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국 문 초 록

Selenophosphate synthetase (SPS)는 셀레노시스틴 합성시

selenium donor로 작용하는 selenophosphate를 합성하는 효소이다.

고등 진핵 생물에는 SPS1과 SPS2 라는 2가지의 형태의 SPS

paralogue가 있으며,이중 SPS2만이 셀레노시스틴 합성을 촉매하

며,SPS1은 셀레노시스틴 생합성 능력은 보이지 않는다.여러 연

구에서 SPS2는 세포의 생존에 필수적이지 않지만 SPS1은 오히려

필수적인 역할을 하는 단백질이라는 것이 제시되었다.

본 연구에서는 포유동물의 세포수준에서 SPS1의 기능을 밝히

고자 mouseembryoniccancercell인 F9세포에서 RNAi기술을

이용하여 mouseSps1mRNA를 표적으로 결핍 시켰다.Sps1의 결

핍에 따라 산화·환원 항상성 조절 유전자인 glutaredoxin1(Glrx1)

의 발현이 감소되었으며 세포내에 reactiveoxygenspecies(ROS)

의 일종인 hydrogenperoxide의 축적이 일어났으나 superoxide는

축적되지 않았다. 또한 SPS1결핍에 의해 악성 종양의 특성인

invasiveness가 감소하는 것을 관찰하였으며 성장저해가 일어나는

것도 관찰되었다.이런 현상들은 Sps1이 결핍된 세포주에서

down-regulation되었던 Glrx1을 과발현 시키면,대조군 정도로

회복되는 것을 관찰하였다.

이러한 결과는 SPS1이 종양 세포의 악성화를 유도하거나 유지



-ii-

시키는데 요구되며,이러한 과정은 Glrx1과 같은 산화·환원을 조절

하는 유전자를 SPS1이 조절하면서 이뤄지고 있음을 제시해준다.

주요어 :cancer,reactiveoxygenspecies,셀레늄,셀레노시스틴,

셀레늄단백질,selenophosphatesynthetase1

학 번 :2014-20315
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I.서 론

셀레늄은 생체 내에서 필수적으로 요구되는 미량원소로서 원자량이

78.97이며 주기율표에서는 VIA족 4주기에 속하며 sulfur와 tellurium의

중간적인 화학적 성질을 가지고 있다.셀레늄은 암의 예방,성장 촉진,

노화지연,면역 증강,남성의 생식력 증강,심장병 예방,발달과 발생과정

에 필요,항바이러스 작용 등의 다양한 생리적 조절작용을 수행한다고

알려져 있다(Leeetal.,1996;Pappetal.,2010;Fairweather-Taitet

al.,2011;Hatfieldetal.,2012;Rayman,2012).셀레늄은 단백질 내에서

셀레노시스틴(selenocysteine;Sec)의 형태로 존재하며,생체 내에서는 셀

레노시스틴 아미노산이 하나 혹은 그 이상을 가진 셀레늄 단백질 형태로

기능을 나타낸다(Leeetal.,1996).셀레늄의 결핍은 왜소증,근육퇴화,

암과 같은 각종 질환을 유발하며,과다 시에는 시력 상실,초식동물의 근

육과 관절이 약화되는 질병 등이 발생된다(Franke,1934a,b;O’Tooleet

al.,1995;Leeetal.,1996).따라서 생체 내에서의 셀레늄의 양이 엄격하

게 유지되어야 하며,셀레늄단백질의 생합성도 정교하게 조절되어야 한

다.

셀레노시스틴은 고유한 tRNA (tRNA[Ser]Sec)를 가지고 있으며 단백질

합성시 셀레노시스틴으로 charging된 tRNA[Ser]Sec가 단백질 합성 종결
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코돈으로 알려진 UGA 코돈(codon)을 인식하여 단백질 내로 삽입된다

(Chambersetal.,1986;Leeetal.,1989).따라서 셀레노시스틴을 21번

째 아미노산이라 부른다(Leeetal.,1989;Böcketal.,1991).UGA 코돈

이 셀레노시스틴의 코돈으로 작용하기 위해서는 UGA 코돈의

downstream에 SECIS(selenocysteineinsertionsequence)element라고

하는 stem-loop구조가 필요하다(Walczaketal.,1996;Tujebajevaet

al.,2000).원핵생물에서는 셀레늄 단밸질 mRNA의 UGA 코돈 바로 뒤

에,진핵 생물에서는 mRNA의 3’-UTR에 SECIS element가 존재한다

(Berryetal.,1993).셀레노시스틴의 합성은 serine이 먼저 tRNA[Ser]Sec에

charging된 다음에 O-phosphoseryl tRNA[Ser]Sec kinase에 의해

O-phosphoseryltRNA[Ser]Sec으로 전환된다(Carlsonetal.,2004).그 후

selenocysteinesynthetase(SecS)에 의해 selenophosphate를 기질로 사

용하여 O-phosphoseryltRNA[Ser]Sec의 인산기를 셀레늄기로 치환되면서

Sec-tRNA[Ser]Sec이 된다(Xuetal.,2007).셀레노시스틴으로 charging된

Sec-tRNA는 Sec-tRNA고유한 translationelongationfactor인 EFsec과

SECISbindingprotein2(SBP2)를 매개로 ribosome의 A-site에 들어오

게 되는 매우 특이적인 mechanism에 의해 단백질에 삽입된다(그림 1;

Copelandetal,2000;Hatfieldetal.,2002).

박테리아에서 셀레노시스틴의 합성에 SelA (selenocysteine

synthetase),SelB(selenocysteinespecifictranslationfactor),SelC
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그림 1. Schematic overview of selenoprotein synthesis in

eukaryotes.Biosyntheticpathwayofselenoproteinsrestsontheproduction

oftheselenium donorcompound,selenophosphate,from selenideandATP.

Thisreactioncatalyzedbytheenzymeselenophosphatesynthetase(SPS).

Selenophosphate is used to synthesize selenocysteine (Sec) from

O-phosphoseryl-tRNA[Ser]Sec by selenocysteine synthetase (SecS).

Selenocysteyl-tRNA[Ser]Sec recognizesUGA codonandincorporatesSecinto

thegrowingpolypeptidetosynthesizeofselenoproteins.
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(selenocysteinespecifictRNA),SelD (selenophosphatesynthetase)가

필요하다는 것이 셀레늄단백질 합성 기능이 제거된 돌연변이체의 분석과

정에서 밝혀졌다(Leinfelderetal.,1990).이 중 SelD는 selenide와 ATP

를 이용하여 monoselenophophate를 합성하는 과정을 촉매한다

(Ehrenreichetal.,1992).이 selenophosphate가 셀레노시스틴 생합성에

서 selenium donor로 작용하기 때문에 SelD가 셀레늄단백질 합성에 필

수적이라 할 수 있다.

박테리아와 하등 진핵 생물에는 한 가지 종류의 SPS(SelD)가 존재

하는 반면에,고등 진핵 생물에서는 SPS1과 SPS2두 가지 형태(isoform

혹은 paralogue)가 존재한다(Guimaraesetal.,1996). SPS2는 박테리아

SelD의 보존된 활성화 부위인 Cys17이 셀레노시스틴으로 치환되어 있어

셀레늄단백질의 생합성 과정을 촉매할 뿐만 아니라,자기 자신도 셀레늄

단백질이다. 반면에 SPS1은 SPS2의 셀레노시스틴이 있는 자리에

Drosophila와 mammal에서 각각 Arg과 Thr으로 치환되어 있다(Low et

al.,1995;Guimarãesetal.,1996).SPS1과 SPS2의 단백질 서열은 잘 보

존되어 있으며 human,mouse와 Drosophila에서 각각 72%,71%,45%의

서열 동질성을 보인다(Guimarãesetal.,1996).또한 SPS단백질들에는

잘 보존된 2개의 motif가 이 두 isoform에 존재하며,motifA는 촉매에

필수적인 잔기인 Lys32를 포함하는 catalytic domain을 가지고 있고

motifB는 ATP/GTPbindingprotein및 proteinkinase에서 발견되는
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보존된 ATP bindingdomain을 가지고 있다(그림2;Guimareasetal.,

1996;Low etal.,1996).

