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국문요약

Bcr-Abl 양성 사람 백혈병 세포에서 미토콘드리아 의존성 Caspase 

Cascades 활성 증가 기전을 통한 Apicidin에 의한 STI571 유도 

세포고사의 증가 

STI571은 Bcr-Abl 양성 세포의 세포고사 유도 물질로 잘 알려져 있는 

tyrosine kinase 억제제로서 만성기의 만성 골수성 백혈병에서의 초기 임상 결

과는 매우 고무적이었으나, STI571에 대한 내성 발현과 진행한 형태의 만성 골

수성 백혈병에서의 제한적인 성적이 보고되고 있으며, 최근 이를 극복하기 위한 

많은 시도가 진행되고 있다. Apicidin은 histone deacetylase 억제제의 하나로 여

러 암세포주에서 광범위한 항증식 작용을 보이는 새로운 cyclic tetrapeptide이다.

저자는 Bcr-Abl 양성 세포주 (K562)와 Bcr-Abl 양성 사람 백혈병 세포에서 

apicidin이 STI571 유도 세포고사를 강화시킬 수 있는지 알아보기로 하였다. 

K562 세포주에서 최소 독성 농도의 STI571을 단독으로 처리한 결과에 비하여 

STI571과 apicidin을 동시에(STI571/apicidin) 48 시간 동안 처리한 결과 미토콘

드리아 손상이 상당히 증가하였으며(미토콘드리아 세포막 전위의 감소와 세포질로

의 Cytochrome C 분비의 증가), caspase-3, -8, -9와 poly (ADP-ribose) 

polymerase (PARP)의 분리의 증가와 함께 세포고사도 증가하였다. 만성 골수성 

백혈병 급성기 환자의 백혈병 세포에서도 비슷한 결과를 얻을 수 있었다. 그러

나 HL-60, U937, Jurkat과 같이 Bcr-Abl을 표현하지 않는 세포주에서는 이러한 

결과를 얻을 수 없었다. Caspase-3 억제제인 DEVD-CHO는 매우 효과적으로 

STI571/apicidin 유도 세포고사와 procaspase-3, -8, -9와 PARP의 분리를 억제

하였다. STI571과 apicidin은 단독으로는 세포고사의 저항에 관여하는 단백인 

XIAP 단백의 농도에 영향을 주지 못하였으나, 48 시간 동안의 STI571/apicidin 

동시 처리에 의해서는 거의 완전히 전체 길이의 XIAP 단백이 소실되었고, 

caspase 의존적인 방식으로 29 kDa의 XIAP 분리 산물이 증가하였다. 그리고 

STI571/apicidin 동시처리에 의하여 세포질로의 Smac/DIABLO 분비가 급격히 

증가하였다. STI571이나 apicidin을 단독으로 24 시간이나 48 시간 동안 처리하

였을 때는 Bcr-Abl 단백의 농도에는 거의 변화가 없었으나, 48 시간 동안 동시
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에 처리하였을 때는 caspase 의존적인 방식으로 Bcr-Abl 단백의 농도가 현저히 

감소하는 결과를 얻었다. 결론적으로 본 연구자는 미토콘드리아 의존성 caspase 

cascades 활성 증가, Bcr-Abl 단백의 감소 그리고 XIAP 단백의 현저한 감소를 

통하여 apicidin이 Bcr-Abl 양성 사람 백혈병 세포에서 STI571 유도 세포고사

를 증가시킴을 발견하였다. 본 결과는 Bcr-Abl 양성 사람 백혈병의 치료 전략 

설정에 있어서 apicidin과 STI571의 병합 투여에 대한 더 많은 연구가 필요함을 

제시해 준다. 

핵심되는 말: STI571, apicidin, histone deacetylase 억제제, Bcr-Abl, 백혈병
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Bcr-Abl 양성 사람 백혈병 세포에서 미토콘드리아 의존성 Caspase 

Cascades 활성 증가 기전을 통한 Apicidin에 의한 STI571 유도 

세포고사의 증가 

<지도 민  유  홍  교수>

연세대학교 대학원 의학과

김   진   석

I. 서   론

 Bcr-Abl 양성 만성 골수성 백혈병은 그 병인에 있어서 Bcr-Abl 융합 유전

자에 의하여 생성된 tyrosine kinase의 조절 불능 상태가 주된 역할을 한다.
1-3
 

Bcr-Abl 양성 백혈병 세포들은 세포고사에 저항을 나타내며, 심지어 고용량의 

항백혈병 약제에도 저항을 보인다.
4-6
 Bcr-Abl의 표현은 미토콘드리아의 투과성 

전이와 세포질로의 Cytochrome C 분비를 차단함으로써 세포고사 실행자인 

caspases의 활성을 억제하고, 결국 세포고사를 억제하게 된다.
6,7

 이와 같이 Bcr-Abl tyrosine kinase의 역할은 잘 알려져 왔으며, Bcr-Abl 

tyrosine kinase를 선택적으로 억제하는 물질의 개발이 진행 되어왔다. 최근 

Bcr-Abl, c-kit, 그리고 platelet-derived growth factor receptor kinases에 대한 

억제제인 STI571에 대하여 상당한 관심이 집중되고 있다.
8,9
 In vitro 연구에서는 

STI571은 micromolar 농도에서 Bcr-Abl 양성 백혈병 세포의 성장을 억제하는 

효과를 보여주었는데,
9
 종양세포가 STI571에 노출이 되면 백혈병 세포의 세포고

사가 증가하는데,
10,11

 이는 Bcr-Abl이 백혈병 세포 성장의 이득 뿐 아니라, 동시

에 생존을 위해 필요하다는 것을 의미한다. 초기 임상 시험에서 STI571은 많은 

조기의 만성 골수성 백혈병 환자에서 완전한 혈액학적 관해를 보였고, 일부에서

는 완전한 세포 유전학적 관해를 보였다.
12,13

 비록 만성 골수성 백혈병에서 

STI571은 초기 임상 시험에서는 매우 고무적인 결과를 보여주었으나,
12,13

 약제 

내성의 발현과 진행한 형태의 만성 골수성 백혈병에서의 제한적인 성적이 보고

되고 있으며, 따라서 최근 이를 극복하기 위한 많은 시도가 진행되고 있으며,
13-17

 

STI571과 함께 Bcr-Abl 신호전달 체계와 그 하부 전달 체계에 해당하는 물질
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을 억제하는 다른 약제를 병합하여 사용하는 전략의 개발로 이러한 저항을 극

복하려는 시도가 촉구되고 있다.

 몇 몇 연구 기관에서는 STI571과 전통적인 세포 독성 물질들과의 병합 요법

으로 Bcr-Abl 양성 백혈병 세포의 고사가 증가됨을 보고하였고,
11,18-20

 STI571과 

mitogen-activated protein/extracellular signal regulated kinase kinase 

(MEK)/mitogen-activated protein kinase (MAPK) inhibitors,
21
 arsenic 

trioxide,
22
 cyclin-dependent kinase inhibitor flavopiridol,

23
 tumor necrosis 

factor alpha-related apoptosis-inducing ligand,
24
 phosphatidylinositol-3 kinase 

inhibitor,
25
 suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA),

26
 또는 geldanamycin

27
과 

같은 새로운 물질을 병합 투여 시 상승 작용이 보고되고 있다. 이러한 결과는 

병합 사용된 물질이 Bcr-Abl 신호전달 체계를 추가적으로 억제함으로써 

Bcr-Abl 양성 백혈병 세포의 STI571에 의한 세포고사 작용을 상승시킬 가능성

을 높여 준다고 볼 수  있다.

