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i

국 문 요 약

배경 : 급성골수성백혈병은 골수성 백혈구의 분화 단계 중 초기 단계에 있는 전구

세포인 골수 모세포가 미분화 상태로서 축적하고 비정상적으로 증식하는 혈액 악성

종양이다. 시타라빈과 안트라사이클린 계열 항암제가 주된 치료제로 사용되고 있으

나, 50~70%의 환자들은 재발을 겪는다. 에리불린은 전이성 유방암과 지방육종의 치

료에 쓰이고 있는 약물로 해면 스펀지에서 추출 및 분리한 halichondrin B를 기본

으로 한 합성의약품으로 급성골수성백혈병에서의 효과는 아직 알려지지 않았다. 본 

연구에서는 급성골수성백혈병 세포에서의 에리불린의 효능을 평가하고 신호기전에 

대한 연구를 진행하였다.

방법 : 급성골수성백혈병 세포주인 HL60에 에리불린을 처리한 후 MTS Assay와 

Annexin V 염색을 사용하여 세포 생존율과 세포사를 확인하였고 세포사멸이 일어

나는 경로를 Caspase 발현도 및 활성도와 DiOC6(3) 염색을 통한 미토콘드리아 막 

전위를 통해 확인하였다. 세포주기의 변화를 보기 위해 Propidium idodide(PI) 염색

을 통해 확인하였다. 세포사와 관련된 단백질들의 발현을 Western blot Assay를 통

해 확인하였고 혈액 세포의 분화와 성숙에 관련된 표지자인 여러 표면 항원들의 발

현도를 확인하였다.

결과 : 에리불린을 HL60 세포에 처리하였을 때 에리불린의 농도가 높아질수록 세포 

생존율이 감소하는 것을 확인하였고 세포사멸이 일어나는 세포의 비율은 증가하는 

것을 확인하였다. 세포사멸의 경로를 확인하기 위한 실험에서 에리불린의 농도가 

높아질수록 Caspase 활성도가 증가하고 미토콘드리아 막 전위는 감소하는 것을 확

인하였다. 세포주기를 분석한 결과 에리불린에 의해서 G2/M기의 정지가 유도됨을 

확인하였고 그와 관련된 단백질 발현 또한 에리불린에 의해 조절되는 것을 확인하

였다. 또한 혈액 세포의 분화와 성숙에 관련된 표지자인 CD11b, CD14, CCR1, 

CCR2, ICAM-1, HLA-DR의 발현 정도를 확인하였을 때 에리불린의 농도가 높아질수

록 발현이 증가하는 것을 확인하였다.

결론 : 에리불린은 급성골수성백혈병 세포에서 세포독성과 세포사멸 유도 효과가 

있으며 미성숙 백혈병 세포의 분화를 유도하여, 새로운 백혈병 치료제로서의 가능

성이 있다.
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서 론

골수성 백혈병은 전체 암 발생의 1%를 차지하고 주로 50세 이상의 성인에게서 발

생한다. 골수성 백혈병은 급성과 만성으로 나뉘고 그 중 급성골수성백혈병은 가장 

흔한 형태의 백혈병으로 골수성 백혈구의 분화 단계 중 초기 단계에 있는 전구세포

인 골수 모세포가 미분화 상태로서 축적하고 비정상적인 증식을 하는 것이 특징인 

혈액 악성종양이다 [1-2].

급성골수성백혈병의 치료법은 크게 항암제를 사용하는 화학요법, 방사선요법, 골수 

이식요법으로 나뉜다. 화학요법의 표준 치료법으로 사용되는 항암제는 다우노루비

신, 아이다루비신, 시타라빈을 이용한 병용요법이 쓰이고 있다. 하지만 이러한 치료

법은 지난 몇십 년간 사용된 오래된 화학 요법에 기반하고 있고 그에 대한 문제점

으로 약물에 대한 높은 독성과 기존 약물에 대한 저항성, 높은 재발 위험성이 나타

나므로 급성골수성백혈병을 효과적으로 치료할 수 있는 새로운 화학 요법제의 연구

와 개발이 필요하다 [3-4].

