Apoptosis를 억제하는 누에체액의 성분 분리
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서  론
   곤충세포배양 연구의 초기 시절에는 배지 제조를 위해 곤충의 체액의 화학적 성분을 분석하여 이용하였으나, 여전히 체액의 첨가가 요구되었다.[1] 그러나 곤충세포의 성장을 위하여 소태아 혈청(FBS)이 유용하다는 것이 입증된 이래에는, 곤충세포배양을 위한 배지 첨가물로 곤충체액 대신에 상업적으로 구입이 용이한 FBS를 일반적으로 사용하고 있다. 최근 본 연구실의 연구결과에 의하면 누에체액을 배지 첨가물로 사용하였을 때, 곤충세포-배큘로바이러스 시스템에서 재조합 단백질 생산이 4.5배 증가하며[2], 배큘로바이러스에 감염된 후 세포의 생존율 역시 증가한다는 것이 입증되었다[3]. 배큘로바이러스에 의한 곤충세포의 죽음이 apoptosis라는 것이 밝혀져 있고[4], 이것은 누에체액을 첨가함으로써 곤충세포의 apoptosis를 억제할 수 있다는 가능성을 시사한다. 본 연구는 곤충세포-배큘로바이러스 시스템에서 배큘로바이러스에 의해 유도되는 곤충세포의 apoptosis가 누에체액을 첨가함으로써 저해되었던 연구결과를 바탕으로 누에체액 내에서 apoptosis를 저해하는 특정 성분을 분리정제하고 그 성분의 산업적 이용 가능성을 타진하는 목적으로 한다.

실  험
곤충세포 및 배양조건
  곤충세포는 Fall armyworm의 난소조직에서 유래한 Spodoptera frugiperfa (Sf   9)세포를 사용하여 96 well plate (Nunc)에서 monolayer의 형태로 28℃에서 배양하였다. 배지로는 Grace's liquid 배지(Gibco)를 사용하였고, FBS와 누에체액을 배지 첨가물로 사용하였다. 

배큘로바이러스 및 감염조건
  곤충세포의 apoptosis는 유전자 재조합 배큘로 바이러스로서 폴리헤드린 프로모터 하단부에 β-galctosidase 유전자가 삽입된 Autographa californica polyhedrosis virus (AcNPV)를 사용하여 유도하였다. 감염조건은 Sf 9세포를 지수 성장기의 초반에 이르렀을 때 바이러스 용액의 농도를 Muliplicity of Infection (MOI) 13으로 감염시켰다. 1시간동안 감염시킨 후 바이러스 용액을 제거하고 원래의 배지로 교환하여 세포의 apoptosis의 진행을 관찰하였다.

분석방법
  세포의 apoptosis 진행과정은 바이러스에 감염시킨 후 세포의 생존율을 24시간 간격으로 측정하여 관찰하였다. 세포수는 헤모사이터미터를 사용하여 광학 현미경으로 관찰하였고 생존율은 0.4% tryphan blue (Sigma) 용액에 염색된 세포를 죽은 세포로 간주하여 산 세포수/총 세포수로 나타내었다. 크로마토그래피를 통과한 각각의 분획들은 염을 제거하고 동결건조 시킨 후 배지에 5%농도로 첨가한 후 apoptosis 억제 효과를 관찰하였다. 

