
- 1 -

Relaxin과 decorin이 세포외

기질분해와 세포고사 유도에

미치는 영향 분석

연세대학교 대학원

의과학과

윤 아 름



- 2 -

Relaxin과 decorin이 세포외

기질분해와 세포고사 유도에

미치는 영향 분석

연세대학교 대학원

의과학과

윤 아 름



- 3 -

Relaxin과 decorin이 세포외

기질분해와 세포고사 유도에

미치는 영향 분석

지도 윤 채 옥 교수

이 논문을 박사학위 논문으로 제출함

2009년 12월

연세대학교 대학원

의과학과

윤 아 름



- 4 -

윤아름의 박사학위논문을 인준함

심사위원 인

심사위원 인

심사위원 인

심사위원 인

심사위원 인

연세대학교 대학원

2009년 12월



- 5 -

감사의 글

논문을 마무리 하며 연구실에 첫발을 내딛었던 그 날 이

후, 짧지 않았던 대학원 생활을 통해 성장한 저의 모습을 돌아

보니 감회가 새롭습니다. 부족하지만 이 논문의 완성은 지금까

지 연구의 마무리와 새로운 시작을 준비하는 출발점을 의미한다

는 점에서 매우 감사하고 감격스럽습니다. 하지만 그보다 더 감

사한 것은 어리고 부족하기만 하던 제가 바로 이 자리에서 훈련

받는 동안 이 논문의 완성 그 이상의 소중하고 값진 것을 얻을

수 있었다는 점이 아닐까 싶습니다. 무엇보다 저를 긴 시간동안

인내와 애정으로 지도하시며 이 모든 것이 가능하도록 이끌어

주신 윤채옥 선생님께 감사드립니다. 자주 뵙기는 어렵지만 언

제나 지켜봐 주시고 아껴주신 김주항 교수님, 바쁘신 와중에도

논문에 대한 깊은 관심으로 세심하게 지도해 주신 김호근 교수

님, 문성환 교수님, 김철훈 교수님, 뵐 때마다 따뜻한 관심을 주

시는 생화학 교실 허만욱 교수님께 감사드리며 좋은 경험을 할

수 있도록 기회를 주시고 부족한 제게 과분한 신뢰를 주신 일본

AIST의 Renu선생님과 Sunil선생님께도 감사드립니다.

하루의 대부분의 시간을 함께하며 같이 웃고 고민하면서

함께 성장해 가는 사랑하는 실험실 식구들 민정 언니, 평환 오

빠, 일규, 오준, 지훈 오빠, 정선, 송남, 정우, 지성, 혜원, 태진과

일본에 계신 김인욱 선생님, 두 분의 연구교수님 김만복, 강은아

선생님, 이제 막 실험실에 첫발을 내딛은 리연, 성경, 언주 모두

에게 고마움을 표합니다. 실험실의 역사 재성 선배님, 은희 언

니, 영숙 언니, 석사 동지들 태영, 은아 언니, 동현 오빠, 각자의

자리에서 더 멋진 모습으로 열심히 살아가고 있는 지영 언니,

윤아, 경주 언니, 황경화 선생님, 내겐 보석 같은 동생들 태영,



- 6 -

민주, 성미 감사합니다. 그리고 손주혁 선생님과 최혜진 선생님

께도 감사를 드립니다.

인생을 더욱 풍요롭게 만들어 준 소중한 예원, 효원, 경

미, 연희, 수봉, 상미, 지나, 경주, 희정언니, 몽미, 신원, 승수오

빠, 정석오빠, 진현, 지민, 동욱, 미정, 미선, 노준, 지명, 대환, 호

성 오빠, 21기 승수, 야구치 언니, 일본 친구들, 그리고 충식 오

빠 고맙습니다.

삐딱한 저를 위해서도 머리에 손 얹고 기도해 주시는 김

홍성 목사님과 15년간 사랑으로 목양해 주신 정몽헌 목사님께도

감사를 드립니다.

태어난 순간부터 지금까지 단 일초도 쉬지 않고 제게 무

한한 애정을 쏟아 부으시는 우리 할머니 사랑하고 감사합니다.

언제나 딸의 결정을 존중해 주시고 변치 않는 신뢰를 주시는 부

모님의 사랑과 기도가 제 긍정적인 삶의 원동력입니다. 가장 윤

아름다운 인생을 만들어 가도록 곁에서 지지해 주셔서 감사합니

다. 가장 가깝고 편한 곳에서 언니의 모든 도움 요청에 기꺼이

응하는 누구보다 믿고 의지할 수 있는 온유한 내 동생 승혜에게

온 마음으로 감사를 전합니다.

이 모든 과정을 주관하시고 가장 좋은 길로 선하게 인도

하시는 하나님께 영광과 감사를 드립니다.

저자 씀



- 7 -

<차례>

국문요약․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․1

Ⅰ. 서론․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․4

II. 재료 및 방법․․․․․․․․․․․․․․․․․․․11

1. 대상 세포주 및 세포 배양․․․․․․․․․․․ 11

2. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스의 생산

및 역가 산출․․․․․․․․․․․․․․․․․․11

3. 실험동물 ․․․․․․․․․․․․․․․․․․ 12

4. RT-PCR․․․․․․․․․․․․․․․․․․․ 12

5. Cytopathic effect(CPE) 분석․․․․․․․․․․ 13

6. MTT assay․․․․․․․․․․․․․․․․․ 13

7. Western blot 분석 ․․․․․․․․․․․․․․ 14

8. 유세포 분석 ․․․․․․․․․․․․․․․․․ 15

9. NO production assay․․․․․․․․․․․․․․15

10. 조직면역염색법 ․․․․․․․․․․․․․․․ 16

III. 결과 ․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․18

1. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스의 생산

․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․18

2. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한



- 8 -

MMP발현 양상의 변화․․․․․․․․․․․․․․18

3. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한

종양 조직 내 collagen type III, elastin 그리고 collagen

-type I의 발현 양상 확인․․․․․․․․․․․․․20

4. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한

TGF-β의 발현 양상 변화․․․․․․․․․․․․․22

5. Decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 EGFR

signaling의 변화․․․․․․․․․․․․․․․․․24

6. Decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한

EMT(epithelial-mesenchymal transition) molecule의

발현양상 변화․․․․․․․․․․․․․․․․․ 26

7. Relaxin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 종양세포

살상효과 비교 검증․․․․․․․․․․․․․․․․28

8. Decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 종양세포

살상효과 비교 검증 ․․․․․․․․․ ․․․․․ 30

9. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한

p53 단백질 발현 양상 비교․․․․․․․․․․․ 33

10. Relaxin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 NO

생산량 비교․․․․․․․․․ ․․․․․ ․․․․33

11. Relaxin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 iNOS의

발현 양상 비교․․․․․․․․․ ․․․․․․․․35

12. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한

mitochondrial apoptotic 단백질 발현 양상 비교․․ 37



- 9 -

13. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한

PARP 단백질 발현 양상 비교․․․․․․․․․․37

14. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한

세포주기 양상 비교․․․․․․․․․․․․․․․39

15. Decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 종양 내

apoptotic signal의 발현 양상 비교, 검증․․․․․42

16. Decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 종양 내

apoptotic signal의 발현 양상 비교, 검증․․․․․42

IV. 고찰․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․45

V. 결론 ․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․ .60

참고문헌․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․62

영문요약․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․70

게제리스트․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․ .72



- 10 -

그림 차례

Figure. 1. Relaxin induces nitric oxide(NO)-

mediated apoptosis pathway ․․․․․9

Figure. 2. Decorin induces cell death through p53

dependent pathway, inhibition of cell

proliferaltion and cell cycle arrest․․10

Figure. 3. Structure of six genetically engineered

mutant adenoviruses.․․․․․․․․19

Figure. 4. The expression of MMPs in cells

infected with Ads expressing decorin

or relaxin․․․․․․․․․․․․․.21

Figure. 5. Immunohistochemical staining of

collagen type III, elastin, or collagen

type I in tumor tissue.․․․․․․. 23

Figure. 6. Effect of decorin and relaxin on

TGF-β expression in vitro and in vivo

․․․․․․․․․․․․․․․․․․25

Figure. 7. Attenuation of EGFR signaling by

decorin-expressing adenovirus․․․․27

Figure. 8. Effect of decorin and relaxin on the



- 11 -

expression of EMT molecules․․․․ 29

Figure. 9. Cytophathic effect(CPE) assay ․․․31

Figure. 10 Cell killing effect of dB/DCN․․․ 32

Figure. 11. The expression of p53 in cells infected

with dE1, dE1/RLX or dE1/DCN․․34

Figure. 12. The production of NO in cells infected

with dE1 and dE1/RLX․․․․․․ 36

Figure. 13. Effect of relaxin on iNOS expression

in A549 ․․․․․․․․․․․․․36

Figure. 14. The expression of Bax, Bcl2 and

Cytochrome C in cells infected with dE1,

dE1/RLX or dE1/DCN․․․․․․․․38

Figure. 15. The expression of PARP in cells

infected with dE1, dE1/RLX or dE1/DCN

․․․․․․․․․․․․․․․․․․40

Figure. 16. Effect of relaxin and decorin on

cell cycle․․․․․․․․․․․․․41

Figure. 17. The expression of apoptotic protein in

tumors infected with dB or dB/DCN

․․․․․․․․․․․․․․․․․․43

Figure. 18. The expression of p53 in tumors



- 12 -

infected with dB or dB/DCN ․․․44



- 13 -

표 차례

Table. 1 The mean percentage of early apoptosis,

G0-G1, S and G2-M․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․39

Table. 2 Molecular characterization of relaxin and

decorin on the degradation of extracellular

matrix.․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․ 57

Table. 3 Molecular characterization of relaxin and

decorin on the induction of apoptosis.․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․․ 58

국문요약



- 1 -

Relaxin과 decorin이 세포외 기질분해와

세포고사 유도에 미치는 영향 분석

기존에 McCormick 그룹에 의해 종양세포 특이 증식 및 세포

살상 재조합 아데노바이러스에 대한 연구가 처음 보고 된 이후 그 유

용성과 안전성이 임상시험에서 확인되었지만, 종양내로 투여된 바이

러스가 일부 주변으로만 제한적, 국소적으로 확산되고 종양조직 전체

에 퍼지지 못하여 결과적으로 바이러스에 감염되지 않은 종양 세포는

다시 빠르게 성장하여 만족할 만한 치료효과를 얻지 못하였다. 이러

한 항종양 치료용 아데노바이러스의 국소적 종양 침투력과 낮은 항종

양 효과의 한계를 개선하기 위해 종양 특이적 살상 아데노바이러스에

matrix degradative protein인 relaxin과 decorin 유전자를 각각 도입

시킨 아데노바이러스가 제작되어 종양 조직 내 바이러스 확산능의 향

상과 암세포 살상 증대 효과를 비교 검증 하는 시도가 이루어졌으며,

이를 통해 relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스의 개선된 종

양 조직 내 확산능과 우수한 생체 내,외 항종양 효과를 확인되었다.

