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서 론

종양 세포에 전리 방사선을 조사하면 수 시간 내에

가 일어나게 된다apoptosis .1 4)˜ 전리 방사선은 death

에도 영향을 주어 종양 세포가 더 많은receptor apoptosis

를 유도 할 수 있게 간접적으로도 작용하는데 는 이러Fas

한 에 의한 유도에 역할을 한다death receptor apoptosis .5˜

8) 전리 방사선에 노출된 림프구 뇌종양 세포와 약물 처리,

한 간암 세포의 세포사에 의 상호작용이 역Fas:Fas ligand

할을 한다고 보고되었다.5,9,10) 또한 전리 방사선은 여러 종

류의 암세포에서 에 의한 를 유발할 수 있는Fas apoptosis

반응강화 물질로 작용한다.11)

본 연구자들은 의 수준이 유전자 변이에 의apoptosis Fas

해 조절됨을 마우스에서 연구한 바 있다lpr .12) 유전자Fas

변이 마우스에서 방사선에 의한 가 대조군에 비apoptosis

하여 감소하였으며 이는 의 발현 수준과 관련 있는 것p53

으로 나타났다.

이를 더 확장하여 본 연구에서는 유전자 변이인Fas lpr

마우스와 유전자 변이인Fas ligand gld 마우스를 이용하여

전리 방사선에 의해 유도되는 에서 과apoptosis p53 apopt-

관련 유전물질이 와 의 발현에 따라osis Fas Fas ligand

apopt 에 어떤 역할을 하는지 관찰하고자 하였다osis .

대상 및 방법

실험 동물 및 방사선 조사1.

의 변이를 보이는Fas C57BL/6J-Faslpr 마우스와대조군인

C57BL/6J 마우스 의 변이를 보이는, Fas ligand C3H/HeJ-

Fasgld 마우스와 대조군인 마우스를 사용하였다C3H/HeJ .

마우스는 주령의 웅성 마우스로서 연세대학교 실험동물8

부에서 상태로 공급받았으며SPF (specific pathogen free)

방사선에 의한 에서 의 역할Apoptosis Fas/Fas L

연세대학교 의과대학 방사선종양학교실 두뇌한국 의과학 사업단, 21

김 성 희성 진 실,

목 적: 변이를 보이는Fas lpr 마우스와 변이를 보이는Fas ligand gld 마우스를 이용하여 in vivo에서 와Fas Fas

의 발현이 전리 방사선에 의해 유도되는 에서 어떤 역할을 하는지 조사하고자 하였다ligand apoptosis .

대 상 및 방 법 : 의 변이를 보이는Fas C57BL/6J-Faslpr 마우스와 대조군인 마우스 변이를 보이C57BL/6J , Fas ligand

는 C3H/HeJ-Fasgld 마우스와 대조군인 마우스를 대상으로 하였다 마우스는 주령 웅성으로서 전신 방사C3H/HeJ . 8

선 조사하여 일정 시간 후 비장을 적출하였다 조직을 염색하여 유도 수준을 비교 분. hematoxylin-eosin apoptosis

석하였다 또한 조절 물질인. apoptosis p53,Bcl-2, Bax, Bcl-XL,Bcl-X S에 대하여 을 시행하고 발현Westernblotting

수준을 로 분석하여 관련된 기전을 연구하였다densitometry .

결 과: 와 조사시에2.5 Gy 1 0 G y C57BL/6J-Fas lpr 마우스와 C3H/HeJ-Fasgld 마우스에서대조군에비하여 방사선에의

한 가 유의하게감소되는 것으로 나타났다apoptosis (p 0.05).C57BL/6J＜ 마우스와, C3H/HeJ 마우스에서 방사10 Gy

선 조 사 후 가 시 간 째 에 각 각 배 배의 증가를보였으나Bax 8 3 , 3 . 3 C57BL/6J-Faslpr 마우스와,C3H/HeJ- Fasgld 마우스

에서는 뚜렷한 발현증가가 관찰되지 않았다.

