
대한방사선종양학회지 1999;17(4) :299∼306

1)

서 론

방사선 민감도나 방사선 저항도가 유전적으로 결정된다는

증거는 Ataxia-Telangiectasia (AT) 환자 세포의 방사선 민감도
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가 비정상적으로 상승되어 있는 것으로 입증되었다.1) AT 증

은 autosomal recessive로 유전되는 질환으로 특히 AT 환자에

서 얻어 배양된 AT 세포는 방사선에 의한 민감도가 비정상

적으로 증가 되어 있으며 방사선에 의한 G1/S와 G2기의 세

포주기 지연기전에 장애가 있음이 밝혀져 있고, 그외 염색체

손상 회복 장애와 세포내 cytoskeletal 단백질의 불균일 분포

로 인한 세포구조 장애들이 있다.2) 그간 AT 유전자를 밝히

고자 하는 연구가 계속적으로 진행되어와 1995년 6월 Israel

의 Shiloh 그룹에 의하여 다양한 phenotype을 보이는 모든 환

자에서 공통적으로 존재하는 ATM 유전자를 11번 염색체에
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목 적 : Ataxia- Telangiectasia (AT) 증은 여러 가지 유전적 결함을 갖는 질병으로 방사선 민감도가 비정

상적으로 상승되어 있는 것이 특징이다. AT 환자에서 공통적으로 존재하는 ATM 유전자는 현재까지 방

사선 신호전달에 관여하는 것으로 알려진 PI-3 kinase와 유사한 구조임이 알려져 ATM이 방사선 신호전

달경로에 중요한 작용을 할 것으로 추정하게 되었다. 본 연구에서는 AT 세포와 정상세포에 PKCI를 과

발현 시킴으로써 방사선 신호전달에 관여하는 PKC를 억제하여 이것이 방사선 민감도에 미치는 영향을

관찰하고, 방사선에 의해 유도되는 early response gene인 c- fos transcription의 차이를 측정하여 ATM과

PKCI에 의한 신호전달이 c- fos 유전자 전사에 미치는 영향을 분석하고자 하였다.
대상 및 방법 : PKCI expression vector를 작제한 후 정상세포인 LM217과 AT세포인 AT5BIVA에 trans-
fection 시킨 후 plasmid의 genomic DNA에 결합된 것은 polymerase chain reaction (PCR) 방법으로 확인

하였고 PKCI의 mRNA 발현 여부는 northern blotting으로 확인하였다. 방사선 민감도는 아포토시스로 측

정하였으며 PKCI가 과발현된 각 세포주에 5 Gy의 방사선을 조사한 후 48시간에 세포를 모아 TUNEL
방법으로 아포토시스 세포의 수를 측정하였다. c- fos 유전자의 전사는 reporter 유전자로 c- fos CAT
plsmid를 β- gal expression vector와 같이 각 세포주에 transfection 시키고 36시간이 지난 후 CAT assay
를 하여 activity를 측정하고 동시에 β- gal assay를 시행하여 transfection 효율을 보정해 주었다. PKCI,
Ras의 영향을 보기 위하여는 PKCI, Ras expression vector와 c- fos CAT plasmid를 cotransfection하고

CAT activity로 측정하였다.
결 과 : 이 실험의 결과 LM과 AT 세포에서 PKCI가 방사선 민감도에 미치는 영향과 c- fos 전사에 미치

는 영향을 처음으로 보여주었다. PKCI의 과발현이 LM 세포에서는 방사선 민감도를 증가시켰지만 AT
세포에서는 오히려 약간 감소시키는 작용을 나타내었다. c- fos 전사는 AT 세포에서 LM 세포에 비하여

70배 낮게 나타났는데 PKCI가 과발현 됨으로써 LM 에서는 c- fos의 전사가 감소되었지만 AT 세포에서

는 영향이 없었다. Ras 단백으로 c- fos를 유도시키고 여기에 PKCI 발현 백터를 contransfection 하면 LM
세포에서는 induction 이 감소되었지만 AT 세포에서는 영향이 없었다. 즉 LM과 AT 세포에서의 PKCI에
의한 반응의 차이는 Ras와 관련된 signal transduction pathway라는 것을 알 수 있었다.
결 론 : PKCI는 정상세포에서는 방사선에 의한 세포 손상을 증가시키지만 AT 세포에서는 별 영향을 보

이지 않는 것을 알 수 있었으며, 두 세포간의 이러한 차이는 c- fos proto- oncogene의 전사차이로 설명

할 수 있겠다. 이러한 차이가 AT 세포의 방사선 민감도의 한 원인일 것으로 생각된다.

