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감감감사사사의의의 글글글

지난 2년 동안 많은 것을 배울 수 있는 시간이었습니다.많이 부족한
저에게 오늘이 있도록 도와주시고 힘이 되어주신 많은 분들께 깊이 감사
드립니다.먼저 저에게 연구할 기회를 주시고 지도해 주신 김혜영 교수님
께 진심으로 감사드립니다.그리고 많은 격려와 관심으로 이끌어주신 김
경환 선생님께 감사드립니다.
보다 좋은 연구를 위하여 많은 조언을 해주시고,배려 해주셨던 약리학

교실의 안영수 교수님,김동구 교수님,이민구 교수님,박경수 교수님,김
철훈 교수님께 진심으로 감사드립니다.그리고 심사위원으로 제 연구에
관심을 가져주시고 아낌없는 조언을 해주신 이용찬 교수님 감사합니다.
지난 2년이 넘는 시간동안 실험에 대해 많은 도움과 조언을 해주셨던

정혜연 선생님,서정연 선생님,유지훈 선생님,서지혜 선생님,이장원 선
생님 감사드립니다.그리고 비슷한 시기에 입학해서 어려울 때 힘이 되어
주고 많은 것들을 도와주신 주경돈 선생님,차보람 선생님,이종화 선생
님,심동휘 선생님 감사합니다.
아무것도 모르던 저에게 처음 실험을 가르쳐 주시느라 정말 고생 많이

하신,지금은 미국에 계신 임주원 선생님께 감사드립니다.
교실에서 편하게 생활할 수 있도록 도와주신 임종수 선생님,김건태 선

생님,민선해 선생님 감사합니다.그리고 2년간 함께 생활했던 약리학 교
실에 좋은 선배님들과 친구들에게 감사드립니다.

그리고 마지막으로 지금까지 키워주시고 공부할 수 있도록 도와주신 저
의 부모님과 동생 돈윤이에게 감사드립니다.



-i-

목목목 차차차

국문요약 ···········································································iv
ⅠⅠⅠ...서서서 론론론 ·············································································1
ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법 ····································································5
1.H.pylori균주 및 배양조건 ········································5
2.위 상피세포 배양 및 H.pylori자극 ························5
3.세포핵 추출액 ·································································5
4.젤 단백 분획 이동 ·························································6
5.c-Jun,c-Fos,COX-2 및 iNOS의 mRNA 발현
측정 ···················································································7

6.유전자 transfection ························································8
7.Westernblotting ····························································9
8.ProstaglandinE2측정 ··················································9
9.Nitrite측정 ······································································9
10.통계처리 ·······································································10

ⅢⅢⅢ...결결결 과과과 ···········································································11
1.H.pylori자극에 의한 c-Jun과 c-Fos의 mRNA 및
단백 발현 변동 ·····························································11

2.H.pylori자극에 의한 세포내 핵전사인자의 활성 변



-ii-

동 ·····················································································12
3.H.pylori자극에 의한 COX-2와 iNOS의 mRNA
및 단백 발현 변동 ····················································13

4.염증 매개 효소 발현에 대한 Ras및 핵전사인자
활성과의 상관관계 ······················································14

5.H.pylori자극에 의한 nitrite와 prostaglandinE2
생성 ··················································································16

6.H.pylori자극에 의한 nitrite와 prostaglandinE2
생성에 대한 Ras및 핵전사인자 활성과의 상관
관계····················································································17

ⅣⅣⅣ...고고고 찰찰찰 ·············································································19
ⅤⅤⅤ...결결결 론론론 ···········································································22
참고문헌·············································································23
영문요약·············································································27



-iii-

그그그 림림림 차차차 례례례

그그그림림림 111...H.pylori자극에 의한 c-Jun과 c-Fos의 mRNA
및 단백 발현···························································11

그그그림림림 222...H.pylori자극에 의한 세포내 AP-1,NF-κB
활성 변동··································································12

그그그림림림 333...H.pylori자극에 의한 COX-2와 iNOS의 mRNA
및 단백 발현····························································13

그그그림림림 444...H.pylori자극에 의한 세포내 COX-2와 iNOS
발현 증가에 대한 Ras및 핵전사인자와의
상관관계····································································14

그그그림림림 555...H.pylori자극에 의한 nitrite와 prostaglandin
E2생성·······································································16

그그그림림림 666...H.pylori자극에 의한 nitrite와 prostaglandin
E2생성에 대한 Ras및 핵전사인자 활성과의
상관 관계··································································18

그그그림림림 777...H.pylori감염으로 인하여 위 상피세포에서
iNOS와 COX-2발현에 관여할 것으로 추정되는
신호변환체계·····························································20



-iv-

국국국문문문요요요약약약

HHH...pppyyylllooorrriii감감감염염염 위위위 상상상피피피세세세포포포에에에서서서
cccyyyccclllooooooxxxyyygggeeennnaaassseee---222와와와 iiinnnddduuuccciiibbbllleeennniiitttrrriiicccoooxxxiiidddeeesssyyynnnttthhhaaassseee에에에

