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SYNERGISTIC EFFECTS OF SORAFENIB AND CELECOXIB 
INHIBIT GROWTH AND VEGF EXPRESSION IN HEC-1A 
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Objective
The aim of this study was to investigate whether combination of sorafenib and celecoxib exhibited an anti-tumor efficacy or altered 
expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) in Hec-1A endometrial cancer cell line. 

Methods 
To determine whether sorafenib or celecoxib-induced growth inhibition was determined by the (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-5-[3-
carboxymethoxyphenyl]-2-[4-sulfophenyl]-2H-tetrazolium, inner salt) assay. Expression of VEGF and p53 were evaluated using the 
reverse transcription polymerase chain reaction. 

Results
Combination of sorafenib 10 ng/mL and celecoxib 50 μmol/L exhibited synergistic inhibitory effects compared to treatment with 
each agent alone (P<0.0001). VEGF expression was also down regulated after 24 hours or 72 hours of treatment with sorafenib 
alone or in combination with sorafenib and celecoxib in Hec-1A cells. However, there was no alteration of p53 expression in Hec-
1A cells after 24 hours or 72 hours of treatment with sorafenib alone or in combination with sorafenib and celecoxib. 

Conclusion 
Combination treatment of sorafenib and celecoxib to Hec-1A endometrial cancer cell line revealed the ability to inhibit growth and 
expression of VEGF. 
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자궁내막암은 국내의 경우 부인암 등록 사업을 시작한 1991년에 비

해 2004년도에는 6배 이상으로 꾸준히 증가하였으며 자궁경부암, 난

소암 및 자궁체부암 등의 부인과 암들 중에서 가장 현저한 증가 추세

를 보이고 있다[1]. 미국의 경우 유방암, 폐암, 피부암에 이어서 4위

를 차지하고 여성생식기에서 발생하는 암 중 가장 많이 발생하는 질환

이며[2], 국내에서도 평균 수명 연장으로 인한 노인인구의 증가, 호르

몬 보충요법 등으로 인해 다른 부인암들보다 더욱 급속히 증가하고 있

다[3]. 우리나라의 경우 International Federation of Gynecology and 

Obstetrics (FIGO) 병기별로 병기 I, II기가 73.6%이며 III, IV기가 26.4%

로 대부분 초기에 발견되고 있으며[1], 주로 폐경 이후에 발생하는 질

환이지만 폐경기 이전의 젊은 여성에서도 발생 빈도가 점점 증가하고 

있다[4]. 이러한 자궁내막암의 예후인자들로는 암의 병기가 가장 중요

한 예후인자이며, 환자의 나이, 세포 형태와 조직학적 분화도, 자궁근층 

침범, 림프혈관 침윤성, 종양의 크기, 호르몬 수용체 유무, 유전적 및 분

자적 종양표지자 등이 보고되어 있다[5-7]. 최근에는 괄목할만한 발전

을 보이고 있는 분자생물학의 발달로 인하여 생물학적 예후인자에 대

ORIGINAL ARTICLE
Korean J Obstet Gynecol 2012;55(11):814-821
http://dx.doi.org/10.5468/KJOG.2012.55.11.814
pISSN 2233-5188 · eISSN 2233-5196



