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여 보호효과를 나타내었다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

PIM (Proviral integration site for Moloney murine leukemia virus)2 단백질의 N-말단에 단백질 수송 도메인

HIV-Tat이 공유결합된 PIM2 융합단백질을 함유하는 뇌허혈 예방 및 치료용 약학 조성물.

청구항 2 

청구항 1에 있어서,

상기 융합단백질은 서열번호 6인 것을 특징으로 하는 PIM2 융합단백질을 함유하는 뇌허혈 예방 및 치료용 약학

조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 세포투과성 PIM2 융합단백질을 포함하는 뇌허혈 치료용 약학 조성물에 관한 것으로서, 세포 내로 투[0001]

과된 PIM2 융합단백질은 과산화수소 독성에 대해 세포생존율을 증가시켰고, 세포내 활성산소종 수준 및 과산화

수소로 유도되는 DNA 단편화를 감소시켰다. 동물모델에서는 전뇌 해마 CA1 부분에 일시적 허혈을 유도했을 때

일어나는 신경세포사멸에 대해 PIM2 융합단백질이 보호효과를 나타내었다. 이러한 결과들은 PIM2 융합단백질이

세포사멸에 대해 보호효과가 있으며, 뇌허혈 손상으로부터 신경세포를 보호하는 치료효과가 있음을 말해준다.

배 경 기 술

PIM  (Proviral  integration  site  for  Moloney  murine  leukemia  virus)은  세린/트레오닌 특이적 카이네이즈[0002]

(serine/threonine-specific kinase)로 분류되고, PIM1, PIM2 그리고 PIM3로 구성되어 있다 [1]. 그 중 PIM2

단백질은 전사 단계에서 조절되는 종양 유전자 카이네이즈 (oncogenic kinase)로서, 다양한 증식 신호에 대응하

여 세포 생존을 촉진한다 [2,34]

PIM2의 중요한 기능 중 하나는 세포 생존을 촉진하고 세포 자기사멸을 억제하는 것이다 [2]. PIM2는 112번 아미[0003]

노산인 세린에서 친세포사멸 단백질 BAD (bcl-2 antagonist of cell death)를 인산화하여 BAD에 의하여 유도되

는 세포사멸을 되돌린다 [3,35].

뇌허혈 (cerebral ischemia)은 일시적,혹은 영구적 뇌동맥 폐색에 의한 뇌혈류의 감소로 유발되며, 허혈 부위에[0004]

서는 복잡한 병태 생리적 과정을 통하여 신경 세포사가 초래되어 비가역적인 신경학적 손상을 일으킨다 [4,5].

또한, 활성 산소종(reactive oxygen species: ROS)은 직접 세포손상을 일으키거나, 간접 신호전달체계를 통해[0005]

세포손상을 일으킨다. 이와 같이 직·간접적으로 세포손상을 야기하는 활성산소종은 뇌졸중을 포함한 여러 중추

신경계  질환에서  병인론적으로  중요한  역할을  하며  특히  과산화  음이온(O2·-)이  신경세포의  자기사멸

(apoptosis)을 유도하여 대뇌 허혈의 병태생리학에 중요한 역할을 하는 것으로 많은 연구들에서 보고되고 있다

[6.7].

단백질 수송 도메인 (protein transduction domain; PTD)이라 불리는 전달시스템은 특별한 수용체의 도움 없이[0006]

자기 자신 혹은 자신과 결합하고 있는 단백질과 함께 세포막을 통과하여 세포 내에 침투한다 [8,9,36,37]. 여러

가지 단백질 수송 도메인 중 본 연구에서 사용한 것은 HIV-1  Tat이다. Tat은 HIV-1의 아미노산 서열 중 “

RKKRRQRRR” 부분만을 사용한 것으로 효과적으로 단백질을 세포 내로 침투시킨다.
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(비특허문헌 0037)  [37] J. Wadia, S.F. Dowdy Protein transduction technology Curr. Opin. Biotechnol.,

13 (2002), pp. 52-56 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 허혈손상 및 허혈손상에 의한 신경세포 손상 및 사멸을 치료하기 위한 효과적인 치료제를 제공하는[0008]

것을 목적으로 한다.

과제의 해결 수단

PIM (Proviral integration site for Moloney murine leukemia virus) 카이네이즈는 PIM1, PIM2 및 PIM3 카이[0009]

네이즈로 이루어진 세린/트레오닌-특이적 카이네이즈이다 [2]. 다양한 조혈성장인자의 전사 타겟 중 하나가 세

린/트레오닌 카이네이즈인 PIM2이다 [12]. PIM2는 레트로바이러스에 의해 유도되는 쥐 백혈병에서 바이러스 삽

입 부위로 확인되었다 [1]. PIM2의 세포 생존을 촉진하는 능력은 bcl-2 단백질 패밀리의 항-세포자기사멸 멤버

에 의해 매개되는 것과는 메카니즘상 구별된다 [13].

본 발명자들은 인 비트로와 인 비보 실험에서 세포 투과능이 있는 Tat-PIM2 융합단백질을 이용하여 이 융합단백[0010]

질이 신경세포 손상에 대항하여 보호효과가 있음을 밝혔다. BL21 (DE3)에서 과대발현한 후 정제한 Tat-PIM2 융

합단백질은 SDS-PAGE와 항-토끼 폴리히스티딘 항체를 사용하여 웨스턴 블랏팅하여 확인하였다. Tat-PIM2 융합단

백질은 95% 이상 정제되었고, SDS-PAGE 분석을 통해 확인하였다. 정제된 Tat-PIM2 융합단백질은 농도 및 시간

의존적으로 해마 신경세포인 HT22 세포 안으로 효과적으로 투과되었다.

단백질 수송 도메인은 전체 길이의 단백질 기능을 촉진하고, 직접 다양한 세포주들과 조직 내로 단백질을 이동[0011]

시킬 수 있는 작은 펩타이드이다. 우리는 DAPI ((4',6-diamidino-2-phenylindole)와 Alexa 형광물질을 사용하

여 Tat-PIM2 융합단백질의 세포 내 위치를 확인하였다. 그 결과, Tat-PIM2 융합단백질은 세포 내로 효과적으로

투과됨을 확인할 수 있었다.

산화 스트레스는 활성산소종 (Reactive Oxygen Species)의 증가와 항산화 방어시스템의 기능손상 사이에서의 불[0012]

균형과  같이  정의된다.  활성산소종은  일반적으로  수퍼옥사이드  음이온  (superoxide  anion),  수산화  라디칼

(hydroxyl radicals), 과산화수소 (H2O2) 등과 같은 종류들이 있고, 이것들은 세포 내의 DNA, 단백질, 지방과

같은 다양한 분자들에 대해 반응하여 손상을 줄 수 있다 [27, 28].

본 발명자들은 과산화수소를 처리하여 세포에 손상을 일으킨 후, 세포 내로 투과된 Tat-PIM2 융합단백질에 의한[0013]

HT22 세포의 생존율을 확인하였다. 1mM H2O2에 의해 세포 사멸이 일어나지 않고 살아남은 세포는 45%였다. 하지

만 Tat-PIM2 융합단백질을 먼저 처리한 다음 H2O2에 노출된 세포의 생존율은 최대 78%까지 증가한 것을 확인할
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수 있었다.

활성산소종은  다양한  세포의  신호전달  경로에서 신호전달 분자와  같은 역할을 하고 있다.  MAPKs  (Mitogen-[0014]

activated protein kinases)는 구조적인 차이를 기본으로 하여 ERK (extracellular signal-regulated kinase),

JNK/SAPK (c-Jun N-terminal kinase), p38 카이네이즈의 세 가지로 구분된다. 이러한 MAPKs 경로와 Akt는 산화

적 스트레스에 의해 활성화되어 세포자기사멸 (apoptosis)과 관련되어 있다 [24]. 그리하여 H2O2로 자극을 받아

세포자기사멸이 유도된 HT22 세포의 신호전달경로를 확인하였다. 그 결과, 세포 내로 투과된 Tat-PIM2 융합단백

질이 p38, ERK, JNK, Akt의 활성을 억제하는 것을 확인함으로써 산화적 스트레스로 유도된 세포자기사멸을 억제

한다는 것을 확인하였다.