대대대한한한 신신신호호호변변변환환환체체체계계계

Helicobacterpylori(H.pylori)는 다양한 위장관질환을 일으키는 원
인균으로 알려져 있다.H.pylori감염에 의해 증가하는 활성산소는 핵
전사인자인 AP-1과 NF-κB의 활성을 증가시키고,염증매개 유전자 발
현에 기여한다고 알려져 있다.AP-1과 NF-κB는 염증 매개 효소인
induciblenitricoxidesynthase(iNOS)와 cyclooxygenase-2(COX-2)의
promoter부위에 결합 부위를 갖고 있다.본 연구에서는 한국인 십이지
장 궤양 환자의 점막에서 분리한 H.pylori균주인 HP99를 사람 위 상
피세포주인 AGS에 감염시켜 H.pylori에 의한 AGS세포의 핵전사조
절인자의 활성 변동을 규명하고자 하였다.아울러 핵전사조절인자의 활
성을 염증매개효소의 발현 변동에 의해 규명하고자 하였다.먼저 핵전
사조절인자의 활성을 측정한 결과,NF-κB와 AP-1의 활성 증가를 확인
하였다.그리고 H.pylori감염에 의해 COX-2및 iNOS의 발현이 증가
됨을 확인하였다.H.pylori에 의한 AGS세포의 COX-2및 iNOS발현
증가가 어떤 핵전사인자에 의하여 매개되는지 여부를 알아보기 위하여,
IκB변이 유전자인 MAD3또는 c-Jun및 Ras의 dominantnegative유
전자인 TAM67,RasN-17유전자를 세포내로 transfection시킴으로서
NF-κB,AP-1그리고 Ras의 활성화를 각각 억제시킨 결과 COX-2및
iNOS 발현이 억제되었다.이상의 결과로 보아 위 상피세포에서 H.
pylori는 Ras,AP-1그리고 NF-κB를 활성화시키고,이는 COX-2및
iNOS의 발현을 유도함을 알 수 있었다.또한 이러한 결과로 iNOS의
생성물인 nitrite와 COX-2의 생성물인 PGE2단백양이 증가함을 알 수
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있었다.

핵핵핵심심심되되되는는는 말말말: Helicobacterpylori,COX-2,iNOS,위 상피세포,AP-1,
NuclearfactorkappaB(NF-κB)
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<지도교수 김김김 경경경 환환환 >

연세대학교 대학원 의과학과

조조조 순순순 옥옥옥

ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

1983년 사람의 위생검 조직으로부터 Helicobacterpylori(H.pylori)가
배양되었다는 최초의 보고 이후 이 균에 대한 많은 연구가 진행되어 H.
pylori가 만성 위염의 원인인자임과 동시에 소화성 궤양 재발의 중요한
원인이 될 뿐만 아니라,위암종 및 위림프종과도 관련이 있음이 밝혀지게
되었다.1H.pylori는 한국인 성인의 80%이상이 감염된 것으로 알려져 있
으며,인체 위점막 상피에 군집을 이룬다.2H.pylori를 박멸할 경우 소화
성 궤양이 회복되며 이는 H.pylori가 소화성 궤양의 중요 병인임을 의미
한다.3H.pylori감염의 초기단계에는 laminapropria내 호중구의 증가를
보이고,만성적으로 진전된 상태에서는 림프구,형질세포,호산구 등의 증
가가 관찰된다.4

Activatorprotein-1(AP-1)은 세포질 내에 존재하며,세포가 자극을 받
았을 때 핵 안으로 이동된 후 DNA motif에 결합될 때 비로소 활성을 나
타내어 유효단백질(effector protein) 합성을 촉진한다.AP-1은 주로
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Fos/Jun heterodimer또는 homodimer로 이루어져 있으며,TRE(TPA
responsiveelement)motif에 결합할 때 유전자 전사를 개시한다. AP-1
은 growthfactor,tumorpromoter,cytokine등에 의하여 활성화되며,염
증관련 유전자 발현의 중요한 핵전사인자로 보고되고 있다.5 AP-1은 세
포에 따라서 산화 조건 또는 항산화 조건에 의하여 활성화되는 세포 특이
성을 보인다.최근까지의 보고들을 종합하면 H.pylori감염에 의해 활성
산소가 증가됨은 거의 확실시되고 있으며,H.pylori감염에 의한 활성산
소의 증가는 염증매개 유전자 발현에 기여하리라 생각된다.AP-1이 위
상피세포에서 산화조건에 의하여 활성화 된다면,이를 위한 신호전달과정
에 AP-1이 관여할 가능성이 높다.
NF-κB는 세포의 성장과 분화,염증반응,면역반응에 중요한 유전자들

의 발현을 조절하는 transcriptionfactor이다.6NF-κB는 비자극상태에서
세포질내 존재하며 IκB와 결합체를 이루고 있다가,세포가 자극을 받았을
경우 비활성 결합체로부터 IκB가 분리되어 핵 안으로 이동된 후 DNA
motif에 결합될 때 비로소 활성을 나타낸다.7NF-κB에 의하여 유도되는
유전자는 cytokine,growth factor,흡착분자(adhesion molecule),acute
phase단백 등이다.8,9활성산소인 과산화수소(H2O2)는 NF-κB를 활성화시
키는 대표적인 외부자극이다.그러므로 H.pylori감염에 의한 활성산소의
증가는 AP-1의 활성화뿐만 아니라 NF-κB도 관여한다고 보고되었다.10

Nitric oxide(NO)는 반 필수 아미노산인 L-arginine으로부터 nitric
oxidesynthase에 의하여 생성되며 체세포에서 여러 생리 및 병리작용을
매개함이 밝혀지고 있다.NO synthase(NOS)는 Ca2+과 NADPH 의존성
constitutiveNOS(cNOS)와 cytokine등의 자극물질에 의하여 합성이 유
도되며 Ca2+비의존성인 inducibleNOS(iNOS)로 구분된다.iNOS에 의해
생성되는 과량의 NO는 tyrosine과 쉽게 반응하여 nitrotyrosine의 조직 내
축적을 유발한다.H.pylori감염 위궤양 환자의 위점막에서 nitrotyrosine
염색이 진하게 나타남은 iNOS의 활성화를 간접적으로 제시해주고 있다.11
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Cyclooxygenase(COX)는 constitutive한 COX-1과 cytokines,mitogen,
endotoxin에 의하여 유도되는 COX-2로 구분된다.정상조직에서 COX-1
은 위점막 통합성을 유지하는 prostaglandin(PG)을 생성하며,endotoxin이
나 IL-1에 반응하여 유도되는 COX-2는 염증조직에서 PG와 throm
boxane(TX)생성을 동시에 증가시킨다.PG는 위점막 혈류를 증가시키고
mucus와 bicarbonate를 분비시켜 점막보호 작용을 한다. 최근에는
COX-2가 H.pylori로 인한 세포독성과 염증반응으로부터 위점막을 보호
하기 위한 방어 및 회복기전(defenceandrepair)으로 보고되었다.12그러
나 COX-2에 의해 세포 보호 작용과 상반되는 혈소판 응집과 혈관수축을
일으키는 TX 생성이 증가되므로 PG/TX의 비율이 COX-2의 위점막 방
어 또는 손상을 좌우하는 요인으로 생각된다.13

