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국문요약

사람 신세포암세포주의 bone morphogene t i c

pro t e i ns에 대한 반응과 그 수용체들의 발현

Bone morphogenetic proteins (BMPs)는 transforming growth factor -β

(T GF -β) superfamily로 골형성을 유도하는 물질로 처음 발견되었으나,

여러 연구들에 의하여 척추동물의 기관발생, 신경세포들의 분화, 상피세포를

포함한 여러 세포들의 성장 및 분화에 관련된 인자임이 밝혀졌다. BMPs는

전립선암을 비롯한 여러 종양의 형성에도 관여하는 것으로 보고되고

있으며, 특히 BMP - 4와 - 7은 신장의 발생에 중요한 분화인자로 밝혀져

신장암의 형성에도 관여할 것으로 생각되나 아직 보고된 바 없다.

BMPs의 세포내 신호전달은 세포막에 위치하는 I형 및 II형 BMP

수용체들의 상호 작용으로 시작된다. BMP ligand가 수용체에 결합되면 II형

수용체로부터 I형 수용체로 인산기의 전달이 이루어지고, 연쇄적으로 Smad

cascade가 활성화되면서 표적유전자의 발현이 일어난다. BMP

수용체(BMPRs)는 지금까지 세 종류의 I형 수용체(ActR- I, BMPR- IA 및

BMPR- IB)와 세 종류의 II형 수용체(ActR- II, ActR- IIB 및 BMPR- II)가

발견되었으며, BMPR- IA, BMPR- IB와 BMPR- II가 BMP - specific

receptor s로 생각되고 있다.

본 연구에서는 BMPs와 신장암의 발생과의 관계를 알아보기 위해

BMP - 4, - 6 및 - 7을 사용하여 일련의 사람 신세포암세포를 대상으로

BMPs의 농도에 따른 암세포들의 세포생존율을 조사하였으며, 암세포들의

BMP 수용체 발현정도와 세포생존율의 관계를 알아보았다.

사람 신세포암세포주로는 112, 117 및 181을 사용하였으며, 연구결과

BMP - 6는 농도에 의존적으로 신세포암세포주 112의 세포성장을
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억제시켰으나, 신세포암세포주 117과 181의 세포성장에는 영향을 주지

못하였다.

사람 신세포암세포주 112에 pSBE4 (plasmid containing luciferase

reporter gene under the control of 4 tandem repeat s of Smad binding

element )를 transient transfection시킨 후, BMP - 6 처리 전(0 ng/ ml)과

후(100 ng/ ml, 16시간) luciferase activity를 측정한 결과, BMP - 6 처리 후

의의있게 luciferase activity가 증가하여 BMP - 6에 의한 세포내신호전달이

Smad cascade를 통해 일어남을 알 수 있었다. 반면에 사람 신세포암세포주

117 및 181에서는 BMP - 6 처리 전후에 luciferase activity의 변화가

없었으나, BMPR- II 플라즈미드와 pSBE4를 transient co- transfection하고

BMP - 6 처리 전(0ng/ ml)과 후(100ng/ ml, 16시간)에 luciferase activity를

측정한 결과, 두 세포주 모두에서 BMP - 6 처리 후 의의있게 luciferase

activity가 증가하였다. 또한 각 세포주들을 대상으로 시행한 Northern blot

analysis와 Western blot analysis에서 BMPR- II mRNA 및 BMPR- II의

발현이 사람 신세포암세포주 112에서는 모두 관찰되었으나, 사람

신세포암세포주 117 및 181에서는 모두 관찰되지 않았다.

이러한 결과는 사람 신세포암세포주 112는 BMPRs가 전사 및 단백번역

단계에서 모두 발현되어 BMP - 6- BMPR ligation에 의해 Smad cascade

pathway가 활성화되어 신호가 핵내로 전달되며, 이로 인해 사람

신세포암세포주 112는 BMP - 6에 성장이 억제되었다는 것을 의미한다.

반면에 사람 신세포암세포주 117과 181에서는 BMPR- II의 발현이 결여되어

Smad cascade pathway를 통한 신호가 전달될 수 없다는 것을 추측할 수

있었다. 따라서 사람 신세포암세포주 117과 181의 BMP - 6 저항성이 결국

BMPR- II의 발현정도의 차이에서 기인함을 알 수 있었다.

이는 사람 신세포암세포에서 BMPR- II 과발현 유도로 암세포의 성상을
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변화시킬 수 있는 가능성을 보여주었으며, 앞으로 이 분야에 대한 연구가

신장암 치료에 있어 또 다른 치료법 개발에 기여할 수 있을 것으로

기대된다.

_____________________________________________________________________

핵심되는 말: 신세포암, bone morphogenetic protein, bone morphogenetic

protein 수용체
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사람 신세포암세포주의 bone morphogene t i c

pro t e i ns에 대한 반응과 그 수용체들의 발현

<지도교수 이 무 상 , 홍 성 준 >

연세대학교 대학원 의과학사업단

이 동 현

I . 서 론

Bone morphogenetic proteins (BMPs)는 생체 내에서 연골 및 골의

형성을 유도하는 물질로 골에서 처음 추출되었다.1 - 3 이 물질은

transforming growth factor -β (T GF -β), activin/ inhibins, Müllerian

inhibiting substance와 같이 T GF -β superfamily에 속하며, 30- 38 kDa의

dimeric protein을 가지고 있어 아미노산 염기순서에 따라 척추동물에서

10종류의 BMPs subfamily가 발견되었다.4 BMPs는 분자구성의 동질성에

따라 3 종류의 subgroup: (a) BMP - 2와 BMP - 4; (b) BMP - 5, BMP - 6 및

BMP - 7; (c) BMP - 3 등으로 나뉜다.4

BMPs의 작용은 많은 연구에 의하여 alkaline phosphatase activity ,

collagen 합성, proteoglycan 합성뿐만 아니라 척추동물의 기관발생에도

중요한 역할을 하고 있음이 밝혀졌다.5 또한 BMPs는 단핵구의

chemotax sis, osteoblast의 이동, 신경세포들의 분화6 ,7 및 상피세포를 포함한

여러 세포들의 apoptosis8에 관여하는 것으로 보고되고 있어, 이 물질이
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표적세포의 종류에 따라 여러 가지 기능을 하는 성장 및 분화에 관련된

인자임이 밝혀지고 있다.9 - 10

BMPs는 세포막에 위치한 BMP 수용체(BMP receptor s ; BMPRs)와

결합하면서 세포내 신호전달이 일어난다. 이 수용체들은 T GF -β

transmembrane serine- threonine kinase receptor family로 효율적인 ligand

결합에 의한 세포내 신호전달은 I형 수용체와 II형 수용체가 heteromeric

receptor complex를 만들면서 II형 수용체로부터 I형 수용체로

cross - phosphorylation이 일어나고, 이는 Smad cascade를 활성화시키면서

target gene의 단백발현이 이루어지게 된다(그림 1).11 BMP 수용체는

지금까지 세 종류의 I형 수용체(ActR- I, BMPR- IA 및 BMPR- IB)와 세

종류의 II형 수용체(ActR- II, ActR- IIB 및 BMPR- II)가 발견되었다.

