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with a chemosensitizer. In this study, flavonoids have been screened for 

the development of chemosensitizers reversing BCRP-mediated MDR using a 

BCRP-overexpressing cancer cell line. Materials and methods: Materials and methods: Materials and methods: Materials and methods: The 

mitoxantrone-resistant breast cancer cell subline was selected from the 

parental MCF-7cells by treating mitoxantrone chronically. Expression of 

BCRP were determined using Western blot and RT-PCR analyses. . . .  

Chemosensitizing effects of flavonoids were determined by the MTT assay. 

Results: Results: Results: Results: The human breast cancer cell subline MCF-7/MX5 cells selected in 

the presence of 5 µg/ml mitoxantrone (MX) were more resistant to MX (15.7 



 v 

times), doxorubicin (3.4 times), camptothecin (3.8 times), irinotecan 

(5.1 times) and 5-fluorouracil (4.4 times) than were the MCF-7cells. 

Western blot and RT-PCR analyses revealed that the MCF-7/MX5 cells 

overexpressed BCRP mRNA and protein, whose activity was inhibited by 

nicardipine, a known BCRP inhibitor. Of eleven flavonoids tested 5,7,4΄-
trimethoxyflavone, 5,6,7,3΄,4΄,5΄-hexamethoxyflavone and 5,6,7,3΄,4΄-
pentamethoxyflavone showed higher chemosensitizing effects than 

nicardipine. 

ConclusionConclusionConclusionConclusion: The mitoxantrone-resistant brest cancer cell subline MCF-

7/MX5 could provide a useful model for the screening of chemosensitizers 

of BCRP-mediated MDR. It is anticipated 5,7,4΄-trimethoxyflavone, 
5,6,7,3΄,4΄,5΄-hexamethoxyflavone and 5,6,7,3΄,4΄-pentamethoxyflavone 
could be candidates for BCRP inhibitors.  
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                                                                        1. 1. 1. 1. 서서서서                        론론론론    

    

 최근 암 사망률이 한국에서 1위를 차지하면서 새로운 치료법의 개발이 더욱 

절실히 요구되고 있으며 국내외에서 암의 치료율을 높이기 위해 부작용이 적고 

효과가 좋은 새로운 항암제를 개발하려고 많은 연구를 하고 있다. 그러나 실제 

임상에서 암의 화학요법이 실패하는 이유는 항암제에 대한 내성의 출현 때문인 

경우가 많은데 해마다 암으로 죽는 수백만 명의 환자 중 약 90%가 항암제에 대

한 내성과 관계가 있다는(Pereira 등, 1994)사실을 비쳐보면 새로운 항암제의 

개발도 중요하지만 내성을 극복할 수 있는 물질의 개발도 시급하다고 할 수 있

다. 

 내성 기전은 세포와 항암제의 종류에 따라 다소 다르지만, 항암제에 내성을 

보이는 암세포가 다른 여러 종류의 항암제에도 비슷한 내성을 보이는 현상을 

다약물내성(multidrug resistance, MDR)이라 한다. 다약물내성이 출현하면 처

음의 항암제와는 구조적, 기능적으로 무관한 다른 항암제에 대해서도 교차내성

을 보이므로 임상적으로 문제가 된다. 다약물내성의 기전으로는 항암제를 세포 

밖으로 품어내는 배출펌프의 발현 때문인 경우가 많다. 대표적인 배출펌프는 

암 세포의 형질막에 존재하는 170 KD의 P-glycoprotein (Pgp)(Juliano & ling, 

1976)와 다약물내성관련단백(multidrug resistance-assosiated protein, 

MRP)(Cole 등, 1992), 유방암 내성관련단백질(breast cancer resistance 

protein, BCRP)(Robery 등, 2001)등이 있다.  

 초기에는 항암제에 반응을 잘하던 암세포가 곧이어 내성을 보이는 경우가 많

기 때문에 이러한 내성기전을 억제하여 내성 암세포의 항암제에 대한 감수성을 

증가시킬 수 있는 약물을 개발하려는 노력을 해왔는데 이러한 약물을 화학요법 

감작제(chemosensitizer)라고 하며, 또한 이들 약물이 대부분 항암제 배출펌프

를 억제해서 효과를 나타내므로 배출 펌프 억제제(efflux pump inhibitors)라

고도 부른다. 내성이 임상화학요법의 실패의 주된 원인이 되고 있어 내성을 역

전시킬 수 있는 화학요법 감작제와 항암제를 동시에 투여해 항암화학요법의 치
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료율을 높이려는 시도를 하고 있다. 현재까지 BCRP의 억제작용을 보이는 약물

은 그 약물이 가지고 있는 고유한 약리작용과 부작용이 문제가 되고 있기 때문

에 새로운 화학요법 감작제의 개발이 필요한 실정이다.  

 프라보노이드는 주로 식물에서 추출해낸 화합물로서 그 자체 독성이 없으며 

항산화작용, 항암작용 및 화학감작작용 등으로 쓰이고 있다(Zhangs 등, 2005).

프라보노이드의 화학요법 감작제는 ATP의 아데닌 구조와 유사하기 때문에 ATP

결합부위에 결합한다. 뿐만 아니라, 프라보노이드는 스테로이드 RU 486의 결합

을 부분적으로 억제하며 스테로이드 결합부위는 ATP결합부위와 가까이 있기 때

문에 프라보노이드가 ATP결합부위와 주위의 스테로이드 결합부위에 결합하는 

것으로 생각된다(Azevedo 등, 1996). 독성이 없으면서 BCRP억제효과가 뚜렷한 

프라보노이드 BCRP를 억제제를  다량 스크리닝하기 위해서는 BCRP를 과발현하

는 모델 세포가 필요하다. 그래서 본 연구에서는  배양이 가능한 유방암세포주

를 이용하여 BCRP를 과발현하는 mitoxantrone 내성 아세포주 MCF-7/MX5 세포를 

선별하였으며, 11개 프라보노이드로부터 항암제의 배출펌프를 억제할 수 있는 

BCRP억제제를 탐색하였다. 
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    ⅡⅡⅡⅡ. . . . 재료재료재료재료    및및및및    방법방법방법방법    

 

1.1.1.1. MCFMCFMCFMCF----7 7 7 7 세포배양세포배양세포배양세포배양    및및및및    내성내성내성내성 MCF MCF MCF MCF----7777세포주의세포주의세포주의세포주의    선별선별선별선별    

56℃에서 30분간 열처리된 fetal bovine serum (FBS, GibcoBRL,USA) 10%와 

항생제(antibiotic-antimycotic, GibcoBRL, USA)를 함유한 RPMI-1640 배지를 

사용하여 MCF-7/WT (wild type) 세포주를 37℃, 5% C02와 습윤화된 배양기

(Sanyo, Japan)내에서 배양하였다. Mitoxantrone (Sigma, USA) IC50농도(세포

의 성장을 50%까지 억제할 수 있는 농도)를 함유한 배양액에서 MCF-7 세포주

를 배양하여, 한 농도에서 약물을 3일간 투여 후 confluent해지면 약물의 농

도를 50%씩 증가시키는 방법으로 선별하여 5 µg/ml의 mitoxantrone이 존재하

는 배지에서도 잘 자라는 내성 아세포주를 얻었다. 

