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감사의감사의감사의감사의 글글글글 

 

4년 동안의 학부생활을 마치고 아주대 면역학 연구실에 발을 들인 지가 엊그

제 같은데 벌서 2년이란 세월이 흘렀습니다. 2년이란 짧지 않은 기간동안 많은 

것을 배우고 소중한 추억들을 간직하게 해주신 많은 분께 감사의 말씀을 전하고

자 합니다. 

우선 항상 저에게 아낌없는 사랑을 주시고 믿고 지켜봐 주시며 제가 힘들 때 

마다 묵묵히 큰 어깨를 내어 주시는 부모님께 감사 드립니다. 학위 과정동안 많

이 부족한 저에게 따뜻한 가르침과 조언을 주시고 항상 세심한 부분까지 신경 

써 주신 장영주 교수님 감사합니다. 교수님의 따뜻한 말 한마디들이 저에게는 큰 

힘이 될 것 같습니다. 바쁘신 와중에도 학위 논문을 심사해주신 강엽 교수님, 백

은주 교수님 감사드리며 좋은 말씀 해주신 최경숙 교수님 감사합니다. 

2년동안 함께 해온 우리 면역학 연구실 식구들, 사랑스런 두 딸의 든든한 엄마

로, 아내뿐만 아니라 우리 실험실의 영원한 맏언니 역할을 하시는 권용순 선생님,

그 동안 여러 도움을 주셔서 감사 드리고 앞으로 연구활동 잘 하셔서 좋은 박사

학위 논문 내셨으면 좋겠어요. 석사 동기 귀예, 2년 동안 많이 정도 들고 앞으로 

모든 일에 행운이 가득했으면 좋겠어. 새로 들어온 엄마 같은 경화언니, 권선생

님 잘 지켜주시고 통합과정동안 열심히 해서 아주 좋은 논문 내시길 기도할께요..

그리고 졸업하신 청순가련 은정언니, 대전에서 열심히 연구생활하시는 영은 언니.  

새로운 직장에서 생활하시는 은정언니 모두들 건강하고 항상 웃음 가득한 일만 

생기길 기도하겠습니다. 그리고 옆방 식구들 은희언니, 석순오빠, 미진언니, 진엽

오빠 고맙습니다. 그리고 한양대에서 정말 친언니 처럼 아껴주고 잘해준 지운언



 

 

 

니 이제 아프지 말고 항상 건강하게 지냈으면 좋겠어요. 

중학교때부터 지금까지 항상 맏언니 노릇해주는 유미, 꼭 아주 멋진 헤어스타

일리스트가 되길 바래. 새로운 작가 공부 시작하는 우리 혜영이. 나중에 근사한 

카페차리면 알지? 그리고 외국에서 바이올린 공부하는 정운이. 힘들더라도 너의 

꿈을 위해 열심히 생활하는 모습 나에게는 영원한 본보기가 되고 있는 거 알지?   

그리고 우리 5총사 지연이, 혜령이, 미선이, 혜진이, 유림이, 근데 하도 별명을 불

러서 그런지 이름으로 쓰는 게 어색하네. 모두들 건강하고 연락 자주하고, 항상

고마워. 

대학교때 친구들 학위과정 밟고 있는 우리 혜진이랑. 인애, 바빠서 자주는 못

보지만 많이 고마워 하는 거 알지?  새로운 꿈 키우는 우리 성미, 니가 해주는 

건 다 맛있어. 직장생활 잘 하고 니가 바라는 일 꼭 이루어 지길 바래. 나와 너

무 닮아 무서운(??) 수연이, 멀리 거제도에서 열심히 일하는 슬이, 듬직한 민진이 

다들 너무 고맙고 예쁘게 우정 키워나가고 다들 모두 자기가 목표한 바 이뤄내

길 기도할게. 그리고 20년 지기 친구야. 오랜만에 만나도 늘 만난 것처럼 포근한 

품을 항상 내게 주어서 너무 고맙고 비록 우리 둘 다 어릴 때 꿈은 못 이뤘지만 

너와 항상 웃음꽃을 피며 얘기할 수 있는 잊지 못할 추억이 있어서 난 너무 행

복해. 항상 행복한 일만 가득하고 힘들 때 내가 항상 옆에 있다는 사실 잊지마.   

여기 다 담진 못했지만 모두들 소중하고 고맙고 앞으로 지금보다 더 노력하는 

유리가 되겠습니다. 지켜봐 주시고 많은 조언과 격려 주세요. 고맙고 사랑합니다. 

건강하세요. 
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-국문국문국문국문 요약요약요약요약- 
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목적목적목적목적 : Tumor necrosis facter-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) 은 TNF ligand 

superfamily의 구성원이다. 수용성 TRAIL의 경우 DR4와 DR5와 결합하여 다양한 

암세포에 세포독성을 가질 뿐 만 아니라 정상세포에서는 세포독성이 적어 암 치

료제로서 가능성이 높게 평가되고 있다. 또한 TRAIL에 저항성을 가지는 암세포

의 경우 다른 항암제나 방사선조사 등을 복합 처리하였을 때 저항성에서 벗어나 

세포독성을 가질 수 있다는 보고들이 발표되었다. 그러나 수용성 TRAIL의 경우 

사람의 hepatocyte에서 세포독성을 일으킬 수 있을 뿐 아니라 TRAIL에 저항성을 

가지는 암세포 또한 보고된 바 있다. 따라서 최근에는 다른 대안으로 TRAIL의 

death 수용체인 TRAIL-R1 (DR4) 혹은 TRAIL-R2 (DR5)를 target으로 한 항체들이 

개발되어 다양한 암세포에 세포독성을 가진다는 보고들이 있었으나 이들의 대부

분은 mouse 항체이다. 본인 소속연구실에서는 인간 항체 library로부터 TRAIL-R1 

(DR4)에 대한 특이적인 인간 클론 항체(DR4-4)를 Fab 형태로 phage-display 

technology의 방법을 이용해 만든 바 있다. 따라서  본인은 DR4-4 Fab의 성격을 

규명하고 암 치료용 항체로서의 가능성을 연구하고자 하였다. 또한 DR4-4 Fab와 

방사선 조사의 복합처리 효과에 대해서도 연구하고자 하였다. 

