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Abstract 
 

Role of low density lipoprotein receptor-related protein 1 

in cardiac hypertrophy 
 

Seulki Park 

Advisor: Assistant Prof. Heesang Song, Ph.D. 

Department of medical science, 

Graduate school of Chosun University 

 

Cardiac hypertrophy is one of risk factors associated with heart 

failure which is the number one cause of death worldwide. Since it has been 

reported that α₂-macroglobulin induces cardiomyocyte hypertrophy, we 

hypothesized that a reduction of low density lipoprotein receptor-related 

protein 1 (LRP1) would decrease cardiac hypertrophy induced by 

catecholamines such as, phenylephrine (PE) and norepinephrine (NE). We 

confirmed that cell size and protein/DNA ratio were increased in PE- or NE-

treated neonatal rat cardiomyocytes (NRCM). First, we observed that the 

expression levels of LRP1 were significantly increased in PE- or NE-treated 

NRCM by ~ 3 or ~ 2 folds, respectively, higher than non-treated controls. 

The mRNA levels of hypertrophic markers such as, ANF, BNP, β-MHC, and HPRT 

were also significantly increased in PE- or NE-treated NRCM. In order to 

investigate the role of LRP1 in cardiac hypertrophy, we silenced LRP1 by 
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specific siRNA molecules. We could observe the ~ 70 % down-regulation of 

LRP1 expression and cell area were successfully rescued to normal levels in 

LRP1 siRNA transfected NRCM with PE or NE. The increased protein/DNA ratio 

by PE- or NE-treatment was also decreased to normal values in LRP1 siRNA co-

treated NRCM. In addition, we observed that the LRP1 expression level was 

upregulated in the after 4 ~ 5 weeks of transverse aortic constriction 

surgery. Our results suggest that LRP1 has a critical role in catecholamine-

induced cardiac hypertrophy, which might be a potential target for treatment 

of cardiac hypertrophy.  
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l. Introduction 
 

3 대 성인병의 하나인 심장질환은 고혈압, 심근경색, 심장판막 질환 등에 

의해 유발[1,2]되는데, 비대증은 이를 포함하여 어떤 원인으로부터 심장이 과부하 

되는 반응이다[3]. 특히 심장비대증이 장기간 지속되면 결국 확장형 심근증과 

심부전증을 일으켜 사망에 이르는 것으로 알려져 있다[2]. 단순한 심장비대증은 

대부분의 경우 이뇨제를 사용하여 증상에 대한 조절[4]을 시도하지만, 그 원인 

질환에 따라 치료법에 다소 차이가 있다[5]. 심부전 증상이 동반될 경우 이뇨제 

이외에, 안지오텐신 전환 효소 억제제나 안지오텐신 수용체 차단제, 알도스테론 

차단제, 베타 차단제 등의 약물 치료를 하기도 한다[6,7,8,9]. 고혈압이 주된 

원인일 경우에는 고혈압 약제를 사용하는 것이 심장비대에 대한 치료가 되지만 

혈압약은 결과적으로 혈압을 낮추는 과정에서 혈액순환이 약해지면 혈압을 

올리려는 신체의 본능적인 항상성 반응은 더욱 강해지게 된다. 이런 반응에 의해 

또다시 심장의 박동은 더욱 강하고 빨라지는 악순환을 낳을 것이다[10]. 이처럼 

이 분야의 연구가 계속되어 왔지만 정확한 조절기전이나 치료법이 개발되지 않고 

있다.  

저밀도지단백수용체 연관 단백질-1 (LRP1) 은 저밀도지단백수용체 집단 

(LDLR family) 에 속하는 매우 큰 세포막 수용체이다[11,12,13]. LRP1 은 구조적 

및 기능적으로 서로 다른 ligand 와 결합하여 세포 내로 이입할 수 있는 능력을 

가졌으며, 초기 배아의 발달과 각종 질병의 발병 시 중요한 역할을 하기 때문에 

LDLR family 에서 아주 독특한 수용체이다[12,14,15]. LRP 의 세포 외 도메인은 

각각 2, 8, 10, 11 가 반복된 네 개의 클러스터에 ligand 가 결합되는데[11,15], 
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대부분 두 번째와 네 번째 클러스터가 ligand 결합을 중재하는 것으로 

밝혀졌다[16,17,18]. LRP1 은 ~ 600 kDa 의 단일 폴리펩타이드로 합성되어 있는데, 

이는 furin 에 의해 절단 되어 서로 비공유결합으로 연관된 세포 외 도메인 (515 

kDa) 과 막에 걸쳐진 짧은 조각 (85 kDa) 인 두 개의 subunit 로 존재한다[19,20]. 

