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---국국국문문문요요요약약약 ---

혈혈혈액액액세세세포포포에에에서서서 MMMEEEKKK111///222억억억제제제제제제 UUU000111222666에에에 의의의한한한
부부부착착착분분분자자자의의의 발발발현현현 증증증가가가

목목목적적적:세포부착분자는 혈관 병변 부위에서 TNF-α나 IL-β 등의 proinflamatory
cytokine의 분비에 의해 혈관 내피세포 표면이나 백혈구세포에서 발현된다고 알
려져 있다.발현된 부착분자는 백혈구와 단핵구 등과의 세포 간 상호작용에 관여
함으로써 일련의 염증반응을 매개하여 조직의 손상을 가속화한다고 알려져 있다.
이러한 염증반응에서의 부착분자 발현과정에 MAPKinasepathway가 연관된다
는 것을 시사하는 많은 연구결과가 보고 되었다.따라서 본 연구에서는 혈액세포
인 U937 세포에서 MEK/ERK 조절물질을 이용하여 부착분자의 발현조절과
MEK/ERK의 관계를 알아보고자 하였다.

재재재료료료 및및및 방방방법법법:U937혈액세포를 사용하였으며,2% FBS가 첨가된 RPMI1640
배지 조건에서 MEK1/2억제제인 U0126을 처리한 후 flow cytometry를 통해서
부착분자의 발현변화를 관찰하였다.혈액세포에서 증가된 부착분자의 발현이 내
피세포와의 부착에 관여하는지 adhesionassay를 통해서 관찰하였다.U0126의
작용이 세포생장에 어떠한 영향을 미치는지 알아보기 위해 MTT assay를 수행
하였다.부착분자의 발현을 증가시키는 U0126의 작용이 U937세포에 특이적인
현상인지 알아보기 위해서 다른 종류의 세포주 즉,혈관내피세포,T 림프세포,
섬유아세포에서 U0126에 의한 부착분자의 발현 변화를 confocalmicroscopy를
통해 확인하였다.

결결결과과과:U937세포에 U0126(1,3,10,20 µM)을 처리한 경우 U0126의 농도에 의존
적으로 integrin-β2(CD11b)와 L-selectin(CD62L)의 발현이 증가하였다.U937



-ii-

세포와 bEnd.3세포간의 부착반응 역시 U0126(10µM)에 의하여 증가하였다.
U0126은 부착분자의 발현을 증가시키는 농도 (1,3,10,20 µM)범위에서 세포의
viability에는 별다른 영향을 미치지 않음을 MTT assay를 통하여 확인하였다.
U0126은 농도 의존적으로 ERK의 활성을 억제하였다.U0126에 의한 부착분자의
발현증가에 관여하는 매개인자를 알아보기 위해 여러 억제제에 의한 영향을 관
찰한 결과,trolox와 rottlerin을 전 처리했을 때 U0126에 의한 CD11b의 증가가
억제되었다.SN50과 LY90062을 처리했을 때에는 U0126에 의한 CD11b의 증가가
억제되지 않았다.U0126의 작용이 다른 종류의 세포에서도 나타나는 현상인지
U0126을 처리하여 알아본 결과,T 림프세포에서 U0126에 의해 CD11b의 발현이
증가되는 것을 관찰하였고,뇌혈관세포와 섬유아세포에서 U0126에 의해 ICAM-1
의 발현이 증가되지 않음을 확인할 수 있었다.

결결결론론론:혈액세포인 U937세포에서 MEK1/2억제제인 U0126에 의하여 부착분자의
발현이 증가하는 현상을 확인하였다.U0126의 부착분자 증가작용과 U0126에 의
한 ERK의 활성억제 작용 간에 correlation이 좋게 나타났으므로,두 작용이 서로
연관되어있을 가능성이 시사되었다.

핵심되는 말:U0126,혈액세포,부착분자,ERK
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약약약 어어어

CD11b:CD11b/CD18(Mac-1)
CD62L:L-selectin
CTL:control
DMEM:Dulbecco'smodifiedEagle'smedium
ERK:extracellularsignal-relatedkinase
ICAM-1:intercellularadhesionmolecule-1
MAPK:mitogenactivatedproteinkinase,
NF-κB:nuclearfactor-kappaB
PI3K:phosphoinositide-3kinase
PKC:proteinkinaseC
ROS:reactiveoxygenspecies
VCAM-1:vascularcelladhesionmolecule-1
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III...서서서 론론론

AAA...세세세포포포부부부착착착분분분자자자

세포부착분자 (adhesionmolecule)는 세포표면에서 발현되는 glycoprotein
으로 neoplasticdiseases와 같은 염증반응에서 중요한 역할을 한다.백혈구의 표
면에서 receptor로서 발현되는 분자들과 그들의 표적세포의 표면에 ligand로서
발현되는 분자들 간의 상호작용은 세포와 세포사이의 관계에서 중요한 과정으로
알려져 있다 (Elangam 등,1997).염증부위에서 백혈구에 의한 혈관내피세포나
기저막으로의 침윤현상 (infiltration)은 백혈구와 내피세포 표면에 여러 부착분자
의 발현을 매개로 하여 발생된다.세포부착분자는 immunoglobulinsuperfamily,
integrinfamily,selectin,cadherin으로 나눌 수 있다 (Table.1).Selectin은 침윤
현상의 초기단계에 발현되는 부착분자로 칼슘 의존적으로 hetrophilic결합을 하
며 특정 oligosaccharide와 결합을 한다.Selectin의 종류에는 leukocyte에서 발현
되는 L-selectin과 혈소판과 내피세포에서 발현되는 P-selectin,그리고 내피세포
에서 발현되는 E-selectin이 있다.Integrin은 주로 백혈구에서 발현되는 부착분
자로 β2-integrinfamily인 LFA-1(CD11a/CD18)과 Mac-1(CD11b/CD18),그리
고 p150,95(CD11c/CD18)이 있다.Integrin은 세포와 세포뿐만 만이라 세포와
세포의 기질의 상호작용을 매개하는 부착분자이다.세포간 혹은 세포 기질과의
상호작용은 정상적인 세포의 기능을 유지하는데 매우 중요할 뿐 아니라,외부로
부터의 신호전달 및 염증반응의 개시,종양의 증식 및 이동과 신생 혈관 생성과
같은 다양한 병적 상태에서도 핵심적인 역할을 한다고 알려져 있다 (최철희,
2003).Integrin은 immunoglobulinsuperfamily의 receptor로 작용하여 침윤현상
이 나타날 때 백혈구가 내피세포로 단단히 부착할 수 있게 도와주는 역할을 한
다.Cadherin은 침윤반응에는 직접 관여하지 않으며 세포와 세포사이의 상호작용
에 관여하는 부착분자이다.Immunoglobulinsuperfamily는 주로 내피세포에서 발
현되는 부착분자로 ICAM-1과 VCAM-1,PECAM-1 등이 있으며,integrin
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family와 결합을 하게 된다. 혈관 병변 부위에서 TNF-α나 IL-β 등의
proinflamatory cytokine이 분비되어 혈관 내피세포 표면에 immunoglobulin
superfamily,integrinfamily,selectin등의 부착분자들이 발현됨으로써 백혈구와
단핵구 등과의 상호작용이 증가되는 일련의 염증반응을 지속적으로 가속화시킴
으로써 혈관병변을 증가시킨다고 알려져 있다 (Fig.1).그러므로 혈관 질환에서
부착분자의 발현 조절을 통한 과도한 염증반응의 억제가 중요하다고 할 수 있다.

