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The St udi es on Neur onal Cel l Inj ur y Mechani sm of Al t zhei mer ' s Di sease and
Neur opr ot ec t i ve Ef f ec t of 15- Deoxy- Δ12 , 14 - Pr os t agl andi n J 2

J ae- Ho Oh

Depar t ment of Bi ot echnol ogy and Bi oengi neer i ng , Graduat e School .

Pukyong Nat i onal Uni ver s i t y

Abs t r ac t

15- Deoxy- Δ12 , 14 - pr os t agl andi n J 2 (15- deoxy- PGJ 2 ) , a na t ur al l y occur r i ng l i gand ac t i va t es t he

per oxi some pr ol i f er a t or - ac t i vat ed r ecept or - γ (PPAR- γ) . Act i va t i on of PPAR- γ has been f ound

t o i nduce cel l di f f er ent i a t i on of adi pose cel l , macr ophage and many t umor cel l s . Recent s t udy

r epor t ed t hat 15- deoxy- PGJ 2 pr omot ed t he ner ve gr owt h f act or (NGF)- i nduced neur i t e out gr owt h of

di f f er ent i at i ng PC12 cel l s . The abi l i t y t o pr omot e cel l di f f er ent i a t i on t hr ough up- r egul a t i on

of mi t ogen ac t i va t ed pr ot ei n ki nase (MAP ki nase ) f ami l y by 15- deoxy- PGJ 2 was eval ua t ed and t he

cl as s of MAP ki nase t hat r el ay t he s i gnal s was de t er mi ned . The act i va t i ons of t r anscr i pt i on

f ac t or s ; AP- 1, SP- 1 and NF- κB wer e s t udi ed f or t he exami nat i on of t he downs t r eam s i gnal s

r esponder of MAP ki nase f ami l y i n PC12 cel l s af t er t he t r eat ment of 15- deoxy- PGJ 2 wi t h or

wi t hout NGF. 15- deoxy PGJ 2 pr omot ed NGF- i nduced neur i t e out gr owt h , and enhanced NGF- i nduced MAP

ki nase/ j un N- t er mi nal ki nase (JNK) expr es s i on and t he ac t i va t i on of t r anscr i pt i on f act or

AP- 1. However , 15- deoxy- PGJ 2 di d not i nduce PPAR- γ expr es s i on.

Al t hough mut a t i ons i n t he pr eseni l i n genes (PS- 1 and PS- 2) ar e l i nked t o ear l y onset

f ami l i al al zhe i mer ' s di sease (FAD) , i t s under l yi ng mol ecul ar mechani sms have not been cl ear l y

eval ua t ed . Pa t i ent s car r yi ng mut a t ed genes i n PS- 1 and PS- 2 have i ncr eased t he l evel of pl asma

β- amyl oi d pr ot e i n 1- 42 , a neur ot oxi c pept i de . I n t hi s s t udy , t he ef f ec t of PS- 2 mut a t i on was

eval ua t ed f or t he r el a t i onshi p t o t he pr oduct i on of β- amyl oi d and t he i nduct i on of apopt os i s

r el a t ed t o t he mut a t i on was de t er mi ned . The expr es s i on of i nf l ammat or y medi a t or s was eval ua t ed

t ha t t he i nf l ammat i on may be a causi ng f ac t or f or t he i nduct i on of apopt os i s . PC12 cel l s wer e

t r ansf ect ed wi t h t he human PS- 2 gene cont a i ni ng t he N141I mut a t i on. A s i gni f i cant i ncr ease of

β- amyl oi d pr oduct i on was obser ved . The expr ess i ons of genes i nvol ved i n i nf l ammat i on (TNF- α,

COX- 2, I κB) , and β- amyl oi d i nduced apopt os i s i n PC12 cel l s t r ansf ect ed wi t h mut ant PS- 2

compar ed t o t hose of cont r ol PC12 cel l s . Al so , β- amyl oi d pr omi nent l y enhanced expr es s i ons of

caspase 3, caspase 9, p21, and t r anscr i pt i on f act or NF- κB act i vat i on wer e obser ved . Mor eover ,

NGF- i nduced neur i t e out gr owt h wer e al so s i gni f i cant l y r educed i n PC12 cel l s t r ansf ect ed wi t h

mut ant PS- 2 . These r esul t s demons t r a t e t hat PS- 2 mut a t i on si gni f i cant l y cont r i but es t o t he

pr oduct i on of β- amyl oi d caus i ng apopt os i s t hr ough t he i nduct i on of i nf l ammat i on . The cel l
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dea t h s i gnal was over - expr es sed af t er t he t r ea t ment of β- amyl oi d . The ef f ec t of 15- deoxy- PGJ 2

on t he i nhi bi t i on of a neur onal cel l t oxi c i t y i nduced by β- amyl oi d i n PC12 cel l s and mut ant

PS- 2 t r ansf ec t ed PC12 cel l s was s t udi ed . 15- Deoxy- PGJ 2 i ncr eased cel l number s and cel l

vi abi l i t y t ha t wer e decr eased by β- amyl oi d , and i nhi bi t ed t he ac t i vat i on of t r anscr i pt i on

f ac t or NF- κB on dose- dependent manner s . These r esul t s demons t r a t e t ha t 15- deoxy- PGJ 2 can

af f ect t he ac t i vat i on of β- amyl oi d t hr ough t he act i va t i on of NF- κB s i gnal pa t hway.

Fi nal l y , ef f ec t s of Bcl - 2 gene over - expr ess i on on t he t oxi c i t y of β- amyl oi d and apopt os i s

wer e i nvest i ga t ed . The cel l s i gnal pa t hway by Bcl - 2 t r ansf ec t ed PC12 cel l s was de t er mi ned.

Neur i t e out gr owt h r a t e of Bcl - 2 t r ansf ect ed PC12 cel l s was hi gher t han t ha t of PC12 cel l s but

apopt os i s by β- amyl oi d was l ower i n Bcl - 2 t r ansf ec t ed PC12 cel l s . β- Amyl oi d enhanced t he

expr es s i on of p38 ki nase t han ot her MAP ki nase f ami l y . However , β- amyl oi d i nduced- p38 ki nase

expr es s i on i n Bcl - 2 t r ansf ec t ed PC12 cel l s was r el at i vel y l ower t han t ha t i n PC12 cel l s . The

NF- κB expr ess i on l evel i n Bcl - 2 t r ansf ect ed PC12 cel l s was hi gher t han one i n PC12 cel l s .

Tr anscr i pt i on f ac t or NF- κB expr es s i on was i ncr eased by β- amyl oi d i n PC12 cel l s , however t ha t

was decr eased by Bcl - 2 t r ansf ec t ed PC12 cel l s .

The dat a i ndi ca t e t ha t β- amyl oi d can i nduce apopt os i s by t r i gger pr o- i nf l ammat or y r eac t i on

i n mut ant PS- 2 t r ansf ect ed PC12 cel l s . The apopt os i s was occur r ed by t he i nhi bi t i on of

spec i f i c t ar get mol ecul es or by t he i ncr ease of Bcl - 2 gene expr ess i on , pr ovi di ng t he bas i s f or

novel t her apeut i c i nt er vent i on . 15- Deoxy- PGJ 2 coul d be r ecommended as a pot ent dr ug t o i mpr ove

or del ay t he sympt om of al zhei mer ' s di sease t hr ough deact i va t i on of NF- κB s i gnal i ng pa t hway

and ant i - i nf l ammat or y ef f ec t .
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I . 서 론

현대사회의 발전은 질병치료와 관련하여 새로운 의학기술 및 생명공학의

발전으로 인하여 수명연장이라는 인류의 오랜 꿈을 점차 실현 가능하게 만

들어 주고 있다. 그러나, 사회가 점점 고령화 되어가면서 이와 관련한 퇴행

성신경질환이 증가되고 있으며 이에 대한 사회적 경제적 부담이 날로 증가

하고 있는 실정이다.

퇴행성 신경질환 중의 하나인 알츠하이머병 (Alzheimer ' s disease, AD)

은 치매를 일으키는 가장 일반적인 질환이다.

AD는 현재까지는 치료가 불가능한 질환으로서, 일단 발생이 되면 시간

이 지남에 따라 점차적으로 기억장애 및 행동장애가 심해지는 결과를 가져

온다. 초기증상으로서 최근 기억의 상실 또는 건망증 등이 나타나며, 이후

에는 인성변화가 유발되고, 심하면 생활에 필요한 단순한 일도 할 수 없는

지경에 이르게 되는 것이다.

일반적으로 보통사람의 경우 나이가 들어감에 따라서 뇌 속에 존재하는

신경세포의 숫자가 크게 줄지는 않는다. 그러나, AD는 뇌 세포의 기능 정

지를 유발하고, 뇌 세포사이의 연결을 파괴함으로서 결국에는 뇌 신경세포

의 죽음을 유발한다. 이와 관련되어 나타나는 증상을 구체적으로 살펴보면

처음에 AD는 해마 (hippocamus ) 부위를 포함한 기억을 조절하는 영역의

신경세포들을 파괴하는데, 이로 인해 건망증이 유발되고 쉽고 친숙한 일을

하는 능력이 감소되는 증상이 나타난다. 시간이 지나 언어 및 이해력과 관

계되어진 대뇌피질 (cerebral cortex ) 부분마저 손상을 입게되면 언어구사

력이 떨어지고, 판단력이 변화를 입게되면서 환자의 인성 또한 점차적으로

변하게 된다. 나이가 더 들어감에 따라서 뇌는 더욱 더 손상을 입게되므로

결국에는 타인의 도움 없이 혼자서는 생활을 할 수 없는 지경에 이르게 되
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는 것이다.

이러한 신경세포의 죽음과 관련된 신경세포의 세포사멸 (apoptosis )은 뇌

의 분화를 조절하고 퇴행성 신경질환에 있어서 잠재적인 중요한 역할을 수

행한다고 알려져 있으며, Apaf- 1 (apoptotic protease activating factor 1)과

Bcl- 2 (B- cell lymphoma/ leukemia - 2) 단백질들 그리고 caspase (cyst einyl

aspartat e- specific proteases ) 단백질들이 이 과정의 핵심적인 요소로 보고

되어 있다1 .

이 단백질들의 특성 및 기능을 알아보면, 먼저 Bcl- 2 단백질은 세포내

아폽토시스 신호전달에 있어서 결정적인 역할을 수행한다고 알려져 있다.

이 단백질은 서로 반대되는 기능의 anti- 및 pro- apoptotic 단백질, 두 부

류를 다 가지고 있으며, 이 들 단백질들의 구조적인 공통점은 한 개 또는

그 이상의 Bcl- 2 hom ology (BH ) 도메인을 가지고 있다는 것이다2 .

주된 anti- apoptotic 단백질로서 잘 알려진 Bcl- 2와 Bcl- x L는 미트콘드리

아 외막과 형질내세망 (endoplasmic reticulum ) 그리고 핵주위막

(perinuclear membrane)에 분포되어 있다. 이들은 이형다량체형성

(heterodimerization )을 통해서 pro- apoptotic 단백질들을 저해하는 작용을

한다고 알려져 있다2 . 현재까지 알려진 바로는 Bcl- 2 단백질의 발현은 중

추신경계가 분화하는 동안에 높게 나타나고, 출생 후에는 낮게 조절된다.

반면에 말초신경계에 있어서 Bcl- 2의 발현은 살아있는 동안에 일정하게 유

지된다. 따라서, Bcl- 2는 신경성장인자 (nerve growth factor , NGF )가 없

는 경우에 신경세포가 생존을 유지시킬 수 있도록 도와준다고 알려져 있다

3 . 그리고, Bcl- x L는 분화중인 뇌에서 발현된다. 그러나, Bcl- 2 발현과는 다

르게, Bcl- x L 발현은 어른이 될 때까지 지속적으로 증가하는 것으로 알려

져 있다4 . 그러므로, Bcl- x L는 신경세포가 그들이 원하는 대상에 제대로 연

결되기 전까지 미성숙 신경세포의 생존에 중요한 역할을 할 것으로 생각되
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고 있다.

반면에 Bax (Bcl- 2 as sociated x protein )는 pro- apoptotic member들 중

하나로서 신경계 전반에 걸쳐서 넓게 발현되는 것으로 알려져 있다5 ,6 . 따

라서, Bax의 활성화가 영양성분결핍이나 손상에 의하여 유도되는 신경세포

의 아폽토시스작용에 있어서 매우 중요한 단계일 것으로 판단되고 있다.

한편, Apaf- 1은 손상된 미토콘드리아로부터 caspase를 활성화시키는

apoptotic signal를 전달한다. Apaf- 1는 pro- caspase 9의 활성을 매개하기

위해 미토콘드리아에서 유출된 cytochrome C 및 caspase 9과 복합체를 형

성하며, 이 복합체로부터 활성화된 caspase 9은 분리되어져 caspase 3를

활성화시킨다고 알려져 있다6 ,7 (F ig . 1). 그러므로, AD 환자의 뇌 신경세포

의 죽음도 이러한 신호전달경로에 포함된 caspase 단백질들이 중요한 역할

을 할 것으로 생각된다.

AD 환자의 뇌에는 신경세포의 죽음과 관련하여 두 가지 비정상적인 구

조적 특징이 발견되었는데, 그것은 신경세포 외부에서 발견되는 amyloid

plaques와 신경세포 내에서 발견되는 neurofibrillary tangles 이다.

Amyloid plaques는 처음에 기억 및 인식과 관련된 뇌 영역에서 생성된

다. 이것은 APP (amyloid precur sor protein )으로부터 쪼개어져 생성되는

녹지 않는 β- amyloid라는 펩타이드로 구성되어 있다. 그러나 아직까지도

β- amyloid가 직접적으로 AD를 유발하는지, 아니면 β- amyloid가 AD 진

행과정의 부산물인지 확실하게 밝혀져 있지는 않은 실정이다.

β- Amyloid의 정확한 신경독성기전과 그들이 작용하는 정확한 세포내

위치는 밝혀지지 않고 있으나, β- amyloid가 활성산소종 (reactive

oxygens species )을 생성함으로서 세포의 산화적 손상 (oxidative stress )을

유발하고, 세포 내 Ca2 + 농도를 증가시키는 것으로 간주되어 있다8 ,9 (F ig .

2). 또한, β- amyloid는 프리라디칼의 생성을 매개할 수 있는 AGE

- 3 -



trends in N ature 407 , 802- 809. (2000)

F ig . 1 . A c tiv ation of apopto s i s in s y m pathic n e uron s by trophic

fact or w ith draw al .
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F ig . 2 . Ce llular path w ay s of β - am y loid prot ein n euron al tox ic ity

in alzh eim er 's di s e as e .
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(advanced glycation end product )에 대한 수용체10 , 신경세포의 아폽토시스

을 유발할 수 있는 p75 neurotrophin 수용체11 , 그리고 APP에 대한 수용체
12를 포함한 여러 신경세포의 수용체와 상호작용 함으로서 아폽토시스를

유발하는 것으로 생각되고 있다.

현재까지 AD 가족력을 나타내는 환자들에게서 β- amyloid 생성 원인과

관련하여 3가지의 유전자 변형이 보고되어 있다13 .

첫 번째가 β- amyloid의 전구단백질인 APP (amyloid precusor protein )

유전자의 돌연변이다. 이 유전자의 특정부위에 변이가 있는 발생되는 경우,

그 유전자를 가진 사람의 뇌는 amyloid plagues의 침착, neurofibrillary

tangles의 형성 등 AD의 모든 병리적 변화를 나타내게 된다고 보고되어

있다 (T able 1).

APP 유전자는 사람의 21번 염색체에 위치하고 있다. 재미있는 사실은

down syndrom e 환자의 경우 21번 염색체가 3개 존재하며 나이가 들어가

면서 AD의 병변을 나타낸다는 것이다14 . 따라서, APP의 과잉 생산이 AD

발병의 한가지 원인으로 여겨진다.

