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Inhibition of proteasome activity may reduce many types

of cancer, so it's pathway is effective in cancer as well as in

clinical fields. Here the author has carried out experiment

targeting on the elevation of apoptosis in oral cancer cells by

combination of proteasome inhibitor, lactacystin, and DNA

replication inhibitor, etoposide. The growth of KB cells was

measured by MTT methods and apoptosis was analyzed by

DNA fragmentation and Hochest nucleus staining. The

proteasome activity was analyzed by fluorescent tagged

peptide and cellular protein expression was detected by

Western hybridization. Though lactacystin and etoposide

inhibited KB cell growth alone, but low combined doses

inhibited cell growth more strongly and induced apoptosis.

The proteasome activity was also seriously inhibited by the

combination of both chemicals. Tumor suppressor proteins

and apoptosis inducing proteins were highly increased

under the combination of both chemicals. From above

studies we can conclude that proteasome inhibitors may be

used for the treatment of oral cancer and proteasome

inhibitors with DNA replication inhibitors may be effective

in clinical trials of oral cancer. 
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서  론

Proteasome은 여러 소단위 효소의 복합체로서 세포내

여러 단백질을 분해시켜 세포의 성장, 분화 및 apoptosis

를 조절한다. 최근 proteasome의 기능을 이용하여 세포

주기와 apoptosis에 관여하는 단백질의 분해를 억제시켜

암의 치료에 응용이 가능 할 것으로 연구되고 있다.

Proteasome은 20S 주 단위체와 1개 혹은 2개의 19S의

조절단위체로 구성되어 있으며, 전체적으로 크기는 2,000

kDa에 달한다(Adams, 2003). 선택된 단백질이 proteasome

에 인식되어 분해되기까지는 작은 펩타이드인 ubiquitin이

단백질에 결합하게 되며, 이런 과정은 ubiquitin-activating

enzyme (E1), ubiquitin-conjugating enzyme (E2), ubiquitin-

protein ligase (E3)로 불리는 3개의 효소에 의해서 단백질

이 분해된다. 현재 한 종류의 E1의 효소와 20종류 이상

의 E2가 분리되었으며, E3는 수백종류에 달할 것으로 추

측하고 있으며, 이들 효소의 조합에 의해서 선택적인 단

백질의 분해가 이루어져 세포의 성장과 apoptosis의 조절

이 이루어 질 것으로 예측하고 있다(Pickart, 2001). Protea-

some의 활성을 억제시키면 세포주기에 관여하는 cyclin과

cyclin-dependent kinase inhibitor (CDKI)의 안정성이 뚜

렷하게 나타난다(Shah 등, 2001). 또한 암세포의 성장과

apoptosis에 관련되는 p53과 NF-kB의 분해와 세포내 전

사기능이 proteasome 에 의해서 조절된다(An 등, 2000;

Jeremias 등, 1998). 따라서 proteasome inhibitor에 의한 항

암효과는 세포주기나 apoptosis를 조절시키는 인자의 활성

을 암세포에 유지시켜 나타나게 하며, 그밖에도 proteasome

inhibition은 세포의 접착인자, 혈관생성, 세포 분열 등에도

영향을 미치는 것으로 알려지고 있다(Sun, 2003).

대표적인 proteasome inhibitor인 bortezomib은 2003년

에 미국의 FDA로부터 다발성골수종에 사용이 허가되어

새로운 항암제로 인식되고 있다(Bross 등, 2004). 그밖에

proteasome 저해제로는 lactacystin, MG132, NLVS 등을

비롯하여 60여종 이상이 있으며, 이들 저해제는 다양한

암세포에서 항암활성과(Adams 등, 1999), 혈액암. 췌장암,

전립선암 등의 동물 실험에서 항암활성이 보고되었다(Shah
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등, 2001; Frankel 등, 2000; LeBlanc 등, 2002). 또한

