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InductionofapoptosisbylaminarinthroughtheregulationofIGF-IR

andErbBsignalingpathwaysinHT-29humancoloncells

Hee-KyoungPark

DepartmentofFoodandLifeScience,Graduateschool,

PukyongNationalUniversity

Abstract

Laminarin isfound in marinebrown algaeand haspotentialbiological

activities.Algae has been highlighted as an anticancer medicine and

laminarin is a tropicalseaweed traditionally used in Chinese medicine.

Laminarinisusedasacarbohydratefoodreserveforphytoplankton.But

laminarinhasnotbeeninvestigatedforbiologicalactivity.Inthisstudy,we

examined how laminarin regulates HT-29 cells and the influence of

laminarinfrom ontheFassignalingandmitochondriapathway,IGF-IRand

ErbBsignalingpathway.

HT-29 cells were incubated in serum-free medium with various

concentrationsofLaminarin(0,1.25,2.5,5mg/ml).UsingtheMTSassay,

weobtainedlaminarininducedcelldeathinadose-dependentmannerand

H33342staining thoughtthereduction ofcellswasobserved through a

microscope.While,IEC-6cellsviabilitywascomparedwiththecontrolcells

noaffectoflaminarin.Also,weobservedthroughWesternblottinginthe

Fassignalingandmitochondriapathway. Intheresultofwesternblot,we

obtained laminarin activated caspase-cascade and PARP, which is a
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substrateofcaspase-3,-8and proteinsexpression ofbcl-2family.We

observed thatcellcycletestassay and expression ofcellcyclerelated

proteins.This resultthrough where arresthas occurred and there has

increased sub-G1 percent and decrease in cell cycle related protein

expressionofCdk2,6andincreasep21.

Insulin-likegrowthfactor(IGF-I)regulatesthegrowthofcoloncancercell.

TheWesternblottingrevealedthatdecreasedthephosphorylationofMAPK

and ERK.Decreased proliferation wasdependenton IGF-IR,which was

localizedtodownregulatedMAPK/ERK.

Thepresentstudyalsodeterminedwhetherthegrowthinhibitioneffectof

laminarin.LaminarininhibitedHRG -stimulatedphosphorylationofErbB2,

ErbB3. DecreasedproliferationwasdependentonErbB,whichwaslocalized

toactivatedJNK.

Theseresultshaveimportantimplicationsforunderstandingtherolesofcell

growth pathway in colon cancercelltumorigenesis.Therefore,laminarin

couldbeapotentialsourceofbio-functionalfoodtohaveanticancereffect

inhumancoloncancer.
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Ⅰ.서 론

불규칙적인 식습관으로 인해 발병률이 높은 현대인의 고질병 중 하나

인 암은 완치가 어려운 질병 중 하나이다.따라서 이를 치료하고 예방하

기 위한 많은 천연물 소재들이 연구개발 되고 있는데 그 중 하나가 해조

류이다.최근에 해조류에 포함된 생리 활성 기능 물질들의 항암효과가

밝혀지면서 각종 기능성 소재 및 약품으로써의 활용도가 증가하고 있다.

특히,해조류에 포함된 생리 활성 물질 중 하나인 해조류의 다당류는

조체 골격을 구성하는 구조 다당류인 셀룰로즈와 세포벽과 세포 간격을

충진하는 점질 다당류가 있다.해조류 중 갈조류는 건물기준으로 탄수화

물을 약 30∼ 60% 함유하고 있으며,이 갈조류가 함유하는 다당류의

구성의 대부분은 알긴산,라미나린 및 후코이단 등이다.갈조류의 세포막

또는 세포간 물질을 구성하는 주성분인 알긴산은 갈조류 건물중의 70∼

80% 함유하고 있으며 ,2종의 우론산의 중합체로 중합도가 80이고 분자

량 1500정도이다.또한 알긴산은 식품,화장품 및 의약품 산업에 광범위

하게 이용되어지고 있다.다당류 중에서 후코이단은 다시마를 비롯한 갈

조류에 많이 함유 되어 있으며 건조중량의 4% 전후로 함유되어 있고 분

자량이 200,000을 넘는 거대 다당류이다.수용성 다당류인 후코이단은

L-fucose의 에스테르화 황산을 주성분으로 하여 소량의 galactose,

xylose,glucuronicacid등을 함유하는 항산화 다당이며 항산화 활성을

가지는 후코이단의 경우 항암작용,항혈응고작용,항혈전작용,항염증작

용,항바이러스작용과 같은 생리 활성 작용을 가지고 있는 것으로 잘 알

려져있다 (FrankCetal.,1989).

해조류에 포함된 다당류 중 하나인 라미나린은 고등식물의 녹말에 상당

하는 저장성 다당류로 갈조류인 다시마속에서 처음 발견되었다.갈조류

로부터 저분자 라미나린은 가용성 라미나린과 불용성 라미나린으로 나눌

수 있으며,이들은 구조적으로 β-1,3결합 glucan으로 구성되어있으나,
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가용성 라미나린에는 소수의 β-1,6결합을 35% 정도 함유하고 있다고

보고 되어져 있다 (PainterTj,1997).또한 이러한 구조적 특성으로 인

해 β-glucan과 유사한 생리활성을 가지며,식물과 동물의 면역증진효과,

항암효과,항박테리아 활성에 관여한다고 보고되고 있다 (Zvyagintseva

etal.,1997).

해조류 생리 활성 효과중 하나인 Apoptosis에 대한 항암 관련 연구는

1972년 이후 지금까지 진행되어 왔으며 (Kerretal.,1972),이는 선택적

세포를 죽음으로 일으키는 생리적인 과정으로 이 과정은 조직의 항상성

을 유지하는데 필수 조절작용이다 (HengatherMO,2000).Apotpsis는

세포의 내적인 신호와 외적인 신호에 의해 진행되며,세포사멸을 조절하

는 단백질과 세포사멸 억제 단백질의 상호작용에 의하여 조절되어진다

(JinZetal.,2005).  현재 이용되고 있는 많은 항암제 또는 건강기능

식품의 암 억제 및 암 예방은 암세포의 세포 사멸 (apoptosis)을 유도한

다.따라서 본 연구에서는 해조류 다당류인 라미나린이 암세포의 세포

사멸 (apoptosis)을 유도하는 것 인지를 검토하였다.

또한,암은 세포 증식작용이 정상적으로 조절되지 않은 경우에도 발생

하며,비정상적인 세포 증식은 세포내 신호전달체계에 문제를 일으키며

야기된다.IGFs와 Receptortyrosinekinase인 ErbB receptorfamiliy는

정상조직의 세포증식을 촉진 할 뿐만 아니라 종양생성과 암세포 증식에

중요한 역할 하는 것으로 잘 알려져 있다.IGF-I과 IGF-IR가 근래에 종

양발생에 있어 주요 역할을 함이 제안되었으며 여러 암세포에서 IGF-I

이 세포 사멸을 방해 할 뿐 아니라 성장을 촉진하는 역할이 있음이 밝혀

지고 있다.인간 대장암에서는 정상적인 주위의 점막 조직과 비교하여

IGF-IR의 수가 증가되었다는 연구가 보고되어져 있다 (GuoY etal.,

1992).또다른 성장인자인 ErbB receptor의 경우도 여러 암에서 발현이

증가한다고 보고 되었다 (SalmonDSetal.,1995).대장암에서도 정상세

포에 비해 ErbB2와 ErbB3의 단백질 수준이 증가하였다고 보고되어져

있으며 (MaurerCA etal.,1998),ErbBreceptorfamliy신호전달 과정
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의 조절 이상은 암발생과 진전에 중요한 요소로 작용한다고 알려져있다.

앞선 연구들에서 해조류의 생리 활성 물질이 항암효과가 있다고 보고

되어짐에 따라 해조류의 다당류에 관한 생리활성 효과에 대한 연구는 다

양하지만,그 중 하나인 라미나린이 가지는 생리 활성에 관한 연구들은

미미하며,라미나린의 생리활성에 관한 메커니즘 규명에 대한 연구는 거

의 없는 실정이다.또한 해조류의 다당류인 라미나린의 항암활성에 대해

서는 보고가 되고 있으나,대장암의 증식에 미치는 영향에 대한 연구는

부진하다.

