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서      론

  Cyclooxygenase (COX)-2는 정상적인 인체 세포에서 발현

되지 않고 염증반응이나 암유전자 (oncogene), 사이토카인

(cytokine) 등에 의해 그 발현이 유도되는 효소로서 여러 질

병과 관련되어 연구되고 있다.
1,2 특히 COX-2와 대장암과의 

관련성이 보고되면서 암 예방 및 치료 대상으로 COX-2를 

Cyclooxygenase-2 억제제의 N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) 
nitrosamine 유도 백서 방광암의 유전자 발현에의 영향

The Effect of Cyclooxygenase-2 Inhibitor on the Gene 
Expression Profile of N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) 
nitrosamine-induced Rat Urinary Bladder Cancer
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Purpose: Cyclooxygenase (COX)-2 plays an important role in promoting 
cancer cell proliferation and angiogenesis in human bladder cancer. In this 
study, we investigated the antitumor or antiangiogenic effects of selective 
COX-2 inhibitor on N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine (BBN)-induced 
rat bladder tumorigenesis.
Materials and Methods: Forty male Fischer 344 rats (control) were given 
only 0.05% BBN, while 40 rats (experimental) were administered 1,500mg/ 
kg celecoxib once daily and this treatment started from 1 week before 
their BBN treatment. Ten rats from the control groups and the experimen-
tal groups were then sacrificed at 4, 12, 16 and 24 weeks after BBN treat-
ment. We observed all the bladders macroscopically as well as microscop-
ically, and we measured the COX-2 expression in the bladder tissues. 
Utilizing a cDNA microarray, we analyzed the significant differences of 
gene expression between the 12 week-control group and the 12 week- 
experimental group.
Results: The incidence of tumor was lower in the experimental group than 
in the control group from week 12 to week 24. The COX-2 expressions were 
more significantly decreased via the BBN induction (p＜0.05) in the experi-
mental groups than in the control groups after 4 weeks. For the 12 week- 
experimental group, there were 15 genes altered by the administration of 
selective COX-2 inhibitor, and the selective COX-2 inhibitor especially 
regulated transgelin, membrane metallo endopeptidase and apolipoprotein 
E of these 15 genes to prevent the incidence of bladder tumor.
Conclusions: Selective COX-2 inhibitor has an inhibitory effect on BBN- 
induced rat bladder tumorigenesis. In the pre-neoplastic phase, selective 
COX-2 inhibitor regulates transgelin, membrane metallo endopeptidase 
and apolipoprotein E to prevent the incidence of bladder tumor. (Korean 
J Urol 2006;47:310-315)
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주목하게 되었고3,4 이후 다른 암에서도 대장암과 같은 

COX-2와 암 발생 및 진행과의 관련성이 연구되었다.
1,3 이 

때 COX-2는 주로 암의 발생, 촉진 및 전이의 발암과정에서 

과발현되고
1 암세포에 의한 혈관신생과정, 세포고사 등의 

기전에 관여한다.
1,2,4 한편 방광암의 여러 단계 발암과정에

서도 COX-2 과발현이 연구되었고,
5-8 최근에는 COX-2와 방

광암의 혈관신생과정과의 관련성이 보고되었다.
9 따라서 

COX-2 억제는 방광암 발생 억제에도 중요하게 인식되고 

있다.

  최근 cDNA microarray법의 상용화로 대량적인 유전자 발

현 연구가 가능하게 됨에 따라 인체 방광암을 대상으로 한 

여러 cDNA microarray 결과도 발표되고 있다.
10,11 이와 더불

어 BBN유도 백서 방광암 모델을 대상으로 유전자 발현양

상도 발표되었다.
12 이 연구는 종양의 대사기전 관련 588개

의 유전자들로 구성된 cDNA칩을 사용하였고, 형태학적으

로 저등급과 고등급 방광 이행상피암이 우세하고 침윤암이 

관찰된 30주 BBN유도 백서 방광암의 점막상피세포를 대상

으로 microarray를 시행하였다. 여기서 23개의 의미있게 과

발현된 유전자와 7개의 저발현된 유전자가 관찰되었고 이 

유전자 중 proliferating cell nuclear antigen (PCNA), gluta-

thione-S-transferase (GST)의 subunits, clusterin, NF-kappa-B 

(NFκB) transcription factor와 plakoglobin은 이미 인체 방광

암과 관련된 유전자로서 그 역할이 밝혀져 있다. 본 연구의 

예비 실험에서도 24주 BBN유도 백서 방광암 분석에서 

GST의 subunits, NFκB의 유전자 변화가 관찰된 바 있다 (발

표되지 않은 자료임).