 

2. 2. 2. 2. 세포독성실험과세포독성실험과세포독성실험과세포독성실험과        교차내성실험교차내성실험교차내성실험교차내성실험    

항암제의 세포독성을 측정하기 위하여 MTT방법(살아있는 세포의 미토콘드리

아 효소는 MTT를 환원시켜 formazan을 형성시킬 수 있음을 근거로 formazan의 

농도를 측정함으로써 생존한 세포수를 간접적으로 측정)을 이용하여 여러농도

의 mitoxantrone을 3일간 처치하여 얻은 반로그 약물농도-생존율곡선으로부터 

IC50농도를 구했다(Pieters 등, 1988). BCRP의 기질약물로 알려진 

mitoxantrone, doxorubicin, camptothecin, irinotecan, 5-fluorouracil용액 

10 µl를 96 well microplate에 넣고 5-7일간 약물없이 배양한 세포를 4x104개

/ml이 되도록  한 용액 90 µl aliquots를 해당 well에 넣었다. 이때 약물과 세

포가 없는 well에는 약물대신 PBS만 넣어 세포의 대조로 삼고, 세포대신 배양

액만 넣어 blank로 삼았다. 잘 흔든 후 3일간 CO2 배양기에서 배양한 후 MTT용

액(5 mg/ml) 10 µl를 모든 well에 넣은 후 다시 5-6시간 배양한 후 배지를 

suction하였다. 살아있는 세포의 미토콘드리아 효소에 의해 생성된 formazan은 

99% DMSO용액 150 µl로 잘 녹여서 microplate reader를 이용하여 540 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 세포생존율을 약물을 처치한 well의 흡광도값을 약물을 
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처치하지 않는 대조군 세포가 들어있는 흡광도값으로 나눈 다음 %값으로 나타

내었다.  

 

3.3.3.3. Western blot Western blot Western blot Western blot 분석분석분석분석    

Dulbecco’s phosphate buffered saline (D-PBS, GibcoBRL, USA)으로 3회 

세척한 세포를 1 mM PMSF (Sigma, USA)와 추출 완충액(2% sodium dodecyl 

sulfate, 4% 2-mercaptoethanol, 10% glycerol을 함유한 pH=6.8의 Tris-Hcl용

액)으로 용해시킨 후 단백질의 농도는 Bio-Rad protein assay kit를 이용하여 

측정하였고(DUR 650 spectrophotometer, Beckman, USA), Western blot 방법은 

Towbin 등 (1979)에 의해 처음 기술된 방법을 이용하였다. 

 

4.4.4.4. Transcript Transcript Transcript Transcript 분석분석분석분석    

1) 총 RNA의 추출 

  TRIzol 시약(Invitrogen)을 이용하여 총 RNA를 분리 추출하였다. 

Polypropylene tube에 5 x 106 개의 세포를 침전시킨 후 TRIzol 1ml을 넣고 5 

분 동안 15-30℃에서 반응시킨다. 200 µl chlorofrom을 넣고 15초 동안 손으로 

가볍게 섞어주고 2-3분 동안  15-30℃에서 반응시킨다. 4℃에서 13,2000 rpm으

로 15분 간 원심분리하고 상층액을 tube에 옮긴다. 500 µl isopropyl alcohol을 

넣고 잘 섞어준 다음 10분 동안 15-30℃에서 반응시킨다. 4℃에서 13,2000 rpm 

15분 동안 원심분리 하고 상층 액을 버리고 75% EtOH 1 ml를 RNA pellet에 넣

고 vortexing하고 4℃에서 13,2000 rpm으로 5분 간 원심분리 한다. 다음 실온

에서 pellet를 건조 시킨 후 0.1% DEPC water에 다시 녹였다. RNA농도(1 A260 

unit of single-stranded RNA = 40 µg/ml)는 260 nM에서 측정하였고(DUR 650 

spectrophotometer, Beckman, USA), RNA 순도는 A260 (260  nM에서의 흡광

도)/A280 (280 nM에서의 흡광도)  비로 결정하였다. 사용한 모든 용액은 제조한 

후 하룻밤 동안 37℃에서 방치 후 121℃에서 20분간 고압 증기 멸균한 0.1% 

DEPC water를 가지고 만들었으며, 초자 기구는 180℃에서 8시간 이상 구운 후 
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사용하였다. 

 

2) 역전사 중합효소 연쇄반응 

First strand cDNA를 1 U/µl Rnasin (Promega), oligo(dT)20 100 ng, 50 mM 

Tris-Hcl (PH 8.3), 75 mM KCI, 3 mM MgCI2, 1 mM each dNTP, 10 mM DTT 

(GibcoBRL)와 MMLV reverse transcriptase (GibcoBRL) 200 U가 함유된 20 µl의 

용액에서 총 RNA 1 µg으로부터 합성하였다. PCR은 1X PCR 완충액(10 mM  Tris-

HCI PH 8.3, 50 mM KCI, 1 mM MgCI2, 100 µg/ml gelatin, 0.05% triton X-100)
에 25 ng의 RNA로부터 합성된 cDNA, 각각 primers 10 pmole, 50 µM dNTP와  

tag DNA polymerase (Perkin Elmer, USA) 2.5 unit 가 함유된 25 µl의 반응액

에서 시행하였다(GeneAmp PCR system 2400, Perkin Elmer, USA). PCR 반응에 

사용한 primer와 조건들은 Table 1, 2와 같다. 

PCR 산물 25 µl로부터 BCRP 10 µl와 β-actin 5 µl를 섞은 후 10% 비변성 

pollyacrylamide gel 상에서 2시간 동안 100 V로 전기영동 하여 분리하였다. 

