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Effect of apoptosis inhibition on replication of viral hemorrhagic

septicemia virus (VHSV)

Ji Ae Lee

Department of Aquatic Life Medicine, The Graduate School,

Pukyong National University

It has been demonstrated that viral hemorrhagic septicemia virus(VHSV)

infection induces apoptosis. Apoptosis occurs through intrinsic and extrinsic

pathways, and many viruses exploit apoptosis to facilitate viral proliferation.

Although VHSV infection leads to mass mortality of cultured oliver flounder,

a little information is available on pathway of apoptosis induced by VHSV

infection. In this study, we analyzed the effect of apoptosis suppression on the

VHSV replication and explored possible pathway of apoptosis caused by

VHSV infection in Epithelioma papulosum cyprini (EPC) cells. Previously, the

role of NV protein of novirhabdoviruses in inhibition of apoptosis was

reported. Thus, in this study, the effect of apoptosis inhibitors (a p53 inhibitor

Pifithrin-α or pan-caspase inhibitor Z-VAD(OMe)-FMK) on the replication

was analyzed not only in wild-type VHSV but also in NV gene knock-out

recombinant VHSV (rVHSV-△NV-eGFP).

EPC cells were treated with pifithrin-α or Z-VAD(OMe)-FMK for 2 hours,

then, inoculated with either VHSV or rVHSV-△NV-eGFP. At 24, 36, 48, 60,

and 72 h post-infection, cytopathic effect (CPE) was observed, and genomic

DNA was isolated for DNA fragmentation analysis. The results showed that

both inhibitors dose-dependently delayed CPE and apoptosis by VHSV or



v

rVHSV-△NV-eGFP infection, suggesting that VHSV can induce apoptosis

through p53 mediated-pathway and NV gene deletion may not greatly

influence on the apoptosis pattern. However, in the semiquantitative RT-PCR

analysis, expression of MDM2 that binds to p53 protein for degradation was

reduced by VHSV infection. Therefore, further studies are needed to elucidate

the involvement of p53 in the apoptosis induced by VHSV infection. Although

suppression of apoptosis decreased viral titers of early period (to 3 d

post-infection) compared to control groups that were not exposed to apoptosis

inhibitors, final titers of VHSV and rVHSV-△NV-eGFP (measured from

supernatants isolated when cells showed fully extensive CPE) were increased

2 or 3 times compare to controls. These results suggest that VHSV uses

apoptosis for proliferation, and artificial inhibition of apoptosis can extend time

for viral replication without budding out from cells, which may lead to

increase of the final viral titers in this study.
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Ⅰ.서 론

VHSV(viral hemorrhagic septicemia virus) 는 Rhabdoviridae과,

Novirhabdovirus속 에 속하는 바이러스로 single-stranded RNA virus이

다. 크기는 180x70nm 정도이며 외막을 가진 탄환형의 virus이다. 11-12Kb

의 nucleotide로 이루어져 있으며, 4 개의 구조단백질과 하나의 virion-

associated polymerase 및 감염 세포에서만 발현 되는 non- virion protein

으로 이루어져 있다(Lenoir & de Kinkelin, 1975; Walker et al., 2000;

Tordo et al., 2005). VHSV의 genome은 nucleoprotein (N),

polymerase-associated phosphoprotein (P), matrix protein (M),

glycoprotein (G), RNA-dependent RNA polymerase (L)과 non-virion

protein인 NV로 이루어져있으며 3’-N-P-M-G-NV-L-5’의 순서로 배열되

어 있다.(Schutze et al., 1996, 1999; Estepa et al., 1999; Tordo et al.,

2005).

VHSV는 담수 연어과 어류뿐만 아니라 유럽과 북미 지역의 다양한 해산

어류에서 분리되고 있으며, 특히 넙치 양식이 많은 우리나라에서는 저수온

기가 되면 VHSV에 의한 피해가 급증하고 있다. Viral hemorrhagic

septicemia disease (VHSD)를 야기하는 VHSV는 양식어류는 물론 야생어

류의 대량 폐사를 일으키는 주요 원인 중 하나로 알려져 있으며 저수온기

에 넙치 치어뿐 아니라 성어에서도 높은 폐사를 일으킨다(Schlotfeldt &

Ahne, 1988; Schlotfeldt et al., 1991;Mortensen et al., 1999; Isshiki et al.,

2003; Skall et al., 2005).

Apoptosis(programmed cell death)는 손상된 세포를 제거함으로써 조직
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의 분화와 기관의 발달에 중요한 역할을 한다(Jones, 2001; Grutter M.G.,

2000). Apoptosis는 cell shrinkage, apoptotic body 형성과 chromatin의

condensation등의 형태학적인 특징을 지니고 있으며, (Duvall and Wyllie,

1986) DNA의 분절화가 발생하는 특징이 있다(Wyllie, 1981 Duvall and

Wyllie, 1986 Arends et al., 1990). Apoptosis를 일으키는 pathway는 the

extrinsic(death receptor) pathway 와 the intrinsic(mitochondrial) pathway

두 가지 경로가 존재한다(Igney and Krammer, 2002). Apoptosis의 과정에

는 p53과 Caspase라는 효소가 중요한 위치를 차지하는데 p53(tumor

suppressor protein)은 stress signal에 대해 세포의 성장을 정지시키거나

apoptosis를 유발하는 역할을 통하여 손상되거나 추후 다른 세포에 위험을

줄 가능성이 있는 세포를 제거하는 역할을 한다(Gottlieb TM, and Oren

M.,1996). Caspase는 apoptosis의 두 경로 모두에서 중요한 역할을 하며,

apoptosis의 초기, 수행 그리고 조절까지 하는 중요한 요소이다(Earnshaw,

W. C., et al, 1999; Huang H, Joazeiro CA, Bonfoco E, et al., 2000;

Yasuyuki S. 2001).

Apoptosis는 virus감염에 대한 숙주 세포의 방어기작이며, 세포는

apoptosis를 통하여 virus의 infection cycle을 억제하고 주위 세포로 virus

가 전파되는 것을 막는다(Haichen Song, 2003). 이전의 연구에서 bovine

herpes virus (Hanon et al., 1998a) measles virus (MV) (Esolen et al.,

1995), influenza virus (Mori et al., 1995), feline panleukopenia virus

(Ikeda et al., 1998), bovine viral diarrhoea virus (Zhang et al.,1996),

infectious bursal disease virus (Vasconcelos and Lam, 1994), African

swine fever virus (Oura et al.,1998), human immunodeficiency virus

type 1 (Herbein et al., 1998)C)등이 apoptosis를 유발 한다고 보고되어 있

다. 일반적으로 virus에 감염된 세포는 Type 1 interferon 활성화와
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apoptosis를 유도하여 세포내의 viral replication을 억제하거나 innate

immunity가 일어나게 되지만 몇몇 virus들은 virus의 replication이 충분히

일어날 때 까지 apoptosis를 지연시키거나 억제하도록 하여 virus에 대한

숙주의 방어기작인 apoptosis를 virus에게 유리하게 이용하기도 한다

(Roulston A., 1999). Human papillomavirus, Hepatitis B virus,

Baculovirus, Poxvirus, Adenovirus는 apoptosis를 조절하는 단백질을

encoding하여 apoptosis를 virus에게 유리하도록 이용한다.(Benedict, C.

A.,2002 ;Hay, B. A. ,2000; Deveraux, Q. L., Reed, J. C.,1999; Beidler, D.

R., Te et al, 1995; Windheim, M., et al., 2004; Tollefson, A. E.et al.,

1998; Shisler, J., Yang. et al., 1997; Stewart, A. R. et al., 1995).