WWW.KJOG.ORG 815

Jeong Sig Kim, et al. Sorafenib and celecoxib in Hec-1A cells

한 연구가 활발히 진행되고 있으며, 인체 종양에서 가장 흔한 변성을 

보이고 암 발생과의 연관성이 밝혀진 p53 종양억제 유전자와 vascular 

endothelial growth factor (VEGF)가 최근에 표적치료제로 사용되는 약

제들에 대하여 특히, 자궁내막암 세포주에서 어떤 변화가 있는지는 많

이 보고되어 있지 않다. 본 연구에서는 VEGF를 표적으로 하는 약제들 

중 VEG receptor 2 (VEGFR-2)와 VEGF receptor 3 (VEGFR-3) 등을 

억제하는 것으로 알려진 sorafenib을 선택하였고 또한, 혈관신생과 연

관되어 VEGF 발현을 증가시킨다고 알려진 cyclooxygenase-2 (Cox-

2)에 대한 억제제로 celecoxib를 실험에 사용하였다. 위 두 가지 약제

들을 자궁내막암 세포주인 Hec-1A에 단독 또는 병용 투여 시 이들 약

제가 세포주에 어떠한 영향을 주며, 이들 약제에 의한 VEGF와 p53의 

발현 양상을 연구하고자 하였다. 

연구대상 및 방법 

1. 자궁내막암 세포주와 배양 
 인간 자궁내막 선암 세포주인 Hec-1A는 분화도가 2이고 에스트로

겐 수용체 양성인 자궁내막 선암에서 유래된 세포주(ATCC, HTB-112)

로 American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA)에

서 구입하였다. 배양액은 10% 우태 혈청(fetal bovine serum)이 함유된 

McCoy’s 5a Medium 혼합액에 스트렙토마이신을 첨가하여 사용하였

고, 이들 세포를 75 cm2 조직배양 플라스크에 배양하여 37oC, 5% CO2 

incubator (Thermo, Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)에서 배

양하였다. 배양액은 2-3일마다 교환하였다. 

2. 약제 
 Hec-1A에 대한 sorafenib (Nexavar, Bayer, Leverkusen, Germany)

과 celecoxib (Celebrex, Pfizer, New York, NY, USA)의 세포증식억제 

현상을 살펴보기 위하여 sorafenib을 5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL, 

50 ng/mL의 농도로 처리하였으며, celecoxib는 20 μmol/L, 40 μmol/

L, 60 μmol/L, 80 μmol/L, 100 μmol/L의 농도로 처리하였다. 각각에 

대해 24시간 동안 배양한 후 (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-5-[3-

carboxymethoxyphenyl]-2-[4-sulfophenyl]-2H-tetrazolium, inner salt) 

(MTS) assay를 이용하여 세포생존율을 측정하였다. 또한 sorafenib과 

celecoxib를 병용처리 하였을 때의 세포생존율도 측정하였다. 

3. 세포생존율 측정 
 Hec-1A 세포주에 대한 sorafenib과 celecoxib의 처치 농도와 시

간에 따른 세포 증식의 변화를 MTS assay (CellTiter96 Aqueous, 

Promega, Madison, WI, USA)로 측정하였다. 지수증식기에 있는 자

궁내막암 세포들을 각각 분리 수확한 후, 배양액 1 mL당 3 ×104이 되

도록 세포의 농도를 조정하고 96-well tissue culture plate (Costar, 

Cambridge, MA, USA)에 well당 100 μL씩 각각 분주하여 37oC, 5% 

CO2 배양기에서 24시간 배양하였다. 여기에 5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 

ng/mL, 50 ng/mL의 농도로 sorafenib을 처리하였고, celecoxib는 20 

μmol/L, 40 μmol/L, 60 μmol/L, 80 μmol/L, 100 μmol/L의 농도로 각

각 처리하였다. 또한, sorafenib 10 ng/mL로 단독 처리한 세포들과 

sorafenib 10 ng/mL와 celecoxib 50 μmol/L를 병용 처리한 세포들을 

24시간 배양하였다. 대조군으로는 배양액만을 첨가하였다. MTS용액

(MTS, 5-diphenyltetrazoliumbromide) 20 μL를 첨가하고 37oC에서 4

시간 동안 반응시키면 살아있는 암세포는 미토콘드리아의 탈수소 효소

작용에 의하여 노란색 수용성 tetrazolium salt를 자주색을 띄는 비수용

성의 formazan salt로 환원시키므로 용액이 자주색으로 바뀐다. 이후, 

ELISA plate reader (VERSA max, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 

USA)로 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 판독한 실험군의 흡광도를 

대조군의 흡광도와 비교하여 세포들의 생존도를 산출하였다. 세포 활

성은 대조군에 대한 실험군의 흡광도를 비율로 환산하여 평가하였으

며, Triple 웰을 한 실험군으로 3회 반복 실험을 실시하여 평균값(표준

편차)으로 표시하였다. 

