeleno-enzim. Néhany ¢év
elteltével sikeriilt azonositani a fehérjében 1évé szelén tartalmu
vegyiiletet, a szelenociszteint, ami igy huszonegyedikként bekeriilt a
fehérjeépitd aminosavak soraba. A ma ismert glutation peroxidazok
kozil négy tartalmaz szelenociszteint. A késobbi felismerések, hogy
az I-, Il,- és Ill-as tipusba sorolt jodtironin 5'-dejodindzok szintén
szelenociszteint tartalmazd enzimek azért jelentdsek, mert ramutattak
a prohormon aktiv tiroid hormonna alakitdsa, illetve a hormon
inaktivalasa Utjan a szelén nyomelemnek a novekedési €s fejlodési
folyamatokban betoltott szerepére. Az emlitett fehérjék génsebészeti
technikaval eldallitott cisztein analogjainak katalitikus aktivitasa
nagysagrendekkel kisebb, mint az eredeti, szelenociszteint tartalmazo
enzimeké. Néhany évvel ezel6tt deriilt fény arra, hogy egy tjabb, a
sejt redox allapotanak szabalyozasaban részt vevé enzim, a tioredoxin
reduktdz 1is tartalmaz szelenociszteint a molekula C-terminélis
szakaszan talalhatd redox-centrumban. E felismerés jelentOségét
tovabb noveli, hogy redukalt tioredoxin nélkiil a DNS szintézis
folyamatédban is zavar keletkezhet, ha dezoxiribonukleotid hidny lép
fel. A szelenocisztein specifikus alkilezése a tioredoxin reduktaz
inaktivalédasahoz vezet, ez esetben is igazolva a szelén fontossagat a
sejt szdmara a talélést eldsegitd katalitikus reakcidkban.
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A szelenoprotein expresszioban bekovetkezd zavarok patologias
allapotot hozhatnak létre. Szelén deficienciara vezethetd vissza a
Keshan és a Kashin-Beck betegség, és dsszefliggésbe hozhatd vele az
arteriosclerosis €s bizonyos tumorok kialakulasa is. A prokariota és
eukariota szervezetek egyre novekvo szamu fehérjemolekulaiban
kimutatott szelenociszteinen kiviil j6 néhany prokariota tartalmaz
tualt-2-szelenouridin formajaban, bar ennek jelentdsége még nem tisz-
tazodott teljesen.

Szamomra 1989 és 1994 kozott nyilt lehetdség arra, hogy részt
vegyek olyan kutatasokban, melyek soran az emlitett szelén tartalmu
makromolekuldk bioszintéziséhez nélkiilozhetetlen szelén donor
vegyiiletet sikeriilt azonositani, és a vegyliletet szintetizald enzim
néhany sajatsagat felderiteni. Az azota eltelt évek soran arra is fény
deriilt, hogy az altalunk prokariota szervezetek vizsgalata alapjan
monoszelenofoszfatként azonositott szelén donor vegylilet és a
szintézisét katalizald szelenofoszfat szintetdz enzim jelenléte nem
korlatozodik a prokariotakra, hanem megtalalhatéak az emlds, igy a
human sejtekben is. Ugy tiinik tehat, hogy a szelenofoszfat altalanos
szelén donor szerepet tolt be a bioldgiai rendszerekben.

Munkank kozvetlen eldzménye volt, hogy az August Bock
(University of Miinchen) vezette kutatocsoport kimutatta, hogy a
szelenocisztein fehérjékbe épiiléséhez egy specidlis tRNS-en és
elongacids faktoron kiviil sziikség van két uj, addig ismeretlen enzim-
re is. Ezek kozill az enzimek koziil az egyiket Escherichia coliban a
selD gén hatdrozza meg. A gén terméke egy, a génszekvencia alapjan
347 aminosavbol allo fehérjemolekula, amit SELD-nek jeloltek. E
fehérjérdl vizsgalataink soran elsoként mi bizonyitottuk, hogy egy
olyan enzim, aminek reakcidterméke a szelenofoszfat, és hogy ez a
reaktiv vegyiilet szolgal szelén donorként két, biokémiailag eltéro
folyamatban. Ezek egyikében a szelén mint a szelenocisztein alkoto-
eleme specifikusan beépiil a fehérjemolekuldkba, mig a masik
folyamat eredményeként bizonyos tRNS molekuldkban jelenik meg a
kénatomot helyettesitve az S-metilaminometil-2-tiouridin  minor-
bazisban.



