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서 론

1980년대 이후 세포생물학적 관점에서 세포의 사멸기전에 대

한 다양한 연구가 진행되어 왔고 그 중에서도 특히 apoptosis라

고 알려진 세포의 능동적 사멸기전에 대한 연구들이 활발히 진

행되고 있다. 이러한 apoptosis는 세포가 사멸되는 또 다른 방법

인 necrosis와 대별되어 그 특징들을 나타낸다. Necrosis는 세포

의 괴사로서 세포의 죽음을 나타내는 형태학적 변화의 총체적인

말로 효소의 진행성 퇴행성 작용에 의해서 일어난다. 한편 apop-

tosis는 세포의 고사, 세포 소멸, 혹은 세포 예정사라고 불리는 세

포사로서 세포가 막 결합성의 입자로 단편화되고 그것이 식세포

작용에 의하여 다른 세포에 포식되어 소멸되는 것을 말한다. A-

poptosis의 형태학적 변화는 세포의 크기가 축소되는 특징적인 변

화와 세포막으로부터 세포막으로 쌓여져 있는 융기가 돌출하는

현상(membrane blebbing)이 나타나고, apoptosis 소포체(apop-

totic body)라는 특수한 구조를 가지며, 미토콘드리아와 같은 세

포내 소기관들은 그 구조를 유지하는데 비해 핵에서는 염색사 응

축(chromatin condensation), 핵 분절(nuclear fragmentation)

등과 같은 변화와 세포 사멸시에 에너지를 필요로 하는 생화학

적인 변화도 동반되는 특징을 갖고 있다.

Apoptosis는 세포사멸에 필요한 단백질 분해효소와 같은 단백

질들을 합성하고 이렇게 새롭게 합성된 단백질들은 적극적으로

세포사멸을 일으킨다. 그 중 caspases (Cysteinyl Aspartate-

Specific Proteinases; 시스테인계열 단백질 분해 효소로 aspar-

tate 등의 특정 잔기 절단), calpain (칼슘 활성 시스테인계열 단

백질 분해 효소) 등이 그 좋은 예이다. Caspases는 단백질분해기

능을 가지면서 apoptosis를 일으키는데 중요한 역할을 한다[1].

Caspases는 interleukin-1- -converting enzyme (ICE)계열

의 단백질분해효소로 현재까지 12종이 알려져 있고, 그 중 cas-

pase-1은 전뇌 부위에서 apoptosis를 유도하며, caspase-3는 apo-

ptosis동안 non-erythroid -spectrin, PARP [Poly (ADP-

ribose)-polymerase], DNA-PKcs, PKC (protein kinase C

) 등과 같은 단백질들을 절단한다. 그리고 그 밖의 다른 cas-

pase-3 like라 불리는 caspases (2, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 12)들은
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caspase-3와 같은 기능을 하나 결과적으로는 caspase-3를 따라

기능을 수행하게 된다. 따라서 최근에는 caspase-3가 apoptosis

의 중요한 표적으로 알려지고 있다[1-3]. 그러나 신경 세포 종

에서 에스트로겐에 의한 신경세포 보호효과가 apoptosis의 중요

한 표적인 caspase-3를 조절함으로서 일어나는가는 보고되어 있

지 않다. 이러한 apoptosis는 특히 중추신경계에서 발생할 때 퇴

행성 질환이라고 일컬어지는 Alzheimer’s disease, Pakinson’s

disease, Huntington’s disease 등과 같은 많은 질병들의 발병기

전이 됨으로써 이들 질환의 치료와 연관되어 계속해서 연구되고

있으나 아직까지 정확한 기전과 효과적인 치료제는 밝혀지지 않

고 있다.

에스트로겐은 스테로이드계열의 호르몬으로서 분화 단계에 있

는 뇌세포에서 급격히 증가하고, 신경세포성장인자(nerve gro-

wth factor, brain-derived neurotrophic factor 등)와 같이 있

을 때에는 신경돌기 형성에 관여한다[4]. 최근 에스트로겐이 신

경계에 미치는 영향들이 보고되기 시작하였는데 에스트로겐은

acetylcholine의 생성을 촉진시키고[5], 뇌의 혈류를 향상시키며

[6] 해마의 완전성을 유지시키고 퇴행성 신경세포에 대해 보호효

과를 나타낸다는 것 등이 그 예이다[7, 8]. 또한 에스트로겐이

사람의 알쯔하이머병, 파킨슨병, 간질 등과 같은 뇌질환의 발병

에 영향을 주며, 이러한 질병들과 관련하여 에스트로겐이 신경세

포 보호효과를 나타낸다는 연구 결과들이 나오고 있다[8, 9]. 에

스트로겐은 생체 내에서 17- -estradiol, estrone, estriol 형태로

존재하게 되는데 이 중 17- -estradiol이 세포 내에 있는 에스

트로겐 수용체와 강하게 결합하여 다양한 효과를 나타낸다고 보

고되었다[10]. 에스트로겐의 세포 내 전달 방법은 다른 스테로

이드성 호르몬과 마찬가지로 확산작용에 의해 세포막 안으로 들

어가고 이것은 세포 내에 존재하는 특이적인 결합단백질인 에스

트로겐 수용체와 결합하여 작용한다고 알려져 있다[11, 12]. 에

스트로겐도 일반적인 핵 수용체(nuclear receptor)와 같이 리간

드와 결합하여 핵 안으로 들어가 DNA에 존재하는 estrogen

response element (ERE)에 결합함으로써 표적 유전자의 발현

을 조절하게 된다[13]. 그러나 세포에서의 이런 일반적인 에스

트로겐의 작용 이외에도 유전자의 조절에 영향을 주지 않고 빠

르게 세포막에서 일어나는 작용에 대한 보고도 있으며[14, 15]

에스트로겐 작용이 에스트로겐과 그 수용체의 결합에 의해서가

아니라 항산화제(antioxidant)로서 작용하여 세포 보호효과를

나타낸다는 보고도 있다[16]. 이러한 에스트로겐 수용체는 뇌의

모든 부위에 분포하나 주로 해마의 CA1-CA3 부분, 전전두엽

기저막의 IV-VI층에 분포한다고 알려져 있다[17].

