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I. 국문 요약

mRNA를 분해하는 단백질인 tristetraprolin(TTP)은 oncogene의 발현을 억제함으로

써 종양 억제제 역할을 수행하는데, 이를 유도하여 암 세포 성장을 억제할 수 있는 

가능성을 연구하였다. 많은 암세포에서 TTP 발현이 억제되어 있고, TTP 발현을 유

도하는 경우 oncogene 발현 억제를 통해 암 세포의 성장을 억제할 수 있다. 유방

암 세포에 TTP promoter를 갖는 luciferase reporter를 형질전환하여 1019개의 천연 

화합물을 screening하여 TTP 발현을 유도하는 물질을 찾았다. Betamethasone-21-p

hosphate(Betamethasone-21-P)이 가장 효과적인 것으로 확인되었으며, 이와 유사한 

구조를 가진 Dexamethasone도 유사한 정도로 TTP 발현을 유도하였다. 따라서 이후 

실험에서는 Dexamethasone을 사용하였다. Dexamethasone에 의한 TTP 발현 유도 

pathway를 분석하기 위해 MDA-MB-231 세포에 Dexamethasone 처리 후 3시간 동

안 세포의 RNA를 추출하여 RNA-sequencing을 진행하였다. Dexamethasone 처리로 

인해 증가한 유전자들의 KEGG pathway 분석 결과, FOXO pathway와 Hippo pathw

ay 관련 유전자들의 발현이 증가함을 확인하였다. FOXO inhibitor와 Hippo signal i

nhibitor 처리 후 쎄 발현 변화를 분석한 결과, FOXO inhibitor는 Dexamethasone에 

의한 TTP 발현 유도를 억제하였다. 그러나 Hippo signal 중 MST1/2를 억제하는 X

MU-MP-1을 처리한 결과, 높은 농도에서 TTP 발현이 유도되는 것을 확인하였다. M

ST1/2의 siRNA 처리와 MST1/2의 down-stream 유전자인 LATS1/2 및 YAP의 억제

는 TTP 발현에 변화를 주지 않았다. 이 결과에서 XMU-MP-1이 Hippo pathway의 

MST1/2를 억제하여 TTP를 유도하는 것보다는 다른 pathway를 통해 TTP 발현을 조

절하는 가능성을 제시하였다. 이전 연구에서 FOXO1과 TTP의 상호작용에 대해 연구

하였고, 이를 바탕으로 XMU-MP-1과 FOXO inhibitor인 AS1842856을 함께 처리했

을 때 TTP 발현이 현저히 증가하는 것을 확인하였다. 이 연구 결과에서는 XMU-MP

-1이 MDA-MB-231 세포에서 Hippo pathway가 아닌 다른 pathway를 통해 TTP 발

현을 유도하며, 특히 FOXO1과의 시너지 효과로 증가하는 것이 관찰되었다. 이러한 

결과는 두 가지 약물이 자극하는 특정 pathway가 TTP를 증가시켜 TNBC 세포에서

의 성장을 억제하고 약물 치료 가능성을 제시하고 있다.



- 2 -

II. 서론

Tristetraprolin(TTP, ZFP36)은 mRNA의 3`-untransalted region(3`-UTR)의 AU rich el

ement(ARE)에 결합하고 이러한 mRNA의 분해를 촉진시키는 RNA 결합 단백질이다

[1, 2] ARE는 cytokine 및 oncogene mRNA와 같이 많은 short-lived mRNA에서 발

견된다[3]. TTP는 다양하게 발현이 되며 특히 비장, 림프절 및 흉선에서 높은 수준

으로 발현된다[4]. 그러나 다양한 암에서 TTP의 발현이 많이 감소되어 있습니다. TT

P의 downregulation은 oncogene의 발현 증가와 상관관계가 있으며 암의 성장 과

정에 기여할 수 있다[5]. 암세포에서 TTP의 재발현은 성장을 억제하는 효과를 가지

고 있다[6, 7, 8]. 또한 암세포에서 TTP의 발현은 p53에 의해 유도되고 Myc에 의해 

억제된다[9, 10]. 특히, 대부분의 유형의 암은 p53 pathway에서 결함을 가지며 c-M

yc는 종종 인간 암에서 활성화된다[11, 12]. 이러한 특징은 인간 암세포에서 TTP 발

현의 감소로 이어질 수 있다. 따라서 암세포에서의 TTP의 발현은 암 예방 및 치료

를 위한 새로운 치료법을 제시할 수 있다.

척추 동물의 Hippo pathway는 세포의 억제, 기관 크기와 종양 형성의 조절과 관련

되어 있다[13, 14]. YAP은 포유류의 Hippo pathway의 주요 요소로 알려져 있다[15, 

16, 17]. 인간의 YAP은 여러 유형의 종양에서 증폭되는 종양 유전자 후보이다[18]. 

또한 YAP의 protein의 수준과 핵의 국소화는 많은 인간 암에서 증가한다[15, 19]. 

