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서 론

세포는 세포 외부에서 오는 정보를 수집하고 이 정보에대

응하는반응을함으로서세포자신뿐만아니라그세포가속

한 개체의특성을결정한다 방사선을포함한항암치료에 적.

용되는 공통적인 세포반응의 하나로 의 유도가 인apoptosis

정되고 있다.1) 그러나 현재까지 연구 결과로는 방사선에 특

이적인 신호전달경로는 분명하지 않은 것으로 알려져 있다.

세포의 신호 성장 신호 산화 환원 신호등의 신호전stress , , -

달경로들과 부분적으로 중첩되어 있다.

일반적으로 방사선에 의해 유도되는 여러 가지 유전자의

활성화 과정에 의 작용이 관여한다고 알protein kinase (PK)

려져 있다 방사선에 의하여 활성화되는 여러 가지 중에. PK

서도 의 역할에 대해서는 많이 연구가 되었으며PKC

과같은 억제제가 다양한 세포에서 방사선staurosporine PKC

감수성을 증강시킨다.2) 이러한 의 활성화는 전 단계 과PKC

정에서 인산화를필요로한다tyrosine .3) 또한방사선에의하

여 를 비롯하여 아직 밝혀지지 않은 것c-abl tyrosine kinase
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을 포함한 다양한 들이 활성화protein tyrosine kinase (PTK)

된다.4) 따라서 다양한 가 활성화되므로 세포내 신호전달PTK

과정 중 가PTK 방사선에 대한 반응에 중요한 역할을 하고

있음이 분명하다 신호는 인. PTK small GTP- binding protein

의 기능을ras 활성화시키고 의downstream serine/threonine

신호로 연결된다 의 주된 경로kinase . Serine/threonine kianse

가 를MAPK family 경유하며 여기에는, p44/42 MAPK

/ERK1/2, SAPK/JNK, p38 MAPK (HOG1) 등5 7)˜ 이 알려져 있

다 첫 번째경로는세포의성장과분화에중요하며. , growth

factor receptor ty 과 연rosine kinase, heteromeric G-protein

관된수용체 및 특이적인수용체들의 활성으로보통 경ERK

로를 활성화시킨다.8) 나머지 두 경로는 세포 성장의 정지,

혹은 면역과 세망내피계 세포의 활성에 관여하며apoptosis ,

자외선 삼투압 변화 등의 세포에 대한 와 단백질합성, stress

효소의 저해제, lipo 염증발생을 야기하는polysaccharide,

등 다양한 자극에의하여활성화된다cytokine .9) 신호MAPK

는 등의 전사인자로 이어진다Elk-1, c-jun, ATF-2, .10) 또한

NF- Bκ 의 으로 에의한활성화가알려upstream MAPKfamily

져 있으며,11) NF- Bκ 활성의 차이가 세포의 방사선 감수성을

조절하기도 한다 이러한 전사인자들은 발현 양이 변하거나.

인산화또는탈인산화등의변형을통해특정한유전자의발

현을 유발하여 세포반응을 조절한다.

본 연구실에서는 억제제인 와PTK Herbimycin A (HMA)

을 이용하여 세포의 방사선에 의한 세포사멸genistein K562

효과의 변화를유도한바있다.12) 세포는 상K562 blast crisis

태의 환자에서 유래한chronic myelogenous leukemia (CML)

세포주이다.13) 이 세포는 번 염색체의 일부가 번 염색체22 9

로 된 을가짐으로translocation Philadelphia chromosome (Ph)

서 의 활성도가 증가된PTK chimeric bcr/abl oncoprotein

(p210bcr/abl 을 발현한다 지속적으로 증가된 의 활성화가) . PTK

cytokine withdrawl, Fas liga 및항암약물치료등에의한tion

의 유도를 억제하고 실제 환자의 치료에장해apoptosis , CML

요인으로 인식되고 있다.14) 이 세포의 또 다른 특징으로 p53

이 변이된 대립형질을 가진다.15)

실험에사용한 의 억제제들은암세포의성장과사멸을PTK

연구하는데 많이 이용되고 있는 것들이다 는. HMA non-

에선택적으로작용하며receptor PTK , p210bcr/abl의 활성을 저

해하여 를 가지는 세포의 증식을 우선적으로 억제한다Ph .16)

은 에 선택적으로 작용하며Genistein receptor-type PTK

을 발현하는 세포의 증식을 우선적으로bcr/abl oncoprotein

억제하지 못한다.16,17) 두 가지 억제제는 방사선에 대PTK 한

감수성의 변화와 함께 세포사멸의 형태와 유도에apoptosis

있어서도 극명한 차이를 나타내었다 세포는방사선단. K562

독조사에 내성인 양상을 보였으며 방사선에 의하여 유도되는,

세포사멸은 oncoticnecrosis, cytoplasmic apoptosis 및 mitotic

를의심할수있는형태학적인소견을보였다 그catastrophe .

러나 는 방사선에 대한 감수성 증가와 방사선에 의한HMA

세포사멸을 촉진할 뿐만 아니라 초기에 유도되는 세포사멸,

은전형적인 에 의한것이었다 반면 은 방apoptosis . genistein

사선에 의한 세포사멸을 지연시켰다.12)

이와 같은 기존의 실험결과를 바탕으로저자는 세포K562

의 와 에의하여유도된방사선감수성및세포HMA genistein

사의 변화에 관여하는 신호전달 인자를 알고자 하였다 본.

