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Hye-JungHwang
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PukyongNationalUniversity

AAAbbbssstttrrraaacccttt

Seaweeds have received increasing attention because these
traditionalfoodsourcescanbothcontributetothemaintenanceofgood
healthbyprovidingnutritionalbenefitsandbeusedtotreatdisease.
Some seaweeds contain high amounts of proteins,vitamins,and
minerals,andseveralpolysaccharidesfoundinseaweedshavediverse
biologicalactivities,including effects on the immune system and
cancer.Somemarine algae,forexample,contain large amounts of
polysaccharides,such asalginate,fucoidan,carrageenan,and agarose.
Porphyran,a polysaccharide produced by the red alga Porphyra
umbilicalis,isproducedinlargeamountsinSouthKoreaandhasbeen
shown to decrease cholesterollevels and to have antibiotic and
anticancereffects,whilefucoidanisknownforitsanticoagulantand
antioxidanteffects.Inthisstudy,weextracteda14-kDaproteinfrom
themarinealgaPorphyrayezoensisandexamineditsbiologicaleffects
invitroandinvivo.
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Acetaminophen(AAP)isasafeandeffectiveanalgesicwhen
usedattherapeuticlevels.AnoverdoseofAAP,however,caninduce
severehepatotoxicityinexperimentalanimalsandinhumans.Recent
advances suggest that reactive metabolite formation, glutathione
depletion,andalkylationofproteins,particularlymitochondrialproteins,
arekeyinitiatingeventsinAAPtoxicity.Asinothertypesofliver
injury,therolesofoncoticnecrosisandapoptosisinAAPinducedliver
damage have been debated.When AAP causes extensive ATP
depletion, ATP depletion-dependent necrotic cell death results.
However,when fructose and glycine are used to prevent ATP
depletion,necrosisisblockedandcaspasedependentapoptosisincreases.
MPT occursunderboth fructoseand glycinedeficientand sufficient
conditions.The addition ofcyclosporin A decreases necrosis and
apoptosis.Thus,AAP toxicity isan exampleof"necrapoptosis,"in
whichnecrosisandapoptosisrepresentalternateoutcomesofthesame
mitochondrialdeathpathway.

We cultured Chang liverand HepG2 cells inEagle’s minimum
essentialmedium (MEM) containing glycine (0.0075g/L) to block
necroticcelldeath.AAP treatmentand caspase-3 activation induced
DNA fragmentation,indicating thatthe cells underwentapoptosis.
However,DNA fragment results were not consistent with DNA
laddering,acharacteristicofapoptosis,althoughsomeDNA smearing,
a featureofnecrosis,wasobserved.Thus,weconcluded thatthe
mode ofAAP-induced celldeath was necrapoptosis because both
necrosisandapoptosisapparentlyoccur.
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Oxidativestress-inducedcelldeathisamitochondria-independent
pathwayofAAPcytotoxicity.Earlyinvestigationsintothemechanism
ofoxidativestress-inducedcelldeathidentifiedglutathione(GSH)asa
criticalfactorinthedetoxificationofthereactivemetaboliteofAAP.
Whilethisinitialbreakthroughresultedinnoveltherapeuticstrategies
intheclinic,themechanism ofcellinjuryandliverfailureisstillnot
completely understood.In particular,the role of reactive oxygen
species(ROS)inthepathophysiologyofliverdamagecontinuestobe
debated,despitethreedecadesofresearch.

Studiesusingavarietyofexperimentalmodelshaveestablished
that severe hepatocellular injury can lead to intracellular,
mitochondriaderivedoxidantstress.Elevatedhepaticandmitochondrial
GSSG levels are indicators of mitochondrialROS formation,and
AAPinduced celldeath may be a resultofoxidative cytotoxicity.
Recentstudies have shown thatboth endogenously produced and
exogenouslyaddedROScanregulatetheactivityofmitogen-activated
protein kinase(MAPK)pathwaysthatmay beinvolved in cellular
responses,such as proliferation,differentiation,and apoptosis.Three
majorMAPK kinasetypesexist:extracellularsignal-regulatedkinases
(ERKs),p38 kinases,and c-Jun N-terminalkinases(JNKs).These
kinases have severalisoforms generated by alternative splicing of
pre-mRNA. ERKs are generally activated by mitogenic and
proliferative stimuli,such as growth factors involved in cellular
proliferation and differentiation.JNKsand p38kinasesareprimarily
activated by extracellular stresses, such as UV irradiation,
inflammatorycytokines,heat,andarsenictrioxide.Activationofthese
protein kinasescausesavariety ofcellularresponses,depending on
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the cell type. In our experimental system, AAP induced ERK
activation,butnotJNK orp38kinaseactivation.Thus,AAP-induced
oxidativestressinvolvesERK activation.

TofurtherexamineAAP-inducedoxidativestress,weevaluated
glutathionelevelsinahepatocyteculturemodelofAAP-inducedinjury
andinSprague–Dawley rats.Theresultsclearly demonstratedthat
AAP acted to decrease GSH levels,suggesting thatAAP-induced
injuryinvolvesoxidativestress.Wealsoexaminedwhetheraprotein
from P.yezoensis(PYP)couldprotectagainstAAP-inducedinjury.
Ourresultsindicatethatco-treatmentwithPYPandAAPcausedcellsto
recoverfrom AAP-inducedinjuryinvivo.Specifically,AAP increased
caspase-3activityandDNA fragmentation,decreasedGSH levelinliver
tissue,andincreasedGOT/GPT levelsinserum.However,whenPYP
was coadministered, caspase3 activity recovered, and DNA
fragmentation,GSH levels,andGOT/GPT levelsdidnotdifferfrom
thoseofthecontrols.Thus,PYPprotectedcellsagainstAAP-induced
liverinjury.Furthermore,inthehepatocytemodels,usingChangliver
andHepG2cells,AAPadministrationinducedsub-G1cellcyclearrest
and decreased cellproliferation and GSH levels,while increasing
caspase-3 activity, DNA fragmentation, and poly(ADP-ribose)
polymerase (PARP) cleavage.This AAP-induced liver injury was
reversedbythecoadministrationofAAPandPYP.Thatis,AAPplus
PYPco-treatmentinducedcellproliferation,increasedGSH levels,and
inhibitedPARPcleavageinducedbyAAPtreatment.
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Insulin-likegrowthfactors(IGFs)aresynthesizedinbothfetal
andadulthepatocytesandsecretedintotheextracellularfluid.Their
interactionswiththetype-IIGFreceptor(IGF-IR)playpivotalrolesin
theproliferationofavarietyofcelltypes,controlofthecellcycle
progression in G1,regulation oftheearly phasesoftumorigenicity,
maintenanceofthetumorigenicphenotype,andpreventionofapoptosis.
Thevarietyofwaysinwhichapoptosiscanbeinducedsuggeststhat
wild-type IGF-IR and its ligands have widespread anti-apoptotic
effectsonseveraldeathsignals.

Thebinding ofIGF-ItotheIGF-IR activatesmultiplesignal
transductioncascades.OneoftheseinvolvestheMAPKs,afamilyof
serine/threonineprotein kinasesactivatedby many stimuli,including
IGF-IR.A key MAPK pathway contains ERK1/2.Upon IGF-IR
autophosphorylation,theproteinShcisrecruitedtothereceptorand
becomesphosphorylatedontyrosineresidues.ActivatedShcthenbinds
theadaptorproteinGrb2inanIRS-1-independentmanner,leadingto
activationoftheRas–ERK pathway.ThisIGF-IR signalingpathway
ismostcloselyassociatedwithcelldifferentiationandmigration,but
canalsoregulatethemachineryofapoptosisinsomecases,asinthe
detachment-induceddeath,oranoikis,offibroblasts.

AmongthetwodominantIGF-Isignalingpathways,PI3-K and
MAPK,membersoftheMAPK family,whichincludetheERK,JNK,
andp38kinasesubgroups,play importantrolesin cellproliferation,
apoptosis,anddifferentiation.Interestingly,thesethreefamilymembers
also have roles in oxidative stress.Signaling through JNK is a
proximalcomponentofthecelldeath pathway and oxidativestress
alsoactivatesJNK signaling,whiletheERK pathwayregulatescell
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growth and differentiation.Oxidative stress-induced ERK activation
has been reported to function as an anti-apoptotic signal in
homeostasis.TreatmentwithAAPinducedERK1/2activation,andthe
additionofIGF-ItoAAP-treatedcellsresultedinenhancedERK1/2
activation.Nevertheless,IGF-Iprotected cells againstAAP-induced
celldeath,asshown by theresultsoftheMTS assay andPARP
cleavagelevels.WeproposethatERK activationispivotalininducing
theprotectiveeffectofIGF-I.Furtherstudyisrequiredtoclarifythe
mechanism.

Both IGF-IR and PYP protected cells against AAP
cytotoxicity.WehypothesizedthatPYP affectedtheIGF-IR signaling
pathwayandthusappearedtoprovideprotectiveeffectsagainstAAP
cytotoxicity. In Chang liver cells, AAP decreased IGF-IR
phosphorylation, while PYP and AAP co-treatment reversed it.
Furthermore,AAP decreased the electrophoretic mobility ofIRS-1,
IRS-1 protein expression,and binding ofthe p85/p110 complex to
IRS-1.Incontrast,thesechangeswerereversedafterAAPandPYP
co-treatment.Furthermore, PYP heightened the decrease in Shc
phosphorylation and binding ofGrb2 to Shc by AAP.Thus,PYP
inhibitedAAP cytotoxicity through two IGF-I signaling pathways:
activationofthePI3K pathwayandtheMAPK pathway.InHepG2
cells, AAP treatment slightly inhibited IGF-I and IRS-1
phosphorylation.Furthermore,binding ofIRS-1 and p85 markedly
decreased after AAP treatment AAP blocked the PI3K pathway,
leading tocelldeath. In contrast,PYP heightenedthedecreasein
phosphorylationofIGF-IandIRS-I,andbindingofp85toIRS-1by
AAP.Furthermore,PYPenhancedthebindingofGrb2toShc.Thus,
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PYP apparentlyinhibitedAAP cytotoxicityviathePI3K andMAPK
pathwaysinChangliverandHepG2cells.

Finally, to mimic the metabolic process in the body, we
hydrolyzedthe14-kDaPYPwithpepsin.Inaminoacidsequencing,we
detectedasequenceof21aminoacidsthathadhighhomologywith
thecytochromecsequenceinP.umbilicalisandsynthesizedapeptide
with thissequence(Pep21).Wemeasuredtheeffectsofthepepsin
hydrolysateandPep21onAAPcytotoxicityusingtheMTSassayin
which both the hydrolysate and Pep21 protected against AAP
cytotoxicity.

Taken together,theseresultssuggestthatAAP inducesliver
injury via oxidative stress in vitro and in vivo.AAP and PYP
co-treatmentinhibited AAP cytotoxicity in vivo,asshown by the
recoveryincaspase-3activity,andglutathione,GOT/GPT,andDNA
fragmentation levels similar to those of the controls.In vitro,
co-treatmentwith AAP and PYP resulted in increased glutathione
levels,cellviability,andPARP cleavage.Wealsodemonstratedthat
growthfactorsinhibitedAAPcytotoxicity.Forexample,IGF-Iprotected
against AAP cytotoxicity,apparently via ERK activation.The
protectiveeffectofPYPalsoinvolvedtheERK pathway.Ourfindings
suggestthataproteinextractedfrom themarinealgaP.yezoensis
(PYP)maybeeffectiveinprotectingagainstAAP-inducedliverinjury.
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III...서서서 론론론

최근 해조류의 다양한 생리화학적 효과가 검증되면서 해조류로부터
분리한 생리활성물질에 관심이 고조되었고,이에 관한 연구가 활발히 진
행되고 있다(Kim etal.,2005;Kwonetal.,2006).우리나라 해조류 중
가장 많이 양식되고 있는 것은 김,미역,다시마 등이며,김은 일명 해태
(海苔)라고도 하며 홍조식물 보라털목 보라털과의 해조류로 길이 14～25
㎝,나비 5～12㎝의 긴 타원모양 또는 줄처럼 생긴 달걀모양을 하고 있
다.김의 종류로는 참김(Porphyratenera),방사무늬 돌김(P.yezoensis),
둥근 돌김(P.suborbiculata)등이 있으며,그 중 우리나라에서 양식하는
김의 주종을 이루는 것이 방사무늬 돌김이다.현재 국내에서 유통되고 있
는 김제품들은 건조김과 조미김 제품으로 극히 제한되어 있어 그 가공이
나 이용방법이 단순성을 벗어나지 못하고 있는 실정이므로 김의 활용도를
높이기위해서는 각종 유용성분의 응용을 위한 연구가 필요하다.최근 생
명공학관련 과학기술이 빠르게 발전하면서 김에 함유된 생리기능성분을
활용한 고부가가치 기능성식품 소재화 기술개발에 관심을 가지게 되었고
이에 대한 연구가 활발히 진행되고 있지만,다당류인 포피란의 구조와 기
능에 관한 연구(Morriceetal.,1983;Matosuoetal.,1993;Kayamaet
al,1983)가 거의 대부분이다.포피란은 콜레스테롤 저하작용,항균효과 및
항암효과(Hongetal.,1997;Kooetal.,1995)등의 생리효과를 가진다는
사실이 밝혀지면서 김의 생리활성물질 탐색에 많은 관심이 모아졌다.김
에는 포피란 이외에도 항산화물질인 폴리페놀이 함유되어 있으며(Leeet
al.,1996;Leeetal.,2002),Hanetal.(2004)은 김추출물이 콜라겐 합성
및 성숙가교인 pyridinoline생성을 회복시킨다고 하였고, 그 외에
Yashizawaetal.(1995)은 김으로부터 추출한 다당류가 대식세포 촉진작
용을 나타낸다고 하였다.이상에서 언급한 바와 같이,김에서 다당류를 추
출하여 그 추출물의 효과를 살펴본 연구들이 대부분이었다.그렇지만 김
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은 약 36%의 많은 단백질을 함유하고 있으며,단백질에 대한 기능성을
연구한 보고는 거의 없는 실정이다.포피란을 추출하기위해 열수로 추출
물을 만든 후 알코올로 당류를 제거하고 남은 여액에서 ammonium
sulfate를 이용하여 단백질을 침전시켰을 때,유용한 단백질이 회수되었기
에 이들 단백질이 어떤 기능을 가질 것이라는 가정 하에 생리기능효과를
검토하였다.

Acetaminophen은 가장 많이 사용되고 있는 진통제로,과량 복용시
심각한 간 손상을 야기하게 된다.실제로 미국과 영국에서는 약물에 의한
간질환 원인 중에서 가장 우위를 차지하고 있는 것이 AAP에 의한 간손
상이라고 한다(Lee,2004).따라서 Acetaminophen에 의해 야기되는 간손
상 메카니즘을 규명하고,간손상을 예방,혹은 회복하기위한 여러 연구들
이 진행되어 왔다.Cathleenetal.(2005)은 마우스에 AAP투여시의 세포
사멸 현상 중 하나인 PARP활성이 나타난다고 보고하였으며,Tamaraet
al.(2003)은 AAP가 간에서 지질과산화를 일으켜 간손상을 야기한다고 보
고하였다(Tamaraetal.,2003).Sidharthaetal.(1999)은 마우스에서 포도
씨추출물인 proanthocyanidin을 경구투여하였을 때 AAP에 의한 간세포사
멸을 예방한다고 보고하였으며,Franciscoetal.(2005)은 남미에서 민간요
법으로 오랫동안 사용되어온 protium heptaphyllum 추출액을 투여한 결
과,AAP에 의한 간손상을 예방할 수 있다고 보고하였다.이상과 같이
AAP에 의한 간손상을 억제,예방하고자 하는 노력이 계속되어왔는데,본
연구에서는 홍조류인 김의 열수추출물로부터 분리한 단백질을 이용하여
AAP에 의한 간손상 억제 메카니즘을 세포수준에서 관찰하고자 하였으며,
마찬가지로 흰쥐에 경구투여하였을 때 그 효과를 증명하고자 하였다.본
연구에서는 1954년 Chang에 의해 정상 간조직으로부터 구축된 정상 간세
포주인 Changliver세포와 hepatocyte에서 유래한 HepG2세포를 사용하
였다.임상에서 질병치료를 위해 여러 가지 약물을 사용하다보면 흔하게
발생하는 문제가 질병이 발생한 조직이외의 정상조직에 영향을 주어 부작
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용을 야기하게 되는 것이다(Benneretal.,1997;Raoetal.,1997).이미
약물에 대해 내성이 생긴 환자에게는 고농도의 약물을 투여하는 것이 일
반적인 치료방법이며,한 가지 혹은 그 이상의 약물치료 시 정상조직에
손상을 일으키기도 한다(Benneretal.,1997;Raoetal.,1997;Shea,
1999).따라서 어떤 새로운 약물을 개발할 때는 정상조직의 손상을 최소
로 하는 치료물질의 개발이 절실히 필요하다.이러한 관점에서 본 논문에
서는 정상간세포주인 Changliver세포를이용하여 앞서 추출한 김단백질
의 독성여부를 확인하였다.
Acetaminophen에 의한 간손상 메카니즘으로 지금까지 크게 두 가지

기전이 밝혀져 있다.미토콘드리아 기능장애를 통한 세포사멸과 미토콘드
리아와는 무관하게 일어나는 산화적 손상이 그것이다.Acetaminophen은
세포내 cytochrome P450에 의해 N-acetyl-p-benzoquinone immine
(NAPQI)으로 대사되어 세포내 GSH와 반응하고 그 결과 GSH농도를 감
소시킴으로써 산화적 손상을 일으키거나,혹은 세포내 단백질,그중에서도
특히 미토콘드리아 단백질과 반응하여 미토콘드리아막 투과성을 변화
(mitochondrialpermeabilitytransition;MPT)시켜 미토콘드리아내부물질
이 세포질로 분비됨으로써 간세포손상을 일으키는 것이다.
Acetaminophen에 의한 간손상 메카니즘이 apoptosis냐 혹은 necrosis

냐에 관한 논란이 아직까지도 분분하다.왜냐하면 Bax,tBid의 미토콘드
리아로의 이동,미토콘드리아로부터 cytochrome c 분비,PARP 분해,
DNA 분해 등과 같은 apoptosis와 necrosis사이에 중복되는 신호전달과정
이 존재하기 때문이다 (Zhangetal.,2000;JaeschkeandBajt,2005).
Acetaminophen에 의한 세포사멸에 관해 연구한 논문들을 살펴보면,쥐에
AAP를 투여한 후 그 간조직을 가지고 실시한 TUNELlabeling과 DNA
laddering결과에서 apoptosis를 나타내었다는 보고(Rayetal.,1996;El
etal.,2003)가 있었던 반면,AAP에 의한 간세포 사멸 시 apoptosis는 매
우 드물게 발생하며 주로 necrosis에 의한 사멸이 대부분이라는 보고도
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있었다(Gujraletal.,2002).Konetal.(2004)은 AAP에 의한 세포사멸은
apoptosis와 necrosis에 의해 일어난다고 보고하였다.Acetaminophen은
ATP를 감소시켜서 necrosis를 일으킨다.그러나 fructose와 glycine을 사
용하면 ATP가 감소되지 않으므로 necrosis가 일어나지 않고 caspase에
의한 apoptosis가 증가하게 된다. 따라서 AAP에 의한 세포사멸은
necrosis와 apoptosis의 특징을 모두 가지는 necrapoptosis에 의해 일어난
다고 할 수 있다(Malhietal.,2006).본 연구에서는 0.0075g/lglycine이
함유된 minimum essentialmedium eagle(MEM)를 사용하였으며,이와
같은 조건하에서는 어떤 형태의 세포사멸이 일어나는지를 살펴보았다.

Acetaminophen세포독성의 또 다른 기전 중의 하나가 GSH 감소에 의
한 산화적 손상이다.초기 메카니즘 연구에서는 AAP반응생성물에 의한
독작용을 억제시키는데 GSH가 결정적인 역할을 한다는 것이 대부분이었
다.많은 연구모델들을 통해 심각한 간손상 시 세포내 산화적 스트레스가
야기된다는 사실은 이미 잘 알려진 사실이다(Jaeschke and Mitchell,
1989).Acetaminophen투여 4시간 이후에 활성산소 형성지표인 GSSG농
도가 증가(Jaeschke,1990;Knightetal,2001)되므로 산화적 스트레스는
간손상의 원인이라기보다는 결과라 하였다(Rogersetal.,2000).최근 발
표된 논문들에서는 내인성·외인성 활성산소종(reactiveoxygenspecies;
ROS)이 세포증식,분화,사멸 등에 관여하는 mitogen-activatedprotein
kinases(MAPKs)pathways를 조절한다고 보고하였다(Sanoetal.,2001;
Jangetal.,2002).Mitogen-activatedproteinkinases에는 extracellular
signal-regulatedkinase(ERK),p38kinase와 c-JunN-terminalkinase
(JNK)가 있다.그 중 ERK는 세포분열과 증식에 작용하는 성장인자들에
의해 활성화되며 세포증식과 분화에 관여한다.한편,JNK와 p38kinase는
주로 UV조사,염증,cytokines 등의 세포외 자극에 의해 활성화된다
(KyriakisandAvruch,2001;Chungetal.,2003;Kangetal.,2003).이
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들 단백질이 활성화되면 세포에 따라 다양한 세포내 반응들이 나타난다.
본 연구에서는 위에서 설명한 AAP에 의한 세포사멸 경로를 확인하기위
해 두가지 세포모델(Changliver및 HepG2세포)을 가지고 그 세포독작
용을 관찰함과 동시에,S.D.계 흰쥐에 AAP를 투여한 후 혈중 GOT/GPT
수준과 간조직내 GSH 농도 및 caspase-3활성측정을 통해 간손상 정도
를 살펴보았다.