최근에 에스트로겐이 신경세포를 보호하는 효과가 있다는 결

과들이 보고되어 있으나 그것이 어떠한 기전을 통해 일어나는지

는 명확히 규명되어있지 않다. 그러나 몇몇 보고들에 의하면 에

스트로겐의 신경세포 보호효과가 에스트로겐 수용체를 매개로

이루어진다는 것과[17], 수용체를 필요로 하지 않는다는[14] 상

반된 결과들이 보고되고 있다.

본 연구는 이러한 에스트로겐의 신경세포 보호효과의 기전을

연구하고자 에스트로겐 수용체를 발현하고 있는 사람의 신경세

포주 SH-SY5Y (human neuroblastoma cell line)를 사용하였

으며, apoptosis를 유도하는 물질로 잘 알려진 staurosporine을

SH-SY5Y 세포에 처리하여 신경세포사를 일으키는 세포배양

시스템을 정립하였고 이때 에스트로겐을 투여하여 apoptosis가

저지되는가를 관찰하였다.

이를 위하여 세포형태관찰, MTT assay, LDH assay를 통해

세포의 생존율 및 치사율을 측정하고 DNA fragmentation과

Hoechst staining을 통해 apoptosis의 확인 및 에스트로겐의 신

경세포 보호효과를 확인하였으며 caspase-3의 활성을 측정함으

로써 staurosporine에 의한 apoptosis를 확인하고 에스트로겐이

이를 억제하는지를 알아보았다. 또한 caspase-3와 더불어 나타

나는 apoptosis의 특징의 하나인 PARP의 절편을 확인함으로서

SH-SY5Y 세포에서 staurosporine에 의하여 apoptosis가 일어

날 때 에스트로겐이 caspase-3의 활성을 줄임으로 해서 세포사

멸을 억제할 수 있음을 확인하였다.

실험재료 및 방법

1. 세포배양

본연구에사용된세포는사람의신경세포주인 SH-SY5Y (hu-

man neuroblastoma cell line)이다. 이 세포는 DMEM (Dulbec-

co’s Modified Eagle’s Medium) (Gibco-BRL) (1,000 mg/L-

glutamine, pyridoxine hydrochloride, 110 mg/L sodium pyru-

vate)배지에 10% FBS (Fetal Bovine Serum) (Hyclone)와

1% Penicillin/Streptomycin (Sigma)이 첨가된 배지를 사용하

여 37℃, 5% CO2 incubator (Forma)의 조건에서 배양하였다.

Serum이 제거된 DMEM과 1% Penicillin/Streptomycin이 첨가

된 배지에서 1시간 동안 배양한 후 Staurosporine (Calbiochem)

과 17 -estradiol (Sigma)을 처리하였다.

2. 세포관찰

본 연구에 사용된 SH-SY5Y (human neuroblastoma cell

line)세포에 staurosporine과 17 -estradiol 처리 전 후의 형태변

화를 microscopy (Olympus)를 이용하여 관찰한 뒤 CCD cam-

era (Samsung)를 이용하여 사진촬영 하였다.

3. 에스트로겐 수용체 확인

1) RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain

Reaction)
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① RNA분리

SH-SY5Y 세포를 100 mm 접시에 1.5×106 cells/well의 밀

도로 평판 배양하여 하룻밤동안 배양한 후 배지는 제거하고 de-

naturing solution (4 M guanidium thiocyanate, 25 mM so-

dium citrate pH 7.0, 0.1 M -mercaptoethanol, 0.5% N-

lauroylsarkosyl) 500 L 넣고 pipetting하였다. 2 M NaOAc

를 lysate의 1/10 부피, water-saturated phenol을 동일부피의

chloroform:isoamylalchol (49:1) (Sigma)의 혼합용액을 1/5

부피로 첨가 한 후 14,000 rpm에서 20분간 원심 분리하여 상층

액만 따서 새로운 용기에 옮긴다. 상층액과 100% isopropanol

(Sigma)을 1부피 넣고 -80℃에서 1시간 동안 정치시켰다. 14,000

rpm에서 30분간 원심 분리하여 생긴 침전물을 70% EtOH로 세

척하여 건조시킨 후 20 L DEPC (diethyl pyrocarbonate)가

처리된 증류수에 녹여 사용하였다.

② cDNA 합성

분리한 RNA는 UV/Visible spectrophotometer (Ultrospec,

Pharmacia Biotech)를 사용하여 농도를 260 nm에서 OD값을

측정하여 계산한 후 1 g/mL이 되도록 만들어 사용하였다. 먼

저 1 g/mL RNA와 20 g/mL Oligo dT primer (Promega)

를 혼합한 후 65℃에서 15분간 반응시키고, 5×M-MLV RT

buffer (Promega)를 4 L, 10 mM dNTP (Takara)를 1 L,

M-MLV Reverse Transcriptase (Promega)를 1 L씩 첨가

한 후 DEPC 증류수를 넣어 전체 반응액이 20 L가 되게 하여

42℃에서 1시간 동안 반응하여 cDNA를 합성하였다.

③ Primer 제작

두 가지 에스트로겐 수용체의 유전자를 증폭하기 위해서 다음

의 primer를 사용하여 PCR을 수행하였다. 이 primer는 human

ER 와 ER 에 특이적인 sequence를 선택한 것으로 이 primer

로부터 증폭되어 나오는 산물이 사람 특이적 에스트로겐 수용체

인 것이다.