또한, NF-kB는 활성산소종에 의해 유발되는 산화 스트레스에 의하여 활성화된다 [32]. 대부분의 세포에서 가장[0015]

흔한 이량체 (dimer)는 포유류 NF-κB 형태의 호모 이량체 및 헤테로 이량체, 그리고 p50/p65 헤테로 이량체이

다. NF-κB는 자극 받은 세포에서 인산화-매개 분해되어 IkB가 생성된다. 본 발명에서 세포 내로 투과된 Tat-

PIM2 융합단백질은 IkB 인산화 및 IkB 생성을 저해한다 [14-16].

산화 스트레스와 과도한 활성산소종의 발생은 미토콘드리아의 기능 장애를 일으킨다고 보고된바 있다. 미토콘드[0016]

리아의  기능  장애는  신경퇴행성  질환의  중요한  병인으로  작용한다  [17,18].  뿐만  아니라,  Bax  (apoptotic

activator)와 bcl-2 (apoptotic inhibitor-2) 같은 Bcl-2 패밀리는 세포사멸에서 중요한 기능을 수행한다. bax

활성화는 세포사멸에서 미토콘드리아 기능장애에 필수적이다. 따라서, bax : bcl-2 비는 세포사멸을 조절하는

중요한 포인트이다 [30,31]. 흥미롭게도, 본 발명자들은 세포 내로 투과된 Tat-PIM2 융합단백질이 bcl-2를 활성

화함으로써 세포사멸에 대하여 세포를 보호함을 밝혔다. 이 결과와 일치하게, 세포 내로 투과된 Tat-PIM2 융합

단백질은 bcl-2 발현을 현저히 증가시켰고, 과산화수소에 의해 유도되는 신경독성에 대해 세포를 보호하였다. 

우리는 활성산소종에 민감한 안료인 DCF-DA (2',7'-dichlorofluorescein diacetate)를 사용하여 세포 내로 투[0017]

과된 Tat-PIM2 융합단백질이 H2O2에 의해 유도된 활성산소종 수준을 억제할 수 있는지 확인하였다. 또한, 우리는

세포 안에서의 DNA 단편화 (fragmentation) 정도를 확인하기 위하여 TUNEL 염색을 수행하였다. 과산화수소를 처

리한 세포에서 TUNEL-양성 세포의 수는 대조군 세포에서보다 더 많았다. DNA 단편화는 산화 스트레스를 포함한

다양한 요소에 의해 일어난다. 이러한 결과는 산화 스트레스로 유도된 세포사멸이 투과된 Tat-PIM2 융합단백질

에 의해 저해됨을 보여준다 [21,22].

뇌허혈 손상은 혈류의 감소, 산소 부족, 뇌허혈 재관류에 따른 연이은 재산화 때문에 일어난다 [19,23]. 허혈로[0018]

인한 신경세포의 손상에 대한 정확한 메카니즘이 정확히 알려진 바는 없지만, 신경세포 손상 메카니즘 중 하나

는 신경퇴행을 일으키는 활성산소종에 의한 세포 내의 산화 손상이다 [20].

본 발명자들은 Tat-PIM2 융합단백질을 저빌 마우스에 복강주사하여 30분 후에 뇌혈관이 막힘으로써 일어나는 신[0019]

경세포사멸에 대하여 Tat-PIM2 융합단백질에 의한 보호효과가 있는지 관찰하였다. 허혈 발생 4일 후에 Tat-PIM2

융합단백질에 의해 신경에 대한 보호효과가 있는지 면역조직화학으로 확인하였다. Tat-PIM2 융합단백질 처리군

의 해마 CA1 부위의 신경세포는 담체 처리군, 대조군 PIM2 단백질 처리군, Tat 펩타이드 처리군, 샴 수술군과

비교했을  때  뚜렷하게  생존율이  증가하였다.  또한  Tat-PIM2  융합단백질  처리군에서  성상세포와  소교세포

(microglial cell)를 GFAP와 Iba-1, FJB 항체를 이용하여 염색을 실시한 결과, 허혈 손상으로 인한 성상세포와

소교세포의 분화 및 성장과 신경세포 손상이 Tat-PIM2 융합단백질에 의해 억제되는 것을 확인하였다 [29,33].

이러한 결과를 바탕으로, 우리는 Tat 단백질 수송 도메인을 융합한 Tat-PIM2 융합단백질을 제조하여 인 비트로[0020]

와 인 비보에서 효과적으로 세포 및 조직에 전달하여 산화 스트레스와 뇌 허혈 손상에 의한 활성산소종을 억제

함으로써 세포치료에 대한 가능성을 확인하였다. 따라서, Tat-PIM2 융합단백질은 뇌졸중을 포함한 다양한 질병

에서 새로운 치료제로서의 역할을 할 것으로 기대된다.

본 발명은 PIM2 단백질의 N-말단에 단백질 수송 도메인이 공유결합된 PIM2 융합단백질을 함유하는 뇌허혈 예방[0021]

및 치료용 약학 조성물에 관한 것이다.

뿐만 아니라, 본 발명은 상기 융합단백질이 서열번호 6인 것을 특징으로 하는 PIM2 융합단백질을 함유하는 뇌허[0022]

혈 예방 및 치료용 약학 조성물에 관한 것이다.
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PIM2 융합단백질을 유효성분으로 함유하는 약제학적 조성물은 약제학적 분야에서 통상적으로 허용되는 담체와[0023]

함께 배합하여 통상적인 방법에 의해 경구 또는 주사 형태로 제형화할 수 있다. 경구용 조성물로는 예를 들면

정제 및 젤라틴 캡슐이 있으며, 이들은 활성 성분 이외에도 희석제(예: 락토스, 덱스트로스, 수크로스, 만니톨,

솔비톨, 셀룰로즈 및/또는 글리신), 활탁제(예: 실리카, 탤크, 스테아르산 및 그의 마그네슘 또는 칼슘염 및/또

는 폴리에틸렌 글리콜)을 함유하고, 정제는 또한 결합제(예: 마그네슘 알루미늄 실리케이트, 전분 페이스트, 젤

라틴, 메틸셀룰로스, 나트륨 카복시메틸셀룰로스 및/또는 폴리비닐피롤리돈)를 함유하며, 경우에 따라서 붕해제

(예: 전분, 한천, 알긴산 또는 그의 나트륨염) 또는 비등 혼합물 및/또는 흡수제, 착색제, 향미제 및 감미제를

함유하는 것이 바람직하다. 주사용 조성물은 등장성 수용액 또는 현탁액이 바람직하고, 언급한 조성물은 멸균되

고/되거나  보조제(예:  방부제,  안정화제,  습윤제  또는  유화제  용액  촉진제,  삼투압  조절을  위함  염/또는

완충제)를 함유한다. 또한 이들은 기타 치료적으로 유용한 물질을 함유할 수 있다.

이와 같이 제조된 약제학적 제제는 목적하는 바에 따라 경구로 투여하거나, 비경구 방식 즉, 정맥 내 , 피하,[0024]

복강 내 투여 또는 국소적용할 수 있다. 용량은 일일 투여량 0.01㎍~10㎎/㎏을 1 내지 수회에 나누어 투여할 수

있다. 특정 환자에 대한 투여용량 수준은 환자의 체중, 연령, 성별, 건강상태, 투여시간, 투여방법, 배설율, 질

환의 중증도 등에 따라 변화될 수 있다.

