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국문요약 

골육종에서 표적치료제의 종양 억제 효과 

 

골육종은 대부분 어린이와 청소년에서 높은 발병률을 보이며 치료를 위해 

화학요법과 수술요법을 병행하여 시행하고 있으나 화학요법으로 인한 급성 

독성 효과나 약제에 대한 내성 때문에 치료에 한계가 있다. 최근에는 암에서 

활성화 되어 있는 다양한 신호전달 경로를 표적으로 하는 약제들이 연구되고 

있다. 그중에서 PI3K-Akt-mTOR 신호전달 경로는 세포의 생장, 세포 사멸과 

세포 주기를 조절하는 데 있어 중요한 역할을 하기 때문에 효과적인 종양 

억제 효과를 기대할 수 있는 약제의 표적이 되고 있다.  

본 연구에서는 7 개의 골육종 세포주에서 PI3K-Akt-mTOR 신호전달 

경로에 관여하는 단백질의 발현과 활성을 확인하고 EGFR 와 같은 receptor 

tyrosine kinase (RTK)뿐 아니라 Extracellular signal-regulated kinase 

(ERK)와 c-Jun N-terminal kinase (JNK)의 발현과 활성을 확인함으로써 

골육종 세포의 다양한 신호전달 양상을 확인하였다. 또한, Akt 와 mTOR 각각 

억제하는 약제들에 대한 민감도를 확인하였으며 이들 약제를 병합하여 

사용하였을 때 상승효과가 있는지도 확인하였다. 골육종 세포주에서 Akt 와 

mTOR 는 모두 발현하고 있었으나 각각의 활성은 세포주마다 다르게 

나타났다. Akt 억제제인 Akti2-1/2 에 대한 민감도는 IC50 가 1.01 – 4.72 

µ 으로 모두 비슷하게 나타났으며 mTOR 억제제인 rapamycin 에 대한 
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민감도는 10 µM 의 농도에서도 040 – 71 %의 높은 생존율을 보였다. 두 가지 

약제를 동시에 병합하여 처리하였을 때 모든 세포주에서 상승효과가 나타났다. 

Rapamycin 을 처리하고 30 분 이내에 Akt 가 활성화 되는 점을 확인하고 

병합요법에 두 가지 방법을 비교하였다. 동시에 두 약제를 처리하는 방법과 

rapamycin 에 의해 Akt 가 활성화되었을 때 Akti2-1/2 를 처리하는 방법으로 

나누어 그 효과를 MTT assay, cell proliferation assay 와 cell cycle 

assay 를 통하여 비교하였다.  MTT assay 를 통하여 두 병합요법 실험군 

간에 유의한 차이가 있는 것을 확인하였으며 cell proliferation assay 를 통해 

약제를 처리한 군이 대조군보다 세포 생장이 억제되었으며 대조군과 두 

병합요법 실험군 간에 모두 유의한 차이를 확인하였다. 또한, Cell cycle 

assay 를 통해 병합요법으로 유도된 cell cycle 의 G1 arrest 를 확인하였다. 

본 연구를 통해 골육종 세포에서 활성화된 PI3K-Akt-mTOR 신호전달 

경로를 확인하고 이를 표적으로 하는 약제에 대한 민감도를 확인하였다. 

표적치료제의 항종양 효과를 높이기 위해 병합요법을 시행하였으며 이로 인한 

상승효과를 확인하였다. 또한, 병합요법의 약제 처리 방법에 따라 골육종에서 

표적치료제의 항종양 억제 효과를 증진 시키는 방법을 제시하였다.  

 

 

 

 

핵심되는 말 : 골육종, Akt, mTOR, Akti2-1/2, rapamycin  
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골육종에서 표적치료제의 종양 억제 효과 

 

<지도교수 라 선 영> 

연세대학교 대학원 의과학과 

권 보 람 

 

Ⅰ. 서론 

골육종은 어린이와 청소년에게 가장 흔하게 발생하는 원발성 악성 

골종양으로 골육종 환자의 50% 이상이 20 대 미만에서 발생한다 1. 침습적인 

악성 종양인 골육종은 재발과 전이의 확률이 높으며 특히 골육종 환자의 30-

40%는 폐 전이가 일어난다 2-4. 골육종 치료를 위해 기본적으로 수술과 항암 

약물 치료가 병행되고 있으며 방사선 치료뿐 아니라 methotrexate, 

doxorubicin, cisplatin, etoposide, cyclophosphamide 등을 이용한 다면적인 

화학요법이 수술 전후로 사용되고 있다 5,6. 화학요법과 수술요법이 발달함에 

따라 원발암의 치료에 효과적으로 작용하면서 환자의 5 년 생존율은 

증가했지만 여전히 20-30% 환자에서 재발과 전이가 일어나고 있으며  

이러한 환자들에게는 제한적인 병용 화학요법이 사용되고 있다 3. 또한 

빈번하게 발생하는 급성 독성 효과 및 장기 후유증을 동반하기 때문에 

교차내성이 없는 약제가 필요하다 3,6-9. 골육종 환자의 치료에 이러한 한계를 

해결하기 위해서 더욱 새롭고 효과적인 치료 방법의 개발이 매우 중요한 

실정이다. 
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최근 수년간 분자 유전학의 발전으로 여러 악성 종양에서 다양한 

표적치료제들이 연구, 개발되어 적용되고 있다. 특히 세포 내 다양한 

receptor tyrosine kinase (RTK)나 다양한 신호전달 경로들을 표적으로 하는 

약제들이 많이 개발되고 있는데 그 중에서도 phosphatidylonositol 3’ kinase 

(PI3K)-Akt-mammalian target of rapamycin (mTOR) pathway 는 다양한 

종류의 종양에서 비정상적으로 조절되어 활성화 되어 있기 때문에 종양 

치료에 있어서 유망한 표적이 되고 있다 10,11. PI3K 는 p85 조절소단위와 

p110 촉매소단위의 이형이량체로 구성되어 있으며 다양한 성장인자 RTK 의 

하위 신호전달 분자이다 12. PI3K 세포막에서 phosphatidylinositol-4,5-bis-

phosphate (PIP2)를 인산화시켜 PIP2 를 PIP3 로 전환 시킨다 13. 그 

결과 PIP3 는 pleckstrin homology domain (PH domain)의 직접적인 

상호작용을 통하여 Akt 와 3-phophoinositide-dependent protein kinase 1 

(PDK1)을 원형질막으로 이동시키고 PDK1 에 의해 Akt 의 활성고리에 

존재하는 threonine 308 잔기의 인산화가 일어난 후 c 말단의 serine 473 

잔기의 인산화로 활성화 된다 14-17. 활성화 된 Akt 는 세포의 생장, apoptosis, 

cell cycle progression 등에 관여하는 다양한 하위 경로를 조절한다 10,18. 

