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서 론

암치료 방법으로 방사선치료는 수술 및 항암화학요법과

더불어 기본적인 치료법으로 광범위하게 활용되고 있다. 그

러나 성공적 방사선 치료에 가장 큰 장애는 조직의 방사선
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손상으로 인한부작용과 암세포의 전이가능성이다.

최근 방사선에 반응하는 유전자들이 발견되었다. 이 유전

자들은 전사인자들과 같이 외부자극에 대한 신호전달에 관

여하거나 oncogene과 같이 분화 및 성장에 관여하기도 한다.

그 외에도 matrix metalloproteinase (MMP), TNF, IL-1, TGF-β

유전자 등은 조직의 손상 및 염증반응, 섬유화 등 다양한 세

포 및 조직반응에 관여함이 발견되었다.1∼3)
세포의 증식,

adhesion, motility, migration 및 분화 등 세포의 remodeling

activity는 세포와 extracellular matrix (ECM)와의 상호작용을

통해 조절된다. MMP와 tissue inhibitor of matrix metallopro-

teinase (TIMP)의 균형 및 불균형이 조직 remodeling을 일으키

는 생리현상 및 병리현상을 결정한다. MMP 유전자 활성이
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목 적 :Tissue inhibitor of matrix metalloproteinase (TIMP)는 matrix metalloproteinase (MMP)에 작용하여암세포의침

윤과 전이를 억제하고 염증, angiogenesis, fibros is에 중요한 역할을 한다. TIMP 유전자는 여러 cytokine 및 signal

molecule에 의하여 조절되는 유전자이므로 방사선에 의한 TIMP의 발현을 측정하고 전사 조절 기전을 연구하고자
하였다.

대상 및 방법 :두경부암환자의병변에서유도하여확립한두경부암세포주를이용하여방사선에의한 TIMP 유전

자발현을측정하였다. 각세포주의방사선민감도를측정하고 transwell을 이용한 invasion assay로 전이성을측정
하였다. TIMP1, TIMP2 발현은 conditioned medium을 취해 ELISA assay로 측정하였다. 방사선조사는 2 Gy, 10 Gy

군으로나누어 관찰했고조사후시간간격은 24, 48시간이었다. MTT assay로생존세포수를측정하여방사선 세

포치사로 인한발현변화를보정하였다. hTIMP1 promoter region을 PCR하여 pGL2- basic luciferase reporter vector에
cloning하여 인간 두경부암 세포주에 이입하여 functional TIMP1 발현이 증가하는지 확인하였고 protein kinase C

(PKC) activator인 PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate)와 Ras에의한 TIMP1발현이유도되는지확인하였다.

결 과 :HN- 1, HN-2, HN-3, HN-5, HN-9 세포주의 D0는각각 1.55 Gy, 1.8 Gy, 1.5 Gy, 1.55 Gy, 2.45 Gy 이었다. 각
세포주의 방사선조사후 MTT assay에의한 cell viability는 24, 48시간에서 2 Gy인경우모두 94% 이상그리고 10

Gy에서는 73% 이상의생존세포를확인하였다. TIMP1, TIMP2 단백의 basal 농도는 24시간 48시간에서점점 증가

하여세포에서계속합성되어분비되고 있음을 확인하였다. 2 Gy 조사 후 24시간에서 TIMP2는 HN- 1, HN-9 세포
주에서감소하였으나, 10 Gy 조사후에는두세포주에서모두증가하여방사선량에따라반응이달랐고, 방사선조

사후 48시간에는 HN- 1세포주에서는증가하나 HN-9 세포주에서는감소하여세포주에따라반응이달랐다. 그러나

방사선에 의한 TIMP1 발현 변화는 미미하였다. TIMP1 reporter gene을 인간 두경부암 세포주에 transfection하고
PMA (100 ng/ml)을가한경우 HN- 1세포주에서는유의하게증가하고 HN-9 세포주에서는감소하였다. Ras 발현벡

터와 co- transfection한경우 TIMP1 promoter가활성화되었다.

결 론 :모두 두경부 암에서유래된 세포주 이지만 방사선에 의한 TIMP의 발현 및 전사조절기전은 세포주 마다
차이가있었고 이온화방사선의용량에따라서, 방사선조사후의시간경과에따라서도 TIMP 발현에차이가있었

다. 이 결과는 TIMP의전사및 발현이 여러 종류의 signal molecule에 의하여 영향을 받고, 이 signal molecule들이

각세포주마다다르기때문으로사료된다.

