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서    론

  방사선 감수성 차이는 세포의 종류, 분화 정도, 증식율과 

조절기전에 따라 다르게 나타난다.
1,2)
 일반적으로 정상세포

에 비해 종양세포가, 분화가 잘 된 세포보다 미분화세포가, 

간엽세포보다 상피세포가 방사선 감수성이 높다고 알려져 

있다.
3) 그러나, 같은 세포라도 방사선 조사에 대한 세포반

응은 방사선 흡수선량 이외에도 세포의 생리적 조건, 산소 

분압, 조사 환경 등에 따라서 달라진다고 보고되었다.
4) 또

한 ataxia-telangiectasia (AT), 기저 세포암 증후군, Fanconi 

씨 증후군 같은 유전 질환은 방사선 감수성이 높은 집단으

로 보고되고 있으며, 이것은 방사성 감수성이 유전적으로 

조절된다는 간접적인 증거이기도 하다.
5,6)

  간은 정상 상태에서는 분열하지 않으나 손상 등의 자극

을 받으면 분열하는 조직으로,
7)
 방사선 감수성이 낮은 조

직이나, 비장은 다능성 간 세포가 간세포(stem cell)을 더 

생산하거나 혹은 다양한 committed progenitor cell를 생산하

기 위해 분열하는 조직이므로,
8) 간에 비해서 상대적으로 

방사성 감수성이 높은 조직이다.
9)

  이에 본 연구자는 방사선의 감수성이 높은 조직인 비장

과 방사선 내성 조직인 간에서 방사선 조사 시 감수성의 

차이를 apoptosis로 측정하였다. 또한 방사선 유도 수준에 

따라서 발현이 변화되는 단백질을 proteomics를 통해서 분

석하여 방사선 감수성 단백질을 확인하였고 이에 따른 단

백질의 표현 양상을 확인하였다.

Proteomics를 이용한 마우스 조직에서의
방사선 감수성 조절 단백질의 탐색
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목적: 방사선 감수성이 다른 마우스 조직에서 apoptosis 유도 수준을 확인하고 방사선 감수성에 관여 된 인자를 

proteomics를 통해서 확인한다.

대상 및 방법: C3H/HeJ 마우스에 10 Gy 방사선을 조사하고 8시간 후 비장과 간을 채취하여 apoptosis 유도 수준을 

비교 분석하였다. 조직에서 단백질을 추출하여 2-dimension electrophoresis (2-DE)를 실시하였다. 2-DE에서 방사선

에 의해 발현의 변화를 보이는 gel의 spot를 trypsin 처리하여 MALDI-TOF 측정한 후 Swiss-prot database를 통하여 

단백질을 동정하였다. 

결과: Apoptosis index는 방사선 조사 후 비장 조직에서 35.3±1.7%, 간조직은 0.6±0.2%로 비장에 비해 간 조직이 

낮게 나타났다. Proteomoics 결과에서 방사선 내성 조직인 간은 ROS대사에 관여되는 단백질인 glutathione S 

transferase Pi, carbonic anhydrase, NADH dehydrogenase, peroxiredoxin VI, riken cDNA 등이 방사선 조사 후 증가되

었고 apoptosis 관련된 단백질인 cytochrome c는 간과 비장 조직에서 확인되었다. 그러나 방사선 민감 조직인 비장

에서는 방사선 조사 후 산화적 stress에 관련된 단백질, apoptosis 관련 단백질, 신호 전달에 관련된 단백질, 면역반

응, cell cycle, Ca 신호 전달, 대사 cycle에 관련된 단백질 등이 방사선에 관련하여 발현의 변화를 보여 주었다.

