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Effects of Amifostine on Apoptosis, Cell Cycle and Cytoprotection 
of Human Colon Cancer Cell Lines 

Eun Ju Lee†,*  

Department of Clinical Laboratory Science, Daejeon Health Institute of Technology, Daejeon 34504, Korea 

Amifostine was developed to protect cells, but it is known to induce cytotoxicity and apoptosis, and the exact mechanism 

is unknown. In this study, we investigated how the DNA mismatch repair (MMR) system interacts with p53 to prevent 

apoptosis, cell cycle arrest, and cytoprotective effects induced by amifostine. HCT116 colon cancer cells sublines 

HCT116/p53+, HCT116/p53-, HCT116/E6 and HCT116+ch3/E6 cells were used for evaluation. Amifostine induced 

G1 arrest and increased toxicity two-fold in p53- cells regardless of MMR expression. Both G1 cell cycle arrest and 

induction of p53 protein peaked at 24 h after the start of amifostine exposure. Both G1 cell cycle arrest and induction of 

p53 protein peaked at 24 h after the start of amifostine exposure. Amifostine induced the expression of p21 protein in 

both p53+ and p53- cells. As for apoptosis, compared to p53- cells, p53+ cells showed 3.5~4.2 times resistance to 

amifostine-induced apoptosis. HCT116+E6 with both p53 and MMR loss showed maximum apoptosis at 48 h, and 

HCT116+ch3/E6 with p53 loss showed maximum apoptosis at 24 h. As a result, it was confirmed through in vitro 

experiments that amifostine-induced G1 cell cycle arrest and apoptosis are mediated through a pathway dependent on 

MMR and p53 protein. 
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서  론 
 

유전성 비용종성 결장암(hereditary nonpolyposis colorectal 

cancer, HNPCC)과 다양한 종류의 암에서 DNA mismatch 

repair(불일치 복구, MMR) 결함이 원인으로 밝혀졌다(Fink 

et al., 1998; Fishel and Kolodner, 1995; Jin et al., 2017; Salem 

et al., 2020). MMR은 DNA 중합효소에 의해 잘못 짝지어

진 뉴클레오티드와 복제 또는 재조합 동안 반복되는 염

기서열의 slippage에 의한 불일치를 보정한다(Fishel and 

Kolodner, 1995; Sunitha and Mats, 2003). MMR 시스템의 결

함은 돌연변이 발생률을 급격히 증가시켜 발암과정을 촉

진시키고(Sunitha and Mats, 2003; Jin et al., 2017; Salem et 

al., 2020), hMLH1과 hMSH2의 생식 세포 돌연변이는 전

체 HNPCC 환자의 약 절반을 차지한다(Fishel and Kolodner, 

1995; Salem et al., 2020)고 알려져 있다. DNA 불일치 복구

(MMR) 단백질은 DNA 중합효소 오류로 인한 불일치 보

정 외에도 유사분열과 감수분열 재조합(Fishel and Kolodner, 

1995; Sunitha and Mats, 2003) 및 전사 결합 복구의 조절에 

참여하는 것으로 알려져 있다(Hickman and Samson, 1999; 

Lin et al., 2001; Chakraborty et al., 2016). DNA 불일치를 

수정하지 못하면 돌연변이 비율이 증가하며, MSH2 또

는 MLH1의 돌연변이로 인한 MMR 손실은 대부분의 유

전성 비용종성 결장암의 원인이 되며(Fishel et al., 1993; 
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Papadopoulos et al., 1994; Salem et al., 2020) 자궁내막암, 난

소암, 유방암, 전립선암, 폐암 및 췌장암 등의 원인이 되

기도 한다(Fishel and Kolodner, 1995; Munakata et al., 2023). 