ER forward: 5′-GTGCCCTACTACCTGGAGAACG-3′

reverse: 5′-GGTTGGCAGCTCTCATGTCTCC-3′

ER forward: 5′-CCTTACCTGTAAACAGAGAGAC-3′

reverse: 5′-CCAGGAGCATGTCAAAGATTTC-3′

④ PCR 증폭조건

PCR에 의한 ER 와 ER 유전자의 증폭조건은 10×reaction

buffer (Takara), 2.5 mM dNTPs mixture (Takara), 25 pmole

primer (GenoTech), SH-SY5Y 세포에서 분리한 ER 와 ER

cDNA, 그리고 5 U/ L EX Taq DNA polymerase (Takara)

를 첨가하여 전체 20 L의 반응액을 만들어 PCR cycler (MJ

Research)로 수행하였다. ER 와 ER 유전자의 PCR 증폭조

건은 Table 1에 나타내었다.

⑤ 증폭된 cDNA 확인

증폭된 PCR product는 1% agarose gel 전기영동을 하여 확

인하였다. Gel Doc 2000 (Bio-Rad)을 사용하여 agarose gel을

사진으로 나타내었다

4. Western blot analysis

1) 에스트로겐 수용체 확인

SH-SY5Y 세포를 100 mm 접시에 1.5×106 cells/well의 밀

도로 평판 배양하여 하룻밤 동안 배양한 후 배지는 모두 버리고

칼슘과 마그네슘이 제거된 PBS (Phosphate buffered saline)

로 세척한 다음 Protease inhibitor (aprotinin, leupeptin 각 각

2 g/mL, 100 g/mL PMSF)과, phosphatase inhibitor인

200 M Na3VO4가 첨가된 1×RIPA buffer (150 mM NaCl,

1% NP-40, 0.5% DOC, 0.1% SDS, 50 mM Tris (pH 8.0))

를 300 L씩을 접시에 떨어뜨려 세포를 용해하였다. 12,000 rpm

에서 10분간 원심 분리하여 상층액 만을 취해 Bicinchoninic acid

solution (BCA) (Sigma) 방법에 따라 단백질 정량을 하였다.

모든 시료는 50 g/mL이 되게 만들어 5×sample buffer (60

mM Tris, 2% SDS, 25% Glycerol, 14.4 nM BMF, pH 6.8)

와 혼합하여 100℃에서 5분간 끓인 후 사용하였다.

2) Caspase-3와 PARP 활성도 측정

SH-SY5Y 세포를 100 mm 접시에 1.5×106 cells/well의 밀

도로 평판 배양하여 하룻밤 동안 배양한 후 DMEM과 1% Peni-

cillin/Streptomycin이 첨가된 배지에서 1시간 동안 배양하였다.

10 nM 17- -estradiol을 1시간 전처리 한 후 500 nM stau-

rosporine을 처리하여 2-4시간 동안 배양하였다. 칼슘과 마그네

슘이 제거된 PBS(Phosphate buffer saline)로 세척한 다음 1×

RIPA buffer로 lysate를 만든 후 단백질 정량을 하였다. 각각의

시료는 50 g/mL이 되게 만들어 5×sample buffer와 혼합하

여 100℃에서 5분간 끓인 후 사용하였다.

3) 단백질 정량

각각의 시료를 5 L씩 따서 96 well plate에 놓고 BCA와

copper (II) sulfate (Sigma)를 49:1로 혼합한 용액을 200 L

씩 첨가하여 37℃에서 30분간 반응시킨 후 Microplate reader

로 570 nm에서 OD 값을 측정하였다.

ER ER

Temperature
(℃)

Time
(sec)

Temperature
(℃)

Time
(sec)

Denaturation 94 30 94 30
Annealing 62 60 60 60
Extension 72 90 72 90
Number of cycle 35 35

Table 1. PCR cycling condition for ER and ER cDNA
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4) 전기영동

8-15% SDS-PAGE에서 전기영동을 한 후 Wet transfer me-

thod (transfer buffer-0.25 M Tris, 1.92 M Glycine, pH 8.3-

8.4)로 polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane (millipore)

에 transfer하였다. TBST (200 mM Tris, 1.37 M NaCl, 0.05%

Tween-20)용액에 5% non fat dried milk를 녹여 30분간 block-

ing 한 후 각각의 조건에 맞는 일차항체를 4℃에서 하룻밤 동안

배양하였다. TBST로 10분씩 2번 세척한 후 이차항체(HRP)를

1시간 동안 실온에서 반응시키고 다시 TBST로 10분씩 3번 세척

한 후 ECL (Enhanced Chemiluminescence) (Amersham)과

반응시켜 형광발색 하였다. 각각의 SDS-PAGE 조건은 Table

2에 나타내었다.

5. 세포사 측정

1) MTT assay

실험에 들어가기 전 SH-SY5Y 세포를 96 well plate에 1×

104 cells/well의 밀도로 평판 배양하여 시간대 별로 staurosporine

과 17 -estradiol을 처리하였다.

인자들 처리 전에 Serum이 제거된 DMEM과 1% Penicillin/

Streptomycin이 첨가된 배지에서 1시간 동안 배양한 후 10 nM

17 -estradiol, 500 nM Staurosporine 순으로 1시간씩 전 처리

하여 18시간 동안의 변화를 측정하였다. 24시간 동안 처리 후 5

mg/mL MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-

2H-tetrazolium bromide) (Sigma) 용액을 well당 15 L씩 넣

고, 4시간 incubator에서 배양 후 Solubilization buffer (10%

SDS, 50% Dimethylfomamide, pH 4.7)를 100 L씩 첨가하여

하룻밤 동안 반응시켰다. 18시간 후 Microplate reader (Bench-

mark, Bio-Rad)를 사용하여 OD570/630nm에서 읽었다.

