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연구개 내용I.

보 극지생 래 사체 분자 규명1.

포 모종 에 보 사체 생리 연구 포독(1) (GBM) :

(2) 골 병 에 보 사체 생리 연구 포분 포독(APL) : ,

골모 포 에 보 사체 생리 연구 포분 사조(3) (osteoblast) : ,

극지 해양생 래 신규 생리 질 탐색2.

포 모종 에 신규생리 탐색 포독(1) (GBM) :

골 병 에 신규생리 탐색 포독(2) (APL) :

연구개 결과II.

보 극지생 래 사체 분자 규명1.

포 모종 에 항암 에 민감도 고(1) (GBM) lobarstin (TMZ)

인 규명 회복 자 억: DNA

포 모종 에 암 이 억 인 규(2) (GBM) lobarstin in vitro

명 억: small GTPase , F-actin , MMP2

골 병 에 항암 에(3) (APL) M11A salt lobarstin (ATO)

민감도 고 인 규명 경 증진: autophagy apoptosis

골모 포 에 생리 연구 포분(4) (osteoblast) M11A salt lobarstin :

포독 인슐린 사 인슐린 항 개 효과 검, , ,

극지 해양생 래 신규 생리 질 탐색2.

(1) 2013 Ross Sea 해양미생 추출 분획 생리 탐색

에 포독 효과 검(2) GBM, APL

생리 질탐색 포 모종 골 병 골모 포, , , ,

포독 포분 사조, ,

screening, GBM, APL, osteoblast, cytotoxicity, cell

differentiation, metabolic regulation
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연구개 목 요.Ⅱ

신규 극지 해양생 사체 탐색 통 용 료용 질개

연구개 내용 범.Ⅲ

보 극지생 래 사체 분자 규명 해 가지 실험체계에3

분 다 포 모종 에 보 사체 생리 연구 포독 연구. (GBM)

고 골 병 에 보 사체 생리 연구 포분 포독, (APL)

연구 며 골모 포 에 보 사체 생리 연구 포분, (osteoblast)

사조 연구 다.

극지 해양생 래 신규 생리 질 탐색 해 포독 가지 실험체계에 분2

다 포 모종 과 골 병 에 신규생리 탐색 다. (GBM) (APL) .

연구개 결과.Ⅳ

보 극지생 래 사체 분자 규명 가지 실험체계에 연구4

다 포 모종 에 항암 에 민감도 고 인. (GBM) lobarstin (TMZ)

고 분자 회복 자 억 를 통 회복 억 를 규명DNA DNA

다 포 모종 에 암 이 억 인 고 분자. (GBM) lobarstin in vitro ,

감소 감소 억small GTPase , F-actin , MMP2

감소를 시 다 골 병 에invadopodia . (APL) M11A salt

항암 에 민감도 고 인 고 분자lobarstin (ATO)

경 증진 시 다 골autophagy apoptosis (autophagy-mediated apoptosis) .

모 포 에 생리 연구 여 포분 포독(osteoblast) M11A salt lobarstin ,

인슐린 사 인슐린 항 개 효과 등 다, , .

극지 해양생 래 신규 생리 질 탐색 해 남극 에 채취2013 Ross Sea

해양미생 래 추출 분획 생리 탐색 다 에 포독 효과를. GBM, APL

차 스크리닝 통해 검 나 포독 보이는 추출 찾지 못 다1, 2 .

연구개 결과 용계획.Ⅴ

특허출원 건과 연구논 게재 건 국 회 포스 건 료 며 특1 1 3 ,

허출원 건과 연구논 게재 건 이다2 2 .
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I. Title
Generation of polar marine organism-derived novel lead substances and
examination of precise activities

II. Purpose and Necessity of R&D
Development of useful medicinal substance through screening novel metabolites
from polar marine organisms

III. Contents and Extent of R&D
For the identification of precise activities and molecular mechanisms of previously
secured, polar organism-derived metabolites, 3 experimental systems were
analyzed. The physiological activities of previously secured metabolites were
examined for cytotoxicity in glioblastoma (GBM) cells. The physiological activities
of previously secured metabolites were examined for cytotoxicity and cell
differentiation in acute promyelocytic leukemia (APL) cells. The physiological
activities of previously secured metabolites were examined for cell differentiation
and metabolic regulation in pre-osteoblast cells.
Screening for novel physiologically active substances derived from polar marine
organisms were also performed in 2 experimental systems. Screening for novel
physiologically active substances that enhance cyctotoxicity were examined in
GBM and APL cell systems.

IV. R&D Results
Identification of precise activities and molecular mechanisms of previously secured,
polar organism-derived metabolites were studied in 4 experimental systems.
Enhanced sensitivity to anti-cancer drug (TMZ) by concomitant treatment with
lobarstin was observed in GBM cells and reduced DNA repair by inhibition of DNA
repair gene expression were suggested as a molecular mechanism. Reduced in
vitro metastasis was seen by lobarstin treatment in GBM cells and inhibition of
small GTPase expression, F-actin formation, MMP2 gene expression and activity,
and invadopodia formation were suggested as molecular mechanisms. Enhanced
sensitivity to anti-cancer drug (ATO) was seen by concomitant treatment with
lobarstin or M11A salt in APL cells and enhanced autophagy-mediated apoptosis
was suggested as its molecular mechanism. Finally, physiological activities of
M11A salt or lobarstin in osteoblasts were examines. Drug effects on cell
differentiation, cytotoxicity, insulin metabolism, and improvement of insulin
resistance were examined.
Screening for polar, marine organism-derived novel physiologically active
substances were examined with extract fractions of marine microbes collected
from Ross Sea in 2013. Cytotoxicity activity was screened in GBM and APL cells
but no fraction had shown significant cytotoxicity.

V. Application Plans of R&D Results
During this study, 1 patent application, 1 research article publication, and 3 poster
presentations at International Meetings have been completed. Two patent
application and 2 research articles are in preparation.
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연구개 목1.

본 탁과 는 양극해 미래자원 탐사 용 개 사업 내 개“ (K-POD)” 7

탁과 나 신규 극지 해양생 사체 탐색 통 용 료용 질개“ ”

종목 다 (Fig. 1).

연구개 요2.

계 인 용 생 자원에 보경쟁이 심 에 라 국가차원 생 자원

보가 인데 우리나라는 국가차원 극지연구 인 라인 쇄 연구 아라“ ”

장보고 지 보 여 극지해 해양생 연구 를 이 구축 상태이다“ ” .

그러므 구축, 극지연구 인 라를 용 여 독자 인 극지해 해양생 래 사체 다양

보 고 용연구 구축 통 여 국가생명과 산업에 여 고자 다.

연구개 범3.

용 료용 질 범 효용 가질 있 므 신약개 에 국 여, paradigm

보고자 다 특히 본 탁과 는 항암과 골 사에 효용 므 신약. , endpoint

개 범 보는 것이 타당 다고 사료 다 일 신약개. (de novo drug

단히 어 운 목 공 이 낮고 시간이 소요 어 근에는development)

존에 개 약 에 새 운 증 추가 는 또는 이repositioning repurposing

었다 이런 이 늘날 부분 신약개 또는 막[1, 2]. repositioning/ repurposing

자본과 인 입이 가능 다국 약회사에 진행 다 그러나 본 과 에.

보 양극해 생 계 미답지역에 채취 뿐만 아니라 독특 생태 경

에 진 생 체이므 지 껏 견 지 못 신규 사체를 가지고 있 가능 이 높,

다 이에 본 탁과 는 쇄 아라 탐사 채취 해양생 래 분획 탐색. /

질특 규명 규명 연구 범 여 연구를 행 고자 계획 었다/ (Fig.

2).

연구 간 아라 탐사는 차 도에 계획 었고 실 신규 사체 스5 2

크리닝이 개시 지 상당 간이 상 어 르면 차 도 늦어도 차 도인( 2 , 3 2014

부 스크리닝이 가능 것 상 나 실 보 시 차 도 료 직, 4

인 임 에 보 사체를 이용 연구도 함께 행 다 보 사2015.03 ) .

체는 남극 지 래 자명PTP-1B (GenBank PTPN1 억 인)

도체 항암효과 모 포종 골 병 과 골 사 조 효과를lobaric acid ( , )

규명 고자 연구 다endpoint (Fig. 3).

이상 연구범 를 요약 면 아래 그림과 같다 (Fig. 4).
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[Fig. 1. Aim of this study related to the main project, Korea-Polar Ocean

Development]
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[Fig. 2. The scope of the current project, related to development of novel

metabolites. Upper figure is from [3]]
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[Fig. 3. The scope of the current project, related to previously secured

metabolite]
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[Fig. 4. Summary of the scope of the current project]
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국내외 동향1.

가. 국외 동향,

극지생 심해생 자원 보를 해 쇄 지 국가 간 공동연구 행, , ,

등 통해 미답지역 생 자원 보가 가능 다 신약개 후보 질 도출.

천연 래 후보 질과 자인 신약 별 있다 자는 통 인 법.

원주민들 경험과 고 헌 등 통해 찾는 법과 신규 생 체에 사체 등

스크리닝 는 법이 사용 다 자인 신약 신 생 보 체 단 체. , , ,

차원 구조 등 통해 탐색 는 법이다3 .

재 지 미답지역 생 자원 부 신약개 사 는 없 나 남북극 생 자원,

래 효용 공 에 특허는 부 등 시작했다, , 1980 .

나. 국내 산업동향,

미답지역 생 자원 보 여 국내에 는 남극 과 지 종 장보고( , )

쇄 연구 아라 용 등 양극해 생 자원 보가 가능 상황이다( ) .

그러므 국해양과 원 부 극지연구소를 심 지속 이고 체계 인 자원

보 리가 요구 다.

편 생 자원 래 신약개 여 국내에 는 천연 신약개 에 가 는,

천연 생리 탐색 과 약리작용 독 연구 등에 연구가 아직 미

편이다.

다 특허. 동향 극지 생 자원 특허 분:

특허 동향 악 여 속 여 데이 베이스를 검색했patent.ndsl.kr

며 검색 키워드, (((*arctic not (instrument* or equipment* or stimulator* or

검색 결과 체 건이 검색device* or apparatu*)) and activ*) or lobarstin) 75

었다 검색 건 일일이 검토 결과 특허 출원 또는 등 개 좁힐. 75 ( ) 43

있었다.