그러나 relaxin과 decorin과 같은 matrix degradative protein이 어떠

한 메커니즘에 의해 종양 조직내 바이러스 확산능을 증가시키고 세포

사를 유도하며 세포고사에 의한 암세포 살상 효과를 증가시키는 지에

대한 연구는 아직 미비한 실정이다. 이러한 배경 하에, 본 연구에서는

relaxin과 decorin이 암세포의 세포기질 분해와 세포고사에 작용하는

기전을 정확히 밝히고자 relaxin과 decorin을 발현하는 바이러스를 이

용하여 relaxin- 또는 decorin-mediated extracellular matrix(ECM)

degradative pathway와 relaxin- 또는 decorin-mediated apoptosis
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pathway를 규명하였다. 본 연구에서는 decorin과 relaxin을 발현하는

아데노바이러스의 종양 조직 내 확산효율의 증대가 relaxin과 decorin

에 의한 metalloproteinase(MMP)1, MMP10 등의 세포외 기질 분해

에 관여하는 enzyme의 증가, collagen type I, elastin 그리고 collgen

type III와 같은 세포외 기질의 주요 성분의 분해에 의해 촉진됨을 확

인하였다. 또한 relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스는

tumor growth factor(TGF)-β, epidermal growth factor

receptor(EGFR) 그리고 epithelial mesenchymal transition(EMT)의

발현조절을 통해 extracellular metrix(ECM)의 assembly와 생산 그리

고 분해 등 여러 단계에서 종양 조직 내 결합조직의 재조합에 중요한

역할을 함으로써 세포외 기질분해와 바이러스 확산능을 증대시키는

중요한 원인으로 작용함을 확인 하였다. 한편, 아데노바이러스에 의해

발현되는 relaxin 또는 decorin이 세포고사의 여러 단계에 관여하여

세포사를 유도하며 특히, relaxin은 inducible nitiric oxide

synthase(iNOS)에 의해 촉매되는 nitric oxide(NO)의 생성을 통해

p53-independent pathway로 apoptosis signal을 mitochodria에 전달하

고 이렇게 전달된 신호는 세포고사의 마지막 단계까지 관여함이 확인

되었다. 반면, decorin은 p53 dependant apoptosis를 통해 mitochodrial

apoptosis protein인 Bax, Bcl2, Cytochrome C에 신호를 전달하여

mitichondria-mediated apoptosis를 유도함을 확인 하였으며, 이렇게

전달된 apoptotoc signal은 세포고사의 마지막 단계에 존재하는 단백

질인 Poly (ADP-ribose) polymerase(PARP)까지 전달됨으로써,

decorin을 통한 강력한 세포고사가 유도됨을 밝혔다. 또한 decorin은

세포주기를 조절하는 p21의 발현을 촉진시킴으로써 G2/M arrest를

유도할 뿐 아니라 EGFR의 활성을 저해하고 Mitogen-activated
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protein kinases(MAPK)의 활성을 억제하여 암세포의 증식을 방해함

으로써 세포사를 유도함을 확인할 수 있었다. 결론적으로, 본 연구에

서는 종양 조직 내로의 바이러스의 확산증진과 강력한 세포고사 유도

제로 작용하는 relaxin과 decorin의 새로운 기능을 분자적인 수준에서

규명하여 실제로 아데노바이러스를 전달체로 이용한 유전자 치료에

적용하였고 이는 추후, 여러 종류의 비-바이러스성 유전자 전달체를

이용한 유전자 치료뿐만 아니라 아데노바이러스와 항암제의 병용투여

시 치료효과의 증대 목적으로 유용하게 적용될 수 있을 것으로 사료

된다.


핵심 되는 말 : relaxin, decorin, 세포외 기질분해, 세포고사,

암 유전자 치료
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Relaxin과 decorin이 세포외 기질 분해와

세포고사 유도에 미치는 영향 분석

<지도교수 윤채옥>

연세대학교 대학원 의과학과

윤 아 름

Ⅰ. 서론

재조합 아데노바이러스가 우수한 유전자 전달 효율을 보이며

높은 역가로 생산이 가능하고 쉽게 농축할 수 있을 뿐 아니라 in

vivo에서도 유전자의 전달이 용이하다는 점이 여러 연구자에 의하여

보고되면서 암을 대상으로 하는 유전자 치료에 재조합 아데노바이러

스를 이용하는 빈도수는 급격히 증가하고 있다1-4. 하지만, 암 치료용

재조합 아데노바이러스는 대부분이 증식 불가능한 일 세대 바이러스

로 이들을 유전자 전달체로 이용하는 경우는 일차 감염세포 또는 극

히 일부의 주변세포들에만 제한적으로 항암 효과를 유발할 수 있어,

임상적인 실용성 면에서 많은 제약이 있다5,6. 이러한 한계를 극복할

수 있는 방안으로 암세포에서만 선택적으로 증식하여 암세포를 살상

하는 종양세포 특이 증식 및 세포살상 재조합 아데노바이러스에 대한

연구가 McCormick 그룹에 의해 처음 보고 된 이후7,그 유용성과 안

전성이 임상시험에서 확인 되었다. 그러나 종양 내로 투여된 바이러

스가 일부 주변으로만 제한적으로 확산되고 종양 조직 전체에 퍼지지

못하여 결과적으로 바이러스에 감염되지 않은 종양 세포가 다시 빠르

게 성장하여 만족할 만한 치료효과를 임상에서 얻기 힘들고, 효과적



- 5 -

인 적용을 위해서는 상당히 높은 역가의 바이러스를 투여해야 하거나

항암제나 방사선 치료요법을 병행해야 하는 제한점들이 제시되고 있

다
8.9

. 따라서 바이러스성 유전자 전달체의 제한된 조직 내 확산 문제

와 이로 인한 낮은 유전자 전달 효율을 극복하기 위한 방안의 일환으

로 N. Kuriyama 연구진들은 collagen과 그 외의 다른 세포외기질들을

분해할 수 있는 collagenase/dispase 또는 trypsin과 같은 단백질 분해

효소(protease)를 아데노바이러스를 투여하기 전에 처리하여 아데노바

이러스의 유전자 전달 효율을 크게 향상시켰고
10

, L. Maillard 연구진

들은 동맥의 주요 구성 성분인 elastin을 분해할 수 있는 elastase를

토끼의 동맥에 처리하여 아데노바이러스에 의한 유전자 전달 효율을

약 2배 정도 향상시킬 수 있었다11. 이 외에도 세포외 기질을 분해시

킬 수 있는 hyaluronidase를 이용하여 아데노부속바이러스에 의한 렛

트근육으로의 유전자 전달 효율을 약 2～3배 정도 향상시킬 수 있음

이 보고되었으며12 같은 맥락으로, relaxin 또는 decorin 유전자를 각

각 도입시킨 종양 특이적 살상 아데노바이러스가 제작되어 이들 바이

러스에 의한 종양조직 내 바이러스 확산능과 암세포 살상 증대효과에

관한 연구도 활발히 진행되고 있다32.

Relaxin은 구조적으로 insulin/relaxin family의 부류에 속하는

6 kDa의 peptide 호르몬으로서 여러 종류의 생체 조직에서 생물학적

활성을 나타내는 것으로 알려져 "master hormone"으로 분류되고 있

다13. Relaxin은 heterotrimer를 이루는 G-protein coupled receptor인

leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor7(LGR7),

LGR8과 결합함으로써, cyclic adenosine 3',5'-monophosphate(cAMP)

-dependent pathway를 통해 세포내로 relaxin의 신호를 전달한다14.

Relaxin에 의해 활성화 된 cAMP는 nitric oxide synthase(NOS)의 발

현을 증가시켜 L-arginine-nitric oxide pathway를 자극하고 결과적
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으로 nitric oxide(NO)의 생산을 유발하는 것으로 알려져 있으며 이렇

게 생성된 NO는 생물학적인 측면에서 세포의 생존, 증식, 혈관 형성

반응, 염증반응 등과 관련된 다양한 기능을 가지고 있다15. 한편,

relaxin은 metalloproteinase(MMP)와 Tissue inhibitor of

MMP(TIMP)의 조절에 관여하여 collagen을 분해하고 connective

tissue와 basal membrane을 파괴하여 세포외 기질의 분해를 유도한

다. 실제로 인체의 여러 기관에서 relaxin에 의한 MMP1, MMP2,

MMP3, 그리고 MMP9 등과 같은 여러 종류의 MMP family의 발현

촉진과 TIMP1, TIMP2 등의 발현의 감소가 관찰 되었으며, 이들 조

직들에서 relaxin은 collagen의 과 발현을 막는 억제제로 작용한다고

보고되었다16-18. 이러한 relaxin의 세포외 기질 분해와 세포고사 유도

에 관련된 다양한 작용은 relaxin을 발현하는 아데노바이러스의 확산

능 증가 및 증대된 항종양 효과에 있어서도 중요한 역할을 할 것으로

보인다.

Extracellular matrix(ECM)을 구성하는 성분의 한 종류인

decorin은 small leucin rich proteoglycan(SLRP) 부류에 속하는 단백

질로서 leucin rich repeat로 구성되어 있으며19, core 부위는 arch 형태

로 되어 있어 세포 외 기질에 존재하는 여러 종류의 growth factor

또는 decorin receptor와의 결합이 용이한 구조로 형성 되어있다20,21.

Decorin은 ECM의 독특한 구성요소로서 선택적으로 collagen의 섬유

와 결합하여, triple helical 구조의 collagen 단일분자가 assembly 되

는 것을 지연시키고 그 결과 섬유의 직경을 감소시킨다22. Decorin은

tumor growth factor(TGF)-β의 활성을 억제시킴으로써 collagen의

섬유화를 억제할 뿐 아니라 세포외기질의 구성(matrix assembly)에

관여하고, 종양 세포 성장을 억제하여 종양의 형성과 성장에 natural
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antagonist로 작용한다고 알려져 있다
23,24

. 또한 decorin은 growth

factor나 metal ion과 같은 세포외 기질의 구성 성분과 반응하여

MMP1과 MMP2 등의 발현을 촉진시켜 세포외기질을 분해시키며25-29

fibronectin이나 thrombospondin과 같은 ECM 성분과의 상호작용을

조절한다
21,28

. 한편 decorin은 epidermal growth factor

receptor(EGFR)의 novel biological ligand로 작용하여 여러 종류의 암

세포들에 존재하는 EGFR과 결합함으로써 EGFR의 역할을 불활성화

시켜 세포의 증식을 방해하는 한편 caspase-3의 활성을 증가시킴으로

써 세포고사를 유도한다고 알려져 있다29. 또한 decorin에 의한

endogenous cyclin dependent p21WAF1의 발현 촉진은30 세포주기 G1

arrest 유도에 따른 세포살상을 강하게 유도한다고 보고되었다31. 이러

한 decorin의 세포외 기질 분해와 세포사에 관련된 다양한 작용은

decorin을 발현하는 아데노바이러스의 확산능 증가 및 증대된 항종양

효과에 있어서도 중요한 역할을 할 것으로 보인다.

선행 되어진 이러한 연구를 배경으로, 종양 치료용 아데노바

이러스의 국소적 종양 침투력을 개선하기 위해 matrix degradative

protein으로 작용하는 relaxin과 decorin 유전자가 도입된 종양 특이적

살상 아데노바이러스를 이용한 연구가 진행 중에 있으며 이를 통해

relaxin과 decorin 유전자를 도입시킨 종양 특이적 살상 아데노바이러

스에 의한 종양 조직 내 바이러스 확산능과 이에 따른 암세포 살상

증대효과에 의한 우수한 생체 내,외 항종양 효과가 보고되었다32. 그러

나 아직까지 이러한 relaxin과 decorin의 matrix degradative protein

으로서의 기능과 세포고사 유도제로서의 기능이 아데노바이러스 시스

템에서 어떠한 기전으로 작용하는지에 대한 구체적 연구는 거의 이루



- 8 -

어 지지 않았다. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스가

ECM을 분해하고 종양 조직내로 침투, 확산까지 종양세포에서의

relaxin과 decorin의 작용기전과 세포 살상과 세포 주기에 미치는

relaxin과 decorin의 작용 기전에 대한 정확한 연구와 이해는 relaxin

과 decorin을 아데노바이러스를 이용한 유전자 치료에 적용하는데 있

어서 필수적인 요소라고 볼 수 있다. 이러한 배경 하에 본 연구에서

는 종양 조직 내로의 확산과 강력한 세포고사 유도제로 작용하는

relaxin과 decorin의 새로운 기능을 분자적인 수준에서 규명 하고자

하였으며 이러한 노력의 결과로 relaxin과 decorin은 MMP1, MMP10

등의 세포외 기질 분해에 관여하는 enzyme의 증가, collagen type I,

elastin 그리고 collagen type III와 같은 세포외 기질의 주요 성분의

분해, TGF-β, fibronectin등의 변화, EMT의 발현조절등을 통해 ECM

의 assembly와 생산 그리고 분해 등 여러 단계에서 종양 조직 내 결

합조직의 재조합에 중요한 역할을 함으로써 세포외 기질분해와 바이

러스 확산능을 증대시키는 중요한 원인으로 작용함을 확인하였다. 한

편, relaxin은 iNOS에 의해 촉매 되는 NO를 통해 p53 independent

pathway로 apoptosis signal을 mitochodria를 거쳐 세포고사의 마지막

단계까지 전달하며, decorin은 p53-dependant apoptosis, G2M arrest

의 유도, 암세포의 증식억제등을 통해 세포사를 유도함을 확인하였다

(Figure 1, 2).
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Figure. 1. Relaxin induces nitric oxide(NO)-mediated apoptosis

pathway not p53 dependent apoptosis pathway. NO is synthasiezed

from arginine and O2 by inducible NO synthase(iNOS). Relaxin

activates caspase signaling by NO- induced mitochondrial

apoptosis.
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Figure. 2. Decorin induces cell death through p53 dependent

pathway, inhibition of cell proliferaltion and cell cycle arrest.

