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국문요약국문요약국문요약국문요약

백백백서서서 CCC666뇌뇌뇌교교교종종종세세세포포포주주주에에에서서서 dddeeexxxaaammmeeettthhhaaasssooonnneee에에에 의의의한한한 cccaaammmppptttooottthhheeeccciiinnn
유유유도도도 세세세포포포고고고사사사 억억억제제제 기기기전전전

중추신경계 종양의 50%를 차지하며 성인에서 가장 호발하는 악성교종
은 수술,항암제 및 방사선치료의 다병합요법에도 높은 재발률로 매우 불
량한 예후를 보인다.이는 종양 세포 자체 및 외적인 요소 등의 다양한 내
성 기전에 의한 것으로 이들 내성 기전에 대한 연구는 질병의 완치율을 높
이기 위해 필수적이다. 최근 뇌교종세포에서 dexamethasone이
camptothecin의 세포고사(apoptosis)유도 효과를 감소시키며,동시에 세포
생존신호인 Bcl-xL상승을 동반함이 밝혀졌다.임상에서 뇌종양 환자에서
부종을 감소시키기 위해 늘 쓰이고 있는 스테로이드가 세포내
anti-apoptoticsignal인 Bcl-xL발현을 증가시키는 것은 항암제나 방사선
과 같이 세포고사를 유도하는 치료법의 암세포 사멸효과를 저하시키는 역
할을 할 수 있다는 점에서 중요한 의미를 가진다고 할 수 있다.따라서 본
논문은 뇌교종 세포에서 스테로이드 투여 후 Bcl-xL발현 증가를 위한 세
포내 신호전달 과정상 상위전사조절물질들에 대한 연구를 통해
dexamethasone에 의해 camptothecin유도 세포고사가 억제되는 전체적인
신호전달 기전을 규명하고자 하였다.
뇌교종세포주인 백서 C6교종세포를 대상으로 실험을 진행하였으며,세

포고사 유도를 위해 camptothecin2 µM을 배지에 첨가하였다 . Camptothecin

에 의해 유도되는 세포고사의 확인 및 정량적 분석을 위해서 caspase-3 특이 활
성도를 측정하는 CaspACETM®(Promega, Madison, USA) system 과 DNA 분절 정
도를확인하는 Cell Death Detection ELISA Plus Kit®(Roche, Mannheim, Germany)

를 이용하였다 . Camptothecin에 의해 증가되었던 caspase-3 특이 활성도 및 DNA 

분절 현상은 dexamethasone 전처치로 크게 감소하였다 . Dexamethasone 투여 후
Bcl-xL의시간대별증가양상을재확인하였으며 , 세포고사억제효과도이러한
Bcl-xL 발현의시간에따른변화에상응하는양상이었다 . Dexamethasone에의한
세포고사의 유도 및 Bcl-xL의 상승은 glucocorticoid receptor antagonist인
RU486(Mifepristone)에 의해 역전되어 , 이 기전의 초기 단계에 glucocorticoid 



receptor (GR)가 관여함을 알 수 있었다 . 일부 보고에서 STAT5가 Bcl-xL 유전자
의 주된 조절자 중의 하나로 밝히고 있으며 , 본 실험에서 사용된 뇌교종세포에
서 dexamethasone에 의한 Bcl-xL 상승에 STAT5가 상위조절인자로 역할을 하는
지를 보기 위한 실험을 진행하였다 . Dexamethasone 투여 후 인산화로 활성화된
STAT5 단백질은 그 발현이 증가하였으며 , electrophoretic mobility shift assay 

(EMSA)상 dexamethasone의 투여는 STAT5의 DNA 결합능도 증가시켰다 . 또한
STAT5 단백질을 dominant negative 형태로 발현 가능한 재조합 아데노바이러스
인 AdStat5a∆740을 뇌교종 세포주인 C6에 감염시킨 후 세포내에서 Bcl-xL 단백
질의 발현양이 확연히 감소됨을 확인하였다 . 따라서 뇌교종세포주인 C6에
dexamethasone의처리로 인하여증가되는 Bcl-xL 단백질의발현에있어 STAT5 

단백질이전사수준에서직접적으로관여하고있다는사실을확인할수있었다 . 

또한 dexamethasone 처리 후 뇌교종세포주에서 STAT5와 GR 사이에 어떤 형태
의 관련성이 있는지를 보고자 시행된 co-immunoprecipitation상 dexmethasone 투
여 후 초기 2시간 이내에 STAT5와 GR의 물리적 결합이 이루어짐을 확인할 수
있었다 . 

결론적으로 C6 뇌교종세포주에서 dexamethasone이 투여되면 이는 GR에
ligand 로서 결합을 하게되고 , GR은 STAT5의 활성을 유도하고 , 이와 물리적결
합을 하게 된다 . 이 두 단백질 복합체는 핵 내로 이동하여 Bcl-xL의 프로모터의
STAT5 단백질이 결합할 수 있는 DNA 영역에 붙어서 전사를 조절하게 된다 . 

STAT5의 하위신호전달 물질인 Bcl-xL 단백질이 전사조절단계에서 조절되어
그 양이 증가되고 , 결국 이는 camptothecin에 의해 유도되는 세포고사를 억제하
는것으로생각된다 . 

따라서 임상에서 뇌종양 환자에서 흔히 쓰이고 있는 스테로이드 투여는 각
종 항암제에 대해 세포사멸효과를 떨어뜨릴 수 있으므로 향후 이 기전 연구를
바탕으로 dexamethasone에의해생길수있는가능한내성요인을극소화하는방
법을모색해야할것이다 . 

핵심되는 말 dexamethasone, 세포고사 , 뇌종양 , STAT5, Bcl-xL, camptothecin



백백백서서서 뇌뇌뇌교교교종종종세세세포포포주주주에에에서서서 에에에 의의의한한한
유유유도도도 세세세포포포고고고사사사 억억억제제제 기기기전전전

<지도교수 서    서    서    서    창    창    창    창    옥옥옥옥>

연세대학교 대학원 의학과
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ⅠⅠⅠⅠ. . . . 서   서   서   서   론론론론

중추신경계 종양의 약 50%를 차지하며 성인에서 가장 호발하는 악성
교종은 침윤성 성장을 하기 때문에 수술에 의해 육안종양을 완전히 제거하
더라도 대부분 국소 재발을 하게 되므로 방사선치료 및 항암화학요법을 함
께 시행하는 것이 표준치료법으로 되어 있다.1,2방사선치료가 수술만을 시
행한 환자에 비해 통계적으로 의미있는 생존기간 향상을 가져다주는 것은
많은 연구들이 뒷받침하고 있다.항암화학제는 아직 제 3상 무작위임상연
구를 통하여 증명이 되지는 않았지만,생존기간을 연장하는데 도움을 주는
것으로 생각되고 있다.3.4하지만,이러한 수술,방사선치료 및 항암화학요법
의 다병합요법에도 불구하고 그 예후가 매우 불량하여 중앙생존기간이 약
14개월 정도에 그치고 있다.육안종양을 다 제거한 후 미세잔존 종양에
대해 방사선 및 항암화학제를 사용해도 재발율이 높은 것은 종양세포 자체
및 외적인 요소 등의 다양한 내성기전에 의한 것으로 생각되며,이들 내성
기전에 대한 연구는 이 질병의 생존기간을 증가시키기 위해서 필수적이라
고 할 수 있다.
Glucocorticoids는 부종을 감소시키는 역할로서 뇌의 다양한 질병에 널