AP-1과 iNOS에 관한 연구로는,demyelinating disease의 병리에서
AP-1의 활성이 iNOSmRNA의 발현에 관여한다고 Giri등(2002)5이 보고
하였으며,심근세포 손상에서 AP-1이 cytokine유도에 의한 NO 생성을
조절한다고 보고하였다.10H.pylori에 의한 궤양 유도물질이 iNOS에 의
해 생성되는 과량의 NO와 활성산소의 복합체인 peroxynitrite일 것으로
추정된다.11 이는 과량의 NO와 tyrosin이 쉽게 반응하여 생성된
nitrotyrosine이 H.pylori감염 위궤양 환자의 위점막에서 증가한다는 보
고로 추측할 수 있다.14

AP-1의 활성이 COX-2발현과 염증 및 세포증식과 관계된다는 연구는
유방암 세포,대장상피세포 및 연골세포 등에서 보고되었다.15인체 상피
세포에서 COX-2발현은 비정상적으로 생성되는 prostagladin이성체와
thromboxane으로 인하여 염증반응을 증폭시키고,AP-1과 C/EBP또는
NF-κB등의 다른 핵전사인자와도 상호작용함이 보고되었다.5,16

본 연구는 한국인 십이지장 환자의 점막에서 분리한 H.pylori를 이용하
여 이를 감염시킨 세포주에서 iNOS와 COX-2의 발현 변동을 알아보고
iNOS와 COX-2의 발현 변동에 대한 핵전사인자 및 Ras활성과의 상관
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관계를 밝힘으로써 H.pylori에 의한 위점막손상 기전의 신호변환체계를
규명하고자 한다.
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...HHH...pppyyylllooorrriii균균균주주주 및및및 배배배양양양조조조건건건
한국형 Helicobacterpylori(Campylobacterpyloridis)은 CLOtest를 거

친 십이지장 궤양 환자의 점막으로부터 분리하여 규명한 HP99를 사용하
였으며,172%(v/v)fetalcalfserum을 함유한 brucellabroth에서 호기조건
으로 37℃,18시간 shaking(150rpm)하면서 배양하였다.9

222...위위위 상상상피피피세세세포포포 배배배양양양 및및및 HHH...pppyyylllooorrriii자자자극극극
사람의 위암 세포주인 AGS (gastric adenocarcinoma,ATCC CRL
1739)는 ATCC에서 구입하였다. 배지는 10% fetal bovine serum,
100U/mipenicillin과 100μg/mlstreptomycin을 함유한 RPMI1640배지
에서 배양하였다.세포는 1x106cell/well로 6-welltissuecultureplate에
seeding하며 한 well당 1ml의 배지를 분주하여 1일간 배양하였다.H.
pylori에 의한 자극 전 각 well은 항생제가 함유되지 않은 신선한 배지
1ml로 2회 세척하였다.Chocolateagar로부터 bacterialcell을 떼어내어
원심분리하여 harvest한 후,antibiotic-free배지에 재분산하고 배양하고
있는 세포에 bacterium/cell비율이 300:1이 되도록 첨가하였다
(volume:1ml).배양 후,상층액은 nitrite,PGE2측정에 사용하였으며,세포
는 c-Jun과 c-Fos,그리고 iNOS와 COX-2발현을 위한 추출액을 제조하
였다.AP-1과 NF-κB활성 측정을 위한 세포핵 추출액을 준비하였다.

333...세세세포포포핵핵핵 추추추출출출액액액
핵 단백은 Lee등18의 방법에 따라 얻었다.요약하면 H.pylori를 처치
한 세포를 모은 다음 차가운 PBS 용액으로 씻어주고 1 packed cell
volume(PCV)의 저장성 완충액 A(10 mM HEPES,pH 7.9,1.5 mM
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MgCl2,10 mM KCl,0.5 mM DTT,1 μg/mlleupeptin,1 μg/ml
aprotinin)에서 부유시켰다.부유된 세포들은 얼음 위에서 10분간 놓아둔
후 26-gauge바늘에 5번 통과시켜 세포막을 파괴시켰다.Microcentrifuge
에서 원심분리하여 핵을 침전시킨 후,얻은 핵을 완충액 A로 두 번 씻어
주었다.그 후 핵 침전물에 2/3PCV의 차가운 완충액 B(20mM HEPES,
pH 7.9,420mM KCl,1.5mM MgCl2,0.2mM EDTA,0.5mM DTT,
0.5mM PMSF,25% glycerol,1 μg/mlleupeptin,1 μg/mlaprotinin)를
넣어 얼음 위에 30분간 방치하고 자주 진탕해 주어 핵단백질이 추출되도
록 하였다.19 얼음에 차가운 2/3PCV의 완충액 C(10mM HEPES,pH
7.9,0.2 mM EDTA,0.5 mM DTT,1 μg/mlleupeptin,1 μg/ml
aprotinin)를 튜브에 첨가한 후,15,000xg로 4℃에서 15분간 원심분리하
여 상층액을 취하였다.이와 같이 얻은 핵 추출물을 새로운 튜브에 분주
하고 -70℃에서 보관하였다.시료의 단백질 농도는 Bradford법으로 정량
하였다.20

444...젤젤젤 단단단백백백 분분분획획획 이이이동동동
핵전사 단백인 NF-κB의 활성화 정도는 Xu등의 방법21을 변형한 젤

단백 분획 이동법(electrophoreticmobilityshiftassay)을 통해 확인하였
다.[γ-32P]-ATP를 소식자로 표지한 NF-κBconsensusoligonucleotide(5
＇-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3＇)0.0175pmoles(>104CPM)와
1 μg의 polydI·dC를 포함한 20 μl의 bindingbuffer(10mM Tris-HCl,
pH 7.6,20mM NaCl,1mM DTT,1mM EDTA,5% glycerol)를 5 μg
의 핵 단백과 섞어주었다.얼음 위에서 30분간 반응시킨 다음,반응물을
6% non-denaturing젤에 부하하였다.부하 전 200V에서 1시간 먼저 전
기영동한 후,부하 후 180V에서 2시간 전기영동을 시행하였다.전기영동
이 끝나면 gel을 건조시킨 후 자가 방사법으로 기록하였다.
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AP-1의 활성화는 AP-1 consensus oligonucleotide(5＇-CGCTTGAT
AGTCAGCCGGAA-3＇)를 이용하는 것 외에는 NF-κB DNA binding
activity를 확인할 때와 동일한 방법으로 수행하였다.