 

재료재료재료재료 및및및및 방법방법방법방법 : 파아지 geneⅢ 부위가 포함되지 않은 DR4-4 Fab를 
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nonsuppressor strain 인 TOP10F’에서 발현시킨 후 Ni-NTA 친화성 

크로마토그래피를 이용하여 정제하였다. 정제된 DR4-4 Fab는 SDS-PAGE와 

immunoblotting을 통해 확인한 다음 실험에 사용되었다. 분리된 DR4-4 Fab는 

ELISA를 통해 결합의 특이성을 증명하였고 다양한 암세포와 정상세포에서의 

세포독성은 MTT assay 뿐만 아니라 Annexin-V/PI staing을 통한 flow cytometry 

분석, DNA fragmentation 분석 등을 통해 증명하였다. Caspases의 활성정도는 pan-

caspase inhibitor로 알려진 Z-VAD처리와 Apo-ONE caspase 3/7 assay Kit, 그리고  

caspase-3와 PARP의 절단은 immunoblotting을 통해 검증하였다. DR4-4 Fab로 

유도되는 세포독성 기작의 특징을 알아보기 위해 여러가지의 돌연변이 세포주인 

Jurkat FADD deficient cell line, Jurkat JNK-dominant negative (DN), Jurkat c-Jun-DN, 

Jurkat IkB-DN을 이용하였으며 PI3K의 억제제인 WM을 사용하여 세포독성을 

비교 실험하였다. 그리고 Ca++의 영향을 알아보기 위해 intracellular Ca++ chelator인 

BAPTA/AM을 전 처리하여 세포독성을 비교 실험하였으며 mitochondrial membrane 

potential을 측정하기 위해 DR4-4 Fab를 처리한 다음 5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-

tetraethylbenzimid azolylcarbocyanine iodide (JC-1)을 사용하여 staining한 다음 

FACS분석을 하였다. 추가로 DR4-4 Fab를 처리한 HeLa 세포에서의 mitochondria의 

형태변화를 관찰하기 위해 핵과 mitochondria를 염색한 후 confocal 현미경을 

이용하여 관찰하였다. 또한 복합처리효과를 검증하기 위해 방사선조사와 동시 

처리하여 세포죽음을 Annexin-V/PI staing을 통한 flow cytometry으로 분석하였다. 

 

결결결결 과과과과 :  DR4-4 Fab가 수용성 TRAIL-R1(DR4)에 특이적으로 결합하며 낮은 농

도에서 TRAIL에 민감성을 보이는 암세포 뿐만 아니라 저항성을 보이는 암세포
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에도 세포독성을 보인 반면 정상세포에서는 세포독성을 보이지 않았다. TRAIL과 

다르게 pan caspase-inhibitor인 Z-VAD 존재시에도 세포독성을 띄었으며 caspase-3

의 활성과 PARP의 절단은 관찰되지 않았으나 매우 늦은 시간 (54시간)에 아주 

약하게 관찰되었다. 따라서 DR4-4 Fab의 경우 주로 caspase에 독립적으로 세포독

성을 유발한다고 생각되어진다. 흥미롭게도 DR4-4 Fab는 c-Jun-dominant negative 

(DN), JNK-DN, 또는 FADD-deficient Jurkat cell lines 에서도 세포독성을 유발한 반

면, PI3K의 억제제인 wortmannin (WM)과 intracellular Ca++ chelator인 BAPTA/AM에 

의해서는 Jurkat 세포주에 대한 세포독성능력이 억제되었다. DR4-4 Fab를 처리하

였을 경우 Jurkat 세포주에서 mitochondria membrane potential이 감소하였으며 이것

은 WM에 의해 회복되었으나 BAPTA에 의해서는 변화가 없었다. 그리고 DR4-4 

Fab를 처리한 HeLa 세포주에서 mitochondria의 network에 상당한 변화가 있음이 

현미경으로 관찰되었다. 또한 Jurkat 세포주에서 방사선 조사의 복합 처리시 단독

처리보다 훨씬 높은 세포독성을 보였다. 

 

결결결결 론론론론: DR4-4 Fab가 TRAIL 과는 다른 기작으로 TRAIL 에 저항성을 가지는 암

세포 뿐만 아니라 다양한 암세포에서 세포독성을 가지며 정상세포에서는 세포독

성을 보이지 않아 항암제로서의 잠재적 가능성을 가짐을 제안할 수 있다. 또한 

DR4-4 Fab가 방사선과의 복합처리에도 높은 효능으로 활용될 수 있을 것이다.   

    

핵심어 : TRAIL 수용체, agonistic antibody, 세포독성, caspase, 방사선 
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ⅠⅠⅠⅠ. 서서서서     론론론론 

 

Tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)은 type Ⅱ 

trans-membrane protein으로 TNF superfamily의 구성원이다. TNF family member와 마

찬가지로 TRAIL 또한 target 세포의 수용체와 결합하여 homotrimer을 이루게 된

다. 지금까지 알려진 TRAIL 수용체는 TRAIL-R1/DR4, TRAIL-R2/DR5, TRAIL-

R3/DcR1, TRAIL-R4/DcR2, osteoprotegerin (OPG)이다. DR4와 DR5의 경우 세포질 지

역에  death domain (DD)을 가지고 있는 것이 특징이다. 따라서 TRAIL이 세포의 

DR4 혹은 DR5와 결합하게 되면 homotrimer을 이루게 되고 death domain에 

adaptor 분자인 Fas-associated death domain (FADD)과 caspase-8이 결합하게 되어 

death-inducing signal complex (DISC)를 형성하게 된다. Mitochondria pathway를 거치

지 않는 Type Ⅰ세포의 경우 caspase-8의 활성이 직접적으로 caspase-3,-6,-7과 같

은 effector caspase의 활성을 유도하게 되고 결국 세포사멸로 가게 한다 (extrinsic 

pathway). 다른 세포의 type 경우 (type Ⅱ) mitochondria pathway를 통해 신호를 확

장시키게 된다. 활성화된 caspase-8에 의해 잘려진 Bid가 mitochondria로부터 

cytochrome-c(cyt-c)와 Smac/DIABLO을 세포질로 방출하게 한다. 세포질로 방출된 

cyt-c는 Apaf-1과 caspase-9과 결합하여 apoptosome을 형성하게 되고 최종적으로 

caspase-3를 활성화시켜 세포사멸을 유도하게 된다 (intrinsic pathway). DR4와 DR5

와는 다르게 DcR1의 경우 불완전한 death domain을 가지고 있고, DcR2의 경우 

death domain을 가지고 있지 않아 세포사멸을 유도하지 못하며 수용성 수용체로 

알려진 osteoprotegerin 또한 세포사멸을 일으키지 못한다고 알려져 있다. 
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TRAIL로 유도되는 세포사멸동안 Caspase의 활성뿐 만 아니라 NF-ĸB, c-JUN N-

terminal protein kinase (JNK)/p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK), PI3K/Akt의 

활성을 유도한다는 보고들이 있다.  

