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Objective : We evaluated the alteration in the expression of the genes which are related to the angiogenesis in tumor
bed following the management with antineoplstic agents to the various gynecologic cancer cell lines.

Methods : To evaluate the alteration in the expression of the genes which are related to the angiogensis in tumor
bed, VEGF, bFGF, and TSP-1, in parallel with the tumor cell proliferation inhibition, apoptosis, following the management
with cisplatin(0, 30, 50, and 100 uM), paclitaxel(0. 0.02 , 0.05, and 0.1uM), and thalidomide(0, 50, 100, 200ug/ml) in 
a dose-dependent fashion to the cell lines, Ovarian (A2780), cisplatin resistens ovarian(A2780 CDDP), breast (MCF-7),
and squamous cell carcinom of uterus(SiHa,) cancer cell lines were investigated by means of MTT staining for formazen
formation, FACS analysis for DNA damage, and isolation of total RNA and RT-PCR.

Results : The percentage of the cell proliferation inhibition and apoptosis after management of cisplatin were 0.00,
21.07, 39.19, and 62.45%: 9.5, 13.65, 13.25, and 25.8% in A2780, 0.00, 14.23, 24.85, and 43.48%: 14.25, 17.22, 22.76
and 39.91% in A2780 CDDP, 0.00, 3.26, 8.54, and 29.11%: 24.84, 27.56, 29.47, and 56.07% in MCF-7, but the 
proliferation inhibition was not heralded under the concentration of 30 uM although increased percentage of apoptosis
under the serial concentrations of cisplatin in SiHa. In the cases with paclitaxel in accordance with the concentration,
the degree of proliferation inhibition revealed as 0.00, 16, 92, 27.68, and 51.75% in A2780, 0.00, 28.84, 41.24, and 46.6%
in A2780CDDP, 0.00, 7.92, 29.23, 41.58% in MCF-7, and 0,00, 37.24, 40.23, and 42.57% in SiHa. but the majority of
apoptosis had been developed under the 1st infusion dose with 0.02 uM. Because of this phenomenon, too narrow 
cytotoxic effect of paclitaxel, it is difficult to define relation between apoptosis and alteration of gene expression. The
proliferation inhibiton and apoptotic effect of thalidomide were 0.00, 15.39, 19.06, 59.06% : 5.99, 8.49, 11.23, and 13.04%
in A2780, 0.00, 1.97, 32.25, 50.42% : 12.16, 12.62, 12.77, and 13.48% in A2780CDDP, 0.00, 9.78, 30.65, and 50.27%
: 27.00, 29.41, 30.37, and 36.11% in MCF-7, and 0.00, 9.87, 26.46, and 53.45% : 6.00, 6.96, 6.34, 7.09% in SiHa. Among
the targeted genes which were related angiogenesis in tumor bed, VEGF, and bFGF were amplified as size as 212 bp
sized VEGF, and 238 bp sized bFGF. However, 492 bp sized TSP-1 was not amplified in MGF-7 and SiHa under the
treatment with cisplatin and paclitaxel, and A2780 CDDP, MCF-7, and SiHa which was managed with thalidomide. TSP-2
was not amplified at all in each targeted cell lines. The dose-dependent effect of targeted gene expression was not shown
even in the cases with paclitaxel infusion, which was belong to the type 1 antangiogenesis agent which can be a 
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서    론

암세포 살상과 증식 저지에 직접적인 목표를 두고 

있는 항암 화학 요법은 다양한 약제 개발에도 불구하

고 암세포의 유전적 불안정성과 높은 돌연 변이 때문

에 약제 내성이 불가피하다고 알려져 있다.1

따라서 최대 살상 효과에 따른 치료율을 증폭시키

기 위하여 최대 내성 용량인 고농도 선행 용량 투여

(bolus injection)가 주된 투여 방법이나2 이러한 투여 
방식은 정상세포(예, 생성반감기가 짧은 조혈모세포)
의 회복을 위하여 비교적 오랜 기간의 투여 중지 기간

이 필요하다.3 이때에 암 종괴 내의 혈관 내피세포가 
재생되어 암 세포 증식이 재현됨에 따라 투여되는 항

암제에 대한 내성을 가진 암 세포 출현을 야기시키기 

때문에 암 세포의 전멸이 불가능해져 완치를 이룰 수 

없어
4 이를 극복하기 위한 대안으로 저용량의 반복 투

여(frequent low-dose administration)인 소위 metronomic 
dosing이 제시되고 있다.5-7

따라서 종양에서 강화된 내피세포 증식율이 기존 

항암제에 의한 종양 신 혈관 형성 억제 효과를 가능케 

하는 요인인데 실제로 기존의 여타 항암제들은 약제 

내성을 획득한 종양에서 조차 신 혈관 형성 억제 효과

가 있음이 보고 되며 종양 치료의 새로운 장을 신속히 

확립하고자 기존 항암제의 신 혈관 형성 저해 효과에 

대한 보다 세밀한 연구가 활발히 진행되고 있는데, 첫
째 항암제는 암세포 증식 억제 효과를 나타내는 농도

보다 유의하게 엷은 농도에서 혈관 내피세포의 운동

(motility), 이동(migration), 관 형성(tube formation)에 영향을 
미칠 가능성과,8 둘째, 혈관 내피세포는 유전적으로 안
정성이 보다 크기 때문에 약제 내성이 발현하지 않을 

가능성에 따라
9 암세포 보다는 신 혈관 형성 저지 유

도를 위한 혈액 내 적정 약제 농도에 대하여 연구가 

집중되고 있다.10

그러나 신 혈관 내피 세포의 유전적 안정성에 대해

서는 논란이 분분한데 최근 보고에 의하면 종양내의 

혈관계는 상당히 비정상적이고 내피세포는 정상 조직

의 내피세포와는 여러 면에서 틀릴 뿐 아니라
11,12 종양

내의 혈관들이 이질적이고 지엽적 미세 환경 및 종양 

세포, 대식세포(macrophage), 그리고 다른 세포들에서 
분비되는 cytokines에 의해 영향을 받으며13,14 종양 핵
심부와 변경부의 미세 환경 또한 상당한 차이가 있기

에
15,16 이러한 관찰 요소들이 혈관 관련 치료 구상에 
고려할 관건으로 작용하기도 한다.
나아가서 신 혈관 형성 관련 성장인자중의 하나인 

bFGF는 유방암 세포주 MCF-7에서 cisplatin에 의해 유
발되는 세포 독성도를 증폭시킨다는 보고가 있다.17

따라서 본 연구자는 우리나라 부인암의 수위를 점

하고 있는 유방암, 자궁경부암, 그리고 치사율이 가장 
높은 난소암

18 세포주에서 항암제 및 신 혈관 형성 억
제제 투여에 따르는 암 세포 사멸, 성장 억제가 신 혈
관 형성 관련 유전자 발현 변화에 따른 영향을 파악하

여 항암제의 종양 내 신 혈관 형성 저해 연구에 필요

한 기초적인 실험 조건 구축과 표적자를 탐지하고자 

하였다.