두 번째, 14번 염색체에 위치한 presenilin - 1 (PS - 1) 유전자와 1번 염색

체에 위치한 presenilin - 2 (PS - 2) 유전자의 변이이다. PS - 1은 개체발달과

정 중 중요한 역할을 하는 notch 단백질을 잘라서 notch signaling에 필수

적인 역할을 할 뿐만 아니라 비슷한 기전으로 APP를 잘라서 β- amyloid

를 만들어 내는 것으로 알려졌다15 - 17 . PS - 1의 경우 현재까지 50종 이상의

돌연변이 형태가 보고되어 있는데, 대부분 260잔기- 290잔기 사이의 부위

에 집중적으로 돌연변이가 발생되어 있다고 알려져 있다 (T able 2). PS - 2

유전자는 염색체 1번에 위치하고 있으며 이제까지 알려진 바로는 PS - 2 유

전자 돌연변이가 두 가족에서만 발견되었고, 이 가족들은 PS - 1 돌연변이

군과 비교할 때 40세에서 80세 사이의 다양한 시기에 질환을 나타낸다는
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T able 1 . M i s s en s e m utation s in th e hum an A PP g e n e

Codon Mutation Phenotype

665 Gln → Asp Late onset AD, no segregat ion

670/ 671 Lys - Met → A sn - Leu F amilal AD (FAD)

673 Ala → T hr No disease

692 Ala → Gly FAD and cerebral hemorrhage

693 Glu → Gly Late onset AD

Glu → Gln HCHWA - D

713 Ala → Val Schizophrenia, no segregation

Ala → T hr AD, no segregat ion

716 Ile → Val FAD

717 Val → Ile FAD

Val → Phe FAD

Val → Gly FAD
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T able 2 . M i s s en s e m utation s in th e hum an pre s enilin 1 g e n e

Codon Mutation Phenotype

79 Ala → ? FAD, onset 64 year s
82 Val → Leu FAD, onset 55 year s

96 Val → Phe FAD
115 T yr → His FAD, onset 37 year s

T yr → Cys FAD
117 Pro → Leu FAD
120 Glu → Asp FAD, onset 48 year s

Glu → Lys FAD
123 Lys → Glu FAD
135 Asn → Asp FAD
139 Met → T hr FAD, onset 49 year s

Met → Val FAD, onset 40 year s

Met → Lys FAD
143 Ile → Phe FAD

Ile → T hr FAD, onset 35 year s
146 Met → Leu FAD, onset 45 year s

Met → Val FAD, onset 38 year s

Met → Ile FAD, onset 40 year s
163 His → Arg FAD, onset 50 year s

His → T yr FAD, onset 47 year s
171 Leu → Pro FAD, onset 40 year s
209 Gly → Val FAD

213 Ile → T hr FAD
231 Ala → T hr FAD, onset 52 year s

Ala → Val FAD
233 Met → T hr FAD, onset 35 year s
235 Leu → Pro FAD, onset 32 year s

246 Ala → Glu FAD, onset 55 year s
250 Leu → Ser FAD
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Codon Mutation Phenotype

260 Ala → Val FAD, onset 40 year s
262 Leu → Phe FAD, onset 50 year s
263 Cys → Arg FAD, onset 47 year s

264 Pro → Leu FAD, onset 45 year s
267 Pro → Ser FAD, onset 35 year s
269 Arg → Gly FAD

Arg → His FAD
273 Glu → Ala FAD

278 Arg → T hr FAD
280 Glu → Ala FAD, onset 47 year s

Glu → Gly FAD, onset 42 year s
282 Leu → Arg FAD
285 Ala → Val FAD, onset 50 year s

286 Leu → Val FAD, onset 50 year s
291- 319 Deletion FAD

317 Glu → Gly FAD
384 Gly → Ala FAD, onset 35 year s
392 Leu → Val FAD, onset 25- 40 years

410 Cys → T yr FAD, onset 48 year s
426 Ala → Pro FAD
436 Pro → Ser FAD

T able 3 . M i s s en s e m utation s in th e hum an pre s enilin 2 g e n e

Codon Mutation Phenotype

141 A sn → Ile FAD (Volga Germans ), onset 50- 65 year s

239 Met → Val FAD (Florence), onset variable
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특징을 가지고 있다 (T able 3). PS 유전자의 돌연변이가 AD 가계의 주된

원인 중 하나로 확인된 것은 AD와 관련된 신경세포의 아폽토시스의 관련

된 기전을 이해하는데 새로운 접근법이 제시됨을 의미한다18 - 2 0 . 이러한 PS

유전자의 돌연변이가 APP로부터 β- amyloid의 형성을 증가시키고, 이렇게

생성된 β- amyloid는 AD 환자의 뇌에 반점 (plagues )을 형성시킨다고 보

고되어 있다2 1 .

최근의 몇 가지 연구들은 PS 유전자의 돌연변이에 의한 β- amyloid의

형성에 관여하는 프로테아제 (protease)가 λ- secretases일 것으로 제시하

고 있는데 이것은 좀 더 명확한 연구가 필요할 것으로 판단된다22 ,2 3 . 또한,

PS 유전자의 돌연변이가 확실히 신경세포의 아폽토시스와 관련한 경향을

증가시킨다는 것을 보여준다2 4 . 그러나, PS 돌연변이의 AD에 관여하는 기

전이 무엇인지는 아직도 밝혀져야 할 과제로 남아있으며, 특히 PS - 2 유전

자의 돌연변이에 의한 AD 발병기전에 대한 자료는 상대적으로 매우 부족

한 실정이다.

마지막으로 AD 발병과 관련된 유전자로 염색체 19번에 위치하고 있는

apolipoprot ein - E (ApoE )가 있다. 이 유전자는 지방대사에 관여하는 단백

질을 만드는데 E2, E3, E4의 세 가지 대립유전자 (allele)가 존재한다25 ,2 6 .

이 중 ApoE4 대립유전자가 AD와 밀접한 연관이 있는 것으로 여겨지며,

ApoE 유전자 2개가 모두 E4인 사람은 일반인과 비교하여 AD에 걸릴 확

률이 8∼10배나 높은 것으로 알려져 있다. 그러나, E4가 존재하는 경우에

도 AD가 발생되지 않는 경우가 있고, 또한 E4가 존재하지 않는 경우에도

AD에 걸리는 사례가 보고되어져 있기에 ApoE의 경우 질병 유전자라기보

다는 질병감수성 유전자로 작용한다는 보고도 있다27 .

AD 환자의 뇌신경세포 죽음과 관련된 또 다른 특징으로 과도한 염증반

응이 알려져 있다. 그리고, AD 환자 뇌에서 염증반응을 유발하는 신경세포
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주변의 신경아교세포 (astrocyte) 및 미세아교세포 (microglial cells )의 활

성화 또한 아폽토시스에 기여하는 것으로 보고되어 있다.

AD 진행과정 중 미세아교세포 활성화에 의해서 염증반응이 일어나고,

이러한 염증반응에는 T NF -α (tum or necrosis fctor -α), PGE 2 등과 같은

염증매개물질 및 NF -κB (nuclear factor kappa B )와 같은 전사인자

(transcription factor )의 활성이 관련된다고 보고되어 있다28 . 또한, NF -κB

활성은 염증반응에 관여하는 COX- 2 (cyclooxyganase- 2) 및 신경세포의

산화적 손상을 유발하는 NO (nitiric oxide) 등을 생성하는 iNOS

(inducible nitric oxide synthetase)의 발현과 직접적으로 관련되어 있다고

알려져 있다. 그리고 β- amyloid에 의해서 생성되는 amyloid plagues는 세

아교세포 (microglia )의 활성을 유발한다고 보고되어 있다2 9 ,3 0 .

이러한 보고를 종합하여 보면, β- amyloid에 의해서 유도된 미세아교세

포의 활성화가 T NF -α의 분비를 가져오고 또한 신경세포의 아폽토시스를

유발할 수 있는 다른 독성요인들의 분비를 가져온다. 따라서, 병리학적으로

AD와 관련한 신경세포의 죽음은 직접적으로는 β- amyloid, 간접적으로는

신경세포의 신경아교세포, 미세아교세포 그리고 그 외 다른 독성요인들과

의 상호작용에 의한 것으로 결론지을 수 있을 것이다 (F ig . 3).

그러므로, 약물에 의한 NF -κB 및 COX- 2의 발현억제 즉, 염증반응의

억제는 β- amyloid에 의한 신경세포의 손상을 억제할 수 있는 효과를 가

져올 것으로 기대된다.

이와 관련하여 현재까지 항염증작용 (ant i- inflamm atory effect )이 있는

NSAID (non - steroidal anti- inflammatory drug )의 신경세포 손상회복작용

과 COX- 2 발현 그리고 PGE 2 및 그 관련 물질의 급성적 염증매개에 대한

연구가 진행되어 왔다3 1 . 하지만, NSAID계열의 약물의 염증반응 유도농도

와 치료농도 사이에 커다란 차이가 있음이 보고되면서 NSAID에 의한
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COX- 2 작용의 저해 이외에 또 다른 유전자가 염증반응에 관계할 수 있을

것으로 추정되고 있으며, 최근에 NSAID의 작용이 PPARs (peroxisome

proliferation activated receptors)라는 nuclear hormon receptor super family

에 의하여 또한 이루어진다고 보고되고 있다3 2 .

PPARs는 전사를 조절하는 기능의 retinoid X receptor (RXR)와 이형다

량복합체 (heterodimer complex)를 구성하는 핵호르몬수용체 (nuclear horm on

receptor )의 서브패밀리로 α, β 그리고 γ 세 가지로 구분되어지며, 생체

조직에 따라서 다르게 분포되어 있다.

PPARs로 불리게 된 이유는, 최초로 발견되어진 PPAR-α가 생체이물질

들에 의해서 활성화되어 설치류의 간세포에서 퍼옥시좀 (peroxisome)을 증

식시키는 결과를 나타내었기 때문이다33 .

이러한 PPARs의 구조 및 발현과 관련되는 특성을 살펴보면, PPARs는

레티노이드, 스테로이드 그리고 타이로이드 호르몬 수용체와 관계되어 있

는 리간드활성화 전사요소 (ligand- activated transcription factors )의 핵 호

르몬 수용체로 구성되어 있는데 이들 모두는 유사한 구조를 보여준다3 4 .

리간드와 독립적으로 활성을 나타내는 N -말단 부위는 수용체에 대하여

구조적인 활성을 변화시킬 수 있으며5 , 인산화가 됨으로서 활성이 저해되

는 방향으로 조절되어진다6 . 이 부위 뒤에 연계부위 (linker region )에 의해

나누어지는 두 개의 zinc fingers로 구성되어진 DNA 결합 부위가 오고 다

음에는 C-말단 리간드 결합 부위가 위치하게 된다3 1 (F ig . 4 및 5).

앞서 말한 바와 같이 PPAR은 세 가지 동종효소 (isotypes )의 수용체를

가지고 있고, 형태에 따라서 여러 가지 각기 다른 생리적 기능이 있는 것

으로 보고되어 있다3 5 - 3 8 .

PPAR-γ는 발육 및 항상성을 조절하는 과정에 포함되어 있는 지방세포

분화 및 지방세포 유전자 발현을 조절하는데 중요한 조절인자로서 알려져
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F ig . 4 . S tru c ture of nu cle ar h orm on e re c e pt ors . T h e N - term in al

A - B dom ain c on fers lig an d - in de pen de nt activ ation .

T he C domain is required for DNA binding and contain s

P - box (or recognition helix ) that interact s directly with

specific, hexametric DNA sequences and a D- box that is

responsible for selecting the distance betw een two halves of

the hexam etric DNA - binding site. T he D- dom ain is termed

the hinge region of the receptor , whereas the E dom ain is the

ligand- binding domain of the receptor and is required for

receptor dim erization and ligand- dependent activat ion [T AF - 2

(transactivation function 2)]. T he F domain is not present in

all nuclear receptors and it s function is unknown .
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trends in T ip s 2 1, 469- 474, (2000)

F ig . 5 . S tru cture of perox i s om e prolif erat or act iv at e d re c e pt or -γ

(P PA R -γ ) w ith th e re tin oid X re c ept or (PX R ) .

Heterodim erization of PPAR-γ with PXR produces an activive

transcription complex that binds to a peroxisome proliferator

- response element (PPRE ). In the absence of ligand, the

heterodimer form s high - affinity complex with nuclear

co- repressor protein s , such as nuclear receptor co- repressor

(N - CoR ), which prevent transcrional activat ion by sequestration

of receptor comlex from the promoter . Dissociat ion of

co- repressor s occur s as a consequence of a ligand- induced

conformational change, and the activated heterodimer can then

bind to the PPRE . T his result s in activation or suppres sion of

transcription of a target gene.
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있고, 글루코스 대사 (glucose metabolism ), 세포주기 (cell cycle) 조절, 그

리고 대식세포의 증식 및 기능과 밀접하게 관련되어 있다고 보고되어 있다

3 4 - 4 7 . PPAR-γ 유전자는 구조적으로 두 개의 prom otor를 가지고 있기 때

문에 γ1과 γ2 두 가지 이성질체로 구분할 수 있다4 3 . 앞서 기술한 것처

럼, PPAR-γ는 RXR α와 heterodimeric complexes를 형성함으로 기능을

나타내며, DNA에 있는 DR- 1 부위와 결합하여 순차적으로 전사를 조절한

다. 특히 γ의 경우 pro- inflammatory 반응에 관여하는 유전자 (T NF -α,

IL - 6 등)의 발현을 억제하는 것으로 밝혀져, PPAR-γ agonist는 NF -κB

및 AP - 1 등과 antagonistic react ion을 통하여 이들 유전자 발현 및 대식

세포의 활성을 억제하는 것으로 알려지고 있다4 8 - 5 0 .

그리고, 섬유아세포 (fibroblast s )에 있는 PPAR-γ1 또는 PPAR -γ2의

활성화가 지방세포의 분화를 개시한다는 보고는 PPAR-γ의 지방세포의

분화를 이끌어 내는 능력을 잘 보여 준다4 6 ,4 7 . 또한 PPAR-γ는 생체 내 인

슐린작용을 조절하는데 기여할 것으로 여겨져 관심의 대상이 되고 있으며,

thiazolidinediones는 인슐린감수성치료제로 개발된 대표적인 PPAR-γ 리

간드이다5 1 - 5 9 .

아라키돈산 (Arachidonic acid)의 대사경로(cascades )에 의해 생체내에서

PGA 2 , PGA 2 , PGI2 , PGD2 등의 대사체가 만들어지며, PGJ 대사체들은

PGD2에서 유래되는데, 이들은 PPAR-γ의 천연리간드로 밝혀져 있으며,

15- deoxy - PGJ 2는 가장 강력한 리간드 중 하나로 알려져 있다6 0 - 6 3 (F ig . 6).

15- Deoxy - PGJ 2는 in vivo 상에서 염증이 있을 때 존재하는 물질로서 염

증반응의 F eedback 조절기능을 할 것으로 보고되어 있다6 4 . 더욱이

15- deoxy - PGJ 2가 활성화된 대식세포들 안의 iNOS와 T NF -α 유전자의

억제작용을 나타내었다는 보고 및 AD 환자에게서 PPAR -γ 및 COX- 2

발현이 증가한다고 보고를 종합하여 보면, 15- deoxy - PGJ 2에 의해 나타날
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trends in B iochem .B iop hy s.R es.Com m un. 258 , 50- 53. (1999)

F ig 6 . Ch em ic al s tru c ture s of 15 - de ox y - P GJ2 an d oth e r pro s t a -

g lan din s
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것으로 예상되는 염증반응억제 작용기전은 AD 치료에 효과적으로 작용할

것으로 기대된다65 - 70 .

더불어, 세포주기 조절과 관련하여 15- deoxy - PGJ2가 아폽토시스를 유발

함으로서 다양한 암세포 (유방, 전립선, 폐, 신장)의 성장을 억제한다는 등

15- deoxy - PGJ 2의 생리학적 작용에 관한 보고가 계속적으로 발표되고 있으

며7 1 - 9 5 또한, 15- deoxy - PGJ 2가 NGF에 의해서 유도되는 분화중인 PC12

cells의 세포돌기의 성장을 자극한다는 보고는 15- deoxy - PGJ 2가 신경세포

의 성장 분화 및 사멸에도 영향을 줄 수 있을 것임을 시사한다. 그러나, 아

직까지도 이러한 세포돌기성장 (neurite outgrowth )의 촉진과 관계하는 신

호전달경로가 무엇인지 명확하게 알려져 있지 않다.