Insulin-like growth factors (IGFs)는 adult hepatocytes와 infetal
hepatocytes에서 합성,분비되며,분비된 IGF-I이 type-IIGF receptor
(IGF-IR)와 결합하게 되면 다양한 세포들에서 세포증식과 세포주기 진행
및 초기 종양생성에 관여하며 그 외에도 세포사멸 억제작용을 나타내게
된다.세포사멸 과정을 살펴보면 wild-typeIGF-IR와 그 리간드가 결합한
후 많은 세포사멸신호들에 대해 세포사멸 억제효과를 나타내는 것을 알
수 있다.Catherineetal.(2004)은 doxorubicin이라는 약물을 HepG2세
포에 처리했을 때 apoptosis가 유도되었으며 이때 IGF-I을 처리함으로써
약물에 의한 apoptosis가 완전히 억제되었다고 보고하였다.또한 이들은
doxorubicin에 의한 세포사멸에 ERK1/2가 관여한다고 하였다.Ryojiet
al.(2006)은 몇 가지 성장인자들(IGF-I,IGF-II,hepatocyte growth
factor, and epidermal growth factor)을 SV40-transformed human
cornealepithelial세포에 처리하였을 때 세포증식과 세포사멸 억제효과에
대해 보고하면서,이들 성장인자들을 세 가지 그룹으로 분류하기도 하였
다.그 중에서 IGF-I은 세포증식을 촉진시키고 sodium nitroprusside에 의
한 세포사멸을 억제,Akt활성화를 유도한다.IGF-I이 IGF-IR와 결합하
면 다양한 신호전달체계가 활성화된다.그중 하나가 serine–threonine
proteinkinases일종인 MAPKs로 다양한 세포들에서 세포사멸을 조절한
다(Dewsetal.,2000).IGF-IR가 활성화되면,Shc이 IGF-IR에 모이게 되
면서 tyrosine잔기들이 인산화된다.인산화된 Shc는 IRS-1비의존성으로
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adaptorprotein인 Grb2와 결합하여 Ras–ERK pathway를 활성시키게 되
는 것이다.이 IGF-IR신호전달경로는 세포분화/분열과 밀접한 관련이 있
긴 하지만,fibroblast의 경우 세포부유로인한 세포사멸 등을 조절하기도
한다.두 가지 중요한 IGF-I신호전달경로 (PI3-K 및 MAPK pathway)
중 하나인 MAPK pathway에는 ERK,JNK,p38subgroups이 관여하는데
이들 세 가지 인자들은 세포증식,사멸,분화에 중요하게 작용한다.흥미
롭게도 위에서 언급한 것과 같이 이들 세 가지 인자들은 산화적 손상 시
에도 관여하는 인자들이다.JNK는 세포사멸에 주로 작용하는데 산화적
손상시 활성화된다.반면,ERK는 세포성장,분화를 조절하게 되며,산화
적 손상에 의해 활성화되고,항상성유지를 위해 세포사멸억제신호로 작용
하게 된다 (Nairetal.,2004).이번 연구에서는 AAP에 의한 산화적 손상
에 ERK-1/-2활성화가 관여하는지에 촛점을 맞춰 살펴보았고,IGF-I처
리로 AAP독성이 억제되는데 ERK-1/-2활성화가 어떻게 작용하는지에
관해 살펴보고자 하였다.

김단백질과 IGF-I이 모두 AAP독작용을 억제시키므로  김단백질의
AAP간독성 억제효과가 IGF-IR 신호전달경로와 관련이 있을 것이라는
가설을 세웠다 . Acetaminophen 단독 , 혹은 AAP와 김단백질 병행처리 시
IGF-IR 신호전달경로가 어떻게 변화되는지를 관찰하여 김단백질의 AAP
간독성 억제효과를 IGF-IR신호전달경로에 근거하여 그 기전을 살펴보았
다.
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...재재재료료료

111)))시시시약약약 및및및 재재재료료료
본 실험에 사용된 김은 전라남도 완도 김양식장에서 구입한 방사무늬

돌김(P.yezoensis)을 사용하였다.Changliver및 HepG2세포 배양에 사
용한 Fetalbovineserum (FBS)은 GibcoBRL(LifeTechnologies,Gibco
BRL., Gaitherberg, MD., USA) 제품을 사용하였으며, Minimum
EssentialMedium Eagle(MEM),sodium bicarbonate,배지용 항생제,
bovine serum albumin(BSA),trypsin,protease inhibitor,detergent,
MAPK,PD98059,LY294002,Z-VAD-FMK,IGF-I,HGF,EGF는 Sigma
ChemicalCo.(USA)에서 구입하였다.Western blot에 사용된 protein
standardmarker는 rainbow high,low molecularmarker(Amersharm
Pharmaciabioscience,England;RPN756,RPN755,RPN800)를 사용하였
고 detection reagent로는 SuperSignalWest Pico Luminol/Enhancer
Solution과 SuperSignalWestPicoStablePeroxideSolution과 세포단백
질농도를 측정하기위한 BCA ProteinAssayKit(PIERCE,USA)를 사용
하였다. Western blot과 immunoprecipitation에 사용한 antibody들은
SantaCruz(USA)와 CellSignaling(USA)제품을 사용하였다.세포생존율
을 측정하기위한 MTS/PMS solution (CellTiter 96 AQueous
Non-RadioactiveCellProliferationAssayKit)은 Promega에서 구입하였
다.Cellcytotoxicity 측정을 위해 Cytotoxicity Detection Kit(Roche,
Mannhein,Germany)를 사용하였다.미토콘드리아 단백질과 세포질 단백
질을 분리하기 위해 MitochondriaIsolationKit(PIERCE)를 구입해서 사
용하였다.Caspase-3활성을 측정하기 위해 CaspACETM AssaySystem
(Promega)를 구입해서 사용하였다.세포배양용 culturedish,6-/12-/96-



-15-

wellplate,corningtube,scrapper는 Corning(USA)와 Falcon(Becton
Dickinson Labware,USA)제품을 사용하였고,전기영동용 agarose는
SeaKem LFagarose(BMA,USA)를 사용하였다.100bpDNA ladder는
Bioneer(BioneerCo.,Korea)에서 구입하였으며,그 외 DNA 실험용 시
약들은 molecular biology용으로 Sigma에서 구입 사용하였다.Flow
cytometry측정에 사용한 CycleTEST PLUSkit,AnnexinV kit,mesh
filter는 BectonDickinson에서 구입하였다.

222...실실실험험험방방방법법법

111)))시시시료료료의의의 조조조제제제
����     김김김으으으로로로부부부터터터 단단단백백백질질질 추추추출출출
2005년 1월에 전라남도 완도 김양식장에서 구입한 마른 김(P.

yezoensi)을 분쇄하여 60매시로 거른 다음,김분말(수분 3.9%,단백질
36.1%)80g을 취해 3구 플라스크에 넣고 증류수 2L에 침지하였다.80℃
에서 3시간동안 교반하면서 추출한 다음,감압하여 뷰후너 깔대기로 여과
하였다.여액에 3배 부피의 에탄올을 첨가하여 침전된 당을 뷰후너 깔대
기로 제거하고 여액을 취해 감압농축하였다. 여기에 최종농도 80%가 되
도록 ammonium sulfate를 첨가한 후 4℃에서 24시간 교반하면서 단백질
을 흡착시켰다.4℃,8,000rpm에서 20분간 원심분리하여 상층을 제거하
고,단백질이 흡착된 ammonium sulfate를 약 20㎖의 탈이온수에 녹인
다음 냉탈이온수에서 투석하였다(Spectra/PormembrnaeMWCO 3,500).
투석 후,시료는 sephadexG-75로 충진된 칼럼에 로딩하여 PBS로 용출
시킨 다음 280nm에서 흡광도를 측정하여 최대값을 나타내는 피크를 확
인(Fig.18)하고 확인된 획분은 진공농축하여 0.1% Trifluoroaceticacid
(TFA)가 함유된 탈이온수에 녹여 HPLC로 정제하였다.HPLC로 사용한
칼럼은 Reverse-phageAsahi-PakC4Pcolumn(4.6mm ×250mm,5
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㎛ particlesize,AsahiChemicalInc.,Japan)이며,280nm에서 나타나는
단백질 피크를 확인한 후,0.1% TFA내 acetonitrile농도를 0～50%까지 변
화를 주어 0.8㎖/min유속으로 30분간 용출시켰다 (Fig.18).
위에서 나온 시료의 분자량 및 정제도는 12.5% SDS-PAGE로 전기영

동한 후,밴드를 Commassiebluestaining과 Silverstaining으로 확인하
였다.

����     김김김단단단백백백질질질 가가가수수수분분분해해해물물물 및및및 합합합성성성물물물 제제제조조조

김단백질 가수분해물을 제조하기위해,위에서 나온 14kDa의 김단백질
을 체내 대사과정을 고려하여 단백질분해효소인 pepsin으로 분해하였다.
그리고 pepsin:PYP=1:10의 비율로 섞은 후,37℃에서 4시간 반응을
시킨 후 1M NaOH를 50ul/ml농도로 첨가하고 100℃에서 10분간 가열
하였다.4℃,12,000rpm으로 3분간 원심분리하여 상층을 취해 560nm에
서 그 농도를 측정한 후 AAP독성에 대한 효과를 검토하였다.
14kDa김단백질의 염기서열 분석결과,김의 cytochromec와 동일한

염기서열을 확인하였으며,그 염기서열 (Pep21sequence;R.LVDEDIE-
DAANYVLSQSEK.G)을 합성하여 AAP독성에 대한 효과를 관찰하였다.

222)))세세세포포포배배배양양양

인간의 정상 간조직에서 유래된 Chang liver세포와 간암세포주인
HepG2세포는 AmericanTypeCultureCollection(ATCC,USA)에서 구
입하였다.두 세포 모두 10% FBS가 함유된 MEM배지를 사용하여 37℃,
5% CO2가 유지되도록 배양하였다.이때 미생물의 오염이나 증식을 억제
하기위해 penicillin(100units/ml)과 streptomycin(100ug/ml)을 배지에
첨가하였다. 세포가 80%정도 dish를 덮으면 phosphated-buffered
saline-EDTA (PBS-EDTA)로 세척한 후 trypsin처리하여 계대배양하였
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으며 배지는 48시간마다 교환하였다.

333)))효효효소소소저저저해해해제제제 처처처리리리

세포는 10% FBS를 함유하는 MEM 배지에서 confluentmonolayer가
될 때까지 배양한 다음 serum freeMEM 배지로 교환하여 24시간 배양
하였다.24시간 경과 후,새로운 serum freeMEM 배지에 효소저해제
(PD98059,Z-VAD-FMK)를 20 μM의 농도로 처리하여 1시간동안 배양하
고 IGF-I및 AAP를 24시간 동안 처리하여 신속하게 celllysate를 회수
하였다.

444)))MMMTTTSSSaaassssssaaayyy

Acetaminophen,growth factor,김단백질이 간세포의 증식에 미치는
영향을 알아보기 위해 96-wellplate에 5×104cells/well로 세포를 분주한
후 세포부착을 위해 24시간 배양하고, Phenolredfree-MEM 배지로 24
시간 더 배양한 다음 AAP,growthfactor,김단백질을 표시된 농도/시간
대별로 배양하였다.MTS/PMSsolution(PromegaCo.,USA)를 첨가하고
37℃에서 1시간 반응시킨 후 ELISA platereader로 490nm에서 흡광도를
측정하였다.

555)))WWWeeesssttteeerrrnnnbbblllooottt

(((111)))TTToootttaaalllccceeelllllllllyyysssaaattteee추추추출출출

Acetaminophen,김단백질,IGF-I이 세포내 단백질발현에 미치는 영향
을 알아보기 위해 우선 totalcelllysate를 취하였다.PBS로 2회 세척한
세포를,proteaseinhibitor(1mg/mlaprotinin,1mg/mlleupeptin,1
mg/mlpepstatin A,200 mM Na3VO4,500 mM NaF,100 mM
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Pphenylmethylsulphonylfluoride)가 든 RIPA lysis buffer (1% NP40,
0.25% sodium deoxycholate,1mM EGTA,150mM NaCl,50 mM
Tris-HCl,pH7.5)로 세포를 취한 다음 4℃,12,000rpm로 원심분리시킨다.
상층액을 취해 BCA proteinassaykit로 단백질 농도를 측정하였다.

(((222)))핵핵핵단단단백백백질질질추추추출출출

세포를 PBS로 세척한 후 trypsin처리하여 모은 다음,2,500rpm에서 5
분간 원심분리시킨 후 다시 PBS로 세포를 세척하였다.2,500rpm에서 5
분간 원심분리하여 남은 pellet에 lysisbuffer(10mM Tris-HCl,pH 7.5,
5mM MgCl2,0.05% (v/v)TritonX-100)를 첨가하여 세포를 부유시켰
다.4℃에서 12,000rpm으로 15분간 원심분리하여 남은 pellet의 부피와
동일한 양의 pH 7.4,10mM Tris-HCl/5mM MgCl2를 첨가해서 pellet
을 부유시켰다.여기에 동일한 양의 1M NaCl/10mM Tris-HCl(pH
7.4)/4mM MgCl2를 첨가한 다음 얼음위에서 30분간 방치하였다.4℃에서
12,000 rpm로 15분간 원심분리시킨 다음 나온 상층액을 취해 80%
glycerol을 최종농도 20%가 되도록 첨가하였다.단백질농도 측정 후
Westernblot을 실시하였다.

(((333)))WWWeeesssttteeerrrnnnbbblllooottttttiiinnnggg

단백질 농도를 50 μg/lane으로 동일하게 취하여 SDS-PAGE로 전기영
동한 다음 PVDFmembrane(Millipore,USA)으로 옮겼다.이때 표준분자
량은 rainbow molecularmarker를 사용하였다.분리된 단백질은 Super
SignalWestPicoChemiluminescentSubstrate(PIERCE,Biotechnology,
Inc.,USA)를 이용하여 단백질 발현을 확인하였다.0.1% bovineserum
albumine(BSA)과 Tween 20이 든 Tris-buffered Saline (10 mM
Tris-HCl,150 mM NaCl,pH 7.5)에서 2시간동안 blocking시킨 다음
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TBS-T (Tris-bufferedsalinecontaining0.1% Tween20)로 15분간 2회
세척하였다.세척한 membrane에 1차 항체를 TBS-T에 1:500으로 희석하
여 4℃에서 하룻밤 반응시켰다. TBS-T로 15분간 2회 세척시킨
membrane을 2차 항체 (1:10,000)로 2시간 반응시킨 후,다시 TBS-T로
15분간 2회 세척한다.SuperSignalWestPicoStablePeroxideSolution
과 SuperSignalWestPico Luminol/Enhancersolution을 사용하여
KODAK X-ray필름에 감광시켰다.X-ray필름을 현상한 후 scanning하
여 나온 밴드의 강도를 ScienceLab2005(Fujifilm,Japan)를 이용하여
비교분석하였다.

666)))IIImmmmmmuuunnnoooppprrreeeccciiipppiiitttaaatttiiiooonnn

Acetaminophen,AAP+PYP를 처리한 세포를 PBS-EDTA로 2회 세
척하고 RIPA buffer를 넣어 얼음 위에서 신속하게 celllysate를 회수하였
다.회수한 celllysate는 12,000rpm에서 10분간 원심분리하여 상층액을 다
시 회수하고 단백질 농도를 측정하였다.각 처리별로 농도를 일정하게 맞
춘 celllysate에 anti-IGF-IR β-항체 또는 anti-IRS-1항체를 처리하여
(1:300)4℃에서 하룻밤 반응시킨 후,proteinA-Sepharose(SigmaCo.,
USA)를 넣어 4℃에서 1시간 방치하고 12,000rpm에서 10분간 원심분리
하여 항체와 결합한 IGF-IR와 IRS-1단백질을 A-Sepharose와 함께 침
전시켰다.ProteinA-Sepharose는 RIPA buffer로 3번 반복하여 세척하고
0.1M DTT를 함유하는 1×Laemmlisamplebuffer를 넣고 10분간 끓인 후,
sample buffer만 조심스럽게 회수하여 7.5% gel에 전기영동하고
membrane으로 옮겼다. Membrane을 anti-phosphotyrosine 항체(1:500,
mousemonoclonalantibody)로 4℃에서 하룻밤 반응시킨 후,2차 항체로
는 anti-mouseIgG-conjugatedhorseradishperoxidase(1:10,000)를 사용
하여 실온에서 1시간 반응시켰다.TBS-T로 세척 후,chemiluminiescence
substrate을 사용하여 X-ray 필름에 감광시키고 현상하여 IGF-IR의
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protein 인산화 정도를 확인하였다. 인산화를 살펴본 membrane은
stripping하여 IGF-IR의 protein수준 검토에 사용하기 위하여 stripping
buffer(100mM 2-mercaptoethanol,2% sodium dodecylsulphate,62.5
mM Tris-HCl, pH 6.7)로 50℃에서 30분간 stripping한 다음,
anti-IGF-IR β-항체(1:500)로 4℃에서 하룻밤 반응시킨 후,ECLwestern
blot방법으로 IGF-IR의 단백질 발현 수준을 밴드로 확인하였다.

777)))DDDNNNAAA 단단단편편편화화화
실험물질의 세포증식억제효과가 세포사멸(apoptosis)에 의한 것인지를

알아보기 위해 DNA 단편화를 관찰하였다.PBS-EDTA로 2회 세척한 세
포를 취해 2,000rpm에서 5분간 원심분리하였다.남은 pellet에 extraction
buffer(50mM Tris-HCl,pH 7.5,20mM EDTA,1% NonidetP-40)을
넣고 4℃에서 2시간동안 추출하였다.그 후 sodium dodecylsulfate
(SDS)를 1%가 되도록 넣고 4℃에서 2시간,0.55mg/ml의 proteinaseK
를 넣고 42℃에서 2시간 incubation하였다.동량의 phenol-chloroform-
isoamylalcohol(25:24:1)을 넣고 잘 섞은 후 원심분리하여 DNA가 포함되
어 있는 상층액을 얻었다.DNA를 포함한 상층액에 0.1배의 3M sodium
acetate와 2.5배의 100% ethanol을 넣어 DNA pellet을 침전시킨 후 70%
ethanol로 세척하고 건조시켰다.건조된 작은 알갱이를 Tris-EDTA (TE)
buffer(20mM Tris,1mM EDTA)에 녹여 260nm에서 흡광도를 측정
하여 정량한 뒤,1% agarosegel에 전기영동하였다.전기영동이 끝난 gel
은 EtBr로 염색하여 자외선등을 이용하여 관찰하였다.

888)))세세세포포포염염염색색색
6-well에 배양한 세포를 조건별로 물질을 처리한 후 PBS로 2회 세척

하였다.10% formaldehyde용액으로 실온에서 10분간 고정하고 PBS로 2
회 세척하였다.0.2% TritonX-100으로 실온에서 10분간 방치한 다음 다
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시 PBS로 2회 세척하였다.2 μg/mlHoechst33342첨가 후 호일을 씌우
고 실온에서 30분간 방치하였다. PBS로 2회 세척한 후, 5ug/ml
propidium iodide(PI)첨가 후 실온에서 10분간 방치한 후 PBS로 2회 세척
하였다.100% EtOH로 탈수한 다음 형광현미경으로 관찰하였다.

999)))FFFlllooowww cccyyytttooommmeeetttrrryyy

세포주기분포도에 미치는 AAP와 김단백질의 영향을 알아보기 위해
CycleTEST PLUSkit(BectonDickinson,SanJose,CA,USA)를 사용
하였다.물질을 처리한 세포들을 trypsin처리한 다음 PBS로 부유시켰다.
4℃,3,000 rpm에서 5분간 원심분리하여 남은 pellet을 kit에 포함된
buffersolution으로 세척하였다.CycleTEST PLUSsolutionA 및 B를
실온에서 각각 10분씩 처리한 다음 CycleTEST PLUSsolutionC를 첨
가하여 4℃에서 30분 동안 염색하였다.이를 nylonmesh로 세포를 하나
씩 분리시킨 후 DNA flow cytometry(BectonDickinson,SanJose,CA,
USA)에 적용시켜 형광 반응에 따른 histogram을 ModiFitLT (Becton
Dickinson,USA)프로그램으로 분석하였다.

111000)))세세세포포포에에에서서서의의의 GGGSSSHHH aaassssssaaayyy

GSH 농도는 glutathionassaykit(Sigma,USA)를 이용하여 측정하였
다.먼저 세포를 PBS로 2회 세척한 후,5×108cells을 1.5mltube에 취하
였다.원심분리하여 남은 세포 pellet에 5% sulfosalicylicacid(SSA)용
액을 첨가하고 액체질소와 37℃ waterbath를 이용하여 동결,해동을 2회
반복하였다.4℃에서 5분간 방치 후 12,000rpm에서 10분간 원심분리하고
상층액을 취해 GSH 농도를 측정하였다.상층액을 96-wellplate에 취하고
여기에 assaykit내 포함된 workingmixture를 첨가하여 실온에서 5분간
반응시켰다.5분후 NADPH를 넣고 피펫으로 혼합한 후 412nm에서 5분
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간격으로 흡광도를 측정하였다.

111111)))세세세포포포에에에서서서 cccaaassspppaaassseee---333활활활성성성측측측정정정

Caspase-3활성을 측정하기위해 CaspACETM AssaySystem를 이용하
였다.96-well에 2×104cells/well로 세포를 분주한 후 실험물질을 처리하
고 표시된 농도/시간별 처리가 끝난 다음 PBS로 세척하였다.모든 well에
kit내에 포함되어있는 DEVD-pNA substrate를 넣고 37℃,4시간동안 반
응시켜 405nm에서 흡광도를 측정하였다.

111222)))동동동물물물사사사육육육

실험동물은 효창사이언스에서 분양받은 4주령의 SparagueDawley계
숫쥐 (체중,100±10g)를 사용하였다.각각 10마리씩 세 그룹 (control,
AAP군,AAP+김단백질군)으로 나누어 연립식 사육케이지에 넣고 7일간
의 순치예비사육을 하였다.이때 사육실온도 (22±1℃),습도 (50±10%)및
명암 (12시간,08:00～18:00)을 엄격히 조절하였다.순치 예비사육을 거친
후,일반사료와 물은 자유롭게 먹을 수 있도록 하면서,2주간 saline
(control군과 AAP군)과 김단백질 (100mg/kg)을 경구투여하였다.DMSO
에 녹인 700mg/kgAAP를 복강으로 투여한 후,24시간 뒤 단두하여 채
혈하였고,각 혈액시료는 빙수 중에 1시간 방치한 후에 원심분리 (3,000
rpm,15min,4℃)하여 취한 혈청을 저온 (-70℃)에 보관하면서 실험에
사용하였다.그리고 간장을 적출하여 생리식염수로 세척한 다음 그 무게
를 칭량하고 그중 일부를 취해 Bouin용액 (picricacid:formalin:glacial
acetate=15:5:1)에 고정하였다.

(((111)))혈혈혈청청청중중중의의의 GGGOOOTTT///GGGPPPTTT 측측측정정정
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Reitman-Frankel의 방법에 따라 제조된 Glutamic oxaloacetic
transaminase(GOT)및 Glutamicpyruvictransaminase(GPT)활성측정
용 혈청 transaminase측정용 kit(신양화학,Korea)를 써서 분광광도계
(Ultraspec2001pro.Amersham Phamaciabiotech,England)로 505nm
에서 흡광도를 측정하였다.