이 게 검색 개 특허를 몇 가지 분 결과는 아래 같다43 .

진국에 미답지역 생 자원 부 신약개 개 립 단계이다: .

국내에 미답지역 생 자원 부 신약개 연구 인 라 개:

아직 진국 에 미 지 못 실 이다.
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특허공개시 출원 등 국가별 분 면 진국에 해 우리나라 특허 출원 등, / /

간이 늦 편이다 이후 생 자원 출원 등 국가별 분 면 남극(2000 ). , /

래 생 자원이 압도 많고 북극 래는 체 건 건에 불과 다 그 남( 43 1 )

극 크릴새우 래 특허가 많 데 우리나라 특허는 모 남극 지 래 것이다,

(Fig. 5).

이상 결과를 종합 면 우리나라는 극지연구에 있어 진국 후 주자임에도,

다 특허가 있 며 지속 이고 체계 인 지원만 있다면 많 특허가 상 다, .

라. 부지원 책 황

부출연연구소인 국해양과 원 부 극지연구소가 쇄 아라 를 보

고 있 며 국가 부 연구지원 고 있다 과 부 해양극지. “ ․

원천 개 사업 획연구 극지 분야 과 연구주 인 극지해양( )” 7 ‘

자원 보 이용 개 부분에 해당 며 국토’ , 2011 해양부에 쇄“

연구 아라 를 용 종합연구계획 안 도출 획연구 안과 남극해( ) ” 1-3 ‘

생태계 보 과 산자원 희귀생 자원 용 연구 부분/ ’ 에 해당 다.

마. 종합결

특허 검색결과 극지 생 래 천연 에 연구는 매우 망 분야 사료 다.

특히 계 도 희귀 연구용 쇄 보 남극 연구 지 건 등 구축

인 라를 극 용 여 연구개 시 야 는데 본 연구과 같 지속 인,

연구를 통해 극지생 래 료용 망 질 보를 해야 다.
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[Fig. 5. Present state of polar, biological resources-related patents.

Upper plot, sorted by time of publication; lower plot, sorted by polar

organisms.]
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국내외 연구 황2.

가 모 포종. (glioblastoma, GBM)

추신경계 아 포 그 구 포에 원 는 악 종양GBM (glial cell)

뇌 질 엽 내 뇌 구 질 질 에 가장 히 생(white matter)

다 외과 병변 거 후 사 요법과 요법 병행 는 료법이 시행.

고 있 나 평균 생존 이 개월에 불과 매우 명 인 종양이다14.6 [4].

료법에 사용 는 약 인 는 일종temozolomide (TMZ) alkylating agent

손상 여 암 포를 거 다 회복 자인DNA [4, 5]. DNA

0
6

나 약 포 내-methylguanine-DNA-methyltransferase (MGMT)

를 조 는 이 높 경우 약bioavailability transporter( , P-glycoprotein)

에 항 보이므 사용 없다는 가 있다 재 도 매우 높아 개월. 6

에 불과 고 평균 생존 도 주 후가progression-free survival (PFS) 15-21% 25

극히 불량 악 질 이다[6-8].

근 약 에 항 이 매우 높고 암 포 능 여(cancer stem cell)

재 도 는 이 보고 어 이 포 효과 인 거를 통side population ,

가능 이 시 었 나 구체 인 료 찾 상 연구가 요 단계

이다[9, 10].

경계가 불분명 고 범 게 퍼 있어 시 거가 어 다 고GBM .

암에 해 타 이는 드 지만 개골 안에 범 게 퍼지는 것 역시,

이 볼 있어 암 이 억 역시 료에 있어 요 다(metastasis) .

나 골 병. (APL, acute promyelocytic leukemia)

골 병 특이 태APL (acute myelogenous leukemia AML) ,

골 포 단계에 미분 상태 남 포 인 악 질 이다 일( ) [11].前

약 독작용 이용 여 암 포를 거 는 항암 료 달리 료는 해당 암, APL

에 분자생 이해 료 를 통해 항(targeted therapy)

암 에 해 지 않는 난 암에 료를 통해 후가 격히 공

인 질 에 해당 다[11].

료를 료 분 요법 이 있는데 이는 임APL (differentiation therapy) ,

상 미분 상태 암 포를 분 시 암 료 는 법 자에게, APL

를 여 여 암 포를 과립구 분 시all-trans retinoic acid (ATRA) (granulocyte)

킴 써 해 를 이룰 있다 진단 자(complete remission; CR) [12, 13].

에게 를 단독 여 면 높 나 후 내 재 이 에 이르ATRA CR CR 5 40%

며 일부는 등 심각 부작용도 나타난다는 가 있어 개, retinoic acid syndrome

여지가 있다 이 같 어 움 부분 분 지 않고 남아 재[14].

일 킬 있는 leukemia-initiating cells (LICs leukemic stem cells,
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등 도 불린다 에 인 는 것 생각 므 재 없leukemia-repopulating cells ) ,

는 를 해 분 요법 외에 지 거 있는 료법 개 이 요구 다LIC . LIC

거 단 질 분해를 이surrogate marker retinoid acid receptor alpha (RARA)

용 도 다[15] (Fig. 6).

이 같 료 어 움 극복 해 병용 여가 가능 보조 료ATRA

개 이 데 재 미국 식품 약국 승인 료법 요법, (FDA)

과 가 사용 고 있 나 사용이 매우 이고 포독(CT) arsenic trioxide (ATO)

이 높아 개 여지가 있다[16].

다 골 사. (bone remodeling)

는 포외 질 분 구 풋 인 칼슘 등이 침착 질 분(osteoid), ,

다양 포 구 며 일차 개체 내골격 이루는 구조 인 능이 있,

나 근 포도당 사에 여 는 등 내분 능도 보고 었다, [17].

포 분 인 포는 를 만들어내는 골모 포 조골 포라고도 불린다( ,

를 는 골 포 이며 이 가지 포간osteoblast) (osteoclast) ,

조 통해 량이 조 다[18].

미분 상태 골모 포가 면 분 가 진행 면 라겐 등(collagen)

포외 질 분 분 고 여 에 질 분이 침착 도 여 생 진 다

그러나 골모 포 분 가 진행 에 라 등[19]. osteoprotegrin (OPG), RANKL

단 질 분 여 골 포 분 를 조 는 매우 이 존재 며 이,

포에 해 리모델링 이 진행 다(bone remodeling) [20, 21] (Fig. 7).

노 르몬 변 약 등에 해 이러 골 사가 원 히 일어나지 못 면 골감소, ,

증 골다공증 등이 일어날 있 며 효과 인 골질(osteopenia), (osteoporosis) ,

료 개 연구가 히 진행 고 있다 재 임상 사용 인[22].

골다공증 료 인 는 골 포 분 를 억 는 사용 다bisphosphonate

그러므 효과 인 골질 료 개 해 조골 포 골 포 분[23, 24].

조 이해 고 약 탐색이 요구 다, .
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[Fig. 6. Summary of APL therapeutic mechanisms. Left arm, cell

differentiation; Right arm, therapy mediated by elimination of LICs. Each

arm utilizes ATRA and ATO, respectively.]
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[Fig. 7. Bone remodeling mediated by the actions of osteoblasts and

osteoclasts [22]]
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연구개 행 내용1.

가 포 모종 에 보 사체 포독 효과를 연구 다. (GBM) .

상태에 포주에 약 단시간 일 처리 후 독 효과를 볼 있in vitro ( , 3, 4 )

는 포주 포독 실험모델 구축 여 보 사체 효과 신규 사GBM ,

체 생리 탐색에도 이용 다 포주에 보 사체 포독 효. GBM

과를 검 해 조군 임상 사용 는 료 인GBM temozolomide

를 처리 포를 사용 여 보 사체를 단독 처리 독 효과를(TMZ)

검 다 나아가 존 항암 보 사체 병용 처리 독 효과를 검.

여 존 항암 단독처리 병용처리 시 포독 효과를 다 상. in vivo

태에 보 사체 효과를 검 해 이종이식 여 약 처(xenograft)

리에 른 암 크 변 를 추 다 이를 통해 보 사체 단독 또는 존항암.

병용처리 시 포독 효과가 존 항암 탁월 경우 포주에, GBM

보 사체 포독 에 상 규명 다.

나 골 병 에 보 사체 포독 효과를 연구 다. (APL) .

상태에 포주에 약 단시간 일 처리 후 독 효과를 볼 있in vitro ( , 3, 4 )

는 포주 포독 실험모델 구축 여 보 사체 효과 신규 사APL ,

체 생리 탐색에도 이용 다 포주에 보 사체 포독 효과. APL

를 검 해 조군 임상 사용 는 료 인APL arsenic trioxide

를 처리 포를 사용 여 보 사체를 단독 처리 독 효과를(ATO)

검 다 나아가 존 항암 보 사체 병용 처리 독 효과를 검.

여 존 항암 단독처리 병용처리 시 포독 효과를 다 이를 통해.

보 사체 단독 또는 존항암 병용처리 시 포독 효과가 존 항암

탁월 경우 포주에 보 사체 포독 에 상, APL

규명 다.

다 골 병 에 보 사체 포분 효과를 연구 다. (APL) .

상태에 포주에 약 단시간 일 처리 후 포분 효과를 볼in vitro ( , 3, 4 )

있는 포주 포분 실험모델 구축 여 보 사체 효과 신규APL ,

사체 생리 탐색에도 이용 다 포주에 보 사체 포분. APL

효과를 검 해 조군 임상 사용 는 료 인APL all-trans

를 처리 포를 사용 여 보 사체를 단독 처리retinoic acid (ATRA)

분 효과를 검 다 나아가 존 항암 보 사체 병용 처리.

분 효과를 검 여 존 항암 단독처리 병용처리 시 포분 효과를

다 이를 통해 보 사체 단독 또는 존항암 병용처리 시 포분 효과.
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가 존 항암 탁월 경우 포주에 보 사체 포분 에, APL

상 규명 다.

라 골모 포 에 보 사체 포분 효과를 연구 다. (osteoblast) .

상태에 포주에 약 장시간 주 주 처리 후 포분 효과를in vitro ( , 1 , 2 )

볼 있는 골모 포주 포분 실험모델 구축 여 보 사체 효과 신,

규 사체 생리 탐색에도 이용 다 골모 포주에 보 사체 포분.

