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국국국문문문요요요약약약
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최근 종양내 저산소증에 의해 유도되는 oncogenekinase의 일종인
c-met이 암세포 침윤과 전이의 핵심적인 과정에서 중요한 역할을 하
는 것으로 보고되었다.실제로 암의 침윤이 일어나기 위해서는 암세
포가 이동성을 가져야하는데 세포골격을 구성하는 단백질중의 하나인
microtubule의 역동적인 기능이 암세포의 이동을 위한 필수적인 요건
으로 밝혀졌다.본 연구의 주목적은 침윤의 실제적인 기전에 근거하
여 사람위암세포주에서 c-met단백질 발현을 선택적으로 억제하는
생물학적 활성억제제인 geldanamycin (GA)과 항세포골격제제로
microtubule의 기능을 저해하는 vincristine(VCR)의 항침윤작용의 생
물학적 효능을 검증하고자 하였다.
사람위암세포주인 MKN-45,MKN-28,Kato-III,AGS,SNU 216,
SNU 638및 SNU 719를 사용하여 정상산소 및 저산소상태에서 세포
배양 후 Westernblot을 시행하여 c-met단백질의 발현 양상을 관찰
하였다.c-met의 과발현이 알려진 MKN-45를 선정하여 c-met단백
질을 선택적으로 억제하는 GA와 microtubule특이적 억제제인 VCR
을 처리한 후 MTT assay를 통해 각 약제의 세포독성을 알아보았다.
위암세포의 이동과 침윤능에 미치는 각 약제의 효과를 알아보기 위해
matrigelinvasionassay를 시행하여 대조군과 약제 처리군에서 침윤
세포의 수를 비교하였다.또한 침윤과정에서 중요한 세포외기질을 분
해하는 MMP-2와 MMP-9의 발현 및 약제 처리에 의한 발현 양상의
변화를 알아보기 위해 gelatinasezymography를 시행하였다.마지막
으로 GA의 침윤억제 효능의 생물학적 기전이 c-met매개 침윤기전
의 주요 신호전달중계물질들을 경유하여 나타나는지 알아보기 위해
약제 처리 전후 c-met단백질 및 c-met신호전달계의 downstream에
위치한 PI3K와 Src의 발현양상의 변화를 Westernblot으로 비교하여
다음의 결과를 얻었다.



1.모든 위암세포주에서 정도의 차이는 있었으나 c-met단백질의 발
현이 관찰되었으며 저산소상태에서 c-met단백질의 발현이 증가되
었다.

2.c-met단백질을 과발현하는 MKN-45세포에서 1 μM GA 처리시
증등도(15-35.5%)의 세포독성을 나타내었다.VCR의 경우 100nM
농도에서 세포독성을 나타내지 않았다.저산소상태에서 배양시 약
물 처리와는 무관하게 고도의 세포독성과 세포사멸이 발생하였다.

3.1 μM GA 처리시 MKN-45세포에서 c-met단백질의 발현이 억제
되었다.반면 VCR은 50nM,100nM 및 250nM 의 농도에서
c-met단백질의 발현에 아무 영향을 주지 않았다.

4.Matrigelinvasionassay결과 정상산소상태에서 1 μM GA 처리시
대조군에 비해 15.3%로 침윤세포가 감소하였으며,VCR을 처리한
경우 100nM에서 정상 대조군의 4.2%로 침윤세포수가 감소하였다.
저산소상태에서 같은 농도의 GA는 대조군의 38.9%로,VCR은 대
조군의 11.1%로 침윤세포수를 감소시켰다.

5.Gelatinase zymography 결과 MKN-45 세포는 정상산소에서
MMP-2의 발현만 미약하게 관찰되었으나 저산소상태에서
MMP-9의 발현 및 MMP-2의 활성형이 발현되었으며,1 μM GA
와 100nM VCR처리시 MMPs의 발현은 효과적으로 억제되었다.

6.c-met신호체계의 주요 신호전달중계물질인 PI3K와 Src의 경우
저산소상태에서 1 μM GA와 100nM 및 250nM VCR처리시 유
의하게 발현이 억제되었다.

결론적으로 위암세포주의 침윤 및 전이와 연관된 c-met단백질 및
c-met신호체계를 표적으로 하는 생물학적 활성억제제와 세포의 이
동에 필수적인 세포골격단백질을 표적으로 하는 항세포골격제제는 효



과적으로 c-met발현 위암세포의 침윤능을 억제함을 알 수 있었으며,
세포배양 산소농도에 따른 각 약제의 침윤억제 기전에 차이가 있음이
새로이 제시되었다.암세포의 생물학적 특성과 이를 결정하는 표적
분자의 발현을 억제하는 생물학적 활성 억제제 및 작용기전에 근거한
약제를 사용하는 표적치료(targetedtherapy)가 항침윤 및 항전이 치
료로서 실제 임상적용이 가능할 것으로 생각된다.

핵심되는 말 :위암,침윤,전이,저산소증,c-met,생물학적 억제제,항세포
골격제제,항침윤요법
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연세대학교 대학원 의학과

정정정 재재재 호호호

ⅠⅠⅠⅠ. . . . 서론서론서론서론

침윤(invasion)과 전이(metastasis)는 악성암세포의 지표로,암환자의
사망을 초래하는 직접적인 원인이며 성공적인 암치료에 가장 큰 방해
인자로 알려져 있다.1암의 침윤과 전이는 형질 전환과 이에 따른 세
포의 생물학적인 기능 및 형태학적 변화 그리고 주변 기질과의 생화
학적 상호 작용에 의한 매우 복잡한 기전이다.2
위암은 우리나라에서 가장 흔한 암이며,국민 건강을 위협하는 대표
적 질환이다.최근 조기진단의 증가로 생존율이 향상되고는 있으나,
여전히 전체 위암의 50% 이상은 진행위암으로 발견되며 근치적 수술
후에도 불량한 예후를 보인다.특히 항암화학요법의 발달에도 불구하
고 진행위암에서 항암제 치료 성적은 만족스럽지 못하며 대부분의 환
자들은 치료 후에도 많은 예에서 재발을 경험하고,결국 암의 전이에
의해 사망하게 된다.
최근 암의 효과적인 치료를 위한 “specific molecular targeted
therapy"의 일환으로 다양한 생물학적 제제(biologicalagent)들이 일
부 고형암에서 유의한 효과가 있음이 보고되고 있다.3-8그러나 아직
위암에서 이러한 시도는 보고된 바가 없으며 또한 생물학적 제제 단
독 사용만으로 효과적인 경우는 드물다.따라서 최근에 항암제와 생
물학적 제제를 병용하는 치료법이 시도되고 있으나 이러한 병용요법
이 각각의 약제 독성을 증가시키는 반면,효과는 불확실한 것으로 밝