연구대상 및 방법

I. 연구 자료

난소암 세포주 A2780과 동일 세포주에서 분리한 
cisplatin 내성 주 A2780 CDDP는 경북대학교로부터 분
양 받았으며 유방암 세포주 MCF-7과 자궁경부 편평 
상피암 세포주 SiHa는 서울 대학교 세포주 은행으로
부터 분양 받아 사용하였다. 본 연구에 이용된 항암제

direct effector to the VEGF, or bFGF in tumor vascular beds. Furthermore, cisplatin induced cytotoxicity was not 
developed in parallel with the alteration of expression of bFGF.

Conclusion : These result suggest that ongoing research for the evaluation of antiangiogenetic effect with various 
cytotoxic agents, the objective tool should be proposed for the fine differentiation of the real antiangiogentic effect of 
cytotoxic and antiproliferating agent to endothelial cell., especially in the experiments with type 1 antiangiogenetic agent.
In the case with type 2 antiangiogentic agents, iIt will be helpful to construct the condition with vector related transfection
to the targeted cell lines, and to include various cytokines as a target to know the paracrine effects of the tumor cells
in normal environment of the animal or other host.

Key words : Angiogenesis, Antineoplstic agent, Gynecologic cancer
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는 cisplatin과 paclitaxel(Sigma, St. Louis, USA)이었
으며 신 혈관 형성 억제제로 thalidomide(Calbiochem, 
Darmstadt, Germany)가 이용되었다.

II. 방법

1. 세포주 배양

난소암 및 유방암 세포주는 RPMI 1640(Gibco, BRL, 
USA)배지를 사용하였고 자궁경부암 세포주는 DMEM 
(Gibco, BRL, USA)배지를 이용하였는데 각배지에 1% 
penicillin-streptomycin(Gibco, BRL, USA)과 10% fetal 
bovine serum(BIOFLUIDS, Rockville, MD, USA)을 첨
가하여 37℃, 5% CO2 incubator(Nuaire, USA)에서 배양
하였다.

2. 배양 세포주 적정 농도 결정

각 세포주는 well당 1×107 cell/ml에서부터 2배씩 
연속 희석한 세포 현탁액 200 ul를 분주하여 37°C, 5% 
CO2 incubator에서 4일간 배양하였으며 배양 마지막 4
시간은 M T T ( 3 - [ 4 , 5 - d i m e t h y l t h i a z o l e - 2 - y l ] - 2 , 
5-diphenyltetra -zolium bromide: Sigma, St. Louis, USA)
용액 50 ul를, 각 well plate에 처리하여 배양하였고, 4
시간 후에 1,500 rpm으로 5분간 원심 분리하여 상층액
을 제거하고 DMSO(dimethyl sulphoxide)(Lancaster, 
UK) 150 ul로 처리한 15분후에 ELISA(Molecule Device, 
USA)로 570 nm에서 흡광도를 측정한 다음, 지수기에 
해당하는 흡광도 0.6-0.7사이의 값을 적정 농도로 산
정하였다.

3. 세포 성장 억제 물질 처리

각 세포주를 5×105 cell/ml가 되도록 희석 분주하여 
37℃, 5% CO2 incubator에서 70-80% 배양시킨 다음, 
cisplatin을 0.9% NaCl에 용해하여 3 mM stock solution
으로 만든 후, 1% FBS가 첨가된 배지에 0-100 uM의 
농도로 투여하여 3시간 배양 한 다음, drug-free media
에서 24시간 배양 하였고 paclitaxel은 DMSO로 0.2 M 
stock solution을 조성한 다음, 0-0.1 uM 농도로 투여하
여 24시간 배양 한 다음, drug-free media에서 24시간 
추가 배양 하였다. Paclitaxel 처리군과 대조군의 DMSO 
농도는 0.2% 이내로 유지하였다(Zaffaroni et al. 1998). 
Talidomide는 DMSO에 용해시켜 100 mg/ml stock 
solution을 조성 한 다음 0-200 ug/ml 농도로 처리하여 
6시간 배양 한 다음, drug-free media에서 1시간 더 배

양하여 실험에 이용했는데 이 때의 처리군과 대조군

의 DMSO농도는 0.5% 이내로 유지하였다.

4. 세포 성장 억제 측정

농도별 세포 성장 억제정도를 측정하기 위하여 배

양 마지막 4시간 동안 각 well에 MTT(3-[4, 5-dimethylthiazole- 
2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide; Sigma, St, Louis, 
USA)dye (2mg/ml)를 50 ul 첨가하여 37°C에서 배양 한 
후, microplate를 1,500rpm으로 원심 분리하여 상층액
을 제거하고 DMSO용액을 각 well에 150 ul 씩 분주하
여 형성된 formazen이 고르게 될 때까지 흔들어 준 다
음 ELISA reader(Molecule Device, USA)로 570 nm에서 
각 세포 성장 억제제에 대한 성장 억제를 측정하였다.  

