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Inductionofapoptosisbyphloroglucinolthroughtheregulationof

IGF-IRsignalingpathwaysinhumancoloncancerHT-29cells

MiHyeKang

DepartmentofFoodandLifeScience,TheGraduateschool,

PukyongNationalUniversity

Abstract

Phloroglucinol,apolyphenolcompound,derivedfrom Eckloniacava(known

as brown algae) that has beneficialbiologicalactivities.In particular,

phloroglucinolincluding anti-oxidant,anti-inflammatory,and anti-cancer

activities.In the presentstudy,we investigated the signaling pathways

relatedtotheanticancereffectsofphloroglucinolin human colon cancer

HT-29cells.

MTSassaysrevealedthatphloroglucinolsignificantlyinducedcelldeathin

adose-dependentmanner.PhloroglucinoltreatmentonHT-29celldisplayed

apoptoticfeatures,suchasG0/G1phaseofthecellcyclearrest.Consistent

with G0/G1 phase arrest,western blotting showed thatdecreased the

expressionofcdk4,cdk6,cyclinD1andtheincreaseofp27expressionwas

observed.

Weanalyzedthatphloroglucinolinducedapoptosisleadstotheformationof

death-inducedsignalingcomplexofFas,FADD,procaspase-8andAIF.In

additionto,thesewereaccompaniedbythemitochondrialmembranepotential

withactivationofthebcl-2familyproteins.Also,Thisstudyisanalyzedits

effectontheinsulin-likegrowthfactor(IGF-IR)signalingpathways.



- vii -

PhloroglucinolinhibitedtheexpressionlevelofIGF-IR andIRS-I,PI3K,

Akt.Theseresultsin thestudy also decreased theexpression levelof

mammalian targetofrapamycin (mTOR)in criticalregulatorofcellular

growth and proliferation which was localized to downregulated p70S6K,

RPS6,elF4B.Moreover,revealedtheinhibitionofIGF-IRassociatedprotein

expression levelof Ras,Raf,MEK,mitogen-activated protein kinases

(MAPKs)suchasERKphosphorylation.

Theseresultshaveimportantimplicationsforunderstandingtherolesof

cellgrowthpathway in coloncancercelltumorigenesis.Althoughfurther

studiesarerequiredtothemultiplemechanism,thesefindingssuggestthat

phloroglucinolhaseffecttoinhibittheproliferationofHT-29humancolon

cancercells.Thesewereevaluatedbymeasuringcelldeathviainductionof

apoptosis. Therefore, phloroglucinol has therapeutic potential in the

pathogenesisofcoloncancerinhumans.
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Ⅰ.서 론

급속한 산업 및 경제발달은 각종 스트레스,불규칙한 식습관,운동부족,

환경오염 등을 발생시켜 암,심장질환,정신질환 등과 같은 만성질환의

발병률을 증가시켰다.특히,암은 완치가 어려운 질병 중 하나로 세계 사

망 원인 중 1위를 차지하고 있는 질환으로 2020년에는 전 세계적으로 환

자가 50% 이상 증가될 것으로 보고되고 있다 (Lanier,2006;Stewart

andKleihues,2003).우리나라의 경우도 서구화된 식습관과 생활습관의

변화 및 고령화로 인해 암의 발생빈도가 빠르게 증가하고 있는 추세이며

(ChiandChang,2010),그 중 대장암은 매년 그 발생증가율이 평균 암

발생증가율의 두 배 이상으로 높은 발생빈도를 나타내고 있어 그 심각성

이 대두되고 있다 (StewartandKleihues,2003).

암의 치료에는 일반적으로 화학요법,방사선요법 등으로 가능하나 화학

요법이나 방사선 요법은 정상세포의 저하 및 면역기능저하,유전자 손상

과 같은 여러 부작용을 유발시킬 수 있다고 알려져 있다 (Andersenet

al.,2006;Shariatietal.,2010).이로 인해 암을 치료하고 예방하기 위해

천연 자원 소재들의 연구개발이 요구되는 가운데 (Parketal.,2009)

최근 해조류에 포함된 다양한 생리 활성 기능 물질 등을 이용한 효과가

검증되면서 의약품개발 및 기능성 식품 등에 관한 연구가 활발히 진행되

고 있다 (Kim etal.,2005).해조류에는 각종 미네랄과 비타민,섬유소,

단백질이 풍부하게 함유되어 있는데 특히,알긴산,라미나린,퓨칸설페이

트 등 수용성 다당류가 풍부하다.퓨칸설페이트와 알긴산 유도체들은 항

당뇨,항 응고,항염증,항암 등의 효과가 있다고 알려져 있다 (Kim et

al.,2009).특히,감태의 주요성분인 phlorotannin은 phloroglucinol을 기본

구성단위로 하는 폴리페놀 화합물로 phlorotannin생리활성에 관한 연구

로는 혈전생성 저해활성,항산화 활성,심혈관 보호효과 및 항바이러스 활성

등이 보고되고 있다 (Ahnetal.,2004;Kangetal.,2004).
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Apoptosis는 1972년 이후 현재까지 항암 관련 효과로 잠재성 있는 연구

가 진행되어 왔으며 (Kerretal.,1972),암세포에서의 apoptosis유도는

선택적 세포를 죽음으로 일으키는 생리적인 과정으로 생체의 발생 및 조

직의 항상성을 유지하는데 매우 중요하게 작용하는 필수 조절 작용이다

(Hengather,2000).따라서,apoptosis유발은 형태 형성,세포의 전환 및

유해한 세포의 제거 등과 같은 많은 생물학적 현상에 필요하며,apoptosis

에 의한 세포의 죽음은 개체의 발생단계나 DNA 손상,바이러스 감염 등

에 의한 유전적 조절 하에서 개체의 생존을 위한 정교한 방어기전이다

(Evans,1993).

Apoptosis는 세포의 외적인 신호와 내적인 신호에 의해 진행되며,세포

사멸을 억제하는 단백질과 세포 사멸을 조절하는 단백질의 상호작용에

의해 조절된다 (JinandE1-Deiry,2005).따라서 본 연구에서는 감태의

생리활성 기능을 알아보기 위해 감태의 주요 성분인 phloroglucinol이 대

장암 세포의 세포 자멸사를 유도하는 것인지를 검토하였다.

일반적으로 암의 발생 및 진행 단계에서는 세포 내의 다양한 신호 전달

경로 (signalingpathway)를 자극하고 유전자 전사의 변화를 유도한다.

IGF-I와 IGF-IR가 암세포의 사멸을 방해하는 것과 성장을 촉진하는 역

할과 같은 신호전달 과정의 조절 이상은 종양형성의 중요한 요소로 작용한

다고 알려져 있다.

앞선 연구들에서는 해조류의 생리 활성 물질이 항암 작용 효과가 있다

는 보고에 따라 해조류의 다당류에 관한 생리활성 효과에 대한 연구는

다양하지만,감태의 주요성분인 phloroglucinol이 대장암의 증식에 미치

는 영향에 대한 연구는 부진한 실증하다.또한,phloroglucinol은 강력한

항산화,라디컬 소거,항암성,항 고혈압성,미백활성 등 여러 가지 기능

성들이 밝혀져 있으므로 새로운 기능성 소재로서 충분한 가치가 있는 것

으로 알려져 있다.
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따라서,본 연구에서는 이러한 사실을 바탕으로 phloroglucinol을 인체

유래 대장암 세포주인 HT-29세포에 처리하여 Fas로 유도되어지는 세

포사멸을 확인하였으며,세포사멸에 따른 IGF-IR,PI3K/Akt/mTOR/RAS

신호전달 경로를 통한 세포 성장신호 감소에 대해서도 검토하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.재료

1)시약 및 재료

본 연구에 사용한 phloroglucinol은 SigmaAldrich (St.Louis,MO,

USA)에서 구입하여 재료로 사용하였다. 실험에 사용한 세포는

AmericanTypeCultureCollection(ATCC)로부터 구입한 대장암 세포

주인 HT-29(Humancoloncancercell)를 사용하였고,정상 세포에서의

독성 유무를 확인하기 위해 정상 소화관 세포주인 IEC-6(Intestinal

epithelial,Human)를 사용하였다.세포 배양에 사용한 Fetalbovine

serum (FBS)은 GibcoBRL(LifeTechnlogies,GibcoBRL,Gaitherberg,

MD,USA) 제품을 사용하였으며 RPMI-1640,Dulbecco's modified

eagle'smedium,Penicilin/Streptomyocin(P/S)는 Hyclon(Logan,UT,

USA)에서 구입하였다.Phosphate-bufferedsaline(PBS)은 Gibco/BRL

(Invitrogen Co.,USA)를 사용하였고,Trypsin,Protease inhibitor,

Bovineserum albumin (BSA)은 Sigma ChemicalCo.(Logan,UT,

USA),4',6-Diamidino-2-phenylindoledihydrochloride(DAPI),detergent

는 SigmaAldrich(St.Louis,MO,USA)에서 구입하였다.세포의 배양

과 생존율을 측정하기 위해 MTS/PMS solution (Cell Titer 96

AQueousNon-RadioactiveCellProliferationAssayKit)은 Promega에

서 구입하여 사용하였으며 세포 단백질 농도를 측정하기 위해 BCA

ProteinAssayKit(Pierce,USA)를 사용하였다.