4. mRNA 분리 및 역전사-중합효소연쇄반응 
총 RNA는 TRI REAGENT (Molecular Research Center Inc., 

Cincinnati, OH, USA)와 chloroform을 사용하여 추출하였다. 혼입된 

DNA를 제거하기 위해 37oC에서 15분간 1 μL의 RNase-free DNase I 

(10,000 U/mL, Stratagene, La Jolla, CA, USA)을 첨가하고 37oC 수조

에서 15분간 반응시켰다. DNase I 처리된 RNA는 분광광도계를 이용하

여 순도 및 양을 측정하였다. cDNA 합성을 위해 2 μg의 RNA와 1 μL

의 oligo dT (0.5 μg/mL)와 1 μL의 2.5 mM dNTP를 혼합하여 65oC에

서 5분간 열처리 후 바로 42oC에 냉각시켰다. Spin down 후 5X buffer, 

0.1 mM DTT, RNase inhibitor (40 U/μL)를 첨가하고 42oC에서 2분간 

전 처리한 후 1 μL의 SuperScript II (200 U/μL, Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA)를 42oC에서 50분간 처리한다. 효소의 활성을 정지시키기 위

해 70oC에서 15분간 처리하였다. 

cDNA와 각각의 human VEGF, human p53 primer, PCR premix Taq 

polymerase 1 U, dNTPs 0.25 mM, MgCl2 1.5 mM, KCl 40 mM, Tri-HCl 

(p9.0) 10 mM, Glycerol 10% (Genotech, Daejeon, Korea)를 섞어 iCycler 

thermalcycler (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)로 역전

사-중합효소연쇄반응을 하였다. 양성 대조군으로 β-actin을 이용하였

다. VEGF, p53, β-actin 모두 35회 증폭(95oC 1분, 50oC 1분, 72oC 1분), 

(95oC 1분, 57oC 1분, 72oC 1분), (95oC 1분, 55oC 1분, 72oC 1분)하였다.

VEGF (233 bp) forward 5’-GCACCCATGGCAGAAGG-3’ 
  reverse 5’-CTCGATTGGATGGCAGTAGCT-3’ 
p53 (122 bp)  forward 5’-GTTCCGAGAGCTGAATGAGG-3’ 
  reverse 5’-TTATGGCGGGAGGTAGACTG-3’ 
β-actin (233 bp) forward 5’-GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3’ 
  reverse 5’-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’ 

역전사-중합효소연쇄반응을 통하여 얻어진 산물을 1% agarose gel

에 전기영동하고 mRNA발현 정도는 밀도계측기(densitometry)를 이용
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하여 반정량적으로 분석하였다. β-actin은 각 역전사-중합효소연쇄반

응의 산물인 cDNA의 실질적 양에 대한 지시자로 사용하였다. 

5. 통계학적 분석 
모든 자료수치는 세 번 이상의 실험에서 평균(표준편차)으로 표시되었

다. 통계분석에는 SAS ver. 9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)을 사용

하였으며, one-way analysis of variance와 각 군 간 다중비교를 위하여 

Duncan’s multiple-range test를 시행하였고, 유의성은 P＜0.05로 하였다. 

결  과 

1. 자궁내막암 세포주에서 세포생존율검사 

1) Sorafenib에 의한 세포생존율 

 Sorafenib을 약품처리하지 않은 대조군, 5 ng/mL (Sora 5), 10 

ng/mL (Sora 10), 20 ng/mL (Sora 20), 50 ng/mL (Sora 50)으로 

처리한 군에서 생존율(흡광도, 평균 ± 표준편차)은 각각 1.07 ± 0.29, 

0.75  ±  0.31, 0.57  ±  0.21, 0.40  ±  0.14, 0.21 ±  0.08로 측정되었다(Fig. 