KiSERLETI EREDMENYEK

1. A szelénatom beépiilése bakterialis tRNS 5-metilaminometil-2-
tiouridin minorbdzisinak kénatomja helyére in vitro ["°Se]szelenit
jelenlétében

Escherichia coli és Salmonella typhimurium esetében is izolaltak
olyan mutansokat (fdhB és selA1), melyeknél nem mutathato6 ki a sze-
1én specifikus beépiilése sem a fehérjékbe, sem a tRNS molekulakba.
Mindkét baktériumban a selD gént talaltak funkcioképtelennek, amely
a vad tipusu baktériumok esetében a SELD fehérje szintézisét biztosit-
ja. A fenti ismeretek alapjan két kérdés is felmertilt, amit szerettiink
volna megvalaszolni. Az egyik kérdés az volt, hogy milyen modon te-
szi lehetdvé a SELD fehérje a szelenocisztein UGA (opal) kodon ira-
nyitotta beépiilését fehérjékbe, a masik kérdés pedig az volt, hogy va-
jon a lizin, glutaminsav €s glutamin akceptor tRNS molekuldkban ki-
mutatott 5-szubsztitualt-2-szelenouridin megjelenését is eldsegiti-e a
SELD fehérje, vagyis 0sszekotd kapocsként szolgal-e az emlitett,
egymastol eltéré folyamatok kozott.

Salmonella typhimurium és Methanococcus vannielii baktériumok-
b6l késziilt teljes homogenizatumokkal nyert adataink szerint a "°Se a-
tom tRNS-be épiilése nagy fajlagos aktivitasa (1000 Ci/mmol) [Se]-
szelenit alkalmazasaval in vitro is kimutathato volt, és sebessége fiig-
gott a nem radioaktiv szelenit mennyiségét6l. O-acetil-L-szerin, a sze-
lenocisztein prekurzora, koncentraciojatol fliggden novelte a beépiilt
szelén mennyiségét. L-szelenocisztein jelenléte csokkentette, a D-sze-
lenocisztein viszont nem befolyasolta a ">Se atom beépiilésének mér-
tékét. A kapott adatok felvetik annak lehetdségét, hogy in vivo az L-
szelenocisztein is szolgalhat szelén forrasként. A reakcioelegy kiegé-
szitése ATP-vel novelte, mig az o,B-, és 3,y-metilén-ATP adésa csok-
kentette a "°Se atom tRNS-be épiilésének mértékét, ami egyrészt arra
utal, hogy a folyamat ATP-t igényel, masrészt arra, hogy a sejtprepa-
ratumok tartalmaztak endogén ATP-t. A "Se atom beépiilése a tRNS
frakcidba a teljes homogenizatum feliiluszojaval is kimutathato volt,
ami a folyamatban részt vevé enzimek korét a szolubilis enzimekre
sziikitette. A °Se tartalmu tRNS emésztését kovetd HPLC vizsgalat
kimutatta, hogy a radioaktiv szelénatom az 5-metilaminometil-2-szele-
nouridin alkotorésze, ahogyan azt el6z6éleg in vivo igazoltak.