다른 연구들에 따르면 MST1은 세포 주기를 조절하고 p53과 관련된 신호 전달 경

로를 통해 세포 사멸을 유도하는 것으로 알려졌으며, 실제로도 다양한 암에서 tumo

r suppressor로서의 역할을 할 수 있다[20, 21, 22]. 따라서 MST1은 암세포의 증식

과 사멸을 조절하여 인간 암세포에서 치료를 위한 바이오마커로 역할을 할 수 있다

[23].  

유방암은 여성에게 흔하게 진단되는 암으로 알려져 있으며, 세계적으로도 암과 관

련된 사망의 두번째 원인으로 알려져 있다[24]. 일반적으로 유방암은 Estrogen rece

ptor(ER), progesterone receptor(PR), human epidermal growth factor receptor 2(H

ER2)와 같이 세 가지의 receptor에 의해 유형이 구분된다[25]. 그 중 triple negative 

breast cancer(TNBC)는 세 가지 receptor가 negative한 형태를 가지거나 없는 유방

암으로, 전체 유방암 중에 약 15~20%차지하고 있으며 다른 유형의 유방암에 비해 

예후가 좋지 않으며, 대부분의 환자들에 있어서 재발 확률과 전이 속도가 높다고 

알려져 있다[26, 27]. TNBC 환자는 다른 유형의 유방암과는 다르게 3가지의 recept

or를 표적으로 하는 약물을 사용하여 치료가 어렵다[28]. 그래서 현재 TNBC는 3가

지의 receptor에 non-specific chemotherapy로 알려진 taxane과 anthracycline 계열

의 약물을 처리하여 치료를 하고 있다[29].

본 연구에서 세포를 기반으로 하는 reporter assay를 통하여 천연 화합물 library를 
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screening하여 암세포에서 TTP 발현을 유도할 수 있는 천연 화합물을 확인하였다. 

1019개의 천연 화합물 중에서 A06 물질을 선별하였고, A06의 광학이성질체인 Beta

methasone-21-P을 제공받았다. Betamethasone-21-P와 현재 상용화되어있는 Dexa

methasone을 처리하였을 때의 TTP 유도 확인 결과 Dexamethasone에서도 유사하

게 TTP 발현을 증가시킬 수 있었다. 이후 Dexamethasone을 사용하여 TTP 발현을 

유도하는 pathway를 분석하였다. 이전 연구에서 Dexamethasone으로 유도된 TTP가 

FOXO1과 상호작용한다는 결과를 얻었다[35]. 하지만 TTP를 증가시킬 수 있는 화합

물을 찾고자 하였고 재조사를 하였고, 그 결과 Hippo pathway가 가장 TTP의 발현

을 증가시킬 수 있음을 확인하여 MST1/2 inhibitor인 XMU-MP-1을 통하여 TTP 발

현을 유도하고 그에 따른 정확한 pathway를 파악하고자 하였다. 
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III. 실험 재료 및 방법

3.1. Cells and Chemicals

Human MDA-MB-231 breast cancer cell line을 한국세포주은행(Seoul, Korea)을 통

하여 구매하였다. 해당 세포는 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (1X), 

liquid (high glucose)에 heat-inactivated fetal bovine serum(FBS) 10%를 더하여 37 

°C, 5% CO2인큐베이터에서 배양하였다. Dexamethasone(sigma Aldrich, St. Louis, 

MO, USA), Wortmannin, QNZ, MK2206, idasanutlin, AS1842856, XMU-MP-1, LATS

-IN-1, Tozarsertib과 p38 MAPK 억제제 (Selleckchem, Houston, TX, USA)를 이번 

연구에서 사용하였다.

3.2. Plasmid, small interfering RNAs, Transfection and Dual-luciferase Assay

인간의 TTP 프로모터를 포함시킨 pGL3/TTPp-1343 plasmid를 이용하여 Luciferase 

assay를 진행하였다. Small interfering RNAs(siRNAs)는 YAP, MST1과 scRNA(scramb

led siRNA)를 Santa Cruz Biotechnology(Santa Cruz, CA, USA)에서 주문하여 실험

을 진행하였다. 각각의 siRNA는 10 μM, 6 ㎕으로 Opti-MEM 300 ㎕와 함께 처리하

여 24시간동안 배양하였다. 이후 TTP mRNA level은 qRT-PCR을 통해 분석하였다.

3.3. Screening of the Natural Product Library and Luciferase assay

천연물 Library를 사용하여 암세포에서 TTP 발현을 유도하는 천연물을 선별하였다. 

1019개의 천연물 library는 한국화학은행에서 제공받았다. 100 mm plate에서 MCF-

7 cell에서 TurbofectTM(Fermantas, Waltham, MA, USA)을 이용하여 pGL3/TTPp-13

43-luciferase reporter와 pRL-SV40 Renilla-luciferase의 공동 형질감염을 진행하였다. 

24시간 동안 배양 후, 세포를 harvest하여 100 ㎕에서 well당 4 x 103 cell만큼 96-

well plate에 세포를 분주하고 30 ㎕의 천연 화합물과 함께 배양하였습니다. 이후 

유도된 luciferase 활성을 확인하기 위해 세포에 동일한 volume으로 DMSO를 처리

하였다. 

