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서    론

  보건복지부에서 발표한 한국중앙암등록사업 연례보고서

에 의하면 2002년에 우리나라에서 발생한 원발성 뇌종양 

환자는 전체 암 발생의 1%, 전체 암 사망의 1.9%를 차지한

다.
1) 원발성 뇌종양의 35∼45%는 악성 교종이며, 이 중 약 

50∼85%가 다형성교모세포종이다.
2∼4) 악성 교종은 주위 

정상조직으로 침윤되어 근치적 절제가 불가능하고, 방사선

감수성 및 항암제에 대한 감수성이 낮아, 수술, 방사선, 화

학요법에도 불구하고 중앙생존기간이 9∼13개월이며, 5년 

이상 생존율은 5% 이하이다.
2∼5) 악성 교종은 발생빈도는 

비교적 적지만 생존율은 매우 낮아 새로운 치료방법의 개

발이 절실히 요구된다. 

  all-trans-retinoic acid (ATRA; tretinoin) 는 각종 암의 치료 

및 예방에 사용되고 있고, 사람 및 동물의 교종세포의 증

식억제 효과가 있는 것으로 보고된 바 있다.
6,7) 그러나 실제 임

상 시험의 결과는 그리 괄목할 만하지 못했다.
8∼10) ATRA는 

retinoic acid receptor (RAR)에 친화력이 높으며, ATRA에 

의해 활성화된 RAR의 생물학적 작용은 주로 retinoid X 

receptor (RXR)와 결합을 통하여 이루어지는데, RXR은 다

시 갑상선호르몬, 비타민 D 또는 과산화체증식활성수용체

(peroxisome proliferation-activating receptor; PPAR) 등과 같은 

다양한 핵 호르몬 수용체(nuclear hormonal receptor)와 결합

백서 교종 세포에서 레티노인산에 의한 카탈라제의 
활성 증가가 방사선감수성에 미치는 효과
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목 적: all-trans retinoic acid (ATRA)는 뇌종양 세포의 증식억제효과가 있으며, ATRA와 방사선의 병용은 악성 

뇌종양의 치료 효과를 증진시키는 방법이 될 수 있다. 그러나 ATRA에 의해 항산화효소가 증가되며 이로 인

해 방사선에 의해 생성된 reactive oxygen species (ROS)가 제거된다면 방사선의 효과는 낮아질 수 있다. 본 

연구에서는 ATRA에 의해 유도되는 카탈라제(catalase)에 의한 방사선감수성의 변화를 보고자하였다. 

대상 및 방법: 백서 교종세포(36B10)을 대상으로 ATRA 및 ATRA의 화학적 억제제인 3-amino-1, 2, 4-triazole 

(ATZ) 와 병용하여 카탈라제 활성도, 방사선감수성 및 ROS의 변화를 측정하였다. 카탈라제 활성도는 H2O2의 

소멸을 자외선 분광광도계로 측정하는 방법을 이용해 정량하였으며, 방사선감수성은 단일집락군형성능력으

로, ROS 는 2, 7-dichlorofluorescein diacetate 를 분광광도계로 측정하였다. 

결 과: 카탈라제 활성도는 ATRA의 농도(10, 25, 50μM)에 따라 증가하였다. ATRA (10μM)와 방사선(4 Gy)의 

병용에 의해 생존분획은 상승적(supra-additive)으로 감소하였으며, 이 감소된 생존분획은 ATZ 동시 투여에 

의해 증가하였다. ATRA 10μM 또는 25μM을 48시간 처리 후 ROS는 대조군에 비해 각각 1.5배, 2배 증가하

였고, 4 Gy와 ATRA의 병용군에서는 2.5배 증가하였다. ATRA와 방사선의 병용에 의해 증가된 ROS는 ATZ에 

의해 감소되었다. 

결 론: ATRA에 의해 유도되는 카탈라제는 방사선감수성을 감소시키지 않으며, 오히려 ROS의 증가에 의해 

방사선감수성을 상승시켰다. 따라서 ATRA와 방사선의 병용은 뇌종양의 치료에 유용한 방법이 될 수 있을 것

으로 보인다. 
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한다.11) 또한 ATRA는 세포질 내에서 9-cis-retinoic acid 

(9cRA)로 상호 변환하며, 9cRA는 핵 내의 RAR 또는 RXR

에 결합하여 생물학적 작용을 유발한다. 