연구에서는 세포의 내성에 관여한다고 알려K562 apoptosis

져있는 융합단백질의발현과활성을일차적으로관bcr-abl

찰하고 신호전달의 주경로인 단백질의 발,PTK MAPK family

현과 활성 그리고 전사인자 NF- Bκ 의 활성 변화를 추적하였

으며 관련된 유전자의 발현 차이까지 조사하였다.

대상 및 방법

대상 세포1.

세포는 한국세포주 은행에서 구입하였으며 회 이K562 , 10

내의 계대배양을거치면서 지수증식기의 세포들만 선택하여

실험에 이용하였다 세포 배양은. 10% fetal bovine serum,

100 U/ml penicillin, 100μ 을 함유한g/mL streptomycin

을 이용하여RPMI-1640 medium (GIBCO) 37 , 5% CO℃ 2 조건

에서 실시하였다 세포는. 2×105 로 분주하면서 주에/ml 1 2˜

회씩 계대배양하고 개월 단위로 교체하였다3 , 1 .

방사선 조사 및 약물 투여2.

지수증식기의 세포에 선형가속기6 MeV (Clinac 1800C,

를 이용하여 선량률로Varian) 200 300 cGy/min 0.5 12˜ ˜ Gy

의 방사선량을 균일하게 조사하였다 실험이 진행되는 동안.

세포는 37o 를 유지시키고 방사선 조사를 받을 때에만C 20oC

실온에서 조사하였다 방사선에 대한 세포반응의 변화를유도.

하기 위한 와 은HMA genistein (Calbiochem) dimethyl-

sul 에 고농도로 녹이고foxide (DMSO, Sigma) -70o 에 보관하C

면서 실험에 이용하였다 실험에는 세포의증식을. K562 50%

억제하는농도인 HMA 0.25μM, genistein 25μ 을방사선조M

사 후 즉시 투여하였으며 의 최종농도는 를 넘지, DMSO 0.1%

않도록 조정하였다.

3. Western blot



양광모 외 인 세포의 방사선 감수성변화의신호전달11 : K562

세포를 회수하여 의 차가운 로 분간 원1 ml PBS 12,000 g, 2

심분리하여 세척하고 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride

가 포함된(PMSF, Sigma) 1×lysis buffer(0.5% NP-40, 120 mM

에서NaCl, 40mM Tris-HCl, pH 8.0) 250 l 4μ o 분 이상 용C, 30

해하였다 상등액을 분간 원심분리하여 취하였으. 12,000 g, 30

며 를 사용하여 단백질을 정량하, Protein Assay Kit (Bio-Rad)

였다 단백질을 포함한 시료를 로 전기영동하. 12% SDS-PAGE

였다. [Mini-PROTEAN II Dual Slab Cell (Bio- Rad); 200 volts

시간 단백질 발현(Model 1000/500 Power Supply, Bio-Rad), 1 ]

변화(c-abl, phospho-tyrosine (PY99), phospho-JNK,

는 각각에대한항체phospho-ERK, phospho-p38, c-fos) (Santa

를 이용하여Cruz) enhanced chemiluminoscence (ECL, Amer-

로 반응시킨 다음sham) Fujifilm luminescent analysis system

로 현상하고(LAS)-1000 Luminescent Image Analyzer Fujifilm

을 이용하여 분석하였다Image Gauge Version 3.11 software .

활성4. Abl kinase

및1) c-abl immunoprecipitation immunoblotting

에 의한 인산화 정도의 확인은 등Abl kinase Kharbanda S

의방법 18)에 따라 실시하였으며 은Blocking 5%bovine serum

로 하였으며 일차항체는albumin (BSA) , anti-phospho-

항체로 이차항체는tyrosine (PY99) mouse immunoglobulin

로 하였다HRPO-linked whole antibody .

및2) c-abl immunoprecipitation immune complex kinase

assay

활성은 등의방법Abl kinase Dorsey JF 19)에따라측정하였

다 상기와 동일한 방법으로 면역 복합체를 형성하였으며. ,

펩타이드 인산화를 위해서는 100μ 의 펩타이드M abl

(EAIYAAPFAKKK MW=1366, NEB), 100 M ATP (Proμ mega), 5

μCi [γ-32 를P]dATP (3000 Ci/mmol, Amersham) abl kinase

와 혼합하여buffer 30o 분간반응시켰다 반응이 끝난다C, 10 .

음 25μ를 에l phosphocellulose discs (Gibco BRL) spot 하ting

고 인산 와 아세톤 으로 세척한 후에1% (Sigma) (Junsei)

으로Beckman LS 5801 Liquid Scintillation System [3H]-

의 결합을 측정하였다thymidine .

활성5. MAPK family

는1) SAPK/JNK Assay SAPK/JNK Activity Assay Kit (NEB)

를 이용하여 제조자의 지침에 따라 실시하였다.