  본 연구에서는 이러한 발암과정에서의 유전자 발현 변화

에 COX-2 선택적 억제제가 어떠한 영향을 미치는지 살펴

보고자 하였다. COX-2 선택적 억제제는 기존의 cyclooxy-

genases 억제제인 비스테로이드성 소염제 (nonsteroidal anti- 

inflammatory drugs; NSAIDs)의 부작용이 거의 없는 효과적

인 암 예방 및 치료제로 대두되고 있다.
4 특히 본 연구는 

방광암의 초기 발암 단계에 초점을 맞추어 COX-2 선택적 

억제제의 유전자 발현에의 영향을 연구하고자 하였다. 초

기 발암 단계를 연구할 수 있는 BBN유도 백서 방광암 모델

은 이미 인체 방광 이행상피암과 형태학적, 생물학적, 분자

수준에서 유사한 진행을 보여주는 것으로 알려져 있어 임

상연구의 대체 모델로서 가치가 있음이 증명된 바 있다.
12-15

  본 연구팀은 이전 연구에서 BBN 유도 4주부터 24주까지 

4단계로 나누어 병리학적 소견, COX-2 발현측면에서 

COX-2 선택적 억제제의 효과를 관찰한 결과, COX-2 선택

적 억제제가 방광암의 발암과정을 지연시키는 효과를 발표

한 바 있다.
16 이 결과를 근거로 초기 발암 단계 방광병변에

서 5,000여 개 cDNA 칩을 대상으로 COX-2 선택적 억제제

에 의해 조절되는 유전자를 밝히고자 하였다.

대상 및 방법

    1. 실험동물

  7주령 (200g)의 수컷 Fischer 344 백서 (n=30, SLC Inc., Shi-

zuoka, Japan)를 구입하여 0.05% BBN (Tokyo Kasei Kogyo, 

Tokyo, Japan)만을 투여한 군 (대조군, n=10), 0.05% BBN 투

여와 함께 1,500mg/kg celecoxib (Pharmacia Searle & Co., San 

Juan, Puerto Rico)로 억제를 시도한 군 (실험군, n=10), 정상

방광을 지닌 군 (정상 방광군, n=10)으로 나누었다. BBN은 

0.01% tween 80에 용해시켜 음용수에 혼합하여 자유롭게 

섭취토록 하였으며 celecoxib는 이전 연구
11에서 사용된 

1,500mg/kg 농도를 1% methylcellulose로 부유시킨 후 straight 

dosing needle을 사용하여 BBN 투여 1주 전부터 매일 1회 

경구투여하였다. 모든 사육 백서는 음용수를 자유롭게 섭

취토록 하였다. 상기의 모든 실험과정은 연세대학교 의과

대학 실험동물 이용규정에 근거하여 수행되었다.

    2. cDNA microarray를 이용한 유전자 발현 분석

  1) Total RNA 추출 및 fluorescent labeled cDNA 제조: 이

전 연구에서16 초기 방광암 발암단계를 보여주고 COX-2 

선택적 억제제에 의한 발암과정 지연효과가 최초로 나타나

는 12주 대조군과 12주 실험군의 방광에서 total RNA를 추

출하였다. 이때 각 군 10마리의 방광 중 동일한 조직학적 

양상을 보인 방광을 선택하여 Trizol reagent (Invitrogen life 

technologies, Carlsbad, USA)로 total RNA를 추출하였다. 추

출된 total RNA는 동일한 양으로 혼합되어 12주 대조군과 

12주 실험군 각각 50μg total RNA로 만들어졌다. 이후 이들

은 각각 붉은색 형광염료인 cyanine 5 (Cy5, NEN Life 

Science Products, Boston, USA)로 표지되었다. 한편 reference 

total RNA는 3마리의 Fischer 344 백서의 10개 조직 (뇌, 방

광, 췌장, 신장, 비장, 피부, 대장, 소장, 심장, 폐)으로부터 

각각 추출된 total RNA을 동량으로 혼합하여 50μg total 

RNA를 만들었고 이후 연두색 형광염료인 cyanine 3 (Cy3, 

NEN Life Science Products, Boston, USA)으로 표지되었다. 