PI3K 의 유전자적 돌연변이뿐 아니라 PI3K 와 Akt 유전자 증폭과 과발현은 

다양한 종양에서 보고 되고 있다 19,20.  PTEN 불활성화는 PI3K-Akt-mTOR 

신호전달 경로의 계속적인 활성화를 유지하는데 중요하게 작용하여 

결과적으로 mTOR 신호전달 경로가 활성화 된다 11 mTOR 는 mTORC1 과 

mTORC2 의 두 가지의 복합체로 구성되어 있는데 mTORC1 은 rapamycin 에 
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의해 저해되는 복합체로 mRNA 전사에 관여하고 mTORC2 는 Akt 의 

serine 잔기의 인산화를 통해 세포증식과 생존에 관여한다 21,22. mTOR 에 의해 

매개 되는 하위 신호전달 경로는 다양한 종양에서 유전적 변이가 일어나거나 

과발현되어 비정상적으로 활성화 되어 있어 세포 형질전환 과정뿐 아니라 

약제내성에도 관련되어 있다 11. S6K1 과 elF-4E 의 유전자 증폭이나 

과발현은 종양 형성과 관련이 있으며 elf-4E 의 과발현은 다양한 종양에서 

발견되고 예후가 나쁠 뿐 아니라 재발과 전이에 관련이 있다 23-25. elf-4E 와 

대조적으로 4E-BP1 의 발현은 종양의 진행과 역상관성을 보이며 wild 

type 의 4E-BP1 의 과발현은 종양의 크기를 감소시키며 4E-BP1 의 발현은 

apoptosis 를  유도하였다 26-29.  따라서 mTOR 는 PI3K-Akt-mTOR 신호전달 

경로의 상위와 하위 모두에서 다양한 변화를 유도하며 신호전달을 활성화 

시킨다 11,30. 

예후가 나쁜 골육종 환자들은 급격한 세포 증식과 더불어 항 세포사멸 

유전자의 높은 발현을 보이는데, 이러한 특징 때문에 기존 화학요법에 대하여 

비정상적인 cell cycle progression 뿐 아니라 apoptosis-resistance 가 

나타난다 31,32. Akt 의 과발현이 비정상적인 cell cycle progression 과 

apoptosis-resistance 에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있기 

때문에 10,18,32, 골육종의 치료를 위해 Akt 는 유망한 표적이 될 수 있다. 

종양진행과 mTOR 활성화의 관련성이 보고됨에 따라 mTOR 신호전달 경로 

또한 항암제 개발을 위한 중요한 표적으로 대두되었으며 mTOR 를 표적으로 

하는 다양한 억제제들이 개발되어 임상시험 중에 있다. 골육종 세포주에서도 
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mTOR 억제제인 rapamycin 을 처리 하였을 때, Akt/Map kinase 신호전달 

경로와 mTOR 신호전달 경로의 탈인산화를 확인할 수 있었으며, cell cycle 

arrest 와 apoptosis 가 일어났다 33. 따라서 세포 생장과 apoptosis 에 영향을 

미치는 mTOR 또한 골육종 치료에 있어 중요한 표적이 될 수 있다.  

  이를 종합해 볼 때, 골육종은 현재의 제한적인 화학요법에 충분한 효능을 

보이지 못하며 약제 내성 유발의 문제점이 있기 때문에 새로운 치료 방법이 

필요하다. 현재 다양한 종류의 표적치료제들이 연구, 개발되어 여러 종양에서 

적용되고 있으나 골육종에서는 그 활용이 미비한 상태이다. 따라서 본 

연구에서는 골육종 세포주에서 PI3K-Akt-mTOR 신호전달 경로의 발현과 

활성을 확인하고 Akt 와 mTOR 를 각각 표적으로 하는 억제제 대한 민감도를 

확인하였다. 또한 두 표적 치료제의 병합요법에 의한 상승효과를 확인하고 

병합요법의 방법에 따른 항 종양 효과의 차이를 확인함으로써 골육종 치료에 

있어 PI3K-Akt-mTOR 신호전달 경로를 표적으로 하는 효과적인 표적 

치료의 가능성을 제시하고자 한다.  
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Ⅱ. 재료 및 방법 

 

1. 세포주와 세포 배양 

본 연구에서는 7 개의 골육종 세포주를 사용하였다. 미국 세포주 은행 

(ATCC, American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA)에서 

구입한 MG-63, HOS, KHOS/NP, SK-ES-1 와 한국세포주은행 (KCLB, 

Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea)에서 구입한 U-2 OS, Saos-2, G-292 

를 사용한다. 세포 증식 및 유지를 위한 기본 배양액으로 MG-63, HOS, 

KHOS/NP 는 Eagle's minimal essential medium (EMEM, LONZA, Basel, 

Switzerland), SK-ES-1 은 McCoy’s 5A mediam (LONZA, Basel 

Switzerland) 를 U-2 OS, Saos-2 는 RPMI 1640 (LONZA, Basel, 

Switzerland)을 G-292 는 Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, 

LONZA, Basel, Switzerland) 배지에 56℃에서 30 분간 비활성화 시킨 10% 

우태아 혈정 (FBS, Fetal Bovine Serum, Omega Scientific, Tarzana, CA, 

USA)과 penicillin 100 unit/ml 과 streptomycin 100μg/ml (Gibco, Grand 

island, NY, USA)을 첨가하여 만든 배양액으로 5% CO2, 37℃의 배양기에서 

배양하고, 배양액은 주 3 회 교체 하였다. 

 

2. 표적치료제 

실험에 사용된 표적치료제는 Akt 와 mTOR 를 각각 표적으로 하는 억제제를 

사용하였다. Akt 의 억제제인 Akti2-1/2 (Calbiochem, Darmstadt, 
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Germany)와 mTOR 억제제인 rapamycin 은  (Sigma-aldrich, Saint Louis, 

MO, USA) 에서 각각 구입하여 사용하였다. 

