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Apoptos i s는 세포의 위축, 세포질의 공동화, 핵 농축 및

DNA fragmentat ion 등을 특징으로 하는, 괴사(necros is )와는

구별되는 생리적 세포사망 기전으로 알려져 있다. 1 , 2 )

K562 백혈병 세포주에서 방사선에 의해 유도되는
Apopt os i s에 미치는 PTK Inh ib i t or s의 영향
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목 적 :방사선에의해유도되는 apoptos is에내성을가진세포로 알려진 K562 세포를 대상으로, PTK inhibitors인
herbimycin A와 genist ein을이용한방사선에의한 apoptos is의내성기전을 연구하고자하였다.
대상 및방법 : 6 MV체외 X-선방사선치료기를 이용하여 200∼300 cGy/min의선량률로 10 Gy의X-선을세포에균
일하게 조사하였다. Apoptos is의 관찰은 agarose gel elect rophores is를 이용하여 DNA frgment at ion의 지표인
ladder를관찰하였고, TUNEL 염색을 이용하여정량분석을시행하였다. West ern blot 방법으로 apoptos is 관련유
전단백인 bcl-2, bcl-XL 및 bax들의발현을 관찰하였다. 방사선조사 및 약물 처치후의세포주기분석은 f low
cytomet ry로분석하였다.
결과 : Agarose gel elect rophores is 실험에서 방사선을 조사하지 않은 K562 세포와 방사선을 10 Gy 조사한세포
를 48시간에 걸쳐 12시간 간격으로 관찰하였을 때 DNA fragment at ion를 관찰할 수 없었다. 이러한 현상은
genist ein을 투여한세포들에서도동일한 현상을관찰할수 있었지만, 방사선조사 후 herbimycin A를 투여한세
포들에서는 48시간째 확연한 DNA fragment at ion을 관찰할수 있었다. 이를 TUNEL assay에서 정량적으로 확인하였
다. 방사선만조사한세포들과 방사선과 genist ein 투여후 48시간째관찰한세포들에서는 10%미만의 apoptos is
양성 세포의 빈도를 관찰할 수 있었지만, 방사선 조사 후 herbimycin A를 투여한 세포들에서는 30∼35%빈도로
apoptos is 양성세포들이관찰되었다. West ern blot analys is에서 bcl-2의경우방사선을조사하지 않았던대조군
에비하여전체적인발현은증가되었지만방사선 및 약제간의발현의차이는 없었다. 그 외 bcl-XL과 bax는 대조
군에비해방사선및약제간의발현의차이를관찰할수 없었다. K562 세포에방사선을 10 Gy 조사하였을때나타
나는 세포 주기의 변화는시간이경과함에따라전형적인G2/Mblock의소견을 보였다. 이러한소견은 genist ein
을투여했을경우에는특별한변화를보이지않지만, herbimycin A를투여했을경우에는 12시간째부터G2/Mblock
이소실되면서 세포가세포 주기를 재 순환하는 양상을 보였고, 48시간째관찰한소견에서는 G2/Mblock이거의
소실된 양상을띠었다. 이러한소견을토대로 apoptosis 유도와의상호 연관성을유추할수 있었다.
결론 : herbimycin A는 방사선에 의해유도되는 apoptos is가 억제된 K562 세포에서 apoptos is를 유도할수 있었
다. 이러한 유도 기전에 apoptos is 관련유전 단백들인 bcl-2, bcl-XL 및 bax와관련된 영향은 관찰되지 않았다.
세포주기의분석에서 G2/Mblock의해소와 apoptos is 유도와의연관성을유추할때, 세포주기관련인자들에대
한연구가방사선에의한 apoptos is의내성의극복및방사선에의한세포의감수성조절약제로서의 역할에이바
지할것으로생각한다.

