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국문요약

배경: 다발골수종은 B 림프구의 성숙과정 중 마지막 단계인 형질세포의

비정상적인 분화 및 증식으로 인해 발생하는 질환으로, 정상적인 항체 대신

비정상적인 단클론항체인 M 단백질을 과도하게 분비하는 것이 특징이다.

대표적인 임상적 증상으로는 고칼슘혈증, 신부전, 빈혈, 뼈 병변 등이 있다. 이

질환은 현재 항암화학요법과 조혈모세포이식으로 치료되고 있지만, 완치가

어렵고 재발위험성이 높다. 레이저티닙 (Lazertinib)은 기존 치료제에 대해

돌연변이가 발생한 비소세포폐암에 사용되는 약물로서 좋은 효능을 가진 약물로

평가되고 있지만, 다발골수종에서의 효과는 아직 알려지지 않았다. 따라서, 본

연구에서 레이저티닙이 다발골수종 세포에 미치는 영향을 알아보고 약물의

효능을 평가하기 위해서 실험을 진행하였다.

방법: 다발골수종 세포주인 RPMI-8226 세포에 레이저티닙을 72 시간 동안

처리한 후, CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay 를 이용해

세포생존율을 확인하고, BrdU assay 를 통해 세포증식률을 확인하였다. Annexin 

V 를 염색하여 세포사의 발생을 확인한 후, 세포자멸사 여부를 보기 위해

caspase 활성도와 Dioc6(3) 염색을 진행하고 유세포 분석기를 통해 분석하였다.

Propidium iodide(PI)/RNase 염색으로 세포주기의 변화를 관찰하였고

세포자멸사와 세포주기 관련 단백질들의 발현을 Western blot 을 통해

확인하였다.

결과: RPMI-8226 세포의 양성 그리고 음성 표지분자를 확인하여 다발골수종

세포주임을 입증하였다. RPMI-8226 세포에서 레이저티닙을 처리했을 때, 농도가

높아질수록 세포생존율과 세포증식율이 감소하였다. 유세포 분석을 이용하여

세포사멸 정도를 확인한 결과, 세포사멸이 일어나는 세포의 비율은 레이저티닙의

농도 의존적으로 증가하였고, 세포자멸사 관련 단백질들인 Cleaved caspase -3, -

7, -9 및 PARP-1 발현도 증가하는 것을 확인하였다. 세포자멸사의 경로를

확인하기 위해 실험을 진행한 결과 레이저티닙의 처리 농도가 높아짐에 따라
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caspase 활성도가 증가하였다. 반면, 미토콘드리아 막전위는 감소하였고 그에

따라 세포질에 Cytochrome C 가 축적되는 것을 확인했다. 세포자멸사 관련

단백질들인 Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1의 발현은 감소하고, Bax와 Bak의 발현은 증가하는

것을 확인할 수 있었다. 세포주기를 분석한 결과 레이저티닙에 의한 G0/G1 기의

정지를 확인하였고, 세포 주기 관련 단백질들인 Cyclin B1, Cyclin D3, Cyclin E, 

CDK2, CDK4, CDK6 와 p21cip1, p27kip 의 발현 정도의 변화도 확인할 수 있었다.

결론: 레이저티닙이 다발골수종 세포주인 RPMI-8226 세포에서 caspase 의

활성과 미토콘드리아의 막 전위 감소를 통해 세포사멸을 유도하며, 세포주기

정지를 일으켜 세포증식을 억제하는 것을 확인하였다. 이러한 결과를 바탕으로,

레이저티닙이 다발골수종의 새로운 치료 약물로 사용될 가능성을 제시하였다.
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서 론

다발골수종은 혈액암 중에서 두번째로 발병률이 높은 조혈 악성 종양으로, 모든

암의 1%를 차지하고 전체 혈액암 중에서는 10%를 차지한다. 전 세계적으로 매년

약 140,000 명의 새로운 환자가 진단되는데, 최근 여러가지 치료법이 등장했지만

10 년 생존율은 17%에 불과하다 [1-3]. 다발골수종은 주로 65 세에서 80 세 사이의

노인에게 발병하며, 국내에서 새로 진단되는 다발골수종 환자는 1,000 명으로

추정되고 시간이 지날수록 발병률은 꾸준히 증가하고 있다 [4-5]. 다발골수종은

B 림프구 성숙 과정 중 마지막 단계인 형질세포가 비정상적으로 분화 및 증식되어

나타나며, 형질세포가 정상적인 항체를 생산하지 못하고 비정상적인 단클론단백인

M 단백을 분비하는 것을 특징으로 한다. 가장 대표적인 증상으로는 고칼슘혈증,

신부전, 빈혈 및 뼈 병변 등의 증상이 있으며, 아직 정확한 발병 요인이 밝혀진

바가 없다 [6-7].