염색질 (chromatin)에 있는 nucleosomes의 중심 단백인 히스톤의 아세틸화와 

탈아세틸화는 유전자 발현의 조절에 있어 중요한 역할을 한다.
28
 전사적으로 활

발한 유전자는 매우 아세틸화된 중심 히스톤과 연관이 있으며, 반대로 탈아세틸

화된 히스톤은 전사 억제에 따른 유전자 발현 억제와 연관이 있다.
29,30

 아세틸화

된 상태의 히스톤은 histone acetyltransferases와 histone deacetylase (HDAC) 

의 활성에 의하여 조절된다.
31,32

 HDAC 억제제에 의한 히스톤의 과아세틸화 유

도는 항증식 활동과 종양적인 특성의 반전을 유발하며, 이러한 작용은 세포주기 

조절, 증식, 그리고 세포고사의 조절에 있어서 중요한 역할을 하는 유전자의 선

택적인 전사 조절을 통해서 일어난다고 알려져 있다.
26,32-38

 새로운 HDAC 억제

제인 apicidin은 여러 암 세포주에 강력한 증식 억제작용을 가지고 있다.
33,37

 

Apicidin은 HL-60 백혈병 세포에서도 세포고사를 유도할 수 있는 것으로 보고

되고 있는데, 선택적인 Fas/Fas ligand의 유도로 인한 미토콘드리아에서의 

Cytochrome C의 분비와 이에 의한 caspase-9와 caspase-3의 활성화를 통하여 

세포고사를 유도하는 것으로 알려져 있다.
39
 선행 연구에서 apicidin은 Bcr-Abl 

양성 사람 만성 골수성 백혈병 세포주인 K562에서 미토콘드리아 세포고사 경로

의 활성화를 통하여 세포고사를 유도함을 알 수 있었고, 또한 Bcr-Abl 단백의 

하향 조절이 동반됨을 알 수 있었다.
40
 이러한 결과를 바탕으로 apicidin이 

Bcr-Abl 양성 사람 백혈병 세포에서 STI571의 효과를 증대시킬 수 있을 것으

로 생각된다. 
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 이에 본 연구자는 Bcr-Abl 양성 사람 백혈병 세포주와 만성 골수성 백혈병 

급성기 환자에서 얻은 백혈병 세포에서 미토콘드리아 손상과 세포고사를 유도

함에 있어서 apicidin이 STI571의 세포고사에 대한 효과를 상승시키는지를 분석

하고자 하였다. HDAC 억제제인 apicidin과 tyrosine kinase 억제제인 STI571의 

병합 사용이 새롭고 효과적인 항백혈병 치료 전략의 하나가 될 가능성을 검증

하고자 한다.
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II. 재료 및 방법

1. 대상 세포

K562, HL-60, U937, Jurkat 사람 세포주를 사용하였고, 세포주는 American 

Type Culture Collection (Manassas, VA, USA)에서 구입하였다. 세포주는 10% 

(v/v) heat-inactivated fetal bovine serum (FBS, HyClone Laboratories, 

Logan, UT, USA), 1% penicillin/streptomycin, sodium pyruvate, MEM 

essential vitamins, 2 mM L-glutamine (Life Technologies, Grand Island, NY, 

USA)를 포함한 RPMI-1640 (Life Technologies)에서 배양하였다. 3 명의 만성 

골수성 백혈병 급성기 환자로부터 동의서를 얻은 뒤에 STI571을 사용하기 이틀 

전에 말초혈액에서 백혈병 세포를 얻어서 사용하였다. 말초 혈액은 

Ficoll-Hypaque (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) 농도 차이를 이용한 분

리법으로 분리하였다. 세척을 한 뒤에 이들 세포들을 high gradient magnetic cell 

separation system/anti-CD3 monoclonal antibody (Miltenyi Biotech, Auburn, 

CA, USA)를 이용하여 제조사에서 제공한 방법에 의하여 T 세포 분리를 하였

다. 형태학적으로 분리된 세포의 95% 이상이 백혈병 세포이었다. 실험에 사용

한 세포주와 환자의 세포는 0.3% trypan blue 용액으로 염색한 뒤에 

hemocytometer를 이용하여 활성도를 측정하였으며 활성도는 95% 이상이었다.

2. 시  약

STI571은 Novartis Pharmaceuticals (Basel, Switzerland)에서 기증을 받아 사

용하였고, 멸균 dimethylsulfoxide (DMSO ; Sigma, St. Louis, MO, USA)에 10

mM 원액 (stock solution) 상태로 보관하였다. Apicidin (cyclo(N-O-methyl-L- 

tryptophanyl-L-isoleucinyl-D-pipecolinyl-L-2-amino-8-oxodecanoyl))은 

Calbiochem (San Diego, CA, USA)에서 구입하였다. 멸균 DMSO에 원액 (1

mM)을 넣고 -80℃에서 3 개월이 넘지 않게 보관하였다. 배양시 마지막 DMSO 

농도는 0.1%를 유지하였고, 이 농도는 세포에 독성은 없었다. Caspase-3 억제제인 

DEVD-CHO (Calbiochem, San Diego, CA)는 DMSO에 녹였으며, -70℃에서 필요

할 때 까지 보관하였다. 단백질 분석 재료는 Bio-Rad (Hercules, CA, USA)에서 

구입하였다. 
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3. 방  법

가. 실험 구성

모든 실험을 위해서 로그 급수로 늘어나는 (logarithmically) 세포 성장을 보

이는 세포를 (5×10
5
 cells/ml) 10% FBS를 포함한 2ml의 RPMI-1640이 들어있

는 6 well plate의 각 well에 넣고, 24 또는 48 시간 동안 apicidin이 있거나 없

는 상태에서 STI571에 노출시켰다. 5% CO2와 95% 공기로 이루어진 습도가 있

는 대기에 37℃를 유지하면서 세포 배양을 하였다. 배양 기간의 마지막에서는 

세포들을 멸균 원심 분리관으로 옮기고 아래 기술한 분석을 위한 준비를 하였

다. 각각의 실험은 3 회 반복하였다.

나. Annexin-V 염색을 통한 세포고사 측정

Annexin-V 분석은 제조회사(PharMingen, San Diego, CA, USA)에서 제시

한 방법에 의하여 시행하였다. 간단히 언급하면, 배양된 세포를 모아서 binding 

buffer로 세척한 뒤에 5 μL의 annexin-V-FITC을 포함한 100 μL의 binding 

buffer에 넣고 배양하였다. 핵은 propidium iodide (PI)로 대조 염색하였다. 세포

고사가 된 세포의 비율은 FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson, 

San Jose, CA, USA)를 이용하여 측정하였다.

다. DNA fragmentation 분석

세포 침전물 (1×10
6
세포)을 실온에서 15 분간 200 μL의 lysis buffer (0.5% 

Triton X-100, 10 mM EDTA, and 10 mM Tris-HCl, pH 8.0)에 재 부유 하였으

며, 16,000 g로 10 분간 원심분리 하였다. 그 다음에 phenol: chloroform (1:1)로 2

회 DNA를 추출하였으며, ethanol로 침전시키고 Tris/EDTA buffer (10 mM 

Tric-HCl, pH 8.0, and 1 mM EDTA)에 재부유하였다. DNA는 2% agarose gel 

전기영동으로 분리하여 분석하였다.

라. 미토콘드리아 세포막 전위 측정

미토콘드리아 세포막 전위 (mitochondrial membrane potential, MMP)는 3,3- 

dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6)를 사용하여 이전에 기술한 방법에 의하여 
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측정하였다.
41
 각각의 조건은 1×10

6
 세포를 37℃에서 40 nM DiOC6 (Calbiochem, 

San Diego, CA) 1 ml에 넣고 15 분간 배양하고, 그 다음에 FACSCalibur flow 

cytometer와 CellQuest software (Becton Dickinson, San Jose, CA)를 이용하여 

분석하였다. MMP의 소실을 확인하는 대조 실험은 MMP를 파괴하는 분리 제제

인 carbamoyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (Sigma, St. Louis, MO) 5 μM

에 세포를 노출시켜서 시행하였다. 