본 발명에 따른 PIM2 단백질 분자의 세포 내 전달은 PIM2에 HIV Tat 세포투과성 도메인이 목표 단백질인 PIM2의[0025]

N-말단과 공유결합된 형태의 융합단백질을 구성하여 수행된다. 본 발명의 수송도메인의 일례로는 HIV Tat 49~57

펩타이드를 들 수 있다. 그러나, 본 발명의 단백질 수송 도메인이 HIV Tat 49~57 잔기 펩타이드로만 한정되는

것은 아니고, HIV Tat의 아미노산 서열 일부 치환이나 부가, 결여로 HIV Tat  펩타이드와 유사한 기능을 하는

펩타이드를 제조하는 것이 본 발명이 속하는 분야에서 통상의 지식을 가진 당업자에게는 용이하므로, 15∼30개

의 아미노산으로 구성되고, 5개 이상의 트립토판을 포함하는 비친수성 도메인(hydrophobic domain), 라이신을 4

개  이상  다수  포함하는  친수성  도메인(hydrophilic  domain)  및  상기  두  도메인을  분리시켜  주는  스페이서

(spacer)로 구성된 단백질 수송 도메인과 이로부터 아미노산 일부 치환으로 동일·유사한 단백질 수송기능을 수

행하는 단백질 수송 도메인, 또는 6 내지 12개의 아미노산 잔기로 구성되며 아르기닌 또는 라이신 잔기를 3/4

이상 포함하는 수송도메인, 6 내지 12개의 라이신으로 구성되는 올리고라이신 수송 도메인, 6 내지 12개의 아르

기닌으로 구성되는 올리고아르기닌 수송 도메인 또는 6 내지 12개의 라이신 또는 아르기닌으로 구성되는 올리고

(라이신,아르기닌) 수송 도메인도 발명의 범위에 속함은 자명하다고 할 것이다.

본 발명의 상세한 설명 등에서 사용되는 주요 용어의 정의는 다음과 같다.[0026]

"PIM2  융합단백질"이란  단백질  수송  도메인과  PIM2를  포함하며,  단백질  수송  도메인과  화물  분자(cargo[0027]

molecule, 즉 본 발명에서는 PIM2를 의미함)의 유전적 융합이나 화학 결합으로 형성된 공유결합 복합체를 의미

한다. 본 명세서와 도면에서 구체적인 일 실시예로서 "Tat-PIM2"는 PIM2 융합단백질 중 PIM2의 N-말단에 Tat 단

백질 수송 도메인이 결합한 것을 말한다.

또한, 상기 "유전적 융합"이란 단백질을 코딩하는 DNA 서열의 유전적 발현을 통해서 형성된 선형, 공유결합으로[0028]

이루어진 연결을 의미한다.

또한, "표적 세포"란 수송 도메인에 의해 화물 분자가 전달되는 세포를 의미하는 것으로서 즉, 표적 세포는 체[0029]

내 세포, 다시 말하여 살아있는 동물 또는 인간의 장기 또는 조직을 구성하는 세포 또는 살아있는 동물 또는 인

간에서 발견되는 미생물을 포함하는 의미이다. 또한, 표적 세포는 체외 세포, 즉 배양된 동물 세포, 인체 세포

또는 미생물을 포함하는 의미이다. 구체적으로 본 명세서에서 표적 세포는 뇌세포를 의미한다.

본 명세서의 "단백질 수송 도메인"은 화물 분자(목표 단백질) 펩타이드 또는 단백질과 공유결합을 이루어 별도[0030]

의 수용체나 운반체, 에너지를 필요로 하지 않고 상기 펩타이드나 단백질을 세포 내로 도입시킬 수 있는 것을

말하며, 예를 들면 HIV-1 Tat를 말한다.

본 명세서의 "목표 단백질"은 Tat 단백질 수송 도메인과 공유결합을 이루어 세포 내로 도입되어 활성을 나타내[0031]

는 분자를 의미한다. "화물 분자"와 동일한 의미이다.

또한, 본 명세서에서는 단백질 또는 펩타이드를 세포 내로 "도입"시키는 것에 대하여 "형질도입", "운반", "침[0032]

투", "수송", "전달", "투과", "통과"한다는 표현들과 혼용하였다.
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본 발명에서 단백질 수송 도메인으로는 15∼30개의 아미노산으로 구성되고, 5개 이상의 트립토판을 포함하는 비[0033]

친수성 도메인, 라이신을 다수 포함하는 친수성 도메인 및 상기 두 도메인을 분리시켜 주는 스페이서로 구성된

단백질 수송 도메인, 6 내지 12개의 아미노산 잔기로 구성되며 아르기닌 또는 라이신 잔기를 3/4 이상 포함하는

수송도메인, 6 내지 12개의 라이신으로 구성되는 올리고라이신 수송 도메인, 6 내지 12개의 아르기닌으로 구성

되는 올리고아르기닌 수송 도메인 또는 6 내지 12개의 라이신 또는 아르기닌으로 구성되는 올리고(라이신,아르

기닌) 수송 도메인을 들 수 있다. 또한, 목표 단백질(화물 분자)은 PIM2이다. 상기 단백질 수송 도메인 및 목표

단백질은 silent change에 따라 서열 내에서 하나 이상의 아미노산이 기능적으로 동등하게 작용하는 유사한 극

성의 다른 아미노산(들)로 치환될 수 있다. 서열 내 아미노산 치환은 그 아미노산이 속하는 클래스의 다른 구성

원들로부터 선택될 수 있다. 예컨대, 소수성 아미노산 분류는 알라닌, 발린, 류이신, 이소류이신, 페닐알라닌,

발린, 트립토판, 프롤린 및 메티오닌을 포함한다. 극성 중성 아미노산은 글리신, 세린, 트레오닌, 시스테인, 티

로신, 아스파라긴 및 글루타민을 포함한다. 양성 염기성 아미노산은 아르기닌, 라이신 및 히스티딘을 포함한다.

음성전하를 띤 산성 아미노산은 아스파르트산 및 글루탐산을 포함한다. 또한, 본 발명의 융합단백질과 아미노산

서열간의 일정 범위의 상동성 예컨대 85-100% 범위 내에서 동일·유사한 생물학적 활성을 갖는 절편 또는 이들

의 유도체들도 본 발명의 권리범위에 포함된다.

발명의 효과

본 발명에서 세포 내로 투과된 PIM2 융합단백질은 과산화수소 독성에 대해 세포생존율을 증가시켰고, 세포내 활[0034]

성산소종 수준 및 과산화수소로 유도되는 DNA 단편화를 감소시켰으며, 동물모델에서는 전뇌 해마 CA1 부분에 일

시적 허혈을 유도했을 때 일어나는 신경세포사멸에 대해 PIM2 융합단백질이 보호효과를 나타내었다. 이러한 결

과들은 PIM2 융합단백질이 세포사멸에 대해 보호효과가 있으며, 뇌허혈 손상으로부터 신경세포를 보호하는 치료

효과가 있음을 말해주며, 세포 투과성 PIM2 융합단백질이 뇌허혈 예방 및 치료용 약학 조성물로 유용함을 말해

준다.

도면의 간단한 설명

도 1은 Tat-PIM2 융합단백질 정제를 나타낸다. Tat-PIM2 융합단백질 구축을 위한 맵은 pET15-b 벡터를 기본으로[0035]

하여 단백질은 BL21(DE3)에서 IPTG로 유도하여 발현시켰다. (A) Tat 올리고뉴클레오타이드는 pET-15b 다중 클로

닝 부위의 Nde1 부위와 Xho1 부위 사이에 삽입하였고, 인간 PIM2 cDNA는 Xho1 부위와 BamH1 부위 사이에 삽입하

였다. 대조군 PIM2 단백질 구축을 위해서는 Tat 올리고머를 삽입하지 않았다. (B) 발현된 대조군 PIM2 단백질과

Tat-PIM2  융합단백질의 다이어그램이다. 각 단백질들은 N-말단에 여섯 개의 히스티딘 잔기를 갖고 있다. (C)

E.coli 전체 추출물과 정제된 Tat-PIM2 융합단백질을 12% SDS-PAGE에서 분리하여 항-토끼 폴리히스티딘 항체로

웨스턴 블랏팅하여 확인하였다. (D) 대조군 PIM2 단백질 또한 똑같은 방법으로 확인하였다.