이와 같이 준비된 total RNA는 역전사과정을 거쳐 cDNA로 

제조되었으며 이 과정에서 Cy3-dUTP (reference)와 Cy5- 

dUTP (12주 대조군 또는 12주 실험군)가 혼입되었다.
17-19
 이

렇게 제조된 각각의 cyanine으로 표지된 cDNA생성물은 정

제되어 microarray hybridization을 위하여 hybridization blockers

와 함께 혼합된 후 최종 농도로 농축되었다.
17-19

  2) Microarray hybridization 및 자료분석: 염기서열이 알

려진 유전자와 expressed sequence tags (EST)를 포함한 5,000
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여 개의 백서 cDNA clones들이 점적된 rat cDNA chips (RSVC 

v1.0, GenomicTree Inc, 대전, 한국)을 구입하여 이전 연구
17-19와 

같이 pre-hybridization과 hybridization을 실시하였다. 그리고 

hybridization의 발현변화의 타당성 검증을 위하여 Cy5와 

Cy3를 바꾸어 표지한 다음 hybridization 실험을 실시하였고 

시행된 모든 microarray hybridization을 3회 반복하였다. 

Microarray의 형광이미지는 GenePix 4000B scanner (Axon 

Instruments, Foster, USA)로 얻었고, 얻어진 자료들은 먼저 

fold change를 보인 유전자들과 microarray hybridization의 배

경잡음과 구별되는 평균 강도를 가진 유전자들만을 포함하

도록 걸러졌다. 그 후 12주 대조군과 12주 실험군 간의 유전

자 발현 차이는 significance of microarray (SAM)으로 분석되

었다.

  3) Reverse transcriptase-polymerase chain reaction: 12주 

대조군과 12주 실험군의 방광조직에서 cDNA microarray 결

과로 얻어진 유전자 발현 변화를 reverse transcriptase-poly-

merase chain reaction (RT-PCR)로 검증하기 위해 앞서 12주 

대조군과 12주 실험군의 각각의 방광조직에서 추출된 total 

RNA 1μg을 15unit/μg avian myeloblastosis virus (AMV) 

reverse transcriptase와 0.025μg/μl random primer (Reverse 

transcription system, A3500, Promega Co, Madison, USA)를 

사용하여 단일가닥의 cDNA로 제조하였다.
20
 이때 역전사 

반응액으로 10mM Tris-HCl, pH 8.3, 50mM KCl, 0.1% Triton 

X-100, 5mM MgCl2, 1mM deoxyribonucleoside triphosphates

(dNTPs) 혼합액을 사용하였다. 역전사는 Thermal cycler

(Perkin Elmer geneAMP PCR system 9600, Applied biosys-

tems, Foster, USA)으로 42
oC 60분, 99oC 5분, 4oC 5분 조건에

서 이루어졌다. 이 후 Taq PCR master mix kit (Qiagen., Cat. 

No. 201443, Valencia, USA)로 얻어진 역전사 생성물 2μl를 

넣어 제조사의 지시에 따라 PCR을 수행하였다. 이 때 50μl 

PCR 반응액은 Taq PCR master mix 25μl, 증류수 21μl와 

각각의 0.4μM sense와 antisense primer를 포함하였다. PCR

에 이용한 transgelin (NM_031549), apolipoprotein E (NM_ 

138828), membrane metallo endopeptidase (NM_012608)와 β- 

actin의 primer 염기서열 및 반응조건은 Table 1과 같다. 음성

대조군으로 cDNA 대신 diethyl pyrocarbonate (DEPC)로 처

리한 증류수를 동량 사용하였다. 증폭된 PCR 생성물은 2% 

agarose gel에서 전기영동을 하였고 이것을 ethidium bromide

(EtBr)로 염색하였다. 상대적 발현정도는 TINA 2.10e pro-

gram (Raytest sotopenmessgeraete GmbH, 1993, Pforzheim, 

Germany)으로 측정하였다.

