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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT
NNNiiicccoootttiiinnneee---iiinnnddduuuccceeedddccchhheeemmmooorrreeesssiiissstttaaannnccceeeiiinnnhhheeeaaadddaaannndddnnneeeccckkk
sssqqquuuaaammmooouuusssccceeellllllcccaaarrrccciiinnnooommmaaaaaannndddssstttrrraaattteeegggyyyfffooorrrooovvveeerrrcccooommmiiinnnggg

rrreeesssiiissstttaaannnccceee
-onthebasisofKBcelllineandbetulinicacid-

Heo,Joon

Advisor:Prof.Do,Nam-Yong,Ph.D.
DepartmentofMedicine,
GraduateSchoolofChosunUniversity

Theaim ofthisstudy wasto investigatetheroleofsmoking on
cancerchemotherapyandalsoclarifytheeffectofbetulinicacidasa
chemosensitizer. The author checked the apoptotic pathway after
treatmentofnicotine,andcomparedtheeffectofanticancerdrugssuch
ascisplatinandetoposideinthepresenceorabsenceofnicotineinoral
squamous cellcarcinoma (SCC)KB cellline.Moreover,the author
assessedthecombinationchemotherapeuticeffectofbetulinicacidwith
well-knownchemotherapeuticsinthepresenceorabsenceofnicotine.
NicotineinducesBadphosphorylationinassociationwithsuppressionof
apoptosisinKB cells.TheinhibitionrateofKB cellsco-treatedwith
anticancerdrugsandnicotinewassignificantlydecreasedcomparedto
anticancerdrugonlytreatedgroup.However,chemoresistancecausedby
nicotine was subjugated by combination of betulinic acid and
chemotherapeutics.Tosum uptheseresults,theauthorcouldexpect
thatnicotinemayinvolvedthechemoresistanceandcarcinogenesisvia
anti-apoptoticpathwayinSCC,andchemotherapyfortheSCC should
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bedonein theabsenceofnicotinein thepatients'blood.Moreover,
betulinicacidcouldbean usefulchemosensitizertotreatSCC orto
overcomenicotine-inducedchemoresistanceinSCC.
-----------------------------------------------------------
KKKeeeyyyWWWooorrrdddsss:::nicotine,squamouscellcarcinoma,KB cellline,betulinic
acid
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서서서 론론론

두경부에 발생하는 편평세포암종은 국소침습과 경부 림프절 전이 경향이 아
주 강하고,증례의 30-40% 가량에서 원격전이를 보이기 때문에 치료에 어려움
이 있다(O-Charoenratetal.,2000).
니코틴(nicotine)은 담배연기의 주요 성분 중의 하나로서 폐암 발생의 가
장 중요한 위험인자이나 이의 정확한 작용기전은 아직 명확히 밝혀지지 않
았다(Schuller, 2002). 니코틴은 폐암발생을 촉진하는 성장촉진로
(growth-promotingpathway)를 활성화 시키며,항암제의 효율을 떨어뜨릴
수 있다는 연구보고(HeuschandManeckjee,1998)와 adrenergicreceptor
가 니코틴 신호전달로(signaltransductionpathway)에 중요한 역할을 한다
는 보고들(Parketal.,1995;Suemaruetal.,1997)이 있다.
두경부 편평세포암종 발생의 가장 중요한 인자 역시 흡연인데,특히 구강
암의 경우 그 관련성이 매우 높다고 알려져 있으나,폐암의 경우처럼 니코
틴의 정확한 작용기전에 관한 연구는 많지 않다(Warnakulasuriyaetal.,
2005).니코틴의 여러 가지 작용 중에서 종양세포의 ‘죽음과 관련된 신호
전달로’(death-related signalpathway)에 관한 연구보고는 세포 자멸사
(apoptosis)와 관련된 여러 유전자와 단백질 변화에 관한 연구들이다
(Onodaetal.,2001;Jinetal.,2004).
화학요법을 포함한 대부분의 항암요법은 기본적으로 암세포의 자멸사 유
도에 초점이 맞추어져 있기 때문에,대부분의 항암치료내성은 자멸사 프로
그램의 결함에 의하여 초래된다고 볼 수 있다(HerrandDebatin,2001;
Johnstoneetal.,2002).
Bcl-2family는 포유류의 경우 약 20여개가 존재하는데,이들은 적어도 1
개 이상의 Bcl-2homology(BH)domain을 공유하며(Cory andAdams,
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2002),이 domain들 중에서 BH3domain이 다른 Bcl-2family단백질과
서로 작용하여 세포 자멸사가 일어나게 한다(Keleker and Thompson,
1998).특히 BH3만을 갖는 세포자멸사 촉진(proapoptotic)단백질(즉,Bad,
Bid,Noxa,등)은 Bcl-XL의 보호기능을 해제하여 세포자멸사를 촉진하게
된다(Tanetal,2000).Bad는 인산화가 초래되면 세포자멸사 촉진 기능이
상실되나,탈인산화가 초래된 활성형 Bad는 미도콘드리아에서 Bcl-XL과
상호작용하여 Bcl-XL의 세포자멸사 억제기능을 차단하여 결과적으로 세포
자멸사를 촉진하게 된다(Bergmann,2002).
cisplatin이나 etoposide와 같은 항암제는 두경부 편평세포암종의 치료에
유용한 치료제인데,이들의 세포자멸 효과가 니코틴에 의하여 영향을 받는
지는 암환자의 치료에 있어 매우 중요하다.왜냐하면,항암치료 중 또는 추
적기간 중에 직간접 흡연에 의한 혈중 니코틴이 항암제의 치료 효율에 영
향을 미칠 수 있기 때문이다.
betulinicacid[3β-hydroxy-lup-20(19)lupaen-28-carbonicacid](Fig.1)
는 동아프리카 상록수 에서 최초로 분리되었으며,흰
자작나무에 풍부하다(Pishaetal,1995).이는 악성 흑색종 세포주(Pishaet
al,1995;Liu etal.,2004)나 신경외배엽기원의 종양세포(Fulda etal.,
1999)에 선택적인 세포자멸사 유도효과가 있다.이의 작용기전은 미토콘드
리아 투과성을 감소시키거나(Fulda et al., 1998), cytosol 내로
mitochondrialcytochrome 를 방출하거나(FuldaandDebatin,2000),반응
성 산소기 (ROS)형성이나 caspase활성화 등을 통하여 이루어진다(Wick
etal.,1999).
저자는 두경부 편평세포암종 중에서 흡연과 가장 밀접한 역학관계를 갖고
있는 구강 편평세포암종 세포주인 KB 세포주를 대상으로 니코틴이 구강
편평세포암종 세포의 성장에 어떠한 영향을 미치는 지와 그 기전을 밝히
고,betulinicacid가 니코틴의 작용을 억제할 수 있는지를 파악하고자 한
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다.그리고,결과를 토대로 두경부 편평세포암종에 대한 항암치료 중 또는
추적 기간 중에 환자의 직간접 흡연이 종양치료에 어떠한 영향을 미칠 것
인가에 대한 논의 및 흡연환자의 항암치료에 관한 지침을 제시하고자 한
다.
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재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...연연연구구구재재재료료료

