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Abstract

The role of ETV2 in vascular smooth muscle cells migration

Dae Hyeon Lee

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

Department of Medical Science

Chosun University Graduate School

The ETS (E-twenty six) family of transcription factors consist of 12 

subfamilies. Among the ETS factors, ETV2 is transiently expressed and known to 

play a key role in angiogenesis during embryonic development. However, it is not 

expressed in the adult. Recently, ETV2 has been found that damaged tissues of 

the adult are expressed for improved vascular regeneration and remodeling. In this 

study, the role of ETV2 was confirmed in the process of migration and proliferation 

vascular smooth muscle cells (VSMCs), the cause of arteriosclerosis and 

restenosis. First, ETV2 adenoviral vectors were constructed, VSMCs in ETV2 

overexpression and inhibitor were identified, MMP9 upregulation by ETV2 

overexpression and MMP9 downregulation by silencing were confirmed. In addition, 

ETV2 overexpression shown the phenotype change in VSMCs, as the expression 

level of contractile maker α-SMA, Myocd were decreased, while the expression 

level of synthesis maker Connexin43 was increased, the confirming the effect of 
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phenotype control of VSMCs by ETV2 regulation. Furthermore, the expression of 

ETV2 was confirmed in rat model with balloon injury and VSMCs specificity.

In conclusion, the present result demonstrated that ETV2 activated MMP9 

induce cell migration in VSMCs. Furthermore, Effect of ETV2 overexpression has 

necessary to study in detail the effects on VSMCs.
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l. 서론

심혈관질환 중 하나인 죽상동맥경화증은 혈관벽에 단순히 지질이 침착되어

발생하는 질병으로 인식하였으나, 최근에는 내피세포, 면역세포, 혈관평활근세포의

염증작용에 따른 혈관 내부의 조직적 변화로 알려졌다.[1] 비정상적인 콜레스테롤

수치, 비만, 고혈압, 당뇨병등 다양한 위험인자에 노출된 혈관내피세포는 화학적

기계적, 면역학적 반응을 통해서 손상을 받게 되고 산화된 LDL 콜레스테롤 및 여러

부착분자가 복합적으로 작용하여 최종적으로 대식세포, T 림프구, 혈관평활근세포에

지속적인 만성 염증반응을 야기함으로써 죽상동맥경화를 일으키게 된다.[2]

이렇게 발생하는 죽상동맥경화증에 관련된 다양한 인자들이 예측 가능한 표지자가

될 수 있고, 죽상동맥경화증의 활성도에 따라 질병의 발생기전에 중요하게

작용하기 때문에 많은 연구들이 진행되어 오고 있다. 죽상동맥경화의 병리학적

변화에 있어 면역반응에 의한 염증반응으로 형성된 단순한 지방덩어리인

지방선조가 더욱 심한 병변인 지방반, 플라크로 진행하게 되면서, 이 때

혈관중간층에 위치하고 있던 혈관평활근세포가 형질변화에 따라 증식하게 되고

혈관 내막으로 이동한다. 초기 동맥경화 진행의 단계는 혈관평활근세포의

이동으로부터 시작되며, 혈관평활근세포 형질변화에 growth factor, cytokine, shear 

stress, 지질 등의 다양한 인자들에 의해서 작용한다.[1, 3, 4] 그 중 Matrix 

metalloproteinase (MMP)는 성장인자와 세포-기질 상호작용 및 세포-세포간의

상호작용을 유도하는데 주요한 역할을 하며, 혈관평활근세포의 이동과 증식 및

생존여부를 담당하는 단백질분해효소로써 이 과정에서 세포 외막을 분해하여
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세포외기질의 재구성을 통해서 혈관평활근세포에 영향을 주고, 죽상동맥경화증

병변에서 세포외기질을 분해시키는 작용을 통해 plaque 형성에 관여한다.[5] 특히

마우스 모델에서 동맥경화를 일으켰을 때, MMP2 와 MMP9 이 활성화되면서, 

혈관평활근세포의 이동 및 증식에 크게 관여한다는 연구결과가 밝혀졌다.[6, 7]

이와 같이 죽상동맥경화증의 병리학적 변화의 핵심은 혈관평활근세포의 형질변화

에서부터 시작되어, 혈관평활근세포의 증식 및 이동을 조절하는 핵심 조절자를 찾

아 그 기전을 규명하는 것이 필요한 바, 그 핵심조절자로서 ETV2에 의한 혈관평활

근세포의 이동 기전을 밝히고자 하였다.

ETS (E26 transformation-specific) 전사인자 중 하나인 ETV2는 배아발생

동안 난황낭, 혈도, 큰 혈관 등을 포함하는 등대동맥에서 일시적으로 발현하는 것

으로 알려졌다.[8-10] 이와 관련된 논문에서 zebrafish및 mouse의 배아발생과정

에서 혈관형성에 관여하는 혈액내피세포와 조혈세포가 분화하는데, ETV2가 중요한

역할을 하는 것으로 밝혀졌으며[11-13], ETV2를 결핍시킨 임신쥐에서 혈액내피세

포 및 조혈세포가 분화되지 않아 혈구세포 및 심내막형성이 차단되어 태아발생 10

일경에 유산된다는 것이 밝혀졌다. [11-13] 즉 ETV2는 배아발생과정에서 조혈 및

혈관 발달에 필수적인 기능을 담당한다.[14] 그러나 ETV2가 배아발생단계에서 뿐

만 아니라, 손상된 조직에서도 발현된다는 것이 밝혀졌는데, 정상적인 혈관상태가

아닌 손상 된 혈관에서 ETV2를 결핍하여 관찰한 결과 기존의 손상된 혈관의 조건

에서 더 손상되는 결과를 나타냈으며, 쥐의 뒷다리를 묶어 하지허혈을 유도시킨 후

ETV2 바이러스를 주입하였을 때 혈관신생 관련 유전자의 발현이 증가하며, 혈관재

생이 향상되었다.[15] 또한 심근경색 질환치료에 ETV2가 크게 영향을 주는 연구
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가 보고 되었는데, 심근경색 유도 동물모델의 허혈성 심장에ETV2 바이러스를 주입

