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            초록
          
        

        
          Weissella koreensis (W. koreensis) DB1 with high-ornithine-producing capacity was isolated from kimchi and shows the anti-adipogenic activity via its production of ornithine. This study was carried out the effects of W. koreensis DB1 cell extracts on the inhibition of adipogenesis in 3T3-L1 cells. MTT results showed that 0-0.75 μg/mL W. koreensis DB1 cell extracts had no significant effect on cell vability. The cell extracts of W. koreensis DB1 at non-cytotoxic concentrations significantly suppressed the differentiated 3T3-L1 cells by decreasing triglyceride level and intracellular lipid accumulation compared to that associated with the untreated control group. The major transcriptional factors involved in adipocyte differentiation, such as peroxisome proliferator-activated receptorγ (PPARγ), CCAAT/enhancer-binding proteinα (C/EBPα), and sterol regulatory element-binding transcription factor-1c (SREBP-1c), were down-regulated by the cell extracts of W. koreensis DB1 treatments compared with the untreated control group. Furthermore, the expressions of lipogenesis-related enzymes including acetyl-CoA carboxylase (ACC) and fatty acid synthase (FAS) genes were also decreased by the cell extracts of W. koreensis DB1 treatment. Accordingly, these results indicate that the cell extracts of W. koreensis DB1 treatment inhibited the adipogenesis and lipogenesis of 3T3-L1 cells, suggesting a protective role in adipocyte differentiation.
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      Ⅰ. 서론
      비만은 체지방조직의 증가뿐만 아니라 지방세포의 비대 증상에 의하여 체내에 지방이 과잉 축적되어 생긴 질병으로 비만의 원인은 에너지 섭취와 소비의 불균형, 유전체 이상, 내분비 장애, 불규칙한 생활습관 등 여러 원인이 제시되고 있다(Spiegelman & Flier 2001). 특히 비만은 지질대사 및 탄수화물대사 사이에 불균형을 초래하여 제 2형 당뇨병, 지방간, 고혈압, 고지혈증, 동맥경화, 관절염과 같은 퇴행성 만성질환 등 각종 대사성 질환, 심혈관계 질환 및 암 유발과 직접적인 상관관계가 있다고 보고되었다(Leung et al. 2003; Haslam & James 2005). 이와같이 대사성 질환을 유발하는 주요 요인인 비만은 식이 조절 요법, 에너지 소비증가, 지방세포의 증식과 분화 억제, 지방세포 내 지방축적 억제 및 축적된 지방분해를 통해서 예방이 가능하다(Wang & Jones 2004).

      세포 수준에서 살펴본 비만은 지방전구세포의 분화과정 중 지방세포의 수와 크기가 증가가 원인이며, 분화과정에는 여러 가지 전사인자, 단백질 및 효소 등이 관여한다. 지방전구세포가 과다하게 분화하거나 분화된 지방세포가 과다하게 증식하게 되면 지방세포의 수가 많아지고, 지방 축적량이 증가되어 지방세포의 크기가 커지면서 비만으로 이어진다(Roncari et al. 1981; Gesta et al. 2007). 이와 관련하여 최근에는 비만 연구 모델로 마우스의 섬유모세포 유래된 3T3-L1 지방전구세포를 이용한 연구가 다양하게 진행되고 있다(Park et al. 2011; Moon et al. 2012; Park et al. 2013; Pi et al. 2014: Park et al. 2018; Lee et al. 2021a,b). 지방전구세포의 분화 및 지방세포의 지방축적을 억제하는 물질을 이용한 비만 치료 혹은 예방의 가능성이 있는 비만치료제 개발을 위한 연구가 수행되고 있으나, 비만치료제는 복부팽만, 위장장애, 변비, 구갈, 혈압상승 등과 같이 여러 부작용을 일으키므로 이를 극복하기 위하여 효과적으로 체중을 조절하면서 동시에 부작용이 적은 물질들을 찾아내는 연구가 활발히 진행되고 있다(George & Louis 2000).