효과를 검 해 조군 합 에 요collagen proline hydroxylase

인 를 처리 포를 사용 여 보 사체를cofactor ascorbic acid (= vitamin C)

단독 처리 분 효과를 검 다 나아가 존 분 도 보 사체.

병용 처리 분 효과를 검 여 존 분 도 단독처리 병용처리

시 포분 효과를 다 이를 통해 보 사체 단독 또는 존 분 도.

병용처리 시 포분 효과가 존 분 도 탁월 경우 포주에, APL

보 사체 포분 에 상 규명 다.

마 골모 포 에 보 사체 사조 효과. (osteoblast)

상태에 포주에 약 처리 후 사조 효과를 볼 있는 골모 포주in vitro

실험모델 구축 여 보 사체 효과 신규 사체 생리 탐색에도,

이용 다 골모 포주에 보 사체 사조 효과를 검 해 조군.

사조 에 요 르몬인 인슐린 이나 인슐린 사 장인자(insulin)

를 처리 포를 사용 여 보 사체를(insulin-like growth factor-1, IGF-1)

단독 처리 사조 효과를 검 다 나아가 존 분 도 보.

사체 병용 처리 사조 효과를 검 여 존 사조 르몬 단독처

리 병용처리 시 사조 효과를 다 편 일 인 포 양 상태에. ,

사조 효과 검 외에 인슐린 항 도 상태에 보 사체 단독 또

는 사조 르몬과 병용처리 효과를 검 다 이를 통해 보 사체 단독.

또는 존 사조 르몬과 병용처리 시 사조 효과가 존 사조 르몬

탁월 경우 골모 포주에 보 사체 사조 에 상,

규명 다.

극지 해양생 래 신규 생리 질 탐색.

상 가 마 에 구축 검 모델 용 여 포주 포독 모델( ~ ) (GBM ,

포주 포독 모델 포주 포분 모델 골모 포주 포분APL , APL ,

모델 골모 포주 사조 모델 신규 생리 질 탐색 다 실 탐색과, ) .

생리 탐색용 시료 보량에 라 우 를 여 진행 는데 등, GBM, APL

악 종양 포주 모델 회 단 간 처리 므 소량 시료만 요 므 우1 ,
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탐색 고 골모 포주 포분 같이 장시간 복 여 여 다량 시료,

보가 인 경우는 후 진행 다.

실험 법2.

가 포 양.

본 과 에 사용 포주는 모 에American Type Culture Collection (ATCC)

취득 고 개별 포주는 다 과 같다 포주 여 항, . GBM MGMT-positive

암 인 에 항 가진 인체암alkylating agent ( , temozolomide, TMZ)

래 포주인 여 항암 인 에 민감T98G MGMT-negative alkylating agent

가진 인체암 래 포주인 를 사용 다 포주 는U87MG . APL translocation

에 는 인체암 래 포주PML-RARA fusion protein FOB

상 에 해당 는 를 사용 다 골모 포주는classification AML M3 NB4 . mouse

개골에 래 상태 사용 다neonate pre-osteoblast MC3T3-E1 .

포 양 해 모든 포주는 포 양 씨 도( 37 , humidified air, 5% CO2)

에 지 며 포주는 포주는, GBM DMEM + 10% FBS, APL RPMI-1640 +

골모 포주는 에 지10% FBS, alpha-MEM (without ascorbic acid) + 10% FBS

다.

나 포독 시험법.

다양 시험법 포독 분 다. Cell viability assay (Cell proliferation

또는 라고도 불린다 를 해 사용assay WST-8 assay ) water-soluble tetrazolium

는 사용 며 일 포를 에 후 단 인kit , 96-well plate seeding (3~4 days)

약 처리 효과 검 다 를 사용 다. Assay kit EZ-Cytox (DoGen) .

는 일 포를 에 후 장 인Colony formation assay 6-well plae seeding

약 처리 효과를 검 다 는 염색(2~3 weeks) . colony crystal violet

여 계 다.

는 손상 포 부 양액 러나 는 시LDH assay LDH

험법 일 포 후 약 처리 고 일 후 양액 새 운seeding 3~4

후 시행 다 를96-well plate aliquot . Assay kit LDH assay kit (Dojindo)

사용 다.

염색 후 계 는 법 인 특 용Trypan blue exlusion dye trypan blue

시험법인데 포 염색 는 죽 포만 계 여 독 효과를 량, trypan blue

다.

는 상태에 포독 시험 있는 법Xenograft assay in vivo ,

에 후 매일 주간 약 여 여immunodeficient mice U87MG xenograft 3

과 를 고 후 분리 여tumor volume body weight , sacrifice tumor tumor
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여 량 다weight .

다. RT-PCR qPCR

다양 자 에 량 해 행 다 는mRNA . RNA Trizol

사용 여 분리 후(Invitrogen) M-MLV Reverse Transcriptase (Elpis

Biotech) 를 합 다cDNA . RT-PCR HiPi Plus Thermostable DNA

를 사용 고Polymerase (Elpis Biotech) , qPCR SYBR Green master mix

사용 다(Bio-Rad) .

라 면역 롯. (immunoblotting)

다양 자 단 질 에 량 해 행 다 포를. RIPA

후 분리 여 사용 며buffer lysis soluble fraction cell lysate ,

후 에SDS-PAGE nitrocellulose membrane transfer, primary, secondary

붙인 후 검출 다antibody enhanced chemiluminescence .

마. Alkaline comet assay

를 사용 여 상태에 포를 처리 후Comet assay kit (Trevigen) alkaline

동 시 미경 얻는다 는 분 인image . Image software Comet Assay

분 여 가 손상 포IV v4.3 (Perceptive Instruments) genomic DNA

계산 는데 사용 다.

. Apoptosis assay

다양 법 를 행 다 가장 간단 고 고 인 법apoptosis assay .

를 분리 후 에 동 여 보이면genomic DNA agarose gel laddering pattern

가 일어날 가능 이 있는 것 단 다apoptosis .

포를 염색 후 고 미경 에 핵이 쪼개진 포를 계DAPI image

면 체 포 가 일어난 포 량 있다apoptosis .

를 통해 를 량 있는데TUNEL assay apoptosis , TUNEL Apoptosis

를 사용 며 사용법 조사 른다Detection Kit (EMD Millipore) protocol .

를 통해 를 량 있다 포 고 후PI staining/flow cytometry apoptosis .

염색 포를 분 여 포PI (propidium iodide) flow cytometry sub-G1

계산 면 이 다apoptotic cell .

면역 롯 분 있다 특히Apoptosis marker protein . , effector

검 있는데caspase , western blotting cleaved PARP-1,

등 검 다cleaved-Caspase 3 .
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사. Autophagy assay

다양 를 량 는 법 사용 다 인Autophagy marker . autophagy

인 단 질이나 거쳐marker p62/SQSTM1 post-translational modification

이 태 단 질 이용 여lipidation LC3 (LC3-II) western blotting

량 거나 변 를 량 다BECN1 (Beclin) mRNA qPCR . Autophagy

또 다른 인 를 계 거나 일 이상 를 가진 포marker LC3 puncta , puncta

계산 여 가 진행 포 결 있는데 는autophagy , LC3 puncta

염색 여 구조를 보이는 포를 상 분anti-LC3 antibody puncta

드시 가 핵 내에 것만 계 해야 다 포 외나 포질에puncta (

처럼 염색 것 외해야 다puncta ).

는 를 이용 여 검 있는데Autophagy autophagy inhibitor ,

나 포를 처리 후 상 를3-methyladenine (3MA) chloroquine (CQ) marker

분 다.

아 포분.

포주 포분 도를 해APL 1 M all-trans retinoic acid (ATRA)fμ

시간 이상 처리 다 분 는 염색 또는 량 거나72 . Wright-Geimsa NBT assay

분 자 나 단 질 각각 이나marker mRNA RT-PCR western blot

량 다analysis .

골모 포주 포분 도를 해 포를 과50 g/ml ascorbic acid organicμ

가 포함 에 일 이상 처리 다 분 는phosphate differentiation media (DM) 7 .

거나 질 침착 검 는 염색alkaline phosphatase alizarin red

행 다 분 등이 있는데. marker gene RUNX2, osteocalcin, collagen I ,

이들 등 량 다RT-PCR, qPCR, western blot analysis .

자 암 이 분.

에 간 인 법 암 이 분 시행 다 이가 일어나 해in vitro .

포가 이동해야 고 포 이동 해 포골격 변 변 를 도 는 신 달,

체계에 변 가 일어나며 에 여 는 가 를, invasion invadopodia extracellular matrix

분해 는 다양 효소 를 분 다 이상 과( , matrix metalloproteinases, MMPs) .

검 는 시험법 아래 같다.

또는 라 불리는 시험법 포이동 검Scratch assay wound healing assay

있는데 게 자란 포를 어 공간 만들고 일 시간, confluent (scratch) ,

후 포가 이동 여 그 공간 채우는 도를 량 다.

포이동에 여 는 자 등 변 를 이나( , CDC42, RHO, RAC ) qPCR

량 고 이 생 도는western blot analysis , cytoskeleton F-actin
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염색 여 분 다FITC-phalloidin .

는 염색 에 가 어Gelatin invadopodia assay gelatin invadopodia

를 분해 는 단 질 분해효소를 분 면 이 분해 면 잃어버리matrix gelatin

는 상 용 를 사용 다 량 법assay , EMD Millipore kit . (%

를 포 나 어 보 값 다degraded area) plotting .

연구개 행 결과3.

가 포 모종 에 보 사체인 항암 민감도 고 효과. (GBM) lobarstin

단 독 모델에 효과(1) lobarstin

Lobarstin (Fig. 8A) was treated in various doses for three days on T98G

glioblastoma cells. As seen in Fig. 8B, toxic effect of lobarstin in T98G

was seen at the concentration as low as 10 M (n=5,μ p=0.002,

Student’s t-test). However, lobarstin had no effect on cell viability in

human normal fibroblast at 40 M (Fig. 8B; n=3,μ p=0.108, Student’s

t-test). Because 40 M was toxic to T98G cells (n=5,μ p=5.16E-05,

Student’s t-test) but was the highest tolerated dose in normal fibroblasts,

we used the concentration of 40 M as the treatment dose in furtherμ

experiments.