결      과

  BBN 유도 백서 방광암 발암과정 초기 발암단계에서의 

COX-2 선택적 억제제 효과를 cDNA microarray에 의해 측정

하였다. 이때 초기 발암단계는 조직학적으로 전암병변이 

우세하며 최초로 분열기 세포가 관찰되는 12주 대조군과 

Table 1. Primer sequences and the PCR conditions
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ
Genes Primer sequences bp PCR condition

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
35 cycles

Sense 5’-GTGGATTGTAATGCAGTGTG-3’
94oC, 5min

Transgelin 605
55oC, 1min

Antisense 5’-GTGATACCTCAAAGCTGTCC-3’
72oC, 1min

35 cycles
Sense 5’-CCAGGGCAAAGCGACCAACC-3’

94oC, 5min
Apo-E 613

60oC, 1min
Antisense 5’-GGTTGCCCACTTCCTCCAGC-3’

72oC, 1min

35 cycles
Sense 5’-TTCTGTGCTCGTCTTGCTCC-3’

94oC, 5min
Mme 221

58oC, 1min
Antisense 5’-CTGTATCGGGAACTGGTCTC-3’

72oC, 1min

35 cycles
Sense 5'-TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-3'

94oC, 5min
β-actin 350

55oC, 1min
Antisense 5'-TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCC-3'

72oC, 1min
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
PCR: polymerase chain reaction, bp: base pair, Apo-E: apolipoprotein E, Mme: membrane metallo endopeptidase
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12주 실험군의 방광으로 정의하였다.16 Fig. 1은 microarray 

hybridization 후 얻은 유전자의 이미지 강도를 ratio of me-

dian 값으로 표시한 그래프로, 12주 대조군과 12주 실험군

을 SAM 분석한 결과 의미있는 변화를 보인 15개 유전자들

에 대한 ratio of median 값을 나타냈다.

  특히 EST, transgelin, Apo-E, mme 유전자는 3회 반복된 

실험에서 fold change가 2.0 이상 0.5 이하의 범위에 ratio of 

median 값을 가지며 상향 또는 하향조절된 유전자들이다 

(Fig. 1). 이 실험에 대한 타당성을 그 역할이 알려져 있지 

않은 EST를 제외하고 RT-PCR로 검증한 결과 (Fig. 2), trans-

gelin, Apo-E, mme 유전자는 microarray와 동일한 발현 양상

을 보였다. 

고      찰

  초기 방광암 발암 단계인 12주 실험군에서 COX-2 선택

적 억제제는 15개의 유전자에 영향을 주었고 그중 암 억제 

방향으로 조절되는 transgelin, membrane metallo endopepti-

dase (mme), apolipoprotein E (Apo-E)를 확인하였다. 방광암 

발암과정의 억제에 이들 유전자와 COX-2 발현이 어떠한 

상호작용으로 관여하는지는 밝혀진 바 없다.

  그러나 본 연구에서 COX-2 선택적 억제제의 유전자 수

준에서의 억제 효과는 육안적 및 현미경적으로 변화가 미

세하여 관찰이 어려운 초기 발암 단계의 방광 (12주 대조군

과 12주 실험군)을 대상으로 하여 얻은 결과로서 의의가 있

다. COX-2 선택적 억제제에 의해 상향 조절된 유전자 7개

와 하향 조절된 유전자 8개가 모두 발암과정에 영향을 미치

고 있으나 특히 transgelin, mme, Apo-E가 이전 연구에서도 

여러 암과 관련하여 연구된 바 있다. cDNA microarray결과

와 더불어 RT-PCR로 12주 대조군과 실험군 방광에 발현을 

검증한 바 COX-2 선택적 억제제에 의해 방광암의 발암과

정 억제 방향으로 조절됨이 확인되었다 (Fig. 1, 2). 이때 

COX-2 선택적 억제제는 종양관련 유전자 중 transgelin 발현

을 증가시켰고 mme와 Apo-E는 그 발현을 감소시켰다. 이

것은 BBN 유도 백서 방광암 모델에서 COX-2 선택적 억제

제가 초기 발암 단계에 유전자 발현의 변화를 유도하며 이

들 15개 유전자들을 암을 억제시키는 방향으로 조절시키는 

것으로 추정되었다. 그러나 일부 transgelin, mme, Apo-E만

이 암 억제와 관련된 연구 결과가 나타나 있고 다른 유전자

들의 암 억제와 관련한 역할은 거의 알려져 있지 않다. 이미 

알려진 transgelin,
21 mme,22,23 Apo-E24의 주된 역할은 암 유전

자로의 기능이며, actin-gelling 단백질인 transgelin은 BBN 

유도 방광암의 초기 발암과정에서 COX-2 선택적 억제제에 

의해 그 발현이 증가되었고 이는 인체 유방암과 대장암 세

Fig. 1. Altered genes by administering selective COX-2 inhibitor. Fifteen genes are differentially expressed by administering selective 