3.4. RNA Isolation

Harvest한 cell pellet에 1 ml의 Trizol reagent를 사용하여 cell lysis를 유도한 후 20

0 ㎕ chloroform을 처리하여 RNA와 DNA 및 protein 층을 분리하였다. 분리된 RN

A 층을 새로운 micro tube에 옮긴 후 400 ㎕ isopropanol을 추가하여 centrifuge를 

통하여 RNA를 침전시켰다. RNA pellet을 제외한 상층액을 제거 후 70 % EtOH를 1 

ml 넣어 washing하였다. 이후 RNA pellet에 남아있는 용액을 상온에서 air dry 하였

다. Air dry 이후 DEPC water를 이용하여 RNA를 녹인 후 실험을 진행하였다.
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3.5. Real time PCR

DNase I이 처리되어 있는 RNA를 Oligo-dT, Superscript II reverse-transcriptase(Invi

trogen, Carlsbad, CA, USA)를 사용하여 cDNA를 합성하였다. 이후 StepOnePlus TM 

제품사의 Real time PCR system을 이용하여 qRT-PCR을 진행하였다

3.6. Protein extraction

Harvest한 cell pellet에 PhosSTOPEASYpack(Roche), cOmplete Tablets EDTA-free, E

ASYpack(Roche)를 추가한 M-PERTMMammalianProteinExtractionReagent(Thermoscie

ntific,78501)을 이용하여 lysis하였다. 이후 BCA assay를 통하여 protein의 농도를 측

정하였다.

3.7. SDS-PAGE and Immunoblotting

Protein을 SDS-PAGE로 분석하여 Hybond-P membrane(Amersham Biosciences)으로 

옮겼다. Membrane을 skim milk로 blocking한 후 Rabbit anti-Human TTP(T5327, Si

gma), Anti-B-actin(A2228, Sigma), Rabbit anti-PI3 kinase p85(4292S, cell signalin

g), Rabbit anti-human Aurora A(14475, cell signaling)를 처리하여 protein level을 

분석하였다.

3.8. RNA-seq

MDA-MB-231 cell에 500 nM Dexamethasone을 처리 후 3시간 뒤 harvest하여 RN

A sample을 제작하였고 RNA-seq을 수행하였다. 각 sample의 DNA는 RNeasyMinEl

uteCleanup Kit(Qiagen)을 이용하여 제거하였다. RNA는 제조 업체의 권장 사항에 

따라 1.0 ㎍로 준비한 후 HiSeq1500 platform(Illumina)을 사용하여 sequencing을 

진행하였다. RNA-seq 분석은 STAR 2.7.9a를 사용하여 Human genome GRCh38에 

mapping되었다. 유전자의 발현 수는 bedtools에 구현된 multicov를 사용하여 측정

하였고, 차별적으로 발현된 유전자(DEG)는 EdgeR을 사용하였다.
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IV. 결과

유방암 세포에서 TTP 발현을 유도하는 천연 화합물 Screening

한국화합물은행에서 제공받은 1019개의 천연 화합물을 이용하여 유방암 세포 중 

하나인 MCF-7 세포에서 luciferase reporter gene에서 TTP promoter를 가지고 있는 

pGL3-TTPp-1343을 형질전환하였고, 이후 화합물들에 따른 TTP의 발현을 확인하였

다. Luciferase assay를 통한 screening은 3차까지 진행하였다(Fig.1A~C). 세 번의 scr

eening을 통해 01-E10, 01-G05, 07-B10, 07-A10, 05-A06 물질들이 지속적으로 TTP 

발현 증가를 보여줌을 확인하였다(Table.1). 선별한 물질들을 re-screening을 진행하

였고, 그 중 01-E10과 05-A06 물질이 계속해서 TTP 발현 증가를 보여주었다(Table.

2).

MDA-MB-231 세포에 선별된 Dexamethasone에 의한 TTP 발현 유도 환경 분석

한국화합물은행에 05-A06에 대한 정보를 얻고자 요청하였고, 광학 이성질체로서 Be

tamethasone-21-P를 추천을 받았다. 하지만 해당 물질에 대한 정보가 많이 알려져 

있지 않았고, 그에 따라 비슷한 구조를 가진 물질인 Dexamethasone을 발견하였다. 