단 독 모델에 민감도 고 효과(2) lobarstin TMZ

TMZ is used as a standard chemotherapeutic agent in glioblastoma, but it is

less effective in patients who express MGMT, a gene responsible for repairing

alkylation induced by TMZ at the O6 position of guanine, than those who do

not. We have chosen T98G cells to study the effect of lobarstin, because

MGMT is known to be expressed in the specific cell line (Fig. 9A), rendering

cells more resistant to TMZ. Statistically significant toxicity of TMZ was seen

in all conditions tested (Student’s t-test, not shown), but the toxicity was

more prominent at high doses of 500 and 750 M (Fig. 9B). Intriguingly,μ

co-treatment of lobarstin with high doses of TMZ resulted in enhanced

toxicity (Fig. 9C). These results suggest that lobarstin treatment might have

enhanced the toxicity of TMZ.
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[Fig. 8. Chemical structure and cytotoxicity of lobarstin. (A) Chemical

structure of lobarstin. (B) Primary human fibroblasts (Normal) and T98G

(T98G) cells were tested for cell viability with lobarstin, as described in

Materials and methods. Cells were treated with indicated doses of

lobarstin for 72 h. L, lobarstin concentration ( ). Results are shown asμΜ

average of three (Normal) and five (T98G) independent

experiments with standard deviation as error bars.]
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[Fig. 9. Lobarstin potentiates the sensitivity of TMZ in MGMT-positive

T98G cells. (A) Expression of MGMT in T98G cells. Expression at the

mRNA (left panels, RT-PCR) and protein (right panels, Immunoblot)

levels were shown. MGMT-negative U87MG cells were used as

negative control for MGMT expression. GAPDH was used as loading

control. (B) Cytotoxicity of TMZ on T98G cells. T98G cells were

treated with the indicated doses of TMZ for 72 h or 96 h. (C) The

effect of concomitant treatment of lobarstin and TMZ on T98G cell

viability. Cells were treated with indicated combination of drugs for 72

h. T, TMZ concentration ( M); V, vehicle; L, 40 M lobarstin.μ μ

Student’s t-test, *p<0.05, **p<0.01. Results are shown as

representative (A) or average of three independent experiments with

standard deviation as error bars (B and C).]
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단 독 모델에 손상과 회복 효과(3) lobarstin DNA

Because TMZ is known to damage DNA by methylating guanine (at O6 and

N7 positions) and/or adenine (at N3 position) residues, we next quantified

DNA damage by the alkaline comet assay (Fig. 10). We first examined the

effect of lobarstin on DNA damage. Lobarstin-alone at 40 M for 26 hμ

had a minimal effect on DNA damage, as the tail intensity (TI) was similar

to that of vehicle-treated cells for 26 h (Fig. 10, L vs. V). We next

examined the effect of cotreatment on DNA damage, by treating T98G

cells with 500 M TMZ-alone, or with lobarstin for 2 h. Treatment timeμ

of 2 h was chosen because both conditions showed similarextent DNA

lesion [Fig. 10, T(D) vs. LT(D)] and the time should be long enough to

induce DNA damage but short enough not to overlap with the DNA repair

system induced upon DNA damage [Fig. 10A; Damage(D)]. Therefore,

cells were washed after 2 h of drug treatment and incubated with fresh

culture medium to measure recovery from DNA damage [Fig. 10;

Recovery(R)]. When damaged cells were challenged with fresh medium for

24 h, the cells incubated with lobarstin-containing medium showed higher

TI than those with vehicle [Fig. 10, T(R) vs. LT(R)]. Using one-way

ANOVA to examine the group differences, statistical significance was seen

between the groups [F(1,5)=4058.828, p<0.001]. Results obtained by

utilizing the post-hoc test using Scheffe were as follows: (1) Significant

difference observed between V and T(D), and between T(D) and T(R),

p<0.001; (2) significant difference between L and LT(D), and between

LT(D) and LT(R), p<0.001; (3) not significant difference between V and

L, p=1.000; (4) not significant between T(D) and LT(D), p=0.998; and

(5) significant difference between T(R) and LT(R), p<0.001. Taken

together, these results suggest that lobarstin-alone may not induce DNA

damage, but the DNA damage induced by TMZ may be sustained in the

presence of lobarstin.
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[Fig. 10. Effect of lobarstin on DNA damage and recovery. (A) Experimental

paradigm of lobarstin and/or TMZ treatment for alkaline comet assay. Damage (D)

and recovery (R) are defined in the solid line shown on the top (not drawn to

scale). Six different experimental conditions are shown underneath the solid line as

arrows [V, Vehicle; L, lobarstin; T(D), TMZ (damage); LT(D), lobarstin and TMZ

(damage); T(R), TMZ (recovery); and LT(R), lobarstin and TMZ (recovery)]. The

alkaline comet assay was performed at the end of each arrow. (B) Fluorescent image

of cells subjected to alkaline comet assay. (C) Summary of alkaline comet assay.

Results are shown as average of fold-change relative to the vehicle-treated group

from 50 measurements obtained per treatment and three independent experiments

(total of 150 measurements) and standard deviation as error bars.
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단 독 모델에 손상과 회복 효과(4) lobarstin DNA

Because lobarstin-treated cells showed greater DNA damage in the

alkaline comet assays, we hypothesized that the DNA repair system may

be affected by lobarstin. Treatment of T98G cells with lobarstin-alone for

up to 48 h resulted in reduced expression of MGMT and PARP1 proteins,

enzymes implicated in DNA repair, in a timedependent manner (Fig. 11A,

left panels). Reduced expression was also seen at the transcription level

(Fig. 11A, right panels). Moreover, co-treatment of lobarstin with TMZ

resulted in lesser expression of MGMT, PARP1, LIG3 and XRCC1 (Fig.

11B). These results suggest reduced expression of DNA repair genes as a

possible mechanism for enhanced sensitivity seen with lobarstin

co-treatment (Fig. 12).

장 독 모델에 효과(5) lobarstin

포주를 일간 처리 후 생 를 계U87MG 15 lobarstin colony

결과 행 농도에 게(colony formation assay ), lobarstin dose-dependent

독 효과가 있 알 있었다(Fig. 13).

장 독 모델에 에 민감도 고 효과(6) lobarstin TMZ

포주를 일간 존 항암 처리 후 생U87MG 15 TMZ and/or lobarstin

를 계 결과 행 농도colony (colony formation assay ), lobarstin

에 게 독 효과가 있 알 있었다dose-dependent (Fig. 14, 15).

(7) in vivo 장 독 모델에 에 민감도 고 효과lobarstin TMZ

포주를 면역결 생 에 이종이식 후 존 항암U87MG (=xenograft) TMZ

독 효과를 보았다 실 실험 과 같다and/or lobarstin . paradigm Fig. 16 .

약 여 후 일 지 종양 크 생 몸 게를 했 며 일째21 , 21

후 종양 분리 여 게를 다 처리만 도 종양 크sacrifice . TMZ

가 매우 작아 단독 독 효과가 컸 에 에TMZ lobarstin

독 고효과가 미미 다 (Fig. 17).
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\

[Fig. 11. Effect of lobarstin on the expression of DNA repair genes. (A) The

effect of lobarstin on DNA repair genes. Cells were treated with 40 Mμ

lobarstin for indicated times (left panels) or for 24 h (right panels) and

subjected to immunoblot and RT-PCR, respectively. (B) The effect of 40 Mμ

lobarstin and/or 500 M TMZ on DNA repair genes. Cells were treated withμ

indicated drugs for 24 h and subjected to immunoblot. Shown are

representative results of three independent experiments. V, Vehicle; L,

lobarstin-only; T, TMZ only; LT, lobarstin and TMZ.]
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[Fig. 12. Role of lobarstin in GBM. In MGMT-positive, TMZ-resistant

T98G cells, the sensitivity to TMZ was enhanced by lobarstin cotreatment.

Recovery from TMZ-induced DNA damage was attenuated by

concomitant lobarstin treatment, accompanied by reduced expression of

genes in the MGMT and BER pathways.]
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[Fig. 13. Toxic effect of the previously secured metabolite, lobarstin.

U87MG human glioblastoma (GBM) cells were treated with indicated

doses of lobarstin for 15 days. Formed colonies were stained with crystal

violet, thus the colony formation assay.]
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[Fig. 14. The effect of concomitant treatment of metabolite (= lobarstin)

and TMZ on U87MG cell viability. Cells were treated with indicated

combination of drugs for 15 days and subjected to colony formation

assay. Left, representative results of three independent experiments.

Right, plotted results from three independent experiments. Y axis, average

colony number per well.]
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[Fig. 15. The effect of concomitant treatment of metabolite (= lobarstin)

and TMZ on U87MG cell viability. Cells were treated with indicated

combination of drugs for 15 days and subjected to colony formation

assay. Shown are results from 4 independent experiments.]
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[Fig. 16. Paradigm of a xenograft experiment. Xenograft tumors were

made by injecting U87MG human GBM cells into immunodeficient mice.

Mice were subjected to daily injection of indicated drugs for 21 days.

CTL, control, vehicle injected; Lob, lobarstin-injected; TMZ,

temozolomide-injected; L+T, lobarstin- and TMZ-injected.]
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[Fig. 17. Xenograft experiment to examine the in vivo effect of lobarstin.

Groups of 10 mice each were subjected to daily injection with indicated

drugs. A, tumor volume of live animals; B, body weight changes during

the experimental period; C, tumor weight measured from sacrificed

animals; D, representative xenograft tumors from sacrificed animals. Note

that the difference between TMZ alone and TMZ+ Lobarstin is minimal,

possibly due to the dramatic effect of TMZ alone. CTL, control, vehicle

injected; Lob, lobarstin-injected; TMZ, temozolomide-injected; L+T,

lobarstin- and TMZ-injected.]
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나 모 포종 에 보 사체인 암 이 억 효과. (GBM) lobarstin in vitro

장단 독 효과(1) Lobarstin

포주인 에 단독처리에 독Human GBM T98G and/or U87MG lobarstin

효과를 단 장 독 모델에 검 결과(Fig. 18, left) (Fig. 18, right)

를 보았다dose-dependent toxicity .

포이동 억 효과(2) Lobarstin (cell migration)

를 행 여 상태에 에 포주Scratch assay in vitro lobarstin U87MG

포이동 검 결과 포이동 억 다는 결과를 얻, lobarstin U87MG

었다(Fig. 19).

