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국국국국 문문문문 요요요요 약약약약
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ATP(adenosine 5'-triphosphate)는 세포내에서 일차적인 에너지원으로 이용

될 뿐만 아니라 세포외에도 미량 존재하며 세포내 다양한 생리적 기능에 관여

하는 것으로 알려져 있다. 세포외액의 ATP와 같은 adenine 뉴클레오티드 및

adenosine의 작용은 세포외막에 존재하는 수용체를 매개로 이루어지는데, 이러

한 수용체를 퓨린성 수용체(purinergic receptor)라 하며, 크게 P1과 P2 수용체

로 구분한다. 퓨린성 수용체는 정상적으로 세포의 발달, 증식, 분화, 세포사멸

등의 세포주기 신호전달 과정에 밀접한 관련을 갖고 있으며, 종이나 세포에

따라 수용체의 발현 및 생리적 특성이 다양한 것으로 알려져 있다. 따라서 본

연구에서는 소아의 망막에서 치명적인 암을 유발시키는 사람 망막아종 세포를

대상으로 퓨린성 수용체의 특성과 그 생리적 기전의 일부를 규명하고자 하였

다. 퓨린성 수용체의 활성화 여부를 확인하기 위해서 망막아종 세포주의 하나

인 WERI-Rb-1 세포를 대상으로 칼슘 이미징(imaging) 기법을 이용하여 세포

내 칼슘농도 ([Ca2+]i)를 측정하였으며, 망막아종 세포막에 발현된 퓨린성 수용

체의 아형을 관찰하기 위해 역전사 연쇄 중합반응 (RT-PCR)과 Western blot

방법을 이용하였다. 본 연구를 통해 규명된 주요 결과는 다음과 같다.

칼슘 이미징 실험에서 10 μM의 ATP를 투여하였을 때 대부분의 망막아종

세포에서 (80% 이상) 현저한, 일과성 [Ca2+]i 증가를 보였으며 (n=46), 이와 같

은 변화는 농도의존적으로 나타났다. 퓨린성 수용체의 활성화에 따른 [Ca2+]i

증가는 세포외 칼슘이 제거된 조건에서도 90.7±1.0% 이상 유지되었다 (n=48).

역전사 연쇄 중합반응 (RT-PCR)을 관찰한 결과 망막아종 세포에서

P2Y1,2,4,6,8,11,12 아형의 퓨린성 수용체를 코딩하는 mRNA들이 확인되었다. 퓨린

성 수용체 각 아형의 활성화를 확인하기 위해 효현제 및 차단제를 사용한 결
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과, P2Y1 수용체 효현제 (2MeS-ATP, 1 μM)에 의한 세포내 칼슘농도 증가는

ATP (10 μM)에 의한 [Ca2+]i의 85.9±3.1%에 이르나 P2Y1의 선택적 차단제인

MRS 2179 (30 μM) 투여시 대부분 (86.3±2.3%)이 억제되었다 (n=76). 그러나

P2Y2,4,6 효현제인 UTP (100 μM)에 의한 [Ca2+]i 에는 거의 변화가 없었다.

P2Y11 수용체 아형의 효현제인 BzATP (100 μM)에 의한 [Ca2+]i 은 대조군의

31.2±3.7%에 해당하였다. 한편, phospholipase C (PLC) 차단제 (U-73122, 1 μ

M) 및 Ca2+-ATPase 차단제 (thapsigargin, 1 μM)에 의해서는 각각 대조군의

10.4±1.8% (n=55), 8.1±0.9% (n=52)로 대부분 억제되었다. 반면에, PLC 차단제

인 U-73122의 유사체 (isoform)인 U-73343 (1 μM) 투여시에는 세포내 칼슘농

도의 억제가 유의하게 관찰되지 않았다 (n=69). RT-PCR에서 IP3-1, IP3-2 수용체

아형의 mRNA가 확인되었으며, IP3 수용체 차단제인 2-APB (20 μM)는 ATP에

의한 세포내 칼슘농도의 증가를 92.5±1.3% 억제하였다 (n=71). 마지막으로 퓨

린성 수용체 단백질을 확인하기 위한 Western blot 방법을 통해 P2Y1 수용체

단백질의 발현을 확인하였다.

이상의 결과를 종합해 볼 때, 망막아종 세포에는 P2Y1 수용체가 주로 발현

되어 있으며, 이 수용체의 세포내 신호전달 기전은 PLC 경로를 통한 세포내

저장소로부터 칼슘동원에 관여하는 것으로 나타났다. 퓨린성 수용체를 통한

세포내 칼슘동원 기전은 사람 망막아종 세포의 분화와 성숙에 필수적인 과정

으로 사료된다. 본 연구의 결과는 사람에서 망막아종의 발생과정에 퓨린성 수

용체가 관여하는 기전에 대한 이해의 폭을 넓히는 중요한 기초정보로 활용할

수 있을 것으로 본다.

핵심되는 말: 망막아종 세포, 퓨린성 수용체, 칼슘이온농도, 칼슘 이미징,
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연세대학교 대학원 의학과

김김김김 윤윤윤윤 희희희희

제제제제 1111장장장장 서서서서론론론론

ATP (adenosine 5'-triphosphate)는 세포내에서 일차적인 에너지원으로 이용될

뿐만 아니라 세포외에도 미량 존재하며 세포내 다양한 생리적 기능에 관여하는

것으로 잘 알려져 있다. 세포외액의 ATP와 같은 adenine 뉴클레오티드 및

adenosine의 작용은 세포외막에 존재하는 수용체를 매개로 이루어지는데, 이러한

수용체를 퓨린성 수용체 (purinergic receptor)라 한다. 이는 여러 가지 효현제

(agonist)의 효과 및 길항제 (antagonist)의 선택성 등을 기준으로 크게 P1과 P2 수

용체로 구분한다. Adenosine과 AMP (adenosine monophosphate)의 작용이 우세

한 P1수용체는 다시 A1, A2, A3로, ADP와 ATP의 작용이 우세한 P2 수용체는 리

간드-의존성 (ligand-gated) 이온채널인 P2X와 G-단백과 연결된 P2Y로 나누어진다

(Burnstock, 1990). 일반적으로 세포외액에서의 퓨린 뉴클레오티드와 뉴클레오시드

는 포유동물의 뇌, 뼈, 태반, 골격근, 폐, 비장, 신장, 심장, 눈 등과 같은 조직에 광

범위하게 분포하고 있다 (Fries 등, 2004a,b). 이 분자들은 퓨린성 수용체를 통해

중추신경 및 말초신경계에서의 신경전달 (neurotransmitter) 혹은 신경조절

(modulators)(Ralevic 및 Burnstock, 1998; Newman, 2003), 골격근에서 아세틸콜린

의 작용 강화 (Akasu 등, 1981), 심근 (Burnstock 및 Meghji, 1983; Olsson 및

Pearson, 1990), 수뇨관 (Kong, 1993), 자궁 (Lee 등, 1994), 혈관 (Lee 등, 2000)등

의 평활근의 수축이나 이완, 호르몬, 신경전달물질 및 사이토카인 (cytokine) 분비
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(Fries 등, 2004b) 등과 같은 생리적 기능을 조절한다. 또한 세포막의 투과도 변화

(Pannicke 등, 2001), 세포내 신호전달 조절을 통한 세포의 성장, 분화, 증식, 사멸

등의 기전을 매개하고 (Cha 등, 2000; Fries 등, 2004b), 면역계 질환, 염증, 통증,

신경퇴행성 질환, 골다공증 등에서 다양한 병리적 기전에도 관여 한다 (Fries 등,

2004b). 또한 퓨린과 피리미딘은 암이나 허혈성 손상, 약물 및 방사선 독성, 외상

성 조직 손상, 뼈의 재흡수, 스트레스 및 출혈성 쇼크 등과 같은 병태생리적 상황

에서 보호기전을 활성화시키는데도 관여하는 것으로 (Abbracchio 및 Burnstock,

1998) 알려져 있다.

현재까지 눈의 조직에 분포되어 있는 퓨린성 수용체를 규명하기 위한 많은 연

구가 진행되어 왔다. 소 (Peterson 등 1997; Shahidullah 및 Wilson, 1997; Srinivas

등, 1998; Cha 등, 2000), 토끼 (Jumblatt 및 Jumblatt, 1998; Hosoya 등, 1999;

Kimura 등, 1999; Sugamoto 등, 1999; Murakami 등, 2000a,b; Shiue 등, 2000; Li

등, 2001b; Meyer 등, 2001; Cowlen 등, 2003), 쥐 (Fujihara 등, 2001;

Wheeler-Schilling 등, 2001; Fries 등, 2004), 원숭이 (Cowlen 등, 2003), 사람

(Sullivan 등, 1997; Jumblatt 및 Jumblatt, 1998; Collison 및 Duncan, 2001;

Mundasad 등, 2001; Bringmann 등, 2002)을 대상으로 눈의 구조 및 기능에 관련

된 여러 세포나 조직에서 퓨린성 수용체가 널리 분포되어 있음이 확인되었고, 그

분포양상은 종(species)과 부위에 따라 다양한 것으로 보고되었다 (Pintor, 1998;

Cowlen 등, 2003). 또한 안과영역에서의 퓨린성 수용체의 임상적용 가능성에 대해

서도 많은 연구가 이루어져, 현재 안구건조증이나 일부 망막박리 치료제로서의

효용성도 입증되고 있다 (Peterson 등, 1997; Murakami 등 2000a,b; Mundasad 등,

2001; Cowlen 등, 2003). 그러나 눈 조직에서 발견되는 퓨린성 수용체의 다양한

분포에도 불구하고 일부 수용체 아형의 발현특성 및 기능적 특성에 관해서만 잘

알려져 있을 뿐이며, 병태생리학적 기전에 관련된 퓨린성 수용체의 조절특성에 대

해서는 충분한 연구가 이루어지지 않아 지속적인 연구의 필요성이 제기되고 있다.
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1111....1111.... 퓨퓨퓨퓨린린린린성성성성 수수수수용용용용체체체체의의의의 일일일일반반반반적적적적 특특특특성성성성

퓨린성 수용체가 규명된 이래로 다양한 퓨린 수용체 아형들을 클로닝(cloning)

하고 그 특성을 규명한 결과, ATP를 포함한 뉴클레오티드들은 세포외 신호전달

과정에 필수적인 분자 (molecules)임이 밝혀졌다 (Brake 및 Julius, 1996). 특히, P2

수용체는 다양한 세포에 광범위하게 분포하고 있는 세포외 뉴클레오티드의 작용

을 매개하며, 여기에는 리간드-의존성 (ligand-gated) P2X 수용체와 G-단백 연결

P2Y 수용체가 포함된다. 수용체 활성화에 따른 신호전달은 직접적으로 이온채널

에 영향을 주거나 (P2X) guanine nucleotide binding protein (G-단백)을 매개로

(P2Y) 활성화된다. 현재까지 포유류에서 cloning된 P2X 수용체 아형은 최소 8개

이상이며 (P2X1～8), P2Y 수용체에도 P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13,

P2Y14 등의 아형들이 보고되어 있다 (Ralevic 및 Burnstock, 1998; Fries 등, 2004).