전기영동 후 gel을 1 µg/ml의 ethidium bromide 용액에 20분 간 염색하고 다시 

증류수에  철야로 담근 후 사진 촬영을 하였다(SL-5GD-Photographic system, 

USA). 

 

5.5.5.5. Flow cytometryFlow cytometryFlow cytometryFlow cytometry    

   세포밖으로 약물을 배출함으로써 약물의 축적을 감소시키는 세포막

transporter의 기능을 flow cytometry를 이용하여 간접적으로 측정하였다.  

  세포부유액을 차가운 PBS용액으로 2번 세척한 후 106개/ml가 되도록 PBS용액

에 부유한 후 형광을 내는 mitoxantrone (20 µM)만 넣거나 BCRP억제제 

nicardipine (5 µM) 또는 ATP고갈제인 cyanide (2 mM)를 동시에 넣어 37℃에서 

30분간 방치한 후, flow cytometer (FACSCailburTM, Becton Dikenson, USA)로 

세포내의 형광량을 측정하였다. 이때 argon ion laser beam (488 nm)으로 

laminar sheath flow의 세포를 여기시키고 세포의 형광 emission은 670 nm에서 
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측정하였다. 

 

6.6.6.6. 프라보노이드프라보노이드프라보노이드프라보노이드의의의의    화학요법화학요법화학요법화학요법    작용의작용의작용의작용의    스크리닝스크리닝스크리닝스크리닝    

  프라보노이드는 dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma)에 녹인 다음 희석하여 

사용하였다. MCF-7/MX5에 BCRP의 기질로 알려진 항암제인 mitoxantrone을 세

포의 생장에 영향을 주지 않는 최대 농도(100 µM)가 되도록 넣어준 후 BCRP억

제제로 잘 알려진 nicrdipine을 positive control로 사용하여 BCRP억제효과를 

MTT방법으로 확인하였다. 같은 방법으로 11개 프라보노이드의 이 세포주에 대

한 화학요법 감작효과를 MTT방법으로 각각 조사하였다. 
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Table 1. Primer sequences used for PCRTable 1. Primer sequences used for PCRTable 1. Primer sequences used for PCRTable 1. Primer sequences used for PCR    

    

aaaa  BCRP  BCRP  BCRP  BCRP, BCRP gene; , BCRP gene; , BCRP gene; , BCRP gene; MDRMDRMDRMDR----1, Pgp gene; MRP,1, Pgp gene; MRP,1, Pgp gene; MRP,1, Pgp gene; MRP,MRP gene; MRP gene; MRP gene; MRP gene; ββββ----actin, actin, actin, actin, PCR control PCR control PCR control PCR control 

(hous(hous(hous(houseeee keeping gene). keeping gene). keeping gene). keeping gene).    

b b b b         Sense and antisense.Sense and antisense.Sense and antisense.Sense and antisense.    

cccc The oligonucleotide primers constructed for PCR correspond to the sense  The oligonucleotide primers constructed for PCR correspond to the sense  The oligonucleotide primers constructed for PCR correspond to the sense  The oligonucleotide primers constructed for PCR correspond to the sense 

and antisense based and antisense based and antisense based and antisense based withinwithinwithinwithin thes thes thes these reported sequences.e reported sequences.e reported sequences.e reported sequences.    

    

Table 2. PCR conditionTable 2. PCR conditionTable 2. PCR conditionTable 2. PCR conditionssss of BCRP and  of BCRP and  of BCRP and  of BCRP and ββββ----actinactinactinactin    

GeneGeneGeneGene    Hot startHot startHot startHot start    DenaturationDenaturationDenaturationDenaturation    AnnealingAnnealingAnnealingAnnealing    ExtensionExtensionExtensionExtension        

BCRPBCRPBCRPBCRP    53535353℃℃℃℃, 30 sec, 30 sec, 30 sec, 30 sec    

MDRMDRMDRMDR----1111    65656565℃℃℃℃, 30 sec, 30 sec, 30 sec, 30 sec    

MRPMRPMRPMRP    53535353℃℃℃℃, 30 sec, 30 sec, 30 sec, 30 sec    

ββββ----actinactinactinactin    

    

    

94949494℃℃℃℃, 12 min, 12 min, 12 min, 12 min    

    

    

94949494℃℃℃℃, 30 sec, 30 sec, 30 sec, 30 sec    

53535353℃℃℃℃, 30 sec, 30 sec, 30 sec, 30 sec    

    

72727272℃℃℃℃,,,,    

 1 min 1 min 1 min 1 min    

72727272℃℃℃℃에서에서에서에서    

5555분간분간분간분간    반반반반

응시킨응시킨응시킨응시킨    

후후후후    4444℃℃℃℃에에에에    

보관보관보관보관    

    

GeneGeneGeneGeneaaaa    

    

SSSS    &&&&    ASASASASbbbb    

    

Nucleotide sequencesNucleotide sequencesNucleotide sequencesNucleotide sequences    

SequencesSequencesSequencesSequences    

RegionRegionRegionRegioncccc    

Length  Length  Length  Length  

of PCR of PCR of PCR of PCR 

productsproductsproductsproducts    

SSSS    5555''''----CGACCGACGACACAGACGACCGACGACACAGACGACCGACGACACAGACGACCGACGACACAGA----3333''''    2136213621362136----2151215121512151    BCRPBCRPBCRPBCRP    

ASASASAS    5555''''----CTTAAAATGAATGCGATTGATCTTAAAATGAATGCGATTGATCTTAAAATGAATGCGATTGATCTTAAAATGAATGCGATTGAT----3333''''    2590259025902590----2610261026102610    

475475475475    

   S   S   S   S    5555''''----CTGGTTTGATGTGCACGATGTTGGCTGGTTTGATGTGCACGATGTTGGCTGGTTTGATGTGCACGATGTTGGCTGGTTTGATGTGCACGATGTTGG----3333''''            907907907907----930930930930    MDMDMDMDRRRR----1111    

ASASASAS    5555''''----TGCCAAGACCTCTTCAGCTACTGTGCCAAGACCTCTTCAGCTACTGTGCCAAGACCTCTTCAGCTACTGTGCCAAGACCTCTTCAGCTACTG----3333''''    1179117911791179----1201120112011201    

295295295295    

SSSS    5555''''----GACGGGAGCTGGGAAGTCGACGGGAGCTGGGAAGTCGACGGGAGCTGGGAAGTCGACGGGAGCTGGGAAGTC----3333''''    4182418241824182----4201420142014201    MRPMRPMRPMRP    