에 변(3) Lobarstin cytoskeleton

포이동에 요 포골격 변 가 에 해 일어나는지(cytoskeleton) lobarstin

검 다 생 양태를 보 해 지 염색. F-actin phalloidin

결과 처리 포에 이 감소 다는 것 찰 다, lobarstin F-actin (Fig.

20, left).

편 포골격 지 변 는 다양 단 질에 해 조 므 에, , lobarstin

포골격 변 가 변 에 해 매개 는지 검small GTPase

다 조사 가지 단 질 량이 처리. 3 small GTPase CDC42 lobarstin

포에 감소함 찰 다(Fig. 20, right).

에 변(4) Lobarstin MMP

포는 갖는GBM gelatinase Matrix Metalloproteinase (MMP) 2 9

를 여 포 외 분 즉 포 양액에 존재 다 는 것 잘 알 있( , )

므 그 에 해 조사 다MMP2 .

효소 를 이용 여 검 다 이 합MMP2 zymography . Gelatin

에 포 양액 동 여 이 분해 를acrylamide gel gelatin protein band

추 다 단 질분해효소 후 염색 면 체. gel Coomassie blue dye

청색 띤 에 에 해 이 분해 부분만 염색이gel gelatinase gelatin

지 않는다 이 게 보이는 는 해당 를 가진 단 질. band gelatinase band size

일 며 는 에 다 가지, band intensity gelatinase . Fig. 21

부 얻 결과인데 가 구 태 있어 를band , MMP2 (precursor) full activity

갖지 않 작용에 해 어Pro-MMP2 , protease processing full activity

를 갖는 에 해당 는 에 이 분해 어 보이는final form MMP2 band gelatin

를 얻 후 처리 조군 상 인 시 다intensity vehicle .

모Precursor form (Pro-MMP2) final processed form (MMP2) lobarstin
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에 해 이 감소 었 찰 다 또 량도 에. MMP2 mRNA

에 해 감소 찰 다lobarstin (Fig. 22).
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[Fig. 18. Examination of in vitro toxicity in GBM cell lines. Left, short

term (72 h) effect of lobarstin alone in two GBM cell lines, T98G and

U87MG. Long term effect of lobarstin on U87MG cells assessed by colony

formation assay. Cells were treated with indicated dosease of lobarstin.]
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[Fig. 19. Wound healing effect assessed by scratch assay. U87MG cells

were plated, grown to confluency and scratched to induce cell migration

into empty space. Shown are results from immediately and 9 h-post

scratching. Cells had been incubated with vehicle or 30 M lobarstinμ

since 24 h prior to scratching. Shown are representative results from 3

independent experiments.]
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[Fig. 20. Cytoskeletal changes by lobarstin. U87MG cells treated with

vehicle (DMSO) or 30 M lobarstin were subjected to F-actin stainingμ

with phalloidin-FITC (left panels) or immunoblotting analysis with

antibodies specific for small GTPases. Note that the expression of CDC42

was decreased upon lobarstin treatement.]
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[Fig. 21. Inhibition of MMP2 activity by lobarstin. Culture media including

the secreted pro- and active-MMP2 were subjected to zymography. The

negative intensity of digested gelatin was measured and plotted as shown.

Left, zymographys result for bands corresponding to Pro-MMP2; right,

zymographys result for bands corresponding to Active-MMP2. X-axis,

lobarstin concentration ( M); Y-axis, relative gelatinase activity.μ

Gelatinase activity of vehicle-treated medium was set at 100. Shown are

average results of three independent experiments. Error bars, standard

deviation.]
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[Fig. 22. Reduction of MMP2 expression by lobarstin. MMP2 mRNA

expression was assessed by qPCR with specific primers. Y axis,

expression of MMP2 relative to vehicle-treated cells. Lobarstin was

treated at 30 M.]μ
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(5) Invadopodia assay

를 통해 이 에 해 억 보았 므Zymography MMP2 lobarstin ,

능 이 감소 는지 살펴보고자 를 행gelatinase invadopodia assay

다 는 이 모델 암 포가 주변 포외. Invadopodia assay in vitro ,

질 에 침입 면 포가 과 사 구조를 만들어 뻗어(ECM) (invasion) (foot)

나가는 상 시험법이다 는 구조 과 사 구조mimic . Invadopodia

를 가지고 있 뿐만 아니라 그 구조 부 단 질분해효소 가 분 어, (protease)

주변 분해 여 암 포가 이동 는 만든다 는 이ECM . Invadopodia assay

같이 가 분 는 단 질분해효소에 해 지 구 분invadopodia ECM

단일단 질 분해 여 잃 부분 면 있다 이 값.

체면 면 포 면 계산 면 약 에 invadopodia

능 량 있다.

포는 가진 분 므 지GBM gelatinase MMP2 MMP9 ,

를 행 결과 에 해gelatinase invadopodia assay , lobarstin invadopodia

가 감소함 알 있었다 염색결과 녹색 인데 색 보(Fig. 23). gelatin

이는 부분이 작용 이 분해 부분이고 청색 염색invadopodia gelain ,

는 포 핵 염색 여 단 면 당 포 를 알 있 며 색 염DAPI ,

색 에 같이 에 해 감소 다 녹색 염색F-actin Fig. 20 lobarstin .

사진에 찰 색 부분 면 포 체면 보 결과를

니 에 해 게 감소함 알 있었plotting lobarstin statistically significant

다.
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[Fig. 23. Reduction in invadopodia formation by lobarstin. Upon digestion

of FITC-labelled gelatin by invadopodia, green fluorscence is lost. The

area of lost fluorescence was measured, normalized by cell number and

plotted as (% Degraded area)/cell count. Green, FITC-gelatin; blue, DAPI;

red, Cy3-phalloidin. **, Student’s t-test, p < 0.01.]
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다 골 병 에 보 사체인 포독 효과. (APL) M11A salt

포독 효과(1) M11A salt

를 다양 농도 포주인 에 처리 후M11A salt APL NB4 24 h trypan blue

염색 여 계 결과 존 항암 인, Arsenic trioxide (ATO) M11A salt

포독 효과 인 있었다 가 보인 포독 효(Fig. 24A). 1 M ATOμ

과 사 독 보이는 농도는 다15 M .μ

에 조군 에 래NB4 human foreskin primary normal human

에 를 처리 결과 에 독 보fibroblast ATO M11A salt , NB4 1 Mμ

가 상 포에는 독 효과를 보이지 않 알 있었ATO 15 M M11A saltμ

다(Fig. 24B).

이 결과 부 향후 실험에 이후 실험1 M ATO 15 M M11A saltμ μ

진행 다.

병용처리 시 존 항암 에 포독 민감도 고(2) M11A salt ATO ( )

를 병용처리 면 포독 이 증가함 찰 다M11A salt ATO (Fig. 25A).

에 포독 도에 것임이 잘 알 있 므ATO apoptosis ,

병용처리에 해 고 포독 역시 증가에 것인지M11A salt apoptosis

인 고자 다양 를 행 다apoptosis assay .

포핵 염색 결과 병용처리군에 쪼개진 핵 가 미 게DAPI ,

증가함 찰 다 포를 염색 후(Fig. 25B). propidium iodide (PI) flow

분 결과 에 해당 는 포 가 증cytometry apoptotic population sub-G1

가함 알 있었다 고 인 인(Fig. 25C and D). apoptosis assay genomic

를 동 결과 병행처리군에 이 가장 많이 찰 었DNA , DNA laddering

며 인(Fig. 25E), apoptosis marker cleaved PARP1, cleaved Caspase 9,

가 병행처리군에 가장 량이 많았다cleaved Capsase 3 .

이상 결과 부 병용처리 시 존 항암 에 포독M11A salt ATO

민감도 고 며 포독 를 시 있었다( ) , apoptosis .
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[Fig. 24. Cytotoxicity of MllA salt relative to ATO. A, effect in APL cell

line, NB4. B, effect in foreskin normal fibroblast.]
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[Fig. 25. Enhanced cytotosicity upon concomitant treatment of M11A salt

and ATO is due to inducton of apoptosis. A, cytotoxicity assessed by

trypan blue staining and cell counting. B, DAPI staining result. (left)

fluorscence microscopy, (right) apoptotic body plotted as % control

(vehicle-treated cells). C, Propdium iodine staining followed by flow

cytometry. D, ratio of sub-G1 cells from the results of C. E, genomic

DNA laddering. F, immunoblot of apoptotic markers, cleaved PARP1,

cleaved CAPS9, and cleaved CAPS3. GAPDH was used as loading control.

V, vehicle-treated control; A, ATO alone (1 M ATO); M, M11A saltμ

alone (15 M M11A salt); AM, ATO and M11A salt (1 M ATO + 15μ μ

M M11A salt).]μ
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에 단 질 분해 규명(3) M11A salt PML-RARA

에 심 인 인 는 에 해 분해가 도 다APL oncoprotein PML-RARA ATO

고 알 있는데 이 과 에 자가포식 도 여 는 것 알 있, (autophagy)

다 실험 단 질 에 분획보다. PML-RARA Triton X-100 soluble

분획에 많이 존재 는 것 알 있고 특히 이 분획insoluble , insoluble

가 에 해 분해 는 것 알 있다PML-RARA autophagy .

이에 분획에 를 분 결과 인insoluble PML-RARA autophagy marker

가 분획보다 분획에 량이 많 것 알p62 LC3II soluble insoluble

있었다 특이 게도 인 처리 경우(Fig. 26A). autophagy inhibitor chloroquine

량이 가장 높았다autophagy marker .

를 병용처리 여 단 질ATO M11A salt (Fig. 26B, lane 6) PML-RARA

양이 가장 많이 감소 는 것 찰 다 이에 보고자 다양 항.

체를 이용 여 를 행 결과 병용처리군에western blot analysis , apoptosis

가 증가 나 에 변 는 미미 것 알autophagy ER-stress marker

있었다(Fig. 26B).

이상 결과 부 에 단 질 분해는M11A salt PML-RARA autophagy

를 경 함 알 있었다.