핵심용어 : 방사선민감도, 혈관확장성 운동실조증, PKCI, c- fos
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서 찾음으로써 이것이 AT 질환의 유일한 유전자임이 밝혀졌

다.3) 또한 이 유전자는 현재까지 방사선 신호전달에 관여하

는 것으로 알려진 phosphatidyl inositol 3-kinase (PI-3 kinase),4)

Rad 3, Mec 1과 유사한 염기배열을 가짐이 알려져 ATM 유

전자가 방사선 신호전달 경로에 중요한 작용을 할 것으로

추정하게 되었다.5∼ 7) 또한 protein kinase C (PKC)는 종양세포

에서 방사선 신호전달에 관여하여 c-raf, c-mos와 c-fos pro-

tooncogene 들을 발현시켜 방사선 저항성에 관여함이 알려져

있다. 따라서 이러한 PKC를 inhibition 하면 종양세포를 방사

선에 민감하게 만들 수 있다.8) 또한 ATM 유전자는 방사선

에 의한 p53 apoptotic pathway의 upstream으로 ras related GTP

banding ptotein (rheb)과 PKCI 등과 상호작용하며 방사선에

의한 세포내 signal transduction pathway에 깊이 관여할 것으

로 생각되고 있다. 최근의 연구에 의하면 activation 된 암유

전자 산물인 raf, ras 등이 세포를 암세포화 할 뿐 만 아니라

동시에 방사선 치료에 저항성을 갖게 한다는 보고가 있다.

특히 방사선에 의한 signal transduction과 raf, ras에 의한 세포

의 transformation에 중요한 mediator인 c-fos의 transcription이

ATM과 상호작용하는 인자에 의하여 어떻게 조절되는 지는

전혀 알려진 바 없다. 따라서 본 연구에서는 AT 세포9)와 정

상세포인 LM에 PKCI를 과발현 시킴으로써 방사선 신호전달

에 관여하는 PKC를 억제하여 이것이 방사선 민감도에 어떤

영향을 미치는 지를 관찰하고자 하였다. 또한 AT와 LM에서

c-fos protooncogene의 transcription이 이미 차이가 나고 있는데

이 차이가 PKCI에 의하여 어떻게 영향을 받는지도 연구하였

다.

대상 및 방법

1 . 세포주 및 세포배양

세포주는 정상섬유모 세포 LM217과 AT 환자의 섬유모

세포 AT5BIVA를 사용하였다. 모든 세포주는 배양용기의 기

저면에서 단층으로 증식하는 특징을 가지고 있으며 두 세포

주는 같은 배지를 이용하여 배양하였다. 배지는 DMEM에

FBS 10%, NaHCO3 24 mM 및 penicillin/streptomycin 등을 첨

가하여 5% CO2, 37℃ 조건에서 세포배양기(NUAIR, CO2

water jacket incubator)로 배양하였다.

2 . P KC I 과발현 세포주 확립

LM217과 AT5BIVA 두 세포에 PKCI 단백이 과발현 되는

system을 만들기 위하여 PKCI expression vector를 작제하였다.