결 과: 의변이가있는Fas lpr 마우스와 의 변이가있는Fas ligand gld 마우스에서 방사선에 의한 가 대조apoptosis

군 보다 현저하게 낮으며 이는 방사선에의한 의 유도가 미약한것과연관된것으로나타났다 방사선에 의한Bax .

유도에 의 역할이 매우 중요한 것으로 보인다apoptosis Fas .

핵심용어 : 방사선, Apoptosis, Fas, lpr, Fas ligand, gld
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사육 상자 당 마리씩 사육하였다 이들은 연세대학교 실5 .

험동물부의 지침에 따라 온도(22o 습도 가 일정하게C), (55%)

유지된 환경에서 무균음수와 멸균사료로 사육되었다 방사.

선 조사는 치료용 선형가속기(Varian Co. Milpitas, CA,

를 이용하여 의 전신 방사선 조사를 시USA) 2.5 Gy, 10 Gy

행하였다 조사 후 시간과 시간에 마우스를 경추 탈구사. 4 8

시킨 후 비장을 채취하였다.

의 평가2. Apoptosis

채취한 조직의 일부를 고정액에 고정시켜서 파라핀에

포매하고 4μ 절편을 만들어 염색을m hematoxylin-eosin

시행하였다 이미 보고된 의 형태학적 특징에 따. apoptosis

라,13) 마우스의 조직표본에서 의 수준을 평가하였apoptosis

다 의 평가는 광학 현미경 하에서 시행하. Apoptosis 400 X

며 개의 세포핵 당 나타난 의 수를, 1000 apoptosis apoptotic

로 나타내었다 각각의 는 실험자 명이 번index (A.I.) . A.I. 2 3

씩 계수하여 평균값을 구하였다.

을 이용한 유전물질의 검사3. Western blotting

채취한 조직의 일부를 을 이용하여Western blotting

apop 와 관련된 유전물질의 발현을 분석하였다 채취한tosis .

조직의 약 1 mm3을 잘게 부수어 인산 완충액 으로(pH 7.4)

회 세척한 후3 100 mM HEPES, 200 mM NaCl, 20% glyc-

erol, 2% NP40, 2 mM EDTA, 40 mM β-glyceraldehyde-

phosphate, 2 mM sodium fluoride, 1 mM DTT, 1 mM

sodium orthovanadate, 0.2 mM phenylmethylsulfonyl

fluoride, 5μg/ ml leupeptin, 2μ 등을 포함한g/ml aprotinin

냉각 완충액에서 시간 처리하였다 이를1 . 4o 에서 분간C 20

원심분리하여 단백질이용해되어있는 상층액을 얻었다 얻.

은 단백질 용액은 에서 전기 영동 시킨polyacrylamide gel

후 으로 이동시켰다 이를 탈지nitrocellulose membrane . 5%

유와 를 포함하는0.1% Tween- 20 Tris-buffered saline

에 시간 동안 처리하고 분석하고자 하는 각 유전자(TBST) 2

에대한 차 항체로 시간처리하였다 다시 로 세척하1 2 . TBST

고 horseradish peroxi 가 접합되어 있는 차 항체로 시dase 2 1

간 처리한 후 ECL Western blotting detection system

을 사용하여(Amersham, UK) luminescent image analyzer

로 의 농담을 조사하였다 발현 수준(Fuji film, Japan) band .

의 평가는 densitometry (Amer 를 이용하여 분석sham, UK)

하였다 사용된 항체는. p53 (Ab7, Oncogene Science,

Manhasset, NY, USA), Bcl-XL/S (BD Biosciences, San Diego,

CA, USA), Bcl-2 (N-19, Santa Cruz Biotechnology, Santa

Cruz, CA, USA), Bax (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA),

-Tubulin (Oncogene Science, Manhα 등으asset, NY, USA)

로 생산회사가 추천하는 농도를 사용하였다.

의 분석4. Data

각 의 분석은 회 반복의 실험 결과를 로data 3 mean±SE

나타내었다 검정을 이용하여 유의수준을 검사. Student-t

하였다.