555...ccc---JJJuuunnn,,,ccc---FFFooosss,,,CCCOOOXXX---222및및및 iiiNNNOOOSSS의의의 mmmRRRNNNAAA 발발발현현현 측측측정정정
mRNA 발현은 역전사 중합효소연쇄반응(Reverse transcription

polymerasechainreaction;RT-PCR)을 이용하여 측정하였으며,내부대
조물질로서 β-Actin을 같이 증폭하여 실험하였다.총 RNA를 guanidium
isothiocyanate추출법에 의하여 분리한 후,random hexamer50pg,each
deoxynucleotide triphosphatase (dNTP)500M,RNase inhibitor 25U,
Reversetranscriptase200U를 함유한 반응액에 RNA 2μg를 넣어 최종
양이 25μl가 되도록 맞추어 넣고 37℃에 1시간동안 반응시켜 cDNA를 합
성하였다.RNA 160ng과 동량의 cDNA를 각 c-Jun,c-Fos,COX-2,
iNOS에 특이한 primer와 β-Actin에 특이한 primer및 Tagpolymerase
(Promega,Madison,WI)를 이용하여 중합효소반응법을 하였다.중합효소
반응법은 95℃ 30초,60℃ 30초,72℃ 30초로 29-35 cycle로 c-Jun,
c-Fos,COX-2,iNOS에 대한 mRNA를 증폭시켰다.c-Jun의 primer
sequences는 5＇-CCGAAGGCTAGTGCGATGTTTC-3＇ (forward
primer),5＇-ACTTGATGCAATCCAAACTTTGAA-3＇(reverseprimer)
이었으며,중합효소반응 생성물의 크기는 106 염기쌍이었다.c-Fos의
primersequences는 5＇-AGTGACCGTGCTCCTACCCAG-3＇ (forward
primer),5＇-AGACCAGAGGTTGCTCAGAACG-3＇(reverse primer)이
었으며,중합효소반응 생성물의 크기는 467 염기쌍이었다.COX-2의
primersequences는 5＇-TTCAAATGAGATTGTGGGAAAATTGCT-3
＇(forward primer), 5＇-AGATCATCTCTGCCTGAGTATCTT-3＇
(reverseprimer)이었으며,중합효소반응 생성물의 크기는 305염기쌍이
었다.22 iNOS의 primersequences는 5＇-CTGCATGGATAAGTACAGG
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CTGAGC-3＇(forward primer), 5＇-AGCTTCTGATCAATGTCATG
AGCAA-3＇(reverse primer)이었으며,중합효소반응 생성물의 크기는
225염기쌍이었다.23 β-Actin의 primersequences는 5＇-ACCAACTGG
GACGACATGGAG-3＇ (forward primer), 5＇-GTGAGGATCTTCA
TGAGGTAGTC-3＇ (reverseprimer)이었으며,중합효소반응 생성물의
크기는 353염기쌍이었다.24중합효소반응법을 한 후 중합효소반응 생성물
을 0.5μg/mlethidium bromide를 함유한 1.5% agarose젤에 부하시킨 뒤
전기영동하여 UV 투조상에서 c-Jun,c-Fos,COX-2,iNOSmRNA에 대
한 발현양을 측정하였다.25

666...유유유전전전자자자 tttrrraaannnsssfffeeeccctttiiiooonnn
  위 상피세포는 6×105cell/well로 6-welltissuecultureplate에 seeding
하여 6-7시간동안 37oC에서 배양하였다.NF-κB,AP-1과 COX-2,iNOS
의 관계를 알아보기 위하여 Ras,c-Jun 및 IκBα의 발현을 억제하는
dominantnegativemutantgene인 rasN-1726,TAM6727,28각각과 NF-κB
활성에 필요한 IκB 인산화를 억제하는 IκB mutantgene인 MAD3유전
자29 그리고 control vector로는 pcDNA3(Invitrogen, Groningen,
Netherland)를 DOTAP (N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,Ntrimethyl
ammonium methylsulfate)(Boehringer-Mannheim,Pentzberg,Germany)
을 이용하여 15-18시간동안 37oC에서 transfection시키고 H.pylori를 처
치하였다.24시간 처치한 후,배양액내 human PGE2를 Enzyme-linked
immunosorbentassay(ELISA)방법으로 측정하였으며,NO2측정 방법으
로 측정하였다.mRNA 발현은 4시간 처치 후,역전사 중합효소반응법으
로 측정하였고,단백 발현은 8시간 후에 Westernblotting방법으로 측정
하였다.
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777...WWWeeesssttteeerrrnnnbbblllooottttttiiinnnggg
세포를 차가운 PBS로 두 번 씻은 다음 50mM Tris,pH 7.2,2mM

EDTA,1% tritonX-100,0.2mM PMSF,5 μg/mlaprotinin,5 μg/ml
leupeptin이 포함된 단백질 추출 완충액을 넣고 얼음 위에서 10분간 방치
하였다.그 후 추출 완충액을 회수하여 15,000xg에서 10분간 원심분리한
후 상층액을 얻어 단백질 정량을 하였다.100μg의 단백질을 10%
polyacrylamide젤 전기영동으로 분리하고,nitrocellulosemembrane에 옮
겼다.5% 탈지분유로 blocking한 후 c-Jun (1:1000;sc-44),COX-2
(1:1000;sc-19999)(SantaCruzBiotechnology,SantaCruz,CA),c-Fos
(1:500;Catalog #06-341)(CellSignaling Technology,Inc.,Bevery,
MA,USA),그리고 iNOS (1:1000;Catalog #N32030)(Transduction
Labratories, San Diego)와 anti-rabbit이나 anti-mouse secondary
antibody(SantaCruzBiotech,SantaCruz,CA,USA)를 연이어 반응시
켰다.신호의 검출을 위해 secondaryantibody는 horseradishperoxidase
가 달려있는 IgG를 사용하였고, 발광반응의 측정에 enhanced
chemiluminiscencekit(Amersham Pharmacia,Buckinghamshire,UK)을
사용하였다.