대장암세포인 LoVo를 이용한 동물실험에서 lactacystin

단독보다는 DNA 합성저해제인 항암제 CPT-11과의 병합

투여가 암의 억제에 월등한 효과가 있는 것으로 보고되

었다(Cusack 등, 2001). 두 약제의 병합에 관한 정확한

기전은 알 수 없지만 특이한 점은 CPT-11에 의해서는

암세포의 생존과 성장에 관여하는 NF-kB의 작용이 억제

되지 않았지만, lactacystin의 병합은 NF-kB의 핵내 활성

을 강하게 억제시키는 것으로 나타났다. 이러한 효과는

다발성골수암세포에 bortezomib 단독보다는 dexamethasone

을 병행처리하면 세포사멸효과도 높고 세포의 약제 내성

이 없어지는 것으로 보고되었다(Hideshima 등, 2001).

Proteosome 저해제의 효과는 세포에 따라 다양하여 암세

포와 같이 빠르게 성장하는 세포에서는 apoptosis를 유도

하지만, 반면 분화된 세포나 정지세포에서는 생존력을 높

이는 특성이 있다(Wojcik, 1999). 그밖에도 항암약물로서

proteasome 저해제는 혈관내피세포의 성장을 억제시키고

혈관신생유도인자의 발현을 억제시키는 작용을 보이지만,

반면소화기계 장애, 전신의 무기력증을 비롯하여 저혈소

판증의 부작용이 존재한다(Roccaro 등, 2006; Lonial 등,

2005). 따라서 암의 치료에 있어서 proteasome 저해제는

단독보다는 기존의 항암약물과 함께 병행하여 부작용을

줄이고 상승작용을 높이는 것이 좋은 방법이다.

한국에서 구강암은 다발성 암에 해당되지는 않지만, 한

해 2,000여 명이 구강암이 속하는 두경부 종양으로 등록

되며, 이러한 수치는 증가추세에 있다. 본 연구에서는

proteasome의 저해제인 lactacystin이 구강암세포에서

apoptosis의 유도와 항암제 etoposide와의 병합에 의한

proteasome의 활성과 더욱 증가된 apoptosis의 유도를 검

토하였다. 이 연구를 통한 구강암의 proteasome 저해를

통한 화학요법의 치료적 적용과 아울러 기존의 약제와

병합에 의한 상승적 효과의 가능성을 목적으로 하였다.

실험재료 및 방법

세포배양

사람의 구강암 세포주 KB(oral squamous cell carcinoma)

세포를 실험에 사용하였다. 세포 배양액은 RPMI(Life

Technologies, Grand Island, NY, USA) 배지에 56
o
C에서

30분간 가열하여 비활성화 시킨 우태아 혈청(FBS, Hyclone,

Logan, Utah, USA)을 10%, penicillin(100 unit/ml)과

streptomycin (100 mg/ml) 및 300 mg/ml-glutamine을 첨

가하여 조제하였다. 세포주는 위의 배양액을 사용하여 37
o
C,

95% 습도, 5% CO2 incubator에서 배양하였고, 통상적으로

세포가 서로 융합되기 직전인 3-4일 간격으로 계대 배양을

하였으며, 실험에는 총 30 계대 이하인 세포만을 사용하였다.

세포성장(MTT assay)

세포의 증식 또는 생존의 정도를 MTT(3-[4,5-dime-

thylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma,

USA) 방법으로 측정하였다(Van de Loosdrecht 등, 1991).

12 well plate의 배양용기에 1× 10
5
 개의 세포를 배양시

키고, 세포가 용기에 완전히 접착되는 6시간 후에 proteasome

저해제인 Lactacystin (Sigma, St. Louis, MO, USA)과

항암제 Etoposide (VP-16, Sigma, St. Louis, MO, USA)