핵심용어 :TIMP, Gene regulation,두경부암,방사선
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암세포의 침윤성 및 전이에 관련되고 TIMP1, TIMP2는 종양

의 성장을 억제할 뿐만 아니라 침윤성과 전이성을 억제하

고,4∼ 9) 또한 angiogenesis를 억제함이10∼ 12) 보고되었다. 방사선

에 의한 조직 반응을 발현 시기에 따라 급성 염증과 만성

섬유화로 나누어 볼 때 방사선으로 인한 급성염증을 억제하

는데 탁월한 약제인 corticosteroid는 MMP활성을 억제시키는

것으로 알려져있고,13) 방사선조사 후 쥐 astrocyte에서 MMP

gene family 중 gelatinase-A gene의 활성이 증가함이 보고된바

있다.14) 따라서 MMP 및 TIMP 유전자 활성 및 발현이 암세

포의 침윤성 및 전이에 관여할 뿐 아니라 방사선 조직 손상

기전에도 관여할 가능성이 매우 높다.15) 그러나 방사선치료

가 암 치료에 널리 이용되고 있음에도 방사선에 의한 MMP

활성연구는 미진하고 TIMP 유전자 활성 및 표현에 관한 연

구는 전무한 실태이다. TIMP 및 MMP 발현 및 활성이 암의

예후에 미치는 연구는 매우 활발하나 암의 진행 및 전이에

관여하는 이 유전자의 전사조절에 관한 연구는 아직 미미하

므로 이 유전자 전사조절 연구는 암의 완치 가능성을 높히

는 새로운 암치료법의 가능성을 제시할 수 있다는 측면에서

매우 중요한 기초의학 연구이다. TIMP 및 MMP 유전자 발현

및 활성에 방사선이 미치는 영향과 방사선 신호전달경로에

관한 연구는 기존 암치료의 주축인 방사선치료 시 정상 장

기의 염증 등 조기조직손상(early tissue damage)과 섬유화로

인한 만성 손상(late tissue damage)을 제어할 수 있는 치료효

율을 획기적으로 향상시킬 수 있는 방사선-유전자 치료법 개

발에 새로운 영역을 제시할 수 있다는 측면에서 매우 중요

한 연구라고 사료된다.

본 연구에서는 방사선 민감도와 침윤능력이 다른 두경부

암 환자 종양조직으로부터 유도하여 세포주로 확립한 9가지

의 두경부종양 세포주16)를 실험 대상으로 이온화 방사선과

PKC activator인 PMA에 의한 TIMP1 및 TIMP2 발현 변화를

관찰하고 방사선에 의한 TIMP 단백 발현 변화와 방사선 민

감도와 암세포의 침윤성, 전이성과의 관련성을 규명하고,

TIMP1유전자의 regulation region이 cloning된 luciferase report-

er vector를 제작하여 target 세포에 transfection하고 reporter

gene activity를 측정하여 이온화 방사선에 의해 유도되는

TIMP 유전자의 전사조절 기전을연구하고자하였다.

대상 및 방법

1. 세포주 및 세포 배양

두경부 종양 환자 암 조직으로부터 유도하여, 세포주로 확

립한 두경부 종양 세포주, AMC-HN-1∼HN-9 세포주와 침윤

력이 높고 전이를 잘 일으키는 인간 fibrosarcoma 세포주인

HT1080을 실험 대상으로 하였다. AMC-HN 계열 세포주들은

10% FBS, 1% nonessential amino acids, 2 mM L-glutamine,

HEPES 완충액 20 mM 등이 첨가된 MEM배지에서 배양하였

고 HT1080은 10% FBS, NaHCO3 24 mM, HEPES 완충액 20

mM등이 첨가된 DMEM배지를 사용하여 5% CO2, 37℃ 조건

에서 세포배양기(NUAIR, water jacket incubator)로 배양하였

다. 방사선 세포생존곡선 측정이나 계대 배양을 위해서는

T-25 플라스크를 사용하였다.

TIMP 단백 농도를 측정하기 위해서는 24-well plate에 well

당 4×104개 세포를 seeding 하여 배양한 후 방사선조사 1시

간 전에 FBS-free 배양액으로 바꾸었고 방사선조사 후 24시

간, 48시간 경과 후 conditioned medium을 500 μl 취하여

ELISA assay로 측정하였다.

TIMP1 reporter gene의 발현을 측정하기 위해서는 6-well

plate에 well당 2×105개의 세포를 seeding하며 방사선조사 1시

간 전에 FBS-free media로 바꾸며 PMA 노출군은 이때 PMA

(5 mg/ml stock) 2 μl씩 각 well에 분주하였다.

2. 방사선조사

방사선조사는 4 MV 선형가속기를 사용하고 실온에서 시

행하였다. 세포 생존곡선을 구하기 위해서는 0, 1, 2, 4, 6, 8,

10 Gy 군으로 나누어 시행하였다. Elisa assay와 TIMP report-

er gene의 발현을 측정하기 위한 실험을 위해서는 2 Gy, 10

Gy 군으로 나누어 시행하였다.

3. 방사선 민감도 측정

방사선조사 후 세포 집락 형성능력을 기준으로 세포 생존

을 판단하였으며 multitarget single hit model에 의한 세포생존

곡선을 구하고 D0를 계산하였다.

방사선조사 후 T-25 플라스크내의 세포를 새로운 배지를

첨가하지 않고 세포배양기 내에서 10∼14일 배양하여 세포

집락이 형성되는 것을 확인한 후 배지를 제거하고 플라스크

전체를 0.5% crystal violet/ 20% ethanl 혼합액에 넣어 3분 염

색후 혼합액을 제거하고 건조시켜 세포 집락 수를 계측하였

다.