      대한민국의 대표적인 식품인 김치는 젖산 발효식품으로 발효과정에 다양한 미생물들이 관여하는 것으로 알려져 있다. 김치 발효에 주된 역할을 하는 유산균으로는 Lactobacillus 속, Leuconostoc 속, Pediococcus 속, Weissella 속 등이 오래전부터 알려져 왔다(Choi et al. 2002; Lee 2007; Yu et al. 2009; Rhee et al. 2011). 유산균의 건강 증진과 관련된 다양한 효과 중 항비만효과와 지질대사 개선효과에 관한 연구는 Lactobacillus plantarum KY1032(Park et al. 2011), Lactobacillus plantarum Q180(Chu et al. 2019; Park et al. 2018), Lactobacillus brevis OPK-3(Park et al. 2014), Lactobacillus johnsonni 3121 및 Lactobacillus rhamnosus 8(Lee et al. 2021a) 등으로 대부분 Lactobacillus 속 유산균을 중심으로 이루어졌다. 최근 미생물 동정 기술의 발달로 인하여 Weissella 속 유산균들이 새롭게 분리·동정되었으며(Lee et al. 2002; Mun & Chang 2020; Mun et al. 2020), 이들 유산균은 항산화효과(Yu et al. 2018), 항암효과(Kwak et al. 2014), 항비만효과(Moon et al. 2012; Park et al. 2012; Pi et al. 2014) 및 면역조절효과(Park et al. 2017; Yu et al. 2019)가 있는 것으로 보고되었다. 또한 김치로부터 분리한 ornithine 고생성능을 가진 Weissella 속 균주의 분리, 동정 및 특성에 관한 연구도 수행된 바 있다(Yu et al. 2009; Kang et al 2015; Hwang & Lee 2018; Moon et al. 2019; Mun & Chang 2020; Mun et al. 2020). 간질환 치료제(Sikorska et al. 2010; Goh et al. 2018)로 알려진 의료용 아미노산인 L-ornithine은 비필수 아미노산이며, 요소회로의 주된 구성성분으로 citrulline과 arginine의 전구물질이다. L-ornithine은 포도주스, 와인, 치즈, 김치, 재첩, 담수성 쌍각류 조개 등의 식품에도 함유되어 있는 것으로 알려져 있다(Arena et al. 1999; Liu et al. 2003; Uchisawa et al. 2004; Yu et al. 2009). L-ornithine은 지질대사 개선으로 육체 피로도를 저하시키며(Sugino et al. 2008), 면역력을 증가시키고(Kawai et al. 2000), 피부 개선효과(Shi et al. 2002), 스트레스 저하 및 수면 질을 개선하는 것(Miyaka et al. 2014)으로 알려졌다. 특히 L-ornithine은 뇌하수체를 자극하여 성장호르몬을 분비시켜 근육의 합성을 증가시키고, 기초대사를 촉진시켜 비만을 예방하는 식이보충제로 미국과 유럽을 중심으로 이용되고 있다(Evain-Brion et al. 1982; Elam 1988; Jeevanandam et al. 1996; Demura et al. 2010). 김치로부터 분리한 ornithine 생성능 유산균주인 W. koreenisis 521(Pi et al. 2014)과 W. koreenisis OK1-6(Moon et al. 2012)은 3T3-L1 세포에 처치하였을 경우 지방축적을 억제하는 것으로 보고되었다. 또한 ornithine-고생성 균주인 W. koreenisis OK1-6로 발효한 김치(Park et al. 2012)와 본 연구에서 사용한 W. koreensis DB1으로 발효한 미강(Park et al. 2021)도 실험동믈 연구에서 항비만효과가 있는 것으로 나타났다.