3



2. A SELD fehérje szerepe a kén-szelén szubsztitucios reakcioban

A "°Se atom tRNS-be épiilésének in vitro nyomon kévethetésége
lehetdvée tette azt, hogy a SELD fehérje szerepét vizsgalhassuk a kén-
szelén szubsztitiicids reakcioban. A Salmonella typhimurium SelAl
mutansa in vivo nem képes szelénatomot beépiteni tRNS molekulaiba.
A tisztitott SELD fehérje, valamint ATP és radioaktiv szelenid
jelenléte viszont lehetové tette, hogy a mutansbol szarmazo durva
enzimpreparatum in vitro beépitse a "°Se atomot a hozzaadott, homo-
l6g tRNS szubsztratba. A SelAl mutansbol szarmazé durva enzim-
preparatum nélkiil a SELD mint egyediili enzim nem katalizalta a
szelénatom beépiilését a tRNS szubsztratba. Az eredmény azt igazolta,
hogy a SELD fehérje nemcsak a szelénatom fehérjékbe épiilését, de a
tRNS-be valo beépiilését is elosegiti, tehat kozos tényezoként szerepel
a két folyamatban. E megfigyelés legegyszeriibb magyarazatdnak az
latszott, hogy a SELD fehérje egy olyan enzim, ami mindkét folya-
matban felhasznalhat6 szelén donor molekulat szintetizal, ahogyan ezt
3p NMR spektroszkopia segitségével sikeriilt is késébb bizonyita-
nunk.

Az a megfigyelés, hogy a tRNS modositasa szelénatommal ATP
igényes folyamat arra utalt, hogy a SELD fehérje szerepének megérté-
s¢hez a kulcsot az ATP ¢és a szelenid kozott végbemend reakci6 adhat-
ja, amit valészintileg a SELD fehérje katalizal. A reakcio végtermékei-
nek egyikét [**CJATP szubsztrat alkalmazasiaval AMP-ként azonosi-
tottuk. A SELD enzim katalizalta ATP bontds magnéziumion-fiiggést
mutatott, csak -2-es oxidacios allapoti szelén (szelenid) jelenlétében
ment végbe, é¢s AMP gatolta a reakciot. Miutdn a SELD enzim katali-
zalta reakcioban, anaerob koriilmények kozott, csak szelenid jelenlété-
ben alakult az ATP AMP-v¢, valoszinlinek tlint a feltételezés, hogy a
reakcid masik terméke egy P-Se kotést tartalmazé molekula lehet. A
szelénatomot tartalmazé termékrdl a teljes reakcidelegy oxigéntdl
mentes koriilmények kozott végzett P NMR spektroszkopias vizsga-
lata adott felvilagositast. A spektrum tartalmazta a szubsztrat ATP-re
€s a mar azonositott AMP termékre jellemz6 rezonancia jeleket, de e-
zen kiviil ortofoszfat és egy ismeretlen, foszforatomot tartalmazé ve-
gylilet jelenlétét is bizonyitotta. Az ismeretlen molekula bomlékonysa-
gara utalt, hogy a levegd oxigénjének kitett reakcioelegy *P NMR
spektrumabdl eltiint az eldtte 23,2 ppm-nél észlelt rezonancia jel. Azt,
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hogy az ismeretlen termék valoban tartalmaz szelénatomot, amit a *'P
kémiai eltolodas értéke valoszintisitett, ’Se stabil izotopban dusitott
Na’’SeH alkalmazasaval sikeriilt igazolni. A spin csatolds mértéke
szelén-foszfor kotés jelenlétét bizonyitotta, tehat azt, hogy a SELD
enzim katalizalta reakcié szelén tartalmi terméke szelenofoszfat.
Ennek a reaktiv, redukalt szelénvegyiiletnek a jelenlétét biologiai
rendszerben mi mutattuk ki els6ként.