Western blot은 protein standard marker는 dual color marker

(BIO-RAD, USA)를 사용하였으며, immunoprecipitation에 사용한

antibody는 Santa Cruz (CA,USA),CellSignaling (Beverly,MA,
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USA),BETHYL Laboratories(Mont-gomery,TX)에서 구매하였으며,

detectionregent로 SuperSignalWestPicoLuminol/EnhancerSolution과

SuperSignalWestPicoStablePeroxideSolution(Pierce,USA)를 이용

해 Kodakfilm (Rochester,NY,USA)에 감광하였다.Caspaseactivity

assay에 사용된 Caspase-3SubstrateI,Colorimetric(Ac-DEVD-pNA),

Caspase-8SubstrateI(Ac-IETD-pNA),Insolution™ Caspase-3Inhibitor

II (Z-D(OMe)E(Ome)VD(OMe)-FMK)와 Caspase-8 Inhibitor II는

(Z-IETD-FMK) Calbiochem (San Diego,CA,USA)을 사용하였다.

Annexin V & dead cellassay,Cellcycle analysis는 MuseTM cell

analyzer(MilliporeBillerica,MA)를 사용하였다.

2.실험방법

1)세포 배양

인체 유래 대장암 세포주인 HT-29는 37℃,CO2incubator(5% CO2,

95% air)에서 RPMI-1640배지에 10% FBS,Penicillin/Streptomycin을

첨가하여 배양 하였으며,정상 세포주인 IEC-6는 Dulbecco'smodified

eagle'smedium 배지에 HT-29와 동일한 조건에서 배양하였으며 세포 주

모두 배지는 2∼3일 마다 교환해 주었다.

2)세포 증식율 측정

Phloroglucinol이 HT-29세포에 증식억제 효과를 가지면서 동시에 정

상세포인 IEC-6세포에 독성 유무를 확인하기 위하여 MTSassay를 시
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행하였다.각각의 세포를 96-wellplate에 2×104/well로 동일하게 분주한

다음 세포 부착을 위하여 24시간 배양하였고,Serum free medium

(SFM)으로 6시간 배양 한 후 phloroglucinol을 0,12.5,25,50μg/ml농

도별로 24시간 처리하였다.MTS/PMSsolution(PromegaCo,USA)를

첨가하여 37℃에서 30분 반응 시킨 후 ELISA platereader(BIO-RAD,

USA)로 490nm 흡광도에서 측정하였다.

3)형태학적 변화

HT-29세포에 phloroglucinol을 처리하였을 때 세포의 형태학적 변화를

관찰하기 위해 HT-29세포를 6-wellplate에 10% FBS가 함유된 RPMI

1640배지로 희석하여 동일한 양을 분주한 다음 세포가 80% 성장하였을

때 phloroglucinol을 농도별로 24시간 처리하였다.이 후 세포를 PBS로

2회 세척한 다음 위상차 현미경을 통하여 200배 배율로 세포 형태를 관

찰하였다.

4)DAPI염색법

HT-29세포에 phloroglucinol을 처리하였을 때 핵의 형태학적 변화를

관찰하기 위해 DAPI염색법을 시행하였다.HT-29세포를 6-wellplate

에 10% FBS가 함유된 RPMI1640배지로 희석하여 동일한 양으로 분

주한 다음 세포가 80% 성장하였을 때 phloroglucinol을 24시간 처리하여

배양하였다.핵의 형태학적 관찰은 fixingsolution(formaldehyde:PBS

=1:9)을 첨가하여 실온에서 20분여간 고정한 다음 PBS로 세척한 후

2㎍/mlDAPI용액을 첨가하여 빛을 차단한 실온에서 30분간 반응시켰

다.이후 PBS로 다시 세척 한 다음 confocalmicroscopy를 통하여 핵의

형태학적 변화를 관찰하였다.
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5)Caspaseactivityassay

Caspaseactivity 측정에 사용된 Caspase-3 SubstrateIColorimetric

(Ac-DEVD-pNA),Caspase-8SubstrateI(Ac-IETD-pNA),Insolution™

Caspase-3InhibitorII(Z-D(OMe)E(Ome)VD(OMe)-FMK),Insolution™

Caspase-8InhibitorII(Z-IETD-FMK)는 Calbiochem (SanDiego,CA,

USA)을 사용하였다.HT-29세포가 60% 이상 증식하면 caspaseinhibitor

를 1시간 전 처리 한 후 phloroglucinol을 농도별로 24시간 처리하였다.

Lysisbuffer(25 mM HEPES,5 mM EDTA,2 mM DTT,0.1%

CHAPS)로 세포를 회수하여 100μgprotein을 96well에 분주하였다.각

각의 substrate를 첨가하여 37℃,8시간 조건으로 반응시킨 후 ELISA

platereader로 흡광도 405nm에서 측정하였다.

6)Westernblotanalysis

① Totalcelllysate추출

Phloroglucinol을 처리한 HT-29세포를 PBS로 2회 세척하고 protease

inhibitor(1㎎/㎖ aprotinin,1㎎/㎖ leupeptin,1㎎/㎖ pepstatinA,200

mM Na3VO4,500mM NaF,100mM PMSF)를 첨가한 RIPA lysis

buffer(1% NP-40,0.25% sodium deoxycholate,1mM EGTA,150

mM NaCl,50mM Tris-HCl,pH 7.5)를 넣어 얼음 위에서 celllysate를

회수하고 30분간 방치시킨 후 회수한 celllysate를 원심분리 (12,000

rpm,4℃,10min)하여 그 상층액을 사용하였다.
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② 세포질 및 미토콘드리아 획분 추출

세포질 및 미토콘드리아의 획분 추출은 Emanueleetal.(2004)의 방법

을 사용하였다.Phloroglucinol을 농도별로 24시간 처리한 다음 PBS-EDTA

1ml로 회수 하였다.원심분리 (5,000rpm,5min,4℃)후 celllysate

buffer(20mM HEPES,pH 7.4,10mM KCL,1.5mM MgCl2,1mM

EDTA,1mM EGTA,1mM DTT,250mM Sucrose)를 첨가하여 4℃에

서 20분간 반응시켰다.원심분리 (5,000rpm,5min,4℃)하여 상층액

(Supernatant-1)을 회수하고 나머지 pellet에 buffer를 첨가하여 다시 5,000

rpm,5min,4℃에서 원심분리하여 상층액 (Supernatant-2)을 회수 하였

다.Supernatant-1과 Supernatant-2를 함께 원심분리 (14,000rpm,15min,

4℃)한 다음 상층액은 세포질 획분 이며 pellet에 buffer를 첨가 한 것은

미토콘드리아 획분이 된다.

③ 단백질 발현 및 분석

HT-29세포에 phloroglucinol을 농도별로 처리하여 lysisbuffer(50mM

Tris-HCL,pH7.4,150mM NaCl,1mM EDTA,1mM NaF,1% NP-40,

1mM Na3VO4,1㎍/㎖ aprotinin,1㎍/㎖ leupeptin,1㎍/㎖ pepstatin,

0.25% Na-deoxycholate,1mM PMSF)를 첨가하여 4℃ 저온에서 30분

방치한 후 celllysate를 원심분리 한 다음 상층액을 취하여 단백질 농도

수준을 측정하였다.단백질 농도를 50㎍/㎖으로 동일하게 정량한 다음

SDS-PAGE에 전기영동 한 후 PVDF membrane(Millipore,USA)으로

transfer하였다.전기영동 한 membrane은 실온에서 1% BSA-TBST로 1

시간 blocking시킨 후 확인하고자 하는 각각의 1차 antibody를 1:1,000비

율로 희석해 10℃ 16시간 반응시킨 후 TBS-T로 15분간 2회 세척한 다음

2차 antibody를 1:10,000비율로 희석하여 1시간 20분간 반응시켰다.
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반응시킨 membrane을 다시 TBS-T로 15분간 2회 세척하여 Super

SignalWestPicoStablePeroxideSolution과 SuperSignalWestPico

Luminol/Enhancersolution(Rockford,IL,USA)을 사용하여 KODAK

X-rayfilm에 감광시킨 다음 현상 후 scaning하여 ScienceLab2005

(Fujifilm,Japan)를 이용하여 분석하였다.

④ Fas유도 세포사멸 경로와 IGF-IR경로 연관성

HT-29세포에 phloroglucinol을 농도별로 24시간 처리 하였으며,최종

농도인 50 μg/ml농도에서 caspaseinhibitor(Z-VAD(Ome)-FMK)를

20 μm 농도로 1시간 처리하였다.PBS-EDTA로 2회 세척한 후 lysis

buffer(50mM Tris-HCl,pH 7.4,150mM NaCl,1mM NaF,1%

NP-40,1mM Na3VO4,1㎍/㎖ aprotinin,1㎍/㎖ pepstatin,1㎍/㎖

leupeptin,0.25% Na-deoxycholate,1mM PMSF)를 첨가하여 4℃에서

30분간 방치하였다.Cell을 회수 한 다음 12,000rpm에서 10분간 원심분

리 하여 상층액을 celllysate로 사용하였다.50㎍/㎖ 단백질 농도로

SDS-PAGE로 분리한 후 membrane에 옮겨 단백질 발현을 확인하였다.