다발골수종의 치료법으로는 고전적인 치료법으로 사용되는 항암제인 알킬화제

멜팔란 (melphalan)과 코르티코스테로이드계열의 프레드니손 (prednisone),

덱사메타손 (dexamethasone) 같은 스테로이드제를 병용해서 사용하였다 [8]. 현재

21 세기에는 종양세포의 새로운 혈관형성을 억제시키는 면역조절제인

탈리도마이드 (thalidomide), 포말리도마이드 (Pomalidomide), 레날리도마이드

(lenalidomide)와 종양세포의 성장을 늦추거나 멈추게 하는 프로테아좀 억제제인

보르테조밉 (bortezomib), 카필조밉 (carfilzomib)과 같은 약물들이 개발되어

다양한 조합 치료가 진행되고 있다 [9-10]. 또한 히스톤 탈아세틸화 효소 저해제인

패노비노스타트 (panobinostat)와 단클론성 항체인 엘로투주맙 (elotuzumba)과

다라투무맙 (Daratumumab) 등의 약물도 개발되어 병용 치료에 쓰이고 있다 [11-

12]. 그 외에도 방사선 치료나 조혈모세포 이식 [13] 등을 사용하여 다발골수종을

치료하고 있지만 약물에 의한 부작용이 흔하여 대부분의 환자에게서 재발이

일어나기 때문에 완치가 어렵다 [14].
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레이저티닙은 국산 신약으로 1·2 세대 상피세포 성장인자 수용체 (Epidermal 

Growth Factor Receptor, EGFR) 표적 치료제에 내성이 생긴 T790M 돌연변이 양성

비소세포폐암 치료제이다 [15]. 레이저티닙은 EGFR 돌연변이 선택성이 높은

비가역적 경구용 EGFR 타이로신 인산화효소 억제제 (Tyrisone kinase inhibitor, 

TKI)로, 특히 뇌혈관장벽 (Blood Brain Barrier, BBB)을 통과할 수 있어 폐암이 뇌로

전이된 환자에게서 우수한 내약성과 효능성을 보였다. 이는 2015 년에 개발되어, 

전임상·임상 시험을 거쳐 2021 년 1 월 국산 신약 31 호 ‘렉라자’라는 상품명으로

국내 식품의약품안전처의 허가를 받았다. 2021 년 현재는 또 다른 비소세포폐암

치료제인 EGFR-MET bispecific antibody 인 아미반타맙 (Amivantamab)과의 병용

요법으로 글로벌 3 상 임상 시험이 진행 중이다 [16-18]. 

현재 다발골수종 치료를 위한 기초 연구로서 radotinib [1], imatinib [19], 

dasatinib [20], sorafenib [21], anlotinib [22] 등을 포함한 타이로신 인산화효소

억제제를 이용한 연구가 진행되고 있는데, 아직 다발골수종에서는 새로운

타이로신 인산화효소 억제제 중 하나인 레이저티닙에 대한 효과는 연구된 바가

없다. 따라서 본 연구에서 다발골수종 세포에 대한 레이저티닙의 효능과 기전을

조사하여 레이저티닙이 다발골수종에 대한 새로운 치료제로서 역할을 할 수

있는지 연구하였다.
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재료 및 연구방법

1. 시약 & 항체

논문에서 사용한 Lazertinib (YH25448) (Selleckchem, Houston, TX, 미국)은

구입하여, Dimethyl Sulfoxide (Wak-chemie Medical GmbH, Steinbach, 독일)에 녹여

-20℃에 보관하였다. 세포 표면 마커를 확인하기 위한 항체들인 Anti-human CD38-

PE, anti-human CD138-FITC 는 Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, 독일)에서

구입하였고, anti-human CD19-FITC, anti-human CD20-PE, FITC Mouse IgG-isotype 

control, PE Mouse IgG-isotype control 과 Annexin V-FITC 는 BD Bioscience (San 

Diego, CA, 미국)에서 구입하였다. 세포 생존율을 측정하는 CellTiter 96® AQueous 

One Solution Cell Proliferation Assay 는 promega (Madison, WI, 미국)에서

구입하였다. Cell proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) Kit 는 Roche Diagnostics 

(Mannheim, 독일)에서 구입하였다. Dioc6(3) (3,3’-Dihexyloxacarbocyanine Iodide)는

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 미국)에서 구입하였고, Nuclear and Cytoplasmic 

Extraction Reagents는 Thermo fisher (Waltham, MA, 미국)에서 구입하였다. Caspase 

활성도 측정에 필요한 FITC-DEVD-FMK 와 FITC-LEHD-FMK 는 eBioscience (Atlanta, 

GA, 미국)에서 구입하였다. Propidium iodide(PI)/RNase staining buffer 는 BD 

pharmingen (San Diego, CA, 미국)에서 구입하였고, Western ECL substrates 는 BIO-

RAD (Hercules, CA, 미국)에서 구입하였다. anti-cleaved caspase-3, anti-cleaved 

caspase-7, anti-cleaved caspase-9, anti-cleaved PARP-1, anti-Bcl-xl, anti-Mcl-1, anti-

Bak, anti-CyclinB1, anti-CyclinD3, anti-CDK4, anti-CDK6, anti-p21cip1, anti-p27kip, anti-