결론: Apoptosis 유도 수준이 다른 조직에서 apoptosis에 관련된 단백질과 redox에 관련된 단백질은 방사성 감수성 

조절에 관련된 것으로 보인다.
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대상 및 방법

1. 실험 동물 및 방사선 조사

  8주령의 웅성 마우스를 연세대학교 실험 동물부에서 

SPF (specific pathogen free) 상태로 공급 받았으며 사육 상

자 당 5마리씩 사육하였다. 이들은 연세대학교 실험동물부

의 지침에 따라 온도(22
o
C), 습도(55%)가 일정하게 유지된 

환경에서 무균음수와 멸균사료로 사육되었다. 방사선 조사

는 치료용 선형가속기(Varian Co. Milpitas, CA, USA)를 이

용하여 10 Gy의 전신 방사선 조사를 시행하였다. 방사선이 

조사되지 않은 대조군과 조사 후 8시간 경과된 마우스 군

을 각각 경추 탈구사시킨 후 비장과 간을 채취하였다.

2. Apoptosis의 평가

  채취한 조직의 일부를 고정액에 고정시켜서 파라핀에 

포매하고 4μm 절편을 만들어 hematoxylin-eosin 염색을 시

행하였다.
10) 또한 Apop-Tag kit (Oncor Inc, Gaithersburg, MD)를 

이용하여 terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP 

nick end labeling (TUNEL) assay를 하였다.
11) 이미 보고된 

apoptosis의 형태학적 특징에 따라, 마우스의 조직표본에서 

apoptosis의 수준을 평가하였다. Apoptosis의 평가는 400X 

광학 현미경 하에서 시행하며, 1000개의 세포핵 당 나타난 

apoptosis 의 수를 apoptotic index (A.I.)로 나타내었다. 각각

의 A.I.는 실험자 2명이 3번씩 계수하여 평균값을 구하였

다.

3. Proteomics 분석

  1) 2-dimension electrophoresis (2-DE) 하기 위

한 sample 준비

  조직을 homogenizer로 분쇄 후 sample buffer인 7 M urea, 

2 M thiourea, 4% CHAPS (Bio-Rad, Hercules, CA), 1% DTT 

(Sigma, St. Louis, MO), 2% bio-lyte ampholytes (pH 3-10, 

Bio rad), 0.01% bromphenol blue에 반응시켜 단백질을 추출 

하였다. 추출된 단백질은 10,000 g에서 1시간 원심 분리한 

후 상층액을 실험에 사용하였다. 회수된 상층액은 Bradford 

법으로 단백질 정량을 하였다.

  2) 2-DE

  2-DE은 이미 발표된 연구 방법에 따라서 실행하였다.
12) 

단백질 1 mg를 nonlinear immobilized dry strip (pH 3-10, Bio 

Rad)에 넣고 rehydration시킨 후 20
oC에서 10,000 VH로 first 

dimension electrophoresis을 하였다. 2-DE은 9∼18% gradient 

polyacrylamide gel 사용하여 20
o
C에서 전기영동을 하였다. 

전기영동 후 gel을 40% 메탄올과 5% phosphoric acid를 함

유한 고정액에 넣어 단백질을 고정시키고 37% 메탄올, 

17% ammonium sulfate, 5% phosphoric acid, 0.1% Com-

massie brillaint blue G-250 (Bio rad)을 함유한 stain 용액에 

넣어 단백질을 염색하였다. 염색된 gel를 scan하여 PD Quest 

2-D software (Bio rad)를 이용하여 image를 분석하였다.

  3) In gel digestion 및 MALDI - TOF에 의한 분석 

  방사선에 의해 발현 차이를 보이는 gel의 spot를 trypsin 

digestion 처리 후 matrix-assisted laser desorption ionization 

time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS, Micromass, 

UK)에서 측정하였다. MALDI-TOF에서 측정된 peptide의 

monoisotopic peak data는 MS-Fit (http://prospector.ucsf.edu./ 

ucsfhtml3.4/msfit.htm)의 Swiss-prot database 또는 NCBI database

를 이용하여 단백질을 확인하였다. Mass tolerance 값은 50 

ppm에서 시행하였다.

