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            Abstract
          
        

        
          Reactions between gold (Au) surface plasmon resonance (SPR) chips and bovine serum albumin (BSA) dissolved in solutions of different pH were investigated. The charge on the BSA depends on the pH of the solution in which it is dissolved. Thus, dissolving BSA in different pH solutions resulted in different charges of BSA. Among the BSA dissolved in solutions with pH 4.01, 7.4, and 10.01, the SPR response was the highest for BSA dissolved in the solution of pH 4.01. To eliminate the response variation owing to the difference in the refractive indices of the solutions, phosphate buffered saline (PBS) was injected into the system after the reaction of BSA with the Au SPR chip had happened. In this case too, the BSA dissolved in the solution with pH 4.01 exhibited the highest response. This may be attributed to the non-uniform distribution of ionic patches on the BSA, which can induce electrostatic attraction to the surface even though BSA has a positive charge at pH 4.01, and the absolute values of the net charge of BSA at pH 4.01 and 7.4 were very close.
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      1. 서 론
      최근 수 십년 동안 표면 플라즈몬 공명(surface plasmon resonance, SPR) 기반의 센서가 많은 관심을 받았다 [1-3]. 이런 SPR 기반의 센서를 의료용, 환경용, 식품용 등에 활용하기 위한 연구가 많이 이루어져 왔다 [3-6]. SPR 기반의 센서는 기본적으로 굴절률의 변화를 감지하는 센서라고 할 수 있다. 빛의 속력이 매질에 따라 달라지는 특성인 굴절률은 진공 속에서 빛의 속력을 어떤 매질 속에서의 빛의 속력으로 나눈 값으로 정의된다 [7]. 일반적으로 특정 매질에서의 굴절률은 빛의 파장에 따라 조금씩 변하기도 한다 [7]. 만약 일정한 파장을 가진 빛이 어떤 매질로 입사될 때 굴절률이 변화하였다면, 그 현상은 바로 그 어떤 매질의 물질이 변하였다고 할 수 있다.

      가장 일반적인 형태의 SPR 센서 시스템은 Kretschman 배치(configuration) 형태이며, 이를 그림 Fig. 1에 나타내었다. 굴절률이 높은 매질에서 굴절률이 낮은 매질로 빛이 입사할 때 임계각 이상의 각으로 빛이 입사되면 전반사가 일어난다. 이런 임계각 이상의 각으로 p-편광된 빛이 입사되면 금속 박막에서 거울처럼 빛이 반사되는 것이 일반적인데, 특정 입사각에 가까워지면 반사광의 강도가 차츰 약해지고, 반사광의 강도가 최대로 낮아졌다가 다시 서서히 증가하게 된다 (Fig. 3). 반사광의 강도가 가장 낮을 때의 입사각을 공명각이라 한다. Kretschman 기반의 SPR 시스템은 프리즘(prism) 바로 위에 금속 박막을 증착(deposition)하거나 매칭 오일(matching oil)을 프리즘 위에 떨어뜨려 SPR 칩과 밀착시키기 때문에 금속 박막의 한 쪽은 프리즘으로 고정된 상태가 된다. 따라서, SPR시스템은 금속 박막에서 프리즘 쪽이 아닌 그 반대쪽에 존재하는 매질의 변화에 따라 굴절률의 변화를 감지하게 된다. 이에 따라 ‘반사광 강도-입사각’ 관계 그래프인 반사도 곡선(reflectance curve)에 변화가 발생한다. 반사도 곡선의 변화는 반사도 곡선의 이동을 유발하고, 이에 따라 공명각의 변화가 발생한다. 즉, 공명각의 변화를 관찬하면 매질의 굴절률의 변화를 추측하며, 이를 통해 매질 속의 측정 대상 물질(target)의 정성적 또는 정량적 변화를 유추할 수 있다.

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          Schematic diagram of SPR sensor system.
        