PKCI의 coding sequence를 제한 효소인 EcoR1으로 cutting 하

고 gel에 전기 dud동하여 정제한 후 pCI neo vector (Promega)

의 EcoR1 site에 ligation 하고 insertion 된 fragment의 방향을

sequencing에 의하여 결정하였다. 이 vector는 PKCI 단백이

CMV에 의하여 eukaryotic cell 에서 발현이 되도록 되어있고

SV40 enhancer, early promoter에 의하여 neo gene이 발현되므

로 G418을 세포에 가하여 이 plasmid가 transfection 된 세포

만을 selection 하는데 이용할 수 있는 vector 이다. PKCI의

expression vector를 AT, LM 세포주에 각각 transfection 시키고

G418에 resistant한 세포만을 selection 한 후 plasmid 의

genomic DNA에 integration 된 것을 PCR로 detection하였다.

또한 PKCI의 mRNA가 발현되는지의 여부는 northern blotting

으로 확인하였다. 즉 각각의 세포주에서 total RNA를 전기영

동하여 nylone membrance에 transfer 하고 fix 한 후 PKCI를

위의 membrane과 hybridization 하여 필름에 autoradiography 하

였다.

3 . 방사선에 의한 아포토시스 측정

5 Gy의 방사선 조사 후 48시간에 culture dish의 세포를 모

두 모아 poly-L-lysine coated slide glass에 100 μl씩 분주하고

이를 말린 후 chilled 100% acetone으로 soaking 하고 pro-

teinase K, Hydro-peroxide (H2O2), enzyme complex 100 μl

(TdT enz : TdT buffer = 1:1∼2), DAB (0.016 g/ml)을 차례로

반응시킨 후 hematoxylin으로 염색하여 아포토시스 세포의 수

를 측정하였다.

4 . c- fos protooncoge ne의 t ra ns c ript ion act ivity 측정

CMV promoter, SV40 early promoter, c-fos의 5´ flanking

region (- 450/＋50)이 CAT (chloramphenicol acetyl transferase)

gene의 발현을 조절할 수 있도록 작제한 plasmid를 각각의

세포주에 β-galactosidase expression vector (pCMV β-gal)와

같이 transfection 시키고 36시간이 지난 후에 세포의 lysis 용

액을 만들었다. 각각의 용액을 CAT assay 하여 CAT activity

를 측정하고 β-Gal assay를 따로 각각 측정하여 transfection

efficiency를 보정해주었다. 이 방법은 각 세포주가 균등한 조

건에 있을 때 reporter gene의 transcription rate를 반영한다. 또

한 AT와 LM에서 c-fos transcription이 PKCI에 의하여 어떻게

영향을 받는지를 보기 위하여 c-fos CAT plasmid와 PKCI

expression plasmid를 cotransfection 하고 CAT assay를 하여

c-fos의 전사속도의 변화를 CAT activity의 변화로 나타내었

다. Ras와 PKCI의 작용에 의한 c-fos 전사속도의 변화는 Ras

protein으로 c-fos를 induction 시키고 여기에 PKCI expression

vector를 cotransfection 시켜 c-fos CAT assay를 시행하였다.
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5 . CAT as s ay

배양세포에 plasmid를 transfection 시키고 36 시간이 지난

후 세포를 수확하였다. protein을 0.25 M Tris, pH 7.8에 녹이

고 80 μl가 되도록 한 후 2 μl의 14C-chloramphenicol (7.4

MBq/ml, 2.11 GBq/mmol)을 가하고 6.6 μl butyl-coenzyme A

(5 mg/ml)을 가해 반응을 시작시켰다. 1시간 후 1 ml xylene

을 가해 30초간 추출한 후 원심분리하여 xylene 층만 모은

후 동량의 물을 가하여 back extraction 한 후 scintillation

counting 하였다.

결 과

1 . 방사선 민감도 변화

PKCI expression vector (Fig. 1)를 작제 한 후 LM 세포와

AT 세포에 transfection 시켜 plasmid의 genomic DNA에 inte-

gration 된 것은 PCR로 detection 하였으며 (Fig. 2) 또한 PKCI

의 mRNA의 발현 여부는 northern blotting 으로 확인하였다.

