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ABSTRACT - Radiotherapy is one of the major therapies for cancer treatment. p53 acts as a central mediator of

the cellular response to stressful stimuli, such as radiation. Recently it has been known that activation of the phosphati-

dylinositol-3-kinase (PI3K) pathway is associated with radioresistance. In this study, we investigated whether X-irra-

diation up-regulates PI3K in a p53-dependent manner in human colon cancer cells. In order to study this phenomenon,

we have treated p53-wild type and p53-mutant type HCT116 cells with X-ray. Treatment of wild type HCT116 cells

with 8 Gy resulted in a marked increase in PI3K (p85), which paralleled an increase in PTEN, a counterpart of PI3K.

However, these effects of X-rays in the p53-mutant cells were not observed. These results suggest that the X-irradia-

tion-induced up-regulation of PI3K/PTEN pathway is p53-dependent.
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많은 악성종양에서 전리방사선(Ionizing radiation)이 중요한

치료방법으로 이용되고 있다. 이러한 방사선치료가 세포의 죽

음을 유도하기도 하지만, 세포의 생존분획의 증식을 자극하

기도 한다는 점이 알려졌다1,2). 

전리 방사선 피폭에 의한 세포핵의 DNA 손상이 발생하면

항종양인자 p53이 핵내에 축적되고, 일차적으로 세포에 DNA

손상을 복구할 시간을 주기 위해서 일시적인 cell cycle arrest

를 유도하게 된다(Devlin, 2006). 또한 p53은 apoptosis를 유도

할 수 있다. DNA의 손상은 p53을 발현시키고 이는 p21, G1-

Cdk로 이어지는 경로를 통해 세포를 arrest상태로 만들어 S

phase에 진입하기전 세포가 손상을 회복할 시간을 준다. 그러

나 DNA 손상이 세포주기의 일시적 정지로 회복하기에는 너

무 심한 경우, p53은 세포주기를 정지시키는데 필요한 양보

다 훨씬 더 많이 증가되는데, 이로 인해 세포의 죽음이 일어

난다. 이러한 세포의 죽음을 통하여 p53은 손상된 DNA로 인

해 잘못된 기능을 가진 세포들을 제거함으로써 결과적으로 온

전한 유전자를 보호하고 종양이 될 가능성을 가진 변이들을

제거함으로써 장기를 보호하게 된다. 이러한 p53의 조절기능

이 사라질 경우, 손상된 DNA를 가진 세포가 늘어남으로 인

하여 악성종양과 같은 조직이 만들어질 수 있다. 따라서 p53

이 항종양인자로서 광범위하게 역할을 하고 있음을 알 수 있

고, 유전자 수준에서 뿐만 아니라 단백질의 안정성과 기능적

활성을 유지하는 것이 그 역할을 수행하는데 필수적임을 확

인할 수 있다.

지금까지 다양한 환경 스트레스에 대한 p53의 반응에 NF-

κB, PI3-kinase, PTEN 등 다양한 인자들이 관여한다고 알려

져 있는데, 최근에 PI3-K/Protein kinase B (AKT) 경로가 방

사선 치료시 상향조절되어 방사선 저항성에 관여한다는 것이

알려졌다3,4). 

따라서 본 연구목표는 대장암세포에서 전리방사선 피폭 후

발생되는 유전자 손상의 복원에 주요인자인 p53단백질이 세

포사 및 세포증식억제에 중요한 작용을 하고 있는 PI3-K/Akt

경로의 발현 및 작용에 미치는 영향을 관찰하여 방사선치료

의 효율성을 높이는데 기여하고자 한다.
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재료 및 방법

재료

PTEN Antibody는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,

USA)에서 구매했다. p85 Antibody는 Cell Signaling (Beverly,

MD, USA)에서 구매했다. Fetal calf serum (FBS)은 Gibco BRL

(Life Technologies, Grand Island, NY, USA)에서 구매했다.

HBSS (Hanks balanced salt solution), DMEM, b-actin antibody

는 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구매했다. 

세포 수확 과 X-ray 방사선조사

Human colon cancer cell lines (HCT116)는 경희대 의과대

학 서영록 교수님으로부터 확보하였다. 세포는 온도 37oC, 5%

이산화탄소, 95% 공기를 갖는 다습한 대기조건에서 10% fetal

calf serum, 2 mM glutamine, 항생제(Penicillin G 60 mg/L, Strep-

tomycin 100 mg/L, Amphotericin B 50 ul/L)를 포함한 DMEM

배지로 성장시켰다. 방사선은 선형가속기 Primus (Siemens,

Germany)를 이용하여 조사하였다. 6MV X-ray를 200MU/min

의 dose rate로 2Gy, 1회조사하였으며 선량은 Helax 시스템을

이용하여 계산하였다.

