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            Abstract
          
        

        
          Pectin methylesterase (PME)는 최근 새롭게 밝혀진 식물생장 조절인자로 이를 작용점으로 하는 저해 물질 탐색을 통한 식물 생장억제제 개발 연구가 활발히 진행되고 있다. 본 연구에서는 aryl ethanamine을 기본 골격으로 하는 다양한 유도체를 1-aryl-1-ethanolamine (Group I)과 2-aryl-ethanamine (Group II)으로 구분하여 PME 효소 활성 억제 효능을 시험하였고, 이로부터 epinephrine (Ki= 51.0 μM)과 fenoterol (Ki= 55.1 μM)의 PME 효소 저해활성을 확인하였다. 특히 1-aryl ethanolamine의 구조에서 1-hydroxy의 치환 여부에 따라 PME 저해활성이 크게 달라짐을 확인할 수 있었고, 1-aryl-1-ethaolamine 구조의 중요성을 확인하였다. 뿐만 아니라, Group I의 물질 중 aryl 기내 meta-hydroxyl 기를 갖는 물질인 epinephrine, fenoterol, phenylephrine이 높은 PME 저해활성을 나타내어, meta-hydroxy기의 중요성을 실험적으로 입증하였다. 또한, PME 저해효과가 확인된 epinephrine과 fenoterol 모두 배추 유근생장 억제능 (IC50 216 - 354 μM)이 확인되어, meta-hydroxylated 1-aryl-1-ethaolamine 유도체로부터 유용한 식물생장억제제 개발이 가능할 것으로 기대하였다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Pectin methylesterase (PME) regulation has been highlighted a new mode-of-action for plant growth, and the inhibitor screening was an issue to develop a new class plant growth regulators (PGR). Recently phenylephrine had been reported their PME inhibition and PGR activity. In here, aryl ethanamines can be divided into 1-aryl-1-ethanolamine (Group I) and 2-aryl ethanamine (Group II), and the chemicals were tested PME inhibition assay. Among them, epinephrine and fenoterol showed potent PME inhibition activity and the Kis were 51.0 and 55.1 μM, respectively. In comparison with Group I and II, the chemicals from Group I based on 1-aryl-1-ethanolamine showed more potent PME inhibition activity than Group II. In addition, meta-hydroxylated 1-aryl-1-ethanolamines like epinephrine, fenoterol, and phenylephrine showed strong PME inhibition with the root growth inhibition in Brassica campestris (IC50 216 - 354 μM).
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      서 론
      현대 농업의 주요 관심사는 적절한 병해충 방제를 통한 안정적 작물 생산과 함께 작물의 수확 시기를 적절히 조절하여, 고품질 농산물을 생산하며 노동력 수요를 최소화 할 수 있는 재배기술 개발과 이에 맞춘 농약 공급에 있다(Pyo et al., 2014; Jang et al., 2015; Jang et al., 2016; Shin et al., 2017). 특히 최근에는 이를 목적으로 작물의 생장을 조절하기 위한 다양한 생장조절제가 개발되어 활용되고 있다. 최근까지 알려진 식물 생장 조절 물질로는 식물 호르몬에서 유래한 auxin, cytokinin, gibberellin, abscisic acid와 식물 생장호르몬의 생합성 혹은 작용점을 교란하는 물질로 알려진 ancymidol, flurprimidol과 triazole계 성분인 paclobutrazole, uniconazole이 알려져 있다(Kim and Lee 2013; Zhao Y 2010; Kataoka et al., 2008; Rademacher, 2000). 하지만, 호르몬계 물질과 호르몬 교란을 통한 생장억제제의 작물재배 적용에는 많은 제약이 따르고 있어, 비호르몬 조절작용을 갖는 새로운 작물 생장조절제를 찾기 위한 연구가 꾸준히 진행되고 있다. 특히, 최근에는 화학 물질 은행 및 식물 추출물을 활용한 식물생장조절제 탐색 연구가 활발히 진행되고 있으며, 이들 중 essential oil에서 유래한 geraniol을 활용한 생장촉진연구(Choi et al., 2015)와 hydroxyl benzaldehyde계 물질의 유근생장억제 연구(Choi et al., 2016)등이 보고된 바 있다. 또한, 새로운 생장억제 조절점이 될 수 있는 호르몬 비의존형 조절물질 개발연구를 통해 pectin methylesterase(PME) 활성 조절을 통한 식물의 생장조절 연구결과가 최근 보고된 바 있다(Cheong et al., 2019).