시킨 후 관찰한 결과 허혈성 심장 부근에 내피세포 이동을 촉진시켜서 심혈관 기

능이 향상되고, 혈관재생을 통해 다량의 섬유증으로부터 보호된 것을 확인하였

다.[16, 17] 그 외에도 ETV2가 종양혈관신생에서 크게 영향을 미치는 것이 밝혀졌

는데, 혈관신생은 기존의 혈관으로부터 새로운 혈관의 형성으로 종양성장에 크게

영향을 미치므로, 종양성장에 방해하는 수단으로 혈관신생을 억제하고자 혈관신생

에 관련 있는 ETV2를 결핍하여 종양혈관신생 억제에 영향을 주었다.[18] 최근에

는 인간은 피부섬유종에 있는 세포인 체세포를 줄기세포로 변형시키는 역분화줄기

세포 단계를 거쳐 세포 변환을 일으키는데,[19, 20] ETV2가 담당하며 최종적으로

체세포에서 혈관내피세포로 변형시키는데 중요한 역할을 하는 것으로 밝혀졌

다.[21] 이와 같이 혈관신생과정에 따라 큰 영향을 주는 ETV2는 단순히 배아발생

과정에서 조혈 및 혈관신생의 관련성뿐만 아니라 생후의 병리적 발달과정에서 혈

관신생 및 재생으로써의 역할을 하는 것을 알 수 있다. 또한 FLK1은 VEGF 수용체

로서 혈관신생에 관여한다고 이미 알려져 있으며,[22] FLK1과 ETV2가 내피세포에

서 혈관신생과정에 상호작용한다는 것이 최근에 밝혀졌다.[23-25] 그러나 기존의

연구들은 혈관내피세포에 대한 ETV2의 연구로서, 혈관구성의 또 다른 중요한 세포

인 혈관평활근세포에 대한 연구결과는 없었다. 또한 몇몇 실험들을 통해서 혈관평

활근세포의 이동이 FLK1을 통해서 유도되어 이동된다고 알려져 있으나,[26] ETV2

에 대해서는 혈관평활근세포에 의한 관련성을 밝혀내지 못하였다. 그러므로 본 연

구에서는 ETV2가 혈관평활근세포의 이동에 미치는 영향과 그 발생 기전에서 구체

적인 신호전달을 확인하고자 하였다. 이를 위해 본 연구에서 ETV2가 혈관평활근세
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포의 이동성 및 증식성을 확인하고, MMP발현 정도 및 죽상동맥경화증에서 ETV2가

미치는 영향을 확인하고자 하였다.
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ll. 연구 재료 및 방법

1. 실험 재료 및 시료준비

혈관평활근세포 배양에 사용한 DMEM (Dubecco’s Modified Eagle’s 

Medium)와 FBS (Fetal bovine serum), penicillin-streptomycin및 trypsin-EDTA는

Capricorn 사로부터 구입하였고 SMGs (selective submandibular glands)는 Gibco

사에서 구입하였다. Anti-MMP2와 Anti-MMP9, Anti-ETV2는 Abcam사이며 Anti-

SMA는 Santa Cruz biotechnology사, Anti-β-actin은 Sigma-Aldrich사로부터 구입

하였다.

2. 혈관평활근세포 분리 및 배양

생후 6주령 수컷 Sprague-Dawley rat (Charles River Japan, Hino, Japan)

에서 흉부대동맥을 적출하여 0.1 % penicillin streptomycin을 포함하는 DMEM

(Dubecco’s modified Eagle’s medium)에서 주위의 결합조직 및 지방조직과 혈액을

제거하고 1mg/ml의 collagenase type Ⅰ과 0.5 mg/ml의 elastase가 혼합된

DMEM에 넣고 37 ℃에서 30분간 반응시킨 후 세포 외막을 분리해낸 뒤 조각을 내

어 새로운 collagenase와 elastase 혼합액에서 2시간 반응시켰다.

효소소합법으로 분리되어 나온 혈관평활근세포 (vascular smooth muscle 

cell)를 1,600 rpm으로 원심분리하여 침전시키고 얻어진 세포를 0.1 % penicillin 

streptomycin과 10 % FBS를 함유한 DMEM에서 분산시킨 뒤 다시 1,600 rpm으로

원심분리하여 얻어진 세포를 10 % FBS DMEM에 충분히 분산시켜 CO2 배양기에서
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배양하였다. 계대배양은 0.05 % Trypsin-EDTA용액으로 처리하여 시행하였으며, 모

든 실험에 사용된 세포는 시료를 처리하기에 앞서 10 % FBS가 포함된 DMEM, 5 %

SMGS에서 24시간 동안 배양한 것으로 동일한 조건에서 각 실험이 수행되었다.