Fig. 1. Radiationinducedapoptosis by t ime inrad ia t i ondose ,2 .5Gy (A)and10Gy(B ) .Da taareshownforC57BL/6J ( )andC57BL/6J-? Faslpr

( ). Apoptotic index is percent number of apoptotic body per 1000 nuclei. Vertical bars are standard errors of mean.?
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결 과

방사선에 의한 의 유도1. apoptosis

전신 방사선 조사를 시행한 마우스에서 일정시간마다

채취한 비장을 염색한 후 의 형hematoxylin-eosin apoptosis

태학적 특징에 따라 광학 현미경하에서 의400 X apoptosis

수준을 평가하였다 방사선 조사 후. 10 Gy C57BL/6J-Faslpr

마우스와 C3H/HeJ-Fasgld 마우스에서 이들의 대조군인

C57BL/ 6J 마우스와 마우스에 비하여 상대적으로C3H/HeJ

apopt 가 감소됨이 관찰되었다osis .

유도되는 의 양적인 수준을 분석하여 보면apoptosis , 2.5

조사 시에Gy C57BL/6J-Faslpr 마우스와 대조군인 C57BL/6J

마우스에서 방사선에 의한 의 최대치 가 시apoptosis A.I. 8

간 째 로 나타났다23.4±1.0%, 38.2±1.2% (Fig. 1A).

C3H/HeJ- Fasgld 마우스와 대조군인 마우스에서는C3H/HeJ

로 나타나 유전자 변이 마우스22.2±1.5%, 27.8±0.7% Fas

와 유전자 변이 마우스 모두에서 방사선에의한Fas ligand

ap 가 유의하게 감소되는 것으로 나타났다optosis (Fig. 1B)

조사 시에(p 0.05). 10 Gy C57BL/6J-＜ Faslpr 마우스와 대조

군인 C57BL/ 마우스에서 의 최대치 가 시간6J apoptosis A.I. 8

째 29.2±1.0%, 3 로 나타났으며9.9±2.1% , C3H/HeJ-Fasgld

마우스와 마우스에서 로C3H/HeJ 27.9±1.3%, 35.3±1.7%

에서도 유전자 변이 마우스에서 가 유의하10 Gy apoptosis
게 감소되는 것으로 나타났다(Fig. 2A, B)(p 0.05).＜

에서 조절 물질의 변화2. 25 Gy apoptosis

p53, Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-XS 및 등 유전자 산물들의Bax

발현을 으로 검사하고 발현 수준의 비교Western blotting

평가는 를 이용하여 분석하였다densitometry . C57BL/6J 마

우스와, C3H/HeJ 마우스에서 방사선 조사 후 가10 Gy Bax

시간째에 각각 배 배의 증가를 보였으나8 3 , 3.2

C57BL/6J-Faslpr 마우스와, C3H/HeJ-Fasgld 마우스에서는 뚜

Fig. 2. Radiationinducedapoptosis by time inradiationdose,2.5 Gy (A)and 10 Gy (B). Data are shown forC3H/HeJ( ) andC3H/HeJ-? Fasgld

( ). Apoptotic index is percent number of apoptotic body per 1000 nuclei. Vertical bars are standard errors of mean.?

Fig. 3. Westernbolttinganalysis for Bax inspleen.Densitometric
analyses are plotted for C57BL/6J-Faslpr ( ), C57BL/6J ( ),? ?
C3H/HeJ-Fasgld ( ) a n dC3H /He J ( ) a s a f un c t i o n o f t imea f t e r? ?
10 Gyirradiation. Vertical bars are standard errors of mean.

0h     4h     8h  

C57BL/6J-Fas
lpr  

C57BL/6J  

C3H/HeJ-Fas gld  

C3H/HeJ  
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렷한 발현증가가 관찰되지 않았다(Fig. 3). p53, Bcl-2,

Bcl-XL, Bcl-XS 등의 발현 변화는 미약하였으며 에, 2.5 Gy

서는 관찰한 모든 유전자 산물의 발현 변화가 미약하였다.