따라서,본 연구에서는 이러한 사실을 토대로 라미나린을 인간 대장암

세포주인 HT-29세포에 처리하여 Fas로 유도되어진 세포사멸을 확인하

였으며,그 세포사멸에 따른 IGF-IR,ErbB를 통한 세포 성장신호 감소

에 대해서도 검토하였다.



- 4 -

Ⅱ.재료 및 방법

1.재료

1)시약 및 재료

본 연구에 사용한 라미나린은 Sigmaaldrich(St.Louis,MO,USA)

에서 구입하여 재료로 사용하였다.

실험에 사용한 세포는 ATCC로부터 구입한 대장암 세포주인 HT-29

(Humancoloncancercell)를 사용하였고,정상 세포에서의 독성 유무를

확인하기 위해 정상 소화관 세포주인 IEC-6 (intestinalepithelial,

Human)를 사용하였다.세포 배양에 사용한 Fetalbovineserum (FBS)

은 GibcoBRL(LifeTechnlogies,GibcoBRL,Gaitherberg,MD,USA)

제품을 사용하였으며 RPMI-1640,Dulbecco'smodifiedEagle'smedium,

penicilin/streptomyocin(P/S)는 Hyclon(Logan,UT,USA)에서 구입하

였다.Phosphate-bufferedsaline(PBS)은 Gibco/BRL (InvitrogenCo.,

USA)를 사용하였고,trypsin,proteaseinhibitor,bovineserum albumin

(BSA),Hoechst33342,detergent는 SigmaChemicalCo.(Logan,UT,

USA)에서 구입하였다. 세포의 배양과 생존률을 측정하기 위해서

MTS/PMS solution (CellTiter 96 AQueous Non-Radioactive Cell

ProliferationAssayKit)은 Promega에서 구입,사용하였으며 세포 단백

질 농도를 측정하기 위해 BCA proteinAssayKit(Pierce,USA)를 사

용하였다.

Western blot은 protein standard marker는 dualcolor marker

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

antibody는 Santa Cruz (CA,USA),CellSignaling (Beverly,MA,

USA)에서 구매하였으며 detection regent로 SuperSignalWestPico
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Luminol/EnhancerSolution과 SuperSignalWestPicoStablePeroxide

Solution(Pierce,USA)를 이용해 Kodakfilm (Rochester,NY,USA)에

감광하였다.

Caspase activity assay 에 사용된 Caspase-3 Substrate I,

Colorimetric (Ac-DEVD-pNA), Caspase-8 Substrate I

(Ac-IETD-pNA), InSolution™ Caspase-3 Inhibitor II

(Z-D(OMe)E(Ome)VD(OMe)-FMK)는 Calbiochem (San Diego,CA,

USA)을 사용하였다.

Annexin V-FITC,Cellcycle testanalysis는 Annexin V-FITC

apoptosisdetectionkit(BectonDickinson,CA,USA)를 사용하였다.

2.실험방법

1)세포 배양

인간 대장암 세포주인 HT-29는 37℃ CO2 incubator(5% CO2,95%

air)에서 RPMI-1640배지에 10% FBS,P/S을 첨가하여 배양하였으며,

정상 세포주인 IEC-6는 Dulbecco'smodifiedEagle'smedium 배지에

HT-29와 동일한 조건에서 배양하였으며 두세포주 모두 배지는 2~3일

마다 교환해 주었다.

2)세포 증식율 측정

라미나린이 HT-29세포에 증식억제 효과를 가지면서 동시에 정상세포

인 IEC-6세포에 독성 유무를 확인하기 위하여 MTSassay를 시행하였

다.각 세포를 96-wellplate에 2×10
4
/well로 동일하게 분주한 후 세포



- 6 -

부착을 위하여 24시간 배양하였고,Serum Freemedium (SFM)으로 6

시간 배양 한 후 라미나린을 0,1.25,2.5,5mg/ml농도별로 24시간 처

리하였다.MTS/PMSsolution(PromegaCo,USA)를 첨가하여 37℃에

서 30분 반응 시킨 후 ELISA platereader(BIO-RAD,USA)로 490nm

흡광도에서 측정하였다.

3)형태학적 변화

HT-29세포에 라미나린을 처리 하였을 때 세포의 형태학적 변화를 관

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

1640배지로 희석하여 동일한 양 분주한 다음 세포가 80% 성장하였을 때

라미나린을 농도별로 24시간 처리 하였다.이 후 세포를 PBS로 2회 세

척한 다음 위상차 현미경으로 세포 형태를 관찰 하였다.

4)Hoechst33342염색법

HT-29세포에 라미나린을 처리 하였을 때 핵의 형태학적 변화를 관찰

하기 위해 Hoechst33342염색법을 시행하였다.HT-29세포를 6-well

plate에 10% FBS가 함유된 RPMI1640배지로 희석하여 동일한 양으로

분주한 다음 세포가 80% 성장하였을 때 라미나린을 24시간 처리하여 배

양하였다.핵의 형태학적 관찰은 fixingsolution(formaldehyde:PBS=

1:9)을 첨가하여 실온에서 다시 10분간 고정한 후 PBS로 세척하고

0.2% TritonX-100을 첨가하여 실온에서 10분간 방치하였다.이 후 2

㎍/mlHoechst33342용액을 첨가하여 빛을 차단한 다음 실온에서 30분

간 반응시켰다.PBS로 다시 세척 한 다음 100% EtOH를 첨가하여 탈수

처리하고 mountingmedium(Sigma,M1289)처리 후 형광 현미경을 통

하여 200배 배율로 핵의 형태학적 변화를 관찰 하였다.



- 7 -

5)Caspaseactivityassay

Caspaseactivity측정에 사용된 Caspase-3SubstrateIColorimetric

(Ac-DEVD-pNA), Caspase-8 Substrate I (Ac-IETD-pNA),

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

는 Calbiochem (San Diego,CA,USA)을 사용하였다.HT-29 세포가

60% 증식하면 caspase-3inhibitor를 1시간 전처리 한 후 Cf-GP를 농

도별로 24시간 처리하였다.Lysisbuffer(25mM HEPES,5mM EDTA,

2mM DTT,0.1%CHAPS)로 세포를 회수하여 80μgprotein을 96well

에 분주하였다.각 각의 substrate를 첨가하여 37℃,8시간 조건으로 반

응시킨 후 ELISAplatereader로 흡광도 405nm에서 측정하였다.

6)Westernblotanalysis

① Totalcelllysate추출

라미나린을 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.라미나린을 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℃에서

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

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

5,000rpm,5min,4℃에서 원심분리하여 상층액(Supernatant-2)을 회수

하였다.Supernatant-1과 Supernatant-2를 함께 원심분리(14,000rpm,

15min,4℃)한 다음 상층액은 세포질 획분이며 pellet에 buffer를 첨가

한 것은 미토콘드리아 획분이 된다.

③ 핵 획분 추출

핵 획분 추출은 Park etal.(2005)의 방법을 사용하여 추출하였다.

