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서 론

P a r k i n s o n’s disease(PD)는 5 0대 이후에 발병하여 점차

진행되는 퇴행성 신경질환으로써, 진전(resting tremor),

경직(rigidity), 운동둔화(bradykinesia) 등이 이의 대표적

인 증상이며1 해부학적으로 볼 때 중뇌내의흑질선조체( s u b-

stantia nigra pars compacta, SNc)에 위치한 도파민성

신경세포(doparminergic neuron, DN)의점진적인퇴화로

인하여 발병한다. 그러나 이런 신경세포의 퇴화의 원인은 정

확히 밝혀져있지 않으며 단지 유행성뇌염,2 slow virus와

intrauterine influenza,3 유전적 요인,4 , 5 외인성 독물6 - 9

등에 의하여 신경세포의 퇴화가 일어날 수 있다는 가설 등이

있고 최근의 일련의 연구1 0 - 1 2는 반응력이 강한 발생기산소에

의한세포사의증거들을 제시하고 있다.

도파민성 신경세포의 퇴화는 S N c에서 신경섬유를 투사하

고 있는 부위, 특히 선상체에서 억제성 신경전달물질인 도파

민의 결핍을 초래하고 결과로 흥분성 신경전달체 a c e t y l-
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c h o l i n e의 작용을 증대하여 진전등의 증상을 나타내게 한

