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번역을 제어하는 주요 mRNA-결합 단백질이다. 그러나, 피부 섬유증 및 흉터를 치료하는 데 있어서 이들의 잠재적

인 역할은 알려져있지 않다. 따라서, 본 연구에서, 본 발명자들은 LPS와 TGF-β1으로 처리된 인간 THP-1 대식세

포 및 피부 섬유아세포에서 CPEB1 또는 CPEB4의 siRNA-매개 녹다운 효과를 조사하고자 하였다. 본 발명자들은

LPS-처리된 THP-1 세포 및 TGF-β1-처리된 섬유아세포에서 CPEB1 및 CPEB4 mRNA 및 단백질 수준이 상당히 증가

한 것을 발견하였다. CPEB1 및 CPEB4 녹다운은 THP-1 세포에서 TNF-α 및 인산화된 TAK1, p38, ERK, JNK 및 NF-

κB-p65의 수준을 감소시킴으로써 LPS-활성화된 TAK1 신호 전달 캐스케이드를 억제하였다. CPEB1 및 CPEB4 녹다

운은 또한 섬유아세포에서 TAK1,  p38,  ERK,  JNK  및 인산화된 Smad  2와 Smad  1/5/8의 수준을 감소시킴으로써

TGF-β1 활성화된 Smad-의존적 및 Smad-독립적 신호 캐스케이드를 약화시켰다. 또한, CPEB1 또는 CPEB4 녹다운은

섬유아세포에서 α-SMA, 타입 I 콜라겐 및 피브로넥틴을 포함한 섬유증 마커의 수준을 현저하게 감소시켰다. 우

리의 발견은 CPEB1 및 CPEB4가 인간 대식세포 및 피부 섬유아세포에서 TAK1 및 Smad 신호전달의 조절에 관여한다

는 것을 나타낸다. 이러한 활성은 피부 흉터 반응에 중요한 역할을 할 수 있다.

(52) CPC특허분류

     A61K 31/713 (2013.01)

     A61K 39/3955 (2013.01)

     A61P 17/02 (2018.01)
(72) 발명자

조윤수

서울특별시 서초구 신반포로33길 30, 904호

주소영

서울특별시 강남구 언주로 107, 210동 107호 (개포
동, 현대2차아파트)

최혜송

서울시 동작구 신대방14길 18, 201호

이 발명을 지원한 국가연구개발사업

    과제고유번호          2017R1D1A1A02018478

    과제번호              없음

    부처명                교육부

    과제관리(전문)기관명  한국연구재단

    연구사업명            한국형 SGER

    연구과제명            창상 치유와 비후성 반흔 형성에서 CPEB-1, 4 단백질의 기능 규명

    기 여 율              1/1

    과제수행기관명        한림대학교

    연구기간              2019.06.01 ~ 2020.05.31

공개특허 10-2021-0126249

- 2 -



명 세 서

청구범위

청구항 1 

CPEB1 (Cytoplasmic polyadenylation element binding protein 1) mRNA 발현 억제제를 포함하는 비후성 반흔

예방 또는 치료용 약제학적 조성물.

청구항 2 

청구항 1에 있어서,

상기 CPEB1 mRNA 발현 억제제는 CPEB1 mRNA에 상보적으로 결합하는 안티센스 뉴클레오타이드임을 특징으로 하는

비후성 반흔 예방 또는 치료용 약제학적 조성물.

청구항 3 

청구항 1에 있어서,

상기  CPEB1  mRNA  발현  억제제는  CPEB1  유전자에 대한 siRNA  (short  interfering  RNA)  또는  shRNA  (Short

hairpin RNA)임을 특징으로 하는 비후성 반흔 예방 또는 치료용 약제학적 조성물.

청구항 4 

CPEB1 단백질 활성 억제제를 포함하는 비후성 반흔 예방 또는 치료용 약제학적 조성물.

청구항 5 

청구항 4에 있어서,

상기 CPEB1 단백질 활성 억제제는 CPEB1 단백질에 결합하는 항체임을 특징으로 하는 비후성 반흔 예방 또는 치

료용 약제학적 조성물.

청구항 6 

CPEB4 (Cytoplasmic polyadenylation element binding protein 4) mRNA 발현 억제제를 포함하는 비후성 반흔

예방 또는 치료용 약제학적 조성물.

청구항 7 

청구항 6에 있어서,

상기 CPEB4 mRNA 발현 억제제는 CPEB4 mRNA에 상보적으로 결합하는 안티센스 뉴클레오타이드임을 특징으로 하는

비후성 반흔 예방 또는 치료용 약제학적 조성물.

청구항 8 
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청구항 6에 있어서,

상기  CPEB4  mRNA  발현  억제제는  CPEB4  유전자에 대한 siRNA  (short  interfering  RNA)  또는  shRNA  (short

hairpin RNA)임을 특징으로 하는 비후성 반흔 예방 또는 치료용 약제학적 조성물.

청구항 9 

CPEB4 (Cytoplasmic polyadenylation element binding protein 4) 단백질 활성 억제제를 포함하는 비후성 반흔

예방 또는 치료용 약제학적 조성물.

청구항 10 

청구항 9에 있어서,

상기 CPEB4 단백질 활성 억제제는 CPEB4 단백질에 결합하는 항체임을 특징으로 하는 비후성 반흔 예방 또는 치

료용 약제학적 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

화상 후 비후성 반흔 (hypertrophic scar; HTS)은 피부 흉터를 특징으로 하는 과도한 피부 섬유증의 한 형태로,[0001]

화상 손상 후 환자에게 흔히 발생한다. 또한, 화상 후 비후성 반흔의 50% 이상이 염증을 동반한다.

세포질 폴리아데닐화 요소 결합 (Cytoplasmic polyadenylation element binding; CPEB) 단백질은 여러 mRNA의[0002]

번역을 제어하는 주요 mRNA-결합 단백질이다. 그러나 피부 섬유증 및 흉터를 치료하는 데 있어서 이들의 잠재적

인 역할은 알려져있지 않다. 따라서, 본 발명에서 본 발명자들은 LPS (Lipopolysaccharide)와 TGF-β1으로 처리

된 인간 THP-1 대식세포 및 피부 섬유아세포에서 CPEB1 또는 CPEB4의 siRNA-매개 녹다운 효과를 조사하고자 하

였다. 본 발명자들은 LPS-처리된 THP-1 세포 및 TGF-β1-처리된 섬유아세포에서 CPEB1 및 CPEB4 mRNA 및 단백질

수준이 상당히 증가한 것을 발견하였다. CPEB1 및 CPEB4 녹다운은 THP-1 세포에서 TNF-α 및 인산화된 TAK1,

p38, ERK, JNK 및 NF-κB-p65의 수준을 감소시킴으로써 LPS-활성화된 TAK1 신호전달 캐스케이드를 억제하였다.

