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Purpose: Thymidylate synthase (TS) is an important target forchemotherapeutic drugs such as 5-fluorouracil (5-FU). Over-expression of TS has been linked to chemotherapy resistance,but their relationship was not completely understood. Wecompared the expression level of TS with resistance of colonand gastric cancer cell lines to 5-FU.Methods: Expression of TS mRNA was determined by RT-PCRassay in 9 colon and 10 gastric cancer cell lines. Cytotoxicityof 5-FU was determined by MTT assay. Apoptosis wasdetermined using propidium iodide staining by flow cytometry.Results: All cancer cell lines tested showed differential levelsof TS mRNA expression. Colon cancer cell Colo320 (thehighest expression of TS) was more resistant to 5-FU thanSNU-C1 (the lowest expression of TS) was. Flow cytometryalso showed that 5-FU induced apoptosis less in Colo320 thanSNU-C1. But in gastric cancer cells SNU-1 (the highestexpression of TS) was not resistant to 5-FU than SNU-16 (thelowest expression of TS) was.Conclusions: The high level of expression of TS was correlatedwith resistance of colon cancer cells to 5-FU, but not in gastriccancer cells. Thus, TS may be differently involved in theresistance of gastric and colon cancer cells to 5-FU, which maydepend on the origin of cancer cells and status of apoptosisrelated genes. J Korean Soc Coloproctol 2003;19:67-73
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플로오로 유라실 티미질산 생성효소 내성, , ,
위암세포 대장암세포,

서 론

은 대장암 위암 유방암 췌장암5-Fluorouracil (5-FU) , , ,
등 고형성 악성종양의 항암요법으로 가장 많이 쓰이

는 항암제이다 의 항암효과는 크게 다음 세 가. 5-FU 지

기전에 의한 것으로 설명된다 의 대사산. (1) 5-FU 물

인 가fluorodeoxyuridine monophosphate (FdUMP)
합성 시 중요한 효소 인thymine (key enzyme) thymidy-
를 억제하여 결과적으로 합성을late synthase (TS) DNA

억제하는 기전 가 합성 시 삽입, (2) 5-FU RNA (incorpo-
되어 의 변화를 초래하여 기능을 억제하여ration) RNA

세포독성을 갖는 기전 가 에 삽입되어, (3) 5-FU DNA
의 손상을 초래함으로써 세포독성을 갖는 기전DNA .1-9

이 중 가 를 억제하여 항암효과를 나타낸다는5-FU TS
것에 대해서는 많은 연구가 이루어져 있으나 나, DNA
에 삽입되어 나타나는 항암효과에 대해서는 아직RNA

까지 확실치가 않다.10 의 억제 기전을 좀 더 자5-FU TS
세히 살펴보면 는 의 합성시 아주 중요한 효소, TS DNA
로 를 메틸화 시켜 를 형성하dUMP (methylation) dTMP
게 하는 효소이다 는 로 변하고 계속해서. dTMP dTDP
가 된다 는 합성이나 손상 시 복구에dTTP . dTTP DNA

중요한 물질로 의 형성이 억제되는 경우 새로운dTTP
의 합성이나 복구가 안 되서 결국 세포주기의 정DNA

지 또는 세포사망에 이르게 된다 가 를. TS dUMP dTMP
로 메틸화할 때 로 작용하는 물질이 활성methyl donor
엽산(CH2-FH2, 이다methylene tetrahydrofolate) . FdUMP
가 와 결합하고 여기에 다시 활성엽산TS (methylene

이 결합하여 안정적인 삼중의 복합체tetrahydrofolate)
가 형성되어 의 촉매작용을 억제함(ternary complex) TS

으로써 의 메틸화를 억제하게 된다 때문에dUMP .
의 투여 시 을 같이 투여함5-FU leucovorin (folinic acid)

으로써 와 의 결합을 보다 안정화시켜TS FdUMP 5-FU
의 항암효과를 증진시킬 수 있다는 보고도 있다.1 그러
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나 의 실제 대장직장암에 대한 반응률은5-FU 15~20%
정도이며 위암에서도 단독요법 시 반응률은, 5-FU
정도이다15% .1 이처럼 반응률이 낮은 이유는 투5-FU

여 시 암세포가 에 대해 빠른 내성 을5-FU (resistance)
획득하기 때문이고 여러 가지 내성 기전이 관여하는,
것으로 보고되고 있으며,10,11 그중에서 대표적인 것이