실험적으로 BMPR- IA 또는 BMPR- IB와 결합된 BMPR- II에 모든 T GF -β

superfamily의 BMPs가 결합하는 것으로 알려졌으며,1 1 반면에 ActR- II나

ActR- IIB, ActR- I은 BMP- 4에 결합하지 않아12 BMPR- IA , BMPR- IB와

BMPR- II가 BMP- specific receptors로 생각되고 있다.

BMP family가 골 및 연골의 발생뿐만 아니라 여러 기관의 발생에도

관련되는 것으로 알려지면서 전립선암,13∼ 15 위암,16 유방암,17 췌장암18 등

여러 암에서 BMP의 발현에 대한 연구가 진행되었다.

전립선암에서 BMP - 6는 전립선 내에 국한된 종양에서는 거의 발현되지

않으나, 골전이 전립선암에서 높은 발현을 보여 골전이를 예측할 수 있는

인자로서의 가능성을 보여주었으며,14 T homas 등15은 생쥐의 고환적출술

전후의 전립선조직내 BMP- 4 및 BMP - 7의 mRNA 발현을 관찰한 결과,

BMP - 7이 고환적출술 이후 그 발현이 현격히 저하됨을 관찰하여

전립선암에서 BMP - 7이 호르몬과 관련된 암발생과 연관성이 있음을 보고

한 바 있다. 또한 androgen withdraw al therapy를 시행한 사람
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그림 1 . BMP 및 T GF -β signalin g path w ay .

Sm ad 단백은 T GF -β superfam ily의 세포내 신호를 전달 또는 억제하여 표적 유

전자의 발현을 조절한다. Ligan d - bin ding type II 수용체는 type I 수용체를 인산화

하여 활성화시키며, type I 수용체는 다시 Sm ad1, 2, 3 및 5를 인산화시킨다. 활성

화된 Sm ads는 Sm ad4와 함께 핵내로 이동하여 v g (v estigial prom ot er )와 같은

DNA에 직접 결합하거나,19 Mix .2와 같은 nu clear tr an script ion fact or에 결합하여

단백발현을 조절한다.20 Sm ad6 및 7은 type I 수용체가 Sm ad1, 2, 3 및 5를 인산화

하는 단계에서 억제작용을 하며2 1 M edea는 Sm ad4의 Drosophila h om ologue이며

M edia가 v g에 관여한다는 것은 아직 가설단계이다.22
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전립선조직에서 BMPR- IA 및 BMPR- II mRNA의 발현정도는 차이를

나타내지 않는데 반해, BMPR- IB는 mRNA 발현정도가 의미 있게

감소하여, BMPR- IB의 발현이 전립선암의 발생에 어떤 역할을 하고 있다는

것이 보고된 바 있다.13

분화도가 나쁜 위암 세포주들과 분화도가 비교적 좋은 위암 세포주들을

대상으로 BMPs 발현에 대한 연구에서는 분화도가 나쁜 위암 세포주에서

BMP - 2와 BMP - 4의 발현이 높게 나타나, 이들의 발현이 위암발생에

연관됨을 시사하였다.16
췌장암에서는 암조직내 BMP - 2와 BMPR- IA 및

BMPR- II의 mRNA 발현이 정상 췌장조직에 비해 2배에서 12배가 높게

나타나며, BMP - 2의 발현이 높은 췌장암 환자의 생존율이 저조하다고

보고되었다.18

최근 BMPs가 신장 및 요관의 발생에 깊이 관여한다 사실이 밝혀지고

있는데, Jena 등2 3은 BMP - 7 유전자를 소멸시킨(knock- out ) 생쥐는

골형성에 장애를 일으키며, 신장이 발생되지 않고 낭종형태로 발생하는

것을 실험적으로 입증하여 BMP - 7이 신장발생에 있어 분화인자로써 중요한

역할을 한다고 보고하였으며, Miyazaki 등24은 BMP - 4 유전자 변이 생쥐

역시 낭종형태의 신장발생 및 요관 발생에 이상을 초래한다고 보고하였다.

또한 BMP - 2는 신사구체의 발생에 중요한 역할을 하고 있음도 밝혀졌다.2 5

이와 같이 신장의 발생단계에서 BMP - 4 및 BMP - 7은 신장의 branching

morphogenesis에 관여하며2 4 정상신장의 상피세포에는 BMP - 7의

발현정도가 높은 것으로 알려져,2 6 신장발생과 BMPs는 밀접한 연관성을

가지고 있음을 알 수 있다.

따라서 분화의 역단계라 할 수 있는 종양형성에 BMPs들이 관여할

것으로 생각되어, 신장 발생에 관여하는 것으로 밝혀진 BMP - 4와 BMP - 7,

그리고 BMP - 7과 구조적으로 유사하며 전립선암의 발생과 관련이 깊은
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것으로 알려진 BMP - 6를 이용하여 신장암과의 연관성을 연구하고자

하였다.

이를 위하여 본 연구에서는 일련의 신세포암세포주들을 대상으로

BMP - 4, BMP - 6 및 BMP - 7이 암세포의 성장에 어떠한 영향을 미치는 지

알아보았으며, BMPs가 세포성장에 미치는 영향과 BMPRs의 발현 및 Smad

단백의 활성화와 연관성이 있는지를 알아보고자 신세포암세포주들에서

BMPRs의 발현과 Smad 단백 활성도를 조사하였다.
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I I . 재료 및 방법

1 . 세포주 및 세포배양

사람 신세포암세포주로 112, 117, 181 (표 1)27
을 미국

암연구센터(National Cancer Institute, Bethesda, MD, USA )로부터

구입하여 이를 RPMI- 1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA )에 10%

우태아혈청(Gibco BRL)과 penicillin (100 U/ ml), streptomycin (100 ㎍/ ml,

Gibco BRL)을 첨가하여 배양하였다. 각 세포는 단세포층으로 부착하여

성장시키고 융합상태가 되기 전에 1:5 비율로 재배양하였다.