혀지면서9종양 세포의 생물학적 특성에 근거한 적응증을 찾고자 하
는 노력이 활발히 진행 중이다.
현재 사용 중인 대부분의 생물학적 치료제들은 암세포의 증식이나
신생 혈관 생성과 관련된 신호전달체계를 매개하는 단백질들을 억제
하여 항암효과를 나타낸다.10-14그러나 암의 초기 발생 단계를 벗어난
진행위암에서 단지 종양의 성장과 증식을 억제하는 것은 효과적이지
못하며 오히려 항신생혈관 치료가 항암치료의 효과를 감소시키고 일
부 암세포의 전이를 조장할 수 있다는 보고도 있다.9,15또한 침윤과
전이에 관여하는 세포내 신호전달체계는 매우 복잡하며,더구나 세포
의 정상적인 생리기능과 관련된 다양한 신호전달 체계들이 서로 유사
한 경로를 공유하고 있고 아직 그 정확한 기작이 밝혀지지 않고 있어
신호전달과 관련된 단지 하나의 특정한 molecule을 표적으로 하는 치
료는 안전성과 효눙면에서 추가적인 연구가 필요하다.
침윤이 실제로 발생하기 위해서는 암세포의 유전형 변화(genotypic
alteration)에 수반하는 표현형 변화(phenotypicalchange)가 일어나야
한다.즉,상피세포에서 기원한 암세포가 중간엽세포(mesenchymal
cell)의 특징인 ‘이동성(motility)'을 획득하여야 하는데 이러한 세포의
이동성을 위해서는 세포골격(cytoskeleton)의 재구성(remodeling)이 필
수적이다.16-19
최근의 연구결과 암의 침윤과 관련한 일련의 과정들이 종양내 저산

소증(tumorhypoxia)에 의해 유도되는 proto-oncogene인 c-met에 의
해 조절될 가능성이 제시되고 있다.20 c-met은 세포막에 위치하는
receptortyrosinekinase의 일종으로 여러 악성종양에서 과발현되거나
변이가 있는 것으로 알려져 있으며,일부 위암에서도 과발현과 변이
가 보고되고 있다.21-30c-met의 ligand인 HGF/SF에 의해 c-met신호
전달계가 활성화되면 침윤에 관련된 다양한 세포 생물학적 행동이 변
화되고 동시에 세포골격을 구성하는 단백질들의 재조합 및 재구성에
의해 세포의 이동성이 나타난다.31,32
따라서 세포골격을 구성하는 단백질중에서 세포의 이동에 필요한 핵
심 단백질을 표적으로 하는 제제와 c-met매개 신호전달 체계의 생
물학적 활성을 저해하는 제제를 사용한다면 효과적으로 암의 침윤을



억제할 수 있을 것이다.
따라서,본 연구의 주목적은 사람위암세포주를 사용하여 암의 침윤
과정에서 핵심적인 기능을 하는 것으로 밝혀진 c-met의 발현양상을
알아보고 c-met과 관련된 신호전달의 최종 결과인 침윤과 세포의 이
동성-phenotypical alteration-을 목표로 하는 항세포골격제제
vincristine(VCR)과 c-met매개 신호전달계의 활성을 억제하는 생물
학적 제제 geldanamycin(GA)을 사용하는 새로운 항침윤/항전이 치료
의 생물학적 효능을 invitro에서 알아보고자 하였다.



ⅡⅡⅡⅡ. . . . 재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

111...세세세포포포주주주 및및및 세세세포포포배배배양양양

본 연구에 사용된 위암세포주(MKN-45,MKN-28,AGS,KatoIII,
SNU 216,SNU 638,SNU 668,SNU 719)는 모두 연세대학교 의과대
학 암전이연구센터에서 분양받았으며,실험에 사용한 모든 세포주들
은 56℃에서 불활성화시킨 10% 우태아 혈청(fetalbovine serum,
GIBCO,Grand Island,NY,USA)과 penicillin 100 Unit/ml및
streptomycin0.1mg/ml(GIBCO)가 함유된 세포배양용 배지 RPMI
1640(GIBCO)에서 37℃,5% CO2의 항온 항습기에서 배양하였고,주
2-3회 배지를 교환하였다.저산소배양(hypoxicculture)의 경우 상기
와 같은 조건에서 BBL GasPack pouch system (BD Becton
Dickinson,SanJose,CA,USA)을 사용하였다.BBLGasPack을 개봉
한 후 사용자 매뉴얼에 따라서 액상의 활성화 시약을 외부 패킷에 주
입 후 culturedish를 GasPack내부에 위치시키고 입구를 밀봉하였다.
35℃에서 약 2시간 정도 배양하면 산소농도 2% 미만 (>4% CO2)의
저산소상태에 도달하게 되며,이는 GasPack외부에 부착된 indicator
를 통해 확인할 수 있었다.

222...사사사용용용약약약제제제

본 연구를 위하여 사용한 생물학적 활성억제제로는 HSP 90의
N-terminalspecificATPase에 작용하여 c-met단백질의 발현을 억
제하는 Geldanamycin(GA,InvivoGen,SanDiego,CA,USA)을 사
용하였으며,항세포골격제제는 microtubule의 저해제인 vincristine
(LaboratoriesLillyFrance,Fegersheim,France)을 사용하였다.GA는
1mg/ml을 유기용매인 DMSO (Sigma,St.Louis,MO,USA)에 희석
하여 용해 후 -20℃에서 냉동보관하였으며,vincristine은 냉장보관하
였다.GA는 1μmol/L,vincristine은 100nM의 농도로 MKN-45세포
에 처리하여 16시간 배양 후 PBS로 2차례 세척 후 실험을 진행하였
다.



333...CCCooonnndddiiitttiiiooonnneeedddmmmeeedddiiiaaa의의의 추추추출출출 및및및 농농농축축축

75 cm2 flask에 세포가 80% 정도 자라면 배양액을 opti-media
(GIBCO)로 두 번 세척한 후 opti-media20ml을 넣어 48시간 동안
추가로 배양하였다.48시간 후 배양액만을 모아 가볍게 원심분리하여
잔여 세포를 침전시킨 후 centriprep centrifugal filter device
(Millipore,Beverly,MA,USA)를 이용하여 60배까지 농축하였다.
Bradford법으로 단백질 정량 후 분주하여 실험때까지 -80℃에 보관
하였다.

444...TTToootttaaalllccceeelllllllllyyysssaaattteee추추추출출출

75cm2 flask에 세포가 80% 정도 자라면 PBS로 3차례 세척 후
scraping하여 NP-40lysisbuffer(50mM Tris-Cl,pH 7.4,150mM
NaCl,1mM CaCl2,1mM MgCl2,0.5% NP-40,2 μg/ml,leupeptin,
1mg/ml4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonylfluoride]에 넣었다.이를
얼음위에서 45분간 incubation후 4℃에서 4,500xg로 20분간 원심분
리하여 상층액을 취하고 단백질을 정량 후 분주하여 -80℃에 보관하
였다.