CPEB1 및 CPEB4 녹다운은 또한 섬유아세포에서 TAK1, p38, ERK, JNK 및 인산화된 Smad 2와 Smad 1/5/8의 수준

을 감소시킴으로써 TGF-β1 활성화된 Smad-의존적 및 Smad-독립적 신호 캐스케이드를 약화시켰다. 또한, CPEB1

또는 CPEB4 녹다운은 섬유아세포에서 α-SMA, 타입 I 콜라겐 및 피브로넥틴을 포함한 섬유증 마커의 수준을 현

저하게 감소시켰다. 본 연구 결과는 CPEB1 및 CPEB4가 인간 대식세포 및 피부 섬유아세포에서 TAK1 및 Smad 신

호전달의 조절에 관여한다는 것을 나타낸다. 이러한 CPEB1 및 CPEB4의 활성은 피부 흉터 반응에 중요한 역할을

할 수 있다.

배 경 기 술

CPEB1-4를 포함한 포유류 CPEB (Cytoplasmic polyadenylation element binding; CPEB) 단백질은 폴리 (A) 꼬리[0004]

신장 및 폴리아데닐화 유도된 번역을 제어하는 서열-특이적 mRNA-결합 단백질이다 [1]. 개구리 (Xenopus) 난모

세포, 설치류 세포 및 동물 실험과 관련된 연구 결과, 건강한 개체와 질병 상태 개체에서 CPEB 단백질의 생물학

적 기능을 확인했다. CPEB1은 인슐린 신호전달 및 포도당 대사에 관여하며 [2], CPEB4는 세포 생존과 암 진행을

조절하고 [3,4], CPEB1과 CPEB4는 모두 세포 유사분열을 조절한다 [5]. CPEB1과 CPEB4는 특히 간경변 환자의 간

에서 강하게 발현되어 간섬유증 병리에 비정상적인 CPEB 발현이 관여함을 시사한다 [6].

대부분의 그람 음성 세균의 외막에서 유래한 지다당 (Lipopolysaccharide; LPS)은 염증 과정에 기여하는 강력한[0005]

단핵구/대식세포 활성인자이다 [7]. 대식세포 표면상의 톨-유사 수용체 (TLR) 2/4에 LPS의 결합은 TNF-α, IL-1

β 및 IL-6을 포함하는 친염증성 매개인자의 생성을 유도하는 일련의 신호 전달 캐스케이드를 개시한다 [8,9].

이들 중, 미토겐-활성화 단백질 3 키나제 7 (MAP3K7)로도 알려진 TGF-β1- 활성화 키나제 1 (TAK1)은 TLR-매개

활성화 경로의 하류 분자이고, 세포 외 신호 조절 키나제 1/2 (ERK1/2), c-Jun N-말단 키나제 (JNK) 및 NF-κB
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신호전달을 포함하는 고전적인 염증 경로를 조절하는 세포 내 신호 허브로 기능한다 [9,10].

화상 후 비후성 반흔은 화상 이후 상처가 회복되는 과정에서 흉터가 위로 불거져 나오는 것을 말한다. 화상 후[0006]

비후성 반흔의 발생비율은 화상환자의 60%~90%로 발생 빈도가 매우 높아 화상환자들의 육체적, 정신적 고통과

경제적 피해는 매우 크고 심각한 사회적 문제이다. 비후성 반흔은 화상 상처가 치유되면서 1~2주 경부터 생겨나

기 시작해, 대부분 4~6개월, 길게는 2년까지 자라며 다양한 증상을 동반하는데, 치료를 하지 않으면 영구적으로

남아 이차적인 피부 구축 (contraction)과 관절 구축을 초래한다. 또한, 정상 피부와 달리 땀샘이나, 지방샘,

모발, 모낭 등 피부 부속기를 포함하지 않아 경미한 자극에도 쉽게 상처가 생기고 잘 아물지 않는다. 화상 후

비후성 반흔은 보기에 흉할 뿐만 아니라 통증과 가려움증 등 다양한 감각 이상을 동반하며 부위에 따라 심각한

기능 장애를 초래한다.

화상 후 비후성 반흔은 화상환자들에게서 나타나는 매우 흔하고 심각한 문제이지만 아직까지 정확한 발병 기전[0007]

과 정립된 효과적인 치료방법이 없어 명확한 병태생리학적 발생기전 규명과 그 기전에 근거한 병증 특이적 치료

제 개발이 시급한 실정이다.

과도한 세포 외 기질 (ECM) 침착을 특징으로 하는 비후성 반흔 (Hypertrophic scar; HTS)은 심부 피부 조직에서[0008]

열 또는 외상성 손상 후 종종 발생하는 섬유증식성 피부 흉터이다 [11]. 기계적 응력은 비후성 반흔 발달에서

중요한 요소이며, 시험관 내 콜라겐의 전사를 유발하고, 흉터 및 표피 비후, 비만 세포 침습, 혈관 과다생성 및

과다 세포 증식과 같은 생체 내 비후성 반흔 특징의 발달을 유도한다. 또한, 기계적 응력은 사람에 있어서 화상

상처 동안 섬유아세포의 근섬유아세포로의 분화를 자극한다 [12,13]. 중요하게는, 기계적 자극은 세포 내 작은

GTPase Rho 경로의 αvβ6 인테그린-매개 자극을 통해 잠복성 TGF-β1을 활성화시킨다 [14]. 장기간의 염증 또

는 심한 염증은 화상 환자에서 비후성 반흔 형성의 또 다른 중요한 원인이다 [14,15]. 따라서 비후성 반흔은 염

증성 병리학적 병변으로 간주된다. 실제로, 염증성 사이토카인 IL-6 및 IL-1β는 비후성 반흔 조직 섬유아세포

에서 과다 발현된다 [15,16]. 또한, M2 표현형에 대한 대식세포 극화 (polarization)는 비후성 반흔 형성 및 과

도한 TGF-β1 분비를 유도하는 반면, M1 표현형에 대한 정상적인 상처 치유를 보장한다 [17,18]. TGF-β1은 섬

유아세포 증식 및 분화의 강력한 유도인자로서 작용하여 과도한 ECM 합성을 유발하기 때문에 비후성 반흔 형성

에 중요한 분자 인자이다 [11]. 조직 섬유증에서 TGF-β1의 이러한 병리학적 역할은 Smad-의존적 및 Smad-독립

적 신호전달 경로를 포함한다 [11]. TGF-β1에 의해 활성화되는 Smad-독립적 신호전달 경로에서 중요한 상류 신

호전달 분자인 TAK1은 신장, 폐 및 심장과 같은 다양한 기관의 염증성 또는 섬유성 질환에 관여한다 [19-21].