표 1. 사람 신세포암세포주 112, 117 및 181의 특성

*: nude m ice에서 colony 형성능

세포주

구 분
112 117 181

Hist ologic type
Carcinom a,

papillary cell

Carcinom a ,

m ix ed cell

Carcin om a,

clear cell

T um origenecity *
있음

*
있음

*
있음

Chrom osom e 3p

allelic loss
없음 있음 있음
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2 . B M P - 4 , B M P - 6 및 B M P - 7에 대한 사람

신세포암세포주의 반응

가. 적정 세포수의 결정

배양 중인 세포주를 0.5% trypsin (Gibco BRL)처리하여 완전배지로

단일 부유 암세포를 만든 후, 실온에서 1200 rpm으로 10분간 원심세척을

3회 실시하였다. 상층액을 버리고 다시 완전 배지에 넣어 pipeting으로

충분히 분리시켜 단세포 현탁액을 만든 후, 15 ㎕ 세포현탁액을 취하여

0.4% trypan blue 15 ㎕와 잘 섞은 후 세포수와 생존율을 측정하여 95%의

단세포율과 90%이상의 생존율을 확인한 후, 단세포 현탁액을 24 well

미세적정판의 제 2번 열의 4개 행에 세포수를 5 × 103 , 10 × 103 , 20 ×

103 , 50 × 103 까지 넣고, 37℃, 5% CO2 세포배양기에서 4일간 배양 후

hemocytometer를 이용하여 성장세포수를 측정하여 4일간 계속 성장할 수

있는 세포수를 적정 세포수로 하였다.

나. BMP - 4, BMP- 6 및 BMP- 7이 사람 신세포암세포주들의

세포생존율에 미치는 영향

배양중인 세포주를 단일 부유 암세포로 만든 후 24 w ell 미세적정판에

각 well당 20 × 103 개의 세포를 넣고 완전배지로 24시간 배양하였다. 이후

1%의 우태아혈청이 포함된 RPMI- 1640 배양액에 BMP - 4, BMP - 6, BMP - 7

(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA )을 넣어 각 well당 BMPs의

농도가 10 ng/ ml, 100 ng/ ml, 500 ng/ ml가 되도록 하여 4일간 배양한 다음
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세포수를 측정하였다. 배양액을 2일째에 1회 갈아주었으며, 4일째에 0.5%

trypsin (Gibco BRL)을 사용하여 세포를 배양판에서 떼어낸 후

hemocytometer를 이용하여 세포수를 측정하였다. 이때 BMPs를 넣지 않은

대조군과 비교하여 세포생존율을 다음 공식을 이용하여 계산하였다.

각 실험군의 세포수

세포생존율 = X 100

대조군의 세포수

모든 실험은 3회 이상 반복하여 그 평균치를 계산하고, BMPs의 농도에

따른 각 세포주들의 세포생존율을 구하였다.

3 . T ran s ien t tran s fe c t ion과 lu c i feras e ac t iv ity 측정

가. 사람 신세포암세포주들에서 BMP - 6 투여 전후의 Smad

binding element의 promoter activity

세포들을 6 well plate에 1 × 106 씩 분주한 후, 세포들이 배양접시

바닥에 완전 착상된 후 luciferase reporter gene이 붙어 있는 pSBE4

(plasmid containing luciferase reporter gene under the control of 4

tandem repeat s of Smad binding element )를 lipofectin (Gibco- BRL)을

이용하여 37℃, 5% CO2 세포배양기에서 24시간동안 transient

transfection하였다.28 신선배양액을 각 배양접시에 첨가하여 24시간동안 더
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배양한 후 100 ng/ ml 농도의 BMP - 6가 포함된 배양액으로 갈아주었다.

이후 16시간 동안 배양하고 enhanced luciferase activity kit (Analytical

Luminescence Laboratory , CA, USA )를 이용하여 luciferase activity를

측정하여 pSBE4의 promoter activity를 측정하였다.

나. 사람 신세포암세포주들에서 BMPR- II 과발현에 의한 Smad

binding element의 promoter activity

세포들을 6 well plate에 1 × 106
씩 분주한 후, Dr . Kohei Miyazono

(Department of Biochemistry , T he Cancer Institute, Japanese Foundation

for Cancer Research, T okyo, Japan )로부터 얻은 BMPR- II cDNA 1 ㎍과 1

㎍의 pSBE4, 12 ㎕의 lipofectin에 1 ㎖의 transfection medium

(Gibco- BRL)을 섞어 각 w ell에 넣은 후 24시간 동안 37℃, 5% CO2

세포배양기에서 배양하였다. 이후 신선한 배지로 갈아주고 24시간을 더

배양한 후, 100 ng/ ml 농도의 BMP - 6가 포함된 배양액으로 갈아주었다.

16시간을 더 배양한 후 enhanced luciferase activity kit (Analytical

Luminescence Laboratory )를 이용하여 luciferase activity를 측정하여

pSBE4의 promoter activity를 측정하였다.

4 . 신세포암세포주들로부터의 m RN A 분리

각 신세포암세포주들로부터의 mRNA 분리는 MiniRiboSepT H mRNA

isolation kit (Becton Dickinson Labw are, Bedford, MA, USA )를
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이용하였다. 각 신세포암세포주의 신세포암세포 1 x 107
에 37℃의 ly sis

buffer 10 ml와 proteinase K 50 ㎕를 섞어 45℃에서 2시간 동안

반응시켰다. 반응 기간 동안 resin을 elution buffer 2 ㎖에 섞은 후 3000 x

g로 원심분리한 후, 상층액을 버리고 남은 침전물에 다시 elution buffer 2

㎖에 섞은 후 3000 x g로 원심분리하였다. 상기 세척 과정을 1회 더 반복한

다음 1 ㎖의 binding buffer를 섞어 상기 세척과 같이 2회 반복하였다. 남은

pellet resin에 1 ㎖의 binding buffer를 섞어 반응이 끝난 ly sate에

더하였다. 이후 600 ㎕의 5M NaCl을 더하고 상온에서 60분간 반응시켰다.

이후 3000 x g에서 5분간 원심분리하여 상층액을 버리고 침전물을 5 ㎖

binding buffer에 섞은 후 3000 x g에서 원심분리하였다. 상층액이 깨끗해

질 때까지 2회 더 반복하였다. 이후 상층액을 버리고 남은 pellet을 250

㎕의 binding buffer에 다시 부유시켰다. Microfuge tube에 column을 넣고

그 속에 pellet을 넣은 후 5000 x g에서 10초간 원심분리한 후 다시

microfuge tube column에 300 ㎕의 binding buffer를 넣고 5000 x g에서

10초간 원심분리하였다. 상기 과정을 3회 더 반복하였다. Microfuge tube의

액체를 제거하고 column을 다른 깨끗한 microfuge tube에 올려놓은 후 250

㎕의 elution buffer를 더하고 5000 x g에서 10초간 원심분리하였다. 이후

microfuge tube의 액체를 제거하지 않고 250 ㎕의 elution buffer를

column에 더하고 5000 x g에서 10초간 원심분리하였다. Microfuge tube에

모아진 500 ㎕의 액체를 - 70℃에서 하룻밤 동안 놓아 둔 후 5000 x g에서

30분간 원심분리하여 상층액을 버리고 침전물을 에탄올로 2회 세척하였다.