(Fig. 3)

이러한 결과는 도입된 plasmid 에 의하여 나타나는 specific

한 결과이었다. PCR 결과 Fig. 2에서 보는바와 같이 PKCI를

도입한 세포주에서는 AT, LM 세포주 공히 specific band가

나타났지만 PCI neo 만을 transfection한 세포주는 같은 위치

Fig. 2. PCR detection of PKCI after stable transfection in AT5BIVA and LM cells.

Fig. 1. Mammalian expression vector for PKCI.
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에서 전혀 band가 나타나지 않았으며 마찬가지로 northern

blotting에서도 Fig. 3과 같이 AT 세포주에서 약간 expression

정도가 약하였지만 transfection된 세포에서만 PKCI가 특이적

으로 발현됨을 알 수 있었다.

Fig. 4는 방사선 민감도를 apoptosis로 측정한 결과를 나타

내는 것으로 LM 세포주와 AT5BIVA 세포주에 5 Gy의 방사

선을 조사하여 형광현미경으로 관찰하였을 경우 그림에서 보

는 바와같이 apoptotic cell death를 확인 할 수 있었다. 그리고

이 세포주에 PKCI expression plasmid를 transfection 하였을 경

우 apoptotic cell 수의 변화가 있음을 관찰할 수 있었다. 뿐만

아니라 PKCI expression vector만을 transfection 하였을 경우에

는 세포의 현미경상의 변화는 관찰되지 않음을 알 수 있었다.

세포의 숫자, 방사선 조사량, staining 방법, transfection 조건들

을 변화시켜가며 적절한 조건을 확립하고 AT 및 LM 세포주

에 PKCI expression plasmid를 도입시킨 후 5 Gy의 방사선을

조사하고 세포사멸된 세포의 숫자를 세어 Fig. 5에 보여주었

다. PKCI의 과발현이 LM 세포주의 방사선 민감도는 증가시

켰지만 AT 세포주의 방사선 민감도는 35%의 세포사멸을

17%로 감소시키는 작용을 한 것을 알 수 있었다.

2 . PKCI에 의한 c- fos proto- oncoge ne의
t ra ns c ript ion 조절

c-Fos 단백질은 방사선의 신호전달 및 방사선조사에 의한

세포의 반응에 매우 중요한 역할을 하는 signal molecule로

AT와 LM 두세포간에 c-fos gene의 transcription에 차이가 날

것으로 가설을 세우고 이를 reporter gene의 transfection 방법
ig. 3. Northern blotting after transfection of PKCI plasmid

in AT5BIVA and LM cells.

Fig. 4. Apoptosis detection after transfection of PKCI expression plasmid in
AT5BIVA and LM cells.
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으로 증명하였다. 이 방법은 각 세포주가 균등한 조건에 있

을 때, reporter gene의 transcription rate를 반영한다. Fig. 6에

서 보는 바와 같이 CMV promoter activity는 LM에 비하여

AT 세포에서 약 3배 높았으며 SV 40 promoter activity는 AT

세포에서 약 50%로 감소되어 있었다. 같은 조건에서 c-fos의

transcription은 LM에 비하여 AT 세포에서 70배 낮은 차이가

나고 있는데 이 차이가 PKCI에 의하여 어떻게 영향을 받는

지를 연구하였다. c-fos CAT plasmid와 PKCI expression

plasmid를 cotransfection 하고 CAT assay를 하여 c-fos의 전사

속도의 변화를 CAT activity의 변화로 나타내었다. Fig. 7에서

보는 바와 같이 LM 세포주에서는 PKCI가 c-fos의 전사를 감

소시켰지만 AT 세포에서는 영향이 없었다. 이러한 현상이

어떤 pathway에 미치는 영향 때문인지를 보기 위하여 방사선

신호전달에 관여하는 Ras protein으로 c-fos를 induction 시키

고 여기에 PKCI expression vector를 cotransfection 하면 LM

세포에서는 그 induction이 감소하였지만 AT 세포에서는 영

향이 없었다(Fig. 8). 즉 LM과 AT 세포에서의 PKCI에 의한

반응의 차이는 Ras와 관련된 signal transduction pathway라는

것을 알 수 있었다.

