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서 론

는 세포막에서 유리된Cyclooxygenase (COX) arachidonic

를 들을 포함한 각종 로 변환시acid prostagladin prostanoid

키는 효소이다 두 종류의 이 존재하는데. isoform cyclooxy-

은 신체내 많은 세포에서 항시적으로 발genase-1 (COX-1)

현되며 위장관 보호기능을 포함한 여러 가지생리기능의 항

상성 유지에 관여하고 는 평상, cyclooxygenase-2 (COX-2)

시에는 발현되지 않다가 성장촉진인자들cytokine, , tumor

pro 등의 여러 자극에 의하여 빠르게 유도되며 염증moter

반응 유발이 대표적인 기능이다.1,2)

이전부터 많은 종류의 인간3 9)˜ 과 동물10)의 종양에서

가 과발현되어 있다는 것이 알려져 있었으며COX-2 , COX-2

선택적 억제제가 발암을 방지하는 효과가 있고,11,12) in

와 에서 자란 종양의 성장을 억제하는 효과가vitro in vivo

있음이 확인되었다.8,13 19)˜

많은 종류의 비스테로이드성 소염제 들이 비특이(NSAID)

적 억제제들이며 이들이 암세포에 대한 방사선 효과COX ,

를 증진시키는 것이 보고되어 있으며,20 22)˜ 최근에 소수의

논문을 통하여 와 에서 선택적 억제제invivo in vitro COX-2

선택적 억제제인 가Cyclooxygenase-2 Celecoxib
상이한 발현량을 가진 인간 암세포주들에Cyclooxygenase-2

대하여 유도하는 방사선 감수성 증진 작용
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목 적: 를 과발현하는 인간폐암세포주와 발현하지 않는 인간유방암세포주Cyclooxygenase-2 (COX-2) A549 MCF-7

에서 선택적 억제제인 의 방사선 감수성 증진 작용을 관찰하고자 하였다COX-2 celecoxib .

대 상 및 방 법 : 세포와 세포에대해서 방사선 혹은 방사선과 를 병용 투여한후에A549 MCF-7 celecoxib clonogenic

실험을 시행하였다 같은 실험을 각각 와 의 를 포함한 배지에서 반복하였다 각 세포radiationsurvival . 10% 1% FBS .

에 방사선과 를 동시 혹은 단독 투여한 후에 각 실험 그룹의 세포사멸을 측정하였다celecoxib .

결 과 : 약물 투여 기간동안 의혈청을포함한배지조건에서배양된 세포에서는10% A549 , 3 0μ 과M 50μ 농도의M

가 투여된 상태에서 에서의 가 각각 과 로celecoxib surviving fraction=0.1 Radiation enhancement ratio (RER) 1.58 1.81

가 세포의 방사선 감수성을 증가시켰다 이러한 방사선 감수성의 증가는 세포를 의 혈청을 포함celecoxib A549 . 1%

한 배지에서 배양하였을때는 소실되었다 세포에서는 와 혈청을 포함한 각각의 배지조건 하에서. MCF-7 10% 1%

에의한방사선감수성의변화가관찰되지않았다 와 세포의각그룹에서세포사멸을측정한celecoxib . A549 MCF-7

결과 와 방사선이 병용 투여되었을 때 유도되는 세포사멸은 상호 상승적이지 않은 것으로 나타났다celecoxib .

결 론: 선택적 억제제인 는 를 과발현하는 세포에서 선택적으로 방사선 감수성을 증COX-2 celecoxib COX-2 A549

진시켰으며 저농도의혈청을 포함한 배지조건에서는 이러한 효과가소실되었다 를발현하지않는, . COX-2 MCF-7

세포주에서는 에 의해서 방사선 감수성이 변화되지 않았으며 이러한 의 방사선 감수성 증진 작celecoxib , celecoxib

용 기전에 세포 사멸은 관여하지 않는 것으로 보인다.

