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ABSTRACT

Role of Prooxidant on DNA Damage of Human 

Fibrosarcoma Cells by Pycnogenol(PYC)

                     Park Yeon-sun

                                                  Advisor : Prof. Young-Gon Kim, Ph.D 

                              Department of Biology,

                                            Graduate School of Chosun University

  Flavonoids are a group of naturally occurring phenolic compounds 

which are widely distributed in nature. Although, many dietary 

flavonoids have been suggested to be beneficial for health as an 

antioxidants against oxidative stress, however, a number of studies 

show that these can also exhibit prooxidant role under certain 

condition. Pycnogenol (PYC), polyphenolyic compounds with antioxidative 

activity, acted as a prooxidant causing a copper and iron dependent DNA 

damage in human  fibrosarcoma cells (HT1080). Treatment of DNA from 

plasmid pBR322 and human fibrosarcoma cells with PYC plus copper and 

i r o n  c a u s e d  s t r a n d  s c i s s i o n  a n d  t h e  f o r m a t i o n  o f 

8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) in DNA. DNA strand breaks and 

formation of 8-OHdG were closely related to the metal ions and PYC 

concentrations. On the contrary, PYC further did not induce apoptosis 

of HT 1080 cells at higher concentrations of PYC in the presence of 

transition metals in cells, but rather protected cells from 

prooxidant-induced apotopsis. These results imply that intracellular 

metal ions induced reactive oxygen species and may have dependent upon 



the concentrations of antioxidants for protection in the oxidative 

cleavage of DNA and apoptotic cell death. 
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Ⅰ. 서 론

  산소는 지구상에서 가장 많은 원소로서 건조대기 중의 21%를 차지하고 있으

며, 호기성 생물은 이렇게 풍부한 산소를 전자수용체로 하는 호흡을 통해 에너

지를 획득한다. 그러나 이와 같이 생명유지에 절대적으로 필요한 산소이지만 안

정한 분자상태인 기저삼중합산소 (ground state triplet oxygen)가 체내 효소

계, 환원대사, 화학약품, 공해물질, 광화학반응 등의 각종 물리적, 화학적, 환

경적 요인 등에 의하여 슈퍼옥사이드 라디칼 (superoxide radical, O2
․
) 하이드

록실 라디칼 (hydroxyl radical, ․OH), 과산화수소 (hydrogen peroxide, H2O2), 

일중항산소 (singlet oxygen, 1O2)와 같은 반응성이 매우 큰 활성산소 (active 

oxygen)로 전환되면 생체에 치명적인 산소독성을 일으키는 양면성을 지니고 있

다 (Adelson, et al., 1988; Sawyer 와 Valentine, 1981; Tolmasoff, et al., 

1980, figure 1). 이들 활성산소는 세포구성 성분들인 지질, 단백질, 당, DNA 

등에 대하여 비선택적, 비가역적인 파괴 작용을 함으로써 노화는 물론 암을 비

롯하여 뇌졸중, 파킨슨병 등의 뇌질환과 심장질환, 허혈, 동맥경화, 피부질환, 

소화기질환, 염증, 류마티스, 자기면역질환 등의 각종 질병을 일으키는 것으로 

알려져 있다 (Afanas'ev, et al., 1989; Halliwell, 1987). 또한 이들 활성산소

에 의한 지질과산화 결과 생성되는 지질과산화물을 비롯하여 여러 가지 체내 과

산화물도 세포에 대한 산화적 파괴로 인한 각종 기능장애를 야기함으로써 노화

와 질병의 원인이 되기도 한다 (Yun, et al., 1996, figure 2, 3). 한편, 정상

적인 세포에서도 대사과정 중 어느 정도의 프리라디칼과 기타 활성산소 및 과산

화물이 생성되고 있으나 생체 내에는 이들에 대한 방어기구로서 superoxide 

dismutase (SOD) (Lushchak, 2006), catalase (Cui, et al., 2006), peroxidase 

(Manzoori, et al., 2006) 등의 항산화효소와 함께 vitamin E (Cemek, et al., 

2006; Sampayo-Reyes 와 Zakharyan, 2006), vitamin C (Szeto, et al., 2006), 

glutathione (Kaszycki, et al., 2006), ubiquinone(Bauerova, et al., 2005) 

등과 같은 항산화물질이 존재하여 스스로를 보호하고 있다. 그러나 이와 같은 
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생체방어기구에 이상이 초래되거나 각종 물리적, 화학적 요인들에 의하여 활성

산소의 생성이 생체방어계의 용량을 초과하게 될 경우 산화적 스트레스 

(oxidative stress)가 야기된다. 따라서 이와 같은 프리라디칼을 소거할 수 있

는 생체 내에서 활성산소의 생성기작은 figure 1에서 보는 바와 같이 다양한 생

체 내 반응에 의해서 이루어지는 독성물질이다.

Figure 1. 생체 내에서의 활성산소 생성양식
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Figure 2. 프리라디칼 을 발생하는 환경인자

Figure 3. 프리라디칼에 관련된 질병 (Cross, et al., 1987)



- iv -

  따라서 이러한 활성산소의 제거를 위한 항산화제를 통해 노화 (Guymer 와 

Chong, 2006) 및 각종 질환의 억제 (Ito, et al., 2006; Inatsu, et al., 2006) 

또는 치료제 (Attri, et al., 2006; Arnott, 1997; Halliwell, et al., 1989)로

서 활용하고자 하는 노력이 활발하다. 항산화제 (antioxidants)는 전산화제 

(prooxidants)와는 반대로 유지의 산화속도를 억제는 물질들이나 요인들로 일반

적으로 항산화제 또는 산화방지제로 알려져 있다. 원래 항산화제란 식용 유지나 

식품 중의 지방질 성분의 산패 (Afanas'ev, et al., 1995)에만 관련된 용어는 

아니며, 일반적으로 어떤 임의의 산화과정의 속도를 억제하여 주는 물질이나 요

인이면 항산화제라고 표현할 수 있다 (Costa, et al., 2006; Lin, et al., 

2005; Li, et al., 2005). 항산화제를 산화나 전산화에 의한 산화반응 억제 물

질로 규정하지만, Barry Halliwell은 “산화성 물질과 비견할 만한 낮은 농도에

서 충분히 산화를 지연시키거나 방어할 수 있는 어떤 물질”이라고 포괄적으로 

정의 내리고 있다 (Halliwell 와 Hoult, 1988). 또한 생물학적 관점에서 축소해

석하면 항산화제는 생체 내에서 산화성 스트레스로 인하여 생성되는 산화물질의 

불균화 및 산화 억제 기능을 위한 방어하는 물질 또는 효소라고 규정지을 수 있

다 (Das, 1994; Ueda 와 Armstrong, 1996). 항산화제의 작용은 자가산화의 유도

기에서 프리라디칼이나 peroxy-radical에서 hydroperoxide를 생성하는 속도를 

효과적으로 억제하고 안정한 화합물로 전환시킴으로써 산화를 억제한다. 또한 

항산화제는 hydroperoxide가 분해되어 최종 산화물인 carbonyl 화합물의 생성을 

억제하는 효과가 없어 산화가 상당히 진행된 상태에서는 그 효과를 기대할 수 

없다. 

  프리라디칼의 연쇄반응을 정지시키는 물질은 phenol성의 화합물이 다수를 이

룬다. 이러한 항산화물질의 작용을 보면 유지의 자동산화의 생성물인 peroxy 

radical (R-OO
․
)에 hydroxy radical (․OH)를 제공하여 안정한 화합물로 전환시켜 

프리라디칼의 연쇄반응을 억제한다 (Noda, et al., 1997). 이때 항산화제는 프

리라디칼이 되지만 비교적 안정한 phenol의 공명구조를 갖는다. 따라서 항산화

제가 모두 소비되면, 또 자동산화의 연쇄반응이 시작된다. 결국 산화를 끝내 방

지하는 것이 아니고, 산화에 이르기까지의 유도기를 연장시키는 작용이 있다.

ROO
․
   +  AH  →  ROOH  +  A

․
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  또한 peroxy-radical 생성 전에, 즉 기질 (RH)이 탈수소되어 프리라디칼이 생

성되는데 이때 생성된 프리라디칼에 항산화제가 hydroxy radical (․OH)을 제공함

으로서 radical 연쇄반응을 억제한다.

R
․
  +  AH  →  RH  +  

․
A

A
․
  +  H

․
  →  AH (synergist의 작용)

  항산화제에 대한 연구는 McCord와 Fridovich (1969)에서 superoxide radical

을 소거하는 효소인 SOD를 발견한 것을 계기로 생체내의 활성산소의 발생, 생물

독성 및 방어․소거기구 등에 관하여 관심을 갖게 되면서 본격적으로 진행되었다 

(Park, et al., 2005). 주로 식품 첨가물로서의 항산화제 개발을 위한 연구에서 

최근 각종 질병 및 노화 등에 활성산소 및 과산화물이 직접적인 원인으로 작용

한다는 사실이 밝혀지면서 항산화제 연구는 노화억제 및 질병치료제로서의 항산

화제를 찾는 연구로 전환되고 있는 실정이다 (Fridovich, 1983; Fridovich, 

1986; Challem, 1998). 호기성 생물에는 활성산소에 의한 산화적 손상을 방어하

는 기구로서 라디칼 생성을 미연에 방지하는 예방적 항산화제 (preventive 

antioxidant)와 이미 생성된 radical을 빠르게 소거하는 연쇄절단형 항산화제 

(chain-breaking antioxidant)가 있다.