(((222)))간간간장장장조조조직직직염염염색색색

각 실험군 별로 사육한 흰쥐의 간장조직을 떼어내어 생리식염수로 가
볍게 씻어 혈액을 제거하였다.간장조직의 일부를 절단하여 0.5㎝ 두께로
잘라 Bouin고정용액(Picricacid:formalin:glacialacetate=15:5:
1)에 고정하고,동일 고정액을 사용하여 24시간 안에 tissuecapsule에 넣
어 재고정하였다.이를 수세하여 자동 침투기(autotechnicon)에 넣어 순차
농도 알콜에 탈수하고 xylene으로 투명화시켰다.Embeddingcenter에서
tissuecapsule에 paraffin을 침투시켜 포매(embedding)하여 block으로 만
들었다.Rotarymicrotome으로 block을 5㎛두께로 박절하여 부유 항온수
조에서 충분히 펴지도록 둔 후 깨끗한 slideglass에 부착시켰다.그런 다
음,slideglass와 조직절편을 단단히 접착시켜주기 위해서 60℃정도의 온
도를 유지하는 slidewarmer에 방치하였다.마지막으로 세포의 배열과 형
태학적 변화를 보기 위해 모든 조직절편을 핵과 세포질을 구분해서 볼 수
있는 Hematoxylin& Eosin염색 후 광학현미경으로 관찰하였다.

(((333)))간간간장장장조조조직직직 중중중의의의 GGGSSSHHH 활활활성성성 측측측정정정

간장조직을 5% SSA용액으로 균질화시킨 후,액체질소로 동결,37℃
항온수조에 해동을 2회 반복 실시하였다.4℃에서 5분간 방치시킨 후 4℃,
5,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 상층액을 취했다.상층액과 GSH
assaykit내 standardsolution을 96-wellplate에 각각 분주한 다음 여기
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에 workingmixture를 첨가하여 실온에서 5분간 반응시킨 후 NADPH를
넣고 피펫으로 혼합하고 412nm에서 5분 간격으로 흡광도를 측정하였다.

(((444)))간간간장장장조조조직직직 중중중의의의 cccaaassspppaaassseee---333활활활성성성 측측측정정정

간장조직을 proteaseinhibitor가 포함된 lysisbuffer(25mM HEPES,
pH 7.5,5mM EDTA,2mM DTT,0.1% CHAPS)로 균질화시킨 다음
4℃,12,000rpm으로 원심분리시켰다.상층액을 취해 BCA proteinassay
kit로 단백질 농도를 측정하여 80ug의 단백질을 96-well에 넣고 여기에
DEVD-pNA substrate를 넣은 후 37℃,4시간동안 반응시켜 405nm에서
흡광도를 측정하였다.

111444)))통통통계계계처처처리리리

실험의 분석결과는 각각의 군별로 평균과 표준편차 (mean±S.D.)를 사
용하여 표기하였으며,모든 자료는 Window용 SPSS프로그램 (Statistical
PackageforSocialScience,SPSSInc.,Chicago,IL,USA)을 이용하여
처리하였고,반복측정에 의한 ANOVA test와 Duncan'smultiplerange
test를 적용하였다.이때,모든 통계적 유의도 수준은 p<0.05에서 살펴보
았다.
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ⅢⅢⅢ...결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

Acetaminophen은 전 세계적으로 많이 사용되고 있는 진통제로,처
방용량대로 복용했을 때는 효과적인 통증억제작용을 나타내지만,과량으
로 복용했을 때 심각한 간 손상을 야기하게 된다.따라서 Acetaminophen
에 의해 야기되는 간손상 메카니즘을 규명하고,그로인한 간손상을 예방,
혹은 회복하기위한 여러 연구들이 진행되어 왔다(Cathleenetal.,2005;
Tamaraetal.,2003;Sidharthaetal.,1999;Franciscoetal.,2005).따라
서,본 연구에서는 먼저 AAP에 의한 간손상 메카니즘을 검토하고,김의
열수추출물로부터 분리한 단백질을 이용하여 AAP에 의한 간손상 억제
메카니즘을 세포수준에서 관찰하였으며,또한 흰쥐에 AAP와 김단백질을
경구투여시켜 그 효과를 증명하였기에 각각 순서대로 서술하고자 한다.

111...AAAccceeetttaaammmiiinnnoooppphhheeennn의의의 간간간세세세포포포 사사사멸멸멸 기기기전전전

111)))세세세포포포증증증식식식에에에 미미미치치치는는는 AAAAAAPPP의의의 영영영향향향

본 실험에 사용한 간세포는 인체 정상 간조직에서 유래한 Changliver
세포와 인체간암유래 HepG2세포를 사용하였으며,AAP를 각각 0,5,10
및 20mM 농도로 24시간 및 48시간 처리한 후 tetrazolium compound인
MTS를 투여하고 일정시간동안 배양하였다.배양하는 동안 MTS는 세포
내 미토콘드리아에서 생산되는 succinatedehydrogenase에 의해 수용성의
formazan으로 변하고 이렇게 생성된 formazan의 양을 490nm에서의 광
학농도로 측정하여 세포의 증식을 확인하였다.
MTS분석 결과(Figure1),Changliver세포와 HepG2세포 모두에서

AAP농도 의존적으로 세포 생존율이 감소되는 것으로 나타났으며,24시
간 처리만으로도 두 가지 세포 모두에 60%의 세포생존율을 보여주었다.
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본 실험에서는 60% 생존율을 나타내는 AAP의 농도를 기준으로 Chang
liver 세포에는 10mM (60.88±0.09 %), HepG2 세포에는 20mM
(59.1±10.1%)를 24시간동안 처리하여 이후 실험을 진행하였다.

222)))세세세포포포형형형태태태에에에 미미미치치치는는는 AAAAAAPPP의의의 영영영향향향

Figure2는 Changliver세포와 HepG2세포에 AAP를 농도별로 24시
간 처리했을 때 세포형태를 Hoechst33342로 염색하여 형광현미경에서
관찰한 것이다.그림에서 보는 바와 같이,Changliver세포와 HepG2세
포 모두에서 AAP처리 시 농도 의존적으로 세포형태가 변형되었으며,세
포 수 또한 감소하는 것으로 나타났다.이는 앞에서 살펴보았던 MTS
assay결과와 일치하는 것이다.
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FFFiiiggg.111...EEEffffffeeeccctttooofffAAAAAAPPPooonnnccceeellllllvvviiiaaabbbiiillliiitttyyy...
Changliver(A)andHepG2(B)cellswereincubatedwithAAPin
theindicatedconcentrationsfor24hrsand48hrs.Theresults
indicatedmean±S.D.inthreeindependentexperiments.
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AAA...

control 5mM AAP 10mM AAP 20mM AAP

BBB...

control 5mM AAP 10mM AAP 20mM AAP

FFFiiiggg.222...EEEffffffeeeccctttooofffaaaccceeetttaaammmiiinnnoooppphhheeennnooonnnccceeellllllmmmooorrrppphhhooolllooogggyyy...
Changliver(A)andHepG2(B)cellswereincubatedwithAAP
intheindicatedconcentrationsfor24hrandstainedwith
Hoechst33342(×200).
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333)))세세세포포포사사사멸멸멸 기기기전전전에에에 미미미치치치는는는 AAAAAAPPP의의의 영영영향향향

서론에서 언급한 것처럼,AAP에 의한 세포사멸 유형에 관해 많은 논
문들이 발표되었으나,현재까지도 apoptosis와 necrosis사이에서 의견이
분분하다.Figure3은 지금까지 밝혀진 AAP에 의한 간세포 손상기전이며
(Harmeet et al., 2006), AAP에 의한 간세포 독성기전은 세포내
glutathion농도를 감소시켜 세포에 치명적인 산화적 손상을 일으키는 것
과,AAP의 대사 생성물인 N-acetyl-ρ-benzoquinoneimine(NAPQI)의 작
용에 의해 미토콘드리아의 기능이 파괴됨으로써 일어나는 세포사멸경로가
있으며,이 두 가지 경로가 완전히 분리된 것은 아니다.치료농도의 AAP
를 복용하면 세포내 glucuronyltransferase에 의해 glucuronic acid와
AAP가 결합하여 담즙이나 혈관으로 이동하거나,혹은 sulfotransferase에
의해 sulfate와 AAP가 결합하여 담즙 또는 혈관으로 이동하여 작용을 나
타내지만,과다복용 시 체내 p450에 의해 NAPQI가 생성되는 것이다.
NAPQI는 세포내 GSH와 반응하여 GSH 농도를 감소시키게 된다.GSH
가 감소되고 나면 남은 NAPQI가 세포내 단백질과 결합하여 그림에서와
같이 미토콘드리아기능 장애를 일으키는 것이다.남은 과잉의 NAPQI가
세포내 단백질,그중에서도 특히 미토콘드리아단 백질과 결합하여 미토콘
드리아막 투과성을 변화(mitochondrialmembranepermeabilitytransition
;MPT)시키게 된다(Jollow etal.,1973).미토콘드리아막 투과성전이로
미토콘드리아로부터 세포질로 1,500dalton이하의 용질의 이동이 일어나게
되는데 그 대표적인 것이 cytochromec와 Ca2+이다.그중 cytochromec는
caspase-3를 활성화하여 apoptosis를 유도하고,Ca2+는 Ca2+-independent
protease들을 활성화시켜 세포사멸을 유도하게 된다 (Rayetal.,1990).
이러한 선형연구에 기초하여,본 연구에서는 그 중 미토콘드리아 기능장
애에 의해 세포가 사멸하는 경로를 먼저 살펴보고자 하였다.
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FFFiiiggg...333...SSSeeeqqquuueeennnccceeeooofffeeevvveeennntttsssllleeeaaadddiiinnngggtttoooAAAAAAPPP---iiinnnddduuuccceeeddd
hhheeepppaaatttoootttoooxxxiiiccciiitttyyy... MPT,mitochondrial membrane permeability
transition;GSH,reducedglutathione;cytoc,cytochromec.
NAPQI (N-acetyl-p-benzoquinone imime) converges on
mitochondria to induce membrane permeabilization. After
membrane permeabilization,cytochrome c is released to the
cytosolandactivates caspase-3.With severeandpervasive
mitochondrial dysfunction,ATP decreases in part due to
activation ofthe mitochondrialuncoupler-stimulated ATPase.
With ATP depletion, caspase activation is blocked, and
necrosis occurs instead. Fructose, an ATP-generating
glycolyticsubstrate,andglycine,acytoprotectiveaminoacid,
preventmembranefailureandnecroticcelldeath.
Reproducedfrom Harmeetetal.(2006),Hepatology43,31-44.
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(((111)))세세세포포포사사사멸멸멸기기기전전전에에에 미미미치치치는는는 AAAAAAPPP의의의 영영영향향향

①①① CCCaaassspppaaassseee---333활활활성성성화화화와와와 PPPAAARRRPPP단단단백백백질질질의의의 분분분해해해 유유유발발발

Changliver세포와 HepG2세포에 각각 10mM과 20mM의 AAP를
24시간 처리한 후 미토콘드리아를 통한 세포사멸 과정에 관여하는 대표적
인 단백질인 caspase-3의 활성과 PARP 분해정도를 측정하였다.Chang
liver세포의 경우,Figure4에 나타낸 것과 같이,caspase-3활성이 AAP
에 의해 농도 의존적으로 증가되었다.Caspase-3의 대표적인 기질인
PARP분해정도를 살펴본 결과(Figure4B),AAP농도 의존적으로 PARP
분해가 일어나는 것으로 관찰되었다.HepG2세포의 경우도 Figure4의
결과에서처럼 caspase-3 활성이 AAP 농도 의존적으로 증가되었으며
PARP분해도 같은 경향을 나타내었다(Figure5B).그렇다면 AAP에 의
한 세포사멸이 caspase-3의존성 세포사멸인지를 확인하기위해 caspase
-3inhibitor인 Z-VAD-fmk를 AAP와 함께 처리하여 AAP독성에 어떤
영향을 미치는지를 살펴본 결과,Figure6에서와 같이 Changliver세포
에서 AAP 처리로 127.4±5.18%까지 증가되었던 caspase-3 활성이
caspase-3inhibitor(D)처리로 65.8±7.7%로 감소되었으나,세포증식에는
caspase-3inhibitor(58.0±2.3%)가 AAP처리에 의한 세포증식(54.4±3.6%)
효과를 억제시키지 않는 것으로 나타났다.또한 HepG2세포에서도 AAP
처리 시 증가한 caspase-3활성 (136.5±4.1%)이 caspase-3inhibitor처리
로 91.3±3.0%의 caspase-3활성이 나타났다.그러나,Changliver세포와
는 달리,HepG2세포에서는 caspase-3inhibitor(90±6.6%)가 AAP의 세
포사멸작용(81.9±4.5%)을 부분적으로 억제시키는 것으로 나타났다.본 실
험에서 사용한 두가지 세포에서의 Caspase-3활성과 PARP분해양상이
다르게 나타났으며, 이는 세포에 따른 차이일 것으로 생각된다.
Caspase-3활성과 PARP분해,그리고 세포사멸에 대해 의존성,혹은 비
의존성에 대한 논문들이 보고되었다.세포분화,증식,성장억제,apoptosis
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등 다양한 생리기능을 가진 cytokine인 TGF-β에 관한 연구 (Derynck
and Balmain,2001;Massagu etal.,2000;Schusterand Krieglstein,
2002)에서 TGF-β에 의한 apoptosis시 caspase-3의존성/비의존성 PARP
분해가 일어나며,DNA 단편화에 caspase-3가 영향을 미치지 않는다고
하였다(Yangetal.,2004).또한 Bolethlymphoblastoid세포에서 카드뮴
에 의해 apoptosis가 진행되며 이때 caspase-3/-8inhibitor를 첨가하더라
도 세포사멸이 억제되지 않았으므로,카드뮴에 의한 apoptosis는 caspase
-3 의존성/비의존성 경로에 의해 일어난다고 하였다(Coutant et al.,
2006).HepG2세포에서는 AAP처리시 caspase-3활성이 AAP농도 의
존적으로 증가되었으며,caspase-3inhibitor가 AAP에 의한 세포사멸을
부분적으로 억제시킨 반면, Chang liver 세포에서는 AAP 처리로
caspase-3 활성이 AAP 농도 의존적으로 증가되었으나, caspase-3
inhibitor를 처리하였을 때 AAP에 의한 세포사멸이 억제되지 않았다.그
러므로 HepG2세포에서는 AAP에 의한 세포사멸과정에 caspase-3가 관
여하는 반면 Changliver세포에서는 caspase-3의존성/비의존성 세포사멸
경로가 존재할 것으로 생각된다.
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AAA...

BBB...

FFFiiiggg...444...CCCaaassspppaaassseee---333aaaccctttiiivvviiitttyyy(((AAA)))aaannndddPPPAAARRRPPPcccllleeeaaavvvaaagggeee(((BBB)))aaafffttteeerrrAAAAAAPPP
tttrrreeeaaatttmmmeeennntttiiinnnCCChhhaaannngggllliiivvveeerrrccceeellllllsss...
Cells were treated with AAP for 24 hrs and collected for
enzymeactivity(A)andwesternblotting(B).Caspase-3activity
weremeasuredasdescribedinmaterialsandmethods,anddata
shownaremean±S.D.expressedandcamefrom atleastthree
independentexperiments.Samples significantly differentfrom
control;ap<0.05,bp<0.01.PARPcleavagewerepresentedone
representative gelfrom three separate experiments and the
quantitativeanalysisbasedondensitometryofeach.
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AAA...

BBB...

AAPconc.(mM) 0 5 10 20

FFFiiiggg...555...CCCaaassspppaaassseee---333aaaccctttiiivvviiitttyyy(((AAA)))aaannndddPPPAAARRRPPPcccllleeeaaavvvaaagggeee(((BBB)))aaafffttteeerrrAAAAAAPPP
tttrrreeeaaatttmmmeeennntttiiinnnHHHeeepppGGG222ccceeellllllsss...
Cells were treated with AAP for 24 hr and collected for
enzymeactivity(A)andwesternblotting(B).Caspase-3activity
weremeasuredasdescribedinmaterialsandmethods,anddata
shown aremean ± S.D.expressed and camefrom atleast
threeindependentexperiments.Samplessignificantly different
from control; a p<0.05, b p<0.01.PARP cleavage were
presented one representative gel from three separate
experiments and the quantitative analysis based on
densitometryofeach.
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FFFiiiggg...666...CCCaaassspppaaassseee---333aaaccctttiiivvviiitttyyyaaannndddccceeellllllvvviiiaaabbbiiillliiitttyyyaaafffttteeerrrAAAAAAPPP ooorrrAAAAAAPPP
aaannndddcccaaassspppaaassseee---333iiinnnhhhiiibbbiiitttooorrr(((DDD)))cccooo---tttrrreeeaaatttmmmeeennntttiiinnnCCChhhaaannngggllliiivvveeerrr
ccceeellllllsss...
A.Cells were treated 10 mM AAP alone or AAP and
caspase-3inhibitor(D)for24hrs,andcollectedforcaspase
activity assay.B.Cellswereseeded on 96wellplateand
incubatedfor24hrs.Then,mediawaschangedwithserum
freemedia.After24hrsincubation,cellweretreated with
sample, and incubated for 24 hrs. Cells were
measured by MTS assay as described in material and
methods.
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FFFiiiggg...777...CCCaaassspppaaassseee---333aaaccctttiiivvviiitttyyyaaannndddccceeellllllvvviiiaaabbbiiillliiitttyyyaaafffttteeerrrAAAAAAPPP ooorrrAAAAAAPPP
aaannndddcccaaassspppaaassseee---333iiinnnhhhiiibbbiiitttooorrr(((DDD)))cccooo---tttrrreeeaaatttmmmeeennntttiiinnnHHHeeepppGGG222ccceeellllllsss...
A.Cells were treated 10 mM AAP alone or AAP and
caspase-3inhibitor(D)for24hrs,andcollectedforcaspase
activity assay.B.Cellswereseeded on 96wellplateand
incubatedfor24hrs.Then,mediawaschangedwithserum
freemedia.After24hrsincubation,cellweretreated with
sample,and incubated for24hrs.Cellsweremeasured by
MTSassayasdescribedinmaterialandmethods.
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②②② DDDNNNAAA 단단단편편편화화화에에에 대대대한한한 AAAAAAPPP의의의 영영영향향향

Acetaminophen에 의한 세포사멸모드가 apoptosis인지 necrosis인지를
확인하기위해 DNA 단편화를 살펴보았다.Figure8에 나타낸 결과에서 알
수 있듯이,Changliver세포와 HepG2세포 모두에서 AAP농도 의존적
으로 DNA 단편화가 일어나는 것으로 관찰되었다.그러나 관찰된 DNA
단편화는 apoptosis 진행시 일어나는 laddering이 아닌 smearing으로
necrosis의 특징을 나타내었다.Bax및 tBid의 미토콘드리아로의 이동,미
토콘드리아로부터 cytochromec분비,PARP분해,DNA 분해 등과 같은
apoptosis와 necrosis사이에 중복되는 신호전달과정이 존재하므로
apoptosis와 necrosis를 구분하여 정확하게 정의하기는 어렵다 (Zhanget
al.,2000;JaeschkeandBajt,2005).쥐에 AAP를 투여한 후 그 간조직
을 가지고 실시한 TUNELlabeling과 DNA laddering결과에서 apoptosis
를 나타내었다는 보고가 있었던 반면 (Rayetal.,1996;Eletal.,2003),
AAP에 의한 간세포 사멸 시 apoptosis는 매우 드물게 발생하며 주로
necrosis에 의한 사멸이 대부분이라는 보고도 있었다 (Gujraletal.,
2002).Konetal.(2004)은 AAP에 의한 세포사멸은 apoptosis와 necrosis
에 의해 일어난다고 보고하였다.Acetaminophen은 ATP를 감소시켜서
energy가 필요한 apoptosis를 억제,그 결과 에너지가 없이 일어나는
necrosis를 일으킨다.그러나 fructose와 glycine을 사용하면 ATP가 감소
되지 않으므로 necrosis가 일어나지 않고 caspase에 의한 apoptosis가 증
가하게 된다.따라서 AAP에 의한 세포사멸은 necrosis와 apoptosis의 특
징을 모두 가지는 necrapoptosis에 의해 일어난다고 할 수 있다(Malhiet
al.,2006).본 연구에서는 0.0075g/lglycine이 함유된 MEM를 사용하였
으며,그 결과 AAP 처리후 apoptosis의 특징인 caspase-3 활성화와
DNA 단편화를 관찰할 수 있었다.그러나 우리가 관찰한 DNA 단편들은
DNA laddering이 아닌 smearing으로 관찰되었으므로,DNA 단편화 측정
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결과에서는 necrosis로 나타났다.따라서 본 연구에서는 AAP에 의한 세
포사멸모드를 앞서 설명한 대로 apoptosis와 necrosis의 특징을 모두 가진
necrapoptosis라고 생각된다.
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FFFiiiggg...888...EEEffffffeeeccctttooofffAAAAAAPPPooonnnDDDNNNAAA fffrrraaagggmmmeeennntttaaatttiiiooonnn...
Changliver(A)andHepG2(B)cellswereincubatedwithAAP
intheindicatedconcentrationsfor24hrsandextractedDNA as
describedin materalsandmethods.TheextractedDNA was
loadedon1.8% agarosegel.M isDNA marker.



-40-

③③③ 세세세포포포주주주기기기에에에 대대대한한한 AAAAAAPPP의의의 영영영향향향

DNA bindingdye인 PI염색을 통해 세포주기를 관찰하였다.Figure
9에 나타난 바와 같이,AAP는 sub-G1arrest를 일으키는 것으로 나타났
다.Sub-G1peak는 DNA 단편화가 일어나서 만드는 peak이며,이 결과
는 DNA 단편화 결과(Figure8)와 일치하였다.Sub-G1arrest정도를
table1에 나타내었다.Changliver세포와 HepG2세포에서 각각 10mM
과 20 mM의 AAP를 처리한 결과,Chang liver 세포에서는 4.85%
(control)에서 11.9% (10 mM AAP)로, HepG2 세포에서는 9.91%
(control)에서 16.4% (20mM AAP)로 sub-G1기가 증가되었다.