상층액을 버리고 pure mRNA에 diethylpyrocarbonate w ater를 넣어 녹인

후 spectrophotometer를 이용하여 240 nm에서의 흡광도로 정량하였다.
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5 . N orth ern blot an aly s is

Dr . Kohei Miyazono로부터 얻은 BMPR- IA, BMPR- IB 및 BMPR- II의

cDNA와 [α- 3 2P]dCT P (3000 Ci/ mmol, Amersham , Buckinghamshire, UK

), Prime- ItR RmT random primer labelling kit (Stratagene, La Jolla, CA ,

USA )을 이용하여 probe labelling하였으며 이때 probe의

specific- radioactivity는 1 x 109 dpm/㎍ 이상이었다. 사람 신세포암세포주

112 및 117, 181로부터 추출한 2 ㎍의 mRNA를 100 V에서 3시간 동안 1%

formaldehyde agarose gel 상에서 전기영동한 후 20 x SSC (1 x SCC =

0.15 M NaCl, 0.015 M sodium citrate, pH 7.0)를 사용하여 capillary

transfer 방법으로 nylon membrane (Amersham )에 전이시켰다. 전이된

membrane은 자외선광을 이용하여 cross - linking시켜 mRNA를

membrane에 고정시켰다. Membrane을 먼저 prehybridization 용액 (50%

formamide, 0.12 M Na2HPO4 , pH 7.2, 0.25 M NaCl, 7% wt/ vol SDS와 250

㎍/ ml heat - denatured salmon sperm DNA )에서 42℃, 2시간 동안

prehybridization한 후 각각의 [α- 3 2P] dCT P - labelled BMPRs probe를

이용하여 42℃에서 24시간동안 hybridization 하였다. Hybridization이 끝난

후에 membrane은 w ashing solution I (2 x SSC, 0.1% SDS )를 이용하여

상온에서 15분간, washing solution II (0.5 x SSC, 0.1% SDS )를 이용하여

15분, washing solution III (0.1 x SSC, 0.1% SDS )를 이용하여 30분 동안

세척하였다. 세척된 membrane은 - 70℃에서 X- ray film에 24시간동안

노출하여 각각의 BMPRs의 mRNA 발현을 측정하였다.

6 . W e s tern b lot an aly s i s
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사람 신세포암세포주 112 및 117, 181을 RIPA buffer [50 mM T ris ·

HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0.1% sodium deoxy sulfate (SDS ),

10 mM sodium deoxycholate]로 세포내 단백질을 용해시켜 13,000 rpm에서

5분간 원심분리하여 상층액을 취하여 단백질 농도를 측정하였다. 단백질

농도 측정은 Bio- Rad protein assay kit (Bio- Rad Laboratories, Richmond,

CA, USA )를 사용하였다. Bradford 법2 9
에 기초하여 595nm에서 흡광도를

spectrophotometer로 측정하였고, 우태아혈청(Gibco BRL)으로 standard

curve를 작성하여 시료의 단백질을 정량하였다. 추출된 단백질 50 ㎍을

12% SDS - PAGE (polyacrylamide gel electrophoresis )로 전기영동(Hoefer

miniVE, Pharmacia biotech , Piscataway , NJ , USA )을 실시하였다.

전기영동 후, Hybond- ECL nitrocellulose filter paper (Amersham )로

전이시켰다. 전이된 filter paper는 blocking solution (25 mM T ris ·HCl,

pH 8.0, 125 mM NaCl, 0.1% T ween20, 5% dry milk )으로 1시간 동안

반응시킨 후, membrane을 T BS (0.5% tw een20)로 1시간 세척하고

일차항체로 BMPR- IA, BMPR- IB 및 BMPR- II 항체(1:400, R&D sy stem s,

0.1% nonfat dry milk )로 실온에서 4시간 동안 처리하였다. PBS (0.5%

tw een20)로 1시간 동안 세척한 후 hor seradish peroxidase- labeled goat

antirabbit antibody (Bethyl Laboratories Inc., Montgomary , T X, USA )를

1:5000(0.1% nonfat dry milk)으로 희석하여 1시간 동안 실온에서

반응시켰다. T BS (0.5% tw een 20)으로 1시간 동안 membrane을 세척한 후

enhanced chemiluminescence (Pharmacia biotech )로 인화하였다.
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7 . 자료 분석

모든 결과들은 평균과 표준오차를 구하고, 실험 결과에 대한 분석 중 각

측정군간의 통계적 판정은 unpaired Student ' s t - test , BMPs의 농도에 따른

인체 신세포암세포주들의 성장억제반응은 χ2 trend test를 이용하였으며, p

값이 0.05이하일 때 통계적으로 유의한 것으로 판정하였다.
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I I I . 결 과

1 . B M P s에 대한 사람 신세포암세포주들의 반응

가. 적정세포수의 결정

BMPs가 사람 신세포암세포주의 세포성장에 미치는 영향을 조사하기

위한 적정 세포수를 결정하기 위하여 단일부유 암세포를 5 ∼ 50 x 103

세포수별로 배양하여 4일간 지속적인 성장을 보이는 지를 관찰하였다.

사람 신세포암세포주 112, 117 및 181의 doubling time은 대략 24시간

정도였으며, 한 well에 20 × 103개의 세포를 분주하였을 때 4일간 지속적인

성장을 보여 이후의 실험에 20 × 103의 세포를 사용하였다.

나. BMPs에 대한 사람 신세포암세포주들의 세포생존율

BMPs가 사람 신세포암세포주의 세포성장에 미치는 영향을 조사하기

위하여 BMP - 4, BMP - 6 및 BMP- 7을 농도별로 일련의 신세포암세포주에

4일간 처리한 후 세포생존율을 측정하였다.

사람 신세포암세포주 112, 117 및 181의 세포생존율에 대해 BMP - 4는

영향을 미치지 못하였다(표 2). BMP - 7은 100 ng/ ml 및 500 ng/ ml

농도에서 신세포암세포주 112의 성장을 억제하는 경향을 보였으나 통계적

의미는 없었으며, 신세포암세포주 117 및 181의 성장에는 영향을 주지

못하였다(표 3). 그러나 BMP - 6는 신세포암세포주 117 및 181의 성장에는
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표 2. BMP - 4의 농도에 따른 사람 신세포암세포주의 세포생존율

단층을 이룬 사람 신세포암세포주 112, 117 및 181에 BMP - 4를 농도별로 첨가하여

4일간 배양한 후의 세포생존율을 백분율로 나타내었다. 독립적으로 3회 이상의 실

험을 시행하여 그 평균값과 표준오차를 나타내었다.

