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Abstract   

 

Hsp27 Contributes to Estrogen Regulation 

of Osteoblast Apoptosis 

 

 

Korea University, College of Medicine, Dept. of Oral & Maxillofacial Surgery 

 

Hyonseok Jang, Jaesuk Rim, Jongjin Kwon, Cheolmin Choi 

 

 

Estrogen may promote osteoblast/osteocyte viability by limiting apoptotic cell death.  

We hypothesize that hsp27 is an estrogen- regulated protein that can promote 

osteoblast viability by increasing osteoblast resistance to apoptosis.  The purpose of 

this study was to determine the effect of estrogen treatment and heat shock on TNFa 

–induced apoptosis in the MC3T3-E1 cell line.  Cells were treated with 0 – 100 nM 

17b estradiol (or ICI 182780) for 0 – 24 hours before heat shock.  After recovery, 

apoptosis was induced by treatment with 0 – 10 ng/ml TNFa.  Hsp levels were 

evaluated by Northern and Western analysis using hsp27, hsp47, hsp70c and hsp70i – 

specific reagents.  Apoptosis was revealed by in situ labeling with Terminal 

Deoxyribonucleotide Transferase (TUNEL).  A 5 – fold increase in hsp27 protein 

and mRNA was noted after 5 hours of treatment with 10–20 nM 17b estradiol prior to 

heat shock.  Increased abundance of hsp47, hsp70c or hsp70i was not observed. 

TUNEL indicated that estrogen treatment also reduced (50%) MC3T3-E1 cell 

susceptibility to TNFa – induced apoptosis.  Treatment with hsp27-specific 

antisense oligonucleotides prevented hsp27 protein expression and abolished the 
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protective effects of heat shock and estrogen treatment on TNFa – induced apoptosis. 

Hsp27 is a determinant of osteoblast apoptosis, and estrogen treatment increases 

hsp27 levels in cultured osteoblastic cells.  Hsp27 contributes to the control of 

osteoblast apoptosis and may be manipulated by estrogenic or alternative pathways 

for the improvement of bone mass.  

------------------------------------------------ 

Key Words: Heat Shock, Bone, Oligonucleotide, TNF-a, TUNEL 
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I. 서 론 

  

 세포사멸(Apoptosis)은 조직의 생성과 파괴에 기여하는 기전의 하나로 DNA 

fragmentation 을 통하여 궁극적으로 세포의 파괴를 야기하는 다양한 경로를 거치게 된다.  

세포사멸 기전이 시작되는 신호는 TNFa에 의하는데 이는 TNFa 수용체를 통하게 된다. 

이밖에도 CD95 와 Fas, APO1,  APO2, TRAIL-R 그리고 APO3/LARD 등의 수용체 

등이 작용하는 것으로 알려져 있으며 이런 신호들은 caspase 등의 단백분해효소와 

작용하는 FADD/MORT1 혹은 TRADD 등의 단백질과 관계 있는 다양한 경로를 통해 

매개되는 것으로 알려지고 있다.  Bcl 2, Bax, Bad 등, caspase 를 활성화 시키는 여러 

가지 조절 인자들이 밝혀졌는데 궁극적으로 caspase 는 세포사멸을 유발하는 다양한 핵산 

분해효소를 활성화시키는 것으로 알려져 있다.1  

세포사멸을 조절하는 여러 유전자뿐만 아니라 몇 가지 hsp(heat shock protein)도 

역시 세포사멸을 방지하는 역할을 하는 것으로 여겨지고 있는데 몇 가지 실험 모델에서 

hsp70 과 hsp27 에 의한 세포사멸 억제가 보고되었다.2,3  또한 미리 열처리(heat 

shock)를 시행한 경우에서 역시 hsp 의 발현과 이에 따른 세포사멸의 억제를 보이는 

결과가 보고되었으나 4 , 흥미롭게도 유사한 실험 모델에서 정반대로 열처리에 의한 

세포사멸의 촉진도 보고되고 있다.5,6  위의 보고들을 통하여 볼 때 세포에 따른 특이성 

혹은 hsp 특이성에 의하여 세포사멸의 신호화를 촉진, 혹은 억제하는 것으로 생각된다. 