최근에 SPS2만이 selenophosphate를 합성하며 SPS1은 셀레늄단백질

의 생합성 과정에서 기능을 하지 못한다고 보고된 바 있다(Xuetal.,

2007).또한,초파리의 SPS1은 selenide-dependentAMP합성 활성이 없

으며(Perssonetal.,1997),NIH3T3cell에서 SPS1을 knockdown해도

셀레늄단백질의 합성에는 영향을 주지 않았다(Xuetal.,2007).

SPS1은 셀레노시스틴의 합성에는 필수적이지 않지만 세포의 성장과

대사에 필수적이라는 증거들이 보고되고 있다.예를들면,초파리에서

SPS1을 knockout(KO)시키면 imaginaldisc의 형성이 비정상적으로 되

며 larvallethality를 보인다는 보고(Alsinaetal.,1998,1999)와 초파리

(SL2)세포에서 SPS1의 발현을 억제시켰을 때 세포의 성장이 저해(Shim

etal.,2009)된다고 보고된 바 있다.이를 통해 SPS1이 세포의 성장에

필수적이라는 것을 시사한다.

또한,SPS1은 reactiveoxygenspecies(ROS)의 축적과 연관된 것으

로 보고된 바 있는데,초파리 SPS1이 adult세포에서 ROS의 축적을 통

해 apoptosis를 억제하며(Moreyetal.,2003),SPS1을 knockdown한 세

포에서 ROS가 발생된다는 보고(Shim etal.,2009)그리고 Alsina의 보

고에 따르면 SPS1의 KO에 의한 larvallethality는 ROS의 축적을 통해

일어난다(Alsinaetal.,1998,1999).
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그림 2.ComparisonofaminoacidsequenceofSPS1paralogueand

orthologue
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뿐만 아니라 SPS1은 celldefense와도 관련이 있으며,초파리(SL2)

세포에서 SPS1의 발현을 억제시켰을 때 activevitaminB6(pyridoxal

phosphate)의 생성이 억제되고,vitaminB6의 부족은 거대미토콘드리아

의 생성유도와 선천성면역(innateimmunity)을 통한 세포의 방어시스템

을 조절한다고 보고된 바 있다(Leeetal.,2011).

이밖에도 SPS1은 glutamatetransporter(dmGlut또는 l(2)01810)와

glutaminesynthetase1(GS1)의 발현유도를 통해 세포내 glutamine의

축적과 거대미토콘드리아의 생성을 유발하기도 한다(Shim etal.,2009).

Mammal에서는 SPS1이 세포 내에서 L-selenocysteine(L-Sec)을 재

활용하는 selenium salvagesystem을 통해 selenophosphate를 합성하는

데 참여할 것이라고 제안되었으나(Tamuraetal.2004)아직 검증되지

않았다.그리고 human rectalcarcinoma에서 normalcell과 비교해

SPS1이 overexpression되며 SPS1이 rectalcarcinogenesis를 일으키는

역할을 할 것이라고(Choietal.,2011)보고된 바 있다.HumanSPS1은

5가지 종류의 alternativesplicingvariants가 존재하며 이들은 각각 세포

내 위치가 다르며 조직특이적인 발현양이 다르다.또한,암세포 특이적으

로 각각의 splice variant들은 cellcycle의 조절을 받기 때문에 각

variant들의 subcellularlocalization,interaction그리고 expression에 따

라 다른 역할을 할 것이라는 보고도 있다(Kim etal.,2010).

이를 종합하여 볼 때,SPS1은 셀레늄단백질 합성에는 관여하지 않지
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만 다른 필수적인 기능을 할 것으로 예상이 되나 아직 포유동물에서의

생화학적·분자세포생물학적 기능 분석이 제대로 이뤄지지 않고 있다.본

연구는 포유동물에서의 SPS1의 기능을 규명하고자,쥐를 모델동물로 하

였고 RNA interference(RNAi)방법을 사용해 포유동물에서의 SPS1의

분자세포생물학적 기능을 알아보고자 하였다.

먼저,공동연구 그룹에서 invivo에서의 SPS1기능을 밝히기 위해

liverspecificSPS1KOmouse를 제작하였고,그 결과로 liver에서 SPS1

이 KO되어도 phenotype의 변화는 없었지만 microarray분석에서 산화·

환원 조절 유전자인 Glrx1(-43.5fold),Gsta4(-3.61fold),Gsto1(-2.06

fold),Gstm3(3.14fold)의 fold-change값이 높았다(Appendix표 1).그

리고 Ingenuity Pathway Analysis (IPA)분석에서는 SPS1이

hepatoxicity로서 liver에서 glutathione-depletion과 관련이 있는 것으로

나타났다(Appendix 표 2). SPS1을 knockdown한 F9 cell에서도

microarray분석을 하여 DEGs(differentiallyexpressedgenes)를 동정

한 결과에서도 산화·환원 조절 유전자인 Gsto1(-5.2fold),Glrx1(-4.5

fold)의 fold-change가 높게 나왔다(Appendix표 3).Drosophilacell에서

SPS1knockdown에 의해 ROS가 발생된다는 보고(Shim etal.,2009)와

liverKOmouse와 Sps1결핍 F9cell에서 유사하게 산화·환원을 조절하

는 유전자가 DEGs로 동정된 것을 종합해보면 SPS1이 산화·환원 항상성

조절과 관련이 높을 것으로 생각된다.본 연구에서는 Sps1결핍에 의한
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표현형의 변화가 산환·환원 조절 유전자 중 liver KO mouse에서

fold-change가 매우 높게 일어난 Glrx1에 의해 일어났는지 조사하였다.

먼저,mouseembryoniccancercell인 F9cell에서 mouseSps1mRNA

에 대한 shRNA를 발현하는 세포주(F9/shSPS1)를 공동 연구 그룹으로

부터 제공받아서 실험에 사용하였다.shSPS1발현 세포주에서의 Sps1

mRNA 양은 약 90%가 knockdown되었으며,Glrx1의 mRNA양도 약

90%가 down-regulation되었다.세포내 redoxstate의 변화를 관찰하고

자 ROS를 탐지하는 실험을 하였고,악성 종양 특성의 변화를 조사하고

자 growthrate과 invasiveness를 assay하였다.
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II.재료 및 방법

1.Vectorconstruct제작

1.1. Mouse SPS1 knockdown-resistant (rescue)

vector제작

Knockdown-resistantSPS1 (rescue)발현 vector를 제작하기 위해

shSPS1의 targetsequence의 seedregion에 존재하는 서열 중 3군데의

염기에서 silentmutation이 일어나도록 primer를 design하였으며,돌연

변이는 2단계의 PCR과정을 통하여 수행되었다.첫 번째로 2개의 DNA

fragment(5’-half와 3’-half)를 만들기 위해 F9cell의 cDNA를 주형으로

하였고,5’-half를 만들기 위해 SPS1KIF1과 SPS1KIR1primer를 사

용하였으며,3’-half를 만들기 위해 SPS1KIF2와 SPS1KIR2primer

를 사용하여 증폭하였다.만들어진 PCR 산물은 SPS1KIF1과 SPS1

KIR2primer를 사용해 nest-PCR을 해서 3개의 silentmutation을 가진

full-length의 SPS1-Rescue construct를 만들었다. SPS1-Rescue

construct는 pcDNA4/TO vector(Invitrogen)의 BamHI과 EcoRIsite에

ligation하였고,DH5a균주에 transformation하였다.제작된 plasmid는

제한효소 분석을 통하여 확인하였고 DNA sequencing을 통해 벡터가 제

대로 만들어졌다는 것을 확인하였다.