를 10
−5
M에서 10

−7
M의 수준으로 처리하였다. 처리 후 1

일부터 3일까지 세포성장을 처리하지 않은 군에 비교하여

산출하였다. 주어진 시간에 따라 37
o
C로 가온한 세포배양

액으로 2회 세척 후 MTT 용액(5 mg/ml, without phenol

red) 1 ml을 가하여 4시간 동안 재 배양 시켰다. 상층액을

제거시키고, 생성된 formazen 침전물에 DMSO 1 ml을 넣

어 용해시키고 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

DNA 단편화와 핵의 응축

세포에 각각의 약제를 처리 후 주어진 시간에 나타나는

DNA의 단편화를 다음과 같이 실험하였다. 세포를 찬 PBS

로 2회 세척하여 eppendorf tube에 옮기고 lysis 용액

(10 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM EDTA, 0.5% Triton

X-100) 500 µl를 첨가하여 얼음에서 30분간 용해시켰다.

용해 후 세포 찌꺼기를 13,000 rpm에서 10분간 원심분리

로 제거시키고, phenol/chloroform 500 ml를 첨가하여 천

천히 섞은 후 10분간 원심분리로 기타의 단백질을 제거

시켰다. 분리 DNA를 새 튜브에 옮기고, 1/10 용량의 3

M sodium acetate와 2배의 에탄올을 넣어 침전시켰다. 침

전 DNA는 70% 에탄올로 세척하였으며, 건조 후 2 mg/

ml RNase A가 함유된 TE용액 에 녹이고, 1.5% 한천 겔

에서 전기영동하여 DNA 단편화를 관찰하였다.

각각의 약제 처리 후 주어진 시간의 세포를 회수하였

다. 회수 세포를 현미경 슬라이드에 메탄올과 초산이 3:1

로 조성된 용액을 이용하여 고정시켰다. 고정 세포에

Hoechst 용액(0.1 mg/ml in PBS, Sigma, St. Louis, MO,

USA)을 소량 얹고 10여 분간 염색시키고, PBS로 2-3회

세척시켰다. 핵은 형광현미경(365 nm)을 통하여 관찰하였다.

Proteasome 활성

세포에 각각의 약제를 처리하고 24시간 후 세포로부터

전단백질을 분리하였다. 단백질의 분리는 먼저 세포를 차

가운 PBS로 세척시키고, 1 ml(100 mM plate)의 세포용

해 용액(1x PBS, 1% Triton X-100, 0.05% deoxycholate,

0.01% SDS)을 첨가하여 15분간 얼음에서 방치 후 원심

분리(13,000 rpm)하여 분해되지 않는 단백질 등을 제거

시켜 분리하였다. 단백질의 농도는 BSA (bovine serum

albumin)을 표준화하여 Bio-Rad (Hercules, California,

USA)의 단백질 정량 킷트를 이용하였다. 세포내 proteasome
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활성은 peptide 기질로부터 유리되는 aminomethylcoumarin

의 유리정도로 비교하여 측정하였다. 기질로는 Ys peptide

(Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-Amido-4-methyl-coumarin,

Bachem Co.)를 사용하였으며, 이를 100mM 농도로 DMSO

에 녹여 사용하였다. 2 ml의 기질완충액(20 mM HEPES,

0.5 mMEDTA, 0.035%SDS, pH 8.0)에 2 ml의 Ys

peptide를 넣고, 5 ml의 세포 단백질을 넣은 후 37
o
C에서

30분간 반응시켰다. 반응 후 100 ml 10% SDS를 첨가하

여 정지시키고, flurospectrophotometor (Exitation: 380 nm,

Emission: 440 nm)로 측정하였다.

Western hybridization

세포를 2-3회 차가운 PBS로 세척후 100 mm 배양용기

에 1 ml의 PBS-TDS(PBS, 1% Triton X-100, 0.05%

sodium deoxycholate, 0.01% SDS, 0.5 mg/ml leupeptin,

1 mM EDTA, 1 mg/ml pepstatin, 0.2 mM PMSF) 용액

을 첨가, 15분간 얼음 위에서 방치 후 12,000 rpm에서 5분

간 원심 분리하여 세포막 성분 등을 제거하였으며, 단백

질 농도는 BSA를 표준화하여 Bio-Rad 단백질 정량 킷

트를 사용하였다.