어류에 감염되는 Rhabdoviridae과의 spring viremia of carp virus

(SVCV)와 VHSV또한 apoptosis를 유도하는 것으로 알려져 있다

(BjoÈrklund, H. V, 1997). Novirhabdoviruses과에 존재하는 NV단백질은 초

기 apoptosis와 숙주의 IFN system을 억제하는 기능을 가지며

(Ammayappan, A et al., 2011; Choi, M.K. et al., 2011),이를 통하여 숙주

의 방어기작을 극복하는 것으로 보인다. 하지만 어류에 감염성을 가진

VHSV induced apoptosis에 대해서는 연구가 많이 되어있지 않으므로 연

구가 필요하다.

과거에는 어류의 바이러스 질병을 예방하기 위한 백신으로 불활화 백신,

약독화 백신 , 재조합 단백질 백신 등 DNA백신들이 사용되어 왔다

(Gomez-Casado E, 2011 ). 최근에는 유전자를 조작하여 생산하는

recombinant vaccine이 많이 만들어지고 있는 추세이며, 어류에서는

reverse genetics system을 이용하여 재조합 VHSV, Snakehead

rhabdovirus (SHRV), Infectious hematopoietic necrosis virus (IHNV)를

제작하고 이를 백신으로 사용하기 위한 연구 논문들이 발표되어 있다
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(Johnson et al., 2000; Biacchesi et al., 2000, 2002, 2010; Ammayappan et

al., 2010a,b). 본 연구실에서도 reverse genetics system을 기본으로 하는

T7 RNAP 발현 시스템을 이용하여 VHSV의 NV 유전자가 knockout된

NV 유전자가 knock-out된 재조합 VHSV를 제작하여 그 특성과 생약독화

백신으로서의 효과를 확인한 바 있으며, 이 recombinant virus(rVHSV-△

NV-eGFP)는 초기 apoptosis를 억제하는 역할을 하는 NV 유전자 대신

enhanced green fluorescent protein(eGFP) gene를 가지고 있다(Kim et

al., 2011; Kim & kim, 2011). 그러나 최근에 제작되고 있는 reverse

genetics system을 이용한 virus vaccine의 경우, 이전의 백신들에 비하여

면역원성의 오랜 지속과 숙주에게 해가 없다는 장점이 있지만(Christopher

C. et al, 2014) titer가 낮아 효율적인 생산과 실용성에 문제가 있다. 본 실

험실에서 제작한 rVHSV-△NV-eGFP 또한 EPC cell에서의 replication 효

율이 wild type VHSV보다 낮음이 확인되었다(Kim et al., 2011). 그러므로

adjuvant나 다른 방법을 통하여 이러한 문제점을 해결하는 것이 중요하다.

본 실험에서는 전반적인 Caspase에 작용하는 inhibitor인 Z-VAD

(OMe)-FMK와 p53-mediated apoptosis와 p53-dependent gene

transcription을 가역적으로 억제하는 Pifithrin-α를 이용하여, 숙주세포의

apoptosis억제를 통하여 최근에 많이 만들어지고 있는 reverse genetics

system을 통하여 생산된 recombinant virus 백신의 titer를 높일 수 있는

가능성을 확인해보고자 한다. 또한 인위적인 apoptosis의 억제가 VHSV와

rVHSV-△NV-eGFP의 replication에 대해 미치는 영향과 VHSV가 유도하

는 apoptosis에 대한 연구가 많이 이루어져 있지 않으므로, 이번실험을 통

하여 VHSV가 p53 mediated apoptosis를 유발하는지 알아보고자 한다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1. 세포 및 바이러스

실험에 사용된 세포인 Epithelioma papulosum cyprini(EPC) cell은

MycoZap™ Antibiotics(Lonza)(200㎕/100ml)와 10% fetal Bovine Serum

(FBS, BI)이 첨가된 Leibovitz medium (L-15, Sigma)을 이용하여 28℃에

서 배양하였다.

실험에 사용한 바이러스인 viral hemorrhagic septicemia virus(VHSV)

는 2008년 VHS 질병이 발병한 경남 소재 넙치 양식장에서 병든 넙치로부

터 분리한 VHSV KJ2008 strain을 사용하였다.

실험에 사용된 rVHSV-△NV-eGFP는 이미 본 실험실에서 만들어져 있

는 stock을 사용하였으며, 이 rVHSV-△NV-eGFP는 VHSV의 NV gene

대신에 eGFP(Enhanced Green fluorescent protein)을 삽입하여 만든

recombinant virus이다. 이 바이러스의 sequence는 recombinant virus를

만들기 위하여 인위적으로 만들어준 enzyme site 몇 부분의 nucleotide만

다르며, 전체의 sequence는 VHSV KJ2008 strain(wild type)과 동일하다.

이들 바이러스는 각각 15℃에서 2% FBS와 penicillin (100U/㎖),

streptomycin (100㎍/㎖)가 첨가된 L-15배지를 첨가한 EPC cell에 접종하였

으며, 접종 후 광범위하게 cytopathic effect (CPE)가 나타났을 때 4℃에서

10분간 4000 g로 원심분리 한 후, 상층액을 모아 –80℃에 보관하였으며

추후 실험에 사용하였다.
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2. Inhibitors

실험에 사용한 시약은 p53 inhibitor인 Pifithrin-α (CAS

63208-82-2,PFT-α; 1-(4-Methylphenyl)-2-(4,5,6,7-tetrahydro-2-imino-

3(2H)-benzothiazolyl)ethanone hydrobromide, Santa Cruz)과 Pan-Capase

inhibitor인 Z-VAD(OMe)-FMK (CAS 187389-52-2, Methyl 5-fluoro–

3-[2-[[3-methyl-2-(phenylmethoxycarbonylamino) butanoyl]amino]

propanoylamino]-4-oxopentanoate, Santa Cruz)을 Santa Cruz에서 구입하

여 사용하였다. 각각의 시약은 DMSO에 녹여 20mM의 stock solution을

만든 후, –20℃에 보관하며 실험에 사용하였다. Pifithrin-α,

Z-VAD(OMe)-FMK는 20mM의 stock solution을 L-15배지로 희석하여

EPC cell에 각각의 농도로 처리하였다.

3. 시간에 따른 DNA fragmentation의 정도 확인

VHSV에 감염된 EPC cell의 시간에 따른 DNA fragmentation의 변화를

알기위하여 실험을 하였다.

EPC cell을 35dish에 1x106cells을 10% fetal Bovine Serum (FBS, BZ)이

첨가된 Leibovitz medium (L-15, Sigma)를 이용하여 28℃에서 배양한 후, 다

음 날, 20℃로 옮기고, 그 다음날, 15℃로 옮겨주어 순차적으로 EPC cell의

온도를 순치시키며 낮추어 주었다. 15℃로 옮긴 EPC cell은 실험하기 직전,

PBS로 한번 washing 하여, 2% FBS와 MycoZap™ Antibiotics(Lonza)(2㎕
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/ml)가 첨가된 L-15배지로 바꾸어 주었다. 그리고 wild-type VHSV MOI

0.1로 접종하여 15℃에 배양한다. 배지와 virus 희석액의 총 량이 2ml이 되

도록 하여 접종하였다. Virus를 접종한 후, 6시간, 12시간, 18시간, 24시간,

36시간, 42시간, 48시간, 54시간, 60시간, 66시간, 72시간째에 상층액에 떠있

는 cell과 아직 35dish에 붙어있는 cell을 모아 PBS로 2번 washing 하고

genomic DNA를 분리 하였다. Genomic DNA 분리에는 geneall clinic kit

를 이용하여 분리하였고, 각각 cell들의 genomic DNA양을 측정하고 일정

한 양으로 1.5% agarose gel에 50v로 로딩 하였다.

4. Inhibitor를 이용하여 EPC cell의 apoptosis 억제

가. cell culture

6-well plate에 EPC cell, 1x106cells을 MycoZap™ Antibiotics(Lonza)(2

㎕/ml)와 10% fetal Bovine Serum (FBS, BZ)이 첨가된 Leibovitz medium

(L-15, Sigma)를 이용하여 28℃에서 하루 동안 monolayer로 배양한 후, 다

음 날, 20℃, 15℃로 옮겨주어 순차적으로 EPC cell의 온도를 순치시키며

낮추어 주었다. EPC cell은 실험하기 직전에, PBS로 한번 washing 하여,

2% FBS와 MycoZap™ Antibiotics(Lonza)(200㎕/100ml)가 첨가된 L-15배

지로 바꾸어 주었다.