2) LDH assay

SH-SY5Y 세포를 96 well plate에 3×104 cells/well의 밀도

로 평판 배양하여 위와 같은 방법으로 staurosporine과 17 -estra-

diol을 처리 한 후 24시간 동안 incubator에서 배양하였다. 시간

대 별로 media를 걷어 원심분리 한 후 상층액만 취해 96 well

plate에 50 L씩 놓고 Cytotoxicity Detection Kit (LDH) (Ro-

che)의 solution A와 B의 45:1 혼합액을 시료와 동일하게 첨가

한 뒤 30분간 실온에서 반응시킨 후 Microplate reader (Bio-

Tek)를 사용하여 OD490/630nm에서 읽었다.

3) DNA fragmentation

SH-SY5Y 세포를 100 mm 접시에 1.5×106 cells/well의 밀

도로 평판 배양하여 하룻밤 동안 배양한 뒤 위와 같은 방법으로

10 nM 17 -estradiol, 500 nM Staurosporine을 처리 한 후 -

mercaptoethanol이 제외된 Denaturing solution 500 L를 처리

하여 10분간 실온에서 배양한 후 Phenol:Chroloform: Isoamy-

lalcohol (25:24:1) 혼합용액을 동일 부피 넣고 12,000 rpm, 16

℃에서 10분간 원심분리를 하였다. 상층액을 다른 용기로 옮기고

다시 한 번 Phenol:Chroloform:Isoamylalcohol 혼합용액을 동일

부피 넣고 12,000 rpm, 16℃에서 10분간 원심분리를 하였다. 다

시 상층액을 새로운 용기에 옮긴 후 2배 부피의 100% EtOH와

1/10배 부피의 3 M Sodium Acetate (pH 5.2)를 넣고 -20℃

에서 1시간 반응시킨 다음 12,000 rpm, 16℃에서 10분간 원심

분리를 하였다. 용액을 제거하고 건조시킨 후 20 L TE buffer

(10 mM Tris-Hcl (pH 8.0), 1mM EDTA)에 1 mg/mL

RNase를 함께 처리하여 37℃에서 1시간 동안 배양하였다. UV/

Visible spectrophotometer (Ultrospec, Pharmacia Biotech)를

사용하여 260 nm에서 농도를 측정한 뒤 1.5% Agarose gel에

5 g/mL ethidium bromide를 첨가하여 3 g의 DNA를 load-

ing하여 50 mA로 전기영동 하였다.

4) Hoechst staining

위와 같은 조건으로 SH-SY5Y 세포를 10 mm Cover slip

(Nunc) 위에 2×104 cells/well의 밀도로 평판 배양하여 하룻

밤동안 배양시킨 후 위 실험과 같이 10 nM 17 -estradiol, 500

nM Staurosporine을 처리하였다. PBS로 세 번 세척한 후 2.5%

Glutaraldehyde (Sigma)로 5분간 세포를 고정시킨 뒤 1 g/

mL adenine-thymine-base-pair-specific DNA dye Hoechst

33285 (bis-benzimide) (Sigma) 용액을 넣고 -20℃에서 10분

간 염색하였다. 형광현미경(Zeiss)에서 4,6-Diamino-2-phenylin-

dole (DAPI) filter로 관찰한 후 CCD camera (Apogee)로 사

진촬영 하였다.

결 과

1. 에스트로겐 수용체 확인

본 연구에서 사용하고 있는 사람의 신경세포주인 SH-SY5Y

(human neuroblastoma cell line) 세포 내에 에스트로겐 수용

체의 유무를 RT-PCR 방법과 Western blot 방법을 사용하여 확

인하였다. mRNA 수준에서의 에스트로겐 수용체의 유무를 확인

Polyacrylamide
(%)

Primary Ab
Secondary

Ab
Primary Ab

dilution

ER 8 Anti-Estrogen Anti-mouse 1:1,000
Recetor(UBI) IgG

ER 8 ER (Y19) Anti-goat 1:500
(Santa Cruz) IgG

Caspase-3 15 Anti-Caspase-3 Anti-rabbit 1:1,000
(PharMingen) IgG

PARP 8 Anti-PARP Anti-mouse 1:1,000
(PharMingen) IgG

Table 2. SDS-PAGE condition
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하기 위해 RT-PCR (Fig. 1A)을 수행하였고, 단백질 수준에서

의 에스트로겐 수용체 유무를 확인하기 위해 Western blotting

(Fig. 1B)을 수행하여 SH-SY5Y 세포 내에 에스트로겐 수용체

의 존재를 확인하였다.

세포에서 RNA를 추출하여 cDNA를 합성한 후 에스트로겐

수용체 와 유전자의 특이적인 primer를 제작하여 PCR을 수

행한 결과 SH-SY5Y 세포 내에 와 수용체 모두가 존재함

을 알 수 있었다. 이때 실험의 조건 등을 확인하기 위한 control

실험군으로 세포내 과발현되는 GAPDH (glyceraldehyde-3 pho-

spate dehydrogenase)에 특이적인 primer를 사용하며 그 결과

물을 확인하였다(Fig. 1A). 또한 에스트로겐 수용체 와 의 특

이적인 항체들을 이용하여 Western blotting을 수행한 결과 역

시 세포 내에 와 수용체 모두 존재함을 알 수 있었으며 항

체의 특이성을 확인하기 위하여 ER , ER 를 과발현하는 세포

주와 비교하였다(Fig. 1B). 이러한 실험 결과들로부터 SH-

SY5Y 세포 내에는 에스트로겐 수용체 와 가 모두 존재한다

는 것을 확인하였다(Fig. 1).