에리불린은 현재 전이성 유방암과 지방육종의 치료에 쓰이고 있는 약물로 할라벤이

라는 상표명으로 판매되고 있다. 에리불린은 콜라젠으로 이루어진 해면 스펀지에서 

추출 및 분리한 halichondrin B에서 얻어진 천연 화합물이다 [5-6]. 에리불린은 세포

골격을 구성하는 튜불린에 특이적으로 작용하는데 튜불린이 미세소관으로 중합되는 

것을 방해함으로써 정상적인 세포분열이 일어나지 못하게 하여 암세포가 사멸하는 

기전으로 항암효과를 나타낸다. 에리불린은 다른 미세소관 중합 억제제들과는 다르

게 미세소관 자체의 단축에는 영향을 주지 않고 중합만을 방해한다는 것이 특징이

고 세포의 미세소관 말단에 결합하여 중합을 방지하고 G2/M기에서의 세포주기 정

지를 유도함으로써 작용하여 세포 분열을 방해하고 세포 사멸을 유발함으로써 암세

포의 성장을 억제한다 [8-12]. 현재 에리불린은 전이성 유방암 [8], 폐암 [14], 지방

육종 [10], 골육종 [11], 교모세포종 [12], 자궁육종 [13] 등 다양한 고형암에서 항 혈

관 형성 [17], 항증식 [18], 항암효과 [8-14] 를 가진다고 연구된 바가 있다. 하지만 

급성골수성백혈병에서 에리불린의 효과에 관한 연구는 알려진 바가 없으므로 본 연

구에서는 급성골수성백혈병 세포에서의 에리불린의 효능을 평가하고 신호기전에 대

해 연구하고자 하였다.
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재료 및 연구방법

  1. 시약 & 항체 

이 실험에 사용된 약물인 Eribulin mesylate를 3차 증류수에 희석하여 필요한 농도

로 사용하였다. 유세포 분석기를 이용한 실험을 하기 위한 항체들은 anti-human 

CD11b-PE, anti-human CD14-PE, anti-human ICAM-1-PE, anti-human 

HLA-DR-FITC, Mouse IgG1-PE-isotype control, Annexin V-FITC는 BD Bioscience 

(San Diego, CA, 미국)에서 구입하였고 anti-hCCR1-PE, anti-hCCR2-PE는 R&D 

Systems (Minneapolis, MN, 미국)에서 구입하였다. Caspase 활성도를 측정하기 위

한 시약인 FITC-DEVD-FMK, FITC-LEHD-FMK는 eBioscience (Atlanta, GA, 미국)에서 

구입하였다. 세포 생존율 측정을 위한 Celltiter 96® Aqueous One Solution Cell 

Proliferation Assay는 promega에서 구입하였다. 미토콘드리아 막 전위 분석을 위한 

DiOC6(3)(3,3’-DihexyloxacarbocyanineIodide)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 미국)

에서 구입하였다. Cytochrome C 의 방출량을 확인하기 위해 세포질 추출 준비는 

Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents가 사용되었고 ThermoFisher에서 구

입하였다. 세포 주기 분석을 위한 Propidium iodide(PI)/RNase staining buffer는 BD 

pharmingen (San Diego, CA, 미국)에서 구입하였다. Western blot을 위한 시약인

Western ECL substrates는 BIO-RAD (Hercules, CA, 미국)에서 구입하였고 항체인 

anti-cleaved caspase-3, anti-cleaved caspase-7, anti-cleaved caspase-9, 

anti-cleaved PARP, anti-Bcl-xL, anti-Bak, anti-Bax, anti-Mcl-1, anti-CyclinD1, 

anti-CyclinD3 , anti-CDK4, anti-CDK6, anti-p21cip1, anti-p27kip1, anti-Rabbit 

IgG(H+L)-HRP, anti-Mouse IgG(H+L)-HRP는 cell signaling technology (Beverly, 

MA, 미국)에서 구입하였다. anti-GAPDH, anti-Bcl-2, anti-CDK2, anti-CyclinE, 

anti-cytochrome C는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, 미국)에서 구입하

였다.

  2. 세포 배양

본 연구에서 쓰인 세포는 급성골수성백혈병 세포주 HL60이다. 세포 배양에 쓰인 배

지는 소태아혈청 (GibcoBRL) 10%와 페니실린-스트렙토마이신 1%를 첨가한 
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RPMI1640 배지 (GibcoBRL, Grand Island, NY, 미국)가 사용되었다. 세포는 37℃, 

5% CO2 배양기의 조건에서 배양되었고 배지는 2~3 일에 한 번씩 교체해주며 계대

배양 해주었다.

  3. 세포 생존율 측정

24 well plate에 HL60 세포를 1x105cells/well로 seeding하고 에리불린을 0, 0.5, 1, 2 

nM로 농도별로 처리하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 72시간이 지난 후 

96 well plate에 세포를 200μl씩 옮기고, 각 well 마다 Celltiter 96® Aqueous One 

Solution을 20μl 처리하여 알루미늄 호일로 96 well plate 를 감싸 약 4시간 동안 

37℃ incubator 에서 배양해주고 PowerWave XS2 Microplate 분광 광도계 (BioTek, 

Winooski, VT, 미국)를 사용하여 490 nm에서 측정을 통해 흡광도를 분석하여 정량

한다.