는2) p44/42 MAPKinase Assay p44/42 MAPKinase Activity

를 이용하여제조자의 지침에따라실시하였Assay Kit (NEB)

다.

는3) p38 MAPKinase Activity Assay p38 MAPKinase

를 이용하여 제조자의 지침에 따라Activity Assay Kit (NEB)

실시하였다.

발현6. c-myc

처리된 1×107개의 세포를 회수하고 로 세척한 다음PBS

을Ultraspec-II RNA Isolation System (Biotecx Laboratories)

사용하여 를 분리하였다 역전사반응은Total RNA . Reverse

을 이용하였으며 반응 혼합Transcription System (Promega)

물은 42o 에서 시간 반응시키고C 1 , 99o 에서 분간 가열하여C 5

효소를 불활성화시켰다.

역전사 반응산물에증류수를 첨가하여 최종부피가 100 μl

가 되도록 희석하여 이 중 를 을 위한 주형10 l PCRμ 로DNA

사용하였다 반응혼합물은 최종부피 가 되도록 다음의. 100 lμ

조성으로 준비하였다. Taq DNA polymerase(Promega), 1 mM

MgCl2 와, 10×reverse transcription buffer, forward reverse

각각 반응혼합물을primer ( 50 pmoles, Bioneer). 94o 에서C 5

분간 가열한 후 다음의 조건으로 중합효소연쇄반응을 30

실시하였다cycles . 94o 분C, 1 ; 50o 분C, 1 ; 72o 분 그리고C, 3 ;

마지막으로 72o 분 반응은C, 10 , 1 cycle. PCR Perkin Elmer

을 사용하였으며 겔 전기영2400 PCR machine , 1.5% agarose

동으로 확인하였다 농도보정을 위하여. house keeping gene

β 의 발현을 측정하였다 의 염기서열은 다-actin . PCR primer

음과 같다.

* c-myc (292 bp)

sense; 5'-TCGGAAGGACTATCCTGCTG-3'

antisense; 5'-GCTTTTGCTCCTCTGCTTGG-3'

* β-actin (250 bp)

sense; 5'-CGTGGGCCGCCGCCCTAGGCACCA-3'

antisense; 5'-TTGGCCTTAGGGTTCAGGGGGG-3'

은 다음의 과정에 따라 시행하였다Northern hybridization .

에pBR322 vector c-myc (insert size, 9 Kb; ATCC 41010

유전자가 클로닝된pHSR-1) E. coli 균주로 부터 Wizard Plus

SV Miniprep Plasmid DNA Purification System (Promega)을 이

용하여 를 분리 정제하였다 분리된 를plasmid DNA . DNA 주

형으로 AccuPower 을 이용하여PCR PreMix (Bioneer) PCR을

실시하였다 산물을 전기영동. PCR 1.5% agarose gel 하여 확

인한 후 을 이용하여 정QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen)

제하였다 은. Probe labelling rediprime Random Primer La-
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를 이용하였다belling Kit (Amersham) .

TotalRNA30μ을 겔전기영동g 1.5% agarose-formaldehyde

한 다음 등의 방법에 따라Sambrook Hybond N-Plus mem-

으로 방법에 의하여 이동시켰다brane (Amersham) capillary .

은Membrane Spectrolinker XL-1000 UV crosslinker (Spectro-

을 이용하여 고정하였다 을nics) . Membrane hybridization buff-

er(DIF 5 ml, 1 M phosphate buffer, pH7.21.25ml,20%SDS

에넣고3.5 ml, 5M NaCl 0.5 ml/10 ml) 42o 에서 시간 동안 전C 2

혼성화 반응을 실시하였다 새로운 로 교체하고. buffer 95o 에C

서 분간 가열한5 [α-32 로 표지된 를 첨가하P]dCTP cDNA probe

여 42o 에서 하룻밤 반응시켜 혼성화하였다C . Mem 세척brane

은 42o 에서C 2×SSC (17.53% sodium chloride, 8.82% sodium

마지막으로citrate, pH 7.0)/0.1% SDS, 1×SSC/0.1% SDS,

의 순서로 각각 분씩 회 실시한 다음 랩을0.1×SSC/0.1%SDS 5 2

씌우고 필름으로X-ray -80o 에서 시간 감광시킨 후C 24 Fuji

방사능자동현상기로 현상하였다FPM 1200 .

7. NF-κ 활성B

NF- Bκ 활성은 Electrophoresis mobility shift assay (EMSA)

을 이용하여 측정하였다 실험에 사용된. NF- Bκ consensus

는 다음과 같다sequences .

5'-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3'

3'-TCAACTCCCCTGAAAGGGTCCG-5'

준비된시료는 에서 분간 한100 volts 20 prerunning 5% polyacry-

에 가하여 에서 약 시간 전기lamide native gel 100 volts 4 5˜

영동하였다 겔을 유리판으로부터 조심스럽게 분리하여 겔.

건조기 에서 건조한 후 으로(Hoeffer) X-ray film (Kodak)

-80o 에서 시간 감광하고 방사능 자동현상C 12 Fuji FPM 1200

기로 현상하였다.

8. Differential gene expression

은1) Subtraction hybridization PCR-Select cDNA Subtrac-

을사용하여제조자의지침에 따라 실시하tion Kit (Clontech)

였다.