이상의 결과들을 종합해 볼 때,AAP에 의한 세포사멸 시 Chang
liver세포와 HepG2세포에서는 조금 다른 양상의 사멸 패턴을 나타내었
다.HepG2세포에서는 caspase-3활성화나 PARP 분해가 일어났으며
caspase-3inhibitor처리로 AAP에 의한 세포사멸이 부분적으로 억제되
었으나,Changliver세포에서는 caspase-3inhibitor처리로 AAP에 의한
세포사멸이 전혀 억제되지 않았으므로,앞서 언급했던 두 가지 AAP독성
기전중 하나인 미토콘드리아기능 장애를 통한 세포손상 메카니즘 이외에
미토콘드리아와는 무관한 다른 메카니즘의 존재 가능성을 제시할 수 있
다.두가지 세포에서 apoptosis 지표중의 하나인 caspase-3 활성화가
AAP처리로 유도되었으나.DNA 단편화패턴이 necrosis모드를 나타내었
으므로,apoptosis와 necrosis두 가지 특징을 모두 갖춘,necrapoptosis에
의한 세포사멸이 일어났음을 확인하였다.
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FFFiiiggg...999...EEEffffffeeeccctttooofffAAAAAAPPPooonnnccceeellllllcccyyycccllleeeiiinnnCCChhhaaannngggllliiivvveeerrrccceeellllllsss...
Cells were treated AAP in the indicated concentrations for
24hrs,and analyzed cellcycle as indicated in the material
andmethods.
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FFFiiiggg...111000...EEEffffffeeeccctttooofffAAAAAAPPPooonnnccceeellllllcccyyycccllleeeiiinnnHHHeeepppGGG222ccceeellllllsss...
CellsweretreatedAAP in theindicatedconcentrationsfor
24hrs,andanalyzedcellcycleasindicatedin thematerial
andmethods.
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TTTaaabbbllleee111...            IIInnncccrrreeeaaassseeeooofffsssuuubbb---GGG111ccceeellllllpppooopppuuulllaaatttiiiooonnnbbbyyyAAAAAAPPPtttrrreeeaaatttmmmeeennnttt
iiinnnCCChhhaaannngggllliiivvveeerrraaannndddHHHeeepppGGG222ccceeellllllsss    

55.73%17.20%20mM AAP

16.4%11.90%10mM AAP

17.13%8.51%5mM AAP

9.91%4.85%SFM

HepG2 cellChang cell

subG1

55.73%17.20%20mM AAP

16.4%11.90%10mM AAP

17.13%8.51%5mM AAP

9.91%4.85%SFM

HepG2 cellChang cell

subG1
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(((222)))산산산화화화적적적 손손손상상상기기기전전전에에에 미미미치치치는는는 AAAAAAPPP의의의 영영영향향향

Acetaminophen에 의한 간 조직 손상은 산화적 스트레스에 의한다는
것은 이미 잘 알려진 사실이다(Nelson,1990;Mitchelletal.,1973).
Figure3은 AAP에 의한 산화적 손상의 대사 생성물인 NAPQI가 간세포
손상을 일으키는 기전을 도식화한 것이다.Acetaminophen은 과량이 아닌
치료 농도로 섭취했을 때에는 glucuronyltransferase에 의해 glucuronic
acid와 결합하여 glucuronied AAP가 생성(Nelson,1990)되고 이것은
Mrp2에 의해 담즙으로 분비되거나(Xiongetal.,2000),Mrp3에 의해 혈
관으로 이동한다(Zamek-Gliszczynskietal.,2005).그러나 과잉의 AAP
를 섭취했을 때에는 CYP2E1에 의해 NAPQI가 생성되고(Nelson,1990),
Figure3에 나타난 바와 같이 GSH와 반응하여,세포 내 GSH 농도를 감
소시킨다(Mitchelletal.,1973).Acetaminophen을 과잉으로 복용하고 나
면 미토콘드리아 내 peroxynitrite가 생성되어 세포내 산화적 손상을 일으
키는데 GSH가 이 peroxynitrite를 제거하는 역할을 한다.즉 AAP과다복
용으로 세포내 peroxynitrite가 증가됨과 동시에 GSH 농도가 감소되므로
산화적 손상이 일어나는 것이다(JaeschkeandBajt,2005).

①①① 세세세포포포내내내 GGGSSSHHH 농농농도도도에에에 미미미치치치는는는 AAAAAAPPP의의의 영영영향향향

Acetaminophne에 의한 세포의 산화적 손상을 확인하기 위해 세포 내
GSH 농도를 측정하였다(Table3).그 결과 Changliver세포에서는 AAP
처리로 GSH 농도가 감소되는 것으로 나타났으나,HepG2세포의 경우,
세포내 GSH 농도에 변화가 없었다.이것은 HepG2세포에 처리한 AAP
농도(5～20mM)로는 GSH 농도를 변화시키지 않을 정도의 저농도를 사
용한 결과일 가능성을 제시할 수 있다.
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TTTaaabbbllleee222...GGGSSSHHH llleeevvveeelllsssiiinnnCCChhhaaannngggllliiivvveeerrrccceeellllllssstttrrreeeaaattteeedddAAAAAAPPP

AAPconc.(mM) GSH levels(%)
5 116.7±1.7a

10 75.7±7.74b

20 58.1±1.47c

Datawererepresented% ofcontrol(100%).Valuesarethe
mean±S.D.Valuesdifferentalphabetaresignificantly(p<0.05)
amongthegroupbyDuncan'smultiplerangetest(a>c>b).
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②②② MMMiiitttooogggeeennn---aaaccctttiiivvvaaattteeedddppprrrooottteeeiiinnnkkkiiinnnaaassseee신신신호호호전전전달달달경경경로로로에에에 미미미치치치는는는 AAAAAAPPP의의의
영영영향향향

최근 연구들에서 산화적 손상에 의한 세포사멸에 MAPKspathway가
작용한다는 사실이 밝혀졌다.이 MAPK pathway는 세포증식,분화,
apoptosis에 관련되어있다(Sano et al.,2001 ;Jang et al.,2002).
Mitogen-activated protein kinase pathway에 3가지 kinase들, 즉
extracellular signal-regulated kinase (ERK),p38 kinase,c-Jun N-
terminalkinase(JNK)가 있으며 이중 ERK는 다양한 성장인자들에 대한
세포분열이나 증식에 관여하고 JNK와 p38은 UV,열 등의 세포외 스트레
스에 대해 활성화된다(KyriakisandAvruch,2001;Chungetal.,2003;
Kangetal.,2003).이 효소들이 활성화되면 세포에 따라 다양한 반응들
이 나타나는데,JNK의 경우,apoptosis,transformation,면역반응에 관여
하는 신호전달경로에 작용한다.따라서 본 실험에서는 AAP가 산화적 손
상을 일으켜 세포사멸을 유도한다는 사실을 확인했으므로 산화적 손상과
관련된 세포내 단백질인 ERK,p38,JNK의 발현정도를 살펴보았다.
Changliver세포와 HepG2세포에서,각각 10mM과 20mM의 AAP처
리로 p38과 pJNK는 변화가 없었으나,pERK가 증가되었다.즉 실험에 사
용한 두 세포모델에서 공통적으로 AAP에 의한 간세포 손상시 ERK 인산
화가 일어나는 것을 확인하였다.ERK는 세포생존에 관여하는 것으로 알
려져 있으나,최근 발표된 몇 편의 논문들에서 ERK 인산화로 세포사멸이
유도된다는 보고들이 있었다.Bhatetal.(1999)은 MEK inhibitor인
PD98059로 ERK 인산화를 억제시켰더니,H2O2에 의한 세포사멸이 억제되
었다고 하였다.즉 H2O2에 의한 세포사멸에 ERK 인산화가 관여한다는
것이다.Wang etal.(2000),Lesuisseetal.(2002),Pavlovicetal.
(2000)도 각각 Helacell,corticalneurons,primary β-cell에서 이와 같은
결과를 확인하였다고 보고하였다.따라서 본 실험에서도 AAP에 의한 세
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포사멸에 ERK 인산화가 관여하는지를 확실하게 확인하기위해 MEK
inhibitor인 PD98059를 사용하여 pERK 발현정도와 GSH 생성정도를 살
펴보았다(Figure11및 12).그 결과,Changliver세포에서는 PD98059
처리로 pERK 발현이 감소되었으며,이와 더불어 세포내 GSH 농도는 대
조군수준으로 회복되었다.반면,HepG2세포에서는 앞선 결과와 같이,
AAP 처리에의해 세포내 GSH 농도에 변화가 없었으며,여기에 ERK
inhibitor를 처리하면,Changliver세포와 마찬가지로 GSH 농도가 증가
하는 것으로 나타나 ERK가 세포 내 GSH 농도 조절에 관여함을 확인할
수 있었다.
이상의 결과들을 종합해볼 때,두 가지 세포들에서 ERK 인산화가 세

포내 GSH 농도조절을 통해 AAP에 의한 세포손상 메카니즘에 중요하게
작용함을 확인하였다.
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FFFiiiggg...111111...EEEffffffeeeccctttsss ooofffAAAAAAPPP tttrrreeeaaatttmmmeeennntttooonnn oooxxxiiidddaaatttiiivvveeessstttrrreeessssss---rrreeelllaaattteeeddd
ppprrrooottteeeiiinnn eeexxxppprrreeessssssiiiooonnn bbbyyy wwweeesssttteeerrrnnn bbblllooottttttiiinnnggg iiinnn CCChhhaaannnggg llliiivvveeerrr
ccceeellllllsssaaannndddHHHeeepppGGG222ccceeellllllsss...
Cells were treated with AAP for 24hrs and lysated for
western blot.Data were presented one representative gel
from threeseparateexperiments.
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FFFiiiggg...111222...EEEffffffeeeccctttsssooofffMMMEEEKKK iiinnnhhhiiibbbiiitttooorrr,,,PPPDDD999888000555999,,,ooonnnAAAAAAPPPcccyyytttoootttoooxxxiiiccciiitttyyy
iiinnnCCChhhaaannngggllliiivvveeerrr(((AAA)))aaannndddHHHeeepppGGG222(((BBB)))ccceeellllllsss...
CellsweretreatedwithSFM,10mM AAP,andAAPand
PD98059for24hrs.After24hrs,5×108cellswerecollected
andassayedasindicatedinmaterialandmethods.Datawere
represented% ofcontrol(100%).Valuesarethemean±S.D.
Valuesdifferentalphabetaresignificantly(p<0.05)among
thegroupbyDuncan'smultiplerangetest.
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444...IIInnnsssuuullliiinnn---llliiikkkeeegggrrrooowwwttthhhfffaaaccctttooorrr---III(((IIIGGGFFF---III)))이이이 AAAAAAPPP독독독성성성에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향

111)))AAAccceeetttaaammmiiinnnoooppphhheeennn과과과 IIIGGGFFF---III병병병행행행처처처리리리 시시시 세세세포포포증증증식식식에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향
Acetaminophen에 의한 간세포 사멸을 억제시키기 위해 endotherial

growthfactor(EGF),IGF-I,hepatocytegrowthfactor(HGF)를 AAP와
병행 처리하여 MTS 분석으로 세포증식에 미치는 영향을 살펴보았다
(Figure13).본 실험에 사용한 Changliver세포와 HepG2세포 모두에서
세 가지 growthfactor들이 모두 세포증식을 증가시켰으며,그 중에서 특
히 정상 간세포인 Changliver세포에서 AAP독성 억제효과가 큰 것으
로 나타난 IGF-I(100ng/ml)으로 이후 실험을 실시하였다 (Figure13).
IGFsystem은 외부의 스트레스,혹은 질병이 발생하면 세포사멸을 억

제하는 유력한 인자로 알려져 있다.이 IGF가 어떻게 세포생존을 유도하
는지에 관한 연구를 통해 IGF의 질병 치료효과를 기대할 수 있을 것이다.
예를 들어,IGF-I은 근위축성측삭경화증(amyotrophiclateralsclerosis)진
행초기에 이를 예방하는 효과가 있는 것으로 보고되었다(Vincentand
Feldman,2002).Alexiaetal.(2004)은 doxorubicin을 HepG2세포에 처
리하여 apoptosis가 유도되었으며 이때 IGF-I을 처리하면 약물에 의한
apoptosis가 완전히 억제되었다고 하였다.Ryojietal.(2006)은 몇 가지
성장인자들을 처리한 SV40-transformedhumancornealepithelial세포에
서의 세포증식 유도와 사멸 억제효과에 대해 보고하였다.그러나 암세포
가 아닌 정상조직 혹은 정상세포에서의 IGF-I의 치료효과에 대한 연구가
희박한 실정이다.따라서 본 실험에서는 정상 간조직에서 유래한 Chang
liver세포와 hepatocyte인 HepG2세포를 이용하여 AAP에 의한 세포손
상 시 IGF-I의 억제효과를 알아보고자 하였다.
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FFFiiiggg...111333...CCChhheeemmmoooppprrrooottteeeccctttiiivvveeeeeeffffffeeeccctttooofffgggrrrooowwwttthhhfffaaaccctttooorrrsssaaagggaaaiiinnnssstttAAAAAAPPP
cccyyytttoootttoooxxxiiiccciiitttyyy...
CellswereincubatedwithAAPandgrowthfactors(GF)atthe
indicatedconcentrationsfor24hrsandanalysedbyMTS
assay.Datawererepresented% ofcontrol(100%).Valuesare
themean±S.D.Valuesdifferentalphabetaresignificantly
(p<0.05)amongthegroupbyDuncan'smultiplerangetest.
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222))) AAAccceeetttaaammmiiinnnoooppphhheeennn독독독성성성에에에 대대대한한한 IIIGGGFFF---III의의의 억억억제제제 작작작용용용과과과 EEERRRKKK 인인인산산산화화화
앞서 GSH 감소에 의한 산화적 손상 시 MAPKspathway가 관여한

다고 하였으며,세 가지 MAPKs중 ERK 인산화가 AAP에 의해 증가되
는 것을 확인하였다.이것은 ERK-1/-2 signaling이 HepG2 세포와
Huh-7세포에서 약인성 apoptosis가 진행될 때 관여한다고 한 Catherine
etal.(2004)의 결과와 일치한다.IGF-I신호전달경로는 크게 두 가지
(PI3-K pathway및 MAPK pathway)를 들 수 있는데,그중에서 ERK,
JNK,p38과 같은 MAPK들이 관여하는 MAPK pathway가 세포증식,
apoptosis,분화에 관여하는 것으로 알려져 있다.JNK에 의한 신호전달은
세포사멸과 관련하여 작용하며 산화적 손상 시 JNK signaling이 활성화
된다.반면,ERK pathway는 세포성장과 분화를 조절하게 되는데 산화적
손상 시 ERK가 활성화되면 이후에는 항상성을 유지하기위해 anti-
apoptoticsignal로 작용하는 것으로 알려져 있다(Nairetal.,2004).

본 논문에서는 AAP처리로 ERK 인산화가 유도되었으므로 여기에
IGF-I(100ng/ml)을 병행처리 하였을 때 ERK 인산화가 세포증식과 산
화적 스트레스에 미치는 영향을 살펴보았다.Figure 14 (Chang liver
cells)와 Figure15(HepG2cells)에 나타낸 바와 같이,두 가지 세포 모두
에서 AAP단독처리로 ERK1/2인산화가 유도되었으며,여기에 IGF-I을
병행처리 했을 때 ERK1/2인산화가 더욱 증가되는 것으로 나타났다.또
한 PARP분해는 IGF-I병행처리로 감소되었고 이것은 앞선 MTS결과
와 일치하는 결과이다.이로써 IGF-I의 AAP독성 억제작용에 ERK 인산
화가 관여한다고 볼 수 있다.Sinha etal.(2004)는 마우스의 renal
epithelialcell에서 성장인자를 결핍시키면 ERK 인산화가 유도되고,ERK
인산화를 억제시키면 세포생존이 유도되므로,이 경우에는 ERK 인산화가
세포사멸을 유도하는 것이다.반면,Alexiaetal.(2004)는 HepG2세포와
Huh-7세포에 doxorubicin을 처리했을 때 ERK 인산화가 유도되며 여기
에 IGF-I을 처리함으로써 ERK 인산화가 더욱 증가되어 doxorubicin에
의한 세포손상이 회복된다고 하였다.이것은 본 논문의 결과와 일치하는
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것으로써,약물에 의해 ERK 인산화가 유도되었다가 IGF-1처리로 ERK
인산화가 더욱 증가됨으로써 세포생존이 유도되는,즉 AAP처리 시에는
세포사멸에 작용하던 ERK가 IGF-1을 처리함으로써 세포생존을 유도하는
것을 알 수 있다.이렇게 ERK는 세포생존과 사멸이라는 두 가지 정반대
의 현상을 유도하는 양면성을 가진다.

IGF-I이 그 수용체와 결합하면 다양한 신호전달과정이 일어나므로,
ERK 인산화 증가 이외에 또 다른 pathway가 IGF-I의 억제작용에 관여
할 가능성도 제시될 수 있다.즉 예를 들어,PI3K pathway가 활성화되어
IGF-I의 억제효과를 나타내거나, 혹은 MAPKs pathway와 PI3K
pathway가 병행하여 활성화됨으로써 억제효과를 나타낼 가능성도 제시할
수 있으며 이에 관한 연구가 진행되어야 할 것으로 생각된다.
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FFFiiiggg...111444...IIIGGGFFF---111ppprrrooottteeeccctttiiiooonnneeeffffffeeeccctttsssooofffCCChhhaaannngggllliiivvveeerrrccceeellllllsssfffrrrooommm AAAAAAPPP---
iiinnnddduuuccceeedddccceeelllllldddeeeaaattthhh...
Monolayersofcellswereuntreated(control)ortreatedwith
10mM AAP,AAP+IGF-I(100ng/ml),orAAP+PD98059
(20uM).Whole-cellextractswerepreparedandanalyzedby
Westernblottingusinganti-PARP,anti-phospho-ERK1/2,and
anti-panERK antibodies.Onerepresentativegelfrom three
separateexperimentsisresentedandthequantitativeanalysis
basedondensitometryofeach.
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FFFiiiggg...111555...EEEffffffeeeccctttsss ooofffIIIGGGFFF---IIIooonnn ccceeellllllppprrrooollliiifffeeerrraaatttiiiooonnn aaannnddd gggllluuutttaaattthhhiiiooonnneee
dddeeepppllleeetttiiiooonnniiinnnCCChhhaaannngggllliiivvveeerrrccceeellllllsss...
Cells were treated with 10mM AAP or AAP +
IGF-I(100ng/ml),andcellproliferationandtheGSH level
weremeasured asdescribedin thematerialsand methods
section.The GSH reading was normalized to the protein
concentration. The data shown represent four separate
expeirments.
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FFFiiiggg...111666...IIIGGGFFF---111ppprrrooottteeeccctttiiiooonnneeeffffffeeeccctttsssooofffHHHeeepppGGG222ccceeellllllsssfffrrrooommm AAAAAAPPP---
iiinnnddduuuccceeedddccceeelllllldddeeeaaattthhh...
Monolayersofcellswereuntreated(control)ortreatedwith
20mM AAP,AAP+IGF-I(100ng/ml),orAAP+PD98059
(20uM).Whole-cellextractswerepreparedandanalyzedby
Westernblottingusinganti-PARP,anti-phospho-ERK1/2,and
anti-panERK antibodies.Onerepresentativegelfrom three
separateexperimentsisresentedandthequantitativeanalysis
basedondensitometryofeach.
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FFFiiiggg...111777...EEEffffffeeeccctttsss ooofffIIIGGGFFF---IIIooonnn ccceeellllllppprrrooollliiifffeeerrraaatttiiiooonnn aaannnddd gggllluuutttaaattthhhiiiooonnneee
dddeeepppllleeetttiiiooonnniiinnnHHHeeepppGGG222ccceeellllllsss...
Cells were treated with 20 mM AAP or AAP +
IGF-I(100ng/ml),andcellproliferationandtheGSH level
weremeasured asdescribedin thematerialsand methods
section.The GSH reading was normalized to the protein
concentration. The data shown represent four separate
expeirments.
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333...해해해조조조류류류인인인 김김김으으으로로로부부부터터터 단단단백백백질질질 추추추출출출
최근 생명공학관련 과학기술이 빠르게 발전하면서 김에 함유된 생리기

능성분을 활용한 고부가가치 기능성식품 소재화 기술개발에 관심이 증대
되었고 이에 대한 연구(Morrice etal.,1983;Matosuo etal.,1993;
Kayamaetal,1983)가 활발히 진행되고 있으나,그 대부분이 김에 함유
된 다당류나 폴리페놀에 관한 논문이 대부분이다(Leeetal.,1996;Leeet
al.,2002).따라서 본 연구에서는 김의 고부가가치 활용을 위한 시도로서
김에 함유된 다당류가 아닌 14kDa분자량을 가진 단백질을 김의 열수추
출물로부터 추출하여 그 추출물이 어떤 효과를 나타내는지를 살펴보았다.

앞서 AAP에 의해 야기되는 간손상 메카니즘을 살펴보았고,아울러
IGF-I의 AAP독성 억제효과를 살펴보았다.최근 이 AAP독작용을 억제
하기위해 여러 논문들이 발표되었다.Cathleen etal.(2005)은 마우스에
AAP투여시의 세포사멸 현상 중 하나인 PARP활성이 나타난다고 보고
하였으며,Tamaraetal.(2003)은 AAP가 간에서 지질과산화를 일으켜 간
손상을 야기한다고 보고하였다(Tamara et al.,2003).Sidhartha et
al.(1999)은 마우스에서 포도씨추출물인 proanthocyanidin을 경구투여하였
을 때 AAP에 의한 간세포사멸을 예방한다고 보고하였으며,Franciscoet
al.(2005)은 남미에서 민간요법으로 오랫동안 사용되어온 protium
heptaphyllum 추출액을 투여한 결과,AAP에 의한 간손상을 예방할 수 있
다고 보고하였다.이에 본 연구에서는 김의 열수추출물로부터 추출한 14
kDa분자량을 가진 단백질을 AAP와 함께 병행처리한 결과 AAP독성을
저해시킴을 확인하였으므로 그 억제효과와 작용 메카니즘을 검토하고자
하였다.

111)))김김김으으으로로로부부부터터터 단단단백백백질질질 추추추출출출
김의 일반성분을 분석한 결과,마른 김분말의 수분은 3.9%,단백질은

36.1%을 함유하고 있었다.열수추출 후 감압하여 뷰후너 깔대기로 여과한
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여액에 3배 부피의 에탄올을 첨가하여 침전된 당을 제거하고 남은 상층액
을 취해 감압농축한 다음,ammonium sulfate를 첨가하여 흡착시킨 단백
질을 투석하고 얻은 투석액(수분 98%)중의 단백질은 1.72%(건물에 대해
86% )였으며,이것을 SephadexG-75칼럼과 HPLC로 정제하여 그 피크
를 확인한 것이 Figure18이다.최종으로 나온 시료의 순도를 BCA 단백
질 정량시약으로 확인한 결과 약 87%의 단백질과 8%의 당,그리고 5%정
도의 미지의 물질로 나타났다.
위에서 나온 시료의 분자량은 12.5% SDS-PAGE로 전기영동한 후,밴

드를 Commassiebluestaining과 Silverstaining으로 확인한 결과,약 14
kDa위치에 단일밴드를 확인하였으며,본 연구에 사용된 단백질이다.
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AAA.

BBB...