위의 방법으로 분리한 15µg의 lysate를 7.5% SDS-PAGE

(poly acrylamide gel electrophoresis)로 변성 분리하였고,

이를 nitrocellulose membrane (Hybond-C Amersham Phar-

macia Biotech, Piscataway, NJ, USA)에 60V로 2시간동안

전기적으로 이동하였다. Membrane의 blocking은 5% skim

milk가 함유된 PBS-T (TBS, 0.1% Tween 20)용액으로 상

온에서 1시간동안 실시하였다. p53(sc-6234, Santa Cruz, CA,

USA), phospho-p53(#9284, Cell Signaling, Bervelry, MA,

USA), bax (sc-493, Santa Cruz), bak (#3814, Cell Signaling)

의 단백질의 발현을 측정하기 위한 1차 항체를 1 : 1,000

으로 TBS 용액에 희석하여 상온에서 1시간 반응시킨 후

TBS로 3회 세정하였다. 2차 항체로는 horse radish pero-

xidase (HRP)가 결합된 anti-mouse IgG 혹은 anti-rabbit

IgG (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ,

USA)를 1 : 5,000으로 희석하여 상온에서 1시간 반응하

였다. TBS로 3회 세정 후 ECL 기질(Amersham Pharmacia

Biotech, Piscataway, NJ, USA)과 30-60초간 반응 후 X-

Ray 필름에 감광시켰다.

실험결과

Lactacystin과 Etoposide의 병합에 의한 세포 생존력의

저하

Lactacystin이 KB 세포의 생존에 미치는 영향을 검토

하였다. Lactacystin을 10
−7
, 10

−6
, 10

−5
 M의 3가지 농도

로 처리하여 3일간의 세포성장을 처리하지 않는 대조세

포와 비교하였다. 저 농도인 10
−7
 M의 처리 세포는 1일

과 2일째에 성장의 억제가 거의 나타나지 않았으며, 3일째

에 약 20% 정도의 억제 효과가 있었다. 고 농도인 10
−5

M에서는 처리 1일째부터 성장이 억제되었으며, 배양 3일

째에는 50% 이상의 세포가 성장이 억제되었다(Fig. 1A).

DNA 복제에 관여하는 효소인 topoisomerase II의 저

해제인 항암제 etoposide에 의한 KB cell의 생존력을 위

와 동일하게 실험하였다. Etoposide 처리는 10
−7
, 10

−6
,

10
−5
 M의 3가지 농도로 3일간의 세포성장을 처리하지 않

는 대조세포와 비교하였다. 저 농도인 10
−7
 M의 처리 세

포는 성장의 억제가 3일째에 20% 정도로 낮게 나타났으

며, 반면 10
−5
 M의 농도에서는 1일째에 50% 이상의 세

포가 성장이 억제되었으며, 대부분의 세포가 3일째에 생

존하는 세포가 없었다(Fig. 2B).

서로 다른 약리 기전을 나타내는 lactacystin과 etoposide

의 병합이 미치는 세포 생존력을 검토하였다. 배양 3일째에

15% 정도의 생존력을 저하시키는 10
−6
 M의 lactacystin과

거의 같은 수준으로 배양 3일째에 20% 정도의 생존력을 저

하시키는 10
−7
 M의 etoposide를 동시에 세포에 처리한 결

Fig. 1. Growth inhibition of KB cells treated with lactacystin (A), etoposide (B), and combination with lactacystin and etoposide (C). 1 × 10
5

number of cells were treated with indicated chemicals for 3 days. Proliferation was determined by MTT assay and data are presented as the
means ± SD of three independent experiments.
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과 훨씬 높은 수준의 생존력의 저하가 나타났다(Fig. 1C).

두 약제를 홀로 처리한 결과 거의 생존력에 영향을 미치

지 않던 배양 1일째에도 병합 처리에는 20% 이상의 생

존력을 저하시켰으며, 배양 3일째에는 60% 이상의 세포

가 생존력이 저하되었다.

