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Abstract

Dual-specificity protein phosphatases (DUSPs) constitutes a family of

protein phosphatase characterized by the ability to dephosphorylate

phospho-tyrosyl and phospho-seryl/threonyl residues. Most of DUSPs are

involved in regulation of cell survival and differentiation. The full-length

Vaccinia H1-related phosphase (VHR) gene was amplified by PCR using

the human cDNA. The amplified PCR product was subcloned into the NdeI

- BamHI site of the pET28a(+) vector. BL21(DE3) E. coli cells harboring

the VHR gene were grown at 18 , and the protein expression was℃

induced with 0.1mM IPTG for 16 hour. The His-tagged VHR protein was

purified by nickel-affinity chromatography. The inhibitory effects of the

82 plant extracts on the VHR activity were measured using the

p-nitrophenylphosphate (p-NPP) as a substrate. Empetrum nigrum L. var.

japonicum K. Koch, Geranium nepalense subsp. thunbergii, Halorrhagis

micrantha R. Br, Oenothera biennis L., and stems of Platycarya

strobilacea Siebold et Zuccarini has strong inhibitory effects on the VHR

activity.

The serum-starved 293T cells were incubated with the plant extracts

(0.02mg/ml) such as Empetrum nigrum L. var. japonicum K. Koch,

Geranium nepalense subsp. thunbergii, Halorrhagis micrantha R. Br.,

Oenothera biennis L, and Oenothera biennis L for 1 hour and treated with

the epidermal growth factor (EGF).The cell lyastes were prepared, and

the levels of phosphorylated ERKs were determined by Western blotting

using antibodies against phospho-p42/p44 ERK and p42/p44 ERK.

Halorrhagis micrantha R. Br showed little increase in the phosphorylation
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of ERK in 293T cells, whereas Empetrum nigrum L. var. japonicum K.

Koch, Geranium nepalense subsp. thunbergii, Platycarya strobilacea

Siebold et Zuccarini, and Oenothera biennis L enhanced the

phosphorylation of ERKs at 5 minute. Among the extracts tested,

Platycarya strobilacea Siebold et Zuccarini showed the strongest

accumulation of the phosphorylated ERKs at 5 minute, and a strong band

of the phospho-p42/p44 ERK was detected after 1 hour, compared to

those of the control and the other extracts. Although the extract of

Platycarya strobilacea Siebold et Zuccarini has been used for various

medicinal purposes, the inhibitory effect on phosphatase has not yet been

reported. Our results demonstrate that No.56 is a potent candidate for the

development of a VHR inhibitor.

Next, a human dual-specificity protein phosphatase, DUSP28, was

isolated from a human kidney cDNA. The recombinant protein was

successfully produced in E. coli and showed a sufficient phosphatase

activity toward DiFMUP (6,8-difluoro-4-methylumbelliferyl phosphate).

Various phosphatase inhibitors and divalent metals were tested for their

effects on the DUSP28 phosphatase activity. As results, Zn2+ was found

to strongly inhibit DUSP28 phosphatase activity, suggesting DUSP28 is

involved Zn-related signal transduction pathway. Furthermore, the

DUSP28 protein preferred phospho-tyrosyl residues to phosphor-threonyl

residues, implying its physiological roles in cellular process.
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제 장 식물추출물에 의한 의 활성 저해 효과1 . VHR

1. Introduction

는Dual specificity protein phosphatase (DUSP) Protein Tyrosine

에 속한 탈 인산화 효소로서 잔기에 붙은Phosphatase Superfamily , tyrosine

인산기는 물론 잔기에 붙어있는 인산기도 탈 인산화하는 특징serine/threonine

을 가지고 있어 라는 이름을 가지게 되었다dual specificity [Alonso et al,.

2004] 들이 작용하는 기질로. DUSP mitogen-activated protein kinase(MAPK)

가 존재하는데 이 들은 스트레스나 호르몬 등의 자극을 받아 전사인자들MAPK

을 활성화시켜 유전자의 발현을 유도하는 역할을 한다[Denu et al., 1995;

Alonso et al., 2001 일반적인 는]. MAPK ERK (Extracellular

이 존재한다signal-regulated kinases), JNK (c-Jun N-terminal kinases), p38 .

일반적으로 의 활성화는 세포 증식 분화 또는 세포가 스트레스를ERK cascade , ,

받았을 시 생존력을 높여주는데 관여를 하고 의 활성화는 주, JNK, p38 cascade

로 세포사멸에 관여를 한다고 알려져 있다 이는 들과 들의 상호작. DUSP MAPK

용에 의하여 세포신호전달체계가 조절되어 다양한 세포 내 현상이 일어난다고

보고 되었다 [Marshall et al,. 1995]. Vaccinia H1-related phosphase (VHR)

는 의 한 종류로서 일반적인 들과는 다르게 오직DUSP DUSP catalytic domain

을 가진 작은 크기의 단백질이다(DUSP domain) [Denu et al., 1995; Alonso

et al., 2001 기능적으로 보았을 때 은 의 인산기를 때어내]. VHR ERK1/2, JNK

어 불활성화 시키는 능력을 가지고 있다 의 경우에는 에 의한 인산. ERK1/2 EGF

화가 분 안에 진행 되지만 에 의해 분 정도가 지나면 탈 인산화된 상태5 VHR 20

로 변하여 활성을 잃는다는 연구 결과가 있다 [Todd et al., 1999 그리고 전].