조골세포(osteoblast)의 증식이나 세포사멸 기전에 의해 성장과 발육과정에서 이 

세포들의 수가 조절되는데 골조직에서 골세포(ostecoyte)와 조골세포가 세포사멸 과정을 

거쳐 제거된다.7  골세포의 세포사멸은 골병변이 발생하였을 때 증가되는 것이 관찰되는데 
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8,9,10  , 골 대사조절(bone adaptation) 과정에 관련된 세포들의 작용에 의한 것으로 

생각되고 있다.10 현재까지 조골세포와 골세포에서 이런 기전이 명확히 규명되지는 

않았지만 MC3T3-E1 세포주를 이용한 연구에서 NF-kB 의 활성화에 의한 세포사멸 

기전이 보고 되어있다.11   

조골세포와 골세포의 세포사멸 과정에서의 estrogen 의 작용은 많은 관심을 

유발하고 있는데 이는 조골세포의 활성에 영향을 미치는 생리적, 혹은 병적상태의 

골조직에서 estrogen 에 의해 골량이 변화될 수 있기 때문인 것으로 생각된다. 실제로 

생활력 있는 조골세포의 수가 골량을 나타내는 중요한 지표로 사용되고 있다. 이와 같이 

estrogen 은 세포사멸 작용에 관계되어 골내의 조골세포와 골세포의 수를 조절할 수 있는 

것으로 생각되는데 난소절제 실험동물에서 골수에서 세포사멸 과정의 골세포가 다수 

관찰된다.8 실제 사람에서도 약물과 연관되어 estrogen 이 저하된 경우에 골세포의 

세포사멸이 다량 관찰되는데 12  이와 같은 estrogen 에 의한 세포사멸 조절은 다양한 

기전을 통하여 이루어지는 것으로 생각되는데 hsp27 이 조골세포의 세포사멸 조절에 

작용하는 estrogen 에 관련되는 단백질임이 밝혀짐에 따라 13,14,15 본 연구에서는 성장중인 

백서 경골부에서 면역조직화학 분석을 통하여 hsp27 의 발현을 확인하여 보고 MC3T3-

E1 세포주를 이용하여 estrogen 에 의한 세포사멸 조절에 미치는 hsp27 의 작용기전을 

규명하고자 하였다. 

 

 

 

 

 

 



 6

II. 연구 재료 및 방법 

 

1. 면역조직 화학분석: 200g의 성장중인 Fisher 344 백서 경골부에서 hsp27의 발현 여부

를 확인하기 위하여 면역조직 화학분석을 시행하였다. 백서 경골부를 채취하여 10% 

formalin에서 2시간 동안 고정한 후 100 mM phosphate buffer (pH 7.3)에 보관하였다. 10% EDTA

를 이용하여 탈회하고 5 mm 파라핀 포매 절편을 제작하여 toluidine blue (pH 5.5)를 이용하여 각각

의 절편을 염색하여 연조직, 연골부 및 골조직부를 확인하였고 normal goat serum으로 blocking하고 

세척한 후 affinity purified anti-hsp27 antibody, normal rabbit serum 혹은 PBS로 1-24 시간 동안 

부란하였다. 세척 후 모든 표본을 1:250의 horseradish peroxidase - conjugated goat anti - rabbit 

antibody (Vector )으로 부란하였고 AEC chromagen (Zymed, South San Francisco, CA)을 이용하여 

관찰하였다.   

2. 세포배양: 10% FCS와 penicillin/streptomycin 등의 항생제를 포함한 aMEM을 사용하

여 MC3T3 – E1 세포를 37oC, 5% CO2 의 조건에서 배양 하였다.16 먼저 10% charcoal 

stripped serum (Hyclone)과 항생제를 포함한 phenol red free media에서 24시간 동안 

계대배양을 시행하였으며 에탄올에 포함된 10mM stock solution을 이용하여 배양액에 0 – 

100 nM의 농도로 희석하여 17 b estradiol(bE2, Sigma)을 0-24 시간 동안 투여하였다.  