1A). Hec-1A cell에 대한 Sorafenib의 IC50 =10 ng/mL이었다. 각 세포

주에 sorafenib의 농도를 달리하여 투여하였을 때, 각 군들 간 평균치 

차이가 통계적으로 유의하였으며, 어느 농도에서 차이가 나는지 평가

하기 위하여 농도별 다중비교를 실시한 결과, 모든 농도군이 별개의 그

룹으로 분류됨으로써 모든 농도군에서 대조군보다 통계적으로 유의하

게 세포증식을 억제한다고 평가하였다. 

 2) Celecoxib에 의한 세포생존율 

Celecoxib를 대조군, 20 μmol/L, 40 μmol/L, 60 μmol/L, 80 μmol/

L, 100 μmol/L로 처리한 군 들 사이에서 생존율(흡광도, 평균 ± 표
준편차)이 각각 0.87  ±  0.17, 0.86  ±  0.21, 0.77 ± 0.21, 0.63   ±  0.15, 

0.46  ±  0.09, 0.33  ±  0.04로 나타났다. Hec-1A cell에 대한 Celecoxib

의 IC50=80 μmol/L이었다(Fig. 1B). 각 세포주에 celecoxib 농도를 다르

게 하여 투여 시, 각 군들 간에 평균치 차이가 통계적으로 유의하였으

며, 어느 농도에서 차이가 나는지에 대한 평가를 위해 농도별 다중비교

Fig. 1. (A) Viability of Hec-1A cells treated with 5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL, 
and 50 ng/mL of sorafenib after 24 hours of treatment. Cell growth was inhib-
ited by sorafenib treatment in a concentration-dependent manner. Significant 
differences are indicated by (aP<0.0001 vs. control condition). (B) Viability of 
Hec-1A cells treated with celecoxib in rising concentrations between 20 μmol/
L and 100 μmol/L after 24 hours of treatment. Significant differences are 
indicated by (aP<0.0001 vs. nontreated control). (C) Viability of Hec-1A cells 
treated with sorafenib 10 ng/mL, celecoxib 50 μmol/L or in combination with 
sorafenib 10 ng/mL and celecoxib 50 μmol/L. aP<0.0001 when compared with 
cells under ‘sorafenib 10 + celecoxib 50’ conditions. 
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를 실시한 결과, 대조군과 celecoxib 20 μmol/L (Cele 20)군이 같은 그

룹으로서, 대조군과 Cele 20군은 차이가 없는 것으로 분류되었고, 또한 

Cele 20군과 celecoxib 40 μmol/L (Cele 40)군 또한 차이가 없는 것으

로 분류되었으며, celecoxib 50 μmol/L (Cele 50)의 농도에서도 세포 

증식을 의미 있게 억제하지 않았지만(data not shown), celecoxib 60 

μmol/L (Cele 60), 80 μmol/L (Cele 80), 100 μmol/L (Cele 100)군들

은 모두 별개의 군으로 분류됨으로써 Cele 60군부터 통계적으로 유의

하게 차이가 났다(P＜0.0001). 

3) Sorafenib과 celecoxib의 병용 처리에 의한 세포생존율 

 Hec-1A cell에서 sorafenib을 단독 처리하였을 때와 sorafenib과 

celecoxib를 병용 처리하였을 때 세포주의 생존에 미치는 영향을 비교

하였다. 

Sorafenib을 5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL, 50 ng/mL로 처리하였

을 때 모든 농도에서 의미 있는 세포증식 억제를 보이므로 sorafenib의 

IC50인 10 ng/mL을 선택하였고, celecoxib 농도는 50 μmol/L의 농도 

이하에서는 세포증식 억제의 차이를 보이지 않으므로 이를 기준으로 

하여, sorafenib 10 ng/mL으로 처리 시 celecoxib 50 μmol/L을 병용

하면 서로의 상승 효과(synergistic effect)를 나타내는지 실험을 하였다. 