병용처리에 독 분자 규명(4) ATO M11A salt

에 병용처리에 독 이 를 경 고Fig. 25 ATO M11A salt apoptosis ,

에 병용처리에 분해가Fig. 26 ATO M11A salt PML-RARA

를 경 함 보았 므 병용처리에 독 에 가 여autophagy , autophagy

는지 살펴보았다.

이에 인 사용 여 가 억 었autophagy inhibitor chloroquine autophagy

병용처리에 가 향 는지 살펴보았다 포독apoptosis . trypan

염색 후 포 계 분 결과 처리에 해 죽는 포 가blue chloroquine

감소 고 도 감소 나(Fig. 27A), DNA laddering (Fig. 27B) PML-RARA mRNA

변 가 없 찰 다 불어 분획에(Fig. 27C). soluble

인 이apoptosis marker cleaved Caspase 3 (CASP3) cleaved PARP1

에 해 감소 고 분chloroquine (vehicle AM chloroquine AM), insoluble

획에 인 도 에 해 감소 다autophagy marker LC3II chloroquine (vehicle

마지막 를 염색AM chloroquine AM) (Fig. 27D). PML-RARA

찰 결과 병용처리에 해 감소 핵내 가 처리에, PML-RARA chloroquine

해 회복 는 것 찰 다(Fig. 27E).

이상 결과를 종합 면 병용처리에 독 효과에, ATO M11A salt

가 여함 알 있었다autophagy .
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[Fig. 26. PML-RARA protein degradation by M11A salt is mediated by

autophagy pathway. A, cells were treated with vehicle or authophagy

inhibitors, 3-MA or chloroquine, lysed and subjected to western blot

analysis. Soluble, soluble fraction upon lysis with RIPA buffer; insoluble,

insoluble pellet upon Triton X-100 lysis solublized in 8 M urea. GAPDH

and Tubulin were used as loading controls. B, Effect of concomitant

treatment on the protein expression of ER stress markers and autophagy

markers assessed by western blotting. 1, control (no treatment); 2, cell

treated with ER-stress-inducing tunicamycin; 3, vehicle-treated cells; 4,

ATO alone (1 M ATO); 5, M11A salt alone (15 M M11A salt); 6,μ μ

ATO and M11A salt (1 M ATO + 15 M M11A salt). GAPDH wasμ μ

used as loading control.]
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[Fig. 27. Apoptosis induced by concomitant treatment of ATO and M11A

salt is mediated by autophagy. A, cell death was reduced (= cell count is

increased) upon chloroquine treatment, an autophagy inhibitor. B, changes

in DNA laddering, an apoptosis marker. C, conventional RT-PCR result of

PML-RARA, the APL marker and LC3, an autophagy marker. D, the

effect of concomitant treatment on apoptosis markers (cleaved CASP3 and

cleaved PARP1) were reversed by chloroquine, an autophagy inhibitor, in

soluble fractions. In the insoluble fractions, reduction of PML-RARA

protein expression by concomitant treatment was reversed by chloroquine.

E, PML bodies were stained by anti-PML antibody (green). Nuclei were

stained with DAPI (blue). V, vehicle-treated control; A, ATO alone (1 μ

M ATO); M, M11A salt alone (15 M M11A salt); AM, ATO and M11Aμ

salt (1 M ATO + 15 M M11A salt).]μ μ
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병용처리에 독 분자 규명(5) ATO M11A salt

과 에 경 가 여 다는 보고가 있어 병용처리 과 에도Autophagy MAPK

경 가 여 는지 살펴보았다 경 인MAPK (Fig. 28). MAPK marker

병용처리군에 가장 높았다 특이 게도phospho-ERK (Fig. 28A).

경 인 를 처리 니 는 감소MAPK inhibitor PD098059 (PD) phospho-ERK

나 등cleaved CASP9, cleaved CASP3, cleaved PARP1 apoptosis

는 를 처리 병용처리 군에 가장 량이 높았다marker PD . Apoptosis

에 본 결과 사 게 염색 후 계 결과 역시 를 처리marker trypan blue PD

병용처리 군에 가장 독 효과가 높 알 있었다 이상 결과 부.

병용처리에 독 에 경 가 여함 알 있었ATO M11A salt MAPK

다.
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[Fig. 28. Cytotoxicity of concomitant treatment is mediated by ERK

pathway. Note that the cytotoxicity is enhanced in PD098059 (PD, a ERK

pathway inhibitor)-treated cells. A, western blot analysis; B, cell counting

after trypan blue staining. V, vehicle-treated control; A, ATO alone (1 μ

M ATO); M, M11A salt alone (15 M M11A salt); AM, ATO and M11Aμ

salt (1 M ATO + 15 M M11A salt); PD, PD-treated.]μ μ
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라 골 병 에 포독 효과. (APL) lobarstin

과 병용처리에 포독 고(1) Lobarstin ATO

다양 농도 포주인 에 다양 시간동안 처리 후Lobarstin APL NB4

염색 여 계 결과 존 항암 인trypan blue , Arsenic trioxide (ATO)

포독 효과 인 있었다 처리군lobarstin (Fig. 29A, L ). 1 M ATOμ

가 보인 포독 효과 사 독 보이는 농도는 이었다10 M .μ

과 를 병용처리 면 포독 이 증가함 찰 다Lobarstin ATO (Fig. 29A,

처리군 단독처리군 군 과 병용처리군 군LA ). Lobarstin (L ) ATO (LA )

면 군 군에 포 가 감소 여 병용처리에 해 포독 이 고L LA

알 있었다 가 보인 포독 효과 사 독 보이는. 1 M ATO 10μ μ

같 농도 병용처리 시 포독 이 증가M lobarstin ATO lobarstin

며 특이 게도 독 이 없 병용처리해도 포독, 1 M lobarstin ATOμ

이 고 는 효과를 보았다 이 같 결과에 착안 여 향후 실험. 1 Mμ

단독lobarstin (1L), 1 M lobarstin + 1 M ATO (1LA), 10 M lobarstinμ μ μ

단독 처리 며 조군(10L), 10 M lobarstin + 1 M ATO (10LA) ,μ μ

처리군 처리군 개 군 진행 다vehicle (V) 1 M ATO (A), 6 .μ

에 고 포독 추가 실험법 증명 었다 는1LA 10LA . Fig. 29B

이용 결과이고 는 를 이용WST-8 viability assay , Fig. 29C LDH assay

결과인데 염색 후 계 결과 동일 게 병용cytotoxicity assay , trypan blue

처리에 해 포독 이 증가함 보았다.

과 병용처리에 포독 고는 증가에(2) Lobarstin ATO apoptosis

인 다.

에 포독 이 도에 것임이 잘 알 있 므ATO apoptosis ,

병용처리에 해 고 포독 역시 증가에 것인지lobarstin apoptosis

인 고자 다양 를 행 다apoptosis assay .

염색 후 계 니 군에 염색 포TUNEL 1LA 10LA TUNEKL

이 높았다 인 병(Fig. 30, left). Apoptosis marker cleaved PARP1

행처리군에 량이 가장 높았고 는 병행처리군에, Capsase 3 (CASO)3)

량이 가장 낮았다 이상 결과 부 병용처리 시(Fig. 30, right). lobarstin

존 항암 에 포독 민감도 고 며 포독ATO ( ) , apoptosis

를 시 있었다.
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[Fig. 29. Effect of lobarstin alone or co-treatment with ATO on cell

death. (A) cell count after trypan blue staining. (B) cell viability assay

(WST-8 assay). (C) cytotoxicity test (LDH assay). 1, V (vehicle-treated

control); 2, A (ATO alone); 3, 1L (1 M lobarstin); 4, 10L (10 Mμ μ

lobarstin); 5, 1LA (concomitant 1 M lobarstin and 1 M ATO); 6, 10LAμ μ

(concomitant 10 M lobarstin and 1 M ATO). Student’sμ μ t-test; *, p

< 0.05; **, p < 0.01; ***, ###, p < 0.001.]
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[Fig. 30. Cell death induced by lobarstin alone or by co-treatment with

ATO is mediated by apoptosis. Left, TUNEL staining results of the upper

panel plotted as %TUNEL-positive cells relative to total cell count. Right,

western analysis of apoptosis markers. Numbers under the blots indicate

band intensities relative to control (lane 1). 1, V (vehicle-treated

control); 2, A (ATO alone); 3, 1L (1 M lobarstin); 4, 10L (10 Mμ μ

lobarstin); 5, 1LA (concomitant 1 M lobarstin and 1 M ATO); 6, 10LAμ μ

(concomitant 10 M lobarstin and 1 M ATO).]μ μ
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과 병용처리에 포독 고는 증가에(3) Lobarstin ATO autophagy

인 다.

는 요 인 단 질 분해에 여 며 그ATO APL oncoprotein PML-RARA ,

가 알 있 므 과 병용처리에autophagy Lobarstin ATO

포독 고가 에 해 매개 는지 인 다autophagy (Fig. 31).

단 질 단독이나 병용처리에 해 감소PML-RARA lobarstin ATO

는데 게 단독처리 보다 병용처리 군에 많이 감소 다dose-dependent ,

(Fig 31, upper left).

편 분 결과 병용처리에 해autophagy marker SQSTM1

라고도 불린다 단 질 감소 고 라고도 불린다 단(p62 ) , LC3II (MAP1LC3BII )

질과 는 증가 며mRNA , BECN1 도 증가 다mRNA .

이상 결과를 종합 면 과 병용처리에 포독 고Lobarstin ATO

는 증가에 인 다는 것 알 있었다autophagy .

과 병용처리에 는 를 경 다(4) Lobarstin ATO apoptosis autophagy .

에 병용처리에 독 이 를 경 고Fig. 29 ATO lobarstin apoptosis ,

에 병용처리에 분해가Fig. 30 ATO lobarstin PML-RARA autophagy

를 경 함 보았 므 병용처리에 독 에 가 여 는지 살펴보, autophagy

았다 이에 인. autophagy inhibitor 3-methyladenine (3MA) chloroquine

사용 여 가 억 었 병용처리에 가 향(CQ) autophagy apoptosis

는지 살펴보았다.

를 처리 니 인 가 감소 는데 병용처리에3MA CQ autophagy marker LC3II ,

해 감소 단 질이 약간 회복 는 것 찰 다PML-RARA (Fig. 32).