나. The concentration of drugs
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EPC cell에 적절한 시약의 농도를 알아내기 위하여, Pifithrin-α는 well

당 3µM,10µM, 30µM, 100µM의 농도를 사용하였고, Z-VAD(OMe)-FMK는

well당 5µM, 10µM, 30µM, 50µM의 농도를 사용하였다. 위의 방법대로 배

양한 EPC cell을 15℃까지 온도를 순치 시킨 후, Pifithrin-α와

Z-VAD(OMe)-FMK을 well당 각각의 농도로 접종하고 2시간동안

incubation 한 후, wild-type VHSV을 MOI 0.1로 접종 하였다. 15℃에서

배양하며, 1일, 2일, 3일까지 CPE를 관찰하고, 3일째 genomic DNA를 분리

하여, PBS로 2번 washing 한 후, genomic DNA분리(geneall clinic kit) 하

였다. 각각 cell들의 genomic DNA양을 측정하여 일정한 양으로 1.5%

agarose gel에 50v로 두 시간 동안 로딩 하였다.

다. Inhibitor 처리

앞의 실험에서 Pifithrin-α, Z-VAD(OMe)-FMK의 농도 실험을 토대로,

각각의 시약은 DMSO를 이용하여 희석 한 20mM stock을 사용하였다. 2%

FBS와 MycoZap™ Antibiotics(Lonza)(2㎕/ml)가 첨가된 L-15배지로 각각

희석한 후 well 당 10µM, 30µM, 50µM을 최종농도가 되도록 well에 접종

한 후 15℃에서 2시간동안 incubation 시켰다. 시약을 희석한 DMSO의

well당 최고 농도는 1%가 넘지 않게 설정하였다. 그리고 시약을 희석한 최

고농도인 1% DMSO를 처리한 EPC cell과 시약과 DMSO 아무것도 처리

하지 않은 EPC cell을 각각 control group으로 설정하였다. (figure.1,

figure.2)

라. Virus 접종
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Pifithrin-α와 Z-VAD(OMe)-FMK 을 농도별로 처리한 후, 15℃에서 2시

간동안 incubation 시킨다. 배지는 따로 갈아주지 않고, inhibitor가 처리된

상태의 cell에 wild-type VHSV와 △NV-eGFP recombinant VHSV을 각

각 MOI 0.1(100㎕)로 접종한다. virus를 접종한 EPC cell은 다시 15℃에서

배양한다.

마. DNA fragmentation laddering

Inhibitor처리후 wild-type VHSV와 △NV-eGFP recombinant VHSV을

각각 접종하고, 24시간, 36시간, 48시간, 60시간, 72시간 후에 EPC cell의

CPE를 관찰한다.

그리고 well의 상층액을 모아 4000rpm, 10분 원심분리 한 후, 상층액에

떠 있는 cell과 상층액을 분리 하였다. 상층액은 -80℃에 보관하여 추후

titer를 확인하기 위한 실험에 사용하였다. 그리고 아직 well에 붙어있는

cell은 trypsin-EDTA( gibco)으로 cell을 떼어내어 상층액에 있던 cell과

함께 모아 PBS로 2번 washing 하였다. genomic DNA 분리에는

ExgeneTM clinic SV　 kit（Geneall)를 이용하여 분리하였고, cell들의

genomic DNA양을 측정하여 일정한 양으로 1.5% agarose gel에 50v로

로딩 하였다.

바. 시간별 titer 측정

시간별로 분리하여 –80℃에 보관해 둔 상층액을 이용하여 plaque assay
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를 수행하였다. Virus stock을 2% FBS와 MycoZap™ Antibiotics

(Lonza)(200㎕/100ml)가 첨가된 L-15배지로 10-3 에서 10-6까지 단계 희석

하여 15℃까지 온도를 순치한 EPC cell (1.5x106cells)에 접종하였다. 15℃

에서 1시간 30분 동안 incubation 한 후, 배지를 제거하고 0.7% agarose,

10% FBS와 1%의 Antibiotics가 들어간 L-15배지로 갈아 주고 15℃에서

배양하였다. 7일 후, 세포를 10% formalin을 이용하여 고정한 후, 세포 위

의 plaque medium을 제거하고 10% crystalviolet으로 2시간동안 실온에서

염색하였다. 염색액을 제거하고 증류수로 세포를 수세한 후,

plaque-forming units (PFU)를 산출하였다.
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Figure 1. Inhibitors treatment and virus inoculation.

This figure showed how to treat inhibitors and inoculation of each virus.

rVHSV-△NV-eGFP and VHSV was inoculated into each cell which was

pre-treated each concentration Pifithrin-α or Z-VAD(OMe)-FMK.

DMSO treated or not used control of inhibitors.
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Figure 2. Treatment procedure.

CPE cells were treated with each concentration of Pifithrin-α or

Z-VAD(OMe)-FMK for 2 hours. Then EPC cells treated inhibitors except

controls inoculated with either rVHSV-△NV-eGFP or VHSV. After inoculation

of viruses, inhibitors and virus were coexist in the medium to specific time.
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5. Inhibitor의 지속효과와 최종 titer 확인

가. Inhibitor 처리와 virus 접종

EPC cell을 (4-가)의 방법으로 배양 하고, Pifithrin-α와

Z-VAD(OMe)-FMK을 각각 10µM, 30µM, 50µM을 최종농도가 되도록

well에 처리한 후 15℃에서 2시간동안 incubation 시키고 (4-라)의 방법으

로 wild-type VHSV와 △NV-eGFP recombinant VHSV을 각각 MOI 0.1

로 접종하여 15℃에 배양하였으며, 3개의 반복구를 두어 실험 하였다. 주기

적으로 cell을 관찰하고, 농도별로 CPE가 완전히 나타났을 때, 바이러스 상

층액을 모아 4000rpm, 10분 원심분리를 한 후, 상층액은 -80℃에 보관 하

였다.

나. titer 측정

CPE가 완전히 나타났을 때, 분리하여 보관해 둔 상층액을 이용하여

plaque assay를 수행하였다. Virus stock을 2% FBS와 MycoZap™

Antibiotics (Lonza)(2㎕/ml)가 첨가된 L-15배지로 10-4에서 10-6까지 단계

희석하여 EPC cell(1.5x106cells)에 접종하고 (4-바)의 방법으로 titer측정

하였다.



14

6. EPC cell의 p53과 MDM2 유전자 Complete ORF

확인

가. EPC cell의 p53과 MDM2의 partial cDNA

EPC cell의 p53유전자와 MDM2 (Mouse double minute 2 homolog) 유

전자의 sequence를 확인하기 위해서 EPC cell에서 RNeasy Plus

kit(Qiagen)를 사용하여 total RNA를 분리하였다. 분리한 total RNA 1μg

과 0.5μl Random hexamer (0.5 μg/ml, Promega)을 80℃ 5분간 반응한 후

다시 10mM dNTP 2μl (Takara), M-MLV reverse transcriptase 0.5μ

l(Promega), RNase inhibitor 0.25μl(Promega)를 포함하여 42℃에서 60분,

95℃에서 10분간 반응하여 최종적으로 10μl의 cDNA를 합성하였다.