클로닝은 으로부터2) DNA PCR-selected cDNA subtraction

증폭된 를 을 이cDNA pGEM-T easyvectorsystem (Promega)

용하였다.

은3) PCR-selected dot hybridization PCR-Selected Differ-

을 사용하여 제조자의 지침에ential Screening Kit (Clontech)

따라 실시하였다.

은 선별된 클론들에서 를4) DNA sequencing plasmid DNA

추출하였으며, Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification

Sys 을 이용하였다tem (Promega) . ALPexpress AutoCycle Se-

quenc 을이용하여 염기서열을 분ing Kit (Pharmacia Biotech)

석하였으며 염기서열분석에 사용된 의 염기서열DNA primer

은 다음과 같다.

* ARFred M13 40 primer˜

5'-cyanine-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3'

* ALFred MB Reverse primer

5'-cyanine-TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC-3'

분석된 의 염기서열은 과 에DNA EMBL GenBank database

서 조사하여 그 상동성을 비교하였다.

은 의 제조를 위하여 선별5) Northern hybridization Probe

된 클론들을 액체배지에 배양한 다음LB , Wizard Plus SV

를 이용하여Minipreps DNA Purification System (Promega)

를 분리하였다 이후 과정은 전술한 바와 같다plasmid DNA . .

의 활성측정9. Thymidine Kinase1 (TK1)

등의 방법에 따라 실시하였다Chang ZF .20) 단백Cytosolic

질 30μ과g 90μM thymidine (Sigma), 5 mM ATP (adenosine

triphosphate), 2μCi [3H] thymidine (Sigma) (25 Ci/mmol;

을 와 혼합하여최종부피를Amersham) kinase buffer 100 lμ로

조정하고 37o 에서 분간 반응하였다 반응물을C 30 .

에 하고phosphocellulose disc (Gibco BRL) spotting 1%

와 증류수로 세척하였다phosphoric acid (Sigma) . Beckman

을 사용하여LS 5801 Liquid Scintillaion System [3H]-thymi-

의 결합을 측정하였다dine .

결 과

의 발현 및 활성1. Abl kinase

세포는 과 두가지 를 모K562 p210 bcr-abl p145 c-abl PTK

두발현하였다 이들의 발현은 와 에의하여억. HMA genistein

제되지 않았으며 방사선단독조사 및 방사선과 억제제, PTK

의 병합처리에서도 큰 변화를 보이지 않았다 뿐만 아니라.

과 의 인산화 정도도 뚜렷한 차이를p210 bcr-abl p145 c-abl

관찰할 수 없었다 이들 효소의 활성도를 측정하고자. Abl

또한유사한결과를보였다 따라서본kinaseactivity (Fig. 1).

실험의 억제제에의한 세포의방사선감수성변화PTK K562

는 와 의 억제효과에 의한 것이 아HMA genistein abl kinase
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님을 알 수 있다.

2. Phospho-tyrosine kinase

이외의 에 대한 작용여부를 확인하고자 인Abl-kinase PTK

산화하여 활성화된 형태인 를 조사phospho-tyrosine kinase

하였다 방사선 단독조사시 분에서 시간까지 변화를 관. 10 24

찰한 결과 시간경과에 따른 증가를 볼 수 있었다 방. 사선 또

는방사선과함께 와 을 투여했을 때 각각의 초HMA genistein

기 반응과 후기 반응에서의 차이를 관찰하고자 하고 분 및10

시간 뒤의 를 조사한 결과 방사선24 phospho-tyrosine kinase

단독조사시와비교하여 약물을함께투여한경우에도뚜렷한

차이를 관찰할수없었다 와 단독투여시에서. HMA genistein

는 전반적으로감소되는양상을보여약물들의 억제제로PTK

서의 기능은 확인되었다(Fig. 2).

활성3. MAPK family

활성은 방사선 단독조사시 증가하였으나 와SAPK , HMA

을 단독처리 하였을 때는 방사선 단독 조사시와 동genistein

일한 수준이었고 방사선과함께약물을투여한경우에는증,

가가 없었다 그러나 방사선 단독조사시 증가된 의 활. SAPK

성은 양성 대조군으로 사용한 300μ 을 처리한세포M sorbitol

의활성과비교하여매우낮은수준이었다 및. p44/42 MAPK

는 그들의 발현과 마찬가지로 방사선단독처리 및p38 MAPK

억제제 병합처리한 경우에도 변화가 없었다 이PTK (Fig. 3).

들 일차항체에 대한 에서도 의 결과와 같western blotting IP

았다.

의 발현4. c-myc

Fig. 2. Western blot anal-
ysis of phospho-tyrosine
protein in K562 cells. Cells
were exposed to 10 Gy of
X-rays (R) andtreated with
250 nM of herbimycin A
(RH) or 25μM of genistein
(RG). The reaction mixture
wasincubated f o r t h e i n d i-
cated time. The bands were
detected by electrochemilu-
minescence system.