립선암 세포에서 의 과 발현이 발견 되었으며 과 발현된 이 의 활VHR , VHR JNK

성을 저해하여 세포사멸을 차단시킨다는 보고가 있다 [Arnoldussen et al.,

2008 이러한 보고가 있듯 의 활성에 의한 잘못된 들의 활성 저해]. VHR MAPK

는 다양한 질병의 원인이 될 수 있고 세포 신호전달체계의 불균형을 일으킬 가,

능성이 있다 따라서. 본 연구는 의 활성을 선택적으로 저해하는 천연 물질VHR
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을 찾아내어 여러 질병을 치료하는데 기초자료로 활용하기 위해 수행 하였다.
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2. Materials and Methods

2-1. Plant extract

추출물을 만들기 위한 식물체는 모두 제주도 내에서 채집하였다 채집한 식물체.

는 에서 하루 동안 건조시킨 후 잘 갈아주었다 분말상태의 식물체를55 . 80%℃

메탄올에 넣어 추출한 후 감압 농축하고 동결건조를 수행하였다 동결건조 된 추.

출물은 농업기술원에서 연구를 위해 분양받아 사용하였다.

2-2. Vector construction and

유전자는 기법을 이용 에서 증폭시켰다 증폭된VHR PCR , human cDNA . PCR

산물은 안에 존재하는pET28a(+) vector NdeI-Bam 위치에 하였다HI cloning .

이 결과로 단백질의 말단에 이 존재하게 된다VHR N- His-Tag . pET 28a-VHR

을 BL21 (DE3)E. coli에 형질 전환하였고 를 첨가하여 에서0.1mM IPTG 18℃

시간동안 단백질 발현을 유도하였다 단백질발현을 유도한 대장균은 원심 분16 .

리하여 수확하였고, 50mM Tris (pH7.5), 200mM NaCl, 0.5mM PMSF

이 들어있는(Phenylmethylsulfonyl fluoride), 0.04% 2-mercaptoethanol (v/v)

완충용액에 재 현탁 한 후 초음파 분쇄를 수행하였다 초음파 분쇄한 시료를 원.

심 분리하여 상층액만을 이용 단백질 정제를 수행하였다 단백질 정제는, .

와 친화력이 높은 를 이용하였다 정제His-tag nickel-affinity chromatography .

과정이 끝난 후 을 처리하여 와 단백질을 분리하였고 이thrombin His-tag VHR

온 교환 크로마토그래피를 이용하여 단백질만을 정제하였다VHR .

2-3. Phosphatase actvity assay

탈 인산화효소의 활성을 측정하기위해 주로 사용되는 p-nitrophenyl

를 기질로 사용하여 수행하였다phosphate [Denu et al., 1995 안에]. 100ul

40mM Tris-Cl (pH6.0), 150m NaCl, 2mM EDTA, 0.1mM p-nitrophenyl

가 들어가게 만들었고 효소를 첨가하여phosphate , 30 에서 분간 반응을 시10℃

켰다 를 첨가하여 반응을 종료 시킨 후 에서 흡광도를. 2N NaOH 100ul 405nm
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측정하였다. 효소를 넣은 것과 넣지 않은 것의 흡광도 차이를 가지고 추출물의

탈 인산화 억제효과를 측정하였다.

2-4. Western blotting

세포를 혈청이 없는 상태로 만들어 준 후 시간이 지나면 식물추출물293T 18

을 시간동안 처리해 주고 분0.02mg/ml 1 , EGF (epidermal growth factor, 5 , 60

분 을 처리하여 의 인산화를 유도하였다) ERK .

을 이용하여 를 만들고 원심분리 후 상층액만을 이용하여Lysis buffer lysate

을 수행하였다 은western blotting . Western blotting p42/p44 ERK,

를 사용하여 의 인산화정도를 확인하였다phospho-p42/p44 ERK antibody ERK
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3. Results and Discussion

3-1. Expression and purification of VHR

유전자는 기법을 이용 에서 증폭시킨 후VHR PCR , human cDNA pET-28a(+)

에 클로닝 하였다vector . BL21 (DE3)E. coli에 형질 전환하였고 0.1mM IPTG

를 첨가하여 에서 시간동안 단백질 발현을 유도하였다 이 후 초음파 분18 16 .℃

쇄를 실시하여 상층액만을 이용 단백질 정제를 수행하였다 단백질 정제는.