배양용기를 42.5oC incubator에서 2시간 동안 열처리(heat shock)를 시행 하였으며 열처

리 시행 후 3시간 동안 세포의 회복기를 준 후 RNA와 protein을 추출하였다. TNFa를 투

여하여 세포사멸을 유도하였는데 0 – 2.0 ng / ml의 TNFa를 대조군 배지와 열처리 배지에 

각각 투여하였다.   

3. HSP 발현의 측정: Hsp의 발현을 열처리와 bE2 의 농도 및 TNFa 투여에 따라 측정하였

는데 총 단백을 RIPA buffer를 이용하여 추출하여 micro BCA assay를 이용하여 양을 측

정하였다.  각 10 mg의 단백질을 10% SDS – PAGE을 이용하여 전기영동을 시행하였으며 
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methanol – based buffer를 이용하여 니트로셀루로스 filter에 이전하였다.17  

Immunoblotting은 정제된 rabbit anti-hsp27 antibody 18 와 hsp47, hsp70 cognate, 

hsp70 inducible, hsp90(StressGen: Vancouver, BC)에 대한 monoclonal antibody를 이

용하여 Blotto를 사용하였으며 Horseradish – peroxidase conjugated secondary 

antibody (Vector; Burklingame, CA)을 이용하여 immunocomplex(ECL, Amersham, 

Arlington Heights, IL)의  chemiluminescent dectection을 시행 하였다. 배양세포로 부터 

acid phenol 추출법을 이용하여 RNA를 추출하였는데 cold PBS로 3회 세척한 후 

guanidine isothyocyanate buffer에 녹여 시행 하였다.19 RNA의 농도를 

spectrophotometry를 이용하여 OD 260에서 측정 하였다.  10 mg의 RNA를 1.0% 

agarose formaldehyde denaturing gel에서 전기영동을 시행 하였으며 이 gel을 

Whatman’s paper에서 건조 시킨 뒤 DEPC H20를 이용하여 rehydration 시켰다. 

Prehydration 후 gel을 hsp27, hsp68과 hsp86의 [32P]-adCTP random primer labeled 

mouse cDNA probe를 이용하여 표지 하였고, 65oC에서  1x SSC를 이용하여 세척하였으

며, 자가방사선 사진을 촬영하여 Scionics PC image analysis software (Scionics PC, NIH, 

Bethesda, MD)를 이용하여 측정하였다.  

4. Antisense oligonucleotide 처리: Murine hsp27 cDNA의 첫 36bp에 대한 S – oligos 

20(5’ -CGCGGCGCTCGGTCATGT and 5’ – GCAGCAGCGAGAAGGGCA)를 합성 하였다.  

80% 정도 confluent한 상태에서 세포를 PBS로 세 차례 세척하고 0 – 20 nM 농도의 

oligonucleotide를 포함한 aMEM을 배양액에 투여 하였다. 2시간 경과 후 10% 양의 

serum을 투여한 후 밤새 부란하였다.  그 후 세포를 estrogen과 vehicle 처리 하였고 열

처리를 시행 하였다.  세포사멸을 유도하기 위해 TNFa를 투여 하였다.  

5. 세포 생활력의 측정: TNFa 처리 후와 hsp 발현 후의 생활력을 유지하는 세포의 수를 

trypan blue를 이용하여 직접 계산하였다. 각각의 처리 군에서 5회씩 측정 하였으며 평균
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값을 구하였다. 

6. DNA fragmentation 의 분석: 세포사멸을 분석하기 위해 DNA fragmentation 을 

이용하였는데 biotinylated nucleotides 의 terminal deoxyribonucleotide transferase 

incorporation(TUNEL, Trevigen, Rockville MD)을 사용하여 fragmented DNA 를 

측정하였다.  세포들을 charcoal stripped serum 를 포함한 phenol – red free media 를 

이용하여 4 well glass 배양 slide 를 사용하여 estrogen, vehicle 및 열처리를 시행한 후 

8-16 시간 동안 0 – 2.0 ng/ml TNFa 또는 0 – 600 nM staurosporine 로 처리 하였다.  