Decorin activates mitochondrial apoptosis and G2M arrest by

increased p53 expression. Also decorin inhibits cell proliferation by

blocking epitherial growth factor receptor(EGFR) and

Mitogen-activated protein (MAP) kinases(MAPK) pathway.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 대상 세포주 및 세포 배양

실험에 사용된 세포주들은 인체 뇌암 세포주(U343, U87MG),

자궁 경부암 세포주(C33A), 간암 세포주(Hep3B) 그리고 폐암 세포주

(A549)와 아데노바이러스 초기 발현 유전자인 E1 부위가 숙주 유전

체 내에 내재되어있는 HEK293 세포주이며, 모두 ATCC(American

Type Culture Collection, Manassas, VA)에서 구입하였다. Hep3B를

제외한 모든 세포주들은 10%의 우태아 혈청(GIBCO, Grand Island,

NY)을 포함하는 DMEM 배양액으로 penicillin/streptomycin(GIBCO)

을 첨가하여 5% CO2의 존재 하에 37oC 항온 배양기에서 배양하였다.

Hep3B는 같은 조건하에 MEM(GIBCO)으로 배양하였다.

2. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스들의 생산 및

역가 산출

복제 불능 아데노바이러스로는 아데노바이러스의 E1과 E3 유전

자가 소실된 dE1이 대조군으로 사용되었으며 dE1 backbone의 E3 부

위에 relaxin 또는 decorin 유전자를 발현하는 dE1/RLX, dE1/DCN이

실험군으로 사용되었다. 한편, 종양 선택적 살상 아데노바이러스로는

아데노바이러스의 유전자중 E1A와 E1B 19kDa부위는 존재하지만

E1B 55kDa부위가 결손 되어 종양 내에서만 선택적으로 복제가 가능

한 dB가 대조군으로, dB backbone의 E3 부위에 relaxin 또는 decorin
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유전자를 발현하는 dB/RLX, dB/DCN이 실험군으로 사용되었다. 각각

의 재조합 아데노바이러스들은 293 세포주에서 증식시켜 CsCl2

gradient로 농축, 분리하는 정제과정을 거친 후 OD를 측정하여 수득

한 바이러스의 전체 역가(VP)를 산출하였으며 limiting dilution을 통

해 실제 세포 감염이 가능한 plaque-forming units(PFU)를 결정하였

다. 실험에 사용된 재조합 아데노바이러스인 dE1, dE1/RLX,

dE1/DCN, dB, dB/RLX 그리고 dB/DCN의 VP/PFU(수득한 바이러스

의 총 입자 수/ 실제 감염 가능한 바이러스의 입자 수)의 비율은 각

각 57, 87, 70, 22, 58 그리고 43 으로 확인되었다.

3. 실험동물

동물 실험은 6～8주령의 수컷 누드 생쥐(BALB/c-nu)를 오리엔

트(Orient. Inc.Korea)에서 구입하여 시행하였다. 동물 사육실의 온도

는 22 ± 2℃, 습도는 55～60% 로 유지시켰으며, 명암 순환이 12 시간

단위로 조절되게 하였고, 방사선 조사로 멸균한 고형사료(중앙 실험동

물, Seoul, Korea)와 멸균된 급수를 자유로이 섭취하게 하였다.

4. RT-PCR(reverse transcriptase polymerase chain reaction)

Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스가 세포외 기질

분해에 미치는 영향을 확인하기 위해 인체 폐암 세포주인 A549와 인

체 뇌암 세포주인 U343을 6 cm dish에 분주하고 24 시간 후 복제 불

능 아데노바이러스인 dE1, dE1/RLX 그리고 dE1/DCN을 100, 200 그

리고 500 multiplicity of infection(MOI)로 각각 처리하였다. 복제 불
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능 아데노바이러스를 처리한지, 48 시간 후에 RNeasy mini

kit(Qiagen, Valencia, CA)를 이용하여 RNA를 분리한 뒤, 1 ㎍의

RNA를 이용하여 cDNA를 합성하고, MMP1, MMP2, MMP7,

MMP10, TGF-β, SIP1(Smad-interacting protein1), twist snail,

fibronectin, iNOS 그리고 N-cadherin 등을 검출할 수 있는 primer

set를 이용하여 RT-PCR을 수행 하였다.

5. Cytopathic effect(CPE) 분석

Relaxin을 발현하는 종양 선택적 살상 아데노바이러스에 의한

암세포 살상능을 검증하기 위하여, 여러 종류의 인체 종양 세포주

(U343, Hep3B, A549)를 각각 24-well plate에 60-70%로 분주하고 24

시간 후 음성 대조군인 dE1, dB와 실험군인 dB/RLX을 여러 가지 역

가로 각각 처리하였다. 각각의 독립된 실험에 처리된 여러 바이러스

들 중 어느 한 바이러스가 가장 낮은 역가에서 세포를 거의 사멸시킨

시점에 모든 배지를 제거하고 0.5% crystal violet(in 50% methanol)으

로 잔존한 세포들을 고정시키고 염색한 후 분석 하였다.

6. MTT assay

Decorin을 발현하는 종양 선택적 살상 아데노바이러스의 증식

에 따른 암세포 살상능을 정량화하기 위하여

3-(4,5-dimethylthiazol-2yl) -2, 5-diphenyltetrazolium bromide(MTT)

assay를 수행하였다. 인체 뇌암 세포주(U343, U87MG), 자궁 경부암

세포주(C33A), 간암 세포주(Hep3B) 그리고 폐암 세포주(A549)를 각



- 14 -

각 96-well plate에 분주하고 24 시간 후, dB와 dB/DCN을 음성 대조

군인 dE1와 함께 10 MOI로 각각 처리하였다. 바이러스 감염 48 시간

후 200 μl의 MTT 용액(2 mg/ml)을 plate well에 첨가하여 4 시간 동

안 37℃에서 반응시킨 후 상층액을 제거하였다. 상층액이 제거된

plate well에 200 μl의 DMSO(dimethyl sulphoxide)를 첨가하고 37℃

에서 10 분간 반응시킨 후, 540 nm에서 흡광도를 측정하여 세포의 상

대적 생존율을 측정하였다.

7. Western blot 분석

Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스가 세포고사에

미치는 영향을 확인하기 위해 인체 폐암 세포주인 A549와 인체 뇌암

세포주인 U343를 6 cm dish에 분주하고 24 시간 후 복제 불능 아데

노바이러스인 dE1, dE1/RLX 그리고 dE1/DCN 아데노바이러스들을

20 그리고 50 MOI로 각각 감염시키고 2일 뒤에 lysis buffer(50 mM

HEPES, 0.15 M NaCl, 0.5% NP-40, protease inhibitors: PMSF,

TLCK, TPCK)로 세포들을 용해시켜 SDS-PAGE(sodium dodecyl

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)를 시행하였다. 전기영동

후 gel에 있는 단백질들을 PVDF(polyvinylidene fluoride) membrane

에 electrotransfer한 뒤 epidermal growth factor receptor(EGFR)(Cell

signaling technology, Bevery, MA) phospho-EGFR(Cell signaling

technology), p53(Cell signaling technology), phospho-p53(Cell

signaling technology), Bax(Santa Cruz biotechnology, Danvers,

MA), Bcl2(Cell signaling technology), CytochromeC(Santa Cruz

biotechnology), Poly (ADP-ribose) polymerase(PARP)(Cell signaling
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technology), Mitogen-activated protein (MAP) kinases(MAPK)(Cell

signaling technology) 그리고 Phosphoinositide 3-kinases(PI3K)Cell

signaling technology) 단백질을 특이적으로 인지하는 항체를 일차 항

체로 hybridization시키고 HRP(horse radish peroxidase)가 결합된 이

차 항체로 다시 hybridization시킨 후 ECL(enhanced

chemiluminescence)을 이용해 membrane 상의 이들 단백질과 항체와

의 결합여부를 조사하고 각 단백질의 발현양상을 확인하였다.

8. 유세포 분석

Relaxin과 decorin의 발현에 의해 유도되는 세포고사 및 세포주

기 변화를 확인하기 위하여, 인체 뇌암 세포주인 U343을 10 cm dish

에 각각 1 × 106 개로 분주하고 12 시간 후 우태아 혈청이 포함되지

않은 DMEM 배지로 교체하고 다시 12 시간 후, dB/RLX, dB/DCN

그리고 음성 대조군인 dB를 200 MOI의 농도로 5% 우태아 혈청이 포

함된 DMEM 배지에 희석하여 각각 감염시켰다. 감염 후 48 시간에

감염된 세포들을 회수하여 70% 에탄올로 4℃에서 6 시간 이상 고정

시킨 후 propidium iodide(PI, 50 ㎍/㎖)와 ribonuclease(RNase)가 혼합

된 용액을 500 ㎕/well를 넣고 4℃에서 15 분간 반응시킨 뒤 곧바로

유세포 분석(FACS analysis)을 시행하였다.

9. NO production assay

Relaxin을 발현하는 아데노바이러스가 nitric oxide(NO)의 생

산에 미치는 영향을 확인 하고자 인체 폐암 세포주인 A549와 인체
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뇌암 세포주인 U343를 6 cm dish에 분주하고 24 시간 후 복제 불능

아데노바이러스인 dE1/RLX과 음성대조군인 dE1 아데노바이러스를

50 MOI로 각각 처리하고 6 시간 동안 배양하였다. 이후 우태아 혈청

이 포함되지 않은 DMEM 배지로 교체하고 24 시간 동안 배양한 뒤

배지를 회수하여 nitrite/nitrate assay kit(R&D technology,

Minneapolis, MN)을 이용하여 배지로 방출된 NO의 양을 확인 하였

다.