      본 연구는 김치로부터 분리된 ornithine 생성능 유산균인 Weissells koreensis DB1(W. koreensis DB1)을 3T3-L1세포에 전처치하여 지방세포 분화 억제효과 및 지방분화와 관련된 유전자들의 조절에 미치는 영향을 알아보고자 실시하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구방법
      
        1. 균주 제조
        본 연구에 사용한 발효 균주는 선행 연구(Mun et al. 2020)를 통해 김치로부터 분리된 ornithine 생성능 유산균인 W. koreensis DB1을 분양받아 실험에 사용하였다. W. koreensis DB1은 deMan Rogosa and Sharpe (MSR; Difico, Sparks, MD, USA) 액체배지에 접종하여 30℃에서 24시간 동안 배양하였다. MSR (Difico) 액체배지에서 배양된 유산균 배양액은 4℃, 10,000x g로 20분간 원심분리하여 균체를 얻은 다음 phosphated-buffered saline(PBS)으로 세척하였다. W. koreensis DB1의 세포 추출물을 위해 균주는 1010 colony forming units/mL 농도로 PBS로 suspension하여 sonication한 다음 다시 윈심분리하였다. W. koreensis DB1 세포 추출물은 멸균된 여과지(pore size, 0.45 μm)에서 여과시킨 후 동결건조한 다음 추후 분석을 위해 –20℃에 보관하였다.

      

      
        2. 3T3-L1 세포배양, 분화유도 및 시료처리
        3T3-L1(mouse embryonic fibroblast-adipose like cell line) 세포는 마우스 preadipocytes로 American Type Culture Collection(ATCC, Rockville, MD, USA)에서 구입하였다. 10% fetal bovine serum(FBS), 100 unit/mL penicillin, 100 ng/mL streptomycin이 포함된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM, Corning, Manassas, VA, USA)을 사용하여 37℃, 5% CO2 조건에서 배양을 실시하였다. 배양된 세포는 6.0×103 cell/mL이 되도록 6 well plate에 분주하여 배양하였으며, 세포가 융합되었을 때 5 μg/ml insulin, 0.25 μM dexamethazone 및 0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine의 분화유도물질이 함유된 DMEM으로 배양하여 48시간 분화를 유도하였다. 그 후 10% FBS와 5 μg/mL insulin만이 함유된 DMEM과 W. koreensis DB1 세포 추출물을 2일 간격으로 교체하면서 분화를 유도하였으며, 6일 동안 분화를 유도한 후 세포 조직과 배양액을 각각 모아 실험에 사용하였다. 지방세포 분화를 유도하는 동안 각 배양액에 W. koreensis DB1 세포 추출물을 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 μg/mL의 농도로 처리하였다.

      

      
        3. 세포독성 측정
        W. koreensis DB1 세포 추출물이 3T3-L1 세포 생존율에 미치는 영향은 3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) 분석을 통해 측정하였다(Mosmann 1983). 3T3-L1 preadipocytes는 1×104 cells/well의 농도로 96 well plate에 100 μL 씩 분주한 후 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하여 일정 농도로 희석(0-1.0 μg/mL)된 W. koreensis DB1 세포 추출물을 첨가한 후 다시 24시간 배양하였다. 배양 완료 후 5 μg/mL 농도의 MTT 시약을 100 μL/well 씩 분주한 다음 37℃, 5% CO2 조건에서 4시간 배양하였다. 배지를 제거하고 dimethyl sulfoxide 100 μL/well를 가하여 생성된 formazan을 녹인 후 Microplate reader(Model 680, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)를 이용하여 540 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 세포독성 정도는 시료를 처리하지 않은 대조군(CON)과 시료 처리군의 비율로 계산하였다.