ASASASAS    5555''''----ACAACCTACTCCGGTGCCACAACCTACTCCGGTGCCACAACCTACTCCGGTGCCACAACCTACTCCGGTGCC----3333''''    4553455345534553----4575457545754575    

396396396396    

SSSS    5555’’’’----GACTATGACTTAGTTGCGTTAGACTATGACTTAGTTGCGTTAGACTATGACTTAGTTGCGTTAGACTATGACTTAGTTGCGTTA----3333’’’’    1912191219121912----1932193219321932    ββββ----actinactinactinactin    

ASASASAS    5555’’’’----GTTGAACTGTTGAACTGTTGAACTGTTGAACTCTCTACATACTTCCGCTCTACATACTTCCGCTCTACATACTTCCGCTCTACATACTTCCG----3333’’’’    2392239223922392----2412241224122412    

501501501501    
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                                                                                                ⅢⅢⅢⅢ. . . . 결결결결                        과과과과    

    

1. BCRP1. BCRP1. BCRP1. BCRP내성세포의내성세포의내성세포의내성세포의    선별선별선별선별    및및및및 MCF MCF MCF MCF----7/MX57/MX57/MX57/MX5의의의의    내성기전내성기전내성기전내성기전    규명규명규명규명    

    

1) BCRP내성세포의 선별 

  BCRP의 기질약물인 mitoxantrone IC50농도를 함유한 배양액에서 MCF-7/WT 세

포주를 배양하여, 한 농도에서 약물을 3일간 투여 후 내성 표현형의 발현을 돕

기 위해 약물을 제거하여 며칠 또는 몇 주 배양한 후 confluent해지면 약물의 

농도를 50%씩 증가시키는 방법으로 선별하여 5 µg/ml의 mitoxantrone이 존재하

는 배지에서도 잘 자라는 내성 아세포주 MCF-7/MX5 세포주를 얻었다. MCF-

7/MX5 세포주는 MCF-7/WT 세포주와 비교시 doubling time이 배로 증가하였으며  

형태는 거의 비슷하였으나 뭉쳐서 자랐다. MCF-7/WT 세포주와 MCF-7/MX5 세포

주에서 여러 농도의 mitoxantrone을 처치한 결과 IC50값으로 비교시 MCF-7/MX5

는 MCF-7/WT보다 15.67배의 상대적 내성을 가지고 있었다(Fig 2). MCF-7/MX5 

세포주는 다른 항암제인 doxorubicin, camptothecin, irinotecan, 5-

fluorouracil 등 약물에도 교차내성을 보였다(Table 3). 

 

2) MCF-7/MX5세포주의 내성기전 규명 

  Mitoxantrone 내성 MCF-7 아세포주에 transporter 단백질인 Pgp, MRP, BCRP

의 과발현 유무를 확인하기 위하여 Westen blot과 RT-PCR을 시행하였다. 

Western blot을 시행한 결과 MCF-7/WT과 MCF-7/MX5세포주에서 Pgp단백질은 발

현이 되지 않았고 MRP단백질은 발현양이 같았다(결과미제시). RT-PCR의 결과도 

Western blot의 결과와 마찬가지로 MCF-7/WT과 MCF-7/MX5 세포주에서 Pgp  

cDNA은 발현되지 않았고 MRP cDNA은 발현양의 차이를 보이지 않았다(결과 미제

시). 그러나 MCF-7/WT 세포주에서는 BCRP의 발현양이 적었으나, MCF-7/MX5 세

포주에서는 MCF-7/WT 세포주보다 9.85배 더 발현되어 있었다(Fig. 2). BCRP 단

백질의 증가가 유전자 발현의 증가에 기인한 것인지를 알아보기 위하여 역전
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사-중합효소 연쇄반응을 시행한 결과 Western blot 분석의 결과와 같이 BCRP 

cDNA가 MCF-7/MX5에서 MCF-7/WT보다 4.1배 더 발현되어 있었다(Fig. 2). 이 결

과로 BCRP 단백질의 함량증가는 유전자 과발현으로 인한 mRNA의 증가 때문임을 

알 수 있었다. 

 

2.2.2.2. Flow cytometryFlow cytometryFlow cytometryFlow cytometry를를를를    이용한이용한이용한이용한    약물의약물의약물의약물의    축적실험축적실험축적실험축적실험    

  형광물질인 mitoxantrone의 축적을 flow cytometry를 이용하여 측정하였다. 

Flow cytometry를 이용한 세포내 약물축적실험에서 MCF-7/MX5는 mitoxantrone

의 세포내 축적이 MCF-7/WT보다 31.77% 감소되었다. MCF-7/MX5세포에서 감소된 

약물의 축적은 nicaedipine에 의해 12.33% 역전되었다. Sodium cyanide에 의해 

MCF-7/WT에서는 약물의 축적이 31.78% 증가되었고 MCF-7/MX5에서는 약물의 축

적이 53.97% 증가되었다(Fig 4). 

 

3.3.3.3. 화학요법화학요법화학요법화학요법    감작제의감작제의감작제의감작제의    스크리닝스크리닝스크리닝스크리닝    

  MCF-7/MX5에 BCRP의 기질로 알려진 항암제인 mitoxantrone을 세포의 생장에 

영향을 주지 않는 최대 농도(100 µM)가 되도록 넣어준 후 BCRP억제제로 잘 알

려진 nicardipine을 positive control로 사용하여 BCRP억제효과를 MTT방법으로 

측정하였다. 화학감작지수(chemosensitizing index, CI)를 MCF-7/MX5세포에서 

mitoxantrone이 존재하지 않을 때와 존재할 때 암세포를 40%를 억제하는 프라

보노이드의 약물농도의 비례값으로 계산하였다. Nicardipine은 자체독성을 보

이면서 CI값이 3.87이었으나, 5,7,4΄-trimethoxyflavone, 5,6,7,3΄,4΄,5΄-
hexamethoxyflavone, 5, 6, 7, 3΄,4΄-pentamethoxyflavone은 CI값이 각각 

14,67, 12.41, 5.15이상으로 BCRP의 억제제로 알려진 nicardipine보다 더욱 강

력한 효과를 보였다(Fig 5 및 Fig 6). 5,7,3΄,4΄-tetramethoxyflavone, 
7,3΄,4΄-trimethoxyflavone, 5,7,3΄,4΄-tetrahydroxy-flavone, 3,7-dihydroxy-
3΄,4΄-dimethoxyflavone은 CI값이 각각 2.46, 2.38, 1.65, 1.58이상 이었으며 