이 연구에서 우리는 각각 THP-1 대식세포와 진피 섬유아세포에서 LPS 유발 친염증성 반응 및 TGF-β1 유발 친섬[0009]

유화 반응에 미치는 siRNA-매개 CPEB1 또는 CPEB4 녹다운의 영향을 조사했다. 우리는 CPEB1 또는 CPEB4 녹다운

이 TAK1, P38, JNK 및 ERK 키나제를 통해 발생하는 LPS-유도 친염증성 신호전달을 억제하고 THP-1 세포에서 NF-

κB 및 피부 섬유아세포에서 TGF-β1-유도된 Smad-의존적 및 Smad-독립적 친섬유화 신호전달 경로에서 NF-kB를

현저하게 억제함을 발견하였다. 따라서, CPEB1과 CPEB4 및 이들의 발현을 조절하는 경로는 피부 섬유증에 관여

하는 세포 경로에 영향을 미칠 수 있다.
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발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 좀 더 효과적인 비후성 반흔 형성 예방 또는 치료제를 제공하는 것을 목적으로 한다.[0012]

과제의 해결 수단

본 발명에서, 발명자들은 CPEB1  및 CPEB4  양자가 모두 THP-1  대식세포 및 피부 섬유아세포에서 각각 LPS 및[0014]

TGF-β1에 의해 유도됨을 보여 주었다. 이 세포들은 섬유성 반흔에서 세포외 기질 (extracellular matrix; EC

M)의 중요한 원천이다. 또한, 우리는 siRNA-매개 CPEB1 또는 CPEB4 녹다운이 THP-1 세포에서 LPS-활성화 염증

신호전달 및 섬유아세포에서 TGF-β1-유도된 섬유증 신호전달을 억제함을 입증하였다. 이러한 발견은 CPEB1 및

CPEB4가 염증성 및 섬유성 신호전달의 활성화를 통해 섬유성 반흔 형성에서 중요한 역할을 할 수 있음을 시사한

다.

비후성 반흔 형성은 심한 화상 환자의 재활 동안 중요한 관심사이다. 그것은 환자의 최종 회복을 제한할 뿐 아[0015]

니라 치료 결과를 복잡하게 하고 악화시킨다. 비후성 반흔은 일반적으로 부상 부위에서 발생하여 외관을 손상하

며 관절에 비후성 반흔이 형성되면 기능 장애가 발생할 수 있다 [11]. 비록 비후성 반흔 형성의 정확한 기작이

여전히 잘 밝혀지지는 않았지만, 기계적 스트레스, 염증 세포, 사이토카인, 케모카인 및 성장 인자를 포함한 다

수의 요인이 관여한다는 것이 널리 받아들여지고 있다. 대식세포는 상처 치유 동안 비후성 반흔 형성에 중요한

역할을 한다. 고전적으로 활성화된 M1 대식세포는 친염증성 사이토카인 (IL-6 및 TNF-α)을 생산하는 반면, 대

안적으로 활성화된 M2 대식세포는 영양 인자 (PDGF 및 TGF-β1)를 분비한다 [23]. IL-6는 섬유아세포에서 ECM

합성을 자극하고 MMP-1 및 MMP-3을 억제하는데, 이들은 ECM을 분해하기 때문에 흉터 방지 효과가 있다 [24].

PDGF 및 TGF-β1은 근섬유아세포 형성을 활발하게 유도하고 이들 근섬유아세포에서 과도한 콜라겐 합성을 자극

한다 [11,25]. 면역 조직 화학 분석은 인간 비후성 반흔-유사 누드 마우스 모델에서 대식세포 수의 증가를 보여

주었다. 그러나, CXCR4 길항제 처리는 대식세포의 수, TGF-β1 발현, 근섬유아세포 분화 및 섬유성 유전자 발현

을 감소시켰다 [26,27].

우리의 예비 연구에서, 환자로부터 얻은 20쌍의 비후성 반흔 및 정상 피부 조직에서의 qPCR 분석 결과, 비후성[0016]

반흔 조직에서의 CPEB1 및 CPEB4의 mRNA 수준이 각각 정상 피부 조직에서의 CPEB1 및 CPEB4의 mRNA 수준의 1.8

배 및 2.2배인 것으로 밝혀졌다 (데이터는 제시되지 않음). 이러한 결과는 CPEB1 및 CPEB4가 비후성 반흔 형성

에 관여함을 시사한다.

모든 CPEB 단백질 (CPEB1-4)의 녹다운은 TAK1 및 MAPK 신호를 증가시키고, IκBα 분해를 연장시키며, NF-κB를[0017]

활성화하고, LPS 처리된 마우스 RAW 264.7 대 식세포에서 염증성 사이토카인 생성을 증가시키는 것으로 나타났

다 [28]. 이러한 결과는 CPEB 단백질이 TAK1 발현을 제어하고, 이어서 염증 반응을 매개한다는 것을 나타낸다.

그럼에도 불구하고, 염증 반응에서 개별 아형의 역할을 조사하는 것이 제안되었다. 그러나, 결과는 siRNA-매개

CPEB1 또는 CPEB4 녹다운이 인간 단핵구 유래 THP-1 대식세포에서 TAK1, p38, JNK, ERK1/2, IκBα 및 p65의

LPS-유도된 인 단백질 발현을 감소시켰음을 보여 주었다 (도 1A). 녹다운은 또한 TNF-α의 mRNA 및 단백질 수준

을 감소시켰다 (도 2B, C).

앞서, 비후성 반흔 조직에서의 TNF-α 발현은 정상 영양 반흔 및 정상 피부 조직에서의 발현보다 낮았다 [29].[0018]

이와 같이 예기치 않게 낮은 TNF-α 발현은 비후성 반흔에서 감소된 아폽토시스와 관련이 있을 수 있다 [23].

낮은 TNF-α 농도는 섬유아세포의 증식을 촉진하여 과도한 ECM을 생성하여 비후성 반흔 형성에 기여한다 [30].

따라서, TNF-α 합성을 조절하는 기작이 섬유성 반흔 형성 과정에 관여할 수 있다. 본 발명에서는 CPEB1 또는

CPEB4 녹다운이 LPS 처리된 THP-1 세포에서 TNF-α 생산을 감소시켰다.

TGF-β-매개 Smad-의존적 신호전달을 표적으로 하는 것은 섬유증에 대한 새로운 치료 전략으로 간주되어 왔다[0019]

[31]. 그러나, 최근의 연구는 섬유증에서 TAK1 신호전달의 병리학적 역할을 밝혀냈다. TAK1 신호전달은 TGF-β

1-활성화된 Smad-비의존적 경로이고 [21], 그것의 다운스트림 표적 p38, JNK, ERK, 및 NF-κB는 병원성 친섬유

화 반응에 관여한다 [32,33]. 화상 환자는 대조군 환자보다 현저히 높은 혈청 TGF-β 수준을 갖는 것으로 밝혀
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졌다 [34]. 또한, 우리는 이전에 비후성 반흔 조직에서 유래한 섬유아세포에서 TGF-β1, α-SMA, I형 콜라겐 및

피브로넥틴의 발현이 정상 피부 유래 섬유아세포에 비해 증가하였음을 밝혔다 [35]. 본 발명에서, CPEB1 또는

CPEB4 녹다운은 TGF-β1 매개 Smad-의존적 및 Smad-독립적 신호를 억제하고 (도 4A, B) α-SMA, I형 콜라겐 및

피브로넥틴의 TGF-β1-유도 상향 조절을 감소시켰다 (도 4C와 D). TAK1 신호전달이 섬유아세포에서 Smad-의존적

신호전달을 조절하는지를 확인하기 위해, 우리는 강력한 TAK1 억제제인 (5Z)-7-옥소제에놀을 사용하여 억제제

연구를 수행했다 [36].  본 발명자들은 30  μM  (5Z)-7-  옥소제에놀 처리가 SMAD2  및 SMAD1/5/8의 인산화 및

TAK1-하류 신호전달 분자 JNK 및 ERK의 인산화를 감소시켰지만 p38의 인산화는 감소시키지 않았음을 밝혔다 (데

이터 나타내지 않음). 이러한 결과는 CPEB1 및 CPEB4 녹다운이 TAK1을 통한 Smad-의존적 신호전달 경로를 부분

적으로 억제함을 시사한다.