  ATRA는 superoxide dismutase (SOD), 환원형 glutathione 

(GSH), 카탈라제(catalase), γ-glutamyl-cysteine synthetase (γ- 

GCS) 등을 유도하므로 산화성 스트레스로부터 세포를 보

호하는 항산화기능에 관여하는 것으로 인식되어왔다.
12)
 

ATRA는 방사선감수성을 증가시키는 것으로 알려져 왔으

며, 이의 기전으로는 방사선조사 후 잠재치사손상 회복의 

억제, 세포주기 조절과 분화 유도 등이 주장되었다.
13∼15) 

그러나 ATRA에 의해 유도되는 항산화효소가 방사선감수

성증가와 관련이 있는지는 보고된 바 없다. ATRA에 의한 

방사선감수성의 증가는 ATRA 자체에 의한 세포증식억제 

효과와 더불어 상승적 작용(supra-additive effect)을 기대할 

수 있다. 한편 ATRA에 의해 항산화효소가 증가된다면 free 

radical을 매개로 하는 방사선의 작용을 감소시킬 수도 있

다. 따라서 본 연구에서는 ATRA에 의해 유도되는 카탈라

제가 방사선감수성에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. 

대상 및 방법

1. 시약

  All trans-retinoic acid (ATRA) (Sigma, St. Louis, MO, 미

국)를 DMSO에 녹여 1 mM의 stock을 준비했고 3-amino-1, 

2, 4-triazole (ATZ) (Sigma, St. Louis, MO, 미국)은 PBS에 

녹였다. Rainbow protein molecular weight marker, ECL re-

agents kit와 ECL X-ray film은 Amersham Biosciences Corp 

(Picataway, NJ, 미국)에서 구입하였고 glycine, glycerol, Tris, 

2-mercaptoethanol, sodium dodecyl sulfate (SDS), acrylamide, 

bis-acrylamide, ammonium persulfate, N, N, N', N'-tetrame-

thy-lethylenediamine (TEMED), protein standard (bovine serum 

albumin) 및 기타 시약은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, 

MO, 미국)에서 구입하였다.

2. 세포주와 세포배양

  백서 악성뇌종양세포주인 36B10는 미국 University of 

Iowa의 Larry Oberley 교수에게서 기증 받았다.
16,17) 36B10

는 Dulbecco`s modified Eagle medium에 10% fetal bovine se-

rum, 100 U/ml의 penicillin과 100μg/ml의 streptomycin이 들

어 있는 배양액(이하 10% DMEM 배양액이라고 약칭함)으

로 5% CO2/37
oC로 유지되는 세포배양기에서 배양하였으며 

2∼3일마다 0.05% trypsin/0.53 mM EDTA로 처리하여 계대 

배양하였다. 세포배양에 사용된 모든 시약은 Gibco BRL사 

(Grand Island, 미국)에서 구입하였다. 

3. 방사선 조사와 retinoic acid의 투여

  배양용기에서 자라는 세포의 방사선 조사는 6MV 선형

가속기(Siemens, CA, 미국)를 사용하여 5.38 Gy/min의 선량

율로 실온에서 조사하였다. ATRA를 DMSO에 녹여 1 mM 

의 stock solution을 준비하고, 필요한 농도만큼 배양액에 

희석하여 사용하였다. 세포 배양액 내의 DMSO의 농도는 

0.1% 이하로 하였다. ATRA는 빛에 민감하여 빛에 노출시 

비활성 형태로 전환될 수 있으므로 알루미늄 호일에 싸서 

어두운 -20
o
C 냉장에 보관하였으며, 사용 시 빛에 노출되

지 않도록 점등 후 꺼내어 사용하였다. 

4. 단일세포집락군형성능력의 측정(Clonogenic assay)

  단일세포부유액을 만들어 colony 계측에 적당한 수의 세

포를 60 mm 배양접시에 심고 다음날 약물(ATRA+/-ATZ) 

처리 1시간 후 방사선 조사를 하고 colony가 관찰될 때까

지 배양하였다. 광학현미경(Olympus CK 40, 일본)에서 100

배 비율로 관찰하여 세포가 50개 이상인 colony의 수를 세

었다. 생존세포분획(surfviving fraction; SF)은 대조군에 대

한 실험군의 plating efficiency (평판배양효율) 비로 계산하

였다.
18) 

  SF=plating efficiency of treated dishes/plating efficiency of 

control dishes

5. 카탈라제 활성도의 측정

  Superoxide anion으로부터 SOD에 의해 생성되는 hydrogen 

peroxide (H2O2)를 제거하는 효소인 catalase 활성은 H2O2의 

소멸을 자외선 분광광도계(UV Spectrophotometer, 미국)로 

240 nm에서 측정하는 방법을 이용해 정량하였다(240 nM

에서 H2O2의 molar extinction coefficient는 43.6 M
-1cm-1). 