Fig.1.Leukocyteinfiltration
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TTTaaabbbllleee...111...AAAdddhhheeesssiiiooonnnmmmooollleeecccuuullleeesssiiinnnllleeeuuukkkooocccyyyttteeeiiinnnfffiiillltttrrraaatttiiiooonnn...

BBB...세세세포포포부부부착착착분분분자자자와와와 신신신호호호전전전달달달

특정자극에 의한 부착분자의 발현에 관여한다고 알려진 단백질들로는
proteintyrosinekinase,PI3-kinase,MAPkinase,PKC,ROS등이 있다.그 중
MAP kinase는 intracellular signaling을 매개하는 serine-threonine protein
kinasesfamily로써 외부로부터 전달된 신호를 세포막으로부터 핵으로 전달함으
로써 세포의 성장과 분화,그리고 사멸을 조절하는 주요 신호전달계이다.MAP
kinase는 extracellular signal-regulated protein kinases (ERK),p38 MAP
kinaseandc-JunN-terminalproteinkinases(JNKs)/stress-activatedprotein

AAAdddhhheeesssiiiooonnn
mmmooollleeecccuuullleee NNNaaammmeee LLLiiigggaaannnddd FFFuuunnnccctttiiiooonnn

Selectin
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sialyl-Lewisx
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ICAM-2
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PECAM-1
(CD31)

CD31
(homophilic)
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kinases(SAPKs)등 3가지 이상의 종류로 나뉘어 진다.MAPKinasepathway
는 염증반응에서 활성화된다고 알려져 있으며 활성화된 MAPKinase는 부착분
자의 발현 증가에 중요한 작용을 하고 있다고 보고 되어져 있다.HUVEC세포
에서 CoCl2에 의해 유도된 신호전달이 VCAM-1을 발현시키는데 이는 MAP
Kinase와 NF-κB를 활성화시키고,그리고 PKC의 활성을 통해서 PECAM-1이
인산화 된다고 알려져 있다 (Chand 등,1999).그리고 MEK1/2 inhibitor인
PD98059가 U937세포에서 GM-CSF나 TNF-α를 처리했을 때 ERK를 통해 증
가된 CD11b의 발현을 억제한다고 보고 되어 있다 (Emiko등,2002).

PKC는 효소의 활성화와 인산화에 의해 조절되는 단백질로,세포 내 신호
전달,종양 생성,유전자 발현,그리고 세포성장 및 증식 등에 관여하는 것으로
알려져 있다.PKC의 isotype은 12가지가 알려져 있는데 이는 다음과 같은 특징
으로 세 가지로 분류될 수 있다.phospholipids(PS),calcium,diacylglycerol
(DAG)에 의존적인 conventionalPKC(α,βI,βII,γ)와 calcium에는 독립적이고,
DAG에는 의존적인 novelPKC(δ,ε,η,θ,μ),그리고 calcium과 DAG에 모두
독립적인 atypicalPKC (ζ, ι, λ)가 있다 (Hongyu 등,2003).이러한 PKC
isotype들은 다양한 유전자를 발현시키고 조절함으로써 다양한 생물학적 기능을
나타내고 또한 부착분자의 발현 증가에도 관여한다고 보고 되어 있다.

ROS는 radical과 non-radical형태의,산소로부터 유래된 물질들을 통칭하
는 것으로 크게 두 가지의 기능을 한다.첫째,neutrophil등의 대식세포들로부터
방출된 많은 양의 ROS들은 박테리아와 주변 세포들의 세포막과 세포내에 존재
하는 지질과 단백질을 산화시키고,염색체에 손상을 일으켜 세포에 독성을 나타
내게 된다.둘째,대식세포 외에 세포들에서 ROS는 세포내 신호전달에 필요한 2
차 전달자로 작용하여,protein kinase C (PKC),mitogen activated protein
kinase(MAPK),nuclearfactor-kappaB (NF-κB)등의 다양한 하위 신호전달
계를 활성화시킨다고 알려져 있다.또한 ROS는 pathogeninvasion에 대한 방어
기작,myocardialinfaection,neurodegenerationm ischemicreperfusion injury,
atherosclerosis,adult respiratory distress syndrome과 같은 inflammatory
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disorder를 유도한다고 알려져 있다.여러 염증 질병에서 발생하는 ROS는 하위
신호전달계를 다양하게 활성화시킴으로써 부착분자의 발현증가에 관여한다고 보
고 되어 있다.