 

3. MTT assay 

각 표적치료제의 민감도 검사는 MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide, Sigma-aldrich, Saint Louis, MO, USA) 

assay 를 통하여 측정하였다. 세포주를 96-well microplate (BD Falcon, 

Franklin Lakes, NJ, USA)의 각 well 당 100 ul 의 배양액 안에 5 X 103 개, 3 

X 104 개 또는 3 X 104 개의 세포를 분주 하였다.  5% CO2, 37℃의 

배양기에서 24 시간 동안 배양한 후, 각 well 에 100 ul/well 의 농도로 

약제를 처리하였다. 배양기에서 다시 72 시간 배양 후, 50 ul (400 ug/ml)의 

MTT 용액을 넣고 4 시간 더 배양시키고 700 g 로 4℃에서 10 분간 

원심분리하여 잔여 부유액을 제거하였다. 각 well 당 150 ul DMSO (dimethyl 

sulfoxide, Sigma-aldrich, Saint Louis, MO, USA)를 첨가하여 MTT-

formazan crystal 을 용해 시켜 10 분간 추가로 반응 시킨 후에 multi-well 

ELISA automatic Spectrometer recorder (Behring ELISA Processor Ⅱ, 

Marburg, Germany)를 이용하여 570 nm 의 파장에서 흡광도를 측정하였다. 

결과는 다음의 공식에 근거하여 세포의 생존율을 계산하였고 Calcusyn 

software (Biosoft, Cambridge, UK)를 이용하여 IC50 값을 구하였다. 

세포 생존율(%) =    검체의 평균 흡광도 - 표준 흡광도      X 100 

대조군의 평균 흡광도 - 표준 흡광도  
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4. Western Blot 

세포가 70-80% 정도 자랐을 때, PBS 로 2 번 세척하여 여분의 배양액을 

깨끗이 제거 하였다. Cell lysis buffer [50mM Tris (pH8.0), 10% glycerol, 

2mM EDTA, 5mM NaF, 1% NP-40, 150mM NaCl, protease inhibitor]를 

첨가한 후 scraper 로 긁어 수확하고 잘 섞어준 다음, 30 분 동안 얼음 위에서 

반응 시킨다. 13,200rpm 으로 4℃에서 30 분간 원심분리하여 상층액만 분리한 

뒤, 실험까지 -80℃에서 보관하였다. 

Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)방법을 이용하여 

정량한 동량의 단백질을 loading dye 와 섞어 95℃에서 10 분 동안 

denaturation 시키고 SDS-PAGE gel 에 loading 한 후 전기영동 하였다. 

PVDF (Polyvinylidene difluoride) membrane (GE Healthcare, Uppsala, 

Sweden) semi-dry transfer 한 후, 5% skim-milk 를 함유한 0.1% TBS-

tween 20 buffer 를 이용하여 membrane 을 상온에서 1 시간 동안 반응 시켜 

blocking 하였다. 5% BSA 를 함유한 0.1% TBS-tween-20 buffer 에 1 차 

항체를 희석하여 4℃에서 12 시간 이상 반응 시킨 후, 0.1% TBS-tween-20 

buffer 로 세척하였다. 2 차 항체는 5% skim-milk 를 함유한 0.1% TBS-

tween 20 buffer 에 희석하여 상온에서 1 시간 동안 반응 시킨 후, TBS-

tween 20-buffer 로 세척하였다. Membrane 에 ECL Western blotting 

reagent (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK)를 사용하여 

상온에서 반응시킨 후, X-ray film (Fugi, Tokyo, Japan)에 감광하였다. 본 

실험에서 사용한 일차항체로는 PI3 Kinase p85, p-PI3K p85 (Tyr458)/p55 
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(Tyr199), Akt, p-Akt (Ser 473), mTOR, p-mTOR (Ser2448), p70 S6 Kinase, 

p-p70 S6 Kinase (Thr389), p-4E-BP1 (Thr37/46), 4E-BP1, p-SAPK/JNK 

(Thr183/Tyr185), SAPK/JNK (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, 

USA), PTEN, p-EGFR (Tyr 1173), EGFR, p-ERK (Tyr204), ERK1 (Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)을 사용하였다. loading control 로 

GAPDH (Abcam, Cambridge, UK) 또는 α-tubulin (Sigma-aldrich, Saint 

Louis, MO, USA)을 사용하였다. 이차항체는 Peroxidase AffiniPure Rabbit 

Anti-Mouse IgG 또는 Peroxidase AffiniPure Rabbit Anti-Mouse IgG 

(Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA)를 

사용하였다.  

 

5. 병합 요법  

병합 요법의 상승효과는 두 가지 표적치료제의 조합으로 한다. 각 

표적치료제 병합 시, 두 약제의 molar 농도를 일정비율로 고정하여 위와 같은 

방법으로 MTT assay 를 수행하였다. 병합 요법 후 Combination Index (CI) 

값 계산은 Chou-Talalay 의 공식을 이용하였으며, 이 값은 IC50(Dm)과 

용량효능대비곡선 (the m value)으로 계산하였다. Isobologram (CI = 1)의 

고전적인 공식은 아래와 같다. 

CI = (D )1/(Dx )1 + (D )2/(Dx)2 
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분모인 (Dx)1 과 (Dx)2 는 약제 D1 (drug1)과 D2 (drug2)를 단독으로 

처리하였을 때의 %세포독성이고, 분자 (D)1 과 (D)2 은 약제 D1 과 D2 를 

병합 투여를 하였을 때의 % 세포 독성을 나타낸다. 

Dx = Dm [fa/(1 - fa)]1m 

Dm 은 median-effect dose (IC50)을 말하며 이것은 median-effect plot 의 

X-intercept 의 antilog 로부터 아래의 공식으로 구하였다. 

X = log (D) versus Y = log [ a/(1 - a)] 

m 은 median-effect plot 의 기울기이며 Multiple drug effect 분석은 

Calcusyn (Biosoft, Cambridge, UK)을 사용하여 m, Dm, Dx, and CI 값을 

계산한다. (Dx)1 과 (Dx)2 는 Chou-Talalay 의 median-effect 공식으로부터 

구하였다. 이러한 식으로부터 계산된 CI 값으로부터 CI<1, CI=1, CI>1 각각을 

상승 (synergism), 유지 (summation), 길항 (antagonism) 효과라고 

정의하였다. 

 

6. Cell proliferation assay 

24-well plate (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) 의 각 well 당 1 X 

104 개의 세포를 분주하였다. 24 시간이 지난 후 각 약제를 농도에 따라 

처리하고 대조군은 배양액만 처리하였다. 세포는 trypan blue 로 염색하여 

살아있는 세포만 6 일 동안 24 시간 간격으로 계수하였다. 세포는 5% CO2, 

37℃의 배양기에서 배양하였다. 
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7. Cell cycle analysis 

표적치료제 처리에 따른 세로 주기의 변화를 확인하고자 fluorescence 

activated cell sorter (FACS) analysis 를 수행하였다. 세포를 6-well plate 에 

분주한 후 각 약제를 농도별로 처리하여 24 시간 후에 수거하였다. Propidium 

iodied (PI) (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) 로 세포를 염색하여 flow 

cytometry 를 이용하여 세포를 분석하였다. 세포 주기 분석에는 Cell Quest 

software (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) and Modfit LT(Verity 

Software House, Topsham, ME, USA)를 사용하였다. 