   4. 세포사멸에 대한 유세포 분석기 분석

에리불린에 의해 영향을 받아 세포사멸이 일어나고 있는 세포를 확인하기 위하여 

위의 실험과 동일하게 HL60 세포를 plate에 seeding하였다. 그리고 에리불린을 농

도별로 처리하여 37℃, 5% CO2배양기에서 배양하고 72시간이 지났을 때 세포를 수

거한 후 phosphate buffered saline (PBS)에 2% FBS를 추가하여 제조한 FACs 

Buffer를 이용하여 2번 세척해준다. 그 후, Annexin V (BD pharmingen) 로 실온에

서 15분 동안 염색하여 FACSCalibur flow cytometer (BD Bioscience, San Jose, CA, 

미국)를 사용하여 세포를 분석하여 Annexin V 양성세포의 비율을 통해 세포사멸이 

일어난 세포의 비율을 확인한다.

   5. Caspase 활성도 측정을 위한 유세포 분석기 분석 

살아있는 세포에서 활성화 된 Caspase를 확인하기 위하여 60mm plate에 HL60 세

포를 1x105cells/well로 seeding한 후, 에리불린을 0, 0.5, 1, 2 nM로 처리하여 37℃, 

5% CO2 배양기에서 배양하고 72시간이 지났을 때 Caspase 3 활성 측정을 위한 

FITC-DEVD-FMK와 Caspase 9 활성 측정을 위한 FITC-LEHD-FMK를 각 1μl 처리하고 



4

알루미늄 호일을 사용해 빛을 차단해준 후 37℃, 5% CO2 incubator에서 1시간 동

안 염색하였다. 그 후, 세포를 수거하여 FACs Buffer로 2회 세척하고, PBS를 약 300

μl 추가해준 후 FACSCalibur flow cytometer를 사용하여 세포의 Caspase 활성도를 

측정한다.

   6. 미토콘드리아 막전위 측정을 위한 유세포 분석기 분석 

DiOC6(3)는 살아있는 세포의 미토콘드리아에 대해 선택적인 세포 투과성을 지닌 표

지자로 미토콘드리아의 막 전위에 따라 미토콘드리아의 세포질에 축적된다. 24 well 

plate에 HL60 세포를 1x105cells/well로 seeding 하고 에리불린을 농도별로 처리하여 

37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 72시간이 지났을 때 각 well 마다 DiOC6(3)

를 5μM 처리해주고 빛을 차단하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 30분동안 염색하였

다. 그 후, 세포를 수거하여 PBS로 2회 세척하고 PBS를 약 300μl 추가해준 후 

FACSCalibur flow cytometer (BD Bioscience, San Jose, CA, 미국)를 사용하여 

DiOC6(3) 양성 세포의 비율을 분석한다.

   7. Cytochrome C 방출량 측정 

세포사멸을 유도하는 인자인 Cytochrome C의 발현량을 확인하기 위해 에리불린을 

농도별로 처리한 후 72시간 동안 배양된 HL60 세포를 수거하여 PBS로 세척한다. 

Cytoplasmic Extraction Reagent (CER)Ⅰ과 단백질분해효소 억제제를 처리하고 15초

간 Vortex 해준 후, 얼음에서 10분간 배양한다. 그리고 CERⅡ를 처리하여 얼음에 1

분간 배양한 후, 5분동안 16,000g 원심분리를 하여 상등액만 분리해 Western blot

과 동일한 방법으로 gel loading한다. 그 후 , anti-cytochrome C를 사용하여 

immunoblotting하여 검출된 단백질을 확인한다.

   8. 세포주기에 대한 유세포 분석기 분석

에리불린이 처리 되었을때 세포주기의 변화를 관찰하기 위해 세포의 세포주기 내에

서의 DNA 함량을 확인하였다. 60mm plate에 HL60 세포를 1x105cells/well로 

seeding 한 후 에리불린을 0, 0.5, 1, 2nM로 처리하고 37℃, 5% CO2 incubator에 
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배양하였다. 72시간이 지났을 때 세포를 수거하고 PBS로 2회 세척하고, -20℃, 75% 

에탄올을 1ml 첨가해주어 하루동안 고정시킨다. 그 후, FACs Buffer로 2회 세척하고 

Propidium iodide(PI)/RNase A(BD pharmingen)를 500μl씩 처리해주고 빛을 차단한 

상태로 실온에서 15분동안 염색해준다. 염색 된 세포를 FACSCalibur flow 

cytometer (BD Bioscience, San Jose, CA, 미국)를 사용하여 세포의 세포주기를 분

석한다.

