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Abstract — NF-E2-related factor 2 (Nrf2), a master regulator of antioxidant genes in animals, has been associated with the

resistance of cancer cells to several cytotoxic chemotherapeutics. Bortezomib, a reversible inhibitor of the 26S proteasome,

is a novel class anti-cancer therapeutics approved for the treatment of refractory multiple myeloma. However, the molecular

mechanism of drug-resistance remains elusive. In the present study, bortezomib sensitivity has been investigated in Nrf2

knockdown ovarian cancer cells. When Nrf2 expression is stably repressed using interfering RNA expression, bortezomib-

induced apoptosis and cell death were significantly enhanced compared to nonspecific RNA control cells. Knockdown cells

showed elevated expression in the catalytic subunit PSMB5, PSMB6, and PSMB7 compared to the control, and failed to

induce heme oxygenase-1 expression following bortezomib treatment. These indicate that differential proteasome levels and

altered expression of stress-response genes could be underlying mechanisms of bortezomib sensitization in Nrf2-inhibited

ovarian cancer cells.
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26S proteasome계는 세포 내 단백질 분해 및 제거에 핵심적

인 역할을 담당하여 세포의 생존, 세포주기, DNA 손상 복구, 단

백질 합성 조절 등 세포 생리 및 기능유지에 중요한 기능을 담

당한다. 26S proteasome은 19S 및 20S proteasome으로 구성되

는데, 19S proteasome은 ubiquitin으로 표식된 단백질을 인식하

고 3차 구조를 풀어 20S proteasome 으로의 진행을 가능케 한

다.1,2) 원통형 구조를 가지는 20S proteasome은 내부에 chemot-

rypsin-, caspase- 및 trypsin-유사 효소활성을 담당하는 catalytic

subunit인 PSMB5, PSMB6 및 PSMB7을 포함하며 19S protea-

some을 통해 들어온 단백질을 분해하는 역할을 담당한다. 따라

서 proteasome 계를 타겟으로 하는 저해제에 노출된 세포는 세

포주기 관련 단백질 및 전사인자들의 적절한 분해가 이루어지지

않아 정상 세포생리를 상실하게 되며, 과도하게 축적된 단백질

들로 인한 세포독성 및 세포사멸을 나타낸다.3) 이러한 proteasome

의 기능에 근거하여 Millennium Pharmaceuticals에서 개발한

bortezomib는 20S proteasome 효소활성의 rate-limiting 단계를

담당하는 PSMB5에 대한 가역적인 저해제로서 지난 2006년 새

로운 계열의 항암제로서 승인되어 다발성 골수종을 중심으로 사

용되고 있다.4,5) 그러나 최근 연구결과들은 bortezomib가 투여된

대다수의 환자에서 내성이 발달되며 경우에 따라 치료를 중단해

야 할 정도로 심각함을 보고하고 있다. 몇몇 보고들은 이러한 내

성이 bortezomib의 저해 타겟인 PSMB5의 발현 수준과 관계할

가능성을 보여준 바 있으나, 감수성을 결정하는 인자에 대한 정

확한 분자적 기전은 알려진 바가 없다.6,7)

Erythroid NF-E2 계열의 bZIP 전사인자인 Nrf2는 자극을 받

지 않는 세포에서 세포질 내 존재하는 Keap1 단백질에 결합되

어 26S proteasome 계를 통하여 분해됨으로써 낮은 수준 및 활
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성을 유지한다. 반면 자극을 받는 상태에서 Nrf2는 Keap1으로부