또한 Calcium 신호전달과정은 세포생존과 같은 중요한 세포기능에 관여하며 

건강한 세포의 경우 세포질내의 Ca++은 낮은 농도로(~1nmol/L), 세포외기질에서는 

높은 농도로 (~1mmol/L) 유지되고 있다. 따라서 세포 내 Ca++의 농도가 불균형을 

이루게 되면 세포사나 세포괴사등과 같은 세포의 위험요소가 된다. 특히 

mitochondria 내의 Ca++의 농도가 높아질 경우 permeability transition pore (PTP)을 

형성하여 mitochondria의 membrane potential을 떨어뜨리며 cytochrome c와 같은 물

질을 세포질로 방출하게 되어 mitochondria로 유도되는 세포사멸을 일으키게 된

다. 

Soluble한 recombinant  TRAIL의 경우 in vitro 상에서 다양한 암세포의 세포 죽

음을 유도하지만 정상세포의 경우 세포독성이 거의 없어서 항암제로서의 가능성

이 여러 실험을 통해 증명된 바 있다 (Ashkenazi 등, 1999). 또한 TRAIL과 함께 

다른 항암제를 복합 처리하거나 방사능을 조사할 때 그 효과가 더욱 커지는 것

을 여러 실험을 통해 증명된 바가 있다 (Ashkenazi 등, 1999; Keane 등, 1999). 

하지만 암세포에서 decoy 수용체인 DcR1 , DcR2의 높은 발현이나 Bcl-2 family 

중 세포사멸을 억제 하는 Bcl-xL/Bcl-2의 과다발현, caspase-8과 경쟁역할을 하는 

c-FLIP 등으로 인해 TRAIL로 유도되는 죽음에 저항성을 가진다는 것이 최근에 

보고된 바 있다. 또한  hepatocyte와 같은 정상세포에 세포사멸을 유도할 수 있다

는 것이 증명된바 있다 (Lawrence D 등, 2001; Mori E 등, 2004). 

따라서 이런 장점을 살리고 단점을 보완하고자 TRAIL의 death 수용체를 target
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으로 하는 단일 항체들이 최근에 개발되었다. HGS-ETR1, HGS-ETR2의 경우 

TRAIL –R1(HGS-ETR1) 또는 TRAIL –R2(HGS-ETR2)에 특이적으로 결합하는 단일 

항체로 다른 TRAIL  수용체보다 특정 target 수용체에 대한 결합능력이 1000배 

이상 뛰어남을 증명하였고 in vitro, in vivo상에서 다양한 암세포를 죽일 수 있었다. 

그 뿐만 아니라 TRAIL과 마찬가지로 다른 항암제 혹은 방사선 조사 등과 복합 

처리했을 때 그 효과가 두드러짐이 관찰되었다. 

하지만 이런 단일 항체들이 어떤 기작으로 다양한 암세포에 세포독성을 유발

하는지에 대한 연구는 미미한 실정이다.  

본 연구실에서는 선행 연구를 통해  TRAIL-R1에 대한 특이적인 Fab를 제작하

였고 선별된 여러 Fab 클론 들 중에  DR4-4 Fab가 본 연구에 사용되었다. 본 연

구에서는 우선, DR4-4 Fab가 다양한 암세포와 정상세포에 어떤 세포독성을 가지

는지 알아보았고 DR4-4 Fab로 유도되는 세포독성 기작을 분석하고자 하였다. 또

한 방사선 조사와 복합 처리하였을 때 어떤 효과를 보이는 지 알아보았다. 이러

한 연구를 통하여 DR4-4 Fab의 특성 및 기능을 규명하고자 하였다.  
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ⅡⅡⅡⅡ. 재료재료재료재료 및및및및 방법방법방법방법 

 

A. 인간인간인간인간 단일단일단일단일 DR4-4 Fab의의의의 생산생산생산생산 및및및및 정제정제정제정제 

 

1. DR4-4 Fab의 DNA를 TOP10F’ 세포로 형질 변형 

용해성 DR4-4 Fab를 발현시키기 위해 DR4-4 phage Fab clone의 DNA를 

nonsuppressor competent TOP10F’ 세포 (Invitrogen Co, new Zealand)에 열충격 방법을 

이용하여 변형시켰다. 50 ul의 TOP10F’ 세포에 10 ng의 DR4-4 Fab의 DNA를 섞은 

후, 얼음에 30분간 방치한 후, 42℃에서 1분에서 1분 30초 동안 열충격을 준 다음, 

바로 얼음에 2분 동안 방치하였다. 세포에 500 ul의 SB (10% MOPS, 20% Yeast 

extract, 30% Tryptone, pH 7.0) 배지를 넣어준 후 37℃에서 230 rpm의 속도로 1 시

간 동안  배양하였다. 배양액을 ampicilin (50 ug/ml), tetracycline (20 ug/ml)이 들어있

는 LB agar (1% tryptone, 0.5% yeast, 1% NaCl, 1.5% agar) plate에 도말하고 37℃에서 

12~16시간 동안 배양하였다.  

 

2. IPTG 예민성 클론 선별 

1 mM IPTG가 포함된 LB agar plate와 그렇지 않은 LB agar plate에 배양된 콜로니

를 40~50 개정도 무작위로 옮겨서 37℃에서 12~16시간 동안 배양한 후, IPTG가 

포함되지 않은 plate에서만 자라는 콜로니만을 선별하였다. 
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3. 용해성 Fab 발현 및 periplasmic extract의 분리 

IPTG가 포함되지 않은 plate에서만 자란 콜로니를 carbenicillin (50 ug/ml)과 

tetracycline (20 ug/ml)이 첨가된 10 ml의 SB배지에 접종한 후 37℃에서 230 rpm의 

속도로 12~16시간 동안 배양하였다. 배양된 세포를 carbenicillin (50 ug/ml)과 

tetracycline (20 ug/ml)이 첨가된 1 L의 SB배지에 접종하여 37℃에서 230 rpm의 속

도로 A600에서 0.3~0.5가 될 때까지 배양한 후, 0.5 mM의 IPTG와 50 mM의 sucrose

를 넣고 25℃에서 8시간 동안 배양하였다. 배양된 배지를 12,000 rpm으로 20분간 

원심 분리한 후 상층액은 버리고 침전된 세포는 periplasmic extract방법을 이용하

여 추출하였다. 추출방법으로는 냉각된 10 ml의 TES buffer (0.2M Tris-HCl (pH 8.0), 

0.5 mM EDTA, 0.5 M sucrose)를 이용하여 세포를 재부유 시킨 후, 냉각된 12 ml의 

증류수, 4 ml의 TES buffer , 0.5 mM의 PMSF 혼합용액을 넣은 후 얼음에서 30분간 

방치하였다. 12,000 rpm에서 20 분간 원심 분리하여 상층액만을 분리하였다.  