핵심용어 : 방사선, 아포토시스, K562, PTK억제 약물
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Apoptos is는 세포의 생존에 필요한 cytokines 배제, 세포 표

면 Fas l igat ion 및 방사선, 항암 약제 등에 의한 DNA손상

등과 같은 다양한 세포에 대한 자극에 의해서 유도되어진

다.3∼5 ) 암 치료 분야의 대종을 이루고 있는 방사선요법, 항

암화학요법 및 온열요법에 의해 일어나는 암세포의 사망이

apoptos is에 의한다는 것이 연구되어지면서 이 분야에 많은

관심이 집중되고 있다. 이에 대한 연구를 통하여 기존의 방

사선 및 항암 약제의 치료에 도움을 주고자 하는 시도는,

분자 생물학의 발전에 따라 다양한 접근 방법으로 모색되고

있다. 하지만 이러한 치료법으로 유발되는 apoptos is의 기전

및 내성 기전에 대하여는 아직도 명확히 규명되지 않고 있

다.

연구자들은 이러한 다양한 모색 중 prot ein tyros ine

kinase (PTK) inhibi tor에 관심을 가지고 연구를 진행하였

다. 본 연구에 이용한 K562 세포는 Phi ladelphia chromosome

(Ph)-posi t ive chronic myeloid leukemia (CML) 세포로 정상

abl prot ein에 비하여 PTK의 활성도가 증가된 chimer ic

bcr/ abl oncoprot ein (p210bcr / ab l )을 발현한다.6 ) 또한 이러한

PTK의 활성화는 hemopoiet ic 세포들을 대상으로 cytokine

withdrawl , Fas l igat ion 및항암 약물 치료 등에 의한 여러

apoptos is 유도 실험에서 apoptos i s의유도를 억제하는 결과

를 보고하며, 실제 CML 환자의 치료에 장해 요인으로 인식

되고 있다.3 , 4 , 7 ) 연구자들은 방사선에 의한 apoptosi s에 비

교적 내성을 가진 세포로 알려져 있는 Ph (＋) K562 세포를

대상으로 대표적인 PTK inhibi tors로 알려져 있는

herbimycin A (HMA)와 geni st ein을 이용한 방사선에 의한

apoptos is 유도를 관찰하고, 기전을 연구하여 방사선에 의한

apoptos is의 내성 극복의 가능성을 모색하였다.

대상 및 방법

1. 대 상

K562 (ATCC CCL 243)세포를 10%feta l bovine serum (FBS,

Hyclone Co. , Logan, UT) , 100 uni t s/ml penici l l in 및 100

μg/ml st reptomycin (Gibco/BRL, Grand Is land, NY)을 함유

한 RPMI 1640 (Gibco/ BRL, Grand Is land, NY)배지를 사용하

여 37℃, 5% CO2 상태의 incubator에서 배양하였다. 세포는

25 cm2 배양용 플라스크에 2×106/mL의 밀도로 배양하였으며

세포주의 생존은 Trypan blue dye 배제방법으로 관찰하였다.

2 . 방사선 조사 및 약제 처리

6 MV 체외 X-선 방사선 치료기(CLinac 1800, Var ian Co,

USA)를 이용하여 200∼300 cGy/min 선량률로 0.5 Gy부터 시

작하여 2 Gy씩 늘려가며 기초 실험을 진행하였고, 본 실험

의 기본 선량인 10 Gy의 방사선량을 균일하게 조사하였다.

Herbimycin A (Calbiochem, UK)와 geni st ein (Sigma , UK)은

dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma , UK)에 녹여 사용하였으

며, 기초 실험 단계를 거쳐 각각 500 nM과 50 uM의 농도로

처리하였다.