Rabbit IgG(H+L)-HRP, anti-Mouse IgG(H+L)-HRP 는 cell signaling technology 

(Beverly, MA, 미국)에서 구입하였다. Anti-β-actin, anti-Bcl-2, anti-Bax, anti-

cytochrome C, anti-CyclinE, anti-CDK2 는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, 

미국)에서 구입하였다.
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2. 세포 배양

본 연구에 사용된 세포는 다발골수종 세포주 RPMI-8226 이다. RPMI-8226 

세포는 L-glutamine, 25mM HEPES, sodium bicarbonate 가 포함된 RPMI1640 배지

(GibcoBRL, Grand Island, NY, 미국)에 소태아혈청 (GibcoBRL) 10%와 페니실린-

스트렙토마이신 1%를 첨가하여 사용하였다. 세포는 37℃, 5% CO2 조건의

배양기에서 배양하였고, 세포가 70~80% 정도 자랐을 때 일주일에 3 번씩

계대배양 하였다.

3. 세포 표지분자에 대한 유세포 분석

RPMI-8226 세포를 걷어내어 phosphate buffered saline (PBS)으로 2 회 세척했다. 

그 후, anti-human CD38-PE, anti-human CD138-FITC, anti-human CD19-FITC, anti-

human CD20-PE, FITC Mouse IgG-isotype control, PE Mouse IgG-isotype control 을

4℃에서 30 분 동안 염색하였다. PBS 로 2 회 세척하고, 세포를 PBS 에 부유시켜

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

분석하였다.

4. 세포 생존율 측정

24 well plate 에 RPMI-8226 세포를 5x104 cells/well 로 분주했다. 그리고

레이저티닙을 0, 1, 5, 10, 20 μM 로 처리하고 72 시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에서

배양하였다. 96 well plate 에 세포를 옮겨서 seeding 한 후, 각 well 마다 CellTiter 

96® AQueous One Solution(Promega, Madison, WI, 미국)을 처리하여 빛을 차단한

뒤 4 시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에 배양하였다. 흡광도는 SpectraMax® ABS 

Plus Microplate Reader (MOLECULAR DEVICES, San Jose, CA, 미국)를 사용하여 490 

nm 에서 측정하였다.
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5. 세포 증식률 분석

RPMI-8226 세포를 24 well plate 에 5x104 cells/well 로 분주하고, 레이저티닙을

농도에 따라 처리하여 72 시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에 배양하였다. Cell 

proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) assay Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, 

독일)를 구입하여 지침서에 따라 실험을 진행한다. 세포를 채취하기 24 시간 전에

BrdU labeling reagent 를 전 처리한 후, 37℃, 5% CO2 배양기에 배양하고 24 시간

후 세포를 걷어냈다. 그 후, Washing buffer 로 2 회 세척하고 Fix Denat 을 1ml 씩

넣고 30 분 동안 상온에서 교반 하였다. 1ml 의 α-BrdU-POD 를 넣어준 후, 

상온에서 2 시간 교반한다. Washing buffer 로 2 회 세척한 후, Substrate solution 을

넣어 주고 96 well plate 에 옮긴다. 흡광도는 SpectraMax® ABS Plus Microplate 

Reader (MOLECULAR DEVICES, San Jose, CA, 미국)를 사용하여 370nm 에서

측정하였다.

6. 유세포 분석

레이저티닙 처리 농도에 따른 세포자멸사를 확인하기 위해 24 well plate 에

RPMI-8226 세포를 5x104 cells/well 로 분주하였다. 그 후, 레이저티닙을 처리하여

37℃, 5% CO2 배양기에 배양기에서 72 시간 동안 배양하였다.

1) Annexin V 염색 – 배양 후 걷어낸 세포를 PBS 로 2 회 세척한다. Annexin V 

(BD pharmingen)를 실온에서 15 분 동안 염색하여 FACSCalibur flow 

cytometer (BD Bioscience, San Jose, CA, 미국)를 사용하여 Annexin V 양성

세포를 분석한다.

2) Caspase 활성도 측정 – 각 well 당 FITC-DEVD-FMK 와 FITC-LEHD-FMK 를

1μl 씩 처리하고 빛을 차단하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 1 시간동안

염색하였다. 시간이 지난 후, 세포를 걷어내어 PBS 를 이용해 2 번 세척하고, 

PBS 에 부유시켜 FACSCalibur flow cytometer (BD Bioscience, San Jose, CA, 

미국)를 사용하여 세포의 caspase 활성도를 측정한다.
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3) 미토콘드리아 막전위 (MMP) 측정 - 72 시간이 지난 후, 각 well 마다 Dioc6(3)

(St. Louis, MO, 미국)를 5μM 처리하고 빛을 차단하여 37℃, 5% CO2 

배양기에서 30 분 동안 염색하였다. 염색이 끝난 후, 세포를 걷어내어 PBS 를

이용해 2 회 세척하고 PBS 를 추가하여 FACSCalibur flow cytometer (BD 

Bioscience, San Jose, CA, 미국)를 사용하여 세포를 분석한다.