3. A SELD enzim katalizalta reakcio szelénatomot tartalmazo termeé-
kének azonositasa, ami lehetové tette a SELD fehérje szelenofoszfat
szintetazként valo meghatarozasat

A kémiai szintézis utjan eldallitott, autentikus monoszelenofoszfat
¢s a SELD enzim katalizalta reakcioban keletkezett szelenofoszfat a-
zonossagat a kovetkezé eredmények igazoltdk: a **P NMR spektrosz-
kopiaval detektalt kémiai eltolédasuk pH fiiggése azonosnak adodott;
3p kémiai eltolodas értékiik és a 3'P-""Se kapcsolasi allandéjuk értéke
is megegyezett; retencios idejiik forditott fazist oszlopon, HPLC mad-
szert alkalmazva szintén azonos volt. Az enzimatikusan eldallitott sze-
lenofoszfat és az autentikus monoszelenofoszfat fizikai-kémiai sajat-
sagain alapul6 azonossagat a biokémiai vizsgalatok is alatamasztottak.
A Salmonella typhimurium SelAl mutans baktérium homogenizatu-
mabol késziilt enzimprepardtum a hozzaadott, tisztitott SELD enzim
hatasara ATP és ["°Se]szelenid jelenlétében képessé valt "°Se atomot
épiteni 5-metilaminometil-2-szelenouridin formajaban a tRNS frakcio-
jéba. Autentikus monoszelenofoszfat hozzdadasa a reakcidelegyhez
koncentraciojatol fliggden gatolta a radioaktiv szelénatom beépiilését a
tRNS-be. A reakcidban keletkezett [“*CJAMP mennyiségét 0,5 mM
monoszelenofoszfat nem befolyasolta, mig a "°Se atom tRNS-be épii-
1ését 95 %-kal csokkentette. A fenti vizsgalatok alapjan igazoltuk,
hogy a SELD enzim katalizalta reakcioban képz6dd szelenofoszfat
megegyezik az autentikus monoszelenofoszfattal, és igy a SELD enzi-
met szelenofoszfat szintetazként sikeriilt azonositanunk.

4. A szeléenatom tRNS molekulaba épiilésének tovabbi vizsgalata
szelenofoszfat szubsztrat alkalmazasaval
A kovetkezOkben azt vizsgaltuk, hogy a szelenofoszfat egyediili
szubsztratként elegendd-e a tRNS molekuldban lezajlo kén-szelén
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szubsztitucidhoz. Ehhez egyrészt [°Se]szelenid és ATP mentes
[°Se]szelenofoszfatra volt sziikség, masrészt pedig a Salmonella
typhimurium SelA1 torzsébdl késziilt enzimpreparatum tisztitasara. A
kromatografias modszerekkel megtisztitott [7SSe]szelen0foszfé1t a
Salmonella typhimurium SelAl mutdnsabdl késziilt, részlegesen
tisztitott enzimpreparatum jelenlétében lehetévé tette a °Se atom
tRNS-be épiilését ugyanugy, ahogy azt a szelenofoszfat szintetaz és
szubsztratjainak az ATP-nek és a szelenidnek jelenlétében el6zbleg
kimutattuk. A tRNS modositasat katalizalo, részlegesen tisztitott
enzimpreparatumon kiviil csak szelenofoszfatot tartalmazé reakcio-
elegybe inaktiv szelenidet juttatva, az nem csdkkentette a "°Se beépii-
1ésének mértekét, ellentétben a kémiai szintézis utjan nyert szeleno-
foszfattal. Ez aldtdmasztotta, hogy a tRNS moddositasat katalizalo
enzim szubsztratja a szelenofoszfat. Az adatok arra is utaltak, hogy a
szelén beépiilése az 5-metilaminometil-2-tiouridin molekulaba a kén-
atom helyére nem igényel ATP-t. Ezt a feltételezést a SelA1 mutans-
bol nyert enzimpreparatum tovabbi tisztitdsa utan bizonyitottuk, hi-
szen a durva enzimpreparatum szennyezésként esetleg tartalmazhatott
ATP-t. A tisztitasi folyamat utolsé harom lépésében kapott enzim-
preparatumokat felhasznalva megvizsgaltuk a szelénatom tRNS-be
épiilésének ATP igényét. [°Se]Szelenofoszfat mint szelén donor
szubsztrat jelenlétében a tRNS modositasa ATP hozzaadéasa nélkiil is
végbement, ¢s a folyamatot még nagy koncentracioban (10 mM) sem
gatolta [3,y-metilén-ATP. Ez az eredmény arra utal, hogy a szeleno-
foszfat kozvetlen modon tamadja meg az 5-metilaminometil-2-tiouri-
nacioja is megtorténik. A kezdeti kisérletekben észlelt ATP igény
tehat csak a szelenofoszfat szintézisének ATP fliggését tiikrozte.