  

8. 결과 분석과 통계적 처리  

모든 실험은 세 번 이상 수행하여 평균 ± 표준편차로 나타냈다. Student’s 

t-test 를 사용하여 각 그룹 간의 통계학적 비교를 하여 표적치료제에 대한 

효과를 평가하였으며 각 그룹 간의 차이가 p-value 0.05 이하일 때, 이를 

통계적으로 유의한 것으로 판정하였다. 
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다음은 본 연구의 study scheme 이다 (Figure 1). 

 

 

 

Figure 1. Study Scheme 
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Ⅲ. 결과 

 

1. 골육종 세포주의 단백질 발현과 활성 

PI3K-Akt-mTOR 신호전달 경로 관련 단백질 및 anti-apoptosis 경로 관련 

단백질의 발현과 활성을 확인하고자 7개의 골육종 세포주에서 western blot

을 수행하였다 (Figure 2). PI3K-Akt-mTOR 신호전달 경로에서 중요한 작용

을 하는 단백질의 발현과 활성의 양상은 세포주마다 다양하게 나타났다 

(Figure 2A). 모든 골육종 세포주에서 PI3K, Akt, mTOR, p85 S6 kinase, p70 

S6 Kinase와 4E-BP1뿐 아니라 이 신호전달 경로의 억제역할을 하는 PTEN 

모두 발현되지만, 그 활성은 세포주마다 다른 양상이 나타났다. MG-63와 

HOS는 PI3K의 활성은 낮지만, Akt, mTOR, p85 S6 Kinase, p70S6 Kinase와 

4E-BP1이 모두 활성화 되어 있다. 특히 HOS는 Akt와 4E-BP1의 활성이 다

른 세포주들에 비해서 상대적으로 높았다. KHOS/NP와 G-292는 PI3K와 Akt

의 활성이 거의 없지만, p85 S6 Kinase, p70 S6 Kinase와 4E-BP의 활성은 

높게 나타났다. SK-ES-1는 PI3K-Akt-mTOR 신호전달 경로의 주요 단백질 

모두가 활성화 되어 있었다. U-2 OS와 Saos-2는 PI3K 의 활성이 다른 세포

주들에 비해 상대적으로 높지만, 4E-BP1의 활성은 상대적으로 낮았다. EGFR

의 발현은 SK-ES-1를 제외하고 모두 발현하고 있었으며, 그 활성은 세포주

마다 다르게 나타났다 (Figure 2B). 모든 골육종 세포주에서 ERK와 JNK가 

발현하고 있었지만, 그 활성은 달랐으며 특히 SK-ES-1는 ERK와 JNK의 활

성이 낮게 나타났다.  
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Figure 2. Protein expression profiles of osteosarcoma cell lines. Seven 

osteosarcoma cell lines were used for western blot analysis. (A) 

Expression and activation of effector molecules in PI3K-Akt-mTOR 

signaling pathway (B) Expression and activation of EGFR, ERK and JNK 

related to anti-apoptotic pathway  
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Figure 2. Continued 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 

 

2. 골육종 세포주의 Akti2-1/2 와 rapamycin에 대한 민감도 

골육종 세포에서 PI3K-Akt-mTOR 신호전달 경로를 표적으로 하는 억제제

에 대한 효과를 확인하고자 Akt와 mTOR에 대한 각각의 표적치료제를 이용

하여 민감도를 확인하였다 (Figure 3). 각 억제제를 7개의 골육종 세포주에 

처리하여 72시간 배양한 후, MTT assay를 수행하여 세포 생존율을 확인하였

다. 선택적 Akt 억제제인 Akti2-1/2를 농도별로 (0.125 – 8 µM) 처리하여 세

포 생존율을 비교하였을 때 대부분의 세포주는 1 µM 이하의 농도에서는 세포 

생존율이 60 - 94% 로 높게 나타났으며 대부분 세포주가 2 µM 이상의 농도

에서 생존율이 현격하게 감소하였다 (Figure 3A). mTOR 억제제인 

rapamycin을 농도별로 (0.001 – 10 µM) 처리한 결과 대부분의 골육종 세포주

가 비슷한 양상의 생존율을 보였으며 0.001 µM의 낮은 농도에서도 19 -25 %

의 생존율 감소를 보이지만 10 µM의 높은 농도에서도 낮은 농도에서의 생존

율과 비슷하게 나타났다 (Figure 3B). 특히 SK-ES-1을 제외한 나머지 세포

주에서는 10 µM 농도에서도 50% 이상의 생존율을 보였다. MTT assay를 통

하여 수치화시킨 생존율를 가지고 calcysyn software를 이용하여 IC50를 구하

였다 (Figure 3C). U-2OS를 제외한 나머지 세포주들의 IC50는 1.01 – 2.49 

µM으로 비슷하게 나타났다.  
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Figure 3. Sensitivity of osteosarcoma cell lines to the inhibitor targeting Akt 

or mTOR. The relative viability of osteosarcoma cell lines in response to 

different concentrations of AKi2-1/2 of rapamycin was determined after 

72 hours (n = 3). (A) MTT assay of osteosarcoma cell lines treated with 

Akt inhibitor Akti2-1/2. (B) MTT assay of osteosarcoma cell lines treated 

with mTOR inhibitor rapamycin. (C) IC50 of Akti2-1/2 in osteosarcoma cell 

lines.  
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3. Akti2-1/2와 rapamycin의 병합요법에 따른 효과  

Akt의 표적치료제인 Akti2-1/2와 mTOR의 표적치료제인 rapamycin를 병합

요법으로 골육종 세포주에 처리하였을 때 상승효과가 있는지를 확인하고자 두 

약제를 일정한 농도로 (Akti2-1/2 : Rapamycin = IC50 : 1 µM) 세포에 동시에 

처리하여 72시간 배양한 후 MTT assay를 수행하였다 (Figure 4). 세포주 간

에 Combination Index  (CI) 값을 비교하였을 때 모든 세포주에서 CI값이 1 

이하로 병합요법에 따른 상승효과가 나타났으며 (Figure 4A), 병합요법에 따

른 ED50에서의 농도를 비교하였을 때 Akti2-1/2는 20.68 – 44.87 nM으로 나

타났으며 rapamycin은 8.28 – 20.95 nM으로 나타났다 (Figure 4B). 이로써 

Akti2-1/2를 단독으로 처리했을 때의 IC50의 농도보다 병합요법에서 ED50의 

농도가 현저하게 감소하는 것을 확인하였다. 따라서 Akt와 mTOR의 발현과 

활성이 높고 두 약제를 단독으로 처리했을 때 효과가 있으며 병합요법에 따른 

상승효과도 높게 나타난 HOS를 다음 실험을 위한 세포주로 선정하였다. 
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Figure 4. Combination effect of Akti2-1/2 and rapamycin in osteosarcoma 

cell lines. Osteosarcoma cells were simultaneously treated with the 

combination of Akti2-1/2 and rapamycin (IC50 : 1 μM) for 72 hours (n = 3). 