3 . 전기 영동법에 의한 DNA f r agment at i on 관찰

Apoptos i s 유발유무를 정성적으로 확인하기 위하여 apop-

tos is로 인한 DNA절편을 DNA겔전기 영동 상에서 관찰하였

다. 방사선 조사 후 일정기간 배양한 세포를 회수하여 원심

분리하여 얻은 침전물을 인산 완충액(PBS; phosphate

buf fered sal ine)으로 세척한 후, lys i s buffer (10 mM

Tr i s-HCI , pH 7.4; 10 mMNaCl ; 10 mMEDTA; prot einase K

at 0.1 mg/mL; 1% sodium dodecyl sul fat e)에 재현탁하여 4

8℃수조에서 14시간 반응시켰다. 이 lysat e에 cold (4℃) 5

MNaCl을 첨가하여 강하게 15초간 진탕 후 1,000 g에서 5분

간 원심 분리하여 상층액을 얻은 후, 동량의 2-propanol을

잘 혼합하여 -20℃ 에서 하룻밤동안 방치하여 DNA를 침전시

켰다. DNA pel let을 10,000 g 에서 10분간 원심 분리한 후

상층액을 버리고 얻어진 DNA 침전물을 TE buffer (10 mM

Tr i s-HCl , pH 7.4; 1 mM EDTA)에 재부유 시킨 다음 0.2

mg/mL의 DNase- free RNase를 첨가하여 37℃ 에서 1시간 반

응시켜 RNA를 제거하였다. 최종적인 DNA 함량은 UV분광 광

도기로 흡광도 A260/A280을 측정하여 계산하였다. 각 시료의

DNA 20 mL과 DNA 표준 분자량 표지(123 bp ladder ,

GIBCO/ BRL, Grand Is land, NY)를 전기 영동하였다. 전기 영

동은 TBE buf fer (89 mMTr i s base , 89 mMBor ic acid, 2 mM

EDTA)를 이용하여 1.5% agarose 겔에서 실시하였으며

ethidium bromide로 염색하였다.

4 . TUNEL (TdT- med i at ed dUTP b iot in n i ck
end- l abe l l ing) as s ay

DNA 절편을 정량적으로 분석하기 위하여, f luorescein in

si t u cel l death det ect ion ki t (Beohr inger Mannheim, USA)

를 이용하여 세포를 표지하였으며, 실험 과정은 제조사의

지시에 따라 실시하였다. 각각의 실험 조건별로 5×104

cel l/mL 원심분리를 통하여 회수한 후, phosphat e buf fered

sal ine (PBS)으로 2회 세척하였다. 500 mL 4%

paraformaldehyde (PFA)를 첨가하여실온에서 30분간 고정하

였다. PBS로 2회 세척한 후 200 ul permeabi l izat ion

solut ion을 첨가하여 얼음속에 2 분간 방치하고, 50 mL

- 52 -



대한방사선종양학회지 2000;18(1):51∼58

TUNEL react ion mixture를 첨가하여 37℃, 1시간, 어두운 조

건에서 반응하였다. PBS로 2회 세척하여 250∼500 mL PBS로

현탁한 후 형광현미경으로 관찰하였으며, 전체 세포수에 대

한 TUNEL 양성 세포의 수의 비율을 계산하 였다.

5 . 세포주기 분석

FACSanf low cytometer (FacsConsor t 40,

Becton-Dickinson, Boston, MA)를 이용하였다. 실험조작 후

의 배양세포를 수거하여, 80%cold ethanol 10 mL로 4℃에서

하룻밤 동안 고정한 후, 원심 분리하여 PBS로 세척하고 최

종적으로 2 mL PBS로 재부유하였다. 고정한 세포부유액에 30

uni t s의 DNase- free RNase (Type 1-A, Sigma Chemical Co. ,

St Louis , MO)를 첨가한 후, 100 mL의 PI (Propium Iodide ,

Molecular Probes , Eugene, OR) 용액으로 가볍게 섞고 상온

의 어두운 장소에서 60분간 반응시켰다. 각 시료는 2×104개

의 세포에서 PI 형광도를 분석하였다.

6 . We s t e rn Bl ot Ana ly s i s

St acking 겔과 separat ing 겔은 4%와 12%polyacrylamide

의 조성으로 하였다. BSA를 표준 단백질로 하여 Coomass ie

br i l l iant blue 방법으로 측정한 단백질을 약 2 mg/mL 되도

록 조정하여 각 홈에 20 mL씩 넣고 수직형 전기 영동을 200

Volt에서 45분동안 실시하였다(BIO-RAD Mini-Prot ean Ⅱ) .

단백질 분자량은 SDS molecular weight markers ki t (Sigma ,

MW-SDS- 70 L)를 기준으로 하였다. 상기방법으로 전기영동한

겔은 Mini t ransblot ce l l (IO-RAD Mini-Prot ean Ⅱ)를 이용

하여 4℃에서 250 mA, 100 V로 1시간 동안 nit rocel lulose

membrane으로 이동시켰다. 그 후 3% BSA가 포함된 25℃

Blot to solut ion (pH 7.4)에서 1시간 동안 blocking한후 각

암유전자의 산물에 대한항체가들어있는 4℃ 0.2%tween-20

in PBS에서 밤새 교반하였다. 이를 alkal ine phosphat ase

conjugat ed ant i-Rabbit Immunoglobul ins (Sigma , UK,

A-2306)로 25℃에서 60분간 반응시키고 세척한 후 3%

5-Bromo-4-chloro-3- indoylphosphat e p- toluidine sal t

(BCIP)와 0.015%p-nit roblue t et razol ium chlor ide (NBT)가

들어있는 carbonate buf fer (0.1 MNaHCO3 , 1.0 mMMgCl2 , pH

9.8)로 발색시켰다.