표 3. BMP - 7의 농도에 따른 사람 신세포암세포주의 세포생존율

단층을 이룬 사람 신세포암세포주 112, 117 및 181에 BMP - 7을 농도별로 첨가하여

4일간 배양한 후의 세포생존율을 백분율로 나타내었다. 독립적으로 3회 이상의 실

험을 시행하여 그 평균값과 표준오차를 나타내었다.

세포생존율

농도 (n g/ m l)

세 포 주

112 117 181

0 100 ± 8.1 100 ± 8.4 100 ± 9.6

10 97.2 ± 7.7 97.2 ± 5.2 101.3 ± 10.5

100 103.4 ± 4.3 105.4 ± 10.3 98.9 ± 8.0

500 102.9 ± 4.7 104.2 ± 12.8 106.7 ± 16.4

세포생존율

농도(ng/ m l)

세 포 주

112 117 181

0 100 ± 9.7 100 ± 7.4 100 ± 5.2

10 102.3 ± 9.2 100.1 ± 8.1 98.2 ± 5.9

100 86.9 ± 6.7 98.1 ± 13.7 101.5 ± 8.5

500 82.7 ± 4.6 107.8 ± 12.9 102.6 ± 12.3
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영향을 주지 못하였으나(표 4, 그림 2), 신세포암세포주 112의 성장은

농도에 따라 의의있게 억제하였다(p< 0.05).

표 4. BMP - 6의 농도에 따른 각 사람 신세포암세포주의 세포생존율

단층을 이룬 사람 신세포암세포주 112, 117 및 181에 BMP - 6를 농도별로 첨가하여

4일간 배양한 후의 세포생존율을 백분율로 나타내었다. 독립적으로 3회 이상의 실

험을 시행하여 그 평균값과 표준오차를 나타내었다. 사람 신세포암세포주 112에서

만이 BMP - 6의 농도에 따라 의의있게 성장이 억제되었다.

* p < 0.05, χ2 t r end t est

세포생존율

농도 (ng/ m l)

세 포 주

112* 117 181

0 100 ± 9.7 100 ± 6.9 100 ± 13.7

10 89.9 ± 9.2 95.1 ± 4.8 101.7 ± 5.9

100 32.3 ± 6.7 95.1 ± 6.6 98.3 ± 7.9

500 45.9 ± 4.6 104.2 ± 14.8 100.7 ± 19.6
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그림 2 . BMP - 6의 농도에 따른 사람 신세포암세포주의 세포생존율 곡선.

단층을 이룬 사람 신세포암세포주 112, 117 및 181에 BMP - 6를 농도별로 첨가하여

4일간 배양한 후의 세포생존율을 백분율로 나타내었다. 독립적으로 3회 이상의 실

험을 시행하여 그 평균값과 표준오차를 나타내었다. 사람 신세포암세포주 117과

181에서는 BMP - 6의 농도차에 따른 세포생존율이 대조군에 비해 변화를 보이지 않

았으나, 사람 신세포암세포주 112에서는 BMP - 6의 농도에 따라 의의있게 성장이

억제되었다(p < 0.05, χ2 t r en d t est ).
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2 . S m ad p ath w ay를 통한 B M P - 6의 신호전달

가. 사람 신세포암세포주들에서 BMP - 6 투여 전후의 Smad

binding element의 promoter activity

사람 신세포암세포주에서 BMP - 6에 의한 신호전달이 Smad pathway를

통하여 일어나는지 알아보기 위하여 Smad binding element의 4개의

tandem repeat와 luciferase reporter gene이 함유된 플라즈미드, pSBE4를

transient transfection하고, 각 세포주에서 BMP - 6 투여 전후의 luciferase

activity를 측정하였다. 사람 신세포암세포주 117 및 181은 투여 전의 100

± 13%, 100 ± 21.5%에 비해 각각 104.6 ± 9.3%, 107.1 ± 9.9%로

의의있는 차이를 보이지 않았다(p> 0.05). 그러나 사람 신세포암세포주

112에서는 BMP - 6 투여 전의 100 ± 4.1%에 비해 419.5 ± 10.5%로

의의있게 증가하였다(p< 0.05)(그림 3). 이는 BMP - 6에 의한 사람

신세포암세포주 112의 세포내신호전달이 Smad cascade를 통해 일어남을

나타내는 것이다.

나. 사람 신세포암세포주들에서 BMPR- II 과발현에 의한 Smad

binding element의 promoter activity

BMP - 6 투여 전후에 luciferase activity의 증가를 보이지 않았던

신세포암세포주 117과 181에 BMPR- II cDNA를 pSBE4와 함께 transient

transfection시킨 후 BMP- 6를 투여하고 luciferase activity를 측정하였다.

BMPR- II cDNA 대신 control DNA와 pSBE4를 transient transfection한
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그림 3 . 사람 신세포암세포주들에서 BMP - 6 투여 전후의 lucifera se act iv ity .

1 × 106의 사람 신세포암세포주 112, 117 및 181에 Sm ad - bindin g elem ent가 4개

의 t an dem repeat로 con stru ct된 pSBE4 lu cifer ase report er con stru ct를 tr an sient

t r an sfection시킨 후 BMP - 6 처리 전(0 n g/ m l)과 후 (100 ng/ m l, 16시간) lu cifer ase

act iv ity를 측정하였다. BMP - 6를 처리하지 않은 군의 lucifer ase act iv ity를 100%로

계산하였다. 독립적으로 3회 이상의 실험을 반복 시행하여 그 평균값과 표준오차로

나타내었다. 사람 신세포암세포주 112에서 BMP - 6 처리 후 의의있게 lu cifer ase

act iv ity가 증가하였다 (p < 0.05, unpair ed Stu dent ' s t - test ).
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경우, 사람 신세포암세포주 117과 181에서 BMP - 6 투여 전후의 luciferase

activity에는 의미있는 변화가 없었다. 반면에 BMPR- II cDNA와 pSBE4를

transient transfection한 경우, BMP - 6 투여 후 두 세포주에서 각각 2 ∼

4배 정도의 luciferase activity 증가가 관찰되었다(투여 전: 101.0 ± 5.3%,

183.5 ± 16.2%, 투여 후: 243.8 ± 28.3%, 377.5 ± 10.7%; 각각 117, 118,

p< 0.05). 이러한 결과로 사람 신세포암세포주에서 BMP - 6에 대한 반응은

BMPR- II 발현과 관계가 있을 것으로 추정할 수 있었다(그림 4).

3 . 사람 신세포암세포주들에서 B M P 수용체의 발현

사람 신세포암세포주에서 BMP - 6에 대한 반응이 BMPR- II 발현정도와

관계가 있으리라는 가설을 확인하기 위하여, BMPRs의 발현을 Northern

blot analysis 와 Western blot analysis로 조사하였다.