마. 히스톤 분리와 아세틸화된 히스톤 H4 면역 측정

기존에 알려진 방법을 사용하여
14
 지정된 시간 동안 apicidin이나 STI571을 처

리한 후에 K562 세포로부터 히스톤을 추출하였다. Laemmli sample buffer에 3

분간 재 부유하였다. 단백질 (10 μg)을 10% SDS-PAGE로 분리하였고, 

nitrocellulose로 옮긴 뒤 아세틸화된 히스톤 H4에 대한 항체와 enhanced 

chemiluminescence (ECL) detection system (Amersham Pharmacia Biotech, 

Piscataway, NJ, USA)을 이용하여 확인하였다.  

바. 미토콘드리아와 세포질 분획 준비

세포들을 채취하여 4℃ phosphate-buffered saline (PBS)으로 세척하였고, 세

포 침전물을 250 mM의 sucrose와 proteinase 억제제를 포함하는 300 μL의 

buffer A (20 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 10 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 1 mM 

EGTA, 1 mM dithiothreitol)에 재부유하였다. 균질화(homogenization)를 한 뒤

에 깨지지 않은 세포, 큰 세포막의 조각, 핵을 4℃에서 1,000 g로 1 분간 원심 

분리하여 제거하였다. 상층액은 4℃에서 10,000 g로 20 분간 원심분리 하였다. 

미토콘드리아를 포함하는 세포 침전물은 50 μL의 TNC buffer (10 mM Tris 

acetate, pH 8.0, 0.5% Nonidet-40, 5 mM CaCl2)에 녹였다. 상층액은 50,000 g로 

2 시간 더 원심분리 해서 세포질을 얻었고, Western blot 분석에 사용하였다.

사. Western blot 분석

세포에 약제를 처리한 뒤에 전체 세포 침전물 (3×10
6
 cells/condition)을 PBS

로 2회 세척하였고, 50 μL의 PBS에 재 부유한 뒤에 200 μL의 2× Laemmli buffer

(1× = 30 mM Tris-base (pH 6.8), 2% SDS, 2.88 mM β-mercaptoethanol, and 

10% glycerol)를 추가하여 녹이고 간단히 초음파 파괴(sonication)를 하였다. 균
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질화된 단백은 Coomassie 단백 분석 시약 (Pierce, Rockford, IL, USA)을 이용

하여 정량화 하였다. 동량 (20 μg)의 단백을 10 분간 끓이고 SDS-PAGE를 이용

하여 분리한 뒤에 nitrocellulose위로 옮겼다. 단백의 이동과 동량 부하를 확인하

기 위하여 0.1% amido black으로 염색하였고, 5% acetic acid로 탈색하였다.  

22℃의 PBS-Tween (PBS-T) (0.05%)과 5 % 우유에서 1 시간 동안 고정을 한 

뒤에 적절히 희석된 항체를 넣고 22℃의 신선한 고정액에서 4 시간 동안 배양

하였다. 사용된 항체 중 caspase-3, caspase-8, caspase-9에 대한 항체는 

PharMingen (San Diego, CA)으로부터 구입하였고, cleaved caspase-3, 

Cytochrome C, Bax, phospho-Akt/PKB (Ser473), Mcl-1, X-linked inhibitor of 

apoptosis (XIAP), second mitochondrial activators of caspases (Smac) 

/DIABLO, poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)에 대한 항체는 Cell 

Signaling Technology (Beverly, MA, USA)로부터 구입하였다. Bcl-xL와 Bcl-2

에 대한 항체는 Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA)에서, 

그리고 HDAC-1, c-Abl, α-tubulin과 acetyl-histone H4에 대한 항체는 Upstate 

Biotechnology Incorporated (Lake Placid, NY, USA)에서 구입하였다. PBS-T에

서 5 분간 3 회 세척한 다음 1 : 2000으로 희석한 horseradish peroxidase- 

conjugated secondary antibody (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)를 넣고  

22℃에서 1 시간 동안 배양하였다. PBS-T에서 4 회 세척을 한 다음, ECL 

detection system (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ)을 이용하여 

반응 단백을 검출하였다. 각각의 실험은 3 회 반복하였으며, 대조군으로 α

-tubulin을 사용하였다.

4. 통계 분석

실험 조건간의 차이에 대한 의의를 측정하기 위하여 two-tailed Student 

t-test를 사용하였다. 상승작용에 대한 분석은 컴퓨터 프로그램(Calcusyn; 

Biosoft, Ferguson, MO, USA)을 사용하여 median dose effect 분석법을 이용하

였다.
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III. 결   과

1. STI571과 apicidin이 K562 세포에서 미토콘드리아 손상과 세포고사에 

미치는 영향

Apicidin이 STI571 유도 세포고사에 미치는 영향을 측정하기 위하여, K562 

세포에 800 nM의 apicidin이 있거나 없는 상태에서 다양한 농도의 STI571을 넣

고 48 시간 동안 노출시킨 후 세포고사 정도를 측정하였다. STI571 단독으로는 

500 nM의 농도에서는 세포고사에 매우 적은 영향 (세포고사 4.4%)을 주는 반면

에, STI571을 1 μM 이상의 농도를 사용하면 약 20%에 이르는 세포고사를 유도

하였다(Figure 1A). 그러나 apicidin (800 nM)과 STI571을 동시에 사용한 경우

에는 50 nM 이상의 STI571 농도에서 세포고사가 상당히 증가하였고, STI571의 

농도를 500 nM 이상 사용한 경우 거의 100%에 이르는 세포고사를 관찰 할 수 있

었다(Figure 1A). K562 세포는 1.5 μM 이상의 apicidin 농도에서 농도 의존적인 

방식으로 세포고사가 증가하였으나, 1 μM 이하의 apicidin 농도에서는 세포고사

의 정도는 무시할 정도로 적었다(1 μM에서 4.6 %의 세포고사) (Figure 1B). 그

러나 500 nM의 STI571과 동시에 사용한 경우에는 100 nM 이상의 apicidin 농도

에서 세포고사가 상당히 증가하였고, apicidin의 농도를 500 nM 이상 사용한 경

우 거의 100%에 이르는 세포고사를 관찰 할 수 있었다(Figure 1B). K562 세포

에 500 nM STI571과 800 nM apicidin을 노출시키고, 시간별로 분석해 보면 24 

시간에서는 세포고사의 증가가 적었으나, 48 시간에서는 상당히 많은 세포고사

가 관찰되었다 (90.2%) (Figure 1C). 미토콘드리아 세포막 전위 소실 (Δψm)을 

측정하여 얻은 결과도 위에서 얻은 세포고사의 정도와 유사한 결과를 얻었다

(Figure 1D). 
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Fig. 1. Apicidin potentiates STI571-induced apoptosis in K562 cells. (A) 

Logarithmically growing K562 cells were exposed to the designated 

concentrations of STI571 for 48 h in the presence or absence of 800 nM of 

apicidin, after which the percentage of apoptotic cells was determined by 

flow cytometric analysis, as described in Materials and Methods. (B) Cells 

were exposed to the designated concentrations of apicidin for 48 h in the 

presence or absence of 500 nM STI571, after which apoptosis was assessed. 
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(C) K562 cells were exposed to 500 nM STI571, 800 nM apicidin, or the 

combination for 24 h (□) or 48 h (■), after which the percentage of 

apoptotic cells was determined. (D) Cells were exposed to the drugs 

described in C, after which the loss of mitochondrial membrane potential (Δψ

m) was assessed in DiOC6 treated specimens by flow cytometry, as 

described in Materials and Methods. In each case, values represent the 

means of three separate experiments performed in triplicate; bars, ± SD. (E) 

K562 cells were exposed to 500 nM STI571 or 800 nM apicidin, or to both 

agents for 48 h, after which total genomic DNA was extracted and resolved 

on 2% agarose gel. Apoptotic DNA fragmentation was visualized by 

ethidium bromide staining and photographed under UV illumination. (F) K562 

cells were exposed to varying concentrations of STI571 and apicidin at a 

constant ratio of 1:1.6 for 48 h, after which the percentage of apoptotic cells 

or loss of was determined as above. The combination index for each fraction 

affected was determined using a commercially available software program

(Median Dose-Effect Analysis). Values < 1.0 correspond to synergistic 

interactions.