3. ETV2 과발현 아데노바이러스 제작

ETV2 과발현 아데노바이러스는 Invitrogen 사의 ViraPowerTM

아데노바이러스 발현시스템을 이용하여 제작하였으며, pcDNA vector 에 ETV2 가

삽입된 vector 와 pENTR1A dual selection vector 를 이용하여, 공통 제한효소를

통해 타겟된 ETV2 를 pENTR1A dual selection vector 에 삽입을 통해 결합한다

결합 된 vector 와 아데노바이러스제작 vector 인 pAd/CMV/V5/DEST vector 를

복제시킨 뒤, LR recombination 시킨다. 제한 효소 PacⅠ을 통해 소화시켜

최종적으로 ETV2 아데노바이러스 vector 를 Invitrogen 사의 Lipofectamin 2000 

reagent 이용하여 293A 세포에 감염시킨다. 이후 Takara 사의 qPCR titration kit 를

이용하여 아데노바이러 입자의 MOI (multiplicity of infection) 값을 측정한다.

혈관평활근세포에서 MOI 값은 4~14 MOI 로 감염시켜 실험을 진행하였다.

4. ETV2 저해 siRNA 도입

먼저 단일가닥의 ETV2의 특이적인 sense와 antisense RNA

oligonucleotides를 합성시킨 후 RNA분자를 발생시키는 이중가닥을 제작하는데,

ETV2 –siRNA sequence는 5’-GCC AAA UUA GGC UUC UGU UUC-3’ 로 배열되어

있으며, 혈관평활근세포가 80 %이상 배지에 자랐을 때, 40 nM ETV2-siRNA를 처리
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하여 48시간 감염시켰다.

5. ETV2 에 의한 혈관평활근세포의 이동성 분석

VSMC의 이동 분석은 2차원의 Wound healing assay와 3차원의 Boyden 

chamber assay를 사용하여 측정하였다. 여기서 Boyden chamber는 24well plate에

사용되는 8.0 ㎛ pore, 6.5 mm 직경의 transwell chamber이다.

먼저 각 군의 VSMC를 10 % FBS와 5 % SMGS를 함유한 DMEM에서 24시

간 동안 사전 배양하여 휴면상태로 만들고, Trypsin-EDTA를 처리하여 동일한 조건

의 DMEM에서 수량을 측정한다. 2차원과 3차원을 이용하는 방법이 여기서부터 달

라지며, 2차원적 방법에서는 6 well 내부에 2.5x105 cells/2ml의 세포 부유액을 첨가

한다. 24시간 후에 adenovirus hER71을 처리하여 하루 동안 관찰 후, 기존의 배양

액을 수거하고 1 % FBS와 5 % SMGS를 함유한 DMEM을 넣고 24시간이 지난 후에

정중앙에 Wound healing을 통해 세포 이동을 측정한다. 3차원적 방법은 upper 

chamber의 polycarbonate filter에 gelatin coating을 실행하는데, 1 % gelatin을 1시

간동안 coating하고나서 DMEM에 들어 있는 세포 수량을 측정하여, upper 

chamber의 insert 내부에 4x103 cells/100 ㎕의 세포 부유액을 첨가한 다음, Low

chamber에는 VSMC의 이동을 유도하는 conditioned medium으로 사용된 upper 

chamber의 세포 부유액과 유사한 serum 갖는 1 % FBS를 함유한 DMEM에 VSMC

에 migration을 유도한다고 알려진 PDGF 1 ng을 첨가하여 각 well당 600ul씩 넣은

후 37 ℃, 5 %CO2 배양기에서 8시간, 24시간 동안 배양하였다. 이 후에 filter의 아

랫부분을 고정하고 염색한 후에 insert부분에 면봉으로 조심히 닦아 이동하지 않은
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세포를 제거한 뒤 광학현미경을 이용하여 200배율로 관찰하였으며, well당 9개의

현미경 시야에 관찰된 세포 수를 정량화하였다.

6. Western blotting

각 군의 혈관평활근세포를 PBS (Phosphate buffered salin)로 세척한 후 세

포를 수집하여 1mM PMSF를 함유한 RIPA buffer (1mM PMSF, protease inhibitor)

을 이용하여 용해시킨 후 세포 용해액을 14,000rpm 에서 10분간 원심분리하여 상

층액을 모아 Bradford protein Assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA)를 사용하여 단백

질 농도를 측정 및 총 단백질정량을 확인하였다. 같은 양의 단백질을 SDS-PAGE

(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)에 loading하여 전기

영동 후, 원하는 band size에 맞게 gel을 자른 다음, PVDF (polyvinyldifluoride) 

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

Methanol)를 사용하여 전기적으로 단백질을 이동, 고정시켰다. 전기이동된

membrane에 5% skim milk 와 TBS-T (Tris bufferd saline- 0.1 % Tween 20)를 넣

어 1시간 동안 반응시켜 항체의 비특이적인 결합을 차단한 뒤, 대상이 되는 단백

질의 항체 ETV2, MMP2, MMP9, β-actin으로 24시간 반응시켰다. 이어서 TBS-t용

액으로 5분 간격으로 5회 세척한 후 2차 항체로 1시간 30분 동안 반응시킨 뒤,

ECL (Enhanced chemiluminescence reagent, BIONOT, Animal genetics ins.)를 반

응시켜 X-ray film상에 나타나는 band의 크기를 통해 단백질 발현 정도를 확인하

였다. Band 크기는 Image J를 이용하여 분석, 정량화하여 나타내었다.
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7. Gelatin zymography

Gelatin zymography는 Conditioned cultured medium안의 MMP2 

(gelatinase A)와 MMP9 (gelatinase B)의 gelatin 분해 활성을 알아보기 위한 실험

으로, 세포 내 포함된 단백질분해효소 MMP가 gel 내의 gelatin을 분해하여 gelatin

을 염색하였을 때 나타나는 band의 효소의 활성 정도를 정량화시킬 수 있다.