가. Northern blot analysis

사람 신세포암세포주들로부터 mRNA를 추출하여 시행한 Northern blot

analysis에서 사람 신세포암세포주 112는 BMPR- IA, BMPR- IB와

BMPR- II의 mRNA 발현이 모두 검출되었다. 그러나 신세포암세포주 117

및 181에서는 BMPR- IA 및 BMPR- IB의 mRNA 발현은 관찰되었으나,

BMPR- II mRNA 발현은 관찰되지 않았다(그림 5).
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그림 4 . BMPR - II 과발현에 의한 BMP - 6 투여 전후의 사람 신세포암세포주 117

과 181에서의 lu cifer ase act iv ity .

1 × 106의 사람 신세포암세포주 117과 181에 대조 플라즈미드 (pcDNA 3) 또는

BMP R - II 플라즈미드 (BMPR - II)를 pSBE4와 t ran sient co- t r an sfect ion하고 BMP - 6

처리 전(0ng/ m l)과 후 (100ng/ m l, 16시간)에 lucifer ase act iv ity를 측정하였다. 대조

플라즈미드와 pSBE4를 co- t ran sfect ion하고 BMP - 6를 처리하지 않은 군의

lucifera se act iv ity를 100%로 계산하였다. 독립적으로 3회 이상의 실험을 반복 시행

하여 그 평균값과 표준오차로 나타내었다. 사람 신세포암세포주 117과 181 모두에

서, BMPR - II를 pSBE4와 co- tr an sfect ion한 경우, BMP - 6 처리 후 의의있게

lucifera se act iv ity가 증가하였다 (p< 0.05, unpair ed Stu dent ' s t - test ).
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그림 5. 사람 신세포암세포주 112, 117 및 181의 BMP Rs의 Northern blot analy sis .

사람 신세포암세포주에서 m RNA를 분리하여 North ern blot analy sis를 시행하였다.

BMP R - II probe로 hybridizat ion 후 m embrane을 st r ippin g하여 각각의 probe로

r ehybridizat ion 하였다. β- act in , int ernal control.
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나. Western blot analysis

사람 신세포암세포주들로부터 단백질을 추출하여 시행한 Western blot

analysis에서 신세포암세포주 112는 BMPR- IA, BMPR- IB와 BMPR- II가

모두 발현되었으나, 신세포암세포주 117 및 181에서는 BMPR- IA 및

BMPR- IB의 발현은 관찰되었으나, BMPR- II의 발현은 관찰되지 않았다

(그림 6).

이러한 결과는 luciferase reporter assay와 일치하는 것으로, 사람

신세포암세포주 112는 BMPR- IA , BMPR- IB와 BMPR- II가 전사 및

단백번역 단계에서 모두 발현되어 BMP - 6- BMPR ligation에 의해 Smad

cascade pathway가 활성화되어 신호가 핵내로 전달되며, 이로 인해 사람

신세포암세포주 112는 BMP - 6에 의해 세포성장이 억제되었다는 것을

의미한다. 반면에 사람 신세포암세포주 117과 181에서는 BMPR- II의 발현이

결여되어 있으므로 Smad cascade pathw ay를 통한 신호가 전달될 수

없다는 것을 알 수 있었다.
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그림 6 . 사람 신세포암세포주 112, 117 및 181의 BMPRs의 W est ern blot analy sis .

각각의 신세포암세포주로부터 추출된 50 ㎍의 단백질로 W est ern blot analy sis를

시행하였다. 사람 신세포암세포주 112는 BMPR - IA , - IB 및 - II 모두 검출되었으나,

사람 신세포암세포주 117과 181에서는 BMP R - II가 관찰되지 않았다.
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I V. 고 찰

BMPs는 골 및 연골의 형성에 관여하는 물질로 처음 발견되었다. 그러나

여러 연구들에 의하여 골 및 연골의 형성 이외에 다양한 작용이 있음이

밝혀지고 있는 물질로, 척추동물에서 신장,19 ,2 2
전립선,13 ,14

눈
9
등의

기관발생에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 특히 상피세포의

성장과 깊은 연관성을 가지고 있음
2 3
이 밝혀진 후로 전립선암을 비롯하여

유방암,17
췌장암,18

위암
16
등 여러 암세포의 발생 및 성장과의 관계에

대하여 많은 연구가 진행되고 있다. 신발생에 있어 branching

morphogenesis에 관여하는 BMP - 7을 비롯하여 BMP - 4, BMP - 2 등 여러

종류의 BMPs들이 신장의 발생에 관여하고 있음이 계속 밝혀지고 있고,19 - 2 1

신장의 상피세포 뿐만 아니라 기질세포에서도 발현정도가 높게 나타나

신장암과의 연관성을 암시하나, 이에 대한 보고가 아직 없어 신장암에서의

BMPs 및 그 수용체들의 발현정도를 알아보는 것은 의의있는 일이라

하겠다.

BMPs는 T GF -β superfamily로 여러 종류의 subfamily를 가지고

있으며, 세포내 신호전달 체계에 있어 T GF -β와 유사한 Smad cascade를

이용하나, 그 작용은 아직 정확하게 밝혀진 바 없으며 다만 subfamily에

따라, 그리고 암의 종류에 따라 그 작용이 조금씩 다른 것으로 보고되고

있다. BMPs의 신장암에서의 작용에 대한 보고는 거의 없는 상태이며,

윌름씨 종양에 있어서 신장의 tubulogenesis에 관여하는 BMP- 7의

발현정도가 떨어져 있으며, 이것이 윌름씨 종양의 tumorigenesis에 어떠한

역할을 할 것으로 기대된다는 보고가 있다.30

T GF -β와 같이 BMPs의 세포내 신호전달은 세포막에 위치하는 I형 및
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II형 BMP 수용체들의 상호 작용으로 시작된다. BMP ligand가 수용체에

결합되면 II형 수용체로부터 I형 수용체로 인산기의 전달이 이루어진다.

연쇄적으로 I형 수용체로부터 Smad1, 5 등으로 인산기의 전달이

이루어지며 Smad4와 함께 핵내로 이동하여 DNA에 직접 결합하면서 표적

유전자의 발현이 유도된다.2 6 I형 BMP 수용체와 II형 BMP 수용체에는 각각

세 종류의 subtype이 있는 것으로 알려져 있는데, I형 수용체에는 ActR- I,

BMPR- IA 및 BMPR- IB 등이, II형 수용체에는 ActR- II, ActR- IIB 및

BMPR- II 등이 밝혀졌으며, in vitro 실험에서 T GF -β superfamily에

속하는 모든 BMP들은 BMPR- IA 또는 BMPR- IB와 결합된 BMPR- II에

결합하는 것으로 나타났으나,11 ActR- II, ActR- IIB 및 ActR- I은

BMP - 4와는 결합하지 않아12 BMPR- II 및 BMPR- IA, BMPR- IB가

BMP - specific receptor로 생각되고 있다.