MTT assay was performed. (A) Combination index (CI) values of Akti2-

1/2 and rapamycin in osteosarcoma cell lines. (B) Dose of Akti2-1/2 and 

rapamycin at ED50. 
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Figure 4. Continued. 
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 4. Akti2-1/2와 rapamycin의 처리에 따른 표적단백질의 변화  

Akti2-1/2와 rapamycin을 골육종 세포에 처리하였을 때 Akt와 mTOR의 발

현과 활성의 변화를 확인하고자 각 약제를 HOS 세포에 4시간 동안 농도별로 

단독 처리한 후 단백질을 추출하여 western blot을 수행하였다 (Figure 5). 

Akti2-1/2를 농도별 (0.05 – 5 µM)로 처리하였을 때 5 µM의 농도에서 표적단

백질인 Akt의 활성이 감소하였으며 동시에 mTOR 의 발현과 활성도 감소하

였다 (Figure 5A). 또한, rapamycin을 농도별로 처리하였을 때 (0.01 – 10 

µM) mTOR의 발현과 활성은 농도 의존적으로 감소하였으나 10 µM의 농도에

서 Akt의 활성이 증가하였다 (Figure 5A). 따라서 Rapamycin에 의한 Akt 활

성의 증가가 시간에 따른 변화가 있는지 알아보고자 실험을 수행하였다 

(Figure 5B). 10 µM의 rapamycin을 시간별로 처리하여 Akt의 활성 변화를 

확인하였다. Akt의 활성은 15분부터 급격하게 증가하였으며 시간 의존적으로 

감소하였다. 또한, Akt 의 활성 증가와 반대로 Akt의 발현은 감소하였다가 증

가하였다. mTOR의 발현은 변화가 없었지만 mTOR의 활성은 약간 증가하다

가 감소하여 24시간째에는 대조군과 같은 정도의 활성을 보였다. Akt의 활성

이 거의 없는 세포주에도 같은 현상이 일어나는지 알아보고자 KHOS/NP 세

포주에 rapamycin을 처리하여 확인하였다 (Figure 5C). 그 결과는 HOS 세포

주와 같았으며 1 µM의 농도에서도 짧은 시간에 Akt의 활성을 유도하였다. 
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Figure 5. Effects of Akti2-1/2 and rapamycin in the target proteins. (A) 

Dose-dependent effects of Akti2-1/2 or rapamycin. HOS cells were 

treated with Akti2-1/2 or rapamycin for 4 hours at the indicated 

concentrations. (B) Time-dependent effects of rapamycin. HOS cells were 

treated with 10 µM of rapamycin for the indicated time points. (C) 

Rapamycin-induced Akt activation in KHOS/NP cells. 10 µM rapamycin 

was treated to KHOS/NP cells for the indicated time points. 
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Figure 5. Continued.  
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5. Akti2-1/2와  rapamycin의 처리에 따른 PI3K-Akt-TOR 신호전달 경로의 

하위 단백질의 변화 

Akti2-1/2와 rapamycin을 골육종 세포에 처리하였을 때 PI3K-Akt-mTOR

의 신호전달 경로의 하위 단백질의 발현과 활성의 변화를 확인하고자 각 약제

를 HOS 세포에 4시간 동안 농도별로 단독 처리한 후 단백질을 추출하여 

western blot을 수행하였다 (Figure 6). Akti2-1/2와 rapamycin 모두 PI3K-

Akt-mTOR 신호전달 경로 조절 단백질인 p85 S6 Kinase, p70 S6 Kinase와 

4E-BP1의 활성을 감소시켰다 (Figure 6A). 특히 rapamycin은 p85 S6 

Kinase와 p70 S6 Kinase를 0.1 μM의 낮은 농도에서도 효과적으로 활성을 억

제하였으며 4E-BP1의 발현도 감소시켰다. 10 μM의 rapamycin은 짧은 시간

에 p85 S6 Kinase와 p70 S6 Kinase의 활성을 감소시켰으며 24시간까지도 회

복되지 않는 것을 확인하였다 (Figure 6B). 하지만 4E-BP1의 발현과 활성은 

감소하였다가 다시 회복하였다. 
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Figure 6. Effects of Akti2-1/2 and rapamycin in the down-stream effectors 

of PI3K- Akt-mTOR signaling pathway (A) Dose-dependent effects of 

Akti2-1/2 or rapamycin. HOS cells were treated with Akti2-1/2 or 

rapamycin for 4 hours at the indicated concentrations. (B) Time-

dependent effects of rapamycin. HOS cells were treated with 10 µM 

rapamycin for the indicated time points.  
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Figure 6. Continued. 
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6. Akti2-1/2와 rapamycin의 병합요법 처리 방법에 따른 효과 비교 

Rapamycin이 Akt의 활성을 증가시키는 것을 확인하였기 때문에 이를 이용

하여 병합요법의 상승효과를 증대시키기 위하여 병합요법 시 두 약제의 처리

방법을 다르게 하여 그 효과를 MTT assay와 cell proliferation assay를 통하

여 비교하였다 (Figure 7). 병합요법은 두 약제를 동시에 처리하는 방법 

(concurrent treatment)과 rapamycin은 30분 전처리 후 Akti2-1/2를 처리하

는 방법 (sequential treatment)을 비교하였다. 먼저 각 약제를 단독 혹은 병

합요법으로 총 72시간 동안 배양하여 MTT assay로 세포 생존율을 비교하였

다 (Figure7A). HOS 세포에 처리된 약제의 농도는 병합요법으로 계산된 

ED25 농도와 ED50 농도로 처리하였다. 두 농도로 처리된 실험군 모두에서 

sequential treatment 하였을 때 세포 생존율이 가장 많이 감소하였으며 이는 

concurrent treatment와 비교하였을 때 통계적으로 유의하였다 (p < 0.05) 