2. Staurosporine에 의한 세포사 측정

Staurosporine은 일반적으로 알려진 protein kinase inhibitor로

서 apoptotic 세포사를 유도하는 약물로 알려져 있으며 또한 SH-

SY5Y 세포에서 apoptosis를 유도하는 staurosporine의 최적의

농도는 500 nM이라고 알려져 있다[18]. 따라서 본 연구 과정 동

안 모든 실험에는 staurosporine의 농도를 500 nM로 사용하고

에스트로겐은 생체 내 농도로 알려진 2-10 nM을 사용하였다.

1) Microscopy 관찰

Staurosporine에 의하여 유도되어진 신경세포사에 대한 에스

트로겐의 보호효과를 알아보기 위해 먼저 대조군의 세포모양을

staurosporine을 처리한 군과 세포모양을 비교하여 관찰하였다.

Staurosporine을 처리하여 세포모양을 관찰한 결과 staurosporine

만을 처리한 세포들은 세포의 응축과 신경돌기의 소멸이 일어나

며 세포사가 진행되고 있었으나 에스트로겐을 함께 처리한 군이

staurosporine만 처리한 군에 비해 세포의 응축이 적게 나타나고

신경돌기가 많이 남아있는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2). 즉,

에스트로겐이 staurosporine에 의한 세포사를 억제하고 있음을

현미경을 통해 육안으로 관찰할 수 있었다.

2) MTT assay

SH-SY5Y 세포에서 에스트로겐이 staurosporine에 의한 신경

세포사를 억제할 수 있는지 알아보기 위해 MTT assay를 수행

하였다. 시간대 별로 SH-SY5Y 세포에 500 nM staurosporine

을 처리한 후 18시간 후에 MTT assay를 수행하여 분석 한 결

과 세포의 생존율은 아무 것도 처리하지 않은 대조군의 생존율

을 100%로 고정하였을 때 4시간에서는 79.03±1.30 (n=8), 8

시간에서는 66.45±3.02 (n=8), 18시간에서는 56.39±3.98

Fig. 1. Identification of ER or ER in SH-SY5Y human neuroblas-
toma cells. A: RT-PCR results with ER or ER in SH-SY5Y human
neuroblastoma cells. Single bands were found for both mRNAs
after electrophoretic separation in the ethidium-bromide stained
1% agarose gel with approximate sizes of 480 bp and 780 bp for
ER and ER respectively. (a) lanes: Marker, ER in SH-SY5Y,
GAPDH. (b) lanes: Marker, ER in SH-SY5Y, GAPDH. B: Western
analysis of ER or ER in SH-SY5Y human neuroblastoma cells.
hER and hER were transfected with human ER and ER cDNA
in HT22 cells. hER and hER were positive control. Western
analysis using an antibody for ER (UBI 1:1,000) and ER (Santa
Cruz 1:500).

RT-PCR

(a) ER (b) ER

←ER←

←ER

←GAPDH
GAPDH

Western blot analysis

SY5Y hER SY5Y hER

Fig. 2. The morphology of SH-SY5Y neuroblastoma cells with
staurosporine and 17b-estradiol treatment. Cells were treated with
medium alone (control), 10 nM 17 -estradiol (E2), 500 nM stau-
rosporine (STS), or staurosporine plus 17 -estradiol (STS+E2).
Images were analyzed by microscopy (Olympus) (×200).

ctrl
2 hr 4 hr 8 hr

E2

STS

STS

+E2

A

B
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(n=8)을 나타내었다(Table 3). 여기에 10 nM 에스트로겐을

함께 처리했을 때에는 4시간에서는 84.75±6.72 (n=8), 8시간

에서는 73.80±4.02 (n=8), 18시간에서는 58.33±1.78 (n=8)

의 생존율이 증가하는 양상을 보였다(Table 3). 따라서 에스트로

겐이 staurosporine에 의한 신경 세포사에 4시간에서는 약

5.67%, 8시간에서는 약 7.35%, 18시간에서는 약 1.93%의 보호

효과를 나타내는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 3).

3) LDH assay

세포가 죽거나 용해될 때 세포의 원형질막으로부터 분비되는

물질인 lactate dehydhydrogenase를 측정할 수 있는 LDH assay

kit를 이용하여 staurosporine을 처리한 후 24시간 동안의 변화

를 OD490/630nm에서 흡광도를 측정해 세포의 치사율을 알아보았다.

그 결과 아무 것도 처리하지 않은 대조군은 15시간에 4.387±0.24

(n=11), 18시간에 5.059±0.17 (n=11), 21시간에는 6.082±

1.71 (n=11)로 나타난 것에 비하여 500 nM staurosporine을 처

리한 군은 15시간에 22.08±1.27 (n=11), 18시간에 23.93±1.51

(n=11), 21시간에 26.5±7.34 (n=11)로 대조군에 비해 치사율

이 증가하였다(Table 4). 또한 500 nM staurosporine과 10 nM

에스트로겐을 함께 처리한 군은 15시간에 17.19±0.59 (n=11),

18시간에 18.82±1.05 (n=11), 21시간에 18.28±5.35 (n=11)

4 hr 8 hr 18 hr

Ctrl E2 STS
STS
+E2

[STS+E2]
-[STS]

Ctrl E2 STS
STS
+E2

[STS+E2]
-[STS]

Ctrl E2 STS
STS
+E2

[STS+E2]
-[STS]

% 100.04 102.86 79.03 84.75 5.6 99.99 101.89 66.45 73.80 7.35 99.97 99.17 56.39 58.33 1.93
± ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± ±

8.26 4.48 1.30 6.72 5.42 5.93 3.97 3.02 4.02 1.0 3.79 6.13 3.98 1.78 2.2

Table 3. Estrogen protective effects of staurosporine by MTT assay
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Fig. 4. LDH assay of SH-SY5Y human neuroblastoma apoptotic
cells. The cells seeded at a density of 3×104 cells/well onto 96-well
plates. LDH release sample from control (●), either 17 -estradi-
ol (E2) (�), staurosporine (■), or staurosporine plus 17 -estra-
diol (STS+E2) (□). Two-sides ANOVA with Student’s test pairs with
comparisons was used for statistical analysis, with ***p<0.001 in
comparisons to the staurosporine treated group. Data are mean±
SEM values (n=11).