가가가...세세세포포포주주주 및및및 세세세포포포배배배양양양

KB 세포주(KCLB No.10017,한국세포주은행 분양)를 10% fetalbovine
serum (GIBCOBRL)과 1Xantibiotic-antimycotic(GIBCOBRL)이 포함된
RPMI1640에 배양하였다.KB 세포주는 항암치료나 방사선 치료를 받은
적이 없는 구강 편평세포암종에서 수립되었다.
세포는 37℃,5% CO2배양기에서 10cm petridish에 1.5x106개의 세포
밀도가 유지되게 분주한 후 하룻밤 배양을 하여 약물처리를 하였다.KB
세포에 니코틴 단독 처치의 경우는 니코틴 처치 20시간 배양 경과 후 세포
억제효과를 분석하였으며,니코틴과 항암제 병합 처치 및 니코틴,항암제
및 betulinicacid병합 처치에 따른 세포억제효과는 200nM/L니코틴을 4
시간 전처치 후 항암제 또는 항암제와 betulinicacid병합제를 투여하고
20시간 배양 후 분석하였다.

나나나...시시시약약약

Bad, phospho-specific Bad (Ser112 and Ser136)는 Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz,CA)에서,phospho-specific Bad (Ser155)는
Cell Signaling Technology (Beverly, MA)에서, nicotine, etoposide,
cisplatin및 betulinicacid는 Sigma(St.Louis,MO)에서 구매하였다.
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222...연연연구구구방방방법법법

가가가...단단단백백백질질질 분분분리리리정정정제제제

5x105개 정도의 세포를 100Ø T/Cdish에 분주하고,37℃,5% CO2배
양기에서 24시간 배양한 후 200 nM/L 니코틴,IC50 값의 항암제 또는
betulinicacid,그리고,IC30값의 항암제 및 betulinicacid병합제를 각각
처리하고 24시간 배양하였다.대조군은 배양액만 넣어주고 같은 시간 배
양하였다.각 시간대별로 trypsin/EDTA로 처리하여 세포를 수확하여
phosphatebufferedsaline(PBS,pH 7.4)로 세척한 후 1X CHAPS용해완
충액(10 mM Tris HCl,pH 7.5,1nM MgCl2 1mM EDTA,0.1 nM
Benaxmidine,5mM β-mercaptoethanol,0.5% CHAPS,10% Glycerol)200
μl로 처리하고 얼음위에서 30분간 방치한 후 12,000rpm,4℃에서 20분간
원심분리하여 상층액을 얻었다.