고안 및 결론

는 같은 세포 내 조절물질이나 기Apoptosis p53 Fas/FasL

작 같은 세포 외 신호전달을 통하여 활성화 될 수 있다 조.

직의 종류 독성 물질의 종류 세포의 상태에 따라, ,

가 어떠한 기작으로 활성화될지 결정된다 그러나apoptosis .

apoptos 의 활성화에 있어서 세포 내 조절물질과 세포 외is

신호전달을 통한 기작 간의 상호관계는 잘 알려지지 않았

다 따라서 전리 방사선이 의 발현에 따라 세포 내. Fas/FasL

apoptosis 조절물질에 미치는 영향을 관찰하고자 하였다.

lpr 마우스와 gld 마우스에서 와 방사선 조2.5 Gy 10 Gy

사 시 대조군에 비하여 가 감소됨이 관찰되었다apoptosis .

이러한 결과는 등이booker in vitro에서 연구한 결과와 일

치하는 것으로 나타났다.14) lpr 마우스는 를 배경C57BL/6J

으로 하고, gld 마우스는 를 배경으로 하는 마우스C3H/HeJ

로서 마우스 종류 에 따라 방사선에 대한 반응이 달(strains)

라 질 수도 있다.15) 그러나 lpr 마우스와 gld 마우스에서

가 감소된 것은 각각의 종류 차이에도 불구하고apoptosis

가방사선에의한 에 역할을 한다는 것을Fas/FasL apoptosis

암시한다.

와 의 유전자가 변이되었음에도Fas Fas ligand apoptosis

가 관찰되는 것은 방사선에 의한 유도에 있어서apoptosis

나 가 주요 역할을 담당한다면 이들이 변이된 본Fas FasL ,

실험 설정에서 의 발현이 나타나지 않아야 할 것apoptosis

이다 그러나 본 연구결과 방사선에 의한 가 감소. apoptosis

된 상태로 발현된 것은 기작은 여러 가지Fas/FasL apo-

기작 중 하나이며 가 완전한 기능을 못하더ptosis Fas/FasL

라도 다른 기작을통하여 가 이루어짐을 시사하apoptosis

고 있다 이는 등이 연구 보고한 결과와 일치하고 있. Reap

다.5)

lpr 마우스와 gld 마우스에서 공통적으로 방사선10 Gy

조사 시 대조군과 비교하여 p53, Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-XS 은

변화가 없는 반면 의 발현은 대조군과 차이가 있는 것, Bax

으로 나타났다 즉. lpr 마우스와 gld 마우스 각각의 대조군,

에서는 의 발현이 방사선 조사 시간째에 배 배의Bax 8 3.3 , 3

증가를 보였으나 유전자 변이 마우스에서는 뚜Fas/Fas L

렷한 증가가 관찰되지 않았다 전리 방사선은 을 활성. p53

화시키고 이로 인해 가 활성화되는 것으로 알려져 있Bax

다 그럼에도 불구하고 증가 없이 의 변화가 나타. p53 Bax

난 것은 본 연구에서 관찰한 시간이비교적 후기였던 것과

유관하다고 생각된다 즉 그간의 연구 결과에 의하면 전리.

방사선에 의해 의 발현이 최고조에 이르는 시간이 조p53

사 후 시간 사이로1 2 ,˜ 16 19)˜ 본 연구에서는 가 최apoptosis

고에 이르는 시간과 시간 만을 관찰하여 의 뚜렷한4 8 p53

발현 변화를 보지 못하였다고 생각된다 또한 에서. 2.5 Gy

모든 조절 물질의 발현 변화가 미약한 것도 관찰 시간에

따른 오차로 생각되어진다.

의 변이가 있는Fas lpr 마우스와 의 변이가 있Fas ligand

는 gld 마우스에서 방사선에 의한 가 대조군 보다apoptosis

현저하게 낮으며 이는 방사선에 의한 의 유도가 미약Bax

한 것과 연관된 것으로 나타났다 따라서 방사선에 의한.