대조군의 생존율(흡광도, 평균 ± 표준편차)을 기준으로 하여, sorafenib 

10 ng/mL와 celecoxib 50 μmol/L을 단독으로 처리한 군에서의 생존

율은 각각 0.67  ±  0.19, 0.71 ±  0.32로 나타났고, sorafenib 10 ng/mL 

와 celecoxib 50 μmol/L를 병용 처리한 군에서는 생존율이 0.51 ±  0.15

로 나타났다. 두 약물을 혼합하여 처리한 연구에서, 각각의 다른 군들

과의 평균치 차이가 통계적으로 유의하였다(P＜0.0001). 즉, sorafenib 

또는 celecoxib를 각각 단독으로 처리한 군과 비교 시 sorafenib과 

celecoxib를 병용처리한 군에서 통계적으로 유의하게 세포 증식을 억

제하며 celecoxib로 인해 sorafenib의 상승 효과가 있음을 보여주고 있

다(Fig. 1C). 

2. 역전사-중합효소연쇄반응을 이용한 VEGF 의 발현 양상 
혈관신생과 관련된 VEGF의 발현은 24시간 동안 세포주를 배양한 

후 sorafenib 10 ng/mL으로 단독 처리하였을 때보다 celecoxib를 병합

하여 처리하였을 때에 발현감소가 현저하였다. 72시간 배양 후에 이들 

약제들을 같은 방법으로 처리하였을 때에도 sorafenib 단독 처리보다는 

celecoxib를 병합하여 처리하였을 때 VEGF의 발현이 더 의미 있게 감

소하였다(Fig. 2A). 

3. 역전사-중합효소연쇄반응을 이용한 p53의 발현 양상 
 자궁내막암 세포주인 Hec-1A에서 p53은 sorafenib이나 celecoxib

를 각각 또는 병합처리하며 시간과 농도를 다르게 하여도 발현의 차이

는 보이지 않았다(Fig. 2B). 

고  찰 
 

종양이 성장과 전이를 하기 위해서는 신생혈관 형성이 필수 과정이

다[8,9]. 종양의 성장에서 종양이 직경 1 mm 이상의 크기로 자라려면 

주위의 기존 모세혈관에서 새로운 모세혈관이 생겨나야 한다[10]. 신

생혈관 형성은 증식하는 종양에 영양분과 산소를 공급해 줄 뿐만 아

니라 원발병소로부터 혈관벽을 통한 종양 세포의 관통과 원격 장기로

의 전이를 가능하게 한다. 그러므로 종양의 성장과 전이에는 혈관신생

VEGF

β-actin

1       2       3       4       5       6        7       8

1 2 3 4 5 6 7 8

[24 hours; 1(Control), 2(Sorafenib 10ng/mL), 3(Sorafenib 10ng/mL + Celecoxib

100μmol/L) 4(Sorafenib 100ng/mL + Celecoxib 100μmol/L)]

1       2       3       4       5       6        7       8

100μmol/L), 4(Sorafenib 100ng/mL + Celecoxib 100μmol/L)]

[72 hours; 5(Control), 6(Sorafenib 10ng/mL), 7(Sorafenib 10ng/mL + Celecoxib

100μmol/L), 8(Sorafenib 100ng/mL + Celecoxib 100μmol/L)]

p53

β-actin

1       2       3       4       5       6        7       8

1 2 3 4 5 6 7 8

[24 hours; 1(Control), 2(Sorafenib 10ng/mL), 3(Sorafenib 10ng/mL + Celecoxib

100μmol/L) 4(Sorafenib 100ng/mL+ Celecoxib 100μmol/L)]

1       2       3       4       5       6        7       8

100μmol/L), 4(Sorafenib 100ng/mL+ Celecoxib 100μmol/L)]