HT-29세포에 라미나린을 농도별로 처리한 다음 PBS-EDTA 1ml로 회

수 하였다. 원심분리(12,000 rpm, 10min, 4℃)하여 cell lysate에

Hypotoniclysisbuffer(10mM HEPES,pH 7.9,10mM KCL,1.5mM

MgCl2)를 첨가하여 4℃에서 15분간 반응 시켰다.그 후 2.5% NP-40을

첨가하여 4℃에서 10분 반응시킨 다음 원심분리(5,000rpm,5min,4℃)

하여 celllysate에 Nuclearextractionbuffer(10mM HEPES,pH 7.9,

100mM NaCl,1.5mM MgCl2,0.1mM EDTA,0.1mM DTT)를 첨가하여

4℃에서 20분간 반응 후 원심분리(14,000rpm,10min,4℃)하여 상층액

을 핵 획분으로 사용하였다.
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④ 단백질 발현 및 분석

HT-29세포에 라미나린을 농도별로 처리하여 Lysisbuffer(50mM

Tris-HCL,pH 7.4,150mM 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 원심분리한 다음 상층액을 취하여 단백질 농도

수준을 측정하였다.단백질 농도를 50㎍/㎖으로 동일하게 정량한 다음

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

Transfer하였다.전기 영동 한 membrane은 실온에서 1% BSA-TBST

로 1시간 blocking시킨 후 확인하고자 하는 각 각의 1차 antibody를

1:1,000dmfh희석해 10℃ 16시간 반응시킨 후 TBS-T로 15분간 2회 세

척한 다음 2차 antibody를 1:10,000비율로 희석하여 1시간 45분간 반응

시켰다.반응 시킨 membrane을 다시 TBS-T로 15분간 2회 세척하여

SuperSignalWestPico Stable Peroxide Solution과 SuperSignal

WestPicoLuminol/Enhancersolution(Rockford,IL,USA)을 사용하

여 KODAK X-rayfilm에 감광시킨 다음 현상 후 scaning하여 Science

Lab2005(Fujifilm,Japan)를 이용하여 분석하였다.

⑤ IGF-IR신호전달 분석

HT-29세포에 라미나린을 농도별로 24시간 처리 하였다.PBS-EDTA

로 2회 세척한 후 lysisbuffer(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 방치 하였다.cell을 회수 한 다음 12,000

rpm에서 10분간 원심분리하여 상층액을 celllysate로 사용하였다.50㎍

/㎖ 단백질 농도로 SDS-PAGE로 분리한 후 membrane에 옮겨 단백질
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발현을 확인하였다.

⑥ Fas유도 세포사멸 경로와 IGF-IR경로 연관성

HT-29세포에 라미나린을 농도별로 24시간 처리 하였으며,최종농도인

라미나린 5mg/ml농도에서 pancaspaseinhibitor(Z-VAD(Ome)-FMK)

를 20µm 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 방치 하였다.cell을 회수 한 다음 12,000rpm에서 10분간 원심분

리하여 상층액을 celllysate로 사용하였다.50 ㎍/㎖ 단백질 농도로

SDS-PAGE로 분리한 후 membrane에 옮겨 단백질 발현을 확인하였다.

⑦ HRG유도 단백질 수준 및 ErbB신호 전달 분석

HT-29세포에 라미나린을 농도별로 처리하여 24시간 동안 배양하였다.

PBS-EDTA로 2회 세척한 다음 lysisbuffer(20mM HEPES,pH 7.5,

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

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

aprotinin, 10 ㎍/㎖ antipain, 10㎍/㎖ leupeptin, 80 ㎍/㎖

benzamidine-HCl,0.2mM PMSF)를 첨가하여 4℃에서 30분간 방치 시

켰다.cell을 회수하여 12,000rpm에서 10분간 원심 분리 한 후 상층액을

celllysate로 사용하였다.동량의 celllysate를 SDS-PAGE로 분리 한

후 membrane에 옮겨 단백질발현을 확인하였다.

또한,HRG로 유도된 HT-29대장암 세포에서 라미나린을 처리 하였을

때 암세포 증식 억제 효과가 ErbB신호 전달 경로를 통하여 일어나는지

확인하기 위하여 다음과 같이 검토 하였다.HT-29에 5㎎/㎖의 라미나
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린을 24시간 처리한 다음 회수 직전에 100ng/㎖의 HRG을 0,5,10,30

분간 처리하여 lysisbuffer를 첨가하여 회수 하였다.세포를 회수하고

12,000rpm에서 10분간 원심분리하여 상층액을 취하여 celllysate로 사

용 하였다.동일한 양의 celllysate(750㎍/㎖ protein)에 anti-ErbB2항

체를 처리하여 4℃에서 16시간 반응 시킨 후,ProteinA-Sepharose를 넣

어 4℃에서 2시간 반응 시켜 14,000rpm에서 2분간 원심 분리하여 항체

와 결합한 단백질을 ProteinA-Sepharose와 함께 침전시켰다.Protein

A-Sepharose를 buffer로 3회 세척하고 0.1M DTT가 들어있는 1X

sample buffer를 첨가하여 100℃에서 끓인 후 spin down 한 다음

samplebuffer만 회수하여 SDS-PAGE로 분리 후 단백질 발현을 확인하

였다.

7)FACSanalysis

라미나린이 세포 주기에 미치는 영향을 알아보기 위하여 HT-29세포를

6well에 10% FBS를 함유한 RPMI1640배지를 첨가하여 동량으로 분주

하였다.세포가 80% 증식하면 SFM을 6시간 처리하고 라미나린을 농도

별로 24시간 처리 하였다.PBS로 세포를 부유시킨 다음 원심분리

(25,000rpm,10min,4℃)하여 pellet을 회수하여 cycletestTM Plus

DNA reagentkit(BectonDickinsonSanJose,CA,USA)를 사용하여

실험 하였다.Kit에 포함된 buffersolution으로 세척하고 CycleTest

PLUSsolutionA,B를 사용하여 실온에서 30분간 염색하고 nylonmesh

cellstrainer(BecktonDickinsonSanJose,CA,USA)에 통과키셔 세포

를 monolayer로 분리 하였다.이것을 다시 DNA flow cytometry

(BecktonDickinsonSanJose,CA,USA)에 적용시켜 형광반응에 의한

histogram을 Mo야 FitLT (BecktonDickinsonSanJose,CA,USA)로
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분석하였다.

8)통계학적 처리

모든 실험 결과는 mean±S.E.로 나타내었으며 실험군 간의 유의성은

SPSSver.10.0프로그램을 사용하여 ANOVA로 검증한 후,p<0.05수

준에서 Duncan'smultiplerangetest로 유의성을 비교하였다.
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Ⅲ.결과 및 고찰

1.라미나린에 의한 HT-29대장암 세포 증식 억제 효과

1)라미나린이 HT-29대장암 세포사멸에 미치는 영향

인간 대장암세포인 HT-29세포 사멸에 라미나린이 미치는 영향을 조

사하고 소화관 정상세포인 IEC-6세포에서의 독성 유무를 확인하기 위

해 MTSassay를 하였다.HT-29세포에서 0,1.25,2.5,5mg/ml처리

시 농도 의존적으로 세포증식 억제효과가 있었으며 IEC-6정상세포에서

아무런 영향을 미치지 않는 것을 확인하였다.최종 농도인 라미나린 5

mg/ml농도에서는 약 65%의 세포 생존률을 보였으므로 HT-29세포에

위와 같은 농도로 실험을 진행하였다 (Fig.1).
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(A)

 
(B)

Fig.1.EffectsoflaminarinontheHT-29cellsproliferation.(A)

EffectoflaminarintreatmentonthegrowthinhibitofHT-29colon

cancercells.Controlorvaryingconcentrationsoflaminarin(0,1.25,

2.5,5mg/ml)for24h.(B)Effectoflaminarintreatmentonthenon

toxictoIEC-6intestinalepithelialcells.
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2)세포의 형태학적 변화

앞선 MTSassay의 결과를 바탕으로 HT-29세포에 라미나린을 처리

하였을 때 세포와 핵의 형태학적인 변화를 현미경 상에서 관찰하였다.

그 결과 HT-29세포에 라미나린을 처리 하였을 때 세포생존율 측정결

과와 동일하게 농도의존적인 세포 감소를 확인하였다.또한,HT-29세

포에 라미나린 농도가 2.5mg/ml에서 세포 형태가 변하기 시작하였고

최고 농도인 5mg/ml에서는 세포가 수축하기 시작하였다.이와 같이 세

포 형태학적 변화를 관찰 할 수 있었으므로 이 후 Hoechst33342염색

을 통해 세포 사멸체 형성 등의 변화를 살펴보았다 (Fig.2).
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Fig.2.MorphologicalchangesofHT-29cellsweretreatment

withlaminarin.