5. 세포 사멸 측정

각 세포주를 well 당 5×105 cells 가 되도록 희석, 분
주하여, 37℃, 5% CO2 incubator에서 하룻밤 배양한 다
음, 세포성장 억제제를 첨가하여 재 배양하였다. 배양
한 세포는 trypsin-EDTA(Gibco, BRL, USA)로 처리하
여 분리시킨 후, 10% FBS가 첨가된 동량의 RPMI 
1640 배지를 첨가하여 eppendorf tube에 수거한 다음, 
1,500 rpm 으로 5분간 원심 분리하여 상층액을 버리고 
차가운 PBS로 세척하여 재 원심 분리한 다음 propidium 
iodide (50 ug/ml) (R&D, MN, USA) 10 ul와 10×binding 
buffer 10 ul를 첨가한 100 ul의 incubation reagent를 각 
tube에 첨가하여 15분간 18-24℃에서 빛을 차단한 채 
반응시킨 후, binding buffer를 400 ul 씩 더 첨가하여 
5 ml tube에 옮겨 FASTA flow cytometry (Becton 
Dickinson, San-Diego, CA, USA)에서 apoptosis를 측정
하였다.

6. RNA 추출

각 세포주를 well 당 5×105 cells가 되도록 희석, 분
주하여 각 농도별로 세포 성장 억제 물질을 첨가하여 

배양 한 다음, trypsin-EDTA (Gibco BRL, USA)로 처리
하여 1,500rpm에서 5분간 원심분리하여 DEPC (Diethyl 
Pyrocarbonate, Sigma, St. Louis, USA)로 처리된 PBS 
(Gibco BRL, USA) 10 ml로 세포 pellet을 세척하여 배
지성분을 제거한 후, PBS 1 ml에 부유시켜 새로운 
microcentrifuge tube에 옮겨 12,000 rpm에서 1-2분간 원
심분리 하였다. 모아진 세포는 QIAGEN RNeasy Mini 
Kit (QIAGEN, GmbH Germany)를 사용하여 제조사의 
protocol에 따라 RNA를 신속하게 추출한 후, DEPC처
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리된 증류수에 1: 500으로 희석하여 U.V. spectrophoto-
meter (Pharmacia Biotech, Cambridge, England)를 사용
하여 260nm 파장에서 흡광도를 측정하여 농도를 결정
한 후, 실험 전 까지 -70℃ deep freezer에 보관하였다.

7. 역전사 반응 (Reverse Transcription)

mRNA의 발현도를 검증하기 위한 first strand cDNA
를 합성하고자 Promega 사 (WI. USA)에서 제공한 
protocol에 따라 Moloney murine leukemia virus reverse 
transcriptase (M-MLV RTase)를 사용하여 역전사 반응
을 시켰다. Microcentrifuge tube에 준비된 RNA 2 ug과 
Oligo (dT)15 (Promega, WI. USA) (0.5 ug/1ug RNA)를 
혼합하여 DEPC로 처리된 증류수로 15 uL를 맞춘 후, 
70℃에서 5분간 incubation 시켜 잠시 얼음에 방치하였
다가 spin-down 시켜 준비하였다. 각 tube에 5×buffer, 
dNTP, RNasin과 M-MLV RTase를 첨가하여 DEPC 
water로 25 uL를 맞춘 후 42℃에서 60분간 incubation
하고 반응이 끝나면 -20℃에서 보관하였다.

8. 중합 효소 연쇄 반응 (Polymerase chain reaction)

각 cDNA 1ul에 10×buffer, 200 uM dNTP, 0.25U 
Taq polymerase (Takara, Shiga Japan)와 212 base 
pair(bp) VEGF, 238 bp의 bFGF, 492 bp의 TSP-1 그리
고 433 bp의 TSP-2의 primer (Bioneer, Korea) (Table 1) 
1 pmol을 혼합한 다음, 멸균 증류수로 총 25 uL가 되
게 조성한 다음, Gene Amp PCR system 9600 (Perkin- 
Elmer, USA)에서 반응 시켰다. TSP-1 gene을 증폭하기 
위해서 94℃에서 3분간 predenaturation 한 후, 94℃에
서 1분, 60℃에서 1분 그리고 72℃에서 1분간 반응시
키는 과정을 35회 반복시킨 다음 72℃에서 10분간 
final extension 시켰다. VEGF와 bFGF gene을 증폭하기 

위해서는 95℃에서 10분간 predenaturation을 시킨 후, 
95℃에서 30초, 60℃에서 30초, 72℃에서 1분간 반응 
시키는 과정을 40회 반복한 후 72℃에서 5분간 final 
extention 시켜 준비 하였다. 증폭된 유전자는 1.8% 
agarose gel (Intron Biotechnology, Korea)에서 전기영동
하여 EtBr (0.5 ug/ml)가 첨가된 0.5% TBE buffer에서 
20분간 staining 한 후, 10분간 buffer에서 destaining 하
여 U.V 하에서 확인 하였다. PCR 시 internal standard
는 β-actin primer(Table 1)를 이용하였다. 결과 분석은 
Quantity One program (Bio-rad, CA. USA)를 사용하여 
증폭된 신혈과 형성 관련 유전자 VEGF, bFGF 및 
TSP-1 gene들의 각 band의 optical density(OD) 값을 
β-actin의 OD값으로 보정하여 얻어진 결과로 최소 3회
씩 실험하여 얻어진 수치를 이용하였다.

결    과

1. 세포 성장 억제 측정 (MTT assay)

(1) Cisplatin
각 세포주는 1% FBS를 포함한 배지에 Cisplatin 을 

0, 30, 50, 100 uM의 농도로 희석하여 처리한 다음, 3
시간 후 새로운 배지에서 24시간 배양하여 측정한 결
과, A2780에서의 세포 성장 억제 정도는 30 uM에서 
21.07%, 50 uM에서 39.19%, 100 uM에서 62.45%이었
고, A2780CDDP의 경우는, 농도별로 각각 14.23, 24.85, 
43.48%이었으며, MCF-7인 경우, 각각 3.26, 8.54, 29.11%
이었으나 bFGF의 발현차를 밝힐 수 없어 세포 성장 
억제차를 확인할 수 없었으며 SiHa에서는 30 uM에서 
오히려 5.95% 세포 성장이 증가하였으나 50 uM에서
는 0.77%, 100 uM에서는 27% 억제되었다. 동량의 세

Table 1. The sequences of primers used in this study

Gene Primer sequences

VEGF Sense : 5'  CAGAATCATCACGAAGTGG  3'
Antisense : 5'  CATGGTGATGTTGGACTCC  3'

bFGF Sense : 5'  GTGTGTGCTAACCGTTACCT  3'
Antisense : 5'  GCTCTTAGCAGACATTGGAAG  3'

TSP-1 Sense : 5'  ACCGCATTCCAGAGTCTGGC  3'
Antisense : 5'  ATGGGGACGTCCAACTCAGC  3'

TSP-2 Sense : 5'  CTGTGTCAACACTCAGCCTGGC  3'
Antisense : 5'  TCCTTCTCATCGGTCACACCG  3'

β-actin Sense : 5' TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCAT  3'
Antisense : 5'  CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGA  3'
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포 독성제에 대한 세포 성장 억제가 어떤 세포주에서 

보다 뚜렸한 A2780의 IC50 농도는 73.29 uM 이었고 
여타의 세포주에서는 모두 100 uM을 훨씬 상회하였
다(Fig. 1). 