돌연변이 비율을 증가시키는 것 외에도, MMR의 손실은 

항암약물 내성을 증가시킨다. 환자에게 사용하는 항암 농

도에서, 항암제는 세포사멸을 유발한다. 세포사멸을 촉진

하려면 세포가 DNA 손상의 존재를 인식할 수 있어야 하

나, MMR의 손실로 인해 감지 능력이 손상되거나 복구 

시도가 부족하여 세포사멸 촉진 신호가 감소하게 된다

(Kat et al., 1995; Jiang et al., 2021). p53의 경우 세포 DNA에 

손상이 발생하였을 때 손상이 다 수선되기 전에 세포분

열이 진행되지 못하도록 하며 수선이 어려울 경우 세포

가 스스로 사멸하도록 한다. p53 기능이 결여된 세포는 

유전적으로 불안정하고 총체적인 유전자 변경에 취약하

게 된다(Jiang et al., 2021). p53 기능 장애는 p53 녹아웃 

마우스(knockout mice)에서 증가된 종양 형성과 관련이 있

으며(Carder et al., 1993), p53은 인간 암의 매우 많은 부분

에서 돌연변이 된다(Bhattacharyya et al., 1994; Fink et al., 

1998; Hollstein et al., 1991; Jiang et al., 2021)고 알려져 있다. 

WR-2721로 명명된 amifostine은 1950년대 월터 리드 육

군 연구소에서 핵 방사선으로부터 군인을 보호하기 위

해 합성되었다(Shaw et al., 1988; Capizzi and Oster, 2000). 

전구약물인 amifostine과 활성 대사산물인 WR-1065는 악

성 조직과 비악성 조직에 차등적인 영향을 미치는 것으

로 보고되었다(Capizzi, 1999; Taylor et al., 1997). 예를 들어, 

amifostine은 이온화 방사선 및 화학요법제의 독성 효과로

부터 정상 조직을 보호하지만, 종양에는 효과가 없거나 

항종양 효과를 향상시킨다. Amifostine이 정상 세포를 보

호하는 메커니즘은 잘 알려져 있지 않고, amifostine에 의

한 정상 조직의 선택적 보호는 p53 의존성 경로의 활성

화와 관련이 있으며, amifostine은 p53 단백질에 결합하고 

하향 유전자의 전사활성화를 향상시키는 것으로 보고되

었다(Falcicchio et al., 2020; Lee et al., 2003). 

본 연구에서는 amifostine에 의해 유발된 세포사멸 및 

세포 주기 진행에 대한 p53 단백질 및 p21 단백질의 역

할을 조사하기 위해 MMR+, MMR-, p53+ 및 p53- 세포

에서 amifostine이 p53 단백질 및 p21 단백질의 발현에 미

치는 영향을 알아보고자 한다. 

 

 

 

 

 

재료 및 방법 

Cell lines 

결장암 세포주인 HCT116 세포는 American Type Cul- 

ture Collection (ATCC, CCL 247)에서 구매하여 사용하였

다. HCT116/p53- 세포주는 표적 상동 재조합(homologous 

recombination)에 의해 두 p53 대립 유전자가 모두 결실

된 세포이다(Boyer et al., 1995). HCT116+ch3으로 명명된 

세포주는 3번 염색체가 보완된 세포로 DNA 불일치 복

구 능력이 있는 세포이다(Koi et al., 1994). HCT116/E6와 

HCT116+ch3/E6 세포주는 유비퀴틴 의존 경로를 통해 

p53 단백질의 분해를 자극하는 높은 수준의 인간 유두

종 바이러스 유형-16 E6 단백질을 발현하는 세포주이다

(Davis et al., 1998; Bunz et al., 1999). 모든 세포주는 100 mM 

L-글루타민 및 10% 열 불활성화 태아 소 혈청(FBS, Fetal 

Bovine Serum)이 보충된 Iscove의 변형된 둘베코 배지

(DMEM, Dulbecco Modified Eagle Medium, Irvine Scientific, 

Irvine, CA, USA)에서 유지되었다. 염색체 보완 라인은 

400 μgmL-1 제네티신(geneticin, GIBCO BRL, Gaithersburg, 

MD, USA)이 보충된 배지에서 성장시켰다. HCT116/p53+ 

및 HCT116/p53- 세포는 100 mM L-글루타민 및 10% 열 

불활성화 태아 소 혈청이 보충된 McCoy's 배지(Irvine 

Scientific, Irvine, CA, USA)에 넣어 37℃의 온도를 유지하면

서 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 세포는 70~80% 자라

면 분주하여 계대 배양한 세포를 실험에 이용하였다. 모

든 세포주는 UCSD Cancer Center의 Dr Howell로부터 얻어 

사용하였다. 