4. Western blotting을 이용한 유전물질의 검사

  채취한 조직의 약 1 mm
3을 잘게 부수어 인산 완충액

(pH 7.4)으로 3회 세척한 후 100 mM HEPES, 200 mM 

NaCl, 20% glycerol, 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, 2μg/ml aprotinin 등을 포함한 냉

각 완충액에서 1시간 처리하였다. 이를 4
oC에서 20분간 원

심분리하여 단백질이 용해되어 있는 상층액을 얻었다. 상

층액 단백질 용액은 polyacrylamide gel에서 전기 영동시킨 

후 nitrocellulose membrane으로 이동시켰다. 이를 5% 탈지

유와 0.1% Tween-20를 포함하는 Tris-buffered saline (TBST)

에 2시간 동안 처리하고, 분석하고자 하는 각 유전자에 대

한 1차 항체로 2시간 처리하였다. 다시 TBST로 세척하고 

horseradish peroxidase가 접합되어 있는 2차 항체로 1시간 

처리한 후 ECL Western blotting detection system (Amersham, 

UK)을 사용하여 luminescent image analyzer (Fuji film, Japan)

로 band의 농담을 조사하였다. 발현 수준의 평가는 den-

sitometry (Amersham, UK)를 이용하여 분석하였다. 사용된 

항체는 Bcl-XL/S (BD Biosciences, San Diego, CA, USA), 

Bcl-2, Bax, cytochrome c (N-19, Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, USA), peroxiredoxin (gift from Dr. Cha ), α

- Tubulin (Oncogene Science, Manhasset, NY) 등으로 생산회

사가 추천하는 농도를 사용하였다.
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결    과

1. 방사선에 의한 Apoptosis 의 유도

  전신 방사선 조사를 시행한 마우스에서 채취한 비장과 

간 조직은 hematoxylin-eosin과 TUNEL으로 각각 염색한 후 

apoptosis의 형태학적 특징에 따라 400 X 광학 현미경 하에

서 apoptosis의 수준을 평가하였다(Fig. 1). TUNEL 반응에 

양성인 핵은 짙은 갈색으로 염색되어 정상 세포와 구분이 

잘 되었으며 방사선 처리 후 apoptosis가 증가되었다(Fig. 

1B). 10 Gy 방사선 조사 후 간은 비장에 비해 상대적으로 

apoptosis의 감소가 관찰되었다. 비장 조직에서는 35.3±

Fig. 1. Histology and immunohistology of untreated tissues and irradiated spleen and 
liver of C3H/HeJ mice. (A) hematoxylin- eosin staining (a-d), (B) TUNEL for detection 
of apoptosis (e-h). Magnification, ×400. Arrow indicated apoptosis cells.

Spleen

A Control 8h RT

Spleen

B C3H/HeJ control C3H/HeJ 8 RT

Liver

Liver
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1.7%이고 간조직 0.6±0.2%로 apoptosis가 유의적으로 증가

하는 것으로 나타났다(Fig. 1, p＜0.05).
2. 간에서 방사선 조사 후 발현의 변화를 보이는 단백질

  본 연구는 방사선 감수성의 차이를 보이는 두 조직에서 

proteomics방법을 통해서 감수성 단백질의 역할을 확인하

Table 1. Oxidative Stress-Related Proteins that Exhibited Expression between Liver and Spleen after Radiation Treatment

ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ
Spleen Liver

Protein name Coverage (%) MW/pI Accession code
Con→RT Con→RT

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Gluthathione S transferase P1 - Up 38 23,537/7.7 P46425
Gluthathione S transferase P2 - Up 35 23,609/7.7 P19157
Peroxiredoxin VI - Up 30 21898/9.1 6755114
NADH dehydrogenase - Up 20 51,551/7.4 1334705
Carbonic anhydrase - Up 30 29,239/6.5 12834481
RIKEN cDNA Up Up 25 17181/4.6 13385208
Stress-induced phosphoprotein 1 Up 20 62640/6.4 P31948
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase Up 16 61752/8.2 P30038
Heat shock protein 1A Up 21 70550/5.9 P55063
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Up represent: Up-regulated: 3 fold increased after radiation treatment

Fig. 2. 2-DE images of master gel visualized by Coomassie blue staining in control and irradiated 
spleen tissues.