  전자에는 SOD, catalase, peroxidase 등의 효소류와 xanthine oxidase 저해

제, 금속 chelator 등이 있다. 일반적으로 항산화제라 함은 지질의 과산화를 방

지하는 작용을 가진 저분자화합물이라고 좁은 의미로 쓰이는 경우가 많으며, 연

쇄절단형 항산화제를 일컫는다 (Lyon, 1971). 인체 내에서 항산화제로서 작용하

는 방어체계의 분포와 특성을 요약하면 다음과 같다 (figure 4). 

Figure 4. 인체 내 항산화 방어계의 분포 및 특성
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  그리고 항산화제의 방어기작을 보면 예방적 기능, 라디칼 소거 기능으로 요약

할 수 있다 (figure 5).

Figure 5. 프리라디칼에 의한 산화적 손상에 대항하는 항산화 방어

  또는 크게 효소계와 비효소계로 분류할 수 있다. 이러한 분류는 유전인자에 

의해 생성되는 단백질 효소와 화학물질인가의 차이로 구분된다. 전자를 생체 내

에서 필연적으로 발생하는 악성 화학분자들을 억제하거나 그 기능을 발휘할 수 
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없도록 발달해온 유전적 특성으로 간주한다면, 후자는 외부로부터 섭취한 항산

화 물질을 통해 방어할 수 있도록 갖추어진 체계이다. 모든 식용 물질 속에는 

대부분 그 양의 정도에는 차이가 있으나 항산화제나 항산화 효소가 들어있다. 

지금까지 알려진 항산화제는 수용성항산화제와 지용성항산화제, 그리고 항산화

효소로 나누어진다. 

  수용성항산화제인 bilirubin은 사람의 혈장 속에 약 5~20 μM 정도 들어 

있으며 in vitro 실험에서 나타나듯이 비효소적 항산화성 방호 역할을 하는 

것으로 밝혀졌다 (Hatfield 와 Barclay, 2004). Bilirubin의 항산화성 활성은 

α-tocopherol보다 낮지만 산소농도가 낮은 조건하에서는 리소좀의 산화를 

α-tocopherol보다 더 잘 억제시킨다. Bilirubin이 혈장 내 수용성 

항산화제로서의 역할은 peroxyl radical로 유도된 linoleic acid의 산화를 

효과적으로 억제하며, albumin의 광산화를 억제하며, xanthine oxidase로 

매개되어 일어나는 근세포 손상 억제에서 잘 나타난다. 

  지용성항산화제인 Q-10 (Coenzyme Q-10)은 소의 심장에서 발견된 비타민의 

일종으로 ubiquinone으로도 불린다. 그리고 ubiquinone의 환원형을 

ubiquinol이라 부르며 높은 항산화력을 지닌다. Ubiquinone은 우리 몸 어디에나 

분포되어있으며 에너지를 만드는 생체시스템에서 필요한 물질이다 

(Michalkiewicz, 2006). Pycnogenol (PYC)은 oligomeric proanthocyanidins 

complexes 또는 polyphenol의 상표명이다. Pycnogenol은 화학물질이 아니며 

적어도 40여 종류의 다른 물질로 구성되어 있다. Pycnogenol (PYC)는 French 

maritime pine bark (Pinus pinaster Ait.)에서 추출한 물질로서 다량의 

polyphenol을 함유하고 있다 (Blazso, et al., 1994; Blazso, et al., 1995; 

Blazso, et al., 1996; Blazso, et al., 1997; Liu, et al., 2004). 

주성분으로서 catechin과 epicatechin을 단위로 하는 procyanidine으로 

구성되어 있고 이에 taxifolin과 여러 종류의 phenolic acid로 구성된 

bioflavonoids를 함유하고 있다.  

  항산화 효소들은 O2
․
, H2O2 그리고 peroxide, ․HO 라디칼 등의 독성을 탈독성화 

시키거나 억제시키는 기능을 지니고 있다. 이 중 catalase (hydrogen-peroxide :

hydrogen-peroxide oxidoreductase)는 거의 모든 유기 호흡 생물에서 볼 수
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있으며, 고 순도 상태로 분리된 효소 중 하나이다 (Hassan 와 Fridovich, 

1978). Catalase는 서로 다른 세포형태에 따라 그 존재 위치가 다른데 간이나 

신장의 peroxisome에서처럼 부세포 기관 내에 존재하거나 microperoxi- 

some에서처럼 훨씬 더 작은 소기관내에 존재한다. E. coli 경우는 HPⅠ과 HPⅡ 

(Hydroperoxidase)로 불리는 두 개의 catalase 또는 hydroperoxidase를 지니고 

있다. HPⅠ은 2개의 protoheme Ⅸ 그룹을 지니는 84 kd의 동일 소단위의 

tetramer로 catalase-peroxidase의 이중기능을 가지고 있으며, 이는 katG에 

의해 발현되어지고, HPⅡ는 93 kD의 동일 소단위의 Hexamer로써 한 단위당 

하나의 heme를 지니는 단일 기능을 하며 (Loewen 와 Switala, 1986), HPⅡ의 

합성은 37.8 min에 위치한 katE (Loewen, 1984)와 59.0 min에 위치한 katF 

(Loewen 와 Triggs, 1984) 에 의해 영향을 받는다.  

  산화적 스트레스가 노화를 비롯하여 각종 질환을 일으키는 중요한 원인임이 

입증됨으로써 프리라디칼 소거활성을 갖는 항산화제의 노화억제 및 질환의 치료

제로서 가능성이 크게 부각되고 있다 (Johnson, et al., 1988; Kedziora 와 

Bartosz, 1988; Kim, et al., 1997; Koshino, et al., 1996). 그러나 천연 및 

합성 항산화제는 의약품 또는 연구시약으로 사용되어 그 활용가능성을 늘여가고 

있으나, 독성 및 in vivo 계에서의 여러 가지 문제점으로 인하여 산화적 스트레

스에 의한 노화 및 각종 질병의 치료용 의약품으로서의 사용에 한계를 지니고 

있다 (Kuhnau, 1976; Laughton, et al., 1989). 이러한 한계를 보고 본 연구에

서는 과연 이러한 항산화제가 in vivo 에서의 독성과 in vitro 상에서 어떤 차

이를 보이는지를 확인하여 항산화제의 활성도와 이들의 활용가능성을 구명하고

자 한다. 어떠한 생물체라도 DNA를 가지고 있고, 이 DNA를 통해 생물체의 특성

을 짓게 된다. 이 중요한 물질은 세포 내부에 존재하고 있지만 그 생물체가 접

하게 되는 환경에 따라 여러 위험 물질에 노출이 되기도 한다.

  산소라디칼은 세포 내에서 독성을 야기시키는 주요 요인으로서 단백질의 티올

그룹 (thiol group)의 산화를 유발하여 투과막 대사산물과 이온 수송과  같은 

효소의 기능을 상실시키고 (Misra, 1974), 다불포화 지방산 지질과 콜레스테롤

의 과산화물 형성으로 인한  막의  투과성  성질의  변화를  초래하며 

(Halliwell 와 Gutteridge, 1984), 핵산의 산화적 분리로 (Adelman et al.,
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 1988) 돌연변이 (Storz et al., 1987), 발암 (Cerutti et al., 1988), 세포의 

분화를 일으키는 체세포 손상 (Bradley, et al., 1981; McBride, et al., 

1991)을 초래한다. 라디칼은 매우 불안정한 물질로 반응성이 크며, 수명도 짧아 

10-3 ~ 10-9/초의 수명을 가지고 있는데 이는 다른 반응에 비해 라디칼이 

관여하는 반응은 활성화 에너지가 매우 작기 때문인 것으로 알려져 있다. 생체 

내에서 라디칼은 여러 가지 원인에 의해 만들어진다. 과산화효소에 의해 

라디칼이 만들어지기도 하는데 지질과산화 효소는 지방을 과산화지질로 만들어 

라디칼을 생성하기도 하며, xanthine과 xanthine oxidase가 직접 하이드록실 

라디칼 (이하 ․OH로 표시)을 생성하는 명백한 증거가 없으며 오히려 킬레이트성 

물질이 xanthine oxidase와 결합하여 chelated xanthine oxidase로 변화되어 

․OH을 생성한다고 보고하였다 (Bradley 와 Sovitj, 1989). 한편 중금속같이 

라디칼이 쉽게 생성되는 물질을 섭취하였을 때 라디칼이 만들어 진다 (Morel, 

et al., 1993). 생체 내에서의 라디칼은 반응성이 매우 커서 조직이나 세포 

내에 들어가 세포조직을 파괴하기도 하며 (Kvietys, et al., 1989; Hong, et 

al., 1989), 또한 체내에서 생성된 슈퍼옥사이드 (O2
․)와 ․OH이 세포조직을 

파괴하는 것으로 알려져 있는데 (Aruoma, et al., 1989; Floyd, et al., 1986; 

Floyd, 1990a), Okezie는 O2
․와 ․OH이 DNA의 염기 구조에 손상을 준다고 

보고하였다 (Diwadaroglu, et al., 1990). O2
․와 ․OH은 주로 Fenton 반응에 

의해서 생성되는 철이온 (Ⅲ)과 과산화수소수의 반응식으로서 반응식은 아래와 

같다.