본 발명은 CPEB1 또는 CPEB4에 대한 발현 억제제 또는 활성 억제제를 포함하는 비후성 반흔 예방 또는 치료용[0021]

약제학적 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 CPEB1 또는 CPEB4에 대한 발현 억제제가 CPEB1 또는 CPEB4 유전자의 mRNA에 상보적으로[0022]

결합하는 안티센스 뉴클레오타이드, shRNA (short hairpin RNA) 및 siRNA (short interfering RNA)로 구성된

군 중 선택된 어느 하나인 것을 특징으로 하는 조성물을 제공한다.

상기 CPEB1 또는 CPEB4에 대한 siRNA는 Sigma-Aldrich사 등에서 시판 중인 제품을 사용할 수 있으며, CPEB1 또[0023]

는 CPEB4에 대한 siRNA는 CPEB1 또는 CPEB4 유전자 서열을 바탕으로 본 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지

식을 가진 자라면 본 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자에게 널리 알려진 siRNA 서열생성 프로

그램을 이용하여 용이하게 서열을 생성하여 제조할 수 있다. 또한, CPEB1 또는 CPEB4 유전자에 대한 siRNA가

CPEB1 또는 CPEB4 유전자와 결합하여 CPEB1 또는 CPEB4의 발현을 저해할 수 있음은 본 발명이 속하는 기술분야

에서 통상의 지식을 가진 자에게 자명함을 밝혀둔다.

또한, 상기 CPEB1 또는 CPEB4에 대한 shRNA는 Sigma-Aldrich사 등에서 시판 중인 제품을 사용할 수 있으며, 다[0024]

른 방법으로는 CPEB1 또는 CPEB4에 대한 shRNA는 CPEB1 또는 CPEB4 유전자 서열을 바탕으로 본 발명이 속하는

기술분야에서 통상의 지식을 가진 자라면 본 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자에게 널리 알려

진 shRNA 서열생성 프로그램을 이용하여 용이하게 서열을 생성하여 제조할 수 있다. 또한, CPEB1 또는 CPEB4 유

전자에 대한 shRNA가 CPEB1 또는 CPEB4 유전자와 결합하여 CPEB1 또는 CPEB4의 발현을 저해할 수 있음은 본 발

명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자에게 자명함을 밝혀둔다.

또한, 본 발명은 상기 CPEB1 또는 CPEB4 단백질 활성 억제제가 CPEB1 또는 CPEB4 단백질에 결합하는 항체임을[0025]

특징으로 하는 조성물을 제공한다.

상기 CPEB1 또는 CPEB4 단백질에 결합하는 항체는 Sigma-Aldrich사 등에서 시판 중인 제품을 사용할 수 있다.[0026]

본 발명의 CPEB1 또는 CPEB4 발현 억제제 또는 활성 억제제를 유효성분으로 함유하는 비후성 반흔 예방 또는 치[0027]

료용 조성물은, 조성물 총 중량에 대하여 상기 유효성분을 0.0001 내지 50중량%로 포함한다.

본 발명의 조성물은 상기 CPEB1 또는 CPEB4 단백질의 발현 억제제 또는 활성 억제제에 추가로 동일 또는 유사한[0028]

기능을 나타내는 유효성분을 1종 이상 함유할 수 있다. 본 발명의 조성물은 임상 투여시 경구 또는 비경구로 투

여가 가능하며 일반적인 의약품 제제의 형태로 사용될 수 있다.

본 발명의 조성물은, 투여를 위해서 상기 기재한 유효성분 이외에 추가로 약제학적으로 허용 가능한 담체를 1종[0029]

이상 포함하여 제조할 수 있다. 약제학적으로 허용 가능한 담체는 식염수, 멸균수, 링거액, 완충 식염수, 덱스

트로즈 용액, 말토 덱스트린 용액, 글리세롤, 에탄올, 리포좀 및 이들 성분 중 1성분 이상을 혼합하여 사용할

수 있으며, 필요에 따라 항산화제, 완충액, 정균제 등 다른 통상의 첨가제를 첨가할 수 있다. 또한, 희석제, 분

산제, 계면활성제, 결합제 및 윤활제를 부가적으로 첨가하여 수용액, 현탁액, 유탁액 등과 같은 주사용 제형,

환약, 캡슐, 과립 또는 정제로 제제화할 수 있으며, 표적 기관에 특이적으로 작용할 수 있도록 표적 기관 특이

적 항체 또는 기타 리간드를 상기 담체와 결합시켜 사용할 수 있다. 더 나아가 당해 기술분야의 적정한 방법으

로 또는 레밍턴의 문헌 (Remington's Pharmaceutical Science(최근판), Mack Publishing Company, Easton PA)

에 개시되어 있는 방법을 이용하여 각 성분에 따라 바람직하게 제제화할 수 있다.

본 발명의 조성물은 특히 등장 멸균 용액 또는 멸균수 또는 적절한 생리 식염수의 첨가에 따라 주사 가능한 용[0030]

액의 조성을 위해 동결건조 조성물을 포함할 수 있다. 사용되는 유효성분의 투여량은 환자의 체중, 연령, 성별,
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건강상태, 식이, 투여시간, 투여방법, 배설율 및 질환의 중증도 등에 따라 그 범위가 다양하며, 일일 투여량은

약 0.0001 내지 100 mg/kg이고, 바람직하게는 0.001 내지 10 mg/kg이며, 하루 일 회 내지 수 회 나누어 투여될

수 있다. 

본 발명의 조성물은 단독으로, 또는 화학 치료, 생물학적 반응 조절제를 사용하는 방법 및 다른 치료제 등과 병[0031]

용하여 사용할 수 있다.

발명의 효과

본 발명의 CPEB1 또는 CPEB4 단백질 활성 억제제 또는 발현 억제제를 포함하는 비후성 반흔 예방 또는 치료용[0033]

약제학적 조성물은 TAK1을 통한 Smad-의존적 신호전달 경로를 억제하고, 섬유아세포에서 TGF-β1-유도된 섬유증

신호전달을 억제하여 비후성 반흔 형성을 억제할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1. LPS 처리는 THP-1 세포에서 CPEB1 및 CPEB4 발현을 증가시켰다. (A, B) siRNA 형질감염 24시간 후 RT-[0035]

PCR 분석 결과. 결과는 음성 대조군 siRNA 처리 세포에서의 수준에 대한 배수 변화로 표현된다. (C, D) siRNA

형질감염 48시간 후 웨스턴 블롯팅 결과. 정량 분석을 위해, GAPDH의 단백질 수준으로 단백질 수준을 표준화하

였다.

모든 시료를 3회 분석하고, 실험을 독립적으로 3회 수행하였다. 데이터는 평균 ± 표준편차로 표시하였다. *p <

0.01은 음성 대조군 siRNA-형질감염된 세포와 비교한 값; †p < 0.01은 음성 대조군 siRNA-형질감염 세포 및

LPS-처리 세포와 비교한 값. si-Ct, 음성 대조군 siRNA; si-CP1, CPEB1 siRNA; si-CP4, CPEB4 siRNA.