그러나 이 과 단 질 분해 억 에 것이므 에 변 는mRNA

없었다 이 사 게 인(Fig 32). authophagy marker BECN1 mRNA, total

도 에 해 감소 다 특이LC3 puncta per cell 3MA CQ (Fig. 33 and 34).

게도 처리에 해 도 감소 는데 이는authophagy inhibitor apoptotic cell

염색 후 염색 후 계PI flow cytometry, genomic DNA laddering, TUNEL ,

인 과apoptosis marker Cleaved PARP1 CASP3 western blot analysis (Fig

등 다양 실험법 인 다35) .

이상 결과를 종합 면 병용처리에 독 효과에, ATO lobarstin

가 여함 알 있었다autophagy .
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[Fig. 31. Reduction in PML-RARA protein expression by lobarstin is

mediated by autophagy pathway. Upper left, PML-RARA protein

expression assessed by western blotting. -tubulin (TUBA) was used asα

loading control. Upper right, expression of autophagy markers, SQTM1 (=

p62) and MAP1LC3B (= LC3). GAPDH was used as loading control.

Numbers under the blots indicate band intensities relative to control (lane

1). Bottom, qPCR results of autophagy marker genes, MAP1LC3B (=

LC3) and BECN1 (= BECLIN-1). 1, V (vehicle-treated control); 2, A

(ATO alone); 3, 1L (1 M lobarstin); 4, 10L (10 M lobarstin); 5, 1LAμ μ

(concomitant 1 M lobarstin and 1 M ATO); 6, 10LA (concomitant 10μ μ

M lobarstin and 1 M ATO).]μ μ



- 59 -

[Fig. 32. Enhanced protein degradation of PML-RARA by concomitant

lobarstin and ATO is mediated by autophagy. Left, qPCR of PML-RARA.

Right, western blot analysis of PML-RARA. Note that the reduced

PML-RARA protein expression was recovered by autophagy inhibitors,

3MA and CQ in lobarstin and ATO co-treated cells (lanes 5 and 6). 1, V

(vehicle-treated control); 2, A (ATO alone); 3, 1L (1 M lobarstin); 4,μ

10L (10 M lobarstin); 5, 1LA (concomitant 1 M lobarstin and 1 Mμ μ μ

ATO); 6, 10LA (concomitant 10 M lobarstin and 1 M ATO).]μ μ
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[Fig. 33. Establishment of experimental setting for autophagy inhibition in

APL cells. Upper panels, western analysis of autophgy marker MAP1LC3B

(= LC3). Numbers under the blots indicate band intensities relative to

control (lane 1). Lower left, qPCR result of BECN1 (= BECLIN-1).

Lower right, number of cells with LC3 punta. Student’s t-test; * or #, p

< 0.05; **, p < 0.01; ###, p < 0.001. 1, V (vehicle-treated control); 2,

A (ATO alone); 3, 1L (1 M lobarstin); 4, 10L (10 M lobarstin); 5,μ μ

1LA (concomitant 1 M lobarstin and 1 M ATO); 6, 10LA (concomitantμ μ

10 M lobarstin and 1 M ATO).]μ μ
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[Fig. 34. PML-RARA protein degradation by lobarstin and ATO

co-treatment is mediated by autophagy. APL cells were stained with

anti-PML antibody (green), anti-LC3 antibody (red) and DAPI (blue). 1,

V (vehicle-treated control); 2, A (ATO alone); 3, 1L (1 M lobarstin);μ

4, 10L (10 M lobarstin); 5, 1LA (concomitant 1 M lobarstin and 1μ μ μ

M ATO); 6, 10LA (concomitant 10 M lobarstin and 1 M ATO).]μ μ
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[Fig. 35. Cell death by lobarstin alone or by co-treatment with ATO is

occurs by autophagy-mediated apoptosis. Upper left, sub-G1 cells

assessed by PI staining and flow cytometry. Upper right, genomic DNA

laddering. Lower left, TUNEL staining result. Lower right, protein

expression of apoptosis markers. Numbers under the blots indicate band

intensities of cleaved PARP1 over full-length PARP1 relative to control

(lane 1). 1, V (vehicle-treated control); 2, A (ATO alone); 3, 1L (1 Mμ

lobarstin); 4, 10L (10 M lobarstin); 5, 1LA (concomitant 1 Mμ μ

lobarstin and 1 M ATO); 6, 10LA (concomitant 10 M lobarstin and 1μ μ

M ATO).]μ
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마 골모 포 에 보 사체 효과. (osteoblast)

포독 검(1) Lobarstin

골모 포에 단독처리했 독 효과를 농도별 시간별 검lobarstin ,

다 생존 포 는 를 사용 다 범 에(Fig. 36). WST-8 assay . 0.1~10 Mμ

독 이 없는 것 단 다 고농도인 포주에 는 존. 10 M APLμ

항암 인 사 독 보이는 농도이나 암 포가 아닌 상 포에 가ATO , ,

운 인 포주는 에 독 에immortalized cell line MC3T3-E1 lobarstin

항 가지고 있 알 있다 이는 에 래. Fig. 24B foreskin normal

가 약 에 내 가지는 것과 사 다human fibroblast .

포분 효과 검(2) M11A salt

골모 포에 를 단시간 처리 여 분 에 인M11A salt RUNX2 transcription

변 가 있는지 살펴보았다 분 가 도factor (Fig. 37). Osteoblast

면 이 단 증가 는데 에 보듯이 처리RUNX2 Fig. 37 , M11A salt

지 이 증가 다가 이후 는 히 감소 는 것 알6 h RUNX2 12 h

있었다 이 결과 부 가 포주 골모 포 분. M11A salt MC3T3-E1

를 도 가능 인 있었다.

에 골모 포 사조 검(3) M11A salt

근 골모 포가 인슈린 용체 를 고 췌장 베타 포에(insulin receptor, IR) ,

분 인슐린 에 여 포도당 사에 여 다는 보고가 있었(insulin) ,

다 이에 실험모델 사용 는 포주인 포주에. pre-osteoblast MC3T3-E1

처리 효과를 검 다insulin (Fig. 38).

포주에 를 처리 상태에 부MC3T3-E1 M11A salt 24 h insulin 5 min

지 다양 시간동안 처리 후 신 달체계에 향 검24 h insulin

다 등. Insulin receptor (IR), Insulin receptor substrate (IRS), AKT, ERK

인산 찰 있었Osteocalcin (OCN) Western blot analysis

다 특히 처리 시 도는 단독보다 과. 5 min AKT insulin insulin M11A

를 병용처리 강 것 찰 다salt .

편 에 해 신 달경 가 면 능 포도당insulin insulin

가 증가 것 상 여 사가 지 않는 지 포도당uptake ,

인 를 처리 여 를 량 결과 에 해analog 2-NBDG glucose uptake insulin

미 나마 가 증가 여 에 주요glucose uptake (Fig. 39A) MC3T3-E1

인 변 를 에 량 결과 약간glucose transporter GLUT1 mRNA

증가 것 알 있었다(Fig. 39B).

이상 결과 부 는 에 포주에, M11A salt insulin MC3T3-E1
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신 달경 를 욱 시킨다는 것 알 있었다.



- 65 -

[Fig. 36. Examination of lobarstin toxicity in MC3T3-E1 osteoblasts.

Cell were treated with indicated doses for indicated times and

subjected to cell viability test with WST-8 assay.]
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[Fig. 37. Examination of differentiation induction of MC3T3-E1

osteoblast cell with M11A salt. Expression of Runx2, a differentiation

marker, was assessed by western analysis.]
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[Fig. 38. Effect of M11A salt on insulin signaling in MC3T3-E1

osteoblast cells. Cells were pre-treated with 6 M M11A for 24 h,μ

treated with 100 nM insulin for indicated times and subjected to

western analysis for proteins in the insulin signaling pathway. Note the

increased phosphorylation of insulin receptor (IR), IRS1, AKT and

ERK.]
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[Fig. 39. Examination of the insulin and/or M11A salt effect on

glucose uptake. (A) Glucose uptake assay with 2-NBDG. Treatment

with insulin enhanced the uptake of glucose in MC3T3-E1 cells. (B)

Changes in GLUT1 and osteocalcin (OCN) expression assessed by

RT-PCR. GLUT1 encodes the osteoblast-specific glucose transporter

gene and OCN encodes osteoblast-specific marker protein, Beta-actin

was used as loading control.]
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에 골모 포 사조 검(4) Lobarstin

포주에 인슐린 과 병용처리 효과를 검MC3T3-E1 (insulin) lobarstin

다 인슐린 신 달체계에 향 검 해(Fig. 40). Insulin receptor

등 인산(IR), IRS, AKT, ERK, FOXO1 Osteocalcin (OCN)

분 결과 특이 게도Western blot analysis , AKT (p473-AKT)

가 병용처리 포에 장시간동안 지ERK (p-ERK) lobarstin

찰 다 에 황색 살 그러므 이 결과는 이 효(Fig. 40 ). lobarstin insulin

과를 좀 지속시킬 있는 가능 시사 다.

편 사 질 모델 당뇨 경insulin 2 (type 2 diabetes)

우 인슐린 항 가지는 경우가 많 에 실험, (insulin resistance)

인슐린 항 도 상태에 병용처리가 인슐린 신 달체계lobarstin

에 향 끼 는지 검 다 인슐린 항 도glucose uptake (Fig. 41).

포에 처리 면 게 가 는 것lobarstin dose-dependent AKT

에 특이 인 항체를 이용 찰 있었p473-AKT western blot analysis

고 를 이용 실험에 도(Fig. 41, left), 2-NBDG assay glucose uptake insulin

가 증가 는 상 찰 있었다 이 부uptake (Fig. 41, right). lobarstin

이 가 도 포에 도insulin resistance MC3T3-E1 insulin signaling

를 증진시키는 효과가 있 알 있었다glucose uptake .

이상 결과 부 상lobarstin osteoblast insulin-resistant

모 에 효과를 고시키는 것 인 있었다osteoblast insulin .
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[Fig. 40. Effect of lobarstin on insulin signaling in MC3T3-E1

osteoblast cells. Cells were pre-treated with vehicle (DMSO) or 1 nM

lobarstin for 24 h, treated with 10 nM insulin for indicated times and

subjected to western analysis for proteins in the insulin signaling

pathway. Note the increased phosphorylation of AKT, FOXA1 and ERK

as well as enhanced expression of osteocalcin.]
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[Fig. 41. Improvement of insulin resistance by lobarstin in osteoblasts.