5. A szelenofoszfat szintetaz enzim és a katalitikus reakcio tanulma-
nyozdasa

A tiszta szelenofoszfat szintetaz specifikus aktivitdsa 83 nmol/mg X
perc-nek, Ky, értéke ATP-re 0,9 mM-nak, mig szelenidre a latszolagos
Kn érték 7,3 puM-nak adodott. Tobbféle természetes nukleozid
trifoszfatot, pirofoszfatot vagy polifoszfatot alkalmazva szubszt-
ratként, a kapott adatok arra utaltak, hogy az enzim specifikus ATP-re.
ATP szubsztrat jelenlétében tobb természetes purin-, €s pirimidin-
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nukleozid trifoszfat, illetve monofoszfat hatasat tanulmanyoztuk a
szelenofoszfat szintetaz katalizalta reakciora, és megallapitottuk, hogy
gatlo hatasuk kisebb 10 %-nal. Az egyetlen kivétel az AMP volt, ami
kompetitiv gatlonak bizonyult.

A két vegyértéki kationok vonatkozasaban megallapithatd, hogy a
szelenofoszfat szintetdz aktivitasa fligg a magnéziumionok jelenlété-
tol, amit sem mangan-, sem kobaltionok nem helyettesiteneck. A
katalitikus reakciot mangan-, és cinkionok is gatoltak. Egy vegyértékii
kationok jelenléte szintén esszencialis feltétele az enzim mikodésé-
nek. A legnagyobb enzimaktivitas kaliumionok adasa utan mérheto,
de ammonium-, és rubidiumionok is eldsegitik az enzimreakciot,
ellentétben a litium-, és natriumionokkal, melyek kaliumionok jelen-
1étében gatoljak a szelenofoszfat szintetaz katalizalta reakciot.

A szelenofoszfat szintetaz stabilitdsdra vonatkozo vizsgélatokbol
megallapithatd, hogy az enzim -80 °C-on tbb évig tarolhato aktivitas
vesztés nélkil. A fehérje 10 mg/ml toménységli oldatanak aerob
koriilmények kozott végzett 5 perces hdkezelése (50-60 °C) sem oko-
zott mérhetd aktivitas csokkenést. Oxigén ataramoltatasa a fehérje-
oldaton szintén nem valtoztatta meg az aktivitast. Hidrogén-peroxid
kezelés ellenben az enzim aktivitdsanak csokkenéséhez vezetett.

6. A katalitikus reakcio szempontjabol lényeges aminosavmaradékok
vizsgalata mutans szelenofoszfat szintetaz enzimek segitségevel