R (time) 10 min 24 hrs
con 10m 30m 1h 3h 6h 12h 24h C H G R RH RG C H G R RH RG

Fig. 1. Expression andactivity of abl kinase in K562cel l s . Cells
were exposed to 10 Gy of X-rays (R)and t rea ted with 250 nM
of herbimycin A (RH) o r 2 5 μM of genistein (RG). The reaction
mixturewas incubatedforthe ind icatedt ime. Westernb lo tana l -
ysis (A), immunoprecipition with anti-c-abl and immunoblotting
with anti-phospho-tyrosine (B) and activity by immune complex
assay (C) a r e shown .



대한방사선종양학회지 2003;21(3):227 237˜

방사선 및 방사선과 혹은 을 시HMA genistein 12, 24, 48 간

처리한 세포에 대하여 을 실시하였다 와 병합RT-PCR . HMA

처리시 시간 경과 후의뚜렷한증가를관찰할수있었다24 .

이는 을 통하여 재확인되었다Northern hybridization (Fig. 4).

5. NF-κ 활성B

방사선 단독조사시와 와병합처리시의 활성은 감소되HMA

었으나 과 병합처리 시에는 매우 증가하였다, genistein (Fig.

5).

6. Subtraction hybridization

방사선 단독조사한 실험군을 로 방사선과‘driver’ HMA

혹은 을 병합처리한 실험군을 각각 로 설genistein ‘tester’

정하였다 와 의 로부터 합성된 각각의. Driver tester mRNA

에 두 차례의 혼성화를 실시한 다음 각각 일차와 이차cDNA

을 실시하여 산물을 획득하였다 에클로PCR PCR .T/Avector

닝하여 클론들을 선별한 다음 과 을Nested PCR primer 1 2R

사용하여 을 실시하여 삽입된 를 확인하였다PCR cDNA . PCR

산물에 대하여 을실시하여 각각 개와 개의dot blotting 67 124

차별발현되는 클론들을 검출하였다 선별된 클론들의. DNA

염기서열을 분석하여 검색하여 유전자들을 확인하였blast

Fig. 3 . MAPK familyactivity of K562ce l l s . Cells wereexposed to 1 0G y o fX - r a y s ( R ) a n d t r e a t e dw i t h 2 5 0 nMo f h e r b im y c i nA ( RH )
or 25μM of genistein (RG). Western blot analysis (A) and kinase assay (B) are shown. The bands were detected by electro-
chemiluminescence system.

A. Immunoblot B. Kinase assay

con R RH RG con H G S R RH RG RS

con H G R RH RG

p-JNK

p-ERK

p-p38

Fig. 4. Expression of c-myc mRNA in K562 cells. Cells were exposed to 1 0Gy o fX - r a y s ( R ) a n d t r e a t e dw i t h 250 nM of herbimycin
A (RH) or 25μM of genistein (RG). RT-PCR (A)andNor thern hybridization at 24 hrs after irradiation (B) are shown.

R RH RG
M con 12 24 48 12 24 48 12 24 48

-actin(250bp)

c-myc(292bp)
-28S

-18S

C R RH RGA B

Fig. 5. NF- Bκ activity inK562ce l l sbyEMSA.Ce l l swereexposed
to 1 0Gy o fX - r a y s ( R ) a n d t r e a t e dw i t h 2 5 0 nMo f h e r b im y c i n
A (RH) or 25μM of genistein (RG). The reaction mixture was
incubated for 1 hr.

control R RH RG
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다 방사선과 를병합처리에대한경우에는. HMA 특별한유전

자의발현이 나타나지 않았다 반면 방사선과 을 병. genistein

합처리한것에서는 와높은상동성을thymidine kinase (TK) 1

나타내었다(Fig. 6). Northern hybridiza 을 통하여 세 가지tion

조건간의 발현을 비교하였다 모두 방사선과mRNA (Fig. 7).

을 병합처리한 것에서 가장 발현이 높았으며genistein , HMA

와 병합처리한 것에서 가장 낮았다.

의 활성7. Thymidine kinase 1

방사선 단독조사시와 방사선과 를 동시처리시의HMA TK1

의 활성은 거의 변화가없었다 방사선과 의 병합처리시. HMA

시간부터 시간까지 거의 평형을유지하였고 방사선단독0 96 ,

처리시는 시간에 가장 높았다 방사선과48 . geni 의 동시stein

투여시는 뚜렷한 활성의 증가가 나타났다 시간경과에 따라.

증가하였으며 시간까지는거의변화가없었으나 시간부10 24

터 증가하기 시작하여 시간에 최고치를 나타내었다72 (Fig.

8).

고안 및 결론

방사선 유도 신호전달의 연구는 암치료에 방사선을 효과

적으로 적용하기 위하여 이루어진다 세포는 방사선에. K562

저항성을 나타나며 이들이 발현하는 유전자가 방사bcr-abl

선 내성과 관련되어 있음이 알려져 있다.14) 그러나 본 연구

의 결과로는 방사선 조사시 의 발현과 활성에 있Abl kinase

어서 증감이 없었으며 혹은 과병합처리시에, HMA genistein

도 특별한 차이를 관찰할 수 없었다 즉 와(Fig. 1). HMA

에 의한 세포의 방사선 유도 세포사의 변화는genistein K562

의 작용과 무관하게 일어남을 알 수 있다bcr-abl .