LRP1 은 apolipoprotein, proteinases, α2-macroglobulin/protease 

complexes, 그리고 MMPs 와 urokinase-type plasminogen activator (uPA) 등과 같은 

extracellular matrix proteins 를 포함한 약 40 개의 ligand 와 결합[12,21]하여 

세포 내로 이입하고 신호를 매개한다. LRP1 은 약 40 개의 lignad 중의 하나인 α₂-

macroglobulin 을 수용하기 때문에 α₂-macroglobulin receptor (A2MR) 로써 

알려져 있다[11,22]. 기존에 보고된 바에 의하면 α₂-macroglobulin 은 ERK 1, 2 

와 PI3-kinase/Akt 통로를 통해 심장비대증을 유도한다고 밝혀졌다[23]. 현재까지 

LRP1 이 뇌에서 알츠하이머 질병과의 관계가 밝혀졌고[24,25], 전뇌에서 LRP1 이 

결핍된 쥐는 비만이 된다는 연구[26]뿐만 아니라, LRP1 이 Wnt 신호와 관련하여 

콜레스테롤 저장과 지방산 합성을 조절하는 연구 결과[27] 등 활발한 연구가 

진행되어 왔다. 이처럼 축적된 증거들에 의하면 LRP1 의 변화량은 알츠하이머 질병, 

암, 동맥경화 등 다양한 질병에 밀접하게 관련되어 있지만 심장질환에서 LRP1 의 

역할은 거의 알려진 바가 없다. 또한 심장비대증에서 LRP1 의 정확한 조절기전은 

규명되지 않았다.  

 이전의 연구결과에서 α₂-macroglobulin 의 cardiac isoform 은 생체 내에서 

심장비대증을 유도한다고 입증하였고[28,29], 게다가 α₂-macroglobulin 이 

심장비대증을 유도한다고 밝혀졌으므로[23] 우리는 α₂-macroglobulin receptor 

(A2MR) 인 LRP1 이 심장비대증을 유도할 것이라는 가설을 세웠다. 즉, 페닐에프린 
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(PE) 또는 노르에피네프린 (NE) 등과 같은 카테콜아민으로 유도된 

심장비대증[30,31]에서 LRP1 이 억제되면 심장비대증도 억제되는지를 조사하였다. 

따라서 본 연구의 목표는 심장비대증에서 LRP1 의 효과를 밝혀내고, 이러한 

과정에서 LRP1의 조절기전을 확인하는 것이다.  

신생아 쥐의 심근세포에서 카테콜아민으로 유도된 심장비대증은 LRP1 의 

단백질 발현량이 증가되었고, 더 나아가 LRP1 의 억제를 통해 심장비대증이 억제될 

수 있음을 밝혀냈다. 추가적으로, 대동맥을 가로질러 수축시켜 만든 심장비대증 

동물모델인 transverse aortic constriction (TAC) 모델에서 LRP1 이 과발현된 

것을 확인했다. 그러므로 본 연구는 LRP1 이 심장비대증을 치료할 수 있는 

잠재적인 타켓으로 중요한 역할이 될 수도 있을 것이라 생각된다.  이와 관련하여 

심장비대증을 조절 할 수 있는 가능성이 있는 새로운 목표 물질로써 LRP1 의 

기전이 반드시 규명 되어야 한다. 
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ll. Materials and Methods 
 

ll-1. 심근세포의 분리 및 배양 
 

신생아 쥐의 심근세포는 이미 입증된 실험 방법을 토대로 하여 세포를 분리 

및 배양하였다[32]. 간략히 설명하면, 1 ~ 3 일 된 백서 (Sprague Dawley Rat) 의 

심장을 분리하여 칼슘과 마그네슘이 빠진 phosphated buffer saline (PBS, pH7.4, 

Gibco) 에 넣은 다음, micro dissecting scissor를 사용해 심근세포가 1 mm³정도 

될 때까지 절단하였다. 5 ml 의 collagenase II (0.8 mg/ml, 262 units/mg, Gibco 

BRL) 를 넣고 나서 37 ℃, 5 % CO₂에 5 분간 배양한 후, collagenase II 부유액을 

제거하였다. 5 ml 의 새로운 collagenase II 를 첨가하고 5 분간 더 배양한 다음, 

새 튜브에 상등액를 옮기고 세포 배양 배지 (10 % FBS α-MEM, Gibco BRL) 을 

첨가한 후, 4 분간 1200 rpm 에서 원심분리 하였다. 5 ml 의 배양 배지에 세포 

침전물을 다시 부양한 다음, 심근세포가 거의 남지 않을 때까지 7 ~ 9 번 반복 

실험하여, cell suspension을 하나의 튜브에 모았다. 심근세포들만을 모아 5	 × 10 
cells/ml 의 농도로 100 mm 세포배양 플레이트에서 배양하였다. 4 ~ 6 시간이 

경과한 후, 신선한 배지로 갈아준 다음, 0.1 mM 의 BrdU를 첨가하여 fibroblast의 

성장을 억제시키면서 배양하였다.  
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ll-2. 심장비대증의 측정 
 

세포 면적은 Image J 를 사용하여 무작위로 고른 세포들로 디지털 현미경 

이미지 (Olympus phase contrast microscope; Olympus, Tokyo, Japan) 에서 

수동으로 세포 윤곽을 측정하였다.  

