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Mechanism ofproliferationbypeptideofporphyrayezoensisthrough

theregulationofIGF-IRandEGFRsignalingpathwaysinIEC-6cells

Min-KyeongLee

DepartmentofFoodandLifeScience,TheGraduateschool,

PukyongNationalUniversity

Abstract

Porphyrayezoensisisagenusofmarineredalgaeandhaspotential

biologicalactivities.Porphyra yezoensis mainly contains about 40-45%

carbohydrates,25-50% proteinsand20-40% polysaccharides,lipidsandsome

vitamins.Also,Porphyrayezoensishasbeenextensivelystudiedbecauseof

itsmanybiologicalpropertiesincludinganti-viral,anti-ulcer,anti-inflammatory

and anti-tumoractivities.In this study,peptide ofPorphyra yezoensis

(PY-PE)wasdetermined which had aproliferativeeffect,and examined

signal transduction pathways focusing on insulin-like growth factor-I

receptor (IGF-IR),epidermal growth factor receptor (EGFR) signaling

pathways.

IEC-6 cells were incubated in serum-free medium with various

concentrationsofPY-PE (0,125,250,500,1000ng/ml).Using theMTS

assays,weobtainedPY-PE inducedcellproliferationinadose-dependent

manner.

TheIGF-IR andEGFR system playsessentialroleintheregulationof

cell growth,proliferation and survival.PY-PE induced the increased

expressionofIGF-IR andEGFR.IGF-IR andEGFR inducedactivationof
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multiple intracellular signal transduction cascades, including the

phosphatidylinositol3-kinase (PI3K)-Akt pathway,the mitogen-activated

proteinkinase(MAPK)pathwayandtheRassignalingpathway.Alsowe

observed thatcellcycle analysis and expression ofcellcycle related

proteins.Thisresultthroughwherecellproliferationhasoccurredandthere

hasincreasedG1percentandincreaseinexpressionofcyclinD,cyclinE,

Cdk2,Cdk4,Cdk6anddecreaseinproteinlevelsofp21,p27.

Activator protein-1 (AP-1) regulates cell proliferation and survival

responses.ThepresentstudyexaminedtheeffectsofPY-PEontheAP-1

signalingpathway.AP-1proteininthenuclearfractionwasincreasedby

PY-PEtreatment.

Theseresultshaveimportantimplicationsforunderstandingtheroleof

cellproliferation signaling pathway in intestinalepithelialcell.Therefore,

PY-PE could be a potentialsource ofbio-functionalfood to have cell

proliferationeffectinintestinalepithelialcell.
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Ⅰ.서 론

해조류란 바다에서 생산되는 조류식물의 총칭으로,(김영명,2005)오

래전부터 아시아지역인 한국,중국,일본에서 주로 식품으로 이용되어왔

으며 가축사료,의약품,공업용 원료 등으로도 이용되어온 주요자원이다

(백재민,2007).해조류는 영양학적으로 열량이 낮고 단백질,당질,식이

섬유,비타민,무기질 함량이 풍부하며,특히 채소에 비해 불포화지방산

과 필수아미노산의 함량이 더 높은 것으로 알려져 있다 (Jimenezetal.,

1999).게다가 해조류는 해조류를 구성하고 있는 다당류의 독특한 구조

적 특성으로 인하여 항산화,항응고,항암,항염증,항바이러스 등의 생물

학적 활성을 가진 sulphatedpolysaccharides,peptide,polyphenol과 같은

생리활성물질의 훌륭한 원천임이 알려지면서 해조류의 기능성 식품으로

서의 개발에 관심이 증가하고 있는 추세이다 (Costaetal.,2010).대표

적으로 김(Porphyra tenera), 미역(Undaria pinnatifida), 다시마

(Laminariajaponica),톳(Hizikiafusiform),파래(Enteromorpha)등의

해조류가 연구에 널리 이용되고 있다.

김은 홍조류에 속하는 해조류로서 인류가 이용한 해조류 중 가장 오래

된 것 중 하나이며 독특한 맛과 냄새,특유한 빛깔과 영양소가 풍부하여

애용되어온 기호식품이다.김에는 지방을 제외한 당질,각종 무기질과 비

타민이 골고루 함유되어 있으며,단백질과 비타민 A가 특히 많이 함유

되어 있고,특수 성분으로는 비타민 B군,오메가 3지방산인 eicosapentaenoic

acid(EPA)와 혈중콜레스테롤을 낮추는 작용을 하는 taurine이 풍부하다

(Nishizawaetal.,1988;ParkCKetal.,2000).그 중 당질은 hemicellulose,

porphyran등으로 이루어져 있는데,porphyran은 황산기를 함유하는 수용

성 산성다당의 고분자물질로서 3,6-anhydrogalactose,6-methylgalactose,

D,L-galactose및 estersulfate로 구성되어 있어 agarose의 조성과 매우

유사하나 –OCH₃기의 함량의 차이가 있어 한천과 같은 겔화능은 나타
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내지 않는다 (AndersonNSetal.,1965).지금까지 알려진 porphyran의

기능성으로는 식이섬유소로서의 역할 및 면역강화 (YoshizawaY etal.,

1993;Park JH,1998),비만과 대장암 및 당뇨와 관상심장질환 예방

(Jenkinsetal.,2000;Leinonenetal.,2000),항산화 활성 (JungKJet

al.,2002),향균효과 및 항암효과 (KwonMJetal.,2006)등의 연구가

진행되어 왔다.

본 연구에서는 생체효능에 영향을 줄 수 있는 기능성을 가지는 김 단

백질을 추출하고 분리하여 구조를 밝힌 후,peptide를 제작하여 실험에

사용하였다.위에서 언급했듯이 porphyran에 대한 연구는 많이 보고되고

있지만,김에서 단백질을 분리하여 구조를 밝히고,이러한 구조 중에서

어느 부위가 생리활성을 가지며,특히 세포성장에 관여하는 peptide구조

는 어느 것인지에 관한 연구는 지금까지 거의 없으며,그 생리활성 작용

메커니즘에 대한 연구는 보고되고 있지 않다.

Insulinlikegrowthfactor(IGFs)는 한 개의 사슬로 이루어진 peptide

로 생체 내에서 다양한 반응에 관여하는 주요한 성장인자이다 (CS

Mantzorosetal.,1997).IGF-I은 세포 표면의 수용체인 IGF-IR와 결합

하여 세포 내 다양한 신호전달경로를 활성화 한다 (AxelUllrichetal.,

1986).IGF-IR의 활성화가 유도되면 IGF-IR에 결합하는 단백질인

IRS-1이 인산화 되어 phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-Akt

pathway,mitogen-activated protein kinase(MAPK)pathway와 Ras

pathway같은 세포 내 신호전달 경로를 활성화 시켜 세포의 성장,분화,

증식을 촉진시키게 된다 (Taietal.,2003).