Fig. 1. Cell growth after management with cisplatin for 

3hours
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(2) Paclitaxel
Paclitaxel에 의한 세포 성장 억제 정도는 A2780 의 

경우, 0.02 uM에서 16.92%, 0.05 uM에서 27.68%, 0.1 
uM에서 51.75%이었으며 A2780 CDDP에서는 각각 
28.84, 41.24, 46.46%, MCF-7; 7.92, 29.23, 41. 58%, 그
리고 SiHa에서는 각각 37.24, 40.23, 42.57%를 나타내
었으며 A2780의 IC50은 0.1 uM이나 다른 세포주에서
는 이 수치 보다 훨씬 높은 IC50치를 보였다(Fig. 2).

Fig. 2. Cell growth after management with paclitaxel for 

3hours
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(3) Thalidomide 
A2780에서 세포성장 억제 정도는 thalidomide 50 

ug/ml에서 15, 39%, 100 ug/ml에서 19.06%, 200 ug/ml

에서 59.06%이었으며, A2780 CDDP에서는 각각 1.97, 
32.25, 50.42%이었고 MCF-7 경우, 9.78. 30.65, 50.27%. 
SiHa 는 9.87, 26.46, 53.45%로 이들의 IC50은 순서대
로 177, 29, 197.58, 198. 69, <200이었으며 상기 세포 
독성제들에 의한 성장 억제에 요구되는 농도간의 차

이가 관찰되지 않았다(Fig. 3).

Fig. 3. Cell growth after management with thalidomide 

for 3hours
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2. 세포 사멸 측정 (Apoptosis detection)

(1) Cisplatin
A2780의 경우, 대조군에서 9.5%, 30 uM에서 13.65%, 

50 uM에서 13.25% 그리고 100 uM에서 25.8%의 세포 
사멸을 보였으며 A2780CDDP의 경우에는 각각 14.25, 
17.22, 22.76 39.91%, MCF7에서는 24.84, 27.56, 29.47, 
56.07%이었는데 bFGF의 발현 차이가 없어서 세포 사
멸의 증폭 여부를 밝힐 수 없었다. SiHa의 경우는, 
9.42, 13.47, 14.81, 28.82%이었다.

(2) Paclitaxel
A2780의 경우, 대조군에서 5.76%, 0.02 uM에서 

27.97%, 0.05 uM에서 41.73% 그리고 0.1 uM에서는 
49.75%의 세포 사멸을 보였으며. A2780CDDP의 경우, 
각각 17.95,, 51.38, 50.89, 52.55%이었고 MCF7 에서는 
27.19, 42.26, 46.91, 51.71%를 나타내었으며 SiHa, 4.59, 
43.67, 44.09, 50.73%이었다.

(3) Thalidomide
A2780의 경우, 대조군에서 5.99%를, 50 ug/ml에서 

8.49%, 100 ug/ml에서 11.23% 그리고 200 ug/ml에서는 
13.04%의 세포 사멸율을 보였으며 A2780CDDP의 경
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우, 각각 12.16, 12.62, 12.77, 13.48%이었고, MCF7에서
는, 27.00, 29.41, 0.37, 36.11%이었다. SiHa에서는 6.00, 
6.96, 6.34, 7.09%를 나타내었다.

3. 신 혈관 형성 관련 유전자의 동태 변이

연구 대상 세포주들에 세포 성장 억제 물질들을 농

도별로 처리한 후, 신혈관 형성 관련 유전자의 발현 
변화도를 측정하고자 역전사 효소 반응을 실시하여 

얻은 결과는 다음과 같다.

(1) 신혈관 형성 관련 유전자 합성
A2780, A2780CDDP, MCF-7과 SiHa에 cisplatin, 

paclitaxel, thalidomide를 세포 성장 억제 및 세포 사멸 

측정 시와 동일한 농도로 처리한 후 획득된 RNA로 신 
혈관 형성 관련 유전자인 VEGF, bFGF, TSP-1,2를 증
폭하기 위하여 polymerase chain reaction을 실시한 결
과, VEGF, bFGF는 공히 증폭된 반면, TSP-1의 경우, 
cisplatin과 paclitaxel을 처리한 A2780과 A2780CDDP에
서는 증폭되지 않았으며, thalidomide를 처리한 A2780 
에서는 증폭되지 않았다. 그리고 TSP-2 유전자는 본 
연구에서 사용한 조건에서는 모든 세포주에서 전혀 

증폭되지 않았다.(Table 2, 3, 4)

(2) 세포 성장 억제 물질 처리에 따른 Band Intensity 
비교

Quantity one program (Bio-rad, CA, USA)을 이용하

Table 2. RT-PCR result of VEGF gene, before and following treatment with Cisplatin, Paclitaxel and Thalidomide

　 　 Cisplatin p value Paclitaxel p value Thalidomide p value

A2780
Control 0.8267400 　 0.8593000 　 0.8579000 　

Treatment 0.8762200 0.25 0.9209300 0.25 0.8934386 0.25 

A2780
CDDP

Control 0.9435500 　 0.8632800 　 0.7304883 　

Treatment 0.9058540 0.25 0.8772188 0.75 0.8431322 0.75 

MCF7
Control 0.9094670 　 0.8792273 　 0.9096503 　

Treatment 0.8837560 0.25 0.8831133 1.00 0.9168362 1.00 

SiHa
Control 0.8841800 　 0.8362042 　 0.9563641 　

Treatment 0.8946280 1.00 0.8744894 0.75 0.9612765 1.00 
A2780   : Ovarian Cancer Cell Line
A2780cp : Cisplatin Resistant Ovarian Cancer Cell Line
MCF 7 : Breast Cancer Cell Line
SiHa    : Uterine Cancer Cell Line