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 의 GenBank에 등록되어 있는

Gobiocypris rarus (KC477763.1) partial, Danio rerio(U60804.1), Salmo

salar (BT058777.1)의 cDNA sequence를 서로 비교하여 p53 degenerated

primer를 제작하였고, Danio rerio (AF010255.1), Callorhinchus milii

(JN794076.1), Gobiocypris rarus (TF KC477761.1)의 cDNA sequence를

서로 비교하여 MDM2 degenerated primer를 제작하였다. (Table 1-1 )

10배 희석한 cDNA를 template로 사용하고, p53과 MDM2의

degenerated primer를 이용하여 RT-PCR를 수행하였다. 95℃에서 3분간

1cycle, 95℃에서 30초, 60℃에서 30초, 72℃에서 30초씩 35cycle 한 후 7

2℃에서 7분 annealing의 조건으로 PCR을 수행하였다. PCR 산물은

Nucleic acid stain (Korealabtech)이 포함된 1% agarose gel에 전기영동하
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였다. Gel Purification kit (GeneAll)를 사용하여 DNA를 분리한 후, DNA

를 pGEM-T easy vector (Promega)에 cloning하여 ABI PRISM 3730XL

Analyzer (Applied Biosystems)을 이용해 sequence를 분석하였다.

나. RACE PCR

p53 과 MDM2의 전체 sequence를 알기위하여 RACE PCR을 수행하였

다. PCR을 통하여 확인한 EPC cell의 일부 p53 sequence와 MDM2

sequence를 이용하여 5’과 3‘ RACE primer를 제작하였다(Tabel 1-2).

EPC cell에서 분리한 Total RNA 1μg을 SMART RACE cDNA

Amplication kit(Clontech)을 이용하여 RACE 용 5’ 과 3‘ cDNA를 제작하

여 RACE-PCR를 수행하였다. RACE-PCR를 한 PCR product는 Nucleic

acid stain (Korealabtech)이 포함된 1% agarose gel에 전기영동 하였다.

Gel Purification kit (GeneAll)를 사용하여 DNA를 분리한 후, DNA를

pGEM-T easy vector (Promega)에 cloning하여 ABI PRISM 3730XL

Analyzer (Applied Biosystems)을 이용해 sequence를 분석하였다.
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7. VHSV 감염과 Pithrin-α 처리시 p53과 MDM2의 발

현확인

Pifithrin-α 처리시 MDM2의 발현감소 확인과 VHSV 감염시 p53과

MDM2의 발현 정도를 비교하기 위한 실험을 수행하였다.

35dish에 EPC cell(1x106cells)을 하루 동안 28℃에서 monolayer로 배양한

후, 15℃까지 EPC cell의 온도를 순치시키며 낮추어 주었다. EPC cell은

실험하기 직전에, PBS로 한번 washing 하여, 2% FBS와 MycoZap™

Antibiotics (Lonza)(200㎕/100ml)가 첨가된 L-15배지로 바꾸어 주었다.

Pifithrin-α의 처리와 VHSV감염을 시키지 않은 EPC cell을 control로 사

용하였다. 또한 EPC cell VHSV MOI 0.1을 감염시킨 cell과 Pifithrin-α

를 처리한 cell을 실험 구로 사용하였다. Pifithrin-α가 VHSV 감염시에도

p53 관련 유전자를 억제하는지 알아보기 위하여 Pifithrin-α를 처리하고 2

시간 후에 VHSV를 접종하고 15℃에서 배영 하였다. 감염 12시간, 24시간

후에 RNeasy Plus kit(Qiagen)를 사용하여 EPC cell의 total RNA를 분리

하였다.

(5-가)와 같은 방법으로 합성한 cDNA를 template로 하여 RT-PCR를

수행하고 p53과 MDM2의 발현을 확인하였다. PCR 조건은 95℃에서 3분간

1 cycle, 95℃에서 30초, 60℃에서 30초, 72℃에서 30초씩 24 cycles (β

-actin) 또는 26 cycles (p53 gene), 27cycles(MDM2 gene) 한 후 72℃에서

7분간 annealing을 하였다. PCR 산물은 Nucleic acid stain (Korealabtech)

을 포함한 1% agarose gel에 전기영동으로 확인하였다.
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.

Table 1. Summary of primer used in this Study

1-1. Degenerated primers for p53 and MDM2

Name of primer Sequence ( 5' to 3')

EPC

p53 gene

F CCCCTCACCTGCAGSGTA

R GAACAGCCTCAGCCRTCCAC

EPC

MDM2

gene

F AARCTGGTRAGACCRAAGGT

R GCASACYGGRCACARYTTGTTCC
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Name of primer Sequence (5' to 3')

EPC p53

3’ RACE

F ATGTGACGTAGACAAGTACCGGCAGAAAATC

R CATCACTGCTGGCGCTCAGCTTTGCCTTC

EPC p53

5’ RACE

F CCCCACCGACCTCCACTGTCCCAATTGCCAC

R CATGGTCGCCAGGATAATCGGTGGCAATTG

EPC MDM2

3’ RACE

F GAGCTCACCAGCATCACCACAACAACCATCT

R CAAGTGTAACACGCCATAAGG

EPC MDM2

5’ RACE

F GGCTGTTAGAGGATGCAGGTGCAG

R TCACTCCAAGAACAGCACCAAGAGCATCCTC

EPC p53

detection

(471-983)

F TCATCTGATCCGAGTGGAAGGA

R ACGACGTCGGAGAGTTCTAAC

EPC MDM2

detection

(780-1355)

F GAAGACTCGTTTGATGAGGATACT

R CAAGTGTAACACGCCATAAGGTG

EPC

β-actin

F AAGGAGAAGCTCTGCTATGTGGCT

R AAGGTGGTCTCATGGATACCGCAA

1-2. RACE PCR and detection primer
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Ⅲ. 결 과

1. VHSV 감염에 의한 DNA fragmentation 양상

EPC cell이 wild type VHSV에 감염된 후, DNA fragmentation의 변화

를 관찰하였다. EPC cell에 wild type VHSV MOI 0.1로 감염 시킨 후, 시

간대 별로 genomic DNA를 분리하여 1.5% agarose gel에 50v로 두 시간

동안 로딩 하였다. Virus 감염 후, 24시간 이내에는 아무런 변화도 확인할

수 없었지만 30시간 이후부터 연하게 DNA fragmentation의 양상이 나타

나기 시작하였으며 시간에 따라 세포내의 DNA가 잘려 분절화 되어 나타

는 200bp 정도의 작은 밴드가 점점 많아지는 것을 확인 할 수 있다. 시간

에 따라 fragmentation된 DNA양이 많아지면서 laddering의 패턴은 진해지

고 제일 위쪽에서 나타나는 genomic DNA의 양이 상대적으로 감소하는

것을 알 수 있다. (Figure 3.)
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Figure 3. Time course of DNA fragmentation by VHSV in EPC cells as

assessed by agarose gel electrophoresis. Lane 1-13: DNA of EPC cell 0, 6, 12

,18, 24, 36, 42, 48, 54, 60, 66 and 72 hours post-infection, M: DNA marker

(Geneall, 1Kb)
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2. The concentration of inhibitors

Inhibitor 실험에서 사용될 농도구를 정하기 위하여 p53 inhibitor인

Pifithrin-α 와 pan- caspase inhibitor인 Z-VAD(OMe)-FMK를 각각 농도

별로 전처리하고 VHSV MOI 0.1로 감염시켜 72시간 후에 genomic DNA

를 분리하여 비교하였다.

Z-VAD(OMe)-FMK와 Pifithrin-α를 처리한 group 모두 inhibitor를 처

리하지 않고 VHSV만 접종한 control 그룹에 비해서 DNA fragmentation

의 양상이 상대적으로 적게 나타났으며, inhibitor의 농도가 높아질수록

laddering의 양상이 더 적은 것을 알 수 있다. 이를 통하여, pan- caspase

inhibitor인 Z-VAD(OMe)-FMK의 농도구는 10µM, 30µM, 50µM로 정하였

고, p53 inhibitor인 Pifithrin-α는 10µM, 30µM, 50µM의 농도구를 사용하였

다. (Figure 4.)