A szelenofoszfat szintetaz enzim génjének szekvencidja alapjan a
termék egy 347 aminosavbol allo, 37 kDa tomegli fehérje, ami 7
ciszteint is tartalmaz. Ezek koziil ketté a molekula N-terminalis
végéhez kozel taldlhato. A két ciszteint tartalmazd szekvencia
(HBGAGCGCK) hasonlit a tobb ATP-koté fehérjében is fellelhetd,
konzervalt ATP-koté szekvencidhoz. E megfigyelés és a jodacetamid
inaktival6 hatasa alapjan érdekesnek igérkezett az emlitett szekvencia
¢s a benne taldlhatd ciszteinmaradékok szerepének vizsgalata a
katalitikus reakcioban. Ennek lehetdségét I.Y. Kim kollégam teremtet-
te meg, aki a kérdéses génszekvencidban pontmutaciokat alkalmazva,
olyan mddositott enzimeket hozott l1étre, melyek csak egy-egy vagy
egyszerre két aminosavban is kiilonboztek az Escherichia coli eredeti
szelenofoszfat szintetdzatol. Az in vitro enzimaktivitasi vizsgalatok,
melyekben a [“*C]JATP és szelenid szubsztratok jelenlétében keletkezd
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[*Y*C]JAMP mennyiségét mértiik azt mutattdk, hogy a 19-es cisztein he-
lyett szerint, és a 13-as helyzet( hisztidin helyett aszparagint tartalma-
z6 mutansok enzimaktivitisa megegyezett a moddositatlan szeleno-
foszfat szintetazéval. A 18-as glicin helyett valint tartalmaz6 enzim
aktivitdsa kb. 70 %-kal csokkent, a 20-as helyzetli lizin helyett argi-
nint tartalmazo fehérje aktivitdsa a kimutathatosagi hatar kozelében
mutans enzim €s a 17-es cisztein helyett szerint tartalmazé molekula
pedig teljesen inaktivnak mutatkozott. A moédositott enzimekkel vég-
zett kisérletek eredményei alapjan a szelenofoszfat képzddése szem-
gesnek bizonyult. A Vax értékek nem mutattak 1ényeges eltérést a vad
torzsbol izolalt enzimmel kapott értéktél. A K, érték a 19-es cisztein
helyett szerint, és a 13-as hisztidin helyett aszparagint tartalmazo
fehérjéknél kismértékben, mig a 18-as glicin helyett valint tartalmazo
mutans enzimnél kb. négyszeresre nétt. A katalitikus aktivitassal
rendelkez6 mutans fehérjék esetében a reakcio termékei megegyeztek
a modositatlan enzimmel kimutatott termékekkel, amit a P NMR
spektroszkopiai vizsgalatok igazoltak.

A 17-es és 19-es helyzetli ciszteinek esetleges szerepét az ATP
kotédésében 8-azido-ATP segitségével vizsgaltuk. A 8-azido-ATP
fénytdl elzart reakcidelegyben koncentraciojatol fliggden csokkentette
a Szintetaz katalizalta reakcioban képz6d6 AMP mennyiségét.
Figyelembe véve, hogy az enzimkinetikai mérések alapjan ez a
molekula kompetitiv gatlonak bizonyult, vagyis képes volt elfoglalni
az ATP kotéhelyet, érdemesnek tiint 8-azido-y-[*PJATP-vel elvégezni
a fotoaffinitas-jelolési kisérletet, hogy a modositott enzimek ATP
kotésérdl informacidt nyerjiink. A modositatlan enzim radioaktiv
jelolodésének mértékét inaktiv ATP csokkentette, ami az ATP
kotohely részvételét mutatta a radioaktiv. ATP analdggal tortént
reakcié soran is. A vad tipusu és a mutans baktériumokbol tisztitott
szelenofoszfat szintetdz enzimeket ezzel a technikéval 6sszehasonlitva
azt tapasztaltuk, hogy a 17-es vagy 19-es helyzetli cisztein helyett
szerint tartalmazo molekulakba csak kisebb mértékben épiilt be a
radioaktiv jelzés, mig a kettds mutansbdl nyert enzimben egyaltalan
nem volt kimutathat6 radioaktivitds. Az eredmények arra is utaltak,
hogy a vad tipust és a tobbi, nem cisztein mutans baktériumbol
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tisztitott szelenofoszfat szintetdz enzimben a kovalens modosulas
mértéke hasonld. A 20-as helyzetben lizin helyett glutamint tartalmazo
fehérjemolekula jelolodése azt mutatta, hogy e pozicioban nem
sziikséges bazikus aminosav jelenléte a 8-azido-ATP kotodéséhez. A
fotoaffinitas-jelolési kisérletek eredményei 6sszhangban vannak azzal
az elképzeléssel, hogy a szelenofoszfat szintetazban a 17-es és 19-€s
ciszteinek szerepet jatszhatnak az ATP szubsztrat megkotésében, mig
a 20-as lizin valosziniileg az ATP kotddése utan, a katalitikus reakcid
késObbi szakaszaban jatszik Iényeges szerepet.