도 2. CPEB1 또는 CPEB4 녹다운은 THP-1 세포에서 LPS-유도 염증 신호전달을 억제했다. (A) 0.5, 1 또는 4시간

동안 LPS 처리 후 웨스턴 블롯팅한 결과. CPEB1 및 CPEB4 녹다운은 TAK1, p38, JNK, ERK, IκBα 및 NF-κB-

p65의 LPS-유도 인산화 수준을 감소시켰다. (B) 4시간 동안 LPS 처리 후 RT-qPCR 분석 결과. CPEB1 및 CPEB4

녹다운은 LPS-유도에 의한 TNF-α mRNA 수준 증가를 감소시켰다. 이 결과는 음성 대조군 siRNA-처리된 세포의

수준에 대한 배수 변화로 표현된다. (C) 4시간 동안 LPS 처리 후 TNF-α 수준에 대한 ELISA 결과. CPEB1 및

CPEB4 녹다운은 LPS-유도에 의한 TNF-α 단백질 수준 증가를 감소시켰다.

모든 시료를 3회 분석하고, 실험을 독립적으로 3회 수행하였다. 데이터는 평균 ± 표준편차로 표시된다. * p <

0.01은 음성 대조군 siRNA-형질감염 세포와 비교한 값; † p <  0.01은 음성 대조군 siRNA-형질감염 세포 및

LPS-처리 세포와 비교한 값. si-Ct, 음성 대조군 siRNA; si-CP1, CPEB1 siRNA; si-CP4, CPEB4 siRNA.

도 3. TGF-β1 처리는 섬유아세포에서 CPEB1 및 CPEB4 발현을 증가시켰다. (A, B) siRNA 형질감염 24시간 후

RT-qPCR 분석 결과. 결과는 음성 대조군 siRNA-처리된 세포의 수준에 대한 배수 변화로 표현된다. (C, D) siRNA

형질감염 48시간 후 웨스턴 블롯팅 결과. 정량 분석을 위해, 단백질 수준을 GAPDH 수준으로 표준화하였다.

모든 시료를 3회 분석하고, 실험을 독립적으로 3회 수행하였다. 데이터는 평균 ± 표준편차로 표시된다. * p <

0.01은 음성 대조군 siRNA-형질감염 세포와 비교한 값; † p <  0.01은 음성 대조군 siRNA-형질감염 세포 및

LPS-처리 세포와 비교한 값. si-Ct, 음성 대조군 siRNA; si-CP1, CPEB1 siRNA; si-CP4, CPEB4 siRNA.

도 4. CPEB1 또는 CPEB4 녹다운은 섬유아세포에서 TGF-β1에 의한 섬유화 신호전달을 억제했다 (A, B). 0.5, 1

또는 4시간 동안 TGF-β1 처리 후 웨스턴 블롯팅 결과. CPEB1 및 CPEB4 녹다운은 Smad-독립적 신호전달에 관여

하는 TAK1, p38, JNK 및 ERK의 TGF-β1-유도 인산화를 감소시키고  Smad-의존적 신호전달에 관여하는 SMAD2 및

SMAD1/5/8의 TGF-β1 유도 인산화를 약화시켰다. (C) 24시간 동안 TGF-β1 처리 후 RT-qPCR 분석 결과. CPEB1

및 CPEB4 녹다운은 TGF-β1-유도된 α-SMA, 타입 I 콜라겐 및 피브로넥틴 mRNA 수준 증가를 감소시켰다. 결과는

음성 대조군 siRNA-처리 세포의 수준과 비교하여 배수 변화로 표현된다. (D) 48시간 동안 TGF-β1 처리 후 웨스

턴 블롯팅 결과. CPEB1 및 CPEB4 녹다운은 TGF-β1- 유도 α-SMA, 유형 I 콜라겐 및 피브로넥틴 단백질 수준 증

가를 감소시켰다.

모든 시료를 3회 분석하고, 실험을 독립적으로 3회 수행하였다. 데이터는 평균 ± 표준편차로 표시된다. * p <

0.01은 음성 대조군 siRNA-형질감염 세포 및 TGF-β1-처리 세포와 비교한 값. si-Ct, 음성 대조군 siRNA; si-
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CP1, CPEB1 siRNA; si-CP4, CPEB4 siRNA; COL-I, 타입 I 콜라겐; FN, 피브로넥틴.

도 5. 다른 서브타입 발현에 대한 CPEB1 및 CPEB4 siRNA의 효과. (A, B) siRNA 형질감염 후 24 시간에 RT-PCR

분석 결과. 결과는 음성 대조군 siRNA 처리된 세포의 수준과 관련하여 배수 변화로 표현된다. 모든 시료를 3회

분석하고, 실험을 독립적으로 3회 수행하였다. 데이터는 평균 ± 표준편차로 표시된다. * p <0.01은 음성 대조

군 siRNA로 형질감염된 세포와 비교한 값임. si-Ct, 음성 대조군 siRNA; si-CP1, CPEB1 siRNA; si-CP4, CPEB4

siRNA; CP2, CPEB2; CP4, CPEB4.

도 6. CPEB1 및 CPEB4 녹다운이 세포 증식에 미치는 영향. (A, B) siRNA 형질감염 후 24 시간 및 48 시간에

THP-1 및 섬유아세포 증식 결과. 결과는 음성대조군 siRNA 처리된 세포의 수준과 관련하여 배수 변화로 표현된

다. 모든 시료를 3회 분석하고, 실험을 독립적으로 3회 수행하였다. 데이터는 평균 ± 표준편차로 표시된다.  *

p  <0.05는  음성  대조군 siRNA-형질감염된 세포와 비교한 값임.  si-Ct,  음성  대조군 siRNA;  si-CP1,  CPEB1

siRNA; si-CP4, CPEB4 siRNA.

도 7. CPEB1 및 CPEB4 녹다운은 TGF-β1-유도된 섬유아세포 이동을 억제하였다. (A) 시험관 내 상처 치유 분석

에서 섬유아세포 이동의 결과. 이미지는 광학 현미경 (스케일 바, 1 mm) 하에서 촬영되었다. (B) 섬유아세포 이

동의 정량 분석. 모든 시료를 3회 분석하고, 실험을 독립적으로 3회 수행하였다. 데이터는 평균 ± 표준편차로

표시된다.  *  p  <0.01은  TGF-β1  처리된 세포와 비교한 값이다.  si-Ct,  음성 대조군 siRNA;  si-CP1,  CPEB1

siRNA; si-CP4, CPEB4 siRNA.

도 8. p-TAK1, p-p38, p-JNK, p-ERK, p-IKBα 및 p-p65의 정량 분석. 각 밴드의 강도를 측정하고 인산화 형태

를 총 형태의 강도로 정규화하였다. 모든 실험은 독립적으로 세 번 수행되었다. 데이터는 평균 ± 표준편차로

표시된다. * p <0.01은 LPS-처리된 세포와 비교한 값이다. si-Ct, 음성 대조군 siRNA; si-CP1, CPEB1 siRNA;

si-CP4, CPEB4 siRNA.