VSMC에 각 실험군을 처리하여 48시간 배양한 배양액을 수집하여 상층액을 얻어

0.8 %의 gelatin을 첨가한 10% SDS-polyacrylamide gel에 loading하여 4 ℃에서 5

시간 전기영동하였다. 전기영동이 끝난gel을 2.5% Triton X-100으로 실온에서 30

분간 2회에 세척 후 MMP계열들을 활성화시키기 위해 developing buffer (50Mm 

Tris-HCL, pH 7.5, 5Mm Cacl2, 1uM ZnCl2, 0.02 % sodium azide, 1 % Triton X-

100)로 37 ℃ 배양기에서 반응시킨 후 1 % Coommassie blue로 염색하고 나서

destaining buffer로 분해된 gelatin band가 보일 때까지 세척 후 gel을 확인하였다.

Band의 정량은 laser densitometry를 통하여 분석하였다.

8. Quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction

Total RNA는 TRIzol lysis reagent 방법에 의하여 분리한 후

spectrophotometer을 이용하여 260 nm에서 RNA양을 측정하였다. 그 후 total 

RNA는 PrimeScriptTM 1st strand cDNA Synthesis Kit (Takara)를 이용하여 first 

strand cDNA를 합성하였다. qPCR 반응은 RealHelixTM  qPCR kit를 사용하여

Rotor-Gene 3000TM을 이용하였고 조건은 95 ℃에서 15분, 95 ℃ 30 sec, 62 ℃

20 sec, 70 ℃ 20 sec 로 40 cycle를 수행하였다. qPCR에 사용한 primer 서열은



１４

table 1에 나타내었다.

9. Immunohistochemistry

BI (Balloon injury)방법을 통해서 유도한 쥐를 조건부로 나누어서 BI에 의

해 자극된 경동맥을 얻어 혈전을 제거 후 4 % para-formaldehyde에 하루 동안 보

관하여 processing과정을 거쳐 paraffin block을 만든다. 실험에 필요한 조건에 맞

춰 paraffin block을 section하여 슬라이드 판에 붙여서 하루 정도 말렸다. 슬라이

드에 부착된 조직을 55~60 ℃에 1~3시간동안 수분을 제거하고 Xylene에 5분간 3

회씩 묻힌 조직 제외한 paraffin들을 제거하고 순차적으로 ethanol에 샘플들을 넣

고 증류수로 세척하여 Ag retrieval 단계에서 샘플 슬라이드를 Ag retrieval buffer

95 ℃에서 5분간 4회반복하여 1시간이상 충분히 식혀두었다. 샘플 슬라이드를 증

류수로 세척한 후 3 % H2O2 를 첨가한 증류수에 샘플 슬라이드를 10분 처리 후 증

류수와 PBS로 3회 세척 후 blocking buffer를 1시간동안 반응시켜 조직에 항체의

비특이적인 결합을 차단한 후 대상이 되는 단백질의 항체 ER71과 α-SMA를 24시

간 반응시켰다. 이어서 PBS로 3회 세척 후 2차 항체로 2시간 반응시킨 뒤, DAP처

리 후 Hematopoietic 염색하여 흐르는 증류수에 10~15분 세척하고 ethanol에서

xylene으로 순차적으로 담군 후에 mounting하였다.

10. 죽상동맥경화증 동물모델 (Balloon Injured rat model)

죽상동맥경화증 유도는 BI (Balloon injury)방법을 통해서 유도하였다. 일반

적인 마취 하에 7주형 Sparague-Dawley 수컷 쥐 (약 250g)의 경동맥주변의 근육
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층 및 피부를 절개한 후에 1cc 주사기에 부착된 balloon injury catheter를 경동맥

에 삽입하여 5~10회 위아래로 반복하여 자극을 준 후 다시 근육층과 피부층을 4-

0 비단 봉합실로 묶고 사육실에서 정상적인 환경으로 키웠다.

11. 통계분석

모든 결과는 평균±표준오차로 나타내었고, 통계적 유의성은 Student’ t-

test로 검증하였다. 모든 경우 P<0.05일 때 유의적인 차이가 이는 것으로 판정하

였다.
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Table 1. Primer sequences for qPCR analysis

Gene Primer sequence

GAPDH Sence: 5’-CAGTGCCAGCCTCGTCTCAT-3’

Antisense: 5’-TGGTAACCAGGCGTCCGATA-3’

hER71 Sence: 5’-CGAGTTGAACCTTCCCACAA-3’

Antisense: 5’-AGGAGATGAGGTAGCCGATGAA-3’

MMP2 Sence: 5’-CATCCTGAACCCTCACATCCA-3’

Antisense:5’-CCGCATCCAGGTACTGAGAGTGAT-3’

MMP9 Sence: 5’-CAAACAGGGCAGAAGACACC-3’

Antisense: 5’-CTCTGAGGGTGCTCCACCT-3’

MMP13 Sence: 5’-AGCAAGGCGGCTTCTCTTTT-3’

Antisense: 5’-GCTGGTCTGTCTCCTTCATGT-3’

α-SMA Sence: 5’-CACTACGAGGATGCTTGTGG-3’

Antisense: 5’-CCTTCTTCTCATACTCTTCGT-3’

vWF Sence: 5’-CAAACAGGGCAGAAGACACC-3’

Antisense: 5’-CTCTGAGGGTGCTCCACCT-3’

CD31 Sence: 5’-AGCAAGGCGGCTTCTCTTTT-3’