Fe3++ EDTA + 2H2O2 → Fe2+-EDTA + O2
․ + 2H+ 

Fe3+-EDTA + O2
․ →  Fe2+-EDTA + O2 

Fe2+-EDTA + H2O2 → Fe3+-EDTA + ․OH + ․OH

  금속이온이 라디칼 생성에 미치는 영향은 금속이온의 산화환원반응에 의해 

과산화수소수에서 ․OH이나 O2
․를 생성하는 것으로 알려져 있다. 또한 O2

․는 Cr 

(Ⅳ)과 반응하여 ․OH나 ․OH 라디칼을 생성하게 된다.

O2
․ + Cr (Ⅳ) → Cr (Ⅴ) + O2 

Cr (Ⅴ) + H2O2 → Cr (Ⅳ) + ․․OH + ․OH
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  위의 반응식을 더하면 아래와 같다. 

O2
․ + H2O2 → O2 + 

․OH + ․OH 
O2

․ + H2O2 → O2 + 
․OH + ․OH 

Cr (Ⅳ)은 과산화수소수에서 라디칼생성반응을 촉진시키는 촉매로서 작용한다. 

즉, 과산화수소수의 라디칼 생성 반응에서 Cr (Ⅳ)은 촉매로서 작용하며, 

반응속도를 증가시킨다. 또한 NADH와 NADH oxidase에 의해 라디칼이 생성되는데 

이 때의 반응을 Harber-Weiss 반응에 의해서 진행된다.

  체내에서 생성되는 O2
․는 superoxide dismutase에 의해 라디칼이 소멸되는데 

그 때의 반응은 다음과 같이 진행된다. 

O2
․ + O2․ + 2H+ → O2 + H2O2 

이러한 산화성 물질에 대한 제거 작용과 금속이온에 대한 킬레이트 작용에 

의하여 항산화 작용을 갖고 있는 물질이 세포 성분의 산화성 손상을 억제한다고 

추정하고 있다 (Fong, et al., 1976).  이들 항산화제는 ․OH나 O2
․같은 반응성 

산소대사물과 metal ion-oxygen 복합체에 대한 제거 작용을 통하여 금속이온에 

의한 손상을 억제할 것으로 추정된다.

O2
․ + H2O2 → O2 + 

․OH + ․OH
 

  이와 같이 활성산소라디칼은 일차적으로 산화적 손상을 유발시키고, 라디칼 

자체의 연속된 반응을 통해 다른 반응성산소라디칼, 즉 과산화수소 (H2O2)와 

수산화라디칼 (․OH)을 형성하는데 이들 또한 생명체에 매우 위협적인 존재이다 

(Demple, et al., 1991; Imlay 와 Linn, 1986, 1988). 활성산소 라디칼은 

일련의 연속된 반응 중에 형성되며 그 자체가 계속되는 것이 아니라 in vivo 

상태에서 연구하는 것은 쉽지 않다. 따라서 in vitro 상에서 금속이온을 

이용하여 인위적으로 라디칼을 형성한다. 생물에게 있어 라디칼에 의해 

유도되는 DNA 손상은 세포의 손상과 더불어 나타나는 필연적인 결과로서 

생명체에 치명적인 영향을 일으킨다는 점이 무엇보다 중요하다. 

  본 실험에서 사용된 항산화제인 Pycnogenl (PYC)는 PYC는 식물에서 
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 천연적으로 생성되는 수용성 플라보노이드 (Gazella, 1998)로 현재 소나무 

표피라던가 포도씨와 포도 껍질 그리고 cranberries에서 분리할 수 있는 

bio-플라보노이드 로 주목받고 있다 (Rohdewald, et al., 1998).  현재까지 

연구된 PYC의 생리작용은 항산화제 (Grimm, et al.,  2004), 대사생리조절 

(Devaraj, et al., 2002; Virgili, 1997), 세포기능조절 (Packer, 1994, 1997; 

Veurink, et al., 2003), LDL산화억제(Passwater, 1994), 지질산화억제 

(Nelson, et al., 1998), 항염증 작용 (O'Brien, 1997) 등으로 요약될 수 있다. 

PYC는 항산화 물질로서의 역할에 대한 연구 (Rong, 1995; Passwater 와 

Kandaswa₩mi, 1994)가 지속적으로 이루어지고는 있지만 아직 암세포에 대한 

영향에 대해서는 연구가 미비하다 할 수 있다 (Watson, et al., 1998). 

  이에 따라 실험에 사용된 fibrosarcoma는 soft tissue sarcoma중 가장 흔하여 

중년, 노년층에 남․여 모두에게서 발견되는 원발성 암세포로 fibroblast의 

배열모양이 herringbone pattern (tumor cell의 배열이 생선가시모양으로 

된다)으로 큰 방추형의 섬유아세포들이 다양한 크기의 묶음으로 얽혀져 있는 

섬유아세포 유래의 악성종양으로 구분되어 성장속도가 빠르고 침윤성과 확산 

전이가 빠르다 (Miki, et al., 2000). 이에 실험에 사용하여 단시간내에 세포 

포집과 결과 관찰이 용이하였기에 Human fibrosarcoma cell인 HT1080세포를 

사용하게 되었다.

  본 연구에서는 기존에 개발되어 시중으로 유통되고 있는 항산화제 중 6가지를 

선별하여 in vitro 상에서 금속이온을 선택하여 손상을 입은 경우 어떤 효과가 

있는 지를 실험 해본 결과 가장 심하게 DNA의 손상을 일으킨 PYC를 중심으로 인

간의 Fibrosarcoma 세포에서 금속이온의 독성에 따른 DNA의 손상 정도에 어떤 

효과가 있는 지를 규명하고자 한다. 따라서 본 연구에서는 먼저 in vivo 상에서

의 세포들의 금속이온과 항산화제로 알려진 플라보노이드 계열의 Pycnogenol 

(PYC)을 첨가하여 이에 따른 반응을 보고, 세포의 손상정도를 DNA를 추출하여 

ELISA 와 high performance liquid chromatography (HPLC)를 통해 측정하고자 

한다. 그리고 in vitro 상에서는 Plasmid DNA에 직접적으로 금속이온으로 

라디칼을 형성시켜, 항산화제와 함께 처리하였을 때의 DNA 손상 정도를

electrochemical detecter (ECD)를 이용한 high performance liquid
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 chromatography (HPLC)로 DNA의 산화적 손상지표인 8-OHdG (Floyd, 1990b)의 

측정을 통해 분석함으로서,  중금속에 관한 DNA손상 정도와 중금속과 PYC를 함

께 처리하였을 때를 비교하고자 한다. 이를 통해 in vivo 와 in vitro 상의 차

이를 이해하고, PY C의 암세포에 적용 가능성을 탐구해 보고자 한다.
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Ⅱ. 재료 및 방법 

１. 시 약 

１) 항산화제 및 금속이온

  본 실험에 사용된 시약은 플라보노이드 계열의 항산화제인 Sigma사의 

Bilirubin (C33H36N4O6), Astaxanthin (C40H52O4), Coenzyme Q-10 (C59H90O4), 

Butylated Hydroxytoluene (BHT=2,[6]-Di-tert-Buthl-p-cresol, C15H24O) 와 

Catalase (from bovine liver)를 사용하였고, 다른 항산화제인 Pycnogenol 

(PYC, US patent # 4,698,360)는 신선한 해송에서 추출하여 파우더 형태로 만든 

제품을 사용하였다. 항산화제를 녹인 유기 용매제로는 Sigma 사의 DMSO를 

사용하여 각각 1 M의 원액을 만들어 실험 전에 3차 증류수로 희석하여 

사용하였다. 금속이온으로는 Sigma사의 Copper Chloride (CuCl2), Ion Chloride 

(FeCl2)를 사용하였다. 모든 시약은 사용 전에 필터 (ADVANTEC, Inc., Dublin, 

CA, USA)를 통해 걸러낸 후 사용하였다. 