Coverslips 을 cold PBS 로 세척한 뒤 고정하고 fragmented DNA 의 enzymatic 

labeling 을 시행 하였다. Well 당 전체 세포 수와 양성 반응을 보이는 세포의 수를 직접 

계산하였으며 세포사멸을 보이는 세포의 비율을 계산 하였다(n = 5). 
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III. 연구결과 

 

1. 골 주위세포(bone lining cell)와 조골세포의 hsp27 의 발현 

백서 경골부의 면역조직화학 검사 소견상 골을 형성하는 부위의 골 주위세포와 조골세포 

부위에서 hsp27 의 발현을 관찰할 수 있었고  골세포 부위에서는 anti - hsp27 항체의 

염색 소견을 관찰할 수 없었다(Figure 1). 

 

2. MC3T3-E1 세포에서 hsp27, hsp68, hsp86 mRNA 의 발현 

 Hsp27, hsp68 과 hsp86 의 [32P]-adCTP random primer labeled mouse cDNA 

probe 를 이용하여 hsp27, hsp68 과 hsp86 mRNA 의 발현을 관찰하였다. 

대조군(C)에서는 hsp 의 발현이 관찰되지 않았지만 열처리를 시행한 경우(HS) hsp27, 

hsp68 과 hsp86 mRNA 의 발현이 관찰 되었다(Figure 2). 

 

3. MC3T3-E1 세포에서 estrogen 에 의한 hsp27 의 발현 조절 

열처리 전 MC3T3-E1 세포에 5 시간 동안 0, 2, 20, 100 nM 17b estradiol(bE2)를 

투여하고 42.5oC 에서 2 시간 동안 열처리를 가하였을 때 hsp27 의 발현이 

증가되었다(Figure 3).   

 

4. Estrogen 투여에 의한 hsp27 및 기타 hsp 의 발현  

MC3T3-E1 세포에 20 nM 의 bE2 을 0(lane 1), 2(lane 2), 5(lane 3), 8(lane 4), 24 

시간(lane 5) 동안 투여한 후 42.5oC 에서 2 시간 동안 열처리를 시행하고 3 시간 동안 

회복기를 준 뒤 hsp27, hsp47, hsc (heat shock protein 70 cognate), hsp70i (inducible 
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hsp70)와 hsp90 의 발현이 관찰되었고(Figure 4a), 열처리 전 5 시간 동안 2 nM 이상의 

농도를 투여 하였을 때 열처리에 의한 hsp27 의 증가가 뚜렷하였으며 열처리를 시행하지 

않은 경우(37oC) hsp27 의 발현이 관찰되지 않았다(Figure 4b). 

 

5. 열처리된 MC3T3-E1 세포에서 hsp27 발현에 대한 estrogen antagonist 의 영향   

세포 배양액에 0 – 100 nM 농도의 ICI182780 를 투여 하였을 때 20 nM bE2 에 의한 

hsp27 의 증가가 관찰 되었으나 taxmoxifen 의 고농도 투여 시에는 이의 증가가 관찰 

되지 않았다(Figure 5).  

 

6. TNFa나 staurosporine 처리가 MC3T3-E1 세포의 사멸에 미치는 영향     

세포배양에서 MC3T3-E1 세포의 사멸을 유도할 수 있는데(Figure 5), 고농도의 

TNFa나 staurosporine 투여 시 잔존 부착 세포의 수가 현저히 감소되는 것을 관찰할 수 

있었으나(Figure 6a), estrogen 처치는 TNFa나 staurosporine 에 의한 세포사멸을 

감소시키는 것이 관찰 되었다(Figure 6b). 

 

7. Hsp27 의 발현 억제가 열처리 후 MC3T3-E1 세포의 생활력에 미치는 영향 

  열처리 전 MC3T3-E1 세포에 대한 antisense S-oligonucleotide 처치로 hsp27 의 

발현이 현저히 감소 되었으며(figure 7a), TNFa 처리에 의한 MC3T3-E1 세포의 생활력 

감소도 관찰 되었다(Figure 7b).  
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IV. 총괄 및 고찰 

 

본 연구의 MC3T3-E1 을 이용한 실험 결과는 백서 두개부의 장기배양(organ 

culture)과 SMER 14 세포에서 estrogen 처치에 의한 골 조직과 조골세포에서 hsp27 의 

발현이 증가 되는 결과와 일치 하였다.14  Estrogen 은 단독으로 유방암 세포주에서 

hsp27 의 발현을 증가 시키는 것으로 알려져 있으나, 대조적으로 본 연구에서 보면 

MC3T3-E1 세포주에서 열처리와 무관한 hsp27 의 발현 증가는 관찰 되지 않았다. 