따라서, 본 연구에서는 AD와 관련된 β- amyloid에 의한 신경세포의 손

상 작용기전과 이를 치료 또는 억제하기 위한 신경세포 보호효과를 연구하

기 위하여, 첫 번째, 신경세포의 분화 및 기능 연구에 널리 사용되고 있는

신경세포주인 PC12 cells을 이용하여 15- deoxy - PGJ 2가 어떠한 분자기전에

의하여 신경세포에 영향을 미치는지를 파악하고자 하며, 이것을 바탕으로

β- amyloid에 의한 신경세포의 손상작용을 저해할 수 있는가 하는 가능성

을 알아보고자 한다.

두 번째, AD와 관계되어 있는 유전자 중 지금까지 그 기능이 제대로 밝

혀져 있지 않은 PS - 2 돌연변이 유전자를 transfection 시킨 PC12 cells을

사용하여 PS - 2 돌연변이와 관련된 세포내 분자기전의 변화, 특히 세포사

및 염증반응과 관련된 변화를 조사함으로서, PS - 2 돌연변이에 의한 AD

발생이 기존에 이미 알려져 있는 다른 유전자의 돌연변이에 의한 것과 어

떤 차이가 나타나는지를 알아보고자 하며, 이를 바탕으로 AD 치료제 개발

에 필요한 자료를 제시하고자 한다.

마지막으로 PC12 cells에 15- deoxy - PGJ 2와 β- amyloid를 함께 투여할
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경우, 실제적으로 15- deoxy - PGJ 2가 β- amyloid의 신경독성작용을 저해함

으로서 신경세포에 대한 보호효과를 나타내는지를 알아보고자 하며, 이러

한 독성작용의 저해효과가 어떤 특이적인 경로 및 인자의 발현과 관련되는

지를 연구하고자 한다. 그리고, 기존의 PC12 cells에 아폽토시스를 억제하

는 기능을 지닌 Bcl- 2 유전자를 인위적으로 증가시킨 세포를 이용하여, 즉

세포내에서 Bcl- 2 유전자의 발현이 증가하는 경우에 있어서 신경세포가 β

- amyloid의 신경독성 작용에 대하여 어떤 결과를 나타내는지 조사함으로

서 AD 치료제 개발과 관련한 또 다른 길을 제시하고자 한다.

신경세포를 이용한 본 연구결과는 AD와 같은 퇴행성 신경질환의 발생과

관련한 기초자료를 제공할 뿐 아니라, 신경세포의 사멸의 억제와 관련한

치료제 개발에 있어서 많은 도움을 줄 수 있으리라 판단된다.
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II. 재 료 및 방 법

1 . 실험물질

15- deoxy -Δ12 ,14 - prost aglandin J 2 (15- deoxy PGJ 2 )는 Cayman chemical

(18570, USA )에서 구입하였고, 세포에 투여할 때는 실험시 새로이 제조하

여 적정농도를 배지에 희석하여 사용하였다. 이 물질은 빛을 차단하여야

하며, 냉동보관 시약이다. NGF와 β- amyloid25 - 2 5는 Sigma사 (USA )에서

구입하여 사용하였다. 그 외 사용한 모든 시약은 cell culture용 시약이나

특급시약을 사용하였다.

2 . 세포배양 (Ce ll c ulture )

Rat의 pheochromocytom a로부터 유래된 PC12 cells을 37 ℃ 에서 5 %

CO2 와 95 % Air 존재 하에 10 % heat - inactivated hor se serum , 5 %

fetal bovine serum (FBS ), penicillin (100 unit s/ ml) 그리고 streptomycin

(100 unit s/ ml)로 조성되어 있는 Dulbecco ' s modified Eagle ' s m edium

(DMEM )과 F - 12 nutrient (Gibco BRL, Gaither sburg ,MD)로 배양시켰다.

배양된 세포는 2∼3일 간격으로 주사기를 사용하여 cell을 떨어뜨린 후,

DMEM을 5 ml정도 섞어서 원심분리한 뒤 위의 상층액은 버리고 가라앉은

세포만을 취하여 10 % FBS가 혼합된 DMEM으로 잘 풀어서 100 mm 배

양접시에 분주시키고 세포가 배지 내에 80∼90 % 정도 성장하면 계대 배

양한다. 사용이상의 세포는 액화질소통에 보관하였다. 배양시 세포분화를

최소화하기 위해 hor se serum의 농도를 1 %로 줄였고, bovine serum은

배지에서 제거했다. NGF (50 ng/ ml)와 다양한 농도의 15- deoxy - PGJ2를

배지에 첨가하였고, 세포는 neurite outgrowth, 세포수 및 PPAR-γ의 발

현을 측정하기 위하여 72시간 배양하였으며, 전사인자의 활성을 관측하기
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위해 0.5∼3시간 배양시켰다. MAP kinase 종류의 발현은 24시간 배양 후

측정하였다. 세포수의 측정은 배양 후 차가운 phosphate- buffered saline

(136.9 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4 , 1.5 mM KH 2PO4 , pH

7.6)으로 3 회 세척하고, trypan blue dye로 염색하여 현미경상에서 보이는

살아있는 세포를 세었다.

Mutant PS - 2 transfected PC12 cells는 국립독성연구원 실험동물자원실

에서 만든 것을 분양 받아 사용하였으며 다음과 같은 과정을 통하여 만들

어졌다. N141I mutat ion 유전자를 포함하고 있는 Human PS - 2 cDNA를

the pT et - splice vector (Gibco BRL, Life T echnologies , Inc.)의 Xho I and

Spe I cut ting site에 재조합하여 얻은 pNSE - T et Vector와 조합하여 최종

적으로 pNSE - PS - 2 Vector를 얻어 이것을 PC12 cells에 transfection하는

데 사용하였다. Lipofectamine 시약을 이용하여 linearized plasmid DNA를

PC12 cells (1×106 cells )에 임시적으로 transfect ion 시켰다. T ransfection

하고 이틀 후에, 세포를 100 mm dish에 다시 1x 106 cells/ dish되게 도포한

후, 안정한 세포(stable cells )을 얻어 실험에 사용하였다. 그리고, Bcl- 2

transfected PC12 cells은 충북대학교 약학대학의 홍진태 교수님으로부터

분양을 받아 사용하였으며 세포배양법은 기존의 PC12 cells 및 Mutant

PS - 2 transfected PC12 cells과 동일한 방법으로 처리하여 사용하였다.

3 . N e urit e Out g row th 측정

세포분화는 neurite outgrowth한 수 (> 2 mm )를 측정하여 평가하였다.

Neurite outgrowth 정도는 Image Gauge (version 3.12, Fuji Photo co.,

T okyo, Japan )로 측정한 세포사진을 사용하여 배양단위면적 당

(number/ mm 2 ) neurit e 수를 측정하여 구했다.
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4 . 세포생존률 및 형태변화 측정

4 .1 M orph olog ic al c h an g e

세포의 confluance가 70∼80 % 이상이 되면 96 w ell plate에 1×105/ ml

농도의 세포를 200 ㎕씩 파종하여 37 ℃, 5 % CO2 incubator에서 24시간

동안 배양한 후 담겨있는 배지를 버리고 β- amyloid2 5 - 3 5의 농도가 50 μM

이 되게 배지로 희석하여 100 μl을 각 well에 넣어준다. 이를 24, 48, 72시

간 동안 배양한 뒤 각 농도별 시간별 세포의 형태를 광학현미경

(OLYMPUS )으로 관찰하여 ×100∼×200 배율에서 사진을 찍었다.

4 .2 Ce ll c ount s

96 well plate에 세포를 각 well 당 세포수가 1×104 개가 되게 파종한

뒤 37 ℃, 5 % CO2 incubator에서 24시간 동안 배양한 후 담겨있는 배지

를 버리고 β- amyloid25 - 35의 농도가 50 μM이 되게 배지로 희석하고 동시

에 15- deoxy - PGJ 2를 (0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 μM )의 농도로 배지에 희석하여

200 ㎕씩 각 w ell에 넣어준다. 이를 24, 48시간 동안 배양한 뒤 각 시간대

별로 세포를 모아서 T rypan blue soln에 1:1로 희석하여 염색이 되지 않은

살아있는 세포만을 센다. 그리고 세포생존률은 살아있는 세포수를 총 세포

수로 나누어서 viability를 계산한다. 세포를 세는 방법은 다음과 같다.

i . 잘 혼합된 세포를 10 ㎕ 취하여 여기에 0.4% T rypan blue 용액을

10 ㎕를 넣어준다 (1:1로 혼합).

ii. 혈색소계(Hem acytom eter )를 사용하여 세포 수를 센다. 이 때, 9칸으

로 나누어진 정사면체의 가장자리 모서리 부분의 4칸에 존재하는

세포수를 센다.

iii. 세어낸 세포를 평균을 내어 세포가 들어있는 수를 다음과 같이 계

산하여 알아낸다.
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○ Cells/ ml =
count #

× 104 × 2 (d.f .)
4

4 .3 M T T a s s ay

T etrazolium salt 3- (4,5- dim ethyl- t hiazol- 2- y l)- 2,5 - diph eny l-

t et r azolium br om ide (M T T )는 세포내로 흡수된 후, 미토콘드리아의

succinate dehydrogenase에 의해서 formazan을 형성하는데 이 물질의 세

포내 축적은 미토콘드리아의 활성, 넓게는 살아있는 세포의 활성을 의미하

므로 세포의 생존율을 측정하는 방법으로 이용되고 있다. 96 well plate에

1×104 cells/ well의 세포가 되게 200 ㎕씩 파종하여, 37 ℃, 5 % CO2 배양

기에서 24시간 동안 배양하였다. 각 well당 새로운 배지 200 ㎕씩 넣어준

후 MT T (thiazolyl blue, SIGMA Co.)를 2 mg/ ml의 농도로 준비하여 50

㎕씩 첨가하고 3시간에서 4시간동안 반응을 시켰다. 각 well당 시험물질

220 ㎕를 제거하고 보라색물질 30 ㎕만 남긴 후 DMSO (dim ethyl

sulfoxide)를 150 ㎕ 첨가하여 microplate mixer상에서 10분간 잘 혼합하여

침전물을 용해시킨 후 ELISA plat e reader에서 540 nm 흡광도로 O.D.

(optical density )값을 측정하였다. 모든 시험결과는 세포를 배양하지 않은

well에서 측정된 흡광도에 대하여 보정한 값을 산출하였다.

5 . 세포사멸 (A popto s i s ) 측정

DAPI st aining을 이용하여 세포사멸을 측정하였다. 직경이 60 mm의

petri dish에 1×105 cell/㎖의 세포를 각 5 ml씩 넣고 24시간동안 배양한

후 β- amyloid2 5 - 3 5의 농도가 50 μM이 되게 3 ml의 배지에 희석하여 24시

간동안 반응시킨 뒤 반응이 끝나면 배지를 버리고 75 mM KCl을 3 ㎖정

도 넣고 1분간 반응시킨다. 이것은 세포를 부풀려서 핵의 관찰을 용이하게
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하기 위함이다. 그 다음 초산 (acetic acid)과 메탄올 (methanol)을 1:3으로

섞어 cold- ice 상태를 만든 뒤 이를 3 ㎖정도 넣어서 3분간 반응시켜 세포

를 고정시킨다. 이 과정을 두 번 반복한다. 고정이 끝나면 공기 중에서 완

전히 말린 뒤 DAPI staining 용액을 10 ㎕정도 떨어뜨린 접시에 cover

glass를 덮고 20분간 염색한 뒤 형광현미경으로 (DAS Microspe LEICA

DAR, ×100 ∼×250)으로 관찰하였다. 300개의 세포를 세어 이 중에서 핵

의 단편화와 염색질의 응축을 보이는 세포사멸 형태적 판정기준에 따라 판

독하여 관찰하였고 이를 대조군 대비로 %값을 구하여 그래프로 나타내었

다.

6 . E le ctroph ore tic m obility s hift as s ay (EM S A )

6 .1 핵단백질 추출 및 정량

핵추출물은 Dent와 Latchman의 변형된 방법을 사용하여 실험에 사용한

PC12 cells 등에서 분리하였다. 배양된 세포를 PBS로 2회 세척한 후, 4 ℃

에서 10,000 g로 5분간 원심 분리하여 PBS를 제거하였다. 세포는 10 mM

HEPES (pH 7.9), 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2 , 0.5 mM dithiothreitol

(DT T ), 0.2 mM phenylm ethylsufonyl fluoride (PMSF )로 구성된 완충액

400 ㎕ 넣어 vortexing하고 10분간 얼음에서 보관한 후, 4 ℃에서 25,000 g

로 6분간 원심 분리하였다. 원심분리 후, 상층액은 버리고 얻어진 침전물에

20 mM HEPES (pH 7.9), 420 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2 , 20% (v/ v )

glycerol, 0.2 mM EDT A, 0.5 mM DT T , 0.2 mM PMSF로 구성된 차가운

완충액 100 ㎕ 넣어 vort exing하고 얼음에서 20분간 보관한 후, 4 ℃에서

25,000 g로 6분간 원심 분리하고 상층액 95 ㎕를 취해 이 용액을 분주하여

- 70 ℃에 저장하였다. 최종추출물의 단백질양은 Bio- rad prot ein as say kit

를 사용하여 측정하였으며, 측정방법은 다음과 같다. 1.46 m g/ ml bovine
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plasma gamm a globulin stock standard를 샘플에 사용한 희석용액으로 희

석하여 신선한 단백질 표준품을 준비한다. 단백질 표준품과 준비한 시료를

각각 10 ㎕씩 96 w ell microplate에 넣고 단백질 정량을 위하여 Bio- rad

protein dye reagent를 200 ㎕씩 혼합하여 5분 동안 반응시킨 후 ELISA

plate reader에서 595 nm로 흡광도를 측정하여 표준품에 대한 정량곡선에

대입하여 시료의 단백질 정량 값을 산출하였다.

6 .2 Olig onu c le otide prob e 제조

핵추출물과 AP - 1 및 NF -κB oligonucleotide의 결합정도를 알아보기 위

해 EMSA를 수행하였다. AP - 1 oligonucleotide (Prom ega, Cat .No E3201)

는 AP - 1 DNA 결합부위에 대한 consensus sequence인 - T GAGT CAG-가

포함되어 있는 이중가닥 oligonucleotide이고, NF -κB oligonucleotide

(promega , catalog E3291)는 NF -κB DNA 결합부위에 대한 consensus

sequence인 - GGGGACT T T CC-가 포함되어있는 이중가닥 oligonucleotide

로서 Promega사에서 구입했다. AP - 1 및 NF -κB 이중가닥

oligonucleotide의 염기배열 순서는 T able 4 와 같다.

Oligonucleotide probe를 만들기 위해서는 1.5 ㎖ 소형 원심분리용 튜브

에 이중가닥 oligonucleotide (5 ng ) 3 ㎕와 10 x polynucleotide kinase

buffer 2.5 ㎕, 100 μCi [γ- 3 2P] AT P을 혼합한 후 추가적으로 증류수를

넣어 최종 부피가 25 ㎕가 되도록 하였다. 이 혼합액에 1 ㎕의 T 4 kinase

(5 unit )를 최종적으로 넣어주었고 혼합액이 들어있는 튜브를 반응이 일어

나도록 37 ℃에서 45분간 방치하였다. 반응을 시킨 후에 50 mM T ris/ HCl

(pH 7.5)을 넣어서 50 ㎕의 부피가 되도록 oligonucleot ide가 들어있는 혼

합액을 희석하였다. Sephadex G- 50이 들어있는 Nick column

(Pharm acia Biotech )를 가지고 NF -κB oligonucleotide probe를 순수 정

제하였으며, 정제방법은 다음과 같다. column안에 있는 용액을 버린 후,
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equilibration buffer인 10 mM T ris - HCl (pH 7.5)로 한번 세척하고 column

을 지지대에 부착한 후 대략 3 ㎖의 equilibration buffer를 사용하여 gel을

균질화하였다. Equilibration buffer가 gel bed에 완전히 흡수된 후 NF -κB

oligonucleotide 반응용액 50 ㎕를 column에 넣어주었고 부가적으로 400 ㎕

buffer용액을 넣은 다음 gel bed로 들어가게 하였다. Oligonucleot ide probe

용액을 받기 위해 column 아래 부분에 tube를 설치한 후 추가로 400 ㎕를

더 넣어주어 방사선 표지된 oligonucleotide 용액을 정제하였다. 정제된

oligonucleotide 용액 1 ㎕를 2 ml의 scint illation cocktail 용액이 들어있는

vial에 넣어 scintillat ion counter (T ri- carb 2000 CA, Packard Instrument

Co., Downer s Grove, IL, USA )를 사용하여 oligonucleotide probe의 방사

능의 정도를 측정하였다.