단백질/DNA 비율은 각각의 샘플을 사용하여 측정하였다. 먼저 단백질은 

세포배양 접시의 세포들을 PBS으로 씻어준 다음 PBS를 걷어냈다. 그런 다음 1 N 

NaOH를 넣고 60 ℃ 에서 30 분간 배양한다. 파이펫팅으로 세포들을 모아준 뒤 새 

튜브로 옮기고 14,000 rpm 에서 3 분간 원심분리 하였다. 깨끗한 새 튜브에 

상층액을 옮기고, 단백질은 Bradford 시약 (1:4) 을 사용하여 측정하였다. DNA는 

PureHelix™ Genomic DNA Prep Kit (Nano Helix) 의 사용설명서를 따라 추출하였다. 

각 샘플의 DNA 농도는 260 nm 에서 spectrophotometer (Eppendorf) 로 측정하였다. 

모든 실험은 3 번 이상 반복하였다. 

 

ll-3. Quantitative PCR (qPCR)  
 

RNA는 PureHelix™ Total RNA Purification Kit (Nano Helix) 의 

사용설명서를 따라 추출하였다. 각 샘플의 RNA 농도는 260 nm 에서 

spectrophotometer (Eppendorf) 로 측정하였다. 그런 다음 RNA는 PrimeScript™ 

1st strand cDNA Synthesis Kit (Takara) 를 사용하여 reverse transcribe 

되었고, qPCR은 RealHelix™ qPCR kit (Nano Helix) 를 사용하여 Rotor-Gene 

3000™ 을 사용하여 실행했다. 프라이머의 서열은 Table 1 에 나열하였다. 
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ll-4. Western blot  
 

세포들을 PBS 로 세척해 준 다음 1 x RIPA buffer (1 mM PMSF) 로 suspension 

시켜 4 ℃ 에서 10 분간 용해시켰다. 그런 다음 12,000 rpm, 4 ℃ 에서 15 분간 

원심분리를 한 후 상등액을 분리하여 BSA protein assay reagent (Pierce) 로 정량 

한 뒤, 사용하는 항체의 datasheet 를 확인하여 샘플의 변성 여부를 결정하였다. 그 

다음 동량의 단백질을 크기에 맞게 6 ~ 15 % SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis; Qbiogene) 에 loading 후 전기영동 하였다. 

원하는 크기의 gel 을 자른 후 polyvinyldifluoride (PVDF; Millipore) transfer 

membrane 과 transfer buffer (20 mM Trizma®base; Sigma, 190 mM Glycine; Sigma, 

20 % Methanol; Duksan) 를 사용하여 단백질을 이동, 고정시켰다. 단백질이 이동된 

멤브레인은 5 ~ 10 % skim milk 와 TBS-t (1 x TBS, 0.1 % tween-20) 를 혼합한 

blocking buffer 에서 1 시간 방치 시켰다. 원하는 일차 항체 β-actin 

(1:1,000)(sigma), LRP1 의 α subunit (1 μg/ml), LRP1 의 β subunit (0.5 μg/ml) 

를 넣어 2 시간 ~ overnight 반응시켰다. TBS-t 로 5 번 세척하고 Horseradish 

peroxidase (HRP) 가 부착된 이차 항체를 넣어 1 시간 반응 하였다. 반응이 끝나면 

TBS-t 로 5 번 세척하고 Enhanced chemiluminescence plus western bloting system 

(ECL; Amersham Biosciences) 을 이용하여 발광시킨 후 암실에서 HyperfilmTMECL 

(AmershamBiosciences) 로 밴드를 현상하였다. 
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ll-5. 심근세포에 siRNA-LRP1 처리 
 

심장비대증에서 LRP1의 역할을 조사하기 위해 우리는 특정 siRNA 분자를 

이용하여 LRP1을 억제시켰다. 간략히 설명하면, siLentFect™ Lipid Reagent 

(Bio-Rad) 의 사용설명서를 따라 Opti-MEM (Gibco) 을 사용하여 심근세포에 

siRNA-LRP1 (20 nM) 을 감염시켰다. siRNA-LRP1은 48 시간 동안 유지한 뒤 24 

시간 동안 starvation medium으로 교체되었다. 그 이후에 페닐에프린 (PE) 또는 

노르에피네프린 (NE) 을 첨가하여 24 시간 후 세포들을 철저하게 세척하고 LRP1 

발현을 테스트하기 위해 수확하여 실험을 진행하였다. 

