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PMA에 의한 성구의 당섭취 기  연구
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Mechanism of Glucose Uptake on PMA Stimulated Neutrophils 
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While respiratory burst enhances neutrophil glucose utilization, many neutrophil functions are critically 
influenced by extracellular matrix interaction and phosphoinositide-3-OH kinase (PI3K) signaling.  We thus 
evaluated the role of RGD integrin occupancy and PI3K inhibition on respiratory burst and [18F]FDG uptake 
of stimulated neutrophils. Human neutrophils were stimulated by 100 ng/mL phorbol-myristate-acetate 
(PMA), and respiratory burst was measured by cumulative luminescence with lucigenin. [18F]FDG uptake 
and total hexokinase activity was measured 20 min after PMA stimulation in the presence or absence of 
soluble RGD peptides (200 g/mL) and/or the PI3K inhibitor wortmannin (200 nM). PMA induced a 71.70.9 
fold increase in neutrophil oxygen intermediate generation. [18F]FDG uptake was increased to 194.6± 3.7% 
and hexokinase activity to 145.0± 2.0% of basal levels (both p<0.0005).  RGD peptides attenuated respira-
tory burst activation to 35.6± 0.2% (p<0.005), but did not inhibit stimulated [18F]FDG uptake or hexokinase 
activity.  In contrast, without affecting respiratory burst activation, wortmannin inhibited PMA stimulated 
[18F]FDG uptake to 66.9± 1.6% and hexokinase activity to 81.0± 4.2% (both P<0.0005), demonstrating its 
dependence on PI3K activity.  Neither RGD nor wortmannin reversed the other's inhibitory effect on 
stimulated [18F]FDG uptake and hexokinase activity or respiratory burst, which suggests the involvement of 
distinct signaling pathways. Neutrophil [18F]FDG uptake is enhanced by PMA through a mechanism that 
requires PI3K activity but is independent of integrin receptor occupancy or respiratory burst activation.
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I. 서      론

성구는 미생물, 암, 국소빈 /재 류 이상, 외상, 기

 이식을 포함하는 다양한 유해한 물질에 항하는 아
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주 요한 구성요소이다. 이 성구는 감염 요소들에 의

해 호흡기 에 의해 발생되는 활성산소 생성에 응하며 

세포내 산소 소비량은 50~100배 증가되는 원인이 된다. 
이는 hexose monophosphate shunt를 통해 해당 작용의 증

가가 되며 당 방사화합물의 섭취를 유도한다(Tan 등, 
1998; Jones 등, 2002; Paik 등, 2004). 성구는 암과 감염

부 에서의 [18F]fluorodeoxyglucose ([18 F]FDG) 섭취를 

증가 시키는 주 구성요소이다(Jones 등, 1994; Yamada 등 

1995; Kaim 등, 2002; Chen 등, 2004). 성구의 활성과 
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당섭취는 positron emission tomography (PET) 연구에 있

어 정확한 부 의 확인에 도움을  수도 있다. 성구의 

활성은 세포의 부착과 이동, 호흡, 특이 인 기능들로 

변되는 extracellular matrix(ECM)과의 상호작용과 부착에 

요하다(Gresham 등, 1989; Williams와 Solokin, 1999). 
Fibronectin과 lamin과 같은 ECM protein과 성구 사이

의 상호작용은 arginine-glycine-aspartic acid(RGD) motif
와 세포표면의 integrin 부착을 통해 일어나며(Ruoslahti와 

Pierschbacher, 1987; Brooks 등, 1994), 이런 integrin의 

해는  Interaction 성구의 기능을 방해할 수 있다(Senior 
등, 1992; Yam와 Novak, 1999). Integrin에 의해 기화되

는 세포내 신호체계는 아직 밝 지지 않았다. 최근 연구

에서 이미 확인된 phospho inositide-3-OH kinase(PI3K)는 

세포의 신호체계에서 요할 뿐 아니라, 화학제에의한 치

료, 이동 화학제에 유도되는 호흡 기 의 발생을 유도되

었다는 보고가 있다(Koyasu, 2003).
Phorbol-myristate-acetate(PMA)에 의한 호흡 활성의 일

으킴과 동시에 성구의 활성을 일으키며, 이는 한 PI3 
kinase 활성과는 별개인 것으로 알려져 있다. 그러나 이 

PI3 kinase 효소의 역할은 다양한 세포에서 당 사를 

장하는 달체이나, PMA 향에 의한 당 섭취에서의 

integrin 신호체계는 아직 확실히 밝 지지 않았다. 본 연

구에서 우리는 soluble RGD peptides와 PI3 kinase의 특이

 해제인 wortmannin을 이용하여 integrin의 수용능력

의 역할과 PMA에 의한 호흡활성의 자극에 PI3 kinase 기
의 련성와 성구의 당 섭취를 조사하 다. 