도 2는 HT22 세포 내로 투과된 Tat-PIM2 융합단백질을 나타낸다. (A) Tat-PIM2 융합단백질과 대조군 PIM2 단백

질을 60분간 0.2~0.8 μM로 배양배지에 처리한 결과이다. (B) Tat-PIM2 융합단백질과 대조군 PIM2 단백질을 120

분간 처리한 결과이다. (C) 투과된 융합단백질이 HT22 세포 내에 얼마나 오랫동안 잔존하는지를 웨스턴 블랏팅

으로 분석하였다. (D) 투과된 융합단백질을 형광현미경으로 확인하였다. 크기 막대= 20㎛.

도 3은 HT22 세포에서 AKT, MAPK 및 NF-κB에 대한 Tat-PIM2 융합단백질의 저해효과를 나타낸다. (A),(B) 세포

를 Tat-PIM2 융합단백질 및 대조군 PIM2 단백질로 한 시간 동안 미리 처리 (0.2~0.8 μM)하고 과산화수소에 20

분간 노출하였다. 세포 추출물을 제조하여 웨스턴 블랏팅으로 MAP 카이네이즈와 Akt  활성을 분석하였다. (C)

HT22 세포는 두 시간 동안 Tat-PIM2 융합단백질로 처리하거나 또는 처리하지 않고 20분간 과산화수소로 자극하

였다. p65의 핵 내로의 전이와 인산화, 그리고 IκBα의 분해를 웨스턴 블랏팅으로 분석하였다.

도 4는 Bcl-2에 대한 Bax의 비율에 미치는 Tat-PIM2 융합단백질의 효과를 나타낸다. (A) 세포는 Tat-PIM2 융합

단백질 및 대조군 PIM2 단백질 (0.2~0.8 μM)로 한 시간 동안 미리 처리한 후 과산화수소에 50분간 노출하였다.

동량의 세포 전체 추출물을 SDS-PAGE로 분리하고 Bax와 Bcl-2를 웨스턴 블랏 분석으로 탐지하였다. β-액틴은

대조군으로 이용하였다.

도 5는 생존율, 세포내 활성산소종 수준 및 DNA 단편화와 같은 산화 스트레스에 의해 유도되는 세포 과정에 미

치는 Tat-PIM2 융합단백질의 효과를 나타낸다. (A) Tat-PIM2 융합단백질을 HT22 세포에 미리 처리한 후 1mM 과
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산화수소를 배양 배지에 가하였다. 세포 생존율은 MTT를 이용한 발색 분석으로 평가하였다. 이 결과들은 최소한

세 번의 독립적인 실험에서 얻어진 값이다. *P < 0.05, **P < 0.01은 과산화수소 처리 세포와 비교한 값이다.

(B) 세포 내 활성산소종 증가로 DCF-DA가 산화되어 DCF-형광이 증가하였다. (C) DNA 단편화는 TUNEL 염색으로

탐지하였다.  사진은  형광현미경으로  촬영하였다.  이  결과들은  최소  세  번의  독립적인  실험결과에서  얻은

것이다. **P < 0.01은 과산화수소 처리 세포와 비교한 값이다. 크기 막대 = 50 ㎛.

도 6은 뇌허혈 발작 후 Tat-PIM2 융합단백질에 의한 성상세포와 소교세포의 감소를 나타낸다. 허혈/재관류 7일

후 대조군 (A와 B), 허혈군 (C와 D), Tat 펩타이드 처리군 (E와 F), PIM2 단백질 처리군 (G와 H) 및 Tat-PIM2

융합단백질 처리군 (I와 J)의 CA1 부위에서 GFAP (A, C, E, G와 I) 및 Iba-1 (B, D, F, H와 J)과 FJB의 면역화

학  결과이다.  SP,  추체세포층  (stratum  pyramidale);  SO,  상행층 (stratum  oriens);  SR,  방사층 (stratum

radiatum). 크기막대 = 50 ㎛.

도 7은 Tat-PIM2  융합단백질이 조직 내로 효과적으로 침투하는지를 확인한 것이다. (A)  허혈/재관류 4일 후

NeuN, 히스티디 항체에 대하 면역조직화학 및 DAPI ((4',6-diamidino-2-phenylindole) 염색을 함께하여 확인하

였다. 대조군의 해마 CA1 부분 <A>, 뇌허혈군 <B>, Tat 펩타이드 처리군 <C>, PIM2 단백질 처리군 <D>, Tat-

PIM2 융합단백질 처리군 <E>. SP, 추체세포층 (stratum pyramidale); SO, 상행층 (stratum oriens); SR, 방사

층 (stratum radiatum). 크기막대 = 50 ㎛. <F>: 모든 군에서 절편당 NeuN-면역활성 뉴런의 상대적인 수 vs.

대조군을 비교한 것 (각 군의 n = 5; *P < 0.05는 대조군과 현저한 차이를 나타냄, #P < 0.05는 허혈군과 현저

한 차이를 나타냄). 막대는 평균과의 표준편차를 나타낸다 (B).

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하에서는 구체적인 실시예를 들어 본 발명의 구성을 좀 더 자세히 설명한다. 그러나, 본 발명의 범위가 실시[0036]

예의  기재에  의하여  한정되는  것이  아님은  본  발명이  속하는  기술분야에서  통상의  지식을  가진  자에게

자명하다.

실시예 1: Tat-PIM2 융합단백질 발현과 정제[0037]

Tat-PIM2 융합 단백질을 생산하기 위하여 우선, HIV-1 Tat의 염기성 도메인 (아미노산 49-57)이 포함된 pET-Tat[0038]

발현벡터를  만들었다.  Tat  염기성  도메인에  해당하는  두  종류의  올리고뉴클레오타이드  (상위  쇄,  5'-

TAGGAAGAAGCGGAGA CAGCGACGAAGAC-3'; 하위 쇄, 5'-TCGAGTCTTCGTCGCTGTCT CCGCTTCTTCC-3')를 NdeI-XhoI 제한효

소로 자른 pET15b에 연결하여 삽입하였다. 

인간  PIM2  cDNA  서열은  센스  프라이머  5′-CTCGAGATG  TTGACCAAGCCTCTAC  -3′과  안티센스  프라이머  5′-[0039]

GGATCCTTA GGGTAGCAAGGACCA -3′를 이용하여 PCR로 증폭하였다. 

중합효소 연쇄반응(PCR)은 온열 순환기(Perkin-Elmer, model 9600)에서 수행하였으며, 반응 혼합액을 50㎕ 실리[0040]

콘 튜브에 넣고 94℃에서 5분간 가열하였다. PCR 반응은 94℃에서 40초간 30사이클의 연장(extension), 54℃에

서 1분간 변성(denaturation), 70℃에서 3분간 어닐링(annealing), 그리고 72℃에서 10분, 20℃에서 5분간 최

종 연장(final extension)을 유도하였다. PCR 수행 후 아가로즈 젤 전기영동으로 반응물을 분리하고 이것을 TA

클로닝 벡터(Invitrogen, Sandiego, USA)에 연결한 후 벡터를 컴피턴트 세포에 형질변환시키고 형질변환된 박테

리아로부터 플라스미드를 알칼리 용균법으로 분리하였다. 사람 PIM2 cDNA가 포함된 TA 벡터를 XhoⅠ과 BamHⅠ으

로 절단한 다음 HIV-1 Tat 발현벡터에 삽입하였다. Tat-PIM2로 형질변환된 E. coli BL21(DE3)를 선택하여 암피

실린이 포함된 LB 배지에 넣고 37℃에서 200rpm으로 교반하며 배양하였다. 배양액 내의 박테리아 농도가 O.D600

= 0.5～1.0을 나타낼 때 IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactoside; Duchefa,Haarlem, The Netherlands)를 배지

내에 첨가하여 최종농도가 0.5mM 되게 한 다음 30℃에서 12시간을 더 배양하였다. 배양한 세포를 원심분리하여

모은 뒤 5㎖ 결합 완충액 (5mM 이미다졸, 0.5M NaCl, 20mM Tris-HCl, pH 7.9)를 넣고 초음파 분쇄기로 분쇄하

였다.  원심분리하여  상층액을  즉시  Ni
2+
-니트릴로  트리아세트산  세파로즈  슈퍼플로우(Ni

2+
-nitrilotriacetic

acid  sepharose  superflow)  컬럼에  부하하고  10배  부피의  결합  완충액과  6배  부피의  세척  완충액(60mM

이미다졸,  0.5M  NaCl,  20mM  Tris-HCl,  pH  7.9)로  세척한 다음 용출 완충액(1M  이미다졸,  0.5M  NaCl,  20mM

Tris-HCl,  pH  7.9)으로  융합  단백질을  용출하였다.  융합  단백질이  포함된  분획들을  모아  PD-10  컬럼

(Amersham,Braunschweig, Germany)을 이용하여 분획 중에 포함된 염분을 제거하였다. 정제된 단백질 농도는 우

혈청 알부민을 표준물질로 사용하여 Bradford 방법으로 측정하였다.
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유사한 방법으로 Tat 단백질 수송 도메인이 결합되지 않은 대조군 PIM2 단백질을 생산하였다.[0041]

Tat-PIM2  융합단백질의  효소  활성은  상업적으로  판매하는  Fluorimetric  Drug  Discovery  kit[0042]

(EnzoLifeSciences,Farmingdale, NY,USA)를 이용하여 측정하였다.