555...MMMTTTTTTaaassssssaaayyy(((세세세포포포독독독성성성검검검사사사)))

MTT 검사는 살아있는 세포의 경우 cytochromeb및 cytochromec
부위에 있는 미토콘드리아의 효소인 succinate dehydrogenase가
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]- 2,5- diphenyltetrazolium bromide
(MTT)의 tetrazolium환을 분절시켜 황색조의 MTT salt를 자주색의
formazan으로 환원시키는데 그 원리를 두고 있으며,죽은 세포나 조
직 배양액에서는 이러한 변화가 일어나지 않고,살아있는 세포에서만
선택적으로 일어나는 이 색조 반응을 분광흡도계로 측정하여 살아있
는 세포의 수를 알 수 있는 검사법이다.본 연구에서는 Carmichael등
의 방법에 따라 MTT 검사를 시행하였다.33각각의 배양된 암세포주



에서 성장곡선을 그려,지수성장을 보이는 세포수를 결정 한 후 세포
성장곡선상 지수성장기에 해당하는 세포수를 0.25% trypsin-EDTA를
처리하여 단일 부유 암세포로 만든후,10% FBS가 함유된 MEM 배
지로 3회 세척하고,trypanblue(GIBCO)염색으로 세포수를 세어
180μl의 배양액에 지속성장기에 해당하는 세포수를 부유하여 96well
plate(CorningCostar,Cambridge,MA,USA)에 분주하였다.37℃,
5% CO2배양기에서 24시간 배양 한 후 여러 농도의 약제를 단독 또
는 조합하여 20 μl의 10% FBS가 포함된 MEM배지에 용해시켜 96
wellplate에 투여하였다.이때 대조군의 well에는 약제 대신 동량의
10% FBS가 포함된 MEM배지를 사용하고,배지 자체의 색소흡수율
을 측정하기 위해서 10% FBS가 포함된 MEM배지만 동량으로 분주
하였다.이후 microplate를 96시간 추가 배양한 후 MTT 50 μl(2
mg/ml)를 각 well에 첨가하고 이를 4시간 더 추가 배양하였다. 배양
이 끝난 microplate는 450g에서 10분간 원심분리한 후,바닥에 있는
formazan결정이 제거되지 않도록 주의하면서,30μl정도의 배양액이
남도록 digitalmultichannelpipette(Flow Titertck,Biohit,Helsinki,
Finland)을 사용하여 상층액을 제거하였다.여기에 다시 150 μl의
DMSO를 각 well에 첨가하고 진탕기(plateshaker)에서 formazan결
정이 용해될 때까지 37℃에서 10분간 진탕한 후 multi-wellELISA
automatic spectrometer recorder (Behring ELISA Processor II,
Hamburg,Germany)를 이용하여 540nm의 파장에서 판독한 실험군
의 색소흡수율(absorbance,opticaldensity)을 구하였다.

666...WWWeeesssttteeerrrnnnbbbllloootttaaassssssaaayyy

동량의 시료를 5 x buffer〔1M Tris-HCl,pH 6.8,10%(w/v)
sodium dodecylsulfate(SDS),2-mercaptoethanol,1% bromophenol
blue,50% glycerol〕와 섞어 10% SDS-PAGE acrylamidegel에 전
압이 100 V로 4시간동안 전기영동을 시행한 후,nitrocellulose
membrane(Schleicher& Schuell,Dassel,Germany)에 4℃에서 140
V에서 1시간 동안 transfer하였다.Transfer된 membrane은 TBS-T



(10mM Tris-HCl,pH 7.4,150mM NaCl,0.5% Tween20)에 5%
non-fatmilk(DIFCO,Detroit,MI,USA)가 포함된 용액을 이용하여
4℃에서 하루 동안 blocking한 후,TBS-T로 5분씩 두 번 세척하고
일차항체 rabbit anti-human polyclonal met (Santa Cruz
Biotechnology,SantaCruz,CA,USA)을 5% skim milk가 첨가된
TBS-T로 1:400희석하여 실온에서 2시간 동안 반응시켰다.TBS-T
로 10분씩 세 번 세척한 후 이차 항체 horseradish peroxidase
anti-rabbit immunoglobulin (Santa Cruz Biotechnology)를 5%
non-fatmilk가 첨가된 TBS-T로 2,000배로 희석하여 실온에서 2시간
반응시켰다.반응이 끝난면 TBS-T로 10분 씩 세 번 세척 후 ECL
pluskit(Amersham PharmaciaBiotechnology,Upsala,Sweden)로
반응시켜 X-rayfilm에 감광 후 현상하여 비교 분석하였다.

777...MMMaaatttrrriiigggeeellliiinnnvvvaaasssiiiooonnnaaassssssaaayyy

In vitro invasion assay는 polycarbonatefilter가 장착된 24-well
Transwellunit(CorningCostar,Cambridge,MA,USA)을 사용하여
시행하였다.Lowerchamber에는 시험 약제와 1% BSA를 함유한
serum freemedia를 채우고 upperchamber에는 1% BSA를 함유한
RPMI1640배지를 채운다.MKN-45세포가 들어있는 1% BSA를 함
유한 500 μl의 serum freemedia를 transwellplate의 상부에 채우고
normoxia와 hypoxiccondition에서 16시간 배양 후 methanol로 고정
하고 0.5% crystalviolet으로 3분간 염색한다.Filter의 아랫면으로 이
동한 세포수를 200배율의 광학현미경하에서 관찰하여 기록하였다.각
실험은 독립적으로 3회 시행 후 평균을 구하였다.

888...GGGeeelllaaatttiiinnnaaassseeezzzyyymmmooogggrrraaappphhhyyy

세포주와 conditionedmedia에서 gelatinase의 활성을 관찰하기 위해
서 gelatinasezymography를 Laemmli방법에 따라서 시행하였다.34
동량의 sample에 4 x의 non-reducing sample buffer (0.5 M



Tris-HCl,10% (w/v)SDS4ml,0.1% bromophenolblue 0.5ml,
glycerol2.0ml,증류수 첨가하여 총량 10ml)를 넣고 실온에서 10분
간 반응시킨 뒤 0.1%의 gelatin이 주입된 precast 10% (w/v)
acrylamidegel(Novex,SanDiego,CA,USA)의 각 well에 주입하고
4℃에서 20mA(125V,3시간)으로 전기영동을 시행하였다.전기영동
후 gel을 꺼내어 2.5% (v/v)의 tritonX-100의 renaturingbuffer로 실
온에서 30분간 반응하여 SDS를 제거한 다음,developingbuffer(50
mM Tris-base,200mM NaCl,5mM CaCl2,pH 7.6,0.02% Brij)에
넣어 37℃에서 18시간 동안 반응시켰다.0.5% (w/v) Coomasie
brilliantblue로 염색한 후 methanol:aceticacid:water(50:10:40)에서
탈색하여 gelatin이 녹아 밝게 나타나는 band를 관찰하였다.
Computer-assisted image analyzer (Bioprofile, Vilber-Lourmat
biotechnology,MarneLaVallee,Cedex,France)를 이용하여 band의
면적과 밀도를 측정하여 활성을 비교분석하였다.

999...통통통계계계 분분분석석석

모든 통계 내용은 3회의 독립적인 실험에 의한 평균값으로 나타내었
으며,필요한 경우 Mann-WhitneyU test및 Kruskal-Wallistest를
이용하여 두 군 혹은 세 군간의 통계적 유의성을 검증하였다.P<0.05
인 경우 통계적으로 유의한 차이가 있다고 하였다.