6 .3 Gel s hif t m obility a s s ay

Oligonucleotide probe와 결합반응을 일으키기 위하여 5 ㎕의 완충액

[10 mM T ris (pH 7.5), 100 mM NaCl, 1 mM DT T , 1 mM EDT A, 10%

(v/ v ) glycerol, 0.1 ㎍/㎕ poly dI- dC, 0.1 ㎍/㎕ bovine serum albumin]과

5 ㎍의 핵추출물을 혼합한 후, 이 혼합액을 15분간 4 ℃에서 미리 반응시

킨다. 그 다음에 [γ- 32P] AT P로 표지된 100,000 cpm의 oligonucleot ide

probe를 넣어주고 증류수로 혼합액의 최종부피를 25 ㎕로 한 후 상온에서

20분동안 방치하여 혼합액을 반응시켰다. AP - 1 및 NF -κB의 결합활성을

알아보기 위한 EMSA를 수행하기 위하여, 위에서 얻은 oligonucleotide 반

응액에 2 ㎕ 0.1 % (w/ v ) bromophenol blue dye를 넣어서 전기영동에 사용

하였다. 10 ㎖의 polyacrylamide:bis (30 %:0.8 % w/ v )와 38.4 ㎖의 증류수

그리고 5 x T BE (500 mM T ris pH 8.0, 450 mM borate, 5 mM EDT A )

2.5 ㎖를 혼합한 용액에 시험당일 제조된 10 % (w/ v ) ammonium

persulfate 0.5 ㎖과 T EMED 25 ㎕를 부가 혼합하여 6 % non - denaturing
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T able 4 . Olig onu c le otide s e qu en c e s u s e d f or EM S A

AP - 1 consensus Oligonucleotide Cat . No.

5 - CGC T T G AT G AGT CAG CCG GAA - 3'

3 ' - GCG AAC T AC T CA GT C GGC CT T - 5 '

promega

catalog E3201

SP - 1 consensus Oligonucleotide

5 - AT T CGA T CG GGG CGG GGC GAG C - 3'

3 ' - T AA GCT AGC CCC GCC CCG CT C G - 5 '

promega

catalog E3231

NF -κB consensus Oligonucleotide

5 - AGT T GA GGG GAC T T T CCC AGG C - 3'

3 ' - T CA ACT CCC CT G AAA GGG T CC G - 5 '

promega

catalog E3291
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gel을 조제한 다음, 깨끗이 세척한 후 조립된 전기영동 유리판에 용액을

부어 gel를 형성하였다. 전기영동 buffer는 0.25 x T BE buffer를 사용하였

고 전기영동 gel은 150V에서 1시간동안 prerunning한 후, bromophenol

blue dye가 함유된 반응액과 혼합하여 loading하고 150V로 전기영동 하였

다. 전기영동이 끝난 gel은 3M filt er paper에 polyacrylamide gel을 올려

놓고 slab gel dryer (Hoffer Scientific Co. SE - 1160)로 80℃에서 1시간 건

조시킨 후 - 70℃에서 감광시켰다. 하루 후 감광된 X- ray film (Kodak

Bio- Max film )을 현상하여 AP - 1 및 NF -κB 결합능의 활성도를 확인하였

다.

7 . W e s te rn blot an aly s i s

7 .1 시료준비 및 정량측정

원하는 물질의 처리가 끝나면 scriper로 세포를 모으고 모은 세포를 담

겨있던 배지와 함께 1000 rpm에서 원심분리 하여 상층액을 버린 뒤, 2 ml

의 차가운 PBS로 두 번 세척한다. 여기에 50 mM T ris pH 8.0, 150 mM

NaCl, 0.02 % Sodium Azide, 0.2 % SDS , PMSF (Phenyl methyl

sulfonnyl fluoride) 100 ㎍/ ml, Aprot inin 50 ㎕/ ml, Igapel 630(또는

NP - 40) 1 %, NaF 100 mM , Sodium Deoxy choate 0.5 %, EDT A

(Ethylne diamine tetra acetic acid- Sigma E - 4884) 0.5 mM , EGT A

(Ethylene glycol- bis (β- amino ethyl ether ) N ,N ,N ' ,N ' - tet ra acetic

acid- sigma E - 4378) 0.1 mM 로 조성된 Ly sis Buffer를 50∼100 ㎕를 가

해 잘 vort ex한 뒤 2시간 동안 4 ℃에서 ly sis시킨다. 반응이 끝나면 시료

를 1.5 ml tube에 담아 30초 동안 vortex 하고 4 ℃ 23,000 g에서 1시간동

안 원심분리 한다. 원심분리한 상층액만 취한다. 최종추출물의 단백질양은

Bio- rad protein as say kit를 사용하여 측정하였으며, 측정방법은 다음과
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같다. 1.46 mg/ ml bovine plasm a gamma globulin stock st andard를 샘플

에 사용한 희석용액으로 희석하여 신선한 단백질 표준품을 준비한다 (희석

배수; 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 mg/ ml). 단백질 표준품과 준비한 시료를

각각 10 ㎕씩 96 w ell microplate에 넣고 단백질 정량을 위하여 Bio- rad

protein dye reagent를 200 ㎕씩 혼합하여 5분∼10분 동안 반응시킨 후

ELISA plate reader에서 595 nm로 흡광도를 측정하여 표준품에 대한 정량

곡선에 대입하여 시료의 단백질 정량 값을 산출하였다.

7 .2 E le ctroph ore s i s 및 t ran s fe r

정량이 된 단백질에 Ly sis buffer와 60 mM T ris buffer (pH 6.8), 25 %

Glycerol, 2 % SDS , 14.4 mM 2- mercapto ethanol, 0.1 % Bromo phenol

Blue로 조성된 5 X sample buffer를 섞어 protein 양을 같게 한 후 100

℃ heat block에서 5분 동안 boiling 한 후, 잠깐동안 원심분리 하여 시료

를 모은다.

Seperating gel (12 %)은 4 ml의 polyacrylamide:bis (30 % :0.8 % w/ v )

와 6.9 ml의 증류수 그리고 3.8 ml의 1.5 M T ris , pH 8.8과 10 % SDS

150 ㎕을 혼합한 용액에 시험당일 제조된 10% (w/ v ) ammonium

persulfate 150 ㎕와 T EMED 10 ㎕를 부가 혼합하여 만든 다음, 깨끗이 세

척하여 조립된 전기영동 유리판에 용액을 부어 gel를 형성하였다.

Stacking gel (5 %)은 670 ㎕의 polyacrylamide :bis (30 %:0.8 % w/ v )와

2.2 ml의 증류수 그리고 1 ml의 1.5 M T ris , pH 6.8과 10 % SDS 40 ㎕을

혼합한 용액에 시험당일 제조된 10 % (w/ v ) amm onium per sulfate 65 ㎕

와 T EMED 6.5 ㎕를 부가 혼합하여 seperat ing gel 위에 부어 완전한 gel

을 형성하였다.

전기영동 Running buffer는 T ris base 30.3 g , Glycine 144 g , SDS 10 g

을 1 l에 녹여 10 × stock을 만들었다. 정량한 단백질을 10- 20 ㎕를
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loading하고 50∼80 volt로 약 20분간 running하고 stacking gel의 전개가

끝나면 100∼120 volt로 separating gel을 약 2시간 정도 전개시킨 후

tr ansfer하였다. T ransfer buffer의 조성은 1 l에 T ris base 3.03 g , Glycine

14.63 g , Methanol 200 ㎖으로 만들어서 Nitrocellulose membrane

(Schleichet & Schuell, 0.45 ㎛)로 실온에서 80 volt로 1시간 10분간

tr ansfer 하였다. tr ansfer가 끝난 gel은 staining solution (Coom assie Blue

staining slon ) 용액에 2시간 담가둔 후 destaining 용액으로 넘겨 남은

protein을 확인하였고 tr ansfer된 membrane은 0.05 % T w een - 20, 150 mM

NaCl, 10 mM T ris pH 8.0으로 조성된 T BS - T 용액으로 세척한 후 약간

물기를 제거하고 T BS - T 용액으로 희석한 약 5 % skim milk로 약 2시간

정도 blocking한 후 T BS - T 용액으로 여러 번 세척한다.

7 .3 W e s te rn blot tin g 및 E CL de te c tion

T BS - T 용액으로 희석한 3 % skim milk에 1차 항체 (T able 5)를 권장

농도로 약 200∼1000배 희석하여 만든 용액에 blocking된 membrane을 담

가둔 후 실온에서 2시간 정도 반응시킨 후, T BS - T 용액으로 10분마다 새

로운 T BS - T 용액으로 갈아주면서 1시간 동안 세척하였다. Peroxydase가

부착되어 있으며 1차 항체와 반응하기에 적합한 2차 항체를 권장농도로 약

1000∼2000배 희석하여 1차 항체와 결합한 m embrane을 반응시킨 후 실온

에서 1시간 정도 반응시키고 T BS - T 용액으로 10분간 3∼5번 세척하였다.

편평한 판에 미리 wrap을 씌워 놓고, m embrane의 물기를 제거한 후 판

위에 올린다. ECL 용액 1 (black ), 2 (W hite)를 1:1로 잘 섞어 membrane

에 뿌려, 골고루 용액을 묻히고 1분 정도 반응시킨 후 ECL 용액을 충분히

제거하고 그 위에 wrap을 씌운다. film을 cassette에 올려놓고 m embrane

이 고정된 판을 일정 시간 film에 찍은 다음 developer에 담근다. 어느 정

도 film에 band가 나타나면 fixer로 옮겨 골고루 고정이 잘 되도록 흔들어
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T able 5 . Li s t of ant ibodie s u s e d f or w e s te rn blot

T arget Prot ein Cat . No. Size(kDa) 구입회사

Bcl- 2 554087 26 PharMingen

caspase 3 sc- 7148 31
Santa Cruz

Biotechnology

caspase 9 sc- 7885 35 "

COX - 2 sc- 1746 80 "

IκB -α sc - 371 34 "

p21 sc - 756 21 "

p53 sc- 6243 53 "

p38 sc- 7149 38 "

p- P38 sc- 7973 " "

ERK 2 sc- 154 42 "

p - ERK sc- 7383 " "

JNK 1 sc- 571 46 "

p- JNK sc- 6254 " "

MEK 2 sc- 524 51 "

T NF -α sc- 1348 17 "

PS - 2 sc- 7861 95 "

PPAR -γ sc- 7196 55 "

β- Amyloid A8326 130 Sigm a
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주며 고정시킨다. 고정이 끝나면 흐르는 물로 깨끗이 씻어 건조시키고 관

찰하였다.

8 . 통계처리

모든 실험결과는 평균±표준편차로 나타내었으며, 자료분석에는 post

hoc t est와 같은 Bonferroni ' s test에 의한 one- w ay analy sis of variance을

이용하여 p< 0.05 수준에서 유의성을 검증하였다.
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III . 결 과

1 . P C 12 c e ll s의 n eurite outg row th에 대한 15 - de ox y - P GJ2의 생리학

적효과 및 분자기전 연구

1 .1 N e urit e outg row th에 대한 영향 관측

먼저 배지에 함유된 serum이나 NGF가 세포분화의 지표인 neurite

outgrowth를 증가시키는지를 조사하였다 (F ig . 7). Neurite outgrowth는 10

% heat - inactivated horse serum과 5 % fet al bovine serum을 첨가하여

배양시켰을 때 증가하였다. 그러나, 1 % serum은 neurite outgrowth를 증

가시키지 못하였으므로, 15- deoxy - PGJ 2를 NGF와 함께 또는 NGF 없이 1

% 혈청이 들어있는 배지에 첨가하여 PC12 cells을 배양하였다. PC12 cells

의 neurite outgrowth는 15- deoxy - PGJ 2 처리군의 경우 대조군에 비해 약

2배 정도 증가되었다. 또한 15- deoxy - PGJ 2를 NGF (50 ng/ ml)와 함께 처

리했을때, neurite outgrowth를 현저하게 증가시켰다.

1 .2 M A P kin a s e s ig n al path w ay에 대한 영향 관측

MAP kinase는 신경세포로의 분화와 전사인자 (transcription factor s )의

활성조절에 결정적인 역할을 한다고 알려져 있다. 따라서, neurite

outgrowth에 대한 15- deoxy - PGJ 2의 증가효과가 MAP kinase signal

pathway의 활성에 기인하는지를 조사하였다 (F ig . 8). NGF 비처리군과

처리군에 있어서 15- deoxy - PGJ2 (0.8 μM )는 NGF에 의해 유도되는 MAP

kinase의 발현을 증가시켰다. PC12 cells에서 나타나는 이러한 결과에 어떤

MAP kinase가 특이적으로 연관되어 있는지를 측정한 결과,

15- deoxy- PGJ2를 처리한 경우 NGF에 의해 유도되는 MAP kinase와
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F ig . 7 . N eurite out g row th by 15 - de ox y - P GJ2 w ith/ w ith out

N GF in c ulture d P C 12 c ell s .

PC12 cells cultured with 0.8 μM 15- deoxy - PGJ2 in the

absence or presence of NGF (50 ng/ ml) for 72 hrs . Neurit e

outgrowth w as assessed by measuring the number of neurite

outgrowth per unit area of culture (number/ mm 2 ). Up,

m orphological observation (×40 magnification ). Down ,

Quantitat ive levels of neurite outgrowth . Values are

m ean±standard error of three experim ent s , with triplicate of

each experiment .
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F ig . 8 . Ef fe ct of 15 - de ox y P GJ2 on th e ex pre s s ion of M A P

kin a s e f am ily .

PC12 cells cultured with 0.8μM 15- deoxy PGJ2 in the

absence or presence of NGF (50 ng/ ml) for 24 hrs .

Expression of MAP kinase family was determined by

w est ern blotting . Values are mean±standard error of two

experim ent s , with triplicate of each experim ent .
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JNK의 발현증가를 제외한 다른 종류의 MAP kinase의 발현은 관측되지

않았다.

1 .3 전사인자 활성에 대한 영향 관찰

15- Deoxy - PGJ 2에 의한 neurite outgrowth의 성장증가가 잘 알려진 세

가지 전사인자 AP - 1, SP - 1 그리고 NF -κB 중 어떠한 것과 연관되어 있

는지를 알아보았다 (F ig . 9 및 10). 전사인자 AP - 1과 SP - 1의 활성은 시간

및 농도-의존적으로 증가하였다. AP - 1의 활성은 15- deoxy - PGJ2 0.8 μM

농도로 처리할 경우, 1시간 후 최고로 나타났고 반면 SP - 1은 30분 후에

나타났다. NF -κB의 활성은 15- deoxy - PGJ 2의 처리에 의해서는 아무런 변

화가 나타나지 않았다. NGF (50 ng/㎖) 존재시 15- deoxy - PGJ 2 (0.8 μM )

는 NGF에 의해 유도되는 AP - 1 활성을 증가시키는 반면, SP - 1의 활성은

더 이상 크게 증가시키지 않았다 (F ig . 11).