 

ll-6. Immunofluorescence  및 Immunocytochemistry (ICC)  
 

Immunofluorescence 및 Immunocytochemistry (ICC) 은 심근세포를 

coverslips 위에 plating 하고 조건에 맞게 처리 한 뒤 실험을 진행하기 위해 세

포를 4 % 포름알데하이드에서 15 분 동안 고정 시켰다. PBS에서 5 분간 3 번 세척

한 후, 0.2 % Triton X-100 으로 permeable 과정을 실행했다. 세포 골격을 보기 

위해 액틴은 phalloidin-Texas Red (1:200) 로, 핵은 DAPI (1:5,000) 로 표지 했

다. Immunocytochemistry은 LRP1로 표지 했다. PBS로 세척 한 후, 원하는 일차항

체 LRP1의 α subunit, LRP1의 β subunit을 넣어 1 시간 동안 배양했다. 샘플을 

세척하고 이차항체 (conjugated with Texas Red, Santa Cruz) 에 DAPI를 함께 섞

어 30 분 동안 배양했다. PBS로 최종 세척 후, 염색된 샘플은 슬라이드에 

fluoromount (Sigma) 으로 고정시켰다. 형광으로 표지된 샘플의 이미지는 Olympus 

FluoView FV1000 confocal system (Olympus) 를 사용하여 Zeiss Axiovert 200 M 
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microscope (Carl Zeiss MicroImaging) 에서 수행 하였다. 

 

ll-7. 심장비대증 동물모델 (TAC 모델) 
 

백서에서 심장비대증은 Transverse Aortic Constriction (TAC) 방법을 통해 

유도했다. 일반적인 마취 하에 8 주령의 Sprague-Dawley 수컷 쥐 (약 250 g) 의 

기도에 관을 삽입하고, 양성 압력 순환 (180 ml/분) 은 Harvard ventilator 를 

사용하여 산소 (2 L/분) 가 첨가된 실내 공기에 의해 유지되게 했다. 쥐 심장은 2 

cm 로 좌측면 개흉술로 노출하며, 대동맥에 22 게이지를 올려두고 실로 묶었다. 

근육층과 피부절개는 4-0 비단 봉합실로 묶고 사육실에서 정상적인 환경으로 

키웠다. 
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lll. Results 

 

lll-1. 카테콜아민으로 유도된 심장비대증 확인 

 

심근세포에서 페닐에프린 (PE) 과 노르에피네프린 (NE) 등과 같은 카테콜아

민은 심장비대증을 유도하는 물질로써 널리 사용되어왔다[33]. Figure 1 은 카테

콜아민으로 유도된 심장비대증을 확인하고 실험에서 카테콜아민의 농도를 결정하

기 위해 진행하였다.  

심장비대증이란 단백질 함량 증가[34]로 인해 세포의 크기가 증가하게 되고 

결국 세포 기관도 증가하게 된다. 이것은 복제되는 것이 아니라 단순히 DNA는 변

함없이 세포 크기만 커지는 것이다. 신생아 쥐의 심근세포에서 카테콜아민이 심장

비대증을 유도하는지 확인하기 위해 심근세포에 PE (10, 20, 50 μM) 또는 NE (1, 

2, 5 μM) 을 농도 별로 각각 48 시간 동안 처리한 뒤 세포 면적, 총 단백질/DNA 

비율, 세포골격을 조사했다 (Figure 1). PE와 NE을 처리했을 때 세포 면적이 모두 

증가되었는데, 아무런 처리를 하지 않은 컨트롤에 비해 NE이 1.5 배 정도 증가하

였고 특히 PE는 1.5 ~ 2.3 배 정도 증가한 것을 확인할 수 있었다 (Figure 1A). 

카테콜아민으로 유도된 심장비대증을 좀 더 확인하기 위해 추가적으로 단백질/DNA 

비율과 Immunofluorescence을 사용하였다. 단백질/DNA 비율에서 단백질의 양이 약 

4 배 정도 증가된 것으로 보아 카테콜아민이 심장비대증을 유도함을 확인하였다 

(Figure 1B). 또한 액틴과 결합하는 팔로이딘을 통해 확인한 결과 마찬가지로 카

테콜아민을 처리했을 때 세포골격이 상당히 증가되었음을 확인하였다 (Figure 1C). 

Figure 1 에서 데이터는 보여지지 않았지만, 똑같은 실험 조건에서 PE, NE 이외에 
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안지오텐신II (Angiotensin II) 를 처리했을 때 역시 심장비대증을 유도하는 것을 

확인했다. 이러한 결과는 카테콜아민이 심장비대증을 유도한다는 것을 다시 한 번 

확인하고, 심장비대증이 확실히 이루어진 상태에서 실험이 진행되었음을 보여준다. 
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Figure 1. Cell area, Protein/DNA ratio and Immunofluorescence were 

increased in catecholamines such as phenylephrine (PE) and 

norepinephrine (NE)-treated neonatal rat cardiomyocytes (NRCM).  