핵심용어 : 방사선Cyclooxygenase-2, COX-2, , A549, MCF-7

이 논문은 년도 한국학술진흥재단의 지원에 의하여 연구2001
되었음(KRF-2001-003-F00163).
이 논문은 년 월 일접수하여 년 월 일채택되2003 3 26 2003 8 29
었음.
책임저자 표홍렬 국립암센터 호발암연구부 폐암연구과: ,

Tel: 031)920-0128, Fax: 031)920-0149
E-mail: quasar93@ncc.re.kr



표홍렬 외 인 의 방사선 감 수 성 증 진 효 과5 : Celecoxib

- 217 -

도 방사선 감수성 증진 작용이 있음이 확인되었다.10,23,24) 본

연구자들은 의 장상피 세포에 를rat COX-2 cDNA stable

하여 실험한 결과 선택적 억제제인transfection , COX-2

의 방사선 감수성 증진효과는 과발현NS- 398 COX-2 rat

장상피 세포에서만 관찰되었으며 같은 현상이 과, COX-2

발현 혹은 저발현 인간 종양세포주(both in vitro and in

vivo 에서도 관찰됨을 보고한 바 있다) .25)

이러한 선택적 억제제의 방사선 감수성 증진 작COX-2

용이 소수의 암세포주에서만 확인되었으므로 이것이 많은,

세포주에서 일어나는 공통적인 현상인지 그리고 모든,

선택적 억제제가 같은 효과를 가지고 있는지는COX-2 아

직 알려진 바가 없다 이에 본 연구자들은 또다른. COX-2

과발현 세포주이면서 방사선에 매우 저항성이 강하고 여

하한 약제에도 잘 되지 않는 것으로 알려진radiosensitize

인간폐암세포주와 이의 대조군으로 비교적 방사선A549 ,

에 민감하며 를 발현하지 않는 인간유방암COX-2 MCF-7

세포주를 대상으로 선택적 억제제인 의, COX-2 celecoxib

방사선 감수성 효과를 비교 측정하였다.

대상 및 방법

세포 배양1.

인간의 폐암세포주인 와 유방암세포주인 은A549 MCF-7

로부터 구입하였으며 지침에 따라 배양하였다ATCC . MEM

배지 에(Life Technologies, Inc., Rockville, MD, USA) 10%

Fetal bovine serum (FBS), 50 units/ml penicillin (Life

Tech 와nologies, Inc.) 50μ 을 첨가하여 배g/ml streptomycin

양하였으며 세포주는 일정한 내의 것으로 이, passage 90%

하로 한 것만을 실험에 사용하였다confluent .

2. Clonogenic radiation survival experiment

성장기에 있는 세포를 하여 계수한 후 순log trypsinize ,

차적 희석을 통하여 각 그룹당 개의3 25 cm2 플라스크에

적당한 숫자의 암세포를 분주하였다 시간동안 세포가. 24

플라스크 바닥에 붙도록 CO2 배양기에서 배양하였다.

celecoxib는 Pharmacia corporation (St Louis, Missouri, USA)

의 협조로 공급 받았으며 에 녹인 용DMSO celecoxib stock

액을 -20o 에C 보관하였다가 실험 직전에 적당한 양의

에 희석한 뒤 사용하였다 세포들을 단독 혹DMSO . DMSO

은 여러 농도의 에 시간 동안 노출시킨 뒤celecoxib 4 ,

Cesium cell irradiator (Gammacellⓡ 1000 Elite, MDS

를 이용하여 순차적 선량의Nordion, Ottawa, ON, Canada)

방사선에 노출시켰다 모든 그룹에서 배지내의 의. DMSO

최종 농도는 로 일정하게 조정하였다 이후 시간 동0.2% . 68

안 CO2 배양기에서 배양한 후 신선한 배지로 교환하였고,

일간 다시 배양한 후7 0.5% Crystal violet (Sigma Chemical

용액으로 세포집락을 염색한 뒤 개 이상의 세포수Co.) 50

를 가진 집락만을 육안으로 계수하였다 같은 실험을 약물.