Epidermalgrowthfactor(EGF)는 53amino-acids로 구성된 single-chain

polypeptide로,분자량 170kDa의 막 투과성 당단백질인 EGFR과 결합하

게 되면 수용체의 세포 내 domain의 tyrosinekinase를 활성화시켜,

downstream 기질을 인산화 시킴으로서 DNA 복제와 세포분열을 야기하

여 세포증식을 유도하게 된다 (PusztaiLetal.,1993).
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앞선 연구를 살펴보면 다양한 세포주에서 김의 기능성이 입증 보고된

연구가 많이 있었지만,대부분 김 다당류인 porphyran에서 이루어진 결

과이며 아직까지 김 peptide가 정상 소장 상피세포의 증식 및 보호 작용

에 미치는 영향에 대한 연구는 없었다.본 연구에서는 rat에서 유래한 정

상 소장 상피세포인 IEC-6세포에 김 peptide를 처리했을 때 세포의 증

식작용을 나타내므로 이에 대한 작용 기전을 밝히고자 본 연구를 수행하

게 되었다.이러한 연구결과들을 토대로 김 peptide가 실제 사람의 몸에

서 소장세포의 보호나 증식 효능을 나타 낼 때 기능성 식품의 소재로서

도 활용이 가능할 것으로 생각된다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.재료

1)시약 및 재료

본 실험에서 사용한 김 peptide는 PEPTRON(Daejeon,Korea)으로부

터 합성하였다.실험에 사용한 세포는 ATCC로부터 구입한 정상 소장

상피 세포주인 IEC-6(Intestinalepithelialcell-6,Rat)를 사용하였다.세

포배양에 사용된 Dulbecco’sModifiedEagle’sMedium (DMEM),Fetal

BovineSerum (FBS),Penicillin/streptomycin(P/S),Phosphate-buffered

saline(PBS)는 GibcoBRL(LifeTechnlogies,GibcoBRL,Gaitherberg,

MD,USA)제품을 사용하였고,Trypsin,Bovineserum albumin(BSA),

Proteaseinhibitor등은 SigmaChemicalCO.(Logan,UT,USA)제품

을 사용하였다.세포의 배양과 생존율을 측정하기 위하여 MTS/PMS

Solution(CellTiter96AQueousNon-RadioactiveCellProliferationAssay

Kit)은 Promega에서 구입,사용하였으며 세포 단백질 농도를 측정하기

위해 BCAproteinAssaykit(Pierce,USA)를 구입,사용하였다.

Western blot에서 Protein standard marker는 Dualcolormarker

(BIO-RAD,USA)제품을 사용하였고,사용한 각종 antibody는 Santa

Cruz(CA,USA),Cellsignaling(Beverly,MA,USA),Bethyl(Montgomery,

TX,USA)에서 구입하였으며,MEK inhibitor인 PD98059와 PI3Kinase

Inhibitor인 LY294002는 Cellsignaling(Beverly,MA,USA)제품을 사

용하였다.DetectionRegent로 SupersignalWestPicoLuminol/Enhancer

Solution과 SupersignalWestPicoStablePeroxideSolution(Piercem,

USA)을 이용해 Kodacfilm (Rochester,NY,USA)에 감광하였다.Cell

cycle testassay는 Muse™ CellCycle Reagent(EMD Millipore Co.,
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Hayward,CA,USA)를 반응시켜 MuseTM CellAnalyzer(EMDMillipore

Co.,Hayward,CA,USA)를 이용해 측정하였다.

2.실험방법

1)시료의 제조

PY-PE(PorphyrayezoensisPeptide)는 PEPTRON (Daejeon,Korea)으

로부터 합성하였다.PY-PE는 0.1% Trifluoroaceticacid(TFA)가 함유된 탈

이온수에 녹여 HPLC로 정제하였는데,HPLC로 사용한 칼럼은 Shiseido

capcellpakC18Column이며,220nm에서 나타내는 peak를 확인한 후,

0.1% TFA 내 acetonitrile농도를 10～70% 까지 변화를 주어 1㎖/min

유속으로 용출시켰다.

2)세포 배양

 Rat에서 유래된 소장 상피세포인 IEC-6세포는 AmericanTypeCulture

Collection(ATCC,USA)으로부터 분양받아 실험에 사용하였다.세포는

10% FBS가 함유된 DMEM (Dulbecco’smodifiedEagle’smedium)배

지를 사용하여 37℃ CO₂incubator(5% CO,95% air)에서 배양하였다.이

때 미생물의 오염이나 증식을 억제하기 위하여 penicillin(100units/㎖)을

배지에 첨가하였다.세포가 80% 정도 confluent되면 PBS로 세척한 후

trypsin처리하여 계대배양 하였으며 배지는 48시간마다 교환해 주었다.
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3)MTSassay

PY-PE가 IEC-6세포의 증식에 미치는 영향을 알아보기 위하여 MTS

assay를 시행하였다.96-wellplate에 1×10⁴cells/well로 세포를 동일하

게 분주한 후 세포부착을 위하여 24시간 동안 배양하였고,serum Free

medium (SFM)으로 4시간 더 배양한 후 PY-PE를 0,125,250,500,

1000ng/ml농도별로 처리한 후 24시간 동안 배양하였다.MTS/PMS

solution(PromegaCo,USA)을 첨가하여 37℃에서 30분간 반응시킨 후

ELISA platereader(BIO-RAD,USA)로 490nm 흡광도에서 측정하였

다.

4)PI3K/MEK inhibitor처리

IEC-6 세포를 10% FBS를 함유한 DMEM 배지에서 배양한 다음

serum free-DMEM 배지로 교환하여 4시간 더 배양하였다.4시간 경과

후,serum free-DMEM 배지에 PD9805940μM,LY29400250μM의 농

도로 처리하였다.1시간 후 PY-PE를 500ng/ml의 농도로 처리하여 24

시간 동안 배양한 후 세포증식을 확인하였다.

5)Westernblotanalysis

① Totalcelllysate추출

PY-PE를 처리한 IEC-6 세포를 PBS로 2회 세척하고 protease

inhibitor(1㎎/㎖ aprotinin,1㎎/㎖ leupeptin,1㎎/㎖ pepstatinA,200

mM Na₃VO₄,500mM NaF,100mM PMSF)를 첨가한 RIPA lysis

buffer(1% NP-40,0.25% sodium deoxycholate,1mM EGTA,150
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mM NaCl,50mM Tris-HCl,pH 7.5)를 넣어 얼음 위에서 celllysate를

회수하고 30분간 방치시킨 후 회수한 celllysate를 원심분리 (12,000

rpm,4℃,10min)하여 그 상층액을 실험에 사용하였다.

② 핵 획분 추출

핵 획분 추출은 Parketal.(2005)의 방법을 사용하여 추출하였다.

IEC-6세포에 PY-PE를 농도별로 처리한 다음 PBS로 2회 세척한 후

protease inhibitor (1 ㎎/㎖ aprotinin,1 ㎎/㎖ leupeptin,1 ㎎/㎖

pepstatinA,200mM Na₃VO₄,500mM NaF,100mM PMSF)를 첨가

한 hypotoniclysisbuffer(10mM HEPES,pH 7.9,10mM KCL,1.5

mM MgCl₂)를 500㎕ 첨가하여 얼음 위에서 lysation한 후 15분간 방

치시켰다.다시 2.5% NP-40을 65㎕ 첨가하여 4℃에서 10분간 방치시

킨 후 5,000rpm에서 15분간 원심분리 한 후 상층액을 제거하였다.cell

lysate에 nuclearextrationbuffer(10mM HEPES,pH 7.9,100mM

NaCl,1.5mM MgCl₂,0.1mM EDTA,0.1mM DTT)를 첨가하여 4℃

에서 20분간 방치한 후 원심분리 (14,000rpm,4℃,10min)하여 상층액

을 핵 획분으로 사용하였다.