   9. 세포 표면 표지자에 대한 유세포 분석기 분석 

각 세포에서 특징적으로 발현하는 항원들을 확인하기 위해 24 well plate에 HL60 

세포를 1x105cells/well로 seeding하였다. 그리고 에리불린을 0, 0.5, 1, 2nM로 처리

하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하고 72시간이 지났을 때 세포를 수거해 FACs 

Buffer로 2회 세척해준다. 그 후, anti-human CD11b-PE, anti-human CD14-PE, 

anti-human ICAM-1-PE, anti-human CCR1-PE, anti-human CCR2-PE, anti-human 

HLA-DR-FITC 와 각각 PE와 FITC Mouse IgG isotype control을 4℃에서 30분 동안 

염색한다. 염색이 된 세포를 PBS로 2회 세척해주고 세포를 PBS에 부유시켜 

FACSCalibur flow cytometer (BD Bioscience, San Jose, CA, 미국)를 사용하여 세포

에서 발현하는 표면항원의 발현을 분석한다.

   10. Western blot 분석

에리불린을 농도별로 처리한 후 72시간 동안 배양된 HL60 세포를 걷어낸 후 PBS 

세척과 원심분리를 통해 세포를 얻어낸다. 세포에 RIPA lysis buffer (50mM 

Tris-HCl, pH7.5, 150mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholic acid, 0.1% 

SDS, 1mM PMSF), 단백질분해효소 억제제 혼합제 (AEBSF 1mM, Arotinin 800mM, 

Bestatin 50μM, E64 15μM, Leupeptin 20μM, Pepstatin A 10μM)를 이용해 용해시

킨다. 용해된 세포를 13,200rpm으로 10분간 원심분리하여 상층액을 얻어내고 

Bicinchoninic acid (BCA) 단백질 분석 시약 (Thermo fisher, Waltham, MA, 미국)으

로 정량 하였다. 동량의 단백질을 SDS-PAGE로 분리하여 Nitrocellulose membrane

으로 이동시켰다. 항체와 단백질의 비 특이적인 결합을 막기 위해 5% 무지방 탈지

유 (BD Difco, Bedford, MA, 미국) in Phosphate buffered saline with tween20 
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(PBST)로 상온에서 shaker 위에서 2시간 동안 교반하였다. 그 후 PBS로 3회 세척해

준 후, 1차 항체를 5% 무지방 탈지유 in PBST에 희석시켜 4℃에서 하루 동안 반응

시켰다. PBST로 세척한 후, 2차 항체를 PBST에 희석하여 상온에서 1시간 반응시켰

다. 그 후, PBST로 세척하여 western ECL blotting 기질 (Bio-Rad, Hercules, CA, 미

국)로 특이적인 단백질을 검출하였다.

   11. 통계 처리

모든 결과는 3번 이상 실행된 독립적인 실험에 의한 평균 ± 표준 오차(SEM)를 사

용하여 통계처리 하였다. 얻은 결과 값을 분석하기 위해 GraphPad prism7.0 소프트

웨어(GraphPad, San Diego, CA, 미국)를 사용하였다. 또한, 모든 값은 Tukey’s 

range test에 따른 one way ANOVA에 의해 분석되었고 차이는 p<0.05 (95% 

confidence intervals)로 유의함을 보여주었다.
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결 과

1. 급성골수성백혈병세포 HL60 에서 에리불린에 의한 세포독성 유발효과

급성골수성백혈병 세포에 에리불린이 처리되었을 때 세포독성을 가지는지 확인하기 

위해 0, 0.5, 1, 2 nM로 처리하여 72시간 후 MTS Assay를 이용해 세포 생존율을 

확인하였다. HL 60 세포주에서 에리불린을 농도 (0, 0.5, 1, 2 nM)에 따라 처리하여 

분석하였을 때, 세포 생존율이 에리불린의 농도 의존적으로 유의하게 감소하는 것

으로 보아 에리불린이 급성골수성백혈병에서 세포독성을 유발한다는 것을 확인하였

다 (Fig. 1). 에리불린에 의한 세포 생존율의 감소가 세포사멸과 연관이 있는지 확인

하기 위해 Annexin V를 사용해 염색하여 유세포 분석기로 세포 분석을 한 결과, 세

포사멸이 일어났을 때 증가하는 Annexin V 양성 세포의 비율이 에리불린의 농도가 

높아질수록 증가하였다 (Fig. 2). 이를 통해 에리불린은 급성골수성백혈병 세포에서 

세포독성을 가지기 때문에 세포 생존율이 감소하고 이는 세포사멸과 연관이 있다는 

것을 확인하였다.
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Figure 1. 급성골수성백혈병세포 HL60 에서 에리불린에 의한 세포독성 효과

HL60 세포를 Eribulin 0, 0.5, 1, 2nM 로 처리 후 72시간 동안 배양했다. 에리불린의 

농도에 따른 세포 생존율 결과를 막대그래프로 표시하였다. 세포 생존율은 MTS 

asssy를 이용하여 분석하였다.
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Figure 2. 급성골수성백혈병세포 HL60 에서 에리불린에 의한 세포사멸 유도 효과

에리불린을 0, 0.5, 1, 2nM 처리 하고 72시간 지난 후 세포 사멸의 유세포 분석을 

통해 확인하였다. 세포 사멸이 진행 중인 세포의 비율은 Annexin Ⅴ 양성 세포의 

비율로 결정된다. 데이터는 평균 ± SEM으로 표시된다.; *, p <0.05, ***, p <0.001. 