Dexamethasone은 항염증 효과가 있다고 알려져 있으며[30], 추가로 최근에는 종양 

세포의 증식을 억제할 수 있다는 연구 결과도 나오고 있다[31]. Betamethasone-21-

P와 Dexamethasone을 처리하여 TTP 발현의 증가를 확인하였을 때 유사하게 TTP를 

유도할 수 있음을 확인하였고, 이후 Dexamethasone을 선택하여 실험을 진행하였다

(Fig.2A). TTP발현의 유도가 TNBC에서 어떠한 영향을 줄 수 있는지에 대해 알아보

고 위해 TNBC 세포 중 하나인 MDA-MB-231 세포에 Dexamethasone을 시간대 별

로 처리하여 TTP 발현을 확인하였다. 12hr, 24hr 시간대에서는 Control과 비교하였

을 때 크게 증가하지 않았지만 나머지 시간대에서는 TTP 발현이 증가한 것을 확인

할 수 있고, 특히 3시간대에 가장 많이 증가된 것을 보여주고 있다(Fig.2B). 3시간까

지 증가한 후 다시 감소하며 48시간대에 다시 증가하는 것을 확인할 수 있었는데, 

이러한 결과는 TTP가 TTP를 표적으로 할 수 있다는 다른 연구에 의해 설명될 수 

있다. Dexamethasone에 의한 TTP의 증가가 간접적인 영향일 가능성이 높은 후반부

의 시간대보다는 직접적으로 TTP 발현에 관여했을 것으로 예상되는 초기 시간대에 

초점을 맞춰 1시간대와 3시간대를 선별하였다. 두 시간대에서 No treat 군과 비교

를 하였을 때, 가장 많은 TTP 발현 증가를 보여주었던 3시간대에서 약 10배 증가된 

것을 확인하였다(Fig.2C). 이후 3시간대의 샘플을 이용하여 TTP target gene으로 알

려진 VEGF와 Myc[8, 10]의 발현이 조절되는 것을 확인하였다.  

Dexamethasone처리된 MDA-MB-231 cell의 RNA-seq 분석

이전의 실험들에서 Dexamethasone이 TNBC 중 하나인 MDA-MB-231 세포에서 TT
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의 발현을 증가시킬 수 있음을 확인하였다. 그래서 약물을 처리하였을 때 TTP 유도

의 기본적인 매커니즘을 파악하기 위해 Dexamthasone(500 nM, 3hr) 처리한 샘플을 

각각 3개씩 RNA-seq을 진행하였다. No treat 군과 Dexamethasone 처리 그룹을 비

교하여 분석하였고, 95개의 상향 조절된 DEG와 62개의 하향 조절된 DEG를 확인할 

수 있었다(Fig.3A, B). 이후 Dexamethasone에 의해 조절되는 pathway들을 분석하기 

위해 약물 처리된 샘플에서 상향 조절된 유전자들과 하향 조절된 유전자들을 KEGG

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)통해 pathway를 분석하였다. 분석 결

과, 암세포에서의 transcriptional misregulation, NF-kB pathway, small cell lung ca

ncer, p53 pathway, PI3K-AKT pathway, Hippo pathway, Thyroid cancer, Basal cell 

carcinoma, Adeherens junction와 FOXO pathway를 포함한 여러 신호 전달 경로와 

연결되어 있음을 보여주었다(Fig.3C). 

KEGG pathway에서의 각각의 억제제들과 Dexamethasone을 같이 처리하였을 때의 

TTP 발현 유도 비교

MDA-MB-231 세포에서 Dexamethasone에 의해 유도된 TTP 발현과 관련된 pathwa

y를 추가로 조사하기 위해 상향 조절된 각각의 KEGG pathway의 inhibitor들을 처리

하였다. 각각 Dexamethasone과 PI3K pathway를 억제하는 Wortmannin(Fig.4A), NF-

kB pathway를 억제하는 QNZ(Fig.4B), FOXO1 pathway를 억제하는 AS1842856(Fig.4

C), AKT pathway를 억제하는 MK-2206(Fig.4D), p53 pathway를 억제하는 Idasanutli

n(Fig.4E), Hippo pathway를 억제하는 XMU-MP-1(Fig.4F)을 함께 처리하였다. 그 중 

Wortmannin을 처리한 것은 Dexamethasone 단독으로 처리했을 때보다 약 1.5배정

도 증가하였고, XMU-MP-1을 처리한 샘플군에서는 단독으로 처리한 것보다 약 2배

이상 증가하였다(Fig.4A, E). 

Hippo pathway inhibitor인 XMU-MP-1이 TTP 발현을 유도

MDA-MB-231 세포에서의 TTP 발현 유도에 p53 pathway와 Hippo pathway의 관련

성을 확인하기 위해 p53 signal과 Hippo signal을 활성화시키는 MDM2 inhibitor(Id

asanutlin)과 MST1/2 inhibitor(XMU-MP-1)를 단독으로 처리하였다. XMU-MP-1을 처

리하였을 때, 5 μM 이상의 농도에서 TTP 발현의 증가를 보여주었으며(Fig.5A), Idas

anutlin을 처리하였을 때는 아무것도 처리하지 않은 샘플과 큰 차이를 보여주지 않

았으며 오히려 1 μM에서 감소를 하는 경향을 확인하였다(Fig5.B). TTP 증가를 보여

주었던 XMU-MP-1을 더 낮은 농도에서 처리하여 TTP 발현을 유도할 수 있는지 확

인하고자 하였다. 이러한 의문은 1 μM에서부터 농도에 의존적으로 TTP 발현이 증

가하는 것으로 해결할 수 있었다(Fig.5C). 