Lactacystin과 Etoposide의 병합에 의한 apoptosis 유도

Lactacystin과 etoposide의 병합처리에 의한 세포 생존력

의 저하는 DNA 단편화가 유도되는 전형적인 apoptosis로

나타났다(Fig. 2A). 10
−6
 M lactacystin과 10

−7
 M etoposide

의 단독처리는 DNA 단편화가 나타나지 않았지만, 두 약

제의 병합처리는 DNA 단편화가 나타났다.

Apoptosis의 유도시에 나타나는 핵의 응축을 DNA 단편

화와 동일한 조건의 실험으로 검토하였다. 두 약제를 각

각 처리한 세포에서는 핵의 응축 현상이 거의 나타나지

않았지만, 두 약제를 동시에 처리한 세포는 대부분의 세

포가 핵의 응축이 나타났다(Fig. 2B).

Lactacystin과 Etoposide의 병합에 의한 proteasome의

활성 저하

약제의 처리에 의한 생존력의 저하 및 apoptosis의 유도

를 proteasome의 활성과 연계하여 검토하였다. 대조세포

로 약제를 처리하지 않은 세포의 proteasome의 활성을 기

준으로 하여 두 약제의 단독과 병합 후 peptide로부터 유

리되는 aminomethylcoumarin을 정량하여 활성을 비교하

였다. Proteosome의 활성저해제인lactacystin의 처리세포는

농도 의존적으로 뚜렷하게 활성이 감소하였다(Fig. 3). 저

농도 수준인 10
−7
 M에서는 약 10% 활성이 감소하였지만,

10
−5
 M에서는 55% 이상의 활성이 감소하였다. 반면 etoposide

는 proteasome의 활성에는 전혀 영향을 미치지 않았다

(Fig. 3).

Lactacystin의 10
−6
 M과 etoposde를 10

−7
 M에서 10

−5
 M

까지 동시에 투여한 결과 proteasome의 활성은 단독에 비

교하여 2배에서 8배 이상 감소하였다(Fig. 3). 10
−6
 M

lactacystin을 단독처리하면 20% 정도의 proteasome의 활

성저하가 나타났지만, 저 농도인 etoposide의 10
−7
 M에서

50% 전후의 proteasome의 활성이 감소하였으며, etoposide

의 10
−5
 M에서는 10% 이하의 proteasome의 활성만이 존

재하였다. 이러한 활성의 감소는 etoposide의 농도에 비례

하여 나타났다.

Fig. 2. Effect of combination with lactacystin and etoposide on apoptosis of KB cells. Cells were treated with indicated chemicals for 3 days
and DNA were extrated and analyzed by electrophoresis in 1.5% agarose gel (A). Condensed nucleus were analyzed by Hochest staining (B).

Fig. 3. Effect of combination with lactacystin and etoposide on protea-
some activity of KB cells. 1 × 10

5
 number of cells were treated with

indicated chemicals for 1 days. Proteasome activity was determined
with fluorescent tagged peptide substrate (Ys substrate) and data are
presented as the means ± SD of three independent experiments.
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Proteasome의 활성 저하와 암억제 유전자의 세포내 축적

Lactacystin을 비롯한 proteasome의 저해제가 나타내는 암

억제 유전자들의 세포내 축적을 검토하였다. Lactacystin의

10
-6
 M을 처리한 결과 2일째에 p53, bax, bak 모두가 축적

되었다(Fig. 4). 반면 etoposide를 10
−7
 M으로 투여한 결과

p53은 축적되지만, 그밖에 인산화 p53을 비롯하여 bax나

bak의 증가는 크게 나타나지 않았다. 두 약제를 동시에 투

여 한 결과 p53, 인산화 형의 p53, bax, bak의 세포내 축

적이 lactacystin 단독에 비교하여 월등히 높게 나타났다.