Table 3. RT-PCR result of bFGF gene, before and following treatment with cisplatin, taxol and thalidomide

　 　 Cisplatin p value Paclitaxel p value Thalidomide p value

A2780
Control 0.872375 　 0.958721 　 0.982563 　

Treatment 0.917100 0.75 0.747554 0.25 0.9283216 0.25

A2780
CDDP

Control 1.005008 　 0.972796 　 0.9508643 　

Treatment 1.003461 1 0.984993 0.25 0.9877492 0.5

MCF7
Control 0.573184 　 0.840572 　 0.9533945 　

Treatment 0.630300 0.75 0.346013 0.25 0.7032082 0.25

SiHa
Control 0.903460 　 0.794624 　 0.9543066 　

Treatment 0.908119 1 0.854665 0.25 0.97219 0.5

A2780   : Ovarian Cancer Cell Line
A2780cp : Cisplatin Resistant Ovarian Cancer Cell Line
MCF 7 : Breast Cancer Cell Line
SiHa    : Uterine Cancer Cell Line
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여 증폭된 신 혈관 형성 관련 유전자 VEGF, bFGF 및 
TSP-1 들의 각 band intensity를 β-actin의 band intensity
로 보정하여 얻어진 결과는 아래와 같다.

i) VEGF gene의 band intensity 변화
A2780의 경우, cisplatin을 control, 30, 50, 및 100 uM 

의 농도로 처리하였을 때  band  intensity는 각각 1.8, 
0.94, 1.55, 1.41로 약간의 저하 양상을 보였으나 
A2780CDDP의 경우, 1.2, 0.98, 1.14,  1.17로 뚜렷한 변
동을 보이지 않았으며 MCF-7에서는 0.78, 1.08, 2.02, 
1.48이었고, SiHa에서도  각각 2.16, 1.61, 1.47, 1.80로 
순차적인 감소나 증가 양상을 보이지 않았다. Paclitaxel 
처리 후의 결과는 control, 0.02, 0.05 및 0.1 uM 의 농도
로 처리하였을 때 A2780의 경우, 각각 1.11, 1.12, 1.24, 
0.98, A2780CDDP, 1.05,1.04, 0.99, 1.20, MCF7 1.16, 
1.03, 0.99, 0.94이었으며 SiHa 2.61, 1.48, 1.45, 1.90로 
판명되었다. Thalidomide를 control, 50, 100  및 200 
ug/ml의 농도로 처리하였을 때 A2780의 경우, 각각 
1.17, 1.30, 1.22, 1.24이었고 A2780CDDP에서는 0.58, 
1.32, 1.37, 1.28이었으며 MCF-7는 1.34, 1.41, 1.36, 1.45, 
SiHa는  1.21, 1.37, 1.29, 1.18로 나타났다.

ii) bFGF gene의 band intensity 변화 
A2780의 경우, cisplatin을 전기, 같은 농도로 처리한 

후, band  intensity의 변화 양상은 각각 1.09, 0.99, 1.17, 
0.64이었으며. A2780CDDP에서는 1.61, 1.60, 1.26, 1.52, 
MCF-7에서는 0.74, 0.89, 1.06, 1.11, SiHa 경우, 0.94, 
0.81, 0.69, 0.56을 나타내었다. Paclitaxel을 control, 
0.02, 0.05 및 0.1 uM 의 농도로 처리하였을 때 band 
intensity는 A2780의 경우,  0.83, 1.08, 0.88, 0.82이었으
며 A2780CDDP에서는, 1.28, 1.82, 1.68, 1.63, MCF-7에

서는 1.27, 0.96, 0.90, 0.99를 나타내었고, SiHa는  0.74, 
0.93, 1.01, 1.08이었다. Thalidomide를 control, 50,, 100  
및 200 ug/ml의 농도로 처리하였을 때 A2780의 경우, 
band intensity가 각각 1.40, 1.42, 1.57, 1.41이었고. 
A2780CDDP의 경우, 1.23, 1.54, 1.46, 1.08을 나타내었
다. MCF-7의 경우에는 1.36, 1.40, 1.25, 1.07였으며, 
SiHa에서는  0.99, 0.85, 1.13, 0.79를 나타내었다.

iii) TSP-1 gene의 band intensity 변화 
Cisplatin을 control, 30, 50 및 100 uM 의 농도로 처

리하였을 때, A2780과 A2780CDDP 의 경우, 본 연구
의 조건에서는 증폭이 이루어지지 않았으나 MCF-7에
서는 0.77, 0.58, 0.46, 0을 나타내었고, SiHa 의 경우, 
각각 0.68, 1.02, 0.85, 0.48을 나타내었다. Paclitaxel을 
처리하였을 경우에도 A2780과 A2780CDDP 에서는 증
폭이 이루어지지 않았지만 control, 0.02, 0.05 및 0.1 
uM 의 농도로 처리하였을 때 MCF-7의 경우에는 0.44, 
0.59, 0.57, 0.40의 변화를 보였고, SiHa 경우, 각각 
0.60, 1.08, 1.04, 0.73을 나타내었다. Thalidomide를 
control, 50, 100 l 및 200 ug/ml의 농도로 처리하였을 
때도 A2780의 경우에는 증폭이 이루어지지 않았으나, 
A2780CDDP 의 경우에는 약하게 발현되었지만 각각 
0.47, 0.65, 0.49, 0.57을 나타내었다. MCF-7에서는 
0.93, 0.87, 0.85, 1.01이었고, SiHa  에서는 각각 1.23, 
1.13, 1.30, 1.01이었다.  