4) 세포주기 분석을 위한 PI/RNase 염색 - 72 시간 후 세포를 걷어내어 PBS 로

2 회 세척하고, -20℃ 75% 에탄올을 세포에 최대한 손상이 덜 가도록 천천히

처리하여 하룻밤 고정시킨다. 고정된 세포를 PBS 를 이용해 2 회 세척한 후, 

세포에 Propidium iodide(PI)/RNase staining buffer (BD pharmingen, San 

Diego, CA, 미국) 시약을 처리하고 실온에서 15 분 동안 빛을 차단하여

염색하였다. 염색된 세포를 FACSCalibur flow cytometer (BD Bioscience, San 

Jose, CA, 미국)를 사용하여 세포주기를 분석한다.

7. Cytochrome C 방출량 분석

외부로부터 사멸신호가 전달되면 배출되는 인자인 Cytochrome C 의 방출량을

확인하기 위해서 RPMI-8226 세포에 레이저티닙을 농도 별로 72 시간 처리한 후, 

걷어내어 PBS 로 세척한다. Cytoplasmic Extraction Reagent (CER)Ⅰ과

단백질분해효소 억제제를 처리하여 15 초동안 Vortex 한 후, 얼음에 10 분간

배양한다. 그리고 CERⅡ를 처리하여 얼음에 1 분간 배양한 후, 5 초동안 Vortex 

해준다. 5 분간 16,000g 원심분리를 하여 상등액만 분리해내고 gel loading 한다. 

이를 anti-cytochrome C로 immunoblotting 하여 발현된 Cytochrome C를 확인한다.

8. Western blot 분석 연구

RPMI-8226 세포에 레이저티닙을 농도 별로 처리해 72 시간동안 배양한 후

걷어낸 세포를 원심분리하고 PBS 로 세척해준 후 얻어낸다. 얻어낸 세포에 RIPA 

lysis buffer (50mM Tris-HCl, pH7.5, 150mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% sodium 
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deoxycholic acid, 0.1% SDS, 1mM PMSF)와 단백질분해효소 억제제 혼합제 (AEBSF 

1mM, Arotinin 800mM, Bestatin 50μM, E64 15μM, Leupeptin 20μM, Pepstatin A 

10μM)를 넣고 파이펫팅 하여 용해시킨다. 용해된 단백질을 원심 분리하여

상층액을 얻어낸 뒤, Bicinchoninic acid (BCA) 단백질 분석 시약 (Thermo fisher, 

Waltham, MA, 미국)으로 정량 하였다. 동량의 단백질을 SDS-PAGE 로 분리하여

Nitrocellulose membrane 으로 이동시켰다. 항체와 단백질의 비특이적인 결합을

막기 위해 5% 무지방 탈지유 (BD Difco, Bedford, MA, 미국) in Phosphate buffered 

saline with tween20 (PBST)로 상온에서 1 시간 반 동안 shaker 위에 놓고

교반하였다. PBST 로 3 회 세척한 후, anti-cleaved caspase-3, anti-cleaved caspase-

7, anti-cleaved caspase-9, anti-cleaved PARP-1, anti-Bcl-xl, anti-Mcl-1, anti-Bak, anti-

CyclinB1, anti-CyclinD3, anti-CDK4, anti-CDK6, anti-p21cip1, anti-p27kip, Anti-β-actin, 

anti-Bcl-2, anti-Bax, anti-cytochrome C, anti-CyclinE, anti-CDK2 등의 1 차 항체를 5% 

무지방 탈지유 in PBST 에 희석시켜 4℃에 하루 동안 반응시켰다. PBST 로 세척한

후, anti-Rabbit IgG(H+L)-HRP 또는 anti-Mouse IgG(H+L)-HRP 인 2 차 항체를

PBST 에 희석하여 1 시간 동안 상온에서 반응시켰다. 그 후, PBST 로 3 회 이상

세척하여 western ECL blotting substrates (Bio-Rad, Hercules, CA, 미국)로 발현하는

단백질을 탐지하였다.

9. 통계 분석

모든 결과 자료는 최소 세 번 이상 실행된 독립적인 실험 결과에 대한 평균 ± 

표준 오차(SEM)를 사용하여 처리하였다. 통계 처리된 결과 값들을 분석하기 위해

GraphPad prism7.0 소프트웨어 (GraphPad, San Diego, CA, 미국)를 사용하여

통계분석을 수행했다.  또한, 모든 값은 Tukey’s range test 에 따른 one way 

ANOVA 에 의해 분석되었다. 차이는 p<0.05 (95% confidence intervals)로

통계적으로 유의함을 보여주었다.
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결 과

1. 다발골수종 세포주에서 레이저티닙에 의한 세포생존율과 세포증식률의 변화

레이저티닙의 구조는 Fig. 1 과 같다. RPMI-8226 세포가 다발골수종 세포주임을

증명하기 위해 양성 표지분자인 CD38, CD138 (Fig. 2A)과 음성 표지분자인 CD19,

CD20 (Fig. 2B)를 유세포 분석기를 통해 확인하였다. RPMI-8226 세포에

레이저티닙을 0, 1, 5, 10, 20μM 처리 후 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell 