* 실험군의 결과값은 대조군과 유의하게 다르다.
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2. 급성골수성백혈병에서 에리불린에 의한 Caspase 활성화를 통한 세포사멸 

기전

에리불린에 의한 HL60 세포의 세포독성이 세포사멸 기전을 유도한다는 것을 확인

하였고 그와 관련된 세포사가 세포사멸에 필수적이라고 알려진 Caspase 효소들을 

매개로 하는 경로를 거치는지 확인하기 위해 그와 관련된 단백질 분석을 Western 

blot Assay를 통해 확인하였다. 에리불린의 농도가 높아질수록 cleaved caspase-3, 

-7, -9와 -PARP의 발현이 증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 3A). 또한, Caspase 활성

도를 확인하는 시약인 FITC-DEVD-FMK와 FITC-LEHD-FMK를 염색하였을 때 에리불

린의 농도 의존적으로 caspase-3와 9의 활성도가 증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 

3B). 이를 통해 에리불린에 의한 급성골수성백혈병의 세포사멸 기전은 caspase 경로

에 의존적으로 나타나는 것을 확인하였다.
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Figure 3. 급성골수성백혈병세포 HL60 에서 에리불린에 의한 Caspase의 활성화를 

통한  세포사멸 유도

(A) 전체 세포 추출물을 이용해 Cleaved caspase -3, -7, -9 및 PARP에 대해 웨스턴 

블롯을 통해 확인하였다. GAPDH는 anti-GAPDH mAb로 다시 반응시켜 동일한 로

딩을 확인했다. (B) 급성 골수성 백혈병 세포에서 Caspase-3 및 9 효소 활성은 유세

포 분석을 통해 측정되었다. 실험은 4회 반복되었고 데이터는 평균 ± SEM.; ***, p

<0.001로 표시된다. * 실험군의 결과값은 대조군과 유의하게 다르다.
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3. 급성골수성백혈병세포에서 에리불린에 의한 미토콘드리아 막의 탈 분극화와 관

련된 세포사멸 유도

에리불린에 의한 급성골수성백혈병 세포의 세포사멸 과정이 미토콘드리아 막 전위

의 변화와 관련이 있는지 확인하기 위해 막 전위를 측정하였다. 에리불린을 농도별

로 처리하고 72시간이 지난 후 살아있는 세포에서 미토콘드리아 막 전위를 감지할 

수 있는 DiOC6(3)로 염색했을 때, 에리불린의 농도 의존적으로 DiOC6(3) 양성 세포

가 감소하는 것을 확인하였다 (Fig. 4A). 또한, 미토콘드리아로부터 세포질로 방출되

는 Cytochrome C 의 발현을 확인하였을 때 에리불린의 농도가 높아질수록 발현량

이 증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 4B). 그리고 미토콘드리아의 기능에 중요한 역할

을 담당하고 있는 BCL-2 단백질 계열 중 anti-apoptotic 단백질인 Bcl-2, Bcl-xL, 

MCL-1의 발현이 농도 의존적으로 감소하는 것을 확인하였고, pro-apoptotic 단백질

인 Bax와 Bak이 증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 4C). 이 결과들을 통해 에리불린에 

의한 세포사멸은 미토콘드리아 막의 탈 분극화가 유도되고 그에 따른 기능 손상에 

의한 영향을 받아 일어난다는 것을 확인하였다.
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Figure 4. 급성골수성백혈병세포 HL60 에서 에리불린에 의한 미토콘드리아 막의 탈 

분극화와 관련된 세포사멸 유도

(A) DiOC6(3)의 형광 강도 감소는 미토콘드리아 막 전위의 손실과 함께 세포에 표시

된다. 급성골수성백혈병 세포에서 에리불린 처리는 미토콘드리아 막의 탈분극을 유

도했다. (B) 급성골수성백혈병 세포에서 에리불린을 처리하고 72시간이 지난 후 사

이토크롬 C가 미토콘드리아에서 세포질로 방출된다. anti-GAPDH mAb를 사용해 동

일한 로딩을 확인했다. (C) anti-apoptosis 단백질, BCL-2, BCL-X1, MCL-1은 감소하

였고 pro-apoptosis 단백질인 Bax 및 Bak은 농도 의존적으로 증가한 것을 웨스턴 

블롯으로 평가했다. anti-GAPDH mAb로 다시 반응시켜 동일한 로딩을 확인했다.
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4. 급성골수성백혈병세포에서 에리불린에 의한 세포주기에 미치는 영향