Reagents 

Amifostine은 US Bioscience Corporation에서 구입했다. 

50 mg/mL의 원액을 0.9% NaCl에 용해하고 4℃에 보관하

였다. 

Clonogenic assay 

콜로니 형성을 보기 위하여, 다양한 농도의 amifostine

을 24시간 동안 처리한 후 세포를 PBS로 세척하였다. 새

로운 배지를 첨가한 후 37℃의 온도를 유지하면서 5% 

CO2 배양기에서 10~14일 동안 배양한 후 세포를 PBS로 

세척하고 메탄올로 고정하여 0.1% Crystal Violet으로 염색

하였다. 50개 이상의 세포가 모인 세포 클러스터는 콜로

니로 점수를 매겼다. 실험은 각 약물 농도에 대해 최소 
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3회 이상 수행되었다. IC50 값은 대수 선형 보간법(log-

linear interpolation)을 사용하여 계산하였다. 

세포주기 측정(cell cycle analysis) 

Amifostine을 24시간 동안 1 × 106 ~ 2 × 106 세포에 처

리한 후, amifostine 처리 시작 후 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6일째에 

세포를 채취하여 빙냉 PBS로 2회 세척하고, 빙냉 100% 

에탄올에 고정하였다. 106개 세포를 계수하여 원심분리하

고, 차가운 PBS 500 μL에 재현탁하여 0.1 mg/mL RNAse A 

(Sigma Chemical Co.)로 37℃에서 30분 동안 처리하였다. 

50 mg/mL 농도의 Propidium iodide (Molecular Probes, Eugene, 

OR)를 세포 현탁액에 첨가했다. 얼음 위에서 30분 동안 

보관한 후, FACScan 유세포 분석기(Becton-Dickinson, San 

Jose, CA)를 사용하여 세포를 분석했다. Multicycle AV Cell 

Cycle 소프트웨어(Phoenix Flow Systems, San Diego, CA)를 

사용하여 세포 주기의 각 단계에서 세포 비율을 계산했

다(Lee et al., 2003). 

세포사멸 측정(apoptosis analysis) 

Amifostine 처리 시작 후 24시간, 48시간, 72시간에 부

유 세포와 부착된 세포를 채취하여 원심분리하고 PBS 

100 μL에 재현탁하고 acridine orange와 ethidium bromide 로 

염색하였다. 그 후, 세포는 형광 현미경에 의해 세포사멸 

형태에 대해 평가되었다. 세포는 형태학적 기준(McGahon 

et al., 1995)에 따라 세포사멸로 점수를 매겼다. 

Western blot analysis 

다양한 농도의 amifostine을 처리한 후 다양한 시점에서 

0.15 M NaCl, 5 mM EDTA 1%, Triton X-100, 10 mM TRIS 

(pH 7.4), 5 mM DTT, 0.1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride 

및 5 mM epsilon-aminocaproic acid를 함유하는 완충액에서 

단백질을 추출하였다. 단백질은 7.5% 및 15% 폴리아크릴

아미드 겔(Precast Acrylamide Gels, Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA)을 사용하여 전기영동으로 정량 및 분획화 하였다. 

단백질을 polyvinylidene difluoride 막(Immobilon, Millipore, 

Bedford, MA, USA)으로 옮겼다. 막을 5% 무지방 우유, 

0.05% Tween으로 1시간 동안 차단하고 0.05% Tween으로 

세척한 다음 4℃에서 밤새 1차 항체에 노출시켰다. 마우

스 단일 클론 anti-p21 (sc-817) 및 anti-p53 (sc-126) 항체는 

미국 캘리포니아주 산타크루즈의 Santa Cruz Biotechnology

에서 구입했다. 1차 항체는 5~10% 무지방 우유에 1:400

으로 희석하였다. 세척 후, 1:3,000의 희석 비율로 horse- 

radish peroxidase-conjugated anti-mouse antibodies (Amersham 

Life Science, Inc., Arlington Heights, IL, USA)에 노출시키고, 

복합체를 화학발광으로 가시화하였다. 