888...PPPrrrooossstttaaaggglllaaannndddiiinnnEEE222측측측정정정
AGS세포에 HP99를 처치하고 24시간 후에 세포의 배양액을 취하였다.

배양액 내의 PGE2양은 ELISA kit(R&D,Minneapolis,MN,USA)를 사용
하였다.

999...NNNiiitttrrriiittteee측측측정정정
Nitrite는 Misko 등(1993)의 방법29을 이용하여, 배양액을 Greiss

reagent(1% sulfanilicacid,5% phosphoricacid,0.1% naphthylethylene
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diaminedihydrochloride의 혼합액)에 혼합 후 상온에서 10-30분 반응시킨
다.Nitrite와 반응된 혼합물을 spectrophotometer로 550nm에서 흡광도를
측정하였다.

111000...통통통계계계처처처리리리
모든 값은 "평균값 ±표준오차(mean±S.E.)"로서 표현하고,각 실험군

간의 변화 양상을 비교 검토하기 위해서 analysisofvariance를 응용하
고,F값이 의의가 있을 때에는 Fisher'sleastsignificantdifference법으
로 각 군의 값을 비교하였다.또한 Student'st-test가 알맞을 때에는 그
방법을 이용하고,어느 경우든지 P값이 0.05이하일 때에는 의의있는 변
동으로 규정하였다.
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ⅢⅢⅢ...결결결 과과과

111...HHH...pppyyylllooorrriii자자자극극극에에에 의의의한한한 ccc---JJJuuunnn과과과 ccc---FFFooosss의의의 mmmRRRNNNAAA 및및및 단단단백백백
발발발현현현 변변변동동동
AGS세포에 HP99를 처치한 후 각각의 시간에서 AGS세포의 c-Jun

또는 c-FosmRNA 및 단백의 발현을 각각 역전사 중합효소연쇄반응법
및 Westernblotting법을 이용하여 측정하였다.실험 결과 H.pylori에 의
한 c-Jun의 발현에서는 mRNA 발현이 30분부터 1시간까지 증가하였다.
그리고 c-Jun의 단백 생성의 증가는 1시간부터 2시간에 가장 높게 증가
하였다(그림 1A).H.pylori자극에 의한 c-Fos의 mRNA 발현 증가는 30
분에 가장 증가하였다.그리고 단백 발현은 1시간에 가장 증가하였다(그
림 1B).

그그그림림림 111...HHH...pppyyylllooorrriii의의의 자자자극극극에에에 의의의한한한 ccc---JJJuuunnn과과과 ccc---FFFooosss의의의 mmmRRRNNNAAA 및및및 단단단백백백의의의 발발발현현현...
AAA...AGS세포에 HP99로 자극을 준 뒤 세포에서 totalRNA를 분리하여,역전사
중합효소반응법을 이용하여 c-Jun에 대한 mRNA 발현을 8시간까지 측정하였다.
AGS 세포에 HP99로 자극을 준 뒤 세포에서 protein을 분리하여,Western
blotting법을 이용하여 단백 발현을 4시간까지 측정하였다.BBB...AGS세포에 HP99
로 자극을 준 뒤 totalRNA 및 단백 분리 후 역전사중합효소반응법과 Western
blotting법을 이용하여 c-Fos의 mRNA 발현과 단백 발현을 측정하였다.
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222...HHH...pppyyylllooorrriii자자자극극극에에에 의의의한한한 세세세포포포내내내 핵핵핵전전전사사사인인인자자자의의의 활활활성성성 변변변동동동
H.pylori자극에 의한 AGS세포의 핵전사인자의 활성을 젤 단백분획

이동법을 이용하여 측정하였다.H.pylori의 자극에 의한 AGS세포에서
의 AP-1의 활성은 1시간에서 가장 높게 나타내었다.또한,NF-κB의 활
성은 1시간에 가장 높게 나타내었다(그림 2).

그그그림림림 222...HHH...pppyyylllooorrriii자자자극극극에에에 의의의한한한 세세세포포포내내내 AAAPPP---111,,,NNNFFF---κκκκBBB 활활활성성성 변변변동동동...H.pylori
로 AGS세포를 자극한 후 세포에서 핵 추출물을 분리하여 AP-1(A),NF-κB(B)
에 대한 젤 지연분석법을 시행하여 H.pylori에 의한 AGS세포의 핵전사인자의
활성 변동을 측정하였다.
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333...HHH...pppyyylllooorrriii자자자극극극에에에 의의의한한한 CCCOOOXXX---222와와와 iiiNNNOOOSSS의의의 mmmRRRNNNAAA 및및및 단단단백백백 발발발
현현현 변변변동동동
AGS세포에 HP99를 투여한 다음 해당 시간에서 AGS세포의 COX-2

또는 iNOS mRNA 및 단백의 발현을 각각 역전사 중합효소연쇄반응법
및 Westernblotting법을 이용하여 측정하였다.실험 결과 H.pylori에 의
한 COX-2의 발현에서는 mRNA 발현이 2시간 이후부터 증가하였다.그
리고 COX-2의 단백 생성의 증가는 4시간 이후부터 증가하였다(그림
3A).H.pylori자극에 의한 iNOS의 mRNA 발현 역시 2시간 이후부터
증가하였다.또한,단백 발현 역시 시간에 따라 증가하였다(그림 3B).