Rescuevector제작 시 사용한 primer는 Table1과 같다.
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Table1.

Primername 5‘→ 3’

SPS1KIF1 AGTCGGATCCACCATGTCTACTCGAGAGT

SPS1KIR1 CTTGATAGGCTAACTCTACG

SPS1KIF2 CGTAGAGTTAGCCTATCAAG

SPS1KIR2 GACTGAATTCTTAGGAGGTGGCACCAG

*밑줄은 silentmutation염기를 표시함.
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1.2.Mouse와 humanGlrx1과발현 vector제작

MouseGlrx1(mGlrx1)을 과발현하는 vector의 제작을 위해,F9cell로

부터 얻은 cDNA의 Glrx1ORF를 주형으로 하였고 mGLRX1-KpnIF

와 mGLRX1-EcoRIR primer를 사용해서 증폭하였다.PCR 산물은

pcDNA4/TO vector의 KpnI과 EcoRIsite에 ligation하였고,DH5a균주

에 transformation하였다.HumanGlrx1(hGlrx1)을 overexpression하는

vector는 HeLacell로부터 얻은 cDNA의 Glrx1cDNA를 주형으로 하였

고,그리고 BamHI-hGLRX1F와 EcoRI-hGLRX1Rprimer를 사용해 증

폭하였으며 BamHI과 EcoRIsite를 ligation하였다는 것 이외의 다른 방

법은 앞과 동일하였다.제작된 plasmid는 제한효소 분석을 통하여 확인

하였고 DNA sequencing을 통해 벡터가 제대로 만들어졌다는 것을 확인

하였다.

Mouse 와 human Glrx1 overexpression vector제작 시 사용한

primer는 Table2와 같다.
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Table2.

Primername 5‘→ 3’

mGLRX1-KpnIF AGTCGGTACCAGCATGGCTCAGGAGTTT

mGLRX1-EcoRIR GACTGAATTCTTATAACTGCAGAGCTCCAA

BamHI-hGLRX1F ACTGGGATCCGCAACTGAGGATTCTTCC

EcoRI-hGLRX1R ACTGGAATTCTGTGGTTACTGCAGAGC
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1.3.Flag으로 융합된 SPS1발현 vector제작

세포내 위치를 조사하기 위하여 Flag으로 융합된 mouseSps1을 과발

현하는 vector를 제작하였다.F9cell로부터 얻은 cDNA의 Sps1ORF를

주형으로 하였고 BamHI-SPS1F와 EcoRI-flag-SPS1Rprimer를 사용

해서 증폭하였다.PCR 산물은 pcDNA4/TO vector의 BamHI과 EcoRI

site에 ligation하였고,DH5a 균주에 transformation 하였다.제작된

plasmid는 제한효소 분석을 통하여 확인하였고 DNA sequencing을 통해

벡터가 제대로 만들어졌다는 것을 확인하였다.

MouseSPS1-flagtaggingvector(pcDNA4/TO-SPS1-flag)제작 시

사용한 primer는 Table3과 같다.
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Table3.

Primername 5‘→ 3’

BamHI-SP

S1-F

CTAGGGATCCGAACCATGTCTACTCGAGAGTCC

TTTAACCCG

EcoRI-flag

-SPS1-R

TCAGGAATTCTTACTTGTCGTCATCGTCTTTG

TAGTCGGAGGTGGCACCAGGTGTGGGGTTCACGT
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1.4.Hydrogenperoxide탐지 probe제작

Cytosolic과 mitochondrialhydrogenperoxide는 Tobias.P.Dick으로부

터 제공받았은 roGFP2-Orp1융합 단백질 probe를 이용하였다(Gutscher

etal.,2008andMorganetal.,2011).F9세포에서 retroviralvector가

복제되지 않기 때문에 원본 vector(cytosolicpLPCX-roGFP2-Orp1과

mitochondrialpLPCX-roGFP2-Orp1)의 NdeI과 XbaI제한효소 자리로

잘라서 pcDNA4/TO vector로 cloning 하였다. DH5a 균주에

transformation하였으며,제작된 plasmid는 제한효소 분석을 통하여 확

인하였고 DNA sequencing을 통해 벡터가 제대로 만들어졌음을 확인하

였다.
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2.F9과 GP2-293cellculture

Mouseembryoniccancercell인 F9세포와 retroviralpackagingcell

인 platinum GP2-293cell(Clontech)은 37℃,5% CO2 공급 상태에서

10% FBS (Hyclone)를 포함한 DMEM (Dulbecco’s modified eagle

medium,Hyclone)배지로 배양하였다.F9cell의 배양은 0.1% gelatin

(Sigma)이 코팅된 plate를 사용하였다.

2.1.Mouse 와 human Glrx1의 과발현과 mouse

SPS1rescuecellline준비

SPS1이 knockdown된 F9cell은 37℃,5% CO2 공급 상태에서 10%

FBS 를 포함한 DMEM 배지로 배양하였다.Mouse와 humanGlrx1

overexpression vector와 rescue vector를 transfection하기 위해

6well-plate에 cell(4x105cells)을 분주하고 24시간 후,각 well당 2μg

의 vector,6μl의 PLUSreagent와 6μl의 Lipofectamine을 각각 100μl의

serum-freeDMEM과 섞은 후 상온에서 15분간 배양하였고,두 용액을

섞은 뒤 30분간 더 배양한 후 800μl의 serum-freeDMEM 상태의 cell에

처리하였다.5시간 후 serum을 포함한 DMEM으로 바꾼 뒤 하루 동안

배양하였고 vector가 들어간 cell만을 선별하기 위해 400μg/ml의 zeocin

을 넣고 배양하였다.



-18-

2.2Hydrogenperoxide탐지 probe를 발현하는 cell

의 준비

Hydrogen peroxide 탐지용 probe (cytosolic 과 mitochondrial

pcDNA4/TO-roGFP2-Orp1)를 F9 cell(F9, F9/shSPS1,

F9/shSPS1/Rescue,F9/shSPS1/oemGLRX1)에서 발현시키기 위해 각

cellline을 24well-plate에 0.8x105 cell만큼 분주하고 24시간 후,각

well당 0.5μg의 vector,1.25μl의 PLUSreagent와 1.25μl의 Lipofectamine

을 각각 100μl의 serum-freeDMEM과 섞은 후 상온에서 15분간 배양하

였고,두 용액을 섞은 뒤 30분간 더 배양한 후 200μl의 serum-free

DMEM 상태의 cell에 처리하였다.5시간 후 serum을 포함한 DMEM으

로 바꾼 뒤 하루 동안 배양하였다.
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3.CM-H2DCFDA 염색을 이용한 ROS관찰

F9cell을 0.1% gelatin으로 코팅된 35mm dish에 2x105cell만큼

접종하고 37℃, 5% CO2 공급 상태에서 16시간 배양하였다.