CCC...연연연구구구 목목목적적적

특정자극에 의한 부착분자의 증가발현은 염증반응을 가속화시킨다고 알려
져 있으며,MAPK pathway의 활성증가와 관련되어 있다고 보고 되어 있다.따
라서 본 연구에서는 혈액세포인 U937 세포에서 MEK1/2 억제제로 알려진
U0126을 이용하여 부착분자의 발현 변화조절과 MEK/ERK의 관계를 알아보고자
하였다.
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IIIIII...재재재료료료 및및및 방방방법법법

AAA...실실실험험험기기기기기기 및및및 시시시약약약

111...실실실험험험시시시약약약

0.25% Trypsin-EDTA과 penicillin-streptomycin,그리고 RPMI1640은
GibcoBRL (Grand Island,NY,USA)에서,fetalbovine serum은 Hyclone
(Logan,UT,USA),dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)은 JBI
(Seoul,Korea)에서 구입하였으며,세포배양에 사용하였다.그리고 U0126과
PD98059, 그리고 trolox는 calbiochem (SanDiego, CA, USA)에서,
myristoylated PKC-e V1-2는 Biomol(Plymoth Meeting,PA),rottlerin은
Sigma(St.Louis,MO)에서 구입하였다.Westernblot을 위한 antibody는 cell
signalingtechnology(Beverly,MA)에서 p-ERK,ERK,p-MEK,MEK,그리고
HRP anti-rabbitantibody를 구입하였다.Flow cytometry를 위한 antibody는
Becton Dickinson (NJ,USA)에서 anti-mouse CD11b,anti-mouse CD62L
antibody를 구입하였으며,FITC-labelledanti-mouseIgG antibody는 Molecular
Probes (Eugene,OR,USA)에서 구입하였다.Confocalmocroscopy를 위한
antibody는 SantaCruzBiotechnology에서 ICAM-1antibody를,Sigma(Louis,
MO)에서 Hoechst33258을 구입하였다.그리고 2차 antibody로 FITC-labelled
anti-rabbitIgG antibody(Alexa488)는 MolecularProbes(Eugene,OR,USA)
에서 구입하였다.
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222...실실실험험험기기기구구구

세포 배양 및 세포를 다룰 때 incubator(Sanyo,Japan)와 cleanbench
(Sam Ki,Seoul,Korea),그리고 centrifuge(Vision,Seoul,Korea)를 사용하였
다.Westernblot은 westernkit(BioRad,CA)을 사용하여 LASimageanalyzer
(Kodak,Japan)으로 확인하였다.Flow cytometry를 할 때엔 FACS vantage
(Becton Dickinson,NJ,USA)를 사용하였다.Confocalmicroscopy를 할 때엔
confocallaserscanning microscopeCLSM (Olympus,Japan)을 사용하였으며
이 외에 Micropipette (Gilson, France), Microscope (Nikon, Japan),
Ultrasonicator(Sonics& MAterialsINC,Danbury,CT,USA)를 사용하였다.
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BBB...연연연구구구방방방법법법

111...세세세포포포배배배양양양

본 연구에서는 ATCC에서 분양받은 혈액 세포주인 humanmonocytecell
lineU937세포와 human T lymphocytecelllineJurkat세포를 사용하였다.
U937세포와 Jurkat세포의 배양은 10% fetalbovineserum,1% penicillin/
streptomycin,0.1% amphotericin을 함유한 RPMI1640배지를 이용하여,5%
CO2가 존재하는 37℃ incubator에서 배양하였다.그리고 bEnd.3뇌혈관 세포와
NIH3T3 섬유아 세포의 배양은 10% fetalbovine serum,1% penicillin/
streptomycin,0.1% amphotericin,4.5 g/L glucose 및 1.5 g/mL sodium
bicarbonate를 함유한 DMEM 배지를 이용하여,5% CO2가 존재하는 37℃ 배양
기에서 배양하였다.

222...실실실험험험조조조건건건

Incubator(5% CO2,37℃)에서 배양하던 5 X 105cells/ml의 U937세포를
2% FBSRPMI1640배지로 갈아준 뒤,1～2시간 배양하였다.그 후,조건에 맞
게 MEK1/2억제제를 처리하여 관찰하였다.

333...세세세포포포사사사멸멸멸 측측측정정정:::MMMTTTTTTaaassssssaaayyy

Cell viability를 측정하기 위한 방법으로 살아있는 cell의 activity를
mitochondrialdehydrogenase가 solubleMTT를 water-insolubleformazan으로
바꾸는 것을 측정하는 것이다.U937세포를 2% FBS가 함유된 RPMI　1640배
지에서 U0126을 농도별로 12시간 동안 처리하였다.MTT solution을 5mg/ml가
되도록 처리하여 2시간 동안 37℃ incubator에서 배양한 후 100 μl의



-9-

solubilizationbuffer(5% aceticacid,5% 1N-HCl,DMF를 1:1로 혼합하고 20%
SDSbuffer를 첨가)를 넣어 overnight후 540nm에서 흡광도를 측정하였다.

444...부부부착착착분분분자자자 측측측정정정 :::FFFlllooowww cccyyytttooommmeeetttrrryyy

U937세포에 U0126을 농도별로 처리하거나,1～24시간동안 2% FBS가 함
유된 RPMI　1640배지에서 배양한 뒤 세포를 모아 1X PBS로 세척하였다.분리
된 세포 (5 X 105cells/ml)를 0.5% BSA가 첨가된 1X PBS (FACS buffer)에
Integrin-β2(CD11b),L-selectin(CD62L)monoclonalantibody를 (1:300)넣은
뒤,얼음에서 1～2시간 반응시켰다.1시간 뒤 FACSbuffer로 세척하고,FITC가
부착된 anti-mouseIgG antibody를 (1:300)FACSbuffer를 넣고,차광하여 얼음
에서 1시간 반응시켰다.1시간 뒤 FACS buffer로 세척하고,500 mlFACS
buffer를 넣은 뒤 유세포 분석기로 형광을 측정한다.파장은 Ex488nm,Em
520nm범위에서 측정하였다.

555...세세세포포포부부부착착착측측측정정정

2% FBS가 함유된 RPMI　1640배지에서 U0126을 처리하여 12시간동안
배양한 뒤 배지로 세척하였다.FBS가 함유되지 않은 DMEM배지로 stavation시
킨 bEnd.3세포와 함께 1～2시간 같이 배양한 뒤 1X PBS로 부착하지 않은 세포
를 조심스럽게 세척한 뒤 부착된 세포만을 전자현미경으로 관찰하였다.