After24hoursoftreatedwithlaminarin(0-5mg/ml)were

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

앞 선 세포의 형태학적 변화에서 세포 수가 감소하는 것을 관찰 할

수 있었다.라미나린 처리 시 세포사멸 (apoptosis)의 형태학적 특징 중

의 하나인 핵의 변화를 관찰하기 위하여 핵 내 DNA에 특이적으로 결합

하는 형광 염색제인 Hoechst33342를 사용하여 핵을 염색하고 형광 현

미경으로 관찰 하였다.그 결과 라미나린을 처리하지 않은 군에서는 타

원형의 온전한 핵 모양을 관찰 할 수 있는 반면,라미나린을 처리한 경

우에는 apoptoticbody가 핵 주변에서 관찰 할 수 있는 것으로 보아

HT-29세포주의 사멸에 라미나린이 영향을 미치는 것을 확인 할 수 있

었다 (Fig.3).
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Fig.3.Laminarincausedbyinductionofapoptoticbodyin

HT-29cellsweremeasuredbyanfluorescencemicroscope.

HT-29cellsweretreatedwithvaryingconcentratonsofLaminarin

(0,1.25,2.5,5mg/ml)at24h.After,cellwerefixedandthenstained

with2μg/mlofHoechst33342and20minmaintainedincubationat

room temperature.Magnification,×200.
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2.라미나린에 의한 세포사멸 신호전달 분석

1)ExtrinsicandIntrinsicpathway

라미나린을 농도별로 24시간 처리한 HT-29세포에 Fas로 유도되어진

세포사멸에 미치는 영향을 알아보았다.Westernblot을 시행한 결과 농

도 의존적으로 Fas의 발현량이 증가하는 것을 확인 할 수 있었고 이에

따라 하위 단계의 단백질 발현을 확인하기 위한 실험을 진행하였다.

세포사멸에는 Fas나 종양괴사인자와 같은 death receptor를 통하여

caspase-8이 활성화되는 기전과 미토콘드리아로부터 cytochromec의 분

비 후 caspase가 활성화되는 두 가지 경로로 나눌 수 있다.세포 사멸을

유도하는 기전 중 Fas(CD95/APO-1)및 Fasligand(FasL)는 암의 발

생기전에 중요한 역할을 담당한다 (TachibanaOetal.,1995).Fas는 세

포내 domain과 특이적으로 결합하는데 그 중하나가 Fas associated

death domain 단백질인 FADD이다 (Chinnaiyan AM etal.,1996).

FADD 유전자는 두 개의 exon으로 구성되며 208개의 aminoacid를 포

함하고,70개의 C-terminalaminoacid가 deathdomain을 형성하며 Fas

의 deathdomain과 반응하는데 필요하고 76개의 N-terminalaminoacid

는 deatheffectordomain을 형성하여 caspase-8의 prodomain과 반응 하

면서 deathinducingsignalcomplex를 형성한다.이러한 FADD 단백질

은 Fas에 의한 세포사멸 신호전달체계에 필수적이라 할 수 있다

(StrasserAetal.,1999).

Fas를 통한 세포사멸은 pro-caspase인 caspase-8이 활성화되면 다시

하위단계에 있는 caspase를 활성화시켜 세포사멸을 유도한다.

Caspase-8이나 capase-9가 활성화되면 caspase-3가 직접 활성화되는데

이는 다시 caspase-1,capase-2또는 caspase-3을 활성화시켜 세포사멸

을 유도할 수 있다 (LiHetal.,1999).

일반적으로 caspase-8은 celldeathligand가 receptor에 결합이 되면 활
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성이 일어나 effectorcaspase(caspase-3)를 활성화 시키지만(Honglin

etal.,1998),최근에 연구보고에 따르면 Fas로 매개되어진 세포사멸의

경우에서 caspase-8에 비 의존적으로 caspase-3의 활성이 일어나는 경

로가 있다.본 연구에서는 caspaseactivity를 측정한 결과,caspase-3의

활성은 라미나린에 의해 농도 의존적으로 증가하였고 caspase-8의 활성

은 유의적인 차이가 없었다 (Fig.4).이는 caspaseX라는 새로운 효소

의 경로를 통하여 Fas로 매개된 세포사멸경로로 추측된다 (Fengetal.,

2004).

앞서 설명한 caspase-3이 활성화되면 핵단백질인 PolyADP-ribose

polymerase(PARP)가 cleaved되면 활성을 잃게 되는데 이는 핵 내에

DNA 손상에 의해 PARP가 과도하게 활성화되어 PARP기질인 ATP와

NADH가 소모를 억제함으로서 apoptosis과정 중에 사용되는 에너지를

유지하려는 현상이 발생하게 된다 (Endres M etal.,1997).이는

apoptoticcell의 형태학적 변화와 생물학적 변화를 가져오게 된다.

본 연구에서 라미나린을 HT-29세포에 24시간 처리하여 회수한 다

음 westernblot을 통해 단백질 발현양을 확인한 결과 라미나린을 통한

세포사멸은 Fassignaling을 유도되는 apoptosis임을 알 수 있었고 이에

따라 이 signaling에 관여하는 FADD,cleavedPARP등의 발현을 볼 수

있었다 (Fig.4).
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Fig.4.Laminarin affectthe expression ofapoptosis related

proteinsinHT-29cells.

LaminarininducesDISCformationinHT-29cells.Cellsweretreated

withvaryingconcentrationsoflaminarin(0-5mg/ml)for24h.(A)

Expression ofprotein FAS,FADD,PARP,AIF and Caspaseby

laminarin.
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2)Bcl-2familyproteins의 신호전달 분석

Bcl-2familyproteins은 미토콘드리아의 막 투과 조절 인자로써 미토

콘드리아에 의한 intrinsicapoptosispathway에 작용하며 그 종류가 다

양하다.그 종류에 따라서 apoptosis를 유도하거나 apoptosis를 저해하기

도 하는데 bad,bax,bid의 경우에는 apoptosis에 관여하는 단백질인자이

며 bcl-2,bcl-xl은 apoptosis저해를 조절한다 (Huang andStrasser,

2000;KelekarandThompson,1998).

세포사멸을 억제하는 Bcl-2계열 단백질들은 Bax활성을 저해함으로써

미토콘드리아로부터 세포질내로 cytochromec의 분비를 방해하거나,활

성화되어진 apoptosome형성을 저해하는데 이는 세포사멸 유도 단백질

과 세포사멸 저해 단백질간의 비에 의해 결정된다고 볼 수 있다 (Kluck

RM etal.,1997).

Apotosis가 시작되면 bad가 bcl-2와 결합하게 되고 bid는 bcl-2로부터

떨어져나오는데 이는 bax와 결합하여 conformationalchange가 일어나

dimer를 형성하게 되며 미토콘드리아 외막에 작용해 내부의 물질을 유

출 시키게 되는데 이 때 나오는 물질들이 cytochromec,Apaf-1등 이다.

(ElizabethYetal.,1995).

본 실험에서는 HT-29세포에 라미나린을 24시간동안 처리하였을 때

bad,bax의 증가와 bcl-2의 감소 경향을 볼 수 있었다 (Fig.5).
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Fig.5.Effect of laminarin treatment on HT-29 cells,the

expressionofBcl-2familyproteins.

ThedatashownBcl-2,Bax,BadproteinsinHT-29cells.
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3)Cytochromec에 의한 미토콘드리아,세포질에서의 신호전달

앞서 western blot실험을 통해 발현을 알 수 있었던 bcl-2는

apoptosis가 발생하지 않을 시 미토콘드리아 외막을 유지시켜서

cytochromec분비를 방어해주며 bad,bax와 같은 단백질은 cytochrome

c의 분비를 촉진하는 것으로 알려져 있다.

Westernblot결과 HT-29세포에 라미나린을 처리하였을 때 세포질

에서의 cytochromec유출 단계를 확인해 보았다.