고안 및 결론

배양중인 세포이든, 개체의 조직을 구성하고 있는 세포이

든, 살아있는 세포는 끊임없이 세포막 바깥 세계와 communi-

cation을 유지하고 있다. 이러한 communication을 통하여 각

세포는 세포 외부에서 오는 정보를 수집하고 이 정보에 대

응하는 response를 함으로써 세포 자신뿐만 아니라 그 세포

가 속한 개체의 특성을 결정 지운다. 세포 외부로부터 오는

중요한 정보 가운데 하나가 바로 방사선에 관한 정보일 것

Fig. 6. Low transcription of c-fos in AT5BIVA cell.

Fig. 5. Percentage of apoptotic cells after 5 Gy irradiation.
Fig 7. Repression of c-fos promoter by overexpression of
PKCI in LM cells but not in AT cells.

Fig. 8. c-fos CAT between LM and AT after cotransfection
of Ras and PKCI.
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이다. 세포의 radiation induced signal transduction에는 한가지

분자만 관여하는 경우는 없다. 여러 가지 세포분자들이 관여

하고 이들 상호간의 interaction이 시간적으로 순차적으로 일

어나므로 신호의 전달 이라는 개념의 사용이 불가피하다.

이들 분자들 사이에 작용순서가 있으면, 어떤 한 분자를 기

준으로 시간적으로 먼저 작용하는 분자를 upstream, 나중에

작용하는 분자를 downstream signal 이라고 한다. 지금까지의

연구결과로는 radiation 반응에만 특이하게 이용되는 신호전

달 경로는 없는 것으로 알려져 있다. 경우에 따라 세포의

stress signal transduction pathway, growth signal transduction

pathway 들과 부분부분 중첩되어 있다. 따라서 세포의 종류

와 처한 환경에 따라 같은 radiation에 의해서도 여러 가지

signal transduction pathway가 있을 수 있다.

Ionizing radiation signal은 세포의 어떤 분자가 radiation의

도착을 인식하는 receptor에서부터 출발할 것이다. 그러나 지

금까지 정확한 ionizing radiation receptor는 알려져 있지 않고

H2O 분자의 해리에 의한 free radical의 생성이 signal 발생의

주 mechanism으로 생각된다. 이 free radical은 세포막의 지질

을 공격하여 damage를 줄 수 있고 핵산을 공격하여 변환시

킨다. 뿐만 아니라 세포막의 지질이 직접 공격을 받아 signal

을 발생시킬 수도 있다. Radiation signal의 출발점은 여러

point에서 동시 다발적으로 진행될 가능성을 배제할 수 없어

signal transduction pathway의 종류가 몇 가지인지 알기 어렵

다. 따라서 radiation signal transduction은 세포의 위치에 따라

세포의 밖에서 핵을 향하여 전달되는 것으로 이해된다.

Radiation signal은 세포막 밖으로 secretion 되는 factor인 class

1, 세포막에 insertion 되는 factor인 class 2, 세포질 내에 존재

하는 factor인 class 3를 거쳐 전달되며 마지막으로 핵속의

class 4, transcription factor에 도달하고 그 정보를 gene

expression으로 변환한 후 종결된다. 이중 class 3 signal factor

에는 비교적 많은 구성원들이 있고 자신이 효소 활성을 갖

고 있는 것이 많다. 대부분 kinase function을 가지고 있고

Ras와 같이 GTPase 기능이 있는 것도 있다. 이들은 어떤

partner와 상호작용 하느냐에 따라 specific signal transduction

pathway가 결정된다. 이중 radiation signal과 관련하여 많이

연구된 signal molecule 이 c-ras, c-raf, MAPK 등이다.