실시예 2: TAT-PIM2 융합단백질의 HT22 세포로의 도입[0043]

마우스 해마 신경세포 HT22는 37℃, 95% 공기 및 5% CO2의 조건을 유지해주며, 10% 우태혈청 (FBS) 및 5 mM[0044]

NaHCO3, 항생제 (100 mg/ml 스트렙토마이신, 100U/ml 페니실린), 20 mM HEPES/NaOH (pH 7.4)으로 구성된 DMEM

(Dulbecco's Modified Eagle's Medium)을 이용하여 37 ℃, 95% 공기, 5% 이산화탄소의 습한 조건에서 배양하였

다.

TAT-PIM2 융합단백질의 세포 투과를 시험하기 위하여, 세포에 다양한 농도의 TAT-PIM2 융합단백질 (0.2~ 0.8[0045]

uM)을 가하여 두 시간 동안 처리하였다. 그 후 세포는 트립신-EDTA가 포함된 PBS로 워싱하고 세포 추출물을 하

비스트하여 웨스턴 블랏에 이용하였다.

실시예 3: 웨스턴 블랏 분석[0046]

세포 용균액 내의 단백질은 12% SDS-PAGE로 분리한 다음 나이트로셀룰로스 막으로 옮겼다. 막은 5% 탈지유가 함[0047]

유된  PBS  완충액으로  블로킹하였다.  블로킹된  막은  지시된  일차항체와  HRP  결합된  이차항체로

면역블랏팅하였다. 타겟 단백질은 제조자 (Amersham, Franklin Lakes, NJ, USA)의 지시에 따라 화학발광으로 탐

지하였다.

실시예 4: 형광현미경 분석[0048]

현미경 분석은 종래기술과 같이 수행하였다 [Kim, M. J. et al., Free Radic. Biol. Med. 63: 432-445; 2013].[0049]

0.8 μM Tat-PIM2 융합단백질로 처리한 HT-22 세포를 커버슬립 샌드에서 배양하였다 (12h). HT-22 세포를 37 ℃

에서 두 시간 동안 배양한 후, 세포는 PBS로 두 번 세척하고 4% 파라포름알데하이드로 5분간 실온에서 고정하였

다. 고정된 세포는 PBS로 두 번 세척한 다음, 삼투가 용이하게 하고 3% 우혈청 알부민과 0.1% Triton X-100이

함유된  PBS  (PBS-BT)로  40분간  블로킹하고,  PBS-BT로  세척하였다.  일차  항체  (His-probe,  Santa  Cruz

Biotechnology)는 1:2000 비율로 PBS-BT로 희석하여 3 시간 동안 실온에서 배양하였다. 이차항체 (Alexa fluor

488,  Invitrogen)는 1:15000  비율로 희석한 후 어두운 곳에서 실온으로 한 시간 동안 배양하였다. 세포핵은

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole 1 ㎎/ml; Roche, Mannheim, Germnay)로 2분간 염색하였다. 모든 절차 사

이에 세포는 PBS-BT로 세 번씩 세척하였다. 염색된 HT-22 세포는 FV-300 현미경 (Olympus, Tokyo, Japan) 하에

서 관찰하였다.

실시예 5: 세포생존율 분석[0050]

과산화수소로  처리한  HT22  세포의  생존율을  MTT  {3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheyltetrazolium[0051]

bromide}를 이용하여 비색분석법으로 확인하였다. 0.2~0.8 μM의 Tat-PIM2 융합단백질로 한 시간 동안 HT-22 세

포를 선처리한 후, 세포를 1 mM의 H2O2에 1시간 30분 동안 노출시켜 세포사멸을 유도하였다. ELISA 마이크로플레

이트 판독기 (Labsystems Multiskan MCC/340)로 570 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 세포생존율은 무처리 대조군

을 이용하여 백분율로 나타내었다.

실시예 6: 세포 내 활성산소종 수준 측정[0052]

DCF-DA  (2′,7′-dichlorodihydrofluorescein  diacetate)를  이용하여  세포  안의  활성산소종  수준을[0053]

측정하였다. DCF-DA는 활성산소종에 의해 세포 안에서 DCF로 전환되어 형광을 발한다. HT22 세포에 Tat-PIM2 융

합단백질을 처리하였을 때와 처리하지 않았을 때의 활성산소종 수준을 비교해 보았다. Tat-PIM2 융합단백질은

한 시간 동안 처리하였고 후에 과산화수소를 0.8 mM의 농도로 30분 동안 처리해 주었다. 그리고 PBS로 두 번 씻
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어주고  DCF-DA를  20  uM의  농도로  30분  처리해  주었다.  형광강도는  Fluoroskan  ELISA  plate  reader

(LabsystemsOy,Helsinki,Finland)를  이용하여  485  ㎚  여기  (exitation),  538  ㎚  방출  (emission)을

측정하였다.

실시예 7: TUNEL 분석[0054]

HT22 세포에 Tat-PIM2 융합단백질을 처리하지 않은 군과 0.2~0.8 uM의 농도로 2시간 동안 처리한 군의 배양액에[0055]

과산화수소  (1  mM)를  가하여  18시간  동안  처리하였다.  세포사멸을  측정하기  위해  TUNEL  (Terminal

deoxynucleotidyl transferase-mediated biotinylated dUTP nick end labeling staining) 기법은 세포사멸 탐

지 킷트 (Roche Applied Science)를 사용하여 수행하였다. 형광현미경 (Nikon eclipse 80i, Japan)을 이용하여

결과를 분석하였다.

실시예 8: 실험동물[0056]

한림대학교  실험동물센터에서  제공되는  저빌쥐  (Mongolian  gerbils;  Meriones  unguiculatus)를  사용하였다.[0057]

23 ℃, 습도 60% 그리고 고정적으로 12시간의 빛과 음식물이 제공되는 곳에서 사육하였다. 실험동물 취급 및 관

리는 최근의 국제법과 정책에 따라 수행하였고 [NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, NIH

Publication No. 85-23, 1985, revised 1996], 서울대 연구동물 관리 및 사용에 관한 위원회 (IACUC)에서 승인

받았다 (SNU-100611-1). 모든 실험에서는 이용되는 동물수와 본 발명에서 사용되는 공정에 의해 고통을최소화하

기 위해 노력하였다.

실시예 9: Tat 펩타이드, PIM2 단백질 및 Tat-PIM2 융합단백질 처리[0058]

허혈손상에 대한 Tat-PIM2 융합단백질의 보호효과를 평가하기 위하여 실험동물을 다섯 개 군으로 나누었다: 허[0059]

혈 수술을 하지 않은 대조군 (n = 10), 허혈군 (n = 10), Tat 펩타이드 처리군 (Tat, n = 10), PIM2 단백질 처

리군 (n = 10) 그리고 500 ㎍ Tat-PIM2 융합단백질 처리군 (n = 10). Tat 펩타이드, PIM2 단백질, Tat-PIM2 융

합단백질은 재관류 30분 후 복강주사하였다.