고  찰

구강암의 치료는 언어장애나 치아의 상실을 고려하여

선택된다. 따라서 약물치료 방법이 구강암은 물론 다른 암

치료에 중요한 역할을 할 뿐만 아니라 면역요법과 더불어

향후 암정복에 크게 기여할 것으로 예견된다. 구강영역의

항암화학요법은 수술이나 방사선치료 전에 약물치료를 시

행하는 유도화학요법이 일반적이다(Licitra 등, 2003). 많

은 임상에 적용되고 있으며 약리적 기능으로 DNA 저해

와 DNA 복제에 관여하는 효소 topoisomerase II의 활성

에 영향을 미치는 항암제로 etoposide(VP-16)가 있다

(Adachi 등, 2003). Etoposide는 주로 세포주기상의 합성

기의 진행을 억제시켜 세포사멸을 유도시키게 되며,

proteasome의 저해제는 p53을 비롯하여 CDKI의 세포내

축적을 통한 세포주기 G1의 진행을 억제시킨다. 이상의

두 상이한 기전에 의한 항암활성의 유도는 기대되며, 아

직 밝혀져 있지 않은 암세포의 apoptosis 유도기전의 분

자적 이해가 필요로 하다.

고등동물은 2가지의 단백질의 분해체계를 갖고 있다. 분

해체계의 하나는 lysosome으로 스트레스 등으로 인한 자

극으로 형성된 세포내 단백질의 분해와 세포막 등의 단백

질의 분해를 담당한다. 다른 하나는 ubiquitin proteasome

pathway (UPP)로 외부적인 자극 혹은 비 자극에도 고도

의 선택적인 체계를 통한 세포내 단백질의 분해를 조절한

다. UPP는 세포의 핵과 세포질에 존재하면서 세포주기,

세포분화, 신호전달과정, 외부적 자극에 대한 반응, apoptosis

등을 조절하는 특징을 갖고 있다(Ciechanover, 1994). UPP

의 다양한 세포의 조절기전은 암의 치료에 적용되어

proteasome 저해제의 하나인 PS-341이 혈액암 및 고형암

에 임상연구가 진행되고 있다(Aghajanian 등, 2002).

lactacystin (PS-341)이 혈액암을 비롯하여 대장암과 피부

암에 적용 가능성이 있으며, 또한 비교적 기타의 항암제

에 비교하여 낮은 독성을 갖고 있지만 여전히 독성 등의

문제점은 해결과제로 있다. 이러한 문제점의 해결과 항암

제의 특성을 고려하여 lactacystin에 있어서도 기존의 항

암제와 병행이 고려되고 있다(Cusack 등, 2001). 따라서,

본 연구에서는 lactacystin의 구강암에 적용여부와 다른 기

전을 갖는 etoposide의 병행이 나타내는 특성을 조사하였다.

Lactacystin은 actinomycetes로부터 분리 정제된 proteasome

활성저해제이며, 초기에는 neuroblastoma 세포의 분화를

유도시키는 약물로 정제되었다(Omura 등, 1991). 이후

lactacystin은 여러 세포의 성장을 억제시키고 proteasome

에 특이적인 약물로 증명되었다. 실험에 사용한 KB cell

은 구강암의 다양한 연구에 이용된다. Lactacystin은 KB

cell의 세포성장을 억제시켰으며, 세포독성을 나타내는 50%

정도의 수준은 10
−5
 M로 나타났다(Fig. 1A). 10

−7
 M의

lactacystin의 농도에서는 거의 세포 독성이 나타나지 않아

생존력에 영향을 미치지 않았으며, 농도에 의존적으로 생

존력에 영향을 미치고 있음을 알 수 있었다. Lactacystin

이 나타내는 세포성장의 억제와 생존세포수의 감소는 다

른 항암제에 비교하여 낮은 수준으로 나타났으며, 이는

Fig. 1B 결과에 나타나는 Etoposide와의 비교에서도 알

수 있었다. Lactacystin에 의한 생존력의 저하는 apoptosis

로 유도되었으며, etoposide와 병합에 의한 apoptosis의 유

도 효과는 높게 나타났다(Fig. 2). 10
−6
 M의 lactacystin과

10
−7
 M의 etoposide의 병합처리는 각각의 단독처리에 비

교하여 높은 DNA 단편화와 생존력에도 3배 이상의 저하

를 유도하여 상호 보완적으로 상승효과가 뚜렷하게 나타

났다. 이러한 결과는 proteasome의 저해제의 하나인 peptide

MG-132를 etoposide나 doxorubicin과 혼합하면 혈액암세

포에서의 세포독성이 높게 나타나는 것과 동일한 결과로

이해된다(Banerjee 등, 2001).