(Figure 7A). 특히 ED50의 농도에서 concurrent treatment 대비 sequential 

treatment의 세포 생존율 감소는 p-value가 0.001 이하로 통계적으로 가장 

유의한 감소를 나타냈다. 병합요법의 처리 방법에 따른 효과가 세포 생장에도 

차이를 나타내는 지 확인하고자 cell proliferation assay를 수행하였다 

(Figure 7B). 병합요법은 ED50의 농도로 처리하였으며, 두 병합요법 실험군 

모두 대조군과 각 약제의 단독 처리군에 비해 세포 생장이 억제되었다. 이러

한 차이는 통계적으로 유의하였다 (p < 0.05). 또한, sequential treatment 하

였을 때 다른 모든 실험군에 비해 세포 생장이 가장 억제되는 것을 확인하였

다. 
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Figure 7. Comparison of concurrent versus sequential treatments in 

combination of Akti2-1/2 and rapamycin. (A) MTT assay of HOS cells 

treated with Akti2-1/2 alone, rapamycin  alone  or combination at the 

indicated concentrations for 72 hours. Akti2-1/2 was exposed to cells with 

4.07 nM (ED25) or 24.34 nM (ED50) in single treatment or combination 

treatment. Rapamycin was exposed to cells with 1.76 nM (ED25) or 10.97 

nM (ED50) in single treatment or combination treatment. In the sequential 

treatment, Cells were pre-treated with rapamycin for 30 min. (B) Cell 

proliferation assay of HOS cells. Cells were treated with single or 

combination of Akti2-1/2 and rapamycin with dose of ED50. Cells were 

counted with trypan blue every 24 hours for 5 days after the treatment. 

*p<0.001, **p<0.05, Student’s t-test. 
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Figure 7. Continued. 
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7. Akti2-1/2와 rapamycin의 병합요법에 따른 표적 단백질의 변화 

 Akti2-1/2와 rapamycin을 병합요법으로 처리하였을 때 표적단백질의 변화

를 확인하고자 HOS 세포에 두 약제를 병합요법으로 처리한 후 시간에 따른 

단백질을 변화를 western blot으로 확인하였다 (Figure 8). 병합요법은 ED50

의 농도로 두 약제를 동시에 처리하거나 (concurrent treatment) rapamycin

을 30분 전처리한 후 Akti2-1/2를 처리하였다 (sequential treatment). 

Akti2-1/2와 rapamycin의 concurrent treatment는 rapamycin 단독처리와 

마찬가지로 30분의 짧은 시간에서 Akt의 활성을 증가시켰고 그 활성은 1시간

까지 지속하다가 시간 의존적으로 감소하였다 (Figure 8A). 이러한 Akt 활성

의 증가와 함께 Akt 단백질의 발현은 급속히 감소하였으며 Akt 활성이 감소

함에 따라 다시 증가하였다. mTOR의 발현에는 변화가 없었지만 mTOR의 활

성은 시간 의존적으로 감소하였다. Akti2-1/2와 rapamycin의 sequential 

treatment는 Akt의 활성을 30분의 짧은 시간에서 증가시켰지만 1시간이 지

난 후부터 그 활성은 시간 의존적으로 감소하였으며 Akt 발현은 계속 유지되

다가 24시간이 지나 증가하였다 (Figure 8B). mTOR의 발현은 약제의 처리에

도 변화가 없었지만, 활성은 시간 의존적으로 감소하였다. 
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Figure 8. Combination effects of Akti2-1/2 and rapamycin in the target 

proteins. HOS cells were treated Akti2-1/2 and rapamycin in combination 

with dose of ED50 for the indicated time points. (A) Concurrent treatment 

to HOS cells. (B) Sequential treatment to HOS cells. Rapamycin was pre-

treated for 30 min before the Akti2-1/2 treatment.  
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8. Akti2-1/2와 rapamycin의 병합요법에 따른 PI3K-Akt-mTOR 신호전달 경

로의 하위 단백질의 변화 

Akti2-1/2와 rapamycin을 병합요법으로 처리하였을 때 PI3K-Akt-mTOR 

신호전달 경로의 하위 단백질들의 변화를 확인하고자 HOS 세포에 두 약제를 

병합요법으로 처리한 후 시간에 따른 단백질을 변화를 western blot으로 확인

하였다 (Figure 9). 병합요법은 ED50의 농도로 두 약제를 동시에 처리하거나 

(concurrent treatment) rapamycin을 30분 전처리한 후 Akti2-1/2를 처리하

였다 (sequential treatment). Akti2-1/2와 rapamycin의 concurrent 

treatment와 sequential treatment 모두 30분 내의 짧은 시간에서 p85 S6 

Kinase와 p70 S6 Kinase의 활성을 크게 억제했으며 발현도 조금 감소하였다. 

또한, 4E-BP1의 발현과 활성도 시간 의존적으로 감소하였다. 그러나 

concurrent treatment와 sequential treatment가 PI3K-Akt-mTOR 신호전달 

경로의 하위 단백질에 미치는 변화에는 그 차이점은 확인할 수 없었다.  
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B 

 

Figure 9. Combination effects of Akti2-1/2 and rapamycin in the down-

stream effectors of PI3K-Akt-mTOR signaling pathway. HOS cells were 

treated Akti2-1/2 and rapamycin in combination with dose of ED50 for the 

indicated time points. (A) Concurrent treatment to HOS cells. (B) 

Sequential treatment to HOS cells. Rapamycin was pre-treated for 30 min 

before the Akti2-1/2 treatment.  
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9. Akti2-1/2와 rapamycin의 처리에 따른 cell cycle 변화  