NRCM were incubated with serum starvation for 24 hours and then treated with 

increasing concentrations of PE (10, 20, 50 μmol/L) or NE (1, 2, 5 μmol/L) 

for 48 hours.  (A) Cell area was quantified from manually outlined cells in 

digitized microscopic images of randomly chosen cell fields using Image J.  

(B) Protein/DNA ratio was quantified on the same individual samples. PE or 

NE-induced increase of protein synthesis in cardiomyocytes.  (C) The actin 

cytoskeleton was visualized by staining with phalloidin and DAPI. 

Immunofluorescence images were obtained by confocal microscope after 48 

hours treatment with PE (10, 20, 50 μmol/L) or NE (1, 2, 5 μmol/L).  
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lll-2. 심장비대증에서 LRP1의 발현량 변화 

 

이미 α₂-macroglobulin이 ERK 1, 2 와 PI3-kinase/Akt 통로를 통해 쥐의 

심근비대증을 유도한다는 사실이 보고된 바 있다[23]. 그러나 α₂-macroglobulin

을 ligand로 도메인에 붙어 신호를 전달하는 LRP1과 심장비대증의 관계는 현재까

지 어떠한 자료도 보고 된 바가 없다.  

먼저 우리는 LRP1이 심장비대증을 유도하는지 알아보기 위해 신생아 쥐의 

심근세포에 PE (10, 20, 50 μM) 또는 NE (1, 2, 5 μM) 을 48 시간 처리한 뒤 

western blot을 통해 분석했다. Western blot은 α subunit (515 kDa) 과 β 

subunit (85 kDa) 의 LRP1 항체를 사용하였는데, 그 결과 단백질 발현량이 증가된 

것을 확인 할 수 있었다 (Figure 2A). 심장비대증에서 LRP1의 mRNA 발현량을 알아

보기 위해서 아래 Table 1 에 제시된 프라이머를 사용하여 qPCR로 확인하였다. 신

생아 쥐의 심근세포에 카테콜아민을 12 시간을 처리한 뒤 기존에 널리 사용되어왔

던 비대성을 확인할 수 있는 표지물의 mRNA 발현량을 확인한 결과 ANF, BNP, 

Skeletal α-actin이 상당히 높게 발현된 것을 볼 수 있었다. 여기에서 흥미로운 

사실은 심장비대증에서 LRP1의 mRNA 발현량은 감소했다 (Figure 2B). 이것은 LRP1

의 단백질 발현량과는 반대의 결과를 나타내는데, 이 부분에 있어서는 고찰에서 

자세히 언급할 것이다. Immunocytochemistry (ICC) 을 통해 카테콜아민으로 유도

된 심근세포에서 LRP1의 발현량을 확인한 결과 아무런 처리를 하지 않은 컨트롤에 

비해 심장비대를 유도한 심근세포에서 LRP1의 발현량이 상당히 많은 것을 확인할 

수 있었다 (Figure 2C). 이러한 결과로 인해 LRP1을 억제하면 심장비대증을 억제 

할 수 있을 것이라 추측된다.   
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Table 1.  Primer sequences for qPCR 
 

Gene ..              Forward primer sequence      Reverse primer sequence   

(5’- 3’)                    (5’- 3’) 

HPRT               .   CCAGCGTCGTGATTAGCGAT        .   CAAGTCTTTCAGTCCTGTCC 

ANF            .       ATGGGCTCCTTCTCCATCAC           ..TCTTCGGTACCGGAAGCTG 

BNP            .       GGGCTGTGACGGGCTGAGGTT           AGTTTGTGCTGGAAGATAAGA 

Skeletal α-actin .   .TCAGGCGGTGCTGTCTCTCT           ..TCCCCAGAATCCAACACGAT 

β-MHC          .      GCAGCTTATCAGGAAGGAATAC         ..CTTGCGTACTCTGTCACTC 

MLC-2                  TCACAATCATGGACCAGAACAGA         TGATCATCTCATCGATCTCTTCGT 

SERCA-2a               CGAGTTGAACCTTCCCACAA            AGGAGATGAGGTAGCCGATGAA 

GAPDH                  CAGTGCCAGCCTCGTCTCAT            TGGTAACCAGGCGTCCGATA 
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Figure 2. Low density lipoprotein receptor -related protein 1 (LRP1) 

expression level is altered in PE, NE -stimulated NRCM. 