리 쓰이고 있다.특히 뇌종양의 경우에는 종양에 의한 뇌압의 증가 및 부
종을 감소시키기 위해 수술 전후에 거의 필수적으로 사용되고 있다.5.6



Dexamethasone은 임상에서 가장 흔히 사용되는 Glucocorticoids의 일종으
로,최근 뇌교종세포에서 Dexamethasone이 topoisomeraseIinhibitor인
camptothecin의 세포고사 유도 효과7를 감소시키고,동시에 세포생존신호인
Bcl-xL의 증가가 동반한다는 것이 밝혀졌다.8즉,임상에서 늘 쓰이고 있
는 glucocorticoids가 세포내에서 anti-apoptoticacitivity를 보이는 Bcl-xL
를 증가시키는 것은 방사선이나 항암화학제와 같이 세포고사를 유도하는
치료법의 암세포 사멸효과를 저하시키는 역할을 할 수 있다는 점에서 중요
한 의미를 가진다고 할 수 있다.
세포고사는 다세포 생물의 발생과 조직 항상성 유지에 필수적인 생체

세포내 기전이다.세포고사는 이전에는 ICE-likeprotease라고도 불렸던
caspase의 활성화,미토콘드리아의 탈분극,세포 체적 감소,염색체 농축
및 핵내의 DNA 분절 등이 특징이다.Bcl-2family유전자군은 세포고사의
핵심 조절자이다.이들 유전자군의 단백질 중 anti-apoptoticactivity를 보
이는 것은 대표적으로 Bcl-2,Bcl-xL등이며,pro-apoptoticactivity를 보
이는 것은 Bax,Bcl-xS등이다.Bcl-xL은 anti-apoptotic성질을 Bcl-2와
일부 공유하는 면이 있지만,프로모터 (promoter)가 서로 다르다.9.10

Bcl-xL은 조혈계 세포를 포함하는 다양한 세포주에서 세포고사를 억제함
으로써 항암제의 세포고사 유도 효과를 떨어뜨릴 수 있는 것으로 알려져
있다.11

다양한 항암약제가 악성뇌교종의 치료에 이용되고 있지만,뇌혈관장벽,
약제내성 등의 다양한 이유들로 인해 그 효과에 한계를 보이고 있다.12.13

이러한 항암약제 자체의 약제내성 및 뇌혈관장벽 투과성 등은 많이 연구되
고 있지만,뇌종양 환자에서 수술전후로 늘 투여되는 약제로서 세포의 종
류에 따라서 세포고사를 유발시키기도 하고 억제하기도 하는
glucocorticoids14와 항암약제 효과의 상호관계를 연구한 보고는 거의 없는
실정이다.Glucocorticoids는 뇌종양의 치료에 있어서 필수적으로 쓰여지는
약제로서 세포고사와의 연관성이 보고 되어 있으므로 glucocorticoids의 항
암약제 효과에 대한 영향을 연구하고 그 자세한 기전을 이해하는 것은 이



질병 치료에 있어서 반드시 밝혀져야 할 내용이라 할 수 있겠다.따라서
본 연구에서는 glucoroticoids투여 후 Bcl-xL활성을 위해서 세포내에서
신호전달과정상 상위조절물질 (upstream regulator,e.g.STAT5,NF-κB,
Glucocorticoidsreceptor)등에 대한 연구를 통해서 dexamethasone투여
후 신호전달기전을 밝히고자 하였다.특히 Bcl-xL의 가능한 상위조절인자
중에서 STAT (Signaltransductionandactivationoftranscription)단백
이 교종 세포의 glucocorticoid투여와 연관하여 어떠한 발현 양상을 보이
는지 연구를 하고자 하였다.STAT은 리간드에 결합한 후 tyrosine인산화
가 되는 잠복성 세포질내 전사조절자 (latentcytoplasmictranscription
factor)이다.활성화된 STAT은 이량체가 되고,핵 내로 이동하여,특이조
절유전자에 부착된 다음 반응 유전자의 활성을 일으키는 것으로 알려진 신
호전달 매개체이다.15현재까지 7가지의 아형 (STAT1,STAT2,STAT3,
STAT4,STAT5A,STAT5B,STAT6A)이 포유동물 세포에서 알려져 있
다. 이 가운데 STAT5는 interleukin-2, -3 family, erythropoietin,
thrombopoietin및 growthhormone등에 의해서 활성화되며,YY-1,Sp1,
C/EEPβ  및 glucocorticoidreceptor와 같은 전사조절자들과도 상호 작용
하는 것이 보고 되고 있다.16-22

상기와 같은 배경을 바탕으로 본 연구는 백서 C6 뇌교종세포주에
dexamethaosone투여 후 camptothecin유도 세포고사가 억제되는 현상과
Bcl-xL상승이 동반되는 것을 재확인하고,이러한 세포고사 억제와 동반되
는 Bcl-xL 상위조절인자를 밝히고자 하였다. 특히 STAT5 및
glucocorticoidreceptor의 상위조절물질로서의 역할을 규명하고자 하였다.
결과적으로 dexamethasone에 의한 항암화학약제 유도 세포고사 억제 효과
의 기전을 체계적으로 정리 규명하고,신호전달체계상 특이 경로 조절을
통한 향후 치료 효과 증진의 토대를 마련하고자 하였다.아래 그림은 본
연구를 통해서 제시하고자 하는 가설의 도식화이다(그림1).



그림 1.Hypothesis.Dexamethasone에 활성화된 STAT5는 GR과 물
리적 결합을 하여,핵 내로 이동하고,Bcl-xL의 전사인자로서의 역할
을 한다.이렇게 하여 활성화된 세포생존 신호인 Bcl-xL은 뇌교종세포
(C6)에서 세포고사 억제 역할을 할 것으로 추정한다.
D,Dexamethasone;GR,Glucocorticoidreceptor;p,phosphorylation.



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

1. 1. 1. 1. 재료재료재료재료

실험에 사용된 세포주인 백서 C6 뇌교종 세포는 American Type
CultureCollection사 (Manassas,VA,USA)로부터 구입하였다.구체적으
로 재료 구입처가 명시되지 않은 모든 화합물은 Sigma사 (St.Louis,
MO,USA)로부터 구입되었다.Bcl-xL 에 대한 monoclonalantibody는
Trevigen 사 (Gaithersburg, MD, USA)로부터, polyclonal rabbit
anti-phospho-STAT5(Tyr694)antibody는 CellSignaling사 (Beverly,
MA, USA)로부터, monoclonal mouse anti-STAT5 antibody는 BD
Transduction Laboratory 사 (San Diego,CA,USA)로부터,Mouse
anti-actinserum은 SantaCruzBiotechnology사 (SantaCruz,CA,USA)
로부터,secondaryanti-mouseoranti-rabbitantibodyconjugatedwith
alkalinephosphatase는 Promega사 (Madision,WI,USA)로부터 구입하여
이용하였다.Enhanced chemiluminiescence reagents는 Amersham 사
(ArlingtonHeights,IL,USA)로부터 구입하여 사용하였다.

2. 2. 2. 2. 세포 세포 세포 세포 배양  배양  배양  배양  

C6 세포는 15% 마혈청 및 2.5% 우태아혈청 (이상 BioWhittaker,
Walkersville,MD,USA),0.15% 중탄산나트륨,그리고 100U/mlpenicillin
및 100g/mlstreptomycin(Lifetechnologies,GrandIsland,NY,U.S.A.)
가 포함된 HAM'sF12배지 (BioWhittaker,Walkersville,MD,USA)에서
5% CO2의 존재 하에 37°C항온배양기에서 배양하였다.

3. 3. 3. 3. 세포에 세포에 세포에 세포에 대한 대한 대한 대한 약물 약물 약물 약물 처리처리처리처리 

세포고사를 유도하는 대표적인 항암약제로 topoisomeraseI억제제인
camptothecin과 topoisomeraseII억제제인 etoposide를 배지에 처리하여



최종 농도가 각각 2 μM,5 μM 이 되도록 하였다. 이들 항암약제의 5M
stock solution은 dimethylsulphoxide (DMSO)에 만들어졌다. 대표적
glucocorticoid인 dexamethasone은 최종 농도가 1 μM 이 되도록 하여 실
험을 진행하였으며,GR antagonist인 RU486(mifepristone)은 최종 농도
가 2 μM이 되도록 하여 실험을 진행하였다.Dexamethasone은 DMSO 용
액에,RU486(mifepristone)은 ethanol에 녹여 준비하였다.세포 배지의
DMSO및 ethanol농도가 0.1%를 넘지 않도록 유지하였다.