 

4. 용해성 Fab의 정제 

Periplasmic extract에서 얻은 상층액을 결합완충액 100 ml과 섞은 후, 12,000 rpm

에서 20 분간 원심 분리하여 상층액만을 분리한 다음 0.45 um 여과지를 이용하

여 여과하였다. Phagmid 벡터에 있는 H6 (6 histidine)과 Ni 이온과의 친화성을 이

용한 친화성 크로마토그래피를 이용하여 항체를 정제하였다. Ni-NTA agarose 

(QIAgen)를 column에 2 ml을 packing 한 후, 20 ml의 증류수로 한번 세척한 다음, 

20 ml의 결합 완충액(50 mM NaH 2PO4 (pH 8.0), 300 mM NaCl)을  충분히 흘려 주어 

결합이 잘 되도록 하여 주었다. 여과가 된 Fab가 포함된 시료를 통과시켰다. 시

료의 통과가 끝나면 20ml의 세척 완충액 (50 mM NaH 2PO4 (pH 8.0), 300 mM NaCl, 
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5 mM imidazole)을 흘려주어 비특이적으로 결합된 것을 세척해 준 다음, 20 ml의 

정제완충액 (50 mM NaH 2PO4 (pH 8.0), 300 mM NaCl,  250 mM imidazole)을 흘려 주

어 Fab 정제 fraction을 얻었다. 이렇게 얻어진 fraction을 centriprep (YM-30, 

Millipore)을 이용하여 1 ml까지 농축한 후 imidazole성분을 희석시키기 위해 20 ml

의 PBS를 이용하여 다시 1 ml까지 농축시켰다. 농축된 sample은 10 %  glycerol과 

0.05 %  sodium azide를 첨가한 후 0.22 um 여과지를 통과시켰으며 -80℃에 보관하

여 사용하였다. 

 

5.  SDS-PAGE와 immunoblotting 

실험 방법 4를 통해 얻어진 Fab를 Bradford 법을 이용하여 농도를 측정한 다음 

10 ug의 시료를 5x 시료 완충액에 섞어 96℃ 에서 3~5 분간 가열한 후 size 

marker (genepia)와 같이 12 % SDS gel에서 전기 영동한 뒤 coomassie brilliant blue 

G-250으로 염색하였다. Immunoblot은 1 ug의 시료를 5x 시료 완충액에 섞어 96℃ 

에서 3~5 분간 가열한 후 size marker와 같이 12% SDS gel에서 전기 영동한 뒤 

PVDF (Polyvynylidine Fluoride membrane, Milipore, USA) membrane을 이용하여 

transfer하였다. Transfer한 membrane을  5% non-fat dried milk가 첨가된 TNE-T 

(10mM Tris-HCl pH 7.5, 100mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 0.1% Tween-20)에 1 시간 동안 

blocking 한 다음 anti-human IgG (Fab specific)-HRP (sigma) 항체를 1 시간 동안 붙

였다. 그리고 TNE-T로 세척한 후 ECL (GE Healthcare, UK)을 사용하여 형광반응 

시킨 다음 X-ray film에 감광하였다.  
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B. ELISA를를를를 이용한이용한이용한이용한 DR4-4 Fab의의의의 항원결합력항원결합력항원결합력항원결합력 분석분석분석분석 

96 well plate에 항원으로 쓰일 5 ug/ml의 DR4 (Strathmann)와 DR5 (Strathmann)를 

4℃에서 12~16시간동안 코팅하고 300 ul의 PBS로 3번 세척한 후 5% Albumin, 

Bovine (BSA, amresco)로  실온에서 2시간 동안 blocking하였다. 300 ul의 PBS로 1

번 세척한 후 periplamic extract를 농도별로 희석하여 37℃에서 2시간 동안 반응시

키고 300 ul의 PBS-T로 3번 세척한 후 anti-human IgG-biotin (Pharmingen)을 실온에

서 1시간 동안 반응시켰다. 300 ul의 PBS-T로 5번 세척하고 streptavidin-AP 

(Pharmingen)를 실온에서 1시간 동안 반응시킨 다음, 300 ul의 PBS-T로 3번 세척하

고 인산기를 제거하기 위해 300 ul의 TBS-T로 한번 더 세척해주었다. AP substrate

인 4-Nitrophenyl phosphate disodium salt hexahydrate (sigma)를 1 mg/ml이 되도록 

buffer에 녹인 후 반응시킨 다음 405nm에서 시간대별로 읽어주었다. 

 

C. 용해성용해성용해성용해성 DR4-4 Fab의의의의 세포독성세포독성세포독성세포독성 분석분석분석분석 

 

1. 세포주배양 

모든 암세포주는 ATCC에서 구입하였으며 Jurkat은 사람의 T cell leukemia, HL60

는 사람의 myeloid leukemia, HCT116은 사람의 colon carcinoma, LN CaP은 prostate 

cancer, HeLa는 사람의 cervix adenocarcinoma, L929는 쥐의 fibrosarcoma, Molt-4는 사

람의 T cell leukemia이다. 암세포주(Jurkat, HL60, LN CaP)은 RPMI(Rosewell Park 

memorial Institue)-1640 (GIBCO) supplemented with 10% FBS (Fetal bovine serum, 

GIBCO) 그리고 1% PS (Penicillin streptomycin, GIBCO)가 포함된 media로 배양하였

다. 암세포주(HCT116, L929, HeLa,)은 DMEM(Dulbecco’s Modified eagle’s Medium, 
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GIBCO) supplemented with 10% FBS, 그리고 1% PS가 포함된 media로 배양하였다. 