C3H/HeJ liver control C3H/HeJ liver 8RT
pI 3 10 pI 3 10

A BkDa

80

50

MW

20

Peroxiredoxin VI

Cytochrome C

Control 8RT

Peroxiredoxin

Cytochrome C
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였다. 염색된 gel에서 각각 800∼100개의 spot가 검출되었

고 PDQUEST program을 통해 정상 그룹과 방사선 조직간 

단백질 발현 차이는 3배로 분석되었다. 발현의 차이를 보

이는 28개 spot를 trypsin을 이용하여 digestion 처리하고, 이

를 MALDI-TOF 질량 분석기로 측정 된 peptide의 mass data

를 MS-Fit의 NCBI database에서 단백질을 확인하였다(Fig. 2).

  Apoptosis index결과에서 보듯 비장에 비해서 방사선 내

성 조직인 간에서는 방사선 처리 후 28개의 단백질의 발현

의 변화를 보였으며, 그 중에서 24개의 단백질은 증가하였

으나 4개의 단백질은 방사선 조사 후 감소하였다. 이들 단

백질은 G-type 관련단백질, ROS 대사에 관련된 단백질, 대

사 cycle에 관련된 단백질로 구분된다. 특히 ROS대사에 관

여되는 단백질로 glutathione S transferase Pi (GSTP)와 

carbonic anhydrase와 NADH dehydrogenase와 peroxiredoxin VI 

(Prx VI)와 Riken cDNA는 방사선 조사 후 증가 되었다

(Table 1). Fig. 2에서는 redox 관련 단백질인 Prx VI의 발현

이 방사선 처리 후 증가된 양상을 보여 주었다. 또한 

Western blotting 결과에서도 Prx VI의 발현이 proteomic결과

와 일치됨을 확인하였다(Fig. 4A).

3. 비장에서 방사선 조사 후 발현의 변화를 보이는 단백질

  Apoptosis index에서 비장은 간에 비해 방사선에 민감한 

조직으로 방사선 민감성에 관련된 단백질을 2 D 전기영동

을 통해 분석한 결과 간 조직에 비해서 3배 이상의 발현 

Fig. 3. 2-DE images of master gel visualized by Coomassie blue staining in control and irradiated 
liver tissues.
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증감을 보인 spot는 60개의 단백질로 확인하였다. MALDI- 

TOF로 측정 결과 산화적 stress에 관련된 단백질, apoptosis

에 관련 단백질, 신호 전달에 관련된 단백질, 면역반응, 

cell cycle, Ca signal, 대사 cycle에 관련된 단백질이 방사선 

조사 후 발현의 변화를 보인 단백질로 확인되었다(Fig. 3). 

그 중에서 산화적 stress에 관련된 단백질인 stress-induced 

phosphoprotein 1과 riken cDNA와 그리고 heat shock protein 

1A 등이 상대적으로 방사선 조사 후 많이 증가되었다

(Table 1). 간과 비장 조직 모두에서 cytochrome c와 면역 

반응에 관련된 단백질인 immunoglobuline 등이 방사선 조

사 후 동일하게 발현된 것을 확인하였다(Table 3). 

4. 방사선 조사 후 두 장기에서 다르게 발현된 단백질 

  방사선 감수성의 증가는 apoptosis 유도 증가에 의하여 

이루어지기 때문에 apoptosis에 관련된 단백질의 변화는 방

사선 감수성과 관련되어 있다. 이에 방사선 감수성이 다른 

두 조직에서 apoptosis 관련 단백질을 조사하였다.