이 투여되는 시간 동안 를 포함한 배지에서도 시72 1% FBS

행하였다 세포생존분율 은 다음과. (SF; Surviving Fraction)

같이 계산하였다.

계수한 평균 집락수 분주한 세포수SF= /( ×Plating

efficiency)

대조군의 평균 집락수대조군에 분주Plating efficiency= /

한 세포수

방사선과 를 병용 투여한 군에서의 는celecoxib SF

celecoxib 단독의 로 나누어서 하였다SF normalize . Radiation

enhance 는 다음과 같이 계산하였다ment ratio (RER) .

에 대응하는 방사선 군에서의 방사선RER=(SF 0.1 ) +DMSO

량 방사선 군에서의 방사선량(Gy)/ +celecoxib

여기서 방사선 군에서의 방사선량은+celecoxib celecoxib

단독 효과에대하여 한 이후의 값을사용한다 모normalize .

든 실험은 번 이상 독립적으로 반복하여 평균값의표준오3

차로 오차막대를 표시하였다.

세포사멸 측정3. (apoptosis)

에서 세포사멸이 일어나는 비율을in vitro

APOPercentageTM Apoptosis Assay kit (Biocolor, Belfast,

를 이용하여 측정하였다 공급 회사에Northern Ireland) . kit

서 제공한 지침대로 시행하였으며 간단히 요약하면 다음

과 같다 에 적당한 개수의 세포. 96 well plate (2,000 5,000)˜

를 분주한 후 시간 뒤에 각 실험 그룹별로 방사선 혹은24

를 투여한 후 시간 뒤에 배지를 제거하고celecoxib , 48 5μl

염색액APOPercentage : 95μ 신선 배지의 비율로 섞은 신l

선한 배지로 교환해 준다 이후 시간 동안. 1 CO2 배양기에

서 배양한다 배지를 버리고 으. Phosphate buffered saline

로 을 세척한 후 현미경 하에서 염색된 세포를 계수한well

다 각 그룹당 최소한 개 이상의 세포를 계수한 후 이. 500

세포 중의 세포사멸된 세포의 개수를 비율로 산출하였다.
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결 과

세포주와 세포주가 각각 를과발현하A549 MCF-7 COX-2

는 것과 저발현하는 것을 과 으로 확인RT-PCR westernblot

하였고데이터 제시하지 않음 세포주와 세포( ), A549 MCF-7

주에서 단독의세포독성 실험을 시행하여 각 세포celecoxib

주에서의 의celecoxib IC50 값을 구하였으며 가 포, 10% FBS

함된 배지에서는 와 각각 약A549 MCF-7 42μ 과M 50μ 이M

었으며 가 포함된 배지에서는각각, 1% FBS 9μ 과M 12μ 이M

었다(Fig. 1). 이 결과를 이용해서 실험에radiation survival

서 세포는 배지에서는A549 10% FBS 30μ 와M 50μM을,

배지에서는1% FBS 10μM을 사용하여 실험하였고, MCF-7

세포에서는 배지에서는10% FBS 40μ 을 배지에M , 1% FBS

서는 10μ 의 를 사용하여 실험을 진행하였다M celecoxib .

세포에서는 정상적인 배지 조건하에서는A549 10% FBS

와 방사선이 병용 투여된 경우에 의 용celecoxib celecoxib

량에 비례하여 방사선 감수성이 증가하였으나 이러한 현

상이 배지 조건하에서는 소실되었다1% FBS (Fig. 2).

세포에서는 와 배지 조건 모두에서MCF-7 10% 1% FBS

에 의한 방사선 감수성의 변화를 보이지 않았다celecoxib

(Fig. 3). 배지 조건하에서의 세포에 대한10% FBS A549

의celecoxib RER은 에서SF 0.1 30μ 과M 50μ 의M celecoxib

의 농도하에서 각각 과 이었다1.58 1.81 (Table 1).