통계처리 

모든 실험들은 3회씩 반복 진행하였으며, 이에 대한 결

과는 평균 ± 표준오차(mean ± sd)로 계산하였다. Amifostine 

미처리군(대조군)과 amifostine 처리군 간의 차이에 따른 

유의성은 two sided t-test 방법을 이용하였다. 각 분석의 

통계적 유의수준은 95% 신뢰수준(유의도 0.05, P<0.05)

로 검증하였다. 

 

결  과 

Amifostine의 독성에 대한 p53과 MMR의 효과 

Amifostine에 대한 HCT116 결장암 세포의 민감도에 대

한 p53, MM의 영향을 결정하기 위해 clonogenic assay를 

사용했다(Fig. 1). 세포를 부착시킨 후, 다양한 농도의 ami- 

fostine에 24시간 동안 노출시키고, 10~14일 후에 콜로니

수를 평가하였다. HCT116 세포에서 p53 유전자의 결실은 

IC50 값의 비율로 정량화(Table 1)한 바와 같이 amifostine 

민감도를 2.1±0.2배 증가시켰다(평균 ± sd, n=3, P<0.05 -양

면 t-검정). 유사하게, E6에 의한 p53 단백질의 분해는 

amifostine 민감도를 1.9±0.2배 증가시켰다(평균 ± sd, n=3, 

P<0.05, 양측 t-검정). 불일치 복구 능력이 있는 HCT116+ 

ch3 세포에서 E6에 의한 p53 단백질의 분해는 amifostine

에 대한 민감도를 1.89±0.2배 증가시켰다(평균 ± sd, n=3, 

양면 t-테스트에 의한 P<0.05). Amifostine에 대한 HCT116 

Fig. 1. Effect of p53 and MMR on amifostine sensitivity. HCT116 
cells were exposed for 24 h, and dose-response curves were gen- 
erated by clonogenic assay. Each data point represents the mean of 
at least 3 independent experiments performed with triplicate culture. 
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을 결장암 세포의 민감도에 대한 p53, MMR 단백질의 영

향은 p53 단백질이 상실된 경우 더 크게 영향을 주었다

(Table 2). 

Amifostine이 유도한 세포사멸에 대한 p53과 MMR 단

백질의 효과 

형광 현미경 검사법을 사용하여 세포사멸 세포를 정량

화했다(Fig. 2). HCT116/p53+, HCT116/p53-, HCT116/E6 

및 HCT116+ch3/E6 세포를 HCT116/p53+ 세포의 IC50에 

해당하는 4.8 mM amifostine에 24시간 동안 노출시켰다. 

apoptotic 세포의 분획은 amifostine에 노출되기 시작한 후 

24, 48 그리고 72시간에 측정하였다. HCT116 세포에서 표

적 재조합에 의한 p53 유전자의 결실은 amifostine에 노출

된 후 24시간에 각각 3.5±1.2배 및 4.2±0.7배로(Table 3) 

amifostine 유도된 세포사멸을 증가시켰다(평균 ± s.d., n=3, 

P<0.05, MMR+ 대 MMR- 세포의 비교를 위한 양측 t-검

정). 유사하게, E6에 의한 p53 단백질의 분해는 amifostine

에 노출되기 시작한 후 24, 48 및 72시간에 각각 2.1±

0.2배 및 4.3±0.8배까지 amifostine에 의한 세포사멸을 증

가시켰다(평균 ± s.d., n=3, p53+ 대 p53- 세포의 비교를 

위한 양면 t-검정에 의한 P<0.05). 불일치 복구 능력이 있

는 HCT116+ch3 세포에서 p53 단백질의 E6 매개 분해는 

amifostine 유도 세포사멸을 72시간 및 96시간에 각각 4.2 

±0.4 및 2.0±0.2로 증가시켰다(평균 ± s.d., n=3, p53+ 대 

P53- 세포의 비교를 위한 양면 t-검정에 의한 P<0.05). 

