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감감감감사사사사의의의의 글글글글

본 논문이 완성되기까지 도와주신 모든 분께 감사드립니다. 기초과학에 대한 각

별한 애정을 갖고 항상 연구하는 모습을 보여주셨고, 실험을 하면서 낙심할 때마

다 지도와 격려를 아끼지 않으신 박동준 교수님과 실험과정 중 항상 예리한 지적

으로 실험의 방향을 제시해 주신 공인덕 교수님, 박상유 교수님께 진심으로 감사

를 드립니다. 또한 이 실험을 시작하면서 끝날 때 까지 기초적인 실험실 장비의

사용법부터 실험과정 중 실질적 조언까지 아끼지 않아 주신 김대란 선생님, 차승

규 선생님등 생리학 교실원 여러분께 감사를 드립니다.

끝으로 언제나 한결같은 사랑으로 나의 버팀목이 되어주신 아버지와 어머니,

실험 중간중간 나를 지치지 않게 응원해준, 그리고 이젠 나의 아내가 된 사랑하는

정아에게, 그리고 이 실험의 시작과 끝을 함께 해주신 하나님께 이 조그만 영광

을 드리고자 합니다.

저자 씀
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기도점액 과분비는 여러 상, 하기도 질환의 중요한 임상증상으로 아직 유용한

약물이 몇 없는 상황으로 그 중 스테로이드 홀몬이 가장 효과적인 기도점액 분비

조절 약물로 알려져 있다. 일반적으로 스테로이드 홀몬은 핵전사에 의한 유전적

기전을 통해 생리적 효과를 나타낸다고 기술되어왔다. 그러나 근래에 들어 또 다

른 기전으로서 속효성, 비유전적 효과가 있음을 알게되었고, 이것이 세포내 칼슘

신호전달체계를 경유하고 있음을 알게 되었다. 이에 본 저자들은 사람 코점막 상

피세포에서 스테로이드의 속효성, 비유전적효과를 알아보고자 하였다. 배양된 정

상 사람 코점막 상피세포에 대표적인 점액분비 촉진제인 ATP로 자극한 후 세포

내 칼슘 농도와 점액 분비량의 변화량을 측정하고, 이를 스테로이드 홀몬인

dexamethasone과 aldosterone을 각각 전처치한 후 ATP를 자극하여 측정한 세포

내 칼슘 농도와 점액 분비량의 변화량을 비교하였다. 세포내 칼슘 농도의 변화량

은 형광 이미지 시스템을 사용하였고, 점액 분비량의 변화량은 효소결합면역흡착

검사를 이용하였다. 또한 스테로이드 홀몬의 비유전적 효과를 증명하기 위해 역전

사 연쇄중합반응을 이용하여 MUC5AC의 표현 감소 여부를 측정하였다. 실험결과

dexamethasone과 aldosterone은 정상 사람 코점막 상피세포에서 ATP에 의한 세

포내 칼슘농도의 상승을 부분 억제하였으며, 점액 분비량의 감소도 초래하였다.

또한 10분, 24시간 dexamethasone 전처치군에서 MUC5AC의 표현여부를 실험한

결과 10분 전치치군은 MUC5AC의 표현감소가 없음을 통해 비유전적 효과에 의한

것임을 증명하였다. 본 저자들은 이번 연구를 통해 정상 사람 코점막 상피세포에
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서 dexamethasone과 aldosterone의 속효성, 비유전적 효과에 의한 항분비 효과를

확인하였고, 이를 속효성의 항분비 제제(antisecretory drug) 개발에 있어서 하나의

연구모델로 제시하는 바이다.

핵심되는 말: 코점막, 점액, 덱사메타존, 알도스테론, MUC5AC
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<지도 박박박박 동동동동 준준준준 교수>

연세대학교 대학원 의학과

김김김김 태태태태 환환환환

제제제제1111장장장장 서서서서론론론론

기도점막을 덮고 있는 점액은 공기중의 먼지나 화학물질에 대한 방어기전으로

매우 중요한 역할을 한다. 그러므로 기도내 점액의 질적, 양적 이상은 정상 방어

기전의 손상을 초래하고, 이로인해 병적상태를 유발하게 될 수 있다. 그중 기도점

액과분비는 만성기관지염, 천식, 기관지확장증, 그리고 알레르기성 비염과 같은

상, 하기도 질환의 환자의 중요한 임상증상으로 불행히 아직 이를 조절할 수 있

는 유용한 약물이 없는 실정이다(Kim 등, 1999).