크로마토그래피
  누에체액의 성분 분리를 위해 Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)를 이용하여 젤 여과 크로마토그래피와 이온교환 크로마토그래피를 수행하였다. 0.15M NaCl이 포함된 50mM sodium phosphate buffer (pH 7.0)를 elution buffer로 하여 Superdex 200 HR 10/30 (Pharmacia) column을 사용하였다. 이온교환 크로마토그래피는 Mono Q HR 5/5 (Pharmacia) column을 사용하였다.
결 과  및  토 의 
   Figure 1은 10%FBS 배지와 5%FBS+5%누에체액 배지간의 apoptosis의 진행과정을  세포 생존율의 차이를 관찰함으로써 비교한 결과이다. 10%FBS배지에서의 세포의 생존율이 감염 후 3일부터 감소하며 그 이후로는 급격하게 떨어지는 양상을 보인 반면에, 5%FBS+5%누에체액 배지에서는 감염 후 4일째부터 생존율이 다소 감소하며 그 이후로는 완만하게 떨어지는 결과를 보여준다. 감염 후 7일 후에는 각 배지에서의 생존율이 10%와 60%로 큰 차이를 보였다. 따라서 크로마토그래피를 이용하여 분리된 분획들의 apoptosis 억제효과는 감염 후 7일째의 세포 생존율을 비교하는 방법으로 실험을 수행하였다. Figure 2는 젤 여과 크로마토그래피를 수행하여 분리된 6종류의 분획들을 보여준다. 이 분획들 중 1, 2, 3번째 분획이 각각 단백질의 농도가 전체 누에체액의 4.8%, 54%, 29.65%에 해당하는 주된 분획이고 크기면에서 볼 때 1번째가 90kDa이상, 2번째가 67kDa이상, 그리고 3번째는 30kDa 정도임을 Figure 3의 SDS-PAGE를 통해서 확인할 수 있었다. 그 이후의 분획들은 단백질의 크기와 농도면에서 무시될만 했기 때문에 1, 2, 3번째 분획들은 각각 5%농도로 따로 배지에 첨가하고, 나머지 분획들은  모아서 함께 같은 농도로 첨가하는 방법으로 apoptosis 저해 효과를 확인하였다.  Figure 4에 보인 바와 같이 많은 양의 단백질이 들어있는 2번째 분획에서 보다도 3번째 분획이 첨가된 배지에서, 5%누에체액을  첨가한 배지에서와 상응하는 세포 생존율을 확인할 수 있었다. 결국, 젤 여과 크로마토그래피로 분리된 누에체액 중에서 3번째 분획이 apoptosis 억제효과가 있다는 것으로 결론지었고, 3번째 분획을 더욱 정제하기 위해서 이온교환 크로마토그래피를 수행하였다. 그 결과 크게 bound 단백질과 unbound 단백질의 분획으로 나누어졌고 각 분획을 위와 동일한 방법으로 세포 생존율을 측정한결과, bound 단백질이 apoptosis 억제효과를 보였다. 

참 고 문 헌
1. Wyatt, S. S.: J. Gen. Physiol., 39, 841(1956)

2. Ha, S. H. and Park, T. H.: Biotechnol. Lett., 19, 1087(1997)

3. Rhee, W. J., Kim, E. J. and Park, T. H.: Biotechnol. Prog., 15, 1028(1999)

4. Clem, R. J., Fechheimer, M. and  Miller, L. K.: Science, 254, 1388(1991)
[image: image1.wmf]Viability (%)

0

10

20

30

40

50

60

10%FBS

    5%FBS

+5%Silkworm 

  Hemolymph

1

2

3

4,5,6

1~6

[image: image2.wmf]Time Post-Infection (day)

0

1

2

3

4

5

6

7

Viability (%)

10

100

5%FBS+5%Silkworm Hemolymph

10%FBS

[image: image3.wmf]Marker

[image: image4.jpg]


[image: image5.jpg]AU

Fractions

9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51
150 i e i e b e el sl il s i i il e e i o
+100% Buffer B [
0.90- [ 450.0
0.80- 400.0
0.70- 1-350.0
0.60] [300.0
0.50 -250.0
150 -
0.40+ 200.0
0.30-4 l150.0
0.204 100.0
0.10-+ [50.0
0.00—2 0.0
1 :
-0.10- -50.0
T T T
00:00:00 00:30:00 01:00:00

Hr:Min:Sec

mS/cm



[image: image6.wmf]Viability (%)

0

10

20

30

40

50

60

10%FBS

    5%FBS

+5%Silkworm 

  Hemolymph

1

2

3

4,5,6

1~6

[image: image7.wmf]Time Post-Infection (day)

0

1

2

3

4

5

6

7

Viability (%)

10

100

5%FBS+5%Silkworm Hemolymph

10%FBS

[image: image8.jpg]Fractions

9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51
L5 e R A e i i i el 5155
+100% Buffer B i
0.90- [ 450.0
0.80- l-400.0
0.70- L350.0
0.60- F300.0
0.50- L250.0
150 L
0.40 -~ 200.0
0.30- L150.0
0.204 100.0
0.10+ L50.0
0.00-+2 Lo.0
-0.10-] --50.0
T T T
00:00:00 00:30:00 01:00:00

AU

Hr:Min:Sec . mS/cm




Fig. 2 Fractionation of silkworm hemolymph by the superdex 200 column chromatography
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Fig. 4 Insect cell viability in the media





Fig. 1 Insect cell viability in each medium





Fig. 3 SDS-PAGE analysis of fractions 1, 2, and 3
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