12 mM H2O2, 1 mM EDTA를 함유한 50 mM potassium pho-

phate buffer (pH 7.0) 3 ml에 시료 5 ul를 넣고 30
oC, 240 nm

에서의 흡광도 변화를 기록하여 1분 동안에 1μmole의 

H2O2를 제거할 수 있는 효소의 양을 1 unit로 정의하였

다.
19) 

6. Reactive oxygen species (ROS)의 측정

  2×104개 세포를 96 well plate (Nunc, 덴마크)에 분주 후 

다음날 약물을 투여하여 정해진 시간 동안 배양하였다. 세

포를 PBS로 두 번 세척 후 40μM의 2', 7'-dichlorofluorescin 

diacetate (DCF-DA) 로 37
o
C에서 30분 동안 처리 후 PBS로 

두 번 씻은 후 PBS 50μl를 넣고 방사선 조사 후 미리 켜놓



김  화 외 5인: 레티노인산에 의한 카탈라제와 방사선감수성의 변화 

- 213  -

은 Fluorescence reader (Bio-Rad, 일본)로 형광의 세기를 485 

nm excitation/530 nm emission에서 측정하였다.20,21) 

결    과

1. ATRA에 의한 카탈라제 활성도의 변화

  ATRA 투여에 의한 카탈라제 활성도의 변화를 보고자 

세포 배양액에 ATRA를 농도별로 처리하여 일정시간 배양

하였다. 0, 10, 25, 50μM의 ATRA의 투여 48시간 경과 후 

카탈라제 활성도는 ATRA의 농도에 따라 증가하였고, 카

탈라제의 화학적 억제제(chemical inhibitor)인 ATZ의 농도 

(1, 10 mM)에 따라 감소하였다(Fig. 1). 

2. ATRA 및 ATZ의 병용에 의한 방사선감수성의 변화

  ATRA에 의한 방사선감수성의 변화를 보고자 10μM의 

ATRA와 4 Gy의 방사선을 병용하였다. 10μM의 ATRA 단

독에 의한 SF는 0.5, 4 Gy의 방사선조사 단독에 의한 SF는 

0.39였다. 10μM의 ATRA와 4 Gy를 병용했을 때 SF는 0.08

로 상승적(supra-additive)으로 감소하였다. 즉, ATRA에 의

해 방사선감수성이 증가하였다. ATRA에 의한 방사선감수

성의 증가와 카탈라제의 연관성을 알아보고자 ATRA와 방

사선의 병용군에 1 mM 또는 10 mM의 ATZ를 동시 투여했

더니 생존 분획이 유의하게 증가하였다(각각 p=0.0080, p= 

0.0039). 즉, ATZ에 의한 카탈라제 활성의 억제는 ATRA의 

방사선감수성 증강 효과를 감소시켰다. 이는 ATRA에 의

한 방사선감수성 증강 기전에는 카탈라제가 관여함을 시

사하는 것이다. 한편, ATZ 단독에 의해 방사선감수성이 변

화하지는 않았다(Fig. 2). 이는 카탈라제 활성의 억제만으

로는 방사선감수성이 감소하지 않음을 의미한다. 

Fig 1. Catalase activity was increased as the concentration of 
ATRA increased from 10 to 50μM for 48 hrs. Aminotriazole 
(ATZ) decreased catalase activity dose dependently (1, 10 mM) 
in both ATRA treated and untreated groups. Data are average 

of four independent experiments. 

Fig. 2. Clonogenic cell survival. ATRA (10μM) increased ra-
diosensitivity, but ATZ (1, 10 mM) decreased the combined 
effect of radiation (4 Gy) and ATRA. ATZ alone did not affect 
on the cell survival and radiosensitivity. Data are average of 

four independent experiments. 