4. 4. 4. 4. Caspase-3 Caspase-3 Caspase-3 Caspase-3 활성도 활성도 활성도 활성도 측정측정측정측정

Caspase-3는 포유동물에서 세포고사 유도에 중추적인 역할을 하는
cysteineasparticacid-specificproteasefamily의 한 구성원으로 DEVD
(Asp-Glu-Val-Asp)아미노산 서열의 c-terminal을 특이적으로 절단하는
성질을 가지고 있다. 이러한 Caspase-3의 세포내 활성도 측정은
ColorimetricCaspACETM AssaySystem (Promega,Madison,WI,USA)
을 이용하여 시행하였으며,CaspACETM AssaySystem® 은 세포 내에 존
재하는 caspase-3의 작용에 의해 발색단 (p-NA;nitroalanine)이 붙여져서
색깔반응을 보이는 기질 (colorimetricsubstrate,Ac-DEVD-pNA)을 제공
하여 caspase-3의 정량적 분석이 가능하게 하였다.
이의 사용은 제조사의 지시에 따랐다.실험과정을 간략히 소개하면,C6

세포가 자라는 배지에 약물을 처리한 후 정해진 시간에 세포를 회수하고,
용해 완충액에 넣은 상태로 20분간 얼음 위에 두었다.상층액이 용출물로
사용되었는데,50 M caspase-3 substrate인 Ac-DEVD-p-Nitroalanine
(pNA)를 첨가하여 37°C에서 4시간 동안 배양하였다.유리되는 pNA 의 양
을 450nm 파장에서 microplatereader를 통하여 정량화하였으며,용출액
내 단백질 양은 우혈청알부민을 표준으로 하여 Lori방법에 의해 측정하였
다.Caspase-3특이 활성도는 pmol/pNA/μgprotein/hour단위로 표현하였
다.



5. 5. 5. 5. DNA DNA DNA DNA 분절화 분절화 분절화 분절화 분석 분석 분석 분석 

세포고사의 표지자인 DNA 분절화를 분석하기 위해 CellDeath
Detection enzyme-linked immunosorbentassay (ELISA) PPPLLLUUUSSS kit®

(RocheAppliedScience,Germany)를 구입하여 이용하였다.
본 실험법은 세포사 유도 후 세포 용해물을 이용하여 세포질 내

histone-associated DNA 분절에 대한 정량적 분석을 하는 것으로,23,24

histone 항체 및 monoclonal mouse anti-DNA 항체를 사용하는
sandwich-enzyme-immunoassay프로토콜을 근거로 한다.제조사의 지시
를 따라서 실험 및 분석 하였다.이를 간략히 정리하면,24-wellplate에
세포를 분주하여 배양 및 약물 투여가 이루어졌고,정해진 시간에 각각의
well에 있는 배지를 없애고,1ml의 용해 버퍼를 각각의 well에 넣은 다
음 30분 정도 상온에서 배양되었다.세포용해물은 10분 동안 6,000rpm 로
침강시켰다.상층액 20 μl를 streptavidin-coatedmicroplate로 옮기고,80 μ

l의 immunoreagent를 각각의 well에 첨가한 후 상온에서 2시간 동안 300
rpm으로 shaker를 이용하여 반응시켰다.이후 배양 버퍼로 씻은 후 100μ

l의 ABTS 용액을 각 well에 첨가한 후 ABTS 용액에 의한 발색을 405
nm 파장에서 측정하였다.

6. 6. 6. 6. Dominant-negative Dominant-negative Dominant-negative Dominant-negative STAT5 STAT5 STAT5 STAT5 adenovirus, adenovirus, adenovirus, adenovirus, AdStat5aAdStat5aAdStat5aAdStat5aΔΔΔΔ740 740 740 740 준비준비준비준비

본 연구에서 규명하고자 하는 가설에서 STAT5와 Bcl-xL의 직접적인
상관성을 규명하기 위해서 dominant-negative STAT5 adenovirus인
AdStat5aΔ740을 이용하였다.AdStat5aΔ740은 HirokoYamshita25.26(Nagoya
CityUniversityGraduateSchoolofMedicalScience,Nagoya,Japan)교
수님으로부터 감사히 제공받았다.일본에서 받은 AdStat5aΔ740은 293세
포에서 증식 배양하여 CsCldensitypurification을 시행하고,투석시킨 뒤
저장 완충액 (10mM Tris,4% sucrose2mM MgCl2)에 용해시켰고,그
후 -70°C 냉동고에 저장하였다.대조군 바이러스 (Adcontrol)로는 E1A
유전자 부분에 LacZ유전자를 발현하는 adenovirus를 제작하여 293세포



에서 증식하였다.각 바이러스의 역가 (titer)는 분광광도계를 이용하여 바
이러스 genome의 흡광도에 의한 opticaldensity(O.D.)에 근거하여 산출하
였다.공식 O.D.× dilution factor× 1.1 × 1010 plaque-forming unit
(pfu/ml)에 의한 AdStat5aΔ740의 역가는 1.33×1010pfu/ml이었으며,대
조군 adenovirus의 농도는 1.13×1011pfu/ml이었다.증식되어 분리된 바
이러스를 확인하고자 STAT5 특이적인 primer (Sense
5'-TGGCTGAGAAGCACCAGAAGAC-3', Antisense
5'-GCTGAGATGATGTCCGTGATGG-3')를 제작하여 PCR을 수행하였
다.

7. 7. 7. 7. Western Western Western Western Blot Blot Blot Blot 분석분석분석분석

총 단백 및 핵단백질을 분리하고 30～50 μg의 단백질을 동정단백질의
질량에 따라 10～15% SDS-PAGE (Sodium-dodecyl
sulfate-polyacrylamidegelelectrophoresis)에 약 1시간 정도 전기영동
시켰다.전기영동 후 gel에 단백질들을 polyvinylidenedifluoride(PVDF)
membranes에 electro-transfer시킨 후 20mM Tris-HCl,5% 탈지 분유,
150mM NaCl,그리고 0.05% Tween 20를 포함하는 pH 7.5의 TBS
(Blocking액)에 상온에서 1시간 동안 방치하였다.이후 membrane에서
찾고자 하는 단백질을 특이적으로 인지하는 일차 항체,즉 primarymouse
anti-Bcl-xL,rabbitanti-phosphoSTAT5,mouseanti-STAT5,ormouse
anti-actin antiserum 등을 상온에서 1~2시간 동안 반응시켰다.이후
membrane을 10분 간격으로 세 번 TBST로 세척하였고,다시 alkaline
phosphatase가 결합되어 있는 항 IgG 이차항체 (anti-rabbit or
anti-mouseIgG,1:5000dilution)를 상온에서 1시간 동안 반응시킨 다음
BlotAPSystem (Promega,Madision,WI,U.S.A)을 이용한 색깔반응 혹
은 ECLWesternDetectionSystem (Amersham,U.S.A)을 이용한 X-선
필름상의 band의 농담으로 단백질 발현을 조사하였다.Dominantnegatvie
STAT5adenovirus감염 후 Bcl-xL 발현 변화를 보기 위한 실험에서는



multiplicityofinfection(MOI)400으로 72시간이 지난 후 세포들을 회
수하였다.

8. 8. 8. 8. Electrophoretic Electrophoretic Electrophoretic Electrophoretic Mobility Mobility Mobility Mobility Shift Shift Shift Shift AssayAssayAssayAssay

Dexamethasone투여 후 활성화 된 STAT5가 DNA에 결합하는 정도를
보기 위해 ElectophorecticMobilityShiftAssay(EMSA)를 시행하였다. 