고    찰

대부분의 항암제는 therapeutic window가 협소하기 
때문에  혈관 내피세포 고사에 필요한 투여 요구량이  

Table 4. RT-PCR result of TSP-1 gene, before and following treatment with cisplatin, taxol and thalidomide

　 　 Cisplatin p value Paclitaxel p value Thalidomide p value

A2780
Control 0.675376 　 0.352104 　 0.7027268 　

Treatment 0.727245 0.75 0.467145 0.25 0.4435616 0.25
A2780
CDDP

Control 0.869126 　 0.505493 　 0.5958720 　

Treatment 0.880948 0.75 0.667966 0.25 0.4978596 1

MCF7
Control 0.946894 　 0.808615 　 0.7803906 　

Treatment 0.895371 1 0.570459 0.25 0.8697108 0.25

SiHa
Control 0.916512 　 0.934383 　 0.9491272 　

Treatment 0.892316 0.75 0.793784 0.25 0.8610638 0.25
A2780   : Ovarian Cancer Cell Line
A2780cp : Cisplatin Resistant Ovarian Cancer Cell Line
MCF 7  : Breast Cancer Cell Line
SiHa    : Uterine Cancer Cell Line
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암세포 고사에 필요한 용량보다 높다면 항암제의 항 

신 혈관 효과를 기대할 수 없으며 항 신 혈관 효과가  

세포독성제의 독성에 기인하거나 혹은 암세포 고사 

후에 나타난다면 항 신 혈관 효과를 임상에 응용하기

가 어렵다.19

그러나 최근 보고에 의하면 암 종괴 내의  혈관 내

피 세포 분열은 암 세포 분열 보다 느리기 때문에 항

암제의 항 신생 혈관 효과는 암 세포 고사를 일으키는

데 필요한 요구량에 훨씬 못 미치는 저 용량에서 나타

난다고 한다.19-22

나아가서 흥미로운  사실은 암 세포 존재 자체가 

환자의 생명을 위협하지 않고 무증상으로 남은 여생

을 지낼 수 있다는 증거가 사체 검안을 통하여 밝혀지

고 있는데,23 이러한 결과는 사멸되지 않았으나 휴면
기의 암 세포군으로 전환되었기 때문이라 생각하며 

이 전환 기전의 하나로 항 신 혈관 효과를 지적하고 

있다.21,24 환언하면, 상당수의 암 환자가  암과 함께 건
강한 삶을 영위하는 것은 반드시 암세포의 전멸이 환

자 생존의 전제 조건이 아니기 때문에 가급적 장기적

으로 암 용적의 최소화를 유도해주는 것이 하나의 현

실적으로 수용 가능한 대체 방안으로 제시되고 있으

며 오로지 metronomic dosing에 의한 항 신 혈관 효과
에 의해서만 해결할 수 있는 것이라 강조하고 있

다.25-29

본 연구에서 이용된 cispltin과 paclitaxel의 대상 세
포주에 투여된  최초 용량은  Zaffaroni등이 제시한 30uM
과 0.02uM이었는데30 암 세포주를 이용한 세포독성제
의 신 혈관 형성 억제 효과를 검증하는 cisplatin의 적
정 농도 기준이 제시되지는 않았으나, 항암제 내성을 
해결하는 일환으로 항암제 투여를 기존의 maximum 
tolerated dose의 1/10로 줄인 metrnomic dose를 제시하
고 있기는 하다.7 Paclitaxel의 신 혈관 형성 억제 적정 
투여량은 암 세포 고사 요구량의 1/100 에서 1/10을 제
시하고 있음을 감안 한다면 고 용량이 투여되었다.27 
그러나 본 연구의 목적은 투여되는 세포독성제의 신

생 혈관 형성 저지 효과에만 지향을 둔 것이 아니고 

신 혈관 형성 관련 유전자의 발현 변화에 따른 암 세

포 성장 억제 및 고사에 미치는 영향을 아울러 탐지하

기 위한 연구이기 때문에 암 세포 성장 지연과 고사에 

요구되는 최소 용량이 투여되어야 한다고 판단하였

다. 나아가서 신 혈관 형성 관련 유전자중의 하나인 
bFGF는 본 연구 대상인 유방암 세포주 MCF-7에서 
cisplatin에 의해 야기되는 세포 독성도를 증폭시킨다

는 보고때문에
17 세포 고사에 요구되는 최초 용량 투

여가 무엇보다 더 절실하였다. 그러나 thalidomide의 
경우는 세포 독성제라기 보다는 그 기전이 완전히 구

명되지는 않았으나 신 혈관 형성 억제 효과가 인정되

는 만큼
31 신 혈관 형성 억제량인 50 ug/ml를 최초 투

여량으로 하여
32 신 혈관 형성 관련 유전자 변화 동태

의 조절군으로 삼고자 하였다.
본 실험 결과 cisplatin 의 각 농도 별 세포성장 억제 

및 사멸율은 난소암 세포주 A2780에서 21.07에서 
62.45%와 13.65에서25.8%로 cisplatin 내성주인 A2780 
CDDP의 14.23에서 43.48%, 그리고 14.25에서 39.91% 
보다 높은 성장 억제율을 보였으나 세포 사멸정도는 

내성주에서 보다 높았다. 유방암 세포주 MCF-7에서
는 3.26,에서 29.11%와 27.56에서 56.07%이었으며 
bFGF 발현차가 없어서 cisplatin에 의해 유발되는 세포
독성 효과의 증폭 현상을 밝힐 수 없었다. 자궁경부 
편평 상피암 세포주 SiHa에서는 30 uM에서 오히려  
5.955 성장 촉진을 보였으나 50 uM에서는 0.77%, 100 
um에서 27% 억제율을 보였는데 세포 사멸은 일관되
게 30 uM시 일시적 세포성장에도 불구하고 13.47%의 
사멸을 보였으며 농도 증가에 따라 14.81, 그리고 
28.82%의 사멸정도를 보였다. 따라서 50 uM 까지는 
세포사멸의 정도가 전체 1/4을 상회하지 않아 이 이하 
농도에서 항 신혈관 효과가 발생하는 effective window
가 아닐까 하는 기대를 하게 되었다.