터 분리되어 핵 내로 이동하고 small Maf 등의 타 bZIP 단백질

과 함께 다양한 유전자 프로모터 상의 antioxidant response ele-

ment(ARE)에 결합한다.8-10) ARE의 활성화를 통해 발현이 증가

하는 유전자군은 catalase 및 glutathione(GSH) peroxidase 등

활성산소종 제거 효소들, GSH 및 thioredoxin(TXN) 등 thiol 함

유인자들, NAD(P)H: quinine oxidoreductase-1(NQO1) 및 glu-

tathione-S-transferases(GSTs) 등 약물 해독화 효소들을 포함한

다.11,12) Nrf2를 통한 이들 하위 유전자군들의 발현증가로 인해

세포는 다양한 친전자성 물질 및 활성산소종들을 빠르게 제거하

고 세포 내 환원능을 유지하여 환경성 유해인자들로부터 보호될

수 있는 자체 방어기전을 획득하는 것으로 해석된다. 그러한 최

근의 몇몇 연구들은 Nrf2 시스템이 암세포의 항암제 저항성 및

증식촉진에 기여함으로써 부정적으로 측면을 가짐을 보여주고

있다.13) 이러한 결과는 당초 암세포 및 종양 조직을 대상으로 수

행된 Nrf2 및 Keap1의 유전자 변이 분석과정에서 제시되었다.

즉 몇몇 폐암세포주 및 폐암의 종양 조직에서는 Keap1의 체세

포돌연변이가 발견되었고 이러한 변이가 Nrf2를 억제하는 Keap1

의 기능을 소실시킴으로써 Nrf2의 과도한 활성화 현상을 야기함

이 확인되었다.14,15) 이후 여러 연구들을 통하여 암세포에서 증가

한 Nrf2 활성이 세포독성 항암제의 해독화에 관여하는 GSH 양

의 증가를 이끌고 GST 등 해독화 효소 발현 증가를 통해 항암

제 내성을 유발할 수 있음이 보여졌다.16-19) 이러한 보고들은 암

세포의 항암제 내성을 조절할 수 있는 타겟으로서 Nrf2 시스템

이 제시될 수 있음을 제시한다.

본 연구에서는 새로운 그룹의 항암제로서 대두되는 proteasome

저해제인 bortezomib에 대한 암세포 반응성에서 Nrf2 시스템의

역할을 살펴보았다. 즉 간섭 RNA 도입기법을 이용하여 난소암

세포주인 SK-OV3에 비특이적 shRNA 또는 Nrf2 특이적인

shRNA를 발현시켜 영구 세포주를 얻고 이들 세포가 나타내는

bortezomib 반응성을 비교하였다. 연구 결과 Nrf2가 영구적으로

억제된 난소암 세포주는 bortezomib에 대해 대조군에 비해 더

높은 정도의 세포독성 및 세포사멸 현상을 나타냄을 확인하였다.

Proteasome 구성인자들의 발현 정도를 분석한 결과 Nrf2 넉다

운 난소암 세포주에서 PSMB5를 비롯한 subunit 발현이 대조군

에 비해 높음이 확인 되었으며, bortezomib 처치 후 heme oxy-

genase-1(HO-1)의 발현증가 현상이 대조군에서와 달리 넉다운

세포에서 소실됨을 관찰하였다.

실험방법

시약

Bortezomib(PS-341)는 Selleckchem사(TX, USA)에서 구입하

였다. 세포배양을 위한 배지 및 시약들은 Chembrex사(MD, USA)

또는 Hyclone사(Utah, USA)에서 구입하였으며, RT-PCR 분석

용 시약 및 효소들은 Invitrogen사(CA, USA) 및 Epicentere사

(WI, USA)에서 구입하였다. MG132 등 그 외 시약들은 Sigma-

Aldrich사(MO, USA)에서 구입 하였다.

세포배양 및 Nrf2 넉다운 세포주

사람의 난소암 세포주 SK-OV3(Korean Cell Line Bank,

Republic of Korea)는 10% fetal bovine serum(FBS, Hycone)

과 penicillin/streptomycin 을 첨가한 RPMI 1640배지(Chem-

brex Bio Science)를 이용하여 배양하였다. Nrf2 넉다운 세포주

는 Manandhar et al.
20)과 같이 확립하였다. 간단히 설명하면, 비

특이적인 shRNA(5'-CCTAAGGTTAAGTCGCCCTCGCTCTA-

GCGAGGGCGACTTAACCTTAGG-3') 또는 Nrf2 shRNA(5'-

CCGGGCTCCTACTGTGATGTGAAATCTCGAGATTTCA-

CATCACAGT-AGGA-3')를 포함하는 pLKO.1 벡터를 MissionTM

Lentiviral Packaging Mix(Sigma-Aldrich)와 함께 HEK293 세포

주에 도입하여 viral particle을 얻고 SK-OV3 세포주에 감염시켰

다. 이후 puromycin을 포함한 배지에서 4주간 배양하여 shRNA

를 발현시키는 영구 세포주를 확립하였다.