***
***

***

15 hr 18 hr 21 hr

Ctrl E2 STS
STS
+E2

[STS+E2]
-[STS]

Ctrl E2 STS
STS
+E2

[STS+E2]
-[STS]

Ctrl E2 STS
STS
+E2

[STS+E2]
-[STS]

OD 4.387 3.714 22.08 17.19 4.882 5.059 3.837 23.93 18.82 5.104 6.082 5.250 26.5 18.28 8.22
490/ ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± ±

630 nm 0.24 0.13 1.27 0.59 0.68 0.17 0.17 1.51 1.05 0.46 1.18 1.50 7.34 5.35 1.98

Table 4. Estrogen protective effects of staurosporine by LDH assay
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Fig. 3. Effect of 17 -estradiol on the viability of SH-SY5Y neurob-
lastoma cells. Cells were grown in DMEM with concentration of
17 -estradiol (10 nM), staurosporine (500 nM). After 18 h the cel-
lular viability was assessed by MTT assay. Samples were control
(●), 17 -estradiol (E2) (�), staurosporine (■), or staurosporine
plus 17 -estradiol (STS+E2) (□). Two-sides ANOVA with Stu-
dent’s test pairs with comparisons was used for statistical analy-
sis, with ***p<0.001 in comparisons to the staurosporine treated
group. Data are mean±SEM values (n=11).

***

***
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로 에스트로겐을 함께 처리했을 때 각 각 5.06±0.68, 5.1±0.46,

8.22±1.98로 세포 치사율이 감소하였다(Fig. 4).

3. DNA fragmentation

Apoptosis가 일어나게 되면 DNA가 endogeneous한 Ca2+과

Mg2+과는 독립적으로 endonuclease (예를 들어, caspase-acti-

vated DNase)의 활성에 의하여 180-200 bp로 잘려지게 되며

전기영동으로 agarose gel 상에서 분리해 볼 경우 사다리와 같은

DNA 절편 모양이 나타나게 된다[19]. 이에 DNA fragmenta-

tion assay를 수행하여 staurosporine에 의해 유도된 apoptosis가

에스트로겐에 의해 억제되는지를 알아보았다. SH-SY5Y 세포에

앞의 실험들과 같이 staurosporine과 17 -estradiol을 처리하고

4시간, 8시간 뒤에 1.5% agarose gel을 통한 전기영동으로 확인

하여 본 결과 4시간, 8시간 모두 staurosporine과 에스트로겐을

함께 처리한 군에서 staurosporine만을 처리한 군에 비해 DNA

분절이 줄어드는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 5).

4. Hoechst staining

Apoptosis를 확인하기 위한 또 다른 방법으로 Hoechst stain-

ing을 수행하여 핵내의 변화인 chromatin 응축이나 DNA 분절

현상을 세포의 수준에서 관찰하여 staurosporine에 의한 apopto-

sis가 에스트로겐에 의해 억제되는지를 알아보았다. staurosporine

을 처리한 군에서는 많은 수의 세포에서 핵 내 chromatin의 응

축과 분절을 관찰하여 apoptosis가 일어나고 있음을 확인했으며

(Fig. 6C), 에스트로겐을 함께 처리한 군에서는 핵 내 chromatin

의 응축과 분절이 일어나는 세포의 수가 staurosporine을 처리한

군에 비해 현저히 줄어드는 것으로 보아 staurosporine에 의한

apoptosis가 에스트로겐에 의해 억제되고 있음을 알 수 있었다

(Fig. 6D).

5. Caspase-3 활성도 측정

최근의 연구들에 따르면 apoptosis 과정에서 interleukin 1

변환효소(interleukin-1- -converting enzyme; ICE)계열의 약

12종의 시스틴 계열의 단백질 분해 효소인 caspases들이 stau-

rosporine에 의한 apoptosis로 활성화된다는 보고들이 있다[3].

이러한 caspases들은 단백질 분해 기능을 가지면서 세포사멸의

신호를 수행하는 유전자로서 역할을 하는데, 세포 사멸의 신호를

받게 되면 caspases 계열이 활성화되는 cascade를 거치게 되고

최종적으로 활성화된 caspase-1, 3 및 4 등이 세포내의 중요한

단백질을 분해함으로서 세포사멸을 실행하는 것으로 알려져 있

다[3, 20]. 이러한 caspases들의 활성은 단계적으로 일어나는데

그 중 caspase-6, -8, -10들은 caspase-3이 없을 경우에 활성화

되지 않으며[20], 대부분의 caspases들의 활성 정도는 caspase-

3의 활성도를 측정함으로써 활성정도를 알 수 있다는 연구 결과

Fig. 5. Electrophoretical analysis of chromosomal DNA fragmen-
tation in staurosporine or 17b-estradiol treated SH-SY5Y neurob-
lastoma cells. Cells were treated staurosporine (STS), 17 -estra-
diol (E2) or both (S+E) for 4 h, 8 h. Chromosomal DNA was isolat-
ed from the cells. DNA (3 g/lane) was loaded onto 1.5% agarose
gels containing ethidium bromide. After electrophoresis, DNA
bands were visualized under ultraviolet light.

M ctrl E2 STS S+E STS S+E
4 hr 8 hr

Fig. 6. 17 -estradiol prevents nuclear fragmentation and apoptot-
ic bodies in staurosporine treated SH-SY5Y neuroblastoma cells.
The morphology of SH-SY5Y neuroblastoma cells treated with media
alone (control), 10 nM 17 -estradiol (E2), 500 nM st aurosporine
(STS), or staurosporine plus 17 -estradiol (STS+ E2) were analyzed
by fluorescent microscopy (ZEISS) (×400). Nuclear fragmentation
and condensation, as assessed by Hoechst dye 33285 staining
was prevented in staurosporine treated SH-SY5Y neuroblastoma
cells by adding 17 -estradiol. Arrow head indicates apoptotic cell.