Western blot 분석

세포를 PBS로 씻은 후 수확하여, 세포펠릿에 30 분동안

37oC에서 lysis buffer를 넣고 용해시킨다. 그후 cellular debris

는 30 분 동안 10,000 × g 에서 원심분리하여 제거한다. 그리

고 상(층)액은 Sodium dodesyl sulfate - polyacrylamide gel

electrophoresis (SDS-PAGE)로 분석한다. slab gel을 nitrocellu-

lose paper로 전기영동 한다. 그리고 1차 antibodies로 PTEN

을 사용하고, 2차 antibody는 HRP가 붙은 p85 와 β-actin을

사용하였다. 활성 단백질은 enhanced chemiluminescence (ECL,

Amersham Life Sciences, Arlington Heights, IL, USA)로 검

출하였다.

세포 생존력 결정

HCT116 세포의 생존력에 관한 X-ray효과는 MTT assay을

사용하여 결정했다. 3 × l04cells/well 에 x-rays을 처리했다. 24

h 동안 배양 후, 세포를 PBS로 씻어 MTT (0.5 mg/ml PBS) 을

각 well에 첨가하고, 37oC 에서 30 min동안 배양했다. DMSO

(100 ml/well)을 첨가하여 형성된 Formazan 결정을 풀어주고

570 nm microplate reader (Model 3550, BIO-RAD, Richmond,

CA. USA)로 측정하였다.

데이타 분석

모든 실험 데이타는 mean ± standard error (SE)로 나타냈다.

통계분석은 Student's t test을 사용하였고, p < 0.005 으로 유의

성을 나타냈다. 

결  과

대장암세포에서 X-ray의 조사에 의한 p53 활성화

본 연구에서 사용하고 있는 대장암세포 HCT116에서 X-ray

의 조사에 의한 p53의 활성화를 확인하였다. HCT116 세포에

8Gy의 방사선을 조사하고 3시간 후에 검사한 결과, p53양성

세포에서 p53의 발현이 증가하였다. p53음성세포에서는 발현

이 관찰되지 않았다. β-actin 항체로 둘 사이의 부하가 균등함

을 확인하였다(Fig. 1).

대장암세포에서 p53이 세포내 PI3-K 및 PTEN의 기저농도에

미치는 영향

본 연구에서 사용하고 있는 대장암세포 HCT116에서 X-ray

의 조사하기 전에 의한 세포내 PI3-K 및 PTEN의 기저농도에

미치는 p53의 영향을 확인하였다. 본 연구의 PI3-k의 발현은

p85의 변화를 통해 관찰 하였으며, 기저수준과의 차이에 대한

p53의 영향을 확인하기 위하여 p53 정상 및 결손형군을 비교

하였으며, p53양성 세포에서 p85의 발현정도가 현저히 높았

다. 이를 통하여 PI3-kinase의 발현이 증가되었음을 알 수 있

다(Fig. 2A). PTEN은 p53결함세포에 비해 p53양성 세포에서

발현이 다소 높았다(Fig. 2B).

대장암세포에서 X-ray에 의하여 유도되는 PI3-K 및 PTEN의

신호전달에 활성화에 미치는 p53의 영향

마지막으로 대장암세포 HCT116에서 X-ray의 조사한 후 PI3-

K 및 PTEN의 신호전달의 활성화에 미치는 p53의 영향을 확

인하였다. p53 음성인 HCT116 세포에서는 p85의 변화가 없

었으나, p53 양성인 경우는 노출 후 시간 경과에 따라 p85의

발현이 증가하였다(Fig. 3A). 또한 PI3-K (p85)의 활성의 표식

자인 Akt의 인산화도 확인되었다(Fig. 3C). PTEN은 p53 양성

Fig. 1. X-irradiation activates expression of p53 in HCT116 cells.

HCT116 cells in monolayers were exposed with 8 Gy of X-irradi-

aton and cultured 3h after X-irradiation. The cells were lysed, and

the lysates were analyzed by immunoblotting used p53. The blot

was reprobed with anti-β actin to confirm equal loading.
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세포에서 6시간까지는 발현이 증가하였으나, 12시간에서는 다

소 감소하였고, p53 음성 세포에서는 시간에 따른 발현 변화

가 없었다(Fig. 4).