22

Figure 4. Confirmation of adequate concentration of Z-VAD(OMe)-FMK and

Pifithrin-α.

EPC cells were treated with various concentrations of Pifithrin-α or

Z-VAD(OMe)-FMK for 2 hours. Then EPC cell except controls inoculated

with VHSV for 72h. genomic DNA was isolated from cell and analyzed in

1.5% agarose gel. lane1-4: VHSV infection with 5, 10, 30, 50 µM of Z-VAD

(OMe) -FMK treatment, lane5-9: VHSV infection with 3, 10, 30, 50, 100 µM

of Pifithrin- α treatment, lane10: VHSV infection with DMSO, lane11: VHSV

infection , lane12: EPC cell with DMSO, lane13: EPC cell
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3. Apoptosis 억제가 VHSV와 rVHSV-△NV-eGFP

replication에 미치는 영향

가. CPE상에서 변화

Z-VAD(OMe)-FMK와 Pifithrin-α가 각각 처리된 EPC cell에 VHSV와

rVHSV-△NV-eGFP를 각각 MOI 0.1로 감염시키고, 시간별로 genomic

DNA를 분리하기 직전에 CPE를 확인하였다.

24시간 후, VHSV를 접종한 group은 virus를 접종하지 않은 group과 차

이점이 나타나지 않았다. 36시간 이후부터 VHSV만 접종한 control cell은

점차 CPE를 관찰 할 수 있었고, Z-VAD(OMe)- FMK와 Pifithrin-α가 각

각 처리된 EPC cell에 VHSV를 감염시킨 group에서는 VHSV만 감염시

킨 group에 비하여 CPE가 적게 나타나는 것을 확인할 수 있었다. 또한

두 inhibitor의 농도가 낮아짐에 따라 CPE가 더 많이 나타났으며, 72시간째

는 virus만 접종한 group은 90% 이상의 CPE가 나타난 반면, 두 inhibitor

를 처리한 cell에서는 CPE가 inhibitor 농도에 따라 80-40% 정도로 나타

나는 것을 확인 할 수 있었다. 그리고 inhibitor만 처리하여 둔 EPC cell에

서는 virus와 inhibitor 아무것도 처리하지 않은 cell과 동일한 상태를 보였

다. 같은 농도로 inhibitor처리 시 Z-VAD(OMe)-FMK를 처리하고 VHSV

감염시킨 cell이 Pifithrin-α를 처리하고 VHSV를 감염시킨 cell보다 CPE가

적게 나타났다.

rVHSV-△NV-eGFP에 의한 CPE는 VHSV를 접종한 경우와 유사한

결과를 나타내었다. rVHSV-△NV-eGFP만 접종한 control group은
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VHSV보다 CPE가 빨리 나타나는 것을 관찰하였으며,

Z-VAD(OMe)-FMK, Pifithrin-α을 처리한 cell의 CPE는 rVHSV-△

NV-eGFP만 접종한 control cell에 비해 CPE가 느리게 나타남을 확인하였

다. 또한 같은 농도로 inhibitor처리 시 Z-VAD(OMe)-FMK를 처리하고

VHSV감염시킨 cell이 Pifithrin-α를 처리하고 VHSV를 감염시킨 cell보다

CPE가 적게 나타났다.
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Figure 5-1. Cytopathic effect(CPE) induced by VHSV in Epithelioma

papulosum cyprini(EPC)cells at various concentrations of inhibitor at

24hs post-infection.

A-C: VHSV infection with 10, 30 and 50 µM of Z-VAD(OMe)-FMK

treatment, D-F: VHSV infection with 10, 30 and 50 µM of Pifithrin-α 

treatment, G: VHSV infection with DMSO, H: VHSV infection , I: EPC cell

with DMSO, J: EPC cell
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Figure 5-2. Cytopathic effect(CPE) induced by VHSV in Epithelioma

papulosum cyprini(EPC)cells at various concentrations of inhibitor at

48hs post-infection.

A-C: VHSV infection with 10, 30 and 50 µM of Z-VAD(OMe)-FMK

treatment, D-F: VHSV infection with 10, 30 and 50 µM of Pifithrin-α 

treatment, G: VHSV infection with DMSO, H: VHSV infection , I: EPC cell

with DMSO, J: EPC cell
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Figure 5-3. Cytopathic effect(CPE) induced by VHSV in Epithelioma

papulosum cyprini(EPC)cells at various concentrations of inhibitor at

72hs post-infection.

A-C: VHSV infection with 10, 30 and 50 µM of Z-VAD(OMe)-FMK

treatment, D-F: VHSV infection with 10, 30 and 50 µM of Pifithrin-α 

treatment, G: VHSV infection with DMSO, H: VHSV infection , I: EPC cell

with DMSO, J: EPC cell
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Figure 6-1. Cytopathic effect(CPE) induced by rVHSV-△NV-eGFP in

Epithelioma papulosum cyprini(EPC)cells at various concentrations of

inhibitor at 24hs post-infection.

A-C: rVHSV-△NV-eGFP infection with 10, 30 and 50 µM of

Z-VAD(OMe)-FMK treatment, D-F: rVHSV-△NV-eGFP infection with 10,

30 and 50 µM of Pifithrin-α treatment, G: rVHSV-△NV-eGFP infection with

DMSO, H: rVHSV-△NV-eGFP infection , I: EPC cell with DMSO, J: EPC

cell
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Figure 6-2. Cytopathic effect(CPE) induced by rVHSV-△NV-eGFP in

Epithelioma papulosum cyprini(EPC)cells at various concentrations of

inhibitor at 48hs post-infection.

A-C: rVHSV-△NV-eGFP infection with 10, 30 and 50 µM of

Z-VAD(OMe)-FMK treatment, D-F: rVHSV-△NV-eGFP infection with 10,

30 and 50 µM of Pifithrin-α treatment, G: rVHSV-△NV-eGFP infection with

DMSO, H: rVHSV-△NV-eGFP infection , I: EPC cell with DMSO, J: EPC

cell
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Figure 6-3. Cytopathic effect(CPE) induced by rVHSV-△NV-eGFP in

Epithelioma papulosum cyprini(EPC)cells at various concentrations of

inhibitor at 72hs post-infection.

A-C: rVHSV-△NV-eGFP infection with 10, 30 and 50 µM of

Z-VAD(OMe)-FMK treatment, D-F: rVHSV-△NV-eGFP infection with 10,

30 and 50 µM of Pifithrin-α treatment,G: rVHSV-△NV-eGFP infection with

DMSO, H: rVHSV-△NV-eGFP infection , I: EPC cell with DMSO, J: EPC

cell
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나. Genomic DNA상의 변화

Z-VAD(OMe)-FMK와 Pifithrin-α가 각각 처리된 EPC cell에 rVHSV-

△NV-eGFP와 VHSV를 감염시키고 시간별로 DNA fragmentation의 패턴

을 확인하였다.

rVHSV-△NV-eGFP와 VHSV 모두 감염 24시간 후에는 genomic

DNA상에서 아무런 변화를 관찰 할 수 없었다. 그러나 36시간 후에는

virus만 접종한 cell의 genomic DNA의 laddering현상이 나타나기 시작하

였다. Inhibitor를 처리한 cell의 genomic DNA의 경우 virus만 접종한 cell

보다 분절화 현상이 더 적게 나타났다. 또한 두 종류의 inhibitor 모두 농도

가 높아질수록 laddering 양상이 적게 나타났으며, 60시간, 72시간에서는

control cell의 DNA fragmentation의 패턴이 더 많이 나타남으로써 control

과의 차이가 확연하게 나타났다. Z-VAD(OMe)-FMK와 Pifithrin-α 10µM

을 처리하고 virus를 감염시킨 후 72째에 분리한 genomic DNA는 virus만

감염시킨 cell의 과 거의 비슷하게 나타났으며, 50µM을 처리한 group에서

제일 적은 DNA fragmentation을 관찰 할 수 있었다.