666...면면면역역역조조조직직직화화화학학학검검검사사사법법법

12mm glass위에 bEnd.3와 NIH3T3세포를 U0126을 처리하여 배양한 후,
1X HCSS로 세 번 세척하고,10분간 100% methanol로 고정시겼다.다시 1X
HCSS로 세 번 세척한 후 3% BSA로 30분간 반응시켰다.1X HCSS로 세 번 세



-10-

척하고 0.3% BSA가 첨가된 1X HCSS에 ICAM-1monoclonalantibody(1:400)
를 넣은 뒤 25℃에서 3시간 혹은 4℃에서 overnight반응하였다.1X HCSS로
세 번 세척하고 FITC가 첨가된 Alexa488antibody(1:400)를 넣어준 뒤 차광하
여 1～2시간 반응시켰다.그 후 두 번 세척하고 hoechst를 (1:1000)넣어 10분 동
안 반응시켰다.세척한 뒤 mountingsolution을 2µl을 slideglass에 넣고 그 위에
물기를 약간 제거하고 glass를 뒤집어서 올려놓았다.glass주변을 매니큐어로 마
무리 한 다음 confocalmicroscope로 ICAM-1의 발현변화를 관찰하였다.

777...WWWeeesssttteeerrrnnnbbblllooottttttiiinnnggg

단백질의 발현을 알아보기 위하여 MEK1/2억제제와 같이 배양한 U937세
포를 모아서 차가운 1X PBS(pH 7.4)로 washing후 SDSsamplebuffer를 넣은
뒤,5초씩 3초 간격으로 5회의 sonication으로 세포를 깨준다.만들어진 sample을
10% SDS-PAGE 젤을 이용하여 전기영동을 한 뒤 nitrocellulosemembrane에
transfer하였다.그 후 1시간 동안 5% skim milk로 blocking하고,TBS-0.05%
tween (T-TBS)로 세척하였다.3% BSA와 0.02% NaN3가 포함된 TBS에
p-ERK ERK,p-MEK,MEK monoclonalantibody(1:500)를 넣어 25℃에서 3시
간 혹은 4℃에서 overnight반응하였다.그 후 발색을 위한 HRP가 첨가된
rabbit-IgG antibody (1:1000)와 1시간 동안 반응시킨 뒤 T-TBS로 세척하고
LAS를 이용하여 ERK의 발현변화를 관찰하였다.

888...통통통계계계처처처리리리

각 자료 값은 최대값에 대한 % 값으로 나타냈고,모든 자료는 평균±표준
오차 (mean±S.E.M.)로 나타내었다.유의성은 student‘st-test로 통계 처리하여
P<0.05수준에서 검증하였다.
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IIIIIIIII...결결결 과과과

AAA...UUU000111222666에에에 의의의한한한 세세세포포포부부부착착착분분분자자자의의의 발발발현현현 변변변화화화

혈액세포에서 MEK1/2억제제 U0126에 의한 부착분자의 발현 변화를 알아
보기 위해 U937세포에 U0126을 처리한 후 flow cytometry로 분석하였다.U937
세포에 U0126(10 µM)을 처리한 후 4,8,12,24시간 후 CD11b의 발현 변화를
관찰한 결과,4시간부터 CD11b의 발현이 증가하였다 (Fig.2).U0126을 1, 3,
10,20 µM 농도별로 처리 하여 12시간 후에 CD11b의 발현을 관찰한 결과,3
µM에서부터 CD11b의 발현이 증가하였다 (Fig.3).CD62L의 발현 변화를 U0126
1,3,10,20 µM 농도별로 처리하고 12시간 후에 관찰한 결과,3 µM에서부터 발
현이 증가하였다 (Fig.4).

BBB...UUU000111222666에에에 의의의한한한 혈혈혈액액액세세세포포포와와와 내내내피피피세세세포포포간간간의의의 세세세포포포부부부착착착

U937세포에서 U0126에 의한 부착분자의 발현 증가가 혈액세포와 혈관내
피세포간의 부착성에 관여를 하는지 알아보기 위하여 U0126을 12시간동안 U937
세포와 배양한 후,bEnd.3세포와의 부착정도를 관찰하였다.그 결과,U937세포
에 U0126(10 µM)을 처리한 그룹이 처리하지 않은 그룹보다 bEnd.3세포에 많
이 부착되었다 (Fig.5).

CCC...UUU000111222666에에에 의의의한한한 세세세포포포생생생장장장

부착분자의 발현을 증가시키는 U0126이 세포생장에 어떠한 영향을 미치는
지 알아보기 위해 U0126을 1,3,10,20 µM 농도별로 처리하여 12시간 후에
MTT assay를 수행한 결과,U0126이 세포생장에는 영향을 미치지 않았다 (Fig.
6).



-12-

FFFiiiggg...222...EEExxxppprrreeessssssiiiooonnnooofffCCCDDD111111bbbbbbyyyUUU000111222666iiinnnUUU999333777ccceeellllllsss... U937cellswere
treated with U0126(10 µM)forindicated times(4,8,12,24h).CD11b
protein wasdetected using mouseanti-CD11b antibody and FITC-labeled
anti-mouseIgGantibody.CD11bexpressionwasanalyzedbyflow cytometry.
Datashownarerepresentativeof3separateexperiments.*P<0.05vscontrol.
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FFFiiiggg...333...EEExxxppprrreeessssssiiiooonnnooofffCCCDDD111111bbbbbbyyyUUU000111222666iiinnnUUU999333777ccceeellllllsss...U937cellswere
treatedwithU0126-1,3,10,20 µM for12h.CD11bproteinwasdetected
usingmouseanti-CD11bantibodyandFITC-labeledanti-mouseIgGantibody.
CD11b expression was analyzed by flow cytometry.Data shown are
representativeof3separateexperiments.*P<0.05vscontrol.
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FFFiiiggg...444...EEExxxppprrreeessssssiiiooonnnooofffCCCDDD666222LLL bbbyyyUUU000111222666iiinnnUUU999333777ccceeellllllsss...U937cellswere
treatedwithU0126-1,3,10,20 µM for12h.CD62Lproteinwasdetected
using mouse anti-CD62L antibody and FITC-labeled anti-mouse IgG
antibody.CD62Lexpressionwasanalyzedbyflow cytometry.Datashownare
representativeof3separateexperiments.*P<0.05vscontrol.
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FFFiiiggg...555...EEEffffffeeeccctttooofffUUU000111222666ooonnnaaadddhhheeesssiiiooonnnooofffUUU999333777ccceeellllllssstttoooeeennndddooottthhheeellliiiaaalllccceeellllllsss...
U937cellsweretreatedwithU0126(10 µM)for12h.U937cellsandbEnd.3
cellswereco-culturedfor2haftertreatment.
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FFFiiiggg...666...EEEffffffeeeccctttooofffUUU000111222666ooonnnttthhheeeccceeellllllvvviiiaaabbbiiillliiitttyyyiiinnnUUU999333777ccceeellllllsss...U937cells
weretreatedwithU0126-1,3,10,20 µM for12h.After12h,cellviability
wasdeterminedbyMTTassay.*P<0.05vscontrol.
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DDD...UUU000111222666에에에 의의의한한한 EEERRRKKK MMMAAAPPPKKK의의의 활활활성성성 변변변화화화