고  찰

세포는 다양한 환경 스트레스에 노출되었을 때 외부의 해

로운 자극으로부터 스스로를 보호하기 위한 방편으로 p53을

Fig. 2. Effects of p53 on the basal levels of PI3-Kinase/PTEN in HCT116 cells. HCT116 cells were lysed, and the lysates were analyzed

by immunoblotting used p85/PI3-Kinase (A) and PTEN (B). The blot was reprobed with anti-β actin to confirm equal loading. The rela-

tive density of electrophoretic band was obtained with the LAS-1000 (Fujifilm, Japan) (lower panel). Data are means ± S.E of four sepa-

rate experiments. 

Fig. 3. Effect of p53 X-irradiation induced up-regulation of p85 and pAKt in HCT116 cells. HCT116 cells in monolayers were irradiated

with 8Gy. At 0, 3, 6 and 12 hours after X-irradiation, the cells were lysed, and the lysates were analyzed by immunoblotting used p85/p-

Akt. The blot was reprobed with anti-β actin to confirm equal loading. The relative density of electrophoretic band was obtained with the

LAS-1000 (Fujifilm, Japan) (lower panel). Data are means ± S.E of four separate experiments.
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비롯한 NF-κB 등 각종 전사인자들의 활성을 통해 스스로 죽

거나, 성장이 억제되고, 노화에 돌입한다5). 

p53은 다양한 환경변이원에 의해 유발되는 종양 형성을 억

제하는 항종양인자로 잘 알려져 있다. 예를 들어 세포가 UV

나 IR에 노출되면 노출된 용량에 비례하여 p53의 핵내 농도가

증가하게 된다. 게다가, 광범위하게 사용되고 있는 화학요법제

제들은 DNA를 손상시키고 p53 단백질 축적을 유도한다고 알

려져 있다. 그러나 최근에는 hypoxia, heat shock, nucleotide

depletion 역시 p53 축적을 유도할 수 있다고 보고되고 있다.

p53은 DNA 손상에 의해 발현되는 transcription factor로서 세

포주기의 주된 감시자이다.

DNA의 손상은 p53을 발현시키고 이는 p21, G1-Cdk로 이

어지는 경로를 통해 세포를 arrest상태로 만들어 S phase에 들

어가기 전 세포가 손상을 회복할 시간을 벌어준다6,7). 그러나

DNA 손상이 세포주기의 일시적 정지로 회복하기에는 너무 심

한 경우, p53은 세포주기를 정지시키는데 필요한 양보다 훨씬

더 많이 증가되는데, 이로 인해 apoptosis가 일어난다8,9).

p53은 세포의 죽음을 통하여 손상된 DNA로 인해 잘못된

기능을 가진 세포들을 제거함으로써 결과적으로 온전한 유전

자를 보호하고, 또한 종양이 될 가능성을 가진 변이들을 제거

함으로써 장기를 보호하게 된다. 이러한 p53의 조절기능이 상

실될 경우, 손상된 DNA를 가진 세포가 늘어남으로 인하여 악

성종양과 같은 조직이 만들어질 수 있다.

그러나 손상된 세포가 어떤 방식으로 p53에 의존적인 세

포사와 세포주기 정지를 선택하는지는 명확하지 않다. 

PTEN은 phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)에 의한 신호전

달체계의 주요한 negative regulator로서 p53의 활성 및 안정

성에 영향이 있다고 알려져있다10)

PI3K는 세포막의 인지질 대사에서 세포의 증식 및 생존, 포

도당 대사에 관련된 주요한 역할을 수행하며, 악성종양세포에

서 p85의 과발현과 관련되어 있다11).

PI3K이 활성화되면 serine-threonine protein kinase Akt (또는

protein kinase B, PKB)을 통하여 세포 성장 및 생존, 포도당

대사 및 단백질의 해석에 관련된 기능을 수행하여 방사선 치

료의 저항성에 중요한 경로로 알려져 있다12-19).

본 연구에서 p53 양성 세포군에서 p53의 발현이 증가됨을

확인하였으며, p85가 증가됨을 볼 때 PI3K의 증가를 확인할

수 있었다. 이러한 PI3K의 신호전달 활성화는 p-Akt의 발현이

증가됨이 확인됨으로써 p53의 존재에서 뚜렷하게 PI3K의 활

성이 증명되었으며, 기저수준에서의 비교를 볼 때 p53의 존재

유무가 PI3K의 발현에 큰 영향을 미침을 알 수 있었다.

이와 같은 결과를 볼 때, 방사선조사의 경우 손상된 DNA

로 인하여 발현되는 p53에 의존적으로 세포생존에 영향을 미

치는 PI3K의 발현이 증가됨을 알 수 있었다.
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