암세포주(Molt-4)은 RPMI-1640 supplemented with 20% FBS, 그리고 1% PS가 포함된 

media로 배양하였다. 정상세포주 HUVAC은 clonetics에서 구입하였으며 사람의 

umbilical vein endothelial cell line으로 EGM-2 media에서 배양하였다. 정상세포주 

SF-T3은 사람의 fibroblast에서 얻은 것을 primary culture한 것으로 RPMI-1640 

supplemented with 10% FBS, 그리고 1% PS media로 CCD-986SK는 ATCC에서 구입

하였으며 사람의 fibroblast이며 IMDM(Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium)으로 배

양하였다. 세포는 37℃, 10% CO2 의 incubator에서 유지시켰다. 

 

2. MTT assay 

Suspension 세포의 경우 96 well plate에 1 X 104 세포를 분주한 후 DR4-4 Fab 

혹은 rhTRAIL(Recombinant Human TRAIL, Koma biotech Inc.)을  실험에 표시된 농

도와 시간대별로 처리해 주었고 Adhesion 세포의 경우 96 well plate에 3~6 X 103 

세포를 분주한 후 12~16시간 정도 안정화 단계를 거친 후 media를 교체해 준 

다음 DR4-4 Fab 혹은 rhTRAIL을  실험에 표시된 농도와 시간대별로 처리해 주

었다. 3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5-(3-diphenyl tetrazolium bromide) (MTT, sigma)용액

0.5 mg/ml을 3시간 동안 반응시킨 다음 Dimethyl sulfoxide(DMSO, sigma)로 교체

해주었다. 130 rpm에서 5분간 shaking해준 후 A540/630에서 읽어주었다.  

 

3. Annesin-V 및 PI staing  

6 well plate에 Jurkat 1 X 106  세포를 분주한 후 DR4-4 Fab 혹은 rhTRAIL을  실

험에 표시된 농도와 시간대별로 처리해 주었다. 그리고 Annexin V-FITC Apoptosis 
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Detection Kit I (BD Pharmingen, San Diego)을 이용하여 분석하였다. 1500 rpm에서 5

분 동안 원심분리를 하여 세포를 수확한 다음 RPMI media로 세척한 다음  PBS

로 한번 더 세척하였다. 500 ul의 FACS 결합 완충액을 이용하여 세포를 잘 풀어 

준 다음 그 중 100ul를 5 ml의 FACS 분석 튜브에 옮겼다. 5 ul의 annexin-V와 5 ul

의 PI (Phamingen)를 넣고 어두운 상태로 실온에서 15분 동안 방치하였다. 400 ul

의 FACS 결합 완충액을 더한 다음 바로 flow cytometer (FACSVantage, BD 

Bioscience)로 분석을 하였다. 

 

D. DNA 절단절단절단절단 실험실험실험실험 

 6-well plate에 Jurkat 1 X 106  세포를 분주한 후 DR4-4 Fab (1 ug/ml)을 12시간 혹은 

rhTRAIL(0.5 ug/ml)을 4시간동안 처리해 주었다. 그런 다음 Apopladder ExTM kit 

(TaKaRa)을 이용하여 분석하였다. Cell을  harvest 한 후 미리 차갑게 해놓은 PBS

를 사용하여 세척한 다음 1 ml의 PBS로 cell을 잘 풀어 주어 1.5 ml 의 micro tube

에 옮긴 후 실온에서 1600 g에서 5 분간 원심 분리한다. 상층액은 버리고 pellet을 

풀어준 다음 kit에 들어있는 100 ul의 lysis buffer를 첨가한 후 10초 동안 vortexing 

한 다음 1100 g에서 5분간 원심분리 한다. 상층액을 다른 1.5 ml 의 micro tube에 

옮긴다. 다시 남아있는 pellet을 풀어준 다음 kit에 들어있는 100ul의 lysis buffer를 

첨가한 후 10초 동안 vortexing 한 다음 1100 g에서 5분간 원심분리 한다. 상층액

을 전의 옮긴 1.5 ml 의 micro tube에 옮겨 더해준 다음 kit에 들어있는 20 ul의 

10% SDS와 20 ul의 효소 A를 더해준 다음 56℃에서 1시간 동안 처리해주었다. 

Kit에 들어있는 20 ul 효소 B를 더해준 다음 37℃에서 1시간동안 처리해주었다. 

Kit에 들어있는 130 ul의 precipitant와 950 ul의 ethanol을 섞어준 다음 -20℃ 에서 
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12~16시간동안 방치하였다. 5℃에서 12000 g에서 15분 동안 원심분리 한 다음 

상층액을 버리고 80% ethanol을 첨가한 후  12000 g에서 15분 동안 원심분리

하여 상층액을 버리고 pellet을 말린다. 15ul의 TE buffer (10mM Tris-Cl (pH 

8.0), 1mM EDTA)에 녹인 다음 6X loading buffer을 첨가한 다음 1% agarose 

gel에서 loading 한다.  

 

E. caspase-activity 측정측정측정측정 

 

1.  Apo-ONE Homogeneous caspase 3/7 kit을 이용한 caspase3/7 활성도 측정 

96-well opaque white plate에 Jurkat 1 X 104 세포를 분주한 후 DR4-4 Fab (2 ug/ml) , 

rhTRAIL(0.1 ug/ml)을  실험에 시간대별로 처리해 주었다. Apo-ONE Homogeneous 

caspase 3/7 kit (Promega)에 들어있는 substrate를 100 X buffer에 1X로 희석하여 준 

다음 한 well 당 100 ul씩 처리하여 주었다. 실온에서 300~500rpm으로 흔들어 준 

다음 480nm/530nm 파장값에서 30분 간격으로 읽어 주었다.  

 

2. caspase-3의 활성유무와 PARP (poly-ADP ridose polymerase) 절단관찰을 위한 

immuno blotting 

 6-well palte에 Jurkat 1 X 106   세포를 분주한 후 DR4-4 Fab 2 ug/ml을  실험에 표

시된 시간대별로 처리해 주었다. 세포를 수확한 후 1500 rpm에서 3분 간 원심 

분리하여 세포를 가라앉히고 PBS로 한번 세척하였다. 2X Laemmli’s sample 

buffer (125mM Tris-HCl ( pH 6.8), 4% SDS, 20% glycerol, 0.004% bromophenol blue)로 

세포를 lysis시킨 후 97℃에서 5분간 가열하여 12% SDS gel에서 전기영동을 수
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행한 후 immunoblot을 수행하였다. PVDF(Polyvynylidine Fluoride membrane, 

Milipore, USA)로 transfer 한 후 blocking 용액인 5% non-fat dried milk in TNE-T로

1시간동안 blocking하였다. Blocking이 끝난 후 rabbit anti-caspase-3 antibody 

(stressgen)과 rabbit anti-PARP antibody (cell signaling), mouse anti-β-antin antibody 

(sigma)를 1% non-fat dried milk in TNE-T에 희석하여 4℃에서 12~16시간동안 반

응시켰다. 다음 TNE-T로 3번 세척한 다음 rabbit-anti-IgG–HRP (Sigma), mouse-

anti-IgG–HRP (Phamingen)로 실온에서 1시간 동안 반응시킨 후 TNE-T로 3번 세

척하고 ECL 용액을 이용하여 형광반응을 시킨 다음 X-ray 필름에 감광하였다. 