다.1 이런 병원적인 퇴화는 선상체 부위에서 도파민의 감소

의 직접적인 원인이 되며 그 감소가 80% 이상에 달해야만

P D의 병세를 나타내며 일반인에서도 8 0세에 이르러서는

약 5 0 %정도의 감소를 보이지만 이 경우 병세는 나타나지

않는다.1 3

도파민의 합성은 주로 뇌나 연수에서 일어나며 L - t y r o-

s i n e이 tyrosine hydroxylase(TH, tyrosine 3-

monoxygenase, EC 1.14.16.2)에 의해 L - d o p a ( L -

3 , 4 - d i h y d r o x y p h e n y l a l a n i n e )로 전환됨으로 시작한

다. L-dopa는 다시 aromatic amino acid decar-

b o x y l a s e ( A A D C )에 의해 도파민으로 전환되어 n o r e p i-

n e p h r i n e과 epinephrine 등의 합성에 선구물질로 작용

한다.1 4 이런 생합성에서 T H는 가장 첫번째 효소이고 이의

활성은 철분과 조효소인 t e t r a h y d r o b i o p t e r i n ( B H4)를

필요로 하고 tyrosine, L-dopa, catecholamine, 인산

화등에 의해 조절되며1 5 그 활성은 도파민의 생합성에 관여

하는 효소들 중에서 가장 엄격히 조절될 뿐 아니라 또한 반

응 속도가 늦어 제한단계을 이룬다.1 6 TH 활성의 조절은

대단히 중요하여 T H의 활성이 낮아져서 도파민이 부족하

면 운동성 신경의 이상을 초래하고 T H의 활성이 지나치게

높아지면 과다하게 생성된 도파민은 철분등 이행성 금속과

반응하여 자가산화( a u t o x i d a t i o n )되어 s e m i q u i n o n e ,

quinone, zwitterionic 5,6-dihydroxyindole,

m e l a n i n등으로 전환되며1 7 , 1 8 이는 반응력이 강한 세포독

성 발생기산소 생성의 선구물질로 작용한다. 이들은 D N A ,

단백질, 세포막등을 산화시키므로 세포사의 직접적인 원인

이 된다. TH의 활성은 발생에도 관여하여 T H－/－ k n o c k -

out transgenic mouse는 임신중기 이전에 9 5 %이상이

죽으며, 태어나더라도 5주 이상을 넘기지 못한다.1 9 , 2 0 이와

같이 T H는 신경전달물질의 역할뿐 아니라 생물체의 정상

적인 발생에도 관여하므로 그 활성은 대단히 엄격히 조절되

어야 하며 실제로 전사, 해독, 안정성, 되먹이 조절, 인산

화등 모든 가능한 수위에서 그 활성이 조절되고 있다.1 5

T H는 S D S - P A G E상에서 60 kDa 정도로 나타나고 N -

말단의 조절부위(regulatory domain)과 C -말단쪽의 효

소부위(catalytic domain)로 이루어져있다. 조절부위에

는 네 개의 serine/threonine(amino acid # 8, 19,

31, 40)이 있고 이들은 각기 다른 k i n a s e에 의해 인산화

된다.1 5 , 2 1 Ser 8은 세포주기 의존성 k i n a s e ( c d c 2 / c y c l i n

A )에 의해 인산화되고 이것은 TH 활성보다는 세포분열에

관여하는 것으로 일반적으로 생각되고 있으나 그 정확한 작

용을 밝히기에는 아직 많은 연구를 요한다. 한편 Ser 19

은 calmodulin dependent protein kinase Ⅱ( C a M -

P KⅡ)2 2 혹은 MAP-kinase-activated protein

kinase(MAPKAP kinase)에 의해 인산화되며2 3 이의 역

할 또한 정확히 알려져 있지 않다. Ser 31은 p r o t e i n

kinase C(PKC)와 mitogen-activated protein

kinase 1(MAPK 1)과 MAP kinase 22 4에 의해 인산화

될 수 있으며 PC12 세포의 경우 P K C의 활성체인

phobol ester에 의해 Ser 31이 인산화되고 이로 인하여

그 활성이 2배 정도 증가된다고 발표하였다.2 5 - 2 7 그러므로

phobol ester에 의한 P K C의 활성화, 이에 의한 T H의 인

산화, PKC에 의한 MAP kinase의 활성화등은 T H의 활

성이 c a t e c h o l a m i n e의 합성에만 국한되어 있는 것은 아

니며 다른 신호전달과“c r o s s - t a l k”에도 관여할지 모른다

는 가설을 제시한다. Ser 40는 다양한 k i n a s e ( P K A ,

PKC, CaM-PKII)에 의해 인산화될 수 있으며 그 다양한

k i n a s e의 수 만큼 이의 조절도 복잡하게 이루어진다. 일

반적으로 P K A에 의한 Ser 40의 인산화는 조효소( B H4)에

대한 결합상수(Km)을 줄이고 도파민 등 c a t e c h o l a m i n e

에 대한 억제상수(Ki)를 높여서 전체적인 효소의 활성을 높

이는 것으로 알려져 있다.2 8 , 2 9 그러나 ser 40를 P K C나

C a M - P K I I로 인산화 하였을 때는 위의 결과와 다르게 나타

나고 있다.3 0

이와같은 해부학적, 생화학적인 연구를 응용하여 환자에

게 L - d o p a를 이용한 치료법은 지난 3 0년간 이상 가장 효

율적인 치료법으로 인식되어 왔다. 그러나 본 처방은 장기

간 사용할 때 소위 wearing-off 현상인 효율의 저하,

on-off 현상에 의한 심한 변동증상, 비 자율적인 행동의

유발등으로 인하여 개인에 따라서는 L - d o p a요법을 더 이

상 계속할수 없는 경우도 빈번히 있다.3 1 그러므로 L - d o p a

에 의한 P D의 치료에는 뇌에서 L - d o p a의 양을 지속적이

고 일정하게 유지하는 것이 치료성패의 요인일 것이며 이는

유전자 치료법으로 가능할 것으로 생각된다. 그러나 이러한

유전자 치료에 있어서 어떤 유전자를 어떤 형태로 사용해야

할지에 대해서는 아직 많은 논란이 있으며, 도파민 생합성

에 있어서 가장 첫 번째이고 속도제한단계을 이루는 t y r o-

sine hydroxylase(TH),3 2 T H활성의 조효소 B H4를 생

합성하는데 필요한 GTPCH I,3 3 L - d o p a를 도파민으로 전

환하는데 관여하는 효소 A A D C ,3 4 도파민성 신경세포의 생

존을 유지시켜줄 수 있는 brain-derived neurotrophic

f a c t o r ( B D N F )3 5 등이 현재 관심의 대상이다. 그러나 이러

한 유전자를 이용한 치료법은 파킨슨씨 병의 동물 모델에

시술시 일시적인 효과는 있으나 이의 효과와 도입된 유전자

의 발현이 장기적으로 지속되지는 않는다는 중대한 결점을

안고 있다. 뿐만 아니라 본 유전자들에 의해 생성된 단백질

의 효소적 특성에 대한 생화학적 연구가 다소 미흡하여 약

간은 시행착오적인 면이 없지않다.

본 연구에서는 파킨슨병의 유전자 치료법의 개발의 일환

으로 T H와 이의 활성을 위한 조효소의 생성에 관여하는

GTPCH I를 이중으로 사용함으로 세포의 증식뿐 아니라

TH 단백질의 활성은 약 6 0배 증가 하였고 발현되는 약

1 0배의 많은 T H단백질이 발현됨을 볼 수 있었다. 기존의

PD 유전자 치료법에 있어서 tyrosine hydroxylase를

발현하는 세포를 쥐의 뇌에 이식하였을 때 P a r k i n s o n i a n

증세를 완화하는 효과는 있었으나 이 효과는 장시간 지속되

지 못하였다는 점을 고려할 때 본 결과는 P D의 유전자 치

료에 TH 만을 사용한 기존의 방법에서 벗어난 전혀 새로

운 시도의 초석이 될 수 있을 것이다.
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대상 및 방법

1. 재조합 retroviral vector의 제작

사람의 type 2 tyrosine hydroxylase(hTH63)는

Bst XI으로 자르고 K l e n o w를 사용하여 blunt end로 만

들고 에타놀 침전후 다시 Hind Ⅲ로 잘랐다. Vector로

사용할 p L N C X3 6 또한 Cla Ⅰ으로 자르고 K l e n o w를 사

용하여 blunt end로 만들고 ethanol 침전후 다시 H i n d

Ⅲ로 잘랐다. 이들은 전기영동하여 분리한후 1.7 kb의

i n s e r t와 6.9 kb의 v e c t o r에 해당하는 띠를 잘라내었다.