7. A szelenofoszfat szintetaz katalizalta reakcio sztéchiometridjanak
tanulmanyozasa

Ahogyan azt a P NMR spektroszkopiai vizsgalatok is mutattak, a
szelenofoszfat szintetaz katalizélta reakcioban ATP és szelenid
szubsztratokbol AMP, ortofoszfat és szelenofoszfat termékek
képzddnek. Radioaktiv szubsztratok alkalmazasaval egy gyors
modszert dolgoztunk ki a keletkezett termékek mennyiségének pontos
mérésére. Folyamatos argon aramoltatas kozben inkubaltuk a
szelenofoszfat szintetazt Na™SeH és [**C]JATP szubsztratokkal, majd
a reakcidelegy egy részét vékonyréteg lapon, levegén kromatog-
rafaltuk, a masik részét pedig gélszlirésnek vetettiik ala anaerob
korilmények kozott. A vékonyréteg lapra felcseppentett reakcio-
elegyben a képz6dott ["°Se]szelenofoszfat szelén komponense elemi
szelénné oxidalodva a felcsOppentés helyén maradt, igy elvalaszthatd
volt a [*CJAMP terméktél, aminek mennyiségét a kromatografiat
kovetden folyadékszcintillacios méréssel meghataroztuk. A gélszlirés
eredményeként a [°Se]szelenofoszfat termék és a Na’°SeH szubsztrat
feleslege egymastol elvéalaszthato volt, majd ezutan a ["°Se]-szeleno-
foszfat mennyisége y szdmlaloval mérhetd. A fenti kromatografias
modszerekkel 2,2 umol AMP és 2,2 umol szelenofoszfat keletkezését
mutattuk ki, ami igazolta a *'P NMR spektroszkopiai vizsgalatok
alapjan valosziniisitett 1:1:1 aranya termékképzoédést. y-[*2PJATP-vel
és ["°Se]-szelenofoszfattal végzett kisérleteink arra utaltak, hogy a
szelenofoszfatba az ATP y helyzetl foszfat csoportja épiil be.



AZ UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. A Salmonella typhimurium és a Methanococcus vannielii kiilonféle
metilaminometil-2-tiouridin minorbazis kénatomjanak specifikus
cseréje szelénatomra ATP-t igényld folyamat, ami a baktériumbol
késziilt teljes homogenizatumban in vitro is végbemegy szelenit
jelenlétében, tobb enzim kozremitkddésével.

2. A Salmonella typhimurium SelA1 mutansabdl késziilt homogeniza-
tumban a fenti kén-szelén szubsztitucios reakcid csak abban az
esetben zajlik le, ha az in vitro rendszer kiegésziil a vad tipust
baktériumbol izolalt SELD fehérjével.

3. A SELD fehérje egy olyan enzim, ami ATP-t hasznal fel egy
reaktiv, Se-P kotést tartalmaz6 szelén donor vegytilet szintéziséhez.

4. A SELD enzim katalizalta reakcidban képz6dd szelénvegyiilet
azonos a monoszelenofoszfattal, igy a SELD enzim szelenofoszfat
szintetazként azonosithato.

5. Szelenofoszfait mint egyediili szelén donor jelenlétében a
szelénatom tRNS-be épiilése sem szelenofoszfat szintetdzt, sem ATP-t
nem igényel tobbé. Sziikség van ellenben egy masik enzimre és 5-
metilaminometil-2-tiouridin minorbazist tartalmazé tRNS szubsztrat-
ra, melynek 3'-adenozil vége nem tlinik lényegesnek a S-Se csere-
reakcié szempontjabol. A reakciét katalizaldo enzim jodacetamiddal
torténd alkilezés hatdsara inaktivalodik, ami a szulfhidril csoport(ok)
szerepére utal a folyamatban.