        

        

      

      본 연구에서는 특정 단백질을 이용하여 단백질의 대전된 상태에 따라 SPR 시스템의 반응 특성을 조사하였다. 일반적으로 단백질은 산성 또는 염기성 잔기의 상대적 함량에 기초하여 전기적 극성을 띠게 되는데, 단백질의 순 전하(net charge)가 0인 pH값을 등전점(isoelectric point, pI)이라 일컫는다 [8]. 본 연구에 사용한 모델 단백질은 소 혈청 알부민(bovine serum albumin, BSA)으로 인간의 혈액에서 관측되는 단백질 중 가장 많이 나타나는 단백질인 알부민 단백질과 매우 유사하다[9]. 또한 BSA는 높은 안정성, 고순도 가용성 및 수용성으로 인해 많은 연구에 사용되어 왔다 [10]. 이러한 BSA의 등전점은 pH 4.5-5.0으로 중성 용액(약 pH 7-7.4)에서는 전체 분자로서 음전하를 띠고, pI보다 낮은 산성 조건에서는 양전하를 띠게 된다 [9,11]. 본 연구에서는 SPR 현상이 일어나는 상황에서 대상 물질(target substance)의 대전 상태(charged state)에 따라 금(gold, Au) SPR 박막 칩에 반응하는 정도를 알아보는 실험을 진행하였다. 이를 위해 모델 단백질인 BSA를 pH 4.01, 7.4, 그리고 10.01에 용해시켜 BSA 단백질의 대전 상태에 변화를 유도하였고, 이를 SPR 장치에 주입하여 다양하게 대전된 BSA 단백질과 Au SPR 칩과의 반응을 관찰하였다.

    

    

  
    
      2. 실험 방법
      
        2.1 SPR 시스템
        본 연구에 사용한 SPR 시스템은 이전 연구 [12]에서 사용한 시스템과 동일하게 구성되어 있으며, 계략도를 Fig. 1에 나타내었다. 광원으로는 770 nm의 파장을 피크(peak)로 하는 light-emitting diode(LED: Opnext Inc., Japan)를 사용하였다. LED에서 나온 광은 band pass filter(770 ± 10 nm)와 편광판을 지나 p-편광된 쐐기 빔(빔의 범위: 약 7°) 형태로 원통형 모양의 프리즘(BK-7)에 입사된다. 이렇게 입사된 광은 프리즘 위에 있는 Au SPR 칩(Au(48 nm)/Cr(2 nm)/BK-7 glass)에 의해 반사된다. 반사된 반사광은 2-dimensional complementary metal-oxide semiconductor (2D-CMOS: 1,280 "~ 1,024 pixels, IDS Co., Germany) 이미지 센서에 도달하게 된다. 2D-CMOS이미지 센서를 통해 얻은 사진은 Imgae J[13] 소프트웨어를 이용하여 회색톤(greyscale)을 기반으로 입사각-반사광의 강도 관계를 나타내는 반사도 곡선을 얻을 수 있다. Fig. 2는 기준점(baseline)을 설정하는데 사용한 phosphate buffered saline (PBS) 용액에 대한 2D-CMOS 이미지 센서를 통해 얻은 사진이다. 이때 쐐기 빔의 중심각은 66.5°이다. Fig. 3는 Fig. 2에 나타난 3개의 채널(channel) 중 가운데 채널에 관심 영역(region of interest, ROI: Fig. 2의 사각형 영역)을 설정하여 입사각에 대한 반사광 강도인 반사도 곡선을 Image J를 이용해 얻은 그래프를 보여주고 있다. 이미지에서 어두운 부분, 즉 반사된 빛이 약한 부분이 반사도 곡선에서 아래로 내려가는 영역이 되고, 가장 어두운 곳이 바로 반사도 곡선에서 가장 낮은 반사광의 크기를 가지게 되며, 이에 해당되는 입사각이 공명각이 된다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Image acquired from 2D-CMOS image sensor at the center angle of incident beam of 66.5° with PBS in channels.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            The reflectance curve converted from the contrast of the ROI in Fig. 2.
          