세포와 에서 에 의한 방사선 감수A549 MCF-7 celelcoxib

성 증진 작용의 기전을 분석하기 위한실험의일환으로세

포사멸을 측정하였다 각 그룹에서. APOPercentageTM 염색

Fig. 1 . Cytotoxicity curvesforcelecoxibonA549 and MCF-7 cells.
Attached cells were exposedto various dosesofce lecox ib in10%
or 1% FBScontaining medium, and medium changed with fresh
one containing 10% FBS after 72 hours. Cells were further
incubatedfor6 7 daystoformcolonies,stainedwith0.5%crystal˜
violet,and manually counted.Error bars represent s tandarderror
of the mean of 3 independent experiments.

Fig. 2 . Radiation survival curves for A549 after treatment with
radiationand/orcelecoxib.Attached cells wereexposed tog raded
doseofrad ia t ion with or without 30 or 50μM celecoxib in 10%,
or 10μM celecoxib in 1%, FBS containing medium, and medium
changed with fresh one containing 10%FBSaf ter72hours .Ce l l s
were allowed to form colonies and counted.Error barsrepresent
standard error of the mean of 3 independent experiments.

F ig . 3 . Radiationsurviva lcurvesforMCF-7aftertreatment with
radiationand/orcelecoxib.Attached cells wereexposedtograded
dose ofradiat ionwithorwithout40μM celecoxib i n 1 0% , o r 1 0μM
celecoxib in 1%, FBS containing medium, and medium changed
with fresh one containing 10% FBS after 72 hours. Cells were
allowed to form colonies and counted. Error bars represent
standard error of the mean of 3 independent experiments.
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액에 진하게 염색된 세포를 현미경으로 계수하였으며 정,

상세포에 대한 세포사멸된 세포의 비율로 나타냈다 실험.

결과 세포와 세포에서 에 의한 세포A549 MCF-7 celecoxib

사멸 유도효과는 방사선과 상호상승적 이지 않(synergistic)

은 것으로 나타났다(Table 2).

고안 및 결론

를 과발현하며 비교적 방사선에 저항성이 강한COX-2

세포에서는 선택적 억제제인 에 의A549 COX-2 celecoxib

해서 정도의 효과로 방사선 감수성 증진RER 1.58 1.81˜

작용이 일어났는데 비하여 를 발현하지 않는, COX-2 MCF-7

은 비교적 방사선에 민감함에도 불구하고 에 의celecoxib

한 방사선 감수성 증진 효과를 보이지 않았다 이는.

선택적 억제제가 과발현 세포에 대해서만COX-2 COX-2

선택적으로 방사선 감수성 증진 효과를 보였던 이전의 본

연구자들의 보고와 일치하는 결과이며 이로써 선, COX-2

택적 억제제의 방사선 감수성 증진 작용은 여러 종류의

선택적 억제제를 통하여 보다 다양한 종류의 세포COX-2

에서 나타남을 확인하였고 또한 이 효과가 의존적, COX-2

임을 알 수 있었다.

세포에서 보였던 의 방사선 감수성 증진A549 celecoxib

작용이 농도를 로 낮추었을 경우 소실되는 이유는FBS 1%

아직 명확하지 않다 한가지 가능성은 배지내의 낮은 혈청.

농도로 인하여 세포 주기가 연장되어서 혹은 각 세포주기

내에 있는 세포의 비율의 변화로 인하여 억제제의COX-2

방사선 감수성증진효과가변화되었을가능성이다. COX-2

혹은 억제제와 세포 주기와의 연관성은 보고되고COX-2 ,

있는 데이터가 아직 혼란스러운 양상을 보이고 있는데,

COX-2 과발현이 를 유도하며G1arrest ,26) 역으로 억COX-2

제제가 를 유도하든가G1 arrest 27) 혹은 세포에 따라서 G2/M

를 야기한다는 보고arrest 28)도 있다 아울러 같은 세포에서.