나나나...대대대사사사적적적 표표표지지지(((mmmeeetttaaabbbooollliiiccclllaaabbbeeelllllliiinnnggg)))와와와 면면면역역역침침침전전전

니코틴(200nM/L)단독 또는 니코틴(200nM/L)과 betulinicacid(0.5μg/ml)
를 동시 처리한 KB세포를 인이 들어있지 않은(phosphate-free)RPMI
1640배지로 씻은 후 [32P]orthophosphoricacid로 90분간 처리하여 대사적
표지(metabolically labelling)를 하였다.이 후 세포는 얼음으로 냉각한
PBS로 세척하고 TritonX-100완충액에 넣어 세포용해를 일으켰다.술식
(Dengetal.,2000)에 따라 Bad항체를 이용하여 Badimmunoprecipitation
을 일으켰다.검체를 SDS-polyacrylamide gelelectrophoresis (PAGE)
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(15%)를 통하여 분리한 후 nitrocellulose막(membrane)에 옮겨 -80℃에서
KodakX-Omat필름에 노출시켰다.Bad인산화는 autoradiography로 측정
하였다.

다다다...WWWeeesssttteeerrrnnnbbblllooottt분분분석석석

배양된 세포를 PBS로 씻고,50mM HEPES,150mM NaCl,1% Triton
X-100,5mM EGTA,50mM glycerophosphate,20mM NaF,1mM
Na3VO4,2mM PMSF,10µg/mlleupeptin및 10µg/mlaprotinin으로 용
해시켜 원심분리한 후 단백질 양을 정량하였다. 동량의 단백질을
SDS-PAGE(15%)를 통하여 분리한 후 nitrocellulose막에 옮겨 해당 항체
를 이용하여 immunoblot을 시행하였다. 반응신호는 enhanced
chemiluminescenceWesternBlottingDetectionReagents(Amersham)를
이용하여 측정하였다.

라라라...세세세포포포독독독성성성 분분분석석석

배양세포의 생존율은 MTT [3-(4,5-dimetylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide](Sigma,St.Louis,MO)assay를 이용하였다.방법은
배양세포를 2x105cells/ml의 농도로 RPMI1640에 풀어 100 μl의 배양세
포 현탁액을 96wellmicroplate에 넣어 하룻밤을 배양한 후 20시간 동안
세포를 해당약물에 노출시켰다.그리고,MTT (0.5mg/ml)와 함께 4시간동
안 배양을 한 후 배지를 제거하고 150 μldimethylsulfoxide(DMSO)를
추가하여 formazan crystal을 잘 용해시켜 ELISA microplate reader
(Perkin-Elmer)를 이용하여 540nm에서 흡광도를 측정하였다.세포 생존율
은 약물을 처치한 well의 흡광도 값을 약물을 처치하지 않는 대조군 세포
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가 들어 있는 흡광도 값으로 나눈 다음 백분율로 나타내었다.

마마마...DDDNNNAAA 분분분절절절(((fffrrraaagggmmmeeennntttaaatttiiiooonnn)))분분분석석석

WizardGenomicDNA purificationkit(Promega,WI,USA)를 이용하여
DNA를 추출하였다.즉,약물처리 후 떠있는 세포 및 달라붙은 세포 모두
를 채취하여 RNase용액이 첨가된 lysisbuffer로 37℃에서 1시간동안 세
포용해를 시켰다.DNA를 에탄올로 하룻밤 침전시킨 후 함수용액에 넣었
다.10 μg의 DNA를 1.2% agarosegel에 분리시켜 DNA band 양상을
ethidium bromide로 20분간 염색을 한 후 자외선 투과기(UV illuminator)
에서 판독하였다.일정한 간격의 laddersignal이 관찰되면 세포자멸사를
의미하는 DNA 분절이 있다고 판정하였다.

바바바...형형형태태태분분분석석석

약물처리 후 세포를 PBS로 조심스럽게 3번 세척한 후 10% 중성 포르말
린에 30분간 고정하였다.다시 세포를 PBS로 세척한 후 propidium iodide
(PI)용액(50 μg/mlofpropidium iodide;100 μg/mlofRNaseA)으로 염
색을 하였다.표본을 공초점 레이저 주사현미경(confocallaserscanning
microscope,Olympus,Tokyo,Japan)을 이용하여 세포핵 염색을 중점적으
로 관찰하였다.