Proliferation Assay 를 이용해 세포 생존율을 확인한 결과, RPMI-8226 세포의

생존율이 농도 의존적으로 유의하게 감소하는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 3A). 이

때, 레이저티닙을 10 μM 과 20 μM 을 처리했을 때 세포생존율의 차이가 크지

않았으므로 앞으로의 실험부터는 레이저티닙의 처리농도를 0, 1, 5, 10 μM 로

고정하여 실험을 진행하였다. 약물을 농도별로 처리하고 BrdU assay 를 진행하였을

때, 세포증식 또한 마찬가지로 농도 의존적으로 유의하게 감소하는 것을

확인하였다 (Fig. 3B). 

이를 통해서 레이저티닙이 다발골수종 세포주의 세포생존과 세포증식을

감소시키는 효과가 있다는 것을 보여주었다.
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Figure 1. 레이저티닙의 구조
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Figure 2. 다발골수종 세포주인 RPMI-8226 세포에서 주요 표면 마커의 발현

다발골수종 세포주의 세포표면 양성 표지분자인 CD38, CD138 과 음성 표지분자인

CD19, CD20 의 발현을 확인했다. 채워진 히스토그램은 isotype control mouse 

IgG1 를 나타내고, 비워진 히스토그램은 각 항원들의 발현을 나타낸다.
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Figure 3. 다발골수종 세포주인 RPMI-8226 세포에서 레이저티닙 농도에 따른

세포독성과 세포증식률의 변화

(A) RPMI-8226 세포에 레이저티닙을 0, 1, 5, 10, 20μM 로 72 시간동안 처리하고, 

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay 를 이용하여

분석하였다. 레이저티닙의 처리 농도에 따른 세포 생존율 결과를 막대그래프로

나타냈다. (B) 표시된 레이저티닙의 농도를 72 시간 동안 RPMI-8226 세포에 처리한

뒤, BrdU assay 를 통해 분석하여 세포 증식률 변화를 막대그래프로 나타냈다.

데이터는 평균값 ± SEM 으로 표시하였다.; ***, p<0.001. * 실험군의 결과값은

대조군과 유의하게 다르다.  
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2. 다발골수종 세포주에서 레이저티닙에 의한 caspase 의존적 세포사멸 기전

레이저티닙을 처리한 후 RPMI-8226 세포의 세포사가 세포자멸사에 의해

유발되는지 확인하기 위해 Annexin V 를 사용해 염색하여 유세포 분석기로

분석하였다. 그 결과, Annexin V 양성 세포의 비율이 레이저티닙의 처리 농도가

높아질수록 증가한 것을 확인하였다 (Fig 4A, 4B). Western blot Assay 에서

레이저티닙의 농도가 높을수록 cleaved caspase-3, -7, -9 와 PARP-1 의 단백질

발현이 증가되는 것을 확인하였다 (Fig. 5A). 그 결과, 레이저티닙에 의한 RPMI-

8226 세포의 세포독성이 세포자멸사 기전으로 일어난다는 것을 확인할 수 있었다.

또한, caspase-3, -9 활성도를 측정하기 위해서 FITC-DEVD-FMK 와 FITC-LEHD-

FMK 를 염색하였을 때도, 레이저티닙의 농도 의존적으로 caspase 의 활성이

증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 5B). 

이를 통해 레이저티닙은 다발골수종 세포에 세포자멸사 기전에 의한 세포사를

일으키고 capspase 경로에 의존적으로 작용하는 것을 확인하였다.
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Figure 4. 다발골수종 세포주인 RPMI-8226 세포에서 레이저티닙 농도에 따른

Annexin V 발현의 변화

(A, B) RPMI-8226 세포에 레이저티닙을 0, 1, 5, 10μM 로 처리하고 72 시간이 지난

후 유세포 분석을 통해 세포 사멸을 확인하였다. Annexin V 양성 세포의 비율로

세포 사멸이 일어난 세포의 비율을 측정할 수 있다. 채워진 히스토그램은

레이저티닙을 0μM 처리한 세포를 나타내고, 비워진 히스토그램은 레이저티닙

10μM 을 처리해 염색된 Annexin V 양성 세포를 나타낸다. 데이터는 평균값 ± 

SEM 으로 표시하였다.; ***, p<0.001. * 실험군의 결과값은 대조군과 유의하게 다르다.
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Figure 5. 다발골수종 세포주인 RPMI-8226 세포에서 레이저티닙 농도에 따른

capase 기전 활성화의 변화

(A) 전체 세포 추출물을 이용하여 Cleaved caspase -3, -7, -9 및 PARP-1 의 발현을

Western Blot 을 통해 확인하였다. 농도별로 포함된 단백질의 양이 같은 지

확인하기 위해 β-actin 를 대조군으로서 사용하였다. (B) 다발골수종 세포 RPMI-

8226 에서 Caspase-3 및 -9 효소의 활성을 유세포 분석을 통해 측정하여

막대그래프로 나타냈다. 실험은 세 번 반복하였고 데이터는 평균값 ± SEM 으로

표시하였다.; ***, p<0.001. * 실험군의 결과값은 대조군과 유의하게 다르다.
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3. 다발골수종 세포주에서 레이저티닙에 의한 미토콘드리아 막의 탈 분극화와