도 9. CPEB1 및 CPEB4 녹다운은 섬유아세포에서 TGF-β 수용체 Ⅰ 발현을 억제하였다. (A, B) 0.5, 1 및 4시간

동안 TGF-β1 처리 후 웨스턴 블롯팅의 결과. CPEB1 녹다운은 TGF-β1-유도 TGF-β 수용체 Ⅰ 발현을 감소시켰

다. TGF-β 수용체 Ⅱ 발현은 변하지 않았다. 모든 실험은 독립적으로 세 번 수행되었다. 데이터는 평균 ± 표

준편차로 표시된다. * p <0.01은 TGF-β1 처리된 세포와 비교한 값이다. si-Ct, 음성 대조군 siRNA; si-CP1,

CPEB1 siRNA; si-CP4, CPEB4 siRNA.

도 10. p-TAK1, p-p38, p-JNK 및 p-ERK의 정량 분석. 각 밴드의 강도를 측정하고 인산화 형태를 총 형태의 강도

로 정규화하였다.  모든 실험은 독립적으로 세 번 수행되었다. 데이터는 평균 ± 표준편차로 표시된다. *  p

<0.01은 TGF-β1  처리된 세포와 비교한 값이다. si-Ct,  음성 대조군 siRNA;  si-CP1,  CPEB1  siRNA;  si-CP4,

CPEB4 siRNA.

도 11. p-SMAD2 및 p-SMA1/5/8의 정량 분석. 각 밴드의 강도를 측정하고 인산화 형태를 총 형태의 강도로 정규

화하였다. 모든 실험은 독립적으로 세 번 수행되었다. 데이터는 평균 ± 표준편차로 표시된다. *  p  <0.01은

TGF-β1  처리된  세포와  비교한  것이다.  si-Ct,  음성  대조군  siRNA;  si-CP1,  CPEB1  siRNA;  si-CP4,  CPEB4

siRNA.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

아래에서는 구체적인 실시예를 들어 본 발명의 구성을 좀 더 자세히 설명한다. 그러나, 본 발명의 범위가 실시[0036]

예의 기재에만 한정되는 것이 아님은 본 발명이 속한 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자에게 자명하다.

1. 세포 배양[0038]

한국 세포주은행 (Korean  Cell  Line  Bank;  KCLB,  Seoul  Korea)에서 구매한 THP-1  세포를 10% 소 태아 혈청[0039]

(FBS; Biowest, Riverside, MO, USA) 및 항생제-항균제 (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)가 보

충된 RPMI 1640 (안정한 글루타민 및 25 mM HEPES 포함)에 1 × 10
6
/ml로 도말하고 조직 배양 접시에서 2일 동

안 배양하였다. 세포를 48시간 동안 10
-8
 M 포볼 -12- 미리스테이트-13-아세테이트 (phorbol-12-myristate-13-

acetate; PMA)를 사용하여 분화시켰다. 인간 1차 피부 섬유아세포 (2계대)는 PromoCell (Heidelberg, German

y)에서 구입하여 10%  FBS  (모든 실험에서 섬유아세포는 4-6계대 사용)가 보충된 DMEM  (Dulbecco's  Modified
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Eagle Medium; Biowest, MO, USA)에서 배양했다.

2. siRNA 형질 감염 및 LPS 및 TGF-β1 처리[0041]

음성 대조군, CPEB1  및 CPEB4  SMARTpool  siRNA는 Dharmacon  (Lafayette,  CO,  USA)에서 구입하였다. 분화된[0042]

THP-1 세포 및 섬유아세포 모두를 50-70%로 성장시키고 Dulbecco's 완충액 식염수 (Biowest)를 사용하여 세척하

고  24시간  동안  항생제가  없는  배지에서  배양하였다.  제조사의  지시에  따라  StemFect  RNA  형질감염  키트

(Stemgent, Cambridge, MA, USA)를 사용하여 각 siRNA (50 nM)를 5시간 동안 형질감염시켰다. 이어서, 배지를

보충 배지로 교체하였다. 이어서, 세포를 0.1% FBS 함유 배지에서 6시간 동안 배양하고 LPS 또는 TGF-β1로 처

리하였다. 염증 신호 분석을 위해, THP-1 세포를 0.5, 1 또는 4시간 동안 LPS (1 μg/ml)로 처리하고, 배양 배

지의 TNF-α 농도 분석을 위해, THP-1 세포를 LPS (1 μg/ml)로 4시간 동안 처리하였다. 섬유아세포에서 TGF-β

1 신호전달을 평가하기 위해, 섬유아세포를 0.5, 1 또는 4시간 동안 TGF-β1 (5 ng/ml)로 처리하였다. α- 평활

근 액틴 (α-SMA), 콜라겐 -I 및 피브로넥틴 mRNA 및 단백질 수준을 평가하기 위해, 섬유아세포를 24시간 또는

48시간 동안 TGF-β1로 처리하였다.

3. 효소 결합 면역 흡착 분석 (ELISA)[0044]

세포 배양 배지에서 TNF-α 농도를 측정하기 위해, 상청액을 LPS-처리된 THP-1 세포로부터 수집하였다. TNF-α[0045]

의 농도는 제조사의 지시에 따라 ELISA (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA)를 사용하여 측정하였다.

4. 역전사 정량 실시간 중합효소 연쇄반응 (RT-qPCR)[0047]

THP-1  세포  또는  섬유아세포로부터의  총  RNA는  제조사의  지시에  따라  ReliaPrep  ™  RNA  Miniprep  시스템[0048]

(Promega, Madison, WI, USA)을 사용하여 추출되었다. 500 ng RNA 및 PrimeScript ™ RT 마스터 믹스 (Takara,

Siga, Japan)를 사용하여 cDNA를 합성하였다. PCR 프리믹스 (Takara), 50 ng cDNA 및 0.5 μM 프라이머를 사용

하여 LightCycler 96 시스템 (Roche, Basel, Switzerland)에서 실시간 PCR을 수행하였다. 프라이머는 다음과

같았다 : CPEB1, 5'-GGTGTCCTCCCAAAGGTAATA-3' (정방향) 및 5'-CAAGCCTGAGCAAGGATCG-3' (역방향); CPEB2, 5'-

CGATATTATGAGAGCAGAG-3'  (정방향) 및 5'-CTATTGGAAAGAGGGAAG-3'  (역방향); CPEB3,  5'-GCTGATATAATGTGGAGGAA-

3'  (정방향)  및  5'-CCAGGAAGGCATTGTTAA-3'  (역방향);  CPEB4,  5'-TGGGGATCAGCCTCTTCATA-3'  (정방향)  및  5'-

CAATCCGCCTACAAACACCT-3'  (역방향);  IL-6,  5'-TGCTTGTTCCTC  AGCCTT-3'  (정방향)  및  5'-

CAGAGGGCTGATTAGAGAGAGGT-3'  (역방향);  α-SMA,  5'-CCGACCGAATGCAGAAGGA-3  '(정방향)  및  5'-

ACAGAGTATTTGCGCTCCGAA-3'  (역방향);  COLA1A1,  5'-ATGTTCAGCTTTGTGGACCTC-3'  (정방향)  및  5'-

CTGTACGCAGGTGATTGGTG-3'  (역방향);  및  피브로넥틴,  5'-CCAGTCCACAGCTATTCCTG-3'  (정방향)  및  5'-

ACAACCACGGATGAGCTG-3' (역방향). 추정된 mRNA 수준은 2
-ΔΔCt

 방법을 사용하여 GAPDH mRNA 수준으로 표준화되었

다 [22].