MTT 분석

5×103 cells/well의 숫자로 96 well plate에서 배양한 세포에

bortezomib 또는 MG132를 24시간 동안 처리 후 MTT 용액(2

mg/ml)을 가하고 4시간 동안 추가 배양하였다. MTT 용액을 제

거한 뒤, 100 µl의 dimethyl sulfoxide(DMSO)를 가하고 Versa-

max microplate reader(Sunnyvale, CA, U.S.A.)를 이용하여

540 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.

세포사멸 분석

6-well plate에서 FBS가 없는 배지를 이용하여 하룻밤 배양한

세포에 bortezomib를 반응시켰다. 그 후 세포를 RNase A가 포

함된 20 µg/ml propidium iodide(PI; Sigma Aldrich) 용액에 20

분간 반응시키고 sub-G1 기의 세포 분획을 flow cytometry

(FACSCalibur, BD Bioscience, NJ, USA) 방법을 이용하여 측정

하고 CellQuest(BD Bioscience)로 분석하였다.

RNA 추출 및 RT-PCR 분석

분석을 위한 RNA는 Trizol(Invitrogen, CA, USA) 용액을 이

용해 추출하였으며 역전사효소를 이용하여 cDNA를 합성하였다.

생성된 cDNA를 이용하여 PCR 분석을 수행하였으며(BioRad,

CA, USA) 이 때 사용된 primer는 Bioneer사(Daejeon, Republic

of Korea)에서 합성하였다. 각 유전자 발현 측정을 위해 사용한

primer 염기배열은 다음과 같다. HPRT1, 5'-AGATGTCAT-

GAAGGAGATGG-3와 5'-TACAGTAGCTCTTCAGTCTG-3;
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Nrf2, 5'-GAACTGTAGGAAAAGGAAGC-3와 5'-GAGTATTC-

ACTGGGAGAGTA-3'; PSMB5, 5'-TTGGCTCGGCAGTGTC-

GAATCTAT-3'와 5'-ACACCATGTTAGCGAGCAGTTTGG-3';

PSMB6, 5'-TGCAGTTCACTGCCAATGCTCTC-3'와 5'-TGGC-

AACGTGGCAATGGTGA-3'; PSMB7, 5'-CGTCCATTCTCAG-

TGCCCAACA-3'와 5'-TATCCAACCACCCACAGCACCA-3';

PSMA1, 5'-TGCTGGTTGCACTGAAGAGAGC-3'와 5'-AATC-

CAAACACTCCTGGCGCA-3'. 증폭된 DNA는 Visi Doc-ItTM

Imaging system(UVP, CA, USA)을 이용하여 디지털 이미지화

하였다. Real-time PCR 분석은 Takara SYBR Premix ExTag

system(Otsu, Japan)을 이용하여 Roche Light Cycler(Man-

nheim, Germany)로 시행하였다.

Proteasome 활성 측정

배양한 세포로부터 세포균질액을 준비하고 기질로서 50 µM의

Suc-LLVY-AMC(succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amino-4-methyl-

coumarin) 또는 Z-ARR-AMC(Z-Ala-Arg-Arg-7-amino-4-methyl-

coumarin)(Calbiochem, CA, USA)을 가하고 Tris-HCl(pH 7.8),

20 mM KCl, 5 mM MgCl2 및 1 mM DTT를 포함하는 용액에서

20분간 반응시켰다. 반응 후 유리된 AMC에서 유래하는 형광을

360 nm(excitation) 및 460 nm(emission)에서 측정하였다.

통계처리

통계적 유의성 검증은 Student t-test 또는 One-way ANOVA -

Student-Newman-Keuls 분석을 통하여 이루어졌다(GraphPad

Prism, CA, USA).