이는 Qiaex Ⅱ k i t를 이용하여 D N A만 순수분리하고

D N A의 양을 측정한후 9 0 / n g의 i n s e r t와 2 0 7 / n g의

v e c t o r가 가정 적절한 농도임을 계산하였다. 위의 양으로

D N A를 첨가한 후 2 / u n i t의 T4 ligase를 섞고 1 4℃에서

밤새 결찰하고 형질전환한 후 생겨난 많은 c o l o n y는

alkaline lysis miniprep법을 이용하여 plasmid DNA

를 분리하였다.

G T P C H I3 7도 Bam HI과 Hinc Ⅱ로 자르고 vector pΔ

g H C는 Cla Ⅰ으로 자르고 K l e n o w를 이용하여 b l u n t

e n d로 만든후 Bgl Ⅱ로 다시 자르고 위에서 기술한 방법

으로 결찰하였다. 형질전환 후 생겨난 c o l o n y는 L B에 배

양하고 alkaline lysis miniprep법을 이용하여 p l a s-

mid DNA를 분리하였다.

2. 재조합 바이러스의 생산

Transfection 하루 전에 1×1 06의 BOSC 23 세포

(virus producing cell line)를 1 0 /㎝ 접시에 배양하였

다. 다음날 1 2 /㎍의 D N A를 3 0 . 5 /㎕의 2 M CaCl2에 섞

어 농도가 0 . 2 5 / M ( 2 5 0 /㎕)이 되게 하고 이는 같은양의

2X HEPES와 섞는다. DNA용액은 실온에서 3 0분간 방치

하여 침전이 생기게 한 후 retrovirus packaging cell

line BOSC 23에 천천히 섞고 3 7℃에서 4시간배양하고

P B S로 씻어낸 후 배양액을 갈아준다. 이는 3 7℃ C O2 배

양기에서 이틀동안 배양한 후 배양액은 0 . 4 5 /㎛ 여과지로

불순물을 제거하고 재조합 바이러스를 포함한 배양액은 분

주하여 - 8 0℃에서 보관한다.

3. 바이러스 감염과단 클론성세포주의 생산

감염될 세포는 1×1 05/ p l a t e로 배양하고 위에서 얻은

바이러스가 포함된 배양액 1 ml와 polybrene(4 ㎍/ m l )

을 더한다. 이틀동안 감염한 후 배양액은 버리고 P B S로

씻는다. 감염된 세포는 trypsin 처리하여 떼내고 1 / 2 5 0 ,

1/1000, 1/3000으로 희석한 후 세포가 배양접시의 바닥

에 붙게되면 선택성 배양액으로 갈아 넣는다. 배양액은 매

주 2회 갈아주고 2 - 3주 키운 후 subcloning ring으로

single colony를 골라내어 6-well plate로 옮겨서 증식

시킨다.

4. TH활성의 측정

5×1 06 정도의 세포를 300 ㎕의 lysis buffer(10/mM

potassium phosphate, pH 6.2, 0.2% Triton×1 0 0 )

에 부유한 후 1 0초간 s o n i c a t e하고 1 2 , 0 0 0 /×g로 1 5분

간 4℃에서 원심분리한 후 상층액만 떠내어 a s s a y에 사용

한다. Assay의 균일성을 도모하기 위해 BSA standard

를 기준으로 각 시료당 단백질양을 Bio-Rad protein

assay kit(BIO RAD)를 사용하여 측정하여 표준화시킨

다. 활성의 측정을 위해서는 먼저 반응당 5 /μC i의 L - [ 3 , 5 -
3H] tyrosine을 질소 가스아래서 3 0분간 말린다. 건조된

방사성 t y r o s i n e은 반응당 5 0 /㎕의 반응액에 부유시킨다.

번응액은 5/mM DTT, 1/mM D,L-6-methyl-5,6,7,8-

t e t r a h y d r o p t e r i n e ( 6 - M P H4), 165/μM tyrosine,

50mM 2-［N - m o r p h o l i n o］ethanesulfonic acid

(MES), 3000 units/ml catalase의 조성을 가진다. 반

응은 5 0 /㎕의 시료와 5 0 /㎕의 위의 반응액을 섞어 3 7℃에

서 2 0분간 반응한 후 1/N HCl로 만든 7.5% charcol

suspension 1/ml을 섞음으로 반응을 중단한다. Reac-

tion/charcoal mixture는 v o r t e x한 후 원심분리하여

h y d r o x y l a t i o n에 의해 유리된 3H와 t y r o s i n e을 분리한

다. 이때 t y r o s i n e은 c h a r c o a l과 단단히 결합하여 침전물

에 남게되고 유리된 3H는 상층액에 떠 있게 된다. 각 시료

에서 일정양( 5 0 0 /㎕ 정도)의 상층액을 떠내어 s c i n t i l l a-

tion cocktail과 섞어 방사능을 측정한다.