Paclitaxel의 농도 별 세포성장 억제율은  A2780인 
경우, 16.92에서 51.75%, A2780 CDDP에서는 28.84에
서 46.46%의 범위이었고. MCF-7에서는 7.92에서 
41.58%사이였으며. SiHa에서 37.24에서, 42.57% 로 
cisplatin 내성주가 아닌 난소암 세포주와 MCF-7에서
만 농도별 세포 성장 억제를 보였으며 세포 사멸은 상

기 순서별 로 투여 전에는 5.76, 17.95, 27.19, 4.59인 반
면 가장 최소 용량인 0.02 uM로 처리했을 때부터 거의 
전체 1/3에 가까운 세포 사멸을 보여 신 혈관 형성 관
련 유전자의 동태 변이를 파악하는 데 부적합한 농도

라 생각되었다.
Thalidomide 농도 별 세포 성장 억제 및 고사율은  

A2780에서 15.39에서, 59.06%와 8.49에서 13.04%이었
고 A2780 CDDP인 경우, 1.97에서 50.42%와 12.62, 에
서 13.48%였으며 MCF-7에서는 9.78와 50.27%, 그리고 
29.41와 36.11%, SiHa에서는 9.87과 53.45%, 6.96과 
7.09% 사이로 A2780을 제외한 세포주들에서 점진적 
세포 성장 억제 곡선을 보였으나 세포 사멸은 MCF-7
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을 제외한 다른 세포주에서는 매 농도에 따라 전체 

15%이하였기 때문에 진정한 세포독성제의 효과는 확
인되지 않았다. 
본 연구에서  목표한  신 혈관 형성 관련 유전자중 

3회의 반복된 RT-PCR로 증폭된 유전자중 VEGF와 
bFGF는 모든 연구 대상 세포주에서 세포 독성제 및 
신 혈관 형성 억제제의 농도 별 투여에 무관하게 증폭

된 반면 TSP-1은 cisplatin과 paclitaxel을 처리한 A2780, 
A2780CDDP와, thalidomide를 처리한 A2780 에서는 증
폭되지 않았으며 TSP-2 유전자는 모든 세포주에서 전
혀 증폭되지 않았다. 나아가서 증폭된 신혈관 형성 관
련 유전자들도 세포 사멸이 전체 1/3 이하인 항암제 
농도에서 전혀 유의할 만한 변화를 보이지 않아 

cisplatin, paclitaxel 뿐 아니라 항 신혈관 형성 효과가 
보고된 thalidomide 처리군에서 조차 세포 고사 전 농
도와 세포 고사를 충분히 일으킨 농도 차에 따른  신 

혈관 형성 관련 유전자 증폭 변화를 파악할 수 없었으

며 나아가서 유방암 세포주 MCF-7에서 bFGF의 증폭 
정도에 따른 cisplatin의 세포 고사율의 강화를 전혀 밝
혀내지 못하였다. 이는 base pair 크기가 212, 238로 큰 
차이가 나지 않은 유전자들의 발현 변화를 각 band의 
optical density로 판정하는데 그 폭이 너무 작아 객관
적 판단 기준으로 설정하기에는 한계가 있어 향후 신 

혈관 형성 억제 효과 입증에 보다 구체적인 판정 기준

의 필요성이 절실하였다. 
Tumor bearing animal model을 이용한 실험 결과, 항

암제에 의한 항 신 혈관 형성 억제 기전은 두 가지 유

형으로 대별되는데,33 첫째 유형은 암 혈관 내피세포
에 직접 영향을 미치는 제제로 어떤 세포주에서도 항

구적인 효과가 있으며 대표적인 제제로는 본 실험에

서 이용된 paclitaxel과34 이 밖에 bleomycin 및 vinka 
alkaloid이다.3 두 번째 유형은 암 혈관 내피세포에 직
접 작용하는 것이 아니고 암 세포나 숙주의 혈관 내피

세포가 아닌 다른 세포의 세포 성장 억제에 따라 나타

나는 부수적 효과로 암세포로 하여금 angiogenic growth 
factor나 angiogenesis related protease를 유리하지 못하
게 하여 나타나는 것이 아닌가 유추하고 있으며  이용 

세포주에 따라 그 효과가 모두 공히 나타나는 것이 아

니다.33 이 군에는 doxorubicin, adriamycin, etoposide와 
5-FU가 포함된다. 따라서  본 연구에서 paclitaxel 투여
에 따른 신 혈관 형성 관련 유전자의 변이는 기존 사

실로 받아들여지고 있으나 세포 고사량의 용량으로는 

신 혈관 형성 관련 유전자 변화 동태를 밝혀낼 수 없

음이 재 확인 되어 세포 독성제에 의한 신 혈관 형성 

억제 효과는 암 세포 살상력의 1/10 내지는 1/00이면 
충분히 발휘할 수 있다는

27 주장이 타당한 것으로 사
료되었으며 cisplatin은 IL-1과 6을 유리시키고 matrix 
metalloproteinase-2와 urokinase plasmin activator를 감소
시키는 효과에 의한 항 신 혈관 효과가 있는 것으로 

보아
35 두 번째 유형에 속하는 것으로 인정되기 때문

에 첫 번째 유형의 신 혈관 형성 관련 인자에 대한 영

향 평가 보다는 암 세포의 paracrine effect를 평가하기 
위한 실험 환경 구축이 보다 현실적인 방안으로 생각

되으며. thalidomide는 항 신 혈관 , 면역 조정, 신경계 
및 항염 작용등 그 효과가 다양한데,36,37 항 신 혈관 형
성 효과는 생체 및 chick chorioallantoic membrane assay 
결과, TNFa, bFGF와 VEGF의 down regulation에 의해 
입증되기는 하나

38 본 연구에서 이용된 세포주를 대상
으로한 결과는 신 혈관 형성 억제 용량에도 불구하고 

혈관 내피세포 성장과 관련된 유전자들에는 효과를 

미치지 못하는 것을 감안할 때 thalidomide의 다양한 
효과 때문에 공인할만한 검증 방법이 없어 진정한 항 

신 혈관 효과를 입증할 수가 없다고 제시한 결과와
39 

일치한다고 판단되었다.
따라서 추후 신 혈관 형성 관련 유전자 변이에 따

른 암 세포 고사율에 대한  연구에서는 base pair의 차
이가 크지 않은 유전자 증폭에 목표를 두기 보다는  

위의 세포주들에 대한 신 혈관 형성 관련 인자들의 

vector related transfection에 따른 실험 환경 구축으로 
발현의 차이를 보다 객관적으로 인정할 수 있는  최종 

대상 목표 설정이 필요하고
17,20 cisplatin 과 thalidomide

에 의한 연구 시 종양 세포 내의 신 혈관 형성 관련 

인자들이 아닌 tumor cell의 paracrine effect를 파악할 
수 있는 생체 내 실험 조건을 조성하여 이에 의해 파

생되는 여러 cytokines에 초점을  경주하여야 할 것으
로 사료되었다. 
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국문초록