CM-H2DCFDA (MolecularProbes)염색은 제조사 protocol을 따랐으며

약간의 수정된 방법으로 수행하였다.35mm dish에서 배양액을 제거 후

RPMI1640(Gibco)로 2회 washing하고 1μM의 CM-H2DCFDA 로 3

7℃,5% CO2배양기에서 40분간 배양하였다.그 후 phenol-red가 들어

있지 않은 RPMI으로 2회 washing하고 EVOSFL(AMG)형광현미경

으로 관찰하였다. Excitation 파장은 470nm 파장을 사용하였다.

Counterstaining을 하기 위해 10μg/mlHoechst33258(Invitrogen)을 사

용하였으며 excitation파장은 352nm 파장을 사용하였다.
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4.세포내 hydrogenperoxide탐지

Transient하게 hydrogen peroxide 탐지 probe (cytosolic과

mitochondrial pcDNA4/TO-roGFP2-Orp1)를 발현하는 세포를 0.1%

gelatin으로 코팅된 μ-slide8well(Ibidi,Germany)에 0.5x105cell만큼

접종하고 37℃,5% CO2 공급 상태에서 12시간 배양하였다.세포를 1x

PBS로 washing하고 3% paraformaldehyde(Sigma)로 상온에서 7분간

fixation 한 다음 1x PBS로 3번 washing 하였다.그 후 LSM 700

confocalmicroscope(CarlZeiss)를 이용하여 관찰하였다.Probe의 산화

(405nm)와 환원(488nm)된 형태의 비율은 Morgan방법(Morganetal.,

2011)을 따랐으며 약간의 수정된 방법으로 수행하였다.100배 배율로 촬

영된 image를 ImageJsoftware(http://imagej.nih.gov/ij/)를 사용하여

backgroundsubtraction하였으며,threshold조절 후 405와 488nm 사진

을 stacking하였다.그 후 동일한 영역(Thresholdingmethod:Li)을 선

택하였고,405nm 사진의 intensity를 488nm 사진으로 나눗셈하여 ratio

를 구하였다.이 과정을 각 cellline마다 6개의 다른 field를 반복 후 평

균을 구하였다.

Ratioimage는 405nm 사진을 488nm 사진으로 pixel대 pixel로 나눠

서 만들었으며,ImageJlookuptable의 ‘Fire’를 사용해서 false-color

ratio그림을 만들었다.
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5. DHE와 MitoSOX 염색을 이용한 세포내

superoxide관찰

F9세포내의 세포질 superoxide와 미토콘드리아 superoxide를 탐지하

기 위해 dihydroethidium (DHE,Invitrogen)와 MitoSOX(Invitrogen)를

각각 사용하여서 염색하였다.F9 세포를 0.1% gelatin 으로 코팅된

35mm dish에 2x105cell만큼 접종하고 37℃,5% CO2공급 상태에서

16시간 배양하였다.35mm dish에서 배양액을 제거 후 RPMI1640로 2회

washing하고 각각 1μM의 DHE와 MitoSOX로 37℃,5% CO2 배양기

에서 30분간 배양하였다.그 후 phenol-red가 들어있지 않은 RPMI으로

2회 washing하고 EVOSFL형광현미경으로 관찰하였다.Excitation파

장은 531nm 파장을 사용하였다.Counterstaining을 하기 위해 10μg/ml

Hoechst33258을 사용하였으며,excitation파장은 352nm 파장을 사용하

였다.
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6.FACS분석법에 의한 세포내 ROS의 정량

각 세포에 존재하는 ROS양을 측정하기 위하여

fluorescence-activatedcellsorting(FACS)분석을 수행하였다.1μM의

CM-H2DCFDA로 세포를 staining한 후 cold-RPMI으로 1회 washing

하고 trypsin-EDTA로 세포를 떼어내어 50mltube로 옮긴 뒤,2,000rpm

에서 5분간 원심분리 하였다.그리고 상층액을 제거하고 phenol-red가

들어 있지 않은 cold-RPMI로 1회 washing후 2,000rpm에서 5분간 원심

분리 하였다.그런 다음 세포를 phenol-red가 포함되지 않은 1ml의

cold-RPMI에 풀어준 후 5mltube로 옮겼다.FACS Calibur (BD

Science)를 이용하여 분석하였으며,총 50,000개의 세포를 counting하였

다.

데이터 분석은 FACS를 통해 sorting된 세포를 Fowardscatter(FSC)

와 Side scatter (SSC)로 분리후 major한 population만 추출하여

CM-H2DCFDA시약의 세기를 측정하였다.
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7.Cellgrowthrateassay

0.1% gelatin이 코팅된 96wellplate에 5x103cells/well로 세포를 접

종하고 37℃,5% CO2공급 상태에서 4일간 배양하였다.각각의 시간별

(Day0,1,2,3,4)로 trypan blueexclusion 방법으로(Stroberetal.,

2001)살아있는 세포를 counting하였다.

8.Invasionassay

F9세포의 invasion되는 정도를 조사하기 위해 0.8μm pore크기의

24wellmatrigelinvasionchamber(Corning)를 사용하였다.세포를 수확

한 후 serum이 들어있지 않은 DMEM에 2 x 104 cell/ml농도로

chamber의 안쪽에 세포를 접종하고 10시간 동안 배양하였다.이때

lowerchamber에는 serum이 포함된 DMEM 500μl를 넣고 37℃,5%

CO2공급 상태에서 10시간 배양하였다.윗면의 invasion되지 않은 세포

들은 cottonplug로 제거하고 아랫면의 invasion된 세포들은 메탄올로

fixation한 뒤 hematoxylin과 eosin으로 staining하였다.100배 배율로

세포를 촬영하였다.
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9.F9cell로부터 RNA 분리

F9세포를 배양한 35mm dish에서 media를 제거한 뒤 Trizolreagent

를 500μl첨가하고 pipetting하여 세포를 떼어 내어 1.5mltube로 옮긴

후 상온에서 5분간 incubation하였다.Chloroform을 100μl첨가하고 15

초간 세게 흔들어 준 후 상온에서 3분간 incubation 하였다.그 후

sample을 4℃에서 13,200rpm의 속도로 15분간 원심분리 하였다.원심분

리가 끝나면 무색의 수용액 층인 상층을 새로운 1.5mltube로 옮겨주었

다.200μl의 isopropanol(Burdick& Jackson)을 첨가하고 상온에서 10분

간 incubation한 후,4℃에서 13,200rpm의 속도로 10분간 원심분리 하였

다.원심분리가 끝나면 상층액을 제거한 후 1ml의 75% ethanol을 넣고

4℃에서 13,200rpm의 속도로 5분간 원심분리 하고 상온에서 10분간

pellet을 말렸다.Pellet은 0.1% DEPC증류수 60μl에 녹였다.
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10.RT-PCR

F9cell에서 추출한 2μg의 totalRNA에 oligodT primer(100pmole)

를 넣고 DEPC 증류수로 volume을 11.55μl로 맞춘 후,70℃에서 5분간

incubation 하였다.여기에 5x M-MLV buffer,5mM dNTP mix,

M-MLV reverse transcriptase (50unit,Promega),RNase inhibitor

(5unit,Promega)를 첨가하여 총 20μl의 반응액을 만든 뒤 37℃에서 80

분간 incubation하였다.그 후 70℃에서 15분간 불활성화 시킨 후 생성

된 cDNA를 PCR template로 사용하였다.PCR 반응에는 10x PCR

buffer,10mM dNTPmix,primer(10pmole),template,Taqpolymerase

(2.5unit)을 혼합하고 95℃에서 30초,54℃에서 30초,72℃에서 30초의 조

건으로 cycle을 반복하여 증폭하였다.증폭된 DNA는 2% agarosegel

에 전기영동 하여 분석하였다.