ⅢⅢⅢⅢ. . . . 결과결과결과결과

111...사사사람람람위위위암암암세세세포포포주주주에에에서서서 ccc---mmmeeettt단단단백백백질질질의의의 발발발현현현 양양양상상상

가.정상산소상태에서 c-met단백질의 발현 양상

정상 산소농도에서 배양한 사람위암세포주에서 c-met단백질의 발
현 양상을 알아보기 위해 Westernblotting을 시행하였다.실험에 사
용한 8종류의 세포주 모두에서 다양한 정도의 c-met단백질의 발현
이 관찰되었다.c-metoncogene의 amplification이 알려진 MKN-45의
경우,c-metstatus가 정상인 MKN-28에 비해 c-met단백질의 발현
이 현저히 증가되어 있었으며,AGS의 경우 가장 낮은 c-met단백질
의 발현을 보였다(Fig.1).

FFFiiiggg...111...정정정상상상산산산소소소상상상태태태에에에서서서 배배배양양양한한한 사사사람람람위위위암암암세세세포포포주주주의의의 ccc---mmmeeettt단단단백백백질질질 발발발현현현 양양양상상상...
각 세포주에 따라 발현 정도에 차이가 있으나,모든 세포주에서 c-met단백질의 발
현이 관찰된다.Amplification에 의한 과발현이 알려진 MKN-45에서 가장 높은 발현
을 보이며 AGS에서 가장 낮은 발현을 보였다.

나.저산소상태에서 c-met단백질의 발현 양상

저산소증에 의해 c-met단백질의 발현이 증가되는지 알아보기 위해



서 동일한 위암세포주를 BBLGasPackpouchsystem을 사용하여 산
소농도 2% 미만에서 저산소배양을 한 후,c-met단백질의 발현양상
을 알아보았다.모든 세포주에서 정상산소배양을 한 경우에 비해
c-met단백질의 발현이 증가하는 소견을 보였다(Fig.2).또한 저산소
배양시 c-met단백질 발현이 유도되는 정도를 정량적으로 확인한 결
과 정상산소배양시 met단백질의 발현과 비교하였을 때 세포주에 따
라서 1.2배에서 8.5배의 발현증가를 확인할 수 있었다(Fig.3).

FFFiiiggg...222...저저저산산산소소소상상상태태태에에에서서서 배배배양양양한한한 사사사람람람위위위암암암세세세포포포주주주의의의 ccc---mmmeeettt단단단백백백질질질 발발발현현현 양양양상상상...세포
주에 따른 발현정도의 변화에 차이는 있으나 저산소배양시 모든 세포주에서 c-met
단백질의 발현이 정상산소배양에 비해 증가되었다.



FFFiiiggg...333...배배배양양양산산산소소소농농농도도도에에에 따따따른른른 사사사람람람 위위위암암암세세세포포포주주주에에에서서서 ccc---mmmeeettt단단단백백백질질질의의의 발발발현현현정정정도도도 비비비
교교교...단백질 loadingcontrol인 β-actin과 c-met단백질의 발현정도의 비(ratio)를 정상
산소와 저산소배양한 경우 비교하였다.각 세포주에 따라서 hypoxia에 의해 유도되는
c-met 단백질의 발현정도에 차이는 있으나 모든 세포주에서 normoxia에 비해
hypoxia상태에서 c-met단백질의 발현이 증가되었다.

222...세세세포포포배배배양양양 산산산소소소농농농도도도에에에 따따따른른른 각각각 약약약제제제의의의 세세세포포포독독독성성성

c-met단백질의 과발현을 보이는 MKN-45세포주를 선정하여 산소
농도에 따른 GA와 VCR의 세포독성능을 알아보기 위해 다음의 실험
을 진행하였다.MKN-45세포 (5x103/100 μL)를 준비하여 96well
plate에서 12시간 배양 후 배지에 각 농도의 약물을 처리하고 16시간
동안 정상산소 및 저산소배양을 시행하였다.이 후 24시간,48시간,72
시간 및 96시간에 세포성장을 관찰하였다.정상산소농도에서 GA는 1
μM 농도에서 c-met과발현 위암세포주인 MKN-45세포에 대해 중
등도의 세포독성을 나타내었으며 통계적으로 유의하였다(실험군 vs
대조군의 O.D.값:2.07±0.48vs2.78±0.35,P=0.003).
반면 항세포골격제제인 VCR의 경우,100nM 농도에서 MKN-45세
포에 대해 대조군에 비해 통계적으로 유의한 세포독성을 나타내지 않



았다(실험군 vs대조군의 O.D.값:2.78±0.35vs2.47±0.35,P=0.08).
한편,저산소농도에서 실험한 결과 대조군(MKN-45단독군)이나 약물
처리군(GA 처리군 및 VCR처리군)모두에서 약제의 효과와는 무관하
게 고도의 세포독성이 관찰되었다(Fig.4).

FFFiiiggg...444...대대대조조조군군군(((MMMKKKNNN---444555)))과과과 약약약물물물처처처리리리군군군(((GGGAAA 및및및 VVVCCCRRR)에에에서서서 정정정상상상산산산소소소 및및및 저저저산산산소소소배배배
양양양에에에 따따따른른른 세세세포포포독독독성성성 비비비교교교...
정상산소배양시 대조군(MKN-45)에 비해 GA 1 μM 처리시 유의한 세포독성이 관찰
된 반면,VCR 100nM 처리군에서 유의한 세포독성은 관찰되지 않았다.한편,저산
소배양시에는 약물처리와 무관하게 고도의 세포독성이 관찰되었다.

333...대대대조조조군군군과과과 약약약물물물처처처리리리군군군에에에서서서 ccc---mmmeeettt단단단백백백질질질의의의 발발발현현현 양양양상상상

MKN-45세포를 1 μM 농도의 GA 및 50,100,250nM 농도의
VCR로 16시간 처리한 후 Westernblot을 시행하여 c-met단백질의
발현 변화를 관찰하였다.실험결과 1μM의 GA를 처리한 경우,c-met
단백질의 발현이 대조군에 비해 유의하게 감소하는 것을 확인할 수
있었다.그러나 각 50,100및 250nM 농도의 VCR을 처리한 경우
c-met단백질의 발현에는 아무런 영향을 주지 않았다(Fig.5).
한편 c-met의 ligand로 알려진 HGF(40nM)를 처리하더라도 GA에



의한 c-met단백질의 발현 억제 효과에 변화는 없었다.

AAA...

BBB...

FFFiiiggg...555...생생생물물물학학학적적적활활활성성성억억억제제제제제제 GGGAAA와와와 항항항세세세포포포골골골격격격제제제제제제 VVVCCCRRR 처처처리리리에에에 따따따른른른 ccc---mmmeeettt단단단
백백백질질질의의의 발발발현현현 변변변화화화...
AAA...GA 1 μM 및 VCR각 50nM,100nM 및 250nM 처리 후 배양한 MKN-45세
포주에서 c-met단백질의 발현 양상.
BBB...GA 1 μM 처리시 대조군 및 각 농도의 VCR 처리군에 비해 유의한 c-met단백
질의 발현 감소가 관찰되었다.이러한 발현의 감소는 c-metligand인 HGF40nM
을 첨가해도 변화가 없었다.한편 항세포골격제제인 VCR은 100nM 및 250nM 처
리시 c-met단백질의 발현에 아무런 영향을 주지 않았다.각 bar의 값은 절대값이며
3회의 독자적 실험의 평균치이다(a.u.,arbitraryunit,*p<0.05).