미토콘드리아에서 cytochrome c가 유출되면 세포질에서 caspase-9,

Apaf-1과 결합을 하여 apoptosome을 형성하게 되는데 이것은 다시

caspase-9를 활성화시켜 caspase-3이 활성을 가지게 되어 apoptosis를

유도하게 된다 (NijhawanLPetal.,1997).

Bcl-2는 apoptosis를 유도하는 cytochromec가 미토콘드리아로부터의

분리되는 것을 막는데 앞서 bcl-2familyproteins의 westernblot결과

를 통해 pro-apoptosis가 활성화되고 anti-apoptosis계열이 감소하는 것

을 확인하였음으로 미토콘드리아와 세포질에서의 cytochromec발현을

분석한 결과 미토콘드리아에서 방출된 cytochromec가 세포질에서 라미

나린 처리 시 농도 의존적으로 증가하는 것을 확인할 수 있었다.

본 실험에서는 세포질에서의 cytochromec와 Apaf-1의 발현이 농도 의

존적으로 증가하는 것을 westernblot으로 확인하였다 (Fig.6).



- 25 -

Fig.6.Effect of laminarin treatment on HT-29 cells,the

expressionofincreasedcytochromecandApaf-1from cytosol.

ThedatashownincreasedcytochromecandApaf-1proteins.Onthe

otherhand,inthemitochondrialcytochromecisreduced.
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4)Caspase-3,-8activity

Apoptosis신호 전달 과정에서 세포 외부로부터 apoptosis신호가 세포

내에 있는 caspase로 전달되어 caspase가 활성화된다.

Caspase는 세포사멸이 유도될 때 활성화되는 시스틴 단백질 분해 효소

로 pro-caspase로 합성되어 있다가 신호 전달 자극이 오게 되면 large

subunit과 smallsubunit으로 절단되며,이는 tetramer를 형성하여 활성

화된다.이렇게 활성화되어진 caspase는 PARP를 포함한 중요한 기질들

을 분해하여 oligonucleotide DNA fragmentation에 관여하게된다.

Caspase는 bcl-2familiy에 속하며 apoptosis의 신호 전달을 촉진하는 기

능을 가진 bid는 세포막에서 시작하는 caspase활성화 경로와 미토콘드

리아에서 시작하는 caspase활성화 경로를 연결시키는 신호전달인자로 작

용하게된다 (CotterTGetal.,1992;NagataS.1997).

Caspase-8,-9와 같은 caspase기시체는 caspase-3,-7과 같은 caspase

효과체를 직접 또는 간접적으로 활성화시키기 때문에 결과적으로

caspase의 분해 작용은 세포를 파괴시키므로 caspase-3의 경우는 세포

사멸의 초기 지표가 된다.

앞선 실험에서 라미나린을 HT-29세포에 농도별로 처리 했을 시 세

포 증식 억제를 확인 하였고 western blot의 결과로 Fas를 통한

apoptosis경로를 확인하였으므로 본 실험에서는 caspase-3.-8의 활성정

도를 측정하였다.모든 실험에서 기준이 된 동일한 조건으로 측정한 결

과 caspase-3의 경우는 라미나린 농도 의존적으로 활성이 증가 하는

것을 확인하였고 inhibitor를 처리한 군에서는 대조군 수준을 유지하는

것을 확인 하였다.하지만 caspase-8의 경우 caspase-3과는 다르게 유

의차가 나타나지 않는 것을 확인할 수 있었다 (Fig.7).

일반적으로 caspase-8은 celldeathligand가 receptor에 결합이 되면 활

성이 일어나 effectorcaspase(caspase-3)를 활성화 시키지만 (Honglin

etal.,1998),최근에 연구보고에 따르면 Fas로 매개되어진 세포사멸의
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경우에서 caspase-8에 비 의존적으로 caspase-3의 활성이 일어나는 경

로가 있다.이는 caspaseX라는 새로운 효소의 경로를 통하여 Fas로 매

개된 세포사멸경로로 추측된다 (HanpingFengetal.,2004)..
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(A)

(B)

Fig.7.(A)Dosedependentactivationofcaspase-3bylaminarin

treatmentinHT-29cells.Intheexperimentsondosedependence,

laminarinaddedatthevaryingconcentrations(0,1.25,2.5,5mg/ml).

Also,laminarin was concentration of5 mg/mladded caspase-3

inhibitor(Z-DEVD-FMK).(B)Laminarindidnotaffectcaspase-8

in HT-29cell.Thevalueswerethemeans± SD;P < 0.05by

ANOVA.Valueswithdifferentlettersaresignificantlydifferentfrom

oneanotheraccordingtoDuncan’smultiplerangetest.
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Fig.8.ModelfortheactivationofFasmediatedapoptosisby

laminarin.
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3.세포 주기에 미치는 영향

1)세포 주기 분석

세포 주기의 조절은 특정 물질의 항암성 기전 해석의 기초적인 과정으

로 인시되어지고 있다.또한 암의 증식과 발생에 있어 비정상적인 세포

주기 조절은 중요한 치료 및 예방법으로 각광받고 있다.

세포주기는 모든 진핵세포들의 성장에 필수적으로 거치는 과정이며 세

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

반복과정을 거치며 순서가 엄격히 지켜져 역방향으로 진행되지는 않는

다.

S기에서는 DNA 복제가 일어나며 M기에서는 염색체와 세포의 분열이

일어나게 되는데 이 사이 과정이 각각 G1,G2기이며 G1기에서는 세포의

증식이 이루어지며 분열이 완전히 진행되었으면,G2기에서는 DNA의 복

제가 완전히 종결되었는가를 확인 후 세포주기가 마무리되어진다.

세포가 이러한 항상성을 유지하기 위하여 세포 주기에서 checkpoint를

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

어서 외부 환경이 적합하지 않으면 S기로 진행되지 않고 G1기에서 머무

르는 단계,혹은 G0기의 휴식상태로 다시 돌아가게 된다.정상적인

restrictionpoint(Rpoint)를 지나게 되면 S기에서 DNA 복제 후 G2기

로 가게 되는데 여기서도 하나의 checkpoint가 있어 S기에서 진행된

DNA 복제에서 이상이 있으면 세포 주기가 정지를 하게 된다.이상이

없을 경우 세포 주기가 정상적으로 진행되어 M기에서 세포 분열이 일어

난다.

본 실험에서는 HT-29세포의 증식 억제가 세포주기에도 영향을 미치는

지를 확인하기 위해 DNAflow cytometry로 분석 하였다.

정상적인 세포 주기와는 달리 분석 결과 sub-G1기의 구간 비율이 대
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조군 8.28%에 비하여 각각 라미나린을 처리했을 때 농도 의존적으로

25.25%,19.78%,63.48% 로 증가한 것을 확인 할 수 있었다 (Fig.9).

따라서 라미나린을 HT-29에 처리 하였을 때,S기 G2,M 기가 감소하고

G0/G1기가 증가하였음은 cellcyclearrest가 동반되었음을 추측할 수 있

다.
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Fig.9.TreatmentofHT-29cellswithlaminarinresultsincell

cycleprogression.

In the experiments on dose dependence,laminarin added atthe

varyingconcentrations(0,1.25,2.5,5mg/ml).
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2)세포 주기 조절 단백질 분석

모든 진핵세포들의 성장에 필수적으로 거치는 세포주기의 단계별로 관련

되는 효소가 정상적으로 조절 받지 못하게 되면 세포는 암세포와 같은

비정상적인 세포성장을 하게 되는 것이다 (MarxJ,1994).

특히 cyclin-c아 복합체가 세포주기 변환 시 주요 조절자로 작용하는데

그중에서 cyclinB와 cdc2복합체는 유사 분열 단계인 M기를 유도하고

cyclinA와 cdk2는 DNA 합성단계인 S기와 G2기 동안에 복합체를 형성

하여 S기 조절에 관여한다고 보고 되고 있다.또한 cyclinD는 cdk2,4,

6와 복합체는 형성하고 cyclinE는 cdk2와 복합체를 형성하며 DNA 합

성 시작단계인 G1기 조절에 관여한다고 보고되어져 있다 (PaganoM et

al.,1992;XiongYetal.,1991).