3,6,3΄,4΄-tetramethoxyflavone, 3,5,7-trihydroxy-3΄,4΄,5΄-trimethoxyflavone,  
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3΄,4΄-dimethoxyflavone, 3,3΄,4΄,5,7-pentahydroxyflavone은 400 µM이상에서 

효과가 없었다.(Fig 7 및 Table 4). 
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5,7,45,7,45,7,45,7,4΄----TRIMTRIMTRIMTRIMETHOXYFLAVONEETHOXYFLAVONEETHOXYFLAVONEETHOXYFLAVONE              5,6,7,3          5,6,7,3          5,6,7,3          5,6,7,3΄,4,4,4,4΄,5,5,5,5΄----HEXAMETHOXYFLAVONE HEXAMETHOXYFLAVONE HEXAMETHOXYFLAVONE HEXAMETHOXYFLAVONE     5,6,7,3    5,6,7,3    5,6,7,3    5,6,7,3΄,4,4,4,4΄----PENTAMETHOXYFLAVONEPENTAMETHOXYFLAVONEPENTAMETHOXYFLAVONEPENTAMETHOXYFLAVONE    

    
    

    

                                                                                                            

5,7,35,7,35,7,35,7,3΄,4,4,4,4΄----TETRAMETHOXYFLAVONE TETRAMETHOXYFLAVONE TETRAMETHOXYFLAVONE TETRAMETHOXYFLAVONE                                         7,3,47,3,47,3,47,3,4΄----TRIMETHOXYFLAVONE TRIMETHOXYFLAVONE TRIMETHOXYFLAVONE TRIMETHOXYFLAVONE          5,7,3         5,7,3         5,7,3         5,7,3΄,4,4,4,4΄----TETRAMETHOXYFLAVONE TETRAMETHOXYFLAVONE TETRAMETHOXYFLAVONE TETRAMETHOXYFLAVONE     

    

    

                                                                                                                                                                

    

3,73,73,73,7----DIHYDROXYDIHYDROXYDIHYDROXYDIHYDROXY----3333΄́́́,4,4,4,4΄́́́----DIMETHOXYFLAVONEDIMETHOXYFLAVONEDIMETHOXYFLAVONEDIMETHOXYFLAVONE        3,6,33,6,33,6,33,6,3΄́́́,4,4,4,4΄́́́----TETRAMETHOXYFALVONE  TETRAMETHOXYFALVONE  TETRAMETHOXYFALVONE  TETRAMETHOXYFALVONE                      3,5,73,5,73,5,73,5,7----TRIHYDROXYTRIHYDROXYTRIHYDROXYTRIHYDROXY----3333΄́́́,4,4,4,4΄́́́,5,5,5,5΄́́́----    

                                                                                                                                                                                                                    TRYMETHOXYFLAVONETRYMETHOXYFLAVONETRYMETHOXYFLAVONETRYMETHOXYFLAVONE    

    

    

    

3333΄́́́----4444΄́́́----DIHYDROXYFLAVONE    DIHYDROXYFLAVONE    DIHYDROXYFLAVONE    DIHYDROXYFLAVONE                                                3,33,33,33,3΄́́́,4,4,4,4΄́́́,5,7,5,7,5,7,5,7----PENTAHYDPENTAHYDPENTAHYDPENTAHYDROXYFLAVONE    ROXYFLAVONE    ROXYFLAVONE    ROXYFLAVONE        

    

    

Fig 1. Structure of eleven flavonoidsFig 1. Structure of eleven flavonoidsFig 1. Structure of eleven flavonoidsFig 1. Structure of eleven flavonoids    
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Fig. 2Fig. 2Fig. 2Fig. 2. Cytotoxicity of m. Cytotoxicity of m. Cytotoxicity of m. Cytotoxicity of mitoxantrone in the MCFitoxantrone in the MCFitoxantrone in the MCFitoxantrone in the MCF----7/WT and MCF7/WT and MCF7/WT and MCF7/WT and MCF----7/MX57/MX57/MX57/MX5    cellscellscellscells. . . . 

The cytotoxicity was determined using The cytotoxicity was determined using The cytotoxicity was determined using The cytotoxicity was determined using the the the the MTT assay. MTT assay. MTT assay. MTT assay.     
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Table 3. Relative resistance of the mitoxTable 3. Relative resistance of the mitoxTable 3. Relative resistance of the mitoxTable 3. Relative resistance of the mitoxantroneantroneantroneantrone----resistanresistanresistanresistant MCFt MCFt MCFt MCF----7 subline7 subline7 subline7 subline    

to a variety of anticancer drugs.to a variety of anticancer drugs.to a variety of anticancer drugs.to a variety of anticancer drugs.    

    

aaaa    ICICICIC50505050    value means drug concvalue means drug concvalue means drug concvalue means drug concentration required to inhibit 50% of growth entration required to inhibit 50% of growth entration required to inhibit 50% of growth entration required to inhibit 50% of growth 

(72(72(72(72----h exposure).h exposure).h exposure).h exposure).    

bbbb re re re relative resistance was caculated as the ratio of lative resistance was caculated as the ratio of lative resistance was caculated as the ratio of lative resistance was caculated as the ratio of ICICICIC50505050    which inhibited which inhibited which inhibited which inhibited 

50% growth of each drug50% growth of each drug50% growth of each drug50% growth of each drug----resistant sublines and the drugresistant sublines and the drugresistant sublines and the drugresistant sublines and the drug----sensitive parent sensitive parent sensitive parent sensitive parent 

line.line.line.line.    