⑤ HRG유도 단백질 수준

HT-29세포에 phloroglucinol을 농도별로 처리하여 24시간 동안 배양 한

후 PBS-EDTA로 2회 세척한 다음 lysisbuffer(20mM HEPES,pH

7.5,150mM NaCl,1mM EDTA,1mM EGTA,100mM NaF,1%

TritonX-100,10mM sodium pyrophosphate,1mM Na3VO4,20㎍/㎖

aprotinin,10㎍/㎖ antipain,10㎍/㎖ leupeptin,80㎍/㎖ benzamidine-HCl,0.2

mM PMSF)를 첨가하여 4℃에서 30분간 방치하였다.Cell을 회수하여

12,000rpm에서 10분간 원심분리 후 상층액을 celllysate로 사용하였다.
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7)RT-PCRanalysis

① RNA추출 및 cDNA합성

HT-29세포에 phloroglucinol을 농도별로 24시간 처리한 후,PBS로 세척

하고 1ml의 Trizolreagent(Invitrogen Lifetechnologies,Carlsbad,

CA)에 넣고 세포를 회수한 다음,실온에서 5분간 방치한 후,12,000rpm

에서 10분간 원심분리 하였다.상층액에 200μlchloroform을 가하여 5분

간 반응시킨 후 다시 원심 분리하였다.상층액을 분리하여 isoprophanol

과 1:1비율로 섞어준 뒤 10분간 원심분리 한 다음 RNA를 침전시킨 후

70% ethanol을 사용하여 RNA를 세척하고 건조하였다.이후,RNA free

water인 0.1% DEPC에 분리 된 RNA를 흡광도 280/260nm에서 농도를

측정한 다음 RevoscriptRT premix를 이용하여 reversetranscription을

수행함으로써 cDNA를 합성하였다.

② mRNA발현 및 분석

Reversetranscription을 통해 얻은 cDNA를 templete로 사용하여 관

찰 대상 유전자 (Table1)를 polymerasechainreaction방법으로 증폭

하였다.이때 housekeeping 유전자인 glycer-aldehyde-3-phosphate

dehydrogenase(GAPDH)를 internalcontrol로 사용하였다.각 polymerase

chainreaction산물들을 1% agarosegel을 이용하여 전기영동하고

ethidium bromide(EtBr,Sigma및 RedsafeTM,Intronbitechnology)

를 이용하여 염색한 후 ultraviolet(UV)하에서 확인하였다.
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Gene name Primer Sequence

PI3K forward 5'-AGG AGC GGT ACA GCA AAG AA-3'

reverse 5'-GCC GAA CAC CTT TTT GAG TC-3'

AKT forward 5'-CAA CTT CTC TGT GGC GCA GTG-3'

reverse 5'-GAC AGG TGG AAG AAC AGC TCG-3'

PTEN forward 5'-TGG AAA GGG ACG AAC TGG TG-3'

reverse 5'-CAT AGC GCC TCT GAC TGG GA-3'

PDK1 forward 5'-AAG GGT ACG GGC CTC TCA AA-3'

reverse 5'-CCC ACG TGA TGG ACT CAA AGA-3'

mTOR forward 5'-CGC TGT CAT CCC TTT ATC G-3'

reverse 5'-ATG CTC AAA CAC CTC CAC C-3'

S6K forward 5'-TAC TTC GGG TAC TTG GTA A-3'

reverse 5'-GAT GAA GGG ATG CTT TAC T-3'

RPS6 forward 5'-AAG GAG AGA AGG ATA TTC CTG GAC-3'

reverse 5'-AGA GAG ATT GAA AAG TTT GCG GAT-3'

Ras forward 5'-CCC GTC CTC ATG TAC TGG TC-3'

reverse 5'-ATC TTG GAT ACG GCA GGT CA-3'

Raf forward 5'-GAT GAT GGC AAA CTC ACG GAT TC-3'

reverse 5'-AAG GCA GTC GTG CAA GCT CA-3'

MEK forward 5'-CGATGGATCCCCCAAGAAGAAGCCGAC G-3'

reverse 5'-CGATCTCGAGTTAGACGCCAGCAGCAT G-3'

GAPDH forward 5'-CAG CCG AGC CAC ATC G-3'

reverse 5'-TGA GGC TGT TGT CAT ACT TCT C-3'

Table1.OligonucleotidesequencesoftheprimerusedinPCR

analyses
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8)AnnexinV & deadcellassay

HT-29세포의 사멸이 phloroglucinol에 의한 apoptosis임을 확인하기 위

하여 MuseTM AnnexinV & deadcellkitprotocol을 이용하여 실험하였

다.HT-29세포를 10% FBS가 함유된 RPMI1640배지로 희석해 6-well

에 분주하였다.세포가 60% 정도 자라면 SFM으로 배지를 교환하여 4시간

배양하고 이후 1% FBS에 phloroglucinol을 희석하여 24시간 처리하고

PBS에 세포를 부유시켰다.원심분리 (2,500rpm,10min,4℃)한 후

pellet을 각각의 tube에 MuseTM AnnexinV & deadcellreagent(EMD

MilliporeCo.,Hayward,CA,USA)와 섞어 5초간 vortex한 후 20분 동안

암실에서 실온 반응하였다.반응 후 MuseTM cellanalyzer(EMDMillipore

Co.,Hayward,CA,USA)장비를 이용해 측정하였다.

9)Cellcycleanalysis

Phloroglucinol에 의한 세포 주기의 분포도 변화를 보기 위해서 HT-29

세포를 6-well에 10% FBS를 함유한 RPMI1640배지를 희석해 분주하

였다.세포가 60% 증식하면 SFM을 4시간 처리하고 이 후 phloroglucinol

을 농도별로 24시간 처리한 후 배양하였다.PBS로 세포를 부유시켜 원

심분리 (2,500rpm,10min,4℃ 하여 pellet을 회수해 각각의 tube에

cellcycletestreagent(EMD MilliporeCo.,Hayward,CA,USA)와

섞어 5초간 vortex한 후 30분간 암실에서 실온 반응하였다.반응 후

MuseTM cellanalyzer(EMD MilliporeCo.,Hayward,CA,USA)장비

를 이용해 측정하였다.
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10)Statisticalanalysisofexperimentresult

본 실험에 대한 결과는 mean±S.D.로 나타내었으며,실험군 간의 유

의성은 SPSS ver.18.0프로그램을 사용하여 ANOVA로 검증한 후,

p<0.05수준에서 Duncan'smultiplerangetest로 유의성을 비교하였다.
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Ⅲ.결과 및 고찰

1.Phloroglucinol에 의한 HT-29대장암 세포 증식 억제 효과

1)Phloroglucinol이 HT-29대장암 세포사멸에 미치는 영향

인체 유래 대장암세포인 HT-29세포 사멸에 phloroglucinol이 미치는

영향을 조사하고 소화관 정상세포인 IEC-6세포에서의 독성 유무를 확인

하기 위해 MTSassay를 하였다.HT-29세포에서 0,12.5,25,50μg/ml

처리 시 농도 의존적으로 세포증식 억제효과가 있었으며 IEC-6정상세포

에서 아무런 영향을 미치지 않는 것을 확인하였다. 최종 농도인

phloroglucinol50μg/ml농도에서는 약 60%의 세포 생존율을 보였으므

로 HT-29세포에 위와 같은 농도로 실험을 진행하였다 (Fig.1).
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(A)

 

(B)

Fig.1.EffectofphloroglucinolonHT-29cellproliferation.(A)

Effectofphloroglucinoltreatmenton thegrowth ofHT-29colon

cancer cells.Cells were treated with varying concentrations of

phloroglucinol(0,12.5,25,50 μg/ml)for24h.(B)Phloroglucinol

toxicitytoIEC-6intestinalepithelialcells.Thevalueswerethemeans

±SD;P<0.05byANOVA.Valueswithdifferentlettersaresignificantly

differentfrom oneanotheraccordingtoDuncan’smultiplerangetest.
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2)세포의 형태학적 변화

앞선 MTS assay의 결과를 바탕으로 HT-29세포에 phloroglucinol을

처리하였을 때 세포와 핵의 형태학적인 변화를 현미경 상에서 관찰하였

다.그 결과 HT-29세포에 phloroglucinol을 처리 하였을 때 세포생존율

측정결과와 동일하게 농도 의존적인 세포 감소를 확인하였다.또한,

HT-29세포에 phloroglucinol농도가 25μg/ml에서 세포 형태가 변하기

시작하였고 최고 농도인 50μg/ml에서는 세포가 수축하기 시작하였다.