스테로이드 홀몬은 염증반응을 조절하는 일차선택약물이다. 또한 기도점액분비

를 조절하는 유용한 약물이 없는 상황에서 스테로이드 홀몬은 가장 효과적인 기

도점액분비조절 약물로서 여겨지고 있다. 일반적으로 알고있는 스테로이드 홀몬의

효과는 세포질내 cytosolic receptor와 결합하여 복합체를 형성 후 핵으로 이동하

여 단백질 합성을 통해 효과를 나타내는 유전적 기전으로 되어있다. 그러나 몇

시간의 잠복기후 효과가 나타나는 스테로이드 홀몬의 유전적 기전과 더불어 다양

한 제2 messenger와 ion tranporter를 통한 속효성, 비유전적 효과가 있다는 여러
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증거들 나타나고 있다. 이런 스테로이드 홀몬의 속효성, 비유전적 효과는

endometrial cell(Koukouritaki 등, 1996), vascular smooth muscle(Steiner 등,

1988; Muto 등, 2000), 그리고 renal cortical collecting duct(Harvey 및 Higgins,

2000)등의 여러 세포들에서 기술되고 있다. 또한 사람 기도점막 상피세포에서

dexamethasone(Urbach 등, 2002)과 aldosterone(Urbach 등, 2001)에 의한 속효성,

비유전적 효과가 발표되기도 하였다.

본 저자들은 배양된 정상 사람 코점막 상피세포(normal human nasal

epithelial cell : NHNE cell)에서 점액분비 세포에서 강력한 분비 촉진제로 알려져

있는 adenosine triphosphate(ATP)에 의해 세포내 칼슘농도와 점액분비의 변화를

확인하고 이에 대하여 dexamethasone과 aldosterone의 속효성, 비유전적 효과를

조사하였다.
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제제제제2222장장장장 재재재재료료료료 및및및및 방방방방법법법법

2222....1111.... 세세세세포포포포분분분분리리리리 및및및및 배배배배양양양양

사람 코점막 상피조직은 비중격만곡증으로 수술을 받는 환자의 하비갑개 전단

1cm 후방에서 채취하였다. 채취된 조직은 0.15% protease(Sigma, St. Louis, MO)

가 들어간 1:1 DMEM/F12에 넣고 4℃에서 15-18시간동안 효소분해하였다. 분해된

세포들은 섬유아세포를 제거하기위해 Petri dish넣고 37℃, 5% CO2 배양기에서

30분간 두었다. 그 후 부유된 상피세포 6×105개를 75cm2 tissue culture flask에 넣

은 후 배양하였다. 배양액은 bovine pituitary extract, insulin, hydrocortisone,

GA-1000, retinoic acid, transferrin, triiodothyroinine, epinephrine, 그리고 hEGF

를 포함한 bronchial epithelial growth medium(Clonetics, Walkersville, MD,

USA)을 사용하였다. 배양된 세포가 80-90%의 합류가 이루어질때 까지 이틀에 한

번씩 배양액을 갈아 주었다. 합류가 다 이루어지면 trypsin/EDTA를 처리하여 분

리후 액체질소에 냉동보관하였다. 세포수는 hemocytometer를 사용하여 집계하였

다.

2222....2222.... 형형형형광광광광 현현현현미미미미경경경경을을을을 이이이이용용용용한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도(((([[[[CCCCaaaa2222++++]]]]iiii)))) 측측측측정정정정

세포내 칼슘이온농도([Ca2+]i)의 변화를 측정하기 위해 형광이미지 시스템

(fluorescence imaging system)을 사용하였다. 먼저 배양액 1mL에 4μM

Fura-2/AM을 첨가후 여기에 단층의 passage-2 사람 코점막 상피세포가 붙어있는

coverslip을 넣은 다음 암실, 실온에서 30분간 부하시겼다. 부하가 끝나면 도립현

미경(IX51, Olympus, Japan)위의 관류 챔버(Warner Instrument, Hamden, CT,

USA)에 올려놓고 표준 관류액을 중력에 의해 2mL/min 속도로 15분간 관류시켜

충분한 탈에스테르화(deesterification)가 되도록 하였다.



- 4 -

형광이미지는 75-W Xenon lamp로부터 나오는 광원(light source)중 Fura-2/AM

에 적합한 340nm와 380nm의 파장으로 여기(excitation)시켰을때 510nm의 파장에

서 방출(emission)되는 형광 세기를 CCD 카메라(Cascade, Roper, USA)를 통해 증

폭시켜 이미지로 나타내어 졌으며(그림 1), 형광 강도의 비율(F340/F380)이 세포내

칼슘이온농도([Ca2+]i)를 반영하였다. 세포내 칼슘이온농도([Ca2+]i)의 변화의 측정은

먼저 기도 염증시 점액 과분비를 유도하는 중요한 염증물질중의 하나인 ATP를

투여하여 코점막 상피세포의 세포내 칼슘이온농도의 변화를 관찰하였다. ATP는

퓨린 수용체인 P2X와 P2Y를 모두 자극하는 비특이적 촉진제로서 ATP(100μM)를

2분간 투여하면서 3초 간격으로 측정하였고 약 5분간 약물을 세척시 30초 간격으

로 측정하여 광원에 의한 세포손상을 최소화하였다. 그 후 다시 10분간

dexamethasone 또는 aldosterone을 각 농도(10-9 - 10-6M)에 따라 10분간 전처치하

며 3초 간격으로 측정하고 2분간 ATP(100μM)와 dexamethasone 또는 aldosterone

을 동시에 투여하며 형광이미지를 측정하였다.