5. Western blot analysis

배양된 세포는 t r y p s i n으로 떼어내고 h e m a c y t o m e t e r

로 세포의 수를 세고 1×1 06 세포당 100 ㎕의 SDS lysis

buffer(62.5 mM Tris, pH 6.8, 10% glycerol, 5%

β-mercaptoethanol, 2.3% SDS)를 넣고 1 0초간 s o n i-

c a t i o n한다. SDS-PAGE는 10%, stacking gel은 p H

6.8, running gel은 pH 8.8로 한다. 굳은 g e l에 5분간

끓인 시료 2 0 /㎕( 2×1 05 c e l l에 해당)를 넣은 후 g l y c i n e

running buffer(200 mM glycine, 30/mM Tris-B,

pH 8.3, 1% SDS)에서 6 0 / V로 2 - 3시간 영동한다. 영동

이 끝난 g e l은 T o w b i n’s 완충액(192/mM glycine,

25/mM Tris, pH 8.3, 0.1% SDS, 10% methanol)

에서 4 0 0 / m A로 1시간 동안 질화면으로 옮긴다. 단백질이

옮겨진 질화면은 5% skim milk TBST (10/mM Tris,

pH 8.0, 150/mM NaCl, 0.1% Triton×100 에서 한

시간 이상 b l o c k하고 1 : 1 0 0 0 - 1 : 4 0 0 0으로 희석시킨 1차

항체로 다시 한 시간 동안 처리한다. 위의 질화면은 T B S T

에서 4번( 5분, 5분, 15분, 15분) 이상 씻은후 H R P가

c o n j u g a t e된 2차 항체(1:2000, Amer-sham)로 다시

한 시간 처리하고 위와 같은 방법으로 4번 이상 씻는다. 세

척이 끝난질화면은 ECL(Amersham) kit로 발색한다.

6. 세포증식의 측정

각 배양접시에 1×1 06의 T H G C세포를 배양하고 3 - 6시

간 정도 기다린후 모든 세포가 배양접시에 가라앉았을 때

GTPCH I의 억제체인 2 , 4 - d i a m i n o - 6 - h y d r o x y p y r i m-

idine(DAHP, 2.5/mM) 혹은 sepiapterine reductase

의 억제체인 N-acetylserotonin(NAS, 1 mM)을 첨가

이영재·한인숙·이상도



한다. 억제체는 이들의 안정성을 고려하여 하루에 두 번씩

바꾸어주고 이때 배지도 갈아준다. 사흘동안 처리한후

t r y p s i n으로 모든 세포를 수거하고 trypan blue로 염색

하여 살아있는 세포의 수를 세었다.

결 과

1. 재조합 retroviral vector의 제작

h T H 6 3을 Bst XI/Klenow와 Hind Ⅲ 처리에 의해 얻

은 1.7 kb TH DNA는 Cla I/Klenow와 Hind Ⅲ로 처

리한 p L N C X에 결찰하고 형질전환한다. Ampicillin에 대

해 내성을 얻은 c o l o n y는 alkaline lysis miniprep법을

이용하여 plasmid DNA를 분리하고 Bam HI과 Xho I으

로 처리하여 이중 한 개의 c o l o n y가 성공적으로 결찰되었

음을 확인하였다(Fig. 1A). GTPCH I은 Bam HI과

Hinc Ⅱ로 처리하여 얻은 0.9 kb 조각과 h y g r o m y c i n -

B에 대해 resistant marker를 가진 pΔg H C를 C l a

I / K l e n o w와 Bgl Ⅱ로 처리한 v e c t o r에 결찰하고 형질전

환하였다. 생겨난 c o l o n y는 위와같이 alkaline lysis

m i n i p r e p법을 이용하여 분리하고 이는 Eco RI으로 s u b-

c l o n i n g을 확인하였다(Fig. 1B). 이들에 대한 모식도는

figure 1C에 묘사하였다.

2. TH 단백질을 발현하는 단 c l o n e성 세포주의 확립

T H / p L N C X는 retroviral packaging cell line

BOSC 23에 각각 transfection 시켜서 재조합r e t r o-

v i r u s를 생산하였다. 생산된 r e t r o v i r u s는 다시 N I H -

3 T 3에 이틀 동안 감염하고 재료 및 방법에서 기술한 대로

subcloning ring을 이용하여 single colony를 얻었다.

이중 1 2개의 c o l o n y를 골라내어 K N T H 1에서 K N T H 1 2

라고 명명하였다. 이들중 K N T H 6와 K N T H 1 1은 잘 자라

지 않아서 세포주를 형성하지 못하였다. 다른 1 0개의 세포

주는 각 세포주당 약 1 06개의 세포에 1 0 0 /㎕의 lysis 용액

을 첨가하고 이중 2 0 /㎕를 10% PAGE-SDS로 분리한후

anti-TH 항체로 b l o t하였다(Fig. 2). 그 결과 처음 감염

때 사용된 N I H - 3 T 3는 TH 단백질을 전혀 발현하지 않았으

나(lane 1) 감염된 N I H - 3 T 3는 정도의 차이는 있으나 모

두 TH 단백질을 발현함을 알 수 있었다(lane 2-11). 이중

KNTH1, KNTH4, KNTH8, KNTH12가 가장 높은 T H

발현을 보였으며 KNTH2, KNTH5, KNTH4는 중간정도

의 발현을 그리고 KNTH7, KNTH9, KNTH10에서는

TH 단백질의 발현이 아주 낮았음을 알 수 있었다.