(A) Western blotting was performed with antibodies against the α subunit of 

LRP1 and βsubunit of LRP1. LRP1 protein expression level was upregulated by 

PE, NE. Protein levels were normalized to β-actin.  (B) Rat cardiomyocytes 

were treated for 12 hours with PE or NE, and mRNA level were investigated by 

quantitative PCR (qPCR). The mRNA levels of LRP1 were decreased in PE, NE-

treated NRCM.  (C) Immunocytochemistry were conducted for the evaluation of 

the altered amount of LRP1 expression. 
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lll-3. LRP1의 억제를 통한 심장비대증 억제  

 

심장비대증에서 LRP1의 역할을 조사하기 위해 우리는 특정 siRNA 분자를 이

용하여 LRP1을 억제시켰다. 심근세포는 실험 및 방법에 쓰여진 대로 LRP1 siRNA, 

control, scrambled siRNA를 통해 일시적으로 감염시켰고, 48 시간 후 세포는 50 

μM PE 또는 5 μM NE으로 처리되었다. 심근세포에서 siRNA-LRP1 처리는 LRP1의 

단백질 발현량을 최대 ~ 70 % 까지 줄였다 (Figure 3A). 카테콜아민으로 인해 증

가되었던 ANF, BNP, Skeletal α-actin의 mRNA 발현량이 큰 폭으로 줄어든 반면에 

감소되었던 SERCA2a는 정상 수치로 회복된 것을 확인하였고, LRP1 mRNA 발현량 역

시 줄어 든 것을 관찰하였다 (Figure 3B). 동일한 실험 조건에서 LRP1 siRNA로 감

염된 신생아 쥐의 심근세포에 카테콜아민을 처리한 뒤 세포 면적을 측정한 결과 

약 0.6 배 정도 줄어 들었다 (Figure 3C). 또한 카테콜아민으로 인해 증가되었던 

단백질/DNA 비율은 LRP1 siRNA로 감염된 신생아 쥐의 심근세포에서 정상 수준으로 

상당히 감소 된 것을 확인하였다 (Figure 3D). Figure 3E 에서 보여진 것처럼 액

틴과 결합하는 팔로이딘을 통해 확인한 결과 LRP1 siRNA를 처리한 심근세포는 PE 

또는 NE을 처리했을 때 세포골격이 증가 되지 않음을 관찰했다. 이러한 결과는 

LRP1을 억제하게 되면 카테콜아민을 처리해도 심장비대증을 억제할 수 있다는 것

을 알 수 있다.  
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Figure 3. Silencing LRP1 attenuates cardiac hypertrophy induced by PE, 

NE 

Cardiomyocytes were transiently transfected with LRP1 siRNA or with control. 

After 48 hours, cells were treated with 50 μM PE or 5 μM NE for 24 hours. 

(A) siRNA-LRP1 treatment reduced LRP1 protein expression in cardiomyocytes.  

(B) LRP1 mRNA expression levels was decreased in LRP1 siRNA transfected NRCM 

with PE or NE.  (C) Cell area were successfully rescued to normal levels in 

LRP1 siRNA transfected NRCM with PE or NE.  (D) The increased protein/DNA 

ratio by PE, NE-treatment was also significantly decreased to normal values 

in LRP1 siRNA co-treated NRCM.  (E) The actin cytoskeleton was decreased in 

LRP1 siRNA transfected NRCM with PE or NE.  
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lll-4. 심장비대증 동물모델 (TAC 모델) 

 

in vitro 상에서는 카테콜아민으로 심장비대증을 유도했다면, in vivo 상에

서는 대동맥을 가로질러 수축시켜 만든 심장비대증 동물모델인 transverse aortic 

constriction (TAC) 모델에서 실험을 진행하였다. TAC 모델은 실험 및 방법에 기

재된 방법으로 만들었으며, WT-TAC-Sham 모델은 동일한 실험 조건에서 대동맥을 

수축시키지 않은 모델이다. Figure 4 는 동물모델에서 심장비대증을 확인하는 실

험이고, 모든 동물들은 4 ~ 5 주 후 심장을 떼어내어 실험을 진행하였다. 동일한 

실험 조건에서 WT-TAC-Sham 모델에 비해 WT-TAC 모델이 훨씬 심장이 비대해 진 것

을 확인 할 수 있다 (Figure 4A). 먼저 Hematoxylin & Eosin (H & E) 염색법을 이

용하여 형태를 확인하였는데, hematoxylin은 핵을 염색 (파란색) 시키고 Eosin은 

세포질을 염색 (분홍색) 시킨다. 두 마리의 TAC 모델 모두 WT-TAC-Sham에 비해 세

포질이 커진 것을 확인할 수 있다 (Figure 4B). 세포에서 면적을 확인하였듯이 마

찬가지로 동물모델에서도 면적을 측정하였고, 좌심실의 두께 또한 측정하였을 때 

WT-TAC-Sham에 비해 커진 것을 확인하였다 (Figure 4C,D). 심장이 비대해지면 단

백질 합성 및 fibroblast, 콜라겐 등이 증가하게 되는데 이 중 콜라겐 축적을 측

정할 수 있는 Masson’s trichrome 염색법을 이용하여 심장비대증을 측정하였다. 