U937세포에서 U1026이 MEK1/2와 ERK의 활성에 어떤 영향을 미치는지
알아보기 위해 U0126을 0.25,0.5,1,2,4,8,12시간별로 처리한 후 western
blot을 통해 관찰한 결과,MEK1/2의 활성 및 ERK 활성이 2시간에서 많이 억제
되었는데 그 억제된 정도가 12시간까지 지속되는 것을 관찰하였다.U0126을 1,
3,10,20 µM 농도별로 12시간 처리한 후 westernblot으로 관찰한 결과,U0126
의 농도 의존적으로 ERK의 활성이 억제되었다 (Fig.7).

EEE...UUU000111222666에에에 의의의한한한 부부부착착착분분분자자자 증증증가가가와와와 RRROOOSSS와와와 PPPKKKCCC와와와의의의 연연연관관관성성성

특정자극에 의한 부착분자의 발현에 ROS,PKC,PI3K,NF-kB 등의
pathway가 관여한다고 보고가 되어 있다.따라서 U0126에 의한 부착분자의 발
현 증가에 ROS,PKC,PI3K,NF-kB 등이 관여하는지 각각의 억제제를 사용하
여 알아보았다.U937세포에 항산화제와 PKC,PI3K,PKC,NF-kB의 억제제를
30분 전 처리를 한 후 U0126(10 µM)을 12시간동안 처리하여 flow cytometry를
통해서 관찰하였다.그 결과,PI3K 억제제와 NF-kB 억제제는 부착분자의 발현
변화에 영향을 미치지 않았다 (Fig.8).그러나 항산화제인 trolox (50 µM)와
PKC-δ 억제제인 rottlerin(3 µM)를 처리했을 때 U0126에 의한 부착분자의 발
현 증가가 억제되었다 (Fig.9).

FFF...UUU000111222666에에에 의의의한한한 다다다른른른 세세세포포포주주주에에에서서서 세세세포포포부부부착착착분분분자자자의의의 발발발현현현변변변화화화

U0126에 의한 부착분자의 발현증가가 U937세포에서 특이적으로 나타나는
현상인지 알아보기 위해 T 세포인 Jurkat세포,뇌혈관 세포인 bEnd.3세포,그
리고 섬유아세포인 NIH3T3 세포에서 U0126에 의한 부착분자의 발현변화를
flow cytometry와 confocalmicroscope를 통해서 관찰하였다.그 결과,Jurkat세
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포에 U0126을 1,3,10,20µM 처리했을 때 CD11b가 증가하였고 (Fig.10),다른
MEK1/2억제제인 PD98059를 10,20 µM 처리했을 때에도 CD11b가 증가하였다
(Fig.11).또한 ERK의 활성이 억제되었다 (Fig.12).그러나 bEnd.3세포와
NIH3T3세포에 U0126을 처리했을 때에는 ICAM-1의 발현이 증가되지 않았다
(Fig.13).
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FFFiiiggg...777...AAAccctttiiivvvaaatttiiiooonnnooofffEEERRRKKK aaannndddMMMEEEKKK bbbyyyUUU000111222666iiinnnUUU999333777ccceeellllllsss...(((AAA)U937
cellsweretreatedwithU0126-1,3,10,20 µM for12h.(B)U937cells
weretreatedwithU0126(10 µM)forindicatedtimes(0.5,2,4,8,12h).ERK
activationwasexaminedbywesternblottingusingphospho-ERK antibody.
(C)U937cellsweretreatedwithU0126-1,3,10,20 µM for12h.MEK
activationwasexaminedbywesternblottingusingphospho-MEK antibody.
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FFFiiiggg...888...EEEffffffeeeccctttooofffLLLYYY999000000666222,,,SSSNNN555000aaannndddPPPKKKCCC iiinnnhhhiiibbbiiitttooorrrsssooonnnUUU000111222666---iiinnnddduuuccceeeddd
CCCDDD111111bbb eeexxxppprrreeessssssiiiooonnn iiinnn UUU999333777ccceeellllllsss...U937cellswerepretreated with PI3K
inhibitor(LY9006250 µM)NF-kBinhibitor(SN505 µM)andPKCinhibitors
(MyristoylatedPKC-εV1-210 µM,PKC-ζ inhibitor10 µM)plusU0126(10
µM)for12h.CD11bproteinwasdetectedusingmouseanti-CD11bantibody
andFITC-labeledanti-mouseIgG antibody.CD11bexpressionwasanalyzed
byflow cytometry.Datashownarerepresentativeof3separateexperiments.
*P<0.05vscontrol.
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FFFiiiggg... 999... EEEffffffeeecccttt ooofff rrrooottttttllleeerrriiinnn aaannnddd tttrrrooollloooxxx ooonnn UUU000111222666---iiinnnddduuuccceeeddd CCCDDD111111bbb
eeexxxppprrreeessssssiiiooonnniiinnnUUU999333777ccceeellllllsss...U937cellswerepretreatedwithPKC-δ inhibitor
(rottlerin3 µM)andantioxidant(trolox50 µM)plusU0126(10 µM)for12h.
CD11b protein was detected using mouse anti-CD11b antibody and
FITC-labeledanti-mouseIgG antibody.CD11bexpressionwasanalyzedby
flow cytometry.Datashownarerepresentativeof3separateexperiments.
*P<0.05vscontrol.
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FFFiiiggg...111000...EEExxxppprrreeessssssiiiooonnnooofffCCCDDD111111bbbbbbyyyUUU000111222666iiinnnJJJuuurrrkkkaaatttccceeellllllsss...Jurkatcellswere
treatedwithU0126-1,3,10,20 µM for12h.CD11bproteinwasdetected
usingmouseanti-CD11bantibodyandFITC-labeledanti-mouseIgGantibody.
CD11b expression was analyzed by flow cytometry.Data shown are
representativeof3separateexperiments.*P<0.05vscontrol.
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FFFiiiggg...111111...EEExxxppprrreeessssssiiiooonnnooofffCCCDDD111111bbbbbbyyyPPPDDD999888000555999iiinnnJJJuuurrrkkkaaatttccceeellllllsss...Jurkatcells
weretreatedwithPD98059-10,20µM for12h.CD11bproteinwasdetected
usingmouseanti-CD11bantibodyandFITC-labeledanti-mouseIgGantibody.
CD11b expression was analyzed by flow cytometry.Data shown are
representativeof3separateexperiments.*P<0.05vscontrol.
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FFFiiiggg...111222...AAAccctttiiivvvaaatttiiiooonnnooofffEEERRRKKK bbbyyyUUU000111222666iiinnnJJJuuurrrkkkaaatttccceeellllllsss...(((AAA) Jurkatcells
weretreatedwithU0126-1,3,10,20 µM for12h.(B)Jurkatcellswere
treatedwithU0126(10 µM)forindicatedtimes(2,4,8,12h).ERK activation
wasexaminedbywesternblottingusingphospho-ERK antibody.
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FFFiiiggg...111333...EEExxxppprrreeessssssiiiooonnnooofffIIICCCAAAMMM---111bbbyyyUUU000111222666iiinnnbbbEEEnnnddd...333&&& NNNIIIHHH333TTT333ccceeellllllsss...
(A)bEnd.3cellsand(B)NIH3T3cellsweretreatedwithU0126(10 µM)for
12h.ICAM-1proteinwasdetectedasgreenstainsusinganti-ICAM-1IgG
andfluorescein-labeledanti-rabbitantibody(Alexa488).Nucleiwerestained
bluebyhoechsttoidentifyallpresentcells.
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IIIVVV...고고고 찰찰찰