444...정정정상상상산산산소소소 및및및 저저저산산산소소소상상상태태태에에에서서서 약약약물물물 처처처리리리에에에 따따따른른른 세세세포포포
침침침윤윤윤능능능의의의 변변변화화화

c-met단백질 과발현 MKN-45위암세포주의 침윤능 및 이동능과
이에 미치는 각 약제의 생물학적 효능을 matrigelinvasionassay로
조사해본 결과,GA 1 μM 처리군에서 약제를 처리하지 않은 대조군
에 비해 유의한 종양세포의 침윤능 감소가 관찰되었다.또한 VCR
100nM 처리군에서도 침윤종양세포 수가 현저하게 감소하였으며,침
윤억제효과는 GA에 비해 우수함을 알 수 있었다.
저산소농도에서 matrigelinvasionassay를 시행한 경우 저산소증에
의해 세포들이 많이 사멸하여 절대적인 침윤세포의 숫자는 오히려 정
상 산소 농도에 비해 적었으나 각 약제에 의한 침윤세포수의 감소는
정상산소배양시와 비슷한 양상을 보였다(Fig.6).

FFFiiiggg...666...배배배양양양산산산소소소농농농도도도 및및및 약약약물물물처처처리리리에에에 따따따른른른 MMMaaatttrrriiigggeeellliiinnnvvvaaasssiiiooonnnaaassssssaaayyy결결결과과과...정상산
소배양 및 저산소배양 모두에서 대조군(MKN-45)에 비해 GA 1 μM 및 VCR 100
nM 처리군에서 침윤세포의 수가 유의하게 감소하였다.특히 VCR100nM을 처리한
경우 GA 1μM 처리군에 비해 더 효과적인 침윤세포수의 감소를 관찰할 수 있었다.



555...세세세포포포배배배양양양 산산산소소소농농농도도도에에에 따따따른른른 각각각 약약약제제제의의의 MMMKKKNNN---444555세세세포포포에에에서서서의의의
기기기질질질분분분해해해효효효소소소(((MMMMMMPPPsss)))발발발현현현에에에 미미미치치치는는는 효효효과과과

암세포의 침윤 과정에서 중요한 기능을 하는 기질분해효소 발현에
대한 GA의 효과를 알아보기 위해 conditioned media로 gelatinase
zymography를 시행하였다.정상산소상태에서 MKN-45세포는 매우
낮은 기저 MMP-2의 발현을 보였으며,산소농도를 낮추어 저산소상
태에서 실험을 한 경우 MMP-2의 기저 발현의 증가와 더불어 활성형
의 MMP-2의 발현이 나타났으며,새로이 MMP-9의 발현이 관찰되었
다.
또한 MMP의 발현이 증가된 저산소상태에서 GA 처리시 1 μM 농도
에서 MMP-2및 MMP-9의 발현이 현저히 감소되었으며 활성형의
MMP-2의 경우 발현이 완전히 억제되었다.한편 GA의 효과에 대한
대조약물로 사용한 VCR의 경우 예상외로 100nM 및 250nM에서
GA와 유사한 MMP-2및 MMP-9에 대한 억제 효과가 관찰되었다
(Fig.7).

FFFiiiggg... 777... 정정정상상상산산산소소소 및및및 저저저산산산소소소상상상태태태에에에서서서 각각각 약약약제제제 처처처리리리에에에 따따따른른른 GGGeeelllaaatttiiinnnaaassseee
zzzyyymmmooogggrrraaappphhhyyy결결결과과과...
정상산소상태에서는 pro-MMP-2의 발현만이 미약하게 관찰되었다.저산소배양한 경
우 pro-MMP-9및 활성형의 MMP-2의 발현이 관찰되었으며,GA 1 μM 및 VCR
100nM 처리시 pro-MMP-9및 active-MMP-2의 발현이 거의 관찰되지 않았으며
pro-MMP-2의 발현도 뚜렸이 감소하였다.



666...정정정상상상산산산소소소 및및및 저저저산산산소소소상상상태태태에에에서서서 각각각 약약약제제제의의의 PPPIII333KKK 및및및 SSSrrrccc단단단백백백질질질의의의
발발발현현현 억억억제제제 효효효과과과 비비비교교교

GA에 의한 항침윤효과가 c-met신호체계의 비활성화를 통해 나타
나는지 알아 보기위해 다음의 실험을 진행하였다.
약제처리를 하지 않은 MKN-45대조군,1 μM 농도의 GA를 처리한
군 및 control약제로서 VCR100nM 및 250nM을 각각 처리한 군
을 정상산소 및 저산소배양 후 Western blotassay를 시행하여
c-met신호전달경로의 잘 알려진 downstream molecule인 PI3K와
Src의 발현을 알아보았다.정상 산소농도에서 배양한 세포주에서는
GA와 VCR이 c-met신호전달경로의 downstream에 위치하는 핵심
단백질인 PI3K와 Src의 발현에 아무런 영향을 주지 못했으나 저산소
농도에서 실험한 결과 GA 1 μM 과 VCR100nM 및 250nM에서 각
각 PI3K 및 Src발현이 억제되는 것이 관찰되었다.특히,100nM 과
250nM의 두 가지 농도를 처리한 VCR의 경우 단백질 발현이 농도
의존적으로 감소하는 것을 확인할 수 있었다(Fig.8).



FFFiiiggg...888...정정정상상상산산산소소소 및및및 저저저산산산소소소상상상태태태에에에서서서 PPPIII333KKK와와와 SSSrrrccc단단단백백백질질질의의의 발발발현현현 및및및 약약약물물물처처처리리리에에에
의의의한한한 발발발현현현 양양양상상상의의의 변변변화화화...정상산소농도에서 c-met신호전달계의 중요한 downstream
signalmolecule인 PI3K와 Src단백질의 발현은 GA 및 VCR처리에 의해 변화가 없
었다.그러나 저산소배양을 한 경우 GA와 VCR 처리에 의해 PI3K와 Src단백질의
발현이 현저히 감소하였다.특히 VCR의 경우 농도의존적인 단백질발현의 감소가 관
찰되었다.