③ 단백질 발현 및 분석

IEC-6 세포에 PY-PE를 농도별로 처리하여 lysisbuffer(50 mM

Tris-HCL,pH 7.4,150mM NaCl,1mM EDTA,1mM NaF,1%

NP-40,1mM Na3VO4,1㎍/㎖ aprotinin,1㎍/㎖ leupeptin,1㎍/㎖

pepstatin,0.25% Na-deoxycholate,1mM PMSF)를 첨가하여 4℃ 저온

에서 30분 방치한 후 celllysate를 원심분리한 다음 상층액을 취하여 단

백질 농도수준을 측정하였다.단백질 농도를 30㎍/㎖으로 동일하게 정
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량한 다음 SDS-PAGE에 전기영동 한 후 PVDFmembrane(Millipore,

USA)으로 Transfer하였다.이때 표준분자량은 dualcolormarker를 사

용하였다.전기영동 한 membrane은 실온에서 1% BSA/TBS-T로 1시간

30분 동안 blocking시킨 후 확인하고자 하는 각 각의 1차 antibody를

1:1,000으로 희석해 10℃ 16시간 반응시킨 후 TBS-T로 15분간 2회 세

척한 다음 2차 antibody를 1:10,000비율로 희석하여 1시간 30분간 반응

시켰다.반응 시킨 membrane을 다시 TBS-T로 15분간 2회 세척한 후

SuperSignalWestPico Stable Peroxide Solution과 SuperSignal

WestPicoLuminol/Enhancersolution(Rockford,IL,USA)을 사용하

여 KODAK X-rayfilm에 감광시킨 다음 현상 후 scanning하여 나온

밴드의 강도를 ScienceLab2005(Fujifilm,Japan)를 이용하여 비교분석

하였다.

6)Reversetranscriptionpolymerasechainreaction(RT-PCR)

① RNA 추출 및 cDNA합성

RNA를 추출하기 위하여 TRIzol용액 (InvitrogenLifeTechnologies,

Carlsbad,CA)을 이용한 phenol-chloroform 추출 기법을 사용하였다.TRIzol

용액을 각 well당 각각 1㎖씩 넣고,200㎕의 chloroform을 처리하여 잘

섞어준 뒤 4℃,12,000rpm에서 15분 동안 원심분리 하였다.상층액을

분리하여 isopropanol과 1:1의 비율로 섞어준 뒤,4℃,12,000rpm에서

10분간 원심분리 하였다.생성된 pellet을 DEPC로 희석한 75% EtOH에

씻어내고,4℃,12,000rpm에서 5분간 원심분리 하였다.최종 추출된

pellet을 상온에서 10분간 말린 뒤 0.1% DEPCwater50㎕에 녹인 후,

UV 흡광도 600nm에서 농도를 측정하였다.cDNA를 합성하기 위해 1

㎍/㎕의 RNA를 5×Buffer4㎕,random primer2㎕,2.5mM dNTP2
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㎕,Rnase inhibitor 0.5 ㎕,그리고 reverse transcriptase 0.25 ㎕

(InvitrogenLifeTechnologies,Carlsbad,CA)와 혼합하여 25℃ 10분,

42℃ 60분,그리고 95℃ 5분간 RevoscriptRTpremix를 이용해 cDNA

를 합성하였다.

② mRNA발현 및 분석

전체 혼합물 20㎕에 각각 3㎕의 cDNA,5pmolprimer,dNTP0.2

mM,10mM Tris-HCl,2mM MgCl₂,Taqpolymerase1unit을 포함

하여 혼합하였다.사용된 각종 primer는 CosmoGenetech(Seoul,Korea)

에서 주문 제작하여 사용하였다 (Table.1).대상 유전자를 각각의 조건

에 맞게 polymerasechainreaction방법으로 증폭시켰다.polymerasechain

reaction산물들을 1% agarosegel을 이용하여 전기영동하고 RedsafeTM

를 이용하여 염색한 후 Ultraviolet(UV)하에서 확인하였다.
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Gene name Primer sequence

IGF-IR
forward 5´-AAATGTGCCCGAGCGTGTG-3´

reverse 5´-TGCCCTTGAAGATGGTGCATC-3´

SOS 1
forward 5´-GCATCTTATTGGAAGGATTT-3´

reverse 5´-CCTCTCAGGTGAGACTGCTA-3´

IRS-1
forward 5´-ACTTGAGCTATGACACGGCT-3´

reverse 5´-GGTTGGAGCAACTGGATGAA-3´

PI3K
forward 5´-GCCGAACACCTTTTTGAGTC-3´ 

reverse 5´-AGGAGCGGTACAGCAAAGAA-3´

PDK1
forward 5´-AAGGGTACGGGCCTCTCAAA-3´

reverse 5´-CCCACGTGATGGACTGAAAGA-3´

Akt
forward 5´-CAACTTCTCTGTGGCGCAGTG-3´

reverse 5´-GACAGGTGGAAGAACAGCTCG-3´

EGFR
forward 5´-CTCACGCAGTTGGGCACTTT-3´

reverse 5´-TCATGGGCAGCTCCTTCAGT-3´

Grb2
forward 5´-CGGGATCATGGAAGCCATCGCCAAA-3´

reverse 5´-CTAGCTAGCTTAGACGTTCCGGTTCACTG-3´

Ras
forward 5´-CCCGTCCTCATGTACTGGTC-3´

reverse 5´-ATCTTGGATACGGCAGGTCA-3´

Raf
forward 5´-AAGGCAGTCGTGCAAGCTCA-3´

reverse 5´-GATGATGGCAAACTCACGGATTC-3´

MEK
forward 5´-CGATGGATCCCCCAAGAAGAAGCCGACG-3´

reverse 5´-CGATCTCGAGTTAGACGCCAGCAGCATG-3´

ERK
forward 5´-GATTGCTGACCCTGAGCA-3´

reverse 5´-GGGGGCCTCTGGTGCC-3´

c-Jun
forward 5´-TCAAAATGTTTGCAACTGCTGCG-3´

reverse 5´-ATGACTGCAAAGATGGAAACG-3´

c-Fos
forward 5´-GGAGAATCCGAAGGAAGG-3´

reverse 5´-GCTTGGGCTCAGGGTCATTG-3´

GAPDH
forward 5´-CAGCCGAGCCACATCG-3´

reverse 5´-TGAGGCTGTTGTCATACTTCTC-3´

Table1.OligonucleotidesequencesoftheprimerusedinRT-PCR.
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7)Cellcycleanalysis

PY-PE에 의한 세포 주기의 분포도 변화를 보기 위해서 IEC-6세포

를 6-well에 10% FBS를 함유한 DMEM 배지를 희석해 분주하였다.세

포가 80% 증식하면 SFM을 4시간 처리하고 이 후 PY-PE를 농도별로

24시간 처리,배양하였다.PBS로 세포를 부유시켜 원심분리 (5,000rpm,

10min,4℃)하여 pellet을 회수해 각 각의 tube에 CellcycletestReagent

와 섞어 5초간 vortex한 후 30분간 암실에서 실온 반응하였다.반응 후

MuseTM CellAnalyzer장비를 이용해 측정하였다.