FFFiiiggg... 111888... PPPuuurrriiifffiiicccaaatttiiiooonnn ooofff ppprrrooottteeeiiinnn fffrrrooommm PPP... yyyeeezzzoooeeennnsssiiisss ooonnn
SSSeeepppaaadddeeexxxGGG---777555cccooollluuummmnnnccchhhrrrooommmaaatttooogggrrraaappphhhyyy(((AAA))),,,HHHPPPLLLCCC ooofff
fffrrraaaccctttiiiooonnncccooonnntttaaaiiinnniiinnngggppprrrooottteeeiiinnnfffrrrooommm SSSeeeppphhhaaadddeeexxxGGG---777555ooonnnaaa
rrreeevvveeerrrssseeeppphhhaaagggeeeAAAsssaaahhhiii---PPPaaakkkCCC444PPP---555000CCC444cccooollluuummmnnn(((BBB)))...
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ExtractwasloadingwithSDS-PAGE,andthenstainedwith
comassieabluestaining andsilverstaining.M ismarker,1
and2laneisbandofPorphyrayezoensis'protein.
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Acetaminophen독성과 김단백질의 효과를 관찰하기 위해 흰쥐를 대조
군,AAP단독 투여군,AAP와 김 단백질(PYP)을 병행 투여한 김 단백질
병행 투여군으로 각각 10마리씩 나누어 사육하였다.처음 1주간은 순치사
육을 실시하였고,이후 2주간 대조군과 AAP 단독 투여군에는 saline을
주고,김 단백질 병행 투여군에는 매일 100mg/kg의 김 단백질을 saline
에 녹여 경구 투여하였다.해부하기 24시간 전에,700mg/kg의 AAP를
복강으로 주사하고 24시간 뒤 흰쥐의 체중을 측정한 다음,단두·해부한
후 간을 적출하여 간 무게를 측정하였다.Table3에 나타낸 바와 같이,
AAP단독 투여로 인한 체중 변화나 간 무게에 실험군 간의 유의적인 차
이는 나타나지 않았다.Valentovicetal.(2004)은 C57BL/6마우스에 500
mg/kg의 AAP를 투여하고 4시간 이내에 체중은 변화가 없었으나 간무게
가 증가되었던 것이 AAP투여 15분전에 S-adenosylmethionine(SAM)
을 투여한 후,간 무게가 다시 정상으로 회복되었다고 하였다.Leeetal.
(1998)은 SD계 흰쥐에 3,000mg/kg의 AAP를 투여한 후 간,신장,비장
의 무게를 측정한 결과 간 무게가 약간 증가하긴 하였으나 유의적인 수준
으로 증가하지는 않았으며,신장 및 비장의 경우에는 아무런 변화가 없었
다고 하였다.Acetaminophen과 마찬가지로 AAP와 김 단백질 병행 투여
군의 경우에도 체중 변화와 간 무게가 대조군과 유의적인 차이를 보이지
않았으므로,김 단백질 자체의 독성은 없는 것으로 추정하고 이후 실험을
실시하였다.
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cccooo---tttrrreeeaaatttmmmeeennnttt

Valuesrepresentmean±S.D.withn=10pergroup.
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Figure20은 AAP복강투여로 인한 간 손상 정도를 육안으로 관찰한
것이다.그림에서와 같이 대조군에 비해 AAP단독 투여군에서 간 조직이
밝은 갈색으로 되어 이를 AAP 투여로 인한 간 손상으로 추정하였다
(Figure20).조직내부를 자세히 관찰하기 위해 H&E염색을 실시하여 광
학현미경으로 관찰한 결과(Figure21),대조군에 비해 AAP단독투여군에
서는 centralvein주위의 핵 분해가 다수 관찰되었으며,그 외 세포가 없
어져서 비어있는 현상을 관찰할 수 있었다.이는 AAP독성에 의한 간 세
포사멸을 의미하며,김 단백질 병행 투여군에서는 이러한 현상이 감소되
는 것을 확인할 수 있었으며,AAP단독 투여군이 대조군이나 김 단백질
병행 투여군에 비해 옅게 염색된 것을 확인하였다.즉,AAP로 인해 간
조직이 손상되었음을 확인하였다(Figure21).
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control

AAP AAP+PYP
FFFiiiggg...222000...PPPhhhoootttooogggrrraaappphhhsssooofffllliiivvveeerrraaafffttteeerrrAAAAAAPPPaaalllooonnneeeooorrrcccooo---tttrrreeeaaatttmmmeeennnttt

wwwiiittthhhAAAAAAPPPaaannndddPPPYYYPPP...
ArrowsappearliverDemage:itscolorchangesintolight
brown,comparedtocontrol.Incontrast,AAP+PYP
co-treatmentgroupwasnotdetectedanychange.
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FFFiiiggg...222111...RRReeeppprrreeessseeennntttaaatttiiivvveeeHHH &&& EEE---ssstttaaaiiinnneeedddllliiivvveeerrrssseeeccctttiiiooonnnsssooofffcccooonnntttrrrooolllsss
(((AAA))),,,aaannniiimmmaaalllssstttrrreeeaaattteeedddwwwiiittthhh777000000mmmggg///kkkgggooofffAAAAAAPPP(((BBB))),,,ooorrr
AAAAAAPPP+++PPPooorrrppphhhyyyrrraaayyyeeexxxoooeeennnsssiiisssppprrrooottteeeiiinnn(((CCC)))(((×××222000000)))...
A ,control;Theliverwashistologicallynormalwithno
changeinthelobulararchitecture.B,AAPtreatment;
NucleiinthesehepatocyteswereeitherinanDNA
fragmentation(arrowhead)orcompletelyabsent(arrow).C,
AAPandPYPco-treatment;theliverwasappearedas
control.
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혈청 GOT와 GPT는 간 세포의 변성 및 괴사를 반영하는 효소로 간
조직 손상 시 혈중으로 다량 유출된다고 알려져 있다.본 실험에서는
AAP 단독,혹은 김단백질 병행투여로 인한 간 손상정도를 살펴보고자,
혈청중의 GOT/GPT 수준을 확인하였고,그중 GOT 결과를 보면 대조군
의 경우 158.97±13.4 karmen,AAP 단독투여군의 경우 187.95±20.7
karmen,AAP+김단백질 병행 투여군의 경우 148.41±6.7karmen으로 나타
나,대조군에 비해 AAP단독투여시 GOT가 유의적으로 증가 (p<0.05)했
으며,김단백질에 의해 GOT치의 감소가 대조군 이하로 감소됨을 알 수
있다. 한편, GPT의 경우 대조군은 28.83±7.9 karmen, AAP군은
44.83±11.7karmen,김단백질 병행 처리군은 30.22±6.6karmen으로 GOT
결과와 유사한 경향을 나타내었다(Figure22).즉,GPT 결과에서도 김단
백질이 AAP에 의한 간손상을 대조군수준으로 감소시킴을 알 수 있다.사
염화탄소를 이용한 간 손상 시 혈청중의 GOT/GPT수치가 급격히 증가되
었다는 보고가 있었다 (Choetal.,2004;Choetal.,2003;Kim etal.,
2003).그 외에도 AAP투여로 인한 간 손상 시 혈청중의 GOT/GPT 증
가에 대한 보고가 있었다 (Leeetal.,1998; Gujraletal.,2002).따라
서,김단백질이 AAP투여로 인한 간손상을 보호하여 GOT/GPT 농도를
증가시키는데도 효과가 있음을 확인하였다.
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rrraaatttsss(((nnn===111000)))eeexxxpppooossseeedddtttoooAAAAAAPPP...
Animalswerefed with 100mg/kg PYP for2weeksand
administrated AAP(700mg/kg).After24hrs,blood and liver
tissue were collected.The rats serum GOT/GPT were
determinedasindicatedwithmaterialsandmethods.Values
arethemean±S.D.b ;significantly differentfrom control,
p<0.05.
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Acetaminophen세포독작용 기전 중의 하나가 GSH 감소에 의한 산화
적 손상이다.진통제로 사용하고 있는 AAP는 간에서 대사되어 그 대사산
물로 NAPQI가 생성된다.이 대사산물은 적정량의 AAP를 복용하여,
GSH가 충분한 경우에는 담즙이나 뇨로 배설되지만 AAP과다 복용으로
생성된 NAPQI는 GSH와 반응하여 GSH-adduct를 형성한 뒤 담즙으로
분비되므로 AAP를 과다 복용한 경우 GSH가 감소되며,또한 세포내 단
백질,그중에서도 특히 미토콘드리아 단백질과 결합하여 미토콘드리아기
능 장애를 일으키게 된다(Mitchelletal.,1973,Hartmutetal.,2003).세
포내 GSH가 감소되면 glutathionedisulfide(GSSG)농도가 증가하게 된다.
Acetaminophen투여 4시간이후에 활성산소 형성지표인 GSSG농도가 증
가(Jaeschke,1990;Knightetal,2001)되므로 산화적 스트레스는 간 손
상의 원인이라기보다는 결과라고 하였다(Rogersetal.,2000).흥미롭게
도,담즙으로 분비되는 GSSG를 관찰할 수 없으며,대부분의 GSSG는 미
토콘드리아에서 형성된다.실제로 AAP투여한 실험동물의 미토콘드리아를
적출하여 GSSG농도를 측정해보면 그 농도가 매우 높게 나타나며,이것이
세포내에 존재하는 GSSG의 전부는 아니지만 대부분이라는 보고가 있다
(Jaeschke,1990;Knightetal.,2001).즉,AAP는 미토콘드리아에서의
산화적 손상을 유도한다고 할 수 있다.실험동물에 GSH를 정맥으로 투여
하였을 때 AAP에 의한 간손상이 억제되었으며,세포주기 활성화를 촉진
시킨다는 보고가 있었다(Knightetal.,2002).산화적 손상과 관련하여 이
를 억제 또는 예방하기 위한 연구를 살펴보면,IGF-I(Jaeschkeetal.,
2006),demethylsufoxide(DMSO)(Yoonetal.,2006),melatonine(Matsura
etal.,2006),sylimarine(Nenchinietal.,2006),등과 같은 물질들이 대부
분이다.그중에서,IGF-I,sylimarine,DMSO 등은 GSH농도를 감소시킴
으로써 AAP독성을 억제시키는 반면,melatonine은 GSH농도에는 아무런
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영향을 주지 않는다고 하였다.따라서 본 연구에서는 AAP투여시 간조직
중의 GSH 함량과 김단백질 병행투여시 어떠한 영향을 미치는지를 알아
보기위해 조직중의 GSH 함량을 측정하였다(Fig.23).GSH 함량은 대조
군 (100%)에 비해,AAP단독투여군 (85.4±4.8%)에서 유의적인 감소를 나
타내었으며 이는 AAP투여시 조직중의 GSH,또는 GSH/GSSG비,GST
를 살펴본 여러 논문들의 결과와 일치하였다(Leeetal.,1998;Jaeschke
etal.,1990).그러나 AAP단독 투여군에 비해,AAP와 김단백질을 병행
투여한 경우에는 다시 92.16±6.36%로 증가되는 것으로 나타났다.즉 AAP
에 의해 감소되었던 GSH함량이 김단백질에 의해 증가됨을 확인하였다.
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eeexxxpppooossseeedddAAAAAAPPP...
Animalsweretreatedwithsalineor100mg/kgPYPfor2
weeks,andadministratedwith700mg/kgAAP.After24hrs,
livertissuewascollectedandmeasureGSHlevelas
indicatedinmaterialandmethods.Valuesarethemean±S.D.
Valuesdifferentalphabetaresignificantly(p<0.05)among
thegroupbyDuncan'smultiplerangetest(a>c>b).
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Apoptosis유도를 결정하는 인자들에는 여러 가지가 있으며,그 중
caspase-3는 apoptosis의 결정적인 신호 전달물질로 apoptosis진행시 활
성화된다.따라서 본 실험에서는 AAP에 의한 간 손상시 세포사멸을 확인
하기위해 caspase-3활성을 측정하였다.그 결과,AAP투여군은 대조군
(100%)에 비해 143.38±10.25%로 caspase-3활성이 증가되었으며,이는
김단백질 처리로 112.21±11.52%로 감소되었다 (Figure24).이는 AAP투
여시 caspase-3가 활성화되지 않아 AAP에 의한 세포사멸모드가
apoptosis가 아닌 necrosis라고 주장한 다른 논문들 (Lawsonetal.,1999
;Gujraletal.,2002)과는 정반대의 결과를 보여 주었다.그러나,이들의
결과는 모두 caspase활성이 아닌 Westernblot에서 나온 밴드 결과만을
가지고 caspase활성화가 일어나지 않았다고 주장하였다.따라서 AAP에
의한 간조직손상시 사멸모드가 apoptosis라는 사실을 뒷받침하기 위해,간
조직 중의 DNA를 추출해 단편화패턴을 살펴보고자 하였다(Figure25).
그 결과,대조군에 비해 AAP단독 투여군에서 확실한 DNA 단편화를 관
찰할 수 있었고,반면,AAP+김단백질 병행처리군에서는 DNA 단편화가
억제되는 것으로 나타났다. 그러나 이 DNA 단편화 패턴을 보면
laddering이 아닌, smearing으로 necrosis의 특징을 보여주었다.
Acetaminophen에 의한 간 손상 시 그 사멸모드에 대한 의견이 분분한 가
운데(CohenandKhairallah,1997;Pumfordetal.,1997),최근에 발표된
논문들에서는 apoptosis에 의한 것이라는 결과들이 많이 나오고 있다
(Ferretetal.,2001;Kannoetal.,2000;Rayetal.,1996;Zhanget
al,2000).그들은 간세포의 40% 이상이 apoptosis에 의한 사멸을 일으킬
것이라 가정하였다(Rayetal.,1996;RayandJena,2000).Rayetal.
(1993)은 invivo실험에서 apoptoticcelldeath의 특징인 DNA 단편화시
DNA laddering,그리고 PARP분해가 일어난다고 보고하였으며 그 외에
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도 TUNEL assay에서 DNA 나선이 분해된 것을 관찰하기도 하였다
(Lawsonetal.,1999).그리고 Rayetal.(1996)과 RayandJena(2000)
는 전자현미경 관찰에서 apoptosis의 특징을 가진 간세포사진을 제시하기
도 하였다.반면 Gujraletal.(2002)은 AAP투여시 apoptosis는 소수 일
어나며 대부분이 necrosis가 진행된다고 하였다.Malhietal.(2006)은
AAP가 ATP를 감소시킴으로써 necrosis를 일으키게 되지만,세포실험에
서 배지에 fructose와 glycine을 첨가하면 ATP가 감소되지 않으므로
necrosis가 억제되고 반면 caspase에 의한 apoptosis가 증가하게 된다고
하였다.따라서 AAP에 의한 세포사멸은 necrosis와 apoptosis의 특징을
모두 가지는 necrapoptosis에 의해 일어난다고 볼 수 있다(Malhietal.,
2006).본 연구에서는 여러 가지 apoptosis나 necrosis현상들 중에서도
대표적인 특징인 caspase-3활성과 DNA 단편화를 살펴봄으로써 AAP가
어떤 사멸모드를 통해 독성을 나타내는지를 알아보았다.앞서 실시한 세
포실험에서 0.0075g/lglycine이 함유된 MEM을 사용하였으며,그 결과
AAP처리후 apoptosis의 특징인 caspase-3활성화가 일어났고,DNA 단
편화 패턴이 DNA laddering이 아닌 smearing으로 관찰되었으므로,DNA
단편화 결과에서는 necrosis로 나타났다.따라서 본 논문에서는 AAP에의
한 세포사멸모드를 앞서 설명한 대로 apoptosis와 necrosis의 특징을 모두
가진 necrapoptosis라고 하였다.이것은 invivo실험에서도 동일한 결과가
나타났으므로 앞서 실시한 세포실험 결과를 뒷받침하고 있다.
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FFFiiiggg...222444... EEEffffffeeeccctttooofffPPP...yyyeeezzzoooeeennnsssiiisssppprrrooottteeeiiinnn(((PPPYYYPPP)))ooonnncccaaassspppaaassseee---333aaaccctttiiivvviiitttyyy
ooofffrrraaatttsss(((nnn===111000)))eeexxxpppooossseeedddAAAAAAPPP.
Animalsweretreatedwithsalineor100mg/kgPYPfor2
weeks,andadministratedwith700mg/kgAAP.After24hrs,
livertissuewascollectedandmeasurecaspase-3activityas
indicated in material and methods. Values are the
mean±S.D. Values different alphabet are significantly
(p<0.05)amongthegroupbyDuncan'smultiplerangetest
(a>c>b).



-75-

FFFiiiggg...222555...DDDNNNAAA fffrrraaagggmmmeeennntttaaatttiiiooonnn aaafffttteeerrrAAAAAAPPP aaalllooonnneee ooorrrcccooo---tttrrreeeaaatttmmmeeennnttt
wwwiiittthhhAAAAAAPPPaaannndddPPPYYYPPPcccooo---tttrrreeeaaatttmmmeeennnttt...
Animalsweretreatedwithsalineor100mg/kgPYP for2
weeks,andadministratedwith700mg/kgAAP.After24hrs,
livertissuewascollectedandmeasureDNA fragmentationas
indicatedinmaterialandmethods.Resultsfrom livertissue
treatedwith1～2lane;control,3～4lane;700mg/kgAAP,
5～6lane;AAP+PYPco-treatment.M ismarker.

M     1     2     3     4     5     6M     1     2     3     4     5     6
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555...김김김단단단백백백질질질이이이 AAAAAAPPP독독독성성성에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향

111)))김김김단단단백백백질질질 독독독성성성확확확인인인
임상에서 질병치료를 위해 여러 가지 약물을 투여하다보면 흔하게 발생

하는 문제가 질병이 발생한 조직이외에 정상조직에 영향을 주어 부작용을
야기하게 되는 것이다(Benneretal.,1997;Raoetal.,1997).약물치료
시 발생하는 독성 메카니즘 중의 하나가 프리라디칼에 의한 독작용인데,
이를 적절히 조절하지 않으면 치명적이다(Benneretal.,1997).이미 약물
에 대해 내성이 생긴 환자에게는 고농도의 약물을 투여하는 것이 일반적
인 치료방법이며,한 가지 혹은 한 가지 이상의 약물치료 시 정상조직에
손상을 일으키기도 한다(Benneretal.,1997;Raoetal.,1997;Shea,
1999).따라서 어떤 새로운 약물을 개발할 때는 정상조직의 손상을 최소
로 하는 치료물질의 개발이 절실히 필요하다.이러한 관점에서 본 논문에
서는 정상 간세포주인 Changliver세포를 이용하여 앞서 추출한 김 단백
질의 독성여부를 확인하였으며,그 외에도 hepatocyte이긴 하지만 정상간
세포의 특징을 가진 HepG2세포에서도 김단백질의 세포증식에 미치는
영향을 살펴보았다.MTS분석결과 (Figure26),본 실험에 사용한 농도
(6.25～100μg/㎖)의 김 단백질에 의해서는 세포생존이 변화하지는 않는
것으로 나타났으므로 세포독성이 없는 것으로 간주하여 실험을 계속 진행
하였다.
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FFFiiiggg...222666...EEEffffffeeeccctttooofffPPP...ppprrrooottteeeiiinnn (((PPPYYYPPP))) tttrrreeeaaatttmmmeeennntttooonnn ttthhheee ccceeellllll
vvviiiaaabbbiiillliiitttyyyiiinnnCCChhhaaannngggllliiivvveeerrr(((AAA)))aaannndddHHHeeepppGGG222ccceeellllllsss...
Cellswereseededin96-wellplateandincubatedfor24hrs
andmediawaschangedwithSFM for24hrs.Cellswere
treatedwithPYPattheindicatedconcentrationsfor24hrs.
andmeasuredcellviabilitywithMTSassaykitas
manufacturer'sinstruction.Datawererepresented% of
control(100%).Valuesarethemean±S.D.Valuesdifferent
alphabetaresignificantly(p<0.05)amongthegroupby
Duncan'smultiplerangetest(a>c>b).
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2))) AAAccceeetttaaammmiiinnnoooppphhheeennn에에에 의의의한한한 세세세포포포독독독성성성에에에 미미미치치치는는는 김김김 단단단백백백질질질의의의 영영영향향향
Figure27은 Chang liver세포와 HepG2세포에 김단백질을 농도별

(6.25,12.5,24,50,100 μg/㎖)로 각각 10mM과 20mM AAP를 동시에
처리한 후 세포독성에 어떤 영향을 미치는지를 살펴본 것이다.그림에 나
타낸 바와 같이,Changliver세포에서는 김단백질 처리로 AAP에 의해
감소되었던 세포증식(37.45±1.28%)이 저농도(6.25 μg/㎖ ;56.62±3.69%)에
서도 회복되는 것으로 나타났으며,최대 농도 100 μg/㎖에서는 76.30±
2.91%로 세포증식이 증가되었다.반면,HepG2세포에서는 고농도인 100
μg/㎖농도에서 69.8±4.1%로 나타나,Changliver세포에 비해 고농도의
김단백질이 AAP의 독성을 억제시킬 수 있는 것으로 나타났다.

����     김김김단단단백백백질질질이이이 AAAAAAPPP처처처리리리한한한 세세세포포포의의의 형형형태태태에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향
Figure28,29와 30은 각각 Changliver세포와 HepG2세포에서 AAP

와 김단백질 처리 시 세포증식과 세포형태를 관찰한 것이다.그림과 같이,
AAP에 의해 세포생존율이 감소되었으며,세포수도 감소,핵응축 또한 관
찰할 수 있었다.그러나 김단백질을 동시에 처리한 결과,세포수가 증가되
었고 핵응축도 감소되었다.이상에서 김단백질이 간 세포에서 AAP에 의
한 간 손상을 억제시킴을 확인하였으며,이러한 현상이 어떻게 일어나게
되는지에 관해 좀 더 자세히 살펴보고자 하였다.
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FFFiiiggg...222777...EEEffffffeeeccctttooofffPPP...yyyeeezzzoooeeennnsssiiisssppprrrooottteeeiiinnn(((PPPYYYPPP)))ooonnnttthhheeecccyyytttoootttoooxxxiiiccciiitttyyy
bbbyyyAAAAAAPPPiiinnnCCChhhaaannngggllliiivvveeerrr(((AAA)))aaannndddHHHeeepppGGG222(((BBB)))ccceeellllllsss...
Cellswereseededin96-wellplateandincubatedfor24hrs.
andmediawaschangedwithSFM for24hrs.Cellswere
treatedwithSFM,AAP,orAAP+PYPattheindicated
concentrationsfor24hrs.andmeasuredcellviabilitywith
MTSassaykitasmanufacturer'sinstruction.Datawere
represented% ofcontrol(100%).Valuesarethemean±S.D.
Valuesdefferentalphabetaresignificantly(p<0.05)amongthe
groupbyDuncan'smultiplerangetest(a>c>b).
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FFFiiiggg...222888...HHHoooeeeccchhhsssttt333333333444222ssstttaaaiiinnniiinnngggooofffCCChhhaaannngggllliiivvveeerrrccceeelllllltttrrreeeaaattteeedddwwwiiittthhh
AAAAAAPPPaaannndddPPP...yyyeeezzzoooeeennnsssiiisssppprrrooottteeeiiinnn(((PPPYYYPPP)))
CellsweretreatedwithSFM for24hrs.Cellsweretreated
withAAPorAAP+PYPattheindicatedconcentrationsfor24
hrs.andstainedwithHoechst33342asdescribedinmaterials
andmethods.