CCCC numbers refer to  numbers refer to  numbers refer to  numbers refer to mitoxantrone concentratimitoxantrone concentratimitoxantrone concentratimitoxantrone concentrations in ons in ons in ons in µg/ml.g/ml.g/ml.g/ml.    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

ICICICIC50 50 50 50 
aaaa(((( µM)M)M)M)    

    

Relative Relative Relative Relative 

resistanceresistanceresistanceresistance    bbbb    

    

DrugDrugDrugDrug    

MCFMCFMCFMCF----7/WT7/WT7/WT7/WT    MCFMCFMCFMCF----7/MX57/MX57/MX57/MX5    cccc    MCFMCFMCFMCF----7/MX57/MX57/MX57/MX5 c c c c    

MitoxantroneMitoxantroneMitoxantroneMitoxantrone    1.031.031.031.03    16.1416.1416.1416.14                                15.6715.6715.6715.67    

DoxorubicinDoxorubicinDoxorubicinDoxorubicin    1.191.191.191.19    4.084.084.084.08    3.433.433.433.43    

CamptothecinCamptothecinCamptothecinCamptothecin    0.220.220.220.22    0.840.840.840.84    3.823.823.823.82    

IrinotecanIrinotecanIrinotecanIrinotecan    19.2919.2919.2919.29    98.0798.0798.0798.07    5.085.085.085.08    

5555----FluorouracilFluorouracilFluorouracilFluorouracil    52.6152.6152.6152.61                        233.5233.5233.5233.50000    4.444.444.444.44    
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Fig. 3Fig. 3Fig. 3Fig. 3. Expression of BCRP in . Expression of BCRP in . Expression of BCRP in . Expression of BCRP in the the the the MCFMCFMCFMCF----7/WT and MCF7/WT and MCF7/WT and MCF7/WT and MCF----7/MX57/MX57/MX57/MX5 cells cells cells cells. Levels of . Levels of . Levels of . Levels of 

BCRP and its mRNA were determined using Western blot anBCRP and its mRNA were determined using Western blot anBCRP and its mRNA were determined using Western blot anBCRP and its mRNA were determined using Western blot analysis and RTalysis and RTalysis and RTalysis and RT----PCR PCR PCR PCR 

methodmethodmethodmethod, respective, respective, respective, respectively. WT, MCFly. WT, MCFly. WT, MCFly. WT, MCF----7/WT; MX5, MCF7/WT; MX5, MCF7/WT; MX5, MCF7/WT; MX5, MCF----7/MX5.7/MX5.7/MX5.7/MX5.    
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Fig. 4Fig. 4Fig. 4Fig. 4. E. E. E. Effects of nicardipine and sodium cyanide on drug ffects of nicardipine and sodium cyanide on drug ffects of nicardipine and sodium cyanide on drug ffects of nicardipine and sodium cyanide on drug accumulationaccumulationaccumulationaccumulation in  in  in  in 

the the the the MCFMCFMCFMCF----7777/MX5 cells. /MX5 cells. /MX5 cells. /MX5 cells. IIIIntracellular drug accumulation was determined by ntracellular drug accumulation was determined by ntracellular drug accumulation was determined by ntracellular drug accumulation was determined by 

flow cytometry. flow cytometry. flow cytometry. flow cytometry. CCCCell suspensions (5 x 10ell suspensions (5 x 10ell suspensions (5 x 10ell suspensions (5 x 105555/ml) in PBS were exposed to /ml) in PBS were exposed to /ml) in PBS were exposed to /ml) in PBS were exposed to 

mitoxantrone (20 mitoxantrone (20 mitoxantrone (20 mitoxantrone (20 µΜ)))), ni, ni, ni, nicardipine (5 cardipine (5 cardipine (5 cardipine (5 µΜ), sodium cyanide (2 mM) at 3, sodium cyanide (2 mM) at 3, sodium cyanide (2 mM) at 3, sodium cyanide (2 mM) at 37777    ℃℃℃℃    

for 30 min. Cfor 30 min. Cfor 30 min. Cfor 30 min. Control represents mean fluorescence in the absence of ontrol represents mean fluorescence in the absence of ontrol represents mean fluorescence in the absence of ontrol represents mean fluorescence in the absence of 

mitoxantrone,mitoxantrone,mitoxantrone,mitoxantrone, nicardipine or sodium cyanide. nicardipine or sodium cyanide. nicardipine or sodium cyanide. nicardipine or sodium cyanide.    Nicardipine, BCRP inhibitor; Nicardipine, BCRP inhibitor; Nicardipine, BCRP inhibitor; Nicardipine, BCRP inhibitor; 

NaCN, sodium cyanide.NaCN, sodium cyanide.NaCN, sodium cyanide.NaCN, sodium cyanide.    
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Fig. 5Fig. 5Fig. 5Fig. 5. Chemosensi. Chemosensi. Chemosensi. Chemosensitizing effectizing effectizing effectizing effect of nicardipine t of nicardipine t of nicardipine t of nicardipine on on on on the the the the MCFMCFMCFMCF----7/MX5 7/MX5 7/MX5 7/MX5 cells. cells. cells. cells. TTTThe he he he 

cytocytocytocytotoxicity was determined using thetoxicity was determined using thetoxicity was determined using thetoxicity was determined using the MTT assay in the absence or presence  MTT assay in the absence or presence  MTT assay in the absence or presence  MTT assay in the absence or presence 

of 100of 100of 100of 100    µM mitoxantrone mitoxantrone mitoxantrone mitoxantrone    (24(24(24(24----h exposureh exposureh exposureh exposure).).).).    Bars, standard erroBars, standard erroBars, standard erroBars, standard errors; rs; rs; rs; 

Nicardipine, BCRP inhibitor; Nicardipine, BCRP inhibitor; Nicardipine, BCRP inhibitor; Nicardipine, BCRP inhibitor; ----/+, absence/presence./+, absence/presence./+, absence/presence./+, absence/presence.    
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Fig 6Fig 6Fig 6Fig 6. Flavonoid chemosensitizers superi. Flavonoid chemosensitizers superi. Flavonoid chemosensitizers superi. Flavonoid chemosensitizers superior to nicardipine. OMe, methoxy;or to nicardipine. OMe, methoxy;or to nicardipine. OMe, methoxy;or to nicardipine. OMe, methoxy;    

----/+, absence/presence./+, absence/presence./+, absence/presence./+, absence/presence.    
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Fig. 7Fig. 7Fig. 7Fig. 7. Chemosensi. Chemosensi. Chemosensi. Chemosensitizing effect oftizing effect oftizing effect oftizing effect of    other other other other flavonoids on flavonoids on flavonoids on flavonoids on ththththe e e e MCFMCFMCFMCF----7/MX5 7/MX5 7/MX5 7/MX5 cells cells cells cells 

overexproverexproverexproverexpressing BCRP in the presence of messing BCRP in the presence of messing BCRP in the presence of messing BCRP in the presence of mitoxantrone. Bars, standard itoxantrone. Bars, standard itoxantrone. Bars, standard itoxantrone. Bars, standard 

erroerroerroerrors; Nicardipine, BCRP inhibitor;rs; Nicardipine, BCRP inhibitor;rs; Nicardipine, BCRP inhibitor;rs; Nicardipine, BCRP inhibitor;    OMe, methoxy; OH, OMe, methoxy; OH, OMe, methoxy; OH, OMe, methoxy; OH, hydroxyhydroxyhydroxyhydroxy....    
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Table 4. Chemosensitizing effects of the Table 4. Chemosensitizing effects of the Table 4. Chemosensitizing effects of the Table 4. Chemosensitizing effects of the flavonoidsflavonoidsflavonoidsflavonoids on MCF on MCF on MCF on MCF----7/MX5 cells 7/MX5 cells 7/MX5 cells 7/MX5 cells 

overexpressing BCRPoverexpressing BCRPoverexpressing BCRPoverexpressing BCRP    

        

aaaa    ICICICIC40404040    value means drug convalue means drug convalue means drug convalue means drug concentration required to inhibit centration required to inhibit centration required to inhibit centration required to inhibit 44440% of growth 0% of growth 0% of growth 0% of growth 