Hippo pathway를 통한 TTP 발현 유도가 아님을 발견

Hippo pathway의 주요 요소는 YAP으로 알려져 있다[15, 16, 17]. YAP은 세포의 밀

집도에 의해 Hippo signaling이 조절된다는 연구 결과가 있다[32]. 그래서 낮은 세

포 밀집 조건(2 x 105)과 높은 세포 밀집 조건(1 x 106)아래에서 XMU-MP-1을 처리

하여 TTP 발현 유도를 확인하였다. 5배 차이의 세포 밀집도에도 불구하고 MDA-MB
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-231 세포에서 XMU-MP-1에 의한 TTP 발현에 변화가 없었으며 이는 세포 밀집도

와는 연관이 없다는 것을 보여준다(Fig.6A). 이후 XMU-MP-1에 의해 증가된 YAP이 

TTP 발현에 있어서 영향을 줄 수 있는지 확인을 하고자 YAP을 knock-down한 후(Fi

g.6C) XMU-MP-1을 처리하여 TTP 발현의 변화를 확인하였다. YAP을 knock-down 

했음에도 불구하고 TTP 발현 유도에 있어서 유의미한 차이를 보여주지 않았다(Fig.6

B). MST1/2는 LATS1/2를 활성화하여 YAP/TAZ를 억제한다고 알려져 있다[33]. XMU

-MP-1의 target인 MST1/2에 의해 TTP의 유도가 일어나는 것인지를 확인하기 위해 

MST1/2의 downstream인 LATS1/2의 억제제인 LATS-IN-1을 처리하였다. MST1/2 in

hibitor인 XMU-MP-1을 처리했던 것과는 다르게 LATS-IN-1을 처리하였을 때 오히려 

TTP의 감소를 보여주었다(Fig.6D). 이는 MDA-MB-231 세포에서 XMU-MP-1을 처리

해서 TTP 발현을 유도하는 것이 MST1/2의 억제에 의한 것이 아닌 다른 pathway를 

통해 진행된다는 가능성을 제시한다. 최종적으로 확인하기 위해 MST1/2 knock-do

wn(Fig.6F)을 통해 TTP 발현이 조절되는지 실험하였고, MST1/2 knock-down된 샘플

군에서 TTP 발현의 증가가 일어나지 않았다(Fig.6E). 이는 XMU-MP-1 처리 시, MST

1/2에 의해 TTP가 유도되지 않는다는 것을 의미하고 있다.

TTP 유도 pathway 조사를 위해 선별된 inhibitor와 XMU-MP-1 co-treat

XMU-MP-1이 MST1/2뿐만 아니라 다른 kinase를 조절할 수 있다는 연구 결과가 있

다[34]. 앞의 결과들에서 XMU-MP-1을 사용하여 Hippo pathway를 조절하였을 때 T

TP 발현의 유도가 일어나지 않음을 보여주었기에 XMU-MP-1을 처리하였을 때 조

절되는 다양한 pathway에 있는 kinase들 중 percent control(ctrl%)과 Kd값을 고려하

여[34] AURKA와 PIK3CG을 선별하였다. AURKA inhibitor인 Tozarsertib을 농도별로 

XMU-MP-1과 함께 처리하였을 때, TTP의 RNA와 protein 수준에 있어서 증가되는 

경향을 발견하지 못하였다(Fig.7A, B). 오히려 RNA에서는 Tozarsertib 100 nM과 10

00 nM에서 약간 감소하는 것을 보여주었다(Fig.7A). 추가로 PIK3CG inhibitor인 wor

tmannin을 농도별로 XMU-MP-1과 함께 처리하였다. 마찬가지로 TTP의 RNA와 prot

ein의 수준에 있어서 증가하는 경향을 보여주지 않았다. 이러한 결과들은 TTP 발현

에 있어서 MDA-MB-231 세포에서 XMU-MP-1처리하였을 때 MST1/2, AURKA, 그리

고 PIK3CG가 영향을 주지 않는다는 것을 말해주고 있다. 

TTP 발현에서의 XMU-MP-1과 FOXO1의 관계성과 가능성 제시

이전에 했던 연구들에서 FOXO1이 TTP을 유도한다는 결과를 도출하였다[35]. XMU-

MP-1과 AS1842856을 함께 처리하였을 때 TTP의 RNA발현이 XMU-MP-1을 단독으

로 처리했을 때보다 약 3배 증가하였고(Fig.8A), protein 수준에 있어서도 눈에 띄게 

증가하는 것을 보여주었다(Fig.8B). 이후 TTP target gene으로 알려진 Myc[10]을 확

인하였을 때, 두 약물을 함께 처리하면 더 많이 감소되는 것을 확인하였다. 이전 연

구[35]에서의 FOXO1을 억제하였을 때 TTP가 감소되는 결과들과는 반대로 MDA-M

B-231 세포에서 XMU-MP-1이 Hippo pathway를 통해 TTP를 증가시키지는 않지만, 

FOXO1 inhibitor와 함께 처리하였을 때 시너지 효과로 TTP의 발현이 더 증가되는 

것으로 보아 TTP의 발현 유도가 XMU-MP-1과 FOXO pathway가 연관성이 있을 수 
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있으며 더 나아가 TNBC 세포에서의 TTP 증가 유도를 통하여 화합물치료법에도 가

능성이 있음을 시사하고 있다. 
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Figure 1. 유방암 세포에서 TTP 발현을 유도하는 천연 화합물 screening.