염증반응은 세포나 조직이 어떠한 원인에 의하여 손상이나 자극을 받게 되
면 즉각적으로 이에 대한 반응을 일으켜 손상을 극소화하고 더 나가서 손상된
부위를 원상으로 회복시키려는 과정을 말한다.염증반응은 특히 혈관이 있는 조
직의 손상이 있을 때 일어나며,반응의 주요역할을 하는 것이 혈관이기 때문에,
염증은 손상에 대한 혈관조직의 반응이라고 할 수 있다.염증은 손상원인을 감소
시키고,제거하여 조직손상을 원상으로 복구시키려는 것이기 때문에 본질적으로
는 인체에 유리한 것이고 방어역할을 한다.그러나 경우에 따라서는 염증반응 자
체가 치명적 결과를 가져오기도 하고 후산물로서 필요 없는 물질의 생성에 따른
장기나 기관의 기능장애 등의 후유증을 남겨 불리한 결과를 남기기도 한다.염증
반응은 혈관 손상이 왔을 때 혈류를 통해 이동하던 백혈구들이 혈관 벽 내로 침
투해가는 침윤과정을 일으키게 되는데 이러한 과정에 세포 부착분자들이 관여
하게 된다.침윤과정에 관여하는 부착분자들에는 immunoglobulin superfamily,
integrin family,그리고 selectin이 있다.손상부위로부터 분비되는 TNF-α나
IL-1β와 같은 proinflamatory cytokine이나 chemokine에 의해 백혈구는
chemotaxis를 일으키고 부착분자의 발현을 촉진시킴으로써 혈관벽으로 부착을
시작하게 된다.Selectin은 혈관 손상 초기에 염증이 일어난 부위의 혈관벽에 백
혈구들이 달라붙게 하는 분자로 혈관벽과의 상호작용이 느슨하여 백혈구가 혈관
벽을 굴러가게 하는 rolling현상에 작용을 한다.백혈구 세포의 integrin은 혈관
내피세포의 ICAM-1이나 VCAM-1의 수용기로 이들 분자와의 상호작용을 통하
여 구르던 백혈구들이 혈관벽에 단단히 결합해 혈관벽 내로 들어갈 수 있게 하
는 역할을 한다.이러한 과정을 firm adhesion이라고 하는데 이로 인해 부착된
백혈구과 내피세포간의 상호작용이 커져서 혈관내벽을 통과하여 혈관벽 안으로
이동하게 되는 transmigration과정을 일으키게 된다.혈관벽 내로 이동한 백혈
구는 혈관벽 안의 염증 반응에 의하여 대식세포로 분화를 일으키고,foam cell로
변하여 더욱 강력한 염증반응을 일으키며,NADPH oxidase나 gelatinase,
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collagenase와 같은 protease의 분비를 유도하여 조직 손상을 가속화시킨다.
염증반응에 관여하는 세포 부착은 bronchial asthma, rheumatoid

arthritism atopicdermatitis,tumormetastasis,그리고 allograftrejection에 관여
한다고 알려져 있으며 (Springer등,1990;Wegner등,1990;Isobe등,1992),
백혈구의 침윤반응은 흔한 autoimmuneencrinediseases로 알려진 autoimmune
thyroid disease(AITD)에서 관찰된다.또한 염증반응에 관여하는 부착분자는
asthma,atherosclerosis,inflammatorybowldisease,acuterespiratorydistress
syndrome,ischemiareperfusioninjury,그리고 autoimmunedisease와 같은 다
양한 inflammatorydisease에서 발현된다고 알려져 있다 (Roebuck등,1999).부
착분자의 하나인 ICAM-1은 다양한 염증반응과 면역반응에 관여한다고 알려져
있는데 (Staunton 등,1988),증가된 ICAM-1의 발현은 rheumatoid arthritis,
psoriasis,atherosclerosis와 같은 다양한 autoimmune diseases와 pathologic
inflammatorydisorders의 development에 관여한다고 보고 되어 있다 (Davies,
등 1993;Szekanecz등,1994).또한 염증반응은 허혈성 뇌혈관질환의 혈관병변과
뇌혈류 장애로 인한 지속적인 이차적인 손상부위에서 나타나게 되는데 이차적
손상과정은 뇌조직 및 뇌혈관에서의 염증반응에 의해 가속화 된다.예를 들어
brain ischemic model에서 lekocyteadhesion recetor에 특이적인 monoclonal
antibody를 처리하게 되면 염증에서 나타나는 침윤반응 및 조직 손상을 감소시
킨다고 보고 되어 있다.이와 같은 보고들을 통하여 여러 염증 및 면역관련 질병
에 부착분자가 관여하며,여러 질병에서 발현되는 부착분자의 증가를 조절하는
것이 질병의 치료에 중요하다는 사실을 알 수 있다.