4. MTT assay

24 well plate에 세포를 4×104개 seeding하고 24시간 후, 세

포를 방사선조사 하였다. 그 후 일정 시간이 지난 후 MTT

stock solution (8 mg/ml in PBS) 10 μl를 well 당 가하고 37

℃에서 3시간 배양하였다. 그 후 상등층을 제거하고 1 ml

DMSO를 가한 후 15분간 상온에서 shaking하고, 200 μl를
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96-well plate에 옮긴 후 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

5. Invasion assay

세포의 방사선조사 후 invasion activity의 변화를 측정하였

다. pore size가 8 μm인 transwell (Costar, St. Louis, UAS)의

안쪽은 matrigel로 coating 하고 바깥 쪽은 collagen 으로 coat-

ing 한 후 clean banch에서 완전히 건조 시켰다. 이를 cell

culture medium으로 세척하고 4×104개의 cell을 seeding하였

다. 12∼24 시간 배양한 후 invasion 된 cell들을 Hematoxylin

-Eosin 염색하고 400배에서 inverted microscopy로 cell 수를 계

수하였다. 일정한 면적의 세포수를 무작위로 20군데를 세어

서 평균치를 구하였다. 방사선조사군은 transwell에 seeding한

후 3시간 경과 후 2 Gy를 조사하고 21시간 배양 후 Hemat-

oxylin-Eosin 염색을 시행하였다.

6. ELISA assay

세포를 24 well plate에 well당 105개를 seeding하고 24시간

후에 방사선을 조사하였다. 24시간과 48시간 후에 conditioned

medium 500 μl을 취하여 assay buffer와 1:4 비율로 mix하여

2.5 ml를 만든다. 여기서 100 μl를 취하고 100 μl의 peroxi-

dase conjugate를 가하고 잘 섞어 100 μl씩 96-well에 분주하

고 20∼27℃의 실온에서 2시간 반응시킨 후 washing하고 물

기를 없앤 후 TMB substrate 100 μl을 가하고 30분 반응시켜

노락색에서 stop buffer 100 μl을 가하고 450 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 256 ng/μl로준비된 stock을 assay buffer로 여

러 농도로 희석하여 standard curve용 control 시료를 준비하였

다(ELISA ssay kit, Amesham Pharmacia biotech, Centenial Ave.,

USA).

7. TIMP1 promoter cloning

SK-Hep-1 세포에서 genomic DNA를 분리하고, TIMP1

forward primer (5'-CCA TGG CAC ACA GTA GAT GCA

CA-3')와 TIMP1 reverse primer (5'-TTC GAA GCA TTT GTG

ATA TTA GGG G-3')를 사용하여 709 bp의 hTIMP1 promoter

region(염기번호; 1321-2030, 유전자은행 번호; Y09720)을 PCR

하였다. PCR 조건은 다음과 같았다. 94℃에서 1분 동안 반응

시키고 94℃ 30초, 65℃ 30초, 72℃ 1분 cycle을 30회 시행하

고 72℃에서 5분간 반응시켜 반응을 종료하였다. 이 fragment

를 전기영동하여 분리 정제하고, 이를 T-vector (pCR2.1-

TOPO)에 ligation하였다. 이 insertion된 clone을 KpnI/XhoI로

cutting하여 insert를 정제하고 이를 pGL2-basic vector (KpnI/

XhoI) (Promega, Medison, USA)에 subcloning하여 sequencing

하였다(Fig. 1). pGL2-basic vector는 1× universal restriction

buffer (10 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 7 mM MgCl2, 1

mM DTT, 0.1mg/ml BSA)에가하고, 효소를 가해 20 μl로한

후 37℃에서 하루 밤 동안 배양하였다. 반응은 5 μl의 5×

glycerin probe buffer (1× : 10 mM EDTA pH 8.0, 10%

glycerine, 0.1% SDS, 0.02% Bromophenol blue)를 가해 정지시

켰다. 9 Mol end 당 0.1 Unit의 T4-DNA ligase (NEB, Beverly,

USA)를 가하고, ligation buffer (50 mM tris pH 7.4, 10 mM

MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM Spermidin, 1 mM ATP, 100 μg/

ml BSA)를 가해 20 μl로 한 후 15℃에서 하루 밤 동안 배

양하였다.

Fig. 1. Rep orter gene construct for TIMP1 promoter.
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8. Purification and isolation of TIMP1 luciferase
reporter vector

Competent bacteria를 제조하기 위하여 E coli strain (DH

5α)를 20 ml LB 배지에 하루 밤 동안 배양하고 다음날 5

ml을 취하여 50 ml의 신선한 LB 배지에 접종하였다. OD600

이 0.3∼0.6이 되면 4℃, 5000 rpm에서 10분 원심 분리하고

이 bacteria에 5 ml TSB (LB Broth pH 6.1, 10% PEG (MW

3350), 5% DMSO, 20 mM Mg＋＋ (MgCl2/MgSO4)에 현탁시켜

얼음에 10분 방치하였다. 이 bacteria를 dryice / ethanol에 빨

리 얼려서 액체 질소에보관하였다.