과 친화력이 높은 을 이용한 를His-tag Nickel Nickel-affinity chromatography

사용하여 수행하였다 그 후 을 처리 하여 과 단백질을. thrombin His-tag VHR

분리 하였다 분리 정제된 단백질은 로 확인하였다 그림. SDS-PAGE ( 1).
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Fig. 1 Expression and purification of VHR. VHR was expressed in BL21

(DE3) E. coli and purified by chromatography. The purified protein (2 g)μ

was analyzed by SDS-PAGE. Positions of the molecular mass markers

(kDa) are shown on the left.



- 9 -

3-2. Phosphatase activity assay

의 활성이 식물추출물에 의한 저해효과 여부를 확인하기 위하여VHR assay

를 수행하였다 탈 인산화효소의 탈 인산화능력을 보기위해 일반적으로 많이 사.

용되는 기질인 p-NPP (p- 사용하여 실험을 하였다 이nitrophenyl phosphate) .

기질은 탈 인산화 되었을 시 노란색을 띄는 p- 을 생성하게 되고 이Nirtophenol ,

때 에서 흡광도를 측정하면 탈 인산화 된 정도를 쉽게 파악할 수 있는 방405nm

법이다 이번 실험에서는 메탄올과 효소가 들어간 시료 메탄올과. 70% , 70% VHR

효소가 들어가지 않은 시료의 흡광도 차를 기준으로 하고 각각의 추출물에 대하,

여 효소를 넣은 것과 넣지 않은 것의 흡광도 차를 비교하여 각 추출물의 활성

저해 정도를 로 정리하였다% .

총 개의 추출물을 가지고 수행했던 분석 결과 중 활성 저해효과가 있는82 VHR

가지 추출물에 대한 결과를 정리하였다 문주란 잎 사상자 뿌리 같20 (Table 1). ,

은 경우에는 의 탈 인산화 능력에 거의 영향을 미치지 않는 것으로 나타났VHR

고 그 외의 추출물에서는 의 활성에 영향을 미치는 것을 확인 하였다 그중, VHR .

에서도 시로미 지상부 이질풀 지상부 개미탑 지상부 굴피나무 줄기 달맞이꽃, , , ,

지상부 추출물에서는 거의 가 넘는 저해효과를 볼 수 있었다 이90% (Table 1).

러한 결과는 이 가지 식물 추출물이 활성의 저해제가 될 수 있다는 가능5 VHR

성을 제시해 주었다.
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Table 1. Phosphatase activity assay
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3-3. Effects of plant extracts on ERK

활성에 큰 저해 효과를 보인 가지 식물추출물이 세포 내에서도 탈 인산VHR 5

화효소의 활성 저해 여부를 조사하기 위해 의 기질로 알려져 있는 와, VHR ERK

추출물간의 관계를 알아보기 위한 실험을 수행하였다 배양중인 세포를 혈. 293T

청이 없는 배지로 갈아주어 혈청이나 다양한 인자들에 의한 단백질의 인산화 과

정을 차단해 주었다 시간이 지난 후 식물추출물 을 시간동안 처. 18 0.02mg/ml 1

리하여 세포에 추출물이 잘 혼합되게 한 후 를, EGF (epidermal growth fcator)

시간별로 분 분 처리하여 의 인산화를 유도하였다 처리를 끝낸 시(5 , 60 ) ERK . EGF

료는 을 이용하여 를 만들고 원심분리 후 상층액을 이용하여Lysis buffer lysate

을 수행하였다 은western blotting . Western blotting p42/p44 ERK,

를 사용하여 의 발현정도와 인산화정도를phospho-p42/p44 ERK antibody ERK

확인하였다.

결과로 모든 에서 의 발현을 확인 할 수 있었으며Western blotting lane ERK ,

메탄올을 처리한 번 을 보았을 때 의 인산화가 분에 일어70% 2, 3, 4 lane ERK 5

났다가 분이 지난 후에는 탈 인산화 과정으로 접어드는 것을 확인 할 수 있었60

다 각 각의 추출물을 처리해준 군들을 대조군과 비교해 보았을 시 개미탑. 40 ( )

의 경우에는 탈 인산화 저해 효과가 거의 없는 것을 확인 할 수 있었고 다른, 4

가지 시로미 이질풀 굴피나무 달맞이꽃 같은 경우에는28 ( ), 30 ( ), 56 ( ), 63 ( )

를 처리한 후 분이 지난 뒤 인산화 된 의 양이 증가하는 것을 확인을EGF 5 ERK

할 수가 있었다 특히 굴피나무 추출물의 경우에는 분이 지난 후에도 많. 56 ( ) 60

은 양의 인산화 된 가 존재 하는 것을 확인 할 수가 있었다 이는 굴피나무ERK .