II. 재료  방법

1. 성구 분리

건강한 자원자에서 헤 린 10 IU/mL로 처리한 주사기

를 이용하여 50 mL 정도의 정맥 을 채  하 다. 
Ficoll/Hytopaque 1119와 1077(Sigma)을 혼합하여 정맥

을 혼합액 에 올려 원심 분리를 하 다. 아래층에 분리

된 세포를 조심스럽게 새 튜 에 옮겨 phosphate buffer 
saline(PBS)로 두 번 세척한 뒤 얻은 세포를 150 mm 배
양 용기에 옮겨 10% FBS(Sigma)와 1% 항생제-항균제

(GIBCO BRL)를 함유한 RPMI-1640(GIBCO BRL) 배지

로 배양하 다. 분리된 성구의 순도는 FACS(fluore-
sence assisted cell sorting)에서 세포 크기를 기 으로, 그
리고 H&E 염색 후 미경 하에서 확인 하여 95% 분리를 

확인하 다.

2. 호흡기 에 의한 성구 활성

성구의 호흡기 에 의한 활성은 생성된 superoxide의 

측정으로 확인하 다. 주로 1×106 갯수의 성구를 500 μL 
배지가 있는 배양 튜 에 넣어 100 ng/mL PMA로 자극

을 주어 20분 동안 자극을 주어 생성하 다. 활성화된 

성구를 즉시, 250 μM lucigenin(Sigma)를 더하여 산소에 

의한 발생되는 간 생성물을 chemiluminescent를 이용하

여 20분 동안 측정하 다. Luminometer는 10  동안 light 
unit를 계수하여 측정하 다. 

3. 당섭취 측정

성구는 100 ng/mL PMA 20분 동안 자극 후 자극하

지 않은 정상 조군과 비교하여  측정하 다. 성구는 

370 kBq(10 μCi) [18F]FDG를 배지에 넣어 주어 30분 동

안 37℃에서 5% CO2 배양기에서 섭취 실험을 하 다. 당 

섭취가 된 성구는 주의하여 1 mL PBS를 이용하여 세

척하여 감마 카운터(Wallac)를 이용하여 섭취율을 측정하

다. 각 샘 의 당 섭취율은 Bradford method를 이용하

여 protein 양을 측정하여 세포수 보정을 하 으며 정상

조군과 비교하여 % 섭취율로 표기 하 다.

4. Total hexokinase 활성 측정 

모든 성구의 hexokinase 활성은 의 방법을 사용하

여 20분 동안 PMA로 자극한 후, 섭취가 된 성구와 정

상 조군에서 측정되었다(Paik 등, 2004). 주로 세포는 

50 mM triethanolamine와 5 mM MgCl2(pH 7.6)가 포함된 

용액으로 균질화 했으며 상층액은 미토콘드리아와 붙은 

hexoki nase는 4℃에서 5분 동안 1000 ×g로 원심분리 하

다. 0.5 mM glucose, 5 mM adenosine triphophate, 0.25 
mM reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
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Fig. 1. Effect of RGD treatment on neutrophil respiratory burst.
Oxygen intermediate generation was determined as cumulative 
luminescence levels in basal and PMA stimulated neutrophils in 
the presence or absence of 200 g/mL RGD.  Results are mean 
SD of triplicate samples obtained from a single experiment
representative of 3 separate experiments. ***: p<0.0005 com-
pared to controls.

Fig. 2. Effect of RGD treatment on [18F]FDG uptake in human 
neutrophils. [18F]FDG uptake was measured on basal and PMA 
stimulated neutrophils in the presence or absence of 200 g/mL 
RGD.  Results are expressed as % uptake relative to the mean 
of control cells.  Data are mean SD of triplicate samples obtained
from a single experiment representative of 3 separate experiments. 
***: p<0.0005; ****: p<0.0001 compared to controls.