실험결과 및 고찰

Nrf2 넉다운 난소암 세포주의 bortezomib에 대한 세포독성 증가

최근 다수의 그룹 연구자들이 암세포 및 종양조직에서 Keap1

및 Nrf2의 체세포돌연변이가 발생되며, 이러한 변이 결과 Nrf2

활성이 증가하는 결과를 낳음을 보여주었다.14,15,17) 암세포에서

증가한 Nrf2 활성은 종종 항암제 내성에 관여할 가능성이 제기

되었다. 본 연구자 그룹에서도 Nrf2가 소실된 마우스 유래 fibro-

blast에서는 정상 fibroblast에 비해 항암제인 cisplatin에 의한 세

포사가 증가되며, cisplatin 내성을 가진 세포주에서 간섭 RNA

를 통한 Nrf2 발현 억제가 cisplatin 감수성 증가 현상을 이끔을

보여준 바 있다.21) 그 외에도 Nrf2와 항암제 감수성과의 상관관

계는 doxorubicin 등 anthracyclin 류 항암제, 5-fluorouracil 등

세포분열 저해제 및 docetaxel 등의 taxol 계열 항암제 등에서도

보여졌다.16-20) 이는 Nrf2 발현상태에 따른 GSH 및 제2상 대사

효소들의 발현 수준이 세포독성 항암제의 해독화 정도를 결정한

다는 면에서 예측되는 현상이나, 그 외 taxol 류에서 보여지는 감

수성과의 상관성은 다양한 분자적 기전이 관여할 가능성을 암시

한다.

본 연구에서는 Nrf2 시스템이 proteasome을 저해하는 기전을

새로운 작용방식으로 가지는 항암제인 bortezomib 내성에 관여

할 가능성을 알아보았다. Bortezomib는 타 항암제에 내성을 가

지는 다발성 골수종을 중심으로 혈액암에 적용하고 있으나, 현

재 고형암에의 적용 가능성을 타진하기 위하여 고형암의 borte-

zomib 반응성 탐색 및 내성에 관여하는 인자 규명 등의 노력이

이루어지고 있다. 특히 bortezomib 투여 환자의 대다수에서 내

성이 발달되는 문제가 대두되면서 새로운 항암제인 proteasome

저해제에 대한 세포 내성을 결정하는 인자를 찾기 위한 노력이

활발하다. 연구를 위하여 bortezomib에 내성을 보이는 난소암 세

포주인 SK-OV3을 선택하고 proteasome 저해제에 대한 반응성

이 Nrf2 발현을 억제시킴으로써 어떻게 변화하는지 살펴보았다.

Nrf2가 영구 억제된 SK-OV3 세포주는 이전 연구에서와 같이 확

립되었으며 Nrf2 발현이 80% 이상 억제되고 그 결과 GSH 합

성 효소인 GCLC 등 하위 유전자들의 발현이 50% 이상 감소함

을 확인한 바 있다. 본 난소암 세포주에 bortezomib를 24시간 동

안 반응시킨 후 세포독성을 MTT 분석을 통하여 관찰한 결과,

200 및 400 nM의 bortezomib 처치 후 비선택적인 shRNA를 발

현시키는 대조군 세포는 각각 90% 및 66%의 세포가 생존하였

으나 Nrf2가 억제된 세포는 56% 및 36% 만이 생존하였다(Fig.

1A). 이러한 반응성의 차이를 통계적으로 분석하였을 때 Nrf2 넉

Fig. 1 − Cell viability following bortezomib treatment in Nrf2

knockdown cells. (A) Nonspecific shRNA (NS) or Nrf2

shRNA expressing SK-OV3 cells (Nrf2i) were incubated

with vehicle (DMSO) or bortezomib (BTZ, 0.2 and 0.4 µM)

for 24 h and cell viability was monitored by MTT analysis.

(B) Cells were treated with 0.2 µM bortezomib for 24, 48

or 72 h, and viability was assessed. (C) Cells were treated

with MG132 (20 and 50 µM) for 24 h and cell viability was

measured by MTT analysis. Values are means±S.E. from 8

sampled wells. aP<0.05 compared with NS of each

treatment.
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다운은 800 nM bortezomib에 대해서 대조군인 비선택적 shRNA

발현군에 비해 유의성 있는 감수성 증가를 보였다. 그러나 400 nM

의 bortezomib에 대해서는 통계적 유의성이 관찰되지는 않았다.