추출물이 를 탈 인산화 하는 효소의 활성을 억제했다는 의미로 해석이 될ERK

수 있다(Fig. 2).
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Fig. 2 Effects of plant extracts on ERK. Serum-starved 293T cells were

incubated with 0.02mg/ml plant extracts for 1h at 37 and stimulated℃

with EGF for the indicated times (min). Me: Methanol. Cell lysates were

analyzed with antibodies against the phospho-p42/p44 ERK and p42/p44

ERK.



- 13 -

4. CONCLUSION

제주도에서 자생하는 식물체를 이용하여 만든 식물추출물을 이용하여 의VHR

활성 억제효과를 보기위해, p- 를 기질로 사용하여NPP phosphatase activity

를 수행한 결과에서는 여러 식물 추출물이 의 활성을 이상 저해assay VHR 70%

하는 것을 확인을 할 수가 있었고 의 주요 으로 알려져 있는 와VHR target ERK

식물추출물 간의 상호작용을 확인하기 위해 을 수행한 결과western blotting ,

시로미 이질풀 굴피나무 달맞이꽃 추출물이 를 처리28 ( ), 30 ( ), 56 ( ), 63 ( ) EGF

한 후 분이 지났을 시 의 인산화정도가 증가되는 것을 확인하였다 특히5 ERK .

굴피나무 추출물의 경우 분이 지난 후에도 인산화 된 의 양이 많은56 ( ) 60 ERK

것을 확인 이 추출물이 활성의 저해제가 될 수 있는 가능성을 제시하였다, VHR .

이 식물체는 이미 한방에서 근육통 복통 치통 습진 종창 등의 치료에 사용되, , , ,

는 약용 식물로 다양한 질병을 치료하기 위한 기능성 물질이 포함 되어 있을 가

능성이 충분히 존재한다 [Choi et al., 2003 아직 추출물이 어떠한 기작으로].

의 탈 인산화 효과를 억제하는지에 대한 내용은 밝혀지지 않았지만 더 많VHR ,

은 연구를 수행하여 굴피나무 추출물에서 의 활성을 억제하는 물질을56 ( ) VHR

찾아낸다면 그 물질을 이용하여 다양한 질병을 치료하는데 유용하게 사용할 수

있을 것이다.



- 14 -

PART II 의 특성 분석. DUSP28

1. Introduction

들은 과 잔Dual specificity protein phosphatase (DSPs) tyrosine threonine

기에 붙어있는 인산기를 둘 다 떼어낼 수 있는 탈 인산화효소의 능력을 가지고

있다 [Alonso et al 이러한 능력으로 단백질들의 인산화정도를 조절하,. 2004].

여 세포 내에서 일어나는 다양한 신호 전달체계에 의한 세포의 생존 성장 분화, ,

등의 과정들을 조절할 수 있는 아주 중요한 역할을 하는 효소이다 [Treisman

et al 현재까지 개의 들이 미국 국립보건원 유전자은행,. 1996]. 24 human DUSP

인 에 등록이 되어있는데 등록되어있는 들은 크게 두 가지 그룹Genbank , DUSP

으로 나뉠 수 있다 첫 번째 그룹은 전형적인 그룹으로서 이들은. DUSP

과 기질인 와 결합을 할 수 있게 해주catalytic domain (DUSP domain) MAPK

는 을 가진 구조로 되어있다MAPK binding doamin [Farooq et al 두,. 2004].

번째 그룹은 전형적인 들과는 다르게 오직 만을 가지고DUSP catalytic domain

있는 구조로 되어있어 단백질의 분자량이 작은 것이 특징이다 이러한 이례적인.

의 원형이라고 할 수 있는 것이 바로 이며 이 단백질은DUSP VHR (DUSP3)

를 조절하는 것에 관련이 있다고 알려져 있다MAP kinase signaling pathway

[Todd et al 모든 들은 고유한 를 가지,. 1999]. human DUSP HCxxGxxR motif

고 있는데 은 고유한 에 존재하는 이 으로 바뀌, DUSP28 motif histidine tyrosine

어있는 형태를 띠고 있다 의 경우에는 고유한 에 존재하는. VHR (DUSP3) motif

이 활성부위에 존재하는 잔기와 수소결합을 형성하여 서로 상histidine cysteine

호작용을 한다고 알려져 있다 [Yuvaniyama et al 그리고 이,. 1996]. histidine

다른 아미노산으로 치환되었을 시 Kcat 값이 배나 감소하는 것을 볼 수 있다10 .