Akti2-1/2 와 rapamycin의 처리에 따른 cell cycle progression의 변화를 

알아보고자 cell cycle analysis를 수행하였다 (Figure 10). HOS 세포의 각 약

제를 단독으로 처리하거나 두 가지 병합요법으로 (concurrent treatment, 

sequential treatment) 24시간 처리하여 FACS를 통하여 cell cycle 변화를 확

인하였다. 병합요법에는 Akti2-1/2에 대한 IC50 농도 (2.3 μM)와 0.01 μM 

rapamycin로 처리하였다. Akti2-1/2를 단독으로 처리하였을 때 대조군보다 

G1 phase가 농도의존적으로 증가하였고 IC50 농도보다 낮은 농도에서는 S 

phase가 감소하고 M phase가 증가하였다 (Figure 10A). Rapamycin을 단독

으로 처리하였을 때 10 μM의 높은 농도에서 G1 phase가 증가하고 S phase

가 감소하였다 (Figure 10B). 하지만 낮은 농도에서 rapamycin에 의한 cell 

cycle 변화는 크게 나타나지 않았다. 두 약제를 병합하여 사용하였을 때 

(Akit2-1/2 : Rapamycin = 2.3 μM : 0.1 μM) 각 약제의 단독 처리보다 G1 

phase가 증가하였는데 이는 대조군과 비교했을 때, 약 8-10%의 증가를 했으

며 G2-M phase가 크게 감소하였다 (Figure 10C). 따라서 Aki2-1/2에 저농

도의 rapamycin과의 병합요법으로 cell cycle에 변화를 유도할 수 있음을 확

인하였다. Concurrent treatment에서는 S phase가 조금 증가하였지만, 

sequential treatment에서는 S phase가 농도 의존적으로 감소하였다. 두 표적

치료제의 병합요법의 결과 각 약제의 단독 처리보다 cell cycle의 G1 arrest

가 효과적으로 유도되었지만, 병합요법의 처리 방법에 따른 차이는 크게 보이

지 않았다 (Figure 10C). 
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A 

 

 

Figure 10. Effects of Akti2-1/2 and rapamycin on cell cycle HOS cells were 

treated Akti2-1/2 alone or combination of Akti2-1/2 and rapamycin with 

the indicated concentrations for 24 hours. In sequential treatment, 

rapamycin was pre-treated for 30 min before the Akti2-1/2 treatment. 

Cell quest software and Modfit LT were used for the cell cycle analysis.  
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Figure 10. Continued. 

 

 

 

 

 



39 

 

C 

 

 

Figure 10. Continued.  
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Ⅳ. 고찰 

골육종의 항종양 요법으로 다양한 방법이 시도되고 있으나 다른 종양에 

비해 제한적이며 그 효과에도 한계가 있을 뿐 아니라 약제 내성에 따른 

부작용이 큰 문제가 되고 있다 3,5-9. 따라서 골육종 환자에게 더욱 효과적인 

치료 방법의 개발이 필요하다.  

본 연구에서는 골육종 세포주에서 세포 증식과 생존, apoptosis에 중요한 역

할을 하는 단백질의 발현과 활성을 확인하였다 (Figure 2). 특히 PI3K-Akt-

mTOR 신호전달 경로는 골육종 세포주에서 활성화되어 있었으며 EGFR뿐 아

니라 anti-apoptosis 경로에서 중요한 역할을 하는 ERK와 JNK가 대부분 활

성화 되어 있었다. PI3K-Akt-mTOR 신호전달 경로가 골육종 환자들의 치료

를 위한 가능성 있는 표적이 될 수 있는지 알아보고자 Akt와 mTOR의 각각

의 활성을 억제하는 두 표적치료제에 대한 민감도를 평가하였다 (Figure 3). 7

개의 골육종 세포주에서 Akt 억제제인 Akti2-1/2에 대한 민감도는 세포주마

다 다양한 경향성을 보였으며 IC50는 1.01 - 4.72 µM으로 나타났다 (Figure 

3A). 그러나 rapamycin은 10 µM의 높은 농도에서도 대부분의 세포주가 50% 

이상의 생존율을 보였다 (Figure 3B). 두 표적치료제의 민감도는 각각의 표적

단백질의 발현이나 활성과 큰 연관성을 보이지 않았다. 하지만 골육종 세포주

에서 활성화 되어 있는 PI3K-Akt-mTOR 신호전달 경로를 억제하는 표적치

료제에 대한 가능성을 확인할 수 있었다. 두 표적치료제의 병합요법은 7개의 

골육종 세포주에서 모두 상승효과가 있었으며 (Figure 4A) 단독으로 처리하였

을 때보다 훨씬 낮은 농도의 조합으로도 골육종 세포의 생존을 효과적으로 억
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제하였다 (Figure 4B). 따라서 병합요법은 저농도의 조합으로도 단독 처리에 

따른 효과를 상승시켜 보다 효과적인 항종양 효과를 나타내는 방법임을 확인

하였다. 

 Akti2-1/2는 매우 짧은 시간에 표적단백질인 Akt의 활성뿐 아니라 mTOR

의 활성을 동시에 감소시켰으며 (Figure 5) PI3K-Akt-mTOR 신호전달 경로

의 하위 조절 단백질인 p85 S6 Kinase, p70 S6 Kinase와 4E-BP1의 활성을 

조절하였다 (Figure 6). Rapamycin은 표적단백질인 mTOR를 농도 의존적으로 

감소시켰으나 Akt의 활성을 증가시켰다 (Figure 5A). Rapamycin은 매우 짧은 

시간에도 Akt를 활성화 시켰으며 이는 시간 의존적으로 감소하였다 (Figure 

5B). Akt의 활성이 증가함에 따라 Akt의 발현이 감소하였으며 다시 시간의존

적으로 증가하였다. Akt의 활성이 상대적으로 낮은 세포주인 KHOS/NP에서도 

rapamycin을 처리하였을 때 Akt의 활성이 증가하였다 (Figure 5C). mTOR는 

mTOR complex 1과 2 (mTORC1, mTORC2)로 이루어져 있는 kinase로 각각

의 분자적 기능이 다른데21,22, rapamycin은 FKBP12 (FK506 binding protein) 

와 mTORC1에 결합하여 mTOR의 활성을 억제하고 mTOR와 결합하고 있는 

raptor의 상호작용을 약하게 하여 세포 생존과 생장에 영향을 준다34-36. 몇몇 

암세포에서 rapamycin에 의해 mTORC1을 억제했을 때 Akt가 활성화되었으

며 이러한 기전에 대해서는 아직 뚜렷하게 밝혀진 바가 없다37. 하지만 

rapamycin에 비민감성인 mTORC2가 rapamycin에 의해 활성화되어 다시 

Akt를 활성화 시킬 수 있다는 몇몇 보고들이 있다21,37,38. p85 S6 Kinase와 

p70 S6 Kinase의 활성은 낮은 농도의 rapamcyin으로도 효과적으로 감소하였
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으며 4E-BP1은 그 활성과 발현이 함께 감소하였다 (Figure 6A).  