(NADPH)가 포함된 buffer와 15분 동안 20℃에서 미리 

반응된 6 unit glucose-6-phosphate dehydrogenase를 섞어 

다. 반응이 된 검체를 의 용액에 넣어 주어 흡 도를 

측정한다. Hexokinase 활성은 20℃에서 분당 1 M의 당의 

인산화를 효소 활성 1 unit로 정의하여 표  곡선을 그려 

측정하 다. 효소 활성은  mU/mg protein으로 표 되었다.  

5. RGD와 wortmannin의 효과에 한 평가

성구의 integrin receptor 기능의 효과는 Haubner 등

(1999)에 의해 발표된 방법에 의해 합성된 200 ng/mL of 
cyclic RGD(I)y가 첨가되었다. 성구의 integrin receptor 
기능은 PMA 자극  2시간 에 배양 배지에 200 ng/mL 
RGD peptide를 넣어 주어 측정되었다. 당 섭취의 용한 

기 인  PI3K pathway는 200 nM wortmannin(Sigma)를 

PMA 자극  2시간동안 처리 해 주어 측정하 다. 실험

에 사용된 성구에 의해 발생된 superoxide 측정과  

[18F]FDG 섭취는 의 방법에 의해 측정되었다.

III. 결      과

1. RGD는 PMA에 의해 유도된 호흡활성을 해한다.

PMA에 의해 자극된 정상 조군에 비해 산소 간 생

성물이 뚜렷한 증가를 보 다(p<0.0005, Fig. 1). RGD를 

처리한 성구의 경우 처리하지 않은 성구에 비해 산

소 간 생성물이 58.4± 1.3%로 감소되었다(p<0.005; Fig. 
1). RGD 처리한 성구의 경우 정상 조군에 비해 생성

된 산소 간 생성물은 감소되지 않았다(P=NS).

2. RGD는 PMA에 의해 증가된 당 섭취는 해 하지 

못한다.

PMA에 의해 자극된 성구는 정상 조군에 비하여 당

섭취가 194.6 ± 3.7%가 증가되었다(p<0.0005). 그러나 RGD
를 처리한 성구의 경우 PMA로 자극된 당 섭취를 감소

시키지 않았다(Fig. 2). 정상 조군에 RGD 처리한 성

구의 경우 정상 조군에 비해 아주 미미하게 116.9 ±  
8.7% 당 섭취를 증가를 보여 주었다(p<0.05).

3. Wortmannin은 PMA 자극에 의한 호흡 활성을 

해하지 못한다.

우리는 한 PMA 자극에 의한 성구의 활성의 요

한 기 의 하나인 PI3K pathway를 조사 하 다.  Wort-
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Fig. 3.  Effect of wortmannin on neutrophil respiratory burst. 
Oxygen intermediate gene ration was determined as cumulative 
luminescence levels in basal and PMA stimulated neutrophils in 
the presence or absence of 200 nM wortmannin. Results are 
expressed as % uptake relative to the mean of control cells. 
Data are mean  SD of triplicate samples obtained from a single
experiment representative of 3 separate experiments. ****: 
p<0.0001 compared to controls.

Fig. 4.  Effect of simultaneous treatment with wortmannin and 
RGD on neutrophil respiratory burst. Neutrophils were with 
PMA in the presence of 200 g/mL RGD and/or 200 nM 
wortmannin as above. Data are mean SD of triplicate samples 
obtained from a single experiment representative of 2 separate 
experiments.

mannin은 성구의 호흡활성에서의 RGD의 효과와 반

의 결과를 보 다. Wortmannin은 PMA 자극에 의한 호흡 

활성을 해 하 으나 처리하지 않은 성구의 경우 오

히려 산소 간생성물을 130.3 ± 4.7%로 약간 증가하는 

것으로 보 다(p<0.001; Fig. 3). 
정상 조군에 wortmannin을 처리한 성구의 경우 처

리하지 않은 정상 조군에 비해 superoxide 생성을  69.6
± 7.8%로 약간의 감소를 보 다(p<0.05, Fig. 3).  PMA 
자극 효과에 의한 증가된 호흡 활성이 됨에 불구하고 

wortmannin은 RGD 처리의 해 효과를 다시 바꾸어 놓

지는 못했다. 결과 으로 RGD는 PMA 자극에 성구에 

의한 산소 간생성물 wortmannin의 처리하지 않은 것과 

같은 비슷하게 감소를 시켰다(63.1 ± 1.1% vs. 61.1 ±  
1.7%, P = NS; Fig. 4).