      

      
        4. Oil Red O staining
        3T3-L1 지방전구세포의 지방세포로의 분화능은 즉 세포내 지질 염색은 Oil Red O staining으로 확인하였다. 분화 완료된 6-well plate의 배지를 제거한 후, 배양된 세포를 PBS로 2회 세척하고, 10% formalin을 500 μL/well으로 10분간 고정한 다음 다시 PBS로 세척 후 Oil red O working solution을 처리하여 실온에서 1시간 염색하였다. 염색 후 염색액을 제거하고 다시 PBS로 세척하여 세포 내 지방구 생성 정도를 현미경(Olympus, Tokyo, Japan)으로 관찰하였다. 정량분석을 위해 염색된 지방구는 40% isopropyl alcohol로 용출시켜 Microplate spectrophotometer(Epoch, Biotek instruments, Winooski, VT, USA)를 이용하여 520 nm에서 흡광도에서 지방 함량을 측정하였다.

      

      
        5. 중성지방 함량 분석
        W. koreensis DB1 세포 추출물이 3T3-L1 세포에서 중성지방 함량에 미치는 영향을 확인하기 위해 TG 측정은 Green & Kehinde(1974)의 방법을 이용하였다. 분화 유도된 3T3-L1 세포는 PBS로 3회 세척하고, scraper로 회수한 후, 원심분리하였다. 원심분리 후 상층액을 제거하고 pellet에 trypsin-EDTA buffer(lysis buffer) 첨가한 다음 4℃, 12,000 rpm에서 3분 정도 원심분리하여 상층액을 제거하여 남은 pellet은 중성지방 추출 용액인 homogenizing buffer(154 mM KCl, 50 mM Tris, 1 mM EDTA)를 이용하여 세포 내 중성지방을 추출하였다. 중성지방 함량은 TG determination kit(Wako, Osaka, Japan)를 사용하여 Microplate reader(Model 680, Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules, CA, USA)로 600 nm에서 분석하였다. 단백질 농도는 The bicinchoninic acid(BCA) 방법에 의해 측정하였다(Walker 1994).

      

      
        6. Quantitative real-time polymerase chain reaction(qRT-PCR)
        지방세포 분화가 완료된 세포를 PBS로 세척하여 harvest한 후 TRIzol reagent(Ambion, Auatin, TX, USA)을 이용하여 total RNA를 추출하였다. 각 실험군 당 추출된 RNA는 cDNA reverse transcription kit(Applied Biosystems, Foster city, CA, USA)를 이용하여 cDNA를 합성하였다. Table 1과 같이 SREBP-1c, PPARγ, C/EBPα, FAS 및 ACC primer를 이용하여 real-time PCR을 수행하였으며, 대조군 유전자로는 β-actin을 사용하였다. Real-time PCR(Bio-Rad CFX-96, Hercules, CA, USA) 기기를 이용하여 real-time PCR kit mixture와 10 pmol/μL forward primer, reverse primer, 그리고 합성된 cDNA를 혼합해 반응하였다. 반응액은 95℃에 15분간 pre-incubation을 거친 후, 95℃에서 30초간 denaturation 단계, 50℃ 30초간 annealing 단계, 72℃에서 30초간 extension의 조건을 설정하여 45 cycle을 반복 수행하였다. 마지막 cycle후 얻어진 결과는 Bio-Rad CFX Maestro 1.1을 이용하여 분석하였다. 유전자의 발현량은 분화유도 배지(differentiation media) 만을 처리한 대조군(Control)을 1.0으로 간주하여 상대적인 값을 계산하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            The primer sequence used for Real-time PCR
          
          

        

        
          
            
              	Target Gene1)
              	Forward (5'→3')
              	Reverse (5'→3')
            

          
          
            	PPARγ
            	TTCTGACAGGVACTGTGTGGTGACAG
            	ATAAGGTGGAGATGCAGGTTC
          

          
            	C/EBPα
            	GCGCAAGAGCCGAGATAAA
            	GGTGAGGACACAGACTCAAATC
          

          
            	SREBP-1c
            	GGCACTGAAGCAAAGCTGAAT
            	GCAAGAAGCGGATGTAGTCGAT
          

          
            	FAS
            	AGACCCGAACTCCAAGTTATTG
            	GATACCACCAGAGACCGTTATG
          

          
            	ACC
            	GACGTTCGCCATAACCAAGT
            	CTGTTTAGCGTGGGGATGTT
          

          
            	β-actin
            	AGGTATCCTGACCCTGAAGTACC
            	GTTGCCAATAGTGATGACCTGGC
          

        

        
          
            1)PPARγ, peroxisome proliferator-activated receptor-γ C/EBPα, CCAAT/enhancer binding protein-α SREBP-1c, sterol regulatory element-binding protein-1c; FAS, fatty acid synthase; ACC acetyl CoA carboxylase.
          