1 .4 P PA R -γ의 발현에 관한 영향 관측

PPAR-γ의 nature ligand 인 15- deoxy - PGJ 2 는 PPAR-γ의 활성을 통

해 생리적 영향을 나타낼 것으로 예상된다. 그러므로, 15- deoxy - PGJ2에 의

한 PPAR-γ의 발현을 알아보기 위해 w estern blotting assay를 수행하였

다 (F ig . 12). NGF와 혈청은 PPAR-γ의 발현을 유발하지 않으며 PC12

cells의 neurite outgrowth를 현저하게 증가시켰다. 하지만, 예상과 달리

PC12 cells에서 0.8 μM 15- deoxy - PGJ2는 PPAR -γ의 발현을 유발하지

않았고, 또한 3.2 μM 농도 처리시에도 PPAR-γ의 발현이 관측되지 않았

다. 그러나, 배자 중뇌세포(embryo midbrain cells ) 및 neuroblastom a cells

같은 다른 분화중인 신경세포에서 PPAR-γ의 발현을 관측한 결과, 이들

세포에서는 15- deoxy - PGJ 2에 의해 PPAR-γ가 발현되었다.
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F ig . 9 . D o s e e ff ect of 15 - de ox y PGJ2 on the activ ation of

tran s ciption factors A P - 1 an d S P - 1 .

PC12 cells cultured with 0.2∼3.2 μM 15- deoxy PGJ 2 for

30 min (AP - 1) or 1hr (SP - 1). A DNA binding act ivity of

AP - 1 and SP - 1 was det ermined by gel mobility shify

as say . Values are mean±standard error of two

experiment s , w ith triplicate of each experiment .
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F ig . 10 . T im e c ours e ef fe ct of 15- deox y PGJ2 on the activ ation of

trans ciption factors A P - 1 an d S P - 1 .

PC12 cells cultured with 0.8μM 15- deoxy PGJ2 for various

t im es . A DNA binding act ivity of AP - 1 and SP - 1 was

det ermined by gel mobility shify assay . Values are mean±

standard error of two experim ent s , w ith triplicate of each

experim ent .
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F ig . 11 . Ef fe c t of 15 - de ox y P GJ2 on th e N GF - in du c e d ac tiv ation

of tran s cription factors A P - 1 and S P - 1. PC12 cells cultured

with 0.8 μM 15- deoxy PGJ2 with NGF (50 ng/ ml) for 30 min

(AP - 1) or 1 hr (SP - 1). A DNA binding activity of AP - 1 and

SP - 1 was determined by gel m obility shift as say . Values are

mean±standard error of two experiment , w ith triplicate of

each experiment .
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Fig . 12 . Effe ct of 15 - de ox y PGJ2 on the ex pre s s ion of PPA R -γ .

PC12 cells were cultured with various doses of 15- deoxy

PGJ 2 in the absence or presence of serum and- or NGF (50

ng/ ml) for several different times . Neuroblastoma (SK- N - MC)

cells were cultured with 0.8 μM 15- deoxy PGJ 2 for 24 hr s .

Midbrain embryonic cells were isolated from rat embryos on

gestation day 12, and cultured for 48 hr s , and then the cells

were treated with 15- deoxy PGJ 2 for 24 hrs . Values are mean

±standard error of two experiment s , w ith triplicate of each

experiment .
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2 . M ut ant N 14 1I P S - 2 tran s fe cted P C12 c ells에 대한

β - A m y loid의 영향 및 그 분자기전에 관한 연구

2 .1 N e urit e outg row th 및 아폽토시스 변화 관측

AD환자의 신경세포의 죽음에 직접적으로 연관되어있는 것으로 알려져

있는 β- amyloid의 신경세포에 대한 독성작용 및 AD의 유전적 원인 중의

하나로 알려져 있는 PS - 2 돌연변이에 의한 영향을 알아보기 위하여, PC12

cells 및 mutant N141I PS - 2 transfected PC12 cells에 50 μM의 β

- amyloid25 - 3 5을 처리한 후 나타난 결과를 비교해보았다 (F ig . 13 및 14).

β- Amyloid25 - 35는 PC12 cells 및 mutant N 141I PS - 2 transfect ed PC12

cells의 NGF에 의한 neurite outgrowth를 현저하게 저하시키는 결과를 나

타내었다. 또한, β- amyloid25 - 35는 이 두 세포에서 대조군과 비교하여 현저

하게 세포사멸을 증가시켰다. Neurite outgrowth 및 아폽토시스에 대한 β

- amyloid25 - 3 5의 영향은 AD 발병기전과 밀접한 관련이 있을 것으로 예상되

는 mutant N 141I PS - 2 transfected PC12 cells에서 더 크게 나타났다.

2 .2 β - A m y loid 및 P S - 2 발현 변화 측정

PC12 cells 및 mutant PS - 2 transfected PC12 cells에서 β- amyloid의

발현정도를 비교함으로서 PS - 2의 N 141I 돌연변이가 과연 신경세포에서 β

- amyloid의 생성을 증가시키는지를 확인하였다. 실제로 PS - 2 유전자의 돌

연변이는 PC12 cells에 있어서 β- amyloid의 생성을 증가시키는 것을 관찰

할 수 있었다 (F ig . 15). 또한 이들 세포에 50 μM의 β- amyloid25 - 35를 가

할 경우, 각 세포의 대조군과 비교할 때 β- amyloid의 생성이 현저하게 증

가되었음을 관측할 수 있는 데, 이는 앞의 이들 세포의 neurite outgrowth

및 아폽토시스에 대한 β- amyloid 독성작용의 경향과 일치하였다 (F ig . 13
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F ig . 13 . Ef fe c t of β - am y loid on n eurite outg row th in P C 12 c e ll s

an d m utant N 14 1I P S - 2 tran s fe ct e d P C 12 c ell s . PC12 cells

and mutant N 141I PS - 2 transfected PC12 cells were cultured

with 50 μM β- amyloid2 5 - 3 5 for 72 hr s , NGF (50 ng/ ml) w as

used as positive control. Neurite outgrowth was as sessed by

measuring the number of neurit e outgrowth per unit area of

culture (number/ mm 2 ). Up, morphological observation (×40

magnification ). Down , Quantitat ive levels of neurite outgrowth .

Values are m ean±standard error of three experiment s , with

triplicate of each experiment .
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F ig . 14 . Ef fe c t of β - am y loid2 5 - 3 5 on apopt o s i s in P C 12 c ell s

an d m utant N 14 1I P S - 2 tran s fe ct e d P C 12 c ell s .
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및 14). 결국 이 결과는 신경세포에 있어서 N141I PS - 2 돌연변이는 세포내

β- amyloid의 생성의 증가시킴으로서 신경세포의 아폽토시스를 유발함을

나타낸다.

2 .3 세포사와 관련된 단백질의 변화측정

PC12 cells 및 mutant PS - 2 transfected PC12 cells에서 β- amyloid가

신경세포의 아폽토시스를 유발하였기 때문에, 신경세포내 어떤 단백질이

관련되어 있는지를 알아보았다. 이를 위하여 세포사와 관련된 몇 가지 단

백질의 변화를 측정하였다. PC12 cells과 mutant N 141I PS - 2 transfected

PC12 cells을 β- amyloid (50 μM )로 처리할 경우, 신경세포의 아폽토시스

와 직접적으로 관련되는 caspase 3, caspase 9, p53 그리고 p21 단백질의

변화가 관측되었다 (F ig . 16). 특히 caspase 3, caspase 9의 경우, 두 세포

모두에 대해서 β- amyloid를 처리하기 전 보다 2배 이상 발현이 증가하였

다. 또한, β- amyloid에 의한 p21 단백질의 발현의 경우 PC12 cells 보다는

mutant N 141I PS - 2 transfected PC12 cells에서 더 강하게 발현되었다.

2 .4 염증반응과 관련된 단백질 변화측정

이미 잘 알려진 것처럼 AD 환자의 뇌 신경세포의 죽음은 정상세포에서

와 달리 AD 진행과정 중에서 나타나는 상대적으로 높은 염증반응과 밀접

한 관련이 있다고 보고되고 있다3 1 ,32 . 따라서, 본 연구에서도 PC12 cells 및

mutant N141I PS - 2 transfected PC12 cells에서 β- amyloid에 의해서 이

러한 염증반응과 관련된 단백질의 변화의 유무가 관측되는지 그리고 어떠

한 단백질이 관련되는지 알아보고자 하였다. 그 결과 β- amyloid25 - 35 (50 μ

M) 처리시 대조군에 비하여 COX- 2, IκB -α 그리고 T NF -α의 발현이

증가되었다. 특히, T NF -α 및 COX- 2의 경우 PC12 cells 및 mutant N141I
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F ig . 15 . Ex pre s s ion of β - am y loid an d pre s e nilin e 2 prote in in

P C 12 c ell s an d m utant N 14 1I P S - 2 tran s fe cte d P C 12

c e ll s . PC12 cells and mutant N 141I PS - 2 transfected PC12

cells were cultured with 50 μM β- amyloid2 5 - 3 5 for 24 hr s .

Expressions of β- amyloid and PS - 2 protein were determined

by western blotting . Values are mean±standard error of two

experiment s , w ith triplicate of each experiment .
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F ig . 16 . Ef fe c t of β - am y loid on th e ex pre s s ion of c ell de ath

relat e d prote in . PC12 cells and mutant N 141I PS - 2

transfect ed PC12 cells were cultured with 50 μM β- amyloid25 - 3 5

for 24 hr s . Expres sion of p53, caspase 3, caspase 9 and p21

were determined by western blotting . Values are mean±

standard error of two experim ent s , with triplicate of each

experiment .
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PS - 2 transfected PC12 cells 모두에서 발현이 현저하게 증가되었지만, Iκ

B-α의 경우 대조군에 비해서 현저하게 발현이 증가되지 않았다 (F ig .

17). 그러나 PPAR -γ의 경우 대조군과 비교하여 볼 때 mutant N 141I

PS - 2 transfect ed PC12 cells 보다 PC12 cells에서 발현이 더욱 강하게 측

정되었다. 그러나, 전반적으로 이러한 염증반응 단백질의 발현은 PC12

cells 보다는 mutant N141I PS - 2 transfected PC12 cells에서 더 강하게 나

타났다.

2 .5 전사인자 N F -κB의 변화 측정

NF -κB는 전사인자로서 자외선 (UV)나 성장인자 (growth factors )와

같은 1차 자극은 물론, cytokines와 같은 2차 자극에 의해서도 발현이 유도

되며, 특히 염증반응과 면역반응에 밀접하게 관련된다고 알려져 있으므로,

PC12 cells 및 mutant N 141I PS - 2 transfected PC12 cells에서 β- amyloid

가 전사인자 NF -κB의 발현에 어떠한 영향을 미치는지 알아보았다. β

- Amyloid25 - 3 5 (50 μM )를 3시간 처리 후, PC12 cells 및 mutant N 141I

PS - 2 transfected PC12 cells에서는 NF -κB의 발현을 현저하게 증가시켰

고, PC12 cells 보다는 mutant N 141I PS - 2 transfect ed PC12 cells에서 더

강하게 발현시킴을 관측할 수 있었다 (F ig . 18).
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F ig . 17 . Ef fe c t of β - am y loid on th e e x pre s s ion of inflam m ation

relat e d protein s in n euron al c e ll s . PC12 cells and mutant

N141I PS - 2 transfected PC12 cells were cultured with 50 μM

β- amyloid2 5 - 35 for 24 hrs . Expression of COX- 2, IκB -α,

T NF -α and PPAR-γ w ere determined by western blotting .

Values are mean±standard error of two experiment s , with

triplicate of each experim ent .
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F ig . 18 . E ff e c t of β - am y loid on th e activ ation of trans cription

factors N F -κB . PC12 cells and mutant N141I PS- 2

transfected PC12 cells were cultured with 50 μM β

- amyloid2 5 - 3 5 for 3 hr . A DNA binding activity of NF -κB

w as determined by gel mobility shift assay . Values are

mean±standard error of two experiment , with triplicate of

each experim ent .
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3 . 15 - D eox y - P GJ2의 신경세포 보호효과 및 B cl - 2 T ran s fe cte d

P C12 cells에 대한 β - A m y loid의 작용에 관한 연구

3 .1 β - A m y loid의 신경세포 손상작용에 대한 15 - de ox y - P GJ2의 저해

효과 관측

15- Deoxy - PGJ 2의 β- amyloid에 대한 신경세포 보호효과를 알아보기 위

하여, PC12 cells과 mutant N141I PS-2 transfected PC12 cells에 50 μM 농도의

β- amyloid25 - 35 와 15- deoxy - PGJ 2를 농도별 (0.2, 0.4, 0.8, 1.6 μM)로 각각

또는 함께 처리하여 24시간 동안 배양한 후, 농도의존성 따른 세포수의 증

가 및 세포생존률에 대한 변화를 관찰하였다 (F ig . 19- 22). 각 세포를 β

- amyloid25 - 3 5 (50 μM)만 처리할 경우, β- amyloid25 - 35의 독성영향으로 인해

각 세포의 증식이 억제되었고, 대조군과 비교할 경우 PC12 cells은 89.52±

10.04 %, mutant PS- 2 transfected PC12 cells는 79.88±3.45 %로 각각 세포생

존률이 감소하였다. 그러나, 15- deoxy - PGJ 2를 함께 처리할 경우에 대조군과

비교시 각 처리농도별로 PC12 cells는 94.01±3.26, 98.10±2.73, 107.51±0.65,

105.32±4.74 %로 현저하게 세포생존률이 증가함이 관찰되었고, 또한 mutant

PS- 2 transfected PC12 cells도 동일하게 83.39±8.29, 86.43±5.62, 89.42±3.84,

92.96±2.32%로 15- deoxy - PGJ 2에 의한 세포생존률의 농도의존적 증가현상

이 관찰되었다.

이러한 β- amyloid의 신경세포 손상작용에 대한 15- deoxy - PGJ 2의 농도

별 저해효과는 상대적으로 PC12 cells 보다 mutant PS- 2 transfected PC12

cells에서 보다 더 뚜렷하게 나타남을 관측할 수 있었다.
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F ig . 19 . Ef fe c t of 15 - de ox y - P GJ2 on tox icity of β - am y loid in

P C 12 c ell s (I ) .

PC12 cells was cultured with 50 μM β- amyloid25 - 35 and

15- deoxy - PGJ 2 0, 0.2, 0.4, 0.8 and 1.6 μM. Cell count was

determined at 24 hour . T hese data were represented by mean

±S .D. (n=3).
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F ig . 20 . Ef fe c t of 15 - de ox y - P GJ2 on tox icity of β - am y loid in

P C 12 c ell s (II ) .

PC12 cells was cultured with 50 μM β- amyloid25 - 35 and

15- deoxy - PGJ 2 0, 0.2, 0.4, 0.8 and 1.6 μM. Cell Viability

were determined at 24 hour by MT T assay . Cell Viability

was expressed as % of control culture conditions . T hese data

were represented by mean±S .D. (n=3).
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F ig . 2 1 . Ef fe c t of 15 - de ox y - P GJ2 on tox icity of β - am y loid in

m utant PS - 2 tran s fected P C 12 c e lls (I ) .

Mutant PS- 2 transfected PC12 cells was cultured with 50 μ

M β- amyloid2 5 - 3 5 and 15- deoxy - PGJ 2 0, 0.2, 0.4, 0.8 and

1.6 μM. Cell count was determined at 24 hour . T hese data

were represented by mean±S .D . (n=3).
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F ig . 22 . Ef fe c t of 15 - de ox y - P GJ2 on tox icity of β - am y loid in

m utant PS - 2 tran s fected P C 12 c e lls (II ) .

Mutant PS- 2 transfected PC12 cells was cultured with 50 μ

M β- amyloid2 5 - 3 5 and 15- deoxy - PGJ 2 0, 0.2, 0.4, 0.8 and

1.6 μM. Cell Viability were determined at 24 hour . Cell

Viability was expressed as % of control culture conditions .