4. Wortmannin은 PMA 자극에 의한 당 섭취를 감소 

시킨다.  

RGD에 의한 효과의 부족에 비하여  wortmannin은 뚜

렷하게 PMA 자극에 의한  [18F]FDG  섭취를 감소 시켰

다. Wortm annin을 처리하지 않은 성구에 비해 66.9± 
1.6%로 감소되었으며(p<0.0005, Fig. 5), PMA 자극에 의

한 증가된 당 섭취의 성구는 PI3 kinase pathway 와 의

존함을 보 다.

5. RGD처리는 PMA 자극에 의한  [18F]FDG 섭취 

혹은  hexokinase 활성은 해하지 않는다.  

RGD 기능은 PMA 자극에 의한 [18F]FDG의 해 효

과에 향을 주는지 조사하 다. wortmannin은 PMA 자
극에 의한 당 섭취를 RGD의 처리한 성구와 처리하지 

않은 성구에서 비슷하게 해 하 으며(p=NS Fig. 6), 
이 결과로  RGD 해 효과는 섭취 기 의 해 효과와 

integrin 기 과 계가 없다는 것을 보 다. 한 세포내 

hexokinase 활성 측정에서도 [18F]FDG 섭취의 경향과 비

슷한 결과를 보여 주었다. PMA 자극에 의한 성구의 

hexokinase 활성은 자극하지 않은 정상 조군에 비해 

145.0 ± 2.0% 증가를 보 다(p<0.0005). 
RGD 처리한 성구의 경우 PMA 자극에 의해 증가된  

hexokinase 활성을  감소시키지 못했으며(169.2 ± 5.2% of 
basal cont rols, p<0.0001), 반면에 wortmannin의해 뚜렷
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Fig. 5.  Effect of wortmannin on neutrophil [18F]FDG uptake. 
Measurements were done on basal and PMA stimulated 
neutrophils in the presence or absence of 200 nM wortmannin.
Results are expressed as % uptake relative to the mean of 
control cells.  Data are mean  SD of triplicate samples obtained
from a single experiment representative of 3 separate 
experiments.
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Fig. 6.  Effect of simultaneous treatment with wortmannin and 
RGD on neutrophil [18F]FDG uptake.  Neutrophils were with 
PMA in the presence of 200 g/mL RGD and/or 200 nM 
wortmannin as above.  Data are mean  SD of triplicate samples 
obtained from a single experiment representative of 2 separate 
experiments. 

Fig. 7. Effects of RGD and wortmannin treatment on hexokinase 
activity in basal and PMA stimulated neutrophils. Measurements
were done in the presence or absence of 200 ng/mL RGD or 
100 ng/mL wortmannin. Data are mean SD of enzyme activity 
(mU/mg) of triplicate samples obtained from a single experi-
ment representative of 3 separate experiments. **: p<0.005; 
***: p<0.0005; ****: p<0.0001 compared to basal controls.

하게 PMA 자극에 의한 증가된 성구군를 81.0 ± 4.2%로 

해하 다(117.7 ± 6.1% of basal controls, p<0.005). 더욱

이 [18F]FDG 섭취율과 비슷하게 wortmannin은 RGD 처

리한 성구과 처리하지 않은 성구에서 비슷한 정도로 

PMA 자극에 의한 hexokinase 활성을 해하 다 (Fig. 7).

IV. 고    찰

성구는 임상 PET에 의해 검출되는 [18F]FDG 섭취

가 보이는 곳에서 뚜렷한 요소이다. 성구의 조직의 감

염 부 와 폐 이상에서의 성구의 당 섭취는 아주 요

한 문제가 되었다(Jones 등, 1994; Yamada 등 1995; Kaim 
등 2002; Chen 등, 2004). 높은 성구의 당 섭취는 증가

된 당 소비에 의해 요구되어지는 에 지 생산을 한 산

소 간 생성물의 생성이 호흡활성과 련이 있었다는 

보고가 있다(Tan 등, 1998; Jones 등, 2002; Paik 등, 
2004). 본 실험의 결과 성구 호흡활성의 요한 자극제

인 PMA는 세포외 당의 섭취의 증가를 유도한다는 증거

를 제시했다. 그러나 와 같은 결과들은 성구의 기능

에 있어  당 섭취와 호흡 활성사이에 필수 불가결한 연

계는 아니라는 것을 증명했다. 
RGD integrin 기능은 뚜렷하게 PMA 자극된 호흡활성

을 해했으나 당 섭취와 hexokinase 활성은 해하지 못

했다. 그러나 반 으로 wortmannin은 호흡 활성에는 효
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과를 보이지 않았지만, 증가된 당 섭취는 확실하게 해