RT-PCR에 사용한 primer는 Table5와 같다.
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Table5.

Primername 5‘→ 3’

ACTB-F AGAGCTAGGAGCTGCCTGAC

ACTB-R ACATCTGCTGGAAGGTGGAC

mSPS1-F AAGACGTAGAGTTGGCATAC

mSPS1-R TTTGGGGGACTTGATCTCTG

mGlrx1-F GGGGAGCTGATGACTCGGCTGAA

mGlrx1-R AGGGGCACTGGCCATCAGCA

hGlrx1-F GATCCTCAGTCAATTGCCCA

hGlrx1-F GCTTTAGCCGCGTCAGCAGT

mSPS1(Rescue)-F AAGACGTAGAGTTAGCCTAT

mSPS1(Rescue)-R AGTGGCACCTTCCAGGGTCAA
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11.Real-timePCR

RT-PCR에 사용한 cDNA를 template로 사용하였고 여기에 Table5

에 기술된 primermix(10pmole)와 2xSYBRGreenPCRmastermix

(Applied Biosystems)를 혼합한 총 20μl의 반응액을 optical96well

reaction plate (Applied Biosystems)에 넣었다. 이 plate를 7300

real-timePCR(AppliedBiosystems)기계에 넣고,95℃에서 30초,54

℃에서 1분,72℃에서 1분의 조건으로 40cycle을 반복하여 증폭하였다.

형광 측정은 각 annealing 단계에서 이루어졌고, 측정을 위하여

thresholdcycle(Ct)를 사용하였다.RelativemRNA level을 구하기 위해

comparativeCt(ΔΔCt)방법(SchmittgenTD etal.,2008)을 사용하였고

Actb의 ΔΔCt값으로 normalization하였다.
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12.mouseSPS1의 세포 내 위치 관찰

SPS1의 세포 내 위치를 관찰하기 위해서,C-terminus에 flag을

fusion시킨 SPS1을 발현 시키는 vector(pcDNA4/TO-SPS1-flag)를 F9

cell에 transfection하였다.Staining 하루 전에 poly-lysine으로 코팅된

coverglass에 transfection된 세포를 옮기고 배양한 후에,세포를 1xPBS

로 washing하고,4% paraformaldehyde로 상온에서 30분간 fixation한

다음,1xPBS로 3번 washing하고,0.1% TritonX-100(Amresco)로

10분간 permeabilization하였다.그 후 5% BSA (Roche)용액으로 상온에

서 1시간 동안 blocking하고,anti-Flagantibody(1:2,000,Sigma)가 들

어있는 blocking solution으로 갈아 준 뒤, 상온에서 1시간동안

incubation하였다.그리고 3% BSA용액으로 10분씩 3번 washing 후

Alexa488conjugatedanti-mouseIgG(1:1000,MolecularProbes)가 들

어있는 blocking solution으로 상온에서 1시간 incubation 하였다.

Counterstaining하기 위해,1x PBS로 10분씩 3번 washing한 후 PI

(propidium iodide,100μg/ml,Sigma)와 RNaseA (200μg/ml,Sigma)로

상온에서 30분간 incubation하고 10% glycerol(Sigma)로 mounting하

였다.그 후 LSM 700 confocalmicroscope를 이용하여 관찰하였다.

Alexa488의 excitation파장은 488nm 이며,PI는 555nm 파장을 사용하

였다.
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III.결 과

1.Sps1의 결핍은 Glrx1의 발현을 억제한다.

공동 연구 그룹으로부터 mouseSPS1에 대한 shRNA를 발현하는 F9

세포주를 제공받은 뒤,SPS1knockdownefficiency를 확인하기 위하여

RNA를 추출 한 뒤 RT-PCR과 real-timePCR을 수행하였다.그 결과

그림 3에서와 같이 대조군(F9과 F9/pSuper)에 비해 90% Sps1mRNA

의 양이 감소한 것을 관찰하였다.

또한 다른 연구자에 의해 수행된 F9SPS1KD (F9/shSPS1)cell의

microarray분석에 따르면 Sps1결손에 의해 redoxhomeostasis조절

단백질인 Glrx1이 4.2배 down-regulation된다는 결과(Appendix표3)가

있었는데,동일한 현상이 나타나는지 확인하고자 추출해 두었던 RNA를

사용해 RT-PCR과 real-timePCR을 수행하였다.그 결과 microarray의

결과와 유사하게 Sps1결핍 세포주에서는 대조군(F9,F9/pSuper)에 비해

Glrx1이 약 90% 정도 감소되었다(그림 3).

Mouse Sps1을 결핍시켰을 때, Glrx1의 발현감소가 사용하였던

shRNA에 의한 off-targeteffect에 의한 것인지 아니면 on-targeteffect

인지를 알아보기 위해,shSPS1의 target서열의 seedregion에 3개의

silentmutation을 도입하여 SPS1의 단백질의 아미노산 서열은 변화되지

않으면서 shSPS1에 의해 knockdown 되지 않는 SPS1
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(knockdown-resistantSps1,rescue)을 발현하는 vector를 제작하고 이

를 Sps1결핍 세포주에 transfection하였다.이로부터 RNA를 추출하여

qRT-PCR을 수행한 결과,endogenousSps1mRNA의 양은 knockdown

되었을 때의 감소한 상태를 유지하였으나 rescueSps1mRNA의 양은

상당히 많은 정도로 발현된 것을 알 수 있었다 (그림 3).이때 Glrx1의

mRNA 양도 따라서 약 5.5배 회복되었다(p<0.01).이 결과는 Sps1결

핍에 의한 Glrx1의 down-regulation은 off-targeteffect가 아니라는 것

을 제시한다.

Sps1결핍에 의한 표현형의 변화가 down-regulation되었던 Glrx1에

의한 것인 조사하고자 human과 mouseGlrx1을 발현하는 vector를 제작

하고 이를 Sps1결핍 세포주에 transfection하였다.이로부터 RNA를 추

출하여 RT-PCR을 수행한 결과,결핍된 Sps1mRNA 양은 감소한 상태

를 유지하였으나 humanGlrx1의 양은 상당히 많은 정도 발현된 것을

알 수 있었다(그림 3).또한 mouseGlrx1의 mRNA양도 90% 감소된 상

태를 유지하였다.MouseGlrx1을 과발현한 Sps1결핍 세포주에서도 과

발현한 mouseGlrx1의 양은 상당히 많은 정도 발현하였지만,Sps1과

endogenousGlrx1의 양은 변하지 않은 것을 볼 수 있다(Appendix그림

2).
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그림 3.mRNA levelsweremeasuredby qPCR.cDNAswere

amplifiedusingspecificprimersetsasdescribedinEXPERIMENTAL

andsubjectedtoRT-PCR (A)andreal-timePCR (B).ACTB was

used asan internalcontrol.Statisticalsignificancewastested by

one-wayANOVA followedbyTukey’smultiplecomparisontest.**

and *** denotesstatisticaldifferenceatP < 0.01and P < 0.001,

respectively.
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2.Sps1의 결핍은 세포내 ROS의 축적을 유도한다.