도 세포주기에 따라서 발현량이 차이가 있COX-2 mRNA

다고 보고되기도 하였다.29,30) 종합하여 볼 때 혹은COX-2

억제제는 세포에 따라 다르기는 하지만 세포 주기COX-2

조절 기전과 관련이 있는 것으로 생각되고 있고 배지내의,

낮은 혈청 농도는 세포의 세포주기를 변화시켜 celecoxib

에 의한 세포의 방사선 감수성 증진효과를변화시켰을가

능성이 있으며 이에 대한 연구가 진행 중이다 또다른 한, .

가지 가능성은 선택적 억제제가COX-2 Potentially lethal

에 관여할 가능성이다 일반적으로damage repair (PLDR) .

배지내의 낮은 혈청 농도에서 세포는 방사선 손상에 대한

을 유도하는 것으로 알려져 있는데PLDR ,31) 아직 포유류

세포에서 방사선 손상에 대한 의 분자생물학적 기전PLDR

은 명확히 알려져 있지 않다 의 방사선 감수성. celecoxib

증진효과가 에 의하여 억제되었을 가능성과PLDR COX-2

와 의 연관성에 대한 연구가 진행 중이다PLDR .

본 연구자들은 이전의 실험을 통하여 선택적 억COX-2

제제의 방사선 감수성 증진 기전에는 세포사멸 과정이 관

여되어 있음을 보인 바가 있는데 이번 실험에서, celecoxib

에 의하여 방사선 감수성이 증가된 세포에서는 유의A549

Table1.RadiationEnhancementRatios(RERs)ofCelecoxibforA549and
MCF-7 Cells
======================================================

RER
------------------------------------------------------

A549 cells
With 10% serum

At SF* with 30μM celecoxib 1.58
At SF with 50μM celecoxib 1.81

With 1% serum
1.04

MCF-7 cells
With 10% serum

1.06
With 1% serum

1.12
-----------------------------------------------------
*SF: surviving fraction

Table2.ApoptosisbyRadiationwithorwithoutCelecoxibinA549 and
MCF-7 Cells
=======================================================

Group % apoptosis S.E.M. (%)*
-------------------------------------------------------

A549
Control 2.3

±0.6
Celecoxib alone 4.3

±0.3
Radiation alone 3.2

±0.5
Radiation+celecoxib 7.8

±1.3

MCF-7
Control 8.2

±1.5
Celecoxib alone 14.7

±3.4
Radiation alone 9.7

±2.4
Radiation+celecoxib 28.7 ±8.5

-----------------------------------------------------
*S.E.M: represents standard error of the mean
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할만한 방사선과 의 상호작용이 관찰되지 않았celecoxib

다 등. Chang 32)에 의하면 세포는 혈청이 포함되지 않A549

은 배지에서는 선택적 억제제인 에 의해서COX-2 NS-398

ap 가 유도되지만 혈청이 포함된 배지에서는optosis NS-398

이 같은 세포에 대해서 를 일으키는 것으로 보고G1 arrest

한 점으로도 미루어 보아 선택적 억제제의 암세포, COX-2

에 대한 작용 기전은 세포 특이적인 차이가 있을 것으로

판단되며 세포에서의 의 방사선 감수성 증, A549 celecoxib

진 기전은 세포 사멸 과정 이외의 방법으로 일어나는 것으

로 생각된다.