급성골수성백혈병 세포에서 에리불린에 의한 세포사멸이 세포주기에 어떤 영향을 

끼치는지 확인하기 위해 에리불린을 농도별로 처리한 후, Propidium 

iodide(PI)/RNase로 염색하였다. 그 후 유세포 분석기를 통해 세포 주기를 분석한 

결과, 에리불린의 농도 의존적으로 G2/M기 구간을 차지하는 세포의 비율은 감소하

고 G2/M기세포의 비율이 증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 5A). 세포주기를 조절하는 

단백질인 CDK1, CDK2, CDK4, CDK6, Cyclin B1, Cyclin D1, Cyclin D3 의 발현은 감

소하고 사이클린 의존성 인산화효소 억제제인 p27kip1은 발현은 증가하였다 (Fig. 

5B). 이를 통해 에리불린이 급성골수성백혈병 세포에서 세포 주기 구간 중 G2/M기 

구간을 정지시켜 세포 증식을 억제하고 세포사멸을 유도한다는 것을 확인하였다.
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Figure 5. 급성골수성백혈병세포 HL60에서 에리불린에 의한 G2/M 세포주기 정지 

유도

(A) 표시된 농도의 에리불린을 HL60 세포에 처리 후 72시간 동안 배양하였다. 유세

포 분석 후 대표적인 그래프 및 정량적 세포주기 분석 데이터는 평균 ± SEM으로 

표시된다.; **, p <0.01, ***, p <0.001. * 실험군은 대조군과 유의하게 다르다. (B, C) 

G2 / M 단계 관련 단백질, Cyclin B1, Cyclin D1, Cyclin D3, CDK1, CDK2, CDK4, 

CDK6 및 p27kip1의 발현 수준은 웨스턴 블롯에 의해 검출되었다. anti-GAPDH 

mAb로 다시 반응시켜 동일한 로딩을 확인했다.
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5. 급성골수성백혈병세포에서 에리불린에 의한 세포 분화 및 분화성숙 유도 

효과

에리불린이 급성골수성백혈병 세포의 미성숙한 세포의 분화에 영향을 미치는지 조

사하기 위해 세포 분화 관련 표면 항원인 CD11b와 CD14의 발현을 분석한 결과 두 

항원의 발현이 에리불린의 농도 의존적으로 증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 6). 이

를 통해 에리불린이 급성골수성백혈병 세포의 미성숙한 세포가 세포의 증식은 멈추

고 성숙한 세포로의 분화과정을 거치도록 유도한다는 것을 확인하였다. 또한 분화

를 시작하고 성숙하는지 과정을 확인하기 위해 표면 항원 CCR1, CCR2, ICAM-1, 

HLA-DR의 발현을 분석하였다. 그 결과 에리불린의 농도 의존적으로 모든 표면 항

원들의 발현이 증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 7). 이러한 결과를 통해 에리불린이 

급성골수성백혈병 세포에서 미성숙한 세포의 분화와 성숙을 유도하여 최종적으로 

세포의 증식을 억제하고 세포사멸에 이르게 한다는 것을 확인하였다.
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Fiure 6. 급성골수성백혈병세포 HL60 에서 에리불린에 의한 세포 분화 유도 효과

급성골수성백혈병 HL60 세포에서 에리불린으로 72시간 처리 한 후 세포 분화 표면 

항원 CD11b 및 CD14의 발현을 유세포 분석기를 통해 분석되었다. 실험은 3회 반

복되었고 데이터는 평균 ± SEM.; ***, p <0.001로 표시된다. * 실험군의 결과값은 

대조군과 유의하게 다르다.
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Figure 7. 급성골수성백혈병세포 HL60 에서 에리불린에 의한 세포 분화성숙 유도 

효과

급성골수성백혈병 HL60 세포에서 에리 불린을 처리하고 72시간 배양 후 세포 성숙 

관련 표면 항원 CCR1, CCR2, ICAM-1 및 HLA-DR의 발현을 유세포 분석기를 통해 

분석하였다. 실험은 3회 반복되었고 데이터는 평균 ± SEM.; ***, p <0.001로 표시된

다. * 실험군의 결과값은 대조군과 유의하게 다르다.
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고 찰

급성골수성백혈병은 골수에서 만들어지는 골수성 백혈구의 분화 단계 중 초기의 세

포인 골수 모세포가 성숙 과정을 거치지 못하고 골수 내에 축적되고 비정상적인 증

식을 함으로써 발병한다 [3-4]. 골수나 말초혈액에서 정상인의 혈액에서는 골수 모

세포가 5% 미만을 차지하지만 골수 모세포가 차지하는 비율이 20% 이상이면 급성

골수성백혈병으로 진단한다 [29]. 급성골수성백혈병의 발병 원인은 정확하게 알려지

지 않았다. 많은 연구에 따르면 방사선 노출, 염색체의 구조적 이상 및 돌연변이, 벤

젠 및 페인트와 같은 화학물질에 장기간 노출되었을 때 영향을 끼친다고 말한다. 