3. T H와 GTPCH Ⅰ 단백질을 함께 발현하는 단 c l o n e성

세포주의 확립

In vivo 상태에서 TH 단백질의 조효소 t e t r a h y d r o-

b i o p t e r i n ( B H4)이 TH 단백질의 발현에 미치는 영향을 연

구하기 위하여 TH 단백질의 발현이 높은 K N T H 4는 다시

G C / pΔg H C로 만든 재조합 v i r u s로 감염시켰다. 감염된

K N T H 4는 희석배양하여 단 c l o n e성 세포주의 형성을 꾀하

였다. 이들 세포들은 c o l o n y를 형성하는데 약 3주 이상의

시간이 걸렸으며 이들중 1 2개의 c o l o n y를 골라

K N T H 4 G C 1에서 K N T H 4 G C 1 2라고 명명하였다. 그러나

1 2개의 c o l o n y중 8개의 c o l o n y는 자라는 속도가 지나치게

늦어서 세포주를 형성하지 못하였으며 다른 4개의 c o l o n y

GTP cyclohydrolase Ⅰ이 Tyrosine Hydroxylase의 활성, 발현 및 세포의성장에 미치는영향
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Figure 1. Subcloning of Ty-
rosine hydroxylase and GTP
cyclohydrolase I into pLNCX
(A) and pΔgHC (B), respec -
tively. A: One of the six plas -
mid DNAs digested with Bam
HI and Xho I shows 1.2 kb
fragment (lane 3) indicating a
successful cloning. B: Two of
the six plasmid DNAs digest -
ed with Eco RI show an
increase of 3.2 kb to 4.1 kb
(lane 1, 5) indicating a suc -
cessful subclonings. Far left
lanes in each panel is size
markers (λDNA digested
with Hin dIII and Eco RI). C:
Schematics of functional units
of recombinant retroviral
vector plasmids having tyro -
sine hydroxylase (top) and
GTP cyclohydrolase I (bot -
tom).
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KNTH4GC3, KNTH4GC4, KNTH4GC9, KNTH4GC11

또한 자라는 속도가 실험에 이용할 만큼 빠르지는 못하였으

나 이들세포주에서 G C / pΔg H C에 의한GTPCH Ⅰ의발현

을 확인할 수 있었다. 그 결과 이들 네 개의 세포주는 모두

비슷한 양의 GTPCH I을 발현함을 볼 수 있었다(Fig. 3A).

K N T H 4를 모세포로 쓴 i n f e c t i o n에서 살아남은 모든 세포

가 GTPCH I을 발현하였으나 위에서 언급한 바와같이이들

의 성장속도는 지나치게 늦어서 실험에 이용할 수 없었으므

로 중간정도의 TH 단백질을 발현하는 KNTH2(Fig. 2,

lane 3)를 모세포로 하여다시GTPCH Ⅰ 재조합 바이러스

로 감염 하였다. 본 감염에서 다시 1 2개의 c o l o n y를 취하

여 K N T H 2 G C 1 - K N T H 2 G C 1 2로 명명하였다. 이들 중

K N T H 2 H C 2는 성장속도가 매우빨라서 K N T H 4 G C와 함께

GTPCH Ⅰ 단백질의 발현을 확인 하였고(Fig. 3A, lane

2) KNTH2GC9, KNTH2GC11, KNTH2GC12는 단

c l o n e성 세포주를 형성하지 못하였다. 다른 8가지의

KNTH2GC 세포주에서 anti-GTPCH Ⅰ 항체를 이용하여

GTPCH Ⅰ 단백질의 발현을 확인한 결과 이들 모두가

GTPCH Ⅰ 단백질을 발현함을 볼 수 있었다(Fig. 3B). 이

들중 KNTH2GC4, KNTH2GC6, KNTH2GC7은 가장 높

은 정도의 발현을 보였으며 KNTH2GC1, KNTH2GC3,

KNTH2GC5, KNTH2GC8은 중간 정도의, 그리고

K N T H 2 G C 1 0은 가장낮은정도의 GTPCH Ⅰ 단백질을 발

현하고 있었다.

4. GTPCH I의 발현이T H의 활성에 미치는 영향

GTPCH I에 의해 생합성된 T H의 조효소 B H 4가 T H의

효소적 활성에 미치는 영향을 조사하기 위해 K N T H 2와

K N T H 2 G C 6에서 본 효소의 활성을 측정하였다( T a b l e

1). 본 측정에서는 각 세포주에서 발현되는 T H가 방사능

표지가 된 t y r o s i n e을 hydroxylation 시키는 과정에서

유리되는 수소이온의 양을 측정한다. KNTH2는 GTPCH I

이영재·한인숙·이상도

Figure 3. Western blot analysis of colonies
from KNTH2 or KNTH4 infected with recom -
binant GC/pΔgHC virus. The immobilized
samples were blotted with anti-GTPCH I
antibody. A: Lane 1 shows negative control
(KNTH2) and lane 2 through 6 show
KNTH2GC2, KNTH4GC3, KNTH4GC4,
KNTH4GC9, KNTH4GC11 cells, respective -
ly. B: Lane 1 shows positive control, lane 2
shows negative control (KNTH2), and lane 3
through 10 are KNTH2GC1, KNTH2GC3,
KNTH2GC4, KNTH2GC5, KNTH2GC6,
KNTH2GC7, KNTH2GC8, KNTH2GC10,
respectively.