이와 같이 세포 형태학적 변화를 관찰 할 수 있었으므로 이후 DAPI염

색을 통해 핵의 형태학적 변화를 살펴보았다 (Fig.2).
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Fig.2.MorphologicalchangesinHT-29cellsafterphloroglucinol

treatment.After24hoftreatedwithphloroglucinol(0,12.5,25,50μg/ml)

weremeasuredbyanopticalmicroscope.Magnification,×200.
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3)핵의 형태학적 변화

앞선 세포의 형태학적 변화에서 세포 수가 감소하는 것을 관찰 할 수

있었다.Phloroglucinol처리 시 세포사멸 (apoptosis)의 형태학적 특징

중의 하나인 핵의 변화를 관찰하기 위하여 핵 내 DNA에 특이적으로 결

합하는 형광 염색제인 DAPI를 사용하여 핵을 염색하고 형광 현미경으로

관찰 하였다.그 결과 phloroglucinol을 처리하지 않은 군에서는 타원형

의 온전한 핵 모양을 관찰 할 수 있는 반면,phloroglucinol을 처리한 세

포의 핵은 비교적 작고 모양이 일정하지 않는 것으로 보아 HT-29세포

주의 사멸에 phloroglucinol이 영향을 미치는 것을 확인 할 수 있었다

(Fig.3).
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Fig.3.MorphologicalchangesofnucleusinHT-29cellsafter

phloroglucinoltreatment.HT-29cellsweretreatedwithvarying

concentrationsofphloroglucinol(0,12.5,25,50μg/ml)at24h.After,

cellwerefixedandthenstainedwith2㎍/mlofDAPIand20min

maintainedincubationatroom temperature.Magnification,×40.
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4)AnnexinV & deadcellanalysis

앞선 결과에서,HT-29세포에 phloroglucinol처리 시 세포 사멸이 유도

되어 그 수가 감소하였음으로 Annexin V & dead cellapoptosis

detectionkit를 사용해 phloroglucinol에 의해 유도된 apoptosis인지,혹은

necrosis인지 MuseTM cellanalyzer를 통해 분석하였다.Apoptosis나

necrosis와 같은 세포 사멸은 Annexin V와 7-aminoactinomycin D

(AAD)staining된 정도로 그 비율을 확인 하였다.분석 결과,대조군에

서는 early apoptosis와 lateapoptosisarea의 totalapoptotic비율이

9.03% (Fig.4A)였으나 phloroglucinol을 처리한 구간에서는 10.31%,

17.77%,24.11%로 농도 의존적으로 apoptosiscell의 비율이 증가하는 것

을 확인 할 수 있었다 (Fig.4B-D).

세포의 사멸은 apoptosis와 necrosis로 구분 할 수 있다.necrosis는 직

접적으로 독성이 있거나 물리적 상해 등 외부환경의 변화에 의해 유발되

는 수동적 과정으로 염색사의 불규칙한 응집과 세포질의 팽창 과정을 거

치게 되고 시간이 지나면 세포막이 파괴되면서 세포가 분해되고 이들은

염증을 유발하게 된다 (Robayeetal.,1991).이에 반해 apoptosis는 유

전적으로 보존된 관련 유전자에 의해 이루어지며,조절이 가능한 능동적

세포 죽음과정이다.이 과정은 형태적으로 세포의 감소,세포막의 파괴,

염색체의 응축 등과 더불어 세포내부의 물질들이 사멸체 (apoptotic

body)라는 포낭을 형성하고 형성된 사멸체들은 식세포 작용에 의해 제

거됨으로써 염증을 유발하지 않는다 (ClarkeandClarke,1995).이러한

apoptosis는 세포가 병리학적 요인에 의하여 사멸하는 생리학적 과정으

로 (Hengartner,2000)원형질 변화,세포간질의 변화를 나타내는 necrosis

와 차이점이 있다 (Kerretal.,1972).Apoptosis는 bcl-2familyproteins

와 caspase와 같은 signalingpathway등과 연관되어 있다.
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Fig.4.InductionofapoptosisinHT-29cellsafterphloroglucinol

treatment,as determined Annexin V & dead cellanalysis.

PhloroglucinolinducesapoptosisofHT-29humancoloncancercells.

Cellswereculturedin6-wellplateswithvaryingconcentrationsof

phloroglucinol(0,12.5,25,50 μg/ml)for24handthencollectedin

medium containing 1% FBS.The percentages of apoptotic and

necroticcellsweredeterminedusingaMuseTM AnnexinV & dead

cellkitas described in the materials and methods.Detection of

apoptosiswerestainedV-positiveand7-aminoactinomycin(ADD).
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2.Phloroglucinol에 의한 세포사멸 신호전달 분석

1)ExtrinsicandIntrinsicpathway

Phloroglucinol을 농도별로 24시간 처리한 HT-29세포에 Fas로 유도되

어진 세포사멸에 미치는 영향을 알아보았다.Westernblot을 시행한 결

과 농도 의존적으로 Fas의 발현량이 증가하는 것을 확인 할 수 있었고

이에 따라 하위 단계의 단백질 발현을 확인하기 위한 실험을 진행하였

다.세포사멸은 deathreceptor관련 인자들,bcl-2및 IAPfamily인자

들,그리고 caspase 등의 유전자들에 의해 조절되며,크게 extrinsic

(deathreceptor-mediated)및 intrinsic(mitochondrial-mediated)pathway

2가지 경로를 통하여 일어난다 (Chenetal.,2010).

Extrinsic pathway는 mitochondria 비 의존적인 apoptosis 과정으로

tumornecrosisfactor(TNF)family의 deathreceptor들의 활성에 의해

야기되어 deathreceptorpathway라고도 한다 (Kim etal.,2009).다양

한 외부 자극을 받게 되면 mitochondria의 막 전위의 변화가 유발되고

균형이 깨어져서 mitochondria내에 존재하는 cytochromec와 같은 여

러 apoptosis유발 인자들이 세포질로 방출된다.방출된 cytochromec는

apoptoticproteaseactivatingfactor(Apaf-1)과 caspase-9와 함께 세포

질에서 apoptosome복합체를 형성하는데,이 apoptosome은 비활성 상태

로 존재하고 있는 caspase-3을 활성화시키게 된다 (ColussiandKumar,

1999).

하지만,몇몇 세포의 경우에는 활성화 된 caspase-8이 직접적으로

caspase-3을 활성화 시키는 것이 아니라 bcl-2homology3(BH3)-only

protein인 bid의 단편화를 통한 truncatedbid(tbid)의 형성을 유발시킴

으로써 intrinsicpathway를 통한 apoptosis를 유발하기도 한다 (Liet

al.,1998).
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또한,apoptosis과정인 intrinsicpathway는 여러 종류의 물리적 및 화

학적인 자극에 의한 bcl-2family단백질들의 발현 변화와 그에 따른

mitochondrialdysfuction에 의하여 유발되는 것으로 알려져 있다 (Liet

al.,1997).이러한 mitochondrialdysfuction은 caspase-9를 활성화 시키

고 활성화 된 caspase-9는 caspase-3을 활성화시켜 poly(ADP-ribose)

poly-merase (PARP) 등과 같은 기질 단백질들의 분해를 일으켜

apoptosis를 일으키게 된다 (Hanetal.,2008).

본 연구에서 phloroglucinol을 HT-29세포에 24시간 처리하여 회수한

다음 westernblot을 통해 단백질 발현 양을 확인한 결과,phloroglucinol

을 통한 세포사멸은 Fassignaling을 유도되는 apoptosis임을 알 수 있었

고 이에 따라 이 signaling에 관여하는 FADD,cleavedPARP등의 발현

을 볼 수 있었다 (Fig.5-6).
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Fig.5.Phloroglucinolaffects theexpression ofthe apoptosis

related proteins in HT-29 cells.Phloroglucinolinduces DISC

formationinHT-29cells.Cellsweretreatedwithvaryingconcentrations

ofphloroglucinol(0,12.5,25,50μg/ml)for24h.Expressionofproteins

Fas,FADD,AIF,PARPbyphloroglucinol.
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Fig. 6. Proteolytic activation of caspase by phloroglucinol

treatmentinHT-29cells.Thedatashowncaspase-3andcaspase-8,

caspase-9proteinsinHT-29cells.
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2)Bcl-2familyproteins의 신호전달 분석

Bcl-2familyproteins은 미토콘드리아의 막 투과성을 조절하는 인자로

써 미토콘드리아에 의한 instrinsicapoptosispathway에 작용하는 단백

질로 다양한 종류가 존재한다.Bcl-2family에 속하는 몇 가지 인자들은

apoptosis유발 조절에 가장 대표적인 유전자로 알려져 있는데,그 중

bcl-2와 bcl-xL은 anti-apoptotic분자로써 apoptosis의 유발을 억제하는

기능을 가지며,bax나 bad등은 대표적인 pro-apoptotic분자로 그들의

발현 증가는 apoptosis의 유발과 관계가 있다 (AntonssonandMartinou,

2000).

Pro-apoptosis중에서 baxsub-family는 bax가 평상시에는 monomer로

존재하면서 bcl-2에 의하여 그 작용이 저해 받게 된다.Apoptosissignal

이 들어오면 bad가 bcl-2와 결합하게 되고 bcl-2로부터 떨어져 나온 bid

는 bax와 결합하여 그들의 conformationalchange가 일어나 dimer를 형

성하게 되고 미토콘드리아 외막에 작용해 구멍을 만들어 내부의 물질을

유출 시키게 된다.또한,BH3sub-family는 bcl-2,bcl-xl에 결합되어 그

작용을 억제하여 bax의 작용을 활성화 시킨다 (Elizabethetal.,1995).

Anti-apoptotic분자와 pro-apoptotic분자는 서로 dimer의 형태로 존재

하여 균형을 유지하고 있지만 이러한 균형이 깨어지게 되면 mitochondria

로부터 cytochromec를 유리시켜 cysteine-relatedprotease인 caspase,

DNA의 단편화와 연관된 endonuclease등의 활성화를 통하여 apoptosis

가 유발되는 것으로 알려져 있다 (DonovanandCotter,2004).