(24(24(24(24----h exposure).h exposure).h exposure).h exposure).    

bbbb    +/+/+/+/----, presence/absence of drugs., presence/absence of drugs., presence/absence of drugs., presence/absence of drugs.    

cccc    chemosensitizing indechemosensitizing indechemosensitizing indechemosensitizing indexxxx = IC = IC = IC = IC40404040(MX(MX(MX(MX----)/IC)/IC)/IC)/IC40404040(MX+)(MX+)(MX+)(MX+)    

dddd        OMe, methoxy.OMe, methoxy.OMe, methoxy.OMe, methoxy.    

eeee        OH, hydroxyOH, hydroxyOH, hydroxyOH, hydroxy    

    

    

    

                                                                 

Chemosensitizer IC40

a
( µM ) 

MX (-
b
) 

IC40

a
( µM )  

MX (+
b
) 

CI
c
 

Nicardipine 99.19 26.19  3.87 

5,7,4’-OMe
d
 >400 27.27 >14.67 

5,6,7,3’ ,4’ ,5’- OMe
d
 >400 32.23 >12.41 

5,6,7,3’ ,4’- OMe
d
 >400 77.67 >5.15 

5,7,3’ ,4’- OMe
d
 >400 162.87 >2.46 

7,3’ ,4’- OMe
d
 >400 167.89 >2.38 

5,7,3’ ,4’-OH
e 

 392.57 237.97  1.65 

3,7-OH
e
-3’ ,4’- OMe

d
 >400 252.86 >1.58 

3,6,3’ ,4’- OMe
d
 >400 400 >1 

3,5,7-OH
e
-3’ ,4’ ,5’-OMe

d
  >400 400 >1 

3’ ,4’- OMe
d
 346.58 400 >1 

3,3’ ,4’ ,5,7-OH
e
 >400 >400 >1 
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                                                                    ⅣⅣⅣⅣ .  .  .  . 고고고고                            찰찰찰찰    

        

  항암제에 대한 암세포의 내성획득이 임상에서 암의 화학요법시 실패의 주된 

원인중의 하나로 생각되고 있다. 유방암내성세포에서도 내성출현이 치료의 큰 

장애가 되고 있어 예후가 좋지 않는 실정이다. 그러므로 유방암내성세포의 치

료율을 높이기 위해서 내성을 극복하는 화학감작제의 개발이 필요한 실정이다. 

본 연구에서는 유방암내성세포치료에 가장 흔히 사용되고 있는 항암제인 

mitoxantrone을 유방암내성세포주(MCF-7)에 처치하여 인위적으로 내성세포를 

선별하였고 이 세포를 이용하여 프라보노이드 화학감작제를 탐색하고자 하였다. 

선별한 MCF-7/MX5세포는 형태와 크기는 MCF-7/WT세포와 비슷하였으나 성장할

때 모여서 자라는 특성이 있으며 doubling time이 증가되었는데 이는 인위적으

로 만들어진 내성세포주에서 흔히 관찰되는 현상이다. 내성 유방암 아세포주에

서는 기질약물인 mitoxantrone에 15.67 배의 내성을 보였으며 mitoxantrone 내

성 유방암 아세포주는 선택약물인 topoisomerase Ⅱ 억제제인 mitoxantrone이

외에 anthracycline 항생제인 doxorubicin, topoisomerase Ⅰ억제제로 알려져있

는 camptothecin과 irinotecan, 항대사약물인 5-fluorouracil에도 다양한 정도

로 교차내성을 보였다. 따라서 mitoxantrone 내성 유방암 아세포주는 다약물내

성의 표현형을 보인다고 할 수 있다. 

Mitoxantrone 내성 MCF-7 아세포주에서 다약물표현형의 내성기전을 알아보기

위하여 3가지 가장 잘 알려진 transporter 단백질인 Pgp, MRP, BCRP의 과발현 

유무를 Westen blot과 RT-PCR을 시행하여 확인하였다. Western blot을 시행한 

결과 MCF-7/WT과 MCF-7/MX5세포주에서 Pgp단백질은 발현이 되지 않았고 MRP단

백질은 발현양의 차이가 없었다(결과 미제시). RT-PCR의 결과도 Western blot

의 결과와 마찬가지로 MCF-7/WT과 MCF-7/MX5 세포주에서 Pgp  cDNA은 발현되지 

않았고 MRP cDNA은 발현양의 차이를 보이지 않았다(결과 미제시). 그러나 

Western blot의 결과로 볼 때 MCF-7/MX5세포주에서는 BCRP의 발현양이 MCF-

7/WT보다 약 9.85배정도 많았으며, RT-PCR의 결과에서 볼 때 MCF-7/MX5 세포주
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에서는 MCF-7/WT 세포주보다 약 4.1배정도 과발현되어 있었다(Fig. 3). 이로부

터 MCF-7/MX5 세포주의 다약물내성기전은 BCRP단백질의 과발현에 의한 것으로 

생각되며 BCRP단백질의 과발현양이 mRNA과발현양보다 많은 것은 MCF-7세포에서 

BCRP단백질의 합성속도가 mRNA합성속도보다 빠르기 때문인 것으로 추측된다. 

  내성세포주에서 볼 수 있는 다약물내성 표현형의 특징중의 하나가 약물감수

성세포와 비교할 때 약물의 축적이 감소되어 있다는 것이다. Mitoxantrone 내

성 유방암 아세포주는 MCF-7세포와 비교할 때 세포내의 약물축적이 31.77%

감소되어 있었다. 또한 MCF-7/MX5에서 감소된 mitoxantrone의 약물축적은

BCRP억제제로 알려져 있는 nicardipine에 의해 12.33% 역전되었다. 이것은 

BCRP단백질의 배출펌프의 작용이 억제되었을 가능성이 높음을 시사하는 것이다. 