함을 보여 주었다.
성구의 호흡 활성에서의 RGD의 해 효과는 세포막

의 수용체에 작용함으로써 시작된다. Integrin의 작용은 

감염 달체의 활성과 생성을 포함한 많은 요한 세포

내 신호 기 에 달을 하며(Ruoslahti와 Pierschbacher, 
1987; Senior 등 1992; Brooks 등, 1994; Yan와 Novak, 1999) 
아마도  활성에 해 효과를 보여  수 있다(Hoffstein 등 

1985). 이 의 실험 보고에서 Yan와 Novak(1999)은 성

구의 호흡 활성은 RGD peptide의 부착에 의해 감소되어

질 뿐 아니라 anti-integrin antibodies 와 RGD의 처리에 

의해 감소되어진다는 보고가 있었다. Integrin 활성을 통

한 사는  성구 활성은 PI3 kinase, phopholinase C activated 
protein kinase C(PKC) 그리고 mitogen-activated prote in 
kinase를 포함하는 integrin 활성 nonreceptor tyrosine 
kianse의 하나 혹은 그 이상의 하  기  달체에 향

을  수 있다(Clark와 Brugge, 1995; Yan와 Novak, 1999). 
RGD에 의한 PMA 자극에 의한 산소 간생성물의 하  

조 은 wortmannin에 의해 회복되지 않았다. 이는 PI3 
kinase 기 에는 RGD의 효과가 향을 주지 않음을 알려

다. 우리의 결과들은 그러나 당 섭 는 성구의 활성

과 연 이 으며 integrin 활성 동안 완 하게 자극 시킬 

수 있음을 보여 주었다.  
Wortmannin은 곰팡이의 사산물로서 특이  PI3 

kinase의 해제로 사용되었다(Arcaro와 Wymann, 1993, 
Okada 등, 1994). PI3K 효소는 protein tyrosine kinase 기

에 chemotaxis, degranulation과 호흡 활성을 포함하는 

많은 성구 활성으로 달하는 하  수용체를 빠르게 

활성 시킨다(Traymor-Kaplan 등, 1988; Stephens 등, 1991; 
Hynes, 1992; Ruyninckx 등, 2001). PMA는 protein kinase 
C의 직 인 활성제로 잘 알려져 있으며 PI3 kinase 
pathway와 무 하게 호흡활성을 유도할 수 있다(Brooks 
등, 1994; Vlahos 등; 1995). 우리의 결과는 PMA 자극에 

의한 호흡 활성은 PI3 kianse 해에 의해 향을 받지 않

음을 한 확인했다. 그러나 기 와는 다르게 wortmannin
은 세포막 수용체와 PI3 kinase 기 을 통한  formyl- 
methionyl-leucine-phenylalanine(fMLP)에 의해 유도 되었

다. PMA stimulated [18F]FDG 섭취를 강하게 해 하

다. Wortmannin은 이  보고에서 자극된 당 섭취의 향 

없이 fMLP 자극에 의한 호흡활성을 해한다고 보고됨

을 보여 주었다(Jones 등, 2002). 우리의 결과는 자극된 

호흡활성과 당 섭취는 wortmannin에 의해 연 성이 없음

을 확실하게 증명하 다. 한 다른 기 에 의해 일어남

을 확인할 수 있었다.
결과 으로 성구에서 PMA 자극에 의한 PI3 kinase 

활성에 의존한 당 소비의 증가,  integrin 기능에 의한 

향에는 호흡 활성과 다른 개념의 기 이 여한다. 이런 

결과는 성구에 있어 [18F]FDG 섭취는 다양한 기 에 

의한 것임을 증명하는 것이며 주 기 은 PI3 kinase 기
을 이용하는 것이나 integrin에 의한 호흡 활성 기 에는 

의존하지 않음을 확인하 다. 이는 감염부 와 암 생성 

부 에서의 PET 상 분석에 있어 방해되는 성구의 특

성을 악하는데  요한 자료로 이용될 수 있을 것이라 

생각된다.
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