10. 조직면역염색법

Relaxin, decorin을 발현하는 복제 가능 아데노바이러스의 처

치가 세포외 기질분해와 세포고사에 영향을 미치는 단백질들의 발현

에 미치는 실질적 변화를 종양 조직 내에서 관찰하고자, 생후 6～8

주된 누드 생쥐의 복벽에 피하로 1 × 107개의 인체 폐암 세포주

(A549)와 인체 뇌암 세포주(U343)를 각각 100 ㎕의 Hanks' balanced

salt solution(HBSS)(Gibco BRL)에 부유하여 피하 주사하고 누드 생

쥐의 복벽에 형성된 종양이 약 100 ㎣ 정도로 성장하였을 때, 음성

대조군인 PBS와 5 × 108 PFU의 종양 선택적 살상 아데노바이러스인

dB, dB/RLX, dB/DCN를 각각 이틀간격으로 3 회 종양 내로 주사하고

마지막 주사일로부터 3 일 뒤에 종양 조직을 적출하여 파라핀 블락을

제작하였다. 제작된 파라핀 블락을 3 ㎛ 두께의 슬라이드로 절단한

뒤, 이를 xylene, 100%, 95%, 80%, 70% ethanol 용액에 차례로 담궈

파라핀을 제거(deparafinization)한 후 슬라이드에 부착된 조직을 3%

H2O2 용액에서 10 분간 반응시켜 내인성 과산화 효소의 작용을 차단

시킨 후 일차 항체인 anti-collagen type III(Sigma, Saint Louis, MO,

C7805), elastin(Sigma, E4013), collagen type I(Santa Cruz
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biotechnology), fibronectin(Santa Cruz biotechnology) 그리고

p53(Cell signaling technology) 단백질을 특이적으로 인지하는 항체를

실온에서 4 시간 동안 일차 항체로 처리하고 horse radish

peroxidase(HRP)가 결합된 이차 항체로 다시 반응시켰다. 이후

3,3'-Diaminobenzidine (DAB)를 첨가하여 발색 정도를 지켜본 후

100%, 95%, 80%, 70%, 100% ethanol과 xylene 용액에 침전시키고

커버 글라스를 덮어 관찰하였다.
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Ⅲ. 결과

1. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스의 생산

Relaxin과 decorin 유전자의 발현에 따른 세포외 기질 분해와

그에 따른 바이러스의 조직내 침투력의 변화, 세포사의 양상 등을 확

인하고자, 복제 불능 아데노바이러스인 dE1와 dE1의 E3 부위에

relaxin과 deorin을 발현하는 dE1/RLX과 dE1/DCN, 그리고 종양 선택

적 살상 아데노바이러스인 dB와 dB의 E3 부위에 relaxin과 decorin을

발현하는 dB/RLX, 그리고 dB/DCN를 실험에 이용하였다(Figure. 3).

2. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 MMP

발현 양상의 변화

MMP는 세포외 기질을 분해하는데 있어 매우 중요한 요소로

작용하므로 relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스가 MMP의

발현에 미치는 영향을 확인하기 위하여 여러 가지 MMP family에 대

한 RT-PCR을 수행하였다. 이를 위하여 ralaxin과 decorin 유전자가

각각 아데노바이러스의 E3 부위에 삽입된 복제불능 아데노바이러스인

dE1/RLX과 dE1/DCN을 100, 200 그리고 500 MOI의 역가로 폐암 세

포주인 A549와 뇌암 세포주인 U343에 감염시키고, 48 시간 후에

RNA를 분리, 추출하여 이 중 1 ㎍의 RNA를 이용하여 cDNA를 합성

하였다. 이후 합성된 cDNA를 template로 MMP1, MMP2, MMP7,

MMP10을 검출할 수 있는 primer set을 이용하여 RT-PCR을 수행하

고 MMP의 발현 양상을 확인하였다. 그 결과, 종양의 전이에 관여
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Figure. 3. Structure of six genetically engineered mutant

adenoviruses. A schematic representation of the adenoviral vectors

used in this study. DE1/RLX, dE1/DCN dB/RLX and dB/DCN,

along with dE1 and dB. DE1 has the deleted E1 region. DB

contains E1A, but E1B19 kDa and E1B55 kDa is deleted.

DE1/RNX, dE1/DCN dB/RLX and dB/DCN comprised of the RLX

and DCN gene driven by the CMV promoter inserted into the E3

region. ΔE1 and ΔE3 denote the deletion of E1 and E3 gene,

respectively.
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하는 MMP2의 발현정도는 ralaxin과 decorin을 발현하는 복제불능 아

데노바이러스인 dE1/RLX과 dE1/DCN에 의해 변화가 없을 뿐 아니

라, 오히려 dE1/DCN를 처리한 A549 세포주의 경우, MMP2의 발현

정도가 감소함을 관찰할 수 있었다. 한편 dE1/RLX과 dE1/DCN를 처

리한 경우 모든 세포주에서 대조군 바이러스인 dE1을 처리한 경우와

비교하여 MMP1과 MMP10의 발현은 증가, MMP7의 발현은 감소함

이 확인 되었다(Figure. 4).

3. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 종양

조직 내 collagen type III, elastin 그리고 collagen type I의 발

현 양상 확인

앞선 실험에서 MMP1, MMP10의 증가가 relaxin과 decorin을

발현하는 아데노바이러스가 ECM을 분해하고 종양 조직 내로의 침투

와 확산능을 증가시킬 가능성을 확인하였으므로, relaxin과 decorin의

발현이 MMP1에 의해 분해되는 collagen type III, MMP10에 의해 분

해되는 elastin 그리고 MMP8에 의해 분해된다고 알려진 collagen

type I과 같은 세포외 기질의 주성분의 발현에 미치는 실질적인 변화

를 종양조직에서 확인하고자 하였다. 이를 위하여 인체 뇌암 세포주

인 U343과 인체 폐암 세포주인 A549을 누드 생쥐에 접종한 후 형성

된 종양에 종양 선택적 살상 아데노바이러스인 dB, dB/RLX, 또는

dB/DCN를 음성 대조군인 PBS와 함께 3회 종양 내 주사하고 마지막

주사일로부터 3일째에 종양 조직을 적출하여 collagen type III,

elastin 그리고 collagen type I과 선택적으로 결합하는 항체를 이용하

여 immunohistochemistry(IHC)를 시행하였다. Figure. 3에서 볼 수

있듯이, MMP1에 의해 분해되는 collagen type III의 발현이 dB/RLX

또는 dB/DCN 바이러스를 투여한 종양에서 현저히 감소하였으며
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Figure. 4. The expression of MMPs in cells infected with Ads

expressing decorin or relaxin. Cancer cells were incubated with

dE1, dE1/RLX, dE1/DCN for 48 hr. For RT-PCR to determine

expression of MMPs, total RNA was isolated from cells at 48 hr

post-infection. Equal amounts of RNA (1 μg) were used in the RT

reaction, using oligo(dT)23 as the primer, to generate the

first-strand cDNA. The cDNA from each sample was then

subjected to PCR amplification.
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MMP10에 의해 분해되는 elastin의 종양 내 발현 또한 dB/RLX 또는

dB/DCN에 의해 감소됨을 확인하였다. 한편 decorin을 발현하는 종양

선택적 살상 아데노바이러스인 dB/DCN를 투여한 U343 종양에서

MMP8에 의해 분해되는 collagen type III의 발현이 현저히 감소됨을

관찰하였다(Figure. 5).

4. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 TGF-

β의 발현양상 변화

TGF-β는 decorin의 강력한 antagonist로 작용할 뿐 아니라

24.25 세포외 기질의 생성과 분해를 조절하는 매우 중요한 요소로 작용

하므로 relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스가 TGF-β의 발

현에 미치는 영향을 확인하기 위하여 TGF-β에 대한 RT-PCR을 수

행하였다. 이를 위하여 relaxin과 decorin 유전자가 각각 아데노바이러

스의 E3 부위에 삽입된 복제불능 아데노바이러스인 dE1/RLX과

dE1/DCN을 대조군인 dE1과 함께 100, 200 그리고 500 MOI의 역가

로 폐암 세포주인 A549와 뇌암 세포주인 U343에 감염시키고, 48 시

간 후에 RNA를 분리, 추출하여 이 중 1 ㎍의 RNA를 이용하여

cDNA를 합성하였다. 이후 합성된 cDNA를 template로 TGF-β를 검

출할 수 있는 primer set을 이용하여 RT-PCR을 수행하고 발현 양상

을 확인하였다. 그 결과, dE1/DCN를 처리한 A549 세포주에서 음성

대조군인 dE1을 처리한 세포주에 비해서 TGF-β의 발현 정도가 현격

히 감소함을 관찰할 수 있었다. 이러한 TGF-β 발현 감소 현상은

U343에서도 동일하게 관찰되었다. 반면 dE1/RLX을 처리한 경우, 모

든 세포주에서 대조군 바이러스인 dE1을 처리한 경우와 비교하여
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Figure. 5. Immunohistochemical staining of collagen type III,

elastin, or collagen type I in tumor tissue. Representative

photomicrographs of U343 and A549 tumor tissues demonstrating

histological changes in response to administration of PBS, dB,

dB/RLX or dB/DCN. Significantly decreased signal is observed in

the wider region of dB/RLX or dB/DCN-treated tumor, suggesting

relaxin or decorin decrease expression of ECM component inside of

tumor mass. Original magnification: x400
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TGF-β의 발현양상은 전혀 변화가 없음을 확인하였다(Figure. 6).

또한 Decorin에 의한 TGF-β의 감소현상이 실제적으로 종양

조직 내에서도 일어나는지 확인하기 위해 TGF-β에 대한

immunohistochemistry(IHC)를 수행 하였다. Figure. 6(B)에서 볼 수

있듯이, decorin을 발현하는 종양선택적 살상 아데노바이러스

dB/DCN를 투여한 종양에서 TGF-β의 발현이 dB 또는 PBS를 투여

한 종양에 비해 현저히 감소되었음을 확인하였다.

5. Decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 EGFR signaling

의 변화

세포외 기질의 장벽과 결합 조직을 분해하는데 있어, TGF-β

와 EGF(epidermal growth factor)의 상승작용은 이미 여러 그룹에 의

해 보고된 바 있다. 앞서 수행된 실험 결과에 의하면, decorin을 발현

하는 복제 불능 아데노바이러스와 종양 선택적 살상 아데노바이러스

에 의해서 TGF-β의 발현이 현저히 감소되었으므로 이에 따른 EGFR

의 발현 양상의 변화를 확인하고자 하였다. 이를 위하여 인체 뇌암

세포주인 U343를 6 cm dish에 분주하고 12 시간, 24 시간 후 복제 불

능 아데노바이러스인 dE1 그리고 decorin을 발현하는 dE1/DCN 아데

노바이러스를 20 그리고 50 MOI로 각각 감염시키고 2일 뒤에 이로부

터 단백질을 추출하여 SDS-PAGE를 시행하였다. EGFR 또는

phospho-EGFR 단백질을 특이적으로 인지하는 항체를 일차 항체로

hybridization시키고 HRP가 결합된 이차 항체로 다시 반응시켜

decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 EGFR과 phospho-EGFR

의 발현 변화를 확인하였다. 그 결과, Figure. 7(A)에서 볼 수 있듯이,
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Figure. 6. Effect of decorin and relaxin on TGF-β expression in

vitro and in vivo. (A) Changes of expression level of TGF-β in

response to administration of PBS, dE1, dE1/RLX or dE1/DCN. (B)

Immunohistochemical staining of TGF-β in tumor tissue.

Representative photomicrographs of U343 tumor tissues

demonstrating histological changes in response to administration of

PBS, dB, or dB/DCN. Significantly decreased expression of TGF-

β is observed in the wider region dB/DCN-treated tumor,

suggesting decorin decrease expression of TGF-β component

inside of tumor mass. Original magnification: x400



- 26 -

total EGFR의 경우 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 발현

의 변화가 없었지만 phospho-EGFR의 경우 decorin을 발현하는 복제

불능 아데노바이러스인 dE1/DCN을 처리한 세포주에서 음성 대조군

인 dE1를 처리한 세포주에 비해 그 발현이 현저하게 감소됨을 확인할

수 있었다.

한편 EGFR이 autophosphorylation되어 down signal에 신호를

전달할 경우, MAPK pathway가 활성화 되어 종양 세포의 증식이 일

어나기 때문에
33

, dE1/DCN에 의해 감소된 phospho-EGFR의 발현이

MAPK(Erk1/2)의 발현에 미치는 영향을 확인하고자 Erk1/2에 대한

Western blot assay를 수행하였다. 그 결과, Figure. 7(B)에서 볼 수

있듯이, decorin을 발현하는 복제불능 아데노바이러스인 dE1/DCN을

처리한 세포주에서 음성 대조군인 dE1를 처리한 세포주에 비해

Erk1/2의 발현이 현저하게 감소됨을 확인할 수 있었다.

6. Decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한

EMT(epithelial-mesenchymal transition) molecule의 변화

Decorin은 세포외 기질의 장벽을 구성하는 성분의 하나인

fibronectin과의 상호작용을 통해 활성이 저해된다고 알려져 있으므로

28, decorin을 발현하는 종양 선택적 살상 아데노바이러스 dB/DCN에

의해 발생하는 fibronectin의 발현의 변화를 종양 조직 내에서 확인하

고자 U343 종양조직을 이용하여 fibronectin에 대한 IHC를 수행 하였

다. 그 결과 Figure. 8(A)에서 확인 할 수 있듯이, 음성 대조군인

PBS 또는 dB를 처리한 종양 조직에 비해 decorin을 발현하는 종양

선택적 살상 아데노바이러스인 dB/DCN을 처리한 종양조직에서의
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Figure. 7. Attenuation of EGFR signaling by decorin-expressing

adenovirus (A)Significantly decreased signal of phospho-EGFR was

observed in the cells treated dE1/DCN, suggesting decorin decrease

expression of phospho-EGFR, not total EGFR. (B)Significantly

decreased signal of Erk1/2 was observed in the cells treated

dE1/DCN.
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fibronectn의 발현이 현저히 감소됨을 관찰 하였다. 한편, relaxin

과 decorin의 발현이 세포의 침윤과 이동에 관여하는 여러 종류의

Epithelial-mesenchymal transition(EMT) molecules의 발현 변화에

미치는 영향을 확인하고자 RT-PCR을 수행하였다. 그 결과, decorin

을 발현하는 복제 불능 아데노바이러스인 dE1/DCN에 의해 SIP1,

fibronectin, N-cadherin의 발현이 dE1을 처리한 음성 대조군에 비해

감소함을 확인하였다. 한편 relaxin을 발현하는 복제 불능 아데노바이

러스인 dE1/RLX에 의해 N-cadherin과 twist의 발현이 dE1을 처리

한 음성 대조군에 비해 감소하였으나 SIP1, fibronectin등의 발현에는

변화가 없음을 관찰 하였다(Figure. 8(B)).

7. Relaxin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 종양세포 살상효

과 비교 검증

Relaxin을 발현하는 종양 선택적 살상 아데노바이러스에 의한

암세포 살상능을 검증하기 위하여, 여러 종류의 인체 종양 세포주

(U343, C33A, A549)를 각각 24-well plate에 60-70%로 분주하고 24

시간 후 음성 대조군인 dE1, dB 그리고 dB/RLX을 0.1-10 MOI로 각

각 처리하였다. 각각의 독립된 실험에 처리된 여러 바이러스들 중 어

느 한 바이러스가 가장 낮은 역가에서 세포를 거의 사멸시킨 시점에

모든 배지를 제거하고 0.5% crystal violet(in 50% methanol)으로 잔존

한 세포들을 고정시키고 염색한 후 dB/RLX의 세포살상 효과를 관찰,

분석 하였다. 그 결과 Figure. 9에서 볼 수 있듯이, A549의 경우, 음

성 대조군인 dE1으로 감염된 여러 암세포들에서는 바이러스의 증식에

의한 세포 살상효과가 관찰되지 않았으나, dB/RLX으로 감염된 경우에

는 relaxin이 발현되지 않는 대조군 바이러스인 dB에 비해 약 20 배
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Figure. 8. Effect of decorin and relaxin on the expression of EMT

molecules. (A) Changes of expression level of fibronectin in

response to administration of PBS, dB, or dB/DCN. in tumor

tissue. Significantly decreased expression of fibronectin was

observed in the wider region of dB/DCN-treated tumor. Original

magnification: x400 (B) Changes of expression level of EMT

molecules in response to administration of PBS, dE1, dE1/RLX or

dE1/DCN. Decreased expression of SIP1, fibronectin and

N-cadherin was observed by decorin. And decreased expression of

Twist and N-cadherin was observed by relaxin.
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정도 높은 암세포 살상효과가 관찰되었다. 이러한 현상은 실험에 이용한

모든 세포주에서 관찰되었으며 평균적으로 대조군에 비해 약 5-10 배

정도 높은 암세포 살상효과를 유도하였다.

8. Decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 종양세포 살상효

과 비교 검증

Decorin을 발현하는 종양 선택적 살상 아데노바이러스에 의한

암세포 살상능을 검증하고 정량화하기 위해서, 여러 종류의 인체 종

양 세포주(U343, Hep3B, A549, U87MG, C33A)를 각각 24-well plate

에 60-70%로 분주하고 24 시간 후 음성 대조군인 dE1와 함께 dB 그

리고 dB/RLX을 20 MOI로 각각 처리하였다. 바이러스 처리 후, 48

시간 경에 MTT 분석을 시행하여 세포의 생존율을 측정하였다

(Figure. 10). 각 바이러스의 생존율은 dE1의 세포 생존률을 100%로

환산하여 상대 비교하였다. 복제 불능 아데노바이러스인 dE1을 처리

한 모든 세포주에서는 바이러스 복제에 따른 세포 살상이 유도되지

않아 100%수준의 세포 생존율을 보인 반면, 종양 선택적 살상 아데노

바이러스들을 투여한 암 세포주들의 경우에는 세포 사멸이 증가하는

것을 관찰할 수 있었다. 특히, dB/DCN 대조군인 dB보다 빠른 암 세

포 살상을 유도하였다.
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Figure. 9. (A) Morphologic change of U343 cells in response to

administration of dE1 or dE1/RLX. in tumor tissue. Much more

increased cytophathic effect(CPE) was observed in the wider region

of dE1/RLX-treated group compare with dE1-treated group.

Original magnification: x200 (B) Cytophathic effect(CPE) assay

with dB, isogenic control virus without relaxin, and dB/RLX. Cells

were infected with dE1, dB and dB/RLX at the indicated MOI. At

4-8 days post-infection, surviving cells were stained using crystal

violet. Replication-incompetent adenovirus dE1 served as a

negative control. Each cell line was tested at least three times, and

data shown were from representative experiments.
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Figure. 10 (A) Morphologic change of U343 cells in response to

administration of dE1 or dE1/DCN. in tumor tissue. Much more

increased cytophathic effect(CPE) was observed in the wider region

of dE1/DCN-treated group compare with dE1-treated group.

Original magnification: x200 (B) Cancer cell killing of dB/DCN.

Monolayers of cancer cells were infected with dE1, dB and

dB/DCN at an MOI of 20. dE1- infected cells were served as a

negative control. Viable cells were analyzed by MTT assay, and

results are the mean of triplicated experiments.
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9. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 p53 단

백질 발현 양상 비교

Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의해 유도되는

p53의 발현 양상을 비교 검증하기 위해, U343 그리고 A549 세포주를

dE1, dE1/RLX 그리고 dE1/DCN 복제 불능 아데노바이러스로 각각

20, 50 MOI로 감염시킨 뒤 48 시간 경에 세포를 회수하여 p53을 검

출할 수 있는 항체를 이용하여 Western blotting을 시행하였다

(Figure. 11). Figure. 11 (A) 에서 볼 수 있듯이, 음성 대조군인 dE1

바이러스로 감염된 U343 세포의 경우에는 p53이 매우 약하게 검출된

반면, decorin을 발현하는 복제 불능 바이러스 dE1/DCN로 감염된

U343 세포에서는 p53이 매우 강하게 검출됨을 관찰 할 수 있었다. 한

편 relaxin을 발현하는 복제 불능 바이러스 dE1/RLX으로 감염된

A549 세포에서는 대조군인 dE1과 비교하여 p53의 발현의 변화가 없

었으며 p53이 활성화된 형태인 phospho-p53의 발현 양상에도 변화가

없음을 관찰하였다(Figure 11. (B)). 이러한 결과를 통해 relaxin을 발

현 하는 아데노바이러스에 의해 유도되는 세포고사는

p53-independent pathway에 의해, decorin을 발현하는 아데노바이러

스에 의해 유도되는 세포고사는 p53-dependant pathway에 의해 발생

할 가능성을 확인할 수 있었다.

10. Relaxin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 NO 생산량 비

교

선행된 실험에서 relaxin이 p53 independent pathway로 세포

고사를 유도할 가능성 확인하였으므로 relaxin에 의해 유도되는

apoptosis가 어떤 기전에 의해 발생하는지 알아보고자 NO의 생산량

을 확인하는 실험을 수행하였다.



- 34 -

Figure. 11. The expression of p53 in cells infected with dE1,

dE1/RLX or dE1/DCN. Cell on 6cm plates were infected with dE1,

dE1/RLX, dE1/DCN adenovirus at an MOI of 20 or 50. At 24 hrs

after infection, cell lysates were subject to immunoblot analysis

with an antibody recognizing p53, phospho-p53 or β-actin.
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NO는 특정 환경에 노출되어 peroxynitrite로 변화되면

S-nitrosothiols 을 형성하거나 L-arginine의 고갈 상태를 유도함으로

써 항종양 활성을 띄거나
35

, Cytochrome oxidase의 불활성 유도를 통

해 미토콘드리아의 호흡을 억제시켜 세포사를 유도하는 것으로 알려

져있다
36

. Relaxin을 발현하는 아데노바이러스에 의해 유도되는 NO의

생산 양상을 비교 검증하기 위해, U343 그리고 A549 세포를 6 cm

dish에 분주하고 24 시간 후 복제 불능 아데노바이러스인 dE1/RLX과

음성대조군인 dE1 아데노바이러스를 50 MOI로 각각 처리하고 6 시

간 동안 배양하였다. 이후 우태아 혈청이 포함되지 않은 DMEM 배지

로 교체하고 24 시간 동안 배양한 뒤 배지를 회수하여 nitrite/nitrate

assay kit을 이용하여 배지로 방출된 NO의 양을 확인 하였다(

Figure. 12). Figure. 12에서 볼 수 있듯이, A549 또는 U343 cell에서

relaxin을 발현하는 복제 불능 아데노바이러스 dEl/RLX에 의한 NO의

생산량이 대조군인 dE1에 비해 2-3 배 증가함을 관찰하였다.

11. Relaxin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 iNOS의 발현

양상 비교

앞서 수행된 실험에서 relaxin을 발현하는 아데노바이러스에

의해 NO의 생산이 크게 증대됨을 확인했기 때문에 relaxin의 발현이

NO를 형성하는 synthase의 일종인 inducible nitric oxide

synthase(i-NOS)의 발현에 미치는 영향을 확인하기 위하여 iNOS에

대한 RT-PCR을 수행하였다. 그 결과, A549 세포주에서 relaxin을 발

현하는 복제 불능 아데노바이러스 dE1/RLX에 의해 iNOS의 발현정도

가 대조군인 dE1을 처리한 경우와 비교하여 크게 증가함을 확인하였

다(Figure. 13).
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Figure. 12. The production of NO in cells infected with dE1 and

dE1/RLX. Cells on 6cm plates were infected with dE1 and

dE1/RLX at an MOI of 50. At 30 hr after infection, media were

subject to NO assay.

Figure. 13. Effect of relaxin on iNOS expression in A549. Increased

expression level of iNOS in response to administration of dE1, or

dE1/RLX was shown.
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12. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한

mitochondria apoptosis 관련 단백질 발현 양상 비교

Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의해 유도되는

mitochondrial apoptotic protein의 발현 양상을 비교 검증하기 위해,

U343 그리고 A549 세포주를 dE1, dE1/RLX 그리고 dE1/DCN 복제

불능 아데노바이러스로 각각 20, 50 MOI로 감염시킨 뒤 24 시간 후

에 세포를 회수하여 Bax, Bcl2 그리고 Cytochrome C를 검출할 수 있

는 항체를 이용하여 Western blotting을 시행하였다(Figure. 14).

Figure. 14(A)에서 볼 수 있듯이, decorin을 발현하는 복제 불능 바이

러스 dE1/DCN로 감염된 U343 세포에서 Bax와 Cytochrome C의 증

가가 관찰되었고 anti-apoptotic protein인 Bcl2의 경우, dE1/DCN에

의해 그 발현이 현저히 감소됨을 관찰 할 수 있었다. 한편 relaxin을

발현하는 복제 불능 바이러스 dE1/RLX으로 감염된 A549 세포에서도

역시 Bax와 Cytochrome C의 증가와 Bcl2의 감소가 나타남을 확인

할 수 있었다. 이러한 일련의 결과를 통해 relaxin 또는 decorin을 발

현 하는 아데노바이러스에 의해 유도되는 세포고사가 모두

mitochondrial apoptosis에 의해 매개 될 가능성을 확인할 수 있었다.

13. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한

PARP 단백질 발현 양상 비교

세포고사의 마지막 단계에서 relaxin과 decorin을 발현하는 아

데노바이러스에 의해 유도되는 PARP의 발현 양상을 비교 검증하기

위하여 U343 그리고 A549 세포주를 dE1, dE1/RLX 그리고 dE1/DCN

복제 불능 아데노바이러스로 각각 20, 50 MOI로 감염시킨 뒤 24 시

간 경에 세포를 회수하여 PARP를 검출할 수 있는 항체를 이용하여
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Figure. 14. (A) The change of expression of Bax, Bcl2 and

Cytochrome C by decorin. Cells on 6 cm plates were infected with

dE1 or dE1/DCN adenovirus at an MOI of 20 or 50. (B) The

change of expression of Bax, Bcl2 and Cytochrome C by relaxin.

Cells on 6 cm plates were infected with dE1 or dE1/RLX

adenovirus at an MOI of 20 or 50. Increased expression level of

Bax and Cytochrome C in response to administration of dE1,

dE1/DCN or dE1/RLX was shown. Decreased expression level of

Bax and Cytochrome C in response to administration of dE1,

dE1/DCN or dE1/RLX was shown.
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Western blotting을 시행하였다(Figure. 15). 그 결과, relaxin 또는

decorin을 발현하는 복제 불능 바이러스 dE1/RLX 또는 dE1/DCN로

감염된 U343세포에서 대조군 바이러스인 dE1로 감염된 세포주에 비

해 활성화 된 PARP의 발현이 현저히 증가됨을 관찰하였다. 이러한

일련의 결과를 통해 relaxin 또는 decorin을 발현하는 아데노바이러스

에 의해 유도되는 세포고사가 caspase-3 에 의해 매개됨을 간접적으

로 확인할 수 있었다.

14. Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 세포

주기 양상 비교

Relaxin과 decorin의 발현에 의해 유도되는 세포고사 및 세포주

기 변화를 확인, 검증하기 위하여, U343 세포주에 200 MOI의 dE1,

dE1/RLX 그리고 dE1/DCN 복제 불능 아데노바이러스로 감염시키고

PI를 처리하여 유세포 분석(FACS analysis)을 시행하였다(Figure.

16). 그 결과, Figure 16와 Table 1 에서 볼 수 있듯이, relaxin과

decorin을 발현하는 복제 불능 아데노바이러스를 처리한 세포주에서

세포사를 나타내는 subG1 population과 함께 G2-M의 population이

현저히 증가됨을 확인하였다.
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Figure. 15. (A) The change of expression of PARP by decorin.

Cells on 6 cm plates were infected with dE1 or dE1/DCN

adenovirus at an MOI of 20 or 50. (B) The change of expression

of PARP by relaxin. Cells on 6 cm plates were infected with dE1

or dE1/RLX adenovirus at an MOI of 20 or 50. Increased

expression level of PARP in response to administration of E1/DCN

or dE1/RLX was shown.
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Figure. 16. Effect of relaxin and decorin on cell cycle (A)

Histogram of cell cycle in each cells infected with dE1, dE1/RLX

or dE1/DCN. (B) A bar graph representations of populations of

each phase in cell cycle : At after 48hrs, PI staining was

performed. using the cells were treated PBS, 1 μM of CPT and

viruses at an MOI 0.5-50 of adenoviruses.

Table. 1 The mean percentage of early apoptosis, G0-G1, S and

G2-M. Cells were infected with dE1, dE1/RLX or dE1/DCN.
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15. Decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 종양 내

apoptotic signal의 발현 양상 비교, 검증

Decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 종양 내 apoptotic

signal의 발현 양상을 검증하고자 5 X 10
8
PFU의 dB, dB/DCN을

U343 종양 조직 내에 이틀 간격으로 3 회 투여하고 3 일 후에 종양

을 회수하여 apoptosis와 관련된 여러가지 protein의 항체(p53, Bax,

Bcl2, Cytochrome C, p21 그리고 MAPK)를 이용하여 Western

blotting을 시행하였다. Figure. 17에서 볼 수 있듯이, decorin을 발현

하는 종양 선택적 살상 아데노바이러스인 dB/DCN이 투여된 종양 조

직에서 p53, Bax, Cytochrome C, PARP 그리고 p21의 증가가 관찰되

었다. 한편 MAPK의 발현은 dB/DCN이 투여된 종양 조직에서

decorin에 의해 감소함이 관찰되었다.

16. Decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 종양 내

apoptotic signal의 발현 양상 비교, 검증

Decorin을 발현하는 아데노바이러스가 실제적으로 종양 내

p53 단백질의 발현에 미치는 변화를 확인하고자 하였다. 이를 위하여

인체 뇌암 세포주인 U343을 누드 생쥐에 접종한 후 형성된 종양에

종양 선택적 살상 아데노바이러스인 dB, dB/RLX, 또는 dB/DCN를

음성 대조군인 PBS와 함께 이틀간격으로 3 회 종양 내 주사하고 3

일 후에 종양 조직을 적출하여 p53과 선택적으로 결합하는 항체를 이

용하여 IHC를 시행하였다. Figure. 18에서 볼 수 있듯이, 종양 선택

적 살상 아데노바이러스인 dB/DCN에 의해 p53의 발현이 증가됨을

확인하였고 이는 in vitro, in vivo 상에서의 Western blot의 결과와

일치하는 결과이다.
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Figure. 17. The expression of apoptotic protein in tumors infected

with dB or dB/DCN. Tumors were injected with 5 x 108 PFU of

dB or dB/DCN adenovirus 3 time every other day. At 3 days after

injection, tumor lysates were subject to immunoblot analysis with

antibodies recognizing p53, Bax, Cytochrome C, p21, PARP,

phospho-Erk or β-actin.
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Figure. 18. The expression of apoptotic protein in tumors infected

with dB or dB/DCN. Tumors were injected with 5 x 108 PFU of

dB or dB/DCN adenovirus 3 time every other day. At 3 days after

injection, tumor lysates were subject to immunohistochemistry

analysis with an antibody recognizing p53.
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IV. 고찰

종양 특이적 살상 아데노바이러스가 새로운 암 유전자 치료법

으로 대두된 이후 이를 이용한 임상 시험들이 활발히 진행되고 있다.

종양 특이적 살상 아데노바이러스는 감염된 일차 암세포뿐만 아니라

주위의 다른 암세포로 확산됨으로써 기존의 복제 불능 아데노바이러

스에 비해 높은 유전자 전달 효율과 뛰어난 항종양 효과를 유도할 수

있는 큰 장점을 가지고 있다. 그러나 대부분의 종양 조직은 암세포들

이 단순히 군집되어 있는 것이 아니라, 혈관과 정상 조직들이 단단하

게 뒤엉켜 있으며 암세포 외부 주위에 존재하는 세포외 기질이 형성

되어 있어 바이러스뿐만 아니라 항암 치료제가 종양에 원활히 침투되

지 못하여 항 종양효과를 제대로 발휘하지 못하고 이러한 원인으로

초기 임상시험 결과는 아직 만족할 만한 항종양 효과를 얻지 못하였

다. 이에 아데노바이러스의 국소적 종양 침투력을 개선하기 위해

matrix degradative protein으로 작용하는 relaxin과 decorin 유전자를

도입시켜 종양 특이적 살상 아데노바이러스가 제작되었으며 이를 종

양치료 목적으로 이용한 유전자 치료에 이용하여 relaxin과 decorin의

종양 조직 내 바이러스 확산능과 이에 따른 암세포 살상 증대효과에

의한 우수한 생체 내,외 항종양 효과를 관찰하여 보고된 바 있다.

Relaxin과 decorin을 아데노바이러스를 이용한 유전자 치료에

적용하기 위해서는 ECM 장벽과 결합조직을 분해, 종양 조직내로의

침투와 확산 그리고 세포 주기와 세포 살상에 작용하는 relaxin과

decorin의 기전에 대한 정확한 연구와 이해가 필수적인 요소라고 볼

수 있다. 그러므로 본 연구에서는 종양 조직 내로의 확산과 강력한
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세포고사 유도제로 작용하는 relaxin과 decorin의 새로운 기능을 분자

적인 수준에서 규명 하였다.

Relaxin 또는 decorin을 발현하는 아데노바이러스의 조직 침투

성을 검증하기 위해 실시된 초기 연구는 생체 종양과 유사한 3차 구

조를 가진 종양구 조직을 배양하여 E1 부위에서 LacZ를 발현하고 E3

부위에서 relaxin과 decorin을 발현하는 복제불능 아데노바이러스인

dE1/RLX, dE1/DCN에 의한 조직 내 바이러스의 확산 정도에 따른

유전자 전달 효율을 관찰하는 형태로 이루어졌으며, 그 결과

dE1/RLX, dE1/DCN의 LacZ의 전달 효율이 dE1에 비해 이 현저히 증

가 하여 종양구의 표면뿐만 아니라 종양구의 안쪽까지 LacZ가 발현

함을 확인하였다. 또한 생체 내 암 조직에서도 relaxin 또는 decorin을

발현하는 아데노바이러스가 바이러스의 투여 부위(injection site)로부

터 더 멀리 그리고 더 넓게 퍼져나간 것을 통해서도 relaxin과

decorin의 우수한 조직 침투성이 확인되었다. 이러한 relaxin과

decorin을 발현하는 복제불능 아데노바이러스의 조직 내 바이러스 확

산 증진 효과가 종양 특이적 살상 아데노바이러스에도 적용되어 증대

된 항종양 효과가 수반되었다32, 

Relaxin에 의한 조직내 collagen의 분비감소는 MMP 또는

procollagenase 발현의 촉진에 의한 것으로 밝혀졌다16-18. 또한

decorin은 matrix assembly에 관여하며 growth factor나 metal ion과

같은 세포외기질의 구성 성분과 반응하여 MMP1과 MMP2등의 발현

을 촉진시켜 세포외 기질을 분해시킨다25-27. MMP는 구조적인 측면에

서 zinc-dependent endopeptidases의 일종으로, 세포외 기질의 분해에
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있어 매우 필수적인 성분이다
42

. 이러한 일련의 사실을 바탕으로

relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스가 MMP의 발현에 미치

는 영향을 알아보기 위한 RT-PCR을 수행한 결과, 먼저 relaxin 또는

decorin을 발현하는 아데노바이러스가 MMP2의 발현에는 거의 영향

을 미치지 못하거나 오히려 약하게 감소시킴을 확인 하였고 또한

relaxin 또는 decorin을 발현하는 아데노바이러스는 MMP1, MMP10

의 증가에 직접적으로 영향을 미치는 반면, MMP7 발현은 감소시킴

을 관찰 하였다(Figure. 3) 여러 종류의 tumor에서 과 발현되어 있는

MMP2는 침윤이 시작된 종양세포의 표면에 αvβ3 integrin을 통해 결

합하여 암세포의 이동과 침윤을 촉진시켜 전이를 유발 한다38,39. 그러

므로 이러한 결과는 relaxin과 decorin의 발현이 종양의 전이에 관여

하지 않을 뿐 아니라 MMP1, MMP10등의 발현을 증가시켜 종양의

세포외 기질의 주요 성분의 분해를 촉진함으로서 바이러스의 확산능

을 촉진시킴을 의미한다. 이러한 결과는 relaxin 또는 decorin을 발현

하는 아데노바이러스가 전이에 대한 위험 없이 세포외 기질 분해라는

장점을 극대화 시켜 종양치료에 유용하게 적용될 수 있음을 의미한

다.