결 과

1. Ag aros e ge l e l e c t r ophor e s i s

K562 세포에 방사선을 10 Gy 조사한 후 48시간에 걸쳐 12

시간 간격으로 관찰하였을 때, DNA ladder를 관찰할 수 없었

다(Fig. 1A) . 이러한 현상은 geni st ein을 투여한 세포들에서

도 동일한 현상을 관찰할 수 있었지만(Fig. 1B) , 방사선 조

사 후 herbimycin을 투여한 세포들에서는 36시간째부터 시작

하여 48시간째 확연한 DNA ladder를 관찰할 수 있었다(Fig.

1C) .

2 . TUNEL as s ay

형광현미경하에서 연두색의 형광을 나타내는 DNA frag-

ment ion이 일어난 세포를 apotos i s가 일어난 세포로 간주하

고, 이를 양성으로 계수하여 전체세포 수에 대한 percent age

로 나타내었다. 방사선만 조사한 세포들과 방사선과

genist ein 투여 후 48시간째 관찰한 세포들에서는 DNA

fragment at ion의 관찰이 힘들었고(Fig. 2A, B) , 10%미만의

apoptosi s 양성 세포의 빈도를 관찰할 수 있었지만, 방사선

조사 후 herbimycin A를 투여한 세포들에서는 30∼35%빈도

Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of DNA extracts from K562 cells. A) Cells
irradiated with 10 Gy X-ray, B) 10 Gy irradiated cells incubated with 50 uM
genistein C) 10 Gy irradiated cells incubated with 500 nM herbimycin A.
Cells were incubated for 12, 24, 36 and 48 h after initiation of all treatment
C (Control).
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로 apoptos i s 양성 세포들이 관찰되었고 이러한 소견은 배양

시간을 길게 할수록 더욱 확연하였다(Fig. 2C, 3) .

3 . We s t e rn b l ot ana ly s i s

K562 세포에 방사선만조사한군과 방사선 조사 후에 her-

bimycin A투여군 및 geni st ein 투여군의 ant i- apoptos is 단

백들인 bcl-2와 bcl-XL와, promotor bax의 발현을 대조군과

함께 24 및 48시간째 관찰하였다. bc l-2의 경우 방사선을 조

사하지 않았던 대조군에 비하여 전체적인 발현은 증가되었

지만 방사선 및 약제간의 발현의 차이는 없었다. bc l-XL과

bax는 대조군에 비해 방사선 및 약제간의 발현의 차이를 관

찰할 수 없었다(Fig. 4) . 다른 여러 연구자의보고에서 여러

종류의 bcl-2 관련 유전 단백의 발현과 apoptosi s와의 연관

을 보고하는 연구 결과가 많지만, 본 연구에서 관찰한

herbimycin A 투여 후의 apoptosi s 발현과 bcl-2 fami ly와

연관성을 찾기 힘들었다.

4 . Ce l l cy c l e ana ly s i s

K562 세포에 방사선을 10 Gy 조사하였을 때 나타나는 세

포 주기의 변화는 Fig. 5A에서 관찰되는 바와 같이 시간이

경과함에 따라 전형적인 G2/Mblock의 소견을 보인다. 이러

한소견은 geni st ein을 투여했을 경우에는 특별한 변화를보

이지 않지만(Fig. 5B) , herbimycin A을 투여했을 경우에는

12 시간째부터 G2/Mblock이소실되면서 세포가 세포 주기를

Fig. 4. Western blot analysis for bcl-2, bcl-XL and bax protein
expression in K562 cells incubated for 24 and 48 h with : R;
Cells irradiated with 10 Gy X-ray, RG; 10 Gy irradiated cells
incubated with 50 uM genistein, RH; 10 Gy irradiated cells
incubated with 500 nM herbimycin A.