본 연구에서 phloroglucinol처리에 의한 apoptosis유발하는 과정에 어

떠한 유전자들이 관여하는지 확인하기 위해 bcl-2family의 발현 변화를

살펴 본 결과 apoptosissignalingpathway에 따라 bad,bax의 증가와

bcl-2,bcl-xl,bid의 감소 경향을 볼 수 있었다 (Fig.7).
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Fig.7.EffectofphloroglucinolontheexpressionlevelsofBcl-2

family proteinsin HT-29cells.ThedatashownBcl-2,Bcl-xL,

Bax,Bid,BadproteinsinHT-29cells.
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3)Cytochromec에 의한 세포질에서의 신호전달

앞서 westernblot실험을 통해 발현을 알 수 있었던 bcl-2는 apoptosis

가 발생하지 않을 시 미토콘드리아 외막을 유지시켜서 cytochromec의

분비를 방어해주며 bad,bax와 같은 단백질은 cytochromec의 분비를

촉진하는 것으로 알려져 있다.

Westernblot결과 HT-29세포에 phloroglucinol을 처리하였을 때 세포

사멸에 관여할 수준으로 bcl-2familyproteins가 작용하는 것을 토대로

세포질에서 cytochrome c의 유출 단계를 확인해 보았다.특히,anti

apoptoticbcl-2단백질은 미토콘드리아에서 cytochromec의 유출을 막

고 MMP를 조절하여 세포 자멸사를 억제한다 (Groww etal.,1999).

Bcl-2에 의해 억제되는 cytochromec는 미토콘드리아의 전자 전달계

의 구성성분으로 세포 내 칼슘의 급격한 증가에 의해 세포 자멸사의 초

기에 관여한다 (Liuetal.,1996).세포질로 cytochromec가 분비되면 세

포질에서 caspase-9,Apaf-1과 결합을 하여 apoptosome을 형성하게 되

는데 이것은 다시 세포 자멸사 활성인자인 caspase-9를 활성화 시키고

활성화 된 caspase-9는 caspase-7과 caspase-3을 활성화 시켜서 DNA

손상 및 세포 자멸사를 일으킨다 (Nijhawanetal.,1997).

본 연구에서 세포질에서의 cytochromec발현을 분석한 결과 미토콘드

리아에서 방출된 cytochromec가 세포질에서 phloroglucinol을 처리 시

cytochromec와 Apaf-1의 발현이 농도 의존적으로 증가하는 것을 확인

하였다 (Fig.8).
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Fig.8.Effectoftreatmentwith phloroglucinolon cytosolic

cytochromecandApaf-1expressioninHT-29cells.Thedata

shownincreasedcytochromecandApaf-1proteins.
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4)Caspase-3,-8activity

Apoptosis신호 전달 과정을 통한 caspase활성화에는 특징이 있는데,

세포 외부로부터 apoptosis신호가 세포 내부에 있는 caspase로 전달되

어 caspase가 활성화된다.Cysteineasparticacidproteases인 caspase는

세포사멸을 조절하는 주요한 조절 인자로 세포내에서 불활성 형태인 pro

enzyme으로 존재 하다가 (Jinetal.,2005),신호 전달 자극이 오게 되면

largesubunit과 smallsubunit으로 절단되며 이는 tetramer를 형성하여

활성화 된다 (Cotteretal.,1992).

Caspase는 initiatorcaspase와 effectorcaspase로 구분되며,initiator

caspase는 deathinducingsignal에 의해 활성화되어 effectorcaspase는

laminA,DNA fragmentationfactor,ɑ-fodrin과 PARP등의 단백질의

분해를 유도하여 세포사멸을 유도한다 (Jin and E1-Deiry,2005).

Effectorcaspase인 caspase-3의 활성은 initiatorcaspase인 caspase-8,

caspase-9에 의해 활성화 되는 것으로 잘 알려져 있고,caspase-8은 세

포막에 존재하는 Fasreceptor에 ligand가 결합하면 활성화되는 외적 경

로를 통해 활성화 되는 반면,caspase-9는 미토콘드리아 막 투과성 증가

에 의해 방출된 cytochromec에 의한 내적 경로에 의해 활성화 된다

(Budihardjoetal.,1999).

앞선 실험에서 phloroglucinol을 HT-29세포에 농도별로 처리 했을 시

세포 증식 억제 효과를 확인 하였고,westernblot의 결과로 Fas를 통한

apoptosis경로를 확인하였으므로 본 실험에서는 caspase-3,caspase-8의

활성정도를 측정하였다.모든 실험에서 기준이 된 동일한 시간 및 농도

의 조건으로 측정한 결과,caspase-3,caspase-8의 경우는 phloroglucinol

을 처리 하였을 때 농도 의존적으로 활성이 증가 하는 것을 확인하였고,

inhibitor를 처리한 군에서는 대조군 수준을 유지하는 것을 확인 하였다

(Fig.9).
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(A)

(B)

Fig.9.Dose dependentactivation ofcaspase-3,caspase-8 by

phloroglucinoltreatmentin HT-29 cells.In theexperimentson

dosedependence,phloroglucinoladdedatthevaryingconcentrations

(0,12.5,25,50μg/ml).Also,phloroglucinolwasconcentrationof50μg/ml

added caspase-3 inhibitor (Z-DEVD-FMK) and caspase-8 inhibitor

(Z-IETD-FMK).Thevalueswerethemeans± SD;P < 0.05by

ANOVA.Values with differentletters are significantly different

from oneanotheraccordingtoDuncan’smultiplerangetest.
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Fig.10.Proposed model mechanism of the activation Fas

mediatedapoptosisbyphloroglucinol.
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3.세포 주기에 미치는 영향

1)세포 주기 분석

세포주기는 모든 진핵세포들의 성장에 필수적으로 거치는 주기로서 세

포는 G1에서 S,G2,M 기를 거치면서 분열,성장하고 (Hunter,1993),

반복과정을 거치며 순서가 엄격히 지켜져 역방향으로 진행되지는 않는

다.각 세포 단계별로 관련되는 효소가 정상적으로 조절 받지 못하게 되

면 세포는 암세포와 같은 비정상적인 세포성장을 하게 되는 것으로 알려

져 있다 (Marx,1994).

S기에서는 DNA 복제가 일어나며 M기에서는 염색체와 세포의 분열이

일어나게 되는데 이 사이 과정이 각각 G1,G2기 이며 G1기에서는 세포

의 증식이 이루어지며 분열이 완전히 진행 되었는지를 확인하며,G2기에

서는 DNA의 복제가 완전히 종결 되었는지 확인 한 후 세포주기가 마무

리 되어진다.세포주기는 복제와 분열을 반복하는 과정이지만 DNA 복

제는 sister chromatid가 완전히 분리된 후에만 발생하고 반대로

chrosome의 분열은 DNA의 복제가 종결된 후에 일어난다.

세포가 이러한 항상성을 유지하기 위하여 세포주기에서 checkpoint를

가지고 있는데 먼저 G1기와 S기 사이에 restrictionpoint(Rpoint)가 있

어서 외부 환경이 적합하지 않으면 S기로 진행되지 않고 G1에서 머무르

는 단계,혹은 G0기의 휴식상태로 다시 돌아가게 된다.정상적인

restrictionpoint(Rpoint)를 지나게 되면 S기에서 DNA복제 후 G2기로

가게 되는데 여기서도 하나의 checkpoint가 있어 S기에서 진행된 DNA

복제에서 이상이 있으면 세포주기가 정지를 하게 된다.이상이 없을 경

우 세포주기가 정상적으로 진행되어 M기에서 세포 분열이 일어난다.

본 연구에서는 HT-29세포의 증식 억제가 세포주기에도 영향을 미치

는지를 확인하기 위해 cellcycleanalyst를 통해 분석하였다.분석 결과,
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정상적인 세포주기와는 달리 G0/G1기의 구간 비율이 대조군 26.2%에

비하여 각각 phloroglucinol을 처리했을 때 농도 의존적으로 29.5%,

32.5%,44.2% 로 증가한 것을 확인 할 수 있었다 (Fig.11).따라서

phloroglucinol을 HT-29세포에 처리 하였을 때,S기 G2,M기가 감소하

고 G0/G1기가 증가하였음은 cellcyclearrest가 동반되었음을 추측할 수

있다.
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Fig.11.Effectofphloroglucinolon cellcycle progression in

HT-29cells.Intheexperimentsondosedependence,phloroglucinol

addedatthevaryingconcentrations(0,12.5,25,50μg/ml).
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Fig.12.Effectofphloroglucinolon cellcyclephaseratio in

HT-29cells.Intheexperimentsondosedependence,phloroglucinol

addedatthevaryingconcentrations(0,12.5,25,50μg/ml).Increase

ofG0/G1cellpopulationbyphloroglucinoltreatmentinHT-29cells.
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2)세포 주기 조절 단백질 분석

세포 증식과 연관된 세포주기의 조절은 각 주기별 관여하는 다양한 유

전자들에 의해 조절되는데,기본적으로 세포주기 checkpoint각 시기에

요구되는 양성 조절인자인 cyclins에 의하여 cdks와의 complex형성을

통한 연속적인 활성과 불활성이 결정되어진다 (Sherr,1993).