DNA fragmentation 분석 결과 K562 세포에서 apicidin에 의하여 STI571 유

도 DNA 손상이 심화되는 결과를 얻었다(Figure 1E). K562 세포를 500 nM의 

STI571이나 800 nM의 apicidin 단독으로 48 시간 동안 처리하면 DNA 

fragmentation의 정도는 거의 관찰되지 않았다. 그러나 두개의 약제에 동시에 

노출을 시키면 DNA fragmentation의 정도는 급격히 증가하는 결과를 보였다 

(Figure 1E). 이와 같이 특히 세포 독성이 적은 농도의 apicidin이 K562 세포에

서 STI571 유도 미토콘드리아 손상과 세포고사를 현저히 증가 시켰고, 48 시간 

동안 배양한 경우 잘 관찰할 수 있었다. Median Dose Effect 분석법으로 48 시

간에 세포고사 정도와 미토콘드리아 세포막 전위 소실 정도를 가지고 STI571과 

apicidin 사이의 상호작용의 특성을 분석한 결과 세포고사의 유도에 있어서는 

지속적으로 combination index values가 1.0 미만으로 관찰되어서 이들 두 가지 약

제의 상호작용이 매우 상승적으로 작용을 하고 있음을 알 수 있었다 (Figure 1F). 
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2. HL-60, U937, Jurkat 세포주와 만성 골수성 백혈병 환자의 백혈병 세

   포에서 STI571과 apicidin의 상호 작용

STI571과 apicidin의 상호작용을 K562 이외의 조혈 세포에서 관찰하였다

(Figure 2A-D). 800 nM의 apicidin 단독으로는 HL-60 세포주에서 상당한 독성

을 보였고, apicidin에 500 nM의 STI571 첨가한 경우 apicidin의 독성을 증가시

키지는 못하였다(Figure 2A). HL-60 세포주의 결과와 비슷하게 Bcr-Abl을 표

현하지 않는 다른 세포주 (U937, Jurkat)에서도 세포고사 유도에 있어서 STI571

과 apicidin의 상승적인 상호작용은 관찰되지 않았다 (Figure 2B-C). 

반면에 만성 골수성 백혈병 급성기 환자로부터 얻은 백혈병 세포는 K562 세

포주보다 다소 STI571에 저항을 보이는 경향을 보였다 (Figure 2D). 그러나 

500 nM의 STI571과 800 nM의 apicidin을 함께 처리한 결과 48 시간에 세포고사

는 78%에서 관찰되어서 각각의 약제를 단독으로 사용하였을 때 보다 상당한 

세포고사의 증가를 보였다 (Figure 2D). 미토콘드리아 세포막 전위 소실 (Δψm)

을 측정하여 얻은 결과도 이와 비슷한 결과를 얻었다. 

%
 A

po
pt

ot
ic

 c
el

l

%
 A

po
pt

ot
ic

 c
el

l A

B

C D

0

20

40

60

80

100 24 h
48 h

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

HL-60 

Jurkat 

U937

0

20

40

60

80

100

STI571
+Apicidin

STI571
500 nM

Apicidin
800 nM

Control

24 h
48 h

STI571
+Apicidin

STI571
500 nM

Apicidin
800 nM

Control

A

%
 A

po
pt

ot
ic

 c
el

l

STI571
+Apicidin

STI571
500 nM

Apicidin
800 nM

Control

24 h
48 h

%
 A

po
pt

ot
ic

 c
el

l

%
 A

po
pt

ot
ic

 c
el

l

STI571
+Apicidin

STI571
500 nM

Apicidin
800 nM

Control

48 h
Primary leukemic blasts from CML patients in BC

%
 A

po
pt

ot
ic

 c
el

l

%
 A

po
pt

ot
ic

 c
el

l A

B

C D

0

20

40

60

80

100 24 h
48 h

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

HL-60 

Jurkat 

U937

0

20

40

60

80

100

STI571
+Apicidin

STI571
500 nM

Apicidin
800 nM

Control

24 h
48 h

STI571
+Apicidin

STI571
500 nM

Apicidin
800 nM

Control

A

%
 A

po
pt

ot
ic

 c
el

l

STI571
+Apicidin

STI571
500 nM

Apicidin
800 nM

Control

24 h
48 h

%
 A

po
pt

ot
ic

 c
el

l

%
 A

po
pt

ot
ic

 c
el

l

STI571
+Apicidin

STI571
500 nM

Apicidin
800 nM

Control

48 h
Primary leukemic blasts from CML patients in BC

Fig. 2. Cells were exposed to 500 nM STI571 ± 800 nM apicidin for 24 or 

48 h, after which the percentage of apoptotic cells was determined by flow 

cytometric analysis. (A) HL-60; (B) U937; (C) Jurkat; (D) Primary leukemic 

blasts obtained from patients with CML blast crisis (48 h). Values represent 

the means of three separate experiments performed in triplicate; bars, ± SD.
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3. K562 세포에서 히스톤 아세틸화에 대한 STI571과 apicidin의 효과

K562 세포에서 STI571의 유무에 따른 apicidin이 세포내 히스톤 H4의 아세틸

화에 미치는 영향에 대하여 알아보았다. 800 nM의 apicidin 처리에 의하여 히스

톤 H4의 아세틸화는 24 시간-48 시간 이후에 상당히 증가하였으나, apicidin은 

HDAC-1의 양의 변화를 유도하지 않았다. (Figure 3A-B). 
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Fig. 3. Effect of STI571/apicidin on the acetylation of histone H4 in K562 

cells. K562 cells were exposed to 500 nM STI571 or 800 nM apicidin, or to 

both agents for 24 (A) or 48 (B) h, after which the histone fractions were 

isolated, as described in Materials and Methods. Proteins (10 μg) were 

separated by 10% SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose, and probed with 

antibody against acetylated histone H4. In addition, the HDAC expression 

level in the cell lysate was examined by Western blot analysis using 

anti-HDAC-1 antibody. 

4. K562 세포에서 Cytochrome C 분비와 Caspase Cascade 활성화 에 

대한 STI571과 apicidin의 효과

K562 세포주에서 STI571/apicidin 유도 세포고사에 있어 세포고사 경로를 

Western blot 분석을 사용하여, 이 과정에서 관계있는 여러 단백의 표현 변화를 

측정하였다. 우선 K562 세포에서 2.5 μM의 apicidin 단독 처리에 의한 

Cytochrome C, Bax, 그리고 여러 caspase 단백 표현의 시간에 따른 변화를 측
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정하였다. 세포고사를 유도하는 2.5 μM의 apicidin의 농도에서시간 의존적으로 

미토콘드리아에서 세포질로의 Cytochrome C의 분비가 일어났다. 세포질로의 

Cytochrome C의 분비는 16 시간 이후에 현격히 증가하였고, 24 시간에 최고로 증

가하였다. 이와 동반되어서 apicidin 처리 16 시간 이후에 미토콘드리아의 

Cytochrome C는 감소하였다. 미토콘드리아에서의 Bax 단백의 증가는 apicidin 처

리 8 시간 이후부터 현저히 증가하였다. 또한 apicidin 24 시간 처리 이후에 

caspase-3 분리에 비례하여 procaspase-3, -9, -8의 분리와 각각의 활성화된 분리 

산물의 형성 및 분리된 PARP (89 kDa, 24 kDa)의 증가가 관찰되었다(Figure 4). 
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Fig. 4. The K562 cells were exposed to apicidin for the indicated times, 

after which the protein fractions were subjected to Western blot analysis and 

separated by SDS-PAGE. Each lane was loaded with 20 μg of protein. The 

blots were probed with antibodies against Cytochrome C and Bax (first & 

second lanes). The cytosolic and mitochondrial fractions were prepared as 

described in Material and methods. The blots were also probed with 

antibodies against procaspase-8, -9, -3, and PARP (third to sixth lanes). 