8)통계학적 처리

본 실험의 분석결과는 각각의 군별로 평균과 표준편차 (mean±S.D.)를

사용하여 표기하였으며,모든 자료는 window용 SPSS프로그램 (Statistical

PackageforSocialScience,SPSSInc.,Chicago,IL,USA)을 이용하여

처리하였고,반복측정에 의한 ANOVA test와 Duncan’smultiplerange

test를 적용하였다.이 때,모든 통계적 유의도 수준은 p<0.05에서 살펴

보았다.
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Ⅲ.결과 및 고찰

1.김 (Porphyrayezoensis)peptide의 제조

김 (Porphyrayezoensis)peptide는 0.1% Trifluoroaceticacid(TFA)

가 함유된 탈이온수에 녹여 ShiseidocapcellpakC18Column의 HPLC

로 정제하여 220nm의 범위에서 peak를 확인한 후 (Fig.1),0.1% TFA

내 acetonitrile농도를 10～70%까지 변화를 주어 1㎖/min유속으로 용

출시켰다.이와 같은 시료의 분자량은 Massanalysis(HP1100Series

LC/MSD)를 이용해 1,916 Da 위치에서 확인하였으며 Sequence는

A-L-E-G-G-K-S-S-G-G-G-E-A-T-R-D-P-E-P-T 이다.따라서 본

실험에 사용된 시료는 김 peptide로써 PY-PE로 명명하였다.
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Fig.1.PurificationofpeptideofP.yezoensisonShiseidocapcell

pakC18columnchromatography.
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2.PY-PE에 의한 IEC-6정상 소장 상피세포 성장 촉진 효과

1)PY-PE가 IEC-6정상 소장 상피세포 증식에 미치는 영향

Rat에서 유래한 정상 소장 상피세포인 IEC-6세포의 증식에 대하여

PY-PE가 어떤 영향을 미치는지 확인하기 위해 MTSassay를 시행하였

다.IEC-6세포에 PY-PE를 0,125,250,500,1000ng/ml의 농도로 24시

간 동안 처리한 결과,약 129%,143%,159%,163%로 증식하여 농도 의

존적인 세포증식이 관찰되었으며 (Fig.2),이 후의 실험에서는 이 농도

범위에서 실험을 진행하였다.

다음으로,IEC-6세포에 PY-PE를 처리하였을 때 형태학적인 변화를

나타내는지 확인하기 위해 위상차 현미경 상에서 세포의 형태를 관찰하

였다 (Fig.3).그 결과,PY-PE처리 시 대조군과 비교하여 세포의 형태

학적인 변화는 관찰할 수 없었으나,세포의 증식이 활발한 것을 확인하

였다.즉,MTSassay와 동일하게 현미경 상에서도 세포의 증식을 확인

할 수 있었다.
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Fig.2.ProliferativeeffectofPY-PEonIEC-6cells.

IEC-6cellswereseeded in 96-wellplatesatadensity of1×10⁴

cells/wellwithmedium supplementedwith10% FBS.Afterincubation

for24h,cellswereserum-starvedfor4handthentreatedwithPY-PE

intheindicatedconcentrationsfor24h.Theresultsindicatedmean±

S.D.inthethreeindependentexperiments.
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Fig.3.PY-PEmultipliesIEC-6cellsandphotomicrography(×40).

IEC-6cellswereincubatedwithPY-PEintheindicatedconcentrations

for24h.
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3.PY-PE에 의한 세포증식 신호전달분석

1)IGF-IR과 그 하위인자의 발현에 미치는 영향

PY-PE를 농도별로 24시간 동안 처리한 IEC-6세포에서 IGF-IR로 유

도 되어진 세포 증식에 미치는 영향에 대해 알아보았다.Westernblot을

시행한 결과 농도 의존적으로 IGF-IR의 발현량이 증가하는 것을 확인할

수 있었고 이에 따라 하위 단계의 단백질 발현을 확인하기 위한 실험을

진행하였다.

Insulin like growth factors (IGFs)는 한 개의 사슬로 이루어진

polypeptide로서 생체 내에서 다양한 반응에 관여하는 주요한 성장인자

이다.주로 간세포에서 합성되며 일부분은 신장과 같은 다른 조직에서

autocrine과 paracrine에 의해 분비되어 세포의 성장,분화,생존을 촉진

시킨다 (CS Mantzorosetal.,1997).이러한 IGF-I의 생체 내 작용은

TypeIIGFreceptor(IGF-IR)에 의해 매개되며,이는 IGF-결합단백질

(IGFBP)에 의해 조절된다.IGF-IR은 분자량 300,000-350,000의 membrane

glycoprotein으로 2개의 α-subunit과 2개의 β-subunit이 β-α-α-β으로

결합된 α2β2형의 heterotetramer이다.IGF-IR의 disulfide결합에 의해

연결된 두 개의 α-subunit에 IGF가 결합하게 되면 β-subunit의 tyrosine

kinasedomain에 autophosphorylation이 일어나게 되어 여러 가지 단백

질을 인산화 시키는 tyrosinekinase로 활성화 된다 (AxelUllrichetal.,

1986).활성화 된 IGF-IR에 결합하는 세포 안의 단백질 중 가장 잘 알려

진 것이 insulin-receptorsubstrate(IRS)family인데 IRS의 PH 또는

PHB domain이 IGF-IR에 결합하게 되면 IRS가 인산화 된다.이렇게

phosphorylation된 IRS에 결합하는 단백질 중에서 가장 대표적인 것이

phosphatidylinositol3-kinase (PI3K)의 p85 regulatory subunit이다.

PI3K는 직접 IGF-IR에 결합되어 활성화되거나 IRS에 의해 활성화되어
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Akt를 인산화시킴으로서 cellproliferation을 촉진하는 것으로 알려져 있

다 (AlessiDRetal.,1998;VanhaesebroeckBetal.,1997).

앞서 우리는 MTS assay를 통하여 소장 상피세포인 IEC-6세포에

PY-PE를 처리했을 때 세포증식효과를 확인 할 수 있었다.본 연구에서

는 PY-PE의 처리로 세포증식이 유도되는 과정이 세포 증식 신호전달

경로 중 하나인 IGF-IR을 통해 이루어질 것이라 가정하여 IGF-IR의 발

현 및 하위 신호전달 경로에 대한 작용을 살펴보았다.

우선,PY-PE를 처리하였을 때 IGF-IR의 발현에 대한 영향을 살펴보

았다.그 결과,단백질과 mRNA 발현량 모두 농도 의존적으로 증가하는

것을 확인할 수 있었다.다음으로 IGF-IR의 하위인자인 IRS-1,Shc,

PY99의 발현량을 확인한 결과,PY-PE를 농도별로 처리했을 때 IRS-1,

Shc,PY99모두 농도 의존적으로 단백질과 mRNA의 발현량이 증가하는

것을 확인할 수 있었다 (Fig.4,Fig.5).



- 19 -

Fig.4.PY-PE affecttheprotein expression ofIGF-IR,IRS-1,

Shc,PY-99inIEC-6cells.

CellsweretreatedwithPY-PEafterpreincubationwithSFM for4h.

Wholecellextractswerepreparedandanalyzedbywesternblotting

usinganti-IGF-IR,anti-IRS-1,anti-Shc,anti-PY99andanti-GAPDH

antibodies.
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Fig.5.PY-PEaffectthemRNA expressionofIGF-IRandIRS-1

inIEC-6cells.

CellsweretreatedwithPY-PEafterpreincubationwithSFM for4h.

cDNA extractswerepreparedandanalyzedbyRT-PCRusingIGF-IR,

IRS-1andanti-GAPDHprimers.
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2)MAPK signalingpathway에 미치는 영향

진핵세포의 성장과 분화는 세포 외부로부터 전달된 신호에 의해 이루

어지고,이때 세포 표면에서의 신호는 세포막에 부착되어 있는 Receptor

protein에 의해 감지되며,세포질을 통하여 핵 내로 신호들이 전달되게

된다.이러한 신호전달 과정에서 핵심적인 역할을 하는 Mitogen-activated

proteinkinase(MAPK)는 cytokine,growthfactor,hormone,mitogen

등 세포 외부의 신호전달물질을 세포질을 통해 핵 내로 전달하는 신호전

달 과정의 매개체로 세포의 성장,분화 및 자극에 대한 생리적 반응을

조절 한다 (LevinDEetal.,1993;GarringtonTPetal.,1999).MAPK

family는 extracellularsignal-regulated kinase (ERK),c-Jun NH₂

-terminalkinase(JNK),p38MAPK (p38)등으로 나누어지는데 MEK1/2,

SEK,MKK3/6등의 다양한 MAPK kinase에 의해 인산화 되어 활성화

되며 표적단백질의 serine/threonine잔기를 인산화 시킨다 (Segeretal.,

1995;Heinekeetal.,2006).MAPK 가운데 성장인자에 의한 신호전달

과정에는 MEK에 의해 ERK1/2의 활성화가 일어나며 이는 세포의 생존

과 증식,분열 및 분화를 조절 한다 (MarshallCJ,1995).반면에,JNK과

p38MAPK의 경우 보통 자외선 조사와 열충격,삼투압 충격과 같은 다

양한 스트레스로부터 오는 세포의 반응에 주요한 역할을 한다고 알려져

있다 (Leeetal.,2002).