이TS 다 또한 는 에 대한 내성과 관련되었을. TS 5-FU
뿐만 아니라 환자의 예후와도 관련이 있다고 보고되,
고 있다.12 는 정상세포뿐만 아니라 모든 암세포에TS
서 세포증식을 위해서는 필요한 효소이지만 에 대, TS
한 연구는 주로 서양에서 많이 발생하는 대장암 위주

로 되어 있어서 여러 암에서의 의 역할에 대한 연TS
구가 필요한 실정이다 따라서 본 연구는 가 일. 5-FU
차 항암요법으로 쓰이는 대장암과 위암에서 의 발TS
현정도를 알아보고 에 대한 감수성이 의 발, 5-FU TS
현과 관계가 있는지를 알아보기 위하여 본 연구를 시

행하였다.

방 법

세포주 및 세포배양1)

대장암 세포주(SNU-C1, SNU-C4, SNU-C5, COLO
와 위320HSR, LoVo, DLD-1, HT-29, HCT-8, HCT-116)

암세포주(SNU-1,-5, -16, -216, -484, -601, -638, -668,
는 한국 세포주 은행 에서 분양 받았-719) (South Korea)

다 이 세포주들은. 10% fetal bovine serum (Sigma,
이 함유된 배양액 으로USA) RPMI 1640 (Giboco BRL)

37oC, 5% CO2의 습윤 배양기에서 배양하였다.

분석2) Transcript

(1) 총 RNA의 추출: Acid guanidinium thiocyanate-
추출방법phenol-chloroform 13을 이용하여 개의 대장9

암세포와 개의 위암세포에서 각각 총 를 분리10 RNA
추출하였다 자세한 방법은 다음과 같다 암세포. . 1×107

개를 차가운 로 두 번 세척한 후 세포침전물에 변PBS
성용액(4 M guanidinium thiocyanate, 25 mM sodium
citrate pH 7.0, 0.5% sarcosyl, 0.1 M 2-mercaptoethanol)
을 넣어 파이펫으로 여러 번 섞은 후1 ml polypropylene
에 옮긴 후 변성용액 당tube 1 ml 2 M sodium acetate
용액 수화된(pH 4.0) 0.1 ml, phenol 1 ml, chloroform-
isoamylalcohol 를 넣어 혼합하고 분 이(24:1) 0.3 ml 15
상 얼음에 두었다 시료를 에서 분간 원심. 3,000 rpm 20
분리하여 수층을 깨끗한 CorexR 유리 튜브에 옮긴 다

음 차가운 동량을 넣고isopropanol -20o 에서 최소C 1

시간 이상 방치하였다 이를 다시 에서 분간. 10,000 g 20
원심 분리하여 얻은 침전물에 변성용액과RNA iso-
을 동량 넣어 섞은 후propanol -20o 에서 시간 방치한C 1

후 로 분간 를 재원침시켰다 침10,000 g 15 RNA . RNA
전물을 로 씻은 후 침전물을 수분간 실온75% ethanol ,
에서 건조시켜 에 녹였다 농도DEPC water . RNA
(1OD=40 는 에서 측정하고g/ml) 260 nm (DUR 650

순도는 비로spectrophotometer), RNA A260/A280 , RNA
보존도는 RNA 5 를 전기영동하여 와 들g 28S 18S band
을 확인하여 각각 결정하였다 이상에서 사용된 모든.
초자제품은 180o 에서 시간 이상 구웠고C 8 Tris, SDS
이외의 모든 용액은 농도를 가 되도록 제조DEPC 0.1%
한 후 하룻밤 동안 방치 후 고압 증기 멸균하였다.

(2) 역전사 중합효소 연쇄반응 을- : First strand cDNA
50 mM Tris-HCl (pH 8.3), 75 mM KCl, 3 mM MgCl2,
10 mM DTT (Promega), 1 U/ l RNasin (Promega), 1 mM
each dNTP, oligo (dT)20 과100 ng MMLV reverse

가 함유된transcriptase (Promega) 200 U 20 의 용액에l
서 총 RNA 1 으로부터 합성하였다 은 완g . PCR 1xPCR
충액(10 mM Tris-HCl, pH 8.3, 50 mM KCl, 1 mM
MgCl2, 100 에 의g/ml gelatin, 0.05% triton X-100) 25 ng
로부터 합성된 각각의RNA cDNA, primer 20 pmole,

50 와M dNTP taq DNA polymerase (Perkin Elmer) 2.5 unit
가 함유된 25 의 반응액에서 시행하였다l (GeneAmp PCR

정량을 위해서system 2400, Perkin Elmer). 5 의Ci [
-32 를 반응 혼합물에 첨가하였다 사용한 와P]dCTP . primer
조건은 와 같다 산물PCR Table 1, 2 . PCR 25 로부터l TS

산물 10 와l -actin 5 를 섞은 후 비변성l 7%
상에서 각각 전기영동하여 분리하였polyacrylamide gel

다 전기영동 후 를 건조 후 필름에 노출시켜. gel X-ray
를 시행하였다autoradiography .