Amifostine에 의해 유도된 세포 주기 정지와 p53과 

MMR 단백질의 관련성 

HCT116/p53+, HCT116/p53-, HCT116/E6 및 HCT116+ch3/ 

E6 세포를 HCT116/p53+ 세포의 IC50에 해당하는 4.8 mM 

amifostine에 24시간 동안 노출시켰다. p53이 발현되는 

HCT116/p53+ 및 HCT116+ch3 세포에서 amifostin을 처리

하면 G1 정지가 발생하여 24 h에 최고조에 달했다(Fig. 3). 

그러나, p53- 및 MMR 결핍된 HCT116+ch2와 HCT116+ 

ch3/E6 세포에서 amifostine은 G1 정지를 일으키지 못했으 

Table 2. Magnitude change in amifostine sensitivity expressed as 
IC50 ratios 

Cell lines 
Effect of loss p53 

 
Effect of loss MMR 

In MMR+ 
cells 

In MMR- 
cells 

In p53+ 
cells 

In p53- 
cells 

Fold 1.91 1.89  0.88 0.86 

P-value 0.081 0.0012  > 0.05 > 0.05 
 

Table 3. Magnitude of change in amifostine-induced apoptosis as 
a result of p53, MMR, or both functions expressed as apoptosis 
ratios* 

Effect of loss of p53 

 

Effect of loss of MMR 

in MMR+ 
cells 

in MMR- 
cells 

in p53+ 
cells 

in p53- 
cells 

3.5±1.2(a) 4.2±0.7(b) 1.3±0.2(c) 2.1±0.9(d) 
*Ratio of the apoptosis value in the functionally deficient to pro-
ficient cells determined from acridine orange and ethidium bromide
and this value was compared untreated with amifostine treated 
cells. Each value is mean ± sd. 
(a) P=0.02: comparison between the MMR+/p53- and the MMR+

/p53+ cells 
(b) P=0.002: comparison between the MMR-/p53- and MMR-/

p53+ cells 
(c) P>0.05: comparison between the MMR-/p53+ and the MMR+

/p53+ cells 
(d) P=0.02: comparison between the MMR-/p53- and the MMR+

/p53- cells 

Table 1. IC50 Values for HCT116 sublines* 

Cell lines 
Phenotype Amifostine IC50 

(mM) MMR p53 

HCT116+ch2 – + 4.87±0.5 

HCT116+ch3 + +  4.3±0.3 

HCT116/E6 – – 2.57±0.7 

HCT116+ch3/E6 + – 2.25±0.5 
*Each values represents mean ± sd of 3 independent experiments 
each performed with triplicate cultures for each drug concentraion 

Fig. 2. Effect of p53 and MMR on amifostine-induced apoptosis. 
HCT 116 sublines were exposed to amifostine for 24 h. The percent 
of cells in apoposis was determined by supravital fluorescence 
microscopy at 24, 48 and 72  h. Data points represent mean ± sd 
of 3 different experiment each performed with triplicate cultures. 
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며, 이는 amifostine에 의해 유도된 G1 정지가 p53 단백질

에 의존적임을 나타낸다. Amifostine은 또한 p53-와 MMR 

결핍된 HCT116+ch3/E6 세포를 제외한 세포 모두에서 발

생하는 G2/M 정지를 유발하여 G2/M 정지가 p53과 MMR 

단백질과 독립적인 경로를 통해 매개됨을 나타낸다(Fig. 4). 