Z-VAD(OMe)-FMK와 Pifithrin-α가 농도에 의한 차이는 있지만 모두

VHSV에 의한 초기 apoptosis를 지연시켜 주는 것을 확인 할 수 있었다.

그러나 같은 시간대에서 Z-VAD(OMe)-FMK와 Pifithrin-α가 처리된 cell

의 genomic DNA를 비교시 Caspase inhibitor인 Z-VAD (OMe)-FMK가

p53 inhibitor를 처리한 cell의 genomic DNA보다 laddering의 패턴이 더

적게 나타났다. DNA fragmentation상에서 Pifithrin-α는 36시간째부터

laddering 현상이 나타나기 시작하는 반면, Z-VAD(OMe)-FMK는 48시간

째부터 나타나며, 시간이 지날수록 Pifithrin-α가 처리된 cell의 DNA

fragmentation의 밴드가 Z-VAD(OMe)-FMK가 처리된 cell의 밴드보다 더
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진하게 나타남을 확인 하였다. 그리고 inhibitor만 처리한 EPC cell에서는

72시간 까지 genomic DNA상의 아무런 변화가 없었으며 DMSO만 처리한

control group의 genomic DNA에서도 72시간 까지 아무런 변화도 관찰 하

지 못하였다.(Figure 7-1).

.
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Figure 7-1. Analysis of DNA fragmentation from EPC cells at various time

after VHSV infection. (A-E: 24,36,48,60 and 72hs) lane1-3: VHSV infected

cell treated with Z-VAD(OMe)-FMK at 10, 30 and 50 µM. lane8-10: VHSV

infected cell treated with Pifithrin-α at 10, 30 and 50 µM. lane4: VHSV

infected cell treated with DMSO, lane5: VHSV infected cell , lane6: EPC cell

treated with DMSO, lane7: EPC cell .(F) lane1-3: EPC cell treated with

Z-VAD(OMe)-FMK at 10, 30 and 50 µM, lane4-6: EPC cell treated with

Pifithrin-α at 10, 30 and 50 µM.



36



37



38

Figure 7-2. Analysis of DNA fragmentation from EPC cells at various time

after rVHSV-△NV-eGFP infection. (A-E: 24,36,48,60 and 72hs) lane1-3:

rVHSV-△NV-eGFP infected cell treated with Z-VAD(OMe)-FMK at 10, 30

and 50 µM. lane8-10: rVHSV-△NV-eGFP infected cell treated with

Pifithrin-α at 10, 30 and 50 µM. lane4: VHSV infected cell treated with DMSO,

lane5: rVHSV-△NV-eGFP infected cell , lane6: EPC cell treated with

DMSO, lane7: EPC cell .(F) lane1-3: EPC cell treated with Z-VAD(OMe)-

FMK at 10, 30 and 50 µM, lane4-6: EPC cell treated with Pifithrin-α at 10, 30

and 50 µM.
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다. Inhibitor 처리 시 시간별 viral titer의 변화

Z-VAD(OMe)-FMK와 Pifithrin-α를 처리하고 rVHSV-△NV-eGFP와

VHSV를 MOI 0.1 접종한 후, 시간별로 상층액을 분리하여, plaque assay

를 수행하였다.

두 virus 모두 control 그룹인 DMSO를 처리하고 virus를 접종한 그룹과

DMSO를 처리하지 않고 virus만 접종한 그룹의 titer가 매 시간마다 제일

높게 나타났으며, 두 그룹의 titer는 비슷하거나 DMSO를 처리하고 virus를

접종한 그룹이 약간 더 높은 경향을 나타냈다.

Z-VAD(OMe)-FMK와 Pifithrin-α에 의한 VHSV의 titer는 control

group보다 매시간 낮게 나타났으며, 60시간 이후에는 titer가 비슷해지는

양상을 보였다. Z-VAD(OMe)-FMK 50µM과 Pifithrin-α 50µM을 처리한

group이 titer가 가장 낮게 나타나는 것을 확인할 수 있었다. 그러나 같은

시점에서 두 inhibitor에 의한 titer는 Z-VAD(OMe)-FMK을 처리한 group

이 Pifithrin-α을 처리한 group의 titer보다 전반적으로 낮음을 확인하였다.

Z-VAD(OMe)-FMK와 Pifithrin-α에 의한 rVHSV-△NV-eGFP의 titer는

48시간 이전까지는 control group보다 낮았지만 48시간 이후에는 10µM과

30µM은 control group과 비슷하거나 조금 더 높아졌다. rVHSV-△

NV-eGFP의 growth curve는 초기 24, 36시간째에 titer증가 후 titer의 증

가 폭이 작았지만 VHSV의 gorwth curve는 시간이 지나도 titer가 점차

증가하였다. Inhibitor를 처리하고 rVHSV-△NV-eGFP를 감염시킨 group

의 titer증가는 VHSV의 titer증가양상과 비슷함을 알 수 있다. 또한,

rVHSV-△NV-eGFP와 VHSV모두 24시간째, Pifithrin-α을 처리한 cell의

상층액에서 수집한 virus의 titer Z-VAD(OMe)-FMK을 처리한 cell의 상

층액에서 수집한 virus의 titer보다 상대적으로 높게 나타났다.(Figure 8-1,2)
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Figure 8-1. Effect of apoptosis inhibition on final titer of VHSV

VHSV was inoculated into EPC　 cellｓ treated　 at various concentration of

either Pifithrin-α or Z-VAD(OMe)-FMK. DMSO treated or not were used as

control of experiment.



41

Figure 8-2. Effect of apoptosis inhibition on final titer of rVHSV-△

NV-eGFP

rVHSV-△NV-eGFP was inoculated into EPC　 cellｓ treated　 at various

concentration of either Pifithrin-α or Z-VAD(OMe)-FMK. DMSO treated or

not were used as control of experiment.
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4. Inhibitor의 지속효과와 titer확인

Z-VAD(OMe)-FMK, Pifithrin-α 두 inhibitor의 지속효과와 inhibitor처리

시 virus의 최종 titer의 변화를 알아보기 위한 실험을 하였다.

Z-VAD(OMe)-FMK와 Pifithrin-α를 처리후 rVHSV-△NV-eGFP와

VHSV를 감염시키고, 완전히 CPE를 나타낼 때 상층액을 수집하여 titer를

측정하였다. Pifithrin-α을 처리한 group은 virus를 접종한지 4-5일째에

CPE가 완전히 나타나 상층액을 수집할 수 있었고, Z-VAD(OMe)-FMK의

경우5-6일째에 상층액을 수집할 수 있었다. Virus만 접종한 group에서는

모두 3일째에 CPE가 완전히 나타나 상층액을 수집할 수 있었다. 상층액을

모아 titer를 측정한 결과 rVHSV-△NV-eGFP와 VHSV 모두 control의

titer보다 inhibitor를 처리한 cell에서 수집된virus의 titer가 더 높아졌으며,

두 virus모두 Z-VAD(OMe)-FMK 50µM 처리한 group에서 titer가 3배정

도 높아졌으며(P<0.05), Pifithrin-α 처리에 의해서 titer가 약 2배 높아졌

다. Pifithrin-α30µM, 50µM를 처리한 후 rVHSV-△NV-eGFP를 감염시킨

group과Pifithrin-α 50µM를 처리한 후 VHSV를 감염시킨 group이 control

과 비교하여 유의적으로 titer가 높아짐을 확인하였다(P<0.05).
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Figure 9-1. Final titer of VHSV depending on inhibition of apoptosis through