P2X 수용체는 세포내에 C와 N-terminal이 위치하고 세포밖에 긴 loop를 가진

two-transmembrane (2TMs) receptor이다 (Wheeler-Schilling 등, 2001). P2X2,

P2X4, P2X6 수용체 아형들은 신경과 감각조직에 가장 일반적으로 발현되어 있다

(Burnstock, 1996; 1997; North 및 Branard, 1997). P2X 수용체를 통한 신호전달은

10ms 이내의 신속한 시간 내에 세포막을 통과하여 이동하는 비선택적 양이온들

(Na+, K+, Ca2+)에 의해 매개된다. 특히 세포막을 통한 칼슘유입은 세포내 칼슘이

온농도 증가의 중요한 자원이 되어 직접 세포막의 탈분극을 일으킬 뿐만 아니라

(Bean, 1992; Dubyak 및 el-Moatassim, 1993), 막전압 의존성 Ca2+ 채널을 활성화

시켜 이차적으로 칼슘유입 및 세포내 소포체 (endoplasmic reticulum, ER)로부터

의 칼슘유리를 촉진한다. P2X 수용체에 의한 신호전달은 세포막이나 세포질내에

서 second messenger의 생성이나 확산과정이 필요 없어 매우 신속하게 이루어지

므로 신경전달이나 근수축 과정에서 매우 중요한 역할을 한다 (K gelgen 및

Wetter, 2000).

한편, P2Y 수용체는 heterotrimeric G-단백과의 상호작용에 의해 다양한 세포내

신호전달을 활성화시키는 seven-transmembrane (7TMs) 수용체의 상과

(superfamily)에 속한다 (Ralevic 및 Burnstock, 1998; Fries 등, 2004). P2Y 수용체
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아형들 중 P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 수용체는 사람에게서 클로닝되어 왔고 기능적

으로 활성화된 형태라고 알려져 있다 (Ralevic 및 Burnstock, 1998; Sak 및 Webb,

2002; Abbracchio 등, 2003). 이들 수용체들은 뉴클레오티드의 선택성에 따라 크게

3개의 범주로 나눌 수 있는데, P2Y1은 아데닌 뉴클레오티드 (adenine nucleotide)

에 의해서만 활성화되고, P2Y6 수용체는 유리딘 뉴클레오티드 (uridine nucleotide)

에 의해서, P2Y2,4는 아데닌과 유리딘 모두에 의해 활성화된다 (North 및 Barnard,

1997; Communi 등, 1997; Webb 등, 1998). P2Y11,12,13,14 수용체들은 최근에 알려진

아형들로 그 분포와 기능적 특성들에 대해서는 다른 수용체 아형들에 비해 알려

진 바가 적다 (Fries 등, 2004). P2Y 퓨린성 수용체에 의한 세포내 신호전달 기전

은 기본적으로 P2Y 퓨린성 수용체는 모두 phospholipase C (PLC) 활성화 -

inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) 생성 - 세포내 칼슘동원의 과정으로 이어지는

PLC-IP3 경로와 연관된다 (Harden 등, 1995; Schachter 등, 1996). 이렇게 동원된

세포내 칼슘에 의해 직접적으로 세포기능이 조절된다 (K gelgen 및 Wetter, 2000).

또 다른 경로로는 AC를 경유하는 기전이 알려져 있다 (Ralevic 및 Burnstock,

1998). 현재 기능적으로 활성화된 형태로 알려진 P2Y 수용체들 중 P2Y1, P2Y2,

P2Y4, P2Y6 수용체 아형들은 PLC 경로를 활성화시켜 IP3를 생성함으로써 세포내

칼슘저장소로부터 칼슘을 동원하는 기전에 관여하고 (Chen 등 1995). P2Y11은

PLC경로와 adenylyl cyclase (AC) 기전을 모두 활성화시키는 것으로 알려져 있다

(Communi 등, 1997).

P2Y1 수용체는 모든 종 (species)에서 adenine 뉴클레오티드에 선택적인 수용체

로, 심장, 골격근, 대동맥 혈관내피, 췌장, 비장, 뇌, 척수 등에서 P2Y1 수용체

mRNA가 발현되어 있다 (Ayyanathan 등, 1996; Janssens 등, 1996; Leon 등 1996;

Palmer 등, 1998). 이 수용체는 ADP, ATP, 2-methylthio-ADP (2MeS-ADP),

2MeS-ATP 등에 의해 활성화되나 UTP, UDP에 의해서는 반응하지 않는다

(Ralevic 및 Burnstock, 1998; K gelgen 및 Wetter, 2000). P2Y1 수용체의 기능은

평활근, 내피, 신경조직을 포함한 다양한 조직에서 근 이완과 endothelium-

derived relaxing factor (EDRF) 및 프로스타글란딘 유리, 혈소판 응집 등에 관여

한다 (Leon 등, 1996; Jin 및 Kunapuli, 1998; Fabre 등, 1999).
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P2Y2 수용체는 세포외 뉴클레오티드 효현제인 ATP와 UTP에 유사한 친화력

(affinity)을 가진 수용체로 (Ralevic 및 Burnstock, 1998) 상피세포, 신경세포, 신경

교세포, 뼈세포, 내피세포 등에 광범위하게 분포한다 (Burnstock 및 Williams,

2000). P2Y2 수용체는 두 가지 G-단백을 경유하는 세포내 신호전달을 통해 다양한

종 (species)의 다양한 세포에서 광범위한 생리적 기전에 관여한다 (Dubyak 및

el-Moatassim, 1993; Pintor, 1998; Cowlen 등, 2003).

P2Y4는 Uracil 뉴클레오티드에 선택성이 높은 수용체로 (Communi 등, 1995),

P2Y4는 UTP에 의한 효현효과가 ATP의 50배가 넘으며, 사람의 태반, 폐, 혈관 평

활근 조직 등에 분포되어 있다 (Communi 등, 1995; Nguyen 등, 1995; Nicholas

등, 1996;). 반면, P2Y6 수용체는 뉴클레오시드 diphosphate에 친화력이 높은 수용

체로, UDP에 대한 효현반응이 UTP의 100배 이상에 달하고 (Nicholas 등, 1996),

사람의 폐, 심장, 대동맥, 소화관, 비장, 태반, 흉선 및 뇌 등에 널리 분포되어 있

다고 (K gelgen 및 Wetter, 2000) 알려져 있다.

P2Y11 수용체는 태반, 신장, 비장, 면역세포, 특히 임파구에 분포되어 있음이 알

려졌고 (Communi 등 1997; Zambon 등, 2001; Conigrave 등 2001; Torres 등,

2002), P2Y12 수용체는 혈소판 응집과정에서 중요한 역할을 하며 뇌에서도 발견되

었다 (Nicholas, 2001). P2Y13 아형은 P2Y12와 매우 유사한 구조를 이루고 있으며

여러 내부장기와 뇌에 분포되어 있음이 알려졌다 (Wittenberger 등, 2001;

Communi 등 2001; Zhang 등, 2002). P2Y14 수용체는 uridine diphosphate

(UDP)-glucose와 UDP-galactose를 리간드로 가지며 (Freeman 등, 2001;

Abbracchio 등, 2003), 다양한 내부 장기와 뇌에서 규명되었고 면역계의 기능에 관

련되는 것으로 보고되어 있다 (Charlton 등, 1997; Chambers 등, 2000; Freeman

등, 2001).

1111....2222.... 눈눈눈눈((((eeeeyyyyeeee)))) 영영영영역역역역에에에에서서서서의의의의 퓨퓨퓨퓨린린린린성성성성 수수수수용용용용체체체체의의의의 의의의의의의의의

근자에 이르러 다양한 뉴클레오티드와 뉴클레오시드들이 일부 안과질환의 치

료에 유용함이 알려지면서 퓨린성 수용체에 대한 관심이 높아져 가고 있다
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(Pintor 1998). 특히, 눈조직에 대한 ATP와 UTP의 정상적․병리적 영향은 P2Y수

용체가 관여되는 것으로 밝혀져 눈을 구성하는 다양한 조직의 세포를 대상으로

퓨린성 수용체의 발현 양상 및 기능적 특성을 규명하는 연구가 활발히 이루어지

고 있다. 사람의 렌즈세포에서 P2Y 수용체는 칼슘을 유리시키고 (Collison 및

Duncan, 2001), 소의 각막세포에서 수분을 이동시킬 뿐만 아니라 (Srinivas 등,

1998; 2002), ATP는 쥐의 홍채내에서 노아드레날린 (noradrenalin)의 유리속도를

조절하고 (Fuder 및 Muth, 1993) 개구리 망막의 광수용체 (photoreceptor)에서 빛

에 대한 민감성을 조절하는 것으로 (Sato 및 Kawamura, 1997) 보고되었다. 또한

퓨린수용체는 어린쥐에서 망막의 발달과 재생을 촉진하고 (Stellwagen 등 1999),

배아기 닭의 망막 (embryonic chick retina)에서 ATP와 UTP는 세포내 저장소로부

터 칼슘을 유리시키는 것으로 (Sugioka 등, 1996) 알려져 있다. 눈의 구조 및 기능

에 관련된 조직에 따라 그 발현양상이 다양하지만 눈조직에 광범위하게 발현되어

있는 퓨린성 수용체 아형들은 P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 등이다 (Jumblatt 및

Jumblatt, 1998; Pintor, 1999; Kimura 등, 1999; Hosoya 등, 1999; Murakami 등,

2000a, b; Shiue 등, 2000; Pannicke 등, 2001; Cowlen 등, 2003; Fries 등, 2004a,b).