관련된 세포사멸 유도

레이저티닙에 의한 다발골수종 세포의 세포자멸사가 미토콘드리아의 막 전위와

관련이 있는지 확인하기 위해 막 전위의 변화를 측정하였다. 레이저티닙을 농도

별로 처리한 다음, 살아있는 세포에서 미토콘드리아 막 전위를 확인할 수 있는

Dioc6(3)로 염색하였을 때, RPMI-8226 세포에서 Dioc6(3) 양성 세포의 수가

레이저티닙의 농도 의존적으로 감소하는 것을 확인하였다 (Fig. 6A, 6B). 또한,

세포사멸 신호가 전달되면 세포질로 방출되는 Cytochrome C 의 발현 정도를

확인하였을 때 레이저티닙의 농도가 증가함에 따라 발현량이 증가하는 것을

확인하였다 (Fig. 6C). Western blot 을 통해 미토콘드리아의 세포자멸사 신호전달의

upstream 에 작용하거나 미토콘드리아 막과 관련하여 작용하는 Bcl-2 계열 중 항-

세포자멸사 (anti-apoptotic) 단백질인 Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1 의 발현이 농도

의존적으로 감소하는 것을 확인하였다. 반대로 세포자멸사 유도 (pro-apoptotic) 

단백질인 Bax 와 Bak 의 발현은 농도 의존적으로 증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 

6D).

이를 통해, 레이저티닙에 의한 다발골수종 세포주인 RPMI-8226 세포의 사멸은

미토콘드리아의 탈 분극화가 유발되고 세포자멸사 관련 단백질 발현의 변화로

인해 유도되는 것을 확인하였다.
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Figure 6. 다발골수종 세포주인 RPMI-8226 세포에서 레이저티닙 농도에 따른

미토콘드리아 탈 분극화와 관련한 세포사멸 기전

(A) Dioc6(3)의 형광 강도 감소는 미토콘드리아 막 전위의 손실로 인해 세포에

표시된다. 레이저티닙을 농도별로 처리했을 때 다발골수종 세포주인 RPMI-8226 

세포에서 미토콘드리아의 탈 분극화를 유도했다. (B) 채워진 히스토그램은

레이저티닙을 0μM 처리한 세포에 Dioc6(3)로 염색된 부분을 나타내고, 비워진

히스토그램은 10μM 의 레이저티닙을 처리한 세포에 염색된 부분을 나타낸다. (C) 

다발골수종 세포주인 RPMI-8226 세포에 레이저티닙을 처리하고 72 시간이 지난

후, 세포질로 방출된 cytochrome C 를 확인했다. Anti-cytochrome C mAb 를

떼어내고 Anti-β-actin mAb 를 붙여 동일한 양의 단백질이 들어있는지 확인했다. (D) 

Western blot 을 통해 확인한 결과, anti-apoptotic proteins 인 Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1 은

농도의존적으로 감소하였고, pro-apoptotic protein 인 Bax 와 Bak 은

농도의존적으로 증가하였다. Anti-β-actin mAb 를 다시 반응시켜 동일한 양의

단백질이 들어있는지 확인했다. 데이터는 평균값 ± SEM 으로 표시하였다.; *, p<0.05, 

***, p<0.001. * 실험군의 결과값은 대조군과 유의하게 다르다.
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4. 다발골수종 세포주에서 레이저티닙이 세포주기 변화에 미치는 영향

레이저티닙이 다발골수종 세포주인 RPMI-8226 세포의 세포주기에는 어떠한

영향을 미치는지 확인하기 위해 레이저티닙을 농도별로 처리하였다. 72 시간 후,

Propidium iodide(PI)/RNase 로 염색하여 유세포 분석기를 이용하여 세포 주기를

분석했을 때 레이저티닙의 처리 농도가 높을수록 G0/G1 단계에 머물러 있는

세포의 비율이 증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 7A). 그리고, Western blot 을 통해

세포주기를 조절하는 단백질인 Cyclin B1, Cyclin D3, Cyclin E, CDK2, CDK4, CDK6 의

발현은 감소하고, 사이클린 의존성 인산화효소 억제제인 p21cip1, p27kip1 의 발현은

증가하는 것을 단백질 발현 수준에서 확인했다 (Fig. 7B, C).