그그그림림림 333...HHH...pppyyylllooorrriii의의의 자자자극극극에에에 의의의한한한 CCCOOOXXX---222와와와 iiiNNNOOOSSS mmmRRRNNNAAA 및및및 단단단백백백의의의 발발발현현현...
AAA.AGS세포에 HP99로 자극 후 세포에서 totalRNA를 분리하여,역전사중합효
소반응법을 이용하여 COX-2의 mRNA 발현을 12시간까지 측정하였다.AGS세
포에 HP99로 자극 후 세포에서 단백을 분리하여,Westernblotting법을 이용하
여 단백 발현을 24시간까지 측정하였다.BBB.AGS세포에 HP99로 자극 후 total
RNA 및 단백 분리 후 역전사중합효소반응법과 Westernblotting법을 이용하여
iNOS의 mRNA 발현과 단백 발현을 측정하였다.
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444...염염염증증증 매매매개개개 효효효소소소 발발발현현현에에에 대대대한한한 RRRaaasss및및및 핵핵핵전전전사사사인인인자자자 활활활성성성과과과의의의
상상상관관관관관관계계계
H.pylori자극에 의한 COX-2및 iNOS의 발현 증가가 Ras그리고

핵전사인자인 AP-1및 NF-κB에 의하여 매개되는지를 알아보기 위하여
Ras에 대한 dominantnegativemutant유전자인 rasN-17유전자를 세포
에 transienttransfection시켜 Ras의 활성 증가를 억제시키거나,c-Jun의
dominantnegativemutant유전자인 TAM67유전자 그리고 IκBα의 인산
화되는 부위인 serine32와 36부위를 alanine으로 치환함으로서 인산화에
의한 IκBα의 분해를 억제시켜 NF-κB의 활성화를 억제하는 IκB의
mutant유전자인 MAD3 유전자를 세포에 transienttransfection시켜
AP-1또는 NF-κB의 활성 증가를 억제시킨 뒤 H.pylori로 자극시키고,
COX-2및 iNOS의 mRNA 또는 단백의 발현 변화를 측정한 결과 H.
pylori에 의한 COX-2의 발현 증가는 rasN-17과 TAM67그리고 MAD3
유전자의 transfection에 의해서는 H.pylori에 의한 COX-2의 발현 증가
가 억제되었다(그림 4A).그리고 iNOS의 mRNA 발현과 단백 발현도
COX-2와 유사하게 rasN-17과 TAM67 그리고 MAD3 유전자의
transfection에 의해서 모두 iNOS의 발현 증가가 억제되었다(그림 4B).그
러므로 H.pylori균주에 의한 COX-2와 iNOS의 mRNA 및 단백의 발현
증가는 Ras,AP-1,NF-κB에 의하여 매개됨을 알 수 있었다.
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그그그림림림 444...HHH...pppyyylllooorrriii자자자극극극에에에 의의의한한한 세세세포포포내내내 CCCOOOXXX---222와와와 iiiNNNOOOSSS 발발발현현현 증증증가가가에에에 대대대한한한
RRRaaasss및및및 핵핵핵전전전사사사인인인자자자와와와의의의 상상상관관관관관관계계계...AAA.AGS세포에 rasN-17,TAM67또는 IκB
mutant유전자를 함유한 vector그리고 controlvector를 18시간 동안 transient
하게 transfection시키고 H.pylori로 12시간 동안 자극한 후 세포의 mRNA를
분리하여,COX-2에 대한 역전사 중합효소연쇄반응법을 행하였다.AGS 세포에
rasN-17,TAM67또는 IκB mutant유전자를 내재한 vector그리고 control
vector를 18시간 동안 transient하게 transfection시키고 H.pylori로 24시간 동
안 자극한 후 세포의 단백을 분리하여,COX-2에 대한 Westernblotting법을 시
행하였다.BBB.AGS세포에 rasN-17,TAM67또는 IκBmutant유전자를 내재한
vector그리고 controlvector를 18시간 동안 transient하게 transfection시키고
H.pylori로 12시간,24시간 동안 자극한 후 COX-2와 같은 방법으로 iNOS의
mRNA 및 단백의 발현을 측정하였다.none은 H.pylori로 자극하지도 않고
transfection시키지 않은 AGS세포,Control은 transfection시키지 않은 AGS
세포,Vector는 Vector만 transfection시킨 AGS세포.
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555...HHH...pppyyylllooorrriii자자자극극극에에에 의의의한한한 nnniiitttrrriiittteee와와와 ppprrrooossstttaaaggglllaaannndddiiinnnEEE222생생생성성성
H.pylori자극에 의한 AGS세포의 nitrite생성을 측정하였다.실험 결

과 H.pylori자극한 배지내 nitrite양(nmol/106cells)은 배양 0,4,8,12,
24시간에서 각각 0.65±014,1.96±0.09,2.22±0.04,2.27±0.03,2.72±0.07로 측
정되어 시간 의존적으로 nitrite양이 증가함을 알 수 있었다(그림 5A).
AGS세포에서 H.pylori자극한 후 세포 배양액을 분리하여 ELISA법

을 이용하여 prostaglandinE2(PGE2)단백의 양을 측정하였다.실험 결과
H.pylori자극한 배지내 PGE2단백양(pg/106cells)은 각각의 배양 0,4,
8, 12, 24시간에서 13.07±4.12, 36.91±5.51, 47.95±3.26, 60.57±5.63,
92.30±6.13으로 측정되어 시간 의존적으로 PGE2단백이 증가함을 알 수
있었다(그림 5B).