형질전환을 위하여는 200 μl의 competent bacteria에 10∼

100 ng의 plasmid-DNA를 가하고 30분간 얼음에 방치하였다.

그후 3 ml의 SOC medium을 가하고, 37℃에서 1시간 동안진

탕 배양한 후 이 bacteria를 5분간 실온에서 6,700 g로 원심분

리하고, 이를 ampicillin (100 μg/ml)이 첨가된 agar plate에 접

종, 하루 밤 동안 37℃에서 배양하였다.

이중 1개의 colony를 취하여 200 ml LB 배지에 접종하고

하루 밤 동안 배양한 후 suspension을 10분 4,000g로 원심분

리 한 후 10 ml의 lysozym용액 (50 ml glucose, 10 ml EDTA

pH7.8, 25 mM Tris pH 8.0, 2 mg/ml lysozym)에 현탁시키고

30분 얼음에 방치하였다. 20 ml의 SDS 용액 (0.2M NaOH,

1% SDS)를 가하고 5분간 얼음에 방치한 후 15 ml 3M

NaAcetate용액을 가하고 1시간 동안 얼음에 방치하였다.

genomic DNA와 단백질을 원심 분리 (16,800g, 4℃)하고 상등

액을 2.5배의 ethanol을 가하여 -20℃에서 2시간 이상 방치하

여 침전시켰다. 이 plasmid를 16,800g로 원심분리 시키고, 말

린 후 8 ml의 0.1 M NaAcetate, 50 mM Tris pH 8.0에 녹였

다. 이를 2.5배의 ethanol로 한번 더 침전시키고, CsCl2를 사

용 quickseal tube에 넣고초원심분리하였다.

9. Luciferase assay

Cell을 transfection하기 하루 전에 6 well plate에 세포를

2×105
개 plating하였다. 위의 세포주에서 lipofectamine 방법

(Gibco BRL, Rockville, USA)으로 transfection을 실행하고 이

때 β-galactosidase expression vector도 같이 co-transfection시켰

다. transfection 후 24시간 후에 PBS로 세척한 후 medium을

갈아주고 24∼36시간 후에 이 cell들을 lysis buffer (Promega,

Medison, USA)로 lysis하였다. 이중 일정량을 취하여 substrate

인 luciferin을 혼합한 후 발광되는 luminescence를 β-counter

로 측정하였다. luciferase assay kit (Promega)를 사용하였고같

은 extract로 β-galactosidase activity를 측정하여 transfection 효

율을 보정해 주었다.

10. EMSA (Electromobility shift assay)

각 세포의 nuclear extract를 다음과 같이 prep하였다. 4℃

PBS로 2번 washing한 후 cell-lysis buffer (10 mM Hepes KOH

pH 7.9, 60 mM KCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40, 1 mM DTT,

1 mM PMSF) 100 μl를 가하고 얼음에 5분 방치하였다.

1,000g로 원심분리 한 후, 핵을 NP-40이 없는 위의 cell lysis

buffer로씻고, 100 μl nuclear buffer (250 mM Tris pH 7.5, 60

mM KCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF)를 가한후

dry ice/ethanol bath에 3번 얼리고 녹이는 과정을 반복하여 핵

을 깼다. 그 후 13,000g로 15분간원심 분리하여 상층액을취

하고, Bradford법으로 protein농도를 측정하였다.

Oligonucleotide (SP1; 5'-GAT TCG GGG CGG GGC GAT

C-3', -59/-53 element 5'-AGC TTG GAT GAG TAA TGC

G-3')는 T4-polynucleotide kinase와 γ-32P-ATP를 사용하여 la-

bel하였다. 40,000 cpm의 표지된 위의 oligonucleotide와 5 μg

의 nuclear extract를 혼합하여 상온에서 20분간 반응시키고

native 4% polyacrylamide gel에 0.25× TBE buffer로 전기영동

하고건조시킨후 autoradiography하였다.

결 과

1. 방사선 민감도 및 cytotoxicity 변화

HN-1, HN-2, HN-3, HN-5, HN-9 세포주의 D0는 각각 1.55

Gy, 1.8 Gy, 1.5 Gy, 1.55 Gy, 2.45 Gy 이었고 HT-1080 세포

주의 D0는 1.81 Gy였다.