본 논문에서는 human monocytecellline인 U937 세포에서 MEK 1/2
inhibitorU0126에 의한 세포부착분자의 발현변화를 연구하였다.그 결과,U0126
을 농도별로 처리했을 때 U0126에 의하여 CD11b와 CD62L이 증가하는 것을 관
찰하였다.U937세포에서 U0126에 의해 증가된 부착분자가 혈관내피세포로의 부
착에 관여하는지 알아보기 위해 U937세포와 혈관내피세포인 bEnd.3세포를 같
이 배양하여 부착정도를 확인하였다.그 결과,U0126에 의해 U937세포와 혈관
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내피세포간의 부착이 증가된 것을 관찰하였다.그리고 세포부착분자의 증가에 따
른 U0126의 영향이 세포의 사멸이나 생장 등에 무관하다는 것을 cellviability를
통해 확인하였다.이로써 U0126이 U937세포에서 부착분자의 발현을 증가시키고
이로 인해 내피세포와의 부착성을 증가시킴을 시사하였다.

염증반응에 의한 부착분자의 발현 조절기전으로는 PKC나 PI3Kinase,
ROS,NF-kB 그리고 MAPKinse가 중요하다고 보고 되어 있다.관련 보고들을
살펴보면 다음과 같다.Humanmonocyte세포에서 lactosylceramide를 처리했을
때 PKCα/ε의 활성을 통해서 PECAM-1의 발현을 증가시키고,monocyte세포와
내피세포간의 부착을 증가시킨다고 알려져 있다 (Gong 등,2004).Human
endothelialcellline인 ECV304세포에서 PMA나 TNF-α에 의해 발현이 증가된
ICAM-1이 AP-1의 활성과 JNK pathway를 통해서 일어난다고 보고 되어 있으
며 (Hirotsugu등,1999), HUVEC 세포에서 thrombin에 의해 발현된 ICAM-1
이 PKC-δ와 p38MAPK에 의한 NF-kB의 활성을 통해 증가한다고 보고 되어
있다 (Rahman 등, 2001). Human epithelial cell인 NCI-H292 세포에서
Interferon-γ에 의해 발현된 ICAM-1이 PKC-α에 의해 활성화되어 monocyte와
의 부착을 증가시킨다고 알려져 있고 (Chang 등,2001),혈관 염증반응에서
cytokine에 의해 증가된 VCAM-1의 발현이 ERK-independent하게 NF-kB가 활
성화되어 증가하며,혈관 손상과 회복과 같은 병적 과정에 관여하는 angiotensin
II에 의해 더욱 증가된다고 보고 되어져 있다 (Jiang등 2004).Neutrophil에서
IL-1β를 처리하면 p38MAPK를 통해 CD11b가 증가된다고 보고 되어 있고
(Suzuki등,2001),asthmamousemodel의 폐 조직에서 ERK를 통해 증가한
VCAM-1이 염증반응을 증가시킨다고 보고 되어 있다 (Martin등,2004).염증반
응에서 neutrophils의 활성은 NADPH oxidase에 의해 superoxide를 포함한 ROS
를 많은 양을 분비하게 되는데 이러한 ROS의 생성이 p38MAPK와 PKC를 활
성화시켜서 CD11b를 증가시킨다고 알려져 있다 (Wang등,2003).이러한 보고
들을 바탕으로 U0126에 의한 부착분자의 증가에 PKC나 PI3Kinase,NF-kB의
활성과 ROS의 생성이 관여하는지,또한 ERK 억제제로 사용하는 U0126이 MEK
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과 ERK의 활성에 어떠한 영향을 미치는지 알아보았다.U0126에 의해 증가된
CD11b의 발현이 rottlerin과 항산화제를 처리하였을 때 감소되는 것을 통하여
U0126에 의한 부착분자의 발현 증가에 PKC-δ의 활성과 ROS의 생성이 관여할
것이라 추정되었다.그리고 weaternblot으로 MEK과 ERK의 활성이 U0126의
농도가 증가함에 따라 억제되는 것을 관찰함으로써 ERK의 활성 억제가 U0126
에 의해 증가하는 부착분자에 관여할 것이라 추정되었다.