(A, B, C) MCF-7 세포에 pGL3/TTPp-1342-luciferase reporter를 형질전환 후 천연 

화합물을  30 ㎕ 씩 처리하여 24시간 동안 배양 후 형광 분석.
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Table 1. TTP 발현에 대한 천연 화합물 3차 Screening
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Table 2. 3차 Screening에서 선별한 5가지 화합물의 4차 Screening. 

MCF-7 세포에서 3차 screening에서 선별한 물질을 MDA-MB-231 세포에서 4차 scr

eening을 진행.
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Figure 2. MDA-MB-231 세포에 선별된 Dexamethasone에 의한 TTP 발현 유도 환

경 분석. 

(A) A06 화합물과 광학 이성질체인 Betamethasone-21-PDS와 유사한 Dexamethaso

ne의 구조. (B) Dexamethasone 500 nM로 시간별로 TTP RNA 발현을 real-time PC

R로 분석. (C) MDA-MB-231 세포에 Dexamethasone 500 nM을 1시간대와 3시간대

에 같은 시간대의 no treat 샘플과 real-time PCR로 TTP 발현 비교. (D) Dexametha

sone 처리 후 TTP target gene을 real-time PCR로 분석. ( * p < 0.5, ** p < 0.01, 

*** p < 0.001)
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Figure 3. Dexamethasone 처리된 MDA-MB-231 세포의 RNA-seq 분석

(A). Dexamethasone 처리된 세포에서의 DEGs(defferentially expressed genes)Volca

no plot 분석. (B) Dexamethasone 처리된 세포에서의 DEGs scatter plot 분석. (C). 

증가된 유전자들에 대한 KEGG pathway 분석.
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Figure 4. KEGG pathway에서의 각각의 억제제들과 Dexamethasone을 같이 처리하

였을 때의 TTP 발현 유도 비교.

(A) PI3K (Wortmannin). (B) NF-kB (QNZ). (C) FOXO1 (AS1842856). (D) AKT (MK-2

206). (E) p53 (Idasanutlin). (F) MST1/2 (XMU-MP-1). (A~F) Dexamethasone과 농도

별로 처리하여 TTP의 발현을 real-time PCR로 분석. ( * p < 0.5, ** p < 0.01, *** 

p < 0.001)
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Figure 5. Hippo pathway inhibitor인 XMU-MP-1이 TTP 발현을 유도.

(A) XMU-MP-1을 단독으로 농도별로 처리하여 TTP 발현 확인. (B) Idasanutlin을 단

독으로 농도별로 처리하여 TTP 발현 확인. (C) XMU-MP-1을 1~5 μM으로 처리하여 

TTP 발현 확인. (A~C) Real-time PCR을 통해 RNA level 분석. ( * p < 0.5, ** p < 

0.01, *** p < 0.001)
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Figure 6. Hippo pathway를 통한 TTP 발현 유도가 아님을 발견.

(A) (왼쪽) 2 x 10⁵ cell에 XMU-MP-1을 5 μM 처리, (오른쪽) 2 x 10⁶ cell에 XMU-

MP-1을 5 μM 처리. (B) siYAP으로 형질전환 24시간 후 XMU-MP-1 5 μM 처리하여 

TTP level 확인. (C) siYAP을 형질전환 24시간 후 XMU-MP-1 5 μM 처리하여 YAP l

evel 확인. (D) LATS-IN-1을 2 μM, 10 μM으로 24시간 동안 처리하여 TTP level 확

인. (E) siMST1으로 형질전환 24시간 후 XMU-MP-1 처리하여 TTP level 확인. (F) si

MST1으로 형질전환 24시간 후 XMU-MP-1 처리하여 MST1 level 확인. (A~F) Real-t

ime PCR을 통해 RNA level 분석. ( * p < 0.5, ** p < 0.01, *** p < 0.001)
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Figure 7. TTP 유도 pathway 조사를 위해 선별된 inhibitor와 XMU-MP-1 co-treat

(A) XMU-MP-1과 Tozasertib을 농도별로 MDA-MB-231 세포에 처리하여 real-time 

PCR로 TTP level 확인. (B) XMU-MP-1과 Tozasertib을 농도별로 세포에 처리하여 A

URKA와 TTP protein level 확인. (C) XMU-MP-1과 Wortmannin을 농도별로 MDA-

MB-231 세포에 처리하여 real-time PCR로 TTP level 확인. (D) XMU-MP-1과 Wort

mannin을 농도별로 세포에 처리하여 PI3K와 TTP protein level 확인. ( * p < 0.5, *

* p < 0.01, *** p < 0.001) 
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Figure 8. TTP 발현에서의 XMU-MP-1과 FOXO1의 관계성과 가능성 제시.