Fig. 3. Generation of reactive oxygen species (ROS) in response 
to ATRA, radiation and/or ATZ. ATZ decreased the ROS pro-
duced by radiation and ATRA. The levels of fluorescence in-
side the cells were determined by spectrophotometry. Data are 

average of four independent experiments. 
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3. ATRA 및 ATZ와 방사선의 병용에 의한 reactive oxygen 

species (ROS)의 변화

  ATRA에 의한 방사선감수성의 증가에 ROS가 관여하는

지 알아보기 위해 ATRA와 방사선조사 후 ROS의 변화를 

측정하였다. ATRA 10μM 또는 25μM을 48시간 처리 후 

ROS는 대조군에 비해 각각 1.5배, 2배 증가하였고, 4 Gy와 

ATRA의 병용군에서는 2.5배 증가하였다. 이는 ROS 생성

의 증가가 ATRA에 의한 방사선감수성 증강의 기전임을 

시사하는 것이다. ATZ는 4 Gy와 ATRA의 병용에 의해 증

가된 ROS를 감소시켰으나, 대조군 또는 방사선에 의한 

ROS의 변화를 초래하지는 않았다(Fig. 3). 즉, ATZ에 의한 

카탈라제 활성의 감소는 ATRA에 의해 증가된 ROS의 감

소를 초래하며, 이는 카탈라제가 ROS 생성에 관여함을 시

사한다. 

고안 및 결론

  ATRA의 세포증식억제력은 백서 유래 세포주에서는 높

으나 사람 교종 세포주에서는 낮게 관찰되어 ATRA의 임

상적 효용성에 의문이 제기되기도 하였다.
22,23) 그러나 일차 

배양세포에서는 ATRA의 세포증식억제력이 높은 것으로 

보고된 바,
24) ATRA가 악성 교종의 치료제로 사용될 가능

성은 여전히 존재한다. 

  카탈라제는 주로 세포 내 과산화체에 존재하는데 과산

화체는 장쇄 지방산(long chain fatty acid) 및 다 불포화 지

방산의 대사, 프로스타글란딘(prostaglandin) 및 콜레스테롤

의 합성에 관여한다.
25,26) 

따라서 카탈라제는 지방산 대사의 

산물인 과산화수소(H2O2)를 물과 산소로 전환시키는 역할

을 수행하게 된다. 본 연구에서 관찰된 바 ATRA에 의한 

카탈라제의 증가는 ATRA 또는 9cRA에 의해 활성화된 

RAR-RXR 또는 RXR-RXR와 결합된 PPAR에 의한 과산화

체의 증식에 기인하는 것으로 추론할 수 있다. Cimini 등
27)

도 사람 다형성교모세포주인 Lipari에서 ATRA에 의해 카

탈라제가 증가하며 이는 PPAR감마를 매개로 한 과산화체

의 증식에 의한 것임을 보고한 바 있다. 카탈라제의 활성

도는 ROS가 많이 생성되는 간, 적혈구, 신장 피질 등에서 

높으며, 뇌 조직에서는 낮은 것으로 보고되고 있다.
28) Li-

pari와 36B10의 공통점은 다른 세포에 비해 기저 수준에서 

카탈라제의 활성도가 높고, 외부 스트레스에 과산화체가 

과도하게 반응하는 것으로 보이며, 이는 두 세포가 신경세

포에서 과산화체의 기능 연구에 유용한 재료가 될 수 있음

을 시사한다. 