이 중에서도 최근에 안과영역에서 관심이 부각되고 있는 것은 P2Y2 수용체 아형

이다. 각막 상피와 내피 (Srinivas 등, 1998; Kimura 등, 1999; Cha 등, 2000; Yang

등, 2000), 결막 상피 (Jumblatt 및 Jumblatt, 1998; Hosoya 등, 1999; Shiue 등,

2000; Li 등, 2001b), 모양체 상피 (Wax 등, 1993; Shahidullah 및 Wilson, 1997),

뮐러 세포 (M ller cell)(Liu 및 Wakakura, 1998; Bringmann 등, 2002; Fries 등,

2004a,b), 망막 색소 상피 (Sullivan 등, 1997), 신경절 세포 (Wheeler-Schilling 등,

2001), 상맥락막 (suprachoroid)(Sugamoto 등, 1999), 렌즈 상피세포 (Collison 및

Duncan, 2001)등에 분포하고 있는 P2Y2 수용체는 발현조직의 특성에 따라 다양한

생리적 기능 조절에 관여하고 있는 것으로 알려져 있다. 눈의 질병모델에서의

P2Y2 수용체는 결막 상피를 통한 Cl-이온과 수분의 이동 및 결막 술잔세포 (goblet

cell)로부터 점액분비를 자극하기 때문에 안구건조증의 치료에 유용한 것으로 밝혀

졌으며(Murakami 등 2000a,b), INS365는 합성 P2Y2 수용체 효현제로 안구건조증

환자들을 위한 새로운 치료약으로 주목받고 있다 (Mundasad 등, 2001). 뿐만 아니
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라 퓨린성 수용체는 망막하 수분재흡수 기전에 관여하여, 망막박리의 치료에도 효

과적인 것으로 알려져있는데, 그 기전은 망막 색소 상피의 fluid pump를 활성화

시키기 때문인 것으로 추측하고 있다 (Peterson 등, 1997). INS 37217는 망막박리

치료약으로 개발된 P2Y2 수용체 효현제로, 망막하 공간내 수분축적으로 인한 망막

박리의 치료제로 현재 임상적용 가능성에 관한 연구가 진행되고 있다 (Cowlen 등

2003). 그 외 최근들어 P2Y1 수용에 의해서도 일부 눈의 조직에서 세포내 칼슘동

원 (James 및 Butt, 2001)이나 [Ca2+]i wave (Li 등, 2001a) 등의 조절이 이루어지는

것이 밝혀져 눈의 생리적 기능에 관여하는 P2Y1 퓨린성 수용체에 대한 관심이 높

아져 가고 있다.

1111....3333.... 망망망망막막막막아아아아종종종종의의의의 특특특특성성성성

망막아종 (retinoblastoma)은 소아들에게서 가장 흔히 발병하는 안구내 악성 종

양으로 미국에서 출생 20,000명당 1명의 빈도로 발생하고 (McFall 등, 1977;

Pendergrass 및 Davis, 1980; Mahony 등, 1990) 망막아종으로 진단받는 평균 연령

은 생후 24개월이다 (Francois 등, 1975). 망막아종은 광수용체 (photoreceptors),

신경세포 (neurons), 및 신경 교세포 (glia)로 분화할 수 있는 다능성 망막 전구세

포 (multipotent retinal precursor)에서 기원하며 (Ohnishi, 1977; Hirooka 등,

2001), 배아 (germ)나 체세포 (somatic cell)에서 염색체 13번의 q14번 영역

(region)의 돌연변이에 의해 (Yunis 및 Ramsay, 1978; Sparkes 등, 1983) 줄기세포

로부터 신경세포와 신경교 선조세포 (neuronal and glial progenies)로 분화하는

대신 악성 표현형 (malignant phenotype)을 획득하게 되면서 종양세포로 발달하게

된다 (Ohnishi, 1977; Kyritsis 등, 1984; Perentes 등, 1987).

망막아종 세포는 소량의 세포질과 과염색성 (hyperchromatic)의 큰 핵으로 이

루어진 직경 7 μm 정도의 작고 둥근 형태학적 특징을 가진 미분화 세포이며

(McFall 등, 1978), 현재 WERI-Rb-1과 Y-79의 두 가지 세포주가 확립되어 있다. 세

포 배양시 망막아종은 부유 상태로 자라며, 배양하였을 때 음이온을 띠는 기질에

잘 부착하는 다른 악성종양 세포들과는 달리 polyornithine이 처리된 양이온을 띤
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플라스크에 두면 바닥에 단층 (monolayer)으로 부착하는 특성을 보이므로 망막아

종은 특이한 전하를 띤 막 (charged membrane)을 가지고 있는 것으로 보이며

(McFall 등, 1977), 부착된 세포는 형태학적 변화가 일어나면서 분화가 이루어지는

것으로 알려져 있다 (McFall 등, 1978). 분화된 망막세포에는 로제트(rosette)가 나

타나며 전자현미경적 소견상 망막아종 세포의 표면에는 수포 (blebs), 라멜리포듐

(lamellipoia)과 같은 피막돌기, 그리고 미세섬모 (microvilli)들이 붙어있어 다른 신

생세포들과 구분된다 (McFall 등, 1978).

망막아종세포는 망막 전구세포 (retinal precursor cell)의 성장과 분화를 규명하

기 위한 모델로 널리 이용되어져 왔다 (Herman 등, 1989; Tombran-Tink 및

Johnson, 1989; Barnes 및 Haynes, 1992; Gomez 등, 1993a; Gomez 등, 1993b;

Gallie 등, 1999; Siegal, 1999; Hirooka 등, 2001; Bertolesi 등, 2003). 다양한 포유

동물 세포에서 일반적으로 세포내 칼슘이온농도의 변화는 세포의 발달적 주기

(orderly progression of the cell cycle)와 증식 및 성장을 조절하는데 중요하며

(Ciapa 등, 1994; Berridge 등, 1998; Guo 등, 1998; Pearson 등, 2002), 망막아종

세포내 칼슘조절 역시 세포의 분화와 관련하여 매우 중요한 기전으로 탐색되어

왔다. 지금까지 알려진 망막아종 세포내 칼슘조절은 대부분 낮은 전압 의존성

(low voltage activated) 이온채널을 통한 칼슘유입에 의한 기전으로 (Barnes 및

Haynes, 1992; Gomez 등, 1993a; Wong, 1995; Hirooka 등, 2001; Bertolesi 등,

2003), 특히 α1G와 α1H 아형의 T-형 칼슘 채널의 발현이 중요한 것으로 알려져

왔다 (Hirooka 등, 2001; Bertolesi 등, 2003). 그러나 다른 포유류의 망막세포들에

서 규명된 바와 같이 수용체를 매개한 구체적인 칼슘조절 특성이나 신호전달 기

전에 관한 연구는 보고되어 있지 않다. 따라서 망막아종은 망막세포와 동일한 줄

기배아세포로부터 기원되며 (Ohnishi, 1977; Kyritsis 등, 1984; Perentes 등, 1987)

사람 망막에서 퓨린성 수용체 (Sullivan 등, 1997)와 사람 망막아종 세포에서 콜린

성 수용체가 규명된 점 (Rah, 2004), 그리고 미분화된 세포로서의 망막아종의 특성

을 고려해 볼 때 망막아종 세포에도 칼슘조절을 매개하는 퓨린성 수용체가 발현

되어 있을 것으로 추측된다. 그러나 지금까지 망막아종 세포에서 퓨린성 수용체의

발현여부 및 그 기능적 특이성은 확인된 바 없다.
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1111....4444.... 연연연연구구구구목목목목적적적적

이상의 문헌고찰을 통해 사람 조직에 분포되어 있는 퓨린성 수용체의 아형들

에 관해서는 이미 잘 알려져 있으나, 이들 아형들은 종 (species)은 물론 동일 개

체내에서도 세포에 따라 발현양상이 매우 다양하게 나타남을 알 수 있다. 그러므

로 같은 조직이라 하더라도 정상세포와 병태생리적 변화가 있는 세포간에도 퓨린

성 수용체의 발현 및 기능적 특성은 다를 것으로 예측해 볼 수 있다. 따라서 본

연구에서는 망막아종 (retinoblastoma) 세포를 대상으로 여기에 발현되어 있을 것

으로 예상되는 퓨린성 수용체의 발현특성을 규명하고 이를 통하여 미분화된 망막

세포에서 P2 퓨린성 신호전달의 기전을 탐색해 보고자 하였다.
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제제제제 2222장장장장 재재재재료료료료 및및및및 방방방방법법법법

2222....1111.... 모모모모델델델델 세세세세포포포포주주주주 및및및및 배배배배양양양양

본 연구에서 사용한 망막아종은 백인 여성 (Caucasian female)의 눈에서 분리

한 WERI-Rb-1 세포를 ATCC (American Type Culture Collection, HTB-169)로부

터 분양받아 사용하였다. WERI-Rb-1 세포는 Roswell Park Memorial Institute

Medium (RPMI) 1640 (Cambrex, Walkersville, MD, USA)에 10% 우 태아혈청

(fetal bovine serum, FBS) 및 100,000 unit/L penicillin, 100 mg/L streptomycin

(GibcoBRL, Grand Island, NY, USA)이 첨가된 배지에서 배양하였다. 세포주는

ATCC의 프로토콜에 따라 3～4일 간격으로 배지를 갈아주었고 7일을 주기로 계

대배양 하였다.

2222....2222.... 실실실실험험험험용용용용액액액액 및및및및 약약약약물물물물

2222....2222....1111.... 실실실실험험험험용용용용액액액액

칼슘 이미징 실험을 위한 세포외 관류액 (external solution; PSS)의 조성(mM)

은 137 NaCl, 5.4 KCl, 1.8 CaCl2, 1 MgCl2, 5 HEPES 그리고 10 glucose (pH 7.4)

이었다. 실험시에는 모든 약물을 약 2 ㎖/min의 속도로 도립현미경 위에 설치된

챔버에 관류시켜 실험하였다.

2222....2222....2222.... 약약약약물물물물

우 태아혈청 (FBS) 및 antimycotic-antibiotics는 GibcoBRL로부터, Fluo-3/AM은

Molecular probes (Eugene, OR, USA)로부터 각각 구입하였고, RPMI는 Cambrex
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사로부터 구입하였다. 또한 adenosine 5'-triphosphate (ATP), uridine

5'-triphosphate (UTP), 2-methylthioadenosine 5'-triphosphate (2MeS-ATP),

2'-3'-O-(4-benzoyl)-benzoyl-ATP (BzATP), αβ-methylene ATP (αβ-MeATP), MRS

2179, 2-APB, thapsigargin은 Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO, USA)로부터,

U-73122는 Tocris (Ellisville, MO, USA)사로부터, U-73343은 Calbiochem

(Darmstadt, Germany, Cat. No 662041)사로부터 구입하였다. Fluo-3/AM과

U-73122, U-73343, thapsigargin은 DMSO (dimethyl sulfoxide)에 녹여 사용하였고

그 외의 모든 시약은 삼차증류수에 녹여 사용하였다.