Effect of amifostine on the expression of p53 protein 

and p21 protein 

Amifostine에 의해 유발된 세포사멸 및 세포 주기 진

행에 대한 p53 단백질 및 p21 단백질의 역할을 추가로 

조사하기 위해 MMR+, MMR-, p53+ 및 p53- 세포에서 

amifostine이 p53 단백질 및 p21 단백질의 발현에 미치는 

영향을 조사하였다(Fig. 5). HCT116/p53+, HCT116/p53-, 

HCT116/E6 및 HCT116+ch3/E6 세포를 HCT116/p53+ 세포

의 IC50에 해당하는 4.8 mM amifostine에 24시간 동안 노

출시켰다. p53+ 세포에서 amifostine은 amifostine 유도 G1 

정지와 마찬가지로 p53 단백질의 빠른 유도를 유발했으

며, 이는 24시간에 최고조에 달했다. 또한, amifostine은 

p21 단백질의 빠른 유도를 일으켰다. p21 단백질의 유도

는 HCT116/p53+, HCT116/p53-, HCT116/E6 및 HCT116+ 

ch3/E6 세포 모두에서 발생했으며, 이는 amifostine에 대한 

반응으로 p21 단백질의 유도가 p53 및 MMR 단백질과 

독립적임을 나타낸다. MMR-/p53- 세포에서 amifostine은 

G1 정지를 일으키지 않고 p21 단백질의 발현을 유도했는

Fig. 4. Effect of p53 and MMR on amifostine-induced G2/M cell 
cycle arrest. Magnitude of change in a amifostine-induced G2/M
arrest as a result of p53, MMR or both functions expressed as the 
under the curve of fraction of cells. HCT116 sublines were exposed
to 4.8 mM amifostine for 24 h. The percent o cells in G2/M phase 
was determines by flowcytometery. Columns represent mean ± SD
of 3 different experiments. (a) P=0.0035: comparison the amifostine
untreated MMR+/p53+ and the amifostine treated MMR+/p53+ 
cells (b) P=0.0038: comparison between the amifostine untreated 
MMR-/p53+ and the amifostine treated MMR-/p53+ cells (c) P=
0.01: comparison between the amifostine untreated MMR-/p53-
and the amifostine treated MMR-/p53- cells (d) P=0.045: com-
parison between the amifostine untreated MMR+/p53- and the 
amifostine treated MMR+/p53- cells (e) P=0.008: The G2/M 
phase was 2.5 fold larger in amifostine-treated HCT116/E6 cells 
relative to amifostine-treated HCT116+ch3/E6 cells. 

Fig. 3. Effect of p53 and MMR on 
amifostine-induced cell cycle arrest. 
HCT116 sublines were exposed to 
4.8 mM amifostine for 24 h. Cells 
were harvested at 1, 2, 3, 4, and 5 days 
after the beginning of amifostine ex- 
posure. The percent of cells in G2/M, 
S and G1 phase was determines by 
flowcytometery. Data points represent 
mean ± SD of 3 different experiments. 
d0 mean amifostine untreated cells. 
D1 mean 24 h after the beginning of 
amifostine exposure. 
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데, 이는 amifostine에 대한 반응으로 p21 단백질의 과발

현이 세포 주기의 G1 단계에서 세포를 정지시키기에 충

분하지 않다는 것을 나타낸다. 

 

고  찰 
 

암이 갖는 공통된 특성은 유전적 불안정성이다. 대부분

의 암에서 DNA 손상 반응의 어떤 결함에 의해 암세포가 

형성되고 발달하는지는 정확히 알려 지지 않았지만, DNA 

손상 반응의 결함과 암 사이에는 분명한 연관 관계가 있

다. 예를 들어, 15%의 산발성 대장 종양(sporadic colorectal 

tumour)은 비정상적으로 짧거나 긴 dinucleotide 반복서열

을 가지고 있다. 이러한 DNA 돌연변이는 microsatellite 

instability라고 하는데, 불일치 복구(MMR)가 제 기능을 못

하여 축적된 DNA 복제 오류(replication error) 때문에 생기

는 것으로 추측된다(Fink et al., 1998; Fishel and Kolodner, 

1995). Microsatellite instability는 산발성 직장 종양뿐만 

아니라 유전성 비용종성 대장암(hereditary non polypasis 

colorectal cancer)에서도 나타난다. 유전성 비용종성 대장

암은 MSH2와 MLH1과 같은 불일치복구(MMR) 유전자

의 기능상실변이(loss of function mutation)와 연관 되어있

는 것으로 보고되었다(Lord and Ashworth, 2012). 불일치 

보정 외에도 MMR 단백질은 특정 DNA 영역에 결합할 

수 있으며 이 결합은 p53 및 세포사멸 유도와 관련이 있

는 것으로 보고되었지만(Fishel et al., 1993; Kat et al., 1993; 