이러한 결과는 bortezomib의 반응 시간을 달리한 실험에서도 확

인되어 48시간 및 72시간의 반응 후 생존한 세포의 수는 Nrf2

넉다운 세포주에서 더 많은 정도로 감소하였다(Fig. 1B). 다음으

로 관찰된 bortezomib 반응성을 다른 종류의 proteasome 저해

제에서도 확인하기 위하여 같은 세포주에 20 및 50 µM의 MG132

를 24시간 동안 반응시키고 MTT 분석을 시행하였다. 그 결과

bortezomib에서와 유사하게 Nrf2 넉다운 세포주는 MG132에 대

해 증가된 세포독성을 보였다. 즉 20 µM의 MG132 처치 후 대

조군 세포는 72%가 생존하였으나 Nrf2 넉다운 SK-OV3는 단지

24%만이 생존하였다(Fig. 1C). 이러한 결과는 Nrf2의 억제가 난

소암세포에서 bortezomib및 MG132와 같은 proteasome 저해제

에 대한 반응성을 증가시킴을 보여주고 있다.

Nrf2 넉다운 세포주에서 bortezomib에 의한 세포사멸 증가

앞서 Nrf2를 억제한 난소암 세포주에서 bortezomib 처치 후

생존 세포수가 현저히 감소함을 확인하였으므로 다음에는 감소

한 생존 세포수가 bortezomib에 의한 세포사멸 차이에서 기인하

는지 확인하고자 하였다. 즉 대조군 및 Nrf2 넉다운 세포주에

bortezomib 400 nM을 24시간 동안 반응시키고 세포를 PI 염색

후 G1기 이하에 머물러 있는 세포의 비율을 측정함으로써 세포

사멸 정도를 측정하였다. 그 결과 bortezomib의 24시간 처치는

대조군 세포에서 세포사멸을 이끄는 것으로 나타났다. 대조군의

4%에 비해 sub-G1기의 세포는 bortezomib 처치 후 21%로 증

가하였다. 동시에 세포사멸 비율을 Nrf2 넉다운 세포주에서도 관

찰한 결과 bortezomib 처치는 더 높은 정도의 세포사멸을 이끄

는 것으로 나타났다. Sub-G1기에 머물러 있는 세포는 36%로서

bortezomib 처치에 대해 Nrf2 넉다운 세포주가 증가된 세포사멸

을 보임을 확인하였다(Fig. 2A, 2B). 이러한 결과는 Nrf2 발현의

억제가 bortezomib에 대한 세포사를 촉진할 수 있는 방법임을

제시하고 있다.

Nrf2 넉다운 난소암 세포주는 증가된 proteasome 구성 단백질

발현을 보임

기존 보고들에 의하면 bortezomib에 대한 내성을 보이는 종양

세포에서 proteasome 발현 변화 또는 변이가 발견되며 이들이

내성의 원인으로 작용할 가능성이 제시되었다.22) 인위적으로

bortezomib 내성을 유발시킨 골수성 단핵구 세포를 이용한 연구

에서 PSMB5의 bortezomib 결합부위에서 변이가 발견되었으며

이와 함께 PSMB5의 발현이 증가함을 보였다.23) 이는 protea-

some의 발현 수준의 변화가 bortezomib 반응성에 영향을 미칠

가능성을 제시한다. 또한 몇몇 연구에서는 bortezomib 반응성을

세포주별로 비교하고 이들 세포주에서 PSMB5의 발현 수준을

비교한 결과 PSMB5의 발현 수준이 낮은 세포주가 bortezomib

내성을 가진다는 사실을 관찰하기도 하였다.24) 이러한 결과들은

PSMB5의 발현 변화가 bortezomib 반응성을 결정하는 중요한

인자임을 제시하나, 실제 발현정도가 어떤 방식으로 반응성과 연

계되는지는 세포 타입마다 또한 내성의 발달 상황에 따라 다를

가능성을 제시하고 있다.

Fig. 3 − Levels of the proteasome in Nrf2 knockdown cells. (A)

Transcript levels for PSMB5, PSMB6, PSMB7, and PSMA1

were determined by RT-PCR analysis in nonspecific

shRNA (NS) or Nrf2 shRNA (Nrf2i) expressing cells.