Antisense: 5’-GCTGGTCTGTCTCCTTCATGT-3’

CD34 Sence: 5’-CACTACGAGGATGCTTGTGG-3’

Antisense: 5’-CCTTCTTCTCATACTCTTCGT-3’
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lll. 연구 결과

1. Adenovirial ETV2 제작 및 ETV2-siRNA 도입

혈관평활근세포의 증식 및 이동에서 ETV2의 역할을 규명하기 위해서 Flag

가 tagging된 ETV2 adenovirus를 제작하였다. Figure 1A에서 ETV2가 target된

plasmid vector에 adenovirus를 만드는 plasmid vector인 pAd/CMV/V5-DEST 

vector에 ETV2를 삽입을 위해 효소를 처리하여 자른 후 target 된 ETV2를 ligation 

방법에 의해 삽입하여 Transformation시킨다. 그 후 PacⅠ으로 digestion 시킨 후,

얻은 pellet을 293A 세포에 감염시켜, adenovirus를 제작하였다.

Figure 1B는 혈관평활근세포에서 발현되지 않는 ETV2가 adenovirus를 농도 의

존적으로 처리함으로써 과발현 되었음을 anti-Flag를 이용한 western blotting을 통

해 확인하였다. 또한 siLentFectTM Lipid Reagent를 이용하여 ETV2를 성공적으로

silencing을 시킴을 확인하였다.
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(A)
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(B)

Figure 1. Construction of ETV2 adenoviral vector and ETV2 silencing using siRNA. 

(A) The ETV2 overexpression adenovirus was generated using a 

ViraPowerTM adenovirus expression. ETV2 in the pcDNA construct was kindly 

provided by Dr.Changwon Park, which was cloned in the pENTR1A dual selection 

vector. An adenoviral vector expressing LacZ-β-galactosidase was used as the 

control and was named LacZ Ad. The construction were generate an adenoviral 

expression clone. Then, the constructed adenoviral vector was transfected into 

293A cells using Lipofectamin 2000 reagent after digesting with the 
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PacⅠrestriction enzyme. Adenovirial particles were tittered at a multiplicity of 

infection (MOI) using the Adeno-XTM qPCR titration kit. VSMCs were infected with 

adenoviruses at MOI of 4 and 14 for 48h. VSMCs viability was measured using the 

Western blot. (*p<0.05) (B) VSMCs were treated with 40nM ETV2-siRNA at the 

indicated concentrations for 72h. VSMCs viability was measured using the Western 

blot. *p<0.05 cells treated with transfected with ETV2 adenovirus. **p<0.05 cells 

treated with transfected with siETV2. 
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2. ETV2 과발현이 혈관평활근세포 이동에 미치는 영향

ETV2 adenovirus를 제작하여 MOI값을 정한 후 혈관평활근세포에 ETV2를

과발현시켜 Wound-healing assay (2-D), Boyden chamber assay (3-D) 및 BrdU 

assay를 통해 혈관평활근세포의 이동 및 증식성을 확인하였다. Figure 2A는 혈관평

활근세포에 ETV2 과발현시켜 24시간 뒤에 세포 영향 확인을 위해, wound healing

시킨 후 24~48시간 경과를 관찰한 사진으로 대조군에 비해 ETV2 adenovirus 처리

한 부분에서 이동 증가에 대한 유의적인 효과를 나타냈으며, Figure 2B는 대조군과

ETV2 과발현된 혈관평활근세포에서 boyden chamber를 이용하여 8, 24시간 간격

으로 혈관평활근세포의 이동을 분석한 결과, Figure 2A와 유사하게 ETV2 과발현

된 부분에 현저한 이동성증가를 확인하였다. Figure 2C는 BrdU assay를 이용하여

대조군 과 LacZ, ETV2 adenovirus를 처리한 혈관평활근세포를 24,48,72시간 관찰

한 결과 ETV2가 혈관평활근세포 증식에서 유의적인 변화를 확인할 수 없었으며,

이는 ETV2 과발현이 혈관평활근세포 이동성을 특이적으로 조절한다는 것을 보여

주는 결과이다.
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(A)                                    (B)

(C)
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Figure 2. Effects of ETV2 overexpression on VSMCs.

(A) Two-dimensional assays were performed 24h or 48h later in LacZ Ad. 

or ETV2 Ad. treated to 24h wound healing. The cells migrating to the surface of 

membrane were examined original magnification X200. Two different areas of 

migrated cells were counted for each data point. The asterisk indicates a 

significant difference (*p<0.05). (B) Three-dimensional assay were performed 

24h later VSMCs in LacZ and ETV2 adenovirus, after chemotaxis chamber for 

24h with polycarbonate membrane coated with DMEM (containing 1% FBS ,1% 

SMGS) and designated concentrations of conditioned medium in the lower well. 