등과 은 포유동물세포의 방사선에 대한 반Fitzgerald Sklar

응의 조사에서 의 활성화를 보고하였으며ras ,21) 또한 방raf

사선 내성과 관련이 있음이 알려졌다.22) 방사선에 대한 세포

반응에서 와 를재료로사용한초기연구들이많이이ras raf

Fig. 6. Sequences comparison of differential expressed genes.

RG4-37 GTACCACTCCGTGTGTCGGCTCTGCTACTTCAAGAAGGCCTCAGGCCAGCCTGCCGGGCC

Thymidine GTACCACTCCGTGTGTCGGCTCTGCTACTTCAAGAAGGCCTCAGGCCAGCCTGCCGGGCC
************************************************************

RG4-37 GGACAACAAAGAGAACTGCCCAGTGCCAGGAAAGC-AGGGGAAGCCGTGGCTGCCAGGAA
Thymidine GGACAACAAAGAGAACTGCCCAGTGCCAGGAAAGCCAGGGGAAGCCGTGGCTGCCAGGAA

*********************************** ************************

RG4-37 GCTCTTTGCCCCACAGCAGATTCTGCAATGCAGCCCTGCCAACTGAGG
Thymidine GCTCTTTGCCCCACAGCAGATTCTGCAATGCAGCCCTGCCAACTGAGG

************************************************

Fig. 7 . Northern hybridization analysis of differential expressed
genes. Cells were untreated (C), 10 Gy X-ray irradiated (R),
treated with irradiation and 250 nM HMA (RH)andt rea tedwi th
irradiation and 2 5μM genistein (RG).

TK1

C R RH R G

Fig. 8. Thymidine kinase 1 activity of K562 cells. Cells were
irradiated with 1 0G y ( R ) a n d t r e a t e dw i t h 2 5 0 nMHe r b im y c i n A
(RH) or 25μM genistein (RG), and incubated for indicated time.
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루어졌으나 이들은 세포막에 존재하기 때문에 핵에서의,

손상과 연결하기에는 불충분하였다DNA .23) 그러나 근자에

들어 작은 결합 단백질과 연속으로 일어나는GTP MAPK

를 통한 신호경로와 상부의 과 같은 활성이family c-abl PTK

연계되어 있음이 밝혀졌다.24 26)˜ 또한 이온화 방사선에 의한

와MAPK PP90rsk의 활성화 또는 의 활성화 등과 함께SAPK

유도시의 의 활성화 또는apoptosis SAPK/JNK MAPK 활성의

억제 등27 29)˜ 이온화방사선과 와의관련성은 여MAPK family

러 문헌에서 보고되고 있다 본 연구에서도 그리. MAPK,SAPK

고 를 포함하는 의p38 MAPK MAPK family 활성 변화를 조사

한 바 방사선 조사에 의한 세포의 활성 증, K562 SAPK/JNK

가를 관찰할 수 있었으나 와 병합투여에의한HMA genistein

활성 변화는 볼 수 없었다 한편 이와 유사하게 사람(Fig. 3).

의 섬유세포에서도 조사에 의한 및 의 활성 증UV ERK JNK

가는 병합처리에 의하여 억제되지만 나damnacanthal HMA

의 효과는 거의 없다고 보고되었다genistein .30) 즉 와HMA

에의한 세포의방사선감수성및세포사의변genistein K562

화는 를 경유하는 신호전달 경로와도 무관하게MAPK family

조절되는 것임을 알 수 있다.

전사인자 NF-κ 는 이온화 방사선에 대한 세포반응에서B

중요한 인자 중의 하나이다 이온화 방사선에노출된세포에.

서 NF-κ 의 결합과 억제제에 의한B DNA PTK NF-κ 활성B

억제 등이 보고된 바 있다.31,32) 본 연구 결과 세포에서K562

NF-κ 의 활성은 방사선 조사시 감소되었으며 와B , HMA

병합처리에 의하여 활성의 뚜렷한 변화를 유발하genistein

였다 즉 에 의한 세포의 방사선 내성(Fig. 5). genistein K562

증가와 관련된 조절기전에 NF-κB가중요하게작용하고있음

을 시사한다 이와 관련하여. NF-κB의 역조절이 AT (ataxia

의 방사선 감수성과 관련이 있고 환자의telangiectasia) , AT

섬유세포에 NF-κ 가 과 발현된경우방사선내성이상당히B

증가되는 등33), NF-κ 의 기능이 다양한 문헌B antiapoptotic

에서보고되고 있다.34,35) 그러나 NF-κ 의 활성과 관련된 분B

자적 기전은 아직 파악되지 않고 있다. NF-κ 의B upstream

으로 경로 매개등MAPK , reactive oxygen intermediate (ROI)
37) 매우 다양한경로들이관여한다 본 실험에서는. NF-κ 의B

활성화는 경로와 무관하게 일어나는 것으로 나타났MAPK

다. NF-κ 활성을 위한B antiapoptotic down 도stream

의 억제 단백질인caspase-8 , anti-apoptotic TRAF-1,

및TRAF-2, cellular inhibitor of apoptotic protein (cIAP)-1,

의 활성 등 다양한인자가관련되어있다고알려져있cIAP-2

다.38)

전사인자의 활성화로 인한 유전자의 차별 발현은 다양한

방법으로 조사되고 있다 법은 적은양의시료가필. DD-PCR

요하고 두 개이상의 조건의비교가가능한장점을지니고있

으나 의 위험성이 있고 재증폭이 어려우며 비false positive ,

특이적 발현이 많고 시간이 많이 소요된다는 단점이 있어

방법이 대체되어 사용된다 전통적subtractive hybridization .