After analysis, the blots were stripped and reproved for α-tubulin to ensure 

an equal loading and protein transfer. The results of a representative study 

are shown; two additional experiments produced equivalent results.
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이와는 반대로, 최소 독성 농도인 500 nM의 STI571이나 800 nM의 apicidin 단

독으로는 24 시간 또는 48 시간 동안 노출하였을 때는 뚜렷한 세포질로의 

Cytochrome C 분비나 미토콘드리아로의 Bax 전위 또는 caspase-9, -3, -8, 그리

고 PARP의 분리가 관찰되지 않았다(Figure 5A-B). 그러나 K562 세포에 48 시간 

동안 500 nM의 STI571과 800 nM의 apicidin을 함께 처리하면, Cytochrome C 분

비, Bax의 전위, 그리고 caspase-9, -3, -8과 PARP의 분리가 매우 두드러진 결과

를 보이고(Figure 5B), 그 결과는 시간대에 따른 세포고사의 결과와 일치하였다 

(Figure 1C).
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Fig. 5. K562 cells were exposed to 500 nM STI571 ± 800 nM apicidin for 24 

(A) or 48 (B) h, after which the protein fractions were subjected to Western 

blot analysis. After separation on SDS-PAGE, blots were probed with 

antibodies against caspase-9, caspase-3, caspase-3 cleaved product, 

caspase-8, and PARP. Each lane was loaded with 20 μg of protein, and after 

analysis, blots were stripped and reproved for α-tubulin to ensure equal 

loading and protein transfer. Alternatively, the cytosolic and mitochondrial 

fractions were obtained, as described in Materials and Methods, and the 

expressions of Cytochrome C and Bax protein probed, respectively. The 

results of a representative study are shown; two additional experiments 

produced equivalent results.
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500 nM의 STI571과 800 nM의 apicidin에 48 시간 동안 노출된 세포에 

caspase-3 억제제인 DEVD-CHO (100 μM)를 투여하여 세포고사를 관찰하였다. 

DEVD-CHO는 매우 효과적으로 STI571/apicidin 유도 세포고사를 감소시켰고 

(Figure 6A), 비록 그 정도는 적지만 미토콘드리아 세포막 전위 소실 (Δψm)을 

측정한 결과도 비슷한 결과를 보였다(Figure 6B). 또한 DEVD-CHO의 전 처치

는 STI571/apicidin에 의하여 유도되는 procaspase-9, -3, -8과 PARP의 분리를 

억제하였는데 (Figure 6C), 이러한 결과는 STI571과 apicidin에 의한 세포고사의 

과정이 caspase cascades 활성에 의존적이라는 것을 의미한다고 할 수 있다. 
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Fig. 6. (A) K562 cells were exposed to 500 nM STI571 plus 800 nM apicidin 

for 48 h in the presence or absence of the caspase-3 inhibitor DEVD- CHO 

(100 μM), after which the percentage of apoptotic cells was determined by 

flow cytometry. (B) Cells were treated as above, after which the loss of 

mitochondrial membrane potential (Δψm) was assessed in DiOC6-treated 

specimens by flow cytometric analysis, as described. In each case, values 

represent the means of three separate experiments performed in triplicate; 

bars, ± SD. (C) Cells were treated as above, after which proteins were 

separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose, and probed with 

antibodies against caspase-9, caspase-3, caspase-3 cleaved product, 

caspase-8, and PARP. The results of a representative study are shown; two 

additional experiments yielded similar results.
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5. K562 세포에서 항 세포고사 단백의 표현에 대한 STI571과 apicidin의 

효과

Western blot 분석을 이용하여 apicidin이 항 세포고사 단백의 표현에 미치는 

영향을 조사하였으며, STI571과 연관된 작용에 대한 효과를 확인하였다. 24 시

간이나 48 시간 동안 최소 독성 농도인 500 nM의 STI571이나 800 nM의 

apicidin을 각각 넣은 경우 항 세포고사 단백인 Bcl-xL이나 Bcl-2의 표현에는 

영향이 없었다(Figure 7A-B). 비록 apicidin이 Mcl-1 단백의 농도를 조금 증가

시켰으나, STI571의 추가로 이러한 apicidin 유도 Mcl-1 단백의 상승 조절은 소

실되었다(Figure 7A-B). STI571이나 apicidin 단독 사용으로는 Ser473 Akt 

/PKB의 인산화에 영향을 주지 못하였다. 그러나 K562 세포에 24∼48 시간 동

안 STI571과 apicidin을 함께 넣으면, 상당한 Ser473 Akt/PKB 단백 인산화의 

감소를 관찰 할 수 있었다(Figure 7A-B). STI571이나 apicidin을 단독으로 사

용한 경우 XIAP 단백의 표현에 매우 적은 영향을 보였다. 흥미롭게도 48 시간 

동안 STI571과 apicidin을 함께 처리한 경우 거의 완전한 전체 길이의 XIAP 단

백의 소실을 관찰할 수 있었고, 여기에 상응하는 분리된 XIAP 단백의 산물인 

29 kDa 크기의 polypepetide 증가를 관찰하였다 (Figure 7B). K562 세포를 24 

시간 동안 STI571이 있거나 없는 상태에서 apicidin으로 처리하면 세포질로 

Smac/DIABLO의 분비를 유도하였고(Figure 7A-B), 48 시간 동안 STI571과 

apicidin을 함께 처리하면 상당한 Smac/DIABLO의 증가를 유도하였다 (Figure 

7B).
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Fig. 7. K562 cells were exposed to 500 nM STI571 ± 800 nM apicidin for 

24 (A) or 48 (B) h, after which the protein fractions were subjected to 

Western blot analysis. After separation on SDS-PAGE, blots were probed 

with antibodies against Bcl-xL, Bcl-2, Mcl-1, Ser473 phospho-Akt/PKB, 

XIAP, and Smac/DIABLO. Each lane was loaded with 20 μg of protein, and 

after analysis, blots were stripped and reproved for α-tubulin to ensure equal 

loading and protein transfer. The results of a representative study are 

shown; two additional experiments produced equivalent results.

세포고사에 관여하는 caspases가 여러 신호전달 단백의 분리를 유도할 수 있

다는 점을 고려하여 caspase-3 억제제인 DEVD-CHO에 노출된 STI571/ apicidin 

처리 세포에서도 항 세포고사 단백에 대한 동일한 실험을 시행하였다. Figure 8 

에서 보여준 바와 같이 Bcl-xL과 Bcl-2의 표현은 DEVD-CHO 처리에 의하여 

영향을 받지 않았다. 그러나 XIAP 단백의 분리나 세포질로의 Smac/DIABLO 

분비 증가는 DEVD-CHO에 의하여 소실되었으며, 이러한 결과는 크게 이들 단

백의 활성이 caspase와 연관성이 있음을 반영한다.
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Fig. 8. K562 cells were exposed to 500 nM STI571 + 800 nM apicidin for 48 

h in the presence or absence of DEVD-CHO (100 μM), after which proteins 

were separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose, and probed with 

antibodies against Bcl-xL, Bcl-2, Smac/DIABLO, and XIAP. Each lane was 

loaded with 20 μg of protein, and after analysis, blots were stripped and 

reproved with antibody directed against α-tubulin to ensure equal loading 

and transfer. The results of a representative study are shown; two additional 

experiments yielded equivalent results.