Figure 2. Western blot analy -
sis of 10 colonies (lane 2
through 11) of NIH-3T3
infected with recombinant
TH/pLNCX virus. The immo -
bilized samples were blotted
with anti-TH antibody. The

first lane contains sample prepared from uninfected NIH-3T3 and following lanes contain samples from KNTH1, KNTH2, KNTH3,
KNTH4, KNTH5, KNTH7, KNTH8, KNTH9, KNTH10, and KNTH12, respectively.



의 발현이 없이도 약한 정도의 활성을 나타내었으며 이는

선상체 조직에 비해 1/10-1/15 정도에 해당하였으나

K N T H 2 G C 6에 비해서는 1 / 6 0정도밖에 되지 않았다. 또

한 세포의 배양밀도가 높을 때(98%) TH의 활성은 더 높

게 나타났다. 본 측정은 실험적 오차를 최소화하기 위해 3

번의 측정에 의한 측정치를 평균하였다.

5. 조효소 t e t r a h y d r o b i o p t e r i n이 TH 단백질의 발현에

미치는 영향

T H는 정상적인 기능을 위하여 조효소 t e t r a h y d r o-

b i o p t e r i n을 필요로 한다. 조효소가 TH 단백질의 효소적

활성외에 발현 혹은 안정성에 미치는 영향을 조사하기 위하

여 T H와 GTPCH I으로 이중 감염된 세포주( K N T H 2 G C 5 ,

KNTH2GC6, KNTH2GC8)에서 TH 단백질의 발현정도를

T H만 발현하는 세포K N T H 2와 비교하였다. 이들 세포주는

배양접시에서 90% 정도 자랐을때를 기준으로 각 세포주에

서 발현되는 TH 단백질의 양을 비교하였다(Fig. 4A). 그

결과 GTPCH Ⅰ 단백질의 발현 정도와는 상관없이

KNTH2GC 세포주는 비슷한 양의 TH 단백질을 발현하고

있었으나(Fig. 4A, lane 2, 3, 4) KNTH2(Fig. 4A,

lane 1)에 비해서는 상당히 많은 양의 TH 단백질을 발현

하고 있음을 볼수 있었다. 이런 발현정도의 차이를 정확히

규명하기 위해 K N T H 2의 세포수를 일정하게 하고

K N T H 2 G C 6의 세포수를 순차적으로 적게하여서 발현되는

T H의 양을 비교하였다(Fig 4B). 즉 Fig. 4B lane 1과 7

에는 2×1 06의 K N T H 2와 K N T H 2 G C 6를 각각 부과하였고

Fig 4B lane 6에는 1×1 06, Fig 4B lane 5에는 5×1 05

등의 순으로 부과하였다. 이 결과 Fig. 4B lane 1의 띠의

강도는 lane 3과 lane 4의 중간정도에 해당하므로

K N T H 2 G C 6는 K N T H 2에 비해 약 1 0배 정도의 많은 T H

단백질을 발현하고 있음을 알수있었다.

6. TH의 조효소 B H4가 세포증식에 미치는 영향

GTPCH I에 의해 합성되는 B H4는 p h e n y a l a n i n e

hydroxylase, tyrosine hydorxylase, tryptophan

hydroxylase, nitric oxide synthase 등의 효소에 조

효소로 쓰일뿐 아니라 PC12 세포와 murine ery-

throleukemia 세포에서는 mitogenic effect가 확인되

었다.3 8 이러한 세포성장에 대한 효과는 파킨슨씨 병의 유

전자 치료에 있어서 대단히 유리한 점이므로 K N T H 2 G C 6

GTP cyclohydrolase Ⅰ이 Tyrosine Hydroxylase의 활성, 발현 및 세포의성장에 미치는영향
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Figure 4.
Comparison of expression
level of tyrosine hydroxylase
in cells expressing TH alone
(lane 1) vs. cells expressing
both TH and GTPCH I(lane 2
through 4). A: 106 cells from
each cell lines were lysed in
100 ㎕ of SDS lysis solution
and 20 ㎕ was loaded in each
lane. SDS-PAGE separated
samples were blotted with
anti-TH antibody. Lane 1:
KNTH2, lane2: KNTH2GC5,
lane 3: KNTH2GC6, lane 4:
KNTH2GC8. B: Western blot
analysis of 2.0×1 06 K N T H 2
(lane 1), 6.25×1 04 K N T H 2 -
GC6(lane 2), 1.25× 1 05

KNTH2GC6(lane 3), 2.5×105

KNTH2GC6(lane 4), 5.0×105

KNTH2GC6(lane 5), 1.0×106

KNTH2GC6(lane 6), 2.0×106

KNTH2GC6(lane 7). As in
Fig. A numbered cells were lysed in 100 µl of SDS lysis solution and 20 µl was loaded in each lane.