사사사...통통통계계계학학학적적적 분분분석석석

통계학적 분석은 Student'sttest를 이용하였으며,통계학적 유의 수준은
p＜0.05로 하였다.
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결결결 과과과

111...니니니코코코틴틴틴의의의 BBBaaaddd인인인산산산화화화 유유유도도도 및및및 세세세포포포생생생존존존율율율 증증증가가가

본 실험에 사용된 KB 세포주는 Bcl-2가 아주 낮게 발현되었고,내인성
Bad가 높게 발현되었다(Fig.2).니코틴이 KB 세포주의 Bad인산화를 일
으켜 세포생존율을 증진시키는데 관여하는지에 대한 평가에서는 니코틴 처
리 후 시간의 경과에 따라 Bad의 인산화가 증가되는 것을 알 수 있었다
(Fig.3).또한,니코틴은 KB세포의 세포 자멸사를 억제하여 약간의 세포
성장억제율 감소를 보였다(Fig.4).한편,니코틴은 항암제 처리 후의 세포
생존율을 높여 cisplatin이나 etoposide처리 후 세포생존이 니코틴 비 처치
군에 비하여 현저하게 증가하는 것을 알 수 있었다(Fig.5,6).

222...니니니코코코틴틴틴의의의 BBBaaaddd인인인산산산화화화 유유유도도도에에에 대대대한한한 bbbeeetttuuullliiinnniiicccaaaccciiiddd의의의 작작작용용용

니코틴의 KB 세포주 Bad인산화 유도작용이 betulinicacid에 의하여 영
향을 받는지를 알아보고자,KB 세포주에 니코틴(200nM/L)과 betulinic
acid(0.5 μg/ml)를 동시에 처치하여 시간경과에 따른 Bad의 인산화를 측
정하였다.그 결과 betulinicacid는 니코틴에 의한 KB세포주의 Bad인산
화에 영향을 미치지 않았다(Fig.7).
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333...BBBeeetttuuullliiinnniiicccaaaccciiiddd의의의 세세세포포포자자자멸멸멸사사사 유유유도도도효효효과과과

KB세포주에 betulinicacid(0.5μg/ml)와 니코틴(200nM/L)을 각각 투여
한 후 PI염색을 시행하였다.그 결과 betulinicacid를 투여군은 핵염색이
관찰되었으나,니코틴 투여군은 핵염색이 관찰되지 않았다(Fig.8A).따라
서,KB세포주는 betulinicacid에 의하여 세포자멸사가 초래되지만,니코틴
은 세포자멸사를 일으키지 않았다.아울러,세포자멸사의 또 다른 증거인
DNA 분절(fragmentation)을 확인한 바 betulinicacid처치군은 전형적인
DNA ladder양상이 관찰되었으나,니코틴 처치군의 경우는 이를 확인할
수 가 없었다(Fig.8B).

444...BBBeeetttuuullliiinnniiicccaaaccciiiddd및및및 니니니코코코틴틴틴이이이 미미미치치치는는는 세세세포포포형형형태태태변변변화화화

betulinicacid와 니코틴을 KB세포주에 처치하였을 때의 세포형태변화를
비교 관찰하였다.0.5 μg/ml의 betulinicacid를 투여한 군,200nM/L의 니
코틴을 투여한 군,0.5 μg/ml의 betulinicacid를 4시간 동안 전처치 후 200
nM/L의 니코틴을 투여한 군으로 나누어 20시간 배양 후 형태변화를 관찰
하여 0.01% DMSO 처리군과 비교하였다.그 결과 betulinicacid단독처리
군이 가장 현저한 세포성장 억제효과와 형태변화를 보였고,그 뒤를
betulinicacid전처치군이 따랐다.니코틴 단독 처리군의 경우 세포의 형태
변화는 대조군에 비하여 약간 심한 편이나 세포성장 억제효과의 변화는 거
의 없이 오히려 세포성장이 약간 더 증가된 듯하였다(Fig.9).
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555...BBBeeetttuuullliiinnniiicccaaaccciiiddd의의의 세세세포포포성성성장장장 억억억제제제효효효과과과

betulinicacid의 용량을 달리하여 KB 세포주에 처리한 결과 16 μg/ml에
서 세포성장 억제율이 약 70%를 보였다(Fig.10).

666...각각각 항항항암암암제제제와와와 농농농도도도별별별 bbbeeetttuuullliiinnniiicccaaaccciiiddd병병병합합합제제제의의의 세세세포포포성성성장장장 억억억제제제
효효효과과과

cisplatin및 etoposide에 대한 KB 세포주의 IC50을 구하고,아울러 약물
병합투여시의 농도를 정하기 위하여 IC30을 구하였다(Fig.11).KB 세포주
에 각 항암제의 IC30농도,cisplatin23μg/ml및 etoposide8.5μg/ml를 각
농도별 betulinicacid와 병합투여 하여 20시간 후 세포성장 억제율을 비
교하였다.그 결과 etoposide/betulinicacid병합투여군의 경우 80% 이상의
세포성장 억제효과가 관찰되었다(Fig.12).