γ-[32P]-ATP를 말단에 결합시킨 Bcl-xL 프로모터 영역의 STAT5
consensusoligonucleotide(5'-TTT GGA GAA AGG CAT TTC GGA
GAA AAG -3')를 사용하였다. Dexamethasone 투여 후 활성화된
STAT5와 oligonucleotideprobe사이의 결합 반응은 10mM Tris-HCl,20
mM NaCl,1mM DTT,1mM EDTA,5% glycerol을 포함하는 pH 7.6의
결합 완충용액과 0.0175pmoloflabeledprobe(>10,000cpm)및 20 μg
의 핵단백질,1 μgofpoly(dI-dC)등이 모두 합하여진 20 μl혼합물에서
이루어졌다.다음 혼합물을 약 20상온에 둔 후 저 이온 세기 조건하에서
2시간 동안 180voltage로 6% polyacrylamidegel에 전기영동 시켰다.
Gel을 건조시킨 후 autoradiography를 시행하였다.STAT5의 핵산결합
활성도의 특이성은 coldSTAT5oligonucleotide가 100배 농도 이상 존재
할 경우는 STAT5결합이 완전히 차단되는 것으로 확인되었다.

9. 9. 9. 9. Co-immunoprecipitationCo-immunoprecipitationCo-immunoprecipitationCo-immunoprecipitation

총 2x107개의 세포를 침강시킨 후 얼음 위에 두고 30분 동안 EBC
lysisbuffer(50mM Tris-Cl,pH 8.0,120mM NaCl,0.5% NonidetP-40,
1mM orthovandate,10% glycerol,1mM DTT,2mM PMSF,1×
proteaseinhibitorcocktail)에서 용출시켰다.16,000xg에서 15분간 원심
분리 한 뒤 상층액은 2 μg/ml 의 최종농도에 맞추어 4°C 에서
anti-glucocorticoid receptor antibody (1:50,Affinity Bioreagents Inc,
Golden,USA)를 첨가하여 3시간동안 배양되었다. ProteinG sepharose



가 항원-항체 혼합물에 더해지고,약 1～2시간 동안 부드럽게 흔들었다.
면역반응에 의해 생긴 침착물은 0.5M NaCl이 들어있는 500 μL용해완
충액에 두 번,NaCl이 없는 용해완충액에는 한 번 세척한 후 SDS
loading완충액에 부양시켜 SDS-PAGE에서 분리하고,PDVFmembrane으
로 electro-transfer시켰다.다음 anti-phosphoSTAT5및 anti-STAT5
항체에 의해서 immunoblotting을 시행하였다.



ⅢⅢⅢⅢ. . . . 결   결   결   결   과과과과

1. 1. 1. 1. DexamethasoneDexamethasoneDexamethasoneDexamethasone에 에 에 에 의한 의한 의한 의한 camptothecin camptothecin camptothecin camptothecin 유도 유도 유도 유도 세포고사 세포고사 세포고사 세포고사 억제억제억제억제

Dexamethasone은 camptothecin (topoisomerase I) 및 etoposide
(topoisomeraseII)와 같은 세포고사 유도 약제를 처리한 C6뇌교종세포
주에 대해 세포고사를 억제하는 보호 작용을 하였다.관찰 된 세포사가 세
포고사에 의한 것인지를 밝히기 위하여 세포고사의 대표적 표지자인
caspase-3활성도 및 DNA 분절을 확인하였다.

Caspase-3특이 활성도를 측정하였을 때,camptothecin 단독 투여는
15.9pmol/pNA/μgprotein/hour정도의 caspase-3활성화를 유도하였으나,
반대로 약제가 투여 되지 않은 세포들은 3.5pmol/pNA/μgprotein/hour정
도의 활성도만 보였다.Camptothecin투여에 의해 증가된 caspase-3활성

그림 2.Dexamethasone에 의한 camptothecin유도 caspase-3specific
activity의 감소.Ac-DEVD-pNA에서 유리된 p-NA (nitroallanine)양에
따라 발색되는 정도를 405nm 파장에서 photometer로 얻은 값을 제조
사의 메뉴얼에 따라 caspase-3specificactivity로 환산하였다.Control,
notreatment;D,1 μM of dexamethasone의 24시간 노출 ;C,2 μM
camptothecin의 20시간 노출 ;D +C,Camptothecin투여 전 4시간 동
안 dexamethasone을 전처치한 군.



도는 1μM dexamethasone전처치에 의해 억제되었다(그림 2).

DNA 분절 역시 caspase-3와 같은 양상을 보였는데, dexamethasone
단독 투여는 아무런 약제를 투여 하지 않은 대조군과 거의 같은 값을 보였
으나, camptothecin 투여 후 상당한 양의 internucleosomal DNA
fragmentation을 확인하였으며,세포고사 유도 항암약제 4시간 전에 전처
치된 시료에서는 대조군에 훨씬 근접하도록 크게 감소된 DNA 분절 현상
을 보였다(그림 3).이로써 dexamethasone은 세포고사의 표지자라고 할 수
있는 caspase-3활성 및 DNA 분절을 크게 감소시켜 뇌교종세포주에서 항
암약제에 의해 유도 될 수 있는 세포고사를 억제하였다.

그림 3.Camptothecin처리에 의한 nucleosome의 증가 및 dexamethasone
전처치에 의한 역전.제조사에서 제공된 ABTSsolution에 의한 발색반응
을 405nm 파장에서 분광광도계를 통해 측정하였다.490nm 는 blank로
서의 reference wavelenth 이다. Control,no treatment;D,1 μM of
dexamethasone의 24시간 노출 ;C,2 μM camptothecin의 20시간 노출
;D +C,Camptothecin투여 전 4시간 동안 dexamethasone을 전처치한
군.



2. 2. 2. 2. Dexamethasone Dexamethasone Dexamethasone Dexamethasone 투여 투여 투여 투여 후 후 후 후 시간에 시간에 시간에 시간에 따른 따른 따른 따른 점차적인 점차적인 점차적인 점차적인 Bcl-xL Bcl-xL Bcl-xL Bcl-xL 증가 증가 증가 증가 및 및 및 및 이이이이

에 에 에 에 상응하는 상응하는 상응하는 상응하는 세포고사 세포고사 세포고사 세포고사 억제 억제 억제 억제 정도의 정도의 정도의 정도의 시간대별 시간대별 시간대별 시간대별 변화변화변화변화

Dexamethasone투여 후 C6뇌교종세포주에서 세포생존신호인 Bcl-xL
증가 여부를 재확인 하였다.Dexamethasone투여 후 Bcl-xL은 점진적으
로 증가하여 48시간 정도까지도 지속되었다.Dexamethasone에 대한 노출
시간을 세분하여 관찰한 결과 Bcl-xL단백질이 노출 시간에 민감하게 변
화하면서 증가되는 양상을 보였는데,4시간 정도에서 구분이 가능한 증가
를 보였으며,12시간 정도에서는 확연한 차이를 보였고,24시간 정도에서
최대로 발현되는 양상을 보였다(그림 4).세포고사를 억제함으로써 항암제
의 효과를 떨어뜨리는 것으로 알려진 Bcl-xL이 뇌교종세포주에서
dexamethasone투여 후 시간에 의존하는 증가양상을 보이므로,세포고사
억제도 dexamethasone에 대한 노출 시간에 따른 변화를 보이는지 확인하
였다.Camptothecin보다 2시간 앞서 dexamethasone이 투여된 경우에는
세포고사가 대조군에 비해서 차이를 보이지 않았느나,4시간 먼저 투여된
시료에서부터 세포고사 억제가 관찰되기 시작했으며,8시간,12시간,24시
간으로 dexamethasone전처치 시간이 길어질수록 세포고사 억제 효과는

그림 4. Dexamethasone 노출 시간에 따른 Bcl-xL의 변화. A)
Dexamethasone노출 후 0시간,8시간,24시간 및 48시간의 Bcl-xL발현
을 보여 주고 있으며,Bcl-xL 발현 증가는 48시간까지 지속되었다.이는
Gormanetal등8에 의해 증명된 Bcl-xL의 dexamethasone에 의한 발현 증
가 실험 재현. B)Dexamethasone투여 후 24시간 이내의 시간대를 세분하
여 Bcl-xL의 점진적인 증가 양상을 확인하였다. 