      Pectin은 식물 세포벽을 구성하는 주요 구성 성분 중 하나로 D-galacturonic acid methyl ester가 α-1,4-glycosidic 결합으로 연결된 다당류이며, pectin의 methylation 정도에 따라 세포벽의 다양한 생리학적 기능이 연구되고 있다. 특히, pectin의 구조 변화는 세포벽 내의 pectin-cellulose 상호작용 및 microfibril과의 상호작용, Ca2+ 등 2가 양이온과의 결합에 의한 세포벽 물리성 조절 등의 생리학적 조절 작용을 갖는 것으로 보고되었다(Carpita and Gibeaut 1993; Kohli et al., 2015; Lionetti et al., 2012). 이러한 pectin에 대한 대사 조절은 pectinase에 의한 pectin 구조 내 glycosidic 결합 가수분해 작용과 PME에 의한 methylation 조절 작용이 알려져 있으며, PME 기능 조절은 식물의 병 저항성 증가와 식물 생장조절 작용이 있는 것으로 최근 보고되고 있다(Dai et al., 2018; Fan et al., 2017; Muller et al., 2013; Volpi et al., 2011; Weraduwage et al., 2016). 특히, PME 조절을 통한 식물 생장조절 연구는 식물체 내 PME inhibitor 단백질의 과발현을 통한 접근과 외래 저분자 물질 처리에 의한 PME 저해제 개발 탐색 연구가 진행되어 왔으며, 이들 중 catechin과 phenylephrine을 활용한 PME저해와 식물 생장 조절 연구가 진행된 바 있다(Cheong et al., 2019; L'Enfant et al., 2019; Muller et al., 2013; Weraduwage et al., 2016).

      PME 관련 연구는 식물 생장 조절 인자로서 작용점이 되는 단백질의 기능 규명을 중심으로 그 동안 연구가 진행되어 왔고, PME 저해물질 탐색을 통한 본격적인 생장 조절제 개발 연구는 아직 시작 단계에 머물러 있다. 따라서, 본 연구에서는 PME의 저해 물질로 알려진 phenylephrine의 기본 골격인 aryl ethanamine을 활용하여 다양한 유도체로부터 PME 저해 활성을 평가하고, PME 저해활성을 갖는 aryl ethanamine의 핵심 기본 골격을 확인하고, 이를 통한 식물 생장 억제제 개발 가능성을 검토하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        시약 및 물질
        저해 시험에 사용된 물질인 aryl ethanolamine 유도체는 모두 TCI Co. Ltd (Tokyo, Japan)에서 reagents 등급을 구매하였으며, stereochemistry를 갖는 물질은 stereoisomer mixture인 시약을 구매하여 시험에 사용하였다. Acetic acid, acetylacetone, ammonium acetate, dimetylsulfoxide (DMSO), pectin (from citrus peel), sodium chloride, sodium phosphate는 Sigma-Aldrich Co. Ltd. 사 (MO, USA)에서 구매하여 사용하였다.

      

      
        PME 저해활성 시험
        PME활성 측정은 alcohol oxidase (AO from pichia pastoris, Sigma-Aldrich Co. Ltd., MO, USA)를 사용하는 coupled reaction으로 PME 반응으로 생성된 methanol을 formaldehyde로 산화시킨 뒤, acetylacetone으로 발색시켜 흡광도를 측정하는 stopped assay법으로 Cheong 등(2019)의 방법에 따라 3반복 수행되었다. 시험에 사용된 PME (from organge peel, Sigma-Aldrich Co. Ltd. MO, USA)는 1.7 M NaCl로 희석 후 시험에 사용하였다. 기질인 pectin은 0.15 M phosphate buffer (pH 7.5) 에 녹여 제조하였다. PME 저해활성은 96-well plate에 DMSO로 녹여진 시험용 물질 5 μL, phosphate buffer 25 μL와 0.2% pectin 50 μL를 넣어 섞어준 뒤 1.0 munit AO와 0.1 munit PME를 ice bath에서 첨가한 후 30oC에서 40분간 반응 시켰다. 반응물은 acetylacetone 발색시약 80 μL를 넣어 효소 반응을 종결시키고, 60oC에서 30분간 발색 후 412 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다(Sunrise, Tecan Austria-GMBH Ltd., Switzerland). 저해활성 탐색 시 초기 화합물의 농도는 250 μM이었다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Inhibition screening result of PME activity
          