그그그림림림 555...HHH...pppyyylllooorrriii자자자극극극에에에 의의의한한한 nnniiitttrrriiittteee와와와 ppprrrooossstttaaaggglllaaannndddiiinnnEEE222생생생성성성...AAA...AGS세
포에 HP99로 자극 후 시간에 따라 세포 배양액을 분리하여,nitrite양을 24시간
까지 측정하였다.BBB.AGS세포에 HP99로 자극 후 시간에 따라 세포 배양액을
분리하여,PGE2단백의 양을 24시간까지 측정하였다.각각의 양은 평균±평균오
차로 표시하였다.control=H.pylori을 처치하지 않은 군,H.pylori= H.
pylori을 처치한 군.
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666...HHH...pppyyylllooorrriii자자자극극극에에에 의의의한한한 nnniiitttrrriiittteee와와와 ppprrrooossstttaaaggglllaaannndddiiinnnEEE222생생생성성성 발발발현현현
에에에 대대대한한한 RRRaaasss및및및 핵핵핵전전전사사사인인인자자자 활활활성성성과과과의의의 상상상관관관관관관계계계
H.pylori자극에 의한 COX-2및 iNOS의 발현 증가가 Ras그리고 핵

전사인자인 AP-1및 NF-κB에 의하여 매개됨을 알아보았다.H.pylori
자극에 의한 AGS세포의 nitrite생성과 PGE2단백의 생성이 Ras및 핵
전사인자 활성과의 상관관계를 알아보기 위하여 Ras에 대한 dominant
negative mutant 유전자인 rasN-17 유전자를 세포에 transient
transfection시켜 Ras의 활성 증가를 억제시키거나, c-Jun의 dominant
negativemutant유전자인 TAM67유전자 그리고 IκBα의 인산화되는 부
위인 serine32와 36부위를 alanine으로 치환함으로서 인산화에 의한 IκB
α의 분해를 억제시켜 NF-κB의 활성화를 억제하는 IκB의 mutant유전자
인 MAD3유전자를 세포에 transienttransfection시켜 AP-1또는 NF-κ

B의 활성 증가를 억제시킨 뒤 H.pylori로 자극시키고 H.pylori자극에
의한 AGS세포의 nitrite생성을 측정하였다.실험 결과 H.pylori자극한
배지내 nitrite양 (nmol/106cells)은 Ras,AP-1,NF-κB에 의하여 매개됨
을 알 수 있었다(그림 6A).
AGS세포에서 H.pylori자극한 후 세포 배양액을 분리하여 ELISA

법을 이용하여 PGE2단백의 양을 측정하였다.실험 결과 H.pylori자극
한 배지내 PGE2단백양 (pg/106cells)또한,Ras,AP-1,NF-κB에 의하
여 매개됨을 알 수 있었다(그림 6B).
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그그그림림림 666...HHH...pppyyylllooorrriii자자자극극극에에에 의의의한한한 nnniiitttrrriiittteee와와와 ppprrrooossstttaaaggglllaaannndddiiinnnEEE222생생생성성성에에에 대대대한한한 RRRaaasss
및및및 핵핵핵전전전사사사인인인자자자 활활활성성성과과과의의의 상상상관관관관관관계계계...AAA.AGS세포에 rasN17,TAM67또는 IκB
mutant유전자를 함유한 vector그리고 controlvector를 18시간 동안 transient
하게 transfection시키고 H.pylori로 24시간 동안 자극한 후 세포배양액을 분리
하여,배양액내에 있는 nitrite양을 측정하였다.BBB...AGS세포에 rasN17,TAM67
또는 I-κBmutant유전자를 함유한 vector그리고 controlvector를 18시간 동안
transient하게 transfection시키고 H.pylori로 24시간 동안 자극한 후 세포의 배
양액을 분리하여 배양액내에 있는 PGE2단백의 양을 측정하였다.단백양은 평균
±표준오차로 나타내었다.*P<0.05 vs none,+P<0.05 vs control.none은 H.
pylori로 자극하지도 않고 transfection 시키지 않은 AGS 세포,Control은
transfection시키지 않은 AGS세포,Vector는 Vector만 transfection시킨 AGS
세포.
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ⅣⅣⅣ...고고고 찰찰찰

H.pylori는 만성 B형 간염,소화성 궤양,위선암 및 위림프종 발생의
위험인자로 인식되고 있다.H.pylori감염에 의해 증가하는 활성산소는
핵전사인자인 AP-1과 NF-κB의 활성을 증가시키고,염증매개 유전자 발
현에 기여한다고 알려져 있다.염증 매개 효소인 induciblenitricoxide
synthase(iNOS)와 cyclooxygenase-2(COX-2)의 promoter 부위에는
AP-1과 NF-κB결합 부위를 갖고 있다.우선 본 연구에서 한국인 십이지
장 궤양 환자의 점막에서 분리한 H.pylori균주인 HP99를 인체 위 상피
세포주인 AGS에 감염시켜 H.pylori감염에 의한 AGS세포의 c-Jun과
c-Fos의 mRNA 발현과 단백 생성이 증가함을 확인하였다.AP-1은 주로
Fos/Junheterodimer또는 homodimer로 이루어져 있다고 알려져 있다.
H.pylori감염에 의해 AGS세포의 활성화된 AP-1는 c-Jun과 c-Fos로
이루어져 있으며,H.pylori감염에 의하여 핵으로 이동하여 활성화 된
다.31본 연구에서는 H.pylori감염에 의하여 AP-1이 활성화 될 뿐 아니
라,AP-1의 구성요소인 c-Jun과 c-Fos의 발현이 감염 30분부터 증가됨
을 밝혔다.이는 H.pylori감염이 지속적으로 AP-1을 활성화시킴으로서
염증을 매개함을 나타내 주는 결과이다.본 연구에서는 c-Jun과 c-Fos가
모두 H.pylori감염 초기에 발현이 시작되었으며,다른 보고에 의하면
NIH 3T3세포에서 c-Fos단백이 1시간부터 발현되었다.32H.pylori감
염에 의한 AGS 세포의 COX-2및 iNOS의 mRNA 발현과 단백 생성,
NF-κB와 AP-1의 활성도를 측정한 결과 H.pylori감염에 의한 AGS세
포의 NF-κB와 AP-1의 활성의 증가와 COX-2및 iNOS발현의 증가를
확인할 수 있었다.
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그그그림림림777...HHH...pppyyylllooorrriii감감감염염염으으으로로로 인인인하하하여여여 위위위 상상상피피피세세세포포포에에에서서서 iiiNNNOOOSSS와와와 CCCOOOXXX---222발발발현현현에에에
관관관여여여할할할 것것것으으으로로로 추추추정정정되되되는는는 신신신호호호변변변환환환체체체계계계