이렇듯 과 활성부위에 존재하는 간의 수소결합은 활성 부위histidine cysteine

안에서 이 제대로 된 위치를 잡기위해 아주 중요한 역할을 한다고 할cysteine

수 있다 [Kim et al 최근에 이루어진 연구,. 2001]. gene expression profile

에서 의 발현이 면역 세포내에서 감소되는 것으로 나타났고 전사인자인DUSP28 ,

와 에 의하여 활성화 되는 것을 보여주었다CHF1 Hey2 [Arimura et al,. 2010;

Yu et al 이러한 연구결과들이 있지만 아직 의 효소활성과 기,. 2010]. DUSP28
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질에 관하여 기능학적인 분석을 한 보고된 사례는 없어서 본 연구에서는

의 특징을 분석하는 실험을 수행하였다DUSP28 .
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2. Materials and Methods

2-1. Cloning, Expression and Purification of DUSP28

유전자는 에서 기법을 사용하여 증폭시켰DUSP28 human kidney cDNA PCR

다 증폭된 산물은 백터안에 존재하는. PCR pET28a(+) NdeI-Bam 위치에HI

하였다 이 결과로 단백질의 말단에 이 존재하게cloning . DSUP28 N- His-Tag

된다 은 기법을 이용한. DUSP28 c103s (dead mutation) PCR site direct

을 수행하여 만들었다 이 두mutation . pET 28a-DUSP28, DUSP28 c103s

를vector BL21 (DE3) E. coli에 형질 전환하였고 를 첨가하여0.1mM IPTG 1

에서 시간동안 단백질 발현을 유도하였다 단백질발현을 유도한 대장균은8 16 .℃

원심 분리하여 수확하였고, 50mM Tris (pH7.5), 200mM NaCl, 0.5mM PMSF,

이 들어있는 완충용액에 재 현탁 한 후 초음파0.04% 2-mercaptoethanol (v/v)

분쇄를 수행하였으며 초음파 분쇄한 시료는 원심 분리하여 상층액만을 이용하여

단백질 정제를 수행하였다 단백질 정제는 와 친화력이 높은. His-tag

를 이용하였다Nikel-affinity chromatography .

2-2. Phosphatase assay

단백질의 탈 인산화 효소로서의 활성을 측정하기 위하여 기질로DUSP28

DiFMUP (6,8-difluoro-4-methylumbelliferyl phosphate, Molecular probe

를 사용하였다 정제한 단백질은 농도별로D6567) . DUSP28 의 와5 m DiFMUPμ

에서 분간 반응 시켰다 그 후에25 30 . sodium vanadate (final concentration℃

를 첨가하여 반응을 중지 시킨 후 형광을 측정하여 탈 인산화 정도를 파2 mM) ,

악하였다 흡광도는. Wallac Victor2 1420 multi label counter (PerkinElmer

를 이용하여 측정하였다Wellesley, MA) .

최적의 를 확인하기 위해 다양한 조성의 의 완충용액을 가지고 수행하였pH pH

다 (20mM sodium citrate pH4.5, sodium citrate pH5.0, Bis-Tris pH5.5,

MES pH6.0, MES pH6.5, Hepes-NaOH pH7.0, Hepes-NaOH pH7.5,

Tris-HCl pH8.0, Tris-HCl pH8.5, BICIN pH9.0).

탈 인산화효소 저해제와 단백질의 관계를 보기 위해서DUSP28 5.4 Mμ



- 17 -

를 와 반응시킨 것과DUSP28 DiFMUP 1mM sodium orthovanadate, PMD

도 함께 반응 시킨 것의 흡광도 차이를 이용하였다(pentamidine), NaF .

금속이온과 활성간의 관계를 보기위하여 각각의 금속이온을 첨DUSP28 1mM

가하여 반응 시켰다.

이 실험들은 공동연구를 진행한 한국생명공학연구소에서 수행하였다.

2-3. Substrate specificity phosphatase assay

탈 인산화효소의 기질특이성 분석을 하기 위해 들어가기에 앞서 ser/thr

는 는phosphopeptide 1.33ml, Tyr Phosphopeptide-1 895ul, Tyr

는 의 에 녹여서Phosphopeptide-2 753 l phosphate free water 1mMμ

를 제조하였다phospphopeptide . Phosphopeptide 5ul (final concentration

와 를 넣어 잘 섞은 다100uM) 100mM Hepes (pH 6.0) 10ul (final con 20mM)

음 에서 분간 반응한다 를 농도 별로 넣고37 3 . Phosphatase phosphate free℃

를 첨가하여 총량을 로 맞추어주었다 에서 분간 놓아 두어water 50 l . 37 45μ ℃

효소가 기질을 탈 인산화 하는 시간을 충분히 주었고, Molybdate Dye/Additive

혼합물을 50μ 넣은 후 상온에서 분간 방치하여 효소의 반응을 중지시킨다l 15 .

이때 반응시킨 효소의 양이 5μ 이 넘을 시에는 분 동안 방치해야 모든 효소g 30

의 반응을 중지시킬 수 있다 각각의 혼합물을 에서 흡광도를 측정하여. 595nm

효소와 기질을 넣은 곳에 흡광도와 효소만 넣은 곳의 흡광도의 차를 이용하여

탈 인산화 정도를 측정하였다.