앞선 실험에서,PY-PE를 IEC-6세포에 처리했을 때 IGF-IR의 발현

을 농도 의존적으로 증가시키고 IGF-IR에 결합하는 bindingprotein인

IRS-1,Shc,PY99의 발현 증가로 세포증식이 유도되는 것을 확인하였다

(Fig.4).이들의 하위 신호전달 경로에는 어떤 영향을 미치는지 확인하

기 위해 MAPKs인 ERK,JNK,p38kinase의 인산화를 살펴보았다.

그 결과,PY-PE를 처리하였을 때,대조군에 비해 ERK의 인산화가 농

도 의존적으로 증가하는 것을 확인할 수 있었고,JNK와 p38의 인산화는
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농도 의존적으로 감소하는 것을 확인할 수 있었다 (Fig.6).세포증식에

관련된 연구결과를 살펴보면,ChouhuryG.G etal.(1997)은 Platelet

derivedgrowthfactor(PDGF)에 의한 혈관간막세포의 증식과 이동 조

절에 MAPK가 관여한다고 하였고,Lovicu etal.(2001)은 fibroblast

growthfactor(FGF)로 유도된 lenscell의 증식과 분화에 MAPK가 관

여한다고 하여 본 연구와 동일한 연구결과를 보여주었다.

이 결과를 바탕으로,PY-PE를 IEC-6세포에 처리하였을 때 IGF-IR

과 연관된 하위 신호전달경로 중 MAPK가 관여한다고 할 수 있는데,

ERK의 활성화 및 JNK,p38의 활성 저해로부터 세포증식이 유도되는 것

으로 생각된다.
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Fig.6.EffectofPY-PEonMAPK signalingpathway.

CellsweretreatedwithPY-PEafterpreincubationwithSFM for4h.

Wholecellextractswerepreparedandanalyzedbywesternblotting

using anti-phospho-ERK1/2,anti-ERK,anti-phospho-JNK,anti-JNK,

anti-phospho-p38,anti-p38andanti-GAPDHantibodies.
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3)PI3K/Aktsignalingpathway에 미치는 영향

phosphatidylinositol3-kinase(PI3K)는 여러 신호전달경로에서 조절

작용을 하는 중요한 단백질 중 하나로 세포의 증식 및 생존,성장,분화

등의 세포 기능을 조절하는 것으로 알려져 있다 (CantleyLC,2002).

PI3K는 두 개의 subunits즉,조절작용을 하는 p85와 촉매작용을 하는

p110으로 이루어져 있으며,이는 IGF-IR,EGFR,non-receptortyrosine

kinase에 의해 활성화 된다 (Klippeletal.,1996).PI3K의 활성화에는 두

가지 경로가 존재하는데 하나는 수용체와 p85subunit의 SH2domain과

의 상호작용을 통해 활성화 되는 직접적인 경로이고,다른 한 가지 경로

는 focaladhesion부위가 관여하는 간접적인 경로인데 이를 통해 활성

화가 일어나게 된다 (Kilppeletal.,1996;WymanMPetal.,1998).

PI3K에 의한 세포증식의 연구를 살펴보면,EbnerSetal.(2000)은 회돌

기교 전구세포의 증식과 생존에 PI3K가 관여한다고 하였고,CalabroP

etal.(2004)는 ERK1/2와 PI3K 경로를 통하여 resistin의 평활근세포 증

식촉진기전이 유도된다고 하였다.또한 GoncharovaE.A etal.(2002)은

폐 평활근 세포의 증식과 이동에 PI3K가 관여한다고 하였다.

Akt는 57kDa의 serine/threoninekinase로 upstream kinase인 PI3K

경로를 통해 활성화 되는 것으로 알려져 있으며,세포의 생존과 관련된

증식,분화,혈관신생,세포주기 등의 여러 생리활성을 조절하는 조절자

로서 작용한다.PI3K와 Akt신호경로는 IGF-IR과 같은 자극인자에 의

해 PI3K로 신호가 전달되면 Akt의 Serine473잔기가 인산화 되어 하위

분자를 활성화시킴으로서 세포의 증식과 분화를 촉진시킨다 (Bellacosa

A,2005).

앞선 실험에서 IEC-6세포에 PY-PE를 처리했을 때 ERK의 활성화가

세포증식에 관여하는 것을 확인하였기 때문에,PI3K/Aktsignalingpathway

또한 IEC-6세포의 증식에 관여할 것이라 가정하고 관련된 단백질의 발
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현에 어떠한 영향을 미치는지 살펴보았다.그 결과 p85와 p110의 단백질

발현이 대조군에 비해 증가하였고 PDK1의 단백질 발현과 Akt의 인산화

또한 증가하는 것을 확인하였다 (Fig.7).또한 PI3K,PDK1그리고 Akt

의 mRNA 발현이 농도 의존적으로 증가하는 것을 확인할 수 있었다

(Fig.8).따라서,IEC-6세포에 PY-PE처리 시 IGF-IR에 의해 조절되

는 하위 신호전달 경로인 MAPK pathway와 PI3K/Aktpathway의 활성

화를 유도하여 IEC-6세포의 증식이 유도되는 것으로 보여진다.



- 26 -

Fig.7.EffectofPY-PE treatmenton PI3K and Aktprotein

expressioninIEC-6cells.

CellsweretreatedwithPY-PEafterpreincubationwithSFM for4h.

Wholecellextractswerepreparedandanalyzedbywesternblotting

usinganti-p85ɑ,anti-p110,anti-PDK1,anti-phospho-Akt1/2/3,anti-Akt1and

anti-GAPDHantibodies.
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Fig.8.EffectofPY-PEtreatmentonPI3KandAktmRNAexpression

inIEC-6cells.