PI3K-Akt-mTOR 신호전달 경로가 활성화 되어 있는 골육종 세포에서

rapamycin에 의해 유도된 Akt 활성화가 Akti2-1/2와의 병합요법으로 PI3K-

Akt-mTOR 신호전달 경로를 효과적으로 조절하여 항종양 효과가 증대될 것

으로 기대하였다. 따라서 본 연구에서는 항종양 효과를 더욱 증대시키고자 병

합요법을 약 처리 방법에 따라 비교하였다 (Figure 7). MTT assay를 통하여 

세포 생존율을 비교하였을 때, 대조군과 단독 처리 군에 비해 두 병합요법 실

험군 (concurrent treatment, sequential treatment) 의 세포 생존율이 유의하

게 감소하였으며 rapamycin 전처리로 인해 Akt의 활성이 급격하게 증가하였

을 때 Akti2-1/2를 처리하는 것 (sequential treatment) 이 더 효과적이었다 

(Figure 7A). 병합요법에 사용된 두 약제의 농도는 각 약제의 단독 처리할 때 

보다 훨씬 낮은 농도에서도 효과적으로 작용하였다. 세포 생존율뿐 아니라 암

세포가 생장하는데도 영향을 주는지 알아보고자 cell proliferation assay를 진

행한 결과 두 병합요법 실험군이 현저하게 생장속도가 억제되는 것을 확인하

였다 (Figure 7B). 병합요법에 의한 PI3K-Akt- mTOR 신호전달 경로의 단백

질은 단독 처리와 비교했을 때 훨씬 효과적으로 조절되었으며 특히 

sequential treatment로 인한 Akt의 인산화가 상대적으로 낮게 증가하고 빨리 

감소하였다. 하지만 Akt의 활성화는 많이 감소하지 않았다 (Figure 8-9) 이는 

병합요법이 rapamycin으로 인해 인산화된 Akt의 감소에는 큰 효과를 주지 

못했지만 Akti2-1/2와 rapamycin 두 약제가 병합요법으로 처리되었을 때 각

각의 독립적인 메커니즘이 상승작용 하여 전체적인 세포의 생존과 생장에 영
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향을 주어 효과적인 항종양 효과를 보이는 것으로 보인다.  

Akti2-1/2과 rapamycin은 골육종 세포의 G1 arrest를 유도하였으며 낮은 

농도에서 rapamycin의 효과는 미비하였다. (Figure 10A, B). 두 병합요법에서

는 각 약제의 단독 처리에 비해 G1 arrest가 증가하였으나 약제 처리방법에 

따른 cell cycle의 차이는 미비하였다 (Figure 10C).  

이를 종합해 볼 때 본 연구에서는 골육종 세포주에서 PI3K-Akt-mTOR 신

호전달 경로의 활성화를 확인하였고 이 신호전달 경로를 억제할 수 있는 두 

표적치료제의 효과를 확인하였다. 또한, 두 표적치료제의 저농도 병합요법으

로 골육종 세포의 생존, 생장, cell cycle progression에 더 큰 영향을 미치며 

항종양 효과를 극대화 시킬 수 있었으며 병합요법의 처리 방법에 따른 효과 

증대를 확인하였다. 
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Ⅴ. 결론 

본 연구에서는 골육종 세포주에서 다양하게 발현하고 있는 단백질의 발현

과 활성을 확인하여 PI3K-Akt-mTOR 신호전달 경로가 골육종 치료에 가능

성 있는 표적이 될 수 있음을 확인하였다.  

또한, PI3K-Akt-mTOR 신호전달 경로를 억제하는 두 표적치료제 Akti2-

1/2와 rapamycin이 골육종 세포의 신호전달 경로 내 단백질의 발현과 활성

을 조절하여 세포의 생존, 생장과 cell progression에 영향을 미쳐 항 종양 

효과를 나타내는 것을 확인하였다.  

항종양 효과를 증대시키기 위한 방법으로 병합요법을 실시하여 두 표적치

료제의 저농도 조합으로 효과적인 항 종양 효과를 확인하였으며 이상적인 병

합요법을 제시하였다.  
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Osteosarcoma (OS) is the most common malignant bone cancer found in 

adolescents and young adults. OS is characterized by local invasion and 

distant metastasis. Treatment methods for OS have seen significantly 

advanced. With the use of multi-agent chemotherapy, there have been 

improvements in the overall survival. However, chemotherapy has been 

limited to OS patients and drug resistance still remains a problem resulting 

in poor outcome. Currently, targeted agents are being evaluated as a novel 

method for various cancers, but the efficacy of the agents in OS is not well 

known.  
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Here we report the activation of PI3K-Akt-mTOR signaling pathway in 

OS and efficacy of inhibitors of targeting Akt-mTOR signaling pathway. By 

using western blot protein profiles in PI3K-Akt-mTOR signaling pathway 

were established in seven OS cell lines (MG-63, HOS, KHOS/NP, SK-ES-

1, U-2 OS, Saos-2, and G-292). High levels of the Akt were observed in 

all the cell lines, but the activation status of Akt varied. All the cell lines 

similarly expressed moderate levels of mTOR and all cell lines except G-

292 observed activaton of mTOR. Down-stream effecter molecules of 

PI3K-Akt-mTOR signaling pathway were observed moderate protein 

levels and activation status. To assess the feasibility and anti-tumor 

efficacy of targeted agents for Akt and mTOR in OS cells, Akti2-1/2 (Akt 

inhibitor) and rapamycin (mTOR inhibitor) were evaluated in OS cell lines 

using MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide) assay. Although the activation status of Akt in OS cell lines 

differed, Most of cell lines had moderate IC50 values for Akti2-1/2 (from 

1.01 to 2.49uM) except U-2 OS (4.72uM). Rapamycin inhibited cell growth 

showing similar patterns in sensitivity. However, Rapamycin induced 

activaition of Akt.  There were no significant correlation between target 

proteins and inhibitors. The sensitivity of inhibitors seemed to be related 

to multiple proteins in survival signaling pathway.  
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 In combination of two targeted agents, there were observed significant 

inhibition of cell survival in low doses. To compare the efficacy of 

concurrent combination and sequential combination, MTT assay, cell 

proliferation assay and cell cycle assay were assessed. The anti-tumor 

efficacy was significantly increased in sequential combination which 

treated Akti2-1/2 when Akt was activated by rapamycin.   

In this study, we presented OS had various protein levels in PI3K-Akt-

mTOR signaling pathway and feasibility in application of targeted agents 

for Akt and mTOR. These targeted agents could be applicable in 

osteosarcoma by blocking the survival signaling pathway with single or 

combination treatment. We suggest more an effective regimen of 

combination targeting PI3K-Akt-mTOR signaling pathway in osteosarcoma. 
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