Pifithrin-α or Z-VAD(OMe)-FMK treatment. VHSV were inoculated into EPC

cells with MOI 0.1 after treating Pifithrin-α or Z-VAD(OMe)-FMK. The

supernatant were isolated at the point of entirely appeared CPE. Significant

differences were analyzed using Duncan’s methods. The asterisk on the bar

represents a significant difference at P< 0.05.
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Figure 9-2. Final titer of rVHSV-△NV-eGFP depending on inhibition of

apoptosis through Pifithrin-α or Z-VAD(OMe)-FMK treatment. rVHSV-△

NV-eGFP were inoculated into EPC cells with MOI 0.1 after treating

Pifithrin-α or Z-VAD(OMe)-FMK. The supernatant were isolated at the point

of entirely appeared CPE. Significant differences were analyzed using Duncan‘s

methods. The asterisk on the bar represents a significant difference at P< 0.05.
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5. EPC cell의 p53유전자와 MDM2유전자의 Complete

ORF 확인

EPC cell에서 total RNA를 분리하여 합성한 cDNA에서 NCBI의

GenBank에 등록된 Gobiocypris rarus (KC477763.1) partial, Danio

rerio(U60804.1), Salmo salar (BT058777.1)의 cDNA sequenceconserved한

부분을 찾아 conserved한 부분을 찾아 p53 degenerated primer를 제작하여

RT-PCR를 한 결과 779bp의 sequence를 얻었으며, Danio rerio

(AF010255.1), Callorhinchus milii (JN794076.1), Gobiocypris rarus (TF

KC477761.1)의 cDNA sequence를 서로 비교하여 MDM2 degenerated

primer를 제작하여 RT-PCR를 한 결과 1344bp의 sequence를 얻을 수 있

었다.

이후, RACE PCR을 통하여 1855bp의 p53 유전자를 얻었다. ORF

fragment는 총 1113bp로 371 amino acids로 구성되어 있었으며, Barbus

barbus의 Tumor suppressor p53과 79%의 identity를 나타내었고, Danio

rerio의 Tumor protein p53과 74%의 identity를 나타내었다. MDM2 유전

자는 RACE PCR을 통하여2129bp의 MDM2 유전자를 얻었다. ORF

fragment는 총 1440bp로 480 amino acids로 구성되어 있었으며, Danio

rerio의 E3 ubiquitin-protein ligase MDM2 와 87%의 identity를 나타내었

고,Astyanax mexicanus의 ubiquitin-protein ligase MDM2-like isoform

X1과 72%의 identity를 나타내었다.
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Figure 10-1. Nucleotide sequence of p53 in EPC cell and deduced amino acid

sequence .The stop (TAA) codon is indicated with an asterisk.
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Figure 10-2. Nucleotide sequence of MDM2 in EPC cell and deduced amino

acid sequence. The stop (TAA) codon is indicated with an asterisk.
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6. VHSV 감염과 Pifithrin-α처리시 p53 유전자와

MDM2 유전자의 발현 확인

EPC cell의 cDNA로부터 얻은 p53과 MDM2 sequence를 바탕으로

RT-PCR용 Primer를 제작하였다. Pifithrin-α의 처리와 VHSV감염 12시간,

24시간 후 RNA를 분리하여 cDNA를 합성하고 p53유전자와 MDM2유전자

의 primer를 이용하여 RT PCR을 수행하였다. Pifithrin-α를 처리하고 12시

간, 24시간후의 p53과 MDM2유전자의 발현은 control 에 비해 모두 감소

하였으며, VHSV 감염 12시간, 24시간 후의 p53의 발현은 control과의 차

이가 거의 없었지만 MDM2의 경우 발현이 감소하였다.
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Figure 11. P53 and MDM2 expression during either VHSV infection or

Pifithrin-α treatment. VHSV was inoculated into EPC cell treated with

Pifithrin-α . EPC cell and EPC cell treated Pifithrin-α are Control. After 12hs

and 24hs, RNA was isolated and P53 and MDM2 genes expression was

analyzed by semi- quantitative reverse transcriptase PCR (RT-PCR). ß-actin

gene expression was used as a control.
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Ⅳ. 고 찰

몇몇 virus는 효율적으로 replication을 위하여 숙주세포의 초기

apoptosis를 억제 또는 지연시키거나 감염 후기에 apoptosis를 유도를 하는

mechanism을 가지고 있다. Viral hemorrhagic septicemia virus(VHSV) 또

한 감염시 apoptosis를 유발하는 것으로 알려져 있으나 apoptosis를 유발하

는 정확한 mechanism은 밝혀져 있지 않다. Vero cell에 Rabdovirus과인

Vesicular stomatitis virus (VSV) 감염시, caspase 9와 caspase 3이 활성

화된다는 결과가 있으며(Patricia Gadaleta et al.,. 2004; Alicia F. Pearce

and Douglas S. Lyles, 2009), Rabies virus 는 caspase-dependent

pathway와 caspase-independent pathway를 통하여 apoptosis를 유발한다

고 한다(Sarmento, 2006). 본 연구에서는 p53 inhibitor인 Pifithrin-α와

pan-caspase inhibitor인 Z-VAD(OMe)-FMK를 처리 후 VHSV 감염시,

VHSV 만 감염시킨 control group보다 두 inhibitor를 처리 후 virus를 감

염시킨 group의 CPE가 느리게 나타났으며, Pifithrin-α와

Z-VAD(OMe)-FMK가 apoptosis를 완전히 억제시키지는 못하였지만

apoptosis를 지연시킴을 확인하였다.

Z-VAD-FMK 처리시 Sindbis virus(Nava et al., 1998; Zhivotovsky et

al., 1995), Rubella virus(Pugachev & Frey, 1998), Sendai virus(Bitzer et

al., 1999) ,Poliovirus(Agol et al., 1998)에 의한 apoptosis의 억제가 보고되

어져 있으며, virus에 의해 유도되는 apoptosis의 억제는 virus의 성장에
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영향을 준다고 밝혀져 있다(Nava et al., 1998). Z-VAD(OMe)-FMK 처리

를 통한 apoptosis의 억제는 Bovine herpesvirus 1에 의한 apoptosis의 억

제 하였으며, caspase 억제를 통한 apoptosis억제를 통하여 virus particle

의 생성은 증가하지만 세포외부로 virus의 방출은 감소하였고

(Laxminarayana R. devireddy, 1999) , Maedi–visna virus에 의한

apoptosis 억제는 virus의 replication에는 영향을 미치지 않지만 virus의 방

출에는 영향을 주는 것으로 알려져 있다(R. Duval et al., 2002). 또한

Z-VAD(OMe)-FMK 처리를 통한 Caprine herpesvirus 1 (CapHV-1)의

apoptosis의 억제를 통해 virus의 생산이 증가 하였다고 한다. (U. Pagnini

et al., 2005). 본 연구에서는 VHSV 감염시 apoptosis의 억제가 virus의 최

종 titer에 어떤 영향을 미치는지 알아보기 위하여 Pifithrin-α와

Z-VAD(OMe)-FMK 처리 후 VHSV감염시키고 CPE가 완전히 나타났을

때 상층액을 모아 titer를 측정하였다. Pifithrin-α와 Z-VAD(OMe)-FMK을

처리한 group의 titer가 virus만 감염시킨 control group의 titer에 비해 2-3

배 높아졌으며, 이는 VHSV의 감염시 숙주세포의 apoptosis가 virus의

budding과 replication에 중요한 역할을 하는 것으로 생각된다.

p53 inhibitor인 Pifithrin-α는 p53-mediated apoptosis와 p53과 관련된

유전자의 전사를 억제하는 inhibitor이다. Rhabdoviridae과인 Vesicular

stomatitis virus(VSV)는 mitochondrial apoptotic pathway를 통하여

apoptosis를 유발한다고 알려져 있으며, Bcl-2의 과발현시 VSV induced

apoptosis가 억제되는 사실이 확인되었다.( Alicia F. Pearce and Douglas

S. Lyles, 2009). Apoptosis를 유발하는 미토콘드리아의 활동에는 Bcl-2 계

의 단백질에 의해 조절되며, tumor suppressor protein인 p53 은 Bcl-2의

조절에 중요한 역할을 한다(Cory and Adams, 2002). 이 때문에 the

intrinsic pathway의 중요한 인자인 p53의 의해 apoptosis가 조절되는 것으
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로 보인다. 본 실험에서 Pifithrin-α처리는 VHSV에 의한 apoptosis를 지연