세포독성 실험3)

에 대한 독성을 알아보기 위해 을 통해5-FU RT-PCR
대장암세포와 위암세포에서 의 발현이 가장 많은TS
세포와 가장 적은 세포를 골라 각각 세포에 를 여5-FU
러 농도로 처치하여 일간 배양 후3 MTT (dimethyl

방법을 이용하였thiazole-diphenyltetrazolium-bromide)
다.16 즉 살아있는 세포의 미토콘드리아 효소는 MTT
를 환원시켜 을 형성시킬 수 있으므로formazan for
의 농도를 를 이용해 흡광도로mazan microplate reader

측정해서 생존한 세포 수를 간접적으로 알 수 있다 약.
물을 처치한 세포와 약물을 처치하지 않는 대조군 세

포의 흡광도를 구해 백분율로 세포 생존율을 표시하
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였다. IC50은 약물을 처치하지 않은 군과 비교하였을

때 세포의 성장을 억제하는 약물의 농도를 의미50%
한다.

유세포 분석을 이용한 세포사멸 측정4)

세포 사멸이 유발된 세포 군을 정량적으로 분석하

기 위하여 유세포 분석기(FACSCailburTM, Becton-
를 이용하였다 암세포에Dickin son, Boston, MA) . 5-FU

를 투여한 후 일정기간 배양한 세포를 회수하여 원심

분리하여 얻은 침전물을 인산완충액(PBS; phosphate
으로 세척한 후 을 넣buff ered saline) , 80% cold ethanol

고 분간 얼음 위에 둔 후 원심 분리하여 을30 ethanol
완전히 제거한 후 0.1% Triton X-100, 0.1 mM EDTA,
0.05 mg/ml RNase A (50 units/mg), 50 g/ml propidium

용액을 첨가하여 상온에서 시간 동안 염iodide (PI) 18
색한 후 유세포 분석을 이용하여 sub-G1 를 분석하DNA
였다.17

통계처리5)

실험 결과는 평균 표준편차 형태로 나타내며 두 그±
룹 간의 통계적인 분석은 방법을 이용하Student's t-test
였다 인 경우 통계적인 유의성이 있는 것으로. P < 0.05
간주하였다.

Primer sequences used for PCR

LengthSequenceGene S&AS Primer sequences of PCR Cycle Reference§

region products

S 5'-GGGCAGATCCAACACATCCTC-3' 208 228
TS 1111 22 Takeishi et al14

AS 5'-AAGACAAAGCCACCCCAAGTTAGA-3' 1291 1318

S 5'-GACTATGACTTAGTTGCGTTA-3' 1912 1932
-actin* 501 17 Nakajimalijima et al15

AS (5'-GCCTTCATACATCTCAAGTTG-3') 2412 2392

* -actin, PCR control (house keeping gene), S = Sense; AS = antisense, The oligonucleotide primers constructed for PCR
correspond to the sense and antisense based within these reported sequences, §References for primer sequences

Table 2. PCR condition of TS and -actin

Gene Hot start Denaturation Annealing Extension

TS 94oC, 30sec 66oC, 30 sec 72oC, 1 min
94oC, 12 min

-actin 94oC, 30sec 53oC, 30 sec 72oC, 1 min
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결 과

의 발현1) Thymidylate synthase

의 발현정도를 알아보기 위해 를TS mRNA RT-PCR
시행한 결과 개의 대장암 세포주와 개의 위암 세포9 10
주 모두에서 가 발현되었으며 각각 다양한 양의 발TS
현이 관찰되었다 이를. TS mRNA/ 로 수치-actin (T/A)
화 하여 비교하였을 때 대장암세포주에서는 Colo320
에서 가 가장 높게 발현되었으며TS mRNA (T/A=1.41) ,
에서 가장 낮게 발현되었다SNU-C1 (T/A=0.22) (Fig. 1).

위암세포주에서는 에서 가장 높게 발SNU-1 (T/A=1.10)
현되었으며 에서 가장 낮게 발현되, SNU-16 (T/A=0.28)
었다(Fig. 2).