실시예 10: 일과성 전뇌허혈 유도[0060]

동물은 33% 산소, 67% 산화질소 하에서 2.5% 아이소플루란 (Baxtor, Deerfield, IL) 혼합물로 마취시켰다. 양[0061]

측 총경동맥을 분리하여 비외상성 동맥류 클립을 이용하여 폐색하였다. 혈류의 완전한 차단은 검안경을 이용하

여 중앙 망막동맥을 관찰함으로써 확인하였다. 폐색 5분 후, 동맥류 클립은 총경동맥에서 제거되었다. 조절이

없는 상태에서의 체온 또는 정상체온 (37 ± 0.5 ℃) 조건은 직장 온도 탐침 (TR-100; Fine Science Tools,

Foster City, CA)으로 모니터하였고, 마취 전, 마취 동안 및 동물이 마취로부터 완전히 회복할 때까지 온열담요

를 이용하여 유지하였다. 그 후 동물은 안락사할 때까지 체온 유지를 위해 온열 인큐베이터 (Mirae  Medical

Industry, Seoul, South Korea)에 두었다.

실시예 11: 조직학적 분석을 위한 조직 가공[0062]

조직학적 분석을 위해 자율운동활성 평가에 이용되는 동물은 허혈/재관류 이후 7일째에 30 mg/kg Zoletil 50[0063]

(Virbac, Carros, France)으로 마취하고 0.1 M PBS (pH 7.4)로 심장을 관통하여 관류한 후 4% 파라포름알데하

이드  함유  0.1  M  인산  완충액  (pH  7.4)으로  처리하였다.  뇌는  제거하여  같은  고정액에  6시간  동안

후고정하였다. 뇌조직은 30% 수크로스 용액으로 오버나잇 침윤하여 동결방지처리하였다. 그런 다음, 동결된 조

직은 cryostat (Leica, Wetzlar, Germany) 상에서 순차적으로 절단하여 30 ㎛의 환상 절편으로 만들고 PBS 함

유 6-웰 플레이트에 수집하였다. 면역조직화학 데이타를 군 간에 비교가능하게 하기 위해 절편은 동일 조건 하

에서 조심스럽게 처리하였다.

조직절편들은 각 동물에 대하여 저빌 아틀라스 [Loskota,  W.  A.;  Lomax, P.;  Verity, M. A.  A stereotaxic[0064]

atlas of the Mongolian Gerbil Brain (Meriones unguiculatus). Ann Arbor: Ann Arbor Science Publishers
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Inc. 70-79; 1974]와 관련하여 브레그마 (bregma)에서 뒤쪽 -1.4 ㎜와 -2.0 ㎜ 사이에서 선택하였다. 절편들은

수화되고 PBS 내에서 0.3% 과산화수소로 30분간 처리하였다. 세척 후 절편들은 30분간 PBS 내 10% 정상 염소혈

청 내에서 연속적으로 배양하였다. 이들은 희석된 마우스 항-NeuN (anti-neuronal nuclei, 1:1,000, Chemicon

International,  Temecula,  CA),  토끼  항-GFAP  (rabbit  anti-glial  fibrillary  acidic  protein,  1:1,000,

Chemicon  International)  및  토끼  항-Iba-1  (rabbit  anti-ionized  calcium-binding  adapter  molecule  1,

1:500, Wako, Osaka, Japan)으로 48시간 동안 4 ℃로 배양하였다. 그런 다음, 이들은 바이오틴 결합된 염소 항-

토끼 IgG 또는 염소 항-마우스 IgG, 스트렙타비딘 퍼옥시데이즈 복합체 (diluted 1:200, Vector Laboratories,

Burlingame, CA)에 노출된 후 0.1 M Tris-HCl 완충액 내의 3,3'-다이아미노벤지딘 테트라하이드로클로라이드로

시각화되었다.

또한, 절편을 NaOH가 1% 되도록 80% 알코올과 혼합한 용액에 담그고 70% 알코올 용액에 담갔다. 그 후 0.06% 과[0065]

망간산칼륨에 옮기고 0.004% FJB (fluoro-Jade Bh; histochem, Jefferson, AR, USA)의 염색용액을 스며들게 하

였다.  그리고  절편을  씻어서  따뜻한  슬라이드  위에  올려놓고  epifluorescent  microscope  (Carl  Zeiss,

Germany)로 확인하였다.

실시예 12: 정량 분석[0066]

동물 한 마리당 10개의 절편에서 살아남은 뉴런 수를 세었다. 같은 수준의 선택된 해마에서 위와 같은 방법으로[0067]

측정하였다. 각각 절편 조직에서 모든 층에 해마 CA1 지역의 중간 부분이 포함된 것을 선택하였다. 조직의 이미

지는 Axiophot 광학 현미경 (Carl Zeiss, Jena, Germnay)의 CCD 카메라를 통하여 PC 모니터로 얻었다. 크레실

바이올렛으로  염색된  양성  뉴런의  이미지는  Applescanner로  얻었다.  뉴런의  수를  컴퓨터  기반  CCD  카메라

(software: Optimas 6.5, CyberMetrics, USA)를 갖춘 이미지 분석 시스템으로 측정하였다. 세포의 수의 계산은

각각의 동물에서 70개 절편 수의 평균값으로 하였다. 크레실 바이올렛으로 염색한 양성 뉴런 수는 샴 수술군과

비교하여 측정했다. 마지막으로 ANOVA 분석으로 Tat-PIM2의 보호효과를 조사하였다.

결과 1: Tat-PIM2 융합단백질 발현과 정제[0068]

본 발명자들은 세포 침투성이 있는 Tat-PIM2 융합단백질 발현 벡터를 제조하였다. 이 벡터는 인간 PIM2를 인코[0069]

딩할 수 있는 cDNA와 단백질 수송 도메인인 Tat 펩타이드 코딩 서열, 아미노 말단의 6개의 히스티딘 코딩 서열

을 가지고 있다. 또한, 본 발명자들은 단백질 수송 도메인 Tat 펩타이드가 결합되지 않은 대조군 PIM2 단백질을

생산하기 위해서 PIM2 발현벡터를 만들었다.

과발현 유도 후,  Tat-PIM2  융합단백질은 Ni²-나이트릴로트리아세트산 세파로즈 친화 크로마토그래피 컬럼과[0070]

PD-10 컬럼 크로마토그래피를 사용하여 정제하였다.

SDS-PAGE와 웨스턴 블랏 분석법을 이용하여 Tat-PIM2 융합단백질이 정제된 것을 확인하였다. 정제된 Tat-PIM2[0071]

융합단백질의 분자량은 대략 37KDa이다. Tat-PIM2 융합단백질은 폴리히스티딘 항체를 이용한 웨스턴 블랏으로

확인하였다.

결과 2: HT22 세포 내로 Tat-PIM2 융합단백질의 투과[0072]

웨스턴 블랏을 이용하여 Tat-PIM2 융합단백질을 0.8uM로 10~60분까지 시간별로 투과시켰을 때 투과된 단백질 수[0073]

준을 측정한 결과, 세포 내로 투과된 Tat-PIM2 융합단백질 농도는 시간이 늘어날수록 증가하였다.

또한, Tat-PIM2 융합단백질의 농도별 세포 내 투과 정도를 측정하였다. Tat-PIM2 융합단백질의 농도별 투과는[0074]

0.2~0.8 uM로 다양한 농도 조건에서 진행하였고, 60분 동안 단백질을 세포에 처리한 후 웨스턴 블랏팅하였다.

그 결과, Tat-PIM2 융합단백질은 농도 의존적으로 세포 내로 침투된 것을 확인하였다. 그러나, 대조군인 PIM2

단백질은 세포 내로 침투되지 않았다.