CellsweretreatedwithPY-PEafterpreincubationwithSFM for4h.

cDNA extractswerepreparedandanalyzedbyRT-PCR usingPI3K,

PDK1,AktandGAPDHprimers.
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4)EGFR와 Grb2,SOS1의 발현에 미치는 영향

수용체 티로신 키나아제 (receptortyrosinekinase;RTK)는 많은 성

장인자,cytokine및 hormone의 신호전달을 위한 세포표면 수용체이다

(PawsonT,1995).RTK는 정상세포의 증식과 분화 등의 대사과정을 조

절할 뿐만 아니라 많은 악성종양의 발암 과정에 중요한 역할을 한다.대

표적인 RTK는 상피성장인자 (EGF:epidermalgrowthfactor)수용체,

PDGF (platelet-derived growth factor) 수용체, 혈관내피성장인자

(VEGF:vascularendothelialgrowthfactor)수용체 등이 있다 (Robinson

DR et al., 2000). 그 중에서 EGF는 53 amino-acids로 구성된

single-chainpolypeptide로,tyrosinekinase활성을 갖고 있는 세포 표면

의 수용체 (EGFR)와 결합하여 다양한 형태의 세포증식을 유도하는 강

력한 분열 유발성 단백질이다.Cohen등이 처음으로 생쥐의 악하선 으

로부터 추출한 이후 사람의 타액,세포외액 등에서도 추출하게 되어 많

은 연구가 시행되었다 (CohenS,1962;CohenSetal.,1975).상피성

장인자수용체 (EGFR,epidermalgrowthfactorreceptor)는 다양한 세포

의 세포막에 존재하는 분자량 170kDa의 막 투과성 당단백질로 EGF나

TGF-ɑ와 같은 다른 성장 인자들이 결합하는 세포외 결합부 (domain)

와 짧은 막전위 (transmembrane),세포내 티로신 키나아제 결합부로 구

성되고 (IshitoyaJetal.,1989;ZwickEetal.,2001),상피의 증식이

빠르게 일어나는 여러 종류의 상피세포와 상피조직에서 관찰된다

(ChristensenMEetal.,1992).Greenetal.(1977)은 피부,결막,인두조

직에서 유래하는 각화세포의 증식자극에 EGF가 관여한다고 하였고,

Cohenetal.(1974)에 의하면 invivo의 연구에서 EGF는 여러 부위의

상피조직 기저층의 증식을 촉진한다고 보고하였다.그리고 Niederlechner

etal.(2013)은 heat-stress에 노출된 IEC-6세포의 세포 보호 기전에서

EGFR의 발현은 필수적이라 하였다.EGF나 TGF-ɑ 같은 상피성장인자
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가 세포의 세포막에 존재하는 EGFR에 결합하게 되면 수용체의 세포 내

domain의 tyrosinekinase를 활성화 시키게 되는데,활성화된 tyrosine

kinase는 downstream 기질을 인산화 시킴으로써 DNA 복제와 세포분열

을 야기한다.이와 같이 상피성장인자는 EGFR과 결합함으로써 세포 증

식 촉진에 중요한 역할을 하므로 (PusztaiLetal.,1993),본 논문에서

는 EGFR의 발현에 대해 살펴보았다.

우선,IEC-6cell에 PY-PE를 처리하였을 때 EGFR의 단백질과 mRNA

발현량의 변화를 살펴보았다.그 결과,농도 의존적으로 발현량이 증가하

는 것을 확인할 수 있었다.EGFR의 발현이 증가한 것을 확인하였으므로

EGFR에 결합하는 하위인자인 Grb2와 SOS1의 단백질 발현과 mRNA

발현에도 영향을 미치는지 확인한 결과,PY-PE를 농도별로 처리했을 때

Grb2와 SOS1의 발현 또한 농도 의존적으로 증가하는 것을 확인할 수

있었다 (Fig.9,Fig.10).
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Fig.9.PY-PEaffecttheexpressionofEGFR,Grb2,SOS1inIEC-6

cells.

CellsweretreatedwithPY-PEafterpreincubationwithSFM for4h.

Wholecellextractswerepreparedandanalyzedbywesternblotting

usinganti-phospho-EGFR,anti-EGFR,anti-Grb2,anti-SOS1andanti-GAPDH

antibodies.
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Fig.10.PY-PEaffectthemRNA expressionofEGFR,Grb2,SOS1

inIEC-6cells.

CellsweretreatedwithPY-PEafterpreincubationwithSFM for4h.

cDNA extractswerepreparedandanalyzedbyRT-PCR usingEGFR,

Grb2,SOS1andGAPDHprimers.
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5)Rassignalingpathway에 미치는 영향

저분자량 GTPbindingprotein인 Ras는 세포의 증식과 분화를 포함한

다양한 세포 내 반응에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다 (Bouguskiet

al.,1987).Ras는 분자량 21kDa의 종양유전자의 일종으로 guanidine

nucleotide-binding protein을 code한다.Ras 유전자에는 Kirsten-ras

(K-ras),Harvey-ras(H-ras)및 N-ras의 세 가지 종류가 존재한다.세

가지 Ras단백질은 조직 특이적으로 발생과정에서 다르게 발현되는데,

이는 Ras단백질들이 서로 다른 기능을 나타낼 가능성을 보여주며,Ras

단백질에 의한 신호전달 경로에도 차이가 있다고 알려져 있다 (Carbone

etal.,1991).성장인자가 세포막 수용체에 결합하여 형성된 신호는 일련

의 연결 단백질의 결합을 거쳐 Ras활성인자인 SOS1protein을 소집하

고,이는 guanosinetriphosphate(GTP)에서 guaninenucleotide분해를

촉진하여 Ras단백질과 결합을 촉진함으로서 Ras를 활성화시키게 된다.

활성화된 Ras-GTP는 단백질과 결합하여 다양한 신호전달이 이루어지게

되는데 이 중에서 Raf-MEK (mitogen-activatedandextracelluar-signal

regulatedkinase)-ERK (extracellularsignalregulatedkinase)경로는

세포의 증식,생존 및 분화 등을 촉진한다 (SchubbertSetal.,2007).

그리고 또 다른 한 가지 경로인 Ras-PI3K (Phosphatidylinositol3-

kinase)/Akt경로 또한 G protein이 매개하는 세포 외 자극에 반응하는

수용체 또는 smallGTPaseRas에 의해 활성화되어 (Rodriguezetal.,

1994;Rodriguezetal.,1996)세포 증식,세포 이동성,분화 및 apoptosis

를 조절한다 (Keely etal.,1997;Yao etal.,1995).본 실험에서는

PY-PE를 처리한 IEC-6 세포에서 Rassignaling의 단백질 발현량과

mRNA 발현량에 대해 확인해본 결과,Ras의 발현량은 단백질과 mRNA

발현 모두에서 농도 의존적으로 증가하는 것을 확인할 수 있었고,그 하

위인자인 Raf,MEK,ERK의 발현량 또한 단백질 (Fig.11)과 mRNA
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(Fig.12)발현 모두 농도 의존적으로 증가하는 것을 확인할 수 있었다.
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Fig.11.EffectofPY-PEtreatmentonRassignalingproteinexpression

inIEC-6cells.

CellsweretreatedwithPY-PEafterpreincubationwithSFM for4h.

Wholecellextractswerepreparedandanalyzedbywesternblotting

using anti-Ras,anti-Raf,anti-MEK,anti-phospho-ERK1/2,anti-ERK

andanti-GAPDHantibodies.
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Fig.12.EffectofPY-PEtreatmentonRassignalingmRNAexpression

inIEC-6cells.

CellsweretreatedwithPY-PEafterpreincubationwithSFM for4h.

cDNA extractswerepreparedandanalyzedbyRT-PCR using Raf,

MEKandGAPDHprimers.
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6)AP-1의 발현에 미치는 영향

진핵세포에서 유전자 발현 조절은 염기서열 특이 DNA 결합 단백들이

promotercis-actingelements와 결합함으로서 증강되게 되는데 Activator

protein1(AP-1)과 cyclicAMPresponseelementbinding(CREB)등

의 전사인자는 유전자 발현 조절능력이 널리 인정되고 있다 (Branchiet

al.,1993;Liou& Baltimore.,1993).