증가되었다(그림 5).이는 dexamethasone투여 후 증가되는 Bcl-xL의 시
간대별 증가와 정확하게 상응하는 소견으로서,Bcl-xL이 뇌교종세포주(C6)
에서 dexamethasone에 의한 camptothecin유도 세포고사의 주된 조절자
중 하나임을 암시한다.

3. 3. 3. 3. Dexamethasone Dexamethasone Dexamethasone Dexamethasone 에 에 에 에 의한 의한 의한 의한 camptothecin camptothecin camptothecin camptothecin 유도 유도 유도 유도 세포고사 세포고사 세포고사 세포고사 억제의 억제의 억제의 억제의 

glucocorticoid glucocorticoid glucocorticoid glucocorticoid receptorreceptorreceptorreceptor에 에 에 에 의한 의한 의한 의한 매개 매개 매개 매개 

Glucocorticoidhormone,cortisol은 흔히 plasmamembrane을 통과하여
세포질내로 이동하게 되고,특이적인 GR에 강한 결합을 함으로써 세포내
다양한 신호 전달을 매개하기 시작한다.본 연구에서도 dexamethasone에
의한 세포고사 억제가 GR을 매개로 하여 세포고사를 억제하였는지를 보기
위해서 GR 길항제인 RU486을 dexamethasone처리 30분 전에 투여하여

그림 5.Dexamethasone노출시간에 따른 DNA 분절화 억제 정도 변화.
그림 4에서 보여주고 있는 dexamethasone투여 시간에 따른 Bcl-xL
증가와 상응하는 소견을 보였다.Control,notreatment;D,1 μM of
dexamethasone의 24시간 노출 ;C,2 μM camptothecin의 20시간 노
출 ;Dnnn+C,Camptothecin투여 전 nnn시간 동안 dexamethasone을 전처
치한 군.



실험을 진행하였다.그 결과
dexamethasone투여로 topoisomeraseI및 IIinhibitor에 의해 유발된
DNA 분절 현상이 크게 감소하였던 것이 dexamethasone전에 RU486을
먼저 처리했던 시료에서는 다시 역전되어 DNA 분절이 크게 증가되었다.
같은 농도로 단독 투여된 RU486은 대조군과 차이를 보이지 않았다(((그그그림림림
666))).따라서 RU486은 뇌교종세포주에서 dexamethasone의 camptothecin유
도 세포고사 억제 현상을 없애는 것을 보여줌으로,이 작용의 초기 단계로
GR이 매개됨을 간접적으로 증명하였다.

그림 6.RU486전처치에 의한 dexamethasone의 세포고사 억제 기
능 소실.RU486은 dexamethasone투여 30분전에 전처치 하였다.
RU486은 dexamethasone에 의한 세포고자 억제 현상을 역전 시켰
으며,RU486단독투여는 세포고사를 유발하지 않았다.Control,no
treatment;D,1 μM of dexamethasone의 24시간 노출 ;C,2 μ

M camptothecin의 20시간 노출 ;E,5 μM etoposide20시간 노
출 ;D +C,Camptothecin투여 전 4시간 동안 dexamethasone을
전처치한 군 ; D + E, Etopside 투여 전 4 시간 동안
dexamethasone을 전처치한 군 ; R, 2 μM RU486 (=
glucocorticoidreceptorantagoist).



4. 4. 4. 4. DexamethasoneDexamethasoneDexamethasoneDexamethasone에 에 에 에 의해 의해 의해 의해 증가된 증가된 증가된 증가된 Bcl-xLBcl-xLBcl-xLBcl-xL의 의 의 의 camptothecincamptothecincamptothecincamptothecin에 에 에 에 의한 의한 의한 의한 감소감소감소감소

본 실험과 연관하여 뇌교종세포(C6)주에서 세포고사의 조절에 Bcl-xL
의 보다 직접적인 역할을 규명하기 위하여 dexamethasone,camptothecin
및 RU486등의 처치 혹은 이들의 조합에 따른 Bcl-xL의 변화를 보았다.
앞서 dexamethasone투여 시간대별 Bcl-xL증가 실험(그림 4)에서도 보였
듯이 dexamethasone 단독 투여는 Bcl-xL의 상당한 증가를 보였으나,
dexamethasone 전처치 후 camptothecin투여는 dexamethasone에 의한
Bcl-xL단백질 발현 상승 효과를 크게 낮추었다(그림 7).Camptothecin단
독 투여도 뚜렷하지는 않으나,대조군에 비해 Bcl-xL단백질 발현의 경미
한 감소를 보였다.이와 같이 Bcl-xL은 dexamethasone에 의해 민감하게
증가하고,세포고사를 유발하는 camptothecin에 의해서 감소되는 양상을
보여 Bcl-xL이 dexamethasone에 의한 camptothecin유도 세포고사에 중
요한 역할을 하고 있음을 보다 강력히 암시하고 있다. RU486이
dexamethasone투여 전에 함께 처리된 시료에서는 dexamethasone단독

그림 7.Dexamethasone,camptothecin및 RU486등의 처치 및 이들의 조합
에 따른 Bcl-xL의 변화.RU486은 dexamethasone투여 30분전에 처리되었
다.Bcl-xL은 dexamethasone및 camptothecin처리에 따른 변화를 민감하
게 보였으나,다른 Bcl-2family단백질들은 큰 변화를 보이지 않았다.D,1
μM dexamethasone;C,2 μM camptothecin;R,2 μM RU486;D + C,
Camptothecin투여 전 4시간 동안 dexamethasone을 전처치한 군.



투여군에서 보여주었던 Bcl-xL단백의 상승이 없어 GR이 관여하는 것을
추가로 증명하고 있다.Bcl-xL이외에도 Bcl-2family가운데 Bcl-2,Bad,
Bax등의 단백질에 대해서도 변화기 있는지 관찰해 보았으나,치료 군에
따른 큰 차이를 보이지 않았다(그림 7).

5. 5. 5. 5. Camptothecin Camptothecin Camptothecin Camptothecin 유도 유도 유도 유도 세포고사 세포고사 세포고사 세포고사 억제에 억제에 억제에 억제에 관여하는 관여하는 관여하는 관여하는 Bcl-xLBcl-xLBcl-xLBcl-xL에 에 에 에 대한 대한 대한 대한 신호신호신호신호

전달체계상 전달체계상 전달체계상 전달체계상 상위조절자로서의 상위조절자로서의 상위조절자로서의 상위조절자로서의 STAT5STAT5STAT5STAT5

STAT5는 Bcl-xL 유전자의 주된 조절자 중의 하나로 알려져 있는며,
유전자발현을 조절함에 있어서 STAT5와 glucocorticoid사이에 상승작용
이 보고 된 바도 있다.STAT5와의 상호작용을 하는 것으로 보고 된 전사
조절자들에는 YY-1, Sp1, C/EEP, 그리고 GR 등이 있다. 따라서
dexamethasone의 세포고사 억제와 관련한 본 실험에서도 STAT5 가
Bcl-xL의 주된 조절자인지를 밝히고자 하였다.

그림 8.Dexamethasone에 의한 뇌교종세포주(C6)에서 인산화된 STAT5증가.표시
된 시간은 C6세포에서 dexamethasone노출 시간을 의미함.핵단백질을 분리하여
phosphorylatedSTAT5에 대한 immunoblot결과 dexamethasone투여 후 2-4시간
사이에 그 발현이 증가하다가 감소하는 경향을 보이지만,totalSTAT5는 그 발현양
에 있어서 차이가 거의 없다.따라서 dexamethasone은 투여 된 후 뇌교종세포에서
짧은 시간 내에 STAT5 단백의 새로운 생성보다는 세포 내에 이미 존재하던
STAT5의 인산화를 조절하고 있음을 시사한다.