  Apoptosis 유도 수준이 낮은 간 조직에서는 방사선 조사 

후 cytochrome c의 발현만을 확인하였다(Table 2, Fig. 2). 그

러나 방사선에 의해 유도되는 apoptosis 수준이 높은 비장 

조직에서는 apoptosis의 관련된 단백질 중에서 cytochrome c, 

Table 2. Apoptosis Related Proteins that Exhibited Expression between Liver and Spleen after Radiation Treatment

ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ
Protein name Spleen Con→RT Liver Con→RT Coverage (%) MW/pI Accession code

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Cytochrome c oxidase Up Up 45 13,695/9.3 2144362
M-calpain Down - 20 37,809/4.7 P43367
Bcl-2- related protein A1 Up - 31 19,914/5.2 Q07440
CD59A glycoprotein precusor Up - 17 13648/7.5 O55186
Bcl 2l2 protein Up - 34 19,119/6.9 25955645
Iodothyronine deiodinase Up - 13 31,070/7.6 4009517
Fas antigen Up - 23 36,103/6.6 4996371
Tumor necrosis factor-inducible

Up - 31 31,232/6.5 1351315
 protein TSG-6 precursor

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Up represent: Up-regulated 3 fold increased after radiation treatment, Down represent: Down-regulated 3 fold decreased after radiation 
treatment

Table 3. List of Proteins Showing Similar Pattern of Change 
in Spleen and Liver Tissues after Radiation Treatment

ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ
Changed

Coverage Accession
Protein name in MW/pI

(%) code
pattern

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Cytochrome c oxidase Up 45 13,695/9.3 2144362
RiKen cDNA Up 25 17,181/4.6 13385208
Imunoglobuline kappa
  light chain variable Up 44 9538/8.0 11137493
  region
Imunoglobuline heavey

Up 50 9552/8.9 11137493
  chain variable region
Imunoglobuline heavey
  chain variable region Up 53 13,606/6.9 4530543

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Fig. 4. Protein expression of irradiated liver and spleen tissue 
and normal tissue by Western blot analysis.
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iodothyronine deiodinase, CD59A glycoprotein precursor단백

질, fas antigen, tumor necrosis factor-inducible protein TSG-6 

precursor 단백질이 방사선 조사 후 발현이 증가 되었다. 그

리고 p53 inhibitor인 M-calpain은 방사선 조사 후 발현 양상

이 감소 되는 것을 확인 하였다. 또한 비장 조직에서는 

Bcl-2의 이성체 단백질의 발현들이 방사선 조사 후 증가 

됨을 확인하였다(Table 2). 

  Proteomics에서 확인된 apoptosis 관련 단백질의 발현을 

Western blotting으로 확인한 결과 cytochrome c는 간 조직

에서 방사선 조사 후 발현이 증가하였으나 비장에서는 방

사선에 의한 변화는 경미하였다. 또한 Bcl-2의 발현은 비장

에서 방사선 조사 후 Bax의 발현이 증가하였으나 Bcl-XL과 

Bcl-2의 발현의 변화는 미비하였다(Fig. 4).

고안 및 결론

  방사선에 의한 정상 조직의 손상에 대한 기존 연구 방법

은 유전자 수준 변화를 유전체의 구조적 측면과, 유전자의 

RNA 표현수준에서 전체적으로 파악할 수 있는 기회를 제

공하였으나 최종적으로 생성된 단백질의 표현수준과 단백

질들 간의 상호관계를 전체적으로 파악할 수 없는 단점이 

있다. 본 연구에서는 proteomics를 적용하여 방사선의 감수

성을 조절하는 단백질을 탐색, 확인하여 단백질의 표현 수

준과 이들 간의 상호 관계를 파악하였다. 