이러한 암세포에서는 이러한 세포 주기 조절인자들의 비정상적인 활성이

암세포 발현에 영향을 주기도 하는데 대부분의 암세포에서는

cyclin/CDK가 비정상적으로 과 활성화 되어져있는 경우가 대부분이다.

세포 주기에서 G1초기에는 Cdk4,6등이 활성화되어 작용을 하게 되고

G1기 후기와 S기 초기에 Cdk2가 작용을 한다.Cdk활성에는 cyclin과의

결합이 필수적이고 Cdk4,6은 cyclinD와 결합을 해서 활성형이 되며

Cdk2는 cyclinE와 결합을 한다 (BrunaPetal.,2000).

이들 cyclin/CDK 복합체의 활성을 저해 하는 단백질인 p16,p21,p27,

p53등의 변이도 함께 나타나는 것으로 보고되고 있다 (MarxJ,1994).

따라서 암의 이상증식을 cyclin/CDK,p16,p21,p27,p53등의 세포 주기

조절인자들의 활성 조절이 가능해진다면 암세포 이상증식을 조절할 수

있을 것이라 추측된다.

이전 실험에서 이러한 세포 주기에서 checkpoint에서의 세포 증식

조절이 이루어지지 않고 정지가 됨으로 apoptosis에 의한 sub-G1기의

arrest를 확인 할 수 있었다.

이렇듯이 정상적인 세포 주기가 아닌 apoptosis에 의한 세포 증식의
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억제를 본 실험에서 다루고 있으므로 Cdk및 cyclin/CKD 복합체 활성

저해 단백질인 p27과 암세포 성장인자인 c-myc발현정도를 western

blot으로 살펴 보았다 (Fig.10).

p27단백질은 세포 주기에서 S기를 유도하는 cyclin/Cdkcomplex에 결

합해 Cdk2/4/6kinase의 활성을 저해함으로써 pRb의 인산화를 억제시켜

세포 주기를 넘어가지 못하게 하며 G1기 상태에서 유지시키게 한다.이

러한 단백질은 라미나린 처리에 의하여 pRb는 감소하며,p27은 증가하

는 결과를 확인 할 수 있었다.

이러한 결과를 종합하여 볼 때 라미나린을 처리한 HT-29세포는

Fas signaling을 통해 apoptosis 신호전달을 유도하며 세포 주기 중

sub-G1기의 arrest로 인하여 세포성장이 저해되면서 세포사멸이 진행되

는 것을 확인 할 수 있다.
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Fig.10.Effectoflaminarintreatmentonthelevelsofcellcycle

relatedproteinsinHT-29cells.

Cellsweretreatedwithlaminarinat24h,thenfollowedbyWestern

blotanalysis.
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4.세포 성장 인자에 미치는 영향

1)IGF-IR관련 단백질 분석

암의 형성에 있어서 IGFsystem의 비정상 적인 변화는 여러 종류의 암

을 유발하는 요인으로 간주되고 있다.

Insulin-likegrowthfactors(IGFs)는 한 개의 사슬로 이루어진 폴리펩타

이드로서 정상 또는 악성 조직에서 mitogenic 또는 항세포사멸

(antiapoptosis)인자로 작용하기도 한다.대부분의 IGF의 세포내 작용은

typeIIGFreceptor(IGF-IR)에 의하여 매게 되어지며,작용은 IGF-결합

단백질 (IGFbindingproteins)들에 의하여 조절된다.IGF-IR는 α2β2형

의 heterotetramer로 이루어진 glycoprotein으로 α-subunit과 β-subunit

의 분자량은 각각 130,000과 95,000 정도된다.IGF가 extracellular

domain인α-subunit에 결합하면 β-subunit이 tyrosinekinasedomain에

autophosphorylayion이 일어나므로 인하여 tyrosinekinase로 활성화되어

여러 가지 단백질을 인산화 시킨다 (LeRoithD etal.,1995).활성화된

IGF-IR에 결합하는 단백질 중 가장 잘 알려진 것이 insulin-receptor

substrate(IRS)family이고,인산화 된 IRS에 결합하는 가장 대표적인 것

이 phosphatidylinositol3-kinase(PI3K)의 p85regulatory subunit이다.

PI3K는 직접 IGF-IR에 결합되어 활성화되거나 또는 IRS에 의하여 활성

화된 다음 Akt를 활성화시켜 apoptosis를 억제시키고 cellsurvival를 촉

진하는 것으로 알려져 있다 (AlessiDRetal.,1998;VanhaesebroeckB

etal.,1997).

앞선 결과들에서 라미나린이 인간 대장암세포주인 HT-29의 사멸 기전

에 관여 한다는 사실을 확인하였다.이 결과를 토대로 라미나린이 세포

사멸기전뿐 아니라 세포 성장 신호전달에도 영향을 미치는지 검토하기

위해 대표적인 세포성장 signal인 IGF-IR신호전달 단백질의 발현을 분

석하였다.IGF-IR은 RAS/MAPK 와 PI3K/Aktpathway의 두가지 전달
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체계를 통해 작용하게 된다 (Valentinisetal.,1998).대부분의 IGF의 세

포내 효과는 type1IGFreceptor(IGF-IR)에 의해 매게되며,이 신호전달

은 IGF-bingdingprotein(IGFBP)들에 의해 조절되어진다.이들 binding

protein중 PI3K는 직접 IGF-IR에 결합되어 활성화되거나 IRS에 의해

활성화되어 Akt를 활성화시키므로 세포사멸을 억제 시키나 본 실험에서

라미나린을 농도별로 처리하였을 때 PI3K는 발현이 60% 감소하였고

Akt의 경우 80% 감소하였고,PY99및 MAPK또한 발현이 감소하는 것

으로 나타났다 (Fig.11).
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Fig.11.Laminarin affectthe expression ofIGF-IR binding

proteinsinHT-29cells.

Cellsweretreatedwithvaryingconcentrationsoflaminarin(0-5

mg/ml)for24h.ThedatashownIGF-IR,MAPK,PY99,Akt,IRS-1,

PI3K proteins.
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2)Fas유도 세포사멸 경로와 IGF-IR경로 연관성

앞선 결과들을 종합해 보았을 때 라미나린을 처리한 HT-29세포사멸은

Fas경로를 통하여 FADD를 활성화 시킨 다음 마지막으로 caspase-3의

활성화로 세포 사멸이 진행되는 것을 확인하였다.또한,최근들어 암세포

발생률과 강력한 양의 상관관계를 가지며,세포 성장에 관여하는 cell

growthfactor인 IGF-I의 경우,HT-29세포에 라미나린을 처리 하였을

때 IGF-Ireceptor를 통하여 이루어지는 세포 성장 신호를 저해 하므로

서 세포 성장신호전달을 차단시켜 주는 것을 확인할 수 있었다.위 결과

들을 토대로 본 실험에서는 라미나린 처리로 인한 세포사멸은 Fas를 통

하여 이루어 지는데 이 세포사멸 경로와 IGF-IR를 통한 세포 성장 경로

와의 연관성을 확인하고자 하였다.

Aptoptosis에서 caspase역할은 앞에서 설명한 바와 같이 세포 사멸 경

로를 실행하는 실행자의 역할을 하며 이 실행자인 caspase는 세포 사멸

관련 도메인을 가진 단백질간의 상호작용을 통하여 활성이 일어난다.따

라서 본 실험에서는 세포 사멸에 주 집행자인 caspase의 활성을 저해시

키기 위해 pancaspaseinhibitor를 사용하여 caspase활성을 저해 시킨

다음 세포 성장 신호 전달 경로인 IGF-IR통한 PI3K/AKT pathway와

의 연관성을 확인하였다.그 결과,HT-29세포에 라미나린을 처리하였을

때는 Akt와 PI3K 발현이 농도 의존적으로 감소하는 것을 확인할 수 있

었지만 최고농도인 5mg/ml의 라미나린 처리 군에 pancaspaseinhibitor

를 처리하였을 때는 Akt와 PI3K발현이 증가 하는 것을 확인 할 수 있

었다 (Fig.12).이러한 결과를 종합하여 볼 때 라미나린으로 유도된 세

포증식 억제는 Fassignaling을 통하여 apoptosis신호전달을 받음과 동

시에 IGF-IR singaling을 통한 세포 성장 저해도 동시에 일어나며

caspase가 활성화되어 세포성장 단백질인 Akt와 PI3K활성을 저해 시킨

다는 것을 알 수 있었다 (Fig.13)
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Fig.12.Effectoflaminarin on pancaspase inhibitor-induced

recruitmentofthePI3K andAktinHT-29cells.