유도에 의 역할이 매우 중요한 것으로apoptosis Fas/FasL

보인다.
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Abstract

T h e R o l e o f F a s / F a s L in R a d i a t i o n I n d u c e d A p o p t o s i s in v i v o

Sung Hee Kim, M.S. and Jinsil Seong, M.D., Ph.D.

Department of Radiation Oncology, Yonsei University Medical College,
Brain Korea 21 project for Medical Science, Yonsei University Medical College, Seoul, Korea

Purpose: T h e in teract ion o f t he F a s : F a s l igand h a s b e e n r e c o g n i z e d to p lay a n i m p o r t a n t ro le in radia -
t ion- induced a p o p t o s i s . The p u r p o s e of this s tudy w a s t o inves t iga te the ro le o f F a s a n d F a s l i gand
m u t a t i o n s , in rad ia t ion - induced apoptos is in vivo .
Materials and Methods M i c e wi th a m u t a t i o n in the F a s ( C 5 7 B L / 6 J -Fas lpr) a n d its n o r m a l c o n t r o l ( C 5 7 B L / 6J )
a n d the F a s l igand ( C 3 H / H e J - F a sgld ) a n d its n o r m a l c o n t r o l ( C 3 H / H e J ) , w e r e u s e d in this s tudy . E i g h t - w e e k
old male mice w e r e g iven w h o l e b o d y rad ia t ion . A f te r i r rad ia t ion, t he m i c e w e r e k i l led a t va r ious t ime
interva ls , a n d t h e i r s p l e e n s co l l ec ted . T i ssue s a m p l e w a s s ta ined wi th hematoxy l i n -eos in , a n d t h e n u m b e r s o f
apopto t ic cel ls s c o r e d . The regu la t ing mo lecu les of apop tos i s inc lud ing the p 5 3 , B c l - 2 , B a x , Bc l -X L a n d
Bcl-X S g e n e s w e r e a lso ana l yzed b y W e s t e r n b lo t t i ng .
Results: Wi th 2.5 G y a n d 10 G y of i r rad ia t ion, t he leve ls o f apop tos i s w e r e l o w e r in the C 5 7 B L / 6 J -Fas lpr a n d
C 3 H / H e J -Fas gld m i c e than in the c o n t r o l m i c e (p 0 .05 ) . W i th the exp ress ion of a p o p t o s i s regu la t i ng
m o l e c u l e s , t he B a x w a s i n c r e a s e d in b o t h the C 5 7 B L / 6 J a n d C 3 H / H e J mice in r e s p o n s e to rad ia t ion ; the
peak leve ls o f B a x in the C 5 7 B L / 6 J a n d C 3 H / H e J w e r e 3 and 3.3- fo ld h i g h e r af te r 8hr , respec t i ve l y . H o w e v e r
the B a x w a s n o t i n c r e a s e d in e i the r t he C 5 7 B L / 6 J -Fas lpr or C 3 H / H e J -Fas gldm i c e . T h e p 5 3 , Bcl -X L, Bc l -X S a n d
Bc l -2 s h o w e d no s ign i f i can t c h a n g e s in the C 5 7 B L / 6 J -Fas lpr, C 3 H / H e J - F a sgld , C 5 7 B L / 6 J a n d C 3 H / H e J m i c e .
Conclusion T h e leve ls o f rad ia t i on - i nduced apop tos i s w e r e l o w e r in the lpr and gld , t han the c o n t r o l m ice ,
wh ich s e e m e d t o b e re lated t o the l eve l o f B a x ac t i va t ion d u e to the rad ia t ion in the lp r and g l d m i c e . Th is
resu l t sugges ts tha t Fas /Fas L p l a y s an i m p o r t a n t ro le in rad ia t i on - i nduced a p o p t o s i s in vivo .

Key Words Rad ia t i on , A p o p t o s i s , F a s , l p r, F a s l i g a n d , gld