Table 1. TH activity assay of control and cess espressing TH
alone or TH and GTPCH I

Sample TH activity (nm/mg/min)

Striatum 0.0642
Hippocampus 0.0383
NIH-3T3 0.0000
KNTH2 (80% confluent) 0.0042
KNTH2 (98% confluent) 0.0070
KNTH2GC6 (80% confluent) 0.2688
KNTH2GC6 (80% confluent) 0.4036

TH: tyrosine hydroxylase
GTPCH I: GTP cyclohydrolase I
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에 있어서 B H4가 본 세포의 증식에 미치는 영향을 조사하

였다. 배양접시당 1×1 06의 K N T H 2 G C 6를 배양하고

GTPCH I의 억제체 DAHP(2.5 mM) 혹은 s e p i a p t e r i n

r e d u c t a s e의 억제체 NAS(1 mM)을 각 각 혹은 함께 처

리하였다. 각 억제체는 배양액에 직접 섞어서 사용하고 이

들의 안정성을 고려하여 1일 2회 배양액을 갈아주었다. 3

일 동안 처리한 후 t y r i p s i n으로 떼어낸 세포는 t r y p a n

b l u e로 염색하고 살아있는 세포의 수는 h e m a c y t o m e t e r

로 세었다(Table 2). 억제체가 없는 상태의 K N T H 2 G C 6

는 3일동안 1×1 06에서 1 3 . 8×1 06으로 증식되어 약 2 4 -

3 0시간의 증식주기를 보였으나 N A S를 처리한 세포는

4 . 4×1 06으로 증식되고 D A H P를 처리한 세포는 6 . 8×

1 06으로 증식되어 B H4의 과다가 세포의 성장에 긍적적 영

향이 있음을 알았다. 이러한 영향은 서로 상승적이어서

N A S와 DAHP 두가지를 함께 처리한 세포는 3일 동안 거

의 자라지 못하여서 1 . 1×1 06로 나타났다. 본 실험은 배양

의 오차, 계수의 오차등을 줄이기 위하여 각 조건당 세번

실시 하였다.

고 찰

T H는 활성도, 조효소에 대한 Km, 산물에 의한 Ki 안정

성등 효소적 특성의 조절을 위한 조절부위와 효소적 활성을

갖고 있는 효소부위로 이루어져 있다. 이중 조절부위에는 4

개의 serine 혹은 t h r e o n i n e이 있어서 최소한 7가지의 다

른 k i n a s e에 의해 인산화 될 수 있다.1 5 이처럼 다양한

k i n a s e에 의한 인산화는 다양한 반응을 나타내겠지만 일반

적으로 인산화된 T H는 낮은 Km과 높은 Ki를 보이며 비인

산화상태에 비해서 활성은 다소 높게 나타난다.1 5 그러나 이

는 쉽게 p r o t e a s e의 표적이 되어 분해됨으로3 9 필요 이상의

도파민 생성을 억제하여 도파민의 자가산화로 인한 신경세

포에 대한 손상을 줄이는 기전으로 작용한다고 할 수 있다.

그러나 cofactor BH4에 의한 T H활성의 조절은 이보다는

더 효율적이어서 TH specific phosphatase를 활성화시

켜 T H를 탈 인산화시킨다.4 0 이는 p r o t e a s e의 공격을 피

할수 있도록 하여 단백질을 보호하고 활성을 낮추어 도파민

의 생성을 감소시킨다. 즉 T H는 인산화에 의해 일시적인

활성의 증가는 꾀할 수 있겠지만 그 안정성이 낮아져서 유

전자치료에는 적합하지 않다는 결론을 얻을수 있다.

본 연구에서는 TH 단백질의 발현의 증가 혹은 안정성의

향상을 위한 방법을 모색하기 위해 N I H - 3 T 3에 T H와

GTPCH I을 이중으로 발현하도록 유도하고(Fig. 2와 F i g .

3) 본 세포에서 T H단백질의 효소적 특성을 비교하였다.