        

        

      

      
        7. 통계처리
        본 실험에서 얻어진 통계분석 결과는 SPSS(Statistical Package for Social Science)를 이용해서 통계 분석하였다. 실험결과는 실험군당 평균±표준오차로 표시하였고, 그룹간 평균차에 대한 통계적 유의성을 검정하기 위해 일원배치 분산분석(one-way analysis of variance)을 실시한 후 p<0.05 수준에서 Tukey’s test를 이용한 사후 검정(Post-Hoc test)을 실시하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. 3T3-L1 지방전구세포의 생존에 미치는 영향
        W. koreensis DB1 세포 추출물의 3T3-L1 세포 분화 억제능 평가를 위한 농도를 결정하기 위하여 먼저 W. koreensis DB1 세포 추출물의 3T3-L1 preadipocytes의 세포 생존율을 MTT 분석 방법으로 측정하였다. 3T3-L1 지방전구세포를 96 well plate에 1×104/well 세포수로 분주하여 배양한 후 W. koreensis DB1 세포 추출물을 각각 농도별(0, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00 μg/mL)로 24시간 혹은 48시간 동안 처리하여 실험을 진행하였다. 그 결과, Fig 1에서와 같이 W. koreensis DB1 세포 추출물은 0.75 μg/mL 처리 농도까지 24시간 혹은 48시간 모두 세포독성이 나타나지 않았다. 따라서 W. koreensis DB1 세포 추출물의 농도는 3T3-L1 adipocytes의 성장에 영향을 미치지 않으면서 세포독성을 나타내지 않은 0.75 μg/mL 이하의 농도 0.25, 0.5, 0.75 μg/mL 범위에서 3T3-L1 세포에 처리하여 지방세포 분화에 미치는 영향을 측정하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effect of W. koreensis DB1 cell extracts on cell viability in 3T3-L1 cells.
          
          

          

        

      

      
        2. 3T3-L1 지방세포 분화에 미치는 영향
        세포질에 축적된 지방구(lipid droplet)는 전지방세포(preadipocytes)에서 지방세포(adipocytes)로 분화(adipogenesis)됨을 나타내는 지표이며, 이때 지방구를 염색한 Oil Red O에 비례하여 증가하게 된다(Ramirez-Zacarias et al. 1992). 즉 Oil Red O 염색은 지방세포 내 축적된 중성지방을 붉은색으로 염색하여 세포의 붉은색 정도로 분화 정도를 시각적으로 알수 있게 하는 염색 시약으로 중성지질과 콜레스테롤만을 염색한다고 보고되었다(Choi et al. 2013). 지방구는 주로 중성지방으로 구성되어 있으며(Lee et al 2012), 중성지방은 지방세포에 과도하게 생성되어 저장되면 비만의 원인으로 작용한다.

        지방세포로의 분화를 유도시킨 후 분화가 유도되는 동안 세포에 3T3-L1 지방전구세포에 독성이 없었던 W. koreensis DB1 세포 추출물 농도인 0.00, 0.25, 0.50, 0.75 μg/mL로 처리하고 Oil Red O 시약을 이용하여 염색하였다. Oil Red O를 통해 염색된 지방구는 1차적으로 현미경 관찰을 통해 확인한 결과, 분화처리군(대조군, CON)은 세포질 내 지방구의 형성이 활발하게 유도된 것이 확인되었다(Fig. 2A). 반면 W. koreensis DB1 세포 추출물 처리하였을 경우 붉은색으로 염색된 지방구가 농도 의존적으로 감소된 것을 확인할 수 있었다.또한 지방구의 염색액을 isopropyl alcohol 용액으로 추출한 다음 520 nm에서 흡광도를 측정하여 정량한 결과에서도 유의하게 지방축적이 억제되었음을 확인하였다(Fig. 2B). 이상의 결과 W. koreensis DB1 세포 추출물은 농도 의존적으로 3T3-L1 지방전구세포에서 지방세포로의 분화를 억제한다는 것을 확인할 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effects of W. koreensis DB1 cell extracts on lipid droplets accumulation in differentiated 3T3-L1 cells.
          