Fig. 2. Photomicrograph (400×) of K562 cells stained with
TUNEL method. A) Cells irradiated with 10 Gy X-ray, B) 10
Gy irradiated cells incubated with 50 uM genistein, C) 10 Gy
irradiated cells incubated with 500 nM herbimycin A. Cells
were incubated for 48 h after initiation of all treatment.

Fig. 3. Percentage of apoptotic cells with TUNEL assay in
K562 cells treated with 10 Gy X-ray with genistein or her-
bimycin A. genistein was added 50 uM. herbimycin A was
added 500 nM. Cells were incubated for 48 h after initiation
of all treatment.
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재 순환하는 양상을 보이며, 48시간째 관찰한 소견에서는

G2/Mblock이 거의 소실된 양상을 띠며 이러한 소견은 apop-

tos i s의 유도가 일어나는 시간대와 일치하는 소견을 관찰할

수 있었다(Fig. 5C) .

고안 및 결론

방사선에 의하여 유도되는 여러 가지 유전자의 활성화 과

정에 prot ein kinase (PK)의 작용이관여한다고 알려져 있으

며, Hal lahan 등8 )은 st aurospor ine과 같은 PK 억제제를 이

용하여 종양세포에서 방사선에 대한 감수성을 증강시키는

결과를 보고하여 PK의 방사선에 대한 감수성 조절 인자로서

의 역할을 보고하였다. 방사선에 의하여 활성화되는 여러

가지 PK중에서도 prot ein kinase C (PKC)의 역할에 대하여

는 많은 연구 결과가 보고되었고, 방사선에 의한 PKC의 활

성화는 전단계 과정에서 tyros ine phosphorylat ion을 필요로

한다.9 , 10 )
또한 방사선에 의하여 c-Abl tyrosine kinase가

활성화되며, CML의 molecular hal lmark인 p210bcr / ab l를 세포

유전자 전이에 의하여 표현하는 세포는 정상 세포에 비하여

방사선에 대하여는 높은 내성을 보인다는 연구 결과를 보고

하여, 세포내 신호전달 과정 중의 PTK가 방사선에 대한 내

성에 중요한 역할을 하고 있음을 시사하였다.10 , 11) Nishi i

등12 )은 BaF3 세포를 대상으로 방사선 조사 또는 etoposide

처치후에 관찰한 apoptosi s의유도 실험에서 p210 mut ant의

활성화는 apoptosi s의 유도를 억제함을 보고하여 chimer ic

prot ein의 ant i- apoptos is 기전을 확인하였다.

이러한 PTK의 방사선에 의한 내성과 관련된 apoptos is 유

도를 연구하기 위해본 연구자들이주목한 PTK inhibi tor s는

herbimycin A (HMA)과 geni st ein이다. HMA는 cel l-permeable

pot ent PTK inhibi tor로 bone resorpt ion에 관련된 c- src를

억제하며, non- receptor prot ein kinases에 선택적인

ant agoni st로 알려져 있다.13 , 14 ) Geni st ein은 soybean 및

tofu에 풍부히 함유된 receptor- type prot ein kinases의 선

택적 ant agonist로 알려져 있다.15 , 16 ) 본 연구에서 관찰한

apoptosi s의 정성, 정량 분석에서, 방사선 조사 후 관찰할

수 없었던 apoptosi s가 HMA투여 후 관찰되는 결과는 HMA가

bcr/ abl 및 src genes에 의해 encoded된 PTK를 비가역적으로

억제한다고 추론할 수 있었다. 이러한 결과는 Okabe 등17 , 18 )

Fig. 5. Variations in cell cycle distribution of K562 cells incubated for 12,
24 and 48 h with :A) Cells irradiated with 10 Gy X-ray B) 10 Gy
irradiated cells incubated with 50 uM genistein C) 10 Gy irradiated cells
incubated with 500 nM herbimycin A (Markers M1, 2, 3 and 4 in the
plots correspond to cells and cells in G0/ G1, S, and G2/ M phases,
respectively).
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이 immune complex kinase assay에서 HMA로 처치한 Ph (＋)