측정한 형광이미지는 소프트웨어 패키지인 MetaFluor 6.1(Universal Imaging

Corporation, USA)로 기록한 뒤, 단일세포에 ATP(100μM)를 단독 투여 후 나타난

340/380 ratio값의 최고값을 기준값으로 하여 스테로이드 홀몬을 전처치 후 ATP

투여시의 340/380 ratio의 최고값을 기준값에 대한 백분율(% above control)로 나

타내어 비교 분석하였다.

2222....3333.... 효효효효소소소소결결결결합합합합면면면면역역역역흡흡흡흡착착착착검검검검사사사사를를를를 이이이이용용용용한한한한 점점점점액액액액분분분분비비비비의의의의 분분분분석석석석

정상 사람 코점막 상피세포의 점액분비의 측정은 Lin 등(1989)의 방법을 변형하

여 효소결합면역흡착검사법(ELISA)로 시행하였다.

우선 12 well culture flask에 한 well당 passage-2 코점막 상피세포 2×105/mL을

0.5mL씩 넣고, 80-90%의 합류가 이루어질 때까지 배양하였다. 합류가 모두 이루어

지면 대조군, 비전처지군, dexamethasone(10-7M) 전처치군, aldosterone(10-9M) 전

처치군으로 나누고, 전처치시 약물노출 시간을 10분, 1시간, 24시간 으로 하였다.
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전처치군에서 사용한 dexamethasone과 aldosterone의 농도는 세포 이미징 실험에

서 ATP에 의한 세포내 칼슘이온농도의 상승을 가장 많이 감소시킨 농도로 결정

하였다. 전처치가 끝난 후 대조군을 제외한 모든 well에 ATP(100μM)을 30분간 처

리하고 모든 well의 상층액을 수거하였다. 수거한 상층액은 double-sandwich

ELISA method를 통하여 각 군들의 흡광도(optical density)를 대조군과 비교하여

대조군에서 검출된 양을 초과하는 만큼의 양을 백분율(% above control)로 나타내

었다. double sandwich ELISA method를 요약하면 다음과 같다.

정제된 17B1(Covance research product, Berkeley, CA) IgG 10μL를 coating

buffer(0.05M sodium carbonate buffer, pH9.6) 10mL에 희석후 96well EIA

plate(Costar Co, cambridge, MA)에 넣고 실온에서 12-16시간 방치하여 well에 흡

착시켰다. 그 후 0.05% PBS-Tween 20(PBS-T)의 용액을 이용하여 세척하였고 1%

우혈청알부민(bovine serum albumin: BSA), 5% sucrose, 그리고 0.05 NaN3를 포

함한 PBS를 각 well에 300μL씩 넣고 1시간동안 반응시켜 well에 흡착되지 않고

남은 부위에 BSA가 흡착되게 하여 비특이적 반응이 일어나는 것을 방지하였다. 1

시간후 다시 세척을 하고 채취한 상층액을 정해진 순서에 따라 각 well당 100μL

씩 넣고 실온에서 2시간동안 방치하였다. 다시 이를 세척후 1% BSA와 0.05%

Tween 20을 섞은 TBS용액(TBS buffer: 20mM Tris, 150mM NaCl, pH 8.0)에

17Q2(Covance research products, Berkeley, CA) alkaline phosphatase-conjugated

IgG를 넣고 이를 각 well당 100μL씩 넣고 실온에서 2시간 방치 후 세척을 하였다.

마지막으로 phosphate substrate solution(p-Nitrophenyl phosphate liqiud

substrate, Sigma, St. Louis, MO)을 넣어 발색반응을 시켜 ELISA판독기로 405nm

에서 측정하였다.