5. 웨스턴 블롯팅[0050]

THP-1 세포 또는 섬유아세포를 프로테아제 억제제 (Sigma, St. Louis, MO, USA) 및 포스파타제 억제제 (Roch[0051]

e)를 함유하는 차가운 RIPA 완충액 (Biosesang, Seongnam, Korea)에서 용균하였다. 시료 (30 ㎍ 단백질/웰)를

8% SDS-PAGE로 분해하고 PVDF 막 (Merck Millipore, Billerica, MA, USA)으로 전기 전달하였다. 하기 1차 항체

가 사용되었다: 토끼 폴리클론 항-CPEB1 및 항-CPEB4 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA); 토끼 폴

리클론 항-phospho-TAK1, 항-TAK1, 항-p38, 항-phospho-JNK, 항-JNK, 항-phospho-ERK 및 항-β-액틴―토끼 단

일클론  항-포스포-SMAD2  및  항-SMAD1―및  마우스  폴리클론  항-포스포-p38  및  항-ERK  (Cell  Signaling

Technology Danvers, MA, US); 토끼 폴리클론 항-NF-κB-p65 및 항-콜라겐-I, 마우스 폴리클론 항-α-SMA, 및

마우스 모노클론 항-피브로넥틴 및 항-SMAD2 (Abcam, Cambridge, UK); 마우스 모노클론 항-포스포-IκBα, 항-

IκBα 및 항-GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); 토끼 폴리클론 항-포스포-SMAD1/5/8

(Merck Millipore); 토끼 폴리클론 TGF β 수용체 I 항체 (1:500) 및 토끼 폴리클론 TGF β 수용체 II 항체

(1:1000)  (Abcam,  Cambridge,  UK).  퍼옥시다제-접합된  항-마우스  또는  항-토끼  IgG  (1  :  3,000,  Merck
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Millipore)를 이차 항체로 사용하였다. 화학 발광 이미징 시스템 (ATTO, Tokyo, Japan)을 사용하여 이미지를 얻

고, CS 분석기 4 소프트웨어 (ATTO)를 사용하여 밴드 밀도를 분석하였다.

6. 세포증식 분석[0053]

CellTiter 96® AQueous One Solution 세포증식 분석 키트 (Promega, Madison, WI, USA)를 사용하여 세포 증식[0054]

을 평가하였다. THP-1 (1 x 10
5
 세포/웰) 및 섬유아세포 (2 x 10

4
/웰)를 siRNA 형질감염 전에 96 웰 플레이트에

서 성장시켰으다. 100㎕의 배양 배지로 교체한 후, CellTiter 96174; AQueous One Solution 시약 20㎕를 첨가

하였다. 세포 배양 인큐베이터에서 37℃ 또는 2시간 동안 플레이트를 배양하고 96 웰 플레이트 리더 (BioTek,

Winooski, VT, USA)를 사용하여 490nm에서 흡광도를 측정하였다. 증식은 다음과 같이 계산되었다: 증식 (%) =

(시료 흡광도-백그라운드 흡광도)/(대조군 시료 흡광도-백그라운드 흡광도) Х 100.

7. 세포 이동 분석[0056]

섬유아세포 이동 분석을 참고문헌과 같이 수행하였다 (39). 간단히 설명하면, 삽입물 (Ibidi, GmbH, Planegg,[0057]

Germany)에서 섬유아세포 (2 x 10
4
/웰)를 성장시키고, 24 시간의 siRNA 형질감염 후, 삽입물을 제거하고 세포는

세포가 없는 틈새 (정의된 상처)로 이동하기 시작했다. 세포를 광학 현미경 (IX 70, Olympus, Tokyo, Japan) 하

에서 24  및 48  시간에 이미지화하고, 갭으로 이동한 세포의 수를 Image  J  소프트웨어 (NIH,  Bethesda,  MD,

USA)로  분석하였다.  TGF-β1은  세포를  양성  대조군으로  처리하였다.  이동  분석의 정량 분석은 음성 대조군

siRNA 처리된 세포에 대한 백분율로 표현되었다.

8. 통계 분석[0059]

모든 결과는 평균±표준편차로 제시된다. Mann-Whitney U 테스트는 두 군 간의 비교에 사용되었다. 통계 분석은[0060]

PASW 통계 24 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 이용하여 수행하였다. p < 0.01은 유의성을 나타내는 것으로

간주되었다.

결과 1. CPEB1 siRNA와 CPEB4 siRNA 사이의 교차 반응성 측정[0062]

THP-1 세포 및 섬유아세포에서 CPEB1 및 CPEB4 siRNA의 특이성을 확인하기 위해 RT PCR을 수행하였다. CPEB4[0063]

발현에서 CPEB1 siRNA 또는 CPEB1 발현에서 CPEB4 siRNA의 유의한 교차 반응성은 THP-1에서 관찰되지 않았다.

또한, CPEB1  siRNA  및 CPEB4  는 CPEB2 mRNA 수준을 각각 135% 및 128%만큼 약간 증가시켰다 (도 5). CPEB1

siRNA는 음성 대조군 siRNA로 형질감염된 섬유아세포에서의 수준과 비교하여 CPEB4 mRNA 수준을 320% 증가시켰

으나, CPEB1 발현에 대한 CPEB4 siRNA의 교차 반응성은 관찰되지 않았다. CPEB1 siRNA 및 CPEB4 siRNA는 모두

섬유아세포에서 CPEB2 mRNA 수준을 각각 225% 및 328% 증가시켰다 (도 5의 B). CPEB1 siRNA 또는 CPEB4 siRNA

는 THP-1 세포 또는 섬유아세포에서 CPEB3 mRNA 수준에 영향을 미치지 않았다.

결과 2. THP-1 세포 및 섬유아세포에서 siRNA 형질 감염이 증식에 미치는 영향[0065]

CellTiter 96® AQueous One 솔루션 세포 증식 분석 키트를 사용하여 CPEB1 siRNA 또는 CPEB4 siRNA 형질감염[0066]

24시간 또는 48시간 후에 THP-1  및 섬유아세포의 증식을 조사했다. 24시간 동안 CPEB1  또는 CPEB4  녹다운은

THP-1 세포의 증식에 영향을 미치지 않았다. 그러나, 녹다운 48시간 후, THP-1 증식이 유의하게 감소하였다 (도

6의 A). 대조적으로, CPEB1 또는 CPEB4 녹다운은 24시간 또는 48시간 후 섬유아세포의 증식을 증가시켰다 (도 6

의 B).

결과 3. 섬유아세포의 이동에 대한 siRNA 형질감염의 효과[0068]

시험관 내 상처 치유 분석법을 이용하여 CPEB1 또는 CPEB4 siRNA 형질감염후 24시간 또는 48시간 후 섬유아세포[0069]
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이동을 측정했다. siRNA 형질감염 후 CPEB1 및 CPEB4 녹다운은 TGF-β1 처리 세포와 비교하여 siRNA 형질감염

후 섬유아세포 이동을 상당히 감소시켰다 (도 7).