가.Dexamethasone에 의한 STAT5활성화 및 DNA 결합능 증가
Westernblot상 뇌교종세포(C6)주에 dexamethasone을 처리한 후 2시

간 이내에 인산화를 통하여 활성화된 STAT5단백질이 증가하기 시작하였
고,이후 4～6시간이 지나면서 점차적으로 활성형이 감소하였다(그림 8).
STAT5의 인산화가 Bcl-xL의 발현증가에 직접적인 영향을 미친다고 가정
하고 시간대별 신호전달 과정을 정리 해 본다면,dexamethasone투여 후
Bcl-xL의 증가와 camptothecin에 의한 세포고사 억제 효과가 4시간 정도
부터 나타나는 앞서의 결과들을 생각할 때,dexamethasone투여 후 활성
화된 phosphorylatedSTAT5는 2시간 이내에 증가하여 세포내 신호전달
작용을 하다가 4시간 정도 지나면서 사라지고, STAT5에 의해
dexamethasone투여 후 4시간 정도부터 증가되기 시작하는 Bcl-xL은 48
시간까지 지속되면서 세포고사를 억제하는 형태의 신호체계를 형성할 것으
로 예상할 수 있다.

그림 9.EMSA를 이용한 dexamethasone의 노출시간에 따른 STAT5의
DNA binding activity 변화. STAT5의 DNA binding activity는
dexaemtahsone투여 후 4시간 정도에 최대를 보이다가 이후 감소한다.
이는 dexamethasone투여 후 phosphorylatedSTAT5단백질의 변화를
보여 주는 WesternBlotting결과와 일치하였다.



인산화된 STAT5의 전사조절자로서의 DNA 결합능을 확인하기 위하여
시행된 EMSA에서는 dexamethasone투여 후 2시간 이내에 STAT5의
DNA 결합능이 증가하기 시작하여 4시간에 정도에 최대치를 보이다가 이
후로 점차 감소하는 경향을 보여,앞서의 시간대별 신호전달체계 예상과
일치하는 결과를 보였다(그림 9).

나.Dominantnegative STAT5 adenovirus,AdStat5aΔ740 에 의한
Bcl-xL발현 감소
STAT5단백질을 dominantnegative형태로 발현 가능한 재조합 아데노
바이러스인 AdStat5aΔ740을 뇌교종세포주인 C6에 감염시킨 후 세포내에서
변화하는 Bcl-xL단백질의 발현양이 Dexamethasone처리 여부에 따라 달
라지는지 알아보기 위하여 Western blotting을 시행하였다.일반적으로
STAT5단백질은 생존 신호 단백질인 Bcl-xL전사 유도 물질로 잘 알려
져 있으며 STAT5단백질을 dominant-negative형태로 발현 가능한 재조
합 아데노바이러스를 세포에 감염 시켰을 때 세포 자체의 야생형 STAT5
와 외부에서 인위적으로 제공한 dominant-negative형태의 STAT5단백
질이 서로 경쟁 반응하여 Bcl-xL전사 유도 기능이 제대로 이루어 질 수
없으며 Bcl-xL발현양이 감소하게 된다.25AdStat5aΔ740감염 후 Bcl-xL
발현 감소는 배양 후 72시간 정도에서 두드러졌다.따라서 AdStat5aΔ740
감염을 먼저 시킨 후 48시간 정도 지난 후 dexamethasone1 μM를 처리
하여 24시간 동안의 dexamethasone의 Bcl-xL단백질에 대한 영향을 분석
하였다.먼저 아무 처리도 하지 않은 C6세포에서는 Bcl-xL단백질이 소
량 발현 되는 것을 확인할 수 있었으며 음성대조군 아데노바이러스,Ad
control을 400MOI로 처리 하였을 때에는 Bcl-xL단백질양에 있어서 거의
변화가 없었다.하지만 AdStat5aΔ740을 400MOI로 처리하였을 때에는 세
포 내의 Bcl-xL단백질의 발현이 확연하게 감소하는 결과를 관찰할 수 있
었다.Dexamethasone처리 후 Bcl-xL단백질의 발현양이 증가되는 현상
이 STAT5단백질이 전사 수준에서 직접적으로 관여하는지 알아보기 위하



여 AdStat5aΔ740로 감염된 세포에 Dexamethasone을 처리한 후 세포 내에
서의 Bcl-xL단백질의 발현 여부를 측정하였다.Dexamethasone으로 증가
된 Bcl-xL단백질은 Adcontrol에 비하여 AdStat5aΔ740의 처리로 확연하
게 감소되는 현상을 관찰할 수 있었다(그림 10).따라서 뇌교종 세포주인
C6에 Dexamethasone의 처리로 인하여 증가되는 세포 생존 신호 관련 단
백질인 Bcl-xL단백질의 전사 유도에 있어 STAT5단백질이 전사 수준에
서 직접적으로 관여하고 있다는 사실을 확인할 수 있었다.

6. 6. 6. 6. Dexamethasone Dexamethasone Dexamethasone Dexamethasone 투여 투여 투여 투여 후 후 후 후 glucocorticoid glucocorticoid glucocorticoid glucocorticoid receptorreceptorreceptorreceptor와 와 와 와 인산화된 인산화된 인산화된 인산화된 

STAT5STAT5STAT5STAT5의 의 의 의 상호작용상호작용상호작용상호작용

Glucocorticoids는 STAT5-dependenttranscription의 항진 및 STAT5
와 함께 transcriptonalco-activator로 역할을 하며,22,27,28 GR에 의한
STAT5활성의 항진이 STAT5tyrosineresidue의 인산화의 증가와 연관
된다고 보고 된 바도 있다.21하지만,현재까지는 GR과 STAT5의 관련성
이 casein유전자 전사조절과 연관하여 COS cell이나 HC11mammary
epithelialcells들에서만 주로 보고 되었으며,특히 세포 특이적인 방식으

그림 10. DominantnegativeSTAT5adenovirus,AdStat5aΔ740감염에
의한 Bcl-xL발현 감소.AdStat5aΔ740감염 후 72시간이 지난 후 세포를
회수하였으며,dexamethasone노출 시간은 24시간으로 하였다.Dominant
negativeSTAT5adenovirus감염은 dexamethasone에 의한 Bcl-xL상승
을 억제하였다.



로 신호전달을 주로 매개하는 glucocorticoid의 뇌교종세포에서 STAT5와
의 연관성은 보고 된 적이 없다. 앞서의 실험 결과들을 통하여
dexamethasone에 의한 camptothecin유도 세포고사 억제 및 Bcl-xL상승
에 STAT5의 활성화가 전제되며,GR도 관여하는 것을 알 수 있었다.따
라서 dexamethasone처리 후 뇌교종세포주에서 STAT5와 GR 사이에 어
떠한 상호작용이 일어나는지를 보기 위한 실험을 진행하였다. GR
antagonist를 dexamethasone처리 전에 투여 할 경우 dexamethasone단

독 투여에 의한 STAT5인산화 효과도 소실되는 것을 확인하였다(그림
11).Glucocorticoid의 receptor에 대한 결합이 STAT5의 활성화를 일으킨
다는 것을 시사하는 소견이다.또한 STAT5와 glucocorticoid사이에 물리
적 결합도 이루어지는지를 보고자 co-immunoprecipitation을 시행하였다.
아무런 약제도 투여 받지 않은 대조군 시료에서는 phosphorylatedSTAT5
가 거의 발현되지 않았으나,2시간 정도 dexamethasone에 노출된 시료에
서는 phosphorylatedSTAT5가 높게 발현됨으로 dexamethasone투여에
의해 GR과 phosphorylatedSTAT5가 물리적으로 결합하게 됨을 알 수 있
었다.Dexamethasone에 노출된 지 8시간 및 24시간 지난 후의 시료에서
는 phosphorylatedSTAT5가 거의 발견되지 않았다(그림 12).

그림 11. Dexamethasone 투여 후 발현이 증가된
phosphorylatedSTAT5의 GR antagonist 전처치에 의한
감소.D,Dexamethasoneincubation for2hours;R+D,
RU486 pretreatment before dexamethasone
administration.