          

          

        

        유산균이 생성하는 지방산은 butyric acid와 conjugated linoleic acid, 아미노산으로는 γ-aminobutric acid, ornithine 및 citrulline 등이 있다고 보고되었다(Cho et al. 2007; Lee et al. 2007; Mahkonen et al. 2008; Yu et al. 2009; Moon et al. 2012; Park et al. 2014). 이들 중 항비만효과가 있는 것으로 알려져 있는 물질은 지방산의 경우는 conjugated linoleic acid(Lee et al.2007), 아미노산은 L-ornithine(Moon et al. 2012; Park et al. 2014)과 L-citrulline(Kudo et al. 2017)이다. 본 연구에 사용한 균주인 W. koreensis DB1의 ornithine 생성량은 6,581.64 mg/L이였다(Mun et al. 2020). 김치로부터 분리한 ornithine 생성능 유산균인 W. koreensis OK1-6(Moon et al. 2012), W. koreensis 521(Pi et al. 2014) 및 Lactobacillus brevis OPK-3(Park et al. 2014)도 3T3-L1 세포의 지방축적을 억제함을 확인하였다.

      

      
        3. 3T3-L1 세포 중성지방 함량에 미치는 영향
        W. koreensis DB1 세포 추출물 처리가 3T3-L1 세포 내 중성지방의 함량에 미치는 영향을 조사한 결과는 Fig. 3과 같다. 그 결과 대조군이 유의하게 증가한 것을 확인할 수 있었는데, 이러한 결과는 분화배지가 세포 내에 중성지방의 축적을 촉진한다는 것을 의미한다. 분화배지에 의해서 축적된 중성지방의 함량은 W. koreensis DB1 세포 추출물을 처리하였을 때 처리 농도가 증가할수록 농도 의존적으로 감소하였다. 이들 결과는 지방구 생성을 알아본 Oil Red O 염색 결과(Fig. 2)와 일치하며, 이러한 결과는 koreensis DB1 세포 추출물이 지질축적 억제를 나타내는 것으로 사료된다. 이와 유사한 선행연구 중 김치로부터 분리한 ornithine 생성능을 갖는 유산균인 Lactobacillus brevis OPK-3도 중성지방 함량을 저하시켰다(Park et al. 2014).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effects of W. koreensis DB1 cell extracts on intracellular triglyceride (TG) content in differentiated 3T3-L1 cells.
          
          

          

        

      