  본 연구에서 C3H/HeJ 마우스 동일 개체에서 조직간 방

사선 유도수준을 확인한 결과 비장 조직에서 방사성 조사 

후 간 조직에 비해서 apoptosis 유도 수준이 높았다. 방사선 

감수성은 개체간, 조직 종류에 따라서 다르게 나타나게 된

다. 본 연구 결과에서도 apoptosis 유도 수준에 따라서 방사

선 감수성이 다르게 나타나는 것으로 보이며 동일 개체에

서 조직간 방사선 감수성이 다름을 확인할 수 있다. 이것

은 앞선 연구 결과에서 방사선에 민감한 표현형인 

C57BL/6J 마우스와 방사선에 내성이 높은 C3H/HeJ 마우스

에서 방사선 감수성의 차이를 확인하였고 방사선 감수성

의 이형성이 동일 개체에서 조직마다 공유되는 것을 흉선

과 간 조직에서 확인한 결과와
2) 일치하였다.

  방사선에 의한 apoptosis 신호 기전은 Fas/Fas-ligand,
13) 

sphingomyelin/ceramide 경로,
14) 조기 발현유전자 발현,15) 

caspase계 cysteine protease
16)나 TNF-a에17) 의해 유도되고 

있다고 보고되고 있다. 앞선 연구에서는 apoptosis 관련된 

유전자 산물을 확인한 결과 흉선 조직에서는 p53, Bcl-X. 

Bax의 발현이 증가되었으나 간 조직에서는 유전 산물이 

그다지 증가된 양상의 결과를 보여 주었다. 이 같은 연구 

결과에서 보듯 방사선 감수성 차이는 apoptosis 유전 물질

의 발현 차이에 의해서 결정되는 것으로 보인다. 

  특히 cytochrome c는 정상적으로 미토콘드리아의 내외 

막 사이에 존재하여 respiratory chain에서의 전자 전달자 역

할을 수행하지만
18)
 apoptosis signal pathway에서는 세포질

로 방출된 cytochrome c는 caspapase cascade를 자극시켜 

apoptosis를 일으킨다고 보고되었다.
19)
 본 연구에서도 cyto-

chrome c의 발현이 방사선 조사 후 비장과 간 조직에서 증

가 되었고 Western blotting결과에서도 같은 결과를 보였는

데 이것은 방사선에 의한 apoptosis에서 주요한 인자로 작

용하는 것으로 보인다. 

  Bcl-2 단백질계는 anti-apoptosis 인자인 bcl-2와 bcl-XL와 

pro-apoptosis 인자인 Bcl-Xs, Bad 와 Bax 등을 가지고 있다 

20). 오 등의 연구 결과에서 뇌 조직의 Bcl-2은 방사선 조

사 후 1시간에서는 거의 변화가 없었고 2시간에서는 증가 

하였고 8시간에서 최고 1.5배의 bcl-2의 증가를 보여 준 것 

과 같이
21) 본 연구에서도 Bcl-2는 뒤늦게 활성화되었는데 

이것은 apoptosis 억제제로 이용된 것으로 볼 수 있다. 또한 

비장 조직에서 방사선 처리 군의 proteomics 결과에서는 

Bcl-2의 이성체들이 방사선에 의해 발현이 증가된 것으로 

보아 Bcl-2 계통인 Bcl-Xs, Bax 등이 cytochrome c의 방출에 

관여 하는 것으로 보여진다. 즉 apoptosis 신호 전달이 일어 

나는 것으로 볼 수 있다.

  본 연구 결과에서 tumor necrosis factor-inducible protein 

TSG-6 precursor 단백질이 방사선에 의해 발현이 증가되었

다. 이것은 방사선에 의해 TNF-α가 free radical를 형성하

여 세포 독성을 나타내 radiosensitive효과를 가져온다는 보

고에서 보는 바와 같이
17)
 조직간의 방사선 민감성과 관련

될 수 있다. 또한 CD 95라고 알려져 있는 fas 및 fas ligand

는 apoptosis 신호를 전달하는 activated-induced cell death의 

전달자로 알려 있다.
13) 본 연구 결과에서도 방사선 민감 조

직에서 fas antigen의 발현이 방사선 처리 후 증가 된 양상

을 보여 주었다.