2-4. In vitro dephosphorylation of MAPKs by recombinant DUSP28

동물세포에서 유전자를 발현시키기 위해 유전자를 기법DUSP28 DUSP28 PCR

을 사용하여 에서 증폭하였다 증폭된 산물을 의pET-28a-DUSP28 . PCR pcDNA

NheI-Xho 사이에 집어넣어 을 만들었으며 도I pcDNA-DUSP28 , DUSP28 c103s

같은 방법으로 를 제작하였다pcDNA-DUSP28 c103s .

세포에293T pcDNA-HA-JNK, pcDNA-HA-p38, pcDNA-Flag-DUSP28,

를 씩 조성에 맞게 형질전환을 시켰다pcDNA-Flag-DUSP28 c103s 6 g .μ

형질전환 후 시간이 지나면 배지로 갈아 주어 혈청이 없는 상18 DMEM-BSA



- 18 -

태로 만들었다 앞의 상태에서 시간이 지난 후 나 을 처리하여. 18 EGF anisomysin

의 인산화를 유도 하였다 그 후ERK, JNK, p38 . ice-cold PBS (phosphate

로 세포들을 한번 씻어 준 후 을 첨가하여buffered saline, GIBCO) lysis buffer

을 만들고 원심분리한 후 상층액만을 이용하여 을 수행하lysate western blotting

였다 은 를 사용하여 형질전환한 단백질들. Western blottting HA, Flag-antibody

의 발현여부를 확인하고 를 사용하여 인산화, phospho-ERK, JNK, p38 antibody

정도를 파악하였다 을 통해 일차적으로 단백질 발현과 인산화. Western blotting

가 확인된 시료는 HA-probe (agarose conjugated 를 사용한 면역침강)

(Immunoprecipitation 을 수행하고 면역침강 후) . ERK, JNK, p38 antibody,

를 사용하여 으로 인산화phospho-ERK, JNK, p38 antibody western blotting ,

정도의 변화를 확인하였다.
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3. Results and Discussion

3-1. Expression and purification of DUSP28

의 유전자는 개의 아미노산으로 구성되어있고 이DUSP28 176 , catalytic-domain

번 아미노산부터 아미노산 사이에 존재한다(DUSP domain) 18 153 . Full-length

유전자와 유전자를 대장균에서 단백질 발현을 유도 하였DUSP28 DUSP c103s

고 를 이용하여 정제 하였다Nickel-affinity chromatography (Fig. 1, 2).
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Fig. 1 Expression and purification of DUSP28. DUSP28 was expressed in

BL21 (DE3) E. coli and purified by chromatography. The purified protein

was analyzed by SDS-PAGE. M : molecular mass marker, 1 : pGEX 2 :

pGEX-DUSP28, 3 : pGEX-DUSP28 c103s
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Fig. 2 Expression and purification of DUSP28. DUSP28 was expressed in

BL21 (DE3) E. coli and purified by chromatography. The purified protein

was analyzed by SDS-PAGE. M : molecular mass marker, 1 : DUSP28, 2

: DUSP28 c103s
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3-2. Enzyamtic properties of DUSP28 and effect of pH on the activity

과 의 탈 인산화 효소적인 활성을 보기 위해DUSP28 DUSP28 c103s DiFMDP

를 기질로 사용하여 실험을 수행하였다 의 탈 인산화 효과는 단백질양. DUSP28

이 증가함에 따라 같이 증가하는 모습을 보여주었지만 의(Fig. 3), DUSP c103s

경우에는 단백질의 양이 증가해도 효소의 활성은 거의 보이지 않았다 이는.

의 아미노산서열 중 번째 이 효소활성에 있어서 중요한 역DUSP28 103 cystsine

할을 한다는 것을 의미한다 그리고 의 활성에 최적의 를 확인하기. DUSP28 pH

위하여 다양한 조성의 완충용액을 가지고 실험을 수행 하였으며 는pH , DUSP28

에서 가장 높은 활성을 보여주는 것을 확인 할 수 있었다pH 6.0 (Fig. 4).
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Fig. 3. Enzymatic properties of DUSP28. Purified recombinant

DUSP28-WT and DUSP28-CS (C98S) were assayed for phosphatase

activity using 5 M DiFMUP as substrate. Relative fluorescence of theμ

reaction product, DiFMUP, was measured.