ⅣⅣⅣⅣ. . . . 고찰고찰고찰고찰

암의 전이는 세포의 성장,생존,이동성,세포간 접착과 세포-기질간
의 상호작용 등 매우 복잡한 과정을 거치며,각 단계에서 다양한 신
호전달경로와 수많은 molecule들이 관여하는 생화학적인 반응이
다.1,2,14,35
일반적으로 세포로부터 산소공급을 차단하면 대부분의 세포는 사멸
한다.최근의 항암 표적치료의 주된 목표중 하나는 신생혈관 생성을
억제하여 종양으로 가는 산소공급을 차단함으로서 암세포를 사멸시키
는 것이다.그러나 주요 임상 관찰 및 연구결과 종양내 저산소증이
불량한 예후와 관련이 있으며 다양한 항암치료에도 불구하고 원격전
이의 위험도를 증가시키는 것으로 알려졌다.14,15,36-38이러한 임상 관찰
의 원인으로 저산소증이 암세포의 악성도를 증가시켜 침윤과 전이능
을 획득하여 주변 조직으로 침윤하고 결국 원격장기로의 전이를 가능
하게 하기 때문인 것으로 밝혀졌다15,16.최근 Pennacchietti등은 저산
소증에 의해 유도되는 c-met단백질의 과발현이 HGF에 대한 감수성
을 증가시키며 낮은 산소 장력 (low oxygentension)과 HGF가 시너
지효과를 나타내어 세포의 이동성 및 침윤능을 유도한다고 보고 하였
다.20
c-met은 세포막에 위치하는 receptortyrosinekinase로 여러 악성
종양과 일부 위암에서 과발현되거나 변이가 있는 것으로 알려져 있
다.21-30,39 c-met 신호체계가 활성화되면 downstream에 위치하는
PI3K,Ras및 Src등의 주요 신호전달매개물질들에 의해 다양한 생
물학적 기능의 변화가 초래되어 세포이동성 증가, 세포비산
(scattering),세포 증식 및 세포고사의 감소,신생혈관 생성,침윤 및
궁극적인 전이가 발생하게 된다.40,41이러한 연구결과는 암초기 발생단
계에서 종양조직내에 야기되는 저산소증이 일부 암세포의 악성도를
증가시켜 침윤능과 전이능을 획득하게 되는데,c-met oncogene
kinase가 이러한 초기 malignantbehaviour의 획득 즉,암세포의 침윤
능에 깊게 관여하다는 것을 시사한다.
한편,궁극적인 암의 침윤이 발생하기 위해서는 암세포가 실제로 기



적막을 뚫고 주변조직으로 이동해 가야하는데,이러한 세포의 이동을
위해서는 세포골격(cytoskeleton)을 구성하는 단백질들의 재구성과 기
질분해효소의 존재가 필수적이다.16-19
본 연구에서는 암의 침윤과정에 중요한 역할을 하는 c-met단백질
의 발현을 억제하는 생물학적 제제인 GA와 세포의 실질적인 이동에
관여하는 세포골격단백질인 microtubule을 저해하는 항세포골격제제
VCR의 항침윤기전의 생물학적 효능을 알아보았다.먼저 사람위암세
포주를 정상산소와 저산소농도에서 세포배양을 하고 c-met단백질의
발현양상을 살펴본 결과,실험에 사용한 모든 세포주 (MKN-45,
MKN-28,Kato-III,AGS,SNU 216,SNU 638및 SNU 719)에서 정
도의 차이는 있으나 met단백질의 발현이 관찰되었으며,저산소배양
시 모든 세포주에서 정상산소배양에 비해 c-met단백질의 발현이 증
가함을 알 수 있었다.한편 정상산소와 저산소배양시 각 약제의 세포
독성을 알아보기 위해 MTT assay를 시행한 결과 정상산소배양시 1
μM 농도의 GA는 경미한 세포독성을 나타내었으나 100nM의 VCR의
경우 세포독성을 나타내지 않았다.그러나 저산소배양을 한 경우 약
제의 효과와는 무관하게 세포사멸이 발생하였다.일반적으로 저산소
증에 대한 invivo에서 종양세포의 반응은 크게 두 가지 양상으로 나
타난다.저산소증은 대부분의 종양세포에서 p53단백질을 유도하여
세포고사를 일으킨다.42반면,일부 종양세포는 저산소증에 의해 특정
한 유전자들의 전사가 유도되어 세포생존경로가 활성화되는데,이러
한 저산소증 유도 전사인자로서 c-metoncogene의 전사를 활성화하
는 것으로 알려진 것이 HIF-1이다.20,43,44 최근에는 HIF-1이외에도
CREB (cyclic AMP-response-element binding protein),45 AP-1
(activatorprotein-1),NF-κB(nuclearfactorκB)46,47및 Egr-1(early
growthresponse-1protein)48등이 저산소증에 의해 유도되는 전사인
자로 밝혀졌다.본 실험에서도 위암세포주(MKN-45)의 경우 hypoxic
stress에 의해 세포사멸이 증가하는 것을 MTT assay를 통해 관찰할
수 있었으나,동시에 저산소증에 의해 유도되는 것으로 알려진 c-met
단백질의 발현이 증가되어 위암세포주에서도 hypoxic자극에 의한
malignantphenotypicchange에 c-met단백질이 연관되어 있음을 시



사하였다.물론 더 나아가 여러 hypoxia반응성 전사인자들 중 어떤
것이 위암세포에서 c-met단백질의 발현 증가를 직접적으로 야기하
는지에 대한 고찰과 저산소증에 세포사멸의 기전에 관한 추가 연구가
필요할 것이다.
c-met과발현을 보인 MKN-45세포주에서 GA와 VCR의 항침윤효
과와 작용기전을 알아본 결과,c-met단백질의 발현억제와 MKN-45
세포의 침윤능 감소와는 유의한 상관관계가 있음을 알 수 있었다.이
러한 관찰은 임상적으로 c-met과발현을 보이는 위암조직에서 c-met
특이적 억제제와 항세포골격제제의 사용으로 침윤을 효과적으로 억제
할 수 있음을 시사한다.GA는 ansamycin계열의 benzoquinone화합
물로 처음에는 항진균효과(anti-fungalactivity)를 갖는 천연화합물로
서 동정되었다.49이후 v-Src와 같은 oncogenekinase를 transfection
한 종양세포에서 항증식효과가 입증되었으며 c-mettyrosinekinase
의 선택적 억제제로서 소개가 되었다.50,51본 연구에서 1 μM 농도의
GA를 처리한 경우 대조군이나 VCR을 처리한 군과 비교하여 현저한
c-met단백질의 발현이 억제되는 것을 관찰할 수 있었다.이러한 GA
의 c-met단백질 억제효과는 HGF에 의해 반전되지 않았는데 문헌보
고마다 세포 특이적인 c-met활성화 기전이 조금씩 차이를 보이며
Shinomiya 등은 RNA 간섭을 이용한 연구결과 위암세포주
(MKN-45)를 포함한 다양한 암세포주에서 ligand의 존재유무에 의존
하지 않는 c-met 신호전달체계의 활성화를 관찰하였으며 c-met
mRNA 간섭에 의해 c-met기능을 억제하면 세포고사가 촉발되는 것
을 보고하였다.52본 연구결과 역시 c-met단백질을 과발현하는 위암
세포주인 MKN-45의 경우 HGF와는 무관한 c-metsignaling활성경
로를 통해 암세포의 성장과 침윤에 중요한 생물학적 기능이 조절되는
것을 알 수 있었다.
궁극적으로 침윤과 전이가 발생하기 위해서는 암세포의 이동성 획득
이 중요하며 실제로 이동이 일어나야 한다.c-met신호체계가 세포의
malignantbehavior와 연관되어 다양한 생물학적 기능을 변화시켜도
실제로 세포자체의 이동성이 없다면 효과적인 침윤 및 전이가 발생하
기 어렵다.이동능을 갖는 암세포의 경우 cytoskeletalremodeling이란