2222....4444.... 역역역역전전전전사사사사 연연연연쇄쇄쇄쇄중중중중합합합합반반반반응응응응을을을을 통통통통한한한한 MMMMUUUUCCCC5555AAAACCCC 유유유유전전전전자자자자의의의의 분분분분석석석석

Dexamethasone 전처치 시간에 따른 MUC5AC의 유전자 표현 감소 여부를 알

아봄으로써 10분간 dexamethasone 전처치후 나타나는 점액분비의 감소가 유전적
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효과에 의한 것인지 아닌지를 간접적으로 알아보고자 하였다. 3개의 10cm2 plastic

tissue culture dish를 대조군, 10분 dexamethasone(10-7M) 전처치군, 24시간

dexamethasone(10-7M) 전처치군으로 나누고 dish당 배양액 10mL에 Passage-2 코

점막 상피세포 8×105개를 넣은 후 80-90%가량 합류가 이루어질 때까지 배양하였

다.

먼저 guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform 추출 방법을 사용하여 배양된

passage-2 코점막 상피세포로부터 전체 RNA를 분리하였다(Chomczynski 및

Sacchi, 1987). 즉, 세포를 guanidinium thiocyanate buffer로 lysis시킨 다음

phenol 및 chloroform을 가하여 얼음 위에서 15분 이상 보관하였다. 이를 4℃도에

서 10,000 ×g로 20분간 원심 분리하여 상층액만을 조심스럽게 취하였다. 이 상층

액을 동량의 isopropanol과 섞은 다음 -70℃에서 1시간 이상 RNA를 침전시켰다.

다시 4℃에서 10,000 ×g로 20분간 원심 분리하여 RNA pellet을 얻었으며, 이를 다

시 75% ethanol로 씻어낸 후 원심 분리하여 RNA 시료를 얻었다.

cDNA의 합성은 2μg RNA와 0.5μg random hexamer를 먼저 70℃에서 5분간 반

응시키고, reverse transcriptase 200 units, dNTP 25 nmoles, RNase inhibitor 20

units등이 포함되게 하여 37℃에서 1시간 반응시킴으로써 이루어졌다. 이어 PCR이

이루어졌으며, 이에 필요한 MUC5AC에 대한 시발체(primer)는 이미 발표된 인간

MUC5AC cDNA 염기서열(Genbank accession No. AF015521)을 토대로 , 5'

primer, 5'-ACATCAGGAACAGCTTCGAG-3'와 3'primer, 5'　 -

ATCATAGGCTTCGTGCAGAC-3'를 사용하여 283 bp의 기대크기로 제작하였다.

PCR 반응액에는 합성된 cDNA 0.05μg, 각각의 primer pair(10 pmoles), 1.25 units

의 AmpliTaq DNA polimerase(Perkin-Elmer, Norwalk, CT), 10 nmoles의 dNTP

등이 포함되게 하여, 94℃ 30초, 60℃ 30초, 72℃ 1분으로 35 cycle동안 반응시켰

다. PCR 산물은 ethidium bromide가 포함된 1.1% agarose gel에 전기영동하여

U.V.하에서 관찰하였다.
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2222....5555.... 실실실실험험험험용용용용액액액액 및및및및 약약약약물물물물

Fura-2/AM은 Molecular probes(Eugene, OR, USA)에서 구입하였고, ATP,

dexamethasone, 및 aldosterone을 포함한 다른 모든 물질은 Sigma(St. Louis, MO,

USA)에서 구입하였다. 칼슘 측정을 위한 세포외 관류액(external solusion; PSS)의

조성(mM)은 137 NaCl, 5.4 KCl, 1.8 CaCl2, 1 MgCl2, 5 HEPES 그리고 10

glucose(pH 7.4)이었다.

2222....6666.... 자자자자료료료료분분분분석석석석

결과는 평균(Mean)과 표준오차(SEM)로 나타내었으며, 통계적인 의의는 paired

혹은 unpaired t-검정으로 검증하여, p값이 0.05 이하일 때를 유의한 차이가 있다

고 간주하였다.
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그그그그림림림림 1111.... 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 측측측측정정정정을을을을 위위위위한한한한 형형형형광광광광 측측측측정정정정장장장장치치치치 모모모모식식식식도도도도.... Iluminator에

서 나오는 광원중 Fura-2/AM에 적합한 340nm와 380nm의 파장으로 excitation시

켰을때 510nm의 파장에서 emission되는 형광 세기를 CCD 카메라를 통해 증폭시

켜 이미지로 나타내어 졌으며 이것이 컴퓨터의 하드 디스크에 저장되었다.



- 9 -

제제제제3333장장장장 결결결결과과과과

3333....1111.... 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 변변변변화화화화에에에에 대대대대한한한한 ddddeeeexxxxaaaammmmeeeetttthhhhaaaassssoooonnnneeee과과과과

aaaallllddddoooosssstttteeeerrrroooonnnneeee 효효효효과과과과

칼슘 이미징 시스템을 통해 실험한 결과 사람 코점막 상피세포에서 ATP(100μ

M)을 투여시 세포내 칼슘이온농도의 상승을 관찰할 수 있었다(그림 2). 그러나 기

도 점막 상피세포에서 세포내 칼슘이온농도를 떨어뜨린다고 알려져 있는

dexamethasone과 aldosterone은 코점막 상피세포에 1nM부터 1μM까지 단독 투여

시 세포내 칼슘이온농도의 변화는 관찰되지 않았다(그림 3).