The cells migrating to the lower surface of the membrane were examined original 

magnification X200. Two different areas of migrated cells were counted for each 

data point. The asterisk indicates a significant difference (*p<0.05). (C) The 

VSMCs were treated LacZ and ETV2 adenovirus for 24h later proliferation assay 

was performed.  
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3. ETV2 과발현에 의한 MMPs 단백질 발현 변화

기존 논문에서 MMP계열은 혈관평활근세포의 이동 및 증식을 담당하는 단

백질분해효소로 알려졌으며,[5] MMP2, MMP9의 활성 조절에 의해 이동성이 변화

되는것이 밝혀졌다. 또한 Figure 2A, 2B에서 Wound healing assay (2D) 및 Boyden 

chamber assay (3D)를 통해서 ETV2가 혈관평활근세포의 이동을 관여하는 것을 확

인한 바, ETV2 조절에 의한 혈관평활근세포 이동을 유도하는 타겟 유전자 중 대표

적인 MMP2, MMP9의 단백질 발현변화를 확인하고자, Western blotting 과

zymography를 시행하였다. Figure 3A에서 보는 바와 같이, 혈관평활근세포에 ETV2 

adenovirus를 농도의존적으로 처리하여 anti-MMP2, anti-MMP9를 이용하여

Western blotting 실험을 진행한 결과, Figure 3A에서 MMP9에서는 농도 의존적으로

현저한 단백질 발현 증가를 확인하였으며, MMP2에서는 증가된 MMP9와 상반되는

결과가 나타났다. Figure 3B에서는 Conditioned cultured medium안의 MMP2 

(gelatinase A)와 MMP9 (gelatinase B)의 gelatin 분해 활성을 알아보기 위한 실험

으로 대조군과 ETV2 과발현시킨 cultured medium을 통해 MMP2와 MMP9의 활성

을 비교하고자 진행한 결과이며, 보는 바와 같이 MMP9에서는 대조군 보다 ETV2 

과발현된 medium에서 현저한 증가를 보였으나, MMP2와 비교시 유의적인 변화를

볼 수 없었다. 이러한 결과를 통해서, ETV2과발현에 의한 혈관평활근세포 이동 증

가가 MMP9 특이적이라는 것을 보여주는 것이다.
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(A) 
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(B)

Figure 3. Altered protein levels of MMPs by ETV2 overexpression.

(A) The overexpression ETV2 of MMP2 and MMP9 activity were measured 

using the Western blot. The band density was normalized with β-actin (internal 

controls). The total protein loaded per lane was 50μg: detection of ETV2 and 

loaded per lane was 50μg: detection MMP2 and loaded per lane was 60μg:

detection MMP9 and loaded per lane was 5μg: detection β-actin. Histogram 

showing average data for MMP2, MMP9 protein in the control, positive control and 

the treated each sample (ETV2) in dose-dependent. Densitometry analysis of three 

independent western blot shows quantitation of MMP2, MMP9 levels (n=4.7,14MOI) 

*p<0.05 versus the control. (B) The LacZ or overexpression ETV2 media were 
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prepared and used for gelatin zymography. Histogram showing average date for 

MMP2, MMP9 activity in the control, the treated each sample (LacZ, ETV2) in dose 

(n=4 MOI). Densitometry analysis of three independent zymography shows 

quantitation of MMP2, MMP9 level. *p<0.05 versus the control.
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4. ETV2 과발현에 의한 MMPs mRNA 발현 변화

더 나아가, ETV2 과발현에 의한 MMP9의 transcription level에서 조절되는

지 확인하기 위해 mRNA level과 promoter activity를 조사하였다. Figure 4A에서

나타낸 바와 같이 혈관평활근세포에서 LacZ와 ETV2를 처리한 세포에서 mRNA 

level을 확인한 결과로 24시간과 72시간을 비교하였을 때 세포내 ETV2과발현 시

24시간 후에 MMP9, 13의 mRNA level이 현저히 증가하였으며, MMP2는 유의적인

변화를 볼 수 없었다. 특히 MMP9은 24시간에 비해 72시간에서 크게 증가되었

으며, 48시간에서는 24시간에서의 결과와 유사함을 확인하였다. (data not shown)

Figure 4B는 혈관평활근세포에 LacZ와 ETV2 adenovirus를 처리한 뒤, 각각의

human MMP9, rat MMP9 promoter vector를 감염시켜 luciferase assay kit를 이용

하여 확인한 결과, ETV2과발현 시 12시간과 24시간 후에 hMMP9, rMMP9 

promoter의 activity가 현저히 증가됨을 확인하였다. 이는 ETV2 과발현에 의한

signal이 MMP9의 transcription level에서 조절된다는 것을 보여주는 것이다.
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(B)

                                                                        

Figure 4. Altered mRNA levels of MMPs by ETV2 overexpression.

(A) MMP2, MMP9, MMP13 mRNA levels were measured by quantitative real 

time PCR. Rat VSMCs were treated for 24, 72h with ETV2. The mRNA levels were 

normalized to GAPDH. The mRNA levels of MMP9, MMP13 were increased in 

VSMCs treated ETV2. Values are presented as mean ± S.D. *p<0.05 versus the 

control. (B) Analysis of human MMP9, rat MMP9 promoter activity using the dual 

luciferase assay. Values are presented as mean ± S.D. *p<0.05 versus the control. 
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5. ETV2 silencing 에 의한 MMP9 단백질 발현 변화

Figure 3,4의 결과에서, ETV2과발현을 통해서 특정 타겟 유전자인 MMP9의

발현이 증가된 결과를 얻은바, 반대로 ETV2발현을 저해시켰을 경우, MMP2, MMP9

의 유전자 발현의 변화를 확인하고자 하였다. Figure 5에서 보는 바와 같이, 대조군

과 siRNA-ETV2 처리한 다음 날 ETV2 과발현 시킨 후 48시간 뒤에 Western 

blotting을 통해 MMP2와 MMP9의 발현 변화를 확인하였다. 그 결과, silencing시킨

ETV2에서 MMP2와 MMP9의 발현량이 현저히 감소된 결과를 통해 ETV2가 MMP9

이 서로 관련성을 보여주므로 인해 혈관평활근세포의 이동에 유의적 변화를 확인

하였다.
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Figure 5. Altered protein levels of MMP9 by ETV2 silencing.