6. Bcr-Abl 단백의 하향 조절에 대한 STI571과 apicidin의 효과

24 시간 또는 48 시간 동안 K562 세포를 500 nM의 STI571과 800 nM의 

apicidin을 함께 사용하여 처리한 효과가 Bcr-Abl 단백 표현에 미치는 영향과의 

연관성을 관찰하였다. 24 시간 또는 48 시간 동안 STI571이나 apicidin 모두 단

독 사용으로는 Bcr-Abl 단백 표현에 거의 영향을 주지 못하였다(Figure 

9A-B). 그러나 K562 세포에 48 시간 동안 STI571과 apicidin을 함께 처리하여 

현저한 Bcr-Abl 단백의 감소 결과를 보였다. 더욱이 이러한 STI571/apicidin 처

리된 K562 세포에서의 Bcr-Abl 단백의 하향 조절은 DEVD-CHO 전처치에 의

하여 소실되었고, 이러한 결과는 크게 Bcr-Abl 단백의 발현 수준의 변화가 

caspase와 연관성이 있음을 반영한다 (Figure 9C). 
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Fig. 9. Effect of STI571/apicidin on Bcr-Abl protein expression. K562 cells 

were exposed to 500 nM STI571 or 800 nM apicidin, or to both agents for 24 

(A) or 48 (B) h, after proteins were extracted, and subjected to Western 

blot analysis to monitor the expression of Bcr-Abl protein using antibody 

against c-Abl. (C) Cells were exposed to 500 nM STI571 + 800 nM apicidin 

for 48 h in the presence or absence of DEVD-CHO (100 μM), after which 

proteins were separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose, and 

probed with antibodies against c-Abl. Each lane was loaded with 20 μg of 

protein; blots were subsequently stripped and reproved for the expression of 

α-tubulin to ensure equivalent loading and transfer. 
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IV. 고  찰

본 연구에서는 HDAC 억제제인 apicidin이 STI571과 매우 상승적인 방법으로 

작용하여 Bcr-Abl 양성 사람 골수성 백혈병 세포의 세포고사를 유도함을 보여

주었다. 비록 만성 골수성 백혈병에서 STI571의 초기 임상 결과는 매우 희망적

이었으나,
12,13

 약제 내성의 발현과 함께 더욱이 급성기의 환자에서 제한된 반응

이 나타나면서 많은 도전에 직면해 있다. 현재 이러한 저항성 극복을 위한 전략

의 하나로 Bcr-Abl 양성 백혈병 세포에 대하여 STI571과 다른 약제와의 병합 

요법이 다양하게 시도되고 있다.

본 연구에서 보여준 STI571과 apicidin의 상승적 세포고사 작용은 여러 측면

에서 매우 두드러진 결과를 보여준다. 특히 Bcr-Abl 양성 백혈병 세포에서 세

포독성이 적은 낮은 농도의 STI571과 apicidin의 병합 투여에도 높은 상승작용

이 나타난 점과 이러한 상당한 세포고사의 증가에 대하여 가능성 있는 작용기

전을 제시한 것은 매우 흥미로운 결과이다. 세포고사를 유도하는 농도의 

apicidin 단독에 의한 Bcr-Abl 양성 K562 세포의 세포고사에 대한 실험 결과 

2.5 μM의 apicidin에 노출된 후 16 시간에 미토콘드리아의 활성화 (세포질로의 

Cytochrome C의 분비와 Bax의 미토콘드리아 내로의 이동)가 관찰되었고, 이 

이후에 caspase pathway의 활성화와 PARP의 분리가 나타남을 알 수 있었다. 

미토콘드리아 세포막 전위의 파괴 정도는 Cytochrome C의 분비와 일치하였다. 

이러한 결과로 볼 때 apicidin 단독에 의하여 Bcr-Abl 양성 K562 세포의 세포

고사를 유도하는 기전은 Bcr-Abl 단백 농도의 감소를 동반한 미토콘드리아 활

성화와 caspase pathway의 활성화로 설명할 수 있었다. 

비록 HL-60 백혈병 세포에서는 apicidin이 선택적으로 Fas/Fas ligand의 유도

와 미토콘드리아에서의 Cytochrome C의 분비, caspase-9와 -3의 활성화를 통

하여 세포고사 유도를 한다고 알려져 있으나,
39
 Bcr-Abl 양성 백혈병 세포에서 

세포고사 유도에 있어서 STI571과 apicidin의 관계에 대해서는 알려진 바가 없

다. 이전의 보고에 의하면 K562 세포에서 500 nM의 STI571에 48 시간 동안 노출

이 되었을 때 약 20% 세포의 세포고사와 함께 caspase-9의 활성화, 세포질로의 

Cytochrome C의 분비와 PARP의 분리가 증가한다고 하였다.
11
 본 연구에서는 

미토콘드리아 세포막 전위의 파괴, 세포질에 Cytochrome C의 축적, caspase-9, 

-3, -8의 활성화와 PARP의 분리가 매우 낮은 독성 농도의 STI571 (≤ 500 nM)

이나 apicidin (≤ 1 μM)을 단독 사용한 경우에서는 무시할 만한 정도였다. 그러
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나 Bcr-Abl 양성 K562 세포와 만성 골수성 백혈병의 급성기 환자에서 얻은 백

혈병 세포를 매우 낮은 독성 농도의 STI571과 apicidin을 함께 처리하였을 때 

세포고사와 함께 미토콘드리아 세포막 전위의 파괴, 세포질의 Cytochrome C, 

caspase-9, -3, -8의 활성화와 PARP의 분리가 상당히 증가하였다. 이러한 결과

는 HL-60, U937, Jurkat 세포들에서는 관찰되지 않았으며, 결론적으로 STI571/ 

apicidin에 의한 세포고사의 상승적인 유도가 Bcr-Abl tyrosine kinase를 표현하

는 백혈병 세포에서만 작용됨을 의미한다. K562 세포를 caspase-3 억제제인 

DEVD-CHO로 전처치 한 경우 STI571/apicidin에 의한 세포고사가 강력하게 억

제되었고, 미토콘드리아 세포막 전위의 파괴, caspase-9, -3, -8의 활성화의 진

행과 PARP의 분리가 역시 억제되었다. 이러한 결과는 K562 세포에서 

STI571/apicidin에 의한 세포고사가 미토콘드리아 의존성 caspase cascades 활

성 증가 기전을 통하여 일어남을 의미한다.