최근 전립선암13을 비롯하여 췌장암18에서 BMPRs의 발현이 암발생과

관련이 있는 것으로 보고되고 있으나, 신장암에서는 BMPRs의 발현정도와

암의 성상과 어떠한 연관성이 있는지는 아직 밝혀진 바 없다. 그러나 여러

상피세포암에서 BMPs는 암의 oncogenesis와 깊은 연관성이 있는 것으로

생각되고 있으며,13∼ 18 특히 신발생에 중요한 역할을 담당하는 것으로

알려진 BMPs와 그 수용체들의 발현정도가 신장암의 발생에 관여할

것이라는 것은 쉽게 추측할 수 있는 일이다.

신장암은 방광암과 더불어 우리나라 비뇨기계 종양 중 가장 흔한

종양으로 대부분이 신세뇨관 기원의 신세포암이다. 치료시 약 30%에서

원격전이를 보이며, 이런 원격전이를 보인 진행된 신세포암의 경우 예후가

매우 불량하여 6개월내 대부분 사망하는 것으로 알려져 있다.3 1 또한 vinca

alkaloid나 anthracyclines 등과 같은 화학요법제에 다중약제내성을 나타내어

약물치료에 잘 반응을 하지 않아3 2 최근 interferon , interleukin 등과 같은
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사이토카인 치료가 행해지고 있으나 아직 이렇다할 진전이 없는 상태로
3 3

여러가지 치료방법들이 시도되고 있다. 이러한 상황에서 신장암 발생에서

신장발생에 깊이 관여하는 BMPs 및 그 수용체의 역할을 규명한다면 이에

근거한 molecular targeting 등으로 새로운 치료의 장을 열 수 있는

의미있는 일이라 하겠다.

본 연구에서는 신세포암의 성장에 BMPs들이 어떠한 영향을 미치는지

알기 위하여 신발생과 연관이 있는 것으로 알려진 BMP - 4와 BMP - 7,

그리고 전립선암의 발생과 관련된 BMP - 6를 신세포암세포주에 투여한 후

세포성장에 미치는 영향을 조사하였다. 그 결과, BMP - 4와 BMP - 7은

신세포암세포주들의 성장에 아무런 영향을 주지 못하였으나, BMP - 6는

농도에 의존적으로 신세포암세포주의 성장을 억제하는 효과를

나타냄으로써, BMP - 6가 T GF -β와 같이 상피암세포의 성장억제효과를

갖는다는 것을 알 수 있었다.

BMP - 6는 osteoblast나 chondrocyte 등과 같은 골 및 연골 형성세포의

분화에 중요한 역할을 하는 물질로 알려져 있으나, 최근 연구에 의하여

keratinocyte와 같은 상피세포의 분화에도 관여하고 있는 것으로 보고되고

있으며,3 4 전립선암과 같이 골전이를 잘하는 암세포에서 발현이 증가되는

것으로 알려져 있다.35 이러한 BMP - 6가 신세포암에서 암세포의 성장을

억제하는 작용은 본 연구에 의하여 처음으로 밝혀졌으며, 향후 진행된

신세포암의 치료에 활용할 수 있는 가능성을 보여주었다. 그러나 T GF -β와

같이 BMP - 6가 면역억제효과가 있는지에 대하여서는 앞으로 더 연구가

진행되어야 할 것으로 생각된다.

BMP - 6는 세포막에 위치한 BMP 수용체와 결합되면서 세포내

신호전달이 일어난다. 이때 BMP I형 및 II형 수용체가 모두 존재하여야

BMPs가 수용체와 결합할 수 있으며, 결합된 후 II형 수용체로부터
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인산화반응이 일어나 세포내 Smad 단백의 활성화를 유발시키는 것으로

알려져 있다.2 6 BMP - 6의 경우 BMP 수용체에 의해 활성화되는

수용체조절성 Smads (receptor - regulated Smads) 중에서 다량의 Smad5와

소량의 Smad1의 인산화 및 핵내 축적이 일어나는 것으로 보고되고 있다.36

BMP 수용체와 T GF -β 수용체는 모두 serine/ threonine kinase receptor

family로 I형 및 II형 수용체로 구성되어 있으며, T GF -β 수용체의 경우

암의 악성도가 증가할수록 수용체들의 발현이 감소하는 것으로 보고되고

있다.3 7∼ 39
전립선암에서는 Gleason score가 높은 암일수록 I형 및 II형

T GF -β 수용체 발현이 저하되어 서로 반비례하는 것으로 알려져 있으며,37

방광암에서는 악성도가 증가할수록 T GF -β I형 및 II형 수용체의 발현이

급격히 떨어지는 것으로 보고된 바 있다.38 ,3 9 또한 악성도가 높은 쥐의

방광암세포에 T GF -β I형 수용체를 과발현 시켰을 때 그 방광암세포가

apoptosis를 일으킨다는 보고가 있으며,40 신장암에서도 T GF -β II형

수용체를 쥐 신장암세포에 과발현 시켰을 때 신장암세포의 악성도가

저하된다는 보고가 있다.4 1 이와 같은 보고들을 종합하여 볼 때 악성도가

높은 암세포들은 T GF -β 수용체 발현을 저하시킴으로써 T GF -β의

성장억제 작용에 저항하는 능력을 획득하는 것으로 생각된다.

Kim 등42은 전립선암에서 BMP 수용체들의 발현이 전립선암의 Gleason

score가 높을수록 저하된다고 보고한 바 있어, BMP 수용체들 역시

T GF -β 수용체들과 같이 종양세포에서 수용체 발현의 변화 가능성을

보여주었으며, 본 연구에서도 일부 신세포암세포주들에서 BMP 수용체의

발현이 저하되는 것으로 나타나 신장암의 진행에 따른 BMP 수용체

발현저하 가능성을 보여주고 있다.

본 연구에서 신세포암세포주들 중 BMP - 6에 대하여 성장억제를 보였던

인체 신세포암세포주 112는 pSBE4를 transient transfection 시킨 후 시행한
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luciferase activity 측정에서 BMP - 6 투여 전에 비하여 4배 이상의

luciferase activity가 증가한 것으로 나타나, BMP - 6의 신호전달이 BMP

수용체를 통한 Smad 단백의 활성화로 이루어진다는 것을 알 수 있었다.

상대적으로 BMP - 6에 성장억제효과가 없었던 신세포암세포주들에서는

Smad 단백의 활성화에 의한 luciferase activity의 증가가 관찰되지 않았다.