777...니니니코코코틴틴틴 전전전처처처치치치 후후후 각각각 항항항암암암제제제와와와 농농농도도도별별별 bbbeeetttuuullliiinnniiicccaaaccciiiddd
병병병합합합제제제의의의 세세세포포포성성성장장장 억억억제제제효효효과과과

KB세포주를 니코틴(200nM/L)으로 4시간 동안 전처치한 후 cisplatin(23
μg/ml)및 etoposide(8.5 μg/ml)의 IC30농도를 각 농도별 betulinicacid와
병합투여 하여 20 시간 후 세포성장 억제율을 비교하였다.그 결과
betulinicacid를 병합하지 않은 항암제 단독투여군의 세포성장 억제효과에
비하여 현저한 효과 상승이 관찰되었다(Fig.13).그러나,니코틴 전처치가
안된 KB세포주에 각 항암제 IC30농도를 betulinicacid와 병합투여 한 결
과에 비하여 세포성장 억제효과가 다소 둔화되었다.
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고고고 찰찰찰

흡연이 폐암은 물론 구강암을 포함한 각종 두경부 암종의 발생에 깊이 관
여하고 있다는 의견이 끈임 없이 제기되고 있으며,담배연기내의 여러 화
학성분 중에서도 니코틴이 발암과정에 핵심적인 역할을 할 것이라고 알려
져 있다.이와 같은 발암과정에 관련된 니코틴 작용이론에 대한 이해는 여
러 가지 실험에 의하여 보조적 지지를 받고 있으나,아직도 정확하게 밝혀
져 있지는 않다(US DepartmentofHealth andHuman Services,1982;
Schuller,2002).
한편,암발생에 관여하는 니코틴의 작용기전과는 별도로 암환자의 치료
중 또는 치료 후 추적기간중의 흡연이 종양의 치료효율 및 재발에 어떠한
영향을 미칠 것인가를 파악하는 것은 매우 중요하다.왜냐하면,골초(heavy
smoker)암환자의 경우 수술적 치료만 하거나,수술적 치료 후 항암제 및/
또는 방사선 치료를 병행하는 경우,일부의 환자를 제외하고는 금연에 따
른 각종 금단증상으로 인하여 암치료기간 중에도 효율적인 금연이 쉽지 않
다.그러나,니코틴의 발암과정에 대한 관여를 토대로 본다면 각종 항암 치
료의 효율에 대한 니코틴의 간섭을 예측 우려할 수 있다.
일반적인 담배(cigarettes)의 경우 흡연에 따른 혈중 니코틴의 변화를 살
펴보면,Russell등의 경우 오전 10시부터 오후 3시까지 5시간동안 평균
6.7개비를 흡연하면 평균 혈중 니코틴이 180±90nmol/l의 농도로 검출
되었다고 보고하였다(Russelletal,1975).또한 니코틴의 금단증상은 마지
막 담배를 피운지 2시간이내에 발생되어 첫 24-48시간 사이에 그 최고조
에 이르고,이는 수주 또는 수개월 간 지속될 수 있다(Russelletal,1975;
Warnakulasuriyaetal.,2005).이 연구에서는 개인에 따라 흡연양이 매우
다양할 수 있지만 일반적인 끽연자의 정도를 기준으로 항암 치료의 효율에
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대한 니코틴의 간섭효과를 파악하기 위하여 Russell등이 제시한 자료를
근거로 200nmol/l농도의 니코틴을 처리하기로 하였다.
니코틴의 발암기전에 대하여 많은 연구가 있었으나,정확한 작용기전은
다 밝혀내지 못할 정도로 많은 인자들이 서로 복잡하게 관여하고 있다.마
찬가지로 니코틴이 항암치료 효율에 미치는 영향 역시 매우 복잡 다양할
것으로 예측되어,세포자멸사에 관련된 인자들의 변화에 집중하기로 하였
다.Jin등의 연구에 의하면 폐암의 경우 Bcl-2보다 Bad발현이 더 흔하여
세포자멸사에 Bcl-2보다 Bad의 역할이 더 클 것으로 예상하였다(Jinetal.,
2004).따라서,Bad가 폐암세포의 니코틴에 의한 세포생존(nicotine-induced
survival)및 화학약제내성(chemoresistance)에 더 중요한 역할을 담당할
것이라는 추측이 가능한데,이는 특히 내인성 Bcl-2가 낮거나 없는 경우에
더욱 그렇다.본 연구에 사용된 구강에 발생된 편평세포암인 KB세포주는
내인성 Bcl-2와 Bad를 측정한 결과 Bcl-2가 매우 약하게 검출되고,Bad는
높게 검출되어 폐암의 경우와 같이,Bcl-2는 미약한 양이 존재하나 세포자
멸사에 Bad의 변화가 더 큰 역할을 할 것으로 생각된다.
Bad가 Ser112,Ser136,Ser155에서 인산화가 초래되면 Bad의 세포자멸사 유
도기능(proapoptoticfunction)이 상실되는데(Bergmann,2002;Dattaetal.,
2002),KB세포주의 경우 니코틴을 처치하면 Bad의 인산화가 초래되는 것
을 확인할 수 있었다.이러한 니코틴에 의한 Bad변화에 따른 효과는 KB
세포의 생존율(성장억제율),형태학적 변화,PI염색 결과 및 DNA 분절검
사 결과에서도 확인할 수 있었다.이와 같은 결과는 니코틴에 의한 KB세
포주의 Bad인산화가 세포의 생존율 증가에 적어도 일부 기여한 것으로
여겨진다.
한편,니코틴에 의한 각종 항암제의 세포성장 억제효율을 확인하기 위하
여 200nM/L농도의 니코틴을 KB세포에 4시간 동안 전처치 한 후 농도
변화에 따른 cisplatin및 etoposide의 세포성장 억제효과를 20시간 배양 후
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MTT 분석을 통하여 살펴보았다.그 결과 예상된 바와 같이 세포성장 억
제효율의 현저한 둔화가 확인되었다.전처치에 사용된 200nM/L 농도의
니코틴은 실제 임상적용의 경우 농도가 더 높거나 낮을 수 있는 등 매우
다양 할 것으로 예상된다.
이와 같이 항암치료를 받고 있는 환자에 일반적인 흡연에 의하여 증가될
수 있는 정도의 니코틴을 공급하게 되면,본 실험의 경우와 마찬가지로 항
암제의 세포성장 억제효과가 심각하게 감소할 수도 있다.이처럼 불가피하
게 니코틴의 간섭을 받게 되는 상황이라면 항암제의 치료효율을 개선하기
위하여 항암제의 용량을 올리거나,또 다른 항암제를 병합투여 해야 하는
등 치료 방법의 개선이 필요하다.그러나,이상에서 언급된 개선방법은 여