NF-κB는 면역이나 염증관련 자극에 의하여 다양한 유전자의 활성을
조절하는 전사조절인자로서 Relfamily에 속하며,p50,p52,Rel(c-Rel),
RelA(p65)및 RelB등이 알려져 있다.활성화된 NF-κB의 전형적인 형
태는 p65와 p50의 heterodimer로서 알려져 있고,H.pylori감염에 의해
AGS세포의 활성화된 NF-κB는 p65/p50heterodimer와 p50homodimer
임이 보고되었다.33H.pylori에 의한 AGS세포의 COX-2및 iNOS발현
증가가 어떤 핵전사인자에 의하여 매개되는지 여부를 알아보기 위하여,I
κBmutant유전자인 MAD3또는 c-Jun및 Ras의 dominantnegative유
전자인 rasN-17,TAM67유전자를 세포내로 transfection시켜 각각 NF-
κB,AP-1그리고 Ras의 활성화를 억제시킨 후 COX-2및 iNOS발현을
측정하였다.NF-κB,AP-1 그리고 Ras의 활성화를 억제시킨 결과
COX-2와 iNOS발현이 감소함을 확인할 수 있었고,따라서 이와 같은 실
험 결과로서 COX-2와 iNOS발현이 NF-κB,AP-1그리고 Ras에 의해
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매개됨을 알 수 있었다.Ras의 dominantnegative유전자인 rasN-17로
Ras의 활성화를 억제한 결과 NF-κB,AP-1의 활성화가 감소되었다는 보
고9를 통해 Ras가 NF-κB,AP-1을 조절한다는 것을 알 수 있다.iNOS의
생성물인 nitrite와 COX-2의 생성물인 PGE2 단백양 측정결과 역시 H.
pylori감염에 의해 발현이 증가하고,NF-κB,AP-1그리고 Ras에 의해
생성이 매개됨을 알 수 있었다.
이상의 결과로 보아 위 상피세포에서 H.pylori는 Ras,AP-1,그리고

NF-κB를 활성화시키고,이는 COX-2및 iNOS의 발현을 유도함을 알 수
있었다.또한 이러한 결과로 iNOS의 생성물인 nitrite와 COX-2의 생성물
인 PGE2단백양이 증가함을 알 수 있었다.
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ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

Helicobacterpylori에 의한 위상피세포 손상의 기전 연구는 인체의 위
상피세포주인 AGS를 대상으로 하여 한국형 H.pylori인 HP99균주를 이
용하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1.H.pylori균주는 AGS세포의 c-Jun과 c-Fos의 발현을 증가시켰다.

2.H.pylori균주는 AGS세포의 AP-1과 NF-κB활성을 증가시켰다.

3.H.pylori균주는 AGS세포의 iNOS와 COX-2의 발현을 증가시켰다.

4.H.pylori균주는 AGS 세포의 iNOS와 COX-2의 발현 증가는 Ras,
AP-1,NF-κB의 활성에 의하여 매개되었다.

5.H.pylori균주는 AGS 세포의 iNOS의 생성물인 nitrite와 COX-2의
생성물인 PGE2의 생성을 증가시켰다.

6.H.pylori균주는 AGS세포의 Nitrite와 PGE2의 생성의 증가는 Ras,
AP-1,NF-κB의 활성에 의하여 매개되었다.

결론적으로 한국형 H.pylori인 HP99균주는 AP-1및 NF-κB활성을
증가시키며,Ras,AP-1및 NF-κB 활성을 매개하여 iNOS와 COX-2의
발현이 유도되었다.또한 iNOS의 생성물인 nitrite와 COX-2의 생성물인
PGE2의 생성을 증가시킴으로써 H.pylori에 의한 소화기 염증 관련 질환
이 유도됨을 알 수 있었다.
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AAAbbbssstttrrraaacccttt

SSSiiigggnnnaaallltttrrraaannnsssddduuuccctttiiiooonnnfffooorrrttthhheeeeeexxxppprrreeessssssiiiooonnnooofff
cccyyyccclllooooooxxxyyygggeeennnaaassseee---222aaannndddiiinnnddduuuccciiibbbllleeennniiitttrrriiicccoooxxxiiidddeeesssyyynnnttthhhaaassseeeiiinnn
HHHeeellliiicccooobbbaaacccttteeerrrpppyyylllooorrriii---iiinnnfffeeecccttteeedddgggaaassstttrrriiiccceeepppiiittthhheeellliiiaaalllccceeellllllsss

SoonOkCho

DepartmentofMedicalScience
TheGraduateSchool,YonseiUniversity

(DirectedbyprofessorKyungHwanKim)

Helicobacterpyloriinfection leadstogastroduodenalinflammation,
peptic ulcer,and gastric carcinoma.Oxygen radicals are important
regulatorsinHelicobacterpylori(H.pylori)-inducedgastricdisease,
COX-2andiNOSmightberegulatedbyoxidant-sensitivetranscription
factors,NF-κB and AP-1.Cyclooxygenase-2(COX-2)and inducible
nitric oxide synthase(iNOS) are important enzymes that mediate
inflammatoryprocesses.Inaddition,thebindingsitesforNF-κB and
AP-1arefoundinthepromoterregion ofCOX-2andiNOS gene.
Presentstudy wasaimed to investigate whetherH.pylori-induced
expressionsofCOX-2andiNOSareregulatedbyNF-κBandAP-1in
gastricepithelialAGScells,andwhetherthetranscriptionalregulation
ofCOX-2andiNOSareinhibitedbytransfectionwithmutantgenes
forRas(rasN-17),c-Jun(TAM67),andIκBα(MAD3).Asaresult,H.
pyloriinducedactivationNF-κBandAP-1andthusCOX-2andiNOS
expressionswereinducedingastricepithelialcells.Transfectionwith
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mutantgenes forRas(ras N-17),c-Jun(TAM67),and IκBα(MAD3)
inhibitedH.pylori-inducedCOX-2andiNOSexpressioninAGScells.
Inconclusion,H.pyloriinducedtheexpressionofmRNA andprotein
ofCOX-2andiNOSviaactivationofras,NF-κB,andAP-1.

KeyWords:Helicobacterpylori,COX-2,iNOS,AGScell,
NuclearfactorkappaB(NF-κB),AP-1
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