2222....3333.... 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도(((([[[[CCCCaaaa2222++++]]]]iiii)))) 측측측측정정정정

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

(fluorescence imaging system)을 사용하였으며 그 방법은 동일한 세포에서 칼슘이

온농도를 측정한 Rah (2004)의 방법을 참조하였다. 먼저 세포배양액 1 ㎖에

Fluo-3 /AM 5 μM 농도를 첨가한 후 1분간 초음파 처리 (sonication) 후 여기에

망막아종 세포가 붙어있는 coverslip을 넣은 다음 37℃ 세포 배양기 (humidified

CO2 incubator, 95% air 5% CO2)에서 1시간 부하시킨다. 부하가 끝나면 세포외

관류액으로 2회 세척하여 세포외액의 잔여 Fluo-3/AM을 충분히 제거한 다음 도

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

CT, USA)에 올려놓고 관류액 (normal PSS)을 중력에 의해 2 ㎖/min 속도로 20분

이상 관류시켜 충분한 탈에스테르화 (deesterification)가 되도록 하였다.

형광이미지는 75-W Xenon lamp로부터 나오는 광원 (light source) 중

Fluo-3AM에 적합한 488 nm (F488) 파장으로 여기 (excitation)시켰을 때 530 nm의

파장에서 방출 (emission)되는 형광 세기를 CCD 카메라 (cooled charge- coupled

device camera, Cascade, Roper, USA)가 증폭시켜 이미지로 나타내었는데(그림

1), 이때 얻어지는 형광이미지는 약물투여시는 0.1 Hz의 빈도로 30초간 측정하였

으며 세척동안에는 0.03 Hz의 빈도로 측정하여 광원으로 인한 세포손상을 최소화
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하였다. 세포내 칼슘이온농도는 자극을 주기 전 Fluo-3/AM 부하로 인한 기본 형

광값 (F0)에서 약물을 투여하였을 때 변화되는 형광값 (F)의 비율로 측정하였으며

F/F0값이 세포내 칼슘이온농도의 변화를 반영하도록 하였다. 세포마다 Fluo-3에

부하되는 정도에 차이가 있어, 본 연구에서는 F0값이 1,000이상으로 충분히 잘 부

하된 세포에서 얻은 값만을 포함시켰다.

측정한 형광이미지는 소프트웨어 패키지인 MetaFluor 6.1 (Universal Imaging

Corporation, USA)로 기록한 뒤, 단일세포의 F/F0값을 평균내어 자료를 분석하였

으며, 이들 형광 (F/F0)값의 최대 (peak)치를 비교하여 분석하였다.

2222....4444.... 역역역역전전전전사사사사 연연연연쇄쇄쇄쇄 중중중중합합합합반반반반응응응응 ((((RRRRTTTT----PPPPCCCCRRRR))))

먼저 guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform 추출 방법을 사용하여

WERI-Rb-1 세포들로부터 전체 RNA를 분리하였다 (Chomczynski 및 Sacchi,

1987). 즉, 세포를 guanidinium thiocyanate buffer로 lysis 시킨 다음 phenol 및

chloroform을 가하여 얼음 위에서 15분 이상 보관하였다. 이를 4℃에서 10,000 ｘ

g로 20분간 원심 분리하여 상층액만을 조심스럽게 취하였다. 이 상층액을 동량의

isopropanol과 섞은 다음 -70 ℃에서 1시간 이상 RNA를 침전시켰다. 다시 4℃에

서 10,000 Ｘg로 20분간 원심 분리하여 RNA pellet을 얻었으며, 이를 다시 75%

ethanol로 씻어낸 후 원심 분리하여 RNA 시료를 얻었다.

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

간 반응시키고, reverse transcriptase 200 units, dNTP 25 nmoles, RNase

inhibitor 20 units 등이 포함되게 하여 37 ℃에서 1시간 반응시킴으로써 이루어졌

다. 이어 PCR은 여러 퓨린성 수용체 및 IP3 수용체에 대한 시발체 (primer)를 이

용하여 이루어졌으며, 이들의 염기서열은 표 1과 표 2에 각각 요약하였다. PCR 반

응액에는 합성된 cDNA 0.05 ㎍, 각각의 primer pair (10 pmoles), 1.25 units의

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

dNTP 등이 포함되게 하여, 94 ℃ 30초, 60℃ 30초, 72℃ 1분으로 35 cycle 동안
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반응시켰다. PCR 산물은 ethidium bromide가 포함된 1.1% agarose gel에 전기영

동하여 U.V.하에서 관찰하였다.

표 1. 역전사 연쇄 중합반응 (RT-PCR)에 사용된 퓨린성 수용체 primer

P2Y Rs

subtype

Gene

Accession

Number

Sequences

Product

size

(bp)

P2Y1 NM_002563 F

R

5'-CCA CGT ATC AGG TGA CAA GA-3'

5'-TGA GGG TCA TGT CTT CAC TC-3'

168

P2Y2 BC012104 F

R

5'-GCT CTA CTT TGT CAC CAC CA-3'

5'-GAG CAC GTA ACA GAC AAG GA-3'

157

P2Y4 NM_00256 F

R

5'-CCT ATG GCT CTT CAT CTT CC-3'

5'-CAC TGC AGT AGA GGT TCC AA-3'

200

P2Y5 NM_00576 F

R

5'-TGC TAT GGC TCT TCC TCA GT-3'

5'-ACT CCC AAG CTT GTT AGC TC-3'
182

P2Y6 NM_176798 F

R

5'-CCA CAT GAG CTC CTA CAG AA-3'

5'-GAG GGA TCT TAA CTC CAT GC-3'
178

P2Y8 NM_17812 F

R

5'-GCT GAT ACA GAA GCA TCC AG-3'

5'-TCC TCT GAC TCA AGC TCT CA-3'
178

P2Y10 NM_01449 F

R

5'-GCT AAG CTC CAG GGT AAT GT-3'

5'-GGG TAC ATG CTT CCT ATT CC-3'
181

P2Y11 BC00987 F

R

5'-TAT GTG CCC TAC CAC ATC AT-3'

5'-CCA TGT AGA GTA GAG GGT GGA-3'

187

P2Y12 NM_17687 F

R

5'-GTA AGA ACG AGG GGT GTA GG-3'

5'-AGC AGT GCA GTC AAA GAC AT-3'

156

F: Forward ; R: Reverse
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표 2. 역전사 연쇄 중합반응 (RT-PCR)에 사용된 IP3 수용체 primer

IP3 Rs

subtype

Gene

Accession

Number

Sequences

Product

size

(bp)

IP3-1 NM_002222 F

R

5'-GCA GAA GCA GAT TGG CTA TG-3'

5'-GTC TCA ATC AGG ATG TCA GC-3'

261

IP3-2 NM_002223 F

R

5'-CAA GAA GTT CAG AGA CTG CC-3'

5'-ACG CAT GGC ATT CTT CTC CA-3'

295

IP3-3 NM_002224 F

R

5'-GAT GTG GTG TTG CTG CAG AA-3'

5'-TTG TTG CTC TTC ATG TGC AG-3'

137

F: Forward ; R: Reverse
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2222....5555.... WWWWeeeesssstttteeeerrrrnnnn bbbbllllooootttt aaaannnnaaaallllyyyyssssiiiissss

WERI-Rb-1 세포막에 발현된 P2Y1, P2Y2 퓨린성 수용체 단백을 확인하기 위하

여 각각의 항체 (Abcam, UK)를 이용하여 immunoblot을 시행하였다. 0.5%

trypsin-EDTA로 5×106의 세포를 분리하여 PBS 용액으로 세척하고, 1,000×g에서

10분간 원침한 후 0.5 ㎖ modified radioimmunoprecipitation (RIPA) buffer (50

mM Tris-HCl, pH 7.4, 1% NP-40, 0.25% sodium deoxycholate, 150 mM NaCl, 1

mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM NaF, aprotinin 1 ㎍/㎖, leupeptin 1 ㎍/㎖,

pepstatin 1 ㎍/㎖)로 부유시키고 얼음 속에서 homogenize하여 30분간 보관한 후

4℃, 12,000×g에서 원침하고 상층액을 취하여 총 단백을 분리하였다. Bradford 방

법으로 단백 농도를 측정한 후, 50 ㎍의 단백을 취하여 SDS-PAGE를 시행하고

polyvinylidene fluoride membrane (Pall, MI, USA)에 옮긴 후, 면역염색을 시행

하였다. 5% skim milk가 포함된 TBST (0.05% Tween-20) 용액으로 실온에서 1시

간 동안 blocking한 후 P2Y1, P2Y2 (diluted to 1:500 in TBST) 각각의 항체를 가하

여 2시간 동안 흔들면서 반응시키고 TBST로 15분씩 3회 세척한 후 2차 항체

(horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG)로 1시간 동안 반응시키

고 세척한 후, ECLTM (Amersham biosciences, NJ, USA) 용액을 사용하여 X-ray

film에 감광하였다.

2222....6666.... 결결결결과과과과 및및및및 자자자자료료료료분분분분석석석석

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

unpaired t-검정과 분산분석 (one-way ANOVA)으로 검증하여, p값이 0.05 이하일

때를 유의한 차이가 있다고 간주하였다. 결과에서 제시한 그림에서 실험횟수는 N

으로, 세포 수는 n으로 표기하였다.
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그그그그림림림림 1111.... 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 이이이이미미미미징징징징 측측측측정정정정을을을을 위위위위한한한한 장장장장치치치치 및및및및 모모모모식식식식도도도도.... Iluminator

에서 나오는 광원 중 filter를 통과한 488nm의 파장이 dichroic mirror에서 반사되

어 sample을 excitation시키면 사방으로 형광이 emission되며 이 중 530nm 파장에

해당하는 형광이 relay lens와 증폭기 (image intensifier)를 통과하면서 CCD

camera에 포착되고 이것이 컴퓨터의 하드 디스크에 저장된다.
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제제제제3333장장장장 결결결결과과과과

3333....1111.... AAAATTTTPPPP에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 변변변변화화화화

Fluo-3/AM으로 부하된 WERI-Rb-1 세포들은 ATP(10 μM) 투여시 대부분의 세

포들 (80% 이상)에서 일시적인 세포내 칼슘이온농도의 증가가 뚜렷이 관찰되었으

며 (그림 2), 평균 F/F0의 값은 7.1±0.2 (N=5, n=52) 이었다 (그림 3A). ATP에 의

한 세포내 칼슘이온은 농도의존적으로 증가하였으며 (그림 3B), 일정한 시간 간격

으로 ATP를 반복 투여했을 때 그림 4에서 보이는 바와 같이 그 효과가 일부 감

소하는 경향은 있었으나 통계적으로 유의할 만한 수준은 아니어서 (F=0.612,

p=0.55), 동일 세포들에 대한 ATP 투여의 효과가 탈감작(desensitization)없이 반복

적으로 재현됨을 알 수 있었다.