AP-1(Activatorprotein1)은 transcriptionfactor로서 특이적으로 일

련의 gene발현 조절에 관여하는데 (ChiuRetal.,1988;MorgenI.M

etal.,1992),이는 세포의 증식,분화,세포사멸과 전환 등의 광범위한

범주에서 세포 과정 조절에 직접적으로 관여 한다 (MurakamiY etal.,

1991;KovaryK etal.,1991).AP-1은 Jun족 단백질과 fos족 단백질의

이종이합체로 구성되어 있으며 이들 단백들은 연계하여 하나의 공통 좌

위에 결합하는 하나의 leucinezipperdomain을 통해 homo-와 heterodimer

복합체를 형성 한다 (Abate C etal.,1990;AngelP etal.,1991;

JohnsonPFetal.,1989;KarinM.,1995).이들은 세포 핵 밖에 있는

Ras,Src,Raf,Mos,Sis,ErbB 등이나 Growthfactor,Growthfactor

receptorsignal,cytokine그리고 산화성 스트레스와 같은 다양한 자극에

의하여 activation됨으로서 세포의 증식과 분화를 촉진 시킨다 (Schonthal

Aetal.,1988;SchonthalAetal.,1992).

위에서 설명한 바와 같이 AP-1은 IGF-IR그리고 EGFR과 같은 성장

인자에 의해 활성화 되어 최종적으로 세포의 증식을 촉진시키는데,본

논문에서는 앞서 IGF-IR과 EGFR이 활성화되어 그 하위인자인 MAPK,

PI3K/Akt,Rassignalingpathway를 활성화 시킨다는 것을 확인하였으

므로 핵 획분을 추출하여 Westernblotanalysis를 통해 AP-1의 단백질

발현수준을 확인하였고,RT-PCR을 통해 mRNA 발현수준을 확인하였

다.그 결과,PY-PE를 처리하였을 때,대조군에 비해 c-Jun과 c-Fos의
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단백질 발현량과 (Fig.13)mRNA 발현량이 (Fig.14)모두 증가하는 것

을 확인할 수 있었다.따라서,IEC-6세포에 PY-PE를 처리 하였을 때

IGF-IR,EGFR 신호전달경로가 활성화됨으로서 AP-1이 활성화되어 세

포증식이 유도되는 것으로 생각된다.
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Fig.13.EffectofPY-PE treatmentonc-Junandc-Fosprotein

expressioninIEC-6cells.

CellsweretreatedwithPY-PEafterpreincubationwithSFM for4h.

Nuclearextractswerepreparedandanalyzedbywesternblottingusing

anti-c-Jun,anti-c-Fosandanti-GAPDHantibodies.
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Fig.14.EffectofPY-PE treatmentonc-Jun andc-FosmRNA

expressioninIEC-6cells.

CellsweretreatedwithPY-PEafterpreincubationwithSFM for4h.

cDNA extractswerepreparedandanalyzedbyRT-PCR usingc-Jun,

c-FosandGAPDHprimers.
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7)MEK/PI3K의 발현 억제가 세포증식기전에 미치는 영향

앞선 실험에서 IEC-6세포에 PY-PE를 처리하였을 때 MEK와 PI3K

의 발현이 증가함으로써 세포 증식이 촉진되는 것을 관찰할 수 있었기

때문에 MEK inhibitor인 PD98059와 PI3K inhibitor인 LY294002를 사용

하여 MEK와 PI3K의 발현을 저해시켰을 때 IEC-6세포의 증식에 어떠

한 영향을 미치는지 MTSassay를 통하여 세포 증식률을 확인해 보았

다.그 결과,PY-PE단독 처리군 에서는 세포증식이 나타났으나,40㎕

의 PD98059와 50 ㎕의 LY294002를 각각 1시간 동안 전처리한 후

PY-PE를 처리한 군에서는 대조군만큼 세포증식이 억제되는 것을 확인

할 수 있었다 (Fig.15,Fig.16).이 결과로부터,PY-PE의 세포 증식 촉

진 기전은 PI3K-Akt와 MAPK pathways를 통해 유도된다는 것을 증명

할 수 있었다.
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Fig.15.EffectofMEK inhibitor(PD98059)oncellproliferation

inducedbyPY-PEtreatmentinIEC-6cells.

Cellswereseededinto96-wellplatesat1×10⁴cells/wellin100㎕ of

medium.After24h,cellsweremaintainedin SFM for4h.After

pretreatmentwithPD98059(40㎕),cellswereincubatedwithPY-PE

for24h.CellviabilitywasmeasuredwithMTSassaykitasmanufacturer’

sinstruction.Valuesarethemean±S.D.Differentalphabetsaresignificantly

valuesamongthegroupbyDuncan’smultiplerangetest.
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Fig.16.EffectofPI3K inhibitor(LY294002)oncellproliferation

inducedbyPY-PEtreatmentinIEC-6cells.

Cellswereseededinto96-wellplatesat1×10⁴cells/wellin100㎕ of

medium.After24h,cellsweremaintained in SFM for4h.After

pretreatmentwithLY294002(50㎕),cellswereincubatedwithPY-PEfor

24h.CellviabilitywasmeasuredwithMTSassaykitasmanufacturer’s

instruction.Valuesarethemean±S.D.Differentalphabetsaresignificantly

valuesamongthegroupbyDuncan’smultiplerangetest.
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4.세포 주기에 미치는 영향

1)세포 주기 분석

세포주기란 순차적으로 일어나는 세포 현상으로서 세포가 하나의 분열

에서 다음 분열 (유사분열)할 때까지를 말한다.이는 4개의 phase즉,

G1기 (Gap1),S기 (DNA 합성기),G2기 (Gap2),M기 (유사분열기)로

나누어진다.세포의 성장은 이러한 세포주기가 계속적으로 반복,순환과

정을 거치며 이루어지고 세포주기의 진행은 내부적 또는 외부적 신호의

전달을 받아 순차적으로 진행되며 역방향으로 진행되지는 않는다.세포

의 증식은 G1기의 세포가 S기로 전이되어 유사분열이 일어남으로써 발

생하게 되는데 이러한 세포주기의 진행 정도가 증식속도를 결정하게 된

다 (NurseP,1994).G1기는 첫 번째 휴지기로 세포가 분열된 직 후 다

음의 성장과정을 시작하기 이전에 필요한 세포 내 인자를 준비하는 기간

으로 세포의 증식이 이루어진다.S기는 DNA의 복제가 이루어지는 시기

로 한 염색체가 동일한 두 염색체로 복제되는 시기이다.이 후로 세포는

G2기로 넘어가게 되는데 한 세포가 두 세포로 분열하는데 필요한 인자

들이 모두 만들어 지게 되고 M기에서는 세포질의 분열이 일어나 세포벽

이 생기면서 실제로 세포분열이 일어나게 된다.

세포가 이러한 항상성을 유지하기 위하여 세포 주기는 Checkpoint를

가지고 있는데 먼저 G1기와 S기 사이에 restrictionpoint(Rpoint)가 있

어서 외부 환경이 적합하지 않으면 S기로 진행되지 않고 G1기에서 머무

르는 단계,혹은 G0기의 휴식상태로 다시 돌아가게 된다.정상적인

restrictionpoint(Rpoint)를 지나게 되면 S기에서 DNA 복제 후 G2기

로 가게 되는데 여기서도 하나의 checkpoint가 있어 S기에서 진행된

DNA 복제에 이상이 있으면 세포 주기가 정지를 하게 된다.이상이 없

을 경우 세포 주기가 정상적으로 진행되어 M기에서 세포분열이 일어난다.
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본 실험에서는 PY-PE처리 시,IEC-6세포의 증식 촉진 기전이 세포

주기에도 영향을 미치는지 확인하기 위해 세포주기를 분석하였다.분석

결과,G1기의 구간 비율이 대조군 47.6%에 비하여 각각 PY-PE를 처리

했을 때 50.6%,56.8%,62.8%,64.4% 로 농도 의존적으로 증가하는 것을

확인할 수 있었다 (Fig.17).
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Fig.17.TreatmentofIEC-6cellswithPY-PEresultsincellcycle

progression.