세포주기 조절의 관점에서 암세포는 세포주기의 비정상화에 기인된 질

병으로 정의될 수 있으며,특정 시기의 세포주기 억제는 세포주기 조절

양성인자의 발현 저하 또는 음성 조절 인자의 과 발현에 의한 것으로 요

약될 수 있다.세포주기 특이적인 cyclin-dependentkinases(cdks)의 기

능이 세포주기 진행에 필수적임이 밝혀졌으며,이것이 cyclins에 의해 활

성화된다는 것도 알려지게 되어 cyclin-cdk복합체가 세포주기 변환 시

주요 조절자로 작용한다 (ElledgeandHarper,1994).

그 중에서도 cyclinB와 cdc2복합체는 유사분열 단계인 M기를 유도하

고 cyclinA와 cdk2는 DNA 합성단계인 S기와 G2기 동안에 복합체를

형성하여 S기 조절에 관여한다고 보고되고 있으며,cyclinD는 cdk2,

cdk4,cdk6과 복합체를 형성하고 cyclinE는 cdk2와 복합체를 형성하여

DNA 합성의 시작 단계인 G1기 조절에 관여하는 것으로 알려져 있다

(Paganoetal.,1992;Xiongetal.,1991).

세포주기에서 G1초기에는 cdk4,cdk6등이 활성화되어 작용을 하게

되고 G1기 후기와 S기 초기에 cdk2가 작용을 한다.cdk활성에는 cyclin

과의 결합이 필수적이고 cdk4,cdk6은 cyclinD와 결합을 해서 활성형이

되며 cdk2는 cyclinE와 결합을 한다 (Brunaetal.,2000).

또한,암세포에서는 세포주기 조절 효소인 cyclin/cdk가 비정상적으로

과 활성화 되어져 있으며 이들 cyclin/cdk복합체의 활성을 저해하는 단

백질인 p16,p21,p27 등의 변이도 나타나는 것으로 보고되고 있다

(Marx,1994).
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따라서,세포주기 조절은 특정 물질의 암세포 증식 억제 기전 해석의

필수적인 과정으로 인식되고 있어 cyclin/cdk,p21,p27등의 세포주기

조절인자들의 활성조절은 암의 발생과 이상증식을 조절할 수 있을 것이

다.앞선 실험에서 이러한 세포주기에서 checkpoint에서의 세포 증식

조절이 이루어지지 않고 정지가 됨으로 apoptosis에 의한 G0/G1기의

arrest를 확인 할 수 있었다.정상적인 세포주기가 아닌 apoptosis에 의

한 세포 증식의 억제를 본 실험에서 다루고 있으므로 cdk및 cyclin/cdk

복합체 활성 저해 단백질인 p27,p21등 westernblot으로 살펴보았다

(Fig.13).

p27단백질은 세포주기에서 S기를 유도하는 cyclin/cdkcomplex에 결

합해 cdk2,cdk4,cdk6kinase의 활성을 저해함으로써 pRb의 인산화를

억제시켜 세포주기를 넘어가지 못하게 하며 G1기 상태에서 유지시키게

한다.이러한 단백질은 phloroglucinol처리에 의하여 pRb는 감소하며,

p27은 증가하는 결과를 확인 할 수 있었다.이러한 결과를 종합하여 볼

때 phloroglucinol을 처리한 HT-29 세포는 Fas signaling을 통해

apoptosis신호전달을 유도하며 세포주기 중 G0/G1기의 arrest로 인하여

세포성장이 저해되면서 세포사멸이 진행되는 것을 확인 할 수 있었다.
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Fig.13.Effectofphloroglucinolontheexpressionlevelsofcell

cycle related proteins in HT-29 cells.Cellsweretreated with

phloroglucinolat24h,thenfollowedbywesternblotanalysis.
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4.세포 성장 인자에 미치는 영향

1)Fas유도 세포사멸 경로와 IGF-IR경로 연관성

앞선 결과들을 종합해 보았을 때 phloroglucinol을 처리한 HT-29세포

사멸은 Fas 경로를 통하여 FADD를 활성화 시킨 다음 caspase-8,

caspase-9에 의해 caspase-3의 활성화로 세포 사멸이 진행되는 것을 확

인하였다.위 결과들을 토대로 본 실험에서는 phloroglucinol처리로 인

한 세포사멸은 Fas경로를 통하여 이루어지는데 이 세포사멸 경로와

IGF-IR를 통한 세포 성장 경로와의 연관성을 확인하고자 하였다.IGF-I

에 의해서 활성화 된 PI3K-Akt 신호경로는 caspase-9와 같은

pro-apoptoticprotein의 발현을 저해하여 apoptosis를 억제하는 것으로

알려져 있다 (Carnero,2010;Osakietal.,2004).Apoptosis에서 caspase

역할은 앞에서 설명한 바와 같이 apoptosis유발에서 가장 핵심적인 역

할을 하며 caspase는 세포 사멸 관련 도메인을 가진 단백질간의 상호작

용을 통하여 활성이 일어난다.따라서 본 실험에서는 세포 사멸에 주 실

행자인 caspase활성을 저해시키기 위해 caspaseinhibitor를 사용하여

caspase활성을 저해 시킨 다음 세포 성장 신호 전달 경로인 IGF-IR통

한 PI3K-Aktpathway와의 연관성을 확인하였다.그 결과 HT-29세포에

phloroglucinol을 처리하였을 때 PI3K와 Akt발현이 농도 의존적으로 감

소하는 것을 확인할 수 있었지만 최고 농도인 50μg/ml의 phloroglucinol

처리 군에 caspaseinhibitor를 처리하였을 때는 PI3K와 Akt의 농도의

발현이 증가 하는 것을 확인 할 수 있었다.이러한 결과를 종합하여 볼

때,phloroglucinol로 유도된 대장암 세포 증식 억제는 Fassignaling을

통하여 apoptosis신호전달에 이어 IGF-IR signaling을 통한 세포 성장

저해도 동시에 일어나며 caspase가 활성화로 인해 세포성장 단백질인

Akt와 PI3K활성을 저해 시킨다는 것을 알 수 있었다 (Fig.14).
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Fig.14.Effectofphloroglucinolonthecaspaseinhibitorinduced

recruitmentofPI3K andAktinHT-29cells.Phloroglucinoladded

atthevaryingconcentrations(0,12.5,25,50μg/ml).HT-29cellswere

treatedfor1hwithorwithoutcaspaseinhibitor.Also,phloroglucinol

wasconcentrationof50μg/mladdedcaspaseinhibitor(Z-VAD(Ome)-FMK).
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Fig.15.Proposedmodelmechanism ofFasinducedapoptosis the

IGF-IR associated proteins Akt and PI3K.Z-VAD(Ome)-FMK

inhibits caspase activity, which is activated through Fas and

increasesAktandPI3K expression.
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2)IGF-IR관련 단백질 및 mRNA 분석

Insulinlikegrowthfactors(IGFs)체계는 세포증식,분화,세포 자멸사

(apoptosis),그리고 전환 (transformation)등을 조절하는 작용을 하면서

종양형성에서 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 (YuandRohan,

2000).다양한 암세포들의 성장을 조절 할 뿐만 아니라 다른 암과 관련

되는 분자들과도 상호작용을 한다고 지속적으로 밝히고 있다 (Kellyet

al.,1996).대부분의 IGF의 세포 내 작용은 type IIGF receptor

(IGF-IR)에 의하여 매개되어지며,작용은 IGF 결합 단백질 (IGF

bindingproteins)들에 의하여 조절된다 (LeRoithetal.,1995).

IGF는 한 개의 사슬로 이루어진 polypeptide로 proinsulin의 아미노산

구조와 유사하며,정상 또는 악성 조직에서 항 세포 사멸 인자 또는

mitogenic으로 작용한다.또한,endocrinemechanism 뿐 아니라 체내 각

조직에서 생성되어 그 조직 내에서 autocrine/paracrinemechanism으로

도 세포의 증식과 분화를 조절하며 (JonesandClemmons,1995),IGF

결합 단백질 (IGFbindingproteins)들은 IGF에 결합하여 세포에서 생성

된 IGF를 다른 조직이나 세포로 운반하거나 IGF가 수용체에 결합하는

것을 증가 또는 감소시킴으로서 IGF의 작용을 촉진하거나 억제한다고

알려져 있다 (Rosenfeldetal.,1990).

IGF-IR는 α2β2 형의 heterotetramer로 이루어진 glycoprotein으로

α-subunit과 β-subunit이 disulfidebonds로 연결되어 있다.α-subunit은

extracellulardomain으로 IGF가 이에 결합하고,세포막을 통과하는

β-subunit은 cytoplasmictyrosin-specificproteinkinasedomain을 포함

하고 있는데 (Czech,1989),이 receptor에는 가장 활성이 높은 IGF-IR에

IGF-I이 결합하게 되고 IGF-IR의 활성은 IGF-I이나 IGF-Ⅱ의 두 가지

ligand 중 하나가 IGF-IR에 결합함으로써 세포 내의 cytoplasmic

domain의 tyrosin잔기가 인산화 됨으로써 시작된다.
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IGF-I이 IGF-IR의 α-subunit에 결합하게 되면,β-subunit에 자가 인산

화가 일어나게 되고,이것은 receptor의 tyrosinekinase활성을 촉진함과

동시에,세포내 여러 기질들의 인산화를 촉진하는 것으로 알려져 있다

(LeRoithetal.,1995).