AMC-HN-9 세포주가 가장 방사선에 저항하는 세포주였고

AMC-HN-1, 3, 5 세포주는 방사선에 민감하였고 D0는 1.50∼

1.55 Gy였다. MTT assay로 각 세포주의 방사선조사 후, 세포

독성의 변화를 측정한 결과, Table 1에서 보는 바와 같이 각

세포주의 MTT assay에 의한 cell viability는 24, 48시간에서 2

Gy인 경우 모두 94% 이상 그리고 10 Gy에서는 73% 이상의

생존 세포를 확인하였다. 특히 AMC-HN-1 세포주인 경우 10

Gy를 조사하고 48시간이 지난 후 control에 비하여 73%였고,

Table 1. Effect of Ionizing Radiation on Cytotoxicity (MTT
assay %)

24 hours 48 hou rs

cell line
HN-1
HN-2
HN-3
HN-5
HN-9

control
100
100
100
100
100

2 Gy
124
123
101
106
110

10 Gy
124
126
81.5
112
124

control
100
100
100
100
100

2 Gy
94.6
97.2
102
97.1
96.9

10 Gy
73.0
97.2
112
111
100
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AMC-HN-9 세포주는 거의 변화가 없었다.

2. Invasion assay

전이를 잘 일으키는 HT1080 세포주는 invasion된 세포수가

월등히 많았고 AMC-HN-3 세포주도 invasion된 세포수가 딴

세포주에 비교하여 많았다. Table 2에서 보는 바와 같이 cell

invasion에 미치는 방사선의 영향은 방사선에 민감한 AMC-

HN-1 세포주에서 높았고 방사선 2 Gy 조사로 invasion되는

세포수는 48%의 감소를 보였다. AMC-HN-9 세포주는 2 Gy

조사로 침윤성이 19%의 감소를 보였고 HT1080 세포주도

24%의 감소를 보였다. 10 Gy 조사후 거의 모든 세포주는 침

윤력이 약 절반(42∼59%)으로감소하였다.

3. 방사선조사 후 TIMP1, TIMP2 단백 발현 변화 측정
(ELISA assay)

TIMP1, TIMP2 단백의 basal 농도는 24시간 48시간에서 점

점 증가하여 세포에서 계속 합성되어 분비되고 있음을 확인

하였다. Table 3-b에서 보는 바와 같이 2 Gy 조사 후 24 시

간에서 TIMP2는 HN-1, HN-9 세포주에서 약간 감소하였으나,

10 Gy 조사 후 24시간에서는 모두 증가하여 방사선량에 따

라 반응이 달랐다. 방사선조사 후 48시간에서는 HN-1 세포

주에서는 2 Gy, 10 Gy에서 모두 증가하였으나 HN-9 세포주

에서는 2 Gy, 10 Gy 모두에서 감소하여 세포주에 따라 반응

이 달랐다. TIMP1 단백 농도는 방사선조사에 의해 큰 변화

가 없는 결과를 얻었다(Table 3-a). 침윤성이 가장 높은

HT1080 세포주에서는 방사선에 의한 TIMP1, 2의 발현 변화

가 HN-9 세포주와비슷한 양상을 보였다 (Table 3-a, 3-b).

4. TIMP1 reporter gene의 발현 및 전사조절 측정

TIMP1의 5' flanking regulatory region를 cloning한 reporter

plasmid를 제작하였고 이 plasmid를 SK-Hep-1인간 간암 세포

주에 transfection하고 empty vector와 비교한 결과 19.6배의

basal activity가 증가하였다. 이 결과로 미루어 제작한 TIMP1

reporter 유전자가 정상적으로 기능을 하고 있음을 알 수 있

었다.

이 reporter plasmid를 인간 두경부암 세포주인 AMC-HN-1,

9 세포에 transfection하고 luciferase activity 변화를 비교한 결

과 Fig. 2에서 보는바와 같이 PKC activator인 PMA에 의하여

방사선에 민감한 AMC-HC-1 세포주에서는 TIMP-1 trans-

cription이 증가하였으나 방사선에 저항하는 AMC-HN-9 세포

주에서는 반대로 감소하였다. 또한 wild type Ras 발현 유전

자와 co-transfection한 결과강한 발현의 증가를보여주었다.

Table 2. Effect of Ionizing Radiation on Invasion Rate of
Various Cancer Cell Lines

Cell lines

Invasion Assay Results

No. of invased cells Reduction Rate (%)

RT 0 Gy (%) RT 2 Gy RT 10 Gy

AMC-HN-1
AMC-HN-2
AMC-HN-3
AMC-HN-5
AMC-HN-9
HT1080

58.0±7.5 (100)
36.6±3.8 (100)

149.6±5.5 (100)
45.5±7.5 (100)
74 .0±4.9 (100)

211.4±7.4 (100)

48
3

26
12
19
24

59
57
51
54
42
45

Fig. 2. Effect of Ras and PMA on the transcription of TIMP1
reporter gene.