Fig. 4 Effect of pH on the activity of DUSP28. Reaction mixtures

containing 5 M DiFMUP and 5.4 M DUSP28 were incubated at variousμ μ

pH buffer (20mM sodium citrate pH4.5, sodium citrate pH5.0, Bis-tris

pH5.5, MES pH6.0, MES pH6.5, Hepes-NaOH pH7.0, Hepes-NaOH pH7.5,

Tris-HCl pH8.0, Tris-HCl pH8.5, BICIN pH9.0)
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3-3. Effects of phosphatase inhibitors and divalent ion on DUSP28

activity

탈 인산화효소 저해제를 처리하였을 시 의 활성의 변화를 확인하였는DUSP28

데 를 특이적으로 저해하는 를, Tyrosine phosphatases sodium orthovanadate

처리하였을 시에는 아주 강한 저해 효과를 확인 할 수 있었으며 (Fig. 5)

를 특이적으로 저해하는serine/threonine phosphatase Sodium fluoride (NaF)

를 처리하였을 때에는 정도의 저해 효과를 보였다 의10% . PRL phosphatase

저해제라고 알려져 있는 을 처리하였을 때 의 저해효과Pentamidine (PMD) 20%

를 볼 수 있었다 금속이온을 처리하였을 시 의 활성의 변화(Fig. 5). DUSP28

를 보기위한 실험을 수행하였다 의 서열 정보에선 금속이온과 반응하는. DUSP28

어떠한 를 찾을 수 없음에도 불구하고motif Zn
2+을 처리 시 의 활성이DUSP28

확연히 감소하는 것을 확인 할 수 있었고, Co2+ 역시 활성 저해 효과를 나타내

었다 (Fig. 6).

Zn2+에 의한 탈 인산화효소의 활성 저해 효과는 탈 인산화효소의 활성부위에

존재하는 잔기와cysteine Zn2+간의 상호작용에 의하여 충분히 나타날 수 있는

현상이다 [Maret et al 하지만 이 현상은 대부분의 에서는 나타., 1999]. DUSP

나지 않고 LMW-DSP3 (DUSP19) [Cheng et al., 2003], DUSP3(VHR) [Kim

et al 에서 나타난다는 연구 결과가 존재한다., 2000] .
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Fig. 5 Effects of phosphatase inhibitors on DUSP28 activity. Several

known phosphatase inhibitors were tested for their effect on the ability of

DUSP28 to dephosphorylate DiFMUP. 5.4 M of DUSP28 was incubatedμ

with DiFMUP in the absence or presence of 1mM sodium orthovanadate,

PMD (pentamidine), NaF

Fig. 6 Effects of divalent ion on DUSP28 activity. The reaction samples

were incubated in the presence of 2mM each of the divalent metal ion
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3-4. Substrate specificity of DUSP28.

의 기질 특이성 을 확DUSP28 (phospho-Tyrosine, phospho-Ser/Threonine)

인하기 위해 를 사용하여 분석을 수행하phosphatase assay system (Promega)

였다 이 기법은 합성된 를 기질로 사용하여 탈 인산화 되었을 시 생. phosphate ,

성되는 인산기가 과 복합체를 생성하여 색이 녹색으molybdate-malachite green

로 변하는 것을 이용한 방법으로 에서 흡광도를 측정하여 그 수치를 분, 595nm

석 생성된 인산기의 양을 가늠하는 방법이다 대조군으로 제공된 를, . phosphate

이용하여 를 만들어 차후에 분석을 수행한 후 나온 흡광도 수치standard curve

를 생성된 양으로 환산하는데 사용하였다 그 이후 와phosphate . DUSP28

에 대하여 분석을 수행하였다 이때 각 효DUSP28 c103s phosphatase activity .

소의 농도별로 분석을 하여 농도의 증가에 따른 인산기의 생산량을 분석하였다.

인산기의 생산량을 분석한 결과 일반적인 들처럼 두 기질모두에 활성이 있DUSP

는 것과는 다르게 [Yuvaniyama et al 은 에., 1996] DUSP28 phospho-tyrosine

대하여 탈 인산화 효과가 강하게 나타나는 것을 볼 수 있었고,

에는 탈 인산화가 거의 일어나지 않는 것을 확인할 수 있었phospho-threonine

다(Fig. 7).

이렇게 하나의 기질에 대한 높은 특이성을 보이는 것은 이미 다른 에서도DUSP

보고가 된 적이 있는 것으로 에 특이성을 가진, phospho-threonine DUSP19,

DSUP23 [Cheng, H et al., 2003; Wu, Q et al 에., 2004], phospho-tyrosine

특이성을 가진 DUSP3(VHR) [Yuvaniyama et al 들이 존재한다., 1996] .
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Fig. 7 Substrate specificity of DUSP28. 0.1mM each of Tyr

phosphopeptide-1(ENDpYINASL), Tyr phosphopeptide-2(DADEpYLIPQQG),

and Thr phosphopeptide(RRApTVA) were used as substrates. Indicated

amounts of the DUSP28 were assayed (wt=DUSP28, m=DUSP28 c103s).
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3-5. In vitro dephosphorylation of MAPKs by recombinant DUSP28