의 발현과 에 대한 세포 독성2) TS 5-FU

대장암 세포에서 의 발현과 에 대한TS mRNA 5-FU
내성과의 관계를 알아보기 위해서 가 가장TS mRNA
높게 발현된 세포와 가장 낮게 발현된Colo320 SNU-
을 골라 를 시행한 결과 가 많C1 MTT assay TS mRNA
이 발현된 에서 에 비해 세포의 생존율Colo320 SNU-C1
이 높게 나타나 에 대해 내성을 보이고 있다5-FU (Fig.

그러나 위암세포에서는 의 발현이 가장3). TS mRNA
높은 에서 의 발현이 가장 낮은SNU-1 TS mRNA
에 비해 세포생존율이 더 높게 관찰되어SNU-16 TS
의 발현정도와 내성의 정도가 일치하지 않았다mRNA

(Fig. 4).

의 발현과 에 대한3) TS 5-FU apoptosis

세포독성 실험에서 의의 있는 차이를 보이고 있는

대장암세포주 과 에 를 시간 투Colo320 SNU-C1 5-FU 4
여 후 유세포 분석기를 이용하여 를 측정한apoptosis
결과 의 농도에 따라 에서 정도5-FU Colo320 apoptosis
가 에 비해서 적게 나타났다SNU-C1 (Fig. 5).

고 찰

는 의 합성이나 복구 시 중요한 효소이기 때TS DNA
문에 정상세포나 종양세포 모두에서 발현되는 효소이
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며, 세포증식이 많은 세포나 악성종양 등에서 더 많은
발현을 보이게 된다 그리고 같은 세포에서도 세포주.
기에 따라 활성도가 변하게 되는데 에 있는 세, S-phase
포는 가 높은 활성도를 보이는 반면 세포가 증식기TS ,
에 있지 않으면 활성도의 저하를 보이게 된다.18 본 실

험에서도 대장암 세포나 위암세포에서 각 세포마다

다양한 의 발현양상이 관찰되었는데 이는 각 암세TS
포마다 증식력이 다양하다는 것을 보여주고 있다 또.
한 의 발현이 높은 암에서는 암세포의 증식력이 높TS
기 때문에 예후가 더 나쁘다는 보고도 있다.19

궁극적인 기능을 하는 단백질의 발현은 여러 가TS
지 인자에 의해 조절되는 것으로 알려져 있다 유. TS
전자의 촉진구역 의 다형태(promoter region) (polymor
가 와 단백질의 발현과 관계가 있다는phism) TS mRNA

보고가 있다.20 즉 촉진구역의, TS enhancer region
의 으로(TSER) polymorphism triple tandem repeat (TS
와 가 존재할 수ER*3) double tandem repeat (TSER*2)

있는데 이 있는 경우 보다, TSER*3 TSER*2 TS mRNA
와 단백질의 발현이 높았다 그러나 등. Peters 18은

와TSER*3 에서 의 발현의 차이를 발견할TSER*2 TS
수 없다고 보고하고 있다 정상 이. (Wild type) p53 TS

을 억제한다는 보고도 있다promoter region .21 본 연구

에 이용된 대장암 세포 중 과 는SNU-C1, SNU-C4 Lovo
이 정상인 것으로 알려져 있으며p53 18 이 암세포들은

의 발현이 대체로 낮게 나타나 등TS Lee 21의 보고와

일치하였으나 반대로 돌연변이형 을 발현하는, p53
에서는 정상 을 발현하는 에서보다 의HT29 p53 Lovo TS

발현이 더 낮게 나타났다(TS mRNA/ -actin: 0.40 vs
이는 상태가 의 발현에 어느 정도는 관여0.77). p53 TS

를 하지만 주요한 조절인자는 아닌 것으로 생각된다.
그 외에 여러 가지 전사인자 와(transcriptional factor)

가 의 발현을 조절cell cycle-dependent kinase (CDK) TS
하며 의 해독 에 의해서도 단, TS mRNA (translation) TS
백질의 발현 정도가 조절된다는 보고도 있다.18 이처럼

단백질의 발현조절은 매우 복잡한 과정을 통해 이TS
루어지고 있다 궁극적으로 기능을 하는 단백질의. TS
촉매 작용능은 단백질 또는 의 발현정도TS TS mRNA
와 밀접한 관계가 있는 걸로 보고되었으나,18-22 다른