F9cell에서 Sps1결핍에 의해 감소되었던 Glrx1은 세포 내에서 산화·

환원 항상성을 조절하는 유전자로 알려져 있다(Fernandes and

Holmgren.,2004;Menonetal.,2011).이것은 Sps1결핍에 의해 ROS의

축적이 일어날 수 있다는 것을 제시해 주는데,이것을 확인하기 위해

Sps1이 결핍된 F9 세포주내 ROS의 발생 여부를 대조군인

non-transfectedF9과 pSuperbackbonevector가 transfection된 세포

주(F9/pSuper)와 비교하였다.그 결과 대조군(F9,F9/pSuper)에서는

background정도의 ROS가 있는 반면,Sps1결핍 세포주(F9/shSPS1)에

서는 background보다 강한 ROS가 탐지되었다(그림 4).이는 초파리에서

Sps1의 결핍이 ROS의 축적을 일으킨다는 보고(Shim etal.,2009)와 일

치하는 결과이다.

Sps1의 결핍에 의한 ROS의 축적이 down-regulation되었던 Glrx1과

관련되었는지 조사하기 위해 homologous system인 mouse Glrx1과

heterologoussystem인 humanGlrx1을 Sps1결핍 F9세포주에서 각각

과발현시켰다.각 세포주에서 DCFDA를 이용하여 ROS를 탐지한 결과,

mouseGlrx1과 humanGlrx1이 과발현된 세포주(F9/shSPS1/oemGLRX1

와 F9/shSPS1/oehGLRX1)에서의 ROS가 Sps1이 대조군(F9,F9/Super)

정도로 유지되었다.또한,rescue세포주에서도 ROS가 background수준

으로 유지되었다.
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그림 4.DetectionofintracellularROSinF9.Cellswerestained

with CM-H2DCFDA to detectintracellularROS and then counter

stainedwithHoechst33258asdescribedinEXPERIMENTAL.Cells

werephotographedunderafluorescencemicroscope(100x).Scalebars

represent100μm.
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3.Sps1결핍은 세포내 superoxide의 축적을 동반하지

않는다.

그림 5에서 나타난 ROS축적을 검출할 때 사용한 CM-H2DCFDA 시

약은 hydrogenperoxide,superoxide및 RNS등 다양한 종류와 반응할

수 있기 때문에 어떤 특정 ROS가 발생 되었는지를 알 수 없다

(Kalyanaramanetal.,2012).그래서 먼저 Sps1의 결핍에 의해 발생된

ROS의 종류를 알아보고자 하였고,세포질 superoxide를 탐지하는 DHE

와 미토콘드리아 superoxide를 탐지하는 MitoSOX 를 사용하여 세포를

염색하였다.

그 결과 Sps1이 결핍되어도 cytosol(그림 5A)과 mitochondria(그림

5B)모두에서 superoxide가 탐지되지 않았다.이는 Sps1결핍에 의해

superoxide가 아닌 다른 종류의 ROS가 발생되었음을 시사한다.
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그림 5.DetectionofintracellularsuperoxideinSPS1-deficient

F9cells.CellswerestainedwithMitoSOX todetectmitochondrial

superoxide(A)andwithDHEtodetectcytosolicsuperoxide(B),and

then counterstained with Hoechst 33258 as described in

EXPERIMENTAL.1μM antimycin A treatment was used as a

control. Cells werephotographed undera fluorescencemicroscope.

Scalebarsrepresent200μm (A)and50μm (B),respectively.
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4.Sps1결핍은 세포내 hydrogenperoxide의 축적을

유도한다.

Sps1결핍에 의해 발생된 ROS가 hydrogenperoxide인지 조사하기

위해 roGFP2-Orp1 융합 단백질을 probe로 사용하였다.Hydrogen

peroxide가 존재하면 roGFP2-Orp1 융합 단백질이 산화되면서

405nm/488nm 비율이 증가하게 된다.그림 6A,B를 통해 Sps1결핍에

의해 미토콘드리아와 세포질 모두에서 roGFP2-Orp1의 산화된 형태가

많아졌으며,405/488nm 비율 또한 각각 1.5와 1.6배(p<0.01,p<0.05)증

가한 것을 볼 수 있다(그림 6C,D).

뿐만 아니라,Sps1결핍에 의해 down-regulation되었던 Glrx1을 과

발현 (F9/shSPS1/oemGLRX1)하면 세포내의 hydrogenperoxide가 대조

군 수준으로 회복되었다.이는 그림 4의 ROS관찰 결과와 일치되는 것

으로,이를 통해 Sps1결핍에 의해 세포내 축적되는 ROS는 hydrogen

peroxide임을 알 수 있으며 Glrx1이 hydrogenperoxide의 조절에 중요하

다는 것을 알 수 있다.
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그림 6.Accumulation ofintracellularhydrogen peroxide in

SPS1-deficientF9cells.(A-B)Detectionofintracellularhydrogen

peroxideusingroGFP2-Orp1probes.Vectorsencodingmitochondrial

roGFP2-Orp1(A)orcytosolicroGFP2-Orp1(B)weretransfectedinto

SPS1-deficientF9andcontrolcellsandthe405/488nm ratioimages

were obtained as described in the EXPERIMENTAL.Scale bars

represent10 μm.Quantificationofmicroscopydataofmitochondrial

(C)and cytosolic(D)hydrogen peroxide.Emission ratiosfrom 6

fieldsforeachsampleswereaveraged.Errorbarsrepresentstandard

deviation.*and**denotesstatisticaldifferenceatP<0.05andP<

0.01,respectively.
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5.Sps1의 결핍은 많은 양의 ROS축적을 동반한다.

ROS가 축적된 세포의 수와 세포내에 축적된 ROS양을 조사하기 위

해 각각의 세포주를 CM-H2DCFDA로 염색한 후 FACS분석으로 형광

세기를 측정하였다.그림 4의 결과와 일치하게 Sps1결핍 세포주(mean

값 :약 32)가 대조군(F9,F9/pSuper)(mean값 :약 9)에 비해 형광 세

기가 강해졌다(그림 7A).또한 강한 형광 세기를 가지는 세포들의 수에

서도 차이가 크게 나는 것을 볼 수 있는데,Sps1결핍 세포주는 약 80%

가 강한 형광을 나타내는 반면 대조군에서는 약 3%만이 강한 형광을 나

타냈다(그림 7B). 또한, Glrx1을 과발현시킬 경우

(F9/shSPS1/oemGLRX1,F9/shSPS1/oehGLRX1)대조군 수준으로 유지

되는 것을 볼 수 있으며,F9/shSPS1/Rescuecell은 대조군과 비슷하였

다.이는 SPS1이 산화·환원 조절 유전자인 Glrx1의 발현 조절을 통해

세포내의 ROS양을 조절한다고 볼 수 있다.



-39-

(A)

(B)

F9 F9/pSuper F9/shSPS1
F9/shSPS1/

Resuce

F9/shSPS1/

oemGLRX1

F9/shSPS1/

oehGLRX1

Mean 9.11 9.2 32.21 10.1 10.8 8.23

Left(%) 97.49 98.65 20.28 96.54 97.13 97.99

Right(%) 2.51 1.35 79.72 3.46 2.87 2.01

Total(%) 100 100 100 100 100 100

그림 7.Quantification ofintracellularROS in F9 cells.(A)

RepresentativeFACSplotshowingtheamountofintracellularROS.

(B)Meanvalueofeachcelllineandpercentofthecellpopulationin

eachquadrant.
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6.Sps1결핍은 growthrate의 감소를 유도한다.