고유한 기전을 통해 directed locomotion이 가능하다.16,53 이러한
cytoskeletalremodeling을 조절하는 기전으로 세포골격을 구성하는
단백질 중에서도 특히 microtubule의 dynamics가 중요한 것으로 보고
되고 있다.17-19 Directedlocomotion을 위해서는 세포극성(polarity)과
이동방향의 세포막첨단에서의 lamellipodia 형성이 중요한데
lamellipodia는 세포골격을 구성하는 단백질들 중 특히 actinfilament
가 중요한 성분으로 실제 lamellipodia는 actin을 근간으로 구성된다.
이러한 lamellipodia는 microtubule-dependentcytoskeletaldynamic
remodelling을 통해 형성되는 것으로 알려져 있다.54 따라서
microtubule을 억제하는 항세포골격제제를 사용하면 침윤을 위한 실
질적인 기계적인 세포이동과정이 봉쇄되어 효과적인 침윤억제 현상을
기대할 수 있을 것이다. 본 실험에서 사용한 VCR은 다른
microtubule저해제인 colchicine이나 taxane과는 다른 독특한 특성을
갖는다.VCR은 낮은 농도(0.1 μM)에서는 주로 microtubule의 선단에
결합하여 "treadmilling-dynamics"를 억제하는 반면,microtubule의 중
합 과정에는 영향을 미치지 않는다. 또한 저농도의 VCR은
‘end-dependent'dynamicinstability에 영향을 주는 것으로 알려져 있
다.반면 고농도로 사용하게 되면 microtubule의 polymerization을 억
제한다.55
본 실험에서 사용한 VCR의 농도는 100nM 및 250nM이었으며 두
농도간의 생물학적 효능의 차이를 뚜렷이 감별하기는 어려웠으나,약
물약동학적으로 저농도의 용량으로 microtubule의 depolymerization을
유발하지는 않았을 것으로 사료된다.VCR과 유사한 작용기전을 갖는
nocodazole이나 taxol의 경우에도 microtubule중합체(polymer)형성에
영향을 주지 않는 200nM 이하의 비교적 낮은 농도에서 효과적으로
NRK 세포의 이동성을 60%이상 감소시키는 것으로 보고되었다.56    

본 연구에서 VCR을 처리한 경우 MKN-45세포의 c-met단백질 발
현에는 아무런 영향을 주지 않았다.또한 matrigelinvasionassay결
과 세포독성을 나타내지 않는 농도(100nM)에서 효과적으로 암세포
의 침윤을 억제하였다(Fig.6).c-met단백질 발현을 억제하는 농도
(1 μM)의 GA를 처리하였을 때에도 침윤하는 암세포의 수가 대조군



에 비해 평균 15.4%로 유의하게 감소하였으나,VCR 처리군의 경우
대조군 대비 평균 4.2%의 침윤능 감소로 GA에 비해 우수한 항침윤효
과가 관찰되었다.따라서 VCR의 경우 GA와는 다른 기전으로 즉,
microtubule의 dynamics를 억제하므로서 보다 효과적으로 암세포의
침윤을 억제하는 것으로 이해할 수 있다.
실제로 암세포가 주변 조직으로 침윤하기 위해서는 세포의 이동성과
더불어 주변 기질을 분해하는 생화학적인 반응이 일어나야한다.암세
포-주변기질의 경계면에서 암세포에 의한 기질의 분해에 필요한 기질
단백질분해효소인 MMP-2와 MMP-9 등의 발현이 관찰되는데
MKN-45 위암세포의 경우 저산소증에 의해서 MMP-9의 발현 및
MMP-2의 활성화가 이루어지는 것으로 사료되었다.정상산소배양 후
conditionedmedium을 추출하여 시행한 gelatinasezymography에서
는 미약한 pro-MMP-2의 기저발현만이 관찰되었으나,저산소상태에
서는 active-MMP-2와 MMP-9의 발현이 뚜렷이 관찰되었다(Fig.7).
물론 이러한 관찰결과만으로 저산소증과 침윤능과의 관계를 직접적으
로 연관 지어 설명하기는 힘들지만,저산소증 상태에서 세포의 침윤
에 중요한 역할을 하는 것으로 잘 알려진 MMPs의 발현이 나타나는
것으로 미루어 저산소증으로 인해 일부 종양 세포들은 침윤능을 획득
하는 것으로 사료되었다.
이상의 실험결과를 종합해보면 일반적으로 저산소증은 위암세포의
세포사멸을 초래하여 절대적인 세포수는 감소하지만 일부 세포가 저
산소증에 대한 반응으로 특정한 유전자발현을 통해 불리한 주변 환경
을 극복하고 생존하여 좀 더 malignant한 생물학적 표현형을 획득하
는 것으로 사료된다.이 과정에서 저산소증으로 인해 c-met단백질의
발현이 증가되고 이와 연관되어 혹은 다른 알려지지 않은 경로를 통
해 기질분해효소인 MMP-2와 MMP-9의 발현이 증가하는 것으로 생
각되었다.
GA에 의한 항침윤효과가 c-met신호체계의 신호전달경로에 영향을
주어 나타나는지 알아보기 위해 c-met시스템의 중추적인 신호전달
단백질의 하나인 PI3K와 Src의 발현 양상과 GA 및 VCR처리 후 발
현 변화를 알아보았다.흥미롭게도 저산소배양시 GA의 효과와 비교



하기 위해 대조약제로 사용한 VCR에 의해 뚜렷한 PI3K와 Src의 발
현 억제 효과를 관찰할 수 있었다(Fig.8).GA 처리군에서 PI3K와
Src단백질의 발현억제효과는 c-met단백질 억제로 인해 c-met시스
템의 downstream에 위치하는 signalingmolecule의 순차적인 인산화
에 의한 활성화가 억제되어 혹은 단백질의 3차원적 안정성이 소실되
어 발현이 감소하였다고 추정할 수 있으나57,58 전통적으로
microtubule의 기능을 억제하는 것으로 알려진 VCR이 PI3K와 Src의
발현을 억제하는 효과는 아직까지 문헌에 보고되지 않은 새로운 사실
이다.Gelatinasezymography결과와 비교해 볼 때 VCR이 저산소증
상태에서 MMP-2와 MMP-9의 발현을 억제한 효과는 아마도 PI3K의
신호전달 경로와 연관되어 있을 것으로 추측할 수 있으나 인과관계를
규명할 수는 없었다.
최근 종양내 야기되는 저산소증을 오히려 항암치료의 표적으로 활용
하고자 하는 선구적인 연구 결과가 보고되고 있다.59 특히 저산소증
반응성 약물의 개발과 적응증 확립이 항암약물치료의 새로운 영역으
로 떠오르고 있는 시점에서60저산소증 상태에서 일어나는 종양세포의
생물학적 행동의 변화와 항암약제의 새로운 작용 기전을 규명하여 새
로운 적응증을 수립하고자 하는 노력은 매우 중요한 일이 될 것이다.
본 연구결과를 요약하면 사람위암세포주인 MKN-45의 경우 저산소
증에 의해 종양세포의 성장과 이동,궁극적인 침윤능을 조절하는
c-met단백질의 발현이 증가되어 있었으며,c-met단백질을 억제하
는 생물학적인 제제인 GA를 사용하면 효과적으로 암세포의 성장과
침윤능이 억제됨을 알 수 있었다.또한 항세포골격제제인 VCR을 처
리하면 세포독성을 유발하지 않는 낮은 농도에서 효과적으로 세포의
이동과 침윤이 억제되는 것을 관찰하였으며,산소농도에 의존적인 동
일 약제의 상이한 작용기전이 있음을 알 수 있었다.따라서 작용 기
전에 근거한 약제들을 암의 생물학적 특성 및 이와 연관되어 발현되
는 표적 분자를 목표로 사용하는 targetedtherapy가 항침윤 및 항전
이 치료로서 실제 임상적 적용이 가능할 것으로 생각한다.