연구에서는 단백질의 발현정도와 의 발현TS TS mRNA
사이의 상관관계가 강하게 나타나지는 않는다고 하였

다.23 본 실험에서는 의 촉매 작용능을 의TS TS mRNA
발현정도를 가지고 추정하였지만 보다 정확한 정보를,
얻기 위해서는 단백질과 의 발현양상 모두를TS mRNA
조사하는 것이 타당할 것으로 생각된다.
대장암세포에서는 에 대한 내성이 의 발현5-FU TS
정도와 밀접한 관계가 있다는 것이 많은 연구를 통해

밝혀져 있다.2,3,10,11,17-20,22 본 실험에서도 의 발현이TS
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가장 높은 가 의 발현이 가장 낮은Colo320 TS SNU-C1
에 비해 에 대한 내성을 보였다 그러나5-FU . SNU-C1
은 이 정상이며 은 돌연변이형이어서p53 , Colo320 p53
상태의 차이로 인해 에 대한 감수성에 차이를 보5-FU
였을 수도 있다 같은 야생형 이 발현되면서 의. p53 TS
발현이 의의있게 차이를 보이는 과SNU-C1 SNU-C4
사이의 세포독성 실험에서는 의 발현이 높은TS
에서 의의있는 내성을 보이고 있는 것으로 보SNU-C4

아 대장암세포에서는 에 대한 내성으로 가 밀5-FU TS
접한 관계가 있음을 시사한다고 할 수 있다 추가적으.
로 실험을 시행한 개의 대장암세포에서 의9 TS mRNA
발현정도와 에 대한 세포독성5-FU (IC50 과의 상관 관)
계를 알아보았을 때 다중상관계수 는 으로 상관(r) 0.636
관계는 있으나 세포주 개수가 적은 관계로 통계학적

의의성은 없는 것으로 나타났다(P value: 0.066). 5-FU
가 를 억제하여 의 결핍을 초래하고TS thymidine

의 결핍으로 인해 의 손상이 일어나면thymidine DNA
대장의 정상 점막이나 종양조직 또는 암세포주에서

항상 발현되는 가 에 의해 활성화되어Fas Fas Ligand
가 일어난다apoptosis .24-27 본 실험에서도 propidium
를 이용하여 에 대한 를 측정한 결iodide 5-FU apoptosis

과 방법을 이용한 세포독성 시험과 비슷하게MTT TS
의 발현이 높은 이 발현이 낮은 보Colo320 TS SNU-C1
다 가 덜 발생하였다apoptosis .

등Terashima 28은 위암에서 는 암의 진행과 관계TS
가 있으며 에 대한 내성으로는 보다 를 비5-FU TS 5-FU
활성화시키는 dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD)
가 상관관계가 있다고 하였다 등. Choi 29도 와5-FU

등으로 보조적 항암요법을 시행한 환자에doxorubicin
서 의 발현이 많은 것이 예후가 불량하다는 예측인TS
자가 될 수 없다고 보고하였다 본 연구에서 위암세포.
에서는 에 대한 내성과 의 발현 사이의 관계를5-FU TS
발견할 수 없었다 이상의 결과로부터 위암세포에서.
에 대한 내성은 보다는 다른 기전에 기인하는5-FU TS

것으로 생각된다.
에 대한5-FU 내성기전으로 에 대해서 보다 광범TS

위한 연구가 있는데 등, Grem 23은 기원이 다른 여러

가지 여종 인간 암세포주를 가지고 에 대한(60 ) 5-FU
감수성 실험을 한 결과 에 대한 감수성은 의5-FU TS
발현과는 상관관계가 없었으나 의 발현이 적은DPD
암세포 배가시간 이 빠른 암세포 야생, (doubling time) ,
형 을 발현하는 암세포와 양성 상관관계가 있다p53
고 보고하였다.

결 론

소화기 암에서 가장 많이 사용되는 항암제인 5-
의 내성기전으로 와의fluorouracil thymidylate synthase

관계를 알아보기 위해 시행한 실험에서 다음과 같은

결과를 얻었다.
는 위암 및 대장암 세포주 모두에서 발1) TS mRNA

현되었으며 발현정도는 암세포의 기원에 따라 각 세

포주 마다 다양하게 나타났다.
대장암 세포주에서는 에 대한 내성이2) 5-FU TS
의 발현과 관계가 있었으나 위암세포주에서는mRNA ,

관계를 발견할 수 없었다.
에 대한 세포의 사망은 에 의한 것3) 5-FU apoptosis

으로 관찰되었다.
이상을 종합하면 대장암과 위암세포주에서 의5-FU
내성에 대한 의 역할은 세포의 기원과 관련TS apoptosis
유전자의 상태에 따라 다를 수 있는 것으로 생각된다.
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