[72 hours; 5(Control), 6(Sorafenib 10ng/mL), 7(Sorafenib 10ng/mL + Celecoxib

100μmol/L), 8(Sorafenib 100ng/mL + Celecoxib 100μmol/L)]

VEGF

β-actin

1       2       3       4       5       6        7       8

1 2 3 4 5 6 7 8

[24 hours; 1(Control), 2(Sorafenib 10ng/mL), 3(Sorafenib 10ng/mL + Celecoxib

100μmol/L) 4(Sorafenib 100ng/mL + Celecoxib 100μmol/L)]

1       2       3       4       5       6        7       8

100μmol/L), 4(Sorafenib 100ng/mL + Celecoxib 100μmol/L)]

[72 hours; 5(Control), 6(Sorafenib 10ng/mL), 7(Sorafenib 10ng/mL + Celecoxib

100μmol/L), 8(Sorafenib 100ng/mL + Celecoxib 100μmol/L)]

p53

β-actin

1       2       3       4       5       6        7       8

1 2 3 4 5 6 7 8

[24 hours; 1(Control), 2(Sorafenib 10ng/mL), 3(Sorafenib 10ng/mL + Celecoxib

100μmol/L) 4(Sorafenib 100ng/mL+ Celecoxib 100μmol/L)]

1       2       3       4       5       6        7       8

100μmol/L), 4(Sorafenib 100ng/mL+ Celecoxib 100μmol/L)]

[72 hours; 5(Control), 6(Sorafenib 10ng/mL), 7(Sorafenib 10ng/mL + Celecoxib

100μmol/L), 8(Sorafenib 100ng/mL + Celecoxib 100μmol/L)]

Fig. 2. (A) Expression of vascular endothelial 
growth factor (VEGF) in Hec-1A cells after 24 
hours or 72 hours of treatment with sorafenib 
alone or in combination with sorafenib and 
celecoxib. Endometrial cancer cell line was 
treated with sorafenib and/or celecoxib for 
indicated concentrations. β-actin was used as 
a control for protein loading. (B) Expression of 
p53 in Hec-1A cells after 24 hours or 72 hours 
of treatment with sorafenib alone or in combi-
nation with sorafenib and celecoxib. Endome-
trial cancer cell line was treated with sorafenib 
and/or celecoxib for indicated concentrations. 
β-actin represents the loading control. 24 
hours: 1, control; 2, sorafenib 10 ng/mL; 3, 
sorafenib 10 ng/mL + celecoxib 100 μmol/L; 4, 
sorafenib 100 ng/mL + celecoxib 100 μmol/L; 
72 hours: 5, control; 6, sorafenib 10 ng/mL;  7, 
sorafenib 10 ng/mL + celecoxib 100 μmol/L; 8, 
sorafenib 100 ng/mL + celecoxib 100 μmol/L. 
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이 반드시 필요하며, 혈관신생을 억제하면 종양의 성장을 둔화시킬 수 

있을 것이다. 이러한 혈관신생은 종양세포, 종양 주변부위 환경에 있

는 대식세포, 혹은 다른 내재된 세포에서 분비되는 혈관형성 촉진인자

의 분비나 혈관형성 억제인자의 소실에 의해 유도되는데, 촉진 인자로

는 VEGF, 섬유아세포 성장인자(basic fibroblast growth factor), 표피 

성장인자(epithelial growth factor), interleukin-8, transforming growth 

factor-β 등이 있고, 억제 인자로는 thrombospondin-1, angiostatin, 

endostatin 등이 있다[11-14]. 이들 중에서도 VEGF는 신생혈관 형성

에 가장 강력한 촉진인자이며[12], 혈관 증식, 투과성 및 기능을 조절하

는 proangiogenic growth factor로 신생혈관의 사멸에 보호적인 요소

이고[15], 또한, 방사선이나 세포독성제에 의한 암 세포 사멸을 방어하

여 암세포의 회생 효과가 있다고 보고되었다[16]. VEGF는 여러 종류의 

종양세포에서 발현되며, 신장이나 방광, 위, 식도, 대장 등 여러 장기의 

악성 종양에서 VEGF mRNA의 발현이 종양의 예후와도 관련이 있다고 

하였다[17-20]. 