Ctrl

Hoechst staining

E2

STS STS+E2

A B

C D



 8 염지현∙김희∙홍현석 외 3인

도 있다[3]. 또한 caspase-2, -8, -9, -10과 -12에 의해 다양한

caspase를 활성화시키는 caspase cascade가 시작되고 이 것이

caspase-3, -6, -7에 전달되어 다른 caspase들을 절단하게 된다

는 보고도 있다[3]. 이에 본 실험에서는 caspase-3의 특이적인

항체를 이용하여 Western blotting을 수행하여 caspase-3의 활

성도를 측정함으로서 staurosporine에 의하여 유도되어지는 신경

세포사와 에스트로겐의 신경세포 보호효과의 기전에 caspase-3가

연관되어져 있는가를 살펴보았다. Apoptosis로 인해 caspase-3

의 활성이 일어나게 되면 zymogen 상태로 있던 caspase-3는 34

kDa와 17 kDa 두 개의 절편으로 나뉘면서 활성화되게 되는데

본 실험의 결과를 살펴보면 2시간에서는 모든 실험군에서 cas-

pase-3 절편을 확인할 수 없었으나 apoptosis가 일어난 4시간에

서는 staurosporine을 처리한 군에서 caspase-3 절편을 확인할

수 있었고, 에스트로겐을 함께 처리한 군에서는 staurosporine을

처리한 군보다 절편이 감소하는 것을 볼 수 있었다(n=4). 따라

서 staurosporine으로 인해 유도된 apoptosis와 에스트로겐에 의

한 caspase-3가 연관되어 있는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 7).

6. PARP [Poly (ADP-Ribose) Polymerase] fragmentation
측정

Caspases의 기질로 알려진 단백질들은 세포의 기능을 조절하

는 데에 중요한 역할을 하는 것으로 알려지고 있으며, 이들이 활

성화된 caspases에 의해 절단되면 그 기능을 수행할 수 없으므

로 세포사가 유도된다. 그러한 기질들에는 PARP [Poly (ADP-

ribose) polymerase]와 같은 DNA repair관련 효소, actin, lamin,

fordin과 같은 세포골격 관련 단백질, PKC, phospholipase C,

PKA 등과 같은 신호전달관련 단백질 및 presenilin, huntingtin

과 같은 질병관련 단백질에 이르기까지 매우 다양하다[21]. 따라

서 본 실험에서는 다양한 기질 중에서 PARP의 절편을 확인하

여 staurosporine에 의한 apoptosis에서 에스트로겐의 보호효과를

알아보았다. 본 실험 결과에서는 staurosporine에 의해 caspase-

3가 가장 활성되는 4시간째에 PARP 절편을 확인할 수 있었으

며 에스트로겐을 함께 처리한 군에서는 staurosporine만을 처리

한 군보다 PARP절편이 감소하는 것으로 보아 caspase-3의 활

성이 떨어지는 것을 볼 수 있었다(Fig. 8).

고 찰

본 연구는 에스트로겐의 신경세포 보호효과의 기전에 대한 연

구의 한 부분으로서 사람의 신경세포종인 SH-SY5Y 세포에서

apoptosis가 일어날 때 17 -estradiol이 생체 내 농도 수준에서 보

호효과를 나타내며 이 효과가 caspase-3를 매개로 한다는 사실

을 처음으로 보여주고 있다. 17 -estradiol은 여러 약물들로 인해

나타나는 apoptosis에 대해 신경세포 보호효과를 나타낸다고 알

Fig. 8. Staurosporine-induced apoptosis showed PARP cleavage
in SH-SY5Y cells Cells were treated with medium alone (control),
10 nM 17 -estradiol (E2), 500 nM staurosporine (STS), or 500 nM
staurosporine plus 10 nM 17 -estradiol (STS+E2) for 2 h, 4 h. West-
ern blotting was performed with anti-PARP antibody. Two-sides
ANOVA with Student’s test pairs was used for statistical analysis,
with **p<0.01 in comparisons to the staurosporine treated group.
Data are mean±SEM (n=5).
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Fig. 7. Cspase-3 activation in SH-SY5Y cells is inhibited by 17 -
estradiol. Caspase-3 activity was measured in lysates prepared
from SH-SY5Y human neuroblastom cells treated with medium
alone (control), 10 nM 17 -estradiol (E2), 500 nM staurosporine
(STS), or 500 nM staurosporine plus 10 nM 17 -estradiol (STS+
E2) for 2 h, 4 h. Western blotting was perfromed with anti-caspase
3 antibody. Two-sides ANOVA with Student’s test pairs with **p<
0.01 in comparisons to the staurosporine treated group. Data are
mean±SEM (n=4). Caspase-3 activity (%) =[fragment/(full length-
fragment)]×100.
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려져 있다[8]. 또한 이와 같은 신경세포 보호효과에 에스트로겐

수용체가 관련된다는 증거들이 제시되고 있다[8, 22]. Behl 등의

연구에 의하면 에스트로겐 수용체가 결여된 HT22 세포에서도

apoptosis가 일어나는 동안에 에스트로겐의 보호효과를 확인할

수 있다고 한다[14, 23]. 그러나 다른 그룹들은 신경세포 보호

효과에 에스트로겐 수용체가 관련된다는 증거들을 제시하고 있

다[15, 24]. 즉, 신경세포 보호효과에 있어서 에스트로겐은 수

용체를 매개로 한다는 사실을 알 수 있으며 신경세포 보호효과

에 있어 에스트로겐의 수용체와 관련된 기전이 존재함을 알 수

있다. 이러한 기전에 에스트로겐 수용체의 유형에 따른 차이가

논의되기는 하나 실험에 사용한 17 -estradiol은 에스트로겐 수

용체의 유형과 관계없이 친화력을 가지고 있는 것으로서[25], 본

실험에서는 특별히 에스트로겐 수용체의 유형을 구분하지 않고

신경세포 보호효과를 확인하였다.