Shim의 보고에 따르면,Drosophila 세포에서 SPS1을 결핍시키면

growth가 inhibition 되는데(Shim et al.,2009),이는 SPS1이 cell

growth에 필수적이라는 것을 의미한다.그래서 mousecell에서도 SPS1

의 결핍이 growthrate에 변화를 일으키는지 알아보고자 F9/pSuper와

F9/shSPS1cell에 대해 cellgrowthrateassay를 하였다.그 결과 Sps1

이 결핍된 세포주(F9/shSPS1)의 경우 대조군(F9/pSuper)에 비해 3일부

터 cellgrowth가 유의한 차이로 감소하기 시작하였다(그림 8).또한,

F9/shSPS1/Rescuecell에서는 growthrate이 대조군(F9/pSuper)과 비

슷한 수준으로 유지되는 것을 볼 수 있었다.이러한 사실은 Sps1이 F9

세포와 같은 포유동물 세포의 성장에도 필수적이라고 볼 수 있다.
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그림 8.MeasurementofcellgrowthrateinF9cells.Effectof

knockdownofSps1onthecellgrowthrateofF9cells(F9/shSPS1).

Living cellnumberswerecountedusing Trypan blueandcounted

every24hovera96hperiod.*denotestatisticaldifferenceatP<

0.05.
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7.Sps1결핍은 invasiveness의 감소를 유도한다.

Sps1결핍에 의한 F9세포의 growthrate감소 결과(그림 8)는 SPS1

이 F9세포의 악성 종양의 특성에 영향을 줄 수 있다는 것을 의미한다.

또한 공동연구자에 의한 microarray data분석과 DEG에 의한 IPA

analysis결과 DEG들이 Cancer가 topNetworkgroup으로 예측되었다.

따라서 Sps1결핍이 암세포의 악성 종양의 특성의 변화를 가져올 것이

라고 예측하고 악성 종양의 특성 중의 하나인 cellinvasiveness를 관찰

하였다.Matrigelmembrane을 통과해 아랫면으로 이동한 Sps1결핍 세

포주(F9/shSPS1)의 수가 대조군인 F9/pSuper에 비해 감소되었다(그림

9A). 반면에, F9/shSPS1/Rescue세포주는 F9/pSuper 수준으로

invasiveness가 유지되었다(그림 9A). 흥미로운 사실은

F9/shSPS1/oehGLRX1에서도 invasiveness가 대조군 수준으로 유지되었

다(그림 9A).

각각의 cellline에서 invade된 cell수를 counting했을 때,F9/shSPS1

cell이 대조군(F9/pSuper)과 비교해 약 6배 감소된 반면,

F9/shSPS1/Rescue와 F9/shSPS1/hGLRX1은 Sps1결핍 세포주에 비해

각각 4.5와 4.2배 증가하였다(그림 9B).이러한 사실은 Sps1결핍에 의한

invasiveness의 감소는 대부분 Glrx1의 감소에 기인한 것이라는 점을 제

시한다.
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(A)

(B)

그림 9.DetectionandmeasurementofcellinvasivenessinF9

cells.(A)InvasionassayinF9cells.Invadedcellswerestainedas

describedin재료 및 방법 andphotographed(100x).(B)Invadedcells

per3.3mm2werecounted.Errorbarsrepresentstandarddeviation.**

and *** denotesstatisticaldifferenceatP < 0.01and P < 0.001,

respectively.Data shown are representative ofthree independent

experiments.
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8.MouseSPS1은 세포 내 전반적으로 위치한다.

Sps1의 결핍이 Glrx1과 같은 산화·환원 항상성 조절 유전자의 발현

저해를 유도하기 때문에 SPS1이 이들의 발현에 어떤 역할을 하는지 즉,

신호전달자로 작용하는지 아니면 전사 인자로 작용하는 지를 알아보기

위한 기초 실험으로 SPS1의 세포내 위치를 조사하였다.MouseSPS1의

C-terminus에 flag을 융합한 단백질 발현 벡터를 F9cell에 transfection

하였다.48시간 후에 immunocytochemistry방법을 통해 발현된 단백질

의 위치를 관찰하였다. 그 결과 SPS1은 핵과 lamellipodium과

filopodium을 포함한 세포에 전반적으로 위치하는 것을 알 수 있었다(그

림 10).여기서 주목할 점은 어떤 세포에서는 세포질 보다는 핵에 더 높

은 농도로 존재하는 것이 관찰 되었는데 이러한 사실은 SPS1의 기능이

1가지가 아니라 여러 가지로 작용한다는 점을 시사한다.
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그림 10.SubcellularlocalizationofmouseSPS1inF9cells.

Flag-taggedmSPS1overexpressionvectorwastransfectedintoF9

cells.Cellswereincubatedfor48hoursaftertransfection,fixedand

permeabilized.mSPS1wasdetectedbymouseanti-Flagantibodyand

Alexa 488 anti-mouseIgG antibody (green).Nucleuswasstained

withPI(red)andcellswereobservedunderaconfocalmicroscope.

Upperandlowerpanelsrepresentdifferentfieldsofthesameglass

slide.Scale bars represent10 μm.C,cytosol;F,filopodium;L,

lamellipodium;NM,nuclearmembrane;N,nucleus.
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IV.고 찰

본 연구에서는 roGFP2-Orp1 융합단백질을 이용하여 세포내

hydrogenperoxide를 탐지 했을 때,Sps1결핍 세포주의 미토콘드리아와

세포질 모두에서 roGFP2-Orp1융합단백질의 산화된 형태가 증가되었기

때문에 세포내 hydrogenperoxide가 축적되었다는 것을 알 수 있었다.

반면,포유동물 세포의 호흡시 많이 발생되는 superoxide를 탐지했을 때

에는 Sps1결핍 세포주와 대조군 사이에는 차이가 없었다.이를 통해

Sps1 결핍에 의해 축적되는 ROS는 superoxide가 아닌 hydrogen

peroxide임을 알 수 있는데,이는 Sps1결핍에 의해 cellgrowth의 감소

로 인한 superoxide의 발생 감소가 나타났거나 superoxidedismutase

(SOD)의 변화가 생기지 않는 등의 superoxide제거 시스템에는 이상이

없는 것으로 보이며,반면 hydrogenperoxide를 제거하는 catalase의 활

성이 감소되었거나 peroxiredoxin과 같은 hydrogenperoxide제거 단백

질의 발현이 감소되는 등의 hydrogenperoxide제거 시스템에 이상이

발생되었을 수 있음을 시사한다.그렇기 때문에 후속 연구를 통해 Sps1

결핍에 의한 세포내 ROS시스템 조절에 대한 정확한 mechanism 연구

가 필요하다.그리고 ROS 관찰시 사용한 CM-H2DCFDA 시약은

hydrogenperoxide에 특이적이지 않고 RNS와도 반응(Kalyanaramanet

al.,2012)할 수 있기 때문에 RNS가 발생되었는지 여부를 조사할 필요가
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있다.

SPS1이 악성 종양을 유지하는데 필요하다는 것은 Sps1결핍 세포주

에서 invasiveness(그림 8),growth(그림 9),anchorage-independence

(Appendix그림 1)가 감소하는 결과를 통해 알 수 있다.Sps1결핍 세포

주에서 감소되었던 악성 종양의 특성이 Glrx1의 과발현을 통해 회복된

결과는 악성 종양의 특성 조절이 Glrx1과 관련 있다는 것을 시사한다.