Ras는 growth factor의 mitogenic signal 에 필수적이다. class

2 signal molecule의 receptor tyrosine kinase는 guanine nucleo-

tide exchange factor (GEF)인 SOS protein과 SH3 -/SH2- do-

main-containing-adaptor protein인 Grb2를 매개로 상호작용 하

는데 이 과정을 통하여 Ras로 signal이 넘어오게 된다. Ras의

downstream effect로 가장 연구가 많이 된 것이 serine/

threonine kinase인 c-raf 1 이다.10) Raf 1은 protein kinase C에

의하여도 activation 될 수 있다. GEF를 trapping 하여 Ras를

inhibition 하는 transdominant negative mutant인 Ras-N17은

PKC에 의한 Raf-1의 activation에는 영향이 없는 것으로 보아

직접적인 상호작용에 의한 것으로 생각된다. Kasid 등은

human laryngeal squamous carcinoma cell인 PCI-04A을 15 Gy

의 dose로 조사하였을 경우 Raf-1이 인산화되어 activation 됨

을 증명하였다.11) Raf의 downstream effector로 MKK이 알려져

있고 MKK signal은 다음 ERK로 전달된다. ERK는 결국 핵으

로 translocation 되어서 앞에서 받은 signal을 핵속의 class 4

signal molecule로 넘겨준다. ERK의 activity는 방사선에 의해

induction 되는 MAPK-specific dual phosphatase 인 HVH1에 의

하여 억제 되는 방식으로 feedback이 조절된다. 최근에 clon-

ing 된 Ras related protein인 Rheb이12∼ 14) Ras signal을 anta-

gonize 하고 Raf와 상호 작용한다는 보고와 관련하여 방사선

에 의한 신호전달에서의 역할이 더 연구되어져야 할 것이다.

Ras의 두 번째 signal effector는 phosphatidylinositol-3 kinase

(PI-3K) 이다. PI-3K는 Ptd Ins, PtdIns4P, PtdIns(4,5)P의 3-OH

를 인산화시키는 효소로 second messenger인 diacylglycerol

(DAG)와 PtdIns(1,4,6)P의 생성에 관여하고 있다. DAG는

serine/threonine protein kinase C (PKC)에 binding 하여 PKC를

activation 시킨다. PI-3K domain을 갖는 중요한 signal mole-

cule이 Ataxia-Telangiectasia Mutated (ATM) 이다.4) 이런 ATM

의 기능손실은 이온화방사선에 대한 세포의 민감도를 극적

으로 증가시킨다. 또한 PKC β와 상호작용한다고 알려진

protein kinase C inhibitor (PKCI)의 IR-induced signal transduc-

tion에서의 역할 연구는 매우 흥미로운 과제이다. 이 PKCI는

Ataxia Telangiectasia Group D (ATDC) 단백과도 상호작용하

여 신호전달에 관여한다.15) 따라서 PKCI에 의해서 PKC를

inhibition 하면 세포의 방사선 민감도가 달라지며 이것은 정

상세포와 AT 세포에서 서로 다르게 나타날 것으로 가정하였

으며 실제 실험의 결과 PKCI 과발현으로 LM 세포주의 방사

선민감도는 증가되었으며 AT 세포주의 방사선민감도는 거의

변화가 없거나 약간 감소하는 경향을 보여 ATM, PKCI가 작

용하는 신호전달 체계가 정상세포와 AT 세포가 다르다는 것

을 확인 할 수 있었고 이러한 결과는 AT 세포의 ionizing

radiation에 의한 hypersensitivity의 원인일 가능성이 있다.

c-fos는 class 4 signal factor로 여기에 속하는 signal mole-

cule 들은 대부분 transcription factor로 DNA의 specific element

(enhancer)에 binding 하거나 binding할 factor와 상호작용하는

특성이 있다. class 1, 2, 3에서 전달된 signal을 결국에는 이

group의 signal molecule이 받아서 gene expression으로 변환하
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면서 신호전달을 종결하는 단계이기도 하다. Transcription

factor는 signal이 오기전에 소량 합성되어 존재하는 pre-syn-

thesized form과 signal이 온 후 새로 합성되는 new form의 전

사인자가 있다. 전자가 signal을 직접 받아서 즉시 새로운 형

태의 transcription factor 합성을 유도하여 약한 signal을 증폭

시키는데 c-fos는 여기에 속하는 유전자로 immediate early

gene (primary responsive gene) 의 일종이다.