          

          

        

      

      
        2.2 실험 방법
        측정을 시작하기 전, SPR 칩은 60-70oC의 piranha용액(H2SO4(황산):H2O2(과산화수소수)=4:1) 안에 20분간 담구어 세척을 진행하고 초정수를 이용하여 씻어낸 다음, 바로 그 칩들을 차례로 아세톤, 메탄올, 초정수 용액들에 담구어 3분간 초음파 세척을 진행하였다. 이후 N2 가스를 이용하여 건조하였다.

        pH 4.01과 10.01 buffer 용액에 용해된 BSA에 대한 SPR 반응을 측정하는데 있어, PBS 용액(pH 7.4)에 용해된 BSA의 반응과 비교하기 위해 먼저 PBS 용액을 SPR 센서 시스템에 주입하여 기준선을 잡았다. 그 다음 용매로 사용한 BSA가 용해되지 않은 pH 4.01과 10.01 buffer용액을 주입하였다. 그리고, BSA가 용해된 pH 4.01과 10.01 buffer용액을 주입하여 반응을 관찰하였다. 다음으로 표면과 반응하지 않은 BSA를 제거하기 위해 용매로 사용된 pH 4.01과 10.01 buffer용액을 다시 주입하였다. 마지막으로 용매의 굴절률 차이에서 나타나는 변화적 요인을 제거하기 위해 PBS용액을 주입하여 각각 다른 pH 용액에 용해된 BSA가 SPR과 반응한 값들을 같은 조건에서 비교하고자 하였다.

        본 실험에 사용된 BSA 단백질은 Sigma-Aldrich제품을 사용하였으며, 단백질을 희석할 때 사용한 PBS 용액은 gibco (Life technology Corporation) 제품을 사용하였다. 또한 pH 4.01(H2O, C8H5O4K)과 10.01(H2O, Na2CO3, NaHCO3, C8H8O3) buffer 용액은 Thermo Scientific 제품을 사용하였다.

      

    

    

  
    
      3. 결과 및 고찰
      Fig. 4는 다른 값을 가진 pH 용액들에 용해된 BSA의 Au SPR 칩에 대한 반응을 나타내는 SPR sensorgram이다. 모든 실험에서 PBS용액을 주입하여 안정된 상태가 되면 이를 기준선으로 정하였다. Fig. 4에서는 서로 다른 pH용액들(pH 4.01, pH 7.4 그리고 pH 10.01)에 용해된 BSA 와 Au SPR 칩과의 반응을 용이하게 비교하기 위해 기준선을 0이 되도록 규격화(normalized)하였다. SPR response는 SPR 공명각의 변화를 측정한 값으로, 공명각의 변화는 2D-CMOS 이미지 센서 사진들의 가장 어두운 곳의 pixel값 변화로 측정하였다. 이 실험에서는 입사각 1° 변화에 대한 pixel 값의 변화는 200 pixel로 나타난다. Fig. 4에 나타난 사각형(빨간색) 기호들은 pH 4.01에 용해된 BSA와 Au SPR 칩과의 반응을 시간에 따라 나타낸 것이다. PBS용액을 주입하여 기준선을 잡고, 그 다음 BSA 단백질이 용해된 pH 4.01과 동일한 단백질이 용해되지 않은 pH 4.01을 주입하면 Fig. 4에서 보는 바와 같이 변화가 나타나는데 이는 용액이 바뀌어 굴절률이 변하였기 때문이다. pH 4.01을 약 20분 정도 흘려 측정한 다음, 1 mg/ml 농도의 BSA가 용해된 pH 4.01(부피: 200μl) 용액을 주입하면 상당히 큰 변화가 발생하는 것을 알 수 있다. 그 다음 BSA가 용해되지 않은 pH 4.01 용액을 다시 20분 정도 주입하여 반응하지 않은 BSA를 표면으로부터 제거할 수 있다. 그 후 실제 pH 4.01에서 BSA와 Au SPR 칩과의 반응을 측정하였다. 그리고, BSA가 용해된 용매가 다르면 굴절률이 달라 측정값이 달아진다. 비교 측정을 위해 기준선과 동일한 용매인 PBS를 그 다음으로 주입하여 반응을 측정하였다. Fig. 4에서 보는 바와 같이 PBS를 주입하면 sensorgram의 반응 값이 낮아지는 것을 볼 수 있다. 이는 Au SPR 칩에 결합된 BSA가 탈착되었다기보다는 굴절률의 변화로 그 반응 값에 변화가 발생한 것으로 판단된다. 이는 BSA와 Au SPR칩과의 반응을 한 후 PBS 용액 안에서 측정한 값을 보면 기준선과 차이가 발생했다는 것을 알 수 있다. Fig. 4에 나타난 동그라미(초록색) 기호들은 pH 7.4인 PBS에 용해된 BSA가 Au SPR 칩과의 반응을 시간에 따라 나타낸 것이다. 이 실험은 기준선과 비교를 위해 사용되는 PBS와 동일한 용매를 사용하여, BSA와 Au SPR 칩과의 반응을 측정하기 위해서 처음에 PBS로 기준선을 잡은 그 다음에 BSA 용해된 PBS를 주입하였다. 그 다음 다시 동일 용매인 PBS 를 주입하여 반응하지 않은 BSA를 씻어낸 다음 반응 변화를 측정하였다. pH 10.01에 용해된 BSA가 Au SPR 칩과의 반응을 관찰하기 위해서는 pH 4.01에 용해된 BSA가 Au SPR 칩과의 반응을 관찰하기 위해 진행한 실험 방법과 동일한 방법을 사용하였다. 이 실험 결과는 Fig. 4의 삼각형(파란색) 기호로 나타나 있다. Fig. 4에 보는 바와 같이pH 10.01을 주입하면 굴절률의 변화가 반응 값이 낮아지는 특성을 보이며, 이것이 pH 4.01을 주입하였을 때와의 기본적인 차이이다.