      
        4. 지방생성과정에 관여하는 유전자의 mRNA 발현에 미치는 영향
        지방세포 분화과정에서 W. koreensis DB1 세포 추출물이 3T3-L1 지방세포 분화 관련 인자들의 발현에 미치는 영향을 알아보기 위해 지방형성과정에 관여하는 주요 전사조절인자인 peroxisome proliferator-activated receptorγ(PPARγ), CCAAT/enhancer-binding proteinα(C/EBPα), sterol regulatory element-binding transcription factor-1c(SREBP-1c)을 비롯하여 지방합성 관련 유전자인 fatty acid synthetase(FAS) 및 acetyl CoA carboxylase(ACC)의 mRNA 발현 수준을 비교 분석하였다. 비만 분화배지에서 배양한 3T3-L1 세포의 PPARγ, C/EBPα 및 SREBP-1c 발현은 현저하게 증가되었으나, W. koreensis DB1 세포 추출물의 처리는 분화유도 과정에서 PPARγ, C/EBPα 및 SREBP-1c의 발현을 농도 의존적으로 감소시켰다(Fig. 4). 또한 지방 합성관련 유전자인 FAS와 ACC의 mRNA 발현 수준도 이와 유사한 경향을 보였다(Fig. 5). 이러한 결과는 세포 내 지방구 형성(Fig. 2) 및 중성지방 함량 저하효과(Fig. 3)와 일치하였다. Ornithine 생성능이 있는 김치 유산균인 W. koreensis OK1-6의 spent culture medium extract과 cytoplasmic fraction도 지방세포 분화 관련 인자인 PPARγ, C/EBPα 및 SREBP-1 발현을 저하하였고(Moon et al. 2012), Lactobacillus brevis OPK-3도 PPARγ 및 C/EBPα 유전자 발현을 억제하는 것으로 나타나(Park et al. 2014) 본 연구와 유사한 결과를 보였다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Inhibitory effects of W. koreensis DB1 cell extracts on adipogenic key transcription factors in differentiated 3T3-L1 cells.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effects of W. koreensis DB1 cell extracts on lipogenesis-related enzyme expressions in differentiated 3T3-L1 cells.
          
          

          

        

        Adipogensis는 지방전구세포(preadipocytes)에서 지방세포로 분화되는 과정으로, 지방세포 분화과정에는 여러 종류의 adipogenic factor들이 관여하여 지방세포 특이적 유전자들의 발현이 유도된다고 알려져 있다(Cowherd et al. 1999; Rosen et al. 2000; White & Stephens, 2010). 지방세포 분화 초기에는 C/EBPβ 및 C/EBPδ 발현이 증가하고, 중·후기 과정에는 SREBP-1c 전사인자와 FAS, ACC, stearoyl-CoA desaturase 1 효소 등의 활성으로 인해 지방산 생합성이 일어나며(Cignarelli et al. 2019), 분화 후기에는 C/EBPα 및 PPARγ 발현이 촉진된다고 한다(Tang & Lane 2012). PPARγ는 지방세포의 분화 유도 과정의 전사 조절인자로 지방대사 관련 유전자의 발현을 증가시키고, 지방산의 합성, 이동, 저장 및 에너지 소비와 관련된 유전자의 전사를 매개하며, 이와 관련된 adipogenic marker로는 FAS, aP2, lipoprotein lipase 등이 있으며, C/EBPα는 PPARγ와 서로 상호작용하면서 지방전구세포의 분화 후기 과정을 촉진한다(Darlington et al. 1998; Linhart et al. 2001). SREBP-1c는 지방산이나 콜레스테롤 합성에 필수 전사인자이고(Ferré & Foufelle 2007), 지방세포에서 PPARγ와 C/EBPα의 발현을 유도하여 지방생성을 촉진시키며, 지방산 생성에 관여하는 효소인 FAS와 ACC 등의 발현을 조절한다(Fajas et al. 1999). 지방을 생성하는 효소인 FAS는 중성지방을 합성하고 세포질에 저장하는 역할을 한다고 알려져 있다(Claycombe et al. 1998; Sul & Wang 1998). 간과 백색지방 조직에서 주로 발현되는 것으로 알려진 ACC는 지방산의 합성과 분해 조절인자로 체내 acetyl-CoA가 malonyl-CoA로의 carboxylation을 촉진하여 생체내에서 지방산 합성 속도를 조절해 주는 rate-limiting 효소 중의 하나이며, carnitine palmitoyl transferase-1의 발현을 저해하여 β-oxidation을 억제하는 것으로 알려져 있다(Harwood 2004; Payne et al. 2010). 성숙한 지방세포의 분화 후기 단계에 발현되는 단백질로 알려진 aP2는 지방산 합성, 이동, 저장 및 에너지 소비에 관여한다(Haunerland & Spener 2004). 따라서 이들 유전자들은 adipogenesis 과정 동안 3T3-L1 지방전구세포의 분화를 유도하고 지질축적에 관여하는 것을 알 수 있다.