K562 세포의 p210bcr / ab l의 활성화가 소실됨을 관찰하였던 연

구 결과와 동일하였다. Riordan 등7 )은 방사선 조사와 상호

작용에 필요한 HMA의 농도는 K562 세포에서 tyrosine

res idues에 인산화 상태의 단백질의 세포 양을

감소시키는데 요구되는 양과 유사하며, 이러한 인산화 작용

들은 대부분이 chimer ic bcr/ abl 단백의 PTK활성화에 기인

하였다는 연구 결과와, 다양한 CML 세포주에서 HMA가 apop-

tos i s를 유도하는 능력은 세포주들의 phosphotyrosyl

prot eins의 basal level과 반비례하며, 이는 HMA가

phosphotyrosyl prot eins의 인산화의 감소와 직접적인 연관

성을 설명할 수 있다는 연구 결과 및 K562 세포를 HMA와 함

께 배양 시켰을 때 immune complex kinase assay에서 PTK

act ivi ty를 억제하는데 요구되는 HMA의 농도는 apoptosi s를

유도하는데요구되는 농도와 유사하다는 여러 가지 연구 결

과를 토대로 HMA가 K562 세포에서 방사선 조사 후에

p210bcr / ab l의 PTK의 활성도를 억제함으로서 apoptosi s의 유도

를 조장한다는 가설의 증거들을 제시하였다. 본 연구에서

geni st ein에 의한 apoptos is의 유도 실패의 분석에서는

geni st ein은 p210bcr / ab l에 비선택적인 PTK inhibi tor 이므로

K562 세포에서 phosphotyrosyl prot ein을 감소하지 못할 뿐

만 아니라 apoptosi s의 유도 또한 실패한 것으로 추론하였

다.

HMA가 K562 세포에서 방사선 조사 후에 apoptos i s의 발현

을유도하는 기전 연구의 일환으로 연구자들은 apoptosi s 관

련 유전 단백 및 세포 주기의 변화에 주목하였다. 최근 여

러종류의 bcl-2 관련유전 단백의 발현과 apoptosi s와의 연

관을 보고하는 연구 결과가 많고, ant i- apoptot ic prot ein으

로 bcl-2와 bcl-XL을 주목하였고 bax와 같은 promotors의 비

(rat io)가 직접적인 영향을 준다고 보고하였다.19 , 20 ) 본 연

구에서는 HMA의 작용에 따른 유전 단백의 변화는 bcl-2

fami ly와 연관성을 찾기 힘들었다. Zhu 등2 1 , 22 )도 bcr/ abl

t ransgenes의 발현은 bcl-2의 발현을 증가시킨다고 보고하

여, HMA는 ant i- apoptot ic genes를 downregulat ion하여궁극

적으로는 p210bcr / ab l의 PTK의 활성도를 억제하는 기전을 가설

으로 하여 연구를 진행하였다. 하지만 방사선 조사만 한 세

포들과 HMA를 투여한 세포들 사이에서 최근 apoptosi s와 관

련된 유전 단백 발현의 차이를 관찰할 수 없었다. 이는

Nishi i 등12 )이 보고한 p210bc r / a b l을 발현하는 BaF3 세포에서

apoptos is와 연관된 bcl-2 관련 유전 단백의 변화를 관찰할

수 없었다는 보고와 유사하였다. 본 연구의 결과 또한 K562

cel ls에 의한 apoptosi s의유도는 이러한 apoptosi s 조절단

백의 발현과의상관성은 미약하다고 결론 지을 수 있었다.