(B~C) Chemotrypsin-like (B) and trypsin-like peptidase

activities (C) were assessed in unmodified SKOV3 (SKOV),

nonspecific shRNA expressing SKOV3 (NS) and Nrf2

knockdown SKOV3 (Nrf2i) using Suc-LLVY-AMC or Z-

ARR-AMC as specific substrate peptides. Values are

mean±S.E. from 3 experiments. aP<0.05 compared with

NS group.

Fig. 2 − Apoptotic cell measurement following bortezomib treatment.

(A) Flow cytometric analysis of sub-G1 phase following PI

staining. Cells with nonspecific shRNA (NS) or Nrf2

shRNA expression plasmid (Nrf2i) were incubated with

bortezomib (BTZ, 0.4 µM) for 24 h. (B) Apoptotic cells

were determined by measuring the cell fraction in sub-G1

phase. Values are means±S.E. from 3 experiments.
aP<0.05 compared with each vehicle-treated group.
bP<0.05 compared with bortezomib-treated NS group.
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이러한 결과에 근거하여 다음에는 bortezomib에 대한 감수성

이 증가한 Nrf2 넉다운 SK-OV3 세포주에서 proteasome 구성인

자들의 발현변화를 관찰하여 보았다. 즉 대조군 및 Nrf2 억제 세

포주에서 catalytic subunit인 PSMB5, PSMB6, PSMB7 그리고

구성인자인 PSMA1의 발현 수준을 RT-PCR 방법으로 분석한 결

과, Nrf2가 억제된 SK-OV3 세포에서 PSMB5를 포함하는 cata-

lytic subunit 및 PSMA1 발현이 대조군에 비해 증가하여 있음을

확인하였다(Fig. 3A). 이어 유전자 발현 차이는 proteasome 효

소 활성의 변화로 이어지는 것으로 나타났다. 대조군 및 Nrf2 넉

다운 세포주에서 proteasome 효소활성을 반영하는 chemot-

rypsin- 및 trypsin-유사 효소 활성을 측정한 결과 Nrf2 억제 세

포주가 대조군에 비해 유의적으로 높은 proteasome 효소 활성

을 가짐을 관찰하였다(Fig. 3B, 3C). 현재 이러한 proteasome 발

현 차이가 어떤 방식으로 bortezomib 반응성 증가에 기여하였는

지 설명할 수는 없으나, proteasome 구성인자들의 발현 정도가

bortezomib 반응성을 결정한다는 본 결과는 타 그룹의 결과들과

함께 bortezomib 반응성에서 PSMB5의 발현이 중요한 변수로

작용함을 암시한다.