세포 내에는 활성화 된 IGF-IR에 결합하여 신호를 전달하는 adaptor

proteinfamily들이 존재 하는데 그 중 대표적인 것이 IRS family고,

인산화 된 IRS에 결합하여 인산화 되는 단백질 중 가장 대표적인 것이

PI3K의 p85regulatorysubunit으로 알려져 있다.PI3K는 직접 IGF-IR

에 결합되어 활성화되거나 또는 IRS에 의하여 활성화 된 다음 Akt를 활

성화 시켜 세포사멸을 억제시키고 세포성장을 촉진하는 것으로 알려져

있다 (Alessietal.,1998;Vanhaesebroecketal.,1997).

앞선 결과들에서 phloroglucinol이 인체 유래 대장암 세포주인 HT-29의

사멸기전에 관여 한다는 것을 확인 하였으며,이 결과를 바탕으로 세포

성장 신호전달에도 영향을 미치는지 검토하기 위해 대표적인 세포 성장

signal인 IGF-IR신호전달 단백질의 발현을 분석하였다.또한,IGF-IR은

Ras-MAPK와 PI3K-Aktpathways의 두 가지 전달체계를 통해 작용하

게 된다 (Valentinisetal.,1998).IGF의 세포 내 신호전달 조절자인

IGF결합 단백질 (IGFbindingproteins)들 중 PI3K는 직접 IGF-IR에

결합되어 활성화 되거나 IRS에 의해 활성화 되어 serine threonine

kinase의 일종인 Akt를 PDK-1에 의해 인산화 되는 Thr308과 PDK-2

에 의해 인산화 되는 Ser473부위에서 인산화가 일어나면서 활성화 시

키므로 세포사멸을 억제 시키며,본 실험에서 phloroglucinol을 농도별로

처리하였을 때 PI3K,Akt또한 발현이 감소하는 것을 확인 할 수 있었

다 (Fig.16-17).
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Fig.16.Phloroglucinolaffects the protein expression ofthe

IGF-IR signaling pathwaysinHT-29cells.Cellsweretreated

withvaryingconcentrationsofphloroglucinol(0,12.5,25,50μg/ml)

for24h.Thedatashown IGF-IR,IRS-1,PI3K,PTEN,PDK1,Akt

proteins.
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Fig.17.Phloroglucinolaffects the mRNA expression ofthe

IGF-IR signaling pathwaysin HT-29cells.Cellsweretreated

withvaryingconcentrationsofphloroglucinol(0,12.5,25,50μg/ml)for

24h.ThedatashownPI3K,PTEN,PDK1,AktmRNA expression.
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3)mTOR관련 단백질 및 mRNA 분석

mTOR (Mammaliantargetofrapamycin)는 serin-threoninekinase

의 일종으로 단백질 번역,세포 성장,증식 등의 물질대사 조절에서 중요

한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 (Howeetal.,2001).mTOR은 세포에

서 mTORC1과 mTORC2의 두 가지 복합체로 존재 하는데,그 중

mTORC1은 암세포에서 과 발현 되며,단백질 번역과정에 관여하는 인자

들을 활성화시킴으로 암 성장을 촉진하는 것으로 밝혀졌다 (Leeetal.,

2009).mTOR은 진핵세포의 개시인자인 4E-bindingprotein1(4EBP1)과

S6kinase1(S6K1)을 인산화 시킴으로써 eukaryoticinitiationfactor4E

(elF4E)의 활동을 자유롭게 하여 세포 증식,성장,혈관신생을 촉진하는 것

으로 보고되었다 (Meric-Bernstam andGonzalez-Angulo,2009).

또한,mTOR은 다양한 암세포에서 PI3K/Akt/mTOR신호경로를 통해 암

세포의 성장과 증식을 조절하는 것으로 알려져 있다 (Stylianouetal.,

2011).PI3K-Akt신호전달에 의한 mTOR의 활성이 세포 내에서 다양한

성장신호를 통합하는 중요한 기능을 수행하는 중심 신호전달 기전으로

mTOR의 활성화는 다시 p70S6K혹은 4EBP1을 경유하는 독립된 두 가지

pathway로 진행 될 수 있다.즉,mTOR을 중심으로 Akt/mTOR/p70S6K로

이어지는 신호전달 경로가 세포분열,전이,세포자멸사의 억제와 같은 과정

을 촉진하며,phosphataseandtensinhomolog(PTEN)은 PIP3,Akt를 탈

인산화 하여 이 과정을 억제하는데 관여한다.그 결과,phloroglucinol을

HT-29세포에 처리 하였을 때 농도 의존적으로 PTEN의 작용과 함께

mTOR,p70S6K의 발현양이 감소하는 것을 확인 하였으며,PDK1,RPS6과

elF4B도 농도 의존적으로 발현이 감소하는 것을 확인 할 수 있었다.따라

서,세포 내부의 매우 다양한 신호전달체계와 서로 연결 된 상호작용과정

에서 HT-29 세포에 phloroglucinol을 처리 하므로 인하여 mTOR

signalingpathway에도 영향을 주는 것으로 추측된다 (Fig.18-19).
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Fig.18.Effectofphloroglucinolon the expression levels of

mTOR,p70S6K,RPS6,elF4B.Cellswerelysedandthecelllysates

wereanalysedbywesternblotwithmTOR,p70S6K,RPS6,elF4B

antibody.
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Fig.19.EffectofphloroglucinolonthemRNA expressionlevels

ofmTOR,p70S6K,RPS6,elF4B.Cellsweretreatedwithvarying

concentrationsofphloroglucinol(0,12.5,25,50μg/ml)for24h.The

datashownmTOR,p70S6K,RPS6mRNAexpression.
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4)RAS관련 단백질 및 mRNA 분석

성장인자가 세포막 수용체에 결합하여 형성된 신호는 일련의 연결 단백

질의 결합을 거쳐 SOS1단백질을 소집하고,이는 guanosinetriphosphate

(GTP)에서 guaninenucleotide분해를 촉진하여 Ras단백질과 결합을 촉

진하여 Ras 단백질을 활성화 시킨다. 활성화 된 Ras-GTP는

GRPase-activatingprotein의 촉매작용으로 Ras-GDP로 변화되어 활성이

억제된다.활성화 된 Ras-GTP는 단백질과 결합하여 다양한 신호전달이

이루어지는데 Raf-MEK (mitogen-activated and extracelluar-signal

regulatedkinase)-ERK(extracellularsignal-regulatedkinase)경로는 세포의

증식,생존 및 분화 등 성장 발달과 큰 관계를 보이며 암 발생과도 연관되

는 것으로 알려져 있다 (Schubbertetal.,2007).대부분의 성장인자의 종

류로는 표피성장인자 (epidermalgrowthfactor,EGF),혈관 내피 성장 인

자 (vascularendothelialgrowthfactor,VEGF),인슐린 성장인자 (insulin

growthfactor,IGF)등이 있다.Tyrosinekinasereceptor와 연관된 세포

막 내부 표면에서 Ras단백질에 의해 세포 신호체계 경로가 활성화된다.

위에서 언급된 바와 같이 Ras단백질은 Ras/Raf/MEK/ERK 순서의 연쇄

반응을 활성화 시킨다.이를 MAPK 경로 (mitogen-activated protein

kinasepathway)라고 하며,이 경로는 유전자의 전사인자를 활성화 시켜

순환성 단백질의 유전자 전사를 증가시키게 되며 (Welling,2007),MAPKs

는 cellcycleprogression,세포분화,활성,apoptosis에 중요한 protein으로

RET 수용체가 활성화 되면 downstream cascade인 Ras-MAPK (ERK)

경로가 활성화된다.본 연구에서 phloroglucinol을 처리한 HT-29세포를

회수하여 Ras의 발현 양과 하위단계인 Raf,MEK,phospho-ERK의 발현

이 농도 의존적으로 감소한 것을 확인 할 수 있었다.따라서 HT-29세포

에 phloroglucinol을 처리 하므로 인해 Ras-MAPK (ERK)signaling

pathway에도 영향을 주는 것으로 추측된다 (Fig.20-21).
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Fig.20.EffectofphloroglucinolontheexpressionlevelsofRas,

Raf,MEK,ERK.Cells were lysed and the celllysates were

analysedbywesternblotwithRas,Raf,MEK,ERKantibody.
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Fig.21.EffectofphloroglucinolonthemRNA expressionlevels

ofRas,Raf,MEK.Cellsweretreatedwithvaryingconcentrations

ofphloroglucinol(0,12.5,25,50 μg/ml)for24h.Thedatashown

Ras,Raf,MEK mRNA expression.
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Fig.22.Proposed modelmechanism of phloroglucinolon the

inhibitionofIGF-IRsignalingpathwaysinHT-29cells.
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5)ErbB관련 단백질 분석

ErbBreceptorfamily신호 전달 과정을 통해 세포의 증식 및 분화,사멸,

혈관 생성에 관여하며 이들은 lateralsignaling을 통해서 같은 family안에

서 상호작용을 하기도 한다.따라서,ErbBreceptorfamily활성의 비정상

적인 조절이 암 발생의 중요한 원인으로 보고되고 있다 (Engelmanand

Cantley,2006).Receptortyrosinekinase인 ErbBreceptorfamily는 표피

성장인자 수용체 (Epidermalgrowthfactorreceptor)인 ErbB1(HER1)을

포함한 ErbB2(HER2/neu),ErbB3(HER3),ErbB4(HER4)의 구성원으로

알려져 있으며,단량체 형태로 존재하는 막 당 단백이다 (Lemmonand

Schlessinger,1994).ErbBreceptor의 경우 여기에 결합하는 ligand는 여러

종류가 있는데 EGF와 transforminggrowthfactor-ɑ는 EGFR에 결합하

고,heregulin(HRG)은 ERbB3와 ERbB4에 결합한다.또한,HRG는 ErbB2

와 coexpress 되며 ErbB2는 ERbB3와 heterodimerization을 통하여

autocrineactivation된다 (Venkateswarluetal.,2002).Ligand가 ErbB

receptor의 extracellulardomain에 결합하면 receptor의 dimerization이 일

어나며 instrinsic tyrosin kinase가 활성화되어 receptor의 cytoplasmic

domain의 tyrosine잔기의 인산화가 일어난다.인산화 된 tyrosine잔기는

intracellularsignalingprotein의 결합자리의 역할을 하게 된다 (Tokeret

al.,1997).