6. Az Escherichia colibdl szarmazo szelenofoszfat szintetazrol szerzett
ismeretek alapjan az enzim:

a., Monomer, specifikus az ATP szubsztratra (K, = 0,9 mM),
és a szelenidre (a reakcio csak -2-es oxidacios allapotu szelén

esetén megy végbe).
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b., A reakcio termékei az AMP, az ortofoszfat és a mono-
szelenofoszfat, aminek foszfat csoportja az ATP y helyzeti
foszfat csoportjabol szarmazik.

c., Az AMP, az ortofoszfat és a szelenofoszfat termékek 1:1:1
aranyban keletkeznek az enzimreakci6 folyaman.

d., A reakcid termékei koziil a szelenofoszfat és az ortofoszfat
nem befolyasoljak szignifikansan a katalizis sebességét, mig
az AMP kompetitiv gatlonak (K; = 170 uM) bizonyult.

e., A katalitikus reakcid soran enzim-pirofoszfat intermedier
keépzddése nem mutathato ki.

f., A szelenofoszfat szintetaz reakcid magnéziumiont igényel,
amit a mangan és a kobalt két vegyértékii kationjai nem
helyettesitenek. Magnéziumion jelenlétében a mangan-, és a
cinkionok is gatoljak a katalizist.

g., Egy vegyértékii kation: K'> NH;" > Rb" jelenléte is
elengedhetetlen feltétele az enzim miikddésének. Li* és Na*
nem aktivaljak a szintetazt, de K* jelenlétében gatoljak azt.

h., A szelenofoszfat szintetdz nem érzékeny enyhe hokezelés-
re, €s az oxigén jelenlétére sem, de H,O, gatolja a miikodését.
Jodacetamiddal végzett alkilezés inaktivalja, és ezt az ATP
szubsztrat vagy vizsgalt analdgja nem képes befolyasolni.

i., A szelenofoszfat szintetdz molekula 17-es és 19-es helyzetti
cisztein aminosavmaradékai szerepet jatszanak az enzim 8-
azido-ATP-vel torténé derivatizacidjaban, ami az ATP
szubsztrat kotésében jatszott szerepiikre utal. A 20-as helyzet-
ben talalhato lizin pedig az ATP kotodését kovetd szakaszban
nélkiilozhetetlen az enzim mikddése szempontjabdl. Cseréje
argininre aktivitds csokkenést, neutralis jellegli glutaminra
pedig inaktivalodast eredményez.
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A szelenofoszfat szintetazzal és a katalitikus reakcid soran keletke-
70 szelén donor vegylilettel, a monoszelenofoszfattal végzett kisérlete-
ink legfontosabb eredményeit folyamatabrakkal 6sszegezve :

szelenofoszfat
szintetaz
H,Se+ ATP — HSePO3H, + H3PO, + AMP

<.

5-metilaminometil-2-tiouridin(tRNS) — 5-metilaminometil-2- szelenouridin(tRNS)

Eredményeink alapjan a szelenofoszfdt mint altalanos biologiai
szelén donor vegyiilet koti 0ssze azt a két folyamatot, amelyek egyikeé-
ben (2) a szelénatom a szelenocisztein alkotoelemeként beépiil a
fehérjékbe, a masik folyamat (B) soran pedig minorbazis komponens-
ként tRNS molekulakban jelenik meg. (A szelén fehérjemolekulakba
épiilésének mechanizmusat az August Bock vezette kutatocsoport
deritette fel).

HSePO3H-

A

szeril-tRNS ., — szelenociszteil-tRNS ., —/1

5-metilaminometil-2-tiouridin(tRNS) — 5-metilaminometil-2-sgelgnouridin(tRNS)
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