으로 수행되어온 방법은 수 차례의 혼성화 반응subtraction

을 반복해야 하는 방법상의 까다로운 단점이 있으며 특히,

유전자 발현이 미약한 경우 성공적으로 수행될 가능성이 희

박하였다.39) 본 연구에서는 이러한 문제점을 해결하기 위하

여 상대적으로 발현되는 유전자 서열만을 선택적으로 증폭

시키는 방법을 이용하였으PCR-selected cDNA subtraction

며,40) 증폭과정에서 표적이 되는 유전자와 무관한 요소들이

동반되어 증폭되는 것을 막기 위하여 을 함suppression PCR

께 사용하였다.41) 방사선 단독조사에 비하여 방사선 감수성

및 의 증가를 보인 방사선과 병합처리에서는apoptosis HMA

특별한 유전자의 발현을 관찰할 수 없었다 반면 방사선과.

병합처리에서 유전자가genistein thymidine kinase 1 (TK1)

검출되었으며 유전자의 발현정도는 방사(Fig. 6), TK mRNA

선 반응에 대한 내성의 강도에 따라 비례하였다 즉 방사선.

과 을 병합처리한 경우 가장 높았으며 와병합genistein , HMA

처리한 경우 가장 낮았다 또한 의 활성 변화도(Fig. 7). TK

의 발현 양상과 일치하였다mRNA .

암세포와 같이 계속하여 분열하는 세포는 일련의 check-

가 존재하는 세포주기 과정을 반복한다 세포주기는point .

합성과 세포 분열을 위하여 필요한대사상태에 의존적DNA

으로 진행된다 특히 합성을 위한 와. DNA polymerases

의 제공에 관여하는 유전자들의deoxynucleotide triphosphate

활성화는 필수불가결한 요소이다 를 제공하는. Triphosphate

대사과정은 기 동안에 왕성한 활성을 보이는S de novo

와 손상을 복구하는 와 같이 비pathway DNA repair synthesis

교적 소량을 공급하는 가 존재한다salvage pathway . Salvage

에 관여하는 효소 중에서도 모든 세포에서 항상 일pathway

정하게 발현되는 와 달리 과deoxycytidine kinase thymidine

의 을 촉매하는deoxyuridine ATP-dependent phosphorylation

는 들처럼 세포주기에 따라 엄격히 조절TK de novo enzyme

되어 합성 동안에최고치에이르고휴지기동안에낮게DNA

유지된다.42) 또한 이 효소는 반감기가 짧고 단백질 발현 양,

이세포주기와 관련한다른인자들에영향을거의받지않으

므로 기 유전자의 로 알려져있으며 기조절이상S indicator , S

으로 인한 암세포로의 과정에 관여함이 보고transformation

되고 있다.43)

방사선은 분열중인 세포의 세포주기 정체를 유발한다 이.
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미 보고한 바와같이 세포도 방사선 조사에 의하여K562 48

시간까지 가 지속되다가 이후에G2 arrest sub-G1 DNA

를 보이는 세포들이 출현하였다 이러한 결과는 본content .

실험의 활성의 와일치하며 시간 이후로TK kineticchange 48

가 해소되면서 세포주기의재순환이일어났음을시G2 arrest

사한다 방사선과 함께 를 투여한 경우에는 활성 변. HMA TK

화를 보이지 않으며 이는 기로 전환하는 세포가 거의 없음S

을 의미한다 즉 와 함께 가 동반되어 나. G2 arrest G1 arrest

타났음을 시사한다 반면 방사선과 함께 을 투여한. genistein

경우에는 시간 이후까지 활성이 지속적으로 증가하면96 TK

서 가 유지되었다 이와 관련하여 세포에서G2 arrest . HL60

에의한세포의 기정체유지에도 의 과인산nocodazole M TK1

화가 관여한다고 보고되었다.21) 즉 본 실험에서도 방사선과

의 병합처리시의 유지에 이 중요하genistein G2/M arrest TK1

게 역할을 담당한 것으로 생각한다 이러한 의. G2/M arrest

지속과방사선유도세포사에대한내성관계는이전논문에

서 보고하였으며,12) 과 방사선에 대한 반응과TK1 apoptosis

의 관련성도 다른 문헌에서 보고된 바 있다.44) 를 포함한TK

대부분의 기 유전자들의 는 일반적으로 전사인자S promotor

에 의하여 조절된다E2F .

는 다시 와E2F retinoblastoma gene product (pRb) NF- Bκ

등에 의하여 조절된다고 알려져 있다.45,46) 본 실험 모델에서

NF-κ 활성과 방사선에 대한 반응과의 관련성도B apoptosis

관찰하였다 실험결과로. NF-κ 의 을 정확하B upstream signal

게 알 수 없지만, NF-κ 활성화에 의한 의B downstream E2F

활성화 활성화 및 방사선에 대한, TK , G2/M arrest apopt-

반응의 저해로 이어지는 일련의과정을확인할수있었osis

다.