시켰으며, viral titer가 향상되는 것을 확인 할 수 있었고 p53 억제시

Influenza virus 의titer가 증가한다는 결과와 일치하였다(Zabeth Turpin et

al., 2007). VHSV 감염후 p53과 MDM2의 발현을 비교하였을 때, p53 level

은 control group cell과 차이가 없었지만, murine double minute 2

(MDM2)의 발현이 감소함을 확인하였다. MDM2는 p53에 대한 ubiquitin

E3 ligase로써, p53의 안정성과 p53의 transcriptional activity 조절하는

negative regulator 이다(Wu X et al.1993; Levine AJ.,1997). 평소에는

MDM2에 의해 p53이 조절되어지고 있으며, MDM2이 감소는 p53의 조절

을 정상적으로 하지 못하게 되고 이는 p53의 level을 증가시켜 p53의 활성

화를 통해 apoptosis를 유발한다. Human adenovirus와 Human

cytomegalovirus에 감염된 세포에서 MDM2가 감소하며 이는 p53의 축적

을 유도한다(Heng Yang et al., 2012; Chen Z et al., 2007)는 결과가 있지

만 본 실험에서 VHSV 감염시 MDM2의 감소를 통하여 p53의 축적을 유

도한다고 결론짓기에는 이르다고 생각된다. 그러나 p53을 inhibitor를 이용

하여 인위적으로 억제하였을 때 VHSV의 apoptosis가 지연됨을 확인하였

고, 이를 통하여 VHSV는 p53-mediated apoptosis를 관련 된 것으로 추측

된다. 그렇지만 자세한 mechanism은 아직 연구가 되어있지 않으므로

VHSV에 의한 apoptosis에 대한 연구가 앞으로 더 필요하다.

Pifithrin-α와 Z-VAD(OMe)-FMK에 의한 VHSV에 의한 초기 apoptosis

가 지연되었을 때, VHSV의 titer가 높아진 결과를 토대로 inhibitor처리 후

rVHSV-△NV-eGFP의 최종 titer와 시간대별 titer를 측정하였다. 두

inhibitor에 의한 apoptosis억제를 통하여 rVHSV-△NV-eGFP도 VHSV와

마찬가지로 Pifithrin-α와 Z-VAD(OMe)-FMK을 처리한 group의 titer가

rVHSV-△NV-eGFP만 감염시킨 control group의 titer에 비해 2-3배 높아
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짐을 확인하였고 이를 통하여 Pifithrin-α와 Z-VAD(OMe)-FMK의 처리는

rVHSV-△NV-eGFP에 의한 apoptosis를 완전히 억제하지는 못하지만 초

기 apoptosis를 지연시킴을 확인하였다 . 또한 VHSV의 gorwth curve가

시간이 지나도 titer가 점차 증가하지만 rVHSV-△NV-eGFP만 감염시킨

control group의 growth curve는 초기 24, 36시간째에 titer증가 후 titer의

증가폭이 작았는데, 이는 rVHSV-△NV-eGFP가 NV유전자를 가지고 있지

않아 초기 apoptosis를 억제하지 못하였기 때문으로 보인다. 그러나

inhibitor를 처리하고 rVHSV-△NV-eGFP를 감염시킨 group은 VHSV와

비슷한 양상으로 36시간이후에도 titer가 점차 증가하였다. 이를 통하여,

rVHSV-△NV-eGFP는 NV유전자는 없지만 인위적으로 apoptosis를 억제

하여 주었을 때, VHSV와 같은 replication을 할 수 있는 것으로 생각된다.

p53과 caspase inhibitor인 Pifithrin-α와 Z-VAD(OMe)-FMK는 VHSV

와 rVHSV-△NV-eGFP에 의한 apoptosis를 지연시켰으며, apoptosis가 일

어나는 시기를 늦추므로 인해서 virus의 titer가 향상되는 것으로 생각된다.

현재 제작되고 있는 recombinant viral vaccine의 효과를 높이기 위해

adjuvant를 사용하거나 효율을 높이기 위한 방법을 찾는 것이 중요한데,

apoptosis inhibitor의 사용을 통하여 현재 제작되고 있는 recombinant

viral vaccine의 titer를 증가시킴으로써 조금 더 효율적인 백신 생산을 가

능하게 할 수 있을 것으로 기대한다.
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요 약

Viral hemorrhagic septicemia virus(VHSV)는 replication시 apoptosis를

유발하는 virus중 하나이다. Apoptosis는 the extrinsic or death receptor

pathway 와 the intrinsic or mitochondrial pathway 두 가지 경로에 의해

발생한다. 어류 양식 산업에 큰 피해를 주는 VHSV는 숙주세포 내에서

apoptosis를 유도하는 virus로 알려져 있으나 apoptosis를 일으키는 경로에

대한 연구가 많이 이루어져 있지 않다. 본 연구에서는 VHSV가 EPC cell

내에서 p53-mediated apoptosis를 통하여 apoptosis를 유도하는지를 확인

하는 실험을 하였다. 본 실험실에서는 reverse genetics system을 이용하여

재조합 VHSV를 제작하였다(VHSV-△NV-eGFP). 그러나 이 재조합 virus

가 EPC 내에서 wild type VHSV에 비해 titer가 낮음이 확인되었다.

Vaccine의 상업화를 위해서는 vaccine 생산의 효율성을 높이는 것이 중요

한데, virus의 titer를 높임으로써 효율적인 생산이 가능할 것으로 생각하

였다. 본 연구에서는 NV 유전자의 기능과 유사하게 초기 apoptosis를 억제

할 수 있는 inhibitor를 처리한 후, VHSV의 replication과 비교하고 최종

titer의 변화를 확인하였다.

EPC cell의 apoptosis를 억제하기 위하여 광범위하게 Caspase에 작용하

는 inhibitor인 Z-VAD(OMe)-FMK와 p53-mediated apoptosis 및

p53-dependent gene transcription을 가역적으로 억제하는 Pifithrin-α를

실험에 2시간 동안 전처리 한 후 wild type VHSV와 rVHSV-△NV-eGFP

를 각각 접종하였다. virus를 접종한 후, 24, 36, 48, 60, 72시간 째에 CPE

를 관찰하고 genomic DNA를 분리하여 DNA fragmentation의 양상을 관
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찰하였으며, plaque assay를 통하여 각 시간별 viral titer를 확인하였다.

VHSV-△NV-eGFP와 wild type VHSV는 감염 3일까지는 apoptosis의

억제에 의해 titer가 낮았지만 최종 titer는 inhibitor를 처리한 group이

control group에 비해 2-3배 높아짐을 확인 하였다. 또한 semi-

quantitative RT-PCR결과에서 VHSV 감염시 MDM2의 발현이 감소하는

것을 확인할 수 있었다. 이를 통하여 VHSV에 의한 apoptosis가

p53-mediated pathway를 통하여 발생되는 것이라 추측되지만 VHSV

induced apoptosis가 p53을 통하여 발생하는지는 좀 더 연구가 필요한 것

으로 보인다. 또한 VHSV는 증식을 위해서 apoptosis를 사용하는 것으로

생각되며, 인위적인 apoptosis 억제를 통하여 virus가 cell안에 머무는 시간

을 늘어남으로 인해 viral titer가 증가된 것으로 추측된다. 최근에 생산되

고 있는 recombinant virus vaccine이 이전의 vaccine들에 비해 안전성과

생산성에서 이점을 가지지만 여전히 효율적인 생산과 실용성이 과제로 남

아 있는데, 이러한 약물의 전처리를 통하여 viral vaccine의 titer를 높여 백

신의 효율성과 백신의 효과를 높일 수 있을 것으로 기대한다.
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