결과 4. LPS는 THP-1 세포에서 CPEB1과 CPEB4 발현을 유도했다.[0071]

LPS는 대식세포-매개 염증의 강력한 자극인자이다. 이 연구에서 우리는 LPS  자극이 THP-1  세포에서 CPEB1과[0072]

CPEB4의 mRNA와 단백질 수준을 현저하게 증가시키는 것을 관찰했다 (도 1).  그러나, siRNA-매개 CPEB1  또는

CPEB4의 일시적인 녹다운은 LPS의 효과를 억제하였고, mRNA 수준은 음성 대조군 siRNA-형질감염된 세포의 것보

다 낮았다. 실제로, CPEB1 및 CPEB4 siRNA는 THP-1 세포에서 LPS-유도 CPEB1 및 CPEB4 mRNA 수준을 각각 90%

및 85%, 단백질 수준을 75% 및 70% 감소시켰다 (도 1). 이러한 결과는 CPEB1 및 CPEB4 siRNA 형질감염의 높은

효율을 확인할 뿐만 아니라 CPEB1 및 CPEB4가 THP-1 세포에서 LPS-매개 염증 반응에 관여함을 시사한다.

결과 5. CPEB1 및 CPEB4 녹다운은 THP-1 세포에서 LPS-유도된 염증 신호를 억제하였다.[0074]

CPEB1 또는 CPEB4가 LPS-매개 TAK1 신호전달을 조절하는지를 결정하기 위해, 본 발명자들은 웨스턴 블롯팅을 사[0075]

용하여 LPS-처리된 CPEB1- 또는 CPEB4-녹다운 THP-1 세포에서 TAK1 신호전달 경로의 변화를 조사하였다. 미처리

대조군과 비교하여, 0.5, 1 또는 4시간 동안 LPS로 처리된 세포는 TAK1, p38, JNK, ERK, IκBα 및 NF-κB-p65

의 인산화가 상당히 증가한 것으로 나타났다 (도 2A, 도 8). 또한, CPEB1 또는 CPEB4 녹다운은 이들 단백질의

LPS-활성화 인산화를 억제하였다. 그러나, 이들 단백질의 총 수준은 크게 다르지 않았다 (도 2A, 도 8). 또한,

RT-qPCR 및 ELISA는 CPEB1 또는 CPEB4 녹다운이 THP-1 세포 및 배양 배지에서 각각 TNF-α mRNA (도 2B) 및 단

백질 (도 2C) 수준을 감소시키는 것을 밝혔다. 그러나, CPEB1- 또는 CPEB4-녹다운된 세포에서 TNF-α의 mRNA 및

단백질 수준 모두는 음성 대조군 siRNA-형질감염된 세포에서의 것보다 더 높았다 (도 2B 및 C). 이러한 결과는

LPS-활성화된 염증 신호가 CPEB1 및 CPEB4 발현에 의해 조절됨을 나타낸다.

결과 6. 섬유아세포에서 TGF-β1은 CPEB1 및 CPEB4 발현을 유도한다.[0077]

TGF-β1은 시험관내 섬유증 모델을 개발하는데 널리 사용된다. 따라서, 본 발명자들은 섬유아세포에서 CPEB1 및[0078]

CPEB4 발현에 대한 TGF-β1 처리의 효과를 조사하였다. 24시간 동안 TGF-β1 처리는 섬유아세포에서 CPEB1 및

CPEB4의 mRNA 및 단백질 발현 모두를 유의하게 증가시키는 것으로 관찰되었다 (도 3). 그러나, CPEB1 및 CPEB4

siRNA  형질감염은 CPEB1  및 CPEB4의 TGF-β1-  유도된 mRNA  발현을 각각 80%  및 88%  감소시키고, CPEB1  및

CPEB4의 단백질 발현을 각각 60% 및 73% 감소시켰다. 또한, 이들 수준은 음성 대조군 siRNA로 형질감염된 섬유

아세포의 것보다 낮았다 (도 3). 이 결과들은 siRNA 형질감염 효율을 확인하고 섬유아세포에서 TGF-β1 매개된

섬유증 신호 전달에 CPEB1 및 CPEB4의 관여를 시사한다.

결과 7. CPEB1 및 CPEB4 녹다운은 섬유아세포에서 TGF-β1-유도된 Smad-의존적 및 Smad-독립적 신호전달 경로를[0080]

억제하였다.

Smad-의존적 신호전달 경로와 TGF1-β1-유도 Smad-독립적 신호전달 경로인 TAK1 신호전달 경로는 함께 조직의[0081]

섬유성 반흔 형성에 기여한다 [19]. 따라서, CPEB1 또는 CPEB4 녹다운이 TGF-β1 신호전달 경로를 변경하였는지

연구하기 위해, 먼저 섬유아세포에서 TGF-β 수용체 I (TbRI) 및 TGF-β 수용체 II (TbR II)의 단백질 수준의

변화를 검출하기 위해 웨스턴 블롯팅을 수행하였다. CPEB1 녹다운에 의해 TGF-β1-유도된 TbRI 및 TbR II의 단

백질 수준이 현저하게 감소하였다. 그러나 CPEB4 녹다운은 TGF-β1-유도된 TbRI 및 TbR II의 단백질 수준에 영

향을 미치지 않았다 (도 9). 다음으로, 우리는 Smad-독립적 신호전달 경로를 측정했다. CPEB1 및 CPEB4 녹다운

은 0.5, 1 또는 4시간 동안 TGF-β1로 처리된 섬유아세포에서 인산화된 TAK1, p38, JNK 및 ERK의 수준을 현저하

게 감소시켰다 (도 4A 및 도 10). 마지막으로 Smad-의존적 신호전달의 구성요소인 SMAD2 및 SMAD1/5/8에서 변화

를 조사했다. 0.5, 1 또는 4시간 동안의 TGF-β1 처리는 SMAD2 및 SMAD1/5/8의 인산화에 현저한 증가를 초래하

였지만 (도 4B, 도 11), CPEB1 또는 CPEB4 녹다운은 TGF-β1-유도 SMAD2 및 SMAD1/5/8의 인산화를 유의하게 억

제하였다 (도 4B 및 도 11). 이러한 결과는 CPEB1 및 CPEB4가 TGF-β1-유도된 섬유증 신호전달을 조절함을 나타

낸다. 섬유성 반흔 형성에 대한 CPEB1 및 CPEB4 녹다운의 억제 효과를 추가로 탐구하기 위해, 피부 섬유증 또는

반흔의 여러 분자 마커의 발현을 평가하였다. RT-qPCR 및 웨스턴 블롯팅은 TGF-β1-처리된 CPEB1- 또는 CPEB4-
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녹다운된 섬유아세포에서 각각 α-SMA, 타입 I 콜라겐 및 피브로넥틴의 감소된 mRNA 및 단백질 수준을 나타냈다

(도 4C 및 D). 이 결과들은 CPEB1 및 CPEB4가 Smad-의존적 및 Smad-독립적인 신호전달 경로를 조절함으로써 섬

유성 반흔 형성에서 역할을 할 수 있음을 나타낸다.
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