(A) XMU-MP-1(5 μM)과 AS1842856(1 μM)을 함께 처리하여 24시간대에서 real-tim

e PCR로 TTP level 확인. (B) XMU-MP-1(5 μM)과 AS1842856(1 μM)을 함께 처리하

여 24시간대에서 TTP protein level 확인. (C) XMU-MP-1(5 μM)과 AS1842856(1 μ

M)처리 후 24시간대에서 TTP의 target gene을 real-time PCR로 RNA level 확인. ( 

* p < 0.5, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 
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VI. 고찰

인간 유전자의 약 16%는 mRNA 3`UTR 내에 ARE motif를 가지고 있으며[36], 이들 

중 다수는 면역 반응 및 종양 형성과 관련이 있다[37, 38]. TTP는 p-body의 단백질 

구성 요소를 TTP-mRNA complex에 모집하여 ARE에 결합하고 ARE를 가진 mRNA 

분해를 증가시킨다[39, 40]. 종양 발병 및 진행에 관여하는 유전자의 하향 조절에 

의해 TTP는 종양 억제인자로서 기능할 수 있다. 그러나 TTP의 발현은 다양한 암에

서 감소되어 있다. 따라서, TTP 발현이 낮은 암세포에서 TTP를 유도하는 화합물은 

암 치료에 있어서 새로운 후보군이 될 수 있다.

천연물에서 추출한 화합물은 구조적 다양성을 입증할 수 있으며, 다양한 매커니즘

을 통해 작용할 가능성이 있다. 현재까지 암세포에서 TTP 발현을 유도하는 천연 화

합물 library로부터 화합물을 동정한 보고는 없었다. 한국화학은행에서 제공하는 천

연화합물 library에는 약용 식물에서 추출한 1,019개의 순수 천연화합물이 포함되어 

있다. 이 연구에서 암세포에서 TTP 발현을 유도하는 새로운 화합물을 발견하기 위

해 luciferase를 이용한 reporter assay를 진행하였다. Library를 screening한 후 한국

화합물은행으로부터 광학 이성질체로서 Betamethasone-21-PDS를 추천 받았고, 이

와 구조가 비슷하며 현재 상용화되어 있고 최근 암 세포를 억제할 수 있다고 알려

진 Dexamethasone을 선택하였고 실험 결과 TTP의 강력한 유도제임을 확인하였다.  

이후 RNA-seq을 통해 증가된 유전자와 감소된 유전자를 분석하였고, 본 연구의 목

적인 TTP 유도제로서의 화합물을 찾기 위해 증가된 유전자들에 초점을 맞춰 KEGG 

pathway를 분석하였다. RNA-seq data에 나온 pathway 중 정확한 pathway와 관련

되어 있는 것들 위주로 억제제들을 처리하여 진행하였다. 그 중 PI3K inhibitor(Wort

mannin)과 MST1/2 inhibitor(XMU-MP-1)이 Dexamethasone과 시너지 효과로 TTP 

발현이 증가하였다. 하지만 PI3K inhibitor의 경우 MST1/2 inhibitor에 비하여 증가

된 정도가 낮았기 때문에 Hippo pathway에 초점을 맞춰 실험을 진행하였다. 

MST1/2의 억제로 인해 YAP/TAZ의 발현이 증가하게 되면 세포의 성장이 증가한다

는 연구 결과가 있지만[41], 또 다른 연구 결과에서는 YAP이 ferroptosis를 유발하여 

세포 사멸을 유도하기도 한다[42]. TNBC 세포에서도 YAP이 TTP를 유도하여 세포 

사멸을 유도할 수 있는지 확인하기 위해 우선 Hippo pathway를 통해 진행되는 것

인지 확인하는 실험을 진행하였다. Hippo pathway와 관련된 LATS1/2의 억제와 YA

P과 MST1의 knock-down에도 불구하고 TTP의 발현에 있어서 큰 변화를 보여주지 

않았다. 이러한 연구 결과로 인하여 XMU-MP-1이 TTP를 유도하는 것에 있어서 Hip

po pathway와는 관련이 없음을 확인할 수 있었다. 

하지만 XMU-MP-1을 처리하였을 때 TTP 발현이 증가되는 것을 지속적으로 확인하

였다. 다른 연구에서 XMU-MP-1이 Hippo pathway 뿐만 아니라 다양한 pathway를 

통해 진행될 수 있다는 연구 결과가 보고되었다[34]. 보고된 연구 결과를 토대로 Hi
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ppo pathway를 제외한 가장 유망한 pathway의 kinase들 중 AURKA와 PIK3CG를 

선별하였고, 각각의 inhibitor를 처리하여 TTP 발현을 확인하였다. PIK3CG inhibitor

(Wortmannin)의 경우에는 큰 변화가 없었으나, AURKA inhibitor(Tozasertib)의 경우

에는 XMU-MP-1과 함께 처리하였을 때 농도별로 TTP가 감소되거나 변화가 없는 

결과가 도출되었다. TTP 발현에 있어서 일관적인 결과가 입증되지 않았기 때문에 

선별된 off-target에 있어서 큰 효과를 볼 수 없었다. 하지만 이번 연구에서 계속해

서 XMU-MP-1의 처리 농도가 5 μM로 다른 약물들에 비해 높은 농도임을 알 수 있

다. 후보 선별에 있어서 낮은 Kd값을 기준으로 선별하였는데 처리한 농도와 연관성

을 찾기 위해 좀 더 높은 Kd값을 기준으로 kinase를 조사하였을 때 유의미한 결과

를 얻어낼 가능성이 있음을 제시하고 있다.