러 가지로 환자에게 생물학적 위해(biologicalhazard)를 끼칠 수 있다.따
라서,이러한 생물학적 위해를 최소화 할 수 있는 제재의 병합이 최선인데,
이러한 화학감작제(chemosensitizer)의 적절한 선택은 생물학적 위해의 극
복은 물론 치료율의 획기적인 개선까지도 기대할 수 있다.
여러 종류의 종양에서 보이는 치료약제에 대한 특발성(primary)또는 속
발성(acquired)내성은 종양의 근본적인 치료에 어려움을 줄 뿐만 아니라,
치료실패의 주 요인이다.이러한 약제내성의 문제를 해결하고,궁극적으로
암환자의 생존율을 높이기 위한 각종 시도들은 복합 약물요법을 개발하거
나,새로운 화학감작제를 발굴하여 새로운 조합의 약제를 투여함으로써 표
적 종양세포의 내성을 줄이거나 없애는데 집중되고 있다.최근 동아프리카
의 라는 상록수에서 처음 분리된 betulinic acid는
pentacyclictriterpenoid로서 백 자작나무에 풍부하게 존재하는데(Pishaet
al,1995),악성흑색종(Pishaetal,1995;Liuetal.,2004)및 신경외배엽 기
원의 종양세포(Fuldaetal.,1999)자멸사를 선택적으로 일으킨다고 알려져
있다.betulinic acid에 의한 세포자멸사는 CD95와 같은 수용체/리간드
(receptor/ligand)계통을 통하거나 p53이 관여되어 일어나는 것이 아니라
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(Fulda et al., 1997), 미토콘드리아 투과성의 감소, 미토콘드리아내
cytochrome 의 세포질내 유리, 반응성 산소기(ROS) 형성이나
crm-A-insensitivecaspase의 활성화 등을 통하여 일어난다.betulinicacid
에 의하여 니코틴에 의한 KB세포주의 Bad인산화가 영향을 받는지를 알
아보기 위하여 betulinicacid와 니코틴을 동시 처치한 후의 Bad인산화 변
화를 니코틴 단독 처치군과 비교실험을 하였다.그 결과 betulinicacid는
니코틴에 의한 KB세포주의 Bad인산화에 영향을 주지 않았다.Fulda등
의 연구에 의하면 betulinicacid에 의한 세포 자멸사는 미토콘드리아의
transmembrane potential을 상실케 하고,permeability transition pore
complex를 간섭하여 결국 미토콘드리아내의 세포 자멸사 관련인자들이 세
포질내로 유리되고 caspase분열과 각종 세포 자멸사 기작이 일어나 초래
되는 것으로 알려졌다(Fulda etal.,1998).본 실험에서는 이와 같은
betulinicacid의 세포 자멸사 유도기전에 대한 내용은 검증한 바 없으나,
PI염색,DNA 분절검사 및 세포 형태관측을 통하여 betulinicacid가 KB
세포주의 세포 자멸사를 일으킨다는 사실을 확인 할 수 있었다.이와 같은
betulinicacid의 세포 자멸사 유도 작용은 MTT 분석을 통하여 betulinic
acid의 농도변화에 따라 KB세포주의 성장억제율이 현저하게 증가되는 것
을 알 수 있었다.또한 니코틴으로 전처치된 KB 세포주의 경우도 니코틴
전처치없이 betulinicacid단독으로 처리된 경우에 비해 KB 세포주의 성
장억제율이 약간 둔화되기는 하였으나,의미있게 증가되는 것을 알 수 있
었다.
cisplatin이나 etoposide는 KB세포주에 민감한 것으로 실험결과 확인되었
는데,일반적인 끽연자의 혈중 니코틴 수준인 200nM/L농도를 전처치한
경우 cisplatin이나 etoposide에 의한 세포 성장 억제효율은 현저하게 떨어
졌다.그러나,cisplatin이나 etoposide에 추가로 betulinicacid를 병합투여
한 결과 세포 성장 억제효율의 현저한 회복이 관찰되었다.
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Fulda와 Debatin는 인체에 발생하는 각종 악성종양에 대한 기존 항암제의
세포 자멸사 유도효과가 betulinicacid의 감작효과에 의하여 어떠한 영향
을 받는가를 실험하였다(FuldaandDebatin,etal.,2005).연구결과에 따르
면 medulloblastoma,glioblastoma및 melanoma세포주는 물론 신세포암
(renalcellcarcinoma)이 있는 환자에서 직접 배양한 세포 모두에서
doxorubicin,etoposide,Taxol또는 actinomycinD에 betulinicacid를 병합
투여한 경우 농도 의존성(dose-dependent),시간 의존성(time-dependent)으
로 종양세포의 자멸사 유도가 현저하게 증가하였다.그러나,인체 섬유모세
포를 대상으로 한 실험에서는 이러한 결과를 보이지 않아 약간의 종양 특
이성이 있을 것이라 보고하였다.따라서,이러한 betulinicacid의 항암제
치료 감작효과는 본 연구 결과와 일치되는 결과로 여겨지며,많은 종류의
각종 인체 발생 암에 대한 추가적인 betulinicacid의 감작효과 실험 및 자
료의 확립을 통한 효과 검증이 임상적용을 위하여 추가되어야 될 것으로
사료된다.
따라서,본 연구를 토대로 구강에서 발생된 편평세포암종의 효과적인 치
료를 위하여 기존의 항암제에 betulinicacid의 감작효과를 겨냥한 병합치
료법이 시도될 수 있을 것이다.또한,끽연자가 수술 후 항암치료를 받거
나,치료 후 추적 기간동안에 불가피하게 직접 흡연을 하거나,간접흡연을
하여 혈중 니코틴이 높아질 수 있는 경우 니코틴에 의한 종양세포의 자멸
사 억제 기능을 betulinicacid의 효과로 극복할 수 있을 것으로 판단된다.
추후 구강암 이외에도 각종 두경부 편평세포암종 및 기타 장기의 암에 대
한 니코틴 및 betulinicacid의 감작효과에 대한 연구와,betulinicacid의 세
포 자멸사 유발에 관여하는 각종 유도인자들의 세부적인 변화와 상호 관련
성에 대한 자세한 연구가 있어야 할 것으로 생각된다.
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결결결 론론론