코점막 상피세포에 dexamethasone 또는 aldosterone을 10분간 전처치후 ATP에

의한 세포내 칼슘이온농도의 변화를 관찰하였다. 그 결과 ATP 단독 투여 후 10

분간 전처치 없이 있은 후 ATP를 재 투여 시 나타난 세포내 칼슘이온농도의 최

고값을 기준값과 비교하여 나타낸 백분율(% above control) 값과 비교 시 1nM부

터 1μM까지 모든 전처치군에서 세포내 칼슘이온농도가 통계학적으로 유의한 수준

으로 감소가 나타났음을 확인하였다. 또한 전처군에서 전처치후 ATP의 반응을 본

후 5분간 세척하고 다시 ATP를 투여하였을 때 세포내 칼슘이온농도의 변화효과

가 계속유지 됨을 확인할 수 있었다(그림 4, 5).
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그그그그림림림림 2222.... AAAATTTTPPPP가가가가 코코코코점점점점막막막막 상상상상피피피피세세세세포포포포에에에에서서서서 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 변변변변화화화화에에에에 미미미미치치치치는는는는 영영영영

향향향향.... ATP(100μM)를 코점막 상피세포에 노출하자 급격한 세포내 칼슘이온농도의 변

화가 관찰되었다.

Ratio 340/380

100sec

ATP 100µM

0.2unit
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그그그그림림림림 3333.... AAAAllllddddoooosssstttteeeerrrroooonnnneeee이이이이 코코코코점점점점막막막막 상상상상피피피피세세세세포포포포에에에에서서서서 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 변변변변화화화화에에에에 미미미미치치치치

는는는는 영영영영향향향향.... Aldosterone을 투여하였으나 세포내 칼슘농도의 변화는 관찰되지 않았

다. 또한 dexamethasone의 경우에도 동일한 결과가 나타났다.

Ratio 340/380

0.2Unit

100sec

Aldosterone 1nM
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그그그그림림림림 4444.... 코코코코점점점점막막막막 상상상상피피피피세세세세포포포포에에에에서서서서 스스스스테테테테로로로로이이이이드드드드 홀홀홀홀몬몬몬몬의의의의 전전전전처처처처치치치치 전전전전과과과과 후후후후의의의의 AAAATTTTPPPP 유유유유도도도도

세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 변변변변화화화화((((AAAATTTTPPPP----iiiinnnndddduuuucccceeeedddd [[[[CCCCaaaa
2222++++]]]]iiii rrrreeeessssppppoooonnnnsssseeee)))).... 그림 A는 aldosterone

의 전처치 전과 후의 ATP 유도 세포내 칼슘농도 변화로서 전처치 후 반응의 감

소를 확인할 수 있었으며, 같은 시간간격을 두고 전처치 없이 실험한 경우 시간에

의한 반응감소는 관찰되지 않았다(B). 또한 dexamethasone의 경우도 aldosterone

과 같이 전처치 후 반응감소를 확인할 수 있었다(C).

ATP 100µMATP 100µM

100sec

Ratio 340/380
0.2Unit

ATP 100µM

Aldosterone 1nM +ATP 100

µM

Ratio 340/380

0.2Unit

100sec

ATP 100 µ M

Aldosterone 1nM

µM

ATP 100

Aldosterone 1nM +ATP 100

µMµM

Ratio 340/380

0.2Unit

100sec

ATP 100 µ M

Aldosterone 1nM

µMµM

ATP 100

ATP 100µM

Dexa 10-7M+ATP 100µM

Dexa 10-7M

Ratio340/380

0.2Unit

100sec

ATP 100µM

Dexa 10-7M+ATP 100µM

Dexa 10-7M

Ratio340/380

0.2Unit

100sec
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그그그그림림림림 5555.... 여여여여러러러러 농농농농도도도도의의의의 ddddeeeexxxxaaaammmmeeeetttthhhhaaaassssoooonnnneeee과과과과 aaaallllddddoooosssstttteeeerrrroooonnnneeee 노노노노출출출출에에에에 의의의의한한한한 AAAATTTTPPPP 유유유유도도도도 세세세세

포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도의의의의 변변변변화화화화.... DDDDexamethasone(A)과 aldosterone(B)의 여러 농도(10-9

- 10-6M)에 따른 ATP 유도 세포내 칼슘농도 변화. 가장 효과적인 농도는

dexamethasone의 경우 10-7M이었으며 aldosterone의 경우 10-9M을 나타내었다.