U0126은 MEK1/2와 ERK MAPK 억제제로 사용되는데,많은 보고에서
U0126이 ERK의 활성을 억제함으로써 질병이나 자극에 의한 손상을 감소시킨다
고 밝혀져 있다.MAPK pathway는 inflammatory response동안에 중요하며,
pro-inflammatorycytokine의 분비 조절에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다
(Bruce등 2000).Breast,ovarian,그리고 lung tumorcellline에 anti-cancer
drug인 paclitaxel를 처리하면 microtubleassembly와 pro-apoptoticsignaling
pathway,prosurvivalMEK/ERK pathway가 활성화된다고 알려져 있다.그래서
paclitaxel과 MEK/ERK inhibitor를 같이 처리하게 되면 prosurvivalMEK/ERK
pathway가 억제되어 paclitaxel의 celldeath효과를 더욱 증폭시킬 수 있다고 보
고 되어 있다.이로써 paclitaxel과 MEK/ERK inhibition은 새로운 anticancer
strategy로 이용될 수 있다고 말하고 있다.Acutemyeloidleukemiacellline에서
도 U0126을 처리하게 되면 활성화된 MEK 1/2를 억제하여 myeloidleukemia의
apoptosis를 유발시킴으로써 보호 효과를 나타낸다고 보고 되어 있다.U1026에
의한 손상 보호 효과는 in vivo model에서도 많이 보고 되어 있다.Focal
cerebralischemiamodel에서 ERK의 활성화를 U0126을 처리하여 억제했을 때
Elk-1이 억제되고 IL-1β의 분비를 억제해서 ischmicbraininjury를 감소시킨다
고 보고 되어 있으며 (Alessandrini등,1999;Namura등,2001;Wang등,2004),
Ratprimary cultured corticalneurons에서 U0126을 처리했을 때,oxidative
stress에 대하여 MAPK/ERK kinase를 억제함으로써 neuroprotection하다고 보고
되어 있다 (Takumi등,2000).또한 TPA에 의해 유도된 귀부종이 U0126을 처리
하여 ERK MAPK를 억제했을 때 감소되는 것을 통해서 inflammation치료의 새
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로운 목표가 될 것이라고 보고 되어 있다 (Jaffee등 2000).그리고 trauma후에
hydrocortisone과 U0126을 함께 처리하게 되면 circulatingneutrophil에서 ROS
의 생성을 억제함으로써 보호 효과를 나타낸다고 알려져 있다.Traumaticbrain
injurymodel의 mousebrain에서 U0126에 의한 ERK의 억제는 braininjury에서
pathophysiology에 중요한 역할을 하는 MMP-9의 level과 blood-brainbarrier의
손상,그리고 truma후의 조직부종을 감소시켰으며,또한 U0126을 처리했을 때,
tightjuctionprotein인 ZO-1의 분열을 개선시켰다.이로써 U0126의 traumatic
braininjury를 위한 새로운 치료 물질로 사용될 수 있을 것이라 보고 되었다.이
와 같이 U0126이 여러 inflammatorydisease에서 ERK를 억제함으로써 보호효과
를 나타낸다고 알려져 있는 반면,우리의 실험 결과에서는 U0126을 처리했을 때
오히려 염증반응을 증가시킬 수 있는 부착분자의 발현이 증가하는 것을 관찰하
였다.그러나 T 림프구 세포와 혈관내피세포와 섬유아세포에서 U0126을 처리했
을 때 부착분자의 발현변화를 관찰한 결과,T 림프구 세포에서만 U1026에 의한
부착분자의 발현증가 현상이 나타나고,혈관내피세포와 섬유아세포에서는 나타나
지 않는 것을 관찰하였다.이로써 U0126에 의한 현상이 세포에 따라 다르게 나
타나는 현상일 가능성이 시사되었다.그러므로 U0126을 치료목적으로 이용할 경
우에는 U0126을 처리했을 때 세포에 따라 나타나는 부착분자의 발현증가를 염두
에 두어야할 것이라 생각된다.

이상의 결과를 종합하면,단핵구 세포인 U937세포에서 U0126에 의하여
부착분자 발현이 증가하였다.그리고 U0126에 의한 adhesionmolecules의 증가
작용이 ERK의 활성을 억제하는 작용과 correlation이 좋으므로 두 작용이 서로
연관되어있을 것으로 추정된다.
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VVV...결결결 론론론

본 논문에서는 혈액세포에서 MEK1/2억제제 U0126에 의하여 부착분자 발
현이 증가하는 현상을 확인하였고,또한 U0126을 처리했을 때 ERK MAPK가 농
도 의존적으로 감소되는 현상을 관찰함으로써 U0126에 의한 부착분자 발현이
ERK MAPK와 연관성이 있음을 시사하였다.혈액세포에서 U0126에 의한 영향을
관찰한 결과,U937세포에서 CD11b와 CD62L을 증가시켰고,U0126을 처리했을
때 농도 의존적으로 ERK MAPK의 활성을 감소시켰다.U0126에 의해 혈액세포
와 혈관내피세포간의 부착이 증가하는 것을 통해,U0126에 의한 부착분자의 발
현이 혈관내피세포로의 부착성을 증가시킴을 시사하였다.U0126에 의한 부착분
자의 발현 증가에 항산화제와 PKC-δ 억제제를 처리하였을 때,증가된 부착분자
가 감소하는 것을 관찰함으로써,U0126에 의한 부착분자의 증가과정에 PKC-δ의
활성과 ROS의 생성이 관여하고 있을 가능성이 시사되었다.U1026을 처리하여
T 림프구 세포인 Jurkat세포와 혈관내피세포인 bEnd.3세포,그리고 섬유아 세
포인 NIH3T3세포에서 부착분자의 발현을 관찰하였다.그 결과,같은 혈액세포
인 Jurkat세포에서 U0126에 의해 CD11b가 증가하였고,bEnd.3세포와 NIH3T3
세포에서는 U0126에 의한 부착분자가 증가하지 않았다.그러므로 U0126에 의한
부착분자의 증가발현이 세포에 종류에 따라 다르게 나타나는 현상일 수 있음이
추정되었다.

Fig.14.Diagram ofU0126-inducedadhesionmoleculeexpression.
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- ABSTRACT -  

 

U0126, MEK1/2 inhibitor, Induces Adhesion Molecules Expression  

in Human Blood Cells 

 

Sung Lyea Park,  

 

Department of Medical Sciences  

The Graduate School, Ajou University  

 

(Supervised by Professor Chang-Hyun Moon)  

 

B2-Integrin (CD11b) and L-selectin (CD62L) adhesion molecule  play crucial 

roles in monocyte transmigration and adherence to endothelial cells, 

causing  inflammatory responses in vascular lesion. MAPKinase pathway has been 

known to be activated in inflammatory responses. In this study, we investigated the 

expression of adhesion molecule by MEK1/2 inhibotors such as U0126 in human 

blood cells, U937 cells. Cell viability was determined by MTT assay. The expression 

of adhesion molecule was observed by flow cytometry. Adhesion molecules were 

time- and dose-dependently incresed by U0126. U0126 decreased ERK activity in a 

concentration-dependent manner. To investigate the mechanism of U0126-induced 

adhesion molecules, we examined the effects of various inhibitors such as LY294002 
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(an inhibitor for PI3Kinase), trolox (antioxidant), rottlerin (an inhibitor for PKC-δ), 

and SN50 (an inhibitor for NF-kB) on U0126-induced adhesion molecule expression. 

Adhesion molecule expression was attenuated by rottlerin and trolox. In addition, to 

examine cell type specificity of U0126 effect on adhesion molecule, we investigated 

ICAM-1 expression in other cells including human  T cells, brain endothelial cells 

and fibroblast cells. In bEnd.3 cells and NIH3T3 cells, U0126 had no effect on 

ICAM-1 expression. These results indicate that expression of adhesion molecule was 

increased by MEK1/2 inhibotors, such as U0126, in human blood cells and the 

expression of adhesion molecules may involve the downregulation of ERK MAPK 

pathway. 

 

Key words : U0126, human blood cell, adhesion molecule, ERK  
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