Silencing ETV2 after overexpression ETV2 of MMP2 and MMP9 activity were 

measured by western blot. The band density was normalized with β-actin (internal 

controls). The total protein loaded per lane was 50μg: detection of ETV2 and 

loaded per lane was 50μg: detection MMP2 and loaded per lane was 60μg:

detection MMP9 and loaded per lane was 5μg: detection β-actin. Histogram 

showing average data for MMP9 protein in the control, positive control and the 

treated each sample (ETV2, silencing ETV2) in dose. Densitometry analysis of three 

independent western blot shows quantitation of MMP9 level (n=4.7,14MOI) 

*p<0.05 versus the control. The protein levels of MMP9 were decreased in VSMCs 

treated silencing ETV2 with ETV2 overexpression.
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6. ETV2 과발현에 의한 혈관평활근세포 표현형 변화

중간 표현형을 혈관평활근세포의 스펙트럼의 양 끝을 나타내는 수축 및 합

성 혈관평활근세포는 분명히 다른 형태를 가지고 있으며, 혈관평활근세포의 표현형

정의를 위한 목적으로 마커 단백질을 사용하였다. [27] 혈관평활근세포의 합성 및

수축형은 서로 다른 증식 및 이동 특성을 나타내며, 일반적으로 합성형 혈관평활근

세포는 수축형 혈관평활근세포보다 높은 성장률과 이동성을 갖는다고 알려졌

다.[28] 그러므로 LacZ 와 ETV2 adenovirus를 처리한 혈관평활근세포에서의 표현

형 표지자 마커의 발현률을 확인하고자 q-PCR을 진행하였다. Figure 6에서 수축형

인 α-SMA, Myocardin의 mRNA level은 ETV2를 처리한 세포가 LacZ를 처리한 세

포에 비해 mRNA level이 감소된 결과를 보였으며, 반대로 합성형인 PDGF-A, 

KLF4는 미미하게 mRNA level이 증가되었으며, 특히 Connexin43에서 현저히 증가

된 mRNA level을 확인하였다. 이로써 ETV2 조절에 의한 혈관평활근세포의 표현형

조절의 영향을 확인하였다.
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Figure 6. Alteration of phenotypic makers in ETV2-overexpressed VSMCs.

α-SMA, Myocardin, PDGF-A, Connexin43, KLF4 mRNA levels were 

measured by quantitative real time PCR. Rat VSMCs were treated for 12h with ETV2. 

The mRNA levels were normalized to GAPDH. The mRNA levels of PDGF-A, 

Connexin43, KLF4 were increased in VSMCs treated ETV2. *p<0.05 versus the 

control
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7. 풍선확장술을 시행한 동맥경화모델에서의 ETV2 발현

지금까지 실험에서 ETV2과발현시킨 혈관평활근세포에서 q-PCR 실험 및

Western blotting, luciferase assay를 통해 ETV2가 혈관평활근세포의 이동에

관여한다는 결과를 얻었으며, 이러한 결과들은 세포실험에 의해서 얻은 결과물이다.

그러므로 세포실험이 아닌 동물실험에서도 ETV2가 혈관평활근세포의 이동에

영향을 미치는지 확인하고자, 경동맥에 풍선확장술을 통해 죽상동맥경화가

발생하는 모델에서 ETV2가 발현되어, 혈관평활근세포의 이동에 관여하는지

확인하고자 실험하였다. Figure 8A는 정상적인 동물모델의 경동맥과 풍선확장술을

통해 동맥경화를 일으킨 경동맥의 사진으로, Hematoxylin & Eosin (H & E) 염색법을

이용하여 형태를 확인하였으며, hematoxylin은 핵을 염색 시키고 Eosin은 세포질을

염색시킨다. Sham model에 비해 Balloon injury에서 세포질 염색이 유의적으로

발현되었다. Figure 8B는 Immunohistochemistry (IHC) 염색법으로 Figure 8A와

방법은 유사하며, 정상적인 동물모델에 비해 풍선확장술을 한 동물모델에서

ETV2가 유의적인 발현효과를 보였으며, 결과를 종합하였을때, 혈관평활근세포가

내막에서 이동 및 증식과정에서 ETV2가 발현되었음을 알 수 있다.
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(B)

Figure 7. Expression levels of ETV2 in balloon-injured rat carotid artery.

(A) Relative comparison of the rat aorta. Left: sham Right: balloon injury 

model, Carotid artery tissues. Hematoxylin and eosin stain. Intima thickness sham 

17 ㎛, balloon injury model 54 ㎛ (B) Immunohistochemistry staining of ETV2 

expression in Carotid artery tissues. VSMCs were exposed to control and Balloon 

injury model.
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lV. 결론 및 고찰

혈관평활근세포의 이동은 완전한 혈관이 형성되기 위해 필요한 현상으로,

혈압의 조절 및 혈관손상으로 인한 혈관 재형성에 중요한 작용을 한다.[29] 하지

만, 물리적인 외압, 화학물질 등의 다양한 요인으로 인해 혈관에 스트레스가 가해

짐에 따라 항상성이 무너지면서 혈관평활근세포의 이동과 증식에 의한 세포의 비

정상적인 성장이 일어나며, 혈관 내막세포 및 림프구, 단핵구를 포함하는 다른 세

포들의 복합적인 작용이 이루어지면서 죽상동맥경화증이 일어난다.[27]