결론적으로 선택적 억제제인 는COX-2 celecoxib COX-2

를 과발현하는 세포에서 선택적으로 방사선 감수성A549

을 증진시키는 것으로 나타났고 저농도의 혈청을 포함한

배지 조건에서는 이러한 효과가 소실되었다 를 발. COX-2

현하지 않는 세포주에서는 이러한 현상이 관찰되MCF-7

지 않았으며 이러한 의 방사선 감수성 증진 작용, celecoxib

기전에 세포 사멸은 관여하지 않는 것으로 보인다.
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T h e E n h a n c e m e n t o f R a d i o s e n s i t i v i t y b y C e l e c o x i b ,
S e l e c t i v e C y c l o o x y g e n a s e - 2 Inh ib i to r , o n H u m a n C a n c e r Cel ls

E x p r e s s i n g Di f fe ren t i a l L e v e l s o f C y c l o o x y g e n a s e - 2

Hongryull Pyo, M.D.*, You Keun Shin, B.S.†, Hyun Seok Kim, B.S.‡,
Jinsil Seong, M.D.§‖, Chang Ok Suh, M.D.§‖ and Gwi Eon Kim, M.D.§‖

Lung Cancer Branch, Division of Common Cancer, National Cancer Center, Gyeonggi-Do, Korea,
Cancer Metastasis Research Center, Brain Korea 21 Project for Medical Science, §Department of
Radiation Oncology, Yonsei University, College of Medicine, Yonsei Cancer Center, Seoul, Korea

Purpose To inves t iga te the modu la t i on of rad iosens i t i v i ty b y ce lecox ib , a se lec t i ve cyc looxygenase -2 ( C O X - 2 )
inh ib i to r , on c a n c e r cel ls o v e r - a n d unde r -exp ress ing C O X - 2 .
Materials and Methods: A c lonogen ic rad ia t ion surv iva l ana l ys i s w a s pe r fo rmed o n A 5 4 9 h u m a n lung a n d
M C F - 7 h u m a n b r e a s t c a n c e r ce l l l ines incuba ted in b o t h 1 a n d 10% feta l b o v i n e s e r u m ( F B S ) con ta i n i ng
m e d i a . T h e apop tos i s in b o t h ce l l l ines w a s m e a s u r e d af ter t r ea tmen t w ith rad ia t ion and/o r c e l e c o x i b .
Results Celecox ib e n h a n c e d the radiat ion sensi t iv i ty of t he A 5 4 9 cel ls in the med ium conta in ing the 10% F B S ,
with radiat ion e n h a n c e m e n t rat ios of 1 .58 and 1.81 respect ive ly , a t surviv ing fract ions of 0 .1 , w i t h 3 0 M a n d 5 0
M ce lecox ib . Th is enhanced radiosensi t iv i ty d isappeared in the med ium conta in ing the 1% F B S . C e l e c o x i b did
n o t change the radiat ion sensi t iv i ty of t he M C F - 7 cel ls in ei ther med ia . The induct ion of apoptos is by celecox ib
and radiat ion w a s not synerg is t ic in ei ther ce l l l ine.
Conclusion C e l e c o x i b , a se lec t i ve C O X - 2 inh ib i to r , pre ferent ia l l y e n h a n c e d the e f f e c t o f rad ia t ion o n C O X - 2
ove r -exp ress ing c a n c e r cel ls c o m p a r e d to the cel ls w i th a low e x p r e s s i o n , a n d this e f fec t d i s a p p e a r e d o n
incuba t ion of t he ce l l s du r ing d rug t r e a t m e n t in the m e d i u m wi th s u b o p t i m a l s e r u m concen t ra t i on . A p o p t o s i s
did n o t a p p e a r to b e the under l y i ng m e c h a n i s m o f t h i s rad ia t ion e n h a n c e m e n t e f f e c t d u e t o ce lecox ib on the
A 5 4 9 cel ls . T h e s e f ind ings s u g g e s t rad iosens i t i za t ion b y a se lect ive C O X - 2 inh ib i tor is C O X - 2 d e p e n d e n t .

Key Words C y c l o o x y g e n a s e - 2 , C O X - 2 , Rad ia t i on , A 5 4 9 , MCF-7