        이상의 결과를 종합하면 W. koreensis DB1 세포 추출물은 3T3-L1 지방전구세포에서 adipogenic transcription factor인 PPARγ, C/EBPα 및 SREBP-1c의 발현 억제와 adipogenic target 유전자인 FAS와 ACC 발현을 억제함으로서 지방구 생성을 감소시켜 지방세포로의 분화를 억제시키는 것으로 추측된다.

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 요약 및 결론
      본 연구는 3T3-L1 세포를 이용하여 김치로부터 분리한 ornithine 고생성능 유산균인 W. koreensis DB1 세포 추출물의 지방분화 억제효과를 살펴보고자 실시하였다. 세포 기반 MTT 분석을 통하여 W. koreensis DB1 세포 추출물의 세포독성을 확인한 결과, 0.75 ug/mL 농도까지 세포의 생존에 영향이 없는 것으로 확인되었다. 따라서 W. koreensis DB1 세포 추출물의 지방분화 억제 활성을 평가하기 위한 처리 농도는 0.25, 0.50, 0.75 μg/mL로 설정하였다. Oil red O 염색법과 중성지방 함량 측정을 통하여 지방축적 억제효과를 살펴보았고, 이들 기전을 알아보기 위하여 지방생성의 주요 핵심 역할을 수행하는 transcription factor 및 지질대사 관련 주요 효소의 유전자 발현을 비교 분석하였다. W. koreensis DB1 세포 추출물은 3T3-L1 전구지방세포에서 분화유도 물질(IBMX, DEXA, Insulin)과 함께 처리했을 때 Oil red O 염색과 중성지방 함량의 분석을 통하여 농도 의존적으로 지방구 수의 감소와 더불어 지질 축적이 억제되었음을 확인하였다. 또한 이들은 지방세포의 증식 및 분화되는 과정에서 발현되는 adipogenic transcription factor 및 관련 유전자의 mRNA 발현도 유의적으로 감소시키는 것을 확인하였다. 이상의 결과로 김치로 분리한 ornithine 생성능 유산균인 W. koreensis DB1 세포 추출물은 지방세포 분화를 억제하는 것으로 보여지며, 항비만 식품 소재로의 개발이 가능할 것으로 생각된다.
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[The 3T3-L1 adipocytes were pretreated with various concentrations (0.25-1.00 /L) of W. korcensis DB cell extracts|
for 24 h or 48 h. Call viability was deterMined by MTT assay. The results represent the means + standard error (n=6).
Values with different leters are significandly different by ANOVA with Tukey's test at pd0.05.
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(A) Photograph of Oil Red O staining. Cells were fixed
and swined with Oil Red O stining to visualize the lipid
droplets by light microscopy. (B) Quantification of Oil Red
O staining. The absorbance of stained cells was measured
at 520 nm. The results represent the means #* standard
error (n=6). Values with different letters are significantly
different by ANOVA with Tukey's test at p<0.05.






OEBPS/images/_common/images/crossref.gif





OEBPS/images/data/kcls/30432/KJCLS_2021_v32n3_437_f004.jpg
Relative miNA levels
Relative mRNA levels
Relative mRNA levels

Courol 035 05 o3
Concentrations rgm)

The resuls represent the means + standard error (1=6). Values with different Jtters are significandy  different by
ANOVA with Tukey's test ac p0.05. B-actin was used as the loading control. Relative expression levels were
normalized to the g -actin levels and control group.
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The results represent the means + standard error|
(n=6). Values with different letters are significantly|
different by ANOVA with Tukey's test at p<0.05. TG,
triglyceride.
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The results represent the means + standard error (n=6). Values with different letters are significanty different by
ANOVA with Tukey's test at p0.05 (1=6). B -actin was used as the loading control. Relative expression levels were
nornulized to the #-actin levels and control group.