LM 세포와 AT 세포에서 c-fos transcription의 차이를 보면

AT 세포에서는 c-fos의 transcription이 정상세포에 비하여 현

저히 떨어져 있는 것을 알 수 있었으며 LM에서는 PKCI과 발

현이 c-fos의 전사를 감소시켰지만 AT에서는 영향이 없었다.

Ras에 의해 c-fos를 induction 한 후 PKCI의 효과를 보면 LM

에서는 Ras에 의해 c-fos가 증가된 것이 PKCI에 의해 억제되

지만 AT에서는 PKCI에 의해 억제되지 않는 것을 알 수 있었

다. 이는 PKC가 c-fos의 induction에 관여하며 Ras는 c-Raf를

activation시켜 c-fos promoter인 SRE (Serum Response Element)

에 작용하여 c-fos의 transcription을 증가시킨다는 보고16)와 일

치한다고 할 수 있다. 또한 AT와 LM에서의 차이는 serum에

의한 c-fos promoter인 SRE의 activation에 ATM과 유사구조를

가지는 PI-3 kinase가 관여하는 결과17) 일 것으로 생각된다.

이상의 연구결과 PKC inhibitor는 정상세포에서는 방사선

에 의한 세포 손상을 증가시키지만 AT 세포에서는 별 영향

을 보이지 않는 것을 알 수 있었으며, 두 세포간의 이러한

차이는 c-fos proto-oncogene의 transcription의 차이로 설명할

수 있겠다.
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Effe ct of P ro t e in Kin a s e C In h ib it o r (P KCI) o n
Ra d ia t io n S e n s it iv it y a n d c- fo s Tra n s c r ip t io n Act iv it y
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a nd Kun-Koo Pa rk, Ph.D.†
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Purpos e : The human genetic disorder ataxia- telangiectasia (AT) is a multisystem disease characterized by
extreme radiosensitivity. The recent identification of the gene mutated in AT, ATM, and the demonstration
that it encodes a homologous domain of phosphatidylinositol 3- kinase (PI3- K), the catalytic subunit of an
enzyme involved in transmitting signals from the cell surface to the nucleus, provide support for a role of
this gene in signal transduction. Although ionizing radiation was known to induce c- fos transcription,
nothing is known about how ATM or PKCI mediated signal transduction pathway modulates the c- fos
gene transcription and gene expression. Here we have studied the effect of PKCI on radiation sensitivity
and c- fos transcription in normal and AT cells.
Mate ria ls and Methods : Normal (LM217) and AT (AT5BIVA) cells were transfected with PKCI expression
plasmid and the overexpression and integration of PKCI was evaluated by northern blotting and
polymerase chain reaction, respectively. 5 Gy of radiation was exposed to LM and AT cells transfected
with PKCI expression plasmid and cells were harvested 48 hours after radiation and investigated apoptosis
with TUNEL method. The c- fos transcription activity was studied by performing CAT assay of reporter
gene after transfection of c- fos CAT plasmid into AT and LM cells.
Res ults : Our results demonstrate for the first time a role of PKCI on the radiation sensitivity and c- fos
expression in LM and AT cells. PKCI increased radiation induced apoptosis in LM cells but reduced
apoptosis in AT cells. The basal c- fos transcription activity is 70 times lower in AT cells than that in LM
cells. The c- fos transcription activity was repressed by overexpression of PKCI in LM cells but not in AT
cells. After induction of c- fos by Ras protein, overexpression of PKCI repressed c- fos transcription in LM
cells but not in AT cells
Conc lus ion : Overexpression of PKCI increased radiation sensitivity and repressed c- fos transcription in
LM cells but not in AT cells. The results may be a reason of increased radiation sensitivity of AT cells.
PKCI may be involved in an ionizing radiation induced signal transduction pathway responsible for
radiation sensitivity and c- fos transcription. The data also provided evidence for novel transcriptional
difference between LM and AT cells.

Key Words : Radiation sensitivity, Ataxia-Telangiectasia, PKCI, c- fos
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