２) 세포 배양 및 추출

  DNA용 Buffer에 들어간 시약은 DNA 및 금속이온의 용매제로 Ambion사의 20X 

tris-buffer를 사용하였다. Buffer의 희석은 Mili-Q로 증류한 3차 증류수를 

필터 (ADVANTEC, Inc. Dublin. CA. USA)를 사용하여 이를 필터하고 autoclave로 

120 ℃에서 15 min 간 멸균한 증류수로 1X의 Tris-buffer (Ambion, USA)로 

만들어 사용하였고, 실험에 사용된 Plasmid DNA는 pBR322이 형질전환된 E. coli 

(DH 5α-pGem R-eawy, hGMCSF[Hind Ⅲ], Chunnam National University)에서 

QIAGEN의 DNA plasmid purification, plasmid midi  kit (QIAGEN, USA)를 

이용하여 추출, 1X의 Tris-buffer (Ambion, USA)로 녹여 실험하였다. HT1080 

(human fibrosarcoma cell, Dr. Lee at Medical Centre of Chunnam National 

University)은 실험하기 3일 전 액체질소에 저장되어있던 균주을 배양을 한 후 
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실험 전 cell counter로 cell counting (MTT와 XTT용에는 5X104 세포를 사용, 

HPLC와 ELISA용에는 1X106 세포를 사용)하여 사용하였다. HT1080의 배양은 CO2 

incubator에서 37 ℃, 18시간 배양시켰다. 이때 사용된 배양액은 Gemini사의 

세포 배양용 배양액, serum, antibiotics, NaHCO3 (cell culture grade, Sigma), 

Culture flask or dishes, PBS (cell culture grade, Gemini), Trypsin 혹은 

Trypsin-EDTA (BRL사의 trypsin-EDTA는 0.5 % trypsin, 5.3 mM EDTA으로 

판매되며 이를 PBS로 10배 희석하여 1X trypsin-EDTA로 사용한다.), 배양된 

세포는 Hemocytometer 및 cell counter로 측정했다. HT1080의 DNA에 추출은 

Protease K (QIAGEN, USA), RNase A (Sigma, USA), Nuclease P1 (Sigma, USA), 

Alkaline phosphatase (Takara kit, Japan), DNase 1 (Sigma, USA), Lysis 

buffer (mixture)를 사용하여  Freshney (1987)의 방법에 따라 분리하였다. 

DNA의 정량은 DNA concentrater (promega, USA)를 사용하였다.

３) HPLC와 ELISA

  HPLC로 8-OHdG를 분석하기 위한 용매로 20 %의 mobile phase와 5 %의 

methanol의 running buffer를 사용하였다. HPLC의 mobile phase는 Sigma사의 23 

mM의 citric acid, 42 mM의 sodium acetate, 50 mM의 sodium hydroxide, 1 

ml/L의 acetic acid의 조성으로 만들었으며, Aldrich사의 Methanol을 

사용하였다. 8-OHdG 측정 시 Ethanol을 사용하여 column을 씻어준 후, 

8-OH-2․-dG standard에 Rnase A (50 ㎍/ml), Nuclease P1 (1,800 unit/ml)를 

첨가하여 배양기에서 1시간동안 반응시킨 것을 사용하여 8-OHdG의 기준을 

잡았다. Buffer를 만들 때 사용된 증류수는 Mili-Q 증류수 제조 장치로 얻은 

3차 증류를 사용, 필터 (ADVANTEC, Inc., Dublin, CA, USA) 후, autoclave로 

120 ℃에서 15 min간 멸균하여 사용하였다. 이때 사용된 column은 ultrasphere 

ODS column (4.6 ㎜ X 25 ㎝. Beckman사)를 이용하였다. High Performance 

Liquid Chromatography (HPLC)는 waters breeze (Ic-10vp, Waters Co. Ltd.)를 

사용하였으며, electrochemical detection (ECD)는  L-ECD-6A (Shimazu Co. 

Ltd.)를 사용하였다.    
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8-OHdG의 측정에 사용된 ELISA는 COSMOBIO사의 Highly Sensitive 8-OHdG

Check kit를 사용하였다. 

2. 금속이온과 항산화제에 의한 DNA 손상

  금속이온에 따른 DNA의 손상과 항산화제의 방어 효과를 규명하기 위하여 

pBR322 플라스미드를 사용하였다. 이 plasmid의 크기는 3.4 kb이다. 

  DNA에 반응 시킬 시료로 금속이온은 Cu2+ (Copper Chloride, CuCl2)과 Fe2+ 

(Ion Chloride, FeCl2)을 사용하였다. 이 금속이온은 1X tris-buffer에 녹여 

각각 1 mM의 원액을 만들어 사용하였고, 항산화제인 PYC는 1 ㎍/ml, 10 ㎍/ml, 

100 ㎍/ml를 DMSO를 사용하여 원액으로 만들어 사용하였다. 그리고  Bilirubin, 

Astaxanthin, Coenzyme Q-10,  Butylated Hydroxytoluene (BHT)와 Catalase는 

DMSO를 사용하여 1 mM의 원액을 만들어 사용하였다. 

  시료의 양은 총 부피 20 ㎕에서 Plasmid DNA는 1 ㎍/ml로 정량하여 냉동 보관

된 DNA를 0.5 ㎍/ml씩 사용하고 (약 0.5 ㎕), 금속이온인 CuCl2, FeCl2는 1X 

tris- buffer에 녹여 각각 1 mM/ml의 원액으로 보관된 것을 200 μM/ml의 농도

가 되도록 사용했다 (4 ㎕). Pycnogenol (PYC)은 1, 10, 100 ㎍/ml의 원액을 만

들어 놓고 1, 3, 5, 10, 20, 50, 100 ㎍/ml. 그리고 Bilirubin, Astaxanthin, 

Coenzyme Q-10, BHT는 1 mM/ml의 원액을 만들어 각각 200 μM/ml씩을 처리 (4 

㎕), Catalase는 1,000 unit/ml의 원액을 만들어 놓고 200 unit/ml씩 사용했다 

(4 ㎕). 결과적으로 1.5 ml EP tube에 총량을 20 ㎕으로 하여 시료들을 제외한 

나머지 량은 autoclave 후 filteration (ADVANTEC, Inc., Dublin, CA, USA)한 3

차 증류수로 고정했다. 

  Tube에 시료와 D.W.를 넣고 37 ℃ incubator에 넣어 1시간 동안 반응시킨 후 

0.8 % agarose gel에 20분간 전기 영동하여 EtBr (ethidium bromide)로 5분간 

염색하여 image master (Pharmacia Biotech, USA)로 측정했다.
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3. Pycnogenol의 Fibrosarcoma에서의 세포생존률 측정

１. Animal cell culture

1) 배양액 제조

  먼저 실험에 사용되는 배양액은 Harrison (1989)의 방법을 따랐다. 배양액은 

Gemini사의 FBS (Fetal Bovine Sera)를 사용하였다. 배양액은 DMEM powder 1 

pack, Sodiun Biocarbonate powder (NaHCO3), Antibiotics (BRL), Fetal calf 

serum (FCS), 1.0 N NaOH 및 1.0 N HCl (세포 배양용)을 섞어, Bottle top 

filter로 필터링한 후, 멸균한 500 ml bottle에 담아 4 ℃에 보관했다. 기타 사

용하는 모든 시약들은 cell culture grade의 제품을 사용했다. 

  배양액 제조방법은 DMEM 1 pack을 3.7 g의 NaHCO3와 함께 4차 증류수 1 liter

에 교반하여 완전히 녹인 후 NaOH와 HCl을 이용하여 pH 7.2로 고정했다. 

Filtering 장치를 culture bench 안에 setting하고 무균적인 조건을 유지하면서 

clean bench에서 Stirring 하여 완전히 녹인 pH 7.2의 DMEM을 filter하였다. 

Filtering 한 배양액을 멸균해 놓은 bottle 2개에 450 ml로 나누고, 남은 100 

ml의 배양액은 멸균한 cornical tube에 보관하였다가 transfection 등 serum 

free 배양액이 필요할 때에 사용하였다. 450 ml에 FCS 50 ml, antibiotic 

antimicotics. (AA; Gibco.BRL)을 5 ml를 첨가하고 표기한 뒤 4 ℃에 보관하며 

사용하였다. 

2) Serum inactivation 

  Serum은 사용하기 전에 비활성화의 전처리를 하기위해서 Serum을 56 ℃에서 

30분 동안 가열하여 serum 속에 존재하는 항체 및 조성 물질을 불활성화 시켰

다.  본 실험에서 이용한 HT1080 세포의 배양을 위해 serum을 비활성화 시켰으

며, Serum은 50 ml 씩 cornical tube에 나누어 놓고 -20 ℃에 보관하여 유지했

다.

  먼저 냉동상태의 serum을 먼저 상온에서 완전히 녹이고, water bath는 56 ℃ 
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로 조절시켰다. 이때 serum 이 들어있는 용기와 같은 용기에 증류수를 500 ml 

채우고 온도계를 설치했다. 그리고 이 증류수 병과 serum bottle을 함께 water 

bath에 담근 후 증류수가 56 ℃될 때부터 30분간 water bath에 방치하여 사용했

다 .

 

3) Cell Plating 

  HT1080 세포는 ATCC (American type culture collection) 에서 구입하였으며, 

성장배지 (serum, 항생제, 배양액)를 제조하고 사용하기 30분 전에 미리 37 ℃ 

water bath에 담가 두어 배양액의 온도를 37 ℃가 되게 준비. 받은 cell 

storage vial 을 floating rack에 끼우거나 뚜껑 부분을 손으로 잡고 37 ℃ 

water bath에 잠시 담가 녹인다. 녹기 시작하면 즉시 꺼내 cell culture bench

에서 10 cm culture dish에 배양액을 10 ml 넣고, Pasteur pipette 이나 blue 

tip 등 끝이 뾰족한 pipette을 이용하여 vial 속의 내용물을 옮기고 suspension

했다. Culture flask를 사용할 경우 뚜껑을 완전히 잠그지 않고, 뚜껑을 헐겁게 

닫아 배양기 내에서 CO2 교환이 잘되도록 조절했다. CO2 배양기에서 배양 후 24

시간이 된 세포를 포집하여 세포가 바닥에 붙어 살아있음을 확인하고 새로운 배

양액으로 교환했다.