급성골수성백혈병의 증상은 빈혈, 발열, 출혈, 골 통증, 체중감소, 림프선 및 간과 비

장의 종대 등으로 알려져 있다 [5]. 치료법으로는 2~3가지의 항암제를 병용하는 복

합화학요법, 방사선요법, 조혈모세포 이식으로 크게 나눌 수 있고 최근 들어서 항체

를 이용한 치료제를 사용하는 표적 치료법이 주목을 받고 있다. 1차적으로 행해지

는 치료법은 nucleoside analogue인 시타라빈과 다우노루비신이나 이다루비신과 같

은 topoisomerase II inhibitor 항암제를 병합하여 사용하는 것이  표준 치료법이다 

[21]. 이 항암제의 작용 기전은 세포 내 DNA 합성을 저해하는 방식으로 백혈병 세

포에 독성을 유발하지만 정상적인 혈구세포, 입안, 장 점막이나 피부, 간세포의 독성

을 함께 유발하기 때문에 다양한 합병증이 발생할 수 있어 특히 나이가 많은 환자

에서는 치명적인 부작용이 발생할 수 있으며, 치료 관련 사망률이 높다. 특히 다우

노루비신과 이다루비신은 누적 투여 용량이 400mg/m2 이상을 넘어가면 심각한 심

근 기능 저하를 일으킬 수 있어, 항암제에 반복적으로 노출되는 경우 심부전증 발

생 위험이 크다 [20,27]. 항암제 치료를 받은 급성골수성백혈병 환자의 50~70%가 

재발할 수 있고, 동종 조혈모세포 이식을 받더라도 약 20~30% 환자가 재발을 경험

하여 기존 항암제에 대한 약제 내성을 보이기 때문에 급성골수성백혈병을 치료할 

효능이 좋은 새로운 치료제의 개발이 필요하다 [1-4].

에리불린은 콜라젠으로 이루어진 해면 스펀지에서 추출한 천연 화합물로 현재 유방

암과 지방육종의 치료에 쓰이고 있는 약물이다. 에리불린은 세포골격을 구성하는 

튜불린에 특징적으로 반응하여 유사분열 억제기전을 통해 G2/M 세포주기 차단, 유

사분열 방추사를 방해함으로써 세포분열을 방해하고 세포사멸을 유도한다. [5-8] 에

리불린이 다양한 고형암에서 항 세포증식, 항 혈관 형성, 항암효과를 가진다고 많은 
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연구가 되어있으나 혈액암과 급성골수성백혈병에서의 항암효과는 연구된 바가 없다 

[8-18].

또한 백혈병 세포처럼 미분화된 세포의 분화 연구에서는 비정상적인 세포의 증식이 

억제됨에 따라 최종 분화 세포에서 특이적으로 발현하는 표면 항원들을 확인함으로

써 미분화된 세포의 분화와 성숙이 진행되는 방향을 확인하여야 하고 결국 세포사

멸에 이르게 되는지 확인해야 한다 [1-2,15].

본 연구에서 에리불린을 급성골수성백혈병 세포주인 HL60에 농도별로 처리하였을 

때 에리불린의 농도 의존적으로 세포 생존율이 감소하였고 그에 따라 세포사멸이 

일어나는 세포의 비율도 증가하는 것을 확인하였다. 이 세포사멸을 거치는 경로가 

Caspase와 미토콘드리아 경로의 활성화를 통해 일어나는 것을 확인하였다. 그리고 

세포주기를 확인하였을 때 많은 세포주기를 조절하는 단백질의 조절을 통해 G2/M

기의 정지를 유도한다는 것을 확인하였다. 미분화된 세포의 분화 방향을 확인하기 

위해 과립구 표면 항원인 CD11b와 단핵구 및 대식세포의 표면 항원인 CD14와 골

수성 백혈구의 최종 분화 단계인 대식세포에서 발현한다고 알려진 CCR1, CCR2, 

ICAM-1, HLA-DR을 확인하였다 [7]. 모든 표면 항원들의 발현이 에리불린의 농도 의

존적으로 증가하는 것을 확인하였으므로 에리불린이 미분화된 세포의 증식은 억제

하고 분화 및 성숙 과정을 유도함으로써 세포사멸에 이르게 한다는 것을 확인하였

다. 