Estrogen antagonist 인 ICI 182,780 투여는 estrogen 에 의한 열처리 hsp27 의 

증가를 억제하지는 못 했는데 고농도(100 배), 장시간 처치(4 시간)에서도 ICI 182,780 는 

사멸세포 수의 현저한 증가가 관찰 되어 본 연구의 이 antagonist 투여에 의한 세포사멸 

결과 분석에 많은 혼란을 가져왔지만 ovarian cancer cell 을 이용한 이전의 연구 결과와 

일치 하였다 22. Tamoxifen 은 strain 과 연관된 골의 remodeling 을 포함한 골 조직에 대한 

estrogen 의 효과에 반대되는 기전을 보이는데 23 , 본 연구에서는 tamoxifen 의 투여가 

estrogen 에 의한 hsp27 의 발현 증가를 억제하는 결과를 나타내지만 현재까지 

tamoxifen 이 estrogen 에 의한 세포사멸의 억제작용을 감소시킬 수 있는지는 명확하지 

않은 것으로 알려지고 있다 

현재까지의 연구 결과는 MC3T3-E1 세포에서 어떤 기전에 의하여 estrogen 이 

hsp27 의 발현을 증가시키는지는 밝혀지지 않고 있다.  조골세포 세포주에서 hsp27 의 

promoter 는 estrogen 감수성이 있는 것으로 알려지고 있는데, 20 nM bE2 를 

이용하여 5 시간 동안 전처치를 시행하였을 때 SMER14 세포에 chimeric reporter 

constructs 를 transfection 하였을 때 전사의 증가가 관찰되지만 parental ROS17/2.8 

세포에서는 증가를 나타내지 않는 것으로 알려지고 있다. 24  Promotor 상에서 estrogen 
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response element (ERE)의 절반은  인접한 SP1 부위와 같이 작용하여 estrogen 에 의한 

전사조절에 영향을 미치며 또한 여기에 핵기질 단백인 HET1 이 작용하여 전사를 

조절한다.26   Hsp27 의 발현에 미치는 비유전적인 영향은 특별히 밝혀진 바는 없지만 

hsp27 의 인산화(phosphorylation)는 hsp27 의 기능에 필수적이므로 여기에 미치는 

estrogen 의 효과에 대한 규명이 필요하리라 생각된다.27  

  Hsp27 은 caspase 9 의 활성화를 억제함으로써 세포사멸 작용을 조절하는 것으로 

알려져 있다.3 Estrogen 결핍으로 인한 골세포의 세포사멸이 증가된다는 보고가 있으나 8 

골세포에서 hsp27 의 발현이 조골세포나 골 주위세포에 비해 미약하거나 거의 없는 것으로 

보아 골 형성 세포의 생성과 생활력의 유지에 조골세포내의 hsp27 의 유무가 커다란 

영향을 미치는 것으로 생각된다.    

MC3T3-E1 세포주에서 estrogen 의 투여는 후의 TNFa나 staurosporine 의 

투여에도 불구하고 열처리 세포의 세포 생활력을 증가시키는 것이 관찰되었는데 다른 

hsp 에 대한 bE2 의 효과가 없는 것으로 보아 이는 단지 hsp27 에 의한 것으로 여겨진다. 

또한 열처리를 시행하지 않은 MC3T3-E1 세포에서, 즉 hsp27 이 없는 경우에는 

estrogen 의 투여가 세포의 생활력에 영향을 미치지 않은 결과도 이를 뒷받침 하는 것으로 

생각된다. 본 연구의 결과에서 MC3T3-E1 세포에 대한 열처리 시행 후 hsp27 뿐만 

아니라 hsp68, hsp 47, hsc, hsp 70i, hsp 90 및 hsp86 mRNA 의 발현이 증가되어 있어 

이에 대한 추후 연구가 필요하리라 사료된다. 