4) Cell Maintaining 

  바닥에 붙어있는 세포들은 분열을 하여 서서히 성장하게 되는데, 이때 세포의 

성장에 필요한 영양소 및 성장인자 등은 배양액으로부터 공급 받으므로, 2 내지 

3일 간격으로 새로운 배양액으로 교체했다. HT1080 세포의 항산화제와 금속이온

에 따른 세포증식 효과를 보기 위해 XTT와 MTT를 병행하여 실험하였다. 이를 위

해 cell counting을 통해 5X104의 세포수가 되도록 조절하여 96 well의 growth 

dish에 계대배양을 시행했다. 그리고  HPLC와 ELISA에 사용될 HT1080 세포는 6 

well의 growth dish에 1X106로 cell counting 하여 계대배양을 시행했다.

  먼저 사용할 PBS (phosphate buffered saline)와 배양액, 그리고 1X trypsin- 

EDTA 를 37 ℃ water bath에 담가 놓아 사용 전 37 ℃가 되도록 조정하였다. 기

존의 배양용 배양액을 모두 분리하여 제거해 내고 PBS를 5 ml를 가하였다. 
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  뚜껑을 덮고 dish를 살짝 흔들어 모든 면에 PBS가 퍼지도록 하고 이 PBS를 분

리하여 제거하였다. 남아있는 배양액 및 serum을 모두 제거하고자 PBS 세척을 

한번 더 반복하였다. 37 ℃ 의 trypsin-EDTA solution을 1 ml를 가하여 dish의 

표면이 모두 덮이게 하였다 (10 cm dish 기준, 0.5 - 1 ml).  

  표면이 모두 덮인 것을 확인한 후 dish의 뚜껑을 닫고 옆면에 약간의 두드림

을 주어 세포가 바닥에서 떨어지게 유도 하였다. trypsin-EDTA solution으로 세

포가 떨어진 것을 확인하고 배양액을 5 - 10 ml 넣고 well의 바닥을 씻어 주어 

혹시 남아있을 지도 모르는 세포까지 모두 포집한 후, 50 ml cornical tube 로 

옮긴 후 pipette으로 몇 번 up and down 하여 세포가 단일세포들로 잘 분산될 

수 있도록 하였다. 세포를 포집하기 위해 사용한 trypsin을 제거를 위해 약 200 

Xg 정도에서 2분 정도 약하게 원심분리를 한 후, 상층의 배양액을 분리하여 제

거해 내고 배양에 사용할 배양액을 5 ml 정도 넣고 pipette으로 현탁시켰다. 여

기에 70 ml의 배양액을 가해 다시 잘 섞어준 다음 0.1 ml씩 96 well의 dish에, 

2 ml씩 6 well의 dish에 각각 나누어 넣었다. 각기 나누어 담은 dish는 흔들리

지 않도록 조심하면서 37 ℃의 CO2 배양기에 넣고 18시간동안 배양하였다.

２. MTT와 XTT

  세포을 나눈 것 중 96 well에 계대배양을 해 over-night한 dish에 MTT와 XTT

를 하여 세포생존율과 증식율을 측정하였다. MTT assay의 실험원리는 탈수소 효

소작용에 의하여 노란색의 수용성 기질인 MTT tetrazolium을 청자색을 띄는 비

수용성의 MTT formazan (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetraz- 

olium bromide)으로 환원시키는 미토콘드리아의 능력을 이용하는 검사법이다. 

MTT formazan의 흡광도는 540 nm의 파장에서 최대가 되며, 이 파장에서 측정된 

흡광도는 살아있고 대사가 왕성한 세포의 농도를 반영한다. XTT의 실험원리는 

dehydrogenase를 통하여 생세포의 활성을 측정하는 방법, XTT에 첨가되는 PMS 

(phenazine methosulfate)는 일종의 electron coupling agent로서 biore- 

duction을 증가시키게 된다. 생세포에 XTT와 PMS를 첨가하면 생세포의 

mitocondrial dehydrogenase에 의해 XTT의 tetrazolium ring이 분해되어 

formazan crystal을 생성하게 되며, formazan crystal은 수용액에 녹아 오렌지
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색을 나타내게 된다.

  본 실험을 위해 먼저 MTT는 96 well dish에 각 농도의 금속이온, PYC와 배지 

혼합액을 분주하고 24시간 배양 후 5 mg/mol 의 MTT [3-(4,5-dimethylthia- 

zol-2-yl)-2,5-dephenyltetrazolium bromide] 시약을 well당 25 ㎕를 첨가해 4

시간 더 배양한 후 ELISA reader (Mac. USA)에 넣고 450 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 

  XTT는 96 well dish에 각 농도의 금속이온, PYC와 배지 혼합액을 분주하고 24 

시간 배양 후 미리 37 ℃에서 완전 용해된 용액을 1 ml의 XTT 용액 (JBI XTT 

kit)과 20 ㎕의 PMS 용액 (JBI XTT kit)으로 혼합하여 사용 후 14시간동안 CO2 

배양기에서 반응시킨 후 ELISA reader에 넣고 450 nm에서 흡광도를 측정한다. 

이때 MTT와 XTT 모두 빛을 받을 경우 결과 나오지 않게 되므로 암실에서 실험하

였다. 금속이온인 CuCl2와 FeCl2는 1 mM/ml의 원액을 만들어 놓고, 200 μM/ml의 

농도로 넣어주는데 MTT와 XTT는 96 well의 dish에서 행하므로 0.2 ml가 넘지 않

도록 계산하였다. PYC는 1, 10, 100 ㎍/ml의 원액을 먼저 만들어 놓고, 1, 3, 

5, 10, 20, 50, 100 ㎍/ml의 농도로 처리했다.

4. 항산화제의 HPLC와 ELISA를 통한 8-OHdG 생성 확인

１. HPLC

  실험 전 계대배양 해 놓은 6 well의 dish들에 HT1080세포에 금속이온인 

CuCl2와 FeCl2는 1 mM/ml의 원액에서 각 tube 당, 전체 부피당 200 μM/ml의 

농도가 되도록 넣어주었다. Bilirubin, Astaxanthin, Q-10, BHT는 1 mM/ml의 

원액에서 200 μM/ml의 농도를 넣고, Pycnogenol (PYC)은 100 ㎍/ml의 원액에서 

10 ㎍/ml의 농도를 넣고, Catalase는 1,000 unit/ml의 원액에서 200 unit/ml이 

되도록 넣어 24시간동안 37 ℃, CO2 배양기에서 반응시켰다.

  반응이 끝난 후 배양액을 모두 분리, 제거한 후 PBS 1 ml를 가하였다. 뚜껑을 

덮고 dish를 살짝 흔든 후 PBS를 suction으로 제거했다. 37 ℃ 의 trypsin- 
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EDTA solution을 소량 가하여 dish의 표면이 모두 덮이게 한 후(10 cm dish 기

준, 0.5 - 1 ml), 약간의 두드림을 주어 세포가 바닥에서 박리되도록 했다. 

  증류수를 0.1 ml 더 첨가 하여 포집하여 pipette으로 1.5 ml tube로 옮겨 

원심분리 (5,000 rpm, 2 min)를 하여 세포를 포집하여 세척한 후, lysis buffer 

(5 M Guanidine thiocyanate, 25 mM sodium citrate, 100 mM 2-mercap- 

toethanol, 2000unit protease K, 50 ㎍/ml RNase A)를 0.2 ml씩 넣고 

1시간동안 실온에서 반응시켜 세포를 분해했다. 그 후 동량의 isopropyl 

alcohol을 첨가하고 ice에서 1시간 후 원심분리 (14,000 rpm, 4 ℃, 20 

min)시켜 상층액을 제거하고 70 % ethanol로 세척했으며, 원심분리를 통해 

알콜을 제거하고 추출했다. 그리고 최종 1X tris-buffer로 녹여 정량했다. 

그리고 HT1080 세포의 DNA 량은 값은 0.5 ㎍/ml로 정량하여 사용하였다.

  정량된 HT1080의 DNA는 HPLC-ECD system (Breeze, USA)을 이용하여 

분석하였다. 분석에 사용된 column은 ultrasphere ODS column (4.6 ㎜ X 25 ㎝. 

Beckman사), 8-OHdG는  8-OHdG standard (Shigma)를 사용하여 프로토콜에 따라 

조정하였다.

  8-OHdG를 분석하기 위한 용매로 20 %의 mobile phase와 5 %의 methanol의 

running buffer를 사용하였다. Mobile phase의 조성은 23 mM의 citric acid, 42 

mM의 sodium acetate, 50 mM의 sodium hydroxide, 1 ㎖/L의 acetic acid을 

사용하였고, 분석조건은 column의 bath 온도는 35 ℃, pressurization 시간은 

15 min, 속도는 1 ml/min, 시료의 양은 5 ㎕를 이용했다. 검출 된 8-OHdG의 

양은 4 min대의 peak의 높이를 측정하였다. 8-OHdG 측정 시 peak의 겹침 현상을 

방지하기 위해 시료 측정 후 3차 증류수를 주입해 column을 씻은 후 다음 

시료를 주입하여 사용했다.