결론적으로 본 실험에서 억제에의한 세포의 방PTK K562

사선에 대한 반응 변화는 경로와는 무관하게 진행되MAPK

는 것으로여겨지며 경로 외에다른경로가존MAPKfamily

재할 수 있을 것으로 생각된다 이러한 결과는 방사선 내성.

암세포에 대한 방사선치료 전략을 수립하는데 도움을 줄 수

있을것으로 생각된다 또한방사선 내성에 관여하는 경로의.

더 많은 조사로 방사선 내성 극복에 새로운 근거를 마련하

여 최근에 시도되고 있는 신호전달 차단, 약물개발등의향

후 방사선 치료의 효과를 증강시킬 수 있는 방편을 개발하기

위한 기반을 구축할 수 있을 것이다.
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S i g n a l T r a n s d u c t i o n F a c t o r s o n t h e M o d u l a t i o n o f
R a d i o s u s c e p t i b i l i t y in K 5 6 2 Cel ls
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Wol-Soon Jo, B.S.‡, Chang-Ho Do, M.D.‡, Yeo-Jin Yoo, M.D.‡, Young-Cheol Shin, M.D.‡,

Hyung Sik Lee, M.D.§, Won Joo Hur, M.D.§, Young-Jin Lim, M.D.‡ and Min-Ho Jeong, M.D.‡
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Purpose T h e h u m a n ch ron ic m y e l o g e n o u s l e u k e m i a ce l l l ine , K 5 6 2 , e x p r e s s e s the c h i m e r i c b c r - a b l o n c o p r o -
te in, w h o s e de regu la ted prote in ty ros ine k inase act iv i ty an tagon i zes the induct ion o f apop tos i s via D N A
d a m a g i n g a g e n t s . P rev ious e x p e r i m e n t s have s h o w n tha t n a n o m o l a r concen t ra t i ons o f he rb imyc in A ( H M A )
c o u p l e d wi th X- i r rad iat ion have a synerg is t ic e f fec t in induc ing apop tos i s in the Ph-pos i t i ve K 5 6 2 leukemia
ce l l l ine , b u t gen i s te in , a PTK inh ib i to r , is n o n se lec t i ve fo r the rad ia t ion - induced a p o p t o s i s of p210 bcr/abl

pro tec ted K 5 6 2 cel ls . In t h e s e e x p e r i m e n t s , t he c y t o p l a s m i c s igna l t r ansduc t ion p a t h w a y s , t he induc t ion o f a
n u m b e r of t ranscr ip t ion factors a n d the d i f fe rent ia l g e n e e x p r e s s i o n in this m o d e l w e r e inves t iga ted .
Materials and Methods K 5 6 2 ce l l s in the e x p o n e n t i a l g rowth p h a s e w e r e u s e d in this s tudy . T h e cel ls we re
i r radiated wi th 0 .5 -12 G y , u s i n g a 6 M e V L inac (C l inac 1 8 0 0 , Va r ian , U S A ) . I m m e d i a t e l y a f te r i r rad ia t ion, the
cel ls w e r e t reated wi th 0 .25 M o f H M A a n d 25 M of gen is te in , a n d the e x p r e s s i o n s a n d the act iv i t ies of a b l
k inase , M A P K f a m i l y , N F - B , c - f o s , c - m y c , a n d thymid ine k inase1 ( T K 1 ) w e r e e x a m i n e d . T h e di f fe rent ia l gene
e x p r e s s i o n s induced b y PTK inh ib i to rs w e r e a l s o i n v e s t i g a t e d .
Results: T h e m o d u l a t i n g ef fects of he rb imyc in A and gen is te in on the rad iosens i t i v i ty of K 5 6 2 cel ls w e r e n o t
re lated t o the b c r - a b l k i n a s e act iv i ty . T h e s igna l ing r e s p o n s e s th rough the M A P K fami l y o f p r o t e i n s , w e r e n o t
invo lved ei ther . In assoc ia t ion wi th the rad ia t i on - i nduced a p o p t o s i s , w h i c h is acce le ra ted b y H M A , the e x p r e -
ss ion o f c - m y c w a s i n c r e a s e d . T h e c o m b i n e d t r e a t m e n t o f g e n i s t e i n , w i t h i r r a d i a t i o n , e n h a n c e d N F - B activ i ty
a n d the T K 1 express ion a n d act iv i ty .
Conclusion : T h e ef fects o f H M A a n d gen is te in o n the rad iosens i t i v i ty o f t h e K 5 6 2 cel ls w e r e n o t re lated to the
b c r - a b l k i nase act i v i t y . In this s tudy , a n o t h e r s igna l ing p a t h w a y , bes ides the M A P K fami ly r e s p o n s e s to
rad ia t ion t o K 5 6 2 cel ls , w a s f o u n d . F u r t h e r eva lua t ion u s i n g this m o d e l wi l l p r o v i d e va luab le in fo rmat ion f o r
t he o p t i o n a l rad iosens i t i za t ion or rad iopro tec t ion .
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