니코틴이 두경부 편평세포암종에 어떠한 영향을 미치는지를 알아보고자,
구강에 발생된 편평세포암 세포주인 KB 세포를 대상으로 실험을 하였다.
그 결과 니코틴은 내인성 Bad의 양적 변화 없이 Bad의 인산화를 일으켜
세포 자멸사를 억제하는 것으로 확인되었다.그리고,betulinicacid가 KB
세포에 미치는 영향은 농도 의존성으로 세포 자멸사를 유발하였다.니코틴
으로 전처치된 KB 세포에 betulinicacid를 처치한 경우 Bad인산화에 대
한 간섭 없이 현저한 세포 자멸사 유도가 회복되었다.
KB 세포에 민감한 항암제 cisplatin 또는 etoposide를 IC30의 농도로
betulinicacid와 병합투여한 경우,betulinicacid농도 의존성으로 세포 자
멸사의 유의한 증가가 관찰되었다.또한,니코틴으로 전처치된 KB 세포에
cisplatin또는 etoposide를 투여한 경우 세포 자멸사의 현저한 둔화가 관찰
되었으나,이들 항암제 IC30의 농도에 betulinicacid를 병합투여한 경우는
betulinicacid농도 의존성으로 현저한 세포 자멸사 유도 회복이 나타났다.
이상의 결과를 토대로 니코틴은 두경부 편평세포암종에 대한 항암치료시
화학약제내성의 원인이 되며,이는 betulinicacid를 병합투여함으로써 극복
할 수 있다고 판단된다.그리고,betulinicacid는 cisplatin또는 etoposide
등과 같은 기존의 항암제와 함께 투여하여 치료효율을 높일 수 있는 훌륭
한 화학감작제 역할을 할 수 있다고 생각된다.
아울러,두경부 편평세포암종에 대한 항암치료시 또는 추적 기간 중 직간
접 흡연에 의한 혈중 니코틴의 상승은 항암치료의 내성을 유발함은 물론
치료 실패의 주요 요인이 될 수 있다고 판단된다.
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그그그림림림설설설명명명
Figure1.Chemicalstructureofbetulinicacid.