ETV2는 ETS 전사인자 계열 중 하나로 ETS계열들은 조혈 및 내피세포 생

성에 크게 관여한다고 알려졌다.[30, 31] ETV2는 배아 발생 과정에서 주로 발현

되며, ETV2발현은 배아발생과정에서 혈액 및 혈관을 생성하는데 필수적인 역할을

하고, 배아발생과정이 끝난 후, ETV2 발현이 사라진다고 알려졌다.[8-10] 성인과

정에서는 ETV2발현이 나타나지 않는다고 알려져 있었으나, 최근에 손상된 혈관 및

심근경색에서 혈관신생의 기능을 한다는 것이 밝혀졌다.[17] 죽상동맥경화증이 일

어나는 원인은 혈관평활근세포의 과다한 이동 및 증식으로 인한 발생으로[32],

ETV2발현이 죽상동맥경화증에 관련성된 연구는 보고된 바가 없었다. 이에 본 연구

에서는 혈관평활근세포를 Rat 모델에서 분리 배양하여 ETV2를 과발현시켜 혈관평

활근세포의 이동 및 증식에 영향을 확인하고자 진행하였다. Wound healing assay, 

Boyden chamber assay, BrdU assay를 통해 ETV2과발현시킨 혈관평활근세포의 영

향분석 결과에서 Figure 2와 같이 기존 혈관평활근세포 보다 ETV2를 과발현시킨

혈관평활근세포에서 이동이 현저히 증가되였으며, 증식에서는 유의적인 차이가 없
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었다. 이는 ETV2가 혈관평활근세포의 이동에 크게 영향을 준다는 결과를 보여주는

것이다. 기존의 논문에서 MMP계열들은 혈관평활근세포의 이동 및 증식에 관여하

며, 특히 혈관평활근세포의 이동 및 증식에 MMP2, MMP9의 활성화가 증가하며 이

것이 죽상동맥경화의 원인 중 하나라고 보고되었다.[6] 그래서 우리는 ETV2가

MMP2와 MMP9을 활성화시켜 혈관평활근세포의 이동에 영향을 준다는 가설을 세

우고 ETV2를 과발현시켰을 때 MMP2, MMP9에 어떠한 영향을 보여지는지 확인하

고자 하였다. Figure 3에서 보는바와 같이, Western blotting, Gelatin zymography를

통해 MMP2와 MMP9 단백질의 발현량을 확인한 결과 MMP2는 대조군에 비해

ETV2과발현시킨 혈관평활근세포가 감소된 것처럼 보였으나 Gelatin zymography에

서는 유의적인 차이가 없었고, MMP9은 오히려 대조군에 비해 현저히 증가되는 결

과를 도출하였다. 또한 Figure 4에서, ETV2를 과발현시킨 혈관평활근세포에서 MMP

계열의 mRNA level 및 promoter activity 통해 ETV2가 MMP9을 활성화를 시켜 혈

관평활근세포의 이동에 관여한다는 결과를 부가적으로 확인하였으며 더 나아가,

Figure 5에서 보는 바와 같이 혈관평활근세포를 과발현 시킨 ETV2에 silencing 

ETV2를 감염시킨 후 MMP계열에 미치는 영향을 확인한 결과, silencing ETV2 처리

한 혈관평활근세포에서 MMP2, MMP9에서 유의적인 감소 효과를 나타났으며, 이

결과로 ETV2가 MMP계열의 영향에 관련된다는 결론을 도출 할 수 있었다. 이러한

결과들을 바탕으로, 본 연구에서 MMP2의 경우는 ETV2조절에 의한 active-MMP2

의 발현은 실험마다 일치하는 결과가 나오지 않으나, MMP9의 경우에는 ETV2조절

에 의한 일관된 결과들을 얻어, 이를 통해 ETV2과발현에 의한 혈관평활근세포의

이동 증가가 MMP9 특이적이라는 것을 재차 확인할 수 있었다. 일반적인 혈관평활
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근세포에 대한 참고 논문에서 혈관평활근세포의 표현형에 따라 이동 및 증식에 다

른 특성을 나타낸다는 것이 알려져 있으며, 형태는 수축형과 합성형으로 나타내고,

일반적으로 수축형에 비해 합성형이 혈관평활근세포의 이동 및 증식에 유의적 효

과를 나타낸다고 알려져 있다.[27] Figure 6에서 ETV2과발현 시 혈관평활근세포의

표현형에 있어 수축 및 합성 중 어떤 형태를 보여주는 지 확인하고자, q-PCR을 통

해 수축 및 합성형 마커의 mRNA level을 비교하였으며, 결과적으로 ETV2는 합성

형 형태에서 높은 mRNA level 보임에 따라, ETV2 조절에 의한 혈관평활근세포의

표현형 조절의 영향을 확인한 바, 추후에 이에 관한 자세한 연구가 필요한 것으로

보인다. 또한 Figure 7에서 풍선확장술을 이용하여 rat의 경동맥에 동맥경화를 유도

하였을 때, ETV2 발현을 보고자, H&E 염색법 과 면역조직화학염색법으로 확인한

결과, 정상적인 경동맥에 비해 동맥경화를 유도한 경동맥에서 ETV2의 유의적인 발

현 증가를 확인하였다. 본 연구를 통해 ETV2가 혈관평활근세포의 이동에 관여하며,

특히 혈관평활근세포의 이동에 영향을 주는 MMP계열 중에서 MMP9 활성화시키는

것과 더 나아가 풍선확장술을 시행된 동물모델에서 ETV2의 유의적 발현 효과를

통해, 동맥경화의 유발에 관여함을 확인 할 수 있었다. 이에 ETV2가 혈관평활근세

포에서의 역할 및 기능에 대한 세분화 된 연구를 통하여 보다 명확하게 규명할 필

요가 있을 것이다.
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