위의 연구 결과들을 바탕으로 미분화된 세포에서 분화 및 성숙 과정이 일어나는지 

mRNA와 단백질 수준에서 확인하는 심화된 연구를 진행할 것이다. 그리고 세포사와 

관련된 여러 가지 신호분자들에 관한 연구가 필요하고 세포사멸을 거치는 경로가 

미토콘드리아 경로의 활성화임을 확인하였으므로 BCL-2 억제제와 에리불린의 병용 

연구에 주목할 것이다. 또한 HL60 세포주뿐만 아니라 다양한 급성골수성백혈병 세

포주를 이용하여 심화된 연구가 진행되어야 한다. 약물의 효과를 In vitro 실험상에

서 확인하였으므로 In vivo 상에서 마우스 이종이식 모델을 통한 에리불린의 안전성

과 효능을 확인하는 연구가 필요하며 현재 급성골수성백혈병에 쓰이는 약물과 에리

불린을 병용하여 연구함으로써 임상에 응용될 가능성을 확인하는 연구가 진행되어

야 할 것이다.

이 연구는 급성골수성백혈병에서 새로운 치료제로서의 에리불린의 가능성을 제시하

였다. 에리불린은 이미 고형암에서 승인되어 활발히 사용되고 있는 약제이며, 위험
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한 부작용이 없어 전이성 유방암 환자에서 장기간 투여되는 경우도 흔하다 [19,20]. 

따라서 백혈병 환자에서 치료제로서 에리불린의 안전성에 대한 우려를 줄이고, 임

상 연구를 시도함에 있어서 유리한 면이 있다. 또한 에리불린은 기존의 백혈병 항

암제가 가진 DNA 합성 억제, 세포 자멸 유도 이외에, 세포의 분화와 성숙을 유도한

다는 새로운 기전이 밝혀짐에 따라 기존 항암제에 내성을 가진 환자들을 치료할 수 

있는 새로운 기전이 될 수 있고, 비교적 낮은 농도의 약물이 투여되어도 항암 효과

가 좋은 것을 확인하였으므로 기존 항암제와의 병합 치료 시의 효과도 기대된다. 

결론적으로 에리불린은 급성골수성백혈병 세포에서 세포독성과 세포사멸 유도 효과

가 있으며 미성숙 백혈병 세포의 분화와 성숙을 유도하여, 새로운 백혈병 치료제로

서의 가능성이 있다.
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영 문 요 약

Background : Acute myeloid leukemia is a hematological malignant tumor in 

which bone marrow cells, which are progenitor cells in the early stage of 

myelogenous leukocyte differentiation, accumulate in an undifferentiated state 

and proliferate abnormally. Cytarabine and anthracycline-based anticancer drugs 

are used as the main treatment, but 50~70% of patients experience recurrence. 

Eribulin is a drug used to treat metastatic breast cancer and liposarcoma. It is a 

natural compound obtained from halichondrin B extracted and isolated with a 

marine sponge. Its effect on acute myeloid leukemia is not yet known. In this 

study, the efficacy of eribulin in acute myeloid leukemia cells was evaluated and 

the signaling mechanism was studied.

Method :　After eribulin was treated with HL60, a cell line for acute myeloid 

leukemia, cell viability and cell death were confirmed using MTS Assay and 

Annexin V staining. The pathway in which apoptosis occurs was confirmed by 

Caspase expression and activity and mitochondrial membrane potential through 

DiOC6(3) staining. Propidium iodide (PI) staining was used to confirm the change 

in the cell cycle. The expression of proteins related to cell death was confirmed 

through Western blot assay, and the expression levels of various surface 

antigens, which are markers related to the differentiation and maturation of 

blood cells, were confirmed.

Result :　When eribulin was treated at different concentrations in HL60, it was 

confirmed that the cell viability decreased as the concentration of eribulin was 

arranged, and the proportion of cells in which apoptosis occurred was 

confirmed that the presence of eribulin concentration increased. Later, in an 

experiment to confirm the pathway of apoptosis, it was confirmed that the 

Caspase activity increased as the concentration of eribulin increased and the 

mitochondrial membrane potential decreased. As a result of checking the cell 

cycle, it was confirmed that the G2/M phase was stopped in eribulin, and the 

expression of the related protein was also regulated by eribulin. In addition, 

when the level of expression of several surface antigens, which are markers 
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related to the differentiation and maturation of blood cells, was confirmed, the 

expression increased as the concentration of eribulin increased.

Conclusion : It has been confirmed that eribulin induces the differentiation and 

maturation of immature cells in acute myeloid leukemia cells, inhibits cell 

proliferation, and finally leads to apoptosis, so it may be used as a new 

therapeutic agent.

keyword : Acute myeloid leukemia, Eribulin, Cell death, Differentiation
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