추가로, 이전 연구에서 FOXO1이 TTP의 발현 증가를 조절하는 중요한 요소로 작용

할 수 있음을 증명하였다[35]. 그래서 XMU-MP-1과 AS1842856을 함께 처리하였을 

때, 시너지 효과로 TTP 발현이 현저히 증가함을 확인하였다. 이전에 했던 연구에서

는 Dexamethasone 처리 시 FOXO1를 억제하게 되면 TTP의 증가가 억제되는 것으

로 나타났지만, XMU-MP-1을 처리 후 FOXO1을 억제하게 되면 오히려 TTP가 더 증

가하게 되는 결과를 보여주었다. XMU-MP-1과 FOXO1 억제로 인한 TTP 증가에 대

한 정확한 기작은 밝혀지지 않았으나, 확인한 실험(Fig.8A~C)을 기반으로 TTP를 충

분히 유도할 수 있는 저분자 화합물에 대한 가능성과 나아가 TNBC 세포에서 화합

물치료제로서의 역할을 할 수 있을 가능성을 제시한다.
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VII. Abstract

Tristetraprolin(TTP), a protein responsible for mRNA degradation, functions as a 

tumor suppressor by inhibiting the expression of oncogenes. TTP expression is 

suppressed in many cancer cells, and when TTP expression is induced, the 

growth of cancer cells can be suppressed through suppression of oncogene 

expression. Breast cancer cells were transformed with a luciferase reporter with a 

TTP promoter, and 1,019 natural compounds were screened to find substances 

that induce TTP expression. Betamethasone-21-phosphate(Betamethasone-21-P) 

was confirmed to be the most effective, and Dexamethasone, which has a sim-

ilar structure, also induced TTP expression to a similar extent. Subsequent ex-

periments focused on Dexamethasone due to its effectiveness. To analyze the 

pathway inducing TTP expression by dexamethasone, RNA was extracted from 

MDA-MB-231 cells for 3 hours after treatment with dexamethasone and RNA-se-

quencing was performed. As a result of KEGG pathway analysis of genes in-

creased due to dexamethasone treatment, it was confirmed that the expression 

of genes related to the FOXO pathway and Hippo pathway increased. Further 

analysis involving FOXO and Hippo pathway inhibitors demonstrated that a 

FOXO inhibitor inhibited Dexamethasone-induced TTP expression, while the 

Hippo pathway inhibitor XMU-MP-1, specifically targeting MST1/2, led to an in-

crease in TTP expression at higher concentrations. However, when treated with 

XMU-MP-1, which inhibits MST1/2 among Hippo signals, it was confirmed that 

TTP expression was induced at high concentrations. Silencing MST1/2 and down-

stream genes(LATS1/2 and YAP) did not significantly impact TTP expression. 

These results suggested the possibility that XMU-MP-1 regulates TTP expression 

through a different pathway rather than inducing TTP by suppressing MST1/2 of 

the Hippo pathway. In a previous study, the interaction between FOXO1 and 

TTP was studied, and based on this, it was confirmed that TTP expression was 

significantly increased when XMU-MP-1 and the FOXO inhibitor AS1842856 were 

treated together. The results of this study showed that XMU-MP-1 induces TTP 

expression through a pathway other than the Hippo pathway in MDA-MB-231 

cells, and was especially observed to increase through a synergistic effect with 

FOXO1. These results show that the specific pathway stimulated by the two 

drugs increases TTP, inhibiting the growth of TNBC cells, and suggesting the 

possibility of drug treatment.


	목차
	I. 국문 요약 ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­ 1
	II. 서론 ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­ 2
	III. 실험 재료 및 방법 ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­ 4
	IV. 결과 ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­ 6
	V. Figures and Tables 10
	1. 유방암 세포에서 TTP 발현을 유도하는 천연 화합물 Screening ­­­­­­­­­­­­­ 10
	1-1. (Table 1) TTP 발현에 대한 천연 화합물 3차 Screening ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­ 11
	1-2. (Table 2) 3차 Screening에서 선별한 5가지 화합물의 4차 Screening ­­­­­ 12
	2. MDA-MB-231 세포에 선별된 Dexamethasone에 의한 TTP 발현 유도 환경 분석 ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­ 13
	3. Dexamethasone 처리된 MDA-MB-231 세포의 RNA-seq 분석 ­­­­­­­­­­­­­­ 14
	4. KEGG pathway에서의 각각의 억제제들과 Dexamethasone을 같이 처리하였을 때의 TTP 발현 유도 비교 ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­ 15
	5. Hippo pathway inhibitor인 XMU-MP-1이 TTP 발현을 유도 ­­­­­­­­­­­­­­­­ 16
	6. Hippo pathway를 통한 TTP 발현 유도가 아님을 발견 ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­ 17
	7. TTP 유도 pathway 조사를 위해 선별된 inhibitor와 XMU-MP-1 co-treat ­­ 18
	8. TTP 발현에서의 XMU-MP-1과 FOXO1의 관계성과 가능성 제시 ­­­­­­­­­­­­ 19
	VI. 고찰 20
	VII. 참고 문헌 ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­ 22
	VIII. Abstract ­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­­ 25