ATP 투여 후 일시적 세포내 칼슘이온농도 증가가 세포외 칼슘유입 때문인지,

세포내 칼슘저장소로부터의 유리인지를 알아보기 위하여 세포외 칼슘을 제거한

Ca2+-free (0 Ca2+) 관류액을 3분간 전처치한 후 ATP에 의한 세포내 칼슘이온농도의 변

화를 관찰하였다 (그림 5A). 실험결과 세포외 칼슘이 제거된 조건에서도 ATP에 의한

세포내 칼슘이온농도 증가는 대조군의 90.7±1.0% 이상 유지되었으며 (n=48), 약간의

형광값이 감소하였으나 통계적 유의성은 없었다 (그림 5B). 또한 그림 4에서 제시한 바

와 같이 ATP 반복투여에 의한 자연적인 반응감소 수준과 유사하였으므로 세포외 칼슘

이 ATP에 의한 세포내 칼슘이온농도에는 영향을 미치지 않은 것으로 보인다.

다음으로는 ER막의 Ca2+-ATPase 차단제인 thapsigargin (TG) 1 μM을 투여하

여 세포내 칼슘저장소를 고갈시킨 후 ATP에 의한 세포내 칼슘이온농도의 변화를

관찰하였다. TG 투여 후 급격한 세포내 칼슘이온농도의 증가가 있었으며 1분 전

후로 최고값에 도달하였으며 이후 약 8분에 걸쳐 서서히 감소되어 TG 투여 이전

수준에서 비교적 일정한 값을 유지하였다. TG 전처치 후 이와 같은 시점에서 다

시 ATP를 투여하였을 때 그림 6A 및 7B에 나타난 바와 같이 세포내 칼슘이온농

도의 증가는 처음 대조군 값의 8.1±0.9%로 대부분의 효과가 억제되는 것을 관찰할
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수 있었다 (p<.001, n=52).

ATP에 의한 세포내 칼슘동원 기전을 확인하고자 PLC경로 차단제인 U-73122

(1 μM)를 사용하여 대조군과 비교하였다. 그림 7A와 A'에서 볼 수 있듯이

U-73122를 3분 동안 전처치 후 ATP에 의한 세포내 칼슘반응은 대조군의

10.4±1.8%에 지나지 않아 ATP에 의한 세포내 칼슘이온농도의 증가가 U-73122에

의해 대부분 억제됨을 알 수 있었다(p<.001, n=55). 반면, U-73122의 유사체(isoform)

인 U-73343 (1 μM)를 동일시간 전처치한 후 ATP를 투여한 후에는 세포내 칼슘이온농

도는 대조군과 유사하게 증가하여 (그림 7B), ATP에 의한 칼슘반응과 U-73343 전처치

후 ATP에 의한 세포내 칼슘이온농도 형광 평균값 사이에는 통계적으로 유의한 차이가

없었다 (그림 7B'). 또한 ER 막에 존재하는 세포막 투과성 IP3 수용체 차단제인 2-APB

(20 μM)를 5분 동안 전처치한 후 ATP에 의한 세포내 칼슘이온농도의 변화를 관찰한

결과 2-APB는 ATP에 의한 세포내 칼슘농도의 대부분 (92.5±1.3%)을 억제하였고

(그림 8A), ATP에 의한 칼슘반응과 2-APB 전처치 후 ATP에 의한 세포내 칼슘이온농

도 형광 평균값 사이에는 통계적으로 유의한 차이가 있었다 (그림 8B). 따라서 이와 같

은 결과들을 종합해 볼 때 ATP에 의한 퓨린성 수용체 활성화의 주요 기전은 PLC 경

로의 활성화를 통한 세포내 칼슘저장소로부터의 칼슘동원임을 시사한다 하겠다.
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그그그그림림림림 2222.... WWWWEEEERRRRIIII----RRRRbbbb----1111 세세세세포포포포들들들들의의의의 형형형형광광광광현현현현미미미미경경경경적적적적 소소소소견견견견 ((((××××222200000000)))) A는 fluo-3 세포부하로

인한 기본 형광값을 (F0), B는 약물투여에 의해 변화된 최대 형광값을 (F) 이미지로 나

타낸 것이다.
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그그그그림림림림 3333.... AAAATTTTPPPP 농농농농도도도도에에에에 따따따따른른른른 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 변변변변화화화화.... 그림 A는 형광물질인

Fluo-3/AM을 세포내로 부하한 후 (5 μM) ATP를 각 농도 (단위는 몰랄농도임)별로 30

초간 투여 하였을 때 세포내 칼슘이온농도의 변화를 기록한 것이다. ATP 투여 농도에

따른 세포내 최고 형광값 (F/F0)의 변화양상은 B와 같으며, WERI-Rb-1 세포에서 나타

난 ATP에 대한 EC50는 3.4±0.1 μM로 나타났다. (F0=fluo-3 세포부하로 인한 기본 형광

값, F=약물투여에 의해 변화된 형광값, N=실험횟수, n=대상 세포 수, 굵은 실선=ATP

투여 기간, 30s)
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그그그그림림림림 4444.... AAAATTTTPPPP 반반반반복복복복투투투투여여여여에에에에 따따따따른른른른 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 변변변변화화화화.... 그림 A는 ATP (10 μM)

를 7분 간격으로 30초간 반복투여 하였을 때 세포내 칼슘이온농도의 변화를 기록한 것

이다. 최고 평균 형광값 (F/F0)은 첫 번째 투여시 7.1±0.2, 두 번째 투여시 6.9±0.4, 세

번째 투여시 6.6±0.5로 측정되었으며, 세 평균값은 통계적으로 유의한 차이가 없는 것

으로 나타났다 (F=0.612, p=0.55)(B). (F0=fluo-3 세포부하로 인한 기본 형광값, F=약물투

여에 의해 변화된 형광값, 1st: 첫 번째 ATP 투여시 반응, 2nd: 두 번째 반복 투여시

반응, 3rd: 세 번째 반복 투여시 반응, N=실험횟수, n=대상 세포 수, 굵은 실선=ATP

투여 기간)
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그그그그림림림림 5555.... 세세세세포포포포외외외외 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이 AAAATTTTPPPP에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 변변변변화화화화에에에에 미미미미치치치치는는는는 효효효효과과과과.... 세

포외 칼슘을 제거한 0 Ca2+ 관류액을 3분간 전처치한 후 ATP에 의한 세포내 칼슘이온

농도의 변화를 관찰하였다 (A). 실험결과 0 Ca2+ 조건에서 ATP를 투여하였을 때 약간

의 형광값이 감소하였으나 대조군과의 통계적 유의성은 없었다(B). (F0=fluo-3 세포부

하로 인한 기본 형광값, F=약물투여에 의해 변화된 형광값, WO=wash out, N=실험횟

수, n=대상 세포 수, 굵은 실선=약물 투여 기간)
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그그그그림림림림 6666.... TTTThhhhaaaappppssssiiiiggggaaaarrrrggggiiiinnnn ((((TTTTGGGG))))이이이이 AAAATTTTPPPP에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 변변변변화화화화에에에에 미미미미치치치치는는는는

효효효효과과과과.... TG 1 μM (Ca2+-ATPase 차단제)을 전처치 하였을 때 세포내 칼슘이온농도의 변

화양상과 ATP에 의한 칼슘이온농도 변화를 관찰하였다. TG 투여 후 1분 전후로 최고

값에 도달하며 이후 약 8분에 걸쳐 서서히 초기수준으로 회복되는 것을 확인할 수 있

었다. 이 때 ATP를 투여하면 세포내 칼슘이온농도의 증가가 대조군의 8.06±0.9%로

TG에 의해 대부분의 칼슘반응이 억제됨을 보여준다 (A). 그림 B는 대조군과 TG 전처

치 후 칼슘의 최고 형광값의 평균간에 통계적으로 유의한 차이가 있음을 나타내었다.

(F0=fluo-3 세포부하로 인한 기본 형광값, F=약물투여에 의해 변화된 형광값, n=대상

세포 수, N=실험횟수, 굵은 실선=약물 투여 기간, *** p<.001)
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그그그그림림림림 7777.... UUUU----77773333111122222222가가가가 AAAATTTTPPPP에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 변변변변화화화화에에에에 미미미미치치치치는는는는 효효효효과과과과.... U-73122

(1 μM)을 3분 동안 전처치한 후 ATP에 의한 세포내 칼슘이온농도의 변화를 관찰하였

다. 그 결과 세포내 칼슘반응은 대조군의 ATP에 의한 세포내 칼슘반응 최고값의

10.4±1.8%로 감소하여 U-73122에 의해 대부분이 억제됨을 확인할 수 있었으며(A) ATP

에 의한 칼슘반응과 U-73122 전처치 후 ATP에 의한 세포내 칼슘이온농도 형광 평균값

사이에는 통계적으로 유의한 차이가 있었다 (A'). 반면, U-73122의 유사체 (isofrom)인

U-73343 (1 μM)를 동일시간 전처치한 후 ATP를 투여한 후에는 세포내 칼슘이온농도는

대조군과 유사하게 증가하여 (B), ATP에 의한 칼슘반응과 U-73343 전처치 후 ATP에

의한 세포내 칼슘이온농도 형광 평균값 사이에는 통계적으로 유의한 차이가 없었다

(B'). (F0=fluo-3 세포부하로 인한 기본 형광값, F=약물투여에 의해 변화된 형광값, N=

실험횟수, n=대상 세포 수, 굵은 실선=약물 투여 기간, *** p<.001)
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그그그그림림림림 8888.... 2222----AAAAPPPPBBBB가가가가 AAAATTTTPPPP에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 변변변변화화화화에에에에 미미미미치치치치는는는는 효효효효과과과과.... 세포막

투과성 IP3 수용체 차단제인 2-APB (20 μM)를 5분 동안 전처치한 후 ATP에 의한 세

포내 칼슘이온농도의 변화를 관찰하였다. 2-APB는 ATP에 의한 세포내 칼슘농도의

대부분 (92.5±1.3%)을 억제하였고 (A), ATP에 의한 칼슘반응과 2-APB 전처치 후

ATP에 의한 세포내 칼슘이온농도 형광 평균값 사이에는 통계적으로 유의한 차이가 있

었다 (B). (F0=fluo-3 세포부하로 인한 기본 형광값, F=약물투여에 의해 변화된 형광값,

N=실험횟수, n=대상 세포 수, 굵은 실선=약물 투여 기간, *** p<.001)
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3333....2222.... 퓨퓨퓨퓨린린린린성성성성 수수수수용용용용체체체체 효효효효현현현현제제제제에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 변변변변화화화화