Table 3-a. Effect of Ionizing Radiation on TIMP1 Protein
Secretion

TIMP1 in conditioned medium after irradiation (ELISA assay)

Cell line
24 hours (%) 48 hours (%)

Control 2 Gy 10 Gy Control 2 Gy 10 Gy

AMC-HN-1
AMC-HN-9
HT1080

100
100
100

94.4
102
104.8

96.5
87.7

110.2

100
100
100

95.0
102
102.7

93.0
95.8

102.2

Table 3-b. Effect of Ionizing Radiation on TIMP2 Protein
Secretion

TIMP2 in conditioned medium after irradiation (ELISA assay)

Cell line

24 hours (%) 48 hours (%)

Control 2 Gy 10 Gy Control 2 Gy 10 Gy

AMC-HN-1
AMC-HN-9
HT1080

100
100
100

93
87
64 .3

284
229
107.7

100
100
100

222
23.6
7.2

422
43.3
14.4

- 175 -



박건구 외 9인 : 이온화 방사선에 의한 TIMP 1, TIMP2 유전자 발현 측정

EMSA로 측정한 바에 의하면 (-59/-53) element의 binding

activity는 방사선에 민감한 AMC-HC-1 세포주에서만 증가하

였고 SP1 binding activity는 AMC-HC-1, AMC-HC-9 양 세포에

서 변화가 없었다.

고안 및 결론

TIMPs는 MMPs의 활성 및 작용을 조절하는 내인성 억제

인자이다. TIMP1 단백은 184개 아미노산으로 구성된 28.5

kDa의 glycoprotein으로 여러 가지 종류의 세포에서 발현된

다.17) 이것은 latent form과 active form의 MMP에 비공유적

(non-covalent)으로 반응한다.18) TIMP1은 특히 MMP9에 bind-

ing하고 이를 억제한다.19) 반면에 TIMP2 단백은 194개 아미

노산으로 구성된 21 kDa unglycosylated protein으로 TIMP1과

43%의 homology를 갖고, 모든 active form의 MMP를 억제한

다. 이것은 또한 proMMP2에 binding하여 그것의 활성화를 억

제한다.17) TIMP2와 MMP2의 비율이 암의 진행에서 중요한

역할을 함이 보고되었고,4, 9) TIMP는 암세포의 전이능을 변화

시켜, 동물 모델에서 invasion20, 2 1)과 metastasis22, 23)를 억제하

고, 암 조직의 혈관형성8)을 억제함이 알려져있다. 그러나 방

사선에 의하여 TIMPs가 많이 분비 되면 ECM의 주요 성분들

의 침착을 증가 시켜조직의 섬유화를 촉진시킬 것이다.24)

TIMP1, TIMP2의 발현이 serum,25) TPA,25, 26) growth factor,27)

cytokine,28, 29) IL-6, Ras,30) cAMP 등3 1)
에 의하여 조절 된다는

보고는 있으나 방사선조사에 의한 영향은 알려지고 있지 않

다. 특히 위의 TIMP inducer 중 TPA에 의해서 활성화 되는

PKC와 cytokine, growth factor 등은 방사선에 의하여서도 활

성화되는 중요 factor들이므로 방사선이 TIMP의 전사에 영향

을미칠 가능성이 매우 크다.32∼35)

본 연구에서는 방사선 민감도와 침윤성이 다른 다양한 암

세포주에서 방사선과 PMA에 의한 TIMP1및 TIMP2 발현 변

화를 관찰하고 방사선에 의한 TIMP 단백 발현 변화와 암세

포의 방사선 민감도와 침윤성, 전이성과의 상관성을 규명하

고자 하였다. 방사선에 의해 유도되는 신호전달 경로를 규명

코자 TIMP 유전자의 5 flanking region을 cloning하여 reporter

gene에 연결하고 방사선조사에 의한 regulation을 연구하였다.

암의 방사선 치료시 방사선조사 자체가 암세포의 TIMP1,

TIMP2 유전자 발현에 영향을 미친다면 이는 임상에서 고려

해야 할 중요한 사항이 될 것이다.36) 예컨데, 방사선이

TIMP1, TIMP2 유전자의 전사를 up-regulation한다면 암세포의

전이를 억제하고, 암조직의 angiogenesis37)를 억제하여 보다

효율적인 방사선 암치료를 수행 할 수 있을 것이다. 그러나

암조직을 섬유화(fibrosis)시켜 예기치 않은 부작용을 일으킬

수도 있다.38) 만일 down-regulation 된다면 위와는 반대의 작

용이 나타날 것이다. 그러나 현 단계로서는 이러한 연구가

거의 이루어 지고있지 않기 때문에 이러한 가능성들이 임상

에서무시되고있다.

TIMP1 gene은 TATA-less gene으로 6개의 exon을 갖고 있

다. 이 유전자의 5 flanking region에는 TPA-responsive ele-

ment, AP-1, Ets site 등이 위치하고 있다.39∼ 41) 그러나 TIMP2

promoter에는 몇개의 SP-1 site와 한개의 AP-1 site가 있고

TATA like element를 갖고 있으며 TIMP1과는 달리 TPA와

Cytokine에는 regulation이 되지 않는다.42) 그러나 이 두가지

TIMP가 방사선조사에 의하여 어떻게 발현이 조절되는 지는

전혀 알려진 바 없다. 본 연구에서는 암조직을 방사선으로

치료시 방사선 신호전달에 의하여 TIMP1과 TIMP2의 발현에

영향을 줄 것이라는 가정을 세우고 이미 알려진 방사선 신

호 전달 경로가 TIMP1, TIMP2의 전사에 어떻게 영향을 미

치는지를 규명하고자 하였다.