그림 12.Glucocorticoidreceptor와 phosphorylatedSTAT5에
대한 Co-immunoprecipitation.표시된 시간은 뇌교종세포(C6)의
dexamethasone에 대한 노출시간을 의미한다.Dexamethasone자
극에 의해 활성화된 STAT5가 dexamethasone투여 후 2시간
및 4시간대에 glucocorticoid receptor와 물리적으로 결합함을
보여주었다.



ⅣⅣⅣⅣ. . . . 고   고   고   고   찰찰찰찰

Glucocorticoid는 부종을 감소시키는 역할로서 뇌의 다양한 질병에 널
리 쓰이며,특히 뇌종양의 경우에는 종양에 의한 뇌압의 증가 및 부종을
감소시키기 위해 필수적으로 사용된다.그 작용 기전으로는 blood-tumor
barrierpermeability및 국소 뇌혈류 감소29,vascularendothelialgrowth
factor(VEGF)의 작용 길항30등이다.스트레스에 의해 그 분비가 자극되
는 steroidhormone인 glucocorticoid는 그 일차적인 역할이 스트레스성 자
극에 반응하여 에너지를 이동하는 것이라고 할 수 있지만,한편으로는 다
양한 포유동물 세포에서 세포마다의 특이적인 방식으로 세포고사 및 cell
growth에도 영향을 미치는 것으로 밝혀지고 있다.예를 들어 thymocyte
나 leukemiacellline들과 같은 혈액 계통 세포에서는 주로 세포고사를 유
발하고31,32,mammaryepithelialcell,gastriccancercell,hepatomacell등
의 고형암세포 등에서는 주로 세포고사를 억제하는 것이33-35보고 되어왔
다.그리고 최근에는 astrocytoma나 glioma세포에서도 dexamethasone투
여로 Bcl-xL상승과 함께 세포고사가 억제됨이 밝혀졌다.8Dexamethasone
에 의한 세포고사 억제는 다른 고형종양에서와는 달리 뇌종양에서는 그 의
미가 다르다고 할 수 있는데,이는 뇌종양의 경우 앞서의 언급에서처럼 거
의 모든 환자에서 종양에 의한 이차적인 현상인 부종을 감소시키기 위해서
dexamethasone이 투여되기 때문이다.Dexamethasone투여 후 세포 생존
신호인 Bcl-xL의 상승을 통한 세포고사 억제는 항암치료의 효과를 떨어뜨
리는 결과를 초래할 수 있으므로,이에 대한 기전 연구는 매우 중요하며
이에 대한 본 연구의 결과로서 GR및 STAT5가 Bcl-xL의 상위조절인자
로서 역할을 한다는 것이 규명되었다.
Bcl-2family단백질은 세포고사를 조절하는데 중추적인 역할을 한다.

이는 세포고사에 미치는 영향에 따라 크게 두 가지로 나누어볼 수 있다.
Bcl-2,Bcl-xL,Bcl-w,Mcl-1등은 세포생존신호이며,Bad,Bax,Bak,
Bok,Bcl-xS등은 세포사멸신호이다.36-38본 연구에서 dexamethasone투



여 후 Bcl-2family단백질의 변화를 westernblot으로 확인하였는데,Bad,
Bax,Bcl-2,Bcl-xL 가운데서 Bcl-xL만 증가되는 것을 확인하였다.
Bcl-xL은 lipid membrane에 ion channel을 형성하여 voltage-dependent
channel인 mitochondrial porin과 반응하면서 mitochondria로부터
cytochromec의 방출을 억제하는 역할을 한다.39-41이와 같은 방식으로
Bcl-xL은 caspase활성을 막고,세포고사를 억제하는 것으로 잘 알려져 있
다.본 실험에서 dexamethasone투여 후 세포고사가 억제되는 정도가 노
출시간에 따라 변화되고, GR이 매개한다는 사실은 특정 유전자가
dexamethasone에 의하여 전사조절을 통해 유도되는 것을 뒷받침하고 있으
며,Bcl-xL의 dexamethasone투여 후 시간에 따른 상승은 dexamethasone
투여 후 camptothecin유도 세포고사 억제 정도의 시간대별 변화가 거의
정확하게 일치하였다.특히 dexamethasone과 camptothecin의 병합투여와
각각의 약제의 단일 투여에 따른 Bcl-xL의 변화 양상,즉 camptothecin단
독 투여에 의한 Bcl-xL감소,dexamethasone단독 투여 후 Bcl-xL증가,
dexamethasone 단독 투여에 비하여 camptothecin 병합 투여의 경우
Bcl-xL의 현저한 감소 등은 Bcl-xL 유전자가 dexamethasone에 의한
camptothecin유도 세포고사 억제의 주된 조절 물질임을 강력히 시사한다.
Bcl-x유전자는 주로 전사단계에서 그 발현이 조절되며,Bcl-x유전자

의 조절 영역에는 STAT 결합부위, NF-κB 결합부위 및
cytokine-responsiveelement등이 있다.9.10이 가운데서 STAT 단백은 신
호전달과 전사조절을 동시에 수행할 수 있는 특이한 단백질이다.STAT
단백은 주로 조혈계 세포에서 다양한 cytokine들에 의한 영향을 받아 세포
성장,생존,분열 등을 조절하는 물질로 알려져 왔다.42,43이러한 STAT 단
백질의 가장 중요한 표적 유전자가 Bcl-xL임을 몇몇 연구에서 보고하고
있다.하지만,Bcl-xL유전자 조절을 위한 STAT 단백질들의 활성은 각각
의 cytokine에 특이적으로 반응하여 활성화되는데,예를 들어 IL-3유도
Bcl-xL 유전자 발현에는 STAT5가 관여하고44,cardiocytes에서 LIF의
Bcl-xL 유전자 발현은 STAT1이 조절하고45,U-266myeloma세포에서



IL-6의존성 Bcl-xL유전자 발현에는 STAT3가 역할을 하며46,IL-15신
호전달에 의한 Bcl-xL유전자 조절은 STAT6에 의해서 이루어진다.47본
연구에서는 dexamethasone에 의한 Bcl-xL 유전자 발현조절에 STAT5가
관여됨을 밝혔는데,EMSA를 통하여 Bcl-xL 유전자 프로모터에 있는
putativeSTAT5-bindingsite에 STAT5가 결합능이 증가하는 것을 확인
하였고,dexamethasone투여 후 STAT5인산화가 증가되는 것도 확인하
였다.또한 dominantnegativeSTAT5를 제공하는 재조합아데노바이러스
의 뇌교종세포주내 transfection은 dexamethasone투여에 따르는 Bcl-xL
단백질 유도 효과를 크게 감소시켰다.
Glucocorticoid는 hydorphobic한 성질 때문에 세포내로 자유롭게 들어

가서 세포질 내에 존재하는 GR에 결합하여 리간드-수용체 복합체를 형성
한다.Glucocorticoid와의 결합이 없을 경우 glucocorticoidreceptor은 세포
질 내에서 hsp90및 immunophilin등과 결합하여 핵 내로의 이동이 어렵
게 되고,세포질 내에서 비활성화 상태로 존재하게 된다.하지만,일반적으
로 glucocorticoid가 GR에 결합하게 되면 hsp90및 immunophilin이 떨어져
서 GR이 활성화되고48.49,활성화된 GR은 핵내로 이동하여50glucocorticoid
responsiveelement(GRE)로 불려지는 consensussite의 DNA에 결합하고,
유전자의 전사 활성활를 일으키게 된다.51한편으로는,glucocorticoid의 결
합으로 활성화된 GR은 다른 유전자와 상호작용을 통하여 그 유전자의 표
적 유전자의 발현을 조절하는데 기여를 하기도 한다.52특히 GR과 STAT5
의 상호 작용은 주로 mammary epithelialcell에서 많이 연구되었는데,
prolactin에 의해서 임신기간동안 활성화된 STAT5는 성장,분화 및 모유
단밸질 생성에 기여하게 된다.27이 때 GR은 STAT5와 복합체를 형성하
여,STAT5의 핵 내 DNA 결합 부위로 이동시켜 결과적으로 STAT5의 전
사조절 작용을 도와주는 작용을 하는 것으로 밝혔다.22,28본 연구에는 이전
의 보고들에서 주로 유선 세포와 관련하여 STAT5와 glucocoticoid
receptor의 상호 연관성을 보여주었던 경우와는 달리 뇌교종세포주에서 이
두 단백질 사이에 어떠한 연관성이 있는지를 제시하는 첫 번째 보고이다.