은 에 특이적인 탈인산화 효소라는 것을 확인 할 수DUSP28 phospho-tyrosine

있었으며 이러한 특성을 가진 가 세포내에서 들의 기질인, DUSP28 DUSP MAPK

들의 인산화와 어떠한 관계가 있는지를 확인하기위해 기법을western blotting

이용한 실험을 수행하였다 의 를 에 표시된 조성으로 형질전. 6 g DNA (Fig. 8)μ

환을 실시하였다 를 처리하여 의 인산화를 유도하고 을 처. EGF ERK , anisomysin

리하여 와 의 인산화를 유도시켰다 그 다음에 를 사용하여JNK p38 . lysis buffer

를 만들었으며 를 이용한 을 수행하lysate , HA, Flag antibody western blotting

여 형질전환 시킨 유전자들의 발현을 확인하였다 그리고. phospho-ERK, JNK,

를 이용하여 와 에 의한 의 인산화가 잘 일p38 antibody EGF anisomysin MAPK

어났는지에 대한 부분을 확인하였다 앞에서 수행한 에서 형질. western blotting

전환 된 단백질의 발현과 인산화가 확인이 되었으면 HA-probe

를 사용하여 면역침강을 실시 을 수행하(agarose-conjugated) , western blotting

여 형질전환 시켜 발현시킨 의 인산화 정도를ERK, JNK, p38 ERK, JNK, p38

와 를 이용하여 분석하였다antibody phospho-ERK, JNK, p38 antibody .

을 수행한 결과 의Western blotting ERK, JNK, p38, DUSP28, DUSP28 c103s

발현이 잘 된 것을 확인하였으며 와 에 의한 인산화도 잘 일어, EGF anisomysin

났음을 확인 할 수 있었다 면역침강을 수행한 를 이용하여(Fig. 8-1). lysate

실시한 결과에서는 을 같이 발현시킨 곳에서 와western blotting DUSP28 JNK

의 인산화가 증가하는 것을 확인을 할 수가 있었다p38 (Fig. 8-2).
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Fig. 8-1 In vitro dephosphorylation of MAPKs by recombinant DUSP28.

293T cells were transfected with expression plasmids for HA-ERK,

HA-JNK or HA-p38 and stimulated with EGF or anisomysin. HA tagged

MAPKs were immunoprecipitated, washed with lysis buffer, and then

proteins were separated by SDS-PAGE and analyzed with anti-HA,

anti-Flag, anti-phospho-MAPKs antibody and anti-MAPKs antibody. WT:

wild type; C103S: cysteine-103 to serine mutant.
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Fig. 8-2 In vitro dephosphorylation of MAPKs by recombinant DUSP28.

293T cells were transfected with expression plasmids for HA-ERK,

HA-JNK or HA-p38 and stimulated with EGF or anisomysin. HA tagged

MAPKs were immunoprecipitated, washed with lysis buffer, and then

proteins were separated by SDS-PAGE and analyzed with anti-HA,

anti-Flag, anti-phospho-MAPKs antibody and anti-MAPKs antibody. WT:

wild type; C103S: cysteine-103 to serine mutant
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4. CONCLUSION

본 연구결과에서는 의 활성이 에서 가장 좋았으며 번째에DUSP28 pH 6.0 , 103

존재하는 이 효소의 활성에 중요한 역할을 하는 것을 알 수 있었다 그cysteine .

리고 를 특이적으로 저해하는 를tyrosine phosphatases sodium orthovanadate

처리하였을 시 활성이 크게 저해되는 것을 확인 할 수 있었으며, Zn
2+ 을 처리

하였을 시에도 활성이 크게 저해되는 것을 확인 할 수 있었다 의 기질. DUSP28

특이성을 살펴보았을 시에는 을 특이적으로 탈 인산화 시키는phospho-tyrosine

것으로 나타났고 세포내에서 와 의 인산화정도를 증가 시키는 것을 확, JNK p38

인할 수 있었다.

가 를 선택적으로 탈 인산화 하는DUSP28 phospho-tyrosine phosphopeptide

결과와 를 특이적으로 저해하는tyrosine phosphatases sodium orthovanadate

처리 하였을 시 활성이 급격하게 감소하는 점으로 미루어 보았을 때 은, DUSP28

특이적인 탈 인산화 효소라는 점을 명확하게 알 수 있게 해준다 그리tyrosine .

고 의 서열상 금속이온과 반응하는 가 존재하지 않음에도DUSP28 motif Zn2+에

의한 억제 효과가 보인다는 것은 Zn2+의하여 의 활성이 조절을 받을 수DUSP28

있음을 시사하며 이, DUSP28 Zn2+와 관련 있는 신호전달체계에 포함될 수 있

음을 보여줬다 또한. Zn2+에 의한 활성 저해 효과 및 기질로서

을 선호하는 것이 과 유사한 점을 미루어 보았을phospho-tyrosine DUSP3(VHR)

때 과 의 활성 부위 구조가 비슷할 것이라는 예상을 할 수 있, DUSP28 DUSP3

다.
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