또한, 우리는 Tat-PIM2 융합단백질이 신경세포 안으로 투과된 후 세포 내에서 안정성을 나타내는지를 실험하였[0075]

다. Tat-PIM2 융합단백질은 시간별로 0.8uM 농도로 세포의 배지에 첨가하였으며, 웨스턴 블랏팅과 밀도계를 이

용하여 세포 내로 투과된 단백질 수준을 분석하였다. 세포 내로 침투된 Tat-PIM2 융합단백질의 농도는 처음 한

시간 후에 나타난다. 비록 단백질 농도는 점차 줄어드는 것으로 관찰되지만, 침투된 Tat-PIM2 융합단백질은 세

공개특허 10-2015-0121754

- 13 -



포 안에서 48시간까지 유지되었다.

좀더 명확하게 세포 내에 단백질이 투과된 것을 확인하기 위해서, 침투된 세포를 핵 표지자인 DAPI를 사용하여[0076]

이중염색한 결과, Tat-PIM2 융합단백질이 세포질 및 핵 내로 들어간 것을 확인하였고, Tat-PIM2 융합단백질이

세포 안으로 효율적으로 투과되었음을 알 수 있었다.

결과 3: HT22 세포에서 H2O2로 유도되는 Akt, MAPK, NF-kB 활성화에 대한 Tat-PIM2 융합단백질의 효과[0077]

이  실험은  Akt,  p38,  JNK  (c-Jun  N-terminal  Kinase),  그리고  ERK1/2  (extracellular  signal-regulated[0078]

kinase)인 MAPKs와 MAPK 신호의 캐스캐이드 단계에서 중요한 역할을 한다고 알려진 NF-kB의 활성도에 대한 Tat-

PIM2 융합단백질의 조절 효과를 확인하였다. 세포 내로 도입된 Tat-PIM2 융합단백질이 H2O2로 인해 활성화된 Akt

와  MAPK  신호에 영향을 주는지 웨스턴 블랏팅을 통하여 확인하였다 [10].  그 결과,  Tat-PIM2  융합단백질은

ERK1/2, p38, JNK의 인산화 정도가 증가함에 따라 함께 감소하였음을 확인할 수 있었다. 또한, 우리는 H2O2로 유

도된 IkBa 인산화와 IkBa 저하를 포함한, 활성화된 NF-κB의 신호전달 캐스케이드에 대한 효과를 확인하였으며

[11], Tat-PIM2 융합단백질이 세포 내에서 H2O2로 유도되는 IkBa 인산화와 분해를 저해하였다. 그러나, 대조군

PIM2 단백질은 NF-κB 활성화에 영향을 미치지 않았다.

결과 4: Tat-PIM2 융합단백질에 의한 미토콘드리아 기능저하 보호[0079]

본 발명자들은 과산화수소로 세포사멸을 유도하였을 때 Tat-PIM2 융합단백질이 항-세포자기사멸 단백질 또는 친[0080]

-세포자기사멸 단백질을 발현시키는지를 확인하였다. 

Bax와 bcl-2 단백질의 발현을 연구하기 위하여 우리는 bax와 bcl-2 항체를 사용하여 웨스턴 블랏으로 확인하였[0081]

다. 그 결과 H2O2 처리된 세포는 bax 발현 정도가 현저히 증가하였고, Tat-PIM2 융합단백질을 처리한 세포의 bax

발현 정도는 두드러지게 감소하였다. 그러나, 세포 생존에 관여하는 신호인 bcl-2 발현 정도는 bax 발현패턴과

반대되는 양상을 보이고 있다.

결과 5: 세포 내로 투과된 Tat-PIM2 융합단백질은 산화 스트레스 하에서 세포 생존율에 영향을 미친다.[0082]

세포 내로 투과된 Tat-PIM2 융합단백질이 산화 스트레스를 받은 세포를 보호할 수 있는지를 결정하기 위해서,[0083]

H2O2를 처리한 후 MTT 분석법을 통하여 세포 생존율을 측정하였다. 세포를 1 mM H2O2로 처리한 결과, 오직 45%의

세포만 생존하였다. 반면, Tat-PIM2 융합단백질로 선처리한 군에서는 세포 생존율이 78%까지 증가하였다. 그러

나, 대조군 PIM2 단백질은 세포 생존율을 증가시키지 않는 것을 확인하였다.

또한, 본 발명자들은 세포 내로 투과된 Tat-PIM2 융합단백질이 활성산소종 생성에 미치는 억제 효과를 실험하였[0084]

다. 세포에 H2O2를 처리했을 때 활성산소종 수준은 증가하였다. 대조군 PIM2 단백질을 처리한 세포에서 활성산소

종 수준은 H2O2를 처리한 세포와 비슷하였다. 반면, Tat-PIM2 융합단백질을 처리한 세포에서는 활성산소종 수준

이 뚜렷하게 감소하였다.

다음으로, TUNEL 염색 방법으로 DNA 단편화에 대한 Tat-PIM2 융합단백질의 보호효과를 보았다. Tat-PIM2 융합단[0085]

백질을 선처리하고, H2O2를 처리한 세포에서 TUNEL 염색된 세포 수를 센 결과, Tat-PIM2 융합단백질을 처리하지

않은 군의 세포 수보다 확연히 적은 것을 확인할 수 있었다. 그러나, 대조군 PIM2 단백질을 처리한 세포는 PIM2

단백질이 세포 내로 침투하지 않아 DNA 손상에 효과가 없는 것을 확인하였다.

결과 6: 뇌허혈에 의해 유도되는 신경교증에 미치는 Tat-PIM2 융합단백질의 영향[0086]

본 발명자들은 저빌 모델에서 일시적 전뇌 허혈 이후 신경 세포 생존율에 미치는 세포 내로 투과된 Tat-PIM2 융[0087]

합단백질의 영향을 시험하였다. 허혈 외상 4일 후, 샴 수술 대조군, 담체 처리군, Tat 펩타이드 처리군, 대조군

PIM2 단백질 처리군 및 Tat-PIM2 융합단백질 처리군 동물들을 희생하여 크레실 바이올렛 (CV) 염색하였다. Tat-

PIM2 융합단백질의 보호효과는 CV 조직화학방법으로 평가하였다 (도 8). 담체 처리군에서 양성 뉴런의 백분율은
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샴 수술 대조군과 비교하여 12%였다. Tat-PIM2 융합단백질 처리군에서는 샴 수술 대조군과 비교하여 양성 뉴런

이 68%였다. 그러나, Tat 펩타이드 처리군과 대조군 PIM2 처리군에서는 아무런 보호효과도 나타나지 않았다.

대조군에서는, GFAP-면역반응성 성상세포가 해마 CA1 구역 작은 세포질 (small cytoplasm)과 실과 같은 돌기[0088]

(thread-like processes)에서 탐지되었다 (도 3A). 허혈군에서는 많은 GFAP-면역반응성 성상세포가 단속적인 세

포질 (punctuated cytoplasm)과 비대한 돌기 (hypertrophied processes)에서 관찰되었다 (도 3C). Tat 펩타이

드 처리군과 PIM2 단백질 처리군에서는 GFAP-면역반응성 성상세포의 형상과 분포가 허혈군과 유사하였다 (도 3E

및 도 3G). Tat-PIM2 융합단백질 처리군에서는 GFAP-면역반응성 성상세포의 형상이 휴지 상태 및 활성 상태가

혼합되어 있었다 (도 3I).

대조군에서는 Iba-1-면역반응성 소교세포가 둥근 세포질 (round cytoplasm)과 긴 돌기를 가진 해마 CA1 구역에[0089]

서 탐지되었다 (도 3B). 허혈군에서는, Iba-1-면역반응성 소교세포가 식세포 및 활성화된 형태로 현저히 변화하

였다.  Iba-1-면역반응성  소교세포는  비대하고  둥근  세포질  (식세포  형태)을  가진  피라미드층  (stratum

pyramidale) 상에 집중되었다. 뿐만 아니라, Iba-1-면역반응성 소교세포는 지향층 (stratum oriens)과 방사층

(stratum radiatum)에서 오므라든 돌기 (활성화된 형태)를 가진 비대한 세포질을 가졌다 (도 3D). Tat 펩타이드

처리군 또는 PIM2 단백질 처리군에서 Iba-1-면역반응성 소교세포의 형태와 분포는 허혈군의 그것과 유사하였다

(도 3F 및 3H). Tat-PIM2 융합단백질 처리 허혈군에서는 Iba-1-면역반응성 소교세포의 식세포 형태가 피라미드

층에서 감소하였고,  약간의 Iba-1-면역반응성 소교세포는 길고 가는 돌기를 가진 작은 세포질을 가졌다 (도

3J).