이를 통해, 레이저티닙이 다발골수종 세포에서 세포주기의 G0/G1 단계를

정지시켜 세포증식을 억제하고 세포사멸을 유도한다는 것을 보여주었다.
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Figure 7. 다발골수종 세포주인 RPMI-8226 세포에서 레이저티닙 농도에 따른

세포주기의 변화

(A) RPMI-8226 세포에 레이저티닙을 0, 1, 5, 10μM 의 농도로 72 시간 동안

처리하고, PI/RNase 염색을 한 후 유세포 분석기를 통해 세포주기를 분석하였다. (B) 

Western blot 을 통해 세포주기 관련 단백질인 Cyclin B1, Cyclin D3, Cyclin E, CDK2, 

CDK4, CDK6 의 발현 수준과 p21cip1, p27kip 의 발현 수준을 확인했다. Anti-β-actin 

mAb 를 다시 반응시켜 동일한 양의 단백질이 들어있는지 확인했다.
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고 찰

다발골수종은 혈액 세포 중 백혈구의 일종인 형질세포가 비정상적인 암세포로

변형되고 빠르게 증식되어 전신에 증상을 발생시키는 혈액암의 일종으로 주로

고령층에서 많이 발병하는 질환이다 [2, 23]. 최근 다발골수종은 히스톤 탈아세틸화

효소 저해제, 항체 기반 면역치료제, CAR T 세포 치료와 같은 세포 기반 요법,

면역 체크포인트 억제제 등을 사용하는 치료법에 대한 연구가 계속 진행되고 있다

[24-26]. 하지만, 여전히 레날리도마이드, 보르테조밉, 덱사메타손과 같은 기존

약물들에 대한 의존도가 높고 그에 따라 내성이 발생하여 암세포가 약물에

반응하는 기간이 점차 짧아지기 때문에 계속적인 재발이 발생한다 [27]. 따라서,

부작용이 덜하고 치료 효과가 좋은 약물의 개발이 계속적으로 필요하기 때문에 본

연구에서 레이저티닙을 사용하여 새로운 치료제로서의 가능성을 확인했다.

레이저티닙은 유한양행과 얀센바이오텍이 개발하여 활발하게 임상 연구를

진행중인 경구형 표피성장인자수용체 타이로신 인산화효소 억제제 (EGFR-TKI) 

이다 [28]. 전임상 연구와 임상 1/2 상 연구 결과, 레이저티닙이 세포 생존과

증식에 중요한 역할을 하는 AKT 와 ERK 신호전달 경로를 유의하게 억제하고 기존

EGFR-TKI 보다 더 우수한 항종양 효과를 보였다는 연구 결과가 있었다 [18, 29-30].

타이로신 인산화효소 억제제는 표적치료제로서 독성의 제한된 범위 내에서

암세포를 타겟으로 하여 작용한다는 장점이 있어 여러 암들의 치료제로 사용되고

있다. 다발골수종에서 타이로신 인산화효소 억제제를 이용한 여러 연구가 진행된

바가 있었고 [31], 혈액암의 또 다른 종류인 만성 골수성 백혈병의 치료제로서

사용되는 라도티닙이 다발골수종에서 효과가 있다는 연구 결과가 있었다 [1]. 이를

바탕으로 레이저티닙이 다발골수종에서 특정 신호전달 경로에 관여하여

다발골수종 세포주인 RPMI-8226 세포의 세포 생존과 증식을 감소시킬 가능성이

있다고 생각했기 때문에 이 연구를 진행하였다.

본 연구에서, 먼저 다발골수종세포주인 RPMI-8226 세포, MM.1S 세포, U266B1 

세포, IM-9 세포에서 레이저티닙을 농도 별로 처리했을 때 CellTiter 96® AQueous 
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One Solution Cell Proliferation Assay 를 통해 세포생존율의 감소를 확인하였다. 이

세포들 중 RPMI-8226 세포에서 레이저티닙에 대한 민감도가 가장 높았기 때문에, 

RPMI-8226 세포에서 그 후의 실험들을 진행하였다 (데이터는 나타내지 않음). 그

다음으로 BrdU assay 를 통한 농도 의존적인 세포증식률의 감소를 확인하였다 (Fig. 

3). Annexin V 염색을 통해 레이저티닙을 처리함에 따라 농도 의존적으로

세포자멸사가 유도되는 것을 확인하였다 (Fig. 4). 그리고, caspase 활성도와

Dioc6(3)를 유세포 분석기를 통해 분석하고 caspase -3, 7, -9, PARP-1 의 발현과

세포자멸사 관련 단백질들인 Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1, Bax, Bak 의 발현을 Western 

blot 에서 확인한 결과, caspase 경로와 미토콘드리아 경로의 활성화를 통해

세포사멸이 유도되는 것을 알아낼 수 있었다 (Fig. 5 와 Fig. 6). 또한, 세포주기 연관

단백질인 Cyclin B1, Cyclin D3, Cyclin E, CDK2, CDK4, CDK6 발현의 감소와 G0/G1 

구간의 증가를 확인할 수 있었다 (Fig. 7). 이를 통해, 레이저티닙이 다발골수종

세포에서 세포생존율과 세포증식률을 억제하고 세포자멸사를 유도하는 것을

확인하였다.