방사선에 의한 방사선 민감도는 HN-1, HN-9 두 세포주에

서 D0는 각각 1.55 Gy, 2.45 Gy 이었고 HT1080 세포주의 D0

는 1.81 Gy였다. AMC-HN-9 세포주가 가장 방사선에 저항하

는 세포주였고 AMC-HN-1 세포주는 방사선에 민감하였다.

MTT assay로 각 세포주의 방사선조사 후, 세포독성의 변화

를 측정한 결과 AMC-HN-1 세포주인 경우 10 Gy를 조사하

고 48시간이 지난후 control에 비하여 73%였고, AMC-HN-9

Table 4. Differential Responses to Ionizing Radiation between
AMC-HN-1 and AMC-HN-9 Cell Lines

AMC-
HN-1

AMC-
HN-9

D0

MTT (10 Gy, 48hrs)
1.55Gy

73%
2.45 Gy

100%

TIMP-1 basal level (absolute value)
secretion rate btw 24∼48hrs

2.403
1.4X

2.266
1.4X

TIMP-2 basal level (absolute value)
secretion rate btw 24∼48hrs

0.302
1.8X

0.322
4.4X

TIMP-1 (2 Gy, 24hrs/ 48hrs, relative value, %)
(10 Gy, 24hrs/ 48hrs, relative value, %)

94.4/ 95.0
96.5/ 93.0

102/ 102
87.7/ 95.8

TIMP-2 (2 Gy, 24hrs/ 48hrs, relative value, %)
(10 Gy, 24hrs/ 48hrs, relative value, %)

93/ 222
284/ 422

87/ 23.6
229/ 43.3

TIMP-1 (PMA)
(Ras)

↑
↑↑↑

↓
↑

↑: slightly increased, ↑↑↑ : marked ly increased, ↓ : slightly
d ecreased
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세포주는 거의 변화가없었다.

Cell invasion에 미치는 방사선의 영향은 방사선에 민감한

AMC-HN-1 세포주에서 높았고 방사선 2 Gy 조사로 invasion

되는 세포수는 48%의 감소를 보였다. AMC-HN-9 세포주는 2

Gy 조사로 침윤성이 19%의 감소를 보였다. MTT assay 결과

에서 2 Gy 조사시 세포는 94%이상의 생존율을 보였으므로

방사선에 암세포 침윤성에 미치는 본 실험 결과는 방사선

치사에 의한 영향은 거의 없다고사려된다.

TIMP는 세포 내에서 합성되어 분비되는 단백이다. 따라서

분비된 방사선조사 전후의 TIMP 단백 농도를 측정함으로써

이 유전자의 방사선에 의한 발현 변화를 알 수 있을 것이다.