 

F. DR4-4 Fab로로로로 유도되는유도되는유도되는유도되는 세포독성에서의세포독성에서의세포독성에서의세포독성에서의 FADD,  JNK,  JUN,  I-kB, PI3K의의의의 영영영영

향향향향 분석분석분석분석 

 

1. DR4-4 Fab로 유도되는 세포독성에서의 FADD의 영향분석 

 Jurkat 세포의 wild type과 Jurkat의 FADD가 결핍된 세포를 1 X 104 분주한 후 

DR4-4 Fab 혹은 rhTRAIL을  실험에 표시된 농도로 48시간동안 처리해 준 다음 

MTT assay를 통해 비교 분석하였다. 

 

2. DR4-4 Fab로 유도되는 세포독성에서의 JNK, c-JUN, I-kB영향 분석 

 소속 연구실에서 만들어 놓은 Jurkat의 돌연변이인 Jurkat JNK-dominant 

negative(DN), Jurkat c-JUN-dominant negative(DN), Jurkat I-kB-dominant negative(DN)세

포를 실험에 사용하였다. 실험에 사용되기 전에 돌연변이임을 확인하였다. JNK-

DN DNA의 경우 FLAG를 tagging하여 transduction하였고 IkB-DN와 c-JUN-DN의 
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DNA의 경우 HA를 tagging하여 transduction하였다. 따라서 anti-FLAG와 anti-HA항

체를 사용하여 제대로 transduction이 되었는지 확인하였다. 확인이 된 Jurkat JNK-

dominant negative(DN), Jurkat c-JUN-dominant negative(DN), Jurkat I-kB-dominant 

negative(DN)세포를 1 X 104 분주한 후 DR4-4 Fab를 실험에 표시된 농도로 48시간

동안 처리해 준 다음 MTT assay를 통해 비교 분석하였다. 

 

3. DR4-4 Fab로 유도되는 세포독성에서의 PI3K의 영향 분석 

 Jurkat 세포를 1 X 106 분주한 후 DR4-4 Fab (1ug/ml) 를 단독 처리한 그룹과 

PI3K의 억제제로 알려진 wortmannin (Sigma)을 농도별로 30분 동안 전 처리하고 

DR4-4 Fab (1ug/ml)를 처리한 그룹의 세포독성을 Annexin-V/PI staining을 통한 

FACS로 비교분석하였다. 

 

G.. DR4-4 Fab 세포독성에서의세포독성에서의세포독성에서의세포독성에서의 Ca ++ 영향영향영향영향 분석분석분석분석 

 Jurkat 세포를 1 X 106 분주한 후 DR4-4 Fab (1ug/ml) 를 단독 처리한 그룹과 

intracellular Ca++ chelator로 알려진 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N’tetraacetic 

acid/tetra(acetoxymethyl)ester (BAPTA/AM, Sigma)을 농도별로 30분 동안 전 처리하

고 DR4-4 Fab (1ug/ml)를 처리한 그룹의 세포독성을 Annexin-V/PI staining을 통한 

FACS로 비교 분석하였다. 

 

H.DR4-4 Fab 세포독성에서의세포독성에서의세포독성에서의세포독성에서의 mitochondrial membrane potential 측정측정측정측정 

Jurkat 세포를 1 X 106 분주한 후 DR4-4 Fab (1ug/ml) 를 시간대별로 처리하였다. 

1500 rpm에서 5분 동안 원심분리를 하여 세포를 수확한 다음 RPMI media로 세척
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한 다음  PBS로 한번 더 세척하였다. 세포를 1 mL의 PBS로 잘 풀어준 다음 

5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethylbenzimid azolylcarbocyanine iodide (JC-1, invitrogen 

molecular probe) 10ug/ml을 37℃에서 어두운 상태로 15분간 방치하였다. PBS 1ml을 

더해 1500 rpm에서 5분간 세척해주고 1 ml의 PBS에 세포를 잘 풀어준 다음 flow 

cytometer (FACSVantage, BD Bioscience)로 분석하였다. 

 

I. DR4-4 Fab 세포독성에서의세포독성에서의세포독성에서의세포독성에서의 mitochondria의의의의 network 변화변화변화변화 관찰관찰관찰관찰 

 HeLa 세포를 3 X 104  chemrer (nunc)에 분주한 다음 12시간의 안정화 단계를 거

친 후 media를 변경하여 준다. DR4-4 Fab 4 ug/ml을 24시간 처리한 후 PBS 1ml로 

4번 세척해 준 다음 1 ml PBS에 hoechst33342 (molecular probe, invitrogen) 20 ug/ml로 

37℃에서 어두운 상태로 20분간 방치하고 mitotracker (molecular probe, invitrogen) 

은 1:1000 으로 희석하여 37℃에서 어두운 상태로 10분간 방치하였다. PBS 1 ml로 

2번 세척하여 준 다음 confocal 현미경을 이용하여 관찰하였다. 

 

J. DR4-4 Fab와와와와 방사선방사선방사선방사선 조사를조사를조사를조사를 복합복합복합복합 처리하였을처리하였을처리하였을처리하였을 때의때의때의때의 효과효과효과효과 분석분석분석분석 

 6 well plate에 Jurkat 1 X 106  세포를 분주한 후 DR4-4 Fab (1 ug/ml)을 처리하여 

준 다음 바로 2GY의 방사선을 조사하였다. 복합처리 48시간이 지난 후에 세포를 

수확한 다음 RPMI media로 세척한 뒤 PBS로 한번 더 세척하였다. 500 ul의 FACS 

결합 완충액을 이용하여 세포를 잘 풀어 준 다음 그 중 100ul를 5 ml의 FACS 분

석 튜브에 옮겼다. 5 ul의 annexin-V와 5 ul의 PI (Phamingen)를 넣고 어두운 상태로 

실온에서 15분 동안 방치하였다. 400 ul의 FACS 결합 완충액을 더한 다음 바로 

flow cytometer (FACSVantage, BD Bioscience)로 분석을 하였다. 
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ⅢⅢⅢⅢ. . . . 결결결결  과과과과 