Co-immunoprecipitation실험 상 이 두 단백질은 활성화된 상태에서 서로
물리적인 결합을 함을 알 수 있었고,GR antagonist인 RU486의 처리는
STAT5의 인산화의 소실 및 dexamethasone에 의한 세포고사 억제 효과를
크게 줄였다.따라서 뇌교종세포에서도 GR은 STAT5와 밀접한 연관을 유
지하며,STAT5의 전사조절기능을 증가시키는 역할을 수행하는 것으로 이
해된다.그리고 GR은 본 실험에서 규명하고자 하는 신호전달체계상 맨 처
음 신호전달 매개 물질로 생각할 수 있다.
따라서 본 연구를 통하여 밝혀진 dexamethasone 투여 후

camptothecin유도 세포고사 억제에 관여하는 신호전달물질들의 활성 및
발현 시간을 시간 순서대로 정리하여 보면 우선 dexamethasone투여 후
glucocorticoidreceptor와의 결합이 신호 전달의 시작이 이루어지고,곧 이
어 2시간 이내에 STAT5가 인산화를 통해서 활성화된다. 활성화된
STAT5는 4시간이 지나면서 인산화가 급격히 소실된다.Bcl-xL의 상위조
절자인 인산화 STAT5단백질의 급격한 감소가 dexamethasone투여 후 4
시간 정도에 시작하는 시점에 상응하여 Bcl-xL단백질의 발현이 점차적으
로 증가되기 시작하여 24시간 정도에서 최대로 발현되는 것을 확인할 수
있었다.본 실험에서 얻어진 결과들을 토대로 Bcl-xL,phosphorylated
STAT5및 세포고사 억제 정도를 dexamethasone투여 후 시간에 따른 변
화를 한 그래프에 정리하여 보았다(그림 13).Dexamethasone투여 후
STAT5의 인산화는 1-2시간 내에 급속히 일어나서 plateau를 이루고,이
는 Bcl-xL의 전사활성을 야기시키게 되는데,Bcl-xL의 양이 기저치 0.3에
비해서 0.6정도로 두 배 정도 증가되면서 세포고사 억제 정도가 두드러지
기 시작하였다.



그림 13.Dexamethasone에 대한 노출시간대별 Bcl-xL,phosphorylatedSTAT5및
Camptothecine에 의한 세포고사 억제의 상대적 비교.그림 4의 Bcl-xL및 그림 8의
STAT5에 대한 westernblot결과를 densitometry로 분석하여 최대치를 1.0으로 하
여 시간대별 상대적 발현양을 나타내었으며,그림 5의 dexamethasone전처치 시간에
따른 세포고사 억제 정도의 변화를 전혀 억제되지 않은 상태를 1.0으로 두고 상대적
인 변화를 그래프로 나타내었다.



ⅤⅤⅤⅤ. . . . 결   결   결   결   론론론론

결론적으로 뇌교종세포(C6)에서 dexamethasone에 의한 camptothecin
유도 세포고사 억제에 관련된 기전을 연구한 결과를 정리해 보면,
dexamethasone이 투여되면 이는 GR에 ligand로서 결합을 하게 되고,GR
은 STAT5의 활성을 유도하고,이와 물리적 결합을 하게 된다.이 두 단백
질 복합체는 핵 내로 이동하여 Bcl-xL의 프로모터의 STAT5단백질이 결
합할 수 있는 DNA 영역에 붙어서 전사를 조절하게 된다.STAT5의 하위
신호전달 물질인 Bcl-xL단백질이 전사조절단계에서 조절되어 그 양이 증
가되고,결국 이는 camptothecin에 의해 유도되는 세포고사를 억제하는 것
으로 생각된다.따라서 임상에서 뇌종양 환자에서 흔히 쓰이고 있는 스테
로이드 투여는 각종 항암제에 대해 세포사멸효과를 떨어뜨릴 수 있으므로
향후 이 기전 연구를 바탕으로 dexamethasone에 의해 생길 수 있는 가능
한 내성요인을 극소화하는 방법을 모색해야 할 것이다.
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Mechanism ofinhibition ofcamptothecin-induced apoptosis by
dexamethasoneinC6gliomacells
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Malignantglioma,which is the mostcommon primary central
nervous system tumor in adults,carries extremely poor prognosis
despite aggressive treatment with surgery, irradiation, and/or
chemotherapy.Thesetumorcellsarenotoriouslyresistanttoapoptosis.
Resistancetoapoptosiscanbeachievedviatheup-regulationand/or
down-regulation of anti-apoptotic or pro-apoptotic Bcl-2 family
members, respectively. Recently dexamethasone, a synthetic
glucocorticoid,is reported to induce partialresistance to anticancer
drugsingliomacellsbytranscriptionalactivationofBcl-xLgene.The
notionthatthesteroid,usedcommonlytorelieveedemaassociatedwith
brain tumor,protectscellsfrom camptothecin,directedthisstudy to
investigate the upstream regulators forBcl-xL transactivation after
dexamethasonetreatment.
For the induction of apoptosis in C6 glioma cells,2 μM of

camptothecin wasaddedtotheculturemedium.Apoptoticcelldeath



was confirmed by a colorimetric caspase-3 assay with
CaspACETM®(Promega,Madison,USA),and DNA breakage by Cell
Death Detection Elisa Kit®(Roche,Mannheim,Germany).Increased
caspase-3activityandDNA fragmentaionaftercamptothecinalonewas
markedly reduced in cellspre-treated with 1 μM ofdexamethasone.
Thiseffectwasabolished by glucocorticoidreceptor(GR)antagonist
RU486,indicatingthattheprotectionduetodexamethasoneismediated
via this receptor.Bcl-xL,which is markedly up-regulated in a
time-dependent fashion following exposure to dexamethasone.The
extentofapoptosisinhibitionbydexamethasonecorrespondedwellwith
the change of Bcl-xL expression according to exposure time to
dexamethasone.InordertostudytheroleofSTAT5inthissignaling
cascade, we determined Bcl-xL expression with introduction of
dominant-negativeSTAT5.C6gliomacellsinfectedwiththedominant
negative STAT5 adenovirus, AdStat5aΔ740, suppressed strongly
expression ofBcl-xL gene,indicating thatBcl-xL expression was
controlled in transcriptionallevelby STAT5.Upon dexamethasone
treatment,phosphorylatedSTAT5increasedwithin2hourandgradually
decreasedfrom 4-6houronwesternblot.Onelectrophoreticmobility
shiftassay (EMSA)to investigatenuclearDNA binding activity of
STAT5protein,thebindingactivityincreasedgraduallyupto4hour
andthendecreasedthereafter.Nuclearextractwasimmunoprecipitated
withaGR receptorspecificantiserum,anddevelopedonimmunoblot
with a STAT5 specific antiserum.Untreated controlcells showed
minimalactivityofphosphorylatedSTAT5,whereascellstreatedwith
dexamethasone for 2-4 hour had increased phosphorylated STAT5
activity.Insummary,dexamethasonebindstoGR,whichthenactivates
STAT5.ActivatedGR complexeswithSTAT5,andhelps ittodirect



the STAT5 DNA binding site,providing positive enhancement of
STAT5transactivationforBcl-xLregulation.Ultimatelythismechanism
study willhavea roleto identify therapeuticdrugsormethodsto
reversetheeffectofinhibition ofcamptothecin-induced apoptosisby
dexamethasonewhichisneededessentiallyinthetreatmentwithbrain
tumor.

KeyWords:dexamethasone,apoptosis,braintumor,STAT5,Bcl-xL,
camptothecin
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