또한, 손상된 신경을 염색하는 FJB로 염색하였을 때, 아무것도 처리하지 않은 대조군은 염색되지 않았고, 허혈[0090]

군은 신경이 손상되었기 때문에 염색이 되었다. Tat 펩타이드 처리군과 PIM2 단백질 처리군은 보호 효과가 없기

때문에 신경이 손상되어 있었고, Tat-PIM2 융합단백질 처리군은 면역조직염색법으로 신경보호 효과가 있음을 확

인하였다.

결과 7: 허혈 손상에 대한 Tat-PIM2 융합단백질의 보호효과[0091]

대조군에서는 해마 CA1 구역에서 많은 NeuN-면역반응성 뉴런들이 탐지되었다 (도 2A). 허혈군에서 NeuN-면역반[0092]

응성 뉴런의 수는 대조군과 비교하여 현저히 감소하였고 (도 2B), NeuN-면역반응성 뉴런의 평균 갯수는 대조군

의 7.1%였다 (도 2F).

Tat 펩타이드 처리군에서 NeuN-면역반응성 뉴런은 거의 없었고 (도 2C), NeuN-면역반응성 뉴런의 수는 대조군의[0093]

11.3%였다  (도  2F).   PIM2  단백질  처리군에서는 CA1  구역에서 약간의 NeuN-면역반응성 뉴런이 탐지되었고,

NeuN-면역반응성 뉴런의 수는 대조군의 15.7%였다 (도 2F). Tat-PIM2 융합단백질 처리 허혈군에서는 NeuN-면역

반응성 뉴런이 허혈군과 비교하여 CA1 구역에서 풍부하게 탐지되었고 (도 2E), NeuN-면역반응성 뉴런의 평균 수

는 대조군의 49.8%였다 (Fig. 2F).

또한, 히스티딘 항체를 이용하여 형광표지를 하였고 DAPI 염색을 함께 하여 조직의 신경세포로 효과적으로 침투[0094]

하였는지 형광현미경을 이용하여 확인했다.
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도면7

서 열 목 록

<110>    Industry Academic Cooperation Foundation, Hallym University

<120>    Pharmaceutical composotion for treating ischemia containing

         cell-transducible PIM2 fusion protein

<130>    HallymU-20140417-SYCHOI-PIM2

<160>    6

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    29

<212>    DNA

<213>    human immunodeficiency virus

<400>    1

taggaagaag cggagacagc gacgaagac                                           29

<210>    2

<211>    31

<212>    DNA

<213>    Human immunodeficiency virus

<400>    2
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tcgagtcttc gtcgctgtct ccgcttcttc c                                        31

<210>    3

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer

<400>    3

ctcgagatgt tgaccaagcc tctac                                               25

<210>    4

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer

<400>    4

ggatccttag ggtagcaagg acca                                                24

<210>    5

<211>    1005

<212>    DNA

<

213>    Artificial Sequence

<220><223>    polynucleotide encoding Tat-PIM2 fusion protein

<400>    5

agcagcggcc tggtgccgcg cggcagccat aggaagaagc ggagacagcg acgaagactc         60

gagatgttga ccaagcctct acaggggcct cccgcgcccc ccgggacccc cacgccgccg        120

ccaggaggca aggatcggga agcgttcgag gccgagtatc gactcggccc cctcctgggt        180

aaggggggct ttggcaccgt cttcgcagga caccgcctca cagatcgact ccaggtggcc        240

atcaaagtga ttccccggaa tcgtgtgctg ggctggtccc ccttgtcaga ctcagtcaca        300

tgcccactcg aagtcgcact gctatggaaa gtgggtgcag gtggtgggca ccctggcgtg        360

atccgcctgc ttgactggtt tgagacacag gagggcttca tgctggtcct cgagcggcct        420

ttgcccgccc aggatctctt tgactatatc acagagaagg gcccactggg tgaaggccca        480

agccgctgct tctttggcca agtagtggca gccatccagc actgccattc ccgtggagtt        540

gtccatcgtg acatcaagga tgagaacatc ctgatagacc tacgccgtgg ctgtgccaaa        600

ctcattgatt ttggttctgg tgccctgctt catgatgaac cctacactga ctttgatggg        660

acaagggtgt acagcccccc agagtggatc tctcgacacc agtaccatgc actcccggcc        720
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actgtctggt cactgggcat cctcctctat gacatggtgt gtggggacat tccctttgag        780

agggaccagg agattctgga agctgagctc cacttcccag cccatgtctc cccagactgc        840

tgtgccctaa tccgccggtg cctggccccc aaaccttctt cccgaccctc actggaagag        900

atcctgctgg acccctggat gcaaacacca gccgaggatg tacccctcaa cccctccaaa        960

ggaggccctg cccctttggc ctggtccttg ctaccctaag gatcc                       1005

<210>    6

<211>    322

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Tat-PIM2 fusion protein

<400>    6

Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Leu Glu Met Leu Thr Lys Pro

  1               5                  10                  15 

Leu Gln Gly Pro Pro Ala Pro Pro Gly Thr Pro Thr Pro Pro Pro Gly

             20                  25                  30 

Gly Lys Asp Arg Glu Ala Phe Glu Ala Glu Tyr Arg Leu Gly Pro Leu

         35                  40                  45 

Leu Gly Lys Gly Gly Phe Gly Thr Val Phe Ala Gly His Arg Leu Thr

     50                  55                  60 

Asp Arg Leu Gln Val Ala Ile Lys Val Ile Pro Arg Asn Arg Val Leu

 65                  70                  75                  80 

Gly Trp Ser Pro Leu Ser Asp Ser Val Thr Cys Pro Leu Glu Val Ala

                 85                  90                  95 

Leu Leu Trp Lys Val Gly Ala Gly Gly Gly His Pro Gly Val Ile Arg

            100                 105                 110 

Leu Leu Asp Trp Phe Glu Thr Gln Glu Gly Phe Met Leu Val Leu Glu

        115                 120                 125 

Arg Pro Leu Pro Ala Gln Asp Leu Phe Asp Tyr Ile Thr Glu Lys Gly

    130                 135                 140 

Pro Leu Gly Glu Gly Pro Ser Arg Cys Phe Phe Gly Gln Val Val Ala

145                 150                 155                 160 
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Ala Ile Gln His Cys His Ser Arg Gly Val Val His Arg Asp Ile Lys

                165                 170                 175 

Asp Glu Asn Ile Leu Ile Asp Leu Arg Arg Gly Cys Ala Lys Leu Ile

            180                 185                 190 

Asp Phe Gly Ser Gly Ala Leu Leu His Asp Glu Pro Tyr Thr Asp Phe

        195                 200                 205 

Asp Gly Thr Arg Val Tyr Ser Pro Pro Glu Trp Ile Ser Arg His Gln

    210                 215                 220 

Tyr His Ala Leu Pro Ala Thr Val Trp Ser Leu Gly Ile Leu Leu Tyr

225                 230                 235                 240 

Asp Met Val Cys Gly Asp Ile Pro Phe Glu Arg Asp Gln Glu Ile Leu

                245                 250                 255 

Glu Ala Glu Leu His Phe Pro Ala His Val Ser Pro Asp Cys Cys Ala

            260                 265                 270 

Leu Ile Arg Arg Cys Leu Ala Pro Lys Pro Ser Ser Arg Pro Ser Leu

        275                 280                 285 

Glu Glu Ile Leu Leu Asp Pro Trp Met Gln Thr Pro Ala Glu Asp Val

    290                 295                 300 

Pro Leu Asn Pro Ser Lys Gly Gly Pro Ala Pro Leu Ala Trp Ser Leu

305                 310                 315                 320 

Leu Pro
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