          

        

        
          
            
              	
              	Chemicals
              	IC50 (μM)
            

          
          
            	Group I
(1-Aryl ethanolamine)
            	Epinephrine
            	156
          

          
            	Isoprenaline
            	>250
          

          
            	Isoetharine
            	>250
          

          
            	Fenoterol
            	164
          

          
            	Terbutaline
            	>250
          

          
            	Synephrine
            	>250
          

          
            	Ratopamine
            	>250
          

          
            	Salbutamol
            	>250
          

          
            	Zinterol
            	>250
          

          
            	Cimbuterol
            	>250
          

          
            	Bambuterol
            	>250
          

          
            	Carbuterol
            	>250
          

          
            	Labetalol
            	>250
          

          
            	Colterol
            	>250
          

          
            	Metaproterenol
            	>250
          

          
            	Metanephrine
            	>250
          

          
            	Bamethane
            	>250
          

          
            	Ritodrine
            	>250
          

          
            	Butoxamine
            	>250
          

          
            	1-(4-methoxyphenyl)-2-(methylamino)ethanol
            	>250
          

          
            	Midodrine
            	>250
          

          
            	Group II
(2-Aryl ethanamine)
            	Tyramine
            	>250
          

          
            	3-Hydroxytyramine
            	>250
          

          
            	Tryptamine
            	>250
          

          
            	5-Methoxytryptamine
            	>250
          

          
            	Serotonin
            	>250
          

          
            	Sumatriptan
            	>250
          

          
            	Histamine
            	>250
          

          
            	N-(1-Naphthyl)ethylene  diamine
            	>250
          

          
            	2-(1-Naphtyl)ethylamine
            	>250
          

        

        

      

      
        배추 유근생장 억제시험
        배추 종자는 ㈜아시아종묘에서 구매하여 사용하였으며, 발아율과 유근생장 억제능은 Kim 등(2014)이 수행한 방법과 같이 처리구 당 50립의 종자를 사용하여 시험하였다. 배추 발아율은 23oC에서 2일간 항온 보관 후 발아율을 측정하였으며, 균일하게 발아된 종자를 취하여 동일 온도조건에서 3일간 보관 후 유근 생장 억제 여부를 평가하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        Aryl ethanamine의 PME 저해활성
        Cheong 등(2019)은 phenylephrine을 대상으로 한 PME 저해제 탐색연구에서 in silico 연구를 통해 aryl기와 ethanamine을 저해물질의 핵심구조로 제안하였으며, 특히 amino기는 enzyme active site의 carboxylate domain (D138)과 charge-to-charge interaction을 갖는 것으로 보고하였다. 따라서, 본 연구에서는 phenylephrine과 유사구조를 갖는 aryl ethanamine 중 1-aryl ethanolamine (Group I)과 2-aryl ethanamine (Group II) 유도체들을 확보하여 각각의 그룹으로 분류하고 이들에 대한 PME 저해활성을 평가하였다(Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Key structure of the PME inhibition tested aryl ethanamines.
          