* * * * p<0.05p<0.05p<0.05p<0.05
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3333....2222.... DDDDeeeexxxxaaaammmmeeeetttthhhhaaaassssoooonnnneeee과과과과 aaaallllddddoooosssstttteeeerrrroooonnnneeee에에에에 의의의의한한한한 AAAATTTTPPPP 유유유유도도도도 점점점점액액액액 분분분분

비비비비량량량량의의의의 변변변변화화화화

코점막 상피세포에서 비 전처치군에서 30분간 ATP 100μM을 투여 후 검출된 점

액의 양은 대조군에 대하여 약 250% 가량의 뚜렷한 상승을 확인하였다. 그러나

dexamethasone 또는 aldosterone을 10분, 1시간, 그리고 24시간 동안 전처치 후

ATP 100μM을 30분간 처치하였을 경우 비 전처치군에 보인 점액분비의 증가보다

감소되는 것을 확인하였다. 그 중 1시간과 24시간 전처치군은 비 전처치군에 비해

통계적으로 의이있게 감소되었음을 확인하였고, 10분 전처치군에서는

dexamethasone은 통계적 의의를 보였으나 aldosterone은 통계적 의의가 없게나와

aldosterone이 dexamethasone보다 다소 반응 속도가 늦음을 알 수 있었다(그림

6).
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그그그그림림림림 6666.... 코코코코점점점점막막막막 상상상상피피피피세세세세포포포포에에에에서서서서 스스스스테테테테로로로로이이이이드드드드 홀홀홀홀몬몬몬몬의의의의 AAAATTTTPPPP 유유유유도도도도 점점점점액액액액분분분분비비비비에에에에 대대대대한한한한

감감감감소소소소효효효효과과과과.... Dexamethasone(10-7M)과 aldosterone(10-9M)을 10분, 1시간, 그리고 24

시간동안 전처치 후 ATP(100μM)를 투여한 결과 전처치를 하지 않은 군보다 의미

있는 감소를 확인할 수 있었다. 이 결과는 독립된 세 번의 실험을 거쳐 얻었다.
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3333....3333.... DDDDeeeexxxxaaaammmmeeeetttthhhhaaaassssoooonnnneeee의의의의 MMMMUUUUCCCC5555AAAACCCC 유유유유전전전전자자자자 표표표표현현현현에에에에 대대대대한한한한 영영영영향향향향

효소결합면역흡착검사에서 aldosterone과 dexamethasone 전처치 후 나타난

ATP에 의한 점액분비량의 감소 중 10분과 24시간 전처치시 나타난 점액분비량의

감소가 점액유전자의 전사과정에 영향을 미쳐 나타나는 유전적 효과인지를 알아

보기 위해 기도세포의 대표적인 점액유전자인 MUC5AC에 대한 유전자 표현여부

를 역전사 연쇄 중합 반응으로 확인하였다. 그 결과 대조군과 10분

dexamethasone 전처치군의 경우 MUC5AC mRNA가 확연히 관찰되었으나 24시

간 dexamethasone의 전처치가 있었던 군은 MUC5AC mRNA의 발현이 억제되었

음을 확인하였다(그림 7). 이를 통해 10분 dexamethasone 전처군에서의 ATP에 의

한 점액분비의 감소는 비유전적 효과에 의한 것임을 증명할 수 있었다.
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그그그그림림림림 7777.... 코코코코점점점점막막막막 상상상상피피피피세세세세포포포포에에에에서서서서 ddddeeeexxxxaaaammmmeeeetttthhhhaaaassssoooonnnneeee의의의의 MMMMUUUUCCCC5555AAAACCCC 점점점점액액액액 유유유유전전전전자자자자의의의의

mmmmRRRRNNNNAAAA 표표표표현현현현에에에에 대대대대한한한한 효효효효과과과과.... 10분 dexamethasone 전처치 후 ATP(100μM)를 30분간

투여한 군의 경우 MUC5AC 점액유전자의 발현이 관찰되나 24시간 전처치 군의

경우 MUC5AC 점액유전자의 발현이 나타나지 않았다. β-actin은 양성 대조군으로

이용하였다.

MUC5AC

β-actin

control 10min 24hrs

MUC5AC

β-actin

control 10min 24hrs
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제제제제4444장장장장 고고고고찰찰찰찰

본 저자들은 이번 실험의 결과를 통해 배양된 정상 사람 코점막 상피세포에서

dexamethasone과 aldosterone의 점액부비에 미치는 속효성, 비유전적 효과에 대한

증거를 제시할 수 있었으며 이는 Fernando 등(1997)이 사람 코점막 상피세포에서

aldosterone의 속효성 효과에 의한 세포내 칼슘이온농도의 변화를 보고한 이외에

사람 코점막 상피세포에서 dexamethasone과 aldosterone의 속효성, 비유전적 효과

를 보고한 첫 논문이라 생각된다.