Left, MC3T3-E1 cells were treated with N-acetylglucosamine to

induce insulin resistance, pre-treated with indicated doses of lobarstin

for 24 h, treated with insulin for 6 h and subjected to western

analysis. Note the enhanced phosphorylation of AKT at S473 by

lobarstin in an dose-dependent manner (yellow arrow). Right,

enhanced glucose uptake in insulin-resistant MC3T3-E1 cells by

lobarstin. Glucose uptake was measured by flow cytometry for

fluorescence due to 2-NBDG, a fluorescent non-metabolizing glucose

analogue.]
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해양미생 추출 분획 포독 효과. 2013 Ross Sea

시료(1)

에 채집 미생 에 추출 추출 개를 각 내2013 Ross Sea 359 1.0 mg

외를 분양 아 에 여 만들어DMSO reconstitution 100 mg/ml stock 70– o 에C

보 다(Fig. 42).

포주에 포독 효과 검(2) GBM

포주 를 사용 여 추출GBM T98G U87MG 10~50 g/ml 24~96 hμ

처리 후 추출 독 검 다 차 스크리닝 결과, WST-8 assay . 1

미미 나마 독 보이는 분획이 있어 차 스크리닝 회 복(Fig. 43~46) 2 3

나 종 독 보이는 분획 구 지 못 다(Fig. 47~49) .
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[Fig. 42. List of extracts from 2013 Ross Sea marine microbial samples.

These extracts were reconstituted in DMSO to 100 mg/ml and stored at –

70oC for future use.]
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[Fig. 43. Primary screening for novel physiologically active substance in

GBM cells (Sample numbers #1~144). U87MG cells were treated with 10

g/ml of extracts from 2013 Ross Sea marine microbial samples for 24 hμ

and subjected to cell viability test with WST-8 assay. Upper row of

X-axis, sample numbers. The first lane of each plot is from the

vehicle-treated control (ctr). Bottom row of X axis, viability relative to–

control(ctr). Y-axis, absorbance at 450 nm (A450). Error bar, standard

deviation from duplicate experiments.]



- 75 -



- 76 -

[Fig. 44. Primary screening for novel physiologically active substance in

GBM cells (Sample numbers #1~144). T98G cells were treated with 10 μ

g/ml of extracts from 2013 Ross Sea marine microbial samples for 24 h

and subjected to cell viability test with WST-8 assay. Upper row of

X-axis, sample numbers. The first lane of each plot is from the

vehicle-treated control (ctr). Bottom row of X axis, viability relative to–

control (ctr). Y-axis, absorbance at 450 nm (A450) relative to control

(ctr). Error bar, standard deviation from duplicate experiments.]
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Sample No.: #145~#260
Orginal stock: 100 mg/ml (stored at -70 )℃
Diluted stock: 10 mg/ml (stored at -70 )℃
Final concentration: 10 ug/ml
Cells: T98G, U87MG (2E3 cells/0.1ml, 96 well plate)
Incubation Time: 72 h

일랩 스Assay: WST-8 [EZ-Cytox cell viability assay kit ( )]
Detection:A450 (ELISA plate reader, 595 nm reference value)
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[Fig. 45. Primary screening for novel physiologically active substance

in GBM cells (Sample numbers #145~260). U87MG and T98G cells

were treated with 10 g/ml of extracts from 2013 Ross Sea marineμ

microbial samples for 24 h and subjected to cell viability test with

WST-8 assay. Upper row of X-axis, sample numbers. The first lane

of each plot is from the vehicle-treated control (DMSO). Middle row

of X-axis, viability relative to control (DMSO) in U87MG cells.

Bottom row of X axis, viability relative to control (DMSO) in T98G–

cells. Y-axis, absorbance at 450 nm (A450) relative to control

(DMSO).]
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Sample No.: #261~#359
&#30, 64, 66, 70, 73, 77, 84, 93, 94, 95, 113, 119, 120,

123, 127, 139
Orginal stock: 100 mg/ml (stored at -70 )℃
Diluted stock: 10 mg/ml (stored at -70 )℃
Final concentration: 50 ug/ml
Cells: T98G, U87MG (2E3 cells/0.1ml, 96 well plate)
Incubation Time: 72h

일랩 스Assay: WST-8 [EZ-Cytox cell viability assay kit ( )]
Detection:A450 (ELISA plate reader, 595 nm reference value)



- 80 -

[Fig. 46. Primary screening for novel physiologically active substance

in GBM cells (Sample numbers #261~359). U87MG and T98G cells

were treated with 50 g/ml of extracts from 2013 Ross Sea marineμ

microbial samples for 72 h and subjected to cell viability test with

WST-8 assay. Upper row of X-axis, sample numbers. The first lane

of each plot is from the vehicle-treated control (DMSO). Middle row

of X-axis, viability relative to control (DMSO) in T98G cells. Bottom

row of X axis, viability relative to control (DMSO) in U87MG cells.–

Y-axis, absorbance at 450 nm (A450) relative to control (DMSO).]
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Sample No.: #1~#144 (selected fractions only)
Original stock: 100 mg/ml (stored at -70 )℃
Diluted stock: 10 mg/ml (stored at -70 )℃
Final concentration: 10 ug/ml
Cells: T98G, U87MG (2E3 cells/0.1ml, 96 well plate)
Incubation Time: 96 h

일랩 스Assay: WST-8 [EZ-Cytox cell viability assay kit ( )]
Detection:A450 (ELISA plate reader, 595 nm reference value)

[Fig. 47. Secondary screening for novel physiologically active substance in

GBM cells (Selected samples among sample numbers #1~144). T98G or

U87MG cells were treated with 10 g/ml of extracts from 2013 Ross Seaμ

marine microbial samples for 24 h and subjected to cell viability test with

WST-8 assay. X-axis, sample numbers. The first lane of each plot is from

the vehicle-treated control (c). Y-axis, absorbance at 450 nm (A450)

relative to control (c).]
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[Fig. 48. Secondary screening for novel physiologically active substance in

GBM cells (Selected samples among sample numbers #1~359). U87MG or

T98G cells were treated with 50 g/ml of extracts from 2013 Ross Seaμ

marine microbial samples for 72 h and subjected to cell viability test with

WST-8 assay. Top row of X-axis, sample numbers. The first lane of each

plot is from the vehicle-treated control (DMSO). Middle row of X-axis,

viability relative to control (DMSO) in U87MG cells. Bottom row of X axis,–

viability relative to control (DMSO) in T98G cells. Y-axis, absorbance at

450 nm (A450) relative to control (DMSO).]

Sample No.: #19, 28, 30, 31, 37, 39, 64, 65, 70, 73, 84, 91, 92, 93,
102, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 119, 123, 127, 128, 129,
130, 131, 138, 139, 154, 159, 160, 209, 304, 305, 323, 327,
328, 330, 331, 337, 351, 354

Orginal stock: 100 mg/ml (stored at -70 )℃
Diluted stock: 10 mg/ml (stored at -70 )℃
Final concentration: 50 ug/ml
Cells: T98G, U87MG (2E3 cells/0.1ml, 96 well plate)
Incubation Time: 72h

일랩 스Assay: WST-8 [EZ-Cytox cell viability assay kit ( )]
Detection:A450 (ELISA plate reader, 595 nm reference value)
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[Fig. 49. Secondary screening for novel physiologically active substance in

GBM cells (Selected 44 samples among sample numbers #1~359). T98G

cells were treated with 10 g/ml of extracts from 2013 Ross Sea marineμ

microbial samples for 72 h and subjected to cell viability test with WST-8

assay. X-axis, sample numbers. Y-axis, absorbance at 450 nm (A450)

relative to control (cell). Note that none of the sample seem to have

cytotoxic effect on GBM cell lines when treated alone.]
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포주에 포독 효과3) APL

포주인 에 추출 단 처리 여 포독 검APL NB4 WST-8 assay

다 차 후 가능 이 있는 추출 만 차. 1 screening (Fig. 50 and 51) 2

행 나 특별히 포독 보이는 추출 찰screening (Fig. 52)

없었다.
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[Fig. 50. Primary screening for novel physiologically active substance

in APL cells (Sample numbers #1~120). NB4 cells were treated with

10 g/ml of extracts from 2013 Ross Sea marine microbial samplesμ

for 24 h and subjected to cell viability test with WST-8 assay.

X-axis, sample numbers. The first lane of each plot is from the

vehicle-treated control (Vehicle). Y-axis, absorbance at 450 nm

(A450).]
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[Fig. 51. Primary screening for novel physiologically active substance in

APL cells (Sample numbers #121~359). NB4 cells were treated with 30

g/ml of extracts from 2013 Ross Sea marine microbial samples for 72 hμ

and subjected to cell viability test with WST-8 assay. X-axis, sample

numbers. The first lane of each plot is from the vehicle-treated control

(Vehicle). Y-axis, absorbance at 450 nm (A450).]
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[Fig. 52. Secondary screening for novel physiologically active substance in

APL cells (Selected 40 samples among sample numbers #1~359). NB4

cells were treated with 30 g/ml of extracts from 2013 Ross Sea marineμ

microbial samples for 72 h and subjected to cell viability test with WST-8

assay. X-axis, sample numbers. Y-axis, absorbance at 450 nm (A450)

relative to control (cell). Note that none of the sample seem to have

cytotoxic effect on GBM cell lines when treated alone.]
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[ Patent information. Internet sources are as indicated.]
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[Fig. 54. Cover page of published research article.]
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[ Cover page of Proceeding for the 20th International Symposium on

Polar Sciences.]
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[ Abstract of poster presentation in the Proceeding for the 20
th

International Symposium on Polar Sciences.]
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[ Abstract of poster presentation in the Proceeding for the 20
th

International Symposium on Polar Sciences.]
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[ Cover page of Proceeding for the International Conference of the

Genetics Society of Korea, 2015.]
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[ Abstract of poster presentation in the Proceeding for the

International Conference of the Genetics Society of Korea, 2015.]
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[ Recent review article arguing the research aiming to develop

therapy based on MMP inhibition.]
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[Fig. 62. Review article on the cell origin of osteosarcoma[30].]
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[Fig. 63. Review article on Runx2, the master regulatory protein of

osteoblastic differentiation, and osteosarcoma[31].]
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