          

          

        

        Group I은 positive control로 사용된 phenylephrine과 함께 1-aryl ethanolamine 구조를 갖는 epinephrine, fenoterol이 포함되어 있으며, 이들 화합물의 PME에 대한 IC50은 156 - 164 μM이었다. 이러한 결과는 phenylephrine과 유사한 저해 활성으로 확인되었다. 특히, Group I에서 amino기에 치환된 N-alkyl group이 isopropyl 혹은 tert-butyl 등과 같이 methyl 보다 hydrophobicity가 증가하는 치환기가 치환된 경우 PME 저해 활성이 낮아지는 것을 확인할 수 있었다. 또한 aryl기에 위치한 hydroxy 위치가 meta-인 phenylephrine이 para-에 위치한 synephrine보다 PME 저해활성이 증가한 것과 높은 저해활성을 나타낸 epinephrine과 fenoterol 모두 meta-hydroxy기를 갖는 것으로 볼 때 aryl 기에 치환된 meta-hydroxy의 구조적 중요성을 확인할 수 있었다. 이는 Cheong 등(2019)이 예측한 것과 같이 meta-hydroxy가 enzyme과 hydrogen-bond를 형성함으로서 Enzyme-Inhibitor(EI) complex를 보다 강하게 형성한 결과로 판단된다. 반면, Group II에 속한 2-aryl ethanamine 계열 물질은 PME에 대한 IC50이 모두 >250 μM로 PME 효소 활성을 효율적으로 저해하지 못하는 것으로 확인되었다. Cheong 등(2019)은 in silico 시뮬레이션에서 1-aryl ethanolamine 중 hydroxy기의 중요성을 정확하게 분석하지 못하였지만, 본 연구에서는 실험적 증명을 통해 그 중요성을 확인할 수 있었다.

      

      
        1-Aryl ethanolamine의 PME inhibition kinetics
        Epinephrine과 fenoterol의 PME에 대한 저해 활성은 기질인 pectin농도와 저해제 농도에 의존하는 competitive inhibition model로 예측되었으며, 이는 phenylephrine의 저해 작용 모형과 같은 것으로 확인되었다(Fig. 2). 이들 물질의 Ki 는 각각 epinephrine 51.0 μM과 fenoterol 55.1 μM로 phenylephrine의 Ki 보다 3배 가량 높은 것으로 나타났다. 특히, 본 시험 결과 epinephrine의 phenyl기에 치환된 para-hydroxy기는 PME 효소와의 강한 결합에 있어 큰 역할이 없는 functional group으로 판단되었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Dixon plots for epinephrine and fenoterol of PME inhibition.
          
          

          

        

      

      
        Epinephrine과 fenoterol의 배추 유근 생장 억제능
        PME에 대한 우수한 저해활성을 보여준 epinephrine과 fenoterol의 배추 생장에 대한 영향평가는 발아율 시험과 유근생장 시험으로 나누어 진행되었다. 먼저, 발아율은 0.8 M 수용액에서 진행한 결과 두 화합물 모두 배추 종자의 발아에는 영향을 주지 않음을 확인할 수 있었고, 이는 phenylephrine의 결과와 동일하였다(Cheong et al. 2019). Phenylephrine 유도체인 epinephrine과 fenoterol의 배추 유근에 대한 IC50은 216 μM과 354 μM로 이번 시험결과 밝혀졌으며, 이는 phenylephrine과 유사한 저해 활성(IC50 385 μM)으로 확인되었다(Fig. 3). 특히, 이들 두 화합물이 Cheong 등(2019)이 보고한 phenylephrine과 유사한 저해활성과 유사한 구조를 갖는 것으로 볼 때 배추의 유근 생장 조절이 root hair 발달 조절에 의한 결과로 판단된다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            The root growth inhibition of Brassica campestris on the treatment of epinephrine and fenoterol.
          
          

          

        

        Epinephrine과 fenoterol은 동물 신경계에 작용하는 호르몬계 물질(Boudreau et al., 1993)로 이들 물질을 활용한 작물 생장조절제 개발에는 많은 한계를 갖는 것으로 보여진다. 하지만, 다양한 meta-hydroxylated 1-aryl-1-ethaolamine 유도체로부터 PME를 신규 작용점으로 하는 high-throughput screening (HTS) 연구가 추후 보완 된다면(Fig. 4), 작물 재배에 사용 가능한 신규 식물 생장 억제제 개발이 가능할 것으로 예상된다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Suggested chemical backbone for potent PME inhibitor.
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