스테로이드 홀몬의 세포내 칼슘이온농도에 대한 속효성 효과는 여러 세포에서

이미 발표되었다. mineralocorticoid인 aldosterone의 경우 human bronchial

epithelial 16HBE14o-cell(Urbach 등, 2001)과 skeletal muscle(Passaquin 등, 1998)

에서 세포내 칼슘이온농도를 낮추며, vascular smooth muscle(Wehling 등, 1994),

rat colonic epithelial cell, T84 cell, 그리고 murine cortical collecting duct cell에

서 빠른 상승을 유발한다고 하였다(Doolan 등, 1996; Maguire 등, 1999; Harvey

및 Higgins, 2000). 또한 17β-estradiol은 cardiac myocyte(Jiang 등,1992)와

coronary arterial smooth muscle(Prakash 등, 1999)에서 세포내 칼슘이온농도를

빠르게 낮춘다 하였으며, glucocorticoid는 cortical collecting duct(Harvey 및

Higgins, 2000), proximal tubule(Han 등, 1999), 그리고 vascular smooth

muscle(Steiner 등, 1988)에선 빠른 세포내 칼슘이온농도의 상승을, 반대로

myocyte(Passaquin 등, 1998), human lymphoblast(Gardner 및 Zhang, 1999),

airway smooth muscle(Chhabra 등, 1999), 그리고 16HBE14o-cell(Urbach 등,

2002)에선 감소를 보고하였다. 이런 다양한 반응들은 스테로이드 홀몬과 세포의

종류에 따라 속효성, 비유전적 효과가 각기 다른 수용체와 신호전달체계를 경유하

므로 생겨나는 것으로 추측하고 있다. 사람 코점막 상피세포의 경우 Fernando 등

(1997)은 aldosterone의 속효성 효과에 의해 세포내 칼슘이온농도의 상승이 나타

났음을 보고하였다. 그러나 본 저자들의 실험에선 aldosterone뿐 아니라

dexamethasone에서도 ATP 없이 단독 투여시 세포내 칼슘이온농도의 변화를 확인
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할 수 없었다.

본 실험은 몇 분 이내에 그 효과가 나타나는 속효성과 점액유전자의 표현이 감

소되지 않음을 확인함으로써 스테로이드 홀몬의 비유전적 효과를 확인하였다. 그

러나 이런 비유전적 효과에 관여하는 결정적인 수용체에 대해선 많은 연구에도

불구하고 아직 명확히 밝혀지지 못한 상태이며, 다수의 연구자들도 단지 세포질내

의 수용체가 아닌 세포막 수용체에 의해 속효성, 비유전적 효과를 나타내지 않는

가 생각하고 있다.

Urbach 등(2001, 2002)은 배양된 사람 기관지 상피세포와 16HBE14o-cell에서

dexamethasone과 aldsoterone의한 세포내 칼슘이온농도의 저하를 확인하였고 이

러한 효과가 adenylate cyclase와 protein kinase A를 경유한

thapsigargin-sensitive Ca2+-ATPase에 의한 것임을 증명하였다. 그러나 본 저자들

의 경우 코점막 상피세포에 dexamethasone또는 aldosterone을 단독 투여시 세포

내 칼슘이온농도의 변화를 관찰할 수 없었으므로 코점막 상피세포에서 스테로이

드 홀몬의 속효성, 비유전적 효과에 관여하는 세포내 신호전달체계는 세포주(cell

line)와 primary cell의 차이 또는 코점막 상피세포와 기관지 점막상피세포와의 차

이에 따라 다름을 추측할 수 있었다.

Nucleotide들은 상, 하기도의 다양한 세포들에 중요한 생물학적 작용을 하고 있

으며, 특히 상피세포의 첨단 세포막에 있는 P2Y 수용체는 inositol

1,4,5-triphosphate(IP3)와 세포내 칼슘이온의 이동을 매개하여 초기 분비에 중요한

역할을 담당한다고 알려져 있다. Choi 등(2003)은 배양된 정상 사람 코점막 상피

세포에서 P2Y subtype으로 P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y11가 발현되어 있으며 P2Y6는

발현되지 않았다고 하였다. 본 저자들 또한 본 논문에 개재하진 않았지만 배양된

정상 사람 코점막 상피세포에서 P2Y subtype을 조사한 결과 동일한 결과를 얻었

다. ATP는 P2Y 수용체뿐 아니라 P2X 수용체까지 자극하는 강력한 촉진제로서 다

양한 세포내 신호전달체계를 경유한다고 알려져 있다. 본 저자들은 코점막 상피세

포에서 ATP의 투여로 인한 빠른 세포내 칼슘이온농도의 상승과 점액분비의 증가

를 확인하였다. 또한 dexamethasone과 aldosterone을 전처치후 ATP를 투여하여

전처치전의 ATP에 의한 세포내 칼슘이온농도와 점액분비의 상승이 전처치후 감
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소함을 증명하여 dexamethasone과 aldosterone의 속효성의 항분비 효과를 확인하

였다.