본 연구에서는 phloroglucinol을 처리한 HT-29세포를 회수하여 western

blot을 통해 ErbBreceptor와 Shc,Grb2의 발현양을 확인하였다.그 결과,

phloroglucinol을 HT-29세포에 처리 하였을 때 ErbB2,ErbB3와 하위 단

계인 Shc,Grb2의 발현양이 농도 의존적으로 감소하는 것을 확인 할 수

있었다.따라서 HT-29세포에 phloroglucinol을 처리 하므로 인하여 ErbB

receptor를 통한 signaling pathway에도 영향을 주는 것으로 추측된다

(Fig.23).
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Fig.23.Phloroglucinolaffectstheexpression ofErbB receptor

bindingproteinsinHT-29cells.Cellsweretreatedwithvarying

concentrationsofphloroglucinol(0,12.5,25,50μg/ml)for24h.The

datashownErbB2,ErbB3,shc,Grb2proteins.



- 56 -

Ⅳ.결론 및 요약

최근 생활수준의 향상으로 식습관에 기인하는 여러 가지 만성질환의 증

가로 인해 평균 수명의 연장과 건강에 대한 관심이 높아지면서 면역증진

개선,항산화,항암 등의 생리활성을 갖는 천연물에 대한 연구가 활발히

이루어지고 있다 (SunandTanumihardjo,2007).그 중 해조류로부터

다양한 생리활성 물질들의 구조와 생리기능들이 확인되면서 기능성 식품

으로서의 개발도 활발하게 진행되고 있다.

본 연구에서는 phloroglucinol이 인체 유래 대장암 세포 (HT-29)증식

에 어떠한 영향을 미칠 것인가에 대한 연구를 수행한 결과,세포 생존율

이 농도 의존적으로 감소하는 것을 확인 하였으며 위 장관 정상세포인

IEC-6세포에서는 세포독성이 없는 것을 확인하였다 (Fig.1).또한,생

존한 세포와 사멸된 세포의 DNA를 DAPI염색법을 통하여 핵의 형태학

적 변화를 살펴 본 결과 농도 의존적으로 일정하지 않은 핵의 형태를 확

인 할 수 있었다 (Fig.2-3).이러한 결과를 바탕으로 phloroglucinol에

의한 세포증식 억제가 세포사멸사인 것을 단백질 발현 등을 통하여 확인

하였다.세포사멸경로는 Fas나 TRAIL경로를 통하여 조절되며,Fas매

개 세포사멸 경로에서 하위단계에 caspase라는 효소가 관여를 하는데,

이 효소는 세포의 유지와 증식에 필요한 단백질을 분해하는 효소로서 세

포사멸의 실행자로 작용하며 (Chunsetal.,1998),caspase-8은 cell

deathligand가 receptor에 결합이 되면 활성이 일어나 effectorcaspase

인 caspase-3을 활성화 시킨다 (Lietal.,1998).본 연구에서는 caspase

activity의 발현을 측정한 결과, phloroglucinol에 의해 caspase-3,

caspase-8의 활성이 농도 의존적으로 증가하였다 (Fig.9).Apoptosis유

도에서 phloroglucinol을 0,12.5,25,50μg/ml농도별로 24시간 처리하였

을 때,Fas,FADD,cleavedPARP,cleavedcaspase발현이 증가하는 것

을 확인하였다 (Fig.5-6).
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Bcl-2family단백질들은 미토콘드리아의 막 투과성을 조절하는 단백질

로 미토콘드리아를 통한 apoptosis의 경로를 조절하는데 중요한 역할을

담당하며 종류에 따라 apoptosis를 유도하는 반면,antiapoptosis를 조절

하기도 한다.그 중 bax는 apoptosis가 발생할 경우에는 미토콘드리아

내에 cytochromec의 세포질 방출을 방어해 주는 역할을 하며,세포질로

방출되어진 cytochromec는 Apaf-1과 결합하여 apoptosome을 형성한

후 caspase-3의 활성을 유도하여 세포사멸에 이르게 한다 (Lavriket

al.,2005).따라서 본 연구에서는 bcl-2familyproteins의 발현으로 인한

apoptosis를 확인 하였으며,cytochromec가 미토콘드리아에서 세포질로

의 방출이 phloroglucinol을 농도별로 처리 하였을 때,농도 의존적으로

증가하는 것을 확인하였다 (Fig.7-8).세포주기는 복제와 분열을 반복하

는 과정으로 일정한 순서에 의해 이루어지는데 이 순서들의 조절이 불균

형해 지면 세포주기의 유지가 어려워지게 된다.불규칙해진 세포주기로

인하여 암이 발생할 수 있는 요인이 되거나 암세포의 성장이 억제되는

것을 통하여 항암효과를 기대 할 수 있다.Phloroglucinol을 HT-29세포

에 처리한 결과 농도 의존적으로 암세포의 성장이 억제 되었으며,이는

세포주기에서 G0/G1기 arrest유발에 의한 것으로 확인 할 수 있었다

(Fig.11-12).또한,phloroglucinol에 의한 HT-29 세포에서 G0/G1

arrest가 일어날 때 세포주기를 조절하는 단백질들의 발현을 확인 한 결

과,불균형해진 세포주기의 변화를 확인 할 수 있었다 (Fig.13).

Phloroglucinol을 인체 유래 대장암 세포주인 HT-29세포에 처리하여

Insulinlikegrowthfactor인 IGF-Ireceptorpathway와 PI3K/Akt/mTOR

signalingpathway,Ras/MAPK (ERK)signalingpathway와 관련된 단

백질 및 mRNA 발현 확인을 통해 phloroglucinol에 의한 HT-29세포의

성장 저해를 확인하였다 (Fig.16-21).세포성장은 여러 가지 인자들에

의해 조절되는데 IGF-I은 인슐린과 유사한 구조를 가지며 성장 촉진 및

세포사멸 억제효과를 나타내며,세포 표면의 IGF-IR와 결합하여 세포내
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다양한 신호전달경로를 활성화 한다. IGF-IR가 활성화되면 Insulin

receptor substrate (IRS) family 단백질들이 인산화 되어

phosphatidylinositol3-kinase(PI3K)-Aktpathway와 Mitrogen-activated

proteinkinase(MAPK)pathway와 같은 세포 내 신호전달경로를 활성화

시켜 세포증식 및 생존을 유도하게 된다 (Vanhaesebroecketal.,1997). 

Phloroglucinol처리로 인한 세포사멸은 Fas를 통하여 이루어지는데 세포

사멸경로와 IGF-IR를 통한 세포성장 경로와의 연관성을 caspaseinhibitor

처리로 확인하였다 (Fig 14).IGF-IR를 통한 세포성장경로와 관련하여

mTOR은 세포증식,성장,물질대사 등 여러 가지 중요한 역할을 하며,다

양한 암세포에서 PI3K/Akt/mTOR 신호경로를 통해 암세포의 성장과 증

식을 조절하는 것으로 알려져 있다.이 과정에서 Ras/MAPK (ERK)신호

경로가 활성화되어 mTOR 경로와 서로 영향을 주고 받으며,

phloroglucinol에 의한 HT-29세포의 성장신호 전달과정 억제를 확인 할

수 있었다.이상의 결과들을 종합하여 볼 때,phloroglucinol처리에 의한

HT-29세포에서 Fas의 경로를 통해 caspase가 활성화되어 apoptosis를

유발하여 인체 유래 대장암 세포의 증식을 억제하는 것을 확인하였으며,

세포의 증식과 성장에 관여하는 IGF-Ireceptorsignaling pathway와

PI3K/Akt/mTOR signaling pathway, Ras/MAPK (ERK) signaling

pathway의 저해도 동시에 일어나는 것으로 확인하였다 (Fig.16-21).

이러한 결과들은 phloroglucinol에 의한 인체 유래 대장암 세포주인

HT-29세포에서 Fas의 경로를 통해 caspase가 활성화되어 apoptosis를

유발하여 암세포의 증식이 억제되었으며,세포성장과 증식에 관여하는

IGF-Ireceptorsignalingpathways와 ErbBreceptorfamily의 하위인자의

저해도 동시에 일어나는 것을 확인하였다.따라서,phloroglucinol을 이용

하여 암 예방 또는 항암작용을 가지는 항암소재 또는 기능성 식품 개발에

응용할 수 있음을 제안 할 수 있다.
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