T hese data were represented by mean±S .D. (n=3).
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3 .2 P C 12 c e ll s 및 m ut ant N 14 1I P S - 2 tran s fe c te d P C 12 c e lls에서

β - am y loid에 의한 전사인자 활성에 미치는 15 - de ox y - P GJ2의

영향

15- Deoxy - PGJ 2의 경우 전사인자 AP - 1 및 SP - 1의 활성을 통하여 NGF

를 처리한 PC12 cells의 Neurit e outgrowth를 증가시키는 결과를 나타내었

고, β- amyloid2 5 - 3 5 (50 μM )는 PC12 cells 및 mutant PS - 2 transfected

PC12 cells에서 전사인자 NF -κB의 발현을 현저하게 증가시키는 결과를

나타내었다. 또한, 15- deoxy - PGJ 2의 경우 β- amyloid2 5 - 35의 신경세포 손상

작용을 저해하는 결과를 보였기에 과연 이러한 신경독성 저해효과가 어떠

한 전사인자에 영향을 줌으로서 매개되는지를 알아보았다 (F ig . 23 및 24).

PC12 cells 및 mutant N141I PS - 2 transfected PC12 cells에서 β

- amyloid25 - 35 (50 μM )와 15- deoxy - PGJ2를 농도별 (0.2, 0.4, 0.8, 1.6 μM)

로 각각 또는 함께 처리하여 3시간 후, AP - 1, SP - 1 그리고 NF -κB의 발

현변화를 살펴보면, β- amyloid는 전사인자 NF -κB의 발현을 현저하게

활성화시켰고, β- amyloid에 의한 NF -κB의 발현은 15- deoxy - PGJ 2를 함

께 처리할 경우에 농도별로 점차적으로 감소되는 것이 관측되었으며, 대조

군과 비교해서 0.4 μM 이상을 처리한 경우는 오히려 대조군 보다도 NF -κ

B의 발현양상이 더 낮게 나타났다.

3 .3 B cl - 2 tran s f e c te d P C 12 c ell s의 n eurite out g row th 및

아폽토시스에 대한 β - am y loid의 영향

β- Amyloid의 독성작용에 의한 신경세포의 죽음을 방지하거나 치료하

기 위한 하나의 수단으로서 anti- apoptosis와 직접적으로 관련이 있는

Bcl- 2 유전자를 신경세포 내에서 인위적으로 증가시킨 경우에 β- amyloid

가 신경세포에 어떠한 결과를 나타내는지를 조사하기 위하여, neurit e
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F ig . 23 . Ef fe c t of 15 - de ox y - P GJ2 on β - am y loid in du c e d th e

ac tiv ation of tran s cription factors N F -κB . PC12 cells

were cultured with 50 μM β- amyloid2 5 - 3 5 for 3 hr . A

DNA binding activity of NF -κB was determined by gel

m obility shift assay . Values are mean±standard error of

two experiment , with triplicate of each experiment .
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F ig . 24 . E ff e c t of 15 - de ox y - P GJ2 on β - am y loid in du c e d th e

ac tiv ation of tran s cription factors N F -κB in Mutant

PS - 2 tran sfected PC12 cells . Mutants PS- 2 transfected

PC12 cells were cultured with 50 μM β- amyloid2 5 - 35 for 3

hr . A DNA binding activity of NF -κB was determined

by gel mobility shift as say .
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outgrowth 측정 및 DAPI 염색을 통하여 아폽토시스에 대한 영향을 직접

관찰하였다 (F ig . 25 및 26). 우선 neurite outgrowth에 있어서 PC12 cells

에 비해서 Bcl- 2 transfected PC12 cells이 휠씬 더 성장이 컸고, NGF (50

ng/ ml) 처리시 그 차이는 더 크게 나타났다. 여기에 50 μM의 β

- amyloid25 - 3 5을 처리하면, β- amyloid25 - 35는 PC12 cells 및 Bcl- 2

transfected PC12 cells의 NGF에 의한 neurite outgrowth를 저하시키는 결

과를 나타내었다. 또한, β- amyloid25 - 35는 이 두 세포에서 대조군과 비교하

여 현저하게 아폽토시스를 증가시키는 결과를 나타내었다. 그러나 neurite

outgrowth와 아폽토시스에 있어서 β- amyloid25 - 35의 영향은 상대적으로

PC12 cells 보다 mutant Bcl- 2 transfected PC12 cells에서 그 효과가 많이

감소됨을 알 수 있었다. 특히 neurite outgrowth의 측정결과에 있어서

Bcl- 2 transfected PC12 cells에 50 μM 농도의 β- amyloid2 5 - 3 5을 처리한

것과 β- amyloid25 - 35을 처리하지 않은 PC12 cells의 대조군에 대한 결과가

비슷하게 나타났다.

3 .4 B cl - 2 tran s f e c te d P C - 12 c ell에서 c e ll de ath s ig n al에 대한

β - am y loid의 영향

인위적으로 세포사멸 억제유전자인 Bcl- 2 유전자를 증가시킨 Bcl- 2

transfected PC12 cells에서 β- amyloid25 - 3 5에 의한 신경세포의 세포사멸이

감소되는 결과가 관측되었다. 따라서, 이 현상과 관련된 Bcl- 2 transfect ed

PC12 cells내 세포사와 관련된 단백질의 변화를 알아보고자 하였다.

PC12 cells과 Bcl- 2 transfected PC12 cells을 β- amyloid2 5 - 3 5 (50 μM )

으로 처리할 경우, 세포의 아폽토시스와 관련되는 p53 및 caspase 3 단백

질의 변화가 관측되었다 (F ig . 27). p53 단백질의 경우 PC12 cells과 Bcl- 2

transfected PC12 cells를 비교하여 볼 때 별 다른 차이가 나타나지 않았고,
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F ig . 25 . Ef fe c t of β - am y loid on n e urite out g row th in P C 12

c e ll s an d B cl - 2 tran s f e c te d c ell s .

PC12 cells and Bcl- 2 transfect ed PC12 cells w ere cultured

with 50 μM β- amyloid2 5 - 3 5 for 72 hrs , NGF (50 ng/ ml)

was used as positive control. Neurit e outgrowth w as

assessed by m easuring the number of neurit e outgrowth

per unit area of culture (number/ mm 2 ). Up, morphological

observation (×40 magnificat ion ). Down , Quantit ative levels

of neurite outgrowth . Values are mean±standard error of

three experim ent s , with triplicate of each experiment .
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F ig . 26 . Ef fe c t of β - am y loid2 5 - 3 5 on apopt o s i s in P C 12 c ell s

an d B c l - 2 tran s f e c te d P C 12 c ell s .
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β- amyloid2 5 - 35 처리 24시간 이후에도 각 세포는 대조군과 비교하여 약간

의 발현증가만이 나타났었다. 그러나 caspase 3의 경우, PC12 cells에 비해

Bcl- 2 transfected PC12 cells에서 발현정도가 현저하게 감소됨이 관측되었

다.

3 .5 B cl - 2 tran s fe c te d P C 12 c ell s에서 세포 내 신호전달경로에 대한

β - am y loid의 영향

앞서 서술한 바와 같이 MAP kinase는 신경세포로의 분화와

downstream 전사인자 (t ranscript ion factors )의 활성조절에 결정적인 역할

을 한다고 알려져 있고, PC12 cells을 15- deoxy - PGJ 2로 처리한 경우에

JNK를 제외한 다른 종류의 MAP kinase의 발현은 관측되지 않았으며, 또

한 NGF에 의해 유도되는 MAP kinase 와 JNK의 발현을 증가시킴으로서

neurite outgrowth를 증가시키는 결과를 얻었다 (F ig . 8). 따라서, PC12

cells과 Bcl- 2를 인위적으로 증가시킨 PC12 cells에 있어서도 마찬가지로

β- amyloid25 - 35 (50 μM )를 처리할 경우 신경세포의 아폽토시스와 관련하

여 MAP kinase 신호전달경로가 관여하는지, 또한 어떤 특정 kinase가 영

향을 받는 지를 조사하였다.

β- Amyloid 처리 전후 변화양상을 비교해볼 때, PC12 cells 및 Bcl- 2

transfected PC12 cells 모두에서 다른 MAP kinase에 비해 특이적으로

p38 kinase의 발현이 크게 증가되는 것이 관측되었다 (F ig . 28). 하지만 이

러한 p38의 발현증가 양상은 PC12 cells와 비교해 볼 때 Bcl- 2 transfected

PC12 cells에서 상대적으로 훨씬 낮게 발현됨을 관측할 수 있었다.
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F ig . 27 . Ef fe c t of β - am y loid on th e ex pre s s ion of c e ll de ath

relate d prote in p53 an d c a s pa s e 3 .

PC12 cells and PS - 2 transfect ed PC12 cells were cultured

with 50 μM β- amyloid25 - 35 for 24 hr s . Expression of

p53, caspase 3 were determined by w est ern blotting .

Values are mean±standard error of tw o experim ent s ,

w ith triplicat e of each experim ent .
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F ig . 28 . Ef fe c t of β - am y loid on th e ex pre s s ion of M A P kin a s e

f am ily in B cl - 2 tran s f e ct e d P C 12 c ell s .

Bcl- 2 transfected PC12 cells cultured with 50μM β

- amyloid2 5 - 3 5 in the absence or presence of NGF (50

ng/ ml) for 24 hr s . Expres sion of MAP kinase family w as

determined by western blot ting . Values are mean ±

st andard error of two experim ent s , with triplicate of each

experiment .
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3 .6 B cl - 2 tran s fe c te d P C 12 c ell s에 있어서 tran s c ription fact or에

대한 β - am y loid의 영향

PC12 cells 및 Bcl- 2 transfected PC12 cells을 이용하여 β

- amyloid25 - 3 5에 의한 신경세포의 아폽토시스를 방지하기 위한 Bcl- 2 유전

자의 인위적인 발현증가가 β- amyloid에 의한 신경세포에 있어서 NF -κB

의 발현에 어떤 변화를 나타내는지 알아보았다. 대조군과 비교하여 볼 때,

PC12 cells 보다 Bcl- 2 transfected PC12 cells에서 NF -κB의 발현정도가

훨씬 높게 나타났다 (F ig . 29). β- Amyloid2 5 - 35 (50 μM )를 처리할 경우,

PC12 cells은 NF -κB의 발현이 현저하게 증가하였다. 그러나, Bcl- 2

transfected PC12 cells의 경우, 대조군과 비교했을 때, 오히려 NF -κB의

발현이 감소되는 현상이 나타났다.
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F ig . 29 . E ff e c t of β - am y loid on th e activ ation of trans cription

factors N F -κB .

PC12 cells and Bcl- 2 transfected PC12 cells were cultured

with 50 μM β- amyloid2 5 - 3 5 for 3 hrs . A DNA binding

activity of NF -κB w as determined by gel m obility shift

as say . Values are mean±standard error of two

experiment , w ith triplicate of each experiment .
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IV . 토 론

최근의 연구결과에 의하면 15- deoxy - PGJ 2는 PC12 cells의 신경세포로

분화시, NGF에 의해 유도되는 neurite outgrowth를 촉진시킨다고 한다70 .

그러나, 아직까지도 neurit e outgrowth를 증가시키는데 어떤 신호전달경로

가 요구되는지 정확하게 밝혀지지 않고 있다.

일반적으로 PC12 cells의 NGF에 의해 유도되는 신경세포로의 분화에 있

어서 jun N- t erminal kinase (JNK ), extra - signal response kinase (ERK )

및 p38 kinase로 이루어져 있는 mitogen - activated protein (MAP ) kinase

가 포함되어 있다고 알려져 있다10 5 - 10 7 . 그리고, nuclear horm one receptor

superfamily의 한 종류인 PPAR-γ는 15- deoxy - PGJ2에 의해서 활성화된

다96 ,9 7 . 또한 인슐린의 감수성 조절 및 염증반응과 종양성장을 조절하는데

그리고 지방세포, 대식세포와 많은 종양세포에서의 분화를 유발하는 데에

도 PPAR-γ가 활성화된다는 것이 밝혀져 있다98 - 104 .

이러한 관점에서 먼저 15- deoxy - PGJ 2가 신경세포에서 어떤 특이적인

MAP kinase family를 활성화시키는지 조사하였다. 그 결과 Fig . 8에서

NGF와 15- deoxy - PGJ 2에 의해서 MAP kinase와 JNK의 발현이 증가되었

다. 비록 MAP kinase signaling system이 서로 연계되어 활성화되지만,

각각의 kinase들은 서로 다른 신호를 전달한다고 알려져 있다. 그러므로

자극의 종류 및 세포형태에 의존하여 서로 다른 kinase가 up- regulated 된

다고 생각된다. PC12 cells에서 표피성장인자 (epidermal growth factor )에

의해 MAP kinase/ ERK pathway 신호가 활성화되는 반면104 , PC12 cells의

신경세포로 분화시 tr ansforming growth factor - beta super family 중 하나

인 morphogenetic protein 2가 특이적으로 p38 kinase를 활성화시킨 것은
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주목할만한 보고이다105 . 따라서, F ig . 7에서 나타난 것과 같이 NGF에 의해

서 유도되는 PC12 cells의 신경세포로 분화시에 neurite outgrowth를 증가

시키는 15- deoxy - PGJ 2의 촉진능력은 MAP kinase/ JNK signaling

pathway의 활성과 관련되어 있다고 사료된다.

MAP kinase의 생물학적 영향은 아마도 down stream

signal- responsive transcription factor의 활성에 의해서 나타나며 또한, 신

경세포 분화에 전사인자의 활성 또한 포함되어 있는 것으로 알려져 있다.

그리고, 이전의 보고에 의하면 SH - SY5Y neuroblastom a cells 분화에 NF -

κB 활성이 요구되며10 6 , NGF에 의해서 PC12 cells이 신경세포로 분화하는

동안 전사인자 AP - 1이 활성화된다고 보고되어 있다107 . 그러므로,

15- deoxy - PGJ 2를 NGF 처리 또는 무처리군에 있어서 PC12 cells에서 발생

하는 down stream signal responder를 알아보기 위하여, 15- deoxy - PGJ2의

전사인자 AP - 1, SP - 1 그리고 NF -κB의 활성화에 대한 영향을 조사하였

다.

F ig . 9 및 Fig . 10의 결과로부터 PC12 cells에 있어서 전사인자 AP - 1 과

SP - 1 활성이 15- deoxy - PGJ 2에 의해서 농도 및 시간에 의존적으로 증가되

었음을 알 수 있었다. 또한, PC12 cells에서 NGF에 의한 SP - 1의 활성화는

15- deoxy - PGJ 2 처리시 더 이상 증가하지 않았지만, AP - 1의 활성은 NGF

와 15- deoxy - PGJ 2를 함께 처리한 경우에도 증가하였다. 따라서, 이 결과는

AP - 1이 15- deoxy - PGJ2에 의해 유발되는 MAP kinase/ JNK signal의

down stream responder로서 역할을 수행할 수 있음을 시사한다.

앞서 기술한 것처럼, 15- deoxy - PGJ2의 생물학적 기능은 PPAR-γ의 활

성에 의해 나타난다. 따라서, neurite outgrowth 증가에 PPAR-γ 활성이

또한 포함되어 있는지를 알아보기 위하여, 15- deoxy - PGJ 2에 의한 PPAR-

γ의 발현변화를 확인하였다. 그러나, F ig . 12에서 나타난 바와 같이
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15- deoxy - PGJ 2가 다른 세포와 달리 PC12 cells에서 PPAR-γ를 발현시키

지 않았고, 이 결과는 이전의 Satoh 등에 의해 보고된 연구결과와 일치한

다70 . 그리고, PC12 cells에서 NGF와 혈청 또한 neurite outgrowth를 증가

시키지만, PPAR-γ의 발현을 유발시키지 않았다. 이 사실을 검증하기 위

하여, anti- PPAR-γ 항체를 이용한 면역조직화학적분석을 통한 실험에서

immuno- reactivity가 검출되지 않음을 확인하였다. 나아가서, neurite

outgrowth 기능을 가지고 있는 또 다른 분화중인 신경세포인 배자 중뇌세

포 및 neuroblastoma cells에서 PPAR -γ의 발현을 조사하였다. F ig . 12에

의하면 PC12 cells과 다르게 이들 세포에서는 15- deoxy - PGJ 2에 의한

PPAR-γ의 발현이 관찰되었다. 그러므로, PC12 cells에서 분화에 대한

15- deoxy - PGJ 2의 촉진효과는 PPAR -γ활성화를 포함하지 않을 수도 있다

고 추측된다.