GTPCH I은G T P를 선구물질로사용하여세번의효소반응을

통하여 B H4을 생합성한다.4 1 본 생합성의 첫째 반응은

GTPCH I에 의해 G T P가 7 , 8 - d i h y d r o n e o p t e r i n

t r i p h o s p h a t e로 전환되고 이반응은 2 , 4 - d i a m i n o - 6 -

h y d r o x y p y r i m i d i n e ( D A H P )에 의해 i n h i b i t된다. 7,8-

dihydroneopterin triphosphate는 6 - p y r u v o y l

tetrahydrobiopterin synthase에 의해 6 - p y r u v o y l

t e t r a h y d r o p t e r i n으로 전환되고 다시 s e p i a p t e r i n

r e d u c t a s e에 의해B H4로 전환되며4 2 이의활성은 N - a c e t y l

s e r o t o n i n ( N A S )에 의해 억제된다.3 8 본 연구에 사용한

N I H - 3 T 3에서는 GTPCH I의 발현만 유도함으로 B H 4를 생

합성할 수 있는데 이는GTPCH I외에 B H4의 생합성에 필요

한 다른효소는 항시발현하고 있기때문이다.4 3 이렇게 이중

으로 발현유도 된 세포에서 T H단백질의 발현정도를 비교하

기 위해 배양조건과 밀도가 비슷한 K N T H 2와 K N T H 2 G C 6

는 t r y p s i n으로 수거하여 h e m a c y t o m e r로 센후 같은수의

세포를 western blot으로비교하였다. 이두 세포주에서 발

현되는 TH 단백질의 양은 densitometric reading으로 읽

은 결과 3가지의 다른 K N T H 2 G C세포주는 K N T H 2에 비해

1 . 4 - 3배 정도(Fig 4A, Table 2)의 많은T H단백질을 발현

하고있었다. 그러나 X-ray 필름의 감광도와 감광의 포화등

의 실험상의 오차를 최소화 하기 위해 Fig 4B에 나타난 실

험을 하였다. 즉 K N T H 2의 시료의 양을 일정하게 하고

K N T H 2 H C 6의 양을점차적으로줄여서 western blot을실

시하고또한e x p o s u r e시 각기다른시간동안 노출함으로감

광의 포화상태가 일어나지 않도록 하였다. 본 실험에서 4×

1 05에 해당하는 K N T H 2에서 발현되는 TH 단백질의 양

(Fig. 4B, lane 1)은 5×1 04의 K N T H 2 G C 6에서발현되는

T H의 양(Fig. 4B, lane 4)보다는 적고 2 . 5×1 04의

K N T H 2 G C 6에서 발현되는 T H의 양(Fig. 4B, lane 3)보

다는 많았다. 그러므로 K N T H 2 G C 6는 K N T H 2에 비해 약

1 0배 정도의 T H단백질을 발현하고 있음을 알수 있었다. 이

러한차이는 발현된 단백질의 활성을 비교하였을 때 더욱현

저하여 K N T H 2 G C 6는 K N T H 2에 비해6 0배의높은활성을

나타내고 선상체 조직에 비해서는 4 - 6배 정도 높은 활성을

나타내었다. 이는발현된 단백질의 양이1 0배 정도임을 감안

할 때 K N T H 2 G C 6의 경우단위단백질당 약 6배의 높은활
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Table 2. Comparison of expression level of tyrosine hydroxy -
lase in TH expressing cells vs. cells expressing both TH and
GTPCH I.

Cell line Densitometric reading

KNTH2 3576
KNTH2GC5 9877
KNTH2GC6 111253
KNTH2GC8 5000

TH: tyrosine hydroxylase
GTPCH I: GTP cyclohydrolase I

Table 3. Growth rate of KNTH2GC6 at the presence or absence
of inhibitors of BH4 biosynthesis.

Inhibitors Cell number (×106)

No inhibitor 13.8
NAS 14.4
DAHP 16.8
NAS + DAHP 11.1

NAS: N-acetylserotonin
DAHP: 2,4-diamino-6-hydroxypyrimidine



성을나타내고있다고할수있다. KNTH2와K N T H 2 G C 6의

유일한 차이점은 후자가 GTPCH 1에 의한 B H4의 발현이므

로 K N T H 2 G C 6의 활성과 발현의 증가는 B H4에 의한 것이

라 할 수 있겠다. 그러나 B H4가 T H단백질의 안정성을 증가

시키는지 혹은 이의 전사 혹은 해독을 증가시키는지를 규명

하기위해서는더 많은연구가행해져야할 것이다.

또한 흥미로운 점은 Table 3에서 보는 바와 같이 세포

의 성장밀도가 높을수록 T H의 활성은 비교적 높게 나타나

고 있다는 것이다. 이는 세포의 성장에 대한 B H 4의 영향

으로 볼 수 있으며 성장에 필요한 c o f a c t o r가 배양밀도가

높을 때는 서로 보충이 용이하여 그 성장이 촉진된다고 할

수 있겠다. 이 가설을 확인하기 위해 GTP cyclohydro-

lase 1의 억제체 D A H P와 sepiapterin reductase의 억

제체 N A S를 이용하여 세포의 성장을 확인하였다( T a b l e

3). 실험은 1×1 06의 K N T H 2 G C 6를 p l a t e하여 T a b l e

2와 같이 각 억제체로 3일 동안 처리한 후 세포의 수를 세

었다. 이 결과 B H4 생합성의 억제체는 세포의 성장에도 지

대한 영향을 끼치고 있음을 밝혔다. 본 실험에서 밝힌 바와

같이 T H는 충분한 B H4가 발현될때는 그 활성과 안정성이

월등하게 증가하므로 P D의 유전자 치료에 있어서는 대단히

유리한 조건으로 사료된다.
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