２. ELISA

  전날 계대배양 해 놓은 6 well의 dish들에 금속이온과 PYC를 넣고 24시간 CO2 

배양기에서 반응 시켰다. HT1080 세포에 CuCl2와 FeCl2는 1 mM/ml의 원액에서 각 

tube 당 200 μM/ml의 농도가 되도록 고정시켰다. Pycnogenol (PYC)는 1, 10, 
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100 ㎍/ml의 원액에서 1, 5, 50, 100 ㎍/ml의 농도로 각각 조절했다. 그리고 24

시간동안 37 ℃, CO2 배양기에서 반응시켰다. 반응이 끝난 후, 배양용 배양액을 

모두 제거해 내고 PBS 1 ml를 가했다. 뚜껑을 덮고 dish를 살짝 흔든 후 PBS를 

suction으로 제거한다. 37 ℃ 의 trypsin-EDTA solution을 소량 가하여 dish의 

표면이 모두 덮이게 한 후 (10 cm dish 기준, 0.5 - 1 ml), 약간의 두드림을 주

어 세포가 바닥에서 떨어지게 했다. 증류수를 0.1 ml 더 첨가 하여 pipette으로 

1.5 ml EP tube로 옮겼다. 원심분리 (5,000 rpm, 2 min)를 하여 세포를 모와 세

척을 하고 lysis buffer (5 M Guanidine thiocyanate, 25 mM sodium citrate, 

100 mM 2-mercaptoethanol, 2,000 unit protease K, 50 ㎍/ml RNase A)를 0.2 

ml씩 넣고 1시간동안 실온에서 반응시켜 세포를 분해시켰다. 이때 동량의 

isopropyl alcohol을 첨가하고 ice에 1시간동안 반응시킨 후 원심분리 (14,000 

rpm, 4 ℃, 20 min) 시켰다. 상층액을 제거하고 70 % 알콜로 세척시켰다. 최종

적으로 1X의 tris-buffer로 녹여 정량했다. HT1080 세포의 DNA의 정량한 값은 

0.5 ㎍/ml로 환산했다. 이 정량한 DNA를 ELISA로 실험하여 ELISA reader기로 측

정했다.

  실험 전 미리 primary antibody 와 the primary antibody solution을 섞어 준

비 한 후, 추출한 HT1080 DNA 시료를 50 ㎕씩 각 well에 넣어주었다. 준비된 

primary antibody를 각 well에 50 ㎕씩 넣고 뚜껑을 닫고 잘 흔든 후 over 

night incubate하여 primary antibody와 시료를 부착시켰다. Well에 들어 있는 

상층액을 제거한 후 250 ㎕ washing solution으로 각각의 well을 잘 씻어 주었

다. 이를 3번 반복하여 남은 antibody를 완전히 제거하였다. Secondary 

antibody와 secondary antibody solution을 실험 직전에 만들어 100 ㎕씩 각 

well에 넣고 잘 흔든 후, 실온에서 1시간동안 반응시켰다. Well에 들어 있는 상

층액을 제거한 후 250 ㎕ washing solution으로 각각의 well을 잘 씻어 주었다. 

이를 3번 반복하여 남은 antibody를 완전히 제거하였다. Chromatic solution 

(enzyme substrate solution)을 1/100으로 희석제에 희석하여 각 well에 100 ㎕

씩 넣고 어두운 곳에 두고 실온에서 15 min간 반응시켰다. Reaction 

terminating solution을 100 ㎕을 첨가하여 잘 흔들어 주어 반응의 종결을 시켰

다. 실온에서 5분 반응 후 ELISA reader에 넣고 450 nm의 흡광도로 측정하였다.
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Ⅲ. 결 과 

1. 금속이온과 항산화제에 의한 DNA 손상정도 

  항산화제를 처리하였을 때의 반응을 보기위해 bilirubin, astaxanthin, Q-10, 

catalase, PYC, BHT를  0.2 mM의 FeCl2와 0.2 mM의 CuCl2 을 처리하여 1시간동안 

37℃의 배양기에서 반응시켰다 (Figure 6). Plasmid DNA는 Fe2+와 Cu2+만 처리하

였을 때 단일가닥이던 DNA가 두 가닥으로 끊어지는 것을 확인할 수 있다. 여기

에 항산화제인 bilirubin, astaxanthin, Q-10, BHT를 0.2 mM 농도로, catalase

는 200 unit/ml, PYC는 20 ㎍/ml를 처리하면 DNA의 손상이 더 심해지는 것을 볼 

수 있다. 기존에는 항산화제가 ․OH를 제거하여 DNA 상의 손상을 줄이는 것이라는 

결과가 있었지만 이 실험에서는 금속이온이 존재하기 전 항산화제만으로도 DNA

에 손상을 주면 더불어 금속이온을 처리하면 그 전산화제로서의 역할이 더 커지

는 것을 볼 수 있다. 

  결과적으로 plasmid DNA의 agarose gel에 전기영동 패턴은 Fe2+와 Cu2+가 존재

할 때 항산화제에 의해 보호받지 못하고 항산화제는 prooxidants로 작용한 것을 

볼 수 있다. 항산화제 중 PYC가 가장 DNA의 손상인 단일가닥 분리에 전산화제로

서 작용에 활성화를 보였고 PYC 〉astaxanthin 〉catalase 〉BHT 〉Q-10 〉

bilirubin의 순서로 DNA 손상 정도의 결과를 볼 수 있었다. 이러한 사실로 보아 

항산화제로 활용된 본 샘플들은 금속이온의 반응으로  인한 DNA의 회복에 결정

적으로 항산화제의 기능보다는 전산화제로서 작용함을 알 수 있었다. 다른 항산

화제들에게서도 나타나는 현상이나 특히 PYC는 Fe2+와 Cu2+이 같이 반응하였을 경

우 전산화제로서 작용이 활성화됨을 알 수 있다. 

  한편 figure 7에서 보는 바와 같이 금속이온의 영향에 따른 PYC의 농도별 효

과를 통해 볼 수 있듯이 150 ㎍의 PYC에서 가장 단일가닥의 DNA의 손상이 높았

고, PYC의 농도가 증가함에 따라서 Fe2+와 Cu2+의 처리에 따른 효과를 이들 모두

에서 비슷한 양상을 보였음을 알 수 있었다. Plasmid DNA의 손상은 Cu2+ 
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(figure, A)와 Fe2+ (figure, B)가 존재할 때 PYC의 농도가 증가할수록 더 심해

지는 것을 볼 수 있다.

  DNA에 첨가된 PYC만 존재하였을 때도 DNA의 손상이 일어나며 PYC농도에 의존

적인 것을 볼 수 있다. 단일가닥 plasmid의 슈퍼코일구조는 전기영동 패턴을 통

해 금속이온이 존재할 경우 PYC는 prooxidant로서 작용하는 것을 볼 수 있다. 

  결과적으로 Plasmid DNA의 agarose gel에 전기영동패턴은 Fe2+와 Cu2+가 존재할 

때 PYC의 농도가 증가할수록 손상이 더 심해지는 것을 확인하였다.
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Figure 6. pBR322의 plasmid DNA에 Cu2+와 Fe2+의 손상에 따른 항산화제의 효과

: bilirubin, astaxanthin, Q-10, BHT를 0.2 mM, catalase는 200 unit/ml, PYC는 20 ㎍/ml

를  0.2 mM의 FeCl2와 0.2 mM의 CuCl2 을 처리하여 1시간동안 37℃의 배양기에서 반응.
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A.

B.

A.

B.

Figure 7. 금속이온의 영향에 따른 PYC의 농도별 효과 

: pBR322 plasmid (0.5 ㎍) 을 0.2 mM의 FeCl2와 0.2 mM의 CuCl2를 첨가하여 1시간동안 3

7℃의 배양기에서 반응하여 line 1은 control로 line 2는 오로지 금속이온인 Cu2+와 Fe2+

만을 처리한 것이다. 남은 line은 PYC를 농도별 (1, 5, 10, 20, 50, 100, 150 ㎍/ml)로 

처리. 
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2. Pycnogenol의 Fibrosarcoma에서의 세포생존률 측정 

  MTT 결과 (Figure 8) PYC만 처리하였을 때 농도별로 세포생존률이 낮아지는 

것을 볼 수 있다, 이는 금속이온인  Fe2+와 Cu2+가 먼저 처리되어 있을 경우 더 

많은 손상을 주어 세포 생존률이 낮아지는 것을 볼 수 있다. 특히 Cu2+를 

처리하였을 때는 Cu2+만으로도 많은 손상을 주는 것을 볼 수 있다. 이는 PYC가 

prooxidants로 작용했다는 것과 금속이온인 Fe2+와 Cu2+가 존재할 경우 PYC는 

방어기작으로 작용하지 않는다는 것을 알 수 있다. 