이러한 결과들을 종합하여 볼 때, NGF에 의해 유도되는 PC12 cells의

분화에 대한 15- deoxy - PGJ2의 촉진능은 PPAR -γ의 활성화와는 무관하

며, JNK/ MAP kinase 와 AP - 1 신호전달체계를 통해서 나타날 것으로 판

단된다.

AD에 있어서 원인 중의 하나로 알려져 있는 PS - 2 유전자의 이상은

APP 유전자의 이상이나 PS - 1 유전자에 비하여 아직까지도 정확한 기전이

알려져 있지 않다. 그러나, β- amyloid의 생성으로 인한 신경세포의 아폽

토시스와 직접적으로 연관된다고 보고되어 있다.

그러므로, 본 연구에서는 PC12 cells에 대한 15- deoxy - PGJ2의 neurite

outgrowth 촉진능이 퇴행성 신경질환의 치료, 특히 PS - 2 유전자 돌연변이

에 의해 발생되는 AD의 치료에 도움이 될 수 있을지 알아보기 위하여,

N 141I PS - 2 돌연변이 유전자를 도입한 PC12 cells을 이용하여 아폽토시스

와 관련 있는 세포내 분자기전의 변화를 조사하여 보았다.
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먼저, 아폽토시스라는 용어는 1972년 Kerr , Wyllie, Currie에 의해서 제안

되었다. 아폽토시스의 과정에는 세포막과 핵내의 특이한 형태학적인 변화

가 동반되는 특징을 가진다. 예를 들면, 세포막에서 일어나는 대표적인 형

태적 변화로 세포크기의 축소 (shrinkage of cell size), 세포막으로부터 세

포융기의 돌출현상, 및 핵내 염색사의 응축 (chromatin condensation ), 핵

의 분절 (nuclear fragmentation )이나 DNA의 분절의 발생 등이 있다7 4 ,108 .

이러한 아폽토시스의 진행과정은 3단계로 이루어진다. 먼저 초기단계

(initiat ion via the delivery of cell death signal)로 여기에 관여하는 것으

로 growth factor deprivat ion , UV, toxins , F as , anticancer drugs가 있다.

다음은 조절단계 (regulation via death m odulators )로서 Bcl- 2 familiy ,

p53, kinase, phosphatases 등이 관여한다. 마지막은 실행단계 (execution

via death effector s )에서 핵 수용체 및 caspase가 관여한다10 9 .

특히, caspase family는 다양한 자극에 의해 유도된 아폽토시스에 필수

적인 규칙을 행하는 유전자들로 이들은 크게 그 기능 면에 따라 두 군으로

나뉜다. 하나는 염증반응 (pro- inflammatory event s )에 관여하는 것으로 여

기에는 caspase 1, 4, 5, 11, 그리고 13이 속한다. 또 다른 군으로는 CED- 3

(caenorhabditis elegans cell death gene- 3) 관련 protaseses로 이들은 아

폽토시스에 관여하며 caspase 2, 3, 6, 7, 8, 9, 그리고 10이 이에 속한다1 10 .

예를 들면 Bax를 통하여 전달된 신호는 caspase 9으로 전달되고 다시

이 신호는 아폽토시스을 유도하는 마지막 단계인 caspase 3로 전달되어 아

폽토시스가 일어나게 된다. Caspase 3는 세포의 회복에 필수적인 단백질로

또한 알려져 있다. 이 회복시기에는 poly (ADP )- ribose polymerase와

DNA - dependant protein kinase 그리고 U- 1 ribonucleoprotein들이 관여하

게 된다. Caspase 3의 활성은 이들 단백질들의 cleavage를 유도하여, 이들

의 nuclear repair 기능을 수행시키게 된다1 1 1 ,1 12 .
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따라서, 먼저 AD와 관련한 PS - 2의 N 141I 돌연변이 및 β- amyloid에

의한 신경세포의 죽음에 있어서 영향을 관측한 결과, F ig . 15로부터 PS - 2

의 N 141I 돌연변이는 세포내 β- amyloid의 생성을 증가시키는 것을 알 수

있었고, 또한 β- amyloid를 가할 경우 신경세포내 β- amyloid의 생성이 현

저하게 증가됨과 동시에 PC12 cells 및 mutant N141I PS - 2 transfect ed

PC12 cells의 NGF에 의한 neurite outgrowth를 현저하게 저하시키는 결과

가 Fig . 13 및 Fig . 14에서 관측할 수 있었다.

이러한 결과로부터 신경세포에서 mutant N 141I PS - 2 돌연변이는 β

- amyloid의 생성의 증가시킴으로서 아폽토시스를 유도할 것으로 판단되며,

F ig . 16의 결과로부터 아폽토시스에 p53 그리고 p21을 통한 신호전달경로

보다는 caspase 3, caspase 9을 경유하는 신호전달경로가 보다 직접적으로

관련될 것으로 생각된다.

이러한 결과는 Mori 등이 mutant N 141I transfected SK - N- SH human

neuroblastom a cells에서 mutant N141I PS - 2 유전자를 가할 경우에 세포

내 Bcl- 2 유전자의 발현을 감소시키고, 세포배양시 영양인자를 결핍시킬

경우 caspase 3의 발현을 증가시킴으로서 아폽토시스를 증가시켰다는 연구

결과와 비교할 때 신호전달경로에 있어서 밀접한 관련이 있을 것으로 생각

된다113 . 그러나, PC12 cells 비해 mutant N141I PS - 2 transfected PC12

cells에서 β- amyloid에 의해서 p21 단백질이 더 강하게 발현되므로 N 141I

PS - 2유전자의 돌연변이로 인한 AD의 유발에서는 p21 단백질의 발현의 증

가가 어느 정도는 중요한 역할을 할지 않을까 예상된다. 따라서, 이와 관련

한 실험이 더 진행되어야 하겠다.

이미 잘 알려진 것처럼 AD 환자의 뇌 신경세포의 죽음은 정상세포에서

와 달리 진행과정 중에서 나타나는 상대적으로 높은 염증반응과 밀접한 관

련이 있다. 그러므로, 본 연구에서도 이러한 염증반응과 관련한 세포내 기
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전변화를 살펴보았다.

PC12 cells 및 mutant N 141I PS - 2 transfected PC12 cells에서 β

- amyloid에 의한 염증반응과 관련된 단백질의 변화의 유무를 관측한 결과,

F ig . 17에서 나타난 것처럼 β- amyloid 처리시 COX- 2, IκB-α 그리고

T NF -α의 발현이 증가됨을 관측하였다. 특히 AD환자의 특징중의 하나인

염증반응에 대한 이전의 연구결과들과 마찬가지로8 5 ,116 - 1 17 , mutant N 141I

PS - 2 transfected PC12 cells에서도 β- amyloid에 의해서 T NF -α 및

COX- 2가 발현이 현저하게 증가되었다는 것은 다른 원인에 의한 AD 발생

에 있어서와 동일하게 N 141I PS - 2 돌연변이에 의한 AD환자의 뇌신경세포

의 죽음에 있어서도 염증반응이 역시 중요한 작용을 할 것으로 기대된다.

염증반응과 관련하여 PPAR -γ의 경우, β- amyloid 처리한 후 대조군과

비교시 약간 증가하였나 그 정도가 미미하였기 때문에, 신경세포에 있어서

β- amyloid에 의해 발생되는 비이상적으로 높은 염증반응에 기여할 지는

좀 더 연구가 필요할 것으로 생각된다.

기존의 연구결과에 의하면, 세포내 염증반응은 전사인자 NF -κB가 밀접

한 관련이 있다고 알려져 있다. NF -κB는 주로 불활성화된 상태로 세포질

에 존재하고 있으며, 주 구성요소는 p50과 Rel- A로 이루어진 het erodim er

이다. 평상시 IκB는 NF -κB가 핵 속으로 이동하기에 필요한 부분과 결합

하고 있어 세포질에서 핵 속으로 이동을 방해하고 있다114 . 핵내 NF -κB가

결합하는 염기서열은 GG GAC T T T CCC 이며, 신호전달에 의하여 IKK

(IκB kinase complex )가 활성화되어 NF -κB inhibitor 인 IκBα를 인산

화하여 분해시킴으로서 분리된 NF -κB가 핵 속으로 이동한다. NF -κB의

발현과 생리적으로 직접적인 관련이 있는 유전자로 T NF , IL- 1, IL - 6,

Interferon -β 등과 같은 cytokines유전자와 adhesion molecules의 유전자

가 있을 경우에 COX- 2, iNOS와 같은 효소유전자가 있다1 14 . NF -κB
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target 유전자는 약 2시간 후에 발현되는 후발유전자 (delay gene)이며,

Ras에 의하여 NF -κB의 RelA/ p65의 전사를 증가시킴으로서 NF -κB가

활성화된다고 보고되어 있다114 ,1 15 .

본 연구에서도 NF -κB의 이러한 특성과 관련하여 PC12 cells 및

mutant N 141I PS - 2 transfected PC12 cells에서 β- amyloid가 NF -κB의

발현에 어떠한 영향을 끼치는지 알아보았다. F ig . 18에 나타난 결과에서 알

수 있듯이, β- amyloid는 처리 3시간 후 NF -κB의 발현을 현저하게 증가

시켰다. 따라서, AD환자의 경우 NF -κB의 발현을 통하여 COX- 2, IκB-

α 그리고 T NF -α의 발현이 증가되었다는 이전의 연구결과116 ,1 17를 고려해

볼 때, F ig . 17과 같이 mutant N 141I PS - 2 transfected PC12 cells에서도

동일하거나 유사한 분자기전을 통하여, β- amyloid가 COX- 2, IκB -α 그

리고 T NF -α의 발현을 증가시켰을 것으로 생각된다.

최근 다양한 암세포에서 15- deoxy - PGJ 2가 아폽토시스를 통해 암세포의

성장을 억제한다는 보고7 1 - 95 , 15- deoxy - PGJ 2가 PC12 cells의 NGF에 의해

서 유도되는 세포돌기의 성장을 촉진한다는 최근의 연구보고70 그리고

15- deoxy - PGJ 2가 전사인자 AP - 1과 JNK/ MAP kinase의 활성화에 의해

성장분화를 증가시키고 아폽토시스를 저해한다는 본 연구결과 및 mutant

N 141I PS - 2 transfect ed PC12 cells에서 신경세포의 성장 분화 및 아폽토

시스에 대한 실험 결과들은 15- deoxy - PGJ 2가 mutant N 141I PS - 2

transfected PC12 cells의 성장, 분화 및 사멸에 영향을 줄 수 있을 것임을

시사한다.

이러한 결과를 바탕으로 15- deoxy - PGJ2의 실제적인 신경세포에 대한 보

호효과 또는 β- amyloid에 의한 신경독성에 대한 저해효과를 알아보기 위

하여, PC12 cells 및 mutant N141I PS - 2 transfected PC12 cells에 β

- amyloid와 15- deoxy - PGJ 2를 농도별로 따로 또는 함께 처리한 후, 농도
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의존성 따른 세포성장 및 세포생존률에 대한 변화를 관찰하였다. F ig . 19부

터 Fig . 22 사이에 나타난 것처럼 각 세포를 β- amyloid만 처리할 경우, 대

조군과 비교할 때 β- amyloid의 독성작용으로 인해서 배양시 세포수의 증

가가 감소하였고 세포생존률 또한 감소하였다. 그러나, 15- deoxy - PGJ 2를 함

께 처리할 경우 농도의존적으로 현저하게 세포수가 증가함이 관찰되었고, 세

포생존률 역시 회복됨이 관찰되었다.

그러나, F ig . 23 및 24의 결과 및 앞서 15- deoxy - PGJ2가 전사인자 AP - 1

및 JNK/ MAP kinase의 활성을 통하여 NGF를 처리한 PC12 cells의

neurite outgrowth를 증가시키는 결과를 함께 고려해볼 때, 이러한

15- deoxy - PGJ 2의 β- amyloid에 대한 신경독성 저해효과는 AP - 1의 활성

과는 무관하며, β- amyloid에 의해 활성화되는 전사인자 NF -κB의 발현

을 감소시킴으로서 나타난다고 생각할 수 있다. 그러므로, 이러한 결과는

15- deoxy - PGJ 2의 neurite outgrowth 증가효과와 β- amyloid에 대한 신경

독성 저해효과는 다른 신호전달체계를 통하여 나타날 것임을 암시한다.

Straus 등은 HeLa cells 및 RAW cells에서 15- deoxy - PGJ 2가 NF -κB

의 활성을 강력하게 저해하는 cyclopentenone과 유사한 구조를 가짐으로서

PPAR-γ의 발현과 무관하게 직접적으로 IKK를 저해하고, 또한 NF -κB

의 DNA binding site를 저해함으로서 COX- 2와 같은 염증반응과 관련한

유전자의 발현에 영향을 줄 수 있다는 결과를 발표하였다1 14 . 따라서, F ig .

12에서 나타난 결과를 함께 고려해볼 때, 15- deoxy - PGJ 2는 PC12 cells 및

mutant N 141I PS - 2 transfected PC12 cells에서도 이와 유사한 기전을 통

하여 β- amyloid에 대한 신경독성 저해효과를 나타낼 것으로 생각된다. 그

러나, 대식세포에 있어서는 15- deoxy - PGJ 2가 PPAR-γ의 발현을 통하여

gelatinase B와 NOS 및 다른 NF -κB 관련 유전자의 발현을 억제한다는

보고가 있으므로, 앞으로 이러한 활성기전의 차이가 세포 종의 차이에서
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기인한 결과인가에 대한 검증이 필요할 것으로 생각된다.

서론에서 기술한 바와 같이 지금까지 알려진 아폽토시스와 관련된 유전

자는 여러 가지가 있는데 그중 가장 먼저 알려진 유전자가 Bcl- 2이다1 18 .

Bcl- 2는 사람의 림프종의 발생과 밀접하게 관련된 유전자로서 단백질의 분

자량은 26 KDa이며 미토콘드리아의 외막, 소포체나 핵막에 위치하고 있으

며 다른 암 유발 유전자와는 달리 세포 증식에는 관여하지 않고 세포의 생

존을 조절하는 것으로 밝혀졌다1 1 1 ,1 19 . 이 외에 Bcl- 2 family는 세포사멸 반

응을 조절하는 주요한 규칙을 행하는 단백질로 여기에는 적어도 17가지 이

상의 단백질이 속한다고 보고되어있다. 이들은 anti- apoptotic 단백질

(Bcl- 2, Bcl- xl, Bcl- W , Mcl- 1)과 pro- apoptotic 단백질 (Bax , Bak , Bok ,

bid, Hrk )로 나누어지며119 ,12 0 이 중 Bcl- 2와 서로 반대작용을 하는

pro- apoptotic protein인 Bax는 Bcl- 2와 복합체를 형성하여 서로를 조절하

면서 세포내 반응을 전달하는 것으로 알려져 있다12 0 . 또한 Bax는 세포 내

에서 세포사멸 관련 신호를 받게 되면 이 자극으로 인하여 미토콘드리아의

cytochrom C를 방출시켜 세포사멸 신호전달단계 중 Bax 하위단계인

caspase family로 그 반응을 전달한다1 ,10 8 ,11 1 ,12 0 - 12 2 .

그러므로, 본 연구에서는 β- amyloid의 독성작용에 의한 신경세포의 죽

음을 저해하거나 치료하기 위한 하나의 수단으로서 anti- apoptosis 작용에

영향을 줄 수 있는 Bcl- 2 유전자를 PC12 cells내에 인위적으로 가한 경우

에 β- amyloid가 신경세포에 어떠한 결과를 나타내는지를 조사하였다.