  그러나 M-calpain은 방사선 조사 후 감소된 결과를 보여 

주었다. 이것은 Ca
2+-dependent cysteine proteases계의 일종

으로 apoptosis 신호전달에서 p53의 활성을 억제한다고 보

고 하였다.
22) M-calpain 감소는 p53 활성의 증가를 유도 세

포 내 apoptosis 유도를 촉진 방사선 감수성을 증가시키는 

것으로 보인다. 

  본 실험에서는 방사선 민감 조직인 비장에서는 방사선 

조사 후 apoptosis 관련된 단백질의 변화가 두드러지게 나

타난 반면, 방사선 내성 조직인 간에서는 방사선 조사 후 

산화 환원 반응에 관여하는 단백질 변화가 두드러진다. 특
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히 apoptosis 유도 수준이 비장에 비해서 낮은 간 조직에서 

항산화 효소인 GSTP, Prx VI와 NADH dehydrogenase 등이 

방사선 조사 후 증가하였다.

  Prx 단백질은 6개의 이성체를 가지고 thiol기를 함유하고 

있다.
23)
 이 등은 마우스의 흉선 조직에 방사선 조사 후 6시

간에서 Prx I과 II 발현이 증가된 연구 결과를 보여 주었으

며
24)
 박 등은 두경부암 종양 세포 주에서 Prx II 발현의 증

가가 방사선에 내성인자로 작용한다고 보고하였다.
25)
 본 

연구에서도 방사선 조사 후 간에서 Prx VI의 발현이 증가 

되었으나 apoptosis 유도 수준은 매우 낮았다. 이것은 방사

선에 의해 생성되는 free radical에 대해서 세포 방어 기작

을 작동하여 이로 인한 방사선 내성이 유도되는 것으로 보

인다.

  본 연구에서는 apoptosis 유도 수준이 뚜렷이 차이를 보

이는 비장과 간 조직에서 proteomics을 이용한 다양한 단백

질의 발현을 확인하였다. 그 결과 apoptosis 유도 수준이 다

른 조직에서 apoptosis에 관련된 단백질과 redox에 관련된 

단백질은 방사성 감수성조절에 관련된 것으로 보인다. 
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P roteom ics o f P ro te in  E xpression  P rofiling  in
T issues w ith  D ifferen t R ad iosensitiv ity

Jeung Hee An, Ph.D., Jiyoung Kim, M.S. and Jinsil Seong, M.D., Ph.D.
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Brain Korea 21 Project for Medical Science, Yonsei University College of Medicine Seoul, Korea

Purpose: The purpose of this study was to identify Radiosensitivity of proteins in tissues with different 
radiosensitivity. 
Materials and Methods: C3H/HeJ mice were exposed to 10 Gy. The mice were sacrifiud 8 hrs after 
radiation. Their spleen and liver tissues were collected and analyzed histologicaly for apoptosis. The 
expressions of radiosusceptibility protein were analyzed by 2-dimensional electrophoresis and matrix-assisted 
laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry. 
Results: The peak of apoptosis levels were 35.3±1.7% in spleen and 0.6±0.2% in liver at 8 hrs after 
radiation. Liver, radioresistant tissues, showed that the levels of ROS metabolism related to proteins such as 
cytochromm c, glutathione S transferase, NADH dehydrogenase, riken cDNA and peroxiredoxin VI increased 
after radiation. The expression of cytochrome c increased significantly in spleen and liver tissues after radiation. 
In spleen, radiosensitivity tissue, the identified proteins showed a significantly quantitative alteration following 
radiation. It was categorized as signal transduction, apoptosis, cytokine, Ca signal related protein, stress-related 
protein, cytoskeletal regulation, ROS metabolism, and others. 
Conclusion: Differences of radiation-induced apoptosis by tissues specifted were coupled with the induction of 
related radiosensitivity and radioresistant proteins. The result suggests that apoptosis relate protein and redox 
proteins play important roles in this radiosusceptibility.

Key Words: Radiation, Proteomics, Apoptosis, Radiosusceptibility
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