-81-

FFFiiiggg...222999...HHHoooeeeccchhhsssttt333333333444222ssstttaaaiiinnniiinnngggooofffHHHeeepppGGG222ccceeelllllltttrrreeeaaattteeedddwwwiiittthhhAAAAAAPPP
aaannndddPPP...yyyeeezzzoooeeennnsssiiisssppprrrooottteeeiiinnn(((PPPYYYPPP)))...
CellsweretreatedwithSFM for24hrs.Cellsweretreated
withAAPorAAP+PYPattheindicatedconcentrationsfor24
hrs.andstainedwithHoechst33342asdescribedinmaterials
andmethods
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����     김김김단단단백백백질질질이이이 AAAAAAPPP처처처리리리한한한 세세세포포포의의의 세세세포포포주주주기기기에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향
세포가 성장하고 분열하기위해서는 세포주기를 거치게 된다.앞선 결

과에서 김단백질 단독으로는 세포생존에 영향을 주지는 않았으나,AAP와
함께 병행처리함으로써 AAP에 의한 세포사멸을 저해하는 것으로 나타났
으므로,김단백질 병행투여가 세포주기에 어떤 영향을 미치는지를 DNA
염색물질인 PI염색을 실시하여 각 세포에 존재하는 DNA양을 측정함으
로써 그 주기를 확인하는 FACS분석을 실시하였다(Figure30및 31).앞
서 AAP처리에 의한 세포주기 분석 결과에서 AAP가 세포주기에 영향을
주기보다는 sub-G1기를 증가시키는 것으로 나타났다.김 단백질을 처리
했을 때에도 역시,그림에 나타낸 바와 같이,Changliver세포와 HepG2
세포 모두에서 세포주기에 영향을 주기보다는 sub-G1arrest를 나타내는
것으로 나타났으며,이를 Table4에 나타내었다.표에 나타낸 바와 같이,
Changliver세포에서는 저농도(6.25g/ml,6.97%)에서부터 세포사멸을 억
제시키는 것으로 나타났으며,HepG2세포에서는 비교적 저농도인 12.5 μ

g/㎖ (19.3%)에서 감소되기 시작하여 100 μg/㎖에서 10.39%의 감소를 나
타내었다.이는 앞서 실시한 MTS결과와 유사한 경향을 나타내므로,김
단백질의 AAP독성억제효과를 더 확인할 수 있었다.
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FFFiiiggg...333000...EEEffffffeeeccctttsssooofffaaaccceeetttaaammmiiinnnoooppphhheeennn(((AAAAAAPPP)))aaannndddPPPooorrrppphhhyyyrrraaayyyeeezzzoooeeennnsssiiisss
ppprrrooottteeeiiinnn(((PPPYYYPPP)))cccooo---tttrrreeeaaatttmmmeeennntttooonnnCCChhhaaannngggccceeellllllsss'''cccyyycccllleee
CellsweretreatedwithSFM for24hrs.Cellsweretreated
withSFM,AAPorAAP+PYPattheindicatedconcentrations
for24hrsandstainedwithpropidium iodide(PI)forcell
cycleassay.
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FFFiiiggg...333111...EEEffffffeeeccctttsssooofffaaaccceeetttaaammmiiinnnoooppphhheeennn(((AAAAAAPPP)))aaannndddPPPooorrrppphhhyyyrrraaayyyeeezzzoooeeennnsssiiisss
ppprrrooottteeeiiinnn(((PPPYYYPPP)))cccooo---tttrrreeeaaatttmmmeeennntttooonnnHHHeeepppGGG222ccceeellllllsss'''cccyyycccllleee
CellsweretreatedwithSFM for24hrs.Cellsweretreated
withSFM,AAPorAAP+PYPattheindicatedconcentrations
for24hrsandstainedwithpropidium iodide(PI)forcell
cycleassay.
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TTTaaabbbllleee...        444...IIInnnhhhiiibbbiiitttooorrryyyeeeffffffeeeccctttooofffPPP...yyyeeezzzoooeeennnsssiiisssppprrrooottteeeiiinnn(((PPPYYYPPP)))ooonnn
ttthhheeeiiinnncccrrreeeaaassseeesssuuubbb---GGG111ccceeellllllpppooopppuuulllaaatttiiiooonnnbbbyyyAAAAAAPPPtttrrreeeaaatttmmmeeennntttiiinnn
CCChhhaaannngggllliiivvveeerrraaannndddHHHeeepppGGG222ccceeellllllsss

a is 10mM AAP treatment, b is 20mM AAP treatment
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333)))김김김단단단백백백질질질이이이 AAAAAAPPP에에에 의의의한한한 세세세포포포사사사멸멸멸기기기전전전에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향
(((111)))김김김단단단백백백질질질이이이 AAAAAAPPP에에에 의의의한한한 세세세포포포사사사멸멸멸기기기전전전에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향

김단백질이 AAP의 간 손상 메카니즘 중 미토콘드리아 기능 장애를
통한 세포사멸 기전에 어떠한 영향을 미치는지 Chang liver 세포와
HepG2세포에서 caspase-3활성과 PARP분해정도를 살펴보았다(Figure
32및 33).Figure33에 나타낸 것처럼 Changliver세포에서는 AAP에
의해 증가되었던 caspase-3활성이 100 μg/㎖ 김 단백질을 처리하였을
때 147.4±8.9%로 더욱 증가하는 것으로 나타났다.흥미로운 것은 Chang
liver세포에서 김 단백질이 caspase-3활성을 증가시켰음에도 불구하고,
caspase-3의 주된 기질인 PARP는 AAP에 의해 분해되었다가 김 단백질
처리 시 대조군 수준으로 농도 의존적 감소를 나타내었다.이것은 김 단
백질 처리 시 caspase-3활성은 증가되었으나,PARP를 기질로 하는 세
포내 다른 분해효소들의 작용을 억제시켰을 것으로 생각된다.앞서 AAP
처리 시 농도 의존적으로 caspase-3활성이 증가되므로 AAP세포독작용
에 caspase-3활성화가 관여한다고 하였으나,caspase-3inhibitor처리에
도 불구하고 AAP에 의한 세포사멸이 억제되지 않았으므로 AAP세포독
작용에 caspase-3의존성/비의존성 경로가 있을 것이다.김단백질에 의해
caspase-3활성은 증가되었으나,그 기질인 PARP 분해는 감소되었고,
AAP에 의한 세포사멸도 억제되었다. 이것은 AML-12세포에서 TGF-β

1에 의한 apoptosis진행시 일어나는 PARP분해가 caspase-3와는 무관하
게 일어난다고 한 Yangetal.의 결과와 일치한다 (Yangetal.,2004).
Yangetal.은 TGF-β1에 의한 apoptosis진행 시 caspase-3/-7에만 특이
적으로 반응하는 효소저해제인 Z-VAD-fmk와 모든 caspase에 대해 반응
하는 효소저해제인 BD-fmk를 처리하면,Z-VAD-fmk에 대해서는 TGF-
β1에 의한 세포사멸이 부분적으로 억제되지만,PARP분해는 변화가 없
으며,BD-fmk에 대해서는 TGF-β1에 의한 세포사멸은 완전히 억제 되었
으나 PARP분해는 Z-VAD-fmk와 마찬가지로 변화가 없었다고 하였다.
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한편,Coutant etal.(2006)은 lymphoblastoidcell에서 카드뮴에 의한
apoptosis시 caspase 의존성/비의존성 사멸경로를 제시하였다.그들은
caspase-3와 caspase-8에 대한 효소저해제를 처리하면 PARP분해는 억
제되지만,카드뮴에 의한 세포사멸은 변화가 없었다고 하였다.
이상의 결과들을 종합해보면,AAP처리 시 농도 의존적으로 caspase-3

활성이 증가되므로 AAP 세포독작용에 caspase-3활성화가 관여하지만,
caspase-3inhibitor를 처리함에도 불구하고 AAP에 의한 세포사멸이 억
제되지 않았다.또한 김 단백질 병행처리에 의해 caspase-3활성은 증가
되었으나,그 기질인 PARP분해는 감소되었고,AAP에 의한 세포사멸 또
한 억제되었다.따라서,PARP분해와 AAP에 의한 세포사멸은 밀접한 관
련이 있긴 하지만,caspase-3활성화는 AAP에 의한 세포독작용에 크게
영향을 주지 않는 것으로 생각된다.또한 AAP,혹은 AAP+PYP병행
처리 시 나타나는 PARP분해 작용도 caspase-3와는 무관한 것으로 생각
된다.
반면,HepG2세포에서는 AAP에 의해 증가되었던 caspase-3활성

(136.5±5.1%)이 50 μg/㎖,100 μg/㎖ 김단백질처리로 각각 126.1±1.9%,
131.0±4.2%로 약간씩 감소되었다.Caspase-3의 대표적인 기질인 PARP
결과에서 cleavedform을 관찰할 수가 없었으나,그 intactform으로 미루
어보아,AAP 처리 이후 caspase-3활성화에 의해 분해되었던 PARP가
김 단백질 처리로 intactband가 증가되었으므로 PARP분해가 억제되었
음을 알 수 있다.따라서 본 논문에서 사용한 두 가지 세포모델 중
Chang liver 세포에서는 김단백질의 AAP 세포독작용 억제효과는
caspase-3와는 무관하게 일어나며,이와는 다르게 HepG2세포에서는 김
단백질이 AAP에 의한 세포손상 억제작용에 caspase-3가 부분적으로 연
관성이 있는 것으로 생각된다.
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AAA...

BBB...

FFFiiiggg...333222...EEEffffffeeeccctttooofffPPPYYYPPPooonnncccaaassspppaaassseee---333aaaccctttiiivvviiitttyyyaaannndddPPPAAARRRPPPcccllleeeaaavvvaaagggeee
iiinnnddduuuccceeedddbbbyyyAAAAAAPPPiiinnnCCChhhaaannngggllliiivvveeerrrccceeellllllsss...
Cellsweretreatedwith10mM AAP,orAAPandPYPat
indicatedconcentrations(ug/ml).(A);caspase-3activity,(B)
;PARP cleavage.Whole-cellextracts were prepared and
analyzed by Western blotting using anti-PARP. One
representative gel from three separate experiments is
presented.
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AAA...

BBB...

SFM   20A    50   100 ug/ml

FFFiiiggg...333333...EEEffffffeeeccctttooofffPPPYYYPPPooonnncccaaassspppaaassseee---333aaaccctttiiivvviiitttyyyaaannndddPPPAAARRRPPPcccllleeeaaavvvaaagggeee
iiinnnddduuuccceeedddbbbyyyAAAAAAPPPiiinnnHHHeeepppGGG222ccceeellllllsss...
Cellsweretreatedwith10mM AAP,orAAPandPYPat
indicatedconcentrations(ug/ml).(A);caspase-3activity,(B)
;PARP cleavage.Whole-cellextracts were prepared and
analyzed by Western blotting using anti-PARP. One
representative gel from three separate experiments is
presented.
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(((222)))김김김단단단백백백질질질이이이 AAAAAAPPP에에에 의의의한한한 산산산화화화적적적 손손손상상상에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향
다음으로 AAP처리 시 세포 내 GSH 감소로 인한 산화적 손상과 관

련하여 김단백질의 억제 작용을 살펴보았다.Figure34의 GSH 결과를 보
면,Chang liver세포의 경우,AAP에 의해 감소되었던 GSH (89.42±
5.4%)를 50 μg/㎖, 100 μg/㎖ 농도의 김단백질 병행처리로 각각,
98.64±3.2%와 134.54±7.0%로 증가되었다.이 결과로 김단백질의 AAP독
성 억제효과의 주된 원인은 GSH 농도증가에 있는 것으로 추측된다.반
면,HepG2세포의 경우,AAP처리(107.16±9.7%)에 의해 GSH 농도가 감
소되지 않았으나,김단백질 병행처리로 50 μg/㎖,100 μg/㎖에서 각각
107.84±12.8%,120.94±8.9%로 100 μg/㎖에서 유의적으로 증가하였다.산
화적 스트레스에 의한 apoptosispathway에 관한 연구가 최근 몇 년 동
안 집중되어왔다.Shen etal.(2001)은 HepG2 세포에서 superoxide
radical이 apoptosis를 유도한다고 하였으며,MatesandSanchez-Jimenez
(2000)은 apoptosis시 ROS가 중요하게 작용한다고 보고하였다.반면,
Sakonetal.(2003)은 tumornecrosisfactor(TNF)에 의한 necroticcell
death에 의해 ROS가 생성된다고 하였다.산화적 손상 시 세포증식,분화,
apoptosis에 작용하는 MAPK pathway가 관여한다 (Sanoetal.,2001;
Jangetal.,2002).김단백질 병행처리로 AAP에 의해 감소되었던 GSH
농도가 증가되었으므로,김단백질이 산화적 손상과 관련된 단백질의 발현
에 어떤 영향을 미치는지를 살펴보기로 하였다. Figure35과 36에 나타
낸 것처럼 Changliver세포에서는 AAP처리로 MAPK들 중 p38과 JNK
인산화는 변화가 없었으나 ERK 인산화정도가 대조군에 비해 증가하는
것으로 나타났다.이는 산화적 손상에 의한 현상이라 할 수 있다.그러나
여기에 김단백질을 첨가하면 pERK는 김단백질에 의해 증가하는 반면,
pJNK와 pp38은 감소되는 것으로 나타났다.HepG2세포에서는 AAP에
의해 ERK 인산화는 증가되었으며,p38이나 JNK 인산화에는 변화가 없었
으며,여기에 김단백질 병행처리로 ERK 인산화가 증가되었다.두가지 세
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포에서 공통적으로 AAP독작용시 ERK 인산화가 증가되었으며 이것은
산화적 스트레스에 의한 것이다.김단백질 병행처리에 의해 pERK는 더
욱 인산화가 증가되었는데 이때 증가된 ERK 인산화는 IGF-I병행처리의
경우와 마찬가지로 세포생존을 유도하는데 작용할 것이며,이때 GSH가
관여할 것으로 생각된다.반면에 pp38과 pJNK는 인산화가 감소됨으로써 세
포사멸이 아닌 생존으로 방향이 바뀐 것이라 할 수 있다.
최근 pERK가 세포생존과 사멸,이 두 가지 상반된 과정에 모두 관여

한다는 보고들이 나오고 있다.세포사멸을 유도한다는 보고들은 대부분이
ERK inhibitor를 써서 세포생존을 유도시킨 것이다(Alessietal.,1995;
Favataetal.,1998).최근 Kim etal.(2005)은 신장내피세포를 이용하여
ERK pathway가 세포사멸을 유도한다고 하였다.그들은 activeMEK를
transfection시킨 세포에서 H2O2에 의한 apoptosis가 증가된 반면,
dominant-negativeMEK를 transfection시킨 세포에서는 세포사멸이 억제
되었다고 하였다.즉 H2O2에 의한 apoptosis시 ERK가 인산화가 중요하
게 작용한다는 말이다.Goillotetal.(1997)은 dominantnegativeMEK1
을 transfection시켰을 때 MEK pathway가 차단되어 death receptor인
Fas를 통한 apoptosis가 억제되었다고 하였다.이상에서 예를 든 논문들
은 pERK가 apoptosis진행시 중요하게 작용한다는 것을 증명한 논문들이
다.이것은 본 실험에서 사용한 Chang liver세포와 HepG2세포에서
AAP가 세포사멸을 유도하는데 pERK인산화가 증가되었다는 우리의 결과
와 일치하는 부분이다.

그러나,이와는 반대로,pERK가 세포생존을 유도한다는 보고 또한
많다.Irving etal.(2000)과 Namura etal.(2001)은 각각 ischemic
injury가 있는 rat와 focalcerebralischemia가 있는 mouse에서 neuron생
존에 ERK-1/2인산화가 증가되었다고 하였다.즉 pERK-1/2인산화증가
로 세포생존이 유도되었다는 것이다.pERK의 apoptosis억제기능에 관해,
Gonzalez-Zuluetetal.(2000)은 corticalneuron에서 ischemictolerance를
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나타내는데 Ras/ERK cascade활성화가 중요하게 작용한다고 하였다.따
라서 본 연구에 사용한 김단백질 병행처리로 Changliver세포와 HepG2
세포에서 pERK 인산화가 증가되었고,AAP에 의해 감소되었던 GSH농도
도 증가시켰다는 것은 김단백질의 AAP독성억제작용에 pERK 인산화가
관련된다고 할 수 있다.이렇게 ERK 인산화증가에 의해 세포사멸,혹은
세포생존이라는 전혀 다른 두 가지 결과가 나온 것은 사용한 실험모델이
나 물질의 차이로 인한 결과로 보여진다.
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FFFiiiggg...333444...GGGSSSHHH llleeevvveeelllsssiiinnn AAAAAAPPP aaalllooonnneeeooorrrAAAAAAPPP aaannnddd PPP...yyyeeezzzoooeeennnsssiiisss
ppprrrooottteeeiiinnn(((PPPYYYPPP)))cccooo---tttrrreeeaaatttmmmeeennntttiiinnnCCChhhaaannngggllliiivvveeerrr(((AAA)))aaannndddHHHeeepppGGG222
ccceeellllllsss...
CellsweretreatedwithAAPaloneorAAPandP.yezoensis
protein(PYP)co-treatment.After24hrs,5×108cellswere
collectedandmeasuredGSH levelsasdescribedinmaterial
andmethods.Valuesarethemean±S.D.Valuesdefferent
alphabetaresignificantly(p<0.05)amongthegroupby
Duncan'smultiplerangetest(a>c>b).
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FFFiiiggg.333555...EEEffffffeeeccctttooofffPPPYYYPPPooonnnMMMAAAPPPKKK pppaaattthhhwwwaaayyyrrreeeggguuulllaaatttooorrrssseeexxxppprrreeessssssiiiooonnn
iiinnnCCChhhaaannngggllliiivvveeerrrccceeellllllsss...
Cellsweretreatedwith10mM AAP,orAAP andPYP at
indicated concentrations (ug/ml) for 24hrs. Whole-cell
extracts wereprepared and analyzed by Western blotting
using anti-phospho-ERK1/2, anti-pan ERK, anti-phospho
p38, anti-phospho JNK, and anti-actin antibodies. One
representative gel from three separate experiments is
presented.
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FFFiiiggg...333666...EEEffffffeeeccctttooofffPPPYYYPPPooonnnMMMAAAPPPKKK pppaaattthhhwwwaaayyyrrreeeggguuulllaaatttooorrrssseeexxxppprrreeessssssiiiooonnn
iiinnnHHHeeepppGGG222ccceeellllllsss...
Cellsweretreatedwith 10mM AAP,orAAP and PYP at
indicated concentrations (ug/ml) for 24hrs. Whole-cell
extracts were prepared and analyzed by Western blotting
using anti-phospho-ERK1/2, anti-pan ERK, anti-phospho
p38, anti-phospho JNK, and anti-actin antibodies. One
representative gel from three separate experiments is
presented.
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444)))김김김단단단백백백질질질 가가가수수수분분분해해해물물물과과과 합합합성성성물물물 제제제조조조 및및및 AAAAAAPPP독독독성성성 억억억제제제 효효효과과과

지금까지 14kDa의 김단백질이 AAP독작용에 어떤 영향을 미치는지
에 관해 그 기전을 살펴보았는데,실제로 체내에서 대사되어 간세포에 전
달되기까지의 과정을 고려하여,앞서 사용하였던 김 단백질을 pepsin으로
분해하였다.Pepsin:PYP=1:10의 비율로 섞은 후,37℃에서 4시간 반
응을 시킨다.4시간 후 1M NaOH를 50ul/ml농도로 첨가하고 100℃,10
분간 가열한다.4℃,12,000rpm으로 3분간 원심분리하여 상층을 취해
560nm에서 그 농도를 측정한 후 실험에 사용하였다.
14kDa김 단백질의 염기서열분석결과에서 나온 10개 피크의 펩티드를

나타내었다 (Table5).그 중,김의 cytochromec와 상동성이 높은 21개
의 아미노산으로 된 염기서열을 확인하였고,그 염기서열(R.LVDEDIED
AAN YVLSQSEK.G)을 합성하여 Pep21이라 명명한 후 AAP독성에 대
한 효과를 관찰하였다.
김단백질 가수분해물(hydrolysate)과 합성물(Pep21)의 AAP 독작용에

대한 영향을 MTS분석으로 검토하였다(Figure37).가수분해물 그 자체
의 작용인지를 확인하기위해 앞서 가수분해반응에 첨가하였던 pepsin에
pepsin,bovineserum albumin(BSA),가수분해물을 각각 혼합한 후,농
도별로 배지에 녹여 24시간 처리하여 세포생존율을 살펴본 결과,분해산
물이나 합성물 모두에서 AAP독작용을 억제하는 것으로 나타났다.