Papadopoulos et al., 1994; Parsons et al., 1993) DNA 손상 유

도 후 p53 유도 및 세포사멸에서 MMR 단백질의 역할은 

아직 이해되지 않았다. 본 연구에서는 p53 및 MMR 발

현 상태가 다른 HCT116 세포주를 이용하여 amifostine의 

세포 약리학에 대한 p53과 MMR 단백질의 효과에 대해 

알아보았다. Amifostine은 paclitaxel의 세포독성으로부터 

HCT116/p53+ 세포를 선택적으로 보호하는 결과에서 정

상 조직은 p53이 풍부하기 때문에 amifostine이 이온화 방

사선 및 화학요법제의 독성 효과로부터 정상 조직을 보

호하지만, p53이 결핍된 악성 조직을 보호하지 못함을 설

명할 수 있었다. 즉 많은 고형 종양은 p53 단백질 자체 

또는 p53 단백질의 하류 경로에 결함 형태가 발현됨이 

많은 연구에서 발표되었다(Falcicchio et al., 2020; Roser et 

al., 2021; Jiang et al., 2021; Munakata et al., 2023). 또한, 

amifostine은 paclitaxel 유도 세포독성으로부터 MRC-5 인

간 폐 섬유아세포를 보호하고 A427 폐암 세포에서 pacli- 

taxel 세포독성이 증가되는 것으로 나타났다(Taylor et al., 

1997). A427 세포는 p53 단백질을 발현하지만(Li et al., 

2021), p53 단백질의 결함으로 인해 p53 경로가 비활성화

되어 DNA 손상 반응으로(Strobeck et al., 2001; John et al., 

2007) 진행된다. Amifostine 처리된 A427 세포에서 pacli- 

taxel의 민감성 증가는 DNA 파손의 증가와 관련이 있다

고(Taylor et al., 1997) 발표되었다. 치료를 위한 화학요법

제 사용과 관련하여 MMR 활성이 상실되면 게놈(genome) 

전체의 돌연변이 비율을 증가시켜, 약물 내성이 발생하여 

DNA를 검출하는 세포의 능력을 직접적으로 손상시킴으

로써 세포사멸을 증가시킨다. MMR 단백질은 세포 주기

의 활성화 중재에 관여하여 DNA 손상에 대한 반응으로 

세포 주기 체크포인트와 세포사멸이 일어나게 되고, MMR

이 결핍된 세포는 내성을 갖는 것으로 보고되었다(Davis 

et al., 1998). MMR이 세포독성을 어떻게 매개하는지는 정

확히 설명할 수 없지만, 6-thioguanine과 cisplatin 등에 의해 

생성된 DNA 병변은 모두 돌연변이를 유발하므로 MMR 

때문에 세포가 죽지 않을 것이라고 예상되고, MMR이 비

활성화되면 DNA 중합효소 오류를 복구하지 못하기 때문

에 돌연변이율이 매우 높을 뿐만 아니라 DNA에 부가물

이 지속되기 때문이다. 객관적인 약물 내성 발달 속도와 

관련하여 종양에서 MMR 결핍 세포의 중요성에 대한 연

구가 현재 시급히 필요하다고 사료된다. 

Amifostine이 처리된 세포에서 p53 단백질은 세포 주기

를 조절하는데 중요한 역할을 한다. Amifostine은 p53이 

있는 세포와 결핍된 세포 모두에서 G2 정지를 일으켰으

Fig. 5. Effect of amifostine on the expression of p53 protein and 
p21 protein. Cells were exposed to amifostine for 24 h and cellular
proteins were analysed by Western blotting at 24, 48, 72 h after 
the beginning of exposure to amifostine. Amifostine induced the 
expression of p53 protein in p53-proficient cells and the expression
of p21 protein in p53-proficient and -deficient cells. 
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며, 이는 amifostine에 의해 유도된 G2 정지가 p53과 무관

함을 나타낸다. Amifostine은 또한 p53-독립적 경로를 통

해 p21 단백질의 과발현을 유도했는데, amifostine에 의해 

유도된 G2 정지가 p21 단백질과 관련 있는 것으로서, 실

제로 p21 단백질은 Cdc2의 인산화를 억제하고 G2 정지

를 시행하는 것으로 보고되었다(Shapiro and Harper, 1999; 