퓨린성 수용체들 중 세포내 칼슘이온농도에 영향을 미치는 아형을 규명하기

위해 먼저 P2Y 수용체 효현제들이 [Ca2+]i 에 미치는 효과를 10-8 M 부터 10-4 M 까지

농도별로 비교해 보았다 (그림 9). 그 결과, 비선택적 P2Y 수용체 효현제인 ATP (EC50

= 3.4±0.1 μM)와 P2Y1 수용체 효현제인 2MeS-ATP (EC50 = 0.4±0.01 μM)에 의해서는

농도의존적으로 세포내 칼슘이온농도가 증가하였다. 그러나 P2X 수용체 효현제인 αβ

-MeATP (100 μM)과 P2Y2,4,6 효현제로 알려진 UTP (100 μM)에 의해서는 유의한 변화를

관찰할 수 없었다. 또한 세포외액의 칼슘이온 유무에 상관없이 ATP에 의한 세포내 칼

슘이온농도의 증가가 나타나며, 대표적 P2X 효현제인 αβ-MeATP (100 μM) 투여시에도

변화가 없는 것으로 보아 (그림 10) WERI-Rb-1 세포에서는 P2X 수용체가 기능하고 있

지 않음을 예측해 볼 수 있다. 또한 P2X7 및 P2Y11 수용체 아형의 효현제인 BzATP

(100 μM)에 의한 [Ca2+]i 은 ATP에 의한 세포내 칼슘이온농도의 31.2±1.2%에 해당

하였으며 (그림 11A), BzATP에 의한 세포질내 칼슘이온농도의 증가는 Ca2+-free

조건에서도 유사하게 관찰되어 P2Y11 수용체를 매개로 효과를 보인 것으로 생각된

다 (그림 11B).
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그그그그림림림림 9999.... 퓨퓨퓨퓨린린린린성성성성 수수수수용용용용체체체체 효효효효현현현현제제제제들들들들의의의의 농농농농도도도도 반반반반응응응응 비비비비교교교교.... P2Y 수용체 효현제들이 세포

내 칼슘이온농도에 미치는 효과를 10-8 M 부터 10-4 M 까지 농도별로 비교해 본 결과,

비선택적 P2Y 수용체 효현제인 ATP의 EC50는 3.4±0.1 μM이었고, P2Y1 수용체 효현제

인 2MeS-ATP의 EC50 농도는 0.4±0.01 μM로 나타났다. 그러나 P2X 수용체 효현제인 αβ

-MeATP (100 μM)과 P2Y2,4,6 효현제로 알려진 UTP (100 μM)는 세포내 칼슘이온농도에

유의한 변화를 일으키지 않았다. (F0=fluo-3 세포부하로 인한 기본 형광값, F=약물투여

에 의해 변화된 형광값, N=실험횟수, n=대상 세포 수)
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그그그그림림림림 11110000.... PPPP2222YYYY1111 및및및및 PPPP2222XXXX 퓨퓨퓨퓨린린린린성성성성 수수수수용용용용체체체체 효효효효현현현현제제제제에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 변변변변화화화화

의의의의 비비비비교교교교.... 2MeS-ATP (1 μM) 투여시 일시적 세포내 칼슘이온농도 증가는 αβ-MeATP

(100 μM) 투여시에는 나타나지 않았다 (A). 2MeS-ATP 재 투여시 초기 반응과 유사하

게 세포내 칼슘이온농도의 증가가 관찰되었다. (B). (F0=fluo-3 세포부하로 인한 기본

형광값, F=약물투여에 의해 변화된 형광값, N=실험횟수, n=대상 세포 수, 굵은 실선=

약물 투여 기간)
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그그그그림림림림 11111111.... BBBBzzzzAAAATTTTPPPP에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 변변변변화화화화의의의의 비비비비교교교교.... P2Y11 수용체 아형의

효현제인 BzATP (100 μM)에 의한 [Ca2+]i 은 ATP에 의한 세포내 칼슘이온농도의

31.2±3.7%에 해당하였다 (A). BzATP에 의한 세포질내 칼슘이온농도의 증가는

Ca2+ free (0 Ca2+)조건에서도 유사하게 관찰되었으며, Ca2+ 유무에 따른 세포내 칼

슘농도 변화에는 유의한 차이가 없었다 (B). (F0=fluo-3 세포부하로 인한 기본 형광

값, F=약물투여에 의해 변화된 형광값, N=실험횟수, n=대상 세포 수, 굵은 실선=약물

투여 기간)
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3333....3333.... 퓨퓨퓨퓨린린린린성성성성 수수수수용용용용체체체체 차차차차단단단단제제제제의의의의 효효효효과과과과

퓨린성 수용체 중 어떠한 아형들이 세포내 칼슘조절에 주로 관여하는지를 알

아보기 위하여 선택성이 있는 퓨린성 차단제에 의한 효과를 세포내 칼슘반응으로

비교, 관찰하였다. MRS 2179는 선택적 P2Y1 퓨린성 수용체에 차단제로 잘 알려져

있으며, 본 실험에서는 30 μM을 사용하였다. P2Y1 수용체 효현제인 2MeS-ATP (1

μM)에 의한 일시적 [Ca2+]i 증가는 MRS 2179를 전처치후에는 그 반응이 대부분

(86.3±2.3%) 억제되었으며 (그림 12), 이와 같은 특징은 ATP에 의한 세포내 칼슘

반응에서도 유사하게 나타났다 (그림 13). 한편 본 실험에 사용된 퓨린성 수용체

차단제인 MRS 2179는 그 자체로는 세포내 칼슘이온농도에 직접적인 영향을 주지

않았다.
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그그그그림림림림 11112222.... MMMMRRRRSSSS 2222111177779999가가가가 2222MMMMeeeeSSSS----AAAATTTTPPPP에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 변변변변화화화화에에에에 미미미미치치치치는는는는 효효효효

과과과과.... P2Y1 수용체 효현제인 2MeS-ATP (1 μM)에 의한 일시적 [Ca2+]i 증가는 MRS

2179 (30 μM)를 2분 30초 동안 전처치후에는 그 반응이 대부분 (86.3±2.3%) 억제

되었으며 세척후에는 초기값과 유사하게 회복되었다 (A). MRS 2179 전처치 전과

후의 2MeS-ATP에 의한 세포내 칼슘이온농도에는 유의한 차이가 있었다(B).

(F0=fluo-3 세포부하로 인한 기본 형광값, F=약물투여에 의해 변화된 형광값,

WO=wash out, n=대상 세포 수, N=실험횟수, 굵은 실선=약물 투여 기간, *** p<.001)
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그그그그림림림림 11113333.... MMMMRRRRSSSS 2222111177779999가가가가 AAAATTTTPPPP에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 변변변변화화화화에에에에 미미미미치치치치는는는는 효효효효과과과과.... 비

선택적 P2Y 수용체 효현제인 ATP (10 μM)에 의한 일시적 [Ca2+]i 증가는 MRS

2179 (30 μM)를 2분 30초 동안 전처치후에는 그 반응이 대부분 (92.5±1.6%) 억제

되었으며 세척후에는 초기값과 유사하게 회복되었다 (A). MRS 2179 전처치 전과

후의 ATP에 의한 세포내 칼슘이온농도에는 유의한 차이가 있었다 (B). (F0=fluo-3

세포부하로 인한 기본 형광값, F=약물투여에 의해 변화된 형광값, WO=wash out, n=대

상 세포 수, N=실험횟수, 굵은 실선=약물 투여 기간, *** p<.001)
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3333....4444.... RRRRTTTT----PPPPCCCCRRRR 방방방방법법법법을을을을 이이이이용용용용한한한한 수수수수용용용용체체체체의의의의 분분분분자자자자생생생생물물물물학학학학적적적적 규규규규명명명명

1111)))) 퓨퓨퓨퓨린린린린성성성성 수수수수용용용용체체체체

약물학적 방법을 통해 망막아종 세포에서 세포내 신호전달 기전이 주로 P2Y

퓨린성 수용체에 의해 이루어지고 있음을 확인한 후, WERI-Rb-1 세포막에 발현되

어 있는 P2Y 수용체 아형을 규명하기 위해 망막아종 세포로부터 RNA를 분리한

다음, 특정 아형에 선택적인 primer를 이용하여 RT-PCR을 실시하였다. 그림 14에

서 나타난 바와 같이, 퓨린성 수용체 아형들 중 포유동물에 일반적으로 발현되어

있는 것으로 잘 알려진 P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12 수용체 mRNA가 모

두 망막아종 세포에 발현되어 있음을 알 수 있었다. 그 외에도 특이하게 P2Y8 수

용체 mRNA가 발현되었다.
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그그그그림림림림 11114444.... 망망망망막막막막아아아아종종종종 세세세세포포포포에에에에서서서서 발발발발현현현현되되되되는는는는 PPPP2222YYYY 퓨퓨퓨퓨린린린린성성성성 수수수수용용용용체체체체의의의의 분분분분자자자자생생생생물물물물학학학학적적적적 규규규규

명명명명.... 사람 망막아종 세포에서 발현되는 P2Y 퓨린성 수용체의 아형들을 확인하기

위해 망막아종 세포들로부터 RNA를 분리한 다음 특정 아형에 선택적인 primer를

이용하여 RT-PCR을 실시하였다 (표1 및 방법 참조). 대조군으로 glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)를 사용하였으며 (A), B는 아형별 예상되는

증폭산물의 크기 (bp)를 나타내었다. M은 DNA size marker임.
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2222)))) IIIIPPPP3333 수수수수용용용용체체체체

망막아종 세포의 소포체에서 발현되는 IP3 수용체 아형을 확인하기 위해 망막

아종 세포로부터 RNA를 분리한 다음, 특정 아형에 선택적인 primer를 이용하여

RT-PCR을 실시하였다. 그림 15에서 나타난 바와 같이, IP3 수용체 아형들 중 IP3-1,

IP3-2 수용체 mRNA가 망막아종 세포에 발현되어 있음을 알 수 있었다 (그림 15).
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그그그그림림림림 11115555.... 망망망망막막막막아아아아종종종종 세세세세포포포포에에에에서서서서 발발발발현현현현되되되되는는는는 IIIIPPPP3333 수수수수용용용용체체체체의의의의 분분분분자자자자생생생생물물물물학학학학적적적적 규규규규명명명명.... 사람