암 세포의 유전적 불안정에 의해 투여된 항암제에 내성을 가진 암 세포의 발현은 항암제에 의한 암 치료의 
효과를 한정 짓는 요소이어서 이를 극복하고자 하는 노력으로 최근 종양내의 신 혈관 형성 억제에 많은 연구가 
집중되고 있다. 항암제에 의한 신 혈관 형성 억제 효과가 항암제 치료의 궁극적인 목표인 생존율 증가에 큰 역할
을 할 수 있으리라는 예측을 불러일으키고 있는데 항암제에 의한 신 혈관 형성 저해가 항암제 내성을 지닌 종양
세포의 복원 시 종양내의 신 혈관 형성과 직접 관련이 있어 종양 내의 혈관 내피세포 사멸에 신 혈관 형성 억제제
와 함께 상호 보완적으로 작용하고 신 혈관 내피 세포 사멸이 암 세포 사멸 전에 이루어짐을 구명하게 되었다. 
이에 본 연구자는 우리나라 부인암의 수위를 점하고 있는 유방암, 자궁경부암, 그리고 치사율이 제일 높은 난

소암 세포주에 가장 보편적이면서도 치료 성적이 양호한 cisplatin과 paclitaxel, 그리고 최근 다시 각광 받기 시작
한 면역 조정제이며 항 신 혈관 형성 제제로 간주되고 있는 thalidomide를 연구 재료로 하여 투여 농도 별로 각 
대상 세포주의 성장 억제를 MTT dye staining에 근거한 formazen 형성 방법으로 조사하였고 flowcytometry에 의한 
세포 고사율을 파악하여 RT-PCR에 의한 신 혈관 형성 관련 유전자 VEGF, bFGF 및 TSP-1의 발현 변이에 미치는 
영향을 비교 분석한 바, 다음과 같은 결과를 얻었다.

cisplatin 0, 30, 50, 100 uM 씩 처리한 세포성장 억제 및 사멸율은 난소암 세포주 A2780에서는 각각 0.00, 21.07, 
39.19, 62.45%: 9.5, 13.65, 13.25, 25.8%를, cisplatin 내성주인 A2780 CDDP에서는 0.00, 14.23, 24. 85, 43.48%: 14.25, 
17.22, 22.76, 39.91%의 결과를 보였다. 유방암 세포주 MCF-7에서는 0.00, 3.26, 8.54, 29.11%: 24.84, 27.56, 29.47, 
56.07%를, 자궁경부 편평 상피암 세포주 SiHa에서는 30uM에서 오히려 5.95% 성장 촉진을 보였으나 50 uM에서는 
0.77%, 100uM에서 27.00% 억제율을 보였고, 세포 사멸은 일관되게 30uM시 일시적 세포성장에도 불구하고 
13.47%의 사멸을 보였으며 농도 증가에 따라 14.81, 그리고 28.82%의 사멸정도를 보였다. 따라서 50 uM 까지는 
세포사멸의 정도가 전체 1/4을 상회하지 않아 이 이하 농도에서 항 신 혈관 효과가 발생하는 effective window로 
기대하였다.

Paclitaxel 0.00, 0.02, 0.05, 0.1 uM 별 세포 성장 억제율은 A2780인 경우, 0.00, 16. 92, 27.68, 51.75%이었고 A2780 
CDDP에서는 0.00, 28.84, 41.24, 46.46%. MCF-7에서는 0.00, 7.92, 29.23, 41.58%, SiHa에서 0.00, 37.24, 40.23, 
42.57%를 보였으나, 세포 사멸은 공히 가장 최소 용량인 0.02 uM로 처리했을 때부터 거의 전체 1/3에 가까운 세포 
사멸을 보여 항 신 혈관 효과를 입증하는 농도로는 부적합 하였다. Thalidomide 0, 50, 100, 200ug/ml 당 결과는 
A2780에서 0.00, 15.39, 19.06, 59.06%: 5.99, 8.49, 11.23, 13.04%이었고 A2780 CDDP인 경우, 0.00, 1.97, 32.25, 
50.42%: 12.16, 12.62, 12.77, 13.48% 였으며 MCF-7에서는 0.00, 9.78, 30.65, 50.27%: 27.00, 29.41, 30.37, 36.11%이었
고 SiHa에서는 0.00, 9.87, 26.46, 53.45%: 6.00, 6.96, 6,34, 7.09%의 결과를 보였다.
본 연구에서 목표한 신 혈관 형성 관련 유전자 중 VEGF, bFGF는 모든 연구 대상 세포주에서 증폭된 반면 

TSP-1은 cisplatin과 paclitaxel을 처리한 A2780과 A2780CDDP에서는 증폭되지 않았으며, thalidomide를 처리한 
A2780 에서도 증폭되지 않았고 TSP-2 유전자는 모든 세포주에서 전혀 증폭되지 않았다. VEGF 및 bFGF에 영향
을 미쳐 혈관신생억제제효과가 있는 것으로 알려진 paclitaxel처리 후에도 처리용량 증가에 따른 유전자 발현 정
도의 변화를 관찰할 수 없었으며, bFGF의 발현차에 따른 cispltin의 세포 독성도의 변화도 관찰되지 않았다.
따라서 세포 독성제에 의한 신 혈관 형성 관련 유전자 변이에 따른 암 세포 고사율에 대한 연구에서는 base 

pair의 차이 폭이 크지 않은 유전자 증폭에 목표를 두지 말고 세포주들에 대한 신 혈관 형성 관련 인자들에 대한 
vector related transfection등의 조치와 함께 cisplatin과 thalidomide의 신 혈관 형성 억제 효과 파악 연구에는 종양 
세포내의 직접적인 신 혈관 형성 관련 유전자가 아닌 종양 세포의 paracrine effect를 파악할 수 있는 생체내 실험 
조건을 조성하여 이에 의해 산출되는 cytokines에 대한 연구가 필요한 것으로 사료되었다.

중심단어 : 혈관신생, 종양억제제, 부인암