Estrogen 에 의한 세포사멸 조절은 여러 가지 기전을 생각해볼 수 있는데 몇 가지 

종류의 세포에서 estrogen 투여가 TNFa 의 발현을 감소시키는 것으로 알려졌으며 28 , 

다른 기전으로는 estrogen 에 의한 Nitric Oxide(NO) 조절을 들 수 있다. NO 는 

cytokine 의 조절에 중요한 역할을 하며 또한 배양 조골세포의 mechanical strain 효과에 

영향을 미치는 것으로 알려지고 있으며, estrogen 의 결핍은 Nitric Oxide Synthase 의 
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발현을 감소시켜 세포사멸의 유도에 작용하는 것으로 보고되고 있다.29  Estrogen 투여에 

의한 혈액 내 NO 의 증가와 30 NO 에 의한 PC12 세포 사멸 방지 효과에 대한 보고가 

있지만 31 , 이와 대조적으로 최근의 다른 연구에서 MC3T3-E1 세포에서는 NO 가 

세포사멸을 촉진시키는 연구 결과가 보고되고 있어 32  현재까지 estrogen 이 세포사멸의 

억제에 미치는 기전에 대해서는 논란이 많은 실정이다. 

결론적으로 세포 수 조절에 의한 골량의 조절에 미치는 estrogen 의 역할은 이전의 

많은 연구와 같은 결과를 보이고 있다.  Estrogen 투여는 파골세포 에서는 세포사멸을 

촉진시키는 것으로 알려지고 있는데 33 , 이는 이와 같은 세포사멸 기전에 의해 조골세포와 

파골세포 수의 생리적 조절이 이루어짐을 보여 준다.  조골세포와 골세포의 세포사멸 

작용은 골대사 작용의 다른 조절 기전일 수도 있는 것으로 알려지고 있는데 최근에 와서 

PTH 의 투여에 의한 골형성 증가는 조골세포의 수명을 증가시켜 이에 따라 세포사멸의 

억제에 의한 것이라는 보고가 있다.34 본 실험의 결과를 통해 향후 골량의 조절에 있어서 

조골세포와 골세포 수 조절 과정에서의 세포사멸에 미치는 estrogen 의 역할 및 기능에 

대한 연구에 도움이 되었으면 하는 바램이다.  
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사진부도 

 

 

Figure 1 

Immunohistochemical localization of hsp27 in bone.  Adult male rat tibia was 

decalcified and prepared for immunohistochemical localization of hsp27 using rabbit 

polyclonal anti –hsp27 antiserum (1:50 dilution) and AEC chromagenic identification 

via a biotinylated-conjugated secondary antibody.  Hsp27 is localized within cells 

lining bone (large arrows), but absent from osteocytes in bone (small arrows).  

 

Figure 2 

 Expression of heat shock protein mRNAs in MC3T3-E1 cells.  15 mg aliquots of 

total RNA extracted from MC3T3-E1 cells grown at 37oC (C) or heat shocked for 2 

hours at 43oC followed by 3 hour recovery at 37oC (HS) were separated by 

denaturing agarose gel (1.2%) electrophoresis and transferred to nitrocellulose 

membranes.  Hsp27, hsp68 and hsp86 mRNA was revealed by probing with [32P]-

labeled cDNAs encoding hsp27, hsp68 and hsp86.  For each transcript, a constitutive 

absence was revealed and induction was observed following heat shock. 

 

Figure 3 

  Effect of bE2 treatment on the steadystate abundance of hsp27 in heat shocked 

MC3T3-E1 cells.  10 mg aliquots of total RNA from cells pre-treated for 5 hours 
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with 0, 2, 20 or 100 nM bE2 (as indicated above lanes) were separated by 

electrophoresis in a 1.0% agarose formaldehyde denaturing gel.  The gel was stained 

with ethidium bromide and the UV transilluminated image was photographed (bottom 

panel).  The gel was dried, rehydrated, prehybridized and hybridized with 0.5 x 106 

cpm / ml [32P]dCTP - labeled mouse hsp27 cDNA.  After washing in 0.5X SSC at 

65oC, hybridized RNA was identified by autoradiography.  A  24 hour exposure on 

Kodak XAR film is represented here. 