이상에서 14kDa의 김단백질이 AAP독작용을 억제시키는 효과를 가
지며,그 메카니즘에 대해 증명하였다.또한,그 효소분해물과 합성물에서
도AAP독작용에 대한 억제효과가 있음을 확인하였다.효소분해물과 합성
물이 어떤 메카니즘을 통해 AAP독작용을 억제시키는지에 관해서는 더
많은 연구가 필요할 것으로 생각된다.
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TTTaaabbbllleee555...TTThhheeeaaammmiiinnnoooaaaccciiidddssseeeqqquuueeennnccceeeooofffPPPYYYPPP

Hit Protein Peptide

1 gil117931 R.LVDEDIEDAANYVLSQSEK.G

2 gil89201741 K.VVASLTIMGGALFSTESLNVK.A

3 gil89343072 K.IVDGPMAGLLGRAVVVVDGDGK.V

4 gil6531520 R.QAPGXGLEWVAVISHDGRGA,F

5 gil71157534 R.ALTSTNPLLAVAGDLLDLAGGR.V

6 gil73600097 R.ALMSSNMQRQAVPLSQSEK.C

7 gil61806033 K.VIIIDEADNTTDVQLLLR.A

8 gil61806330 K.VLIIDEADNTTPDVQLLLR.A

9 gil39576025 R.LVIEDNLGNVTRQIPVTEK.K

10 gil91079979 K.NPDFPLEASTLPSHIDEKK.A
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FFFiiiggg...333777...EEEffffffeeeccctttooofffhhhyyydddrrrooolllyyysssaaattteeeaaannndddsssyyynnnttthhheeetttiiicccmmmooollleeecccuuullleeesss(((PPPeeeppp222111)))ooonnn
AAAAAAPPPcccyyytttoootttoooxxxiiiccciiitttyyyiiinnnCCChhhaaannngggllliiivvveeerrrccceeellllllsss...
Cells were treated with pepsin,pepsin and bovine serum
albumin (BSA),hydrolysate ofPorphyra yezoensis protein
(PYP)andsyntheticmolecule(Pep21).After24hrincubation,
effectsofmoleculeson cellproliferation weremeasured by
MTS assay.Values are the mean±S.D.Values defferent
alphabet are significantly (p<0.05) among the group by
Duncan'smultiplerangetest(a>c>b).
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FFFiiiggg...333888...EEEffffffeeeccctttooofffhhhyyydddrrrooolllyyysssaaattteeeaaannndddsssyyynnnttthhheeetttiiicccmmmooollleeecccuuullleeesss(((PPPeeeppp222111)))ooonnn
AAAAAAPPPcccyyytttoootttoooxxxiiiccciiitttyyyiiinnnHHHeeepppGGG222ccceeellllllsss......
Cells were treated with pepsin,pepsin and bovine serum
albumin (BSA),hydrolysate ofPorphyra yezoensis protein
(PYP)andsyntheticmolecule(Pep21).After24hrincubation,
effectsofmoleculeson cellproliferation weremeasured by
MTS assay.Values are the mean±S.D.Values defferent
alphabet are significantly (p<0.05) among the group by
Duncan'smultiplerangetest(a>c>b).
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666...김김김단단단백백백질질질의의의 IIIGGGFFF---IIIsssiiigggnnnaaallliiinnngggpppaaattthhhwwwaaayyy와와와 관관관련련련한한한 억억억제제제 기기기전전전

Insulin-likegrowthfactor-I(IGF-I)은 성장호르몬의 자극에 의해 간
을 비롯한 생체의 거의 모든 조직에서 발현되어 내분비 혹은 국소호르몬
형태로 작용하여 전자의 성장촉진 작용을 매개하는 펩타이드형 성장인자
이다. IGF-I은 대개 그 수용체(IGF-Ireceptor,IGF-IR)와 6개의 결합단
백질(IGFbindingproteins,IGFBPs)에 의해 조절되는데,IGF-IR에 IGF-I
이 적절하게 결합하게 되면 IGF-IR내 tyrosine잔기에서 자동인산화가 일
어나면서 활성화가 이루어지게 된다.이 수용체의 인산화는 연이어 IRS-1
의 활성화를 초래하게 되고,이를 통해 두 가지 대표적인 신호전달 경로
인 PI3-kinase(PI3K)와 MAPkinase(MAPK)경로를 거쳐 세포증식 및
분화,세포이동,세포사멸 억제작용 등과 같은 생물학적 작용이 일어나게
된다.특히 세포사멸 과정을 살펴보면,wild-typeIGF-IR와 IGF-I과의 결
합은 대부분의 세포사멸과 관련된 신호전달 경로를 차단하게 된다.
Alexiaetal.(2004)은 doxorubicin이라는 약물을 HepG2세포에 처리했을
때 세포사멸이 유도되었으나,IGF-I을 처리함으로써 이 약물에 의한 세포
사멸이 완전히 억제되었을 뿐만 아니라 이때,IGF-I에 의한 ERK 인산화
가 관여한다고 보고하였다.이 외에도 간세포의 독성과 관련하여 IGF-I
과 같은 성장인자에 의한 PI3K 혹은 MAPK 활성화가 관여한다고 보고된
바가 있으나(Alexiaetal.,2004),성장인자와 관련하여 AAP에 의한 세포
독성을 억제시키는 데에 관여하는 신호전달 경로는 알려진 바가 없다.앞
서 규명한 바와 같이,김 단백질과 IGF-I을 두 가지 간세포에 동시처리
하였을 경우,IGF-I에 의한 ERK 인산화를 통해서 AAP의 세포독성을 부
분적으로 억제하였다.따라서 본 논문에서는 IGF-I이 AAP의 작용을 조
절함에 따라,AAP처리유무에 따른 IGF-I의 신호전달 경로를 살펴보고,
이와 동시에 김단백질은 AAP에 의해 손상된 IGF-I의 신호전달 경로를
어떠한 기전을 통해 억제시키는지를 살펴보았다.
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111)))IIIGGGFFF---IIIRRR인인인산산산화화화
IGFs에 의한 생물학적 작용은 그 수용체를 통해 활성화되어 나타나며,

원칙적으로 IGF-I은 IGF-I수용체와 반응하고,IGF-II는 IGF-II수용체
(IGF-IIR)와 반응하지만(Centrellaetal.,1990;McCathyetal.,1992),많
은 세포내에서 이들 리간드와 수용체와의 결합이 부분적으로 교차가 일어
난다(Centrellaetal.,1990;LeRoithetal.,1995).
IGF-II수용체는 IGF-I수용체보다 500～1,000배 정도의 높은 친화력

으로 IGF-II와 선택적으로 결합하고,인슐린과는 결합하지 않는 반면에
IGF-I수용체는 IGF-II뿐만 아니라 인슐린과도 결합할 수 있지만
IGF-II와의 친화력은 2～15배,인슐린과의 친화력은 1000배 정도로 낮기
때문에 세포 내 대사와 관련된 IGF의 작용은 주로 IGF-I수용체를 통해
개시된다(MottolaandCzech,1984;Furlanettoetal.,1987;Ullrichand
Schlessinger,1990;Jonesand Clemmons,1995;Torresetal.,1995;
Khandwalaetal.,2000).
IGF-IR는 2개의 리간드 결합 α-단위소체와 세포막에 걸친 β-단위소

체를 포함하는 transmembraneheterotetrameric단백질 복합체로서 리간
드인 IGF-I과의 결합에 의해 인산화되며(Steele-Perkins etal.,1990;
Katoetal.,1994)활성화된 IGF-IR에 의해 IRS-1의 인산화가 유도되어
일련의 세포내 신호전달 cascade가 개시된다(Beato,1989; Blakesleyet
al.,1996).먼저 AAP처리에 의한 IGF-I신호전달 경로를 파악하기 위해
서 IGF-IR인산화 수준을 살펴보고,김단백질과 AAP의 병행 처리 시 김
단백질이 AAP에 의한 IGF-IR 인산화를 어떻게 변화시키는지 살펴보았
다.약 90% confluent된 Changliver세포와 HepG2세포에 각각 5mM
과 10mM의 AAP를 24시간 처리함으로써,AAP에 의한 세포독성을 유도
한 다음,시간별로 IGF-I을 투여하여 IGF-IR의 인산화수준을 살펴보았다
(Figure39및 43).SFM 처리 시에는 IGF-I투여 후 5분이 경과했을 때
에 IGF-IR 인산화가 시작되어,IGF-I투여 후 20분이 경과할 때까지 지
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속되었다.그러나, AAP 처리 시에는 IGF-I에 의한 IGF-IR 인산화가
SFM 처리에 비해 감소되었다.AAP에 의해 감소된 IGF-IR인산화는 김
단백질 병행처리로 인해 대조군과 비슷한 수준으로 회복되어 IGF-I투
여후 5분이 경과했을 때 인산화 반응이 나타나기 시작하여 20분이 경과한
후에도 지속되었다.즉,Chang liver세포에서 AAP는 IGF-I에 의한
IGF-IR인산화를 초기에 감소시키는 반면,김단백질은 AAP에 의해 감소
된 IGF-IR수준을 대조군과 비슷한 수준으로 증가시켰다.
반면 HepG2세포에서는 changliver세포과 마찬가지로 SFM 처리 시

IGF-I투여 후 5분이 경과하였을 때에 IGF-I에 의한 IGF-IR 인산화가
시작되어 20분이 경과될 때까지 지속되었다(Figure43).AAP처리 시에
도 IGF-I투여 후 5분이 경과했을 때에 IGF-IR인산화가 시작되었으나
시간이 지남에 따라 IGF-I에 의한 IGF-IR 인산화가 서서히 감소되었다.
이와는 달리 김단백질과 AAP병행처리 시에는 IGF-I투여 후 10분이 경
과했을 때에도 AAP에 의해 감소된 IGF-IR 인산화 수준이 지속됨에 따
라,김단백질이 AAP에 의한 IGF-IR탈인산화를 억제시키는 것으로 생각
된다.

222)))IIIRRRSSS---111인인인산산산화화화
IRS-1은 인슐린 수용체 기질(insulinreceptorsubstrate)로서 인슐린과

인슐린 수용체의 결합에 의한 인산화로 활성화되지만,인슐린 신호전달
이외에 여러 다른 신호 전달계와도 관련되어 있다.따라서,IRS-1에 존재
하는 tyrosine잔기의 인산화는 인슐린 수용체 뿐만 아니라 IGF-IR,EGF
및 PDGF와 같은 다양한 성장인자들의 수용체를 통해서도 이루어진다
(Johnstonetal.,1995;Wangetal.,1995;Yinetal.,1995;Plataniaset
al.,1996).인산화 된 IRS-1은 SH2도메인을 포함한 신호전달 관련단백
질들과 결합한다 (PawsonandGish,1992;White andKahn,1994).인
산화된 IRS-1에 PI3K의 p85regulatorysubunit이 SH2도메인을 통해
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결합하게 되면 하부 신호전달자로서 AKT 또는 PDK 등을 활성화시킴으
로써 PI3-kinase신호전달계가 활성화되고,Grb2의 SH2도메인과 결합하
게 되면 p21Ras가 활성화되어 G 단백질을 매개로하는 MAPkinase신
호전달계가 활성화된다(Luoetal.,1999;Ogawaetal.,1998;Whitehead
etal.,2000).앞서 두 종류의 간세포인 Changliver세포와 HepG2세포에
서 24시간동안 AAP를 첨가하여 반응시켰을때,IGF-I에 의한 IGF-IR의
인산화가 감소되고,IGF-I투여후 20분이 경과될때까지 지속되지 않았다.
반면에 김단백질과 AAP를 병행처리한 경우는,AAP에 의해 손상된
IGF-IR 인산화가 회복되면서,IGF-I투여후 20분이 경과될때까지 지속되
어 대조군의 수준에 이르는 것을 확인할 수 있었다.그 결과,AAP혹은
AAP와 김단백질 병행처리에 따라 IGF-I에 의한 IGF-IR 인산화 수준이
회복되면서 AAP에 의해 손상된 IGF-IR 신호전달 체계를 김단백질과 병
행함으로써 회복시킬 수 있는 가능성을 제시하였다.따라서,다음으로 두
가지 간세포에 AAP혹은 김단백질과 AAP병행처리 후에 IGF-IR활성화
에 따른 IRS-1인산화의 변화를 살펴보았다.먼저,Changliver세포에서
SFM 처리시에는 IGF-IR 활성화와 동일한 패턴으로 하부 신호전달 관련
단백질인 IRS-1이 IGF-I투여후 20분이 경과할 때까지 지속되었다(Figure
40).그러나,AAP처리시에는 SFM을 처리한 세포와 동일하게 IGF-I투
여후 5분이 경과하였을때에 IRS-1인산화가 나타난 반면 10분,20분이 경
과하면서 점차적으로 감소하였다.뿐만 아니라,IRS-1단백질 수준의 감소
와 더불어 IRS-1인산화 밴드가 위로 이동한 것을 볼 수 있었다.반면 김
단백질과 AAP병행처리시에는 AAP처리로 인해 이동했던 밴드가 SFM
처리시와 동일한 위치로 다시 이동하였으며,IRS-1인산화 또한 IGF-I투
여후 시간이 경과함에 따라 증가하였다.신호전달과 관련된 단백질은
tyrosine뿐만 아니라 serine/threonine등의 잔기를 포함하고 있어 리간드
의 결합을 통해 주로 tyrosine인산화가 일어나 활성이 증가되는 반면,
serine/threonine잔기에서 인산화가 일어나는 경우는 대부분 신호전달 경
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로가 손상된다.예를 들면,인슐린에 의한 인슐린 수용체의 인산화는
IRS-1인산화를 초래하게 되는데,본 실험에서 나타난 결과와 마찬가지로
IRS-1의 구조내 tyrosien인산화가 감소하고 bandshift가 나타나면 대개
serine잔기의 인산화로 치환되었음을 알 수 있다.뿐만 아니라 인슐린의
생물학적 작용과 관련된 신호전달 경로 중 대표적인 단백질인 mTor은
serine인산화를 통해 과도한 tyrosine잔기의 인산화를 차단함으로써 단백
질 수준 미치 작용을 조절하기도 한다(Greeneetal.,2006).이처럼 AAP
에 의한 IRS-1의 인산화 및 단백질 수준의 감소는 AAP 존재하에서는
IRS-1의 serine인산화가 유도되어,IGF-I과 관련된 신호전달이 억제된 반
면 김단백질과 병행처리시에는 IGF-I/IGF-IR에 의한 IRS-1인산화를 정
상화시킴으로써 AAP에 의해 손상된 신호전달 경로를 회복시키는 것으로
생각된다.
한편,HepG2세포에서는 AAP 혹은 김단백질과 AAP 병행처리 시

IGF-I투여에 의한 IRS-1인산화 경향이 앞서 Figure44에서 나타난
IGF-IR 인산화 패턴과 동일한 경향을 나타내었다.즉 대조군에서 IRS-I
인산화가 5분부터 증가하기 시작하여 20분까지 지속된 반면,AAP처리
시 5분에 증가했다가 이후에는 감소되었고,김 단백질 처리로 대조군과
같이 20분까지 계속해서 유지되는 것으로 나타났다.즉,AAP에 의해
IGF-IR인산화가 감소되고 그 하부신호전달물질인 IRS-1인산화가 감소된
것이며,김 단백질 처리 시 마찬가지로 IGF-IR 인산화가 증가되면서 그
하부 신호전달물질인 IRS-1인산화가 증가된 것으로 생각된다.

333)))PPPIII333---kkkiiinnnaaassseee신신신호호호전전전달달달경경경로로로
IGF-I을 포함한 성장인자가 각각의 수용체에 결합하면서 활성화가 일

어나게 되면,이를 통해 두 가지 대표적인 신호전달 경로인 PI3K와
MAPK 활성화로 세포에 다양한 영향을 미친다.특히,PI3K는 두가지
subunits(p85regulatorysubunit와 p110catalyticsubunit)으로 이루어져
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있는데,IGF-I/IGF-IR에 의한 PI3K 활성화는 IRS-1과 p85regulatory
subunit이 결합하여 p110catalyticsubunit이 PI3K의 실질적인 활성을 나
타내면서 Akt의 활성화를 유도하게 된다.즉,IRS-1에는 p85regulatory
subunit와 결합할 수 있는 도메인이 존재할 뿐만 아니라 tyrosine인산화
가 일어나게 되면,p85regulatorysubunit의 SH2도메인을 통해 결합하
게 된다.그러나 명칭에서 나타난 바와 같이 PI3K의 두 가지 subunits중
p85regulatorysubunit은 PI3K의 활성을 조절해주는 반면 p85와 p110의
결합에 의해 실제 PI3K 활성은 p110catalyticsubunit이 발휘하게 된다
(Dew etal.,2000;White,1998).그러므로,PI3K가 활성화되기 위해서는
두 가지 subunits의 결합(p85와 p110)과 p85regulatorysubunit에 의한
이 결합체의 이동이 필요하며,IGF-I에 의한 PI3K 활성화는 인산화된
IRS-1에 p85/p110의 결합정도에 따라 결정된다.
앞서 제시한 바와 같이,IGF-I에 의해 인산화된 IGF-IR와 IRS-1은

AAP처리에 의해 감소되었으나,김단백질과의 병행처리로 정상화되었다.
즉,IGF-I투여에 의해 하부 관련 단백질의 tyrosine인산화가 AAP혹은
김단백질과 AAP병행처리에 의해 조절되므로,이들 변화가 세포질 내 대
표적인 하부 경로인 PI3K의 활성과 관련하여 결합체 형성(complex
formation)에는 어떠한 영향을 미치는지 살펴보았다.앞서 설명한 바와 같
이,PI3K가 활성을 나타내기 위해서는 세포질 내에서 p85/p110결합체가
형성되어야 하며,이 결합체는 p85regulatorysubunit에 의해 인산화된
IRS-1으로 이동해야만 p110catalyticsubunit이 효소적 활성이 발휘된다.
그러므로,아무리 p85/p110이 결합하였다 하더라도 인산화된 IRS-1으로
이동하지 않으면,실제 p110catalyticsubunit은 PI3K의 활성을 나타내지
못한다.따라서 두가지 간세포에서 AAP혹은 김단백질과 AAP병행처리
시 p85/p110결합체가 인산화된 IRS-1으로 이동하는 데에 어떠한 영향을
미치는지 살펴보기 위해,IRS-1과 p85regulatorysubunit의 결합정도를
실험하였다.Figure41에 나타낸 바와 같이,AAP혹은 김단백질과 AAP
병행처리 시 IGF-I에 의한 IRS-1인산화가 조절됨에도 불구하고,모든
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실험군에서 인산화된 IRS-1과 p85regulatorysubunit이 거의 동일하게
결합하여 변화가 없었다.
p85regulatorysubunit은 구조 내에 SH2도메인뿐만 아니라 tyrosine

잔기가 함유되어 있기 때문에 p110이 결합하지 않은 상태,즉 PI3K가 활
성을 나타내지 못하는 조건에서도 단독으로 SH2도메인을 통해 인산화된
단백질에 결합함에 따라 상대적으로 p85/p110결합체의 결합을 방해하여
PI3K 활성을 억제시키기도 한다.이것은 당뇨환자,비만환자의 경우
IRS-1의 serine인산화가 증가하고,동시에 p85subunit이 증가되면서 p85
subunitmonomer와 p110subunit복합체가 IRS-1에 결합하기보다는 p85
subunitmonomer가 IRS-1에 결합함으로써 PI3K signaling pathway가
억제된다고 한 Draznin(2006)의 결과와 일치한다.Draznin(2006)은 미토
콘드리아 기능 장애로 인해 serine kinases활성이 증가되어 IRS-1의
serine인산화가 일어나며,그 외에도 JNK,PKC,IKKβ,TNFα 등이
IRS-1의 serine인산화를 유도한다고 하였다.그 중에서 JNK는 유리지방
산,스트레스,염증,등에 의해 활성화되어 IRS-1의 serine인산화를 유도
하는 것으로 알려져 있다(Hirosumietal.,2002;Gaoetal.,2004;
Nguyenetal.,2005;Bandyopadhyayetal.,2005).이때 JNK활성화를
억제시킴으로써 유리지방산에 의한 세포손상이 억제된다(Gao et al.,
2004).뿐만 아니라,JNK-1knockoutmice의 경우 식이성 비만이나 인슐
린내성이 억제되었다는 보고가 있다(Hirosumietal.,2002).
그러므로,실험조건을 달리하였을 때에 Changliver세포에서는 IRS-1

와 p85regulatorysubunit의 결합정도에 아무런 변화가 없었기 때문에,
p85/p110결합과 IRS-1/p110의 결합정도를 살펴봄으로써 AAP혹은 김단
백질과 AAP병행처리 시에 p85/p110결합체가 인산화된 IRS-1으로 이동
하는 데에 영향을 미치는지를 살펴보았다.그 결과,IRS-1과 p85/p110복
합체의 결합이 AAP처리로 감소되었으며,김단백질이 이를 억제시키는 것
으로 나타났다.따라서 AAP는 IRS-1인산화를 감소시킬 뿐만 아니라,그
인산화 위치 또한 serine으로 유도함으로써 이후 신호전달물질인 PI3K
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pathway를 손상시킴을 확인하였다.
HepG2세포에서는 SFM 처리 시 IGF-I투여 후 5분이 경과했을 때에

약하게 결합체 형성이 이루어져,10분이 경과하면서는 IGF-I에 의한
IRS-1/p85결합정도가 증가하였다.그러나,AAP처리 시에는 SFM 처리
시 IGF-I에 의한 IRS-1/p85의 증가와는 달리 IGF-I투여후 시간이 경과
함에 따라 IRS-1/p85의 결합이 증가하지 않았으며 그 결합정도 또한 현
저히 감소하였다(Figure44).이와는 달리,김단백질과 AAP병행처리시에
는 SFM 처리시에 동일한 경향으로 IGF-I투여후 5분이 경과했을때에
IRS-1/p85결합이 나타나 시간이 지날수록 증가하여,AAP에 의한 결합
체의 해리 혹은 분해가 김단백질 병행처리에 의해 감소됨을 알 수 있었
다.
이들 결과를 통해,두가지 간세포에 AAP처리로 세포독성을 유도하

면,IGF-I에 의한 IRS-1/p85혹은 p85/p110,IRS-1/p110등과 같은 결합
체 형성이 억제되는 반면,김단백질과 병행처리 시에는 IGF-I투여에 의
한 결합체 형성이 증가함에 따라 IGF-I에 의한 정상적인 신호전달 경로
가 활성화 되는 것으로 생각된다.

444)))MMMAAAPPPkkkiiinnnaaassseee신신신호호호전전전달달달 경경경로로로
IGF-I에 의한 세포 내 kinasecascade중 IGF-IR의 하부에 존재하는

MAPkinase경로는 IGF-I의 세포 증식 작용에 있어서 중요한 신호전달
체계로서 3종류의 MAPkinasesubfamily가 존재한다.앞서 언급했듯이,
ERK는 주로 세포 증식 및 세포 사멸 방어기전과 관련이 있는 반면에,
JNK와 p38은 세포사멸의 유도와 관련되어 있다(Graves etal.,1996;
Kawasakietal.,1995;Xiaetal.,1995).앞의 결과(Figure14～17)에서,
AAP처리에 의한 ERK활성화가 IGF-I첨가로 인해 증가하여 AAP에 의한
세포독성이 저하됨을 확인함에 따라 AAP혹은 김단백질 병합처리 시 IGF-I
에 의한 Erk활성화를 시간별로 살펴봄으로써,AAP의 세포독성 및 독성저
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해 효과와 관련된 IGF-I신호전달 경로를 규명하고자 한다.