COX-2 inhibitor. The ratio of the median, mean and log of Cy5/Cy3. EST and transgelin are up-regulated by the selective COX-2 inhibitor 

on the results of triplicate experiments, and mme and Apo-E are down-regulated. COX-2: cyclooxygenase-2, mme: membrane metallo 

endopeptidase, Apo-E: apoplipoprotein-E.
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포주와 환자 종양조직에서 암의 진행에 따라 발현이 억제

되는 결과와 상응한다. 또한 인체 자궁내막암, 비소세포폐

암의 프로테오믹스 연구 결과도 종양조직에서 transgelin 발

현이 억제됨을 발표한 바 있다.
25,26 Mme와 Apo-E는 암의 진

행에 따라 발현이 증가하는 유전자로 본 연구에서는 COX-2 

선택적 억제제에 의해 그 발현이 감소되었다. Mme는 CD10

이라고 명명되기도 하며 현재 급성림프구성백혈병의 일반

적인 항원으로 밝혀져 있고 이는 B cell 분화 초기의 표지자

이다.
27 1994년에는 이미 초기 방광암의 예후인자로서 연구

되었으나,
22 현재 구체적인 작용기전이 밝혀져 있지 않다. 

Apo-E는 콜레스테롤 역운반에 관련하는 단백질로서 macro-

phage에서 발현된다.
28 특히 최근에는 방광암의 증식 조절

에 역할을 하는 TERE1 유전자/단백질과 Apo-E가 상호 작

용하는 것이 발표되었다.
29 여기서 Apo-E는 정상 방광과 다

양한 이행상피 방광암에서 모두 발현되었고 정상방광과 비

교되었을 때 근육 침윤 이행상피 방광암에서는 유의적으로 

발현이 감소하였다. 이와 같이 방광암에서의 transgelin, mme, 

Apo-E의 역할이 밝혀져 있지 않으므로 추후 transgelin, mme, 

Apo-E가 COX-2 발현과 암 억제에 어떠한 역할을 하는지 

구체적으로 연구되어야 할 것이다.

  요약하면 BBN 유도 백서 방광암 발암과정에서 COX-2 

선택적 억제제는 초기 발암 단계가 우세한 12주 실험군에

서 방광암 발암을 억제시키는 방향으로 transgelin, mme, 

Apo-E 유전자를 조절시켜 초기 방광암의 예후인자로서의 

가능성을 기대한다. 하지만 이들 유전자들과 COX-2 발현 

및 COX-2 선택적 억제제의 억제기전과의 관련성은 알 수 

없어서, 향후 COX-2 선택적 억제제에 의한 방광암 발암과

정 억제 측면에서 이들 유전자들의 역할이 규명되어야 할 

것이다.

결      론

  COX-2 선택적 억제제는 BBN 유도 백서 방광암 발암과

정의 초기 발암단계가 우세한 12주에 15개의 유전자 발현

에 영향을 주었다. 특히 transgelin, Apo-E, mme와 같은 암 

관련 유전자 발현에 영향을 주는 것으로 보인다. 향후 이들 

Fig. 2. The transgelin, Apo-E and mme expressions by cDNA microarray and RT-PCR. In week 12, the transgelin, Apo-E and mme 

expressions of the bladder tissues on cDNA microarray are similar to results obtained on RT-PCR. (A) Electrophoresis on 2% agarose 

gel after RT-PCR. (B, C, D) Comparison between the cDNA microarray and RT-PCR for the transgelin, Apo-E and mme expression. 

The relative intensity is the ratio of each gene's intensity to the β-actin intensity. RT-PCR: reverse transcriptase-polymerase chain reaction, 

Apo-E: apolipoprotein E, Mme: membrane metallo endopeptidase.
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유전자에 대한 다양한 실험적 조건에서 인체 방광암을 대

상으로 한 역할 규명에 관한 연구가 이루어져야 할 것이다.
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