본 연구에서 측정한 TIMP1, TIMP2 단백의 basal 농도는 24

시간 48시간에서 점점 증가하여 세포에서 계속 합성되어 분

비되고 있음을 확인하였다. 2 Gy 조사후 24시간에서 TIMP2

는 HN-1, HN-9 세포주에서 약간 감소하였다. 10 Gy 조사후

24시간에서는 모두 증가하여 방사선량에 따라 반응이 달랐

고, 48시간 후에는 HN-1 세포주에서는 2 Gy, 10 Gy 모두에

서 증가하였으나 HN-9 에서는 모두 감소하여 세포주에 따라

반응이 달랐다. 침윤성이 가장 높은 HT1080에서 방사선에

의한 TIMP2 발현 변화는 AMC-HM-9 세포주와 비슷한 양상

을 보였다. 방사선에 더 저항하는 세포주인 -HN-9, HT1080에

서 방서선 조사에 의해 침윤성과 TIMP2 발현이 방사선에 민

감한 -HN-1 세포주와 비교하여 더 많이 감소한 본 시험결과

는 방사선 민감도에 관여하는 signal molecule이 침윤성과

TIMP2 발현에 관여할 가능성을 제시하고있다. TIMP1은 모

든 세포주에서 방사선조사에 의해 큰 변화가 없는 결과를

얻은 것은 TIMP2와는 방사선조사에 의한 signal transduction

pathway가 달라서 promotor 활성이 다르게 나타남을 알 수

있었다. 이를 구체적으로 연구하기 위하여 본 연구에서는 우

선 TIMP1의 5' flanking regulatory region를 cloning한 reporter

plasmid를 제작하여 이 plasmid를 SK-Hep-1인간 간암 세포주

에 transfection하고 empty vector와 비교한 결과 19.6배의 basal

activity가 증가하였다 (data not shown). 이 결과로 본 실험에

서 제작된 TIMP1 reporter 유전자가 정상적으로 기능을 하고

있음을 알 수 있었다. 이 reporter plasmid를 사람의 두경부암

세포주인 AMC-HN-1, 9 세포에 transfection하고 luciferase

activity 변화를 비교한 결과 Fig. 2에서 보는 바와 같이 방사

선에 민감한 AMC-HC-1 세포주에서는 TIMP1 transcription이

증가하였으나 방사선에 저항하는 AMC-HN-9세포주에서는 반

대로 감소하였다. 또한 wild type Ras 발현 유전자와 co-

transfection한 결과 HN-1세포주에서는 강한 발현의 증가를 보

여주었다. 현재 이 reporter gene을 이용하여 방사선에 의한

TIMP1의 전사조절에 관한 실험이 진행 중이다. 우선 EMSA

로 측정한 바에 의하면 (-59/-53) element의 binding activity는

방사선에 민감한 AMC-HN-1 세포주에서만 증가하였고 SP1

binding activity는 AMC-HC-1, AMC-HN-9 양 세포에서 변화가

없었다.

두경부 암에서 유래된 세포들이지만 TIMP의 regulation은

세포주 마다 차이가 있었고 이온화 방사선의 용량에 따라서,

방사선조사후의 시간 경과에 따라서도 TIMP 발현에 차이가

있었다. 이 결과를 Table 4에 요약하였다. 본 연구 결과를 종

합하면 TIMP의 전사 및 발현이 여러 종류의 signal molecule

에 의하여 영향을 받고, 이 signal molecule들이 각 세포주마

다 다르기 때문으로 사료된다. 추후 방사선조사 후 TIMP 변

화를 in vivo study로 규명하고, TIMP의 발현 조절이 방사선

조사세포의 invasion에영향을 미치는지의 연구가 필요하다.

본 연구와 같이 방사선 조직손상의 기전과 전이 가능성에

관여하는 유전자 연구는 방사선 치료 효율을 증가시킨다는

측면과 암의 완치 가능성을 높힌다는 측면에서 중요한 기초

의학 연구과제이다. 즉 암치료에 방사선 치료를 적용할 때

TIMP 유전자의발현을 control하여 암세포의 전이 방지, 방사

선치료로 초래되는 조직의 섬유화 억제 및 방사선에 의한

염증반응의 감소에 적용 할 수 있는 가장 이상적인 치료

system을 구축하고 TIMP 유전자를 target으로 하는 방사선-유

전자치료개발에응용 할수 있을 것으로 사료된다.
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Purpo s e : Express ion of TIMP, intrins ic inhibitor of MMP, is regulated by s ignal transduction in response
to genotoxins and is like ly to be an important step in metastas is , angiogenes is and wound healing after

ionizing radiation. Therefore , we studied radiation mediated TIMP express ion and its mechanism in head

and neck cancer cell lines .
Mate ria ls a nd Methods : Human head and neck ca ncer cell lines established at Asan Medical Center

were used and radiosens itivity (D0), radiation cytotoxicity and metastatic potentia l were measured by

clonogenic assay, MTT assay and invas ion assay, respective ly. The conditioned medium was prepared at
24 hours and 48 hours after 2 Gy and 10 Gy irradiation and express ion of TIMP prote in was measured

by Elisa assay with specific antibodies against human TIMP. hTIMP1 promotor region was cloned and

TIMP1 luciferase reporter vector was constructed. The reporter vector was transfected to AMC- HN- 1 and
- HN-9 cells with or without express ion vector Ras , then the cells were exposed to radiation or PMA,

PKC activator. EMSA was performed with oligonucleotide (- 59/- 53 element and SP1) of TIMP1 promotor.

Re s ults : D0 of HN- 1, - 2, - 3, - 5 and - 9 cell lines were 1.55 Gy, 1.8 Gy, 1.5 Gt, 1.55 Gy and 2.45 Gy
respective ly. MTT assay confirmed cell viability, over 94% at 24hrs , 48hrs after 2 Gy irradiation and over

73% after 10 Gy irradiation. Elisa assay confirmed that ce lls secreted TIMP1, 2 prote ins continuous ly.

After 2 Gy irradiation, TIMP2 secretion was decreased at 24hrs in HN- 1 and HN- 9 cell lines but after 10
Gy irradiation, it was increased in all ce ll lines . At 48hrs after irradiation, it was increased in HN- 1 but

decreased in HN-9 cells . But the cha nge in TIMP secretion by RT was mild. The transcription of TIMP1

gene in HN- 1 was induced by PMA but in HN-9 cell lines , it was suppressed. Wild type Ras induced
the TIMP- 1 transcription by 20 fold and 4 fold in HN- 1 and HN- 9 respective ly. The binding activity to

- 59/- 53, AP1 motif was increased by RT, but not to SP1 motif in both cell lines .

Co nc lus io ns : We observed the difference of expresson and activity of TIMPs between radiosens itive and
radiores istant ce ll line and the different s ignal transduction pathway between in these cell lines may

contribute the different radiosens itivity. Further research to investigate the radiation response and its s ignal

pathway of TIMPs is needed.

Ke y Wo rds : TIMP, Gene regulation, Head and neck cancer, Radiation
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