①①① SSShhhccc인인인산산산화화화와와와 GGGrrrbbb222결결결합합합
IGF-I의 투여로 인해 IGF-IR를 포함한 신호전달 과정을 살펴보면,

IGF-IR의 cytoplasmictail에서 IGF-I에 의한 tyrosine인산화의 시작으
로 IRS-1이나 Shc,Grb2등과 같은 dockingprotein에 의해 연속적인 신
호전달이 나타난다.IGF-IR에 의한 MAPK 경로는 IGF-IR가 Shc단백질
과 직접 결합하여 하부 신호전달 물질인 Grb2와의 결합을 유도함으로써
활성화시키거나,IGF-IR/Shc 결합이 아닌 IRS-1/Grb2 결합을 통해
MAPK 경로를 활성화 시킬 수도 있다.Shc단백질은 IGF-I을 포함한 다
양한 성장인자와 사이토카인 수용체에 의해 tyrosine인산화 반응의 기질
로 작용한다(Peliccietal.,1992;Rozakisetal.,1992).리간드 결합으로
인해 Shc단백질이 인산화되면,IRS-1이나 PI3K p85regulatorysubunit
과 마찬가지로 SH2도메인을 포함한 단백질과 결합하게 되는데,그 대표
적인 단백질이 Grb2이다(Matuokaetal.,1992).그러나,Shc단백질 내에
는 스스로가 인산화될 뿐 아니라 SH2도메인을 포함하여 인산화된 다른
단백질과도 결합이 가능하며,Shc의 SH3 도메인이 Ras나 SOS 등의
proline-richmotif에 결합함에 따라 세포내 작용을 촉진시키기도 하고 저
해하기도 한다(Aronheim etal.,1994).예를들면,Kim etal.(2005)의 연
구결과에서 나타낸 바와 같이 종양을 이식한 nudemice에서 Shc/Grb2의
상호결합을 저해시킴으로써 종양의 성장이 억제되는 것으로 보아,Shc과
Grb2상호결합은 리간드 수용체의 tyrosinekinase와 결합하는 중요한 물
질로써 Ras와 같은 G 단백질체와 MAPK cascade에 관여함을 알 수 있
다(Songyangetal.,1994;Downward,1994).
앞서 Changliver세포에 AAP를 처리함에 따라 IGF-IR인산화 감소

되었음에도 불구하고 ERK1/2의 인산화는 증가시켰으며,김단백질과 병행
처리 시에는 AAP를 함께 처리했음에도 불구하고 IGF-I에 의한 IGF-IR
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인산화가 회복되어 지속되었으며,그에 따른 최종경로인 ERK1/2의 인산
화를 또한 증가시켰으므로,중간 매개 신호전달 물질인 Shc단백질의 인
산화와 Shc/Grb2 상호결합 정도를 살펴보았다(Figure 42).그 결과,
Changliver세포에서는 SFM 처리 시에는 IGF-I첨가 5분후부터 Shc에
결합한 Grb2가 증가하기 시작하여 그 이후부터 감소하였으며 AAP처리
시에는 Shc/Grb2상호결합이 20분에 감소를 나타내었다.김단백질 병행처
리 시에는 5분부터 증가하기 시작하여 10분에 급격히 증가되다가 그 이후
부터 감소를 보였으므로,AAP자체는 Shc/Grb2상호결합에 영향을 주지
않지만,김단백질이 Shc/Grb2결합을 증가시키는 것으로 나타났다(Figure
42).
한편 HepG2세포에서는 AAP혹은 김단백질과 병행처리 시 IGF-I에

의한 IGF-IR와 IRS-1의 인산화가 감소 혹은 증가되었으나 이에 비해
Shc인산화는 현저히 변화되었다.즉,SFM이나 김단백질 병행처리 시
IGF-I투여 후 5분이 경과하였을 때 Shc인산화가 증가되기 시작해서 10
분이 경과할 때에도 지속되었다.그러나 이와는 달리 AAP처리 시에는
IGF-I투여 5분 후 Shc인산화가 개시되었으나 10분이 경과했을 때에는
약하게 감소하기 시작했다(Figure45).
HepG2세포에서 AAP혹은 김단백질 병행처리에 따라 IGF-I에 의한

Shc인산화의 변화를 살펴보았으므로,인산화된 Shc단백질과 Grb2단백
질과의 상호결합 또한 Shc인산화와 관련하여 작용하는지를 살펴보았다.
Figure42에 나타난 바와 같이,AAP 처리 시 IGF-I에 의한 Shc/Grb2
상호결합이 다소 감소한 듯 보이나,Shc인산화의 변화와는 다르게 모든
실험조건에서 IGF-I에 의한 Shc/Grb2상호결합이 이루어졌다.본 실험에
서는 24시간동안 무혈청배지와 AAP 단독 혹은 김단백질 병행처리 후,
anti-Shc항체와 SH3도메인을 인지하는 anti-Grb2항체와 반응시킨 것
이다.그러므로,AAP단독 혹은 김단백질과 병행처리 시 IGF-I에 의한
Shc/Grb2상호결합이 아무런 변화를 나타내지 않은 것으로 보아,이들 결
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합이 Src이나 Shc등과 같은 tyrosinekinase인산화와는 무관하며 Grb2
의 SH3도메인은 AAP혹은 김단백질 병행처리 시 Shc인산화가 조절된
다 할지라도 IGF-I신호전달 체계에 결정적인 영향을 미치지 않는 것으
로 생각된다.
Changliver세포와 HepG2세포에 대해 Figure46에 이상에서 나온

결과들을 바탕으로 김단백질이 IGF-I신호전달체계와 관련하여 AAP독성
을 억제시키는 메카니즘을 도식화 하였다.즉 Chang liver세포에서는
AAP에 의해 IGF-IR 인산화에 변화가 없었고 이후 신호전달물질인
IRS-I의 인산화수준이 감소되었을 뿐만 아니라 serine인산화가 유도되면
서 IRS-I하부 신호전달과정이 손상되는 것으로 나타났다.또한 Chang
liver세포에서는 AAP처리가 Shc/Grb2상호결합에 영향을 주지 않았지
만,김단백질이 Shc/Grb2결합을 증가시키는 것으로 나타났다.앞서 김단
백질의 AAP독성 억제작용에 ERK인산화가 관여한다는 사실을 확인하였
으므로 그 상위신호전달물질인 Shc/Grb2결합 증가에 의해 ERK인산화가
증가되었을 것이라 생각된다.
반면,HepG2세포의 경우는 AAP처리로 IGF-IR 인산화가 감소되었

으며 김단백질 처리로 IGF-IR인산화가 AAP에 의한 인산화 억제를 지연
시키는 것으로 나타났다.IRS-1인산화 역시 IGF-IR와 유사한 경향을 나
타내었으므로 AAP에 의해 IGF-IR 인산화부터 감소된 것이 IRS-1에 영
향을 미친 것으로 생각된다.IRS-1 하부신호전달물질인 PI3K p85
subunit과 IRS-1과의 결합이 AAP에 의해 급격히 감소되었으므로 AAP
에 의해 이후 신호전달과정인 PI3K 신호전달경로가 손상됨으로써 세포사
멸을 유도 하는 것으로 생각된다.Acetaminophen처리 시 IGF-IR 인산
화 감소와 ERK 인산화 증가를 연결하기위해 살펴보았던 Shc인산화는
AAP처리로 감소되었으며,반면 Shc/Grb2결합은 AAP에 영향을 받지
않는 것으로 나타났으므로, IGF-IR신호전달체계에 결정적인 영향을 미
치지 않는 것으로 생각된다.
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FFFiiiggg...333999...EEEffffffeeeccctttsss ooofffAAAAAAPPP ooorrr AAAAAAPPP+++PPPYYYPPP tttrrreeeaaatttmmmeeennntttooonnn IIIGGGFFF---IIIRRR
ppphhhooosssppphhhooorrryyylllaaatttiiiooonnniiinnnCCChhhaaannngggllliiivvveeerrrccceeellllllsss...
Cells were cultured for 24hr in SFM,5 mM AAP,or
AAP+100ug/mlPYPafterpreincubationwithSFM for24hr.
Cell lysates were immunoprecipitated with anti-IGF-IR
antibody,andtheimmunecomplexeswerethenanalyzedby
electrophoresisandimmunoblottingwithanti-phosphotyrosine,
oranti-IGF-IRantibody.
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FFFiiiggg...444000...EEEffffffeeeccctttsssooofffAAAAAAPPPooorrrAAAAAAPPP+++PPPYYYPPPtttrrreeeaaatttmmmeeennntttooonnnIIIRRRSSS---111
ppphhhooosssppphhhooorrryyylllaaatttiiiooonnniiinnnCCChhhaaannngggllliiivvveeerrrccceeellllllsss...
Cellswereculturedfor24hrinSFM,5mM AAP,AAP+100
ug/mlPYP or AAP+rapamycin afterpreincubation with
SFM for24hr.Celllysates were immunoprecipitated with
anti-IRS-1antibody,andtheimmunecomplexeswerethen
analyzed by electrophoresis and immunoblotting with
anti-phosphotyrosine,oranti-IRS-1antibody.
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FFFiiiggg...444111...EEEffffffeeeccctttsssooofffAAAAAAPPPooorrrAAAAAAPPP+++PPPYYYPPPtttrrreeeaaatttmmmeeennntttooonnnbbbiiinnndddiiinnnggg
ppp888555///ppp111111000cccooommmpppllleeexxxtttoooIIIRRRSSS---111iiinnnCCChhhaaannngggllliiivvveeerrrccceeellllllsss...
Cells were cultured for 24hr in SFM,5 mM AAP or
AAP+100ug/mlPYPafterpreincubationwithSFM for24hr.
Cell lysates were immunoprecipitated with anti-IRS-1
antibody,andtheimmunecomplexeswerethenanalyzedby
electrophoresisandimmunoblotting with anti-p85,anti-p110
oranti-IRS-1antibody.
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FFFiiiggg...444222...EEEffffffeeeccctttsssooofffAAAAAAPPPooorrrAAAAAAPPP+++PPPYYYPPPtttrrreeeaaatttmmmeeennntttooonnnSSShhhccc
ppphhhooosssppphhhooorrryyylllaaatttiiiooonnn aaannnddd SSShhhccc///GGGrrrbbb222 cccooommmpppllleeexxx fffooorrrmmmaaatttiiiooonnn iiinnn
CCChhhaaannngggllliiivvveeerrrccceeellllllsss...
Cells were cultured for 24hr in SFM,5 mM AAP,or
AAP+100ug/mlPYPafterpreincubationwithSFM for24hr.
Celllysateswereimmunoprecipitatedwithanti-Shcantibody,
and the immune complexes were then analyzed by
electrophoresisandimmunoblottingwithanti-phosphotyrosine,
anti-Shcoranti-Grb2antibody.



-115-

FFFiiiggg...444333...EEEffffffeeeccctttsss ooofffAAAAAAPPP ooorrr AAAAAAPPP+++PPPYYYPPP tttrrreeeaaatttmmmeeennntttooonnn IIIGGGFFF---IIIRRR
ppphhhooosssppphhhooorrryyylllaaatttiiiooonnniiinnnHHHeeepppGGG222ccceeellllllsss...
Cells were cultured for24hrin SFM,10 mM AAP,or
AAP+100ug/mlPYPafterpreincubationwithSFM for24hr.
Cell lysates were immunoprecipitated with anti-IGF-IR
antibody,andtheimmunecomplexeswerethenanalyzedby
electrophoresisandimmunoblottingwithanti-phosphotyrosine,
oranti-IGF-IRantibody.
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FFFiiiggg...444444...EEEffffffeeeccctttsss ooofff AAAAAAPPP ooorrr AAAAAAPPP+++PPPYYYPPP tttrrreeeaaatttmmmeeennnttt ooonnn IIIRRRSSS---111
ppphhhooosssppphhhooorrryyylllaaatttiiiooonnn aaannnddd bbbiiinnndddiiinnnggg ppp888555 tttooo IIIRRRSSS---111 iiinnn HHHeeepppGGG222
ccceeellllllsss...
Cells were cultured for 24hr in SFM,10 mM AAP or
AAP+100ug/mlPYPafterpreincubationwithSFM for24hr.
Cell lysates were immunoprecipitated with anti-IRS-1
antibody,andtheimmunecomplexeswerethenanalyzedby
electrophoresisandimmunoblottingwithanti-phosphotyrosine,
anti-IRS-1oranti-p85antibody.



-117-

FFFiiiggg...444555...EEEffffffeeeccctttsssooofffAAAAAAPPPooorrrAAAAAAPPP+++PPPYYYPPPtttrrreeeaaatttmmmeeennntttooonnnSSShhhccc
ppphhhooosssppphhhooorrryyylllaaatttiiiooonnnaaannndddbbbiiinnndddiiinnngggGGGrrrbbb222tttoooSSShhhccciiinnnHHHeeepppGGG222ccceeellllllsss...
Cellswereculturedfor24hrinSFM,10mM AAP,AAP+100
ug/mlorAAP+rapamycinPYPafterpreincubationwithSFM
for24hr.Celllysateswereimmunoprecipitatedwithanti-Shc
antibody,andtheimmunecomplexeswerethenanalyzedby
electrophoresisandimmunoblottingwithanti-phosphotyrosine,
anti-Grb2oranti-Shcantibody.
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IIIGGGFFF---IIIsssiiigggnnnaaallliiinnngggpppaaattthhhwwwaaayyyiiinnnCCChhhaaannngggllliiivvveeerrraaannndddHHHeeepppGGG222ccceeellllllsss
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ⅥⅥⅥ...요요요약약약 및및및 결결결론론론

우리나라 해조류 중 가장 양식 생산량이 많고 식단에 자주 등장하는
김은 그 영양가치 뿐만 아니라 콜레스테롤 저하작용,항균효과 및 항암효
과 등 다양한 생리효과를 가진다는 사실이 밝혀지면서 많은 관심의 대상
이 되고 있다.김의 종류로는 참김(Porphyratenera),방사무늬 돌김(P.
yexoensis),둥근 돌김(P.suborbiculata)등이 있으며,그 중 우리나라에
서 양식하는 김의 주종을 이루는 것이 방사무늬 돌김이다.지금까지 연구
들은 주로 김에서 추출한 포피란과 같은 다당류를 대상으로 그 생리적 효
과를 관찰한 논문이 대부분이었으나,본 연구에서는 김에서 단백질을 추
출하여,이 단백질이 약물,특히 간독성이 강한 AAP에 대해 방어효과가
뛰어나다는 사실을 증명하고자 하였으며,그 억제효과가 간에서 주로 생
성,분비되는 대표적인 growthfactor인 IGF-I의 signalingpathway와 관
련해서 그 기전을 밝히고자 하였다.

1.간 세포 모델로 Changliver세포와 HepG2세포를 이용하여 AAP의
간세포 사멸효과를 MTSassay를 통해 살펴본 결과,AAP는 두 가지 세
포모두에서 농도·시간 의존적으로 세포사멸을 유도하였다.
AAP에 의한 간세포 독성은 크게 세포내 GSH 농도를 감소시켜 세포

에 치명적인 산화적 손상을 일으키는 것과,AAP의 대사생성물인 NAPQI
의 작용에 의해 미토콘드리아의 기능이 파괴됨으로써 일어나는 세포사멸
을 들 수 있다.그 중 미토콘드리아 기능장애에 의해 세포가 사멸하는 경
로를 살펴본 결과,caspase-3 활성과 caspase-3의 대표적인 기질인
PARP분해가 AAP농도 의존적으로 일어나는 것으로 나타나 AAP에 의
한 세포사멸유형이 apoptosis인 것으로 나타났으나,DNA 단편화 결과
necroticpattern을 보여 최종적으로 AAP에 의한 세포사멸을 apoptosis와
necrosis의 특징을 모두 갖춘 necrapoptosis라는 결론을 내렸다.세포주기
를 관찰한 결과,Changliver세포에서는 10mM AAP처리 시 4.85%에서
11.9%로,HepG2세포에서는 20mM AAP 처리시 9.91%에서 16.4%로
subG1기가 증가되었다.Sub-G1peak는 DNA 단편화가 일어나서 만드는
peak이므로 이 결과는 DNA 단편화 결과와 일치하였다.이상의 결과들로
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부터 AAP에 의한 미토콘드리아기능 장애로 간세포가 손상되는 경로를
확인하였다.

2.AAP에 의한 간조직 손상의 두 번째 경로인 산화적 스트레스에 의한
손상경로를 살펴본 결과에서,Changliver세포에서는 GSH 농도가 AAP
농도 의존적으로 감소된 반면,HepG2세포에서는 GSH 농도가 감소되지
않았다.따라서 Changliver세포에서 AAP처리 시 GSH 농도감소를 통
한 산화적 손상경로에 의해 세포사멸이 일어나는 것으로 생각된다.산화
적 손상과 관련이 있는 것으로 밝혀진 MAPK 신호전달경로에 작용하는
세포내 단백질인 ERK,p38,JNK의 발현 정도를 살펴본 결과에서는
Chang liver세포와 HepG2세포에서 AAP에 의한 간세포 손상작용에
pERK가 관여한다는 사실을 확인하였다.

3.IGFsystem은 외부의 스트레스 혹은 질병이 발생하면 세포사멸을 억
제하므로 AAP에 의한 세포손상 시 IGF-I의 방어효과를 ERK 인산화에
초점을 맞추어 살펴보았다.Chang liver세포와 HepG2세포 모두에서
AAP 단독처리로 ERK/2활성화가 유도되었으며,여기에 IGF-I을 병행
처리했을 때 ERK1/2활성이 더욱 증가되는 것으로 나타났으며,PARP
cleavage는 IGF-I병행처리로 감소되었고,이것은 MTS결과와 일치하
므로,IGF-I의 AAP 독성 억제 작용에 ERK 인산화가 관여한다.MEK
inhibitor인 PD98059를 사용하여 GSH assay와 MTSassay를 실시한 결
과,Changliver세포에서는 PD98059처리시 산화적 손상은 억제되는
것으로 나타났고,반면 HepG2세포에서는 AAP에 의한 GSH 농도는 변
화가 없었으나,IGF-I첨가로 GSH 농도가 증가되는 것으로 나타났다.따
라서 Changliver세포에서는 ERK 인산화가 IGF-I의 AAP독성 억제작
용 시 GSH 농도를 변화시키는데 관여하지만,HepG2세포의 경우 GSH
농도변화가 아닌 다른 경로에 작용하여 IGF-I의 독성 억제작용에 관여하
는 것으로 판단된다.IGF-I이 그 수용체와 결합하면 다양한 신호전달과정
이 일어나므로 ERK 활성화이외에 PI3K 신호전달경로가 활성화되어
IGF-I의 억제효과를 나타낼 수도 있으며,혹은 MAPKs신호전달경로와
PI3K 신호전달경로가 병행하여 활성화됨으로써 억제효과를 나타내는지에
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관해서는 더 많은 연구가 있어야 할 것이다.

4.김 단백질의 AAP에 의한 간손상 저해효과를 invivo실험을 통해 살
펴본 결과에서,혈청중의 GOT/GPT,간조직중의 caspase-3 활성 및
DNA 단편화가 AAP투여군에서 증가되었고,간조직중의 GSH 농도는 감
소되었다.이에 반해,김단백질 병행 투여군에서는 AAP투여군과는 달리
혈청중의 GOT/GPT,간조직 중의 GSH 농도,caspase-3활성 및 DNA
단편화 정도가 대조군 수준으로 감소되는 것으로 나타났다.이로써 고농
도의 AAP가 간 손상을 일으키며,김단백질이 이를 예방한다는 사실을 본
연구를 통해 확인할 수 있었다.이 결과는 해조류가 개발 가능한 고부가
가치의 기능성 식품 소재임을 확인한 것이며,어떤 메카니즘을 통해 김단
백질이 AAP에 의한 간 손상을 예방하는 지에 대해 알아보기 위해 다음
과 같이 세포수준에서 그 기전을 살펴보았다.

5.Changliver세포에서 김 단백질 처리로 AAP에 의해 감소되었던 세포
증식(37.45±1.28%)이 저농도(6.25ug/ml;56.62±3.69%)에서도 증가되는
것으로 나타났으며,최대농도 100ug/ml에서는 76.30±2.91로 세포증식이
크게 증가되었다.반면,HepG2세포에서는 고농도인 100ug/ml농도에서
69.8±4.1%로 나타나,Changliver세포에 비해 고농도의 김단백질이 AAP
의 독성을 억제시킬 수 있는 것으로 나타났다.김단백질이 어떻게 AAP에
의한 간손상을 억제시키는지에 관해 좀 더 자세히 검토하기 위해 살펴본
세포주기 결과에서는 Changliver세포와 HepG2세포 모두에서 세포주기
에 영향을 주기보다는 sub-G1기에 arrest를 나타내었다.이는 앞서 실시
한 MTS결과와 유사한 경향을 나타내므로,김단백질의 AAP독성에 대한
억제효과를 더 확실하게 확인할 수 있었다.

6.Changliver세포와 HepG2세포 모두에서 김단백질 처리로 AAP에 의
해 증가되었던 caspase-3활성을 약간씩 증가,혹은 감소시켰으나 큰 영
향을 미치지는 않았다.그러나,caspase-3의 주된 기질인 PARP 분해는
대조군 수준으로 농도 의존적 감소를 나타내었으므로,PARP를 기질로 하
는 세포내 다른 분해효소들의 작용을 억제시켰을 것으로 생각된다.GSH



-122-

결과에서는,AAP에 의해 감소되었던 GSH(89.42±5.4%)를 50ug/ml,100
ug/ml농도의 김단백질 처리로 각각,98.64±3.2%와 134.54±7.0%로 증가되
었다.이 결과로 김단백질의 AAP독성에 대한 억제효과의 주된 원인은
GSH 농도 증가에 있는 것으로 생각된다.Changliver세포와 HepG2세
포에서 AAP가 p38이나 JNK 인산화에는 영향을 주지 않았으나,AAP처
리로 ERK 인산화가 증가되었고 김 단백질 병행처리로 더욱 증가되었으
므로,ERK 인산화가 산화적 손상에 의해 증가되었다가 김단백질 처리로
다시 anti-apoptoticfactor로 작용함을 확인할 수 있었다.

7.지금까지 14kDa의 김단백질이 AAP독작용에 어떤 영향을 미치는지에
관해 그 기전을 살펴보았다.논문의 처음 부분에 invivo실험에서 AAP
에 의한 간세포 손상과 김단백질에 의한 억제을 증명하긴 하였으나,실제
로 체내에서 대사되어 간세포에 전달되기까지의 과정을 고려하여,앞서
사용하였던 김단백질을 pepsin으로 분해하여 얻은 분해산물(hydrolysate)
과 14kDa단백질아미노산배열 분석 결과에서 가장 유력할 것으로 생각되
는 구조만을 합성하여 만든 21개의 아미노산으로 구성된 peptide(pep21)
를 사용하여 AAP독작용에 어떤 영향을 주는지를 MTSassay로 검토하
였다.그 결과,분해산물이나 합성물 모두에서 AAP 독작용을 억제하는
것으로 나타났다.분해산물이나 합성물이 어떤 메카니즘을 통해 AAP에
의한 간 손상을 억제시키는지에 관해서는 더 많은 연구가 필요할 것으로
생각된다.

8.이상에서 김단백질과 IGF-I이 모두 AAP독작용을 억제시키는 것으로
나타났으므로 김단백질의 억제작용이 IGF-Isignaling pathway과 어떤
관련이 있는지를 살펴본 결과에서는 본 연구에서 사용한 두가지 세포,
Chang liver세포와 HepG2세포에서 다른 양상을 나타내었다.Chang
liver세포의 경우,AAP 처리로 IRS-1의 인산화수준이 증가함으로써
PI3K pathway를 차단하는 것으로 나타났으며,반면 HepG2세포의 경우
는 IGF-IR 인산화부터 감소시키기 시작하여 그 하부 신호전달물질인
IRS-I의 인산화도 감소시켰으며, 결정적으로 IRS-I과 PI3K p85
regulatorysubunit의 결합을 억제시킴으로써 PI3K pathway를 억제시키
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는 것으로 나타났다.또 다른 dockingprotein인 Shc의 인산화는,Chang
liver세포의 경우 그 인산화가 감소되면서 Shc과 Grb2와의 결합이 감소
되었고,HepG2세포에서는 Shc인산화는 감소되었으나 Grb2와의 결합에
는 AAP에 의해 아무런 변화가 없는 것으로 나타났다.김단백질은 두가지
세포에서 AAP에의한 인산화나 결합감소를 억제시키는 것으로 나타났다.
따라서 김단백질이 AAP에 의한 IGF-Isignalingpathway손상을 다시 복
구시킴으로써 AAP에 의한 세포독성을 억제시킨다고 생각된다.
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