K562 세포를 STI571/apicidin으로 처리하여 caspase-9와 -3의 활성과 연관된 

caspase-8의 분리를 유도한 것은 흥미로운 결과이다. Caspase-8의 활성화는 미

토콘드리아 활성을 통한 procaspase-9의 활성을 통한 세포고사와 다른 경로에 

관여하는 것으로 알려져 있었으나, 최근의 보고에서는 이러한 caspase-8의 활성

화 역시 Cytochrome C 와 연관된 세포고사에 관여하는 것으로 보고되고 있고, 

caspase-3과 -8이 caspase-9를 포함하는 되먹임 증폭 고리에 참여하는 것을 알

려져 있다.
42,43

 다시 말하면 소위 "apoptosome"이라는 세포질의 c-Apaf 

(apoptotic protease activating factor)-1-caspase-9 복합체에 의하여 유도되는 

caspase-3의 활성은 caspase-8을 분리하고 활성화시킬 수 있다고 알려져 있으

며,
44
 선행 연구에서 K562 세포에서 caspase-9 특이 억제제인 LEHD-fmk의 전

처치에 의하여 apicidin에 의한 procaspase-3과 -8의 분리가 억제됨을 알 수 있

었다.
40
 

이소성이거나 내인성 Bcr-Abl 표현이 미토콘드리아 투과성 이행과 

Cytochrome C의 분비를 억제함으로써 caspase-3의 활성화와 세포고사를 억제

하게 된다.
7
 STI571에 노출되면 tyrosine kinase의 활성을 감소시키나 Bcr-Abl 

수준은 감소시키지 못한다고 알려져 있다.
11
 본 연구에서도 매우 낮은 독성 농도

의 500 nM의 STI571이나 800 nM의 apicidin을 단독 사용한 경우에서는 

Bcr-Abl 단백의 수준이 감소하지 않았다. 그러나 K562 세포를 STI571/apicidin

으로 처리한 결과 현저하게 Bcr-Abl 단백의 수준이 감소되었다. 이러한 STI571

에 의한 세포고사에 미치는 apicidin의 상승 효과는 Bcr-Abl 음성 백혈병 세포
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주에서는 관찰되지 않았으며, 이것은 STI571 유도 미토콘드리아 손상과 이어진 

caspase cascades의 활성화에 apicidin이 상승효과를 보이는 것이 직접적으로 

Bcr-Abl 단백의 감소와 연관이 있을 것으로 판단된다. 최근에 HDAC 억제제인 

SAHA가 K562 세포에서 Bcr-Abl 단백의 수준을 하향 조절한다고 보고되었

다.
26
 이것은 Bcr-Abl의 자가-tyrosine 인산화의 감소와 연관이 있다고 보고하였

다.
26
 세포고사에 관여하는 caspase가 다양한 신호 전달 단백의 분리를 유도할 

수 있다는 점에 중점을 두고, caspase-3 억제제인 DEVD-CHO을 사용하여 

STI571/apicidin 처리 세포에서 같은 실험을 시행 하였다. 본 연구에서 

STI571/apicidin 처리 세포에서 하향 조절된 Bcr-Abl 단백이 DEVD-CHO에 의

하여 근본적으로 회복됨을 보여 주었고, 이러한 결과는 Bcr-Abl 단백의 감소가 

대부분 활성화된 caspase와 연관이 있음을 반영한다. Apicidin이 과아세틸화된 

H4를 증가시켰다는 점을 고려해 보면, 그 기전은 확실하지 않지만 caspase-3과 

연관된 Bcr-Abl 단백의 표현 감소를 증가시키기 위하여 HDAC 억제가 적어도 

부분적으로는 STI571의 능력을 증가시킬 수 있다고 주장할 수 있다. 비록 

STI571/apicidin에 의한 Bcr-Abl 단백 표현의 감소가 caspase-3 억제제에 민감

하였으나, proteasome의 분쇄가 역시 이 과정에 관여했을 가능성을 배제할 수는 

없다. 그 기전이 무엇이든지, 본 실험의 결과는 apicidin과 낮은 농도의 STI571을 

함께 처리하는 것이 미토콘드리아 의존성 caspase cascades의 활성을 통하여 

Bcr-Abl 단백의 표현이 감소되는 증폭 고리를 활성화시킬 가능성을 높여 준다.

Bcr-Abl 물질 자체 이외에 Bcr-Abl 하부 신호전달 체계에 있는 여러 물질이 

Bcr-Abl 양성 세포의 생존을 증가시킬 수 있는 것으로 알려져 있다.
45-47

 적어도 

부분적으로는 STI571/apicidin이 이들 추정되는 전구 생존 단백 표현의 하향 조

절을 통하여 작용할 가능성이 있다. Bcr-Abl에 의한 백혈병으로의 전환은 세포

고사를 억제하는 Akt/PKB kinase 활동도의 증가가 관여한다고 알려져 있다.
47
 

Fang 등은 STI571이 Akt/PKB kinase의 활동도를 억제하는 것으로 보고하였

다.
11
 본 연구에서는 최소 독성 농도의 STI571은 Ser473 Akt/PKB 인산화의 정

도에는 영향을 주지 않았다. 그러나 24 시간에서 48 시간 동안 K562세포에 

STI571과 apicidin을 동시에 처리하면 비록 그 정도는 많지 않지만, 현저한 

Ser473 Akt/PKB 단백의 인산화가 감소하였다. K562 세포를 200-500 nM의 

STI571에 48 시간 동안 노출시켜도 세포내 항 세포고사 단백인 Bcl-2는 변화지 

않으나,
11
 Bcl-xL은 감소하는 것으로 알려져 있다. 본 연구에서는 STI571에 

apicidin의 첨가가 Bcl-2와 Bcl-xL에 영향을 주지 않았고, 이러한 결과는 Bcl-2와 
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Bcl-xL 단백이 STI571/apicidin 유도 세포고사에 있어 중요한 역할을 하는 단백

이 아닌 것으로 판단 할 수 있을 것이다. 비록 apicidin 단독 처리에 의해서는 

Mcl-1 단백의 표현이 조금 증가하였으나, apicidin에 STI571을 첨가하여 

apicidin에 의하여 상향 조절된 Mcl-1 단백이 다시 감소되었다. STI571/apicidin 

처리 세포에서 Mcl-1 단백의 표현 정도가 STI571 단독 처리 세포에서와 차이

가 없었으므로, Mcl-1 단백은 STI571/apicidin에 의한 상승적인 세포고사 유도

에는 작용하지 않을 것으로 생각된다.

XIAP는 세포고사 억제물질에 속하는 중요한 단백이다. XIAP는 caspase-3, 

-7, -8, 그리고 9의 활성을 억제한다.
48,49

 XIAP가 없으면 caspases의 활성은 매

우 증가한다. 또한 STI571은 XIAP와 c-IAP를 하향 조절한다고 알려져 있다.
11
 

본 연구에서는 K562 세포에서 XIAP가 최소 독성 농도의 STI571이나 apicidin 

단독 처리에 의해서는 변화되지 않음을 알 수 있었다. 그러나 K562 세포에 

STI571과 apicidin을 함께 처리한 경우에는 전체 길이의 XIAP 단백이 거의 완전

히 소실되는 결과를 보였다. 전체 길이의 XIAP 단백의 감소는 분리된 절편에 해

당하는 29 kDa의 단백이 나타나는 것과 연관이 있는데, 이것은 caspase 활성 

동안에 XIAP 단백의 분리된 절편이 형성됨을 의미한다.
50
 XIAP 단백의 분리는 

항 세포고사 단백들의 제거에 대한 추가적인 기전을 대표할 수 있으며, 이러한 

XIAP 단백의 분리가 caspase 활성화와 세포고사의 유도를 이끌어 낸다고 볼 수 

있다. 그러므로 STI571에 의한 세포고사가 apicidin에 의하여 강화되는 것은 전

체 길이의 XIAP 단백의 소실과 XIAP 단백의 분리된 절편의 증가와 연관이 

있을 가능성이 있다. XIAP 단백의 분리는 caspase-의존적,
50
 또는 caspase-비

의존적
51
이라고 알려져 있다. 본 연구에서는 STI571/apicidin 처리 세포에서 전

체 길이의 XIAP 단백의 소실이 DEVD-CHO 처리에 의하여 회복되는 점은 주

로 caspase와 연관된 XIAP 단백의 분리를 반영한다. 비록 STI571/apicidin에 의

한 XIAP 단백의 표현 감소가 caspase-3 억제제에 민감하였으나, proteasome의 

분리가 역시 이 과정에 관여했을 가능성을 배제할 수 없다. 최근에는 XIAP를 

포함하는 몇 몇 IAP 단백들은 세포고사 하는 흉선 세포들에서 proteasome-의

존적 방법으로 분리된다고 알려져 있다.
52
 또한 XIAP는 ubiquitin ligase (E3)의 

활동도를 가지고 있고, in vitro와 배양된 세포들에서 자기 자신의 ubiquitination

을 촉진시킨다고 알려져 있다.
52
 그 기전이 무엇이든지, 본 실험의 결과는 

apicidin과 낮은 농도의 STI571을 함께 처리하는 것이 전체 길이의 XIAP 단백을 

상당한 정도로 감소시키고, K562 세포를 세포고사의 유도에 민감하게 만들 가능
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성을 높여 준다.