망막아종 세포에서 발현되는 IP3 수용체의 아형들을 확인하기 위해 망막아종 세포

들로부터 RNA를 분리한 다음 특정 아형에 선택적인 primer를 이용하여 RT-PCR

을 실시하였다 (표2 및 방법 참조). 대조군으로 glyceraldehyde-3- phosphate

dehydrogenase (GAPDH)를 사용하였으며 (A), B는 아형별 예상되는 증폭산물의

크기 (bp)를 나타내었다. M은 DNA size marker임.
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3333....5555.... WWWWeeeesssstttteeeerrrrnnnn bbbbllllooootttt 방방방방법법법법을을을을 이이이이용용용용한한한한 퓨퓨퓨퓨린린린린성성성성 수수수수용용용용체체체체 단단단단백백백백질질질질

규규규규명명명명

사람 망막아종 세포에 발현된 P2Y1, P2Y2 퓨린성 수용체 단백질을 확인하기 위

해 WERI-Rb-1 세포들로부터 단백질을 분리한 다음 P2Y1, P2Y2 수용체 아형에 대

한 항체 (antobody)를 이용하여 Western blotting을 실시하였다. 그 결과 P2Y1 수

용체 단백질 band가 확인되었으나 P2Y2 수용체 단백질은 발현되지 않았다 (그림

16).
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그그그그림림림림 11116666.... 망망망망막막막막아아아아종종종종 세세세세포포포포에에에에서서서서 발발발발현현현현되되되되는는는는 퓨퓨퓨퓨린린린린성성성성 수수수수용용용용체체체체 단단단단백백백백질질질질의의의의 분분분분자자자자생생생생물물물물학학학학적적적적

규규규규명명명명.... 사람 망막아종 세포에서 P2Y1, P2Y2 퓨린성 수용체 단백질을 확인하기 위해

WERI-Rb-1 세포로부터 단백질을 분리한 다음 각각의 아형에 대한 항체를 이용하

여 Western blotting을 실시한 결과 P2Y1 수용체 단백질이 확인되었다 (A). B는

각 아형에 사용된 항체의 종류와 protein size marker임.
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제제제제4444장장장장 고고고고찰찰찰찰

본 연구에서는 세포내 칼슘이온 측정법과 분자 생물학적 방법을 이용하여 망

막아종 세포주의 하나인 WERI-Rb-1 세포에 발현된 퓨린성 수용체의 특성을 확인

하였다.

먼저 약리학적 방법을 이용한 칼슘 이미징 실험 결과 미분화된 망막아종 세포

에서 ATP 투여에 따른 일시적인 세포내 칼슘이온농도의 증가가 관찰되었는데, 이

러한 칼슘증가는 세포외 칼슘이온을 제거한 상태에서도 유사하게 관찰되어, 퓨린

성 수용체에 의한 칼슘이온 조절은 주로 G-단백을 매개로 세포내 신호전달에 관

여하는 P2Y 수용체에 의한 것임을 알 수 있었다. 특히 ATP 투여시 세포내 칼슘

이온 농도의 증가는 약 30초 이내에 모두 회복되는 것에서 알 수 있듯이 그 반응

이 매우 일시적이었다. 이와 같은 칼슘농도의 일과성 반응은 동일 세포주에서 무

스카린성 수용체에 의한 세포내 칼슘반응을 확인한 Rah (2004)의 연구에서도 동일

하게 나타난 특징이다. 이에 관련된 기전으로는 무스카린성 수용체에 의한 신호전

달 메커니즘에서와 같이 퓨린성 수용체의 탈감작화 (desensitization)와 퓨린성 수

용체에 의해 동원될 수 있는 칼슘 pool의 제한성 등으로 생각해 볼 수 있겠다. 그

이유로 본 실험에서도 ATP를 반복 투여할 때는 투여 시간 간격 (time interval)이

매우 중요하였는데, 연속 투여시 적어도 5분 이상의 회복기간이 필요하였다. 즉,

투여 시간 간격이 5분 이내일 때는 간격이 짧으면 짧을수록 칼슘증가가 감소하였

다 (결과에 나타내지 않았음). P2Y 퓨린성 수용체 중 P2Y1, P2Y2, P2Y4, 및 P2Y6는

PLC 경로를 통한 IP3의 생성에 의해 칼슘조절에 관여하는데, 이 과정이 일시적인

것으로 알려져 있어 (Tobin 등, 1992; Willars 등, 1998; Fraeyman 등. 2004), 본 실

험의 경우에도 이와 관련성이 있을 것으로 추측할 수 있다. ATP에 의한 일과성

칼슘반응이 나타나는 기전으로 생각해 볼 수 있는 또 다른 이유는 망막아종 세포

내 칼슘 pool에 관한 것으로, ATP 투여 후 세포내 칼슘반응이 신속하고 일시적으

로 나타나며, thapsigarin에 의한 칼슘증가 반응이 비교적 빠르게 이루어지고 회복

되는 것으로 보아 퓨린성 수용체에 의해 동원될 수 있는 칼슘 pool이 그다지 크
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지 않을 가능성도 배재할 수 없다. 또한 ER을 포함한 exchange pump의 활성화된

정도에 의해서도 Ca2+ 조절의 속도 등이 영향을 받을 수 있을 것으로 생각된다.

망막아종 세포에 분포된 퓨린성 수용체의 아형을 알아보기 위해 분자생물학적

방법과 약리학적 방법을 이용하여 확인하고자 하였다. 먼저, RT-PCR 결과에서 망

막아종 세포막에는 P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y8, P2Y11, P2Y12 아형의 퓨린성 수

용체들의 mRNA가 검출되었다. 이들 퓨린성 수용체들은 대부분 사람을 비롯하여

포유동물 조직에서 널리 분포하며 기능적으로 활성화되어 있는 아형들이다

(Ralevic 및 Burnstock, 1998; Sak 및 Webb, 2002; Abbracchio 등, 2003; Fries 등,

2004). 수용체의 mRNA 발현이 실제로 단백질 수준에서도 발현되는지를 확인한

결과, Y2Y1 수용체 아형 단백질이 발현되어 있음을 알 수 있었다. 특이한 결과로

는 망막아종에 P2Y8의 mRNA에 발현되어 있다는 점이다. P2Y8 수용체는 선행연

구에서 미분화된 HL60 (human leukemia) 세포를 제외하고는 사람조직에서 보고

되지 않은 아형이다 (Adrian 등, 2000). 본 연구에서는 이들의 특성 및 기능적 관

련성을 확인할 수 없었으나, 추후 미분화 및 분화 종양세포에서 P2Y8 수용체가 신

호전달 기전에 관여하는지에 관한 심층연구가 필요하다고 본다. 한편, 퓨린성 수

용체들의 효현제와 차단제를 이용한 약리학적 실험결과에서 P2Y1과 P2Y11 수용체

효현제에 의한 일과성 칼슘반응이 관찰되었다는 점과 P2Y2,4,6 효현제로 알려진

UTP에 의해서는 세포내 칼슘이온농도의 변화를 관찰할 수 없었던 점, 그리고 망

막아종 세포에서 세포내 칼슘증가를 일으키는 2종류의 퓨린성 수용체 효현제 중

P2Y1 수용체 효현제에 의한 칼슘이온농도 변화값이 P2Y11 수용체 효현제에 의한

것보다 유의하게 클 뿐만 아니라 ATP에 의한 세포내 칼슘반응이 선택적 P2Y1 수

용체 차단제에 의해 대부분 억제되었다는 점 등으로 미루어 볼 때, 퓨린성 수용체

에 의한 칼슘 증가에 주로 P2Y1 수용체가 직접적으로 관련된 것으로 보인다. 따라

서 본 실험에서 사용한 분자생물학적 방법과 약리학적 방법을 이용한 실험결과

퓨린성 수용체의 활성화에 따른 칼슘증가는 PLC를 매개하는 P2Y1과 P2Y11이 관여

하나, P2Y1의 수용체 mRNA 뿐만 아니라 기능적 수준의 단백질이 세포막에 발현

되어 있고, 이에 대한 선택적 차단제의 효과가 크다는 점에서 주로 P2Y1에 의한

반응이 현저함을 예상할 수 있다. 흥미롭게도 이러한 결과는 망막을 비롯한 다양
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한 눈조직에서 관찰한 퓨린성 수용체의 발현특징과 뚜렷한 차이를 보인다. 선행연

구에서 퓨린성 수용체는 정상적인 눈에서 뿐만 아니라 병태생리적 변화가 온 눈

조직에서도 여러 신호전달 경로에 영향을 미치는데, 이와 같은 다양한 생리적 기

능조절에 주로 관여하는 퓨린성 수용체는 P2Y2인 것으로 (Jumblatt 및 Jumblatt,

1998; Pintor, 1999; Kimura 등, 1999; Hosoya 등, 1999; Murakami 등, 2000a, b;

Shiue 등, 2000; Cowlen 등, 2003) 알려져 있기 때문이다. 눈의 각막 상피와 내피

(Srinivas 등, 1998; Kimura 등, 1999; Cha 등, 2000; Yang 등, 2000), 결막 상피

(Jumblatt 및 Jumblatt, 1998; Hosoya 등, 1999; Shiue 등, 2000; Li 등, 2001), 모양

체 상피 (Wax 등, 1993; Shahidullah 및 Wilson, 1997; Cowlen 등, 2003), 망막의

뮐러 세포 (M ller cell)(Liu 및 Wakakura, 1998; Bringmann 등, 2002), 색소 상피

(Sullivan 등, 1997; Cowlen 등, 2003)와 신경절 세포 (Cowlen 등, 2003), 상맥락막

(suprachoroid) (Sugamoto 등, 1999), 렌즈 상피세포 (Collison 및 Duncan, 2001),

눈꺼풀과 홍채 (Cowlen 등, 2003) 등에서 P2Y2 수용체가 발현되어 있음이 확인된

바 있다. 또한 P2Y2 수용체 효현제인 UTP를 통해 이 수용체에 의한 눈에서의 생

리적 기능조절이 일부 규명되었는데, UTP 투여시 토끼의 각막상피 (rabbit corneal

epithelium)에서 칼슘동원 기전이 활성화되고 (Kimura 등, 1999), 토끼의 색소 결

막 (rabbit pigmented conjunctiva)에서 Cl-와 수분 분비가 촉진되며 (Hosoya 등,

1999; Shiue 등, 2000), 토끼와 사람의 결막에서 점액분비가 조절될 뿐만 아니라

(Jumblatt 및 Jumblatt, 1998), 농도의존적으로 눈물 및 점액과 유사한 당단백의 분

비가 증가하였다고 (Murakami 등, 2000a, b) 보고한 예가 해당된다. 이처럼 지금

까지 대부분의 눈의 세포들에서 우세하게 발현되어 있으면서 다양한 기전에 관여

하는 것으로 알려진 P2Y2 수용체는 망막아종에서는 확인할 수 없어, 망막 관련 조

직에서 일부 병적기전의 발생과정에서는 P2Y2 보다는 P2Y1 수용체가 더 의의를

갖는 것으로 보인다. 이것은 현재 안과영역에서 퓨린성 수용체의 임상적 적용분야

가 주로 P2Y2 수용체에 집중되어 있는 것을 감안할 때, 앞으로 퓨린성 수용체를

목표 (target)로 한 안과질환의 치료범위의 확대가능성을 의미한다 하겠다. 그 이

유로 앞서 진술한 바와 같이, P2Y2 수용체는 다양한 눈조직에 분포되어 있음이 규

명되었으나, 망막조직에서 확인된 P2Y 퓨린성 수용체의 발현 혹은 기능적 특성에
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대한 여전히 제한되어 있다 (Fries 등, 2004). 또한 일부 보고에서 눈에 분포하는