우선 Fig . 25의 결과에서 나타났듯이, neurit e outgrowth 정도가 PC12

cells에 비해 Bcl- 2 transfect ed PC12 cells가 휠씬 더 컸고, NGF 처리시

그 차이는 더욱 더 크게 나타났다. 여기에 β- amyloid을 처리하면 NGF에

의한 neurit e outgrowth의 증가가 저하되는 결과가 나타내었다. 또한, β

- amyloid는 이 두 세포에서 현저하게 아폽토시스를 증가시켰다.
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그러나, F ig . 26의 결과는 neurit e outgrowth와 아폽토시스에 있어서 β

- amyloid의 영향이 PC12 cells에 비해서 mutant Bcl- 2 transfected PC12

cells에서 상대적으로 많이 감소됨을 보여주었다. 특히 Bcl- 2 transfected

PC12 cells에 β- amyloid을 처리한 것과 PC12 cells의 대조군 결과 수치가

비슷하게 관측됨으로서 신경세포 내에서 anti- apoptosis와 관련한 Bcl- 2 유

전자의 발현 증가는 AD환자의 경우에 있어서도 β- amyloid에 의한 신경

세포의 죽음을 감소시키는 결과를 유도할 것으로 생각된다.

F ig . 27은 Bcl- 2 transfected PC12 cells내 아폽토시스가 p53 및 caspase

3 단백질의 변화와 관련이 있음을 보여준다. Caspase 3의 경우 PC12 cells

에 비해 Bcl- 2 transfected PC12 cells에서 발현정도가 현저하게 감소됨이

관측되었고, β- amyloid를 처리한 경우에도 caspase 3의 경우 PC12 cells

에 비해 Bcl- 2 transfected PC12 cells에서 발현정도가 현저하게 감소됨이

관측되었다. 그러나, p53 단백질의 경우 PC12 cells과 Bcl- 2 transfected

PC12 cells를 비교하여 볼 때 별 다른 차이가 나타나지 않았고, β

- amyloid25 - 3 5 처리 24시간 이후에도 각 세포는 대조군과 비교하여 약간의

발현증가만이 나타났다.

따라서, Bcl- 2의 증가는 다른 무엇보다 casepase 3의 발현을 감소시킴으

로서 β- amyloid에 의한 신경세포의 아폽토시스를 저해할 수 있을 것으로

생각된다. 그러나, 예상과 달리 대조군에 비하여 β- amyloid를 처리한 경

우에 발현이 감소되는 현상이 관측되었기에 이러한 현상이 유전자조작에

의한 결과인지 아니면 또 다른 원인이 있는지에 대한 실험이 필요할 것으

로 생각된다.

MAP kinase 신호전달계는 세포가 외부의 환경변화에 따른 자극들을

인지하여 그 정보를 세포질 및 세포핵 내부로 전달하는 과정에 관여하는

대표적인 신호전달계이다. 특히 세포의 성장, 발생, 분화, 사멸 등의 조절기
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전에 관여한다고 알려져 있다10 9 . 이 mammalian cell의 MAP kinase 신호

전달계의 군에는 ERK와 JNKs/ SAPK (stres s - activated prot ein kinase)

그리고 p38/ HOG가 이에 속한다6 4 . ERKs는 여러 개의 oncogenic potential

carrying component s인 Ras , Raf, MEK (MAPkinase/ extracellular

signal- regulated kinase kinase)경로를 통해 활성화된다. Ras는 Raf와 상

호작용을 하며 활성화된 Ras는 두 개의 serine residues상에서 MEK1을

인산화시킨다123 ,12 4 . 이렇게 활성화된 MEK1은 ERK 1과 ERK2의 serine과

tyrosine 잔기를 인산화시킨다. 이 결과 세포내 전사인자들과 세포골격단백

질 (cytoskeletal protiens ), 효소들이 인산화된다12 4 . MAP kinase의 또 다른

군으로 p38이 있는데 이들은 MKK3와 MKK6 (mitogen - activat ed protein

kinase kinase 6)들에 의해 인산화되고 활성화된다. 마지막으로 JNK는

MKK4에 의해서 활성화된다123 ,125 . ERKs는 성장인자에 의해 영향을 받고

세포의 증식 (proliferation ), 분화 (differnt iation ), 생존 (survival)에 관여하

는 반면에 JNKs와 p38은 Heat shock , UV, osm otic shock, cytokines , 단

백질 합성억제제(protein synthesis inhibitor ), 항산화제 (antioxidant ), 독성

물질 (toxic compounds ) 등 스트레스 상태에 의해 세포내 반응에 관여함

으로서 세포의 죽음을 유발한다고 알려져 있다12 6 - 12 8 . 그러나, 최근에는 오

히려 JNK와 p38 MPA kinase보다는 ERK/ MAP kinase pathway를 통한

세포사멸에 관한 연구가 많이 진행되고 있으며, 실제로 신경암세포

(nuronal cancer cells ) 및 다른 암세포주에서 항암제가 MAP kinase/ ERK

Pathway를 통하여 아폽토시스를 유발한다고 보고되고 있다12 6 - 12 9 .

본 연구에서도 β- amyloid에 의한 신경세포의 아폽토시스 유발과 관련

하여 Bcl- 2를 인위적으로 증가시킨 PC12 cells에 있어서도 MAP kinase

신호전달경로가 관여하는지, 그렇다면 어떤 특정 kinase가 관여하는지를

조사해 보았다.
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β- Amyloid 처리 전후 변화양상을 비교해볼 때, F ig . 28과 같이 PC12

cells 및 Bcl- 2 transfected PC12 cells 모두에서 MEK, p38 그리고 ERK의

발현이 증가되는 것으로 관측되었다. 특히 다른 MAP kinase에 비해서 p38

kinase의 변화가 현저하게 관측되었고 이러한 p38의 발현증가 양상은

PC12 cells와 비교해 볼 때 Bcl- 2 transfected PC12 cells는 상대적으로 훨

씬 낮게 발현되었다. 이러한 결과는 Sun 등이 differentiated PC12 cells에

PS - 2 유전자를 과발현 시켰을 경우에 p38 MAP kinase pathw ay를 통하여

아폽토시스가 유발되었다는 보고13 0와 깊은 관련이 있다고 판단된다. 또한

AD 환자의 뇌에서 p38 kinase가 활성화되었다13 1는 실험결과 및 알츠하이

머 환자의 해마와 대뇌피질에 존재하는 신경세포에서 p38 kinase의

up- stream act ivator인 MKK6가 활성화되었다13 2는 보고와 깊은 관련이 있

다고 생각된다. 따라서, 본 연구 결과는 β- amyloid에 의한 PC12 cells의

아폽토시스에 p38 신호전달경로가 포함되어 있음을 재증명하는 자료가 될

것으로 판단된다.

마지막으로 Bcl- 2 유전자의 인위적인 발현증가가 β- amyloid에 의한 신

경세포에 있어서 NF -κB의 발현에 어떤 영향을 나타내는지 알아보았다.

F ig . 29에서 나타난 것 같이, β- Amyloid를 처리할 경우 PC12 cells은

NF -κB의 발현이 현저하게 증가하였다. 또한, 대조군과 비교하여 볼 때

NF -κB의 발현정도가 PC12 cells 보다 Bcl- 2 transfected PC12 cells에서

훨씬 높음을 관찰하였다. 그러나 Bcl- 2 transfect ed PC12 cells의 경우, 대

조군과 비교할 경우 오히려 NF -κB의 발현이 감소되는 현상이 나타났기

때문에 결국 β- amyloid에 의한 신경세포의 죽음을 저해하는데 있어서 다

른 무엇보다도 전사인자 NF -κB의 발현정도의 차이가 가장 중요한 요소

라고 생각된다. 하지만, 이 또한 앞서 caspase 3의 경우와 비슷한 발현결과

를 나타내었기에 좀 더 연구가 진행되어야 할 것이다.
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따라서, 앞서의 실험결과들을 함께 종합하여 볼 때, 본 연구결과는

N 141I PS - 2 유전자의 돌연변이가 신경세포내의 β- amyloid의 생성을 증

가시키고 이것은 NF -κB의 활성화시켜 이와 관련한 COX- 2 등의 활성화

에 의해 염증반응을 증가시킴으로서 아폽토시스를 유발함을 보여준다. 또

한 15- deoxy - PGJ 2는 β- amyloid에 의한 NF -κB의 활성화를 억제함으로

서 신경세포의 아폽토시스를 억제할 수 있다고 생각되며, 세포내 Bcl- 2유

전자의 증가 또한 β- amyloid에 의한 신경세포의 아폽토시스를 억제할 수

있을 것으로 생각되나 Bcl- 2의 이러한 작용과 관련되어 있을 것으로 생각

되는 MAP kinase/ p38 kinase signal pathw ay 및 NF -κB의 활성화저해에

관한 연구는 좀 더 진행되어야 할 것이다.

이러한 결과는 AD과 관련한 퇴행성 신경질환 치료를 위한 연구 및 약

물개발을 위한 기초자료가 될 것으로 생각되고, 또한 15- deoxy - PGJ 2의 경

우 AD 치료를 위한 잠재적인 치료약물로 사용 가능할 것으로 판단된다.

그리고 AD 등 퇴행성 신경질환관련 치료제 개발을 위해서, 신경세포의 경

우 다른 무엇보다도 약물의 caspases의 활성 및 염증반응과 관련된 전사인

자인 NF -κB의 발현에 대한 영향이 가장 우선적으로 고려해야 할 요소라

고 생각된다.
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V . 요 약

본 연구에서는 AD와 관련된 β- amyloid에 의한 신경세포의 손상작용

기전 및 그에 대한 저해효과를 연구하기 위하여, 신경세포의 분화 및 기능

연구에 많이 사용되고 있는 PC12 cells 및 N 141I PS - 2 돌연변이 유전자를

도입시킨 PC12 cells을 이용하여 PPAR-γ의 리간드인 15- deoxy - PGJ 2가

신경세포에 대해 어떠한 영향을 일으키는지, 그리고 15- deoxy - PGJ 2가 β

- amyloid의 신경독성작용을 저해함으로서 신경세포에 대한 보호효과를 나

타낼 수 있는가를 알아보고자 하였으며, 만약 그렇다면 어떠한 기전에 의

해 β- amyloid에 의한 신경세포의 손상작용을 저해할 수 있는지를 조사하

였다. 마지막으로 기존의 PC12 cells에 세포사를 억제하는 기능을 지닌

Bcl- 2 유전자를 인위적으로 증가시킨 세포를 이용하여, 즉 세포내에서

Bcl- 2 유전자가 β- amyloid의 신경독성 작용에 대하여 어떤 결과를 나타

내는지 조사해 봄으로서 AD 치료제 개발과 관련한 가능성을 제시하고자

하였다.

PC12 cells은 NGF와 15- deoxy - PGJ2에 의해서 MAP kinase와 JNK의

발현이 증가되었다. 이와 관련하여 전사인자 AP - 1과 SP - 1의 활성이

15- deoxy - PGJ 2에 의해 농도 및 시간에 의존적으로 증가되었다. 그러나,

NGF에 의한 SP - 1의 활성화는 15- deoxy - PGJ2 처리시 더 이상 증가하지

않은 반면, AP - 1의 활성은 NGF와 15- deoxy - PGJ 2를 함께 처리한 경우에

도 증가하였다. 따라서, 전사인자 AP - 1의 활성이 15- deoxy - PGJ2에 의한

neurite outgrowth 촉진작용에 보다 직접적으로 관계하고 있음을 알 수 있

다. 그러나, 흥미롭게도 다른 세포에서와는 다르게 15- deoxy - PGJ2는 PC12

cells에서 PPAR-γ를 발현시키지 않았다.
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AD와 관련한 신경세포의 죽음에 있어서 PS - 2의 N 141I 돌연변이 및 β

- amyloid에 의한 영향을 관측한 결과, PS - 2의 N 141I 돌연변이는 신경세포

내 β- amyloid의 생성을 증가시켰고, 또한 β- amyloid를 가할 경우 신경세

포내 β- amyloid의 생성이 현저하게 증가됨과 동시에 PC12 cells 및

mutaNT N 141I PS - 2 transfected PC12 cells의 NGF에 의한 neurite

outgrowth를 현저하게 저하시키는 결과를 나타내었다. 이러한 결과는 p53

그리고 p21을 통한 신호전달경로 보다는 caspase 3, caspase 9을 경유하는

신호전달경로가 보다 직접적으로 연관됨을 예측할 수 있었다. β- Amyloid

는 PC12 cells 및 mutant N 141I PS - 2 transfected PC12 cells에서 T NF -

α 및 COX- 2의 발현을 현저하게 증가시켰고, PPAR-γ의 경우 대조군과

비교시 그 정도가 미미하였다. 또한, β- amyloid는 이들 세포에서 전사인

자 NF -κB의 발현을 현저하게 증가시키는 결과를 나타냈다.

15- Deoxy - PGJ 2의 신경세포 보호효과 또는 β- amyloid가 나타내는 신경

독성에 대한 저해효과를 알아보기 위하여, PC12 cells 및 mutant N141I

PS- 2 transfected PC12 cells에 β- amyloid2 5 - 3 5와 15- deoxy - PGJ 2를 농도별

로 각각 또는 함께 처리하였다. 각 세포를 β- amyloid2 5 - 35만 처리할 경우,

세포수의 증가 및 세포생존률이 감소하였다. 그러나 15- deoxy - PGJ 2를 함께

처리할 경우, 농도의존적으로 현저하게 세포수 및 세포생존률이 회복됨이 관

찰되었고 β- amyloid2 5 - 3 5에 의해 활성화되는 전사인자 NF -κB의 발현이

감소되었다. 이러한 15- deoxy - PGJ 2의 β- amyloid 신경세포 손상작용에 대

한 저해효과는 상대적으로 PC12 cells 보다 mutant N141I PS- 2 transfected

PC12 cells에서 더 뚜렷하게 나타났다.

마지막으로, β- amyloid의 독성작용에 의한 AD환자의 신경세포의 죽음

을 저해하거나 치료하기 위한 또 다른 수단으로서 Bcl- 2 유전자를 신경세

포내에서 인위적으로 증가시킨 경우, β- amyloid가 신경세포에 어떠한 결
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과를 나타내는지를 조사하였다. NGF에 의한 neurite outgrowth는 PC12

cells에 비해서 Bcl- 2 transfected PC12 cells에서 더 크게 증가하였고, β

- amyloid25 - 3 5에 의한 아폽토시스는 PC12 cells에 비해서 Bcl- 2 transfect ed

PC12 cells에서 상대적으로 현저하게 감소되었다. 또한 caspase 3의 경우

PC12 cells에 비해 Bcl- 2 transfected PC12 cells에서 발현정도가 감소되었

다. 세포내 신호전달과 관련하여 다른 MAP kinase 단백질에 비해서 p38

kinase의 변화가 현저하게 증가되었다. 그러나, p38 kinase의 발현증가 양

상은 PC12 cells와 비교해 볼 때, Bcl- 2 transfected PC12 cells에서 상대적

으로 훨씬 낮게 발현되었다. 그리고 Bcl- 2 유전자의 인위적인 발현증가가

β- amyloid에 의한 NF -κB의 발현에 어떤 변화를 나타내는지 알아본 결

과, 대조군과 비교할 경우, PC12 cells 보다 Bcl- 2 transfected PC12 cells

에서 NF -κB의 발현정도가 훨씬 높았다. 또한 β- Amyloid2 5 - 3 5를 처리할

경우, PC12 cells에서 NF -κB의 발현이 현저하게 증가하였으나, Bcl- 2

transfected PC12 cells의 경우 대조군과 비교할 경우 오히려 NF -κB의 발

현이 감소되는 현상이 관측되었다.

신경세포를 이용한 본 연구결과는 AD 발생과 관련된 N141I PS - 2 유전

자의 돌연변이에 의한 세포사에 있어서 기초적인 세포내 분자기전 자료를

제시한다. 그리고 본 결과를 통하여 15- deoxy - PGJ2의 경우 잠재적인 AD

치료제가 될 수 있을 것으로 생각된다. 또한 Bcl- 2의 발현 증가에 관한 연

구결과는 신경세포의 사멸 억제와 관련한 치료제 개발에 있어서 또 다른

접근법을 만들어 가는데 있어서 많은 도움을 줄 수 있으리라 판단된다.
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다 그리고 보고싶습니다.
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