 

A. DR4-4 항체항체항체항체 Fab의의의의 분리분리분리분리 정제정제정제정제 및및및및 확인확인확인확인 

 

본 소속 연구실에서 얻은 DR4-4 DNA를 이용하여 DR4-4 Fab를 생산하였고 Ni-

NTA agarose (QIAgen) 친화성 크로마토그래피를 이용하여 정제하였다. 정제된 

DR4-4 Fab는 Bradford 법을 사용하여 농도를 측정한 후, 10 ug의 정제된 DR4-4 

Fab를 12% SDS gel에서 전기영동한 뒤 coomassie brilliant blue G-250으로 염색하였

다. 또한 1 ug의 DR4-4 Fab를 12% SDS gel에서 전기영동한 뒤 PVDF로 transfer 한 

후 anti-human-IgG (Fab specific)-HRP를 이용하여 45 KD의 Fab band를 확인하였다

(Fig. 1). 
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Fig. 1. Confirmation of purified DR4-4 Fab by SDS-PAGE and immunoblotting. The 

DR4-4 Fab was stained with Coomassie brilliant G-250 (A, 10 ug of Fab) and detected with 

anti-human IgG (Fab specific ) monoclonal antibody-HRP (B, 1 ug of Fab). 
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B. ELISA를를를를 이용한이용한이용한이용한 DR4-4 Fab의의의의 항원결합력항원결합력항원결합력항원결합력 분석분석분석분석 

 

정제된 DR4-4 Fab가 TRAIL-R1(DR4)에 특이적으로 결합 할 수 있는지 알아보

았다.  

항원으로 쓰일 DR4와 DR5를 코팅하고 DR4-4 Fab의  periplamic extract와 Control

로 DR4-4 Fab DNA를 형질변환 시키지 않은 TOP10F’세포에서 얻은 periplasmic 

extract를 반응시켰다. DR4-4 Fab의 periplamic extract를 농도별로 희석하여 반응시

켰을 때 TRAIL-R1(DR4)에서만 OD값이 높게 측정되어 특이적으로 DR4에만 결

합한다는 것을 확인하였다. DR4-4 Fab의 periplasmic extract 원액의 OD값이 1.1까

지 올라감을 보인 반면 TRAIL-R2(DR5)에서는 0.11로 항원을 처리해주지 않은 값

과 비슷한 값을 보였다. 또한 DR4-4 Fab periplasmic extract의 농도 의존적인 결합

능력을 보였다 (Fig. 2). 
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Fig. 2. Direct binding ELISA for DR4-4 Fab in periplasmic extract. Ag’s(DR4 and DR5) 

were coated at the concentration of 5 ug/ml at RT for 2 hr or 4℃ for overnight, and then 

DR4-4 Fab periplasmic extracts or TOP10 F’ periplasmic extracts were incubated at 37℃ 

for 2hr with anti-human IgG-biotin. 
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C.  MTT를를를를 이용한이용한이용한이용한 세포독성능력분석세포독성능력분석세포독성능력분석세포독성능력분석 

 

1. 다양한 종류의 암세포에서의 DR4-4 Fab의 세포독성능력 

암세포에서의 DR4-4 Fab의 세포독성능력을 알아보기 위해 TRAIL에 민감한 암

세포(HCT116 , HL60)와 그렇지 않은 암세포(L929, HeLa, Molt-4, LN CaP)를 사용하

여 실험하였다. HCT116 세포의 경우 Fab의 농도가 가장 높을 때(10 ug/ml) 70 %의 

세포독성을 보였으며 HL60 세포의 경우 90 %가 넘는 세포독성을 보였다. 또한 

TRAIL의 가장 높은 농도인 1 ug/ml에서도 세포독성을 거의 보이지 않았던 L929, 

HeLa, Molt-4, LN CaP 세포의 경우 DR4-4 Fab에 의해서 세포독성을 보였다. L929

세포의 경우 Fab 10 ug/ml에서 40%의 세포독성을 보여서 효과가 가장 적었고 

HeLa 세포의 경우 80%의 세포독성을 보여서 가장 효과가 높았다. Molt-4, LN CaP 

세포의 경우 10 ug/ml의 DR4-4 Fab농도에서 50%의 세포독성을 보였다 (Fig. 3). 

 

2. Jurkat 세포에서의 DR4-4 Fab의 세포독성능력 

전 소속연구실에서는 Jurkat 암세포를 TRAIL의 민감성 정도에 따라 TRAIL-

sensitive cell line(JS-8, JS-2), TRAIL-resistant cell line(JR-T2)로 구분하였다. 따라서 

DR4-4 Fab가 Jurkat cell line에 따라 어떤 효과를 보이는지 분석하였다. DR4-4 Fab 1 

ug/ml에서도 JS-8, JS-2, JR-T2 모두 60%이상의 세포독성능력을 보였으며 흥미롭게

도 JR-T2의 경우에는 80%이상의 세포독성을 능력을 보였다 (Fig. 4). 
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3. 정상세포에서의 DR4-4 Fab의 세포독성능력 

다양한 암세포에서 높은 세포독성을 보임을 확인했는데 정상세포의 경우에서

는 어떤 효과를 보이는 지 알아보기 위해 정상세포를 가지고 실험하였다. 정상세

포인 HUVEC 세포의 경우 DR4-4 Fab의 가장 고농도인 10 ug/ml로 처리하였을 때 

15% 정도의 세포독성을 보였다. 또한 Skin fibroblast 세포인 SF-T3과 CCD-986SK 

세포에서는 고농도의 Fab (10 ug/ml) 에서도 거의 세포독성을 보이지 않았다 (Fig. 