그러나 BMPR- II를 pSBE4와 같이 co- transfection 시킨 후 시행한

luciferase activity 측정에서, BMP - 6 투여 전에 비해 신세포암세포주

117에서는 2배 이상 luciferase activity가 증가하였고, 신세포암세포주

181에서는 4배 가까이 luciferase activity가 증가하였다. 이러한 결과는 사람

신세포암세포주 112는 BMPR- IA , BMPR- IB와 BMPR- II가 전사 및

단백번역 단계에서 모두 발현되어 BMP - 6- BMPR ligation에 의해 Smad

cascade pathway가 활성화되어 신호가 핵내로 전달되며, 이로 인해 사람

신세포암세포주 112는 BMP - 6에 성장이 억제되었다는 것을 의미한다.

반면에 사람 신세포암세포주 117과 181에서는 BMPR- II의 발현이

결여되어 Smad cascade pathw ay를 통한 신호가 전달될 수 없다는 것을

추측할 수 있었다. 이를 확인하기 위해 각 세포주들을 대상으로 시행한

Northern blot analysis에서 사람 신세포암세포주 112에서는 BMPR- II

mRNA의 발현이 관찰되었으나, 사람 신세포암세포주 117 및 181에서는

BMPR- II mRNA의 발현이 관찰되지 않았다. Western blot analysis에서

역시 사람 신세포암세포주 112에서는 BMPR- II의 발현이 관찰되었으나,

사람 신세포암세포주 117 및 181에서는 BMPR- II의 발현이 관찰되지

않았다. 이는 사람 신세포암세포주 117 및 181에서 BMPR- II가 전사 및

번역단계에서의 장애로 인해 수용체 발현이 저하되어 있다는 것을

의미한다.

따라서 사람 신세포암세포주 117과 181의 BMP - 6 저항성이 결국
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BMPR- II의 발현정도의 차이에서 기인함을 알 수 있었으며, 이는

암세포들이 세포막 수용체단백의 발현정도를 변화시켜 Smad cascade

활성에 의한 표적유전자들의 유도발현으로 BMP - 6의 성장억제에 대한

저항성을 갖게 되는 것으로 생각된다.

이는 사람 신세포암세포에서 BMPR- II 과발현 유도로 암세포의 성상을

변화시킬 수 있는 가능성을 보여주었으며, 앞으로 이 분야에 대한 연구가

신장암 치료에 있어 또 다른 치료법 개발에 기여할 수 있을 것으로

기대된다.

- 33 -



V. 결 론

본 연구는 bone morphogenetic proteins에 대한 사람

신세포암세포주들의 성장반응과 이에 연관된 신호전달체계와 bone

morphogenetic protein 수용체들의 발현을 조사하여 신세포암에서 bone

morphogenetic protein의 역할에 대해 알아보고자 하였으며 다음과 같은

결과를 얻었다.

1. Bone morphogenetic protein - 6에 대하여 사람 신세포암세포주는 세포막

수용체 및 세포내 신호전달체계가 정상적일 때 성장억제의 반응을

나타낸다.

2. 사람 신세포암세포주에서 bone morphogenetic protein - 6의 성장억제

효과는 세포내 Smad 단백의 활성화를 통하여 일어난다.

3. Bone morphogenetic protein - 6의 성장억제에 저항이 있었던 사람

신세포암세포주 117 및 181에 II형 bone morphogenetic protein

receptor를 과발현 시키면 bone morphogenetic protein - 6에 의한 Smad

단백의 활성화가 유도된다.

4. Bone morphogenetic protein - 6에 의한 성장억제 효과에 저항이 있었던

사람 신세포암세포주의 117 및 181은 II형 bone morphogenetic protein

receptor가 발현되지 않았다.

이상의 결과는 bone morphogenetic protein - 6가 사람 신세포암세포주에
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대하여 성장억제의 영향을 주는 것으로 생각되며, 이에 대한 사람

신세포암세포주들 저항은 그들의 수용체 발현을 변화시켜 나타나는 것으로

생각되어진다. 이는 사람 신세포암세포에서 BMPR- II 과발현 유도로

암세포의 성상을 변화시킬 수 있는 가능성을 보여주었으며, 앞으로 이

분야에 대한 연구가 신장암 치료에 있어 또 다른 치료법 개발에 기여할 수

있을 것으로 기대된다.
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Re s pons e o f human rena l ce l l c arc i noma ce l l s t o bone

mo rphogene t i c pro t e ins and t he expre s s i on o f bone

morphogene t i c pro t e i n re cept o rs

Dong Hy e on Le e

B rain K orea 21 P roj ect f or M edical S ciences

The Graduate S chool, Y ons ei Univers ity

(Directed by Professor Moo Sang Lee and Sung Joon Hong )

Bone morphogenetic protein is a pleiotropic growth factor that

has been suggested to play critical role during the development and

homeostasis of kidney . In the present study , w e evaluated the response

of bone morphogenetic protein - 4, - 6, and - 7 (BMP- 4, - 6, and - 7 ) to

the human renal cell carcinoma cell lines , 112, 117, and 181. T here w ere

no growth inhibitory effect of BMP - 4 and - 7 on these three cell lines .

However , the effect of BMP - 6 was correlated with the expression of

BMP receptor s (BMPRs) in the human renal cell carcinoma cell lines ,

112, 117, and 181. Of these three cell lines, BMP - 6 inhibited the

proliferation of 112 cells but not 117 and 181 cells in a dose- dependent

manner . By Northern blot and immunoblot analy sis, it w as demonstrated

that 117 and 181 cells have undetectable levels of expression of BMP

receptor type II (BMPR- II).
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T o demonstrate that the level of defect in BMP - 6 signaling is at the

receptor level, the tw o BMP - 6 resistant cell lines w ere infected with

adenovirus containing constitutively active form of BMP receptor types

IA and IB (BMPR- IA - CA and IB- CA , respectively ). After the infection ,

the cells w ere transfected with pSBE4, a BMP - 6- responsive luciferase

reporter construct . T he result s demonstrated that the level of luciferase

activity following adenovirus infections was elevated in both 117 and 181

cells , suggesting that the down- stream signaling molecules of BMP - 6 is

intact in these cell lines . Finally to demonstrate that the insensit ivity to

BMP - 6 is due to the decreased levels of expression of BMPR- II, these

cells were transiently co- transfected with BMPR- II and pSBE4. T he

result s demonstrated that BMP - 6 signaling w as restored following

transfection with BMPR- II. T aken together , these result s demonstrate

that the human RCC cell lines 117 and 181 are resistant to the growth

inhibitory effect of BMP - 6 because they have decreased levels of

expression of BMPR- II.

____________________________________________________________________

Key Words : renal cell carcinoma, bone morphogenetic protein , bone

morphogenetic protein receptor
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