MMP1(collagenase I)은 collagen type III의 분해를 촉진시키고

MMP10(stromelysin)은 elastin 또는 fibronectin의 분해를 유발한다42.

Relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 MMP1,

MMP10의 발현의 증가는 결국 relaxin과 decorin을 발현하는 종양 선

택적 살상 아데노바이러스에 적용되어 실제적으로 종양 조직에서

collagen type I, elastin 그리고 collagen type III과 같은 ECM을 분해

하고 종양조직내로의 아데노바이러스의 침투와 확산능을 증가 시키는

것이 확인 되었다(Figure. 5). 이러한 결과는 relaxin과 decorin을 발현
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한 아데노바이러스를 이용한 초기 실험에서 Masson's trichrome 염

색을 시행하여 세포외기질의 주성분이며 특히 결체조직의 주성분인

collagen의 분포를 관찰했을 때 대조군(dB)을 투여한 경우에는 푸른색

으로 염색된 collagen이 종양 세포들 사이에서 많이 관찰된 반면에,

relaxin 과 decorin을 발현하는 바이러스(dB/RLX, dB/DCN)를 투여한

경우에는 종양 내부에서는 거의 푸른색을 관찰할 수 없었던 결과와

일치한다
32

.

본 연구에서 수행한 TGF-β에 대한 RT-PCR을 통하여 relaxin

을 발현하는 아데노바이러스에 의한 TGF-β의 발현 양상에는 변화가

없지만 decorin을 발현하는 아데노바이러스의 경우 TGF-β의 발현을

현격히 억제시키고 이는 결국 종양 조직 내의 TGF-β의 활성을 저해

함을 확인하였다(Figure. 6). Decorin은 TGF-β의 natural antagonist

로서 TGF-β 활성을 억제시킴으로써 collagen의 섬유화를 막고

matrix assembly에 관여하며, 종양 세포 성장을 억제하여 종양의 형

성과 성장에 관여한다.40. 또한 TGF-β는 세포외 기질의 생성과 분해

를 조절하는 단백질로서 Ras나 PI3K등의 pathway에 의해 활성화 되

면 종양세포의 이동성이나 EMT, intra- 또는 extra-vasation에 관여

하여 종양의 성장에 영향을 미친다41-42. 그러므로 decorin의 발현에 의

한 TGF-β 발현의 감소는 세포외 기질의 섬유화를 조절하고 종양세

포의 성장을 저해함을 의미한다.

Decorin은 EGFR의 novel biological ligand로 작용하여 여러 종

류의 암세포들에 존재하는 EGFR과 결합함으로서 EGFR의 역할을 불

활성화 시켜 세포의 증식을 방해한다고 알려져 있다29. 또한, 세포외 기
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질의 장벽과 결합 조직을 분해하는데 있어, TGF-β와 EGF의 상승작

용은 이미 여러 그룹에 의해 보고된 바 있다
43-44

. 본 연구에서는

decorin을 발현하는 복제 불능 아데노바이러스와 종양 선택적 살상

아데노바이러스에 의해서 TGF-β의 발현이 현저히 감소되었으며, 이

는 EGFR의 활성화된 형태인 phospho-EGFR의 발현 감소에도 영향

을 미침을 확인하였고 더 나아가 종양 세포의 증식에 관여하는

MAPK pathway의 key molecule인 Erk의 발현 또한 현저히 감소함

을 확인하였다(Figure. 7). 이러한 일련의 결과는 decorin을 발현하는

아데노바이러스가 TGF-β와 EGFR의 효과적인 antagonist로 작용할

뿐 아니라 세포의 증식도 효과적으로 억제함을 의미한다.

EMT 현상은 종양생성의 초기 단계에 종양세포의 변형에 관

여하는 EMT molecule은 MMP의 발현이 증가에 의해 그 활성이 유

도 된다45. 앞에서 확인 된 relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이

러스에 의한 MMP의 발현 증가가 EMT molecule의 발현에 미치는

영향을 확인하기 위한 RT-PCR을 수행한 결과(Figure. 8), relaxin을

발현하는 아데노바이러스에 의한 EMT molecule의 변화는 twist의 감

소를 제외하고는 관찰되지 않았으며 decorin을 발현하는 아데노바이

러스에 의해서는 오히려 fibronectin, N-cadheirin, twist, SIP1 등의

발현이 감소함을 확인하였다. 이러한 결과는 relaxin과 decorin에 의한

MMP1, MMP10등의 발현 증가가 종양의 전이에 관여하는 EMT

molecule의 발현에는 영향을 주지 않으며 특히 SIP1은 TGF-β에 의

해 그 발현이 직접적으로 조절되는 molecule로서 decorin에 의한

TGF-β 활성 감소가 SIP1의 발현에 영향을 미쳤을 것으로 예상된다.

한편 in vitro에서의 decorin을 발현하는 복제불능 아데노바이러스에
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의한 fibronectin의 감소는 실제적으로 종양조직에서 decorin을 발현하

는 종양 선택적 살상 아데노바이러스에 의한 fibronectin의 발현의 감

소도 함께 유도함을 관찰 하였으며, 이는 decorin이 fibronectin의

N-terminal에 결합하여 그 활성을 억제한다는 기존의 보고와도 일치

하는 결과이다
21-28

.

한편 relaxin과 decorin에 의한 세포고사 유도의 기전은 아직

명백히 밝혀져 있지는 않다. Relaxin을 발현하는 아데노바이러스에 의

해서 종양 세포의 세포고사가 진행됨이 최초로 밝혀졌으나34 그 외의

relaxin에 의한 세포고사와 관련된 보고는 전무한 실정이며, 또한 최

근에 decorin이 caspase-3의 활성을 증가시킴으로서 세포고사를 유도

한다는 보고가 있은 후29, decorin에 의한 세포고사와 관련된 연구가 활

발히 진행되고 있으나 아직 세포고사와 관련된 정확한 기전이 밝혀지

지 않았다. 이에 본 연구에서는 세포고사를 검증할 수 있는 세 가지

분석 방법들, 즉 PI 염색 또는 annexin V-FITC/PI 이중 염색 후 유

세포 분석, 그리고 TUNEL 분석을 시행하고 relaxin과 decorin을 발

현하는 아데노바이러스가 relaxin과 야생형 decorin에 의해 세포고사

를 증가시킴을 확인하고 이에 관한 정확한 기전을 밝히기 위한 실험

을 진행하였다32.

본 연구에서 수행한 p53에 대한 Western blot을 통해

decorin의 경우 p53-dependant pathway를 통해 세포고사가 이루어지

는 반면, relaxin은 p53-independent pathway로 세포고사의 신호를 전

달함을 확인하였다(Figure. 11). NO는 생물학적으로 NO는 세포의 생

존, 증식, 혈관 형성 반응, 염증반응 등 생물학적인 측면에서 여러 가
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지 작용을 하는 물질로서 특정 환경에 노출되어 peroxynitrite로 변화

되면 S-nitrosothiols 을 형성하거나 L-arginine의 고갈 상태를 유도함

으로써 항종양 활성을 띄거나35, Cytochrome oxidase의 불활성 유도

를 통해 미토콘드리아의 호흡을 억제시켜 세포사를 유도하는 것으로

알려져 있다
36

. 한편, 보고에 의하면 relaxin은 NO를 생성하여

L-arginine-nitric oxide pathway를 활성화 시킨다
14

. Relaxin이 p53-

independent pathway로 세포고사를 유도함을 확인하였으므로 relaxin

에 의해 유도되는 apoptosis가 NO의 생산에 의해 발생하는지 확인하

고자 relaxin의 발현에 의한 NO의 생산 양상을 비교 검증한 결과,

A549 또는 U343 cell에서 relaxin을 발현하는 복제 불능 아데노바이러

스 dEl/RLX에 의한 NO의 생산량이 대조군인 dE1에 비해 현격히 증

가함을 관찰 하였다. 이러한 결과는 relaxin을 발현하는 아데노바이러

스에 의한 NO의 증가가 세포고사를 유도할 가능성을 의미한다.

NO는 L-Arginine, NADPH, 그리고 O2는 nitric oxide

synthase (NOS) family에 의한 촉매 작용을 통해 NO 와 Citrulline으

로 변환된다46-48. Relaxin을 발현하는 아데노바이러스에 의해 NO의

생산이 크게 증대됨을 확인하고 NO를 형성하는 synthase의 일종인

iNOS의 발현에 미치는 영향을 확인하기 위하여 RT-PCR을 수행하여

relaxin을 발현하는 복제 불능 아데노바이러스 dE1/RLX에 의한

iNOS의 발현정도가 대조군인 dE1을 처리한 경우와 비교하여 크게 증

가됨을 확인하였다(Figure. 13). NOS의 종류에는 neuronal

NOS(nNOS/NOS1), endothelial NOS(eNOS/NOS3), 그리고 inducible

NOS(iNOS/NOS2)가 존재하며49 이중 iNOS는 chondrocyte, epithelial

cell, hepatocyte, glial cells 그리고 여러 종류의 면역세포에서 발현되
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고
54

eNOS와 nNOS가 상피세포나 신경세포에 발현되어

Ca
2+
/calmodulin에 의해 조절되는 것과는 달리 Ca

2+
/calmoduli에 민감

하지 않고 endotoxin이나 inflammatory cytokine에 의해 조절된다55-57.

또한 iNOS는 NO에 의해 유도되는 세포고사에 직접적으로 관련되어

있는 것으로 알려져 있다
50

. 본 연구에서 수행되어진 연구결과와 이와

관련된 일련의 연구는 relaxin이 iNOS에 의해 촉매 되는 NO의 생산

을 활성화시켜 이에 의한 세포고사가 유도될 가능성을 제시한다.

한편, relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의해

유도되는 mitochondrial apoptotic protein의 발현 양상을 비교 검증하

기 위해 dE1, dE1/RLX 그리고 dE1/DCN 복제 불능 아데노바이러스

에 의한 Bax, Bcl2 그리고 C의 발현양상을 확인하였다(Figure. 14).

Relaxin과 decorin을 발현하는 복제 불능 바이러스 dE1/RLX 그리고

dE1/DCN로 감염된 세포에서 Bax와 C의 증가가 관찰되었고

anti-apoptotic protein인 Bcl2의 경우, dE1/RLX 그리고 dE1/DNC에

의해 현저히 감소됨을 관찰 할 수 있었다. 이러한 결과를 바탕으로

relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스에 의해 유도되는 세포

고사가 mitochondria mediated apoptosis일 가능성을 제시하였다. 또

한 relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스가 세포고사의 마지

막 단계에 존재하는 PARP 단백질의 발현에 미치는 영향을 확인하고

자 PARP에 대한 Western blot을 수행한 결과 relaxin 또는 decorin을

발현하는 복제 불능 바이러스 dE1/RLX 또는 dE1/DCN로 감염된

U343 세포에서 대조군 바이러스인 dE1로 감염된 세포주에 비해 활성

화 된 PARP의 발현이 증가됨을 관찰 하였다. 이러한 일련의 결과를

통해 relaxin 또는 decorin을 발현 하는 아데노바이러스에 의해 유도
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되는 세포고사가 caspase3에 의해 매개됨을 간접적으로 확인할 수 있

었다.

Relaxin과 decorin이 세포사에 미치는 영향을 좀 더 면밀히

관찰하기 위하여, 종양 특이적 살상 아데노바이러스에 의한 세포주기

의 변화와 세포고사 정도를 PI staining으로 확인한 결과(Figure. 16),

relaxin과 decorin을 발현하는 복제 불능 아데노바이러스를 처리한 세

포주에서 세포사를 나타내는 subG1 population의 증가와 함께 G2-M

arrest가 발생함을 확인 하였다. 실제로 decorin에 의한 endogenous

cyclin dependent p21WAF1의 발현 촉진은29,30 세포주기 arrest 유도에

따른 세포살상을 강하게 유도한다는 보고가 있으며, 본 연구에서도

decorin에 의한 cell cycle의 저해제 역할을 하는 p21WAF1의 발현 촉진

함을 확인한 바 있다. 이와 같은 사실은 relaxin과 decorin 세포고사

뿐 아니라 세포주기에도 영향을 미쳐 암세포의 강력한 살상효과를 일

으킨다는 사실을 증명한다.