5). 
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Fig. 3. Cytotoxic effects of DR4-4 Fab on various cancer cell lines. Cells (3 X 103 ~ 4 X 

104) were treated with indicated concentrations of TRAIL for 24hr (A) or DR4-4 Fab for 

48hr (B). Cell viability was measured by MTT assay.  
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Fig. 4. Cytotoxic effects of DR4-4 Fab on TRAIL-sensitive and –resistant Jurkat cancer 

cell lines. JR and JS represent the Jurkat cell clones which are resistant and sensitive to 

TRAIL, respectively. Cells (4 X 104) were treated with indicated concentrations of TRAIL 

for 24hr (A) or DR4-4 Fab for 48hr (B). Cell viability was measured by MTT assay.  
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Fig. 5. Cytotoxic effect of DR4-4 Fab on various normal cell lines. HUVEC (1 X 105) 

were treated with indicated concentrations of TRAIL for 24hr (A) or DR4-4 Fab for 48hr (B) 

or doxorubicin for 48hr (C). CCD-986SK cells (6 X 103) (D) or SF-T3 cells (6 X 103) (E) 

were treated with indicated concentrations of DR4-4 Fab for 48hr. 
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D. DNA fragmentation 분석을분석을분석을분석을 이용하여이용하여이용하여이용하여 Apoptosis확인확인확인확인 

 

Membrane blebbing, chromatin condensation, apoptotic body의 형성 뿐만 아니라 

Apoptosis의 특징 중의 하나인 DNA가 180bp~200bp로 잘려지면서 나타나는 DNA 

fragmentation을 관찰하고자 하였다. Jurkat 세포에 rhTRAIL(0.5 ug/ml, 4시간)과 

DR4-4 Fab(1 ug/ml, 12시간)를 처리하여 Apopladder ExTM kit을 이용해 세포의 DNA

를 추출한 다음 1% agarose gel에서 전기영동을 수행한 결과 DNA laddering을 관찰

할 수 있었다 (Fig. 6). 
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Fig. 6. DNA fragmentation assay. Jurkat cells (1 X 106) were treated with media alone(A) 

or TRAIL (0.5 ug/ml) for 4hr (B) or DR4-4 Fab (1ug/ml) for 12hr (C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     A   B   C 



 25 

 

 

E. DR4-4 Fab에에에에 의해의해의해의해 유도되는유도되는유도되는유도되는 cell death에서의에서의에서의에서의 FADD의의의의 영향영향영향영향 

 

TRAIL의 경우 TRAIL  수용체에 결합하게 되면 수용체의 세포질 지역에 있는 

death domain (DD)에 adaptor 분자인 Fas-associated death domain (FADD)와 caspase-8

이 결합하게 되어 death-inducing signal complex (DISC)를 형성하게 된다. 따라서 

DR4-4 Fab로 유도되는 cell death에서 FADD가 없을 경우 어떤 효과를 보이는지 

알아보고자 하였다. 따라서 FADD-deficient Jurkat 세포에 TRAIL과 DR4-4 Fab를 

농도별로 처리해 보았다. TRAIL의 경우 wild type일 때 0.1 ug/ml에서 70%의 세포

독성을 보인 반면 FADD-deficient Jurkat 세포의 경우 10% 미만의 세포독성을 보

였다. 하지만 DR4-4 Fab (10 ug/ml)의 경우 wild type과 돌연변이 모두에서 60%이

상의 세포독성을 보였다 (Fig. 7). 
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Fig. 7. Cytotoxic effect of DR4-4 Fab on FADD-deficient Jurkat cells. Cells ( 4*104 ) 

were treated with indicated concentrations of TRAIL for 24hr (A) or DR4-4 Fab for 48hr 

(B) . Cell viability was measured by MTT assay.  
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F. DR4-4 Fab에에에에 의해의해의해의해 유도되는유도되는유도되는유도되는 cell death에서의에서의에서의에서의 caspase의의의의 영향영향영향영향 

 

1. Annexin-V/PI 방법으로 알아본 Z-VAD에 의한 DR4-4 Fab의 cell death 영향분석  

TRAIL로 유도되는 cell death의 경우 주로 caspase에 의존적이라는 많은 보고들

이 발표되었다. 따라서 DR4-4 Fab로 유도되는 세포독성 기작에 caspase의 의존도 

여부를 알아보기 위해 TRAIL과  DR4-4 Fab를 Jurkat 세포에 처리하기 전에 pan-

caspase inhibitor로 알려진 Z-VAD (30 uM)를 30분 동안 처리하여 세포사에 어떤 

영향이 있는지 annexin-V과 PI staining으로 분석하였다. TRAIL을 Jurkat 세포에  

0.1 ug/ml로 6시간 처리하였을 때 annexin-V (+)가 36.17인 반면 Z-VAD를 처리한 

그룹의 경우 annexin-V (+)가 5.96이었다. 하지만 DR4-4 Fab의 경우 1 ug/ml을 48시

간 처리하였을 때 annexin-V (+)가 32.71 annexin-V/PI (+)가 28.63 이었고 반면 Z-

VAD를 처리한 그룹의 경우 annexin-V (+)가 32.25 annexin-V/PI (+)가 20.56 이었다

(Fig. 8).  

 

2. Apo-1 assay를 통한 caspase 활성도 측정 

다양한 Jurkat cell line에서 TRAIL과 DR4-4 Fab를 처리하였을 때 caspase 활성도

를 측정하였다. Jurkat 세포에 TRAIL을 처리하였을 경우 시간이 지남에 따라 

caspase의 활성도가 증가하다가 12시간에서 최대 20배 정도의 높은 caspase 활성

도를 보인 이후 시간이 지남에 따라 감소하는 경향을 보인 반면 JR-T2 세포의 

경우 거의 활성도를 보이지 않다가 24시간에 겨우 5배 이하의 활성도를 보였다. 

Jurkat 세포에 DR4-4 Fab를 처리하였을 경우 24시간까지는 거의 활성을 보이지 

않다가 36시간이후부터 조금씩 증가하기 시작해서 매우 늦은 시간인 54시간 이
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상에서 6배 정도의 caspase 활성도가 관찰되었다 (Fig. 9). 

 

3. Immunoblotting을 통한 caspase 활성도 분석 

Jurkat 세포에 DR4-4 Fab 2ug/ml로 처리 한 후 cell lysate를 얻어서 caspase-3, 

caspase-8, PARP의 활성도를 알아보았다. Caspase-3와 PARP의 경우 매우 늦은 시

간인 54시간에 겨우 활성되어 pro-form의 밴드가 감소함을 보인 반면 caspase-8의 

경우 매우 늦은 시간에서도 활성을 보이지 않았다 (Fig. 11). 

따라서 앞의 여러 실험결과를 분석해볼 때 DR4-4 Fab의 경우 주로 caspase에 

독립적으로  cell death를 유도함을 알 수 있었다.  
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Fig. 8. Effects of z-VAD in DR4-4 Fab-treated cells. Jrukat cells ( 4 X 104) were treated 

with TRAIL(0.1 ug/ml) for 6hr or DR4-4 Fab (1 ug/ml) for 48hr with/without z-VAD (30 

uM). PS exposure and cell death were analyzed by annexin-V/PI staining by flow cytometry.  
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