Figure2.KB celllineexpressesahighendogenousBadandafaint
Bcl-2.
Figure3.NicotineinducesBadphosphorylationinKBcellline.

Figure4.NicotineinducessuppressionofapoptosisinKBcellline.

Figure5.Cisplatin inducessignificantapoptosisin KB cellline(A).
Nicotinepretreatmentinducessuppressionofapoptosisby cisplatinin
KBcellline(B).

Figure6.EtoposideinducessignificantapoptosisinKB cellline(A).
Nicotinepretreatmentinducessuppressionofapoptosisbyetoposidein
KBcellline(B).

Figure 7.Co-treatmentofnicotine and betulinic acid induces Bad
phosphorylationinKBcellline.

Figure8.A:Cellsweretreatedwithbetulinicacidornicotine,andthe
cellswerestainedwithPIandobservedusingconfocalmicroscopy.PI
nuclearstainingwasdemonstratedinthebetulinicacid-treatedKBcells,
butnotin thenicotine-treatedKB cells.B:DNA fragmentation test
showedDNA ladderpatterninthebetulinicacid-treatedKB cells,but
notinthenicotine-treatedcells.

Figure 9.Effects ofnicotine againstbetulinic acid-induced growth
inhibitionandapoptosisinKB cells.Morphologicalappearanceofthe
cellsexposedto0.01% DMSO (a),0.5µglmlofbetulinicacid(b)and
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200nM nicotine(c),aswellaspretreatedwith0.5µg/mlbetulinicacid
for4hbeforeincubationwithnicotinefor20h(d). 

Figure10.BetulinicacidinducessignificantapoptosisinKBcellline.

Figure11.Cellgrowthinhibitioncurvestreatedwithcisplatin(A)and
etoposide(B)forIC30intheKBcellline.

Figure12.Inhibitionrateofthecellstoetoposide,cisplatin,ornicotine
inthepresenceofvariousconcentrationsofbetulinicacidintheKB
cells.

Figure13.Inhibitionrateofthecellstoetoposide,cisplatin,orbetulinic
acidinthenicotine-pretreatedKB cells.KB cellswerepretreatedwith
200nM/Lnicotinefor4hbeforeincubationwithbetulinicacidfor20h.
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Figure1.Chemicalstructureofbetulinicacid.

Figure2.KB celllineexpressesahighendogenousBadandafaint
Bcl-2.
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Figure3.NicotineinducesBadphosphorylationinKBcellline.
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Figure4.NicotineinducessuppressionofapoptosisinKBcellline.
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AAA

BBB
Figure5.Cisplatin inducessignificantapoptosisin KB cellline(A).
Nicotinepretreatmentinducessuppressionofapoptosisby cisplatinin
KBcellline(B).
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AAA

BBB
Figure6.EtoposideinducessignificantapoptosisinKB cellline(A).
Nicotinepretreatmentinducessuppressionofapoptosisbyetoposidein
KBcellline(B).
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Figure 7.Co-treatmentofnicotine and betulinic acid induces Bad
phosphorylationinKBcellline.
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AAA BBB
Figure8.A:Cellsweretreatedwithbetulinicacidornicotine,andthe
cellswerestainedwithPIandobservedusingconfocalmicroscopy.PI
nuclearstainingwasdemonstratedinthebetulinicacid-treatedKBcells,
butnotin thenicotine-treatedKB cells.B:DNA fragmentation test
showedDNA ladderpatterninthebetulinicacid-treatedKB cells,but
notinthenicotine-treatedcells.BTA:betulinicacid,NCT:nicotine

Figure 9.Effects ofnicotine againstbetulinic acid-induced growth
inhibitionandapoptosisinKB cells.Morphologicalappearanceofthe
cellsexposedto0.01% DMSO (a),0.5µglmlofbetulinicacid(b)and
200nM nicotine(c),aswellaspretreatedwith0.5µg/mlbetulinicacid
for4hbeforeincubationwithnicotinefor20h(d). 
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Figure10.BetulinicacidinducessignificantapoptosisinKBcellline.
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Figure11.Cellgrowthinhibitioncurvestreatedwithcisplatin(A)and
etoposide(B)forIC30intheKBcellline.
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Figure12.Inhibitionrateofthecellstoetoposide,cisplatin,ornicotine
inthepresenceofvariousconcentrationsofbetulinicacidintheKB
cells.
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Figure13.Inhibitionrateofthecellstoetoposide,cisplatin,orbetulinic
acidinthenicotine-pretreatedKB cells.KB cellswerepretreatedwith
200nM/Lnicotinefor4hbeforeincubationwithbetulinicacidfor20h.
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