Nrf2 넉다운 난소암 세포주는 bortezomib에 대한 스트레스 반응

인자인 HO-1 유도 발현능을 소실함

일부 결과들은 proteasome의 억제제 처치가 Nrf2 분해를 저

해하여 Nrf2 경로를 활성화시키고 이어 하위 유전자 발현을 증

가시킴을 보고하였다.25,26) 이러한 산화적 스트레스 반응 유전자

들의 변화는 proteasome 기능이 억제되는 스트레스 상황에서 세

포 생존을 도모하는 시스템으로 작용할 가능성이 예상된다. 앞

서 Nrf2 넉다운 난소암 세포주가 bortezomib에 대해 높은 세포

사멸 반응성을 가짐을 관찰하였으므로 다음에는 이러한 차이가

Nrf2 하위 유전자들의 유도발현능 억제에서 기인하는지 알아보

고자 하였다. 이를 위하여 대조군 및 Nrf2 넉다운 세포주에 200

nM bortezomib를 24시간 처치하고 변화하는 Nrf2 하위 유전자

발현을 RT-PCR 분석을 통하여 관찰하였다. 먼저 Nrf2 넉다운

세포주에서는 Nrf2 mRNA 수준이 대조군에 비해 80% 이상 감

소함을 확인하였으며, bortezomib의 처치가 Nrf2 mRNA 수준에

는 큰 영향을 미치지 않음을 관찰하였다(Fig. 4A). 다음으로 몇

가지 Nrf2 하위 유전자 발현을 분석한 결과, NQO1의 발현은

bortezomib 처치로 증가하지 않음을 확인하였다(Fig. 4B). 유사

하게 GCLC, UDP-glucuronosyltransferase 1A6 등 추가적인

Nrf2 하위유전자 발현 분석에서도 bortezomib 처치가 Nrf2 하위

유전자 발현에 큰 영향을 미치지 않음을 확인하였다(Data 생략

함). 이는 200 nM bortezomib 조건의 SK-OV3 세포에서는 Nrf2

경로의 활성화 현상이 나타나지 않음을 의미하고 있다. 그러나

주목할 만한 유전자 변화는 스트레스 반응성 유전자인 HO-1의

발현 변화이다. SK-OV3 및 대조군 세포주에서 bortezomib 처치

로 HO-1의 발현 수준이 크게 증가한 반면, Nrf2 넉다운 세포주

에서는 이러한 증가가 적은 정도로 이루어졌다. HO-1의 발현은

산화적 스트레스, 종양 촉진인자, 중금속 노출 등 다양한 스트레

스 상황에서 빠르게 이루어지며, 이들 상황에서 세포의 생존을

도모하는 중요한 기능을 수행한다.27) 타 보고들에서도 proteasome

억제제인 MG132가 RAW264.7, astrocytes 및 신경세포에서

HO-1 발현을 증가시키며, 이러한 HO-1의 증가는 heme, 6-

hydroxydopammine에 대한 세포보호에 중요한 것으로 밝힌 바

있다.28-30) 이러한 점에서 볼 때 Nrf2 넉다운 세포주에서 borte-

zomib에 의한 HO-1 유도발현이 감소한 것은 bortezomib에 대

해 높은 세포사멸 반응을 보인 것과 관계가 있을 것으로 예측된다.

결 론

새로운 계열의 항암제로서 주목 받고 있는 proteasome 저해

제인 bortezomib는 최근 내성발생이 문제시되면서 내성의 분자

적 기전을 규명하고 극복할 수 있는 방법을 찾고자 하는 노력이

활발하다. 산화적 스트레스에 반응하여 다양한 유전자 발현을 조

Fig. 4 − Levels of Nrf2 and antioxidant gene expression following

bortezomib treatment for 24 h. (A) Transcripts for Nrf2 were

monitored using real-time PCR analysis in bortezomib

(BTZ, 0.2 µM)-treated unmodified SKOV3 (SKOV),

nonspecific shRNA expressing SKOV3 (NS) and Nrf2

knockdown SKOV3 (Nrf2i). Values are mean±S.E. from 3

experiments. aP<0.05 compared with NS group. (B)

Transcript levels for HO-1 and NQO1 were determined by

RT-PCR analysis in bortezomib (BTZ, 0.2 µM)-treated

cells.
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절함으로써 손상을 방지하고 복구를 유도하는 세포 대응계의 핵

심 조절자인 Nrf2는 정상세포에서의 긍정적인 기능과 달리 암세

포에서는 종종 과발현되어 항암제 내성 발달에 관여하는 것으로

알려진다. 본 연구에서는 bortezomib에 대한 저항성을 보이는 난

소암 세포주에서 Nrf2의 영구적인 억제가 bortezomib에 대한 세

포사멸 증가를 이끔을 관찰하였다. 이러한 proteasome 저해제에

대한 감수성 변화의 분자적 기전은 향후 세밀히 연구되어져야 할

부분이나, Nrf2 넉다운 세포에서 증가한 PSMB5 등 proteasome

구성 subunit들의 발현 및 HO-1 유도 발현의 억제 등이 관여할

가능성이 제시된다. 결론적으로 암세포에서 Nrf2의 넉다운은

proteasome 저해 항암제에 대한 감수성을 증가시키기 위한 방법

으로 제시될 수 있으며, 이는 이전 연구를 통해 밝혀진 cisplatin,

doxorubicin 등 세포독성 항암제 및 taxol 항암제에 대한 감수성

증가 현상과 함께 Nrf2 넉다운이 다양한 항암제에 대한 세포 반

응성을 조절하는 데 있어 중요한 타겟이 될 수 있음을 제시하고

있다.
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