스테로이드 홀몬의 점액분비감소 효과를 보고한 이전의 실험들의 경우 그 효과

가 유전적 과정을 거침을 증명하기 위해 스테로이드 홀몬에 의한 점액유전자의

발현 억제 여부를 증거로 제시하였다. Kai 등(1996)과 Kim 등(2002)은 각각

dexamethasone과 budesonide가 NCI-H292(human pulmonary mucoepidermoid

carcinoma cell line)배양 세포에서 점액유전자의 발현을 억제함을 증명하였고 이

를 통해 스테로이드 홀몬의 점액분비의 감소효과가 유전적 효과에 의한 것임을

주장하였다. 본 저자들도 24시간동안 dexamethasone에 노출된 코점막 상피세포에

서 MUC5AC 점액유전자의 표현감소를 확인함으로써 24시간 dexamethasone 전처

치후 코점막 상피세포에서 나타난 점액분비의 감소는 유전적 효과에 의한 것임을

확인하였다. 이에 반하여 10분간 dexamethasone 전처치후 점액유전자의 표현감소

가 없이 나타난 점액분비의 감소는 비유전적 효과임을 증명할 수 있었다.
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ATP로 자극한 배양된 정상 사람 코점막 상피세포에서 dexamethasone과

aldosterone에 의해 세포내 칼슘이온농도와 점액 분비량의 변화를 관찰하여 다음

과 같은 결과를 얻었다.

1. 코점막 상피세포에 ATP를 투여 시 세포내 칼슘이온농도의 상승과 점액 분비

량의 증가를 관찰할 수 있었다.

2. ATP로 자극한 코점막 상피세포에서 dexamethasone또는 aldosterone을 투여

시 세포내 칼슘이온농도의 상승과 점액 분비량의 증가 반응이 감소하는 것

을 확인할 수 있었다.

3. 역전사 연쇄중합반응을 통해 ATP로 자극한 코점막 상피세포에서 나타난

속효성의 반응이 비유전적 효과에 의한 것임을 알 수 있었다.

본 연구를 통해 정상 사람 코점막 상피세포에서 dexamethasone과 aldosterone

의 속효성, 비유전적 효과에 의한 항분비 효과를 확인하였고, 이를 속효성의 항분

비 제제 개발에 있어서 하나의 연구모델로 제시하는 바이다.
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Kim Tae Hwan

Department of Medicine

The Graduate School, Yonsei University

(Directed by Professor Dong-Joon, Park)

Airway mucus hypersecretion is one of the major clinical manifestation

of patients suffering from various upper or lower respiratory tract

diseases. but unfortunately, no drugs are yet available to control airway

mucus hypersecretion. Although current pharmacological approaches to

airway mucus production are limited, among a few useful drugs, steroid

hormones seem to be the most effective. The effect of steroid hormones

is classically described as a genomic mechanism involving nucleus

transcription. but there is growing evidence for rapid, non-genomic effect

of steroid hormones through various second messenger systems and ion

transporters. In order to investigate a possible rapid, non-genomic effect

of dexamethasone and aldosterone in cultured normal human nasal

epithelial(NHNE) cell, effect of dexamethasone and aldosterone was tested

on the intracellular calcium response(Δ[Ca2+]i) and mucin secretion to
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external ATP, a known secretagogue in airway epithelial cells, with

fluorescence imaging system and ELISA, respectively. Also, we

demonstrated the effect of dexamethasone on mRNA expression of

MUC5AC mucin gene for evidence of the existence of non-genomic

mechanism of steroid hormones in NHNE cells. Pretreatment with

dexamethasone or aldosterone with various concentration and duration

caused a reduction in the Δ[Ca2+]i and mucin secretion to ATP. In

RT-PCR, 10 minutes dexamethasone pretreatment did not attenutate mRNA

expression of MUC5AC mucin gene. but 24 hours dexamethasone

pretreatment attenuate it. These data indicate that a few minutes steroid

hormone pretreatment decrease the Δ[Ca2+]i and mucin secretion via a

non-genomic mechanism. In this study, We confirmed the rapid,

non-genomic effect of steroid hormones in NHNE cells and suggest this

study model for the research of the development of antisecretory drug,

which have rapid effect.

Key words: nasal mucosa, mucin, dexamethasone, aldosterone, MUC5AC
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