  카탈라제는 과산화수소를 물로 전환시키므로, ROS 생성

을 매개로 하는 방사선의 효과를 감소시킬 것으로 예상할 

수 있다. 그러나 본 연구에서는 카탈라제의 증가에도 불구

하고 ATRA는 방사선감수성을 오히려 증가시켰다. 이는 

ATRA에 의한 카탈라제의 증가는 방사선감수성의 저하보

다는 오히려 증가시키는 기전에 관여하는 것으로 해석할 

수 있다. Heck 등은 PMM 212 keratinocyte에 UVB를 조사

하면 ROS의 생성이 증가하는데 카탈라제가 이 ROS 생성

의 source 임을 보고한 바 있다.
29)
 이는 세포 내 ROS 청소

에 관여하는 것으로 알려진 카탈라제 기능의 paradigm의 

변화이다. 본 연구에서도 ATRA에 의해 카탈라제와 ROS의 

증가가 동시에 관찰되었고, 카탈라제의 화학적 억제제인 

ATZ에 의해 카탈라제와 ROS가 동시에 감소되는 것으로 

보아 카탈라제가 ROS의 생성에 관여함을 시사하는 것이

다. 한편, Heck 등은 ATZ에 의한 ROS 생성의 증가를 관찰

하였으나, 본 연구에서는 ATZ에 의해 ROS의 생성이 저하

되고, 세포 생존을 향상시키는 것으로 관찰되었다. 카탈라

제가 catalatic 및 peroxidatic 작용을 위해서는 과산화수소가 

특이적으로 결합할 수 있는 binding site가 필요하며, ATZ

는 이 binding site를 불활성화시키는 것으로 알려져 있다.
30) 

Heck 등은 UVB 에 의한 ROS의 생성이 ATZ에 의해 더욱 

증가하는 이유를 카탈라제에 의한 수용액내 과산화물의 

제거가 ATZ에 의해 억제되기 때문으로 설명하였다. 그러

나 본 연구에서는 ATRA에 의한 ROS의 생성이 ATZ에 의

해 억제되는 것으로 보아 ATZ의 알려지지 않은 다른 기능

이 있을 것으로 추측된다. 따라서 카탈라제에 의한 ROS의 

생성과 ATZ의 역할에 대한 보다 심도있는 연구가 필요하

다. 

  Sanford 등
31)
은 사람 말초혈액에서 isotretinoin이 엑스선

에 의한 염색분체의 손상을 억제한다고 보고하면서 isotret-

noin이 방사선에 의해 발생된 ROS의 제거를 그 기전으로 

설명하였다. ATRA가 종양세포에서는 방사선감수성을 증

가시키고, 정상세포에서는 이를 감소시킨다면 치료이득계

수(therapeutic gain factor)를 증가시킬 수 있는 매우 유용한 

약제가 될 것이다. 

  결론적으로, 36B10에서 ATRA에 의한 카탈라제의 증가는 

방사선감수성을 저하시키지 않고 오히려 증가시키며 이는 

ROS 생성의 증가에 기인하는 것으로 판단된다. 36B10에서 

ATRA에 의한 카탈라제 및 ROS의 증가는 매우 특이적인 현

상으로, 본 연구 결과는 ATRA의 새로운 형태의 항증식 작

용 기전 및 카탈라제의 기능을 제시한다. 레티노이드가 암

의 예방 및 치료에 효과적으로 사용되기 위해서는 작용기전

에 대한 보다 많은 이해와 지식이 요구된다고 하겠다. 
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Purpose: It has been reported that all-trans retinoic acid (ATRA) can inhibit glioma growing in vitro. However, 
clinical trials with ATRA alone in gliomas revealed modest results. ATRA has been shown to increase radio-
sensitivity in other tumor types, so combining radiation and ATRA would be one of alternatives to increase the-
rapeutic efficacy in malignant gliomas. Thus, we intended to know the role of catalase, which is induced by 
ATRA, for radiosensitivity. If radiation-reduced reactive oxygen species (ROS) is removed by catalase, the ef-
fect of radiation will be reduced. 
Materials and Methods: A rat glioma cell line (36B10) was used for this study. The change of catalase 
activity and radiosensitivity by ATRA, with or without 3-amino-1, 2, 4-triazole (ATZ), a chemical inhibitor of 
catalase were measured. Catalase activity was measured by the decomposition of H2O2 spectrophotometrically. 
Radiosensitivity was measured with clonogenic assay. Also ROS was measured using a 2, 7-dichlorofluores-
cein diacetate spectrophotometrically. 
Results: When 36B10 cells were exposed to 10, 25 and 50μM of ATRA for 48 h, the expression of catalase 
activity were increased with increasing concentration and incubation time of ATRA. Catalase activity was de-
creased with increasing the concentration of AT (1, 10 mM) dose-dependently. ROS was increased with ATRA 
and it was augmented with the combination of ATRA and radiation. ATZ decreased ROS production and in-
creased cell survival in combination of ATRA and radiation despite the reduction of catalase. 
Conclusion: The increase of ROS is one of the reasons for the increased radiosensitivity in combination with 
ATRA. The catalase that is induced by ATRA doesn`t decrease ROS production and radiosensitivity.
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