세포 주기의 분석에서는 정상적인 세포에 방사선을 조사

한 경우에는 G1 세포주기에서 세포의 성장이 멈추는 현상이

대부분에서 나타나며, 이 과정에 c- abl tyrosine kinase가

관여한다는 보고23 )와 여러가지 종양세포에서는 방사선 조사

이후 G1 block이 소실되는 것을 관찰하였고, 이러한 현상과

방사선에 대한 내성 사이에 연관성을 시사하는 보고24 )를 기

초로 하였다. 본 연구에서 K562 세포로 실험한 바에 의하면

10 Gy의 방사선 조사 후 G1 주기의 세포는 거의 관찰할 수

없었고 완연한 G2/Mblock의 소견이 48시간째까지 관찰되었

다. 이러한 현상은 geni st ein을 투여한 실험에서도 동일한

결과를 얻었다. 특이한 소견은 herbimycin A를 투여한 세포

들에서는 12시간째부터 G2/Mblock이 점차 해소되는 양상과

더불어 48시간째에는 세포 주기의 재 분포가 이루어지는 소

견을 관찰할 수 있었다. 이러한 소견을 apoptos i s의 발현과

연관하여유추해볼 때, G2/Mblock의 해소 혹은 G1 block의

회복과 apoptos i s의 유도와의 연관성을 유추할 수 있으며,

이는 연구자들이 저 pH상태의 SCK세포에서도 apoptos is의

유도에 이르는 세포 주기의 변화에서 일관되게 관찰한 바

있었다.25 ) 또한 PTK에 특이적으로 작용하는 억제제인

herbimycin A는 K562 세포의 증식을 억제하면서 G0/ G1 phase

에서 세포의 축적을 유발한다는 보고26 )를 감안할 때, PTK와

이와 관련한 신호전달 과정이 관련되어 있을 것으로 생각한

다. 신호 전달 과정의 명확한 이해는 방사선에 의해 유도되

는 apoptos i s에 대한 내성 극복의 향후 연구 과제로 인식된

다.
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Ra d ia t io n - in d u ce d Ap o p t o s is is Diffe re nt ia lly
Mo d u la t e d b y PTK In h ib it o rs in K56 2 Ce lls

Hyung Sik Lee , M.D.* , Chang Woo Moon, M.D.* , Won J oo Hur, M.D.*

S u J in J eong, M.S .† , Min Ho J eong, M.D.† , J eong Hyeon Lee , M.D.‡

Young J in Lim, M.D.§ a nd Heon J oo Pa rk, M.D., Ph.D.§

* Department of Radiation Oncology, †Microbio logy, ‡Paras ito logy,
College of Medic ine , Dong- A Univers ity, Pusan, Korea

§Department of Microbio logy, College of Medic ine , Inha Univers ity, Incheon, Korea

Purpos e :The effect of PTK inhibitors (herbimycin A and genistein) on the induction of radiation- induced
apoptosis in Ph- positive K562 leukemia cell line was investigated.
Mate ria ls and Methods : K562 cells in exponential growth phase were irradiated with a linear accelerator
at room temperature. For 6 MV X- ray irradiation and drug treatment, cultures were initiated at 2x106

cells/mL. The cells were irradiated with 10 Gy. Stock solutions of herbimycin A and genistein were
prepared in dimethyl sulphoxide (DMSO). After incubation at 37℃ for 0∼48 h, the extent of apoptosis
was determined using agarose gel electrophoresis and TUNEL assay. The progression of cells through the
cell cycle after irradiation and drug treatment was also determined with flow cytometry. Western blot
analysis was used to monitor bcl-2, bcl-XL and bax protein levels.
Re s ults : Treatment with 10 Gy X- irradiation did not result in the induction of apoptosis. The HMA alone
(500 nM) also failed to induce apoptosis. By contrast, incubation of K562 cells with HMA after irradiation
resulted in a substantial induction of nuclear condensation and fragmentation by agarose gel electro-
phoresis and TUNEL assay. Genistein failed to enhance the ability of X- irradiation to induce DNA
fragmentation. Enhancement of apoptosis by HMA was not attributable to downregulation of the bcl- 2 or
bcl- XL anti- apoptotic proteins. When the cells were irradiated and maintained with HMA, the percentage of
cells in G2/M phase decreased to 30∼40% at 48 h. On the other hand, cells exposed to 10 Gy X-
irradiation alone or maintained with genistein did not show marked cell cycle redistribution.
Conc lus ion :We have shown that nanomolar concentrations of the PTK inhibitor HMA synergize with
X- irradiation in inducing the apoptosis in Ph (＋) K562 leukemia cell line. While, genistein, a PTK inhibitor
which is not selective for p210bc r/a bl failed to enhance the radiation induced apoptosis in K562 cells. It is
unlikely that the ability of HMA to enhance apoptosis in K562 cells is attributable to bcl- 2 family. It is
plausible that the relationship between cell cycle delays and cell death is essential for drug development
based on molecular targeting designed to modify radiation- induced apoptosis.
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