Staurosporine은 일반적으로 사용하는 protein kinase inhibitor

로서 serum이 배제된 media 상태에서 SH-SY5Y 세포의 apop-

tosis를 유도한다고 알려져 있다[26]. 따라서 본 연구에서는 SH-

SY5Y 세포에서 staurosporine으로 인해 나타나는 apoptosis 과

정동안의 세포형태, 생존율과 치사율, caspase-3와 PARP의 활

성도를 측정하였으며 또한 이 모든 실험을 통해 에스트로겐이

apoptosis를 억제한다는 사실을 17 -estradiol을 처리하여 알아

보았다. 이에 모든 결과들을 요약해 보면 다음과 같다.

첫째, MTT assay 결과를 살펴보면 staurosporine과 에스트

로겐을 함께 처리한 군에서 더 높은 흡광도를 보임으로서 더 높

은 생존율을 나타냈다. 즉, 에스트로겐은 staurosporine에 의한

신경세포사를 억제한다는 것을 알 수 있었다. 둘째, 세포의 치사

율을 측정한 LDH assay결과를 보면 staurosporine을 처리한 24

시간 후 에스트로겐을 함께 처리한 군과 staurosporine만을 단독

으로 처리한 군을 비교했을 때 후자가 더 높은 흡광도를 나타냈

으며 이로서 에스트로겐이 staurosporine으로 인한 신경세포사를

억제한다는 것을 확인할 수 있었다. 이는 에스트로겐이 신경세포

사에 보호효과를 나타낸다는 것을 알 수 있는 증거이다. 셋째,

DNA fragmentation의 결과는 staurosporine을 처리한 군에서

많은 절편을 확인할 수 있었으며 에스트로겐을 함께 처리한 군

에서는 에스트로겐의 보호효과로 인해 staurosporine을 처리한 군

에 비해 DNA fragmentation이 억제되는 현상을 볼 수 있었다.

넷째, Hoechst staining에서는 chromatin 응축이나 DNA 분절

현상을 DNA의 특이적인 dye로 염색하여 정상적인 핵과 비교하

였다. DNA의 손상을 확인한 결과 staurosporine만 처리한 군에

서는 정상적인 핵에 비해 여러 개의 작은 몇 개의 덩어리 조각으

로 나누어져 있었으며 또한 chromatin 응축현상으로 인해 정상

적인 핵에 비해 밝은 색을 나타내고 있었다. 이 실험에서 역시 에

스트로겐이 apoptosis에 보호효과를 나타낸다는 것을 확인할 수

있었다. 다섯째, caspases가 활성화된 상태가 될 때는 34 kDa과

17 kDa로 절단됨으로서 세포의 사멸을 촉진하는 것으로 알려져

있는데 실험에서 나타난 결과로 볼 때 staurosporine으로 유도된

세포사에 의해 17 kDa의 절편들이 증가하는 caspase-3 활성상

태를 나타났으며 에스트로겐과 함께 처리한 군에서는 그 활성도

가 떨어지는 것을 확인할 수 있었다. 여섯째, caspase-3의 활성

에 의한 PARP의 변화를 알아 본 결과 staurosporine을 처리한

군에서 PARP가 85 kDa의 절단된 형태로 나타났으며 에스트로

겐을함께처리하였을경우에는절편이감소하는것을확인하였다.

이와 같이 위의 모든 실험 결과들로부터 신경세포사가 일어나

는 과정에 에스트로겐이 보호효과를 나타낸다는 것을 다시 한번

확인할 수 있었다. 아직까지는 신경세포사 보호효과에 대한 에

스트로겐의 정확한 대사과정이 규명되지 않았지만 다른 여러 연

구 결과들과 마찬가지로 본 실험에서도 에스트로겐이 stauros-

porine에 의한 apoptosis에 대해 보호효과를 나타낸다는 사실을

여러 가지 실험방법을 통하여 증명할 수 있었으며 또한 cas-

pase-3와 PARP를 매개로 하여 apoptosis를 억제한다는 것을

알 수 있었다. 따라서 본 실험은 사람 신경세포종인 SH-SY5Y

세포에서 일어나는 apoptosis가 caspase-3를 매개로 하여 일어

나며 이러한 현상은 에스트로겐에 의해 억제된다는 것을 확인한

것에 그 의의가 있다.

에스트로겐의 신경세포 보호효과와 관련된 최근 보고에 의해

estradiol의 하위 단계로는 Bcl-2가 apoptosis를 조절하고 있다

는 것이 알려져 있다. 이 Bcl-2는 cytochrome c의 방출 증가와

caspase-3의 활성을 저해하는 antiapoptotic factor로 다양한 연

구에서 그 사실이 증명되었으며[18, 27, 28] saturosporine 이

외의 다른 여러 자극에 의해 유도되는 apoptosis를 억제한다고

보고되었다[29]. bcl-2 유전자의 promoter부분과 estradiol의 수

용체가 직접적으로 혹은 간접적으로 결합함에 의해 상위 단계인

estradiol은 survival (생존) 요소로 작용할 것이라는 가설도 있

다[30, 31].

위와 같이 아직까지 가설로만 나타나고 있는 에스트로겐의 신

경세포 보호기전 규명에 대한 연구가 실행되어야만 신경세포사

에 대한 효과적인 치료제로서 에스트로겐을 사용할 수 있을 것

이라 사료된다.
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