Smits et al., 2000). MMR 발현 세포에서 MNNG 처리 후 

G2 세포 주기 정지 및 세포사멸을 촉진하고(Davis et al., 

1998), 유사하게, 6-thioguanine 처리 후 MMR 발현 세포에

서 G2 정지가 보고되었다(Davis et al., 1998). 이에 반해, 

동일한 노출에 6-thioguanine은 G2 정지를 유도하지 않고 

오히려 MMR 부족 세포에서 G1 정지를 유도했다. 세포 

주기의 G2 정지 체크포인트는 세포가 DNA 불일치의 복

구를 시도하고 돌연변이 된 DNA의 복제를 방지하도록 

허용할 수 있다. DNA 손상에 대한 반응으로 p53과 p21에 

의해 중재된 G1-S 단계에 머무르게 된다. 최근에는 MLH1

이 결핍된 인간 종양 세포주도 cisplatin 처리가 G2 세포 

주기 정지에 관여하지 못하는 것으로 보고되었다(Davis et 

al., 1998). MMR이 DNA 불일치뿐만 아니라 DNA 손상이 

감지될 때 세포 복제를 제한하는 과정에도 관여함을 의

미한다. 

본 연구 결과 amifostine은 p53+ 세포에서 G1 정지를 

일으켰으며, 이는 G1 정지가 p53 단백질과 관련 있음을 

나타낸다. p53+ 세포에서, G1 정지와 p53 단백질의 유도는 

모두 amifostine 노출 시작 후 24시간에 최고조에 달했으

며, 이는 amifostine에 의해 유도된 G1 정지가 p53 의존성 

경로 관련성에 대한 증거이다. p53-인 MMR+와 MMR- 

세포의 경우 HCT116 E6의 경우 약간의 G1 정지와 G2/M

을 유도한 반면 HCT16+ch3/E6의 경우는 세포 주기 정지

가 관찰되지 않았다. 

Amifostine은 MMR과 상관없이 p53+ 세포와 p53- 세포 

모두에서 p21 단백질의 발현을 유도했지만 p53+ 세포에

서만 G1 정지를 일으켰기 때문에, p21 단백질의 발현만으

로는 amifostine에 의한 G1 정지를 설명하기에 충분하지 

않았다. p21 유전자의 전사를 조절하는 것 외에도, p53 단

백질은 p27Kip1 및 p57Kip2와 같은 Cip/Kip 패밀리의 하

향 단백질을 코딩 하는 유전자의 전사를 조절하는 것으

로 발표되었다(Feng et al., 2012; Shapiro and Harper, 1999; 

Smits et al., 2000). p21 단백질과 마찬가지로 p27Kip1 단백

질과 p57Kip2 단백질은 사이클린 E-CDK2와 복합체를 형

성하고 CDK2 억제 및 G1 정지를 촉진하는 것으로 설명

되었다(Feng et al., 2012; Shen et al., 2001). 따라서, p21 단백

질의 과발현이 amifostine 처리된 세포에서 G1 정체를 유

지하기에 충분하지 않다는 것은 amifostine이 p53 단백질

의 하류에서 하나 이상의 다른 세포 주기 억제제의 발현

을 유도했음을 시사한다. 

세포 보호제인 amifostine은 HCT116 세포에서 세포사

멸을 유도할 가능성이 있다. p53 단백질의 존재 하에서 

HCT116 세포는 amifostine에 대해 낮은 수준의 내성을 나

타내어, amifostine에 의해 유도된 세포사멸로 부터 세포

를 보호한다. Amifostine에 대한 내성은 1.5~2배의 범위

로 완만했고, p53 단백질에 의해 부여된 상대적으로 작은 

내성 정도의 생물학적 관련성은 현재 명확하진 않지만, 

임상 연구(Feng et al., 2012; Smits et al., 2000)에서 달성된 

혈장 농도보다 약간 높은 농도에서 세포사멸을 유발하여 

임상적 관련성이 있음을 나타낸다. 

종합하면, 본 연구 결과는 p53 단백질이 amifostine에 대

한 세포 반응을 조절하는 데 중요한 역할을 하고, p53 단

백질이 amifostine에 의해 유도된 세포사멸에 대한 저항성 

기전과 amifostine에 의해 유도된 G1 정지 및 세포 보호의 

기전으로 확인된다는 것을 나타낸다. 
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