콜라겐은 파란색으로 염색되고 핵은 검정색, 그리고 세포질, 근섬유, 적혈구는 분

홍색으로 염색된다. 그 결과 TAC 모델에서 확연히 콜라겐이 축적 된 것을 확인할 

수 있다 (Figure 4E).  
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Figure 4. Transverse aortic constriction  (TAC) model. 

(A) Relative comparison of the rat heart. Left; WT-TAC-Sham, Right; WT-TAC.  

(B) Heart tissues. Hematoxylin and eosin stain.   (C) Cardiomyocyte cross 

section area.  (D) Ventricular thickness.  (E) Masson’s trichrome stain. This 

method is used for the detection of collagen fibers in tissues. 
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lll-5. 심장비대증 동물모델 (TAC 모델) 에서 LRP1의 변화 

 

앞서 심근세포에서 심장비대증을 유도하여 LRP1의 발현량을 보았다면, 더 

나아가 심근세포뿐만 아니라 동물모델에서도 LRP1의 발현량을 관찰하였다. TAC 모

델은 4 ~ 5 주 후 떼어낸 심장으로 균질화를 통해 작게 잘라준 뒤 실험을 진행하

였다. TAC 모델에서 LRP1의 발현량을 보기 위해 β subunit (85 kDa) 의 LRP1 항

체를 사용하여 western blot을 하였다. 그 결과 LRP1의 단백질 발현량은 상당히 

증가된 것을 확인 할 수 있었다 (Figure 4A). 또한 TAC 모델에서 LRP1의 mRNA 발

현량을 qPCR로 확인한 결과 세포 실험과 동일하게 ANF, BNP, Skeletal α-actin이 

상당히 높게 발현된 반면 SERCA2a 와 LRP1의 mRNA 발현량은 감소 된 것을 확인 하

였다 (Figure 4B). 

우리는 실험을 통해 카테콜아민으로 유도된 신생아 쥐의 심근세포뿐만 아니

라 TAC 모델에서 LRP1의 발현량이 높게 발현되는 것을 확인했고, 게다가 특정 

siRNA 분자를 이용하여 LRP1을 억제시켰을 때 신생아 쥐의 심근세포의 심장비대증

은 억제가 되는 것을 관찰했다. 그러므로 이 논문을 통해 심장비대증에서 LRP1이 

중요한 역할을 한다는 것을 밝혀냈다. 
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Figure 5. LRP1 expression level is altered in transverse aortic 

constriction (TAC) model. 

(A) LRP1 protein expression level was upregulated in the after 4 weeks of 

transverse aortic constriction surgery. Protein levels were normalized to β-

actin.  (B) LRP1 mRNA level were investigated by qPCR. The mRNA levels of LRP1 

were decreased in the after 4, 5 weeks of transverse aortic constriction 

surgery. 
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lV. Discussion 

 

심장비대증은 고혈압, 심근경색, 일부 유전적인 심장 질병 등과 같은 

조건에서 발생하여 진행되는 과정이다[35]. 현재까지 심장비대증은 꾸준히 

연구되어왔지만 심장비대증과 LRP1 의 관계는 알려진 바가 거의 없다.  

LRP1 은 여러 측면에서 LDLR family 의 독특한 수용체로 떠오르고 있다. 

첫째, LRP1 은 > 30 별개의 ligand 와 결합할 수 있는 능력을 가진 다기능 

수용체이다[12,21]. 둘째, 세포 내 이입이 LDLR family 의 다른 구성원보다 훨씬 

빠르다[36,37]. 셋째, 세포 내 이입 및 신호 전달 모두 수용체 매개에 의해서 

생리적인 기능이 수행된다[38]. 넷째, 뇌와 간에서 LRP1 의 높은 발현량뿐만 

아니라 multiligand 성질은 정상 배아의 성장 및 발달을 위해 필요하다[39,40]. 

또한, 질병의 발병 기전 (예, 알츠하이머 질병) 에서 LRP1 의 중요한 역할은 

최근에 밝혀졌다[41,42]. 그러나 다양한 질병과 밀접한 관계를 포함하여 LRP1 의 

생합성을 이해하는 발전에도 불구하고, 심장비대증에서 LRP1 의 조절기전이 

규명되지 않았으므로 명확하게 정의 되어야 할 부분으로 남아있다. 