ⅤⅤⅤⅤ. . . . 결론결론결론결론

사람 위암세포주에서 침윤의 실제적인 기전에 근거하여 c-met단백
질 발현을 선택적으로 억제하는 생물학적 활성 억제제인
geldanamycin(GA)과 항세포골격제제인 vincristine(VCR)의 항침윤작
용의 생물학적 효능을 검증하고자 하였으며 다음과 같은 결과를 얻었
다.

1.모든 위암세포주에서 정도의 차이는 있었으나 c-met단백질의 발
현이 관찰되었으며 저산소상태에서 c-met단백질의 발현이 증가되
었다.

2.c-met단백질을 과발현하는 MKN-45세포에서 1 μM GA 처리시
증등도(15-35.5%)의 세포독성을 나타내었다.VCR의 경우 100nM
농도에서 세포독성을 나타내지 않았다.저산소상태에서 배양시 약
물 처리와는 무관하게 고도의 세포독성과 세포사멸이 발생하였다.

3.1 μM GA 처리시 MKN-45세포에서 c-met단백질의 발현이 억제
되었다.반면 VCR은 50nM,100nM 및 250nM 의 농도에서
c-met단백질의 발현에 아무 영향을 주지 않았다.

4.Matrigelinvasionassay결과 정상산소상태에서 1 μM GA 처리시
대조군에 비해 15.3%로 침윤세포가 감소하였으며,VCR을 처리한
경우 100nM에서 정상 대조군의 4.2%로 침윤세포수가 감소하였다.
저산소상태에서 같은 농도의 GA는 대조군의 38.9%로,VCR은 대
조군의 11.1%로 침윤세포수를 감소시켰다.

5.Gelatinase zymography 결과 MKN-45 세포는 정상산소에서
MMP-2의 발현만 미약하게 관찰되었으나 저산소상태에서
MMP-9의 발현 및 MMP-2의 활성형이 발현되었으며,1 μM GA
와 100nM VCR처리시 MMPs의 발현은 효과적으로 억제되었다.

6.c-met신호체계의 주요 신호전달중계물질인 PI3K와 Src의 경우
저산소상태에서 1 μM GA와 100nM 및 250nM VCR처리시 유
의하게 발현이 억제되었다.



결론적으로 위암세포주의 침윤 및 전이와 연관된 c-met단백질 및
c-met신호체계를 표적으로 하는 생물학적 활성억제제와 세포의 이
동에 필수적인 세포골격단백질을 표적으로 하는 항세포골격제제는 효
과적으로 c-met발현 위암세포의 침윤능을 억제함을 알 수 있었으며,
세포배양 산소농도에 따른 각 약제의 침윤억제 기전에 차이가 있음이
새로이 제시되었다.암세포의 생물학적 특성과 이를 결정하는 표적
분자의 발현을 억제하는 생물학적 활성 억제제 및 작용기전에 근거한
약제를 사용하는 표적치료(targetedtherapy)가 항침윤 및 항전이 치
료로서 실제 임상적용이 가능할 것으로 생각된다.
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Theinhibitoryeffectofthebiologicalagentgeldanamycin
andtheanti-cytoskeletalagentvincristineoninvasionina

humangastriccancercellline

Jae-HoCheong
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(DirectedbyProfessorSungHoonNoh)

Recent reports indicate that the oncogene kinase c-met is
involvedinthecrucialstepsofinvasionandmetastasisofcancer
cells.Microtubule,oneofthecytoskeletalproteins,isreportedto
play an importantrolein cancercellmotility andmigration by
dynamicrearrangements,thereby givesriseto an actualtumor
invasion.Theaim ofthisstudywastotestthebiologicalefficacy
ofc-metinhibitorgeldanamycin(GA)andanti-microtubuleagent
vincristine (VCR)in suppression ofhuman gastric cancercell
invasionbasedonthemechanism ofinvasion.Usinghumangastric
cancercelllinesofMKN-45,MKN-28,Kato-III,AGC,SNU 216,
SNU 638 and SNU 719,we conducted normoxic and hypoxic
culturesandexaminedtheexpressionofc-metproteinbyWestern
blotassay.MKN-45knownforc-metoverexpressionwaschosen
forthefollowingexperiments.GA,abiologicalinhibitorofc-met
and an anti-microtubule agentVCR were treated on MKN-45
cells.Thecytotoxiceffectsoftheseagentsweredeterminedby
means ofthe colorimetric MTT assay.In order to testthe
inhibitory effectoftwo agents on cellmigration and invasion,



matrigelinvasionassaywasperformedandthenumberofinvading
cells were counted and compared with the controlgroup.In
addition,we conducted gelatinase zymography to evaluate the
expressionofMMP-2andMMP-9byGA andVCR.Lastly,to
confirm themechanism ofinvasioninhibitionofGA,weperformed
Western blotassay forPI3K andSrcwhich arethetwomost
importantdownstream moleculesofc-metsignalingsystem.

1.c-metprotein was expressed on allcelllines tested with
various expression levels.The expression levelofc-metwas
increasedinallcelllinesbyhypoxia.

2.GA at1 μM displayedmoderatecytotoxicity(15-35.5%)when
treated on MKN-45 cells. In contrast, VCR at 100 nM
concentration did not cause cytotoxicity.However,in hypoxic
culture, severe cell death was noticed regardless of drug
treatments.

3.Thetreatmentof1 μM ofGA onMKN-45cellsinhibitedc-met
expression.However,VCR atvariousconcentrationof50nM,100
nM and 250 nM did notaffectthe expression ofc-meton
MKN-45cells.

4.Onmatrigelinvasionassay,1 μM ofGA reducedthenumberof
invadingcellsby15.3% ofnormalcontroland100nM ofVCRby
4.2% in normoxic condition.In hypoxic condition,the same
concentrationofagentsproducedthesimilarresultswithnormoxic
condition:38.9% ofcontrolbyGA and11.1% byVCR,respectively.

5.MKN-45cellsexpressweakbaselinepro-MMP-2innormoxia.
However,in hypxoxia,the expression ofMMP-9 was newly
observedandactive-MMP-2wasevident.GA at1 μM and100
nM ofVCRsuppressedthebothMMP-2andMMP-9inhypoxia.



6.TheexpressionsofPI3K andSrc,theimportantdownstream
moleculesofc-metsignalingsystem,wereeffectivelysuppressed
by1 μM ofGA and100nM ofVCRinhypoxia.

In conclusion,GA,the biologicalinhibitorofc-met,and the
anti-microtubuleagentVCR coulddisplayanti-invasioneffectson
met-expressinggastriccancercells.Furthermore,weobservedthe
different mechanism of anti-invasion effects according to the
oxygenconcentrations.Basedonthemechanismsofdrugsandby
targeting cancercellbiology and molecules affecting biological
phenotypes ofcancer,targeted therapy ofcancerinvasion and
metastasiscouldbeappliedtotheclinicalsettingsinnearfuture.

Key Words : c-met, hypoxia, geldanamycin, vincristine,
invasion,anti-invasive/anti-metastatictherapy,humangastric
cancercellline
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