Sodium cyanide에 의해 MCF-7/WT에서는 약물의 축적이 31.78% 증가되었고 MCF-

7/MX5에서는 약물의 축적이 53.97% 증가되었다. 이와 같은 결과는 이 다약물내

성기전은 에너지(ATP)의존성 BCRP단백질의 배출펌프의 작용에 의한 가능성이 

높으나 BCRP단백질 이외의 기타 에너지(ATP)의존성 transporter단백질이 관여

하고 있는 것으로 생각된다. 

 BCRP를 억제하는 화학요법반응증가제는 지금까지 알려진 것들로는 

GF120918 (Mlliepaard 등, 2001)나 fumitremorgin C (Ji & Morris, 2004), 

nobobiocin (Shiozawa 등, 2004), nicardipine (Zhang 등, 2005)등이 있으며 

효과가 있으나 모두 세포자체독성이 강하다. 

  프라보노이드의 화학요법 감작제는 ATP의 아데닌 구조와 유사하기 때문에 

ATP결합부위에 결합한다(Conseil 등, 1998). 뿐만 아니라, 프라보노이드는 스

테로이드 RU 486의 결합을 부분적으로 억제한다(Sicheri 등, 1996). 스테로이

드결합부위는 ATP결합부위와 가까이 있기 때문에 프라보노이드가 ATP결합부위

와 주위의 스테로이드 결합부위에 결합하는 것으로 생각된다(Azevedo 등, 

1996). 그리하여 프라보노이드가 BCRP배출펌프를 억제함으로써 화학요법감작제

로 쓰일 수 있다. 

    천연물에서 유래되는 프라보노이드는 낮은 독성을 가지고 있기 때문에 비교
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적 많은 용량의 사용이 가능하다(Zhang 등, 2005). 이번 실험에서는 BCRP억제

제 screening을 위한 좋은 모델세포로 생각되는 MCF-7/MX5세포를 이용하여 11

가지 프라보노이드를 MTT방법을 이용하여 화학요법감작작용을 조사한 결과 2

가지를 제외한 다른 프라보노이드들은 다양한 화학감작작용을 나타냈다. BCRP

억제제인 nicardipine보다 높은 CI값을 가진 프라보노이드로는 5,7,4΄-

trimethoxyflavone, 5,6,7,3΄,4΄,5΄-hexamethoxyflavone, 5,6,7,3΄,4΄-

pentamethoxyflavone이었다. 이들 프라보노이드 구조활성관계에서 볼 때 

5,7,4΄-trimethoxyflavone에 3΄-methoxy기가 더해진 5,7,3΄,4΄-tetramethoxy- 

flavone의 CI값이 낮은 것으로 보아서 3΄-methoxy기는 BCRP억제활동에 부정적

인 역할을 하고, 5,6,7,3΄,4΄-pentamethoxyflavone에 5΄-methoxy기가 더해진 

5,6,7,3΄,4΄,5΄-hexamethoxyflavone의 CI값이 높아진 것으로 봐서 5΄-methoxy

기는 긍정적인 역할을 하는 것으로 생각된다. 
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VVVV. . . . 결결결결                            론론론론                

    

  MCF-7/MX5세포는 기질약물인 mitoxantrone에 15.67배의 내성을 보였으며 또

한 다른 항암제에도 교차내성을 보여 다약물내성을 표현하였다. MCF-7/MX5세

포에서 BCRP protein이 과발현되었으며 BCRP억제제인 nicardipine에 의해 억

제되는 배출펌프의 기능도 하고 있으며 MCF-7/MX5세포는 BCRP억제제 screenig

을 위한 좋은 모델세포로 생각된다. 이 모델세포를 이용하여 11가지 프라보노

이드를 MTT방법을 이용하여 화학요법감작작용을 조사한 결과 5,7,4΄-

trimethoxyflavone, 5,6,7,3΄,4΄,5΄–hexamethoxyflavone, 5,6,7,3΄,4΄-penta- 

methoxyflavone은  BCRP의 억제제로 알려진 nicardipine보다 더욱 높은 화학

감작작용을 보였으며 BCRP억제제개발의 좋은 후보물질로 기대된다. 
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                                                                        ⅥⅥⅥⅥ....    감사의감사의감사의감사의    글글글글    

    

  배움의 희망을 안고 조선대학교 의과대학 약리학교실로 석사공부 하러 온지 

벌써 2년, 모든 것이 낯설고 신기하던 때가 어제 같은 데 벌써 2년이 지나고 

졸업을 맞이하게 되였습니다. 그 동안 외국 땅 에서 모든 것이 생소하고 막막

하던 저에게 힘과 용기를 심어주고 항상 따뜻한 배려와 관심을 주신 모든 분들

께 진심으로 감사를 드리고 싶습니다. 

  2년 동안 저한테 좋은 학습기회를 주시고 학자의 길로 인도해주시고 연구의 

진리와 도를 깨우쳐주신 스승님인 최철희교수님께  충심으로 감사의 뜻을 전하

고 싶습니다. 언제나 친절한 웃음으로 반겨주신 임동윤교수님, 친구처럼 편하

게 대해주시던 전영진교수님 그리고 바쁘신 일상에도 저의 논문을 심사해주신 

김권천교수님, 항상 엄격하게 요구하시던 윤지수교수님 감사합니다. 처음으로 

저한테 실험을 가르쳐주신 항상 친절하시고 세심한 이태범실장님, 선배이신 항

상 부지런한 주미씨와 화끈한 현이씨, 그리고 항상 천진한 웃음을 가진 지윤언

니, 항상 마음 따뜻한 조교미선씨, 여러분의 따스한 배려와 도움이 있었기에 

저의 유학생활이 재미있고 다채로웠던 같습니다. 그리고 항상 옆에서 고무해주

시고 챙겨주시던 해부학의 이모, 같은 중국에서 온 열정적인 미홍언니께 감사

의 마음을 전합니다. 

  멀리 계시지만 항상 걱정해주시고 고무격려해주시던 작은 이모와 이모부, 그

리고 나에게 힘과 동력이 되어준 항상 용기를 잃지 않고 힘차게 살아가는 사랑

하는 나의 가족에게 이 논문을 드립니다. 
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