Fernandes의 보고에 따르면,Glrx1은 다양한 종양에서 up-regulation되

며(Fernandesetal.,2009),Mollbrink의 보고에 따르면,Glrx1이 악성 종

양의 metastasis된 곳에서 특이적으로 발현이 높아진다(Mollbrinketal.,

2014).이러한 보고들을 통해 Sps1결핍 세포주에서 나타난 악성 종양의

특성이 저해된 것은 SPS1에 의해 조절되는 Glrx1을 통해 일어난다고 볼

수 있다.

본 연구를 통해 Sps1결핍에 의한 ROS축적과 악성 종양의 특성 조

절이 연관성 있음을 나타내는데,이는 oxidativestress가 metastasis를

저해한다는 Piskounova의 보고(Piskounova et al., 2015)와 cell

migration과 invasion이 ROS에 의해 조절된다(Luanpitpongetal.,2010)

는 Luanpitpong의 보고를 통해 둘의 연관성이 뒷받침된다. 한편,

hydrogenperoxide도 세포내에서 celldifferentiation,proliferation그리

고 hypoxicsignaltransduction과 같은 다양한 생리과정에 참여한다고

보고된 바 있기 때문에(Lennickeetal.,2015),hydrogenperoxide를 포
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함한 ROS가 악성 종양의 특성을 조절하는데 중요한 것으로 보이며,

SPS1의 세포내 산화·환원 항상성 조절이 악성 종양을 유지 하는데 중요

한 요소라는 점을 제시한다.그렇게 때문에 어떠한 조절 기작을 통해 일

어나는지 알기 위해서는 후속연구가 필요하며,NAC과 같은 ROS

scavenger를 처리했을 때 Sps1결핍 세포주의 invasiveness와 같은 악

성 종양의 특성이 회복되는지 또는 hydrogenperoxide를 대조군에 처리

했을 때 Sps1결핍 세포주와 동일한 표현형이 관찰되는지 등을 검증해

볼 필요가 있다.

SPS1이 세포 전체에 위치(그림 10)하고 있기 때문에 Glrx1의 조절은

SPS1이 전사 인자로 작용할 수 있을 뿐만 아니라,산화·환원 조절 단백

질들의 전사 인자인 Nrf2와 같은 단백질들과의 interaction을 통해 ROS

를 조절할 수 있다는 것으로 예상된다.그러나 SPS1이 세포전체에 골고

루 위치하기 때문에 반드시 전사인자로 작용한다고 볼 수 없으며 추후

Sps1이 결필된 세포에서 SPS1의 위치조사가 이루어져야 할 것이다.또

한 SPS1의 세포내 분포는 SPS1이 전사조절 기능 외에 다른 단백질들과

의 interaction을 통해 또 다른 기능을 나타낼 수 있음을 시사하기 때문

에 후속연구가 필요할 것이다.

한편,Sps1결핍 세포주에 knockdown-resistantSps1을 발현시켰을

때(F9/shSPS1/Rescue)Glrx1의 mRNA 양은 대조군에 비해 45%만 회복

되었다.하지만 이때 SPS1결핍에 의한 효과 즉,cellgrowth,ROS축적
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그리고 invasiveness가 대조군과 같은 정도로 회복되었다.여기서 강조

되어야 할 것은 Rescuevector를 유지시키기 위하여 zeocin을 배지에 계

속 첨가하였다는 점이다.따라서 Glrx1의 발현이 원래의 양만큼 회복되

지 않은 것은 항생제 효과인것으로 추정된다.그렇지만 45%의 Glrx1의

양만으로도 phenotype의 변화를 되돌려 놓기에 충분하다는 것을 제시한

다.

종합해보면 본 연구를 통해 포유동물의 cellularmetabolism에서의

SPS1역할로 산화·환원 항상성 조절과 악성 종양을 유지 및 조절하는

역할에 대해 제시하였다.하지만 이러한 SPS1의 산화·환원 항상성 조절

과 악성 종양을 유지시키는 역할이 F9세포에서만 국한된 것인지 그리

고 다른 포유동물들에서도 동일한 역할을 하는지 등을 조사해볼 필요가

있으며,더 나아가 SPS1의 다른 역할을 밝히기 위한 후속 연구가 필요

할 것이다.



-50-

V.Appendices.

Appendix표 1.Microarrayanalysisofdifferentiallyexpressedgenes

relatedredoxregulationinAlb-Cre;Sps1fl/flmouseliver(RyutaTobe,

NIH,unpublished).

Fold change UniGene Gene

-43.5 Mm.25844 Glrx Glutaredoxin

-3.61 Mm.2662 Gsta4 Glutathione S-transferase, alpha 4

-2.06 Mm.378931 Gsto1 Glutathione S-transferase omega 1

3.14 Mm.440885 Gstm3 Glutathione S-transferase, mu 3

Appendix 표 2.IngenuityPathway Analysisofliverfrom control

and Alb-Cre;Sps1fl/flmice (n=3/group;P < 0.05;Fold Cutoff=

2.0)(RyutaTobe,NIH,unpublished).

Hepatotoxicity

Name P-value

GlutathioneDepletionInLiver 1.37E-05-2.91E-01

LiverRegeneration 2.35E-03-1.08E-01

LiverInflammation/Hepatitis 4.99E-03-1.00E00

LiverSteatosis 4.99E-03-6.25E-02

LiverProliferation 7.06E-03–3.75E-01

Appendix표 3.Microarrayanalysisofdifferentiallyexpressedgenes

inSPS1knockdownF9cells(RyutaTobe,NIH,unpublished).

Fold change UniGene Gene

-4.5 Mm.25844 Glrx Glutaredoxin   

-5.2 Mm.378931  Gsto1 Glutathione S-transferase omega 1 
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Appendix그림 1.Measurementofanchorage-independencein

F9 cells.Effectofknockdown ofSps1 (F9/shSPS1)on colony

formationsinsoftagarassay.Cellsweregrowninsoftagarfor10

days and stained with p-iodonitrotetrazolium (Ryuta Tobe,NIH,

unpublished).
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Appendix 그림 2.Agarose gelelectrophoresis ofRT-PCR

products.cDNAs were amplified using specific primer sets as

described in EXPERIMENTAL and subjected to RT-PCR.β-actin

wasusedasaninternalcontrol.
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Abstract

Selenophosphatesynthetase (SPS)isan enzyme thatsynthesizes

selenophosphate,whichactsasselenium donorduringselenocysteine

biosynthesis.In highereukaryotes,there are two forms ofSPS

paralogue, SPS1 and SPS2. SPS2 catalyzes the synthesis of

selenophosphate,whileSPS1hasalargelyunknownfunction.Several

studiessuggestthatSPS1playsessentialrolesincells,butmolecular

andcellularfunctionofSPS1inmammalshasnotbeenelucidated.

In this study,targeted removalofSps1 mRNA in mouse F9

embryoniccancercellbyRNAitorevealthemolecularandcellular

functionofSPS1in F9cells.Asaresult,Sps1-deficiencyledtothe

decreaseofGlrx1expressionlevelwhichregulatesredoxhomeostasis

andtheaccumulationofROS,especiallyhydrogenperoxide,inthe

cells.Furthermore,malignantpropertiesofF9cellswerereversedto

normalcells.Also,the overexpression of down-regulated Glrx1,

regardlessofhomologousorheterologoussystem,showedthatROS

andmalignantpropertieswererecoveredtoascontrolcells.

TheseresultssuggestthatSPS1isanessentialmammalianenzyme

with roles in regulating redox homeostasis and promoting and/or

sustainingcancer.
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