Laminarinaddedatthevaryingconcentrations(0,1.25,2.5,5mg/ml).

HT-29 cells were treated for 1hr with or without pancaspase

inhibitor.Also,laminarin was concentration of 5 mg/mladded

pancaspaseinhibitor(Z-VAD(Ome)-FMK).Eachbarisquantitative

analysisofimmunoblots.
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Fig.13.ModelofFasinduced apoptosisofinhibition IGF-IR

associatedproteinsofAkt,PI3K.

Z-VAD(Ome)-FMK inhibitscaspaseactivitythatisactivatedthrough

Fas,increasedexpressionofAktandPI3K.
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3)ErbB관련 단백질 분석

ErbBreceptorfamily신호전달 과정의 조절 이상은 폐,유방,전립선

암,대장암,십이지장암 등 여러 암에서 과 발현 되며,ErbB receptor

family활성의 비정상적인 조절이 암 발생의 중요한 원인으로 보고되고

있다 (Salomon DS etal.,1995).Receptortyrosinekinase인 ErbB

receptorfamily는 epidermalgrowthfactorreceptor(EGFR orERbB1),

ErbB2,ErbB3,ErbB4로 구성되어있으며 암의 발생에 중요한 인자로 알

려져있다.ErbBrecpetor의 경우 여기에 결합하는 ligand는 여러 종류가

있는데 EGF와 transforming growth factor-α는 EGFR에 결합하고,

heregulin(HRG)은 ErbB3와 ErbB4에 결합한다.또한 HRG는 ErbB2와

coexpress 되며 ErbB2는 ErbB3와 heterodimerization을 통하여

autocrineactivation 된다 (Venkateswarlu S etal.,2002).Ligand가

ErbB receptor의 extracellular domain에 결합하면 receptor의

dimerization이 일어나며 instrinsictyrosinkinase가 활성화되어 receptor

의 cytoplasmicdomain의 tyrosine잔기의 인산화가 일어난다.인산화

된 tyrosine잔기는 intracellularsignalingprotein의 결합자리의 역할을

하게 된다. 이 결합자리에 subunit이 결합하게 되면

phosphatidylinositide-3-kinase(PI3K)가 활성화 되고 활성화되어진 PI3K

로 인하여 생성되는 phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate는 Akt의 인

산화를 촉진하여 활성화한다 (VarticovskiL etal.,1994;TokerA et

al.,1997;KlippelA etal.,1997).이 활성화된 Akt는 apoptosis에 관여

하는 단백질을 인산화하여 불활성화 시키고 이 후 apoptosis를 억제 하

면서 cellsurvival을 촉진 한다고 알려져 있다 (DattaSRetal.,1995).

본 실험에서는 라미나린을 처리한 HT-29세포를 회수하여 western

blotting한 다음 ErbBreceptor의 발현양과 PI3K,JNK 발현양을 확인하

였다.그 결과,라미나린을 HT-29세포에 처리 하였을 때 농도 의존적

으로 ErbB2,ErbB3발현양이 감소하는 것을 확인하였으며,또한 하위
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단계인 PI3K와 JNK도 농도 의존적으로 발현이 감소하는 것을 확인 할

수 있었다.따라서 HT-29세포에 라미나린을 처리 하므로 인하여 ErbB

signalingpathway에도 영향을 주는 것으로 추측된다 (Fig.14).
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Fig.14.EffectoflaminarinontheexpressionofErbB2,ErbB3,

PI3K,JNK andGAPDH.

Cellswerelysed and thecelllysateswereanalysed by Western

blottingwithErbB2,ErbB3,PI3K,JNKantibody.
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4)ErbB2신호 전달 분석

라미나린에 의한 HT-29세포에서 ErbBpathway에 따른 단백질 수준

감소를 확인하였으므로,HRG로 유도된 HT-29대장암 증식세포의 억제

가 HRG/ErbB2신호전달 경로에 영향을 주는지 확인하기 위해 실험을

진행하였다.

먼저,ErbB2의 활성화는 세포 증식과 생존 조절인자인 p-Akt의 활성을

가져오게 되는데,라미나린이 시간의존으로 HRG로 유도된 p-Akt의 발

현에 영향을 미치는지 알아보고자 하였다.Akt는 PI3K의 downstream

target으로 세포 사멸 억제에 중요한 역할을 한다.본 실험에서는 라미나

린을 처리 하지 않은 군에서는 HRG로 유도되어진 Akt발현이 시간 의존

적으로 증가하는 것을 확인할 수 있었지만,라미나린을 2mg/ml처리

한 후 HRG로 유도되어진 p-Akt발현정도는 HRG를 1분 5분 처리 시에

는 대조군에 비해 p-Akt발현이 약간 증가하였지만 마지막 60분 처리

시에는 대조군에 비해 확연히 Akt발현이 감소하는 것을 확인하였다.

이는 라미나린 처리로 인하여 HRG로 유도되어진 p-Akt의 발현 시간

을 지연시켜주는 역할을 하는 것으로 보인다 (Fig.15).따라서 라미나린

이 ErbBpathway에 속하는 단백질들의 발현을 감소시키는 것이 세포가

HRG에 반응 할 수 있는 능력 자체를 감소시키는 원인의 하나가 되는

것 같다.
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(A)

(B)

Fig.15.EffectoflaminarinonHRG-inducedphospho-Aktand

PY99.

HRG (100ng/ml)wasadded0~60minimmediatelypriortolysate

(750㎍)preparations.(A)Celllysateswereincubated anti-ErbB2

antibodyandProteinA-Sepharosetoimmunoprecipitateproteinswith

HRG.Totallysateswereanalyzedbyimmunoblottingforphopho-Akt.

(B) The resulting proteins were analyzed by Western blotting

analysis.
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Ⅳ.결론 및 요약

암은 유전자,나이,생활습관,성장인자가 암의 주요 위험인자로 작용하

며,또한 암 치료를 위해 현재 사용되고 있는 항암제를 대체 할 수 있는

좋은 소재에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다.대부분의 항암제는 다

양한 부작용을 일으키고 있는데 이는 암세포뿐 만 아니라 정상세포에도

영향을 미치는 독성을 가진다.따라서 독성과 부작용이 없는 항암제 연

구에 좋은 소재로 천연물로부터 항암성분을 찾는 연구가 활발히 이루어

지고 있다.그중 해조류로부터 분리,정제된 물질을 통한 항암효과에 대

한 관심이 증가되고 있는데,지구 표면의 70%를 차지하는 해양에서는

지구상의 모든 생물종의 80% 이상의 많은 해양 생물이 서식하고 있으며

최근에는 해양생물에서 유용물질을 개발하려는 연구가 활발히 진행 중에

있다.특히 해양생물 중 해조류는 영양소 뿐 아니라 다양한 생리 활성

물질을 함유하고 있어 항암제의 좋은 소재가 될 수 있을 것으로 추측된

다.

해조류 속 다양한 생리활성 물질 중 항암활성을 지닌 물질들은 암세포

에 있어서 세포 사멸을 유도 하는 것이 특징이며 (Fischer and

Schulze-Osthoff,2005),이런 물질은 apoptosis를 유도 하여 암세포에 항

암효과를 나타내는 것으로 보고 되고 있다.