P2Y1 퓨린성 수용체가 쥐의 망막조직 (retinal slices)의 뮐러세포에서 Ca2+ wave를

일으키며(Li 등, 2001a), 발달중의 닭 배아 (developing chick embryo)에서 MAP

kinase 신호전달과 DNA 합성을 촉진하는 것으로 알려져 있으나(Sanches 등,

2002), 사람망막을 대상으로 퓨린성 수용체를 탐색한 연구는 정상적인 망막상피세

포 (Sullivan 등, 1997)와 뮐러 세포 (Bringmann 등, 2002) 등에서 P2Y2 수용체가

발현되어 있음이 보고되어 있을 뿐이며, 또한 P2Y2 수용체가 분포하고 있는 눈의

조직은 다양하나 조직학적 분포 특성으로 볼 때 P2Y2 퓨린성 수용체는 대체로 상

피조직에서 수분이나 이온의 이동기전에 중요한 역할을 담당하고 있음을 알 수

있다. 따라서, 상피조직 이외의 눈조직과, 병적 상황이 초래된 눈조직에서의 퓨린

성 수용체의 발현양상과 생리적 조절기전은 다른 특성을 나타낼 것이라는 추측이

가능하고, 본 연구에서 규명된 P2Y1 수용체의 발현 및 세포내 신호전달 특성은 이

러한 관점에서 퓨린성 수용체에 대한 추후연구의 필요성과 퓨린성 수용체의 임

상적용 범위 확대의 가능성을 높여준다고 할 수 있을 것이다. 또한 망막전구세포

(retinal precursor cell) 모델로 연구되어 온 망막아종 세포에서 이루어지는 신호전

달 기전은 다양한 세포군으로 이루어진 망막의 정상 생리와 병태 생리 기전을 설

명하는 기초지식이 될 수도 있다.

P2Y 퓨린성 수용체의 작용기전은 P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11 의 활성화를

통한 PLC-IP3 경로와 (Harden 등, 1995; Schachter 등, 1996) AC 억제기전

(Ralevic 및 Burnstock, 1998) 등이 알려져 있는데, 본 연구에서는 퓨린성 수용체의

세포내 칼슘동원 기전과 관련하여, 세포외 칼슘이온을 제거한 상태에서도 ATP에

의한 세포내 칼슘반응이 감소하지 않았고 PLC 경로 차단제인 U-73122와 IP3 수용

체 차단제인 2-APB 전처치가 ATP에 의한 세포내 칼슘이온농도의 증가를 현저하

게 억제하는 것으로 보아 대부분의 기전은 PLC-IP3 경로를 경유할 것으로 생각된

다. 이러한 결과는 동일 세포주에서 콜린성 수용체에 의한 칼슘조절 기전과는 다

소 차이를 보이는데, Rah (2004)는 망막아종 세포에서의 칼슘조절은 세포내 칼슘

저장소로부터의 유리 뿐만 아니라 세포막을 통한 칼슘유입 기전에 의해서도 일부

조절된다고 하였다. 이처럼 동일한 칼슘조절 기능에 관여하고 있을지라도 수용체



- 43 -

마다 조절 메커니즘이 약간씩 차이가 있음을 알 수 있고, 이러한 차이로 인해 세

포 고유기능에 특징적인 방식으로 신호전달 과정이 전개되는 것으로 보인다.

이상의 결과에서 병태생리적 변화가 초래된 미분화 망막세포에 발현된 퓨린

성 수용체는 세포내 칼슘이온농도를 조절하여 세포의 증식과 분화를 촉진하고 이

를 통해 세포의 발달과 성숙에 관여할 것으로 추측되는데 이와 관련된 구체적인

연구는 앞으로 활발히 진행될 것으로 사료된다
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사람의 망막아종 세포에 존재하는 퓨린성 수용체의 특성 및 의의를 관찰하여

다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 대부분의 세포에서 ATP 투여시 현저한 일과성 [Ca2+]i 증가를 보였으며, 이

와 같은 변화는 Ca2+-free 조건에서도 세포외 칼슘이 제거된 조건에서도

90.7±1.0% 이상 유지되었다(n=48).

2. Phospholipase C (PLC) 차단제 (U-73122, 1 μM) 및 Ca2+-ATPase 차단제

(thapsigargin, 1 μM)에 의해서는 각각 대조군의 10.4±1.8% (n=55), 8.1±0.9%

(n=52)로 대부분 억제되었으나 PLC 차단제인 U-73122의 유사체(isoform)인

U-73343 (1 μM) 투여시에는 세포내 칼슘농도의 억제가 유의하게 관찰되지

않았다 (n=69).

3. 역전사 연쇄 중합반응(RT-PCR)을 관찰한 결과 망막아종 세포에서

P2Y1,2,4,6,8,11,12 아형의 퓨린성 수용체를 코딩하는 mRNA들이 확인되었으나,

ATP에 의한 [Ca2+]i 증가는 P2Y1 차단제 (MRS 2179, 30 μM)에 의해 대부분

(92.5±1.6%) 억제되었다.

4. P2Y1 수용체 효현제에 의해 일시적으로 증가한 세포내 칼슘이온농도는

P2Y11 수용체 효현제에 의해서도 일부 반응을 보였으나 P2Y2,4,6 수용체 효현

제인 UTP 투여후에는 반응이 나타나지 않았다.

5. ER막의 IP3 수용체 차단제인 2-APB (20 μM)는 ATP에 의한 세포내 칼슘 농

도를 92.5±1.3% 억제하였고 (n=71), RT-PCR에서 IP3-1, IP3-2 수용체 아형의

mRNA가 확인되었다.

6. 퓨린성 수용체 단백질을 확인하기 위한 Western blot 방법을 통해 P2Y1 수

용체 단백질의 발현을 확인하였다.

이상의 결과를 종합해 볼 때, 망막아종 세포에서 ATP에 의한 세포내 Ca2+ 증
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가는 주로 P2Y1 퓨린성 수용체 아형이 활성화되어 PLC 경로를 통해 세포내 칼슘

저장소로부터 Ca2+을 동원하는 것으로 판단된다. 이러한 조절기전을 통해 망막아

종에서 퓨린수용체의 활성화는 세포의 증식, 분화, 성숙 및 세포사멸 등에 관여하

는 것으로 사료되며 본 연구의 결과는 비신경 조직에서 퓨린성 수용체에 대한 이

해의 폭을 넓히는 중요한 기초정보로 활용할 수 있을 것으로 생각된다. 또한 본

연구에서 특징적으로 나타난 P2Y8 수용체 아형 mRNA의 발현과 관련하여, 이 수

용체가 단백질 수준에서도 발현되는지와, 신호전달 과정에서 기능적 특성을 갖는

지에 대한 추후연구를 제안하는 바이다. 아울러, 망막아종 세포에서 P2Y1 수용체

와 함께 세포내 칼슘동원에 관여하는 P2Y11 수용체 아형의 신호전달 기전 확인 및

임상적용 가능성에 대한 심층연구도 필요한 것으로 보인다.
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Yoon Hee Kim
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(Directed by Professor Jong Hyuck Lee)

ATP (adenosine 5'-triphosphate) is the essential energy source in the cell.

It is also well known that ATP plays significant roles in the various

physiological functions being present outside the cell. This role of ATP is

actually mediated by the purinergic receptor. Expression profiles and

physiological characteristics of the purinergic receptor vary according to the

species and the cell types. Therefore, this study was performed to clarify

the characteristics of purinergic receptor and a part of its physiological

mechanisms especially in the human retinoblastoma. To achieve this goal,

we performed two series of experiments in the WERI-Rb-1 cell, one of

retinoblastoma cell lines. Firstly, intracellular [Ca2+]i transient was measured

by using Ca2+ imaging technique to clarify the active involvement of

purinergic receptor. Secondly, subtypes of purinergic receptor were pursued

by using RT-PCR and western blot. Results were as follows;

1. 10 M ATP elicited strong but transient increase in [Ca2+]i higher
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than 80% in the WERI-Rb-1 cells (n=46) in a concentration-dependent

manner. This [Ca2+]i increase was well maintained by higher than 90.7+1.0

% after external Ca2+-depletion (n=48). In the WERI-Rb-1 cells, mRNAs for

purinergic P2Y1,2,4,6,8,11,12 subtypes were identified by using RT-PCR and P2Y1

receptor protein was also identified by using western blot.

2. P2Y1 agonist (2MeS-ATP, 1 M) also increased [Ca2+]i up to 85.3+3.1

% of 10 M ATP-induced response and P2Y1 selective blocker (MRS 2179,

30 M) suppressed almost of this response (86.3+2.3%). However, P2Y2,4,6

agonist (UTP, 100 M) elicited no response in [Ca2+]i and P2Y11 agonist

(BzATP, 100 M) increased [Ca2+]i only by 31.2+3.7% of ATP effect.

3. Phospholipase C inhibitor (U-73122, 1 M) modestly suppressed the

10 M ATP-induced response eliciting 10.4+1.8% increase in [Ca2+]i (n=55),

while its isoform (U-73343, 1 M) had no suppression (n=69). Ca2+- ATPase

inhibitor (thapsigargin, 1 M) also elicited a modest suppression on the

ATP-induced response eliciting 8.1+0.9% increase in [Ca2+]i (n=52).

4. IP3 receptor blocker (2-APB, 20 M) suppressed the 10 M

ATP-induced response by 92.5+1.3% (n=71) and, interestingly, IP3 receptor

subtypes of IP3-1 and IP3-2 were actually identified by RT-PCR.

All these results together indicate that P2Y1 purinergic receptor is

mainly expressed in retinoblastoma cell, which activates Ca2+ release from

internal Ca2+ storage sites via the PLC-mediated pathway. Therefore, it is

concluded that this purinergic receptor-mediated Ca2+ mobilization works as

an essential mechanism involved in the differentiation and maturation of

retinoblastoma cells.

Key words: retinoblastoma, purinergic receptor, intracellular Ca2+,

Ca2+ imaging
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