본 연구에서는 신생아 쥐의 심근세포에 PE 또는 NE 등과 같은 

카테콜아민으로 심장비대증을 유도했을 때, LRP1이 억제되면 심장비대증도 

억제된다는 사실을 입증했다. 추가적으로 TAC 모델에서 LRP1이 과발현된 것을 

확인할 수 있었다. 기존에 PE 또는 NE 등과 같은 카테콜아민이 심장비대증을 

유도한다는 사실이 밝혀졌었고[30,31], 실험을 통해 한번 더 확인하였다 (Figure 

1).  Figure 1 에서 데이터는 보여지지 않았지만, 똑같은 실험 조건에서 PE, NE 

이외에 Angiotensin II 도 심장비대증을 유도하는 것을 확인했다. 이처럼 본 
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연구는 심장비대증이 확실히 이루어진 상태에서 실험이 진행되었음을 보여준다. 

다음으로 LRP1이 심장비대증을 유도하는지 확인하기 위해서 LRP1의 발현량을 

측정하였는데 Figure 2 에서 보이는 것과 같이 LRP1의 단백질 발현량과 mRNA 

발현량이 반대의 결과가 나왔음을 확인하였다. 이와 같은 결과로 인해 추가적으로 

카테콜아민이 LRP1의 proteasomal degradation을 막아준다는 가설을 세웠다. 

LRP1의 proteasomal degradation을 카테콜아민이 막게 되면, LRP1의 단백질 

발현량은 계속해서 증가하게 되고 LRP1은 recycling 되면서[43] mRNA 발현량은 

감소하게 될 것 이다. 그래서 단백질 합성의 억제자인 Cycloheximide를 신생아 

쥐의 심근세포에 PE 또는 NE 와 함께 처리 했을 때 Cycloheximide만 처리한 

컨트롤에 비해 LRP1의 발현량이 크게 감소되지 않게 되면 가설이 증명되게 될 

것이라 생각된다. 따라서 본 연구는 이 부분에 대해 추가적인 실험을 진행하고 

있다. 

심장비대증에서 LRP1의 역할을 조사하기 위해 siRNA 분자를 이용하여 LRP1

을 억제시켰다. 카테콜아민으로 유도된 심장비대증에서 LRP1의 높은 발현량은 

LRP1 siRNA 처리를 통해 상당히 큰 폭으로 심장비대증을 억제하였음을 확인하였다 

(Figure 3). 이러한 결과는 LRP1을 억제하게 되면 카테콜아민을 처리해도 심장비

대증을 억제할 수 있다는 것을 확인 할 수 있다.  

이미 수많은 연구에서 심장비대를 유도할 수 있는 약물을 처리 시 심근세포

에서 extracellular regulated kinase 1, 2 (ERK 1, 2) 가 활성화 되고[44], 심장

비대증에서 ca  의 변화량은 입증되었다[45]. 추가적으로 데이터에는 보여지지 

않았지만, ERK 1, 2 뿐만 아니라 Akt 신호와 ca 의 변화를 조사한 결과 심장비

대증에서 모두 높게 발현되었고 LRP1 siRNA를 처리 했을 때 모두 감소하였다. 이
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는 심장비대증에서 LRP1의 조절기전을 규명하는데 도움을 줄 것이다. 

더 나아가 카테콜아민으로 유도된 신생아 쥐의 심근세포뿐만 아니라 TAC 모

델 에서도 LRP1의 발현량이 높게 발현되는 것을 확인하였다. 실험은 진행하지 않

았지만 TAC 모델에서 LRP1의 과발현 또는 억제를 통해 심장비대증 억제 가능성을 

분석한다면 연구를 통해 얻어지는 결과는 심장비대증 예방과 치료에 새로운 정보

를 제공할 수 있을 것이다.  

본 연구 결과는 LRP1 이 심장비대증을 조절하는 결정적 조절자 역할을 

한다고 보고 이 같은 LRP1 이 억제되면 심장비대증을 억제할 수 있다고 본다. 

그러므로 LRP1 이 심장비대증을 치료할 수 있는 잠재적인 타켓으로 중요한 

역할하며 LRP1 의 조절기전에 대한 추가적인 연구를 통해 심장비대증 질환 

이외에도 심부전 등과 같은 기타 여러 질환연구에서 발생하는 부정맥기전을 막을 

수 있는 약물이 개발 될 수 있을 것으로 기대 된다. 
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니다. 아빠, 엄마, 오빠 가족 덕분에 제가 여기까지 할 수 있었고, 한 발짝 더 나

아가겠다는 결심도 할 수 있었습니다. 열심히 잘 해서 부모님께서 해주신 은혜에 

항상 보답할 수 있는 자랑스러운 딸이 되도록 하겠습니다. 

지나온 시간들을 돌아보면 ‘왜 그렇게 하지 못했나’후회를 하곤 합니다. 

졸업을 하게 되니 이런 후회가 바로 깨달음으로 보였습니다. 앞으로 발전된 나의 

모습을 위해 ‘지나온 과거를 돌아보되, 자신이 후회하지 않는 삶을 살자’이 깨

달음을 간직하고 계속 정진하면서 살아가도록 하겠습니다.  
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