위의 실험으로 레이저티닙이 세포증식을 억제하고, 세포사멸을 유발하는 것을

확인하였지만 정확한 target 인자가 무엇인지에 대해서는 좀 더 연구가 필요하다.

다발골수종에서 특징적으로 나타나는 현상으로 Signal transducer and activator of 

transcription 3 (STAT-3)의 과발현을 들 수 있는데 [32], 후에 레이저티닙을

처리함에 따라 STAT-3 가 농도 의존적으로 발현이 감소되는지 확인할 것이다.

그리고 또한 세포의 증식과 관련된 AKT/MAPK 경로의 인자들의 발현을 통해

다발골수종 세포에서 세포 증식의 감소가 AKT/MAPK 경로를 경유하는지 확인이

필요하다. In vitro 에서의 실험이 진행되고 난 후, 이의 결과를 바탕으로 in vivo 

상에서 마우스 이종이식모델을 통한 레이저티닙의 안전성과 효능을 확인하기 위한

연구가 필요하며, 현재 다발골수종에서 쓰이고 있는 약물들과의 병용 조합을 통해

효과를 확인함으로써 임상에서도 레이저티닙이 충분히 사용될 가능성이 있는지

확인할 것이다. 현재 레이저티닙이 비소세포폐암 환자의 임상 시험에서 기존

치료제보다 심각한 부작용을 일으킬 확률이 더 낮다는 결과가 있었기 때문에

다발골수종 환자 치료에 있어서도 기존 항암화학제보다 안전성을 기대할 만하다

[18].
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결론적으로, 레이저티닙은 다발골수종 세포에서 세포증식을 억제하고 세포사멸을

유도하기 때문에 다발골수종에서 새로운 치료제로 사용될 가능성이 있다.
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영문요약

Background: Multiple myeloma is a disease caused by abnormal differentiation and 

proliferation of plasma cells, the last stage of the maturation process of B 

lymphocytes, and is characterized by excessive secretion of M protein, which is an 

abnormal monoclonal antibody, instead of a normal antibody. Common clinical 

symptoms include hypercalcemia, renal failure, anemia, and bone lesions. This 

disease is currently being treated with chemotherapy and hematopoietic stem cell 

transplantation, but it is difficult to cure and the risk of recurrence is high. Lazertinib 

is a drug used for non-small cell lung cancer that has mutated to existing treatments 

and is evaluated as a drug with good efficacy, but its effect in multiple myeloma is 

still unknown. Therefore, in this study, an experiment was conducted to investigate 

the effect of lazertinib on multiple myeloma cells and to evaluate the efficacy of the 

drug.

Method: Lazertinib was treated with RPMI-8226 cells, a multiple myeloma cell line, 

and cell viability was confirmed using CellTiter 96® AQueous One Solution Cell 

Proliferation Assay, and cell proliferation was confirmed using BrdU assay. After 

confirming the occurrence of apoptosis by Annexin V staining, caspase activity and 

Dioc6(3) staining were performed to determine whether apoptosis occurred and then,

analyzed by flow cytometry. Cell cycle changes were observed with propidium iodide 

(PI)/RNase staining, and the expression of apoptosis and cell cycle-related proteins 

was confirmed by Western blot.

Results: The positive and negative marker molecules of RPMI-8226 cells were 

confirmed to prove that it was a multiple myeloma cell line. When lazertinib was 

treated in RPMI-8226 cells, the cell viability and cell proliferation rate decreased as 

the concentration increased. As a result of confirming the degree of apoptosis using 

flow cytometry, the ratio of cells in which apoptosis occurs increased in a 
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concentration-dependent manner of lazertinib, and it was confirmed that the 

expression of apoptosis-related proteins, cleaved caspase -3, -7, -9 and PARP-1 was 

increased. As a result of the experiment to confirm the apoptosis pathway, the 

caspase activity increased as the concentration of lazertinib increased. On the other 

hand, it was confirmed that the mitochondrial membrane potential was decreased 

and Cytochrome C was accumulated in the cytoplasm accordingly. It was confirmed 

that the expression of apoptosis-related proteins Bcl-2, Bcl-xl, and Mcl-1 decreased, 

and the expression of Bax and Bak increased. As a result of cell cycle analysis, it was 

confirmed that the G0/G1 phase was stopped by lazertinib, and changes in the 

expression level of the cell cycle-related proteins Cyclin B1, Cyclin D3, Cyclin E, CDK2, 

CDK4, CDK6, p21cip1 and p27kip were also confirmed.

Conclusion: In conclusion, it was confirmed that lazertinib induces apoptosis 

through caspase cascade activity and reduction of mitochondrial membrane 

potential in RPMI-8226 cells, a multiple myeloma cell line, and inhibits cell 

proliferation by causing cell cycle arrest. Based on these results, I suggested the 

possibility that lazertinib may be used as a new treatment for multiple myeloma.

Key word : Multiple myeloma (MM), Lazertinib, Cell death, Apoptosis, Caspase 

activation, Mitochondrial pathway.  
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