      
        
        

        Fig. 4. 
				
        

        
          Sensorgram of BSA dissolved in pH 4.01, 7.4, and 10.01.
        
        

        

      

      위에서 언급한 실험을 동일한 방법으로 3회 진행하였으며, Table과 막대 그래프를 활용하여 그 측정값과, 이들의 평균 및 표준편차를 기록하였다. pH 4.01, pH 7.4, 그리고 pH 10.01에 용해된 BSA의 Au SPR 칩에 대한 반응 값들, 그리고 그 들의 평균 및 표준편차를 Table 1에 나열하였고, 비교를 용이하게 하기 위하여 Fig. 5 막대 그래프를 이용하였다. Table 1과 Fig. 5에서 보는 바와 같이 pH 4.01에 용해된 BSA가 Au SPR 칩과 가장 많이 흡착되었고, 그 다음으로 pH 7.4, 그리고 pH 10.01에 용해된 BSA는 Au SPR 칩과 세 가지 조건 중 가장 낮은 반응을 보였다.

      
        Table 1. 
				
        

        
          The SPR responses of three identical experiments to BSA dissolved in pH 4.01, 7.4, and 10.01.
        
        

      

      
        
          
            	
            	No. 1
            	No. 2
            	No. 3
            	Mean
            	Standard
Deviation
          

        
        
          	BSA in
pH 4.01
          	78.8806
          	81.8103
          	86.8697
          	82.5202
          	4.04157
        

        
          	BSA in
pH 7.4
          	27.9290
          	31.2349
          	23.7227
          	27.6289
          	3.76506
        

        
          	BSA in
pH 10.01
          	2.8977
          	4.2341
          	12.4505
          	6.5275
          	5.17287
        

      

      

      
        
        

        Fig. 5. 
				
        

        
          Histogram of the SPR response to BSA dissolved in pH 4.01, 7.4, and 10.01.
        
        

        

      

      하지만 pH 4.01, pH 7.4, 그리고 pH 10.01 용매들의 굴절률이 다르기 때문에 그 반응 값들도 다르게 나타날 수 있으므로, pH 4.01, pH 7.4, 그리고 pH 10.01에 용해된 BSA가 Au SPR 칩과 반응을 한 후 다시 PBS 용액을 주입하여 동일한 용매인 PBS 상에서의 반응 값을 측정하였다. 이를 Table 2에 나열하였다. 또한 비교 용이를 위해 이들 값들 또한 막대 그래프를 이용하여 Fig. 6에 나타내었다. 이 경우도 Table 1과 Fig. 5에서 보는 바와 같이 pH 4.01에 용해된 BSA가 가장 높은 반응을 보였고, 그 다음으로 pH 7.4에 용해된 BSA, 그리고 마지막으로 pH 10.01에 용해된 BSA가 세 조건 중 가장 낮은 반응을 보였다. 하지만이 경우 모든 BSA 반응을 pH 7.4인 PBS 환경 아래에서 측정하여, 다른 pH값을 가진 용매에 용해된 BSA가 그 상태에서 반응한 값들 보다는 작은 값들을 나타내고 있음을 볼 수 있다.