Smac/DIABLO는 XIAP와 c-IAP를 포함하는 IAPs에 의한 caspases 억제를 

완화시키기 위하여 세포고사 동안에 미토콘드리아에서 분비되는 단백이다.
53,54

 

K562 세포에 24 시간 동안 STI571이 있거나 없는 상태에서 apicidin을 처리하

면 세포질로 Smac/DIABLO의 분비가 유도된다. 그러나 K562 세포에 STI571과 

apicidin을 함께 처리한 경우에 세포질로의 Smac/DIABLO의 분비가 현격히 증가

하였다. Smac/DIABLO 분비가 활성화된 caspases를 필요로 하기 때문에,
55
 

STI571/apicidin에 의한 caspase cascades의 활성화는 K562 세포에서 Smac 

/DIABLO의 분비를 증가시킬 수 있었을 것이다. 사실, 본 실험에서도 caspase-3 

억제제 존재 하에 Smac/DIABLO의 분비가 억제됨을 알 수 있었다. 전체 길이

의 XIAP 단백의 소실을 동반한 Smac/DIABLO의 분비 증가는 부분적으로는 

STI571과 apicidin을 함께 처리하여 유도된 세포고사를 증가시키는데 기여할 수 

있는 것으로 판단된다.

종합적으로 본 연구에서는 Bcr-Abl 양성 사람 백혈병 세포에서 apicidin이 

STI571 유도 세포고사를 강화시키는데, 그 기전은 미토콘드리아 의존성 

caspase cascade의 활성화 증가와 Bcr-Abl 단백의 하향 조절, 그리고 항 세포

고사 단백인 XIAP의 감소로 생각할 수 있다. 이러한 결과는 Bcr-Abl 양성 사

람 백혈병의 치료 전략 설정에 있어서 apicidin과 STI571의 병합 투여에 대한 

더 많은 연구가 필요함을 제시해 준다.
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V. 결   론

본 연구에서는 Bcr-Abl 양성 세포주 (K562)와 Bcr-Abl 양성 사람 백혈병 세포

에 histone deacetylase 억제제의 하나인 apicidin과 tyrosine kinase 억제제인 

STI571을 최소 독성 농도로 병합 사용하여 상승적인 세포고사를 유도하였고, 

그 기전에 대한 연구로 다음과 같은 결과를 얻었다.

1) K562 세포주에서 STI571과 apicidin을 동시에 48 시간 동안 처리한 결과 

미토콘드리아 손상이 상당히 증가하였고, caspase-3, -8, -9의 활성화와 PARP

의 분리가 증가하였고, 세포고사도 증가하였다.

2) 만성 골수성 백혈병 급성기 환자의 백혈병 세포에서도 비슷한 결과를 얻을 

수 있었다. 그러나 HL-60, U937, Jurkat과 같이 Bcr-Abl을 표현하지 않는 세포

주에서는 이러한 결과를 얻을 수 없었다.

3) Caspase-3 억제제인 DEVD-CHO는 매우 효과적으로 STI571/apicidin 유도 

세포고사와 procaspase-3, -8, -9의 활성화와 PARP의 분리를 억제하였다. 

4) STI571과 apicidin은 단독으로는 세포고사의 저항에 관여하는 단백인 XIAP 

단백의 농도에 영향을 주지 못하였으나, 48 시간 동안의 STI571/apicidin 동시 처

리한 경우는 거의 완전히 전체 길이의 XIAP 단백이 소실되었고, caspase 의존적

인 방식으로 29 kDa의 XIAP 분리 산물이 증가하였다.

5) STI571/apicidin 동시처리에 의하여 세포질로의 Smac/DIABLO 분비가 급

격히 증가하였다.

6) STI571이나 apicidin을 단독으로 24 시간이나 48 시간 동안 처리하였을 때

는 Bcr-Abl 단백의 농도에는 거의 변화가 없었으나, 48 시간 동안 동시에 처리

하였을 때는 caspase 의존적인 방식으로 Bcr-Abl 단백의 농도가 매우 감소하였

다. 

결론적으로 본 연구에서는 미토콘드리아 의존성 caspase cascades 활성 증가 기전

과 Bcr-Abl 단백의 하향 조절 그리고 XIAP 단백의 현격한 감소를 통하여 apicidin이 

Bcr-Abl 양성 사람 백혈병 세포에서 STI571 유도 세포고사를 증가시킴을 보여 주었

다. 이러한 결과는 Bcr-Abl 양성 사람 백혈병의 치료 전략 설정에 있어서 apicidin과 

STI571 병합 투여에 대한 더 많은 연구가 필요함을 제시해 준다.
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Abstract

Apicidin Potentiates the STI571-Induced Apoptosis of 

Bcr-Abl-Positive Human Leukemia Cells by Enhancing the 

Activation of Mitochondria-Dependent Caspase Cascades

Jin Seok Kim

Department of Medicine,

Graduate School, Yonsei University

(Directed by Professor Yoo Hong Min)

Although initial clinical trials in CML with STI571 were extremely 

encouraging, the development of drug resistance and the limited 

responsiveness of patients with blast crisis presented persistent challenges 

and needs for the development of new therapeutic strategies. Apicidin, a 

histone deacetylase inhibitor, is a novel cyclic tetrapeptide with potent 

broad-spectrum antiproliferative activity against various cancer cell lines. I 

examined if apicidin potentiates the STI571-induced apoptosis of Bcr-Abl- 

positive human leukemia cells. In K562 cells, the coadministration of 

minimally toxic concentrations of STI571 and apicidin (STI571/apicidin) for 

48 h resulted in a prominent increase in mitochondrial damage (e.g., 

diminished mitochondrial membrane potential and enhanced Cytochrome C 

release into the cytosol), the processing of caspase-3, -8, -9, and poly

(ADP-ribose) polymerase (PARP), and the apoptosis. Similar interactions 

were observed in leukemic blasts obtained from patients with chronic 

myelogenous leukemia in blast crisis, but not in the leukemic cell lines that 

do not express Bcr-Abl (e.g., HL-60, U937, and Jurkat). The caspase-3 

inhibitor DEVD-CHO was highly effective at abolishing the STI571/apicidin- 

induced apoptosis and the cleavage of procaspase-3, -8, and -9, and PARP. 

Neither STI571 nor apicidin alone affected the levels of XIAP protein. 

However, STI571/apicidin cotreatment for 48 h resulted in a near complete 
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loss of the full-length XIAP protein, and a corresponding increase in the 

levels of a 29 kDa XIAP cleavage product in a caspase-dependent manner. 

STI571/apicidin cotreatment markedly increased Smac/DIABLO release into the 

cytosol. The administration of STI571 or apicidin individually for 24 or 48 h 

resulted in little change in Bcr-Abl protein levels. However, the 

coadministration of these agents for 48 h resulted in marked declines in 

Bcr-Abl protein levels in a caspase-dependent manner. In summary, the data 

presented here indicate that apicidin potentiates the STI571-induced apoptosis 

of Bcr-Abl-positive human leukemia cells through the enhanced activation of 

the mitochondria-dependent caspase cascades, the downregulation of Bcr-Abl 

and a pronounced reduction in the level of XIAP. These findings generate a 

rationale for the further investigation of apicidin and STI571 as a potential 

therapeutic strategy in Bcr-Abl-positive human leukemias. 
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