 

Figure 4 

 Heat shock protein expression in MC3T3-E1 cells following estrogen treatment. 

a) 10 mg of total protein lysates were separated on 10% SDS PAGE, transferred to 

nitrocellulose and probed with antibodies specific for hsp27, hsp47, hsc (heat shock 

protein 70 cognate), hsp70i (inducible hsp70) and hsp90.  MC3T3-E1 cells were 

heat shocked for 2 hours at 42.5oC and allowed three hours recovery before lysing.  

Prior to heat shock cells were pre treated with 20 nM bE2 for 0 hours (lane 1), 2 

hours (lane 2), 5 hours (lane 3), 8 hours (lane 4), and 24 hours (lane 5).  

b) Estrogen enhancement of hsp27 expression is maximal between 2 and 10 nM bE2. 

Cells were pretreated with 0 – 100 nM bE2 for 5 hours preceding heat shock.  

Unstressed cells (37oC) do not produce hsp27.  When pre-treated with bE2, hsp27 

abundance was increased. 

 

Figure 5 

 Effect of estrogen antagonists on hsp27 and hsp70c  abundance in bE2 treated 
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MC3T3-E1 cells.  10ug total protein lysates prepared in RIPA buffer were separated 

by SDS-PAGE (10% total acrylamide), transferred to nitrocellulose and 

immunoblotted with anti-hsp27 or anti-hsp70c antibodies.  Chemiluminescent  (3 – 

4 minutes) images are shown.  Cells were treated for 5 hours preceding heat shock 

with vehicle (O), bE2, ICI182,780 (ICI), bE2- + ICI, Tamoxifen (Txf) or Txf + bE2 

(as indicated above lanes) and subsequently heat shocked for 2 hours at 42.5oC and 

allowed to recover for 3 hours at 37oC. 

 

Figure 6 

 Cells cultured in the presence or absence of 20nM bE2 were subsequently heat 

shocked and after 3 hour recovery the cells were challenged with 0 – 10 ng/ml TNFa 

or 0 – 600 nM staurosporine.  In the absence of TNFa or staurosporine, confluent 

cultures were largely devoid of DNA fragmentation revealed by TUNEL (a).  Either 

inducing agent resulted in significant loss of adherent cells and the presence of DNA 

fragmentation in the nuclei of adherent cells (b).  bE2 treatment (20 nM) limited 

apoptosis following exposure to 400 nM staurosporine; At 600 nM, the loss of 

adherent cells prohibited meaningful assessment of cell death. 

 

Figure 7 

 a) Effect of antisense oligonucleotides on hsp27 expression in heat shocked MC3T3 

cells.  Cells were treated with antisense oligos in serum free media for 2 hours, then 

overnight in complete media and subsequently heat  shocked for 2 hours at 37 oC 

(lanes 1 – 4)  or 42.5oC (lanes 5 – 8) and allowed to recover for 3 hours at 37oC.  
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Cells were lysed into RIPA buffer and 10 mg total protein lysates were evaluated by 

immunoblotting of hsp27 as described in Figure 2.  Cells were treated with 0 nM 

(lanes 1 and 5), 1 nM (lanes 2, and 6), 5 nM (lanes 3 and 7), or 20 nM (lanes 4 and 

8) antisense oligonucleotide.  The arrow identifies the hsp27 band. 

b) Effect of antisense oligonucleotides on heat shock protection of TNFa-mediated 

MC3T3-E1 cell killing. Antisense oligonucleotides were added at 0 or 20 nM as 

described above and viability of cells measured by counting of trypan blue excluding 

cells after 24 hours growth in 0 or 1 ng/ml TNFa (n = 4 or 5 wells / point).  Heat 

shock alone killed cells, however, relative protection (28,000 vs 12,000 viable cells) 

from TNFa mediated killing was noted.  Antisense oligonucleotides had no effect on  

unstressed MC3T3 – E1 cells which do not express hsp27.  Antisense olignucleotides 

reduced heat shock protection of TNFa mediated killing ( 28,000 vs. 17,000 viable 

cells).  Asterisk indicates significant differences (p < 0.05) evaluated by pair-wise 

comparison. 

 

 

 