      
        Table 2. 
				
        

        
          The SPR responses of three identical experiments in PBS after reaction to BSA dissolved in pH 4.01, 7.4, and 10.01.
        
        

      

      
        
          
            	
            	No. 1
            	No. 2
            	No. 3
            	Mean
            	Standard
Deviation
          

        
        
          	BSA disol. 
in pH 4.01
          	39.9382
          	45.1849
          	33.8558
          	39.6596
          	5.66965
        

        
          	BSA disol. 
in pH 7.4
          	27.9290
          	31.2347
          	23.7227
          	27.5846
          	3.83403
        

        
          	BSA disol. 
in pH 10.01
          	-0.0032
          	5.6520
          	10.6639
          	5.4376
          	5.33678
        

      

      

      
        
        

        Fig. 6. 
				
        

        
          Histogram of the SPR response in PBS after reaction of Au SPR chip to BSA dissolved in pH 4.01, 7.4, and 10.01.
        
        

        

      

      단백질의 표면에서의 반응 활성은 정전기적 반발을 최소화할 수 있는 등전점(pI) 근처에서 가장 크게 일어나는 것으로 보고된다 [14,15]. 앞서 언급한 바와 같이 등전점 이상의 pH에서 단백질은 순(net) 음전하를 띠고, 등점전 이하의 pH에서는 단백질은 순 양전하를 띤다 [16]. BSA의 pI 값이 4.5-5.0으로 pH 4.01에서는 양전하를 띠고, pH 7.4와 10.01에서는 음전하를 띠게 된다. pH 4.01과 pH 7.4에서 용해된 BSA의 보고된 전하량의 크기는 부호는 반대이지만 크기는 유사하거나 pH 4.01에서 조금 작게 보고된다 [17,18]. 본 실험에서의 결과를 보면 BSA의 전하량의 절댓값이 SPR과의 반응에 지배적인 영향을 미치지는 않을 것으로 판단된다. 이 보다는 단백질 표면의 이온성 패치(patch)의 불균일한 분포가 단백질의 순 전하가 양의 전하가 되어도, 패치와 Au 표면 사이에 정전기적 인력을 유발할 수 있다는 것이 보고 [14,15]되어, 위의 실험 결과는 이 원인에 기인한다고 생각할 수 있다.

    

    

  
    
      4. 결 론
      BSA를 이용하여 중성이 아닌 양 또는 음전하의 특성을 가지는 단백질이 Au SPR 칩과 반응할 때의 특성을 조사하였다. 일반적으로 BSA의 등전점은 pH 4.5-5.0으로 알려져 있고, 본 실험에 사용된 pH 4.01에서는 양전하를 띠고, pH 7.4와 10.01에서는 음전하를 띠게 된다. 이런 상태에서 Au SPR 칩과의 반응을 살펴보면, pH 4.01에 용해된 BSA가 Au SPR 칩과 가장 높은 반응도를 보였고, 그 다음으로 pH 7.4, 그리고 pH 10.01에 용해된 BSA는 Au SPR 칩과 세 가지 조건 중 가장 낮은 반응을 보였다. 이 반응은 용매의 굴절률이 달라 상대 비교에 적합하지 않기 때문에 BSA가 Au SPR 칩과 반응한 후 세 가지 경우 모두 동일한 환경 조건인 PBS 용액에서 비교 관찰하였다. 이 경우도 pH 4.01에 용해된 BSA가 가장 높은 반응을 보였고, 그 다음으로 pH 7.4에 용해된 BSA, 그리고 마지막으로 pH 10.01에 용해된 BSA가 세 조건 중 가장 낮은 반응을 보였다. 단백질의 표면에서의 반응 활성은 정전기적 반발을 최소화할 수 있는 pI 근처에서 가장 크게 일어나는 것으로 보고된다. 하지만 전하량의 절댓값이 거의 유사한 pH 4.01과 7.4에서 반응이 다르게 나타나는 현상은 단백질 표면의 이온성 패치의 불균일한 분포가 단백질의 순 전하가 표면의 전하와 동일한 유형인 경우에도 패치와 표면 사이에 정전기적 인력을 유발할 수 있기 때문으로 사료된다.
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