  XTT 결과 PYC만 처리하였을 때 높은 민감성을 보이는데, 이는 금속이온인 

Fe2+와 Cu2+가 먼저 처리되어 있을 경우 더 많은 손상을 주어 세포생존률이 

낮아지는 것을 볼 수 있다 (Figure 9). 특히 Cu2+를 처리하였을 때는 

Cu2+만으로도 많은 손상을 주는 것을 볼 수 있다. 여기에 항산화제인 PYC를 

처리하게 되면 PYC가 금속이온에 대한 방어기작으로 작용하지 않고, 더 많은 

손상을 주는 것을 알 수 있다. PYC와 Fe2+가 처리된 세포와 PYC만을 처리한 

세포에서는 20 ㎍/ml의 PYC 농도에서 급격하게 생존률이 낮아지는 것을 볼 수 

있다. 이는 PYC가 prooxidants로 작용했다는 것과 금속이온인 Fe2+와 Cu2+가 

존재할 경우 PYC는 방어기작으로 작용하지 않는다는 것을 알 수 있다.



- xxvii -

Figure 8. HT1080 세포의 MTT assay를 통한 세포의 생존률 측정 

: Human fibrosarcoma 세포에 0.2 mM의 Fe2+와 0.2 mM의 Cu2+와 함께 PYC를 1, 3, 5, 10, 

20, 50, 100 ㎍/ml의 농도로 처리하여 24시간동안 반응 시킨 후 암실에서 25 ㎕의 MTT 

[3-(4,5-dimethyl-thiazol -2-yl)-2,5-dephenyltetrazolium bromide ]를 처리, 4시간동안 

반응시켰다. 그 후 450 nm의 흡광도에서 ELISA reader 사용하여 측정.

Figure 9. HT1080 세포를 XTT method의 mitocondrial dehydrogenase을 통한 세

포의 생존률 측정 

          : Human fibrosarcoma 세포에 0.2 mM의 Fe2+와 0.2 mM의 Cu2+와 함께 PYC를 1, 3, 5, 10, 

20, 50, 100 ㎍/ml의 농도로 처리하여 24시간동안 반응 시킨 후 암실에서 1 ml의 XTT 용

액 (JBI XTT kit)과 20 μl의 PMS 용액 (JBI XTT kit)을 섞어 50 ㎕씩 처리, 14시간동안 

반응시켰다. 그 후 450 nm의 흡광도에서 ELISA reader 사용하여 측정.
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3. HPLC와 ELISA를 통한 8-OHdG 생성 확인 

  Cu2+와 Fe2+은 DNA 가닥을 분해하고, 항산화제인 bilirubin, astaxanthin, 

Q-10, catalase, PYC와 BHT에 의해서도 DNA가 분해되는 것을 알 수 있었다 

(Figure 6). Bilirubin, astaxanthin, Q-10, catalase, PYC와 BHT를 HT1080 

세포에 처리하고 37℃에서 24시간동안 반응시켜 8-OHdG의 생성정도를 

측정하였다 (Figure 10). Fe2+와 Cu2+를 세포에 처리하였을 때, 
․
OH, O2

․
 그리고 

과산화수소에 의한 산화적 스트레스에 의해 DNA 가닥의 분해가 되는 것으로 

관찰되었다. HT1080 세포에 bilirubin 만을 처리했을 때, 8-OHdG의 생성이 

줄어든 것을 볼 수 있다 (Figure 10, A). 이는 Fe2+와 Cu2+를 처리한 세포에 

bilirubin을 처리하면 8-OHdG의 감소를 더 확실히 볼 수 있다. In vitro 

상에서는 DNA에 손상을 주어 prooxidants로 작용하였던 항산화제가 HT1080 

세포에 in vivo 상에 직접적으로 투여할 경우에는 antioxidants로 작용하는 

것을 볼 수 있다. 이런 경향은 astaxanthin (Figure 10, B), Q-10 (Figure 10, 

C), PYC (Figure 10, D), catalase (Figure 10, E) 와 BHT (Figure 10, F) 

에서도 볼 수 있고, bilirubin과 astaxanthin가 처리되었을 때 금속이온에 의한 

산화적 스트레스에 가장 방어적이라 할 수 있다. 그러나 항산화제에 의한 세포 

생존률 측정 시 세포의 수가 줄어 든 것을 볼 수 있으므로 (Figure 9), 

항산화제와 금속이온인 Fe2+와 Cu2+에 의한 세포의 수가 줄어듦에 의해 측정된 

8-OHdG의 양이 줄어들었을 수 도 있다. 이러한 유의점에 따라 가장 낮은 변화를 

보인 PYC를 농도별로 처리하여 금속이온이 존재할 때에 따른 8-OHdG의 변화를 

측정하였다 (Figure 11). Figure 11, A 와 같이 PYC의 농도가 증가 할수록 

8-OHdG의 양은 줄어드는 것을 볼 수 있다. Cu2+를 처리 후 PYC를 처리하면 PYC의 

농도에 따라 8-OHdG의 양이 줄어드는 것을 확인할 수 있다 (Figure 11, B). 

Fe2+를 처리하였을 경우 PYC의 농도에 따라 10 ㎍/ml의 PYC 농도 까지는 다른 

Cu2+를 처리 했을 때와 같은 패턴을 보이나, 50 ㎍/ml의 PYC 농도부터는 

8-OHdG의 양이 증가함을 볼 수 있다 (Figure 11, C). 이는 50 ㎍/ml의 PYC 

농도에서 Fenton reaction이 세포에 일어나 8-OHdG의 양이 증가했다고 볼 수 
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있다.

  Figure 12는  HT1080 세포와 8-OHdG의 형성에 미치는 Fe2+와 Cu2+의 효과를 

ELISA kit를 이용하여 측정한 것이다. PYC를 24시간 처리 시 농도가 증가할 수 

록 8-OHdG의 양이 줄어드는 것을 볼 수 있다. Cu2+를  처리하고 PYC를 농도별로 

처리하였을 경우도 8-OHdG의 양이 줄어드는 것을 볼 수 있다. 그러나 Fe2+의 경

우에는 PYC의 농도가 증가하였을 때 10 ㎍/ml 농도의 PYC까지는 8-OHdG의 양이 

줄어들지만, 그 보다 높은 농도인 50 ㎍/ml부터는 8-OHdG의 양이 증가하는 것을 

볼 수 있다. 이는 Fe2+에 의한 Fenton reaction이 일어나고 이를 PYC가 방어하지 

못하게 됨으로서 8-OHdG가 증가된 것이라 볼 수 있다. PYC의 농도에 따라 

8-OHdG의 양이 감소하게 되고 Cu2+의 경우도 PYC의 농도에 의존하여 8-OHdG의 양

이 감소함을 볼 수 있다. 그러나 Fe2+는 PYC의 농도에 의존적이지 않다는 것을 

볼 수 있다.
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Figure 10. HPLC를 통한 항산화제의 8-OHdG 산물 측정 

: (A) Bilirubin 200μM/ml와 0.2 mM의 Cu2+와 Fe2+, (B) Astaxanthin 200 μM/ml와 0.2 mM

의 Cu2+와 Fe2+, (C) Q-10 200 μM/ml와 0.2 mM의 Cu2+와 Fe2+, (D) Pycnogenol 10 ㎍/ml

와 0.2 mM의 Cu2+와 Fe2+, (E) Catalase 200 unit/ml와 0.2 mM의 Cu2+와 Fe2+, (F) BHT 

200 μM/ml와 0.2 mM의 Cu2+와 Fe2+로 처리하여 24시간 배양기에서 반응 후 DMA를 추출

하여 HPLC로 측정.
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Figure 11. Fe2+와 Cu2+이온이 8-OHdG 형성에 미치는 영향에 따른 PYC의 농도별 

효과 

: (A) PYC만을 1, 5, 10, 50, 100 ㎍/ml의 농도로 처리, (B) PYC 1, 5, 10, 50, 100 ㎍

/ml의 농도에 금속이온인 Cu2+를 200 μM/ml 처리, (C) PYC 1, 5, 10, 50, 100 ㎍/ml

의 농도에 금속이온인 Fe2+를 200 μM/ml 처리하여 24시간 배양기에서 반응 후 DMA를 

추출하여 HPLC로 측정.
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Figure 12. ELISA kit를 이용한 HT1080 세포와 8-OHdG의 형성에 미치는 Fe2+와 