Intheexperimentsondosedependence,PY-PEaddedatthevarying

concentrations(0,125,250,500,1000ng/ml).
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Fig.18.EffectofPY-PEoncellcyclephaserationinIEC-6cells.
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2)세포 주기 조절 단백질 분석

세포의 증식은 여러 가지 자극에 의해 결정되며,자극의 종류와 전달

기전에 따라 세포분열이 일어나거나 멈추게 되는데 이런 세포주기의 진

행과 억제에는 여러 세포 주기 조절 관련 단백질이 연관되어 있다.세포

주기 조절 단백질로는 세포주기 진행에 중요한 역할을 하는 serine/

threoninkinase인 cyclindependentkinase(Cdk)와 Cdk에 결합하여

활성을 조절하는 cyclin,그리고 negativeregulator인 p21,p27등이 있

다 (KatoJ.A.etal.,1994).세포의 핵 내에는 cyclin이 주기적으로 증가

감소되고 있는데,cyclin의 증가에 의해 Cdk가 활성화 되고,활성화 된

Cdk는 pRb의 serine및 threonine을 인산화시킴으로서 E2F,Elf-1과 같

은 전사인자들이 활성화되어 세포주기는 G1기에서 S기로 진행되고 이로

인해 세포가 증식하게 된다 (SherrC.J,1993).

본 연구에서는 PY-PE를 IEC-6세포에 처리하였을 때 세포 주기 조

절 단백질의 발현을 westernblotting을 이용하여 알아보았다.그 결과,

cyclinD1,cyclinE,Cdk2,Cdk4,Cdk6그리고 pRb의 발현이 모두 증가

하는 것을 확인할 수 있었다 (Fig.19A).

세포 주기의 조절에는 cyclin이나 Cdk와 같은 positiveregulator이

외에도 p21,p27과 같은 Cdkinhibitor들이 필수적인데,이는 CyclinE

와 Cdk2,CyclineD와 Cdk4또는 Cdk6복합체의 활성을 억제한다.

이들의 발현양상을 확인한 결과,p21과 p27모두 대조군에 비하여 농

도 의존적으로 감소하는 것을 확인할 수 있었다 (Fig.19B).

이러한 결과를 종합하여 볼 때,PY-PE를 처리한 IEC-6 세포는

IGF-IR과 EGFR signaling을 통해 세포증식을 유도하며,Cyclin과 Cdk

복합체의 발현 증가와 p21,p27의 발현 감소에 의해 세포 주기가 조절되

어 세포증식이 진행되는 것을 확인할 수 있었다.
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(A) (B)

Fig.19.EffectofPY-PEtreatmentonthelevelsofcellcyclerelated

proteinsinIEC-6cells.

CellsweretreatedwithPY-PE afterpreincubationwithSFM for4h.

Wholecellextractswerepreparedandanalyzedbywesternblottingusing

(A) anti-cyclin D1,anti-cyclin E,anti-Cdk2,anti-Cdk4,anti-Cdk6,

anti-PRb,(B)anti-p21,anti-p27andanti-GAPDHantibodies.
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Fig.20.Theproposedmodelofproliferationmechanism inducedby

PY-PEtreatmentinIEC-6cells.
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Ⅳ.결론 및 요약

해조류란 바다에서 생산되는 조류식물의 총칭으로,오래전부터 아시아

지역에서 주로 식품으로 이용되어 왔으며 의약품,공업용 원료 등으로

이용되어온 주요자원이다.최근 해조류를 구성하고 있는 다당류의 독특

한 구조적 특성으로 인하여 항산화,항응고 등의 생물학적 활성을 가진

sulphatedpolysaccharides,peptide,polyphenol과 같은 생리활성물질의

훌륭한 원천임이 알려지면서 해조류의 기능성 식품으로서의 개발에 관심

이 증가하고 있는 추세이다.그 중에서 김은 홍조류에 속하는 해조류로

당질,각종 무기질과 비타민이 골고루 함유되어 있다.

본 연구에서는 생체효능에 영향을 줄 수 있는 김 단백질을 추출하고

분리하여 구조를 밝힌 후,peptide를 제작하여 실험에 사용하였다.김

(Porphyrayezoensis)peptide(PY-PE)를 Rat에서 유래한 정상 소장 상

피세포인 IEC-6세포에 처리하여 생리활성을 검토한 결과,세포증식효과

를 확인하였으며 그 작용기전을 확인하였다.IGF-IR,EGFR과 연관된

신호전달경로를 중점적으로 살펴보았고,PY-PE의 세포 증식 촉진 기전

이 세포주기에도 영향을 미치는지 확인하였다.그리고 PI3K와 MEK

inhibitor를 처리하여 PI3K와 Ras경로가 차단됨으로써 PY-PE에 의한

세포증식이 억제됨을 확인하였다.

IEC-6세포에 PY-PE를 농도별로 처리했을 때,세포 증식효과를 확인

하였으며 IEC-6세포의 증식이 어떠한 신호전달경로에 의해 진행되는지

알아본 결과,IGF-IR과 EGFR의 발현이 증가하는 것을 확인하였다.

세포증식에 관여하는 MAPKsignalingpathway중 ERK,JNK,p38의

인산화를 확인해 본 결과,ERK의 인산화를 증가시키는 반면에 JNK와

p38의 인산화는 감소시키는 것을 확인 할 수 있었다.PI3K/Aktsignaling

pathway중 p85와 p110그리고 PDK1의 발현이 증가하였고,Akt의 인산

화가 증가하는 것을 확인하였다.또한 Rassignalingpathway중 Ras의 발
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현이 증가하였고,그 하위인자인 Raf,MEK와 ERK의 발현이 증가하는

것을 확인하였다.그리고 Growthfactor와 cytokine,Ras,Raf에 의해 활

성화되어 세포성장을 촉진시키는 transcriptionfactor인 AP-1의 발현에

대해 확인해 본 결과,c-Jun과 c-Fos의 발현이 증가하는 것을 확인할

수 있었다.

세포의 증식은 G1기의 세포가 S기로 전이되어 유사분열이 일어남으로

써 발생하게 되므로 IEC-6세포의 증식촉진 작용에서 세포주기의 변화

를 확인해 보았다.그 결과,세포의 증식이 이루어지는 G1기의 비율이

대조군과 비교하여 PY-PE를 처리한 군에서 농도 의존적으로 증가하는

것을 확인할 수 있었고,세포주기 조절에 관여하는 세포주기 조절 단백

질을 분석한 결과 Cdk와 cyclin의 발현이 증가하였고 p21과 p27의 발현

은 감소하는 것을 확인할 수 있었다.

PI3K와 MEK는 세포증식 신호전달 경로에서 중심적인 인자이기 때문

에 각각의 inhibitor를 처리할 경우 세포증식에 영향을 줄 것이라 예상할

수 있었다.MTSassay를 통해 PI3K와 MEK inhibitor처리 시 세포의

증식이 대조군 수준으로 감소하는 것을 확인할 수 있었다.

이상의 결과를 종합하여 보면,PY-PE의 처리로 인해 IEC-6의 세포증

식이 유도되는데,IGF-IR과 EGFR 그리고 전사인자인 AP-1이 활성화

되어 최종적으로 세포증식 작용을 나타내는 것으로 확인하였다.

따라서 김 peptide는 인체 내 소장 상피세포의 증식을 촉진하는 효능

이 있으므로 기능성 식품 소재로서 활용이 가능할 것으로 생각된다.
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