Lactacystin에 의한 20S proteasome 활성의 억제는 처리

후 세포내의 존재하는 활성을 측정하였다. 처리하지 않은

세포를 대조군으로 활성을 비교한 결과 lactacystin은 KB

세포의 proteasome의 활성을 농도 의존적으로 저해시켰다

(Fig. 3). 이는 lactacystin이 주로 연구된 혈액암을 비롯

Fig. 4. Effect of combination with lactacystin and etoposide on
tumor suppressor proteins of KB cells. Cells were treated with indi-
cated chemicals for 2 days and Protein was analyzed by Western
hybridization with each specific antibody.



30 Young-Hee Lee, Ji-Eun Jung, Jung-Chang Lee, Hyun-Ju Moon, Nan-Hee Lee, Eun-Jung Jhee, and Ho-Keun Yi

하여 구강암 세포의 proteasome 활성에도 영향을 미치고

있음을 의미한다. Etoposide는 proteasome의 활성에는 전

혀 영향을 미치지 않았지만 lactacystin과 동시에 투여한

세포에서는 활성이 3배 이상 억제되었다(Fig. 3). 이로써

두 약제의 동시 투여가 세포의 성장의 억제, apoptosis의

유도 그리고 proteasome의 활성 억제에서 모두 동일한

결과가 유도됨을 알 수 있었다. 두 약제의 동시 투여에

의한 proteasome의 활성의 억제는 궁극적으로 세포의 성

장의 억제와 apoptosis를 유도시키는 것으로 이해된다. 두

약제의 동시 투여가 나타내는 상승적 효과는 이해가 되

지만, 정확한 기전은 밝혀져 있지 않다. 특히 Fig. 4에서

두 약제에 의한 p53의 축적과 p53의 인산화의 유도는

병합의 효과가 극대화되는 분자로 생각된다. Lactacystin

과 etoposide의 단독처리는 p53의 분해가 억제되어 세포

내 존재하는 단백질의 양이 증가되지만, 인산화 p53의

증가는 없었다. 반면 두 약제의 동시 투여에서만 높은 인

산화의 유도가 나타났다. p53의 인산화는 세포내의

ubiquitin-proteasome의 분해가 회피되며, 동시에 하부의

apoptosis 분자의 전사를 유도하는 기능으로 알려져 있다

(Samuels-Lev 등, 2001). p53의 인산화를 통한 apoptosis

의 유도인자로는 bak와 bax가 있다. 따라서, Fig. 4에 나

타난 bax와 bak의 증가가 뚜렷한 경우는 두 약제의 동

시 처리 경우 나타나므로, 이는 proteasome의 활성억제

의한 두 분자의 증가와 p53의 인산화에 의한 전사의 활

성으로 인한 두 분자의 증가로 이해된다. 두 약제의 처

리에 나타나는 apoptosis의 유도와 proteasome의 억제에

있어서 가장 중요한 요소는 결과적으로 p53의 인산화가

작용하는 것으로 생각된다.

이상의 연구에서 단독의 proteasome 저해제의 처리보다

는 기존의 항암제인 etoposide와의 병합은 구강암의 효과

적인 apoptosis의 유도가 가능하였다. 이는 proteasome의

저해제가 구강암에 적용의 가능함을 시사하며 동시에 기

존이 항암약물과 이상적인 병합이 중요함을 나타내며, 치

료적 가능성과 효과의 상승을 위한 새로운 접근으로 이해된다.
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