Cu2+의 효과 

: PYC 24hr은 PYC만을 1, 5, 10, 50, 100 ㎍/ml의 농도로 처리하여 , Cu2++PYC는 PYC 1, 

5, 10, 50, 100 ㎍/ml의 농도에 금속이온인 Cu2+를 200 μM/ml 처리, Fe2++PYC는 PYC 1, 

5, 10, 50, 100 ㎍/ml의 농도에 금속이온인 Fe2+를 200 μM/ml 처리하여 24시간 배양기

에서 반응 후 DMA를 추출하여 ELISA를 이용해 측정, ELISA reader 이용하여 450 nM에서 

absorbance 측정. 오른쪽의 값 (10.0 ng/ml ~ 0.125 ng/ml)은 ELISA kit에 사용된 

8-OHdG standard 값.
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Ⅳ. 고 찰 

  항산화제의 다양한 생리활성 작용은 근본적으로 이의 효소활성억제능과 

항산화능 때문으로 여기고 있다 (Havesteen, 1983). 이 중에서 항산화능은 주로 

활성산소인 superoxide, hydroxyl, peroxyl및 alkoxy 유릭의 소거능 (Bors 와 

Saran, 1987; Hanasaki et al. 1994; Husain, et al. 1987; Robak 와 

Gryglewski, 1988; Salah, et al. 1995)과 Fe2+과 Cu2+ 등, 금속이온에 대한 

착염작용 (Morel, et al. 1994)에 기인한다 할 수 있다. 이런 활성산소에 이해 

유도되는 프리라디칼에 의한 DNA 손상은 궁극적으로 세포의 손상에 따른 

필연적인 결과로서 생명체에 치명적인 결과를 불러일으킨다. DNA 손상은 DNA 

복제 또는 전사의 기능이나 DNA가 지니는 성질을 변화시킬 수 있는 DNA의 

변형을 뜻하며, DNA의 단일가닥과 이중가닥은 물론 염색체의 변화는 이들 

라디칼로 인하여 생길 수 있는 결과라 하겠다. 이러한 DNA의 변형은 여러 가지 

산화적 요인에 의해 생성될 수 있고 생물체의 자연적인 대사과정으로 인한 

산화적 손상으로 생성될 수도 있다. Hypoxanthine, xanthine oxidase나 

활성화된 neutrophils, bleomycin, iron anion, H2O2, 금속이온, 이온화된 

방사선 구리이온과 같은 프리라디칼을 생성시킬 수 있는 물질들에 의해 DNA 

내의 purine 또는 pyrimidine 염기의 결손과 변형이 생기게 된다. 이때 

활성산소에 의해 유발되는 DNA의 산화적 손상에 의해 생성되는 8-OHdG는 DNA의 

손상 정도를 상징하는 생물학적 지표가 되는데, Daniel (1988)은 Fenton 

reactions에 의해 유발되는 DNA의 손상정도를 HPLC-ECD system을 이용한 8-OHdG 

생성물의 비교를 통하여 설명하였으며, Madoka (1996)는 여러 산화적 요인에 

노출된 인간세포에서 8-OHdG를 측정하여 DNA의 손상정도를 보고자 했다. 

  항산화제에 의한 DNA 손상의 방어효과 역시 8-OHdG의 검출을 통해 알 수 

있는데 일반적으로 Haenen (1987)의 연구에서 소의 thymus DNA를 phorbol ester 

(PMA)로 자극된 사람의 neutrophil로 처치했을 때 형성된 8-OHdG가 catalase나 

OH-분해 원인인 DMSO를 첨가함으로서 억제된 결과를 나타낸 것과 Susanne (2001)
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이 N1-acetyl-N2-formyl-5-methoxyky -nur-amine, melatonin, resveratrol and 

uric acid의 항산화제를 농도별로 처리했을 때 산소 라디칼로부터 방어효과를 

연구한 결과 8-OHdG 생성물이 감소하여 그 효과를 알 수 있다고 했다. 

  그러나 본 연구에서 항산화제로 많이 알려져 있는 bilirubin, PYC, BHT, 

catalase, astaxanthin과 Q-10은 이전의 연구와는 달리 in vitro 상에서 DNA에 

손상을 주고 있는 것을 알 수 있으며, 더불어 금속이온을 첨가한 상태의 DNA에 

항산화제를 처리하면 기존의 이론처럼 금속이온을 치완 시켜 DNA의 손상을 

줄이지 못하고 더 심한 손상을 주는 것으로 나타났다. DNA에 아무런 처리를 

하지 않은 상태에서 항산화제를 처리하였을 때 PYC가 가장 큰 손상을 일으켰다. 

이는 agarose gel에서 확인하였을 때 일반적으로 DNA 만을 전기영동하였을 때 

보다 항산화제를 처리하였을 때 더 많은 손상을 보여 주므로, 항산화제가 

가지는 자동산화에 따른 활성산소의 발생으로 인한 손상이라 생각된다. DNA에 

손상을 최소한으로 줄만큼의 중금속 농도를 처리를 한 후 여기에 각각의 

항산화제를 처리하였을 때 bilirubin, astaxanthin, Q-10, PYC, Catalase, BHT 

모두 DNA상에 손상을 주었다. 그 중 철과 구리를 처리했던 경우는 모든 

항산화제에서 심각한 손상을 입는 것으로 보아 항산화제의 prooxidants의 

기능을 확인할 수 있었다. 

  이런 in vitro 상의 실험에도 불구하고 HT1080 세포에 금속이온과 항산화제를 

처리하였을 경우 이를 HPLC로 확인한 결과, bilirubin, astaxanthin, Q-10, 

PYC, Catalase, BHT를 처리 시 8-OHdG의 양이 줄어드는 것을 확인하게 됨에 따

라 항산화능을 가진다는 것을 확인 할 수 있었다. 이런 항산화능은 금속이온이 

존재할 때 더 많이 일어나는 것을 볼 수 있는데 이는 in vitro 상의 실험과는 

정 반대의 결과라 볼 수 있겠다. ELISA를 통한 결과도 동일한 결과를 보였다. 

항산화제를 처리하였을 경우 가지게 되는 세포 독성으로 세포의 수가 줄었다 할

지라도 금속이온과 항산화제를 반응시킨 후, 세포를 포집하고 DNA를 추출하여 

그 DNA의 양을 정량하여 동일한 양이 되도록 실험 조건을 맞추었기 때문에 세포 

수 감소에 따른 8-OHdG의 감소라고는 볼 수 없다. In vivo 에서의 항산화제는 

8-OHdG의 양으로는 항산화능으로서 기능이 크다는 것을 볼 수 있다. 세포 독성
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도 커 PYC를 처리하였을 때 금속이온이 존재하여 세포 생존률을 줄이는 것도 있

다. 그러나 PYC의 농도에 따라 그 생존률이 확연히 낮아지는 것을 볼 수 있다. 

이는 항산화제라고 하여 항상 항산화능만을 가지는 것이 아니며, prooxidants의 

기능을 가진다는 것을 보여준다.

  항산화제는 때로 방어 효과를 보이지만, 때로는 더 악화된 상태로 만든다는 

것으로 이는 주변의 상태에 따라 달라질 수 있는 것이라 보고 있다. 전이 금속

이온은 산화적 손상에 의해 일어나는 일차적인 기작으로서 metalloprotein으로

부터 자유롭게 해리될 수 있다 (Shinenaga, et al., 1989; Sies, 1985; 

Srinivasan 와 Glauert, 1990). 이때 해리된 금속이온은 환원상태에서는 프리라

디칼의 촉매제로서 작용하기 쉬울 것이다. 따라서 아무런 제약 없는 in vitro 

상의 DNA에 직접적인 산화적 손상 후에 강력한 항산화제를 투여하는 것은 오히

려 전 산화제로서 작용할 수 있기 때문에 DNA 손상을 오히려 촉진하는 것으로 

보인다. 이러한 상태라면 강력한 항산화제는 더 DNA 손상 유발원인으로서 작용

할 수 있을 것이다. 예를 들어 동물의 먹이에 중금속이온이 묻어있어 이를 먼저 

섭취 후 항산화제를 공급한 경우에는 전이금속의 해리와 더불어 중금속의 상호

작용에 의해 일어나는 손상 정도가 더욱 심각하게 됨을 알 수 있다. 그러나 in 

vivo 상에 세포에 산화적 손상이 일어난 후 항산화제를 처리하면 세포간의 어떠

한 작용에 의해 손상에 대한 보상이 생겨, DNA를 보호하게 되어 8-OHdG의 생성

을 줄이게 되는 것이다. 물론 금속이온간의 차이는 있다. Cu2+의 경우는 항산화

제인 PYC의 농도에 따라 그 손상도가 낮아짐에 비해 Fe2+는 얼마간의 농도 이상

의 항산화제에 노출 시 더 심한 손상을 초래하게 된다 (Xiaowei, et al., 

2004).

  그러나 이번 실험을 통해 in vitro 와 in vivo 상에서의 항산화제로서의 

기능을 확인하였지만, 그 정확한 기작을 알 수 없고 어떤 주변의 환경 변화를 

통해 prooxidant와 antioxidant간의 차이가 생기는지 알 수 없다. 현재 

항산화제로 사용되고 있는 물질들이 항산화제로서의 역할만을 가진 것이 

아니라는 것을 밝힘에 의의를 두고, 그 기작을 추후에 구명해야 할 것이다. 

  먼저 항산화제의 분자 구조식에 따른 차이를 확인하고, 각 항산화제의 항-, 
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전산화제를 측정함에 있어 이를 DNA에서 한 단계 더 나아간 단백질계열에 사용

하여 측정을 해 구명할 필요가 있다. 그 후 항산화제가 in vivo 상에서 처리하

였을 때 그 항산화제들의 작용기작을 알아보는 연구와 항산화제의 자동산화 과

정 중에 활성산소가 발생하는지, 그리고 어느 정도 발생되는 지에 대한 정확한 

연구가 필요하다. 
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