실제로 종양 내에서도 decorin을 발현하는 아데노바이러스에

의한 apoptotic signal의 발현 양상이 in vitro에서의 발현 양상과 일

치 하는지 검증하고자 U343 종양조직을 이용하여 apoptosis와 관련된

여러 가지 protein(p53, Bax, C, PARP, p21 그리고

phospho-ERK1/2)의 발현 양상을 비교한 결과(Figure. 17), decorin을

발현하는 종양 선택적 살상 아데노바이러스인 dB/DCN이 투여된 종

양 조직에서 p53, Bax, C, PARP 그리고 p21의 증가와

phospho-Erk1/2의 감소가 관찰되었다. 한편 종양 조직 내 p53 단백질

의 변화를 확인한 IHC 결과도 이와 일치함을 검증하였다(Figure. 18).
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이는 decorin의 세포고사 유도제로서의 기능이 in vitro뿐 아니라 in

vivo에서도 유지되고 있음을 의미한다.

이러한 연구 결과들을 종합해 보면 relaxin과 decorin이

MMP1, MMP10등의 세포외기질 분해에 관여하는 enzyme의 증가와

collagen type I, elastin 그리고 collgena type III와 같은 세포외 기질

의 주요 성분의 분해, TGF-β, EGFR 그리고 EMT와 같은 물질의 발

현을 ECM의 assembly와 생산 그리고 분해 등 여러 단계에서 조절함

으로서 세포외 기질분해와 바이러스 확산능을 증대시키는 중요한 원

인으로 작용할 뿐 아니라 relaxin 또는 decorin을 발현하는 아데노바

이러스가 세포고사의 여러 단계에 관여하며 세포사를 유도함을 알 수

있다.

Relaxin을 발현하는 아데노바이러스의 경우, i-NOS에 의해

촉매 되는 NO의 생산을 활성화시켜 이에 의한 p53-independent

apoptosis를 통해 세포고사를 유도하며 NO를 통해 전달된 apoptosis

signal은 mitochodrial apoptosis protein인 Bax, Bcl2, C에 신호를 전

달하여 세포고사의 마지막 단계에 관여하는 PARP의 활성을 증가시

킴으로써 세포고사를 유도함을 확인하였다(Table. 2, 3). 한편, decorin

을 발현하는 아데노바이러스의 경우 p53-dependant apoptosis를 통해

mitochodrial apoptosis protein인 Bax, Bcl2, CytochromC에 신호를

전달하여 mitichondria-mediated apoptosis를 유도한다. 이렇게 전달된

apoptotic signal은 세포고사의 마지막 단계에 존재하는 단백질인

PARP까지 전달되어 decorin을 통한 강력한 세포고사가 유도된다. 또

한 decorin은 세포주기를 조절하는 p21의 발현을 촉진시킴으로써

G2/M arrest를 유도할 뿐 아니라 EGFR의 활성을 저해하고 MAPK의
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활성을 억제하여 암세포의 증식을 방해함으로써 세포사를 유도함을

확인할 수 있었다(Table 2, 3).

Relaxin에 의한 종양세포의 세포 살상효과와 세포고사에 대한

연구가 보고 된지 얼마 되지 않았으며 이에 대한 후속 연구가 진행되

고 있으나 아직 밝혀지지 않은 부분이 많이 존재하고, 현재 진행되어

지는 연구와 보고를 통해 연구를 통해 몇 가지 가설을 제시 할 수 있

다. 먼저 IGF-1은 relaxin과 같은 종류의 peptide hormone family에

속하는 단백질로서 그 기능과 특성이 relaxin과 매우 유사하다. IGF-1

은 PI3K pathway를 통해 apoptosis를 유도하는 한편 MAPK 의 활성

을 저해하고51, ER stress에 관여하는 CCAAT/enhancer binding

protein homologous protein(CHOP)의 활성을 자극함으로써 세포고사

를 유도하는 것으로 알려져 있다52. NO에 의한 세포고사는 ER stress

에 의한 mitochondria의 oxidative injury에 의해 주로 일어나기 때문

에 relaxin에 의해 발생한 ER stress에 의해 mitochondrial apoptosis

가 유도될 가능성이 매우 높다. 이러한 예상은 본 연구에서 확인한

relaxin을 발현하는 아데노바이러스에 의한 NO 생산량의 증가와

mitochondrial apoptosis signal의 증가에 의해 뒷받침된다. 또한,

relaxin이 종양세포의 세포고사뿐 아니라 cell cycle arrest, autophagic

death 등 세포사의 여러 단계에 관여하여 세포 살상 효과가 나타날

가능성도 배제할 수 없다. 본 실험에서 진행한 세포주기에 관한 연구

결과는 relaxin이 G2/M arrest를 유도함을 증명했으며, 최근의 보고

된 바에 의하면 IGF-1은 phosphatidylinositol-3 kinase(PI3K)

pathway를 통해 세포의 autophage를 유도하는 mTOR등의 활성을 증

가시킨다53. 이러한 결과들은 relaxin이 세포사의 여러 단계에 관여한
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다는 추론을 뒷받침하고 있다.

치료 유전자를 발현하는 아데노바이러스를 이용한 암유전자

치료가 성공적으로 이루어지기 위해서는 치료유전자에 대한 이해가

필수적이다. 본 연구에서 수행한 relaxin과 decorin을 발현하는 아데노

바이러스가 ECM 장벽과 결합조직을 분해하고 종양조직내로의 침투

와 확산하기까지 종양세포에서의 작용기전과 세포 살상과 세포 주기

에 미치는 작용 기전에 대한 분자적인 수준에서 규명은 치료 유전자

에 대한 정확한 이해를 돕게 되어 이를 실제 치료에 적용함으로써

relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스를 암유전자 치료에 유

용하게 이용될 수 있을 것으로 기대된다.
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Table. 2 Molecular characterization of relaxin and decorin on the

degradation of extracellular matrix. Relaxin and decorin induce

degradation of extracellular metrix by up-reguation of expression

of MMP1, MMP10 not by expression of MMP2. The expressions

of collagen typeI, elastin and collagen typeIII in tumor tissue are

significantly decreased by relaxin and decorin.
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Table. 3 Molecular characterization of relaxin and decorin on the

induction of apoptosis. Decorin induces cell death through

p53-dependent apoptosis pathway, inhibition of cell proliferaltion

and induction of cell cycle arrest. Decorin activates mitochondrial

apoptosis and G2M arrest by increased p53 expression. Also

decorin inhibits cell proliferation by blocking epitherial growth

factor receptor(EGFR) and mitogen-activated protein (MAP)

kinases(MAPK) pathway. Also, Relaxin induces nitric oxide(NO)-

mediated apoptosis pathway not p53 dependent apoptosis pathway.
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NO is synthasiezed from arginine and O2 by inducible NO

synthase(iNOS). Relaxin activates caspase signaling by NO-

induced mitochondrial apoptosis.
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Ⅴ. 결론

본 연구에서는 decorin과 relaxin을 발현하는 아데노바이러스

의 종양 조직 내 확산효율의 증대가 relaxin과 decorin에 의한

MMP1, MMP10등의 세포외 기질 분해에 관여하는 enzyme의 증가,

collagen type I, elastin 그리고 collagen type III와 같은 세포외 기질

의 주요 성분의 분해에 의해 촉진됨을 확인하였다. 또한 TGF-β,

EGFR 그리고 EMT의 발현조절을 통해 ECM의 assembly와 생산 그

리고 분해 등 여러 단계에서 종양 조직 내 결합조직의 재조합에 중요

한 역할을 함으로써 세포외 기질분해와 바이러스 확산능을 증대시키

는 중요한 원인으로 작용함을 확인 하였다. 한편, 아데노바이러스에

의해 발현되는 relaxin 또는 decorin이 세포고사의 여러 단계에 관여

하며 세포사를 유도하여 특히, relaxin은 iNOS에 의해 촉매 되는 NO

를 통해 p53 independent pathway로 apoptosis signal을 mitochodria

에 전달하고 이렇게 전달된 신호는 세포고사의 마지막 단계까지 관여

함을 확인하였다. 또한 decorin은 p53-dependant apoptosis를 통해

mitochodrial apoptosis protein인 Bax, Bcl2, C에 신호를 전달하여

mitochondria-mediated apoptosis를 유도함을 확인 하였으ㄷ며, 이렇

게 전달된 apoptotic signal은 세포고사의 마지막 단계에 존재하는 단

백질인 PARP까지 전달되어 decorin을 통한 강력한 세포고사가 유도

됨을 밝혔다. 또한 decorin은 세포주기를 조절하는 p21의 발현을 촉진

시킴으로써 G2M arrest를 유도할 뿐 아니라 EGFR의 활성을 저해하

고 MAPK의 활성을 억제하여 암세포의 증식을 방해함으로써 세포사

를 유도함을 확인할 수 있었다. 결론적으로, 본 연구에서는 종양 조직

내로의 확산과 강력한 세포고사 유도제로 작용하는 relaxin과 decorin
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의 새로운 기능을 분자적인 수준에서 규명 하고 relaxin과 decorin를

이용한 암 치료에 대한 이해를 높여 실제로 이를 적용함으로써

relaxin과 decorin을 발현하는 아데노바이러스를 암유전자 치료에 유

용하게 이용될 수 있는 기반을 마련하였다.
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Abstract

Molecular characterization of relaxin and decorin on the

degradation of extracellular matrix and induction of apoptosis

A-Rum Yoon

Department of Medical Science
The Graduate School, Yonsei University

(Directed by Professor Chae-Ok Yun)

The pressing challenge for contemporary gene therapy is to

deliver an effective level of therapeutic genes to cancer cells

throughout at tumor in vivo. The extracellular matrix provides one

barrier to adenoviral dispersion in a tumor. To overcome this

barrier, we inserted the genes for relaxin and decorin, a protein

that degrades the extracellular matrix, into adenoviruses. By using

these relaxin and decorin expressing adenoviruses, we have

confirmed that relaxin or decorin expression increased the

dispersion of the virus from cell to cell within the tumor and the

induction of tumor cell apoptosis. However, the mechanism that

which relaxin and decorin induces degradation of extracellular

matrix and apoptosis is not clearly understood. In this study, we

characterize the mechanism of relaxin and decorin on the

degradation of extracellular matrix and induction of apoptosis.

Relaxin and decorin induce degradation of extracellular
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metrix by up-reguation of expression of MMP1, MMP10 not by

expression of MMP2. Decorin plays a role on decreasing

expression of TGF-beta and EGFR which trigger extracellular

matrix–degradation and–remodeling function. The expressions of

collagen typeI, elastin and collagen typeIII in tumor tissue are

significantly decreased by relaxin and decorin. Also, Decorin

induces cell death through p53-dependent apoptosis pathway,

inhibition of cell proliferaltion and induction of cell cycle arrest.

Decorin activates mitochondrial apoptosis and G2M arrest by

increased p53 expression. Also decorin inhibits cell proliferation by

blocking epitherial growth factor receptor(EGFR) and

mitogen-activated protein (MAP) kinases(MAPK) pathway. Also,

Relaxin induces nitric oxide(NO)- mediated apoptosis pathway not

p53 dependent apoptosis pathway. NO is synthasiezed from

arginine and O2 by inducible NO synthase(iNOS). Relaxin activates

caspase signaling by NO- induced mitochondrial apoptosis.

In summary, our results clearly demonstrated the molecular

mechanism of relaxin and decorin on degradation of extracellular

metrix and induction of apoptosis and exhibited the potential

strategy based on relaxin and decorin expressing oncolytic

adenovirus and open new chance for combining the cancer gene

therapy.


Key Words : relaxin, decorin, extracellular matrix and induction of

apoptosis
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