본 연구에서는 해조류 다당류중 하나인 라미나린을 인간 대장암세포인

HT-29에 처리하여 세포 생존율이 농도 의존적으로 감소하는 것을 확인

하였으며,또한 위 장관 정상세포인 IEC-6세포 에서는 세포 독성이 없

는 것을 확인하였다 (Fig.1).또한 위 결과를 근거로 세포 수 감소와 형

태학적 변화를 관찰하였으며,생존한 세포와 사멸된 세포의 DNA를 blue

계열로 염색하며 핵의 형태학적 변화에 이용되고 있는 Hoechst33342

염색법을 통하여 apoptoticbody가 농도 의존적으로 증가하는 것을 볼

수 있었다 (Fig.2-3).

이러한 결과를 바탕으로 갈조류에 포함한 다당류인 라미나린에 의한 세
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포증식 억제가 apoptosis임을 단백질 발현 등을 통하여 확인이 가능하였

다.일반적인 세포사멸경로는 Fas나 TRAIL 경로를 통하여 조절된다.

Fas매개 세포사멸 경로에서 하위단계에 caspase라는 효소가 관여를

하는데,이 효소는 세포의 증식과 유지에 필요한 단백질을 분해하는 효

소로서 세포사멸의 실질적 집행자로 작용한다 (ChunS-Y etal.,1998).

일반적으로 caspase-8은 celldeathligand가 receptor에 결합이 되면 활

성이 일어나 effectorcaspase(caspase-3)를 활성화 시키지만 (Honglin

etal.,1998),최근에 연구보고에 따르면 Fas로 매개되어진 세포사멸의

경우에서 caspase-8에 비 의존적으로 caspase-3의 활성이 일어나는 경

로가 있다.본 연구에서는 caspase activity의 발현을 측정한 결과,

caspase-3의 활성은 라미나린에 의해 농도 의존적으로 증가하였고

caspase-8의 활성은 유의적인 차이가 없었다 (Fig.7).이는 caspaseX

라는 새로운 효소의 경로를 통하여 Fas로 매개된 세포사멸 경로로 추측

된다 (HanpingFengetal.,2004).

본 연구에서는 라미나린으로 인한 apoptosis유도에서 라미나린을 0,

0.125,2.5,5 mg/mL 농도별로 24시간 처리하였을 때 Fas,cleaved

PARP,FADD및 capasecleaved발현을 확인하였다 (Fig.4).

Bcl-2familyproteins의 경우,미토콘드리아의 막 투과성을 조절하여

instrinsicapoptosispathway에 작용하는 단백질 중 하나이다.그 중에서

도 종류에 따라서는 apoptosis를 유도하는 인자가 있는 반면,

anti-apoptosis를 조절하기도 하는데,bax는 apoptosis에 관여하고,Bcl-2

의 경우는 그 반대의 역할을 가지고 있다 (SudheerKM etal.,2006).

Bcl-2familyproteins중 Bax는 apoptosis가 발생할 경우에는 미토콘드

리아 내에 cytochromec의 세포질 방출을 방어해 주는 역할을 한다.이

렇게 세포질로 방출되어진 cytochrome c는 Apaf-1과 결합하여

apoptosome을 형성한 후 capase-3의 활성을 유도하여 세포 사멸에 이르

게 한다 (LavrikIetal.,2005).

Fig.5와 Fig.6에서는 Bcl-2familyproteins의 발현으로 인한 apoptosis
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를 확인 하였으며,cytochromec가 미토콘드리아에서 세포질로의 방출이

라미나린을 농도별로 처리 하였을 때 농도 의존적으로 증가 하는 것을

확인하였다.

세포에 있어 세포주기는 복제와 분열을 반복하는 과정을 말한다.세포

주기는 일정한 순서에 의하여 이루어 지는데 이 순서들이 뒤바뀌거나 조

절이 불규칙해 지면 세포주기의 유지가 어려워지게 된다.불균형해진 세

포 주기로 인하여 암이 발생할 수 있는 요인이 되거나 혹은 암세포의 성

장이 정지되는 것을 통하여 항암효과를 기대 할 수 있다.라미나린을

HT-29세포에 처리한 결과 농도 의존적으로 세포의 성장이 억제 되었

는데 세포 주기 측면에서는 sub-G1기 arrest유발에 의한 것으로 확인

할 수 있었다 (Fig.9).또한 ,Fig.9에서는 라미나린을 처리하였을 때

인간 대장암세포인 HT-29세포에서 sub-G1arrest가 일어날 때 세포

주기를 조절하는 단백질들의 발현을 확인하였으며,이는 Fig.8에서 확인

한 sub-G1arrest를 비롯하여 세포주기 변화를 확인할 수 있었다.

또한,라미나린 처리에 있어 Insulin-likegrowthfactor(IGF)인 IGF-I

receptorpathway와 ErbB signalingpathway와 관련된 단백질 발현을

통하여 라미나린에 처리로 의한 HT-29세포의 성장 신호 감소를 확인

하였다 (Fig.11,Fig.14).세포의 성장 및 증식은 여러 가지 인자들에

의해 조절되는데 그 중 IGFsystem은 인체 내 대부분의 기관계에 영향

을 미친다.IGF-I은 인슐린과 유사한 구조를 가지며 성장 촉진 및 세포

사멸 억제효과를 나타내며,세포 표면의 IGF-IR와 결합하여 세포내 다

양한 신호전달경로를 활성화한다.IGF-IR가 활성화되면 insulinreceptor

substrate (IRS) family 단백질들이 인산화되어 phosphatidylinositol

3-kinase (PI3K)-Aktpathway와 mitrogen-activated protein kinase

(MAPK)pathway와 같은 세포내 신호전달 경로를 활성화 시켜 세포증

식 및 생존을 유도하게 된다 (VanhaesebroeckBetal.,1997). MAPKs

는 세포 내에서 성장 및 분화에 관련된 신호전달 경로에서 중요한 역할

을 담당하는 인산화효소로 세포 외 자극을 전달하는데 중심적인 역할을
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한다 (AlessiDRetal.,1998).

또한,라미나린 처리로 인한 세포사멸은 Fas를 통하여 이루어 지는데

이 세포사멸 경로와 IGF-IR를 통한 세포 성장 경로와의 연관성을

inhibitor처리로 확인하였다 (Fig12-13).

또 다른 세포성장인자인 ErbBreceptorfamily신호전달 과정의 조절 이

상은 폐,유방,전립선암,대장암,십이지장암 등 여러 암에서 과 발현 되

며,ErbB receptorfamily활성의 비정상적인 조절이 암 발생의 중요한

원인으로 보고되고 있다 (SalomonDSetal.,1995).Receptortyrosine

kinase인 ErbB receptor family는 epidermal growth factor

receptor(EGFRorERbB1),ErbB2,ErbB3,ErbB4로 구성되어있으며 암

의 발생에 중요한 인자로 알려 있는데 인간 대장암세포인 HT-29세포

에 라미나린 처리로 이러한 ErbBrecptorfamaily의 신호 전달 과정 억

제를 확인할 수 있었다.또한,HT-29세포에 HRG를 처리 한 다음 ErbB

pathway에 downstream 단백질의 발현을 확인 한 결과,HRG와 라미나

린을 함께 처리 한 군에서 HRG로 유도된 ErbBdownstream 단백질 발

현이 지연되는 것을 확인하였다 (Fig.15).

위의 결과들을 종합하여 볼 때,라미나린 처리에 의한 HT-29세포에서

Fas의 경로를 통해 caspase가 활성화되어 apoptosis를 유발하여 세포 증

식 억제를 확인하였으며,세포 성장과 증식에 관여하는 IGF-Ireceptor

signalingpathway와 ErbBsignalingpathway의 감소도 동시에 일어나

는 것으로 확인하였다.이로 인하여 라미나린이 인간 대장암세포에서에

농도 의존적으로 항암효과를 가지는 것을 확인하였고,이는 라미나린이

항암효과를 가지는 기능성 식품의 소재로서 이용가치가 있음을 제안 할

수 있다.
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