Sorafenib (BAY 43-90006, Nexavar)은 경구치료제로서 multi-

kinase inhibitor이며, 특히 Raf kinase와 VEGFR-2, VEGFR-3, platelet 

derived growth factor receptor (PDGFR), c-Kit, Flt3 등을 억제한다. 

신세포암에 대한 치료로 Food and Drug Administration의 승인을 받았

으며, 세포 증식과 혈관 생성을 억제하는 역할을 하므로 여러 항암제들

과 병용 투여하여 치료 효과가 있는가에 대한 활발한 연구가 진행 중

에 있다. VEGFR-2에 의한 혈관내막세포의 VEGF의 활성화는 혈관신

생에서 매우 중요하다. VEGF의 활성화는 혈관내막 세포의 신호전달을 

유도하여 혈관내막 세포의 증식, 이동, 생존을 조절한다. 이러한 과정에 

관여하는 두 가지 중요한 전달과정에는 PI3K-AKT와 Raf-MEK-ERK 

pathway가 있으며[21,22], 혈관신생에는 이들 두 가지의 전달과정이 

반드시 필요하다. 그러므로, sorafenib은 VEGFR-2와 Raf를 억제하는 

역할을 하므로 sorafenib을 투여 시 혈관신생을 억제하리라 기대할 수 

있다. 이번 실험에서도 자궁내막암 세포주에 sorafenib 투여 후 VEGF

의 발현이 의미 있게 감소하였다. 자궁내막암 환자에 대한 임상 연구

는 진행 중에 있지만, 신세포암 환자에 sorafenib을 사용한 임상 연구에

서는 위약군에 비해 2배의 무진행 생존율(progression-free survival)을 

보였다[23]. Chen 등[24]은 자궁내막암 조직의 VEGF가 질병 진행 및 

전이와도 연관성이 있어 무병생존율(disease-free survival)에 대한 독

립적인 예후인자로서도 가능할 것으로 분석하였다. 

Cox-2는 성장인자, cytokine, 종양촉진인자(tumor promoter) 등에 

의하여 유도되어, 염증 반응 및 병적 상태에서 작용하는 prostaglandin

을 합성하고, 세포자멸사가 일어나지 않도록 억제하여 종양 발생을 촉

진시키며, 세포의 기질을 분해하는 효소인 matrix metalloproteinase-2 

를 활성화하여 종양 침윤을 증가시킨다[25]. Cox-2 유전자는 또한 세

포의 성장과 분화에 관여하는 유전자로 여러 세포에서 세포자멸사 과

정을 방해하고, 혈관의 생성과 관련이 있어 종양의 침윤 및 전이에

도 기여할 것으로 추측된다. Cox-2의 과발현은 상피세포의 세포자멸

사를 억제하며 암세포의 침투성을 증가시키기 때문에 Cox-2 억제제

에 의하여 암세포의 세포자멸사를 유도할 수 있을 것으로 판단이 된다

[26]. Cox-2를 활성화시키는 자극들은 또한 종양억제유전자인 p53 발

현을 증가시켜 세포주기를 정지시키고 손상된 DNA를 복구하거나 세

포자멸사를 유도한다. p53 유전자에 의해서도 Cox-2의 발현이 증가

하거나 감소하기도 하며, Cox-2의 과발현에 의해 p53 유전자가 억제

되기도 한다[27,28]. 그러므로, p53과 Cox-2는 상호 간에 연관성은 있

으나, p53 유발(induction)과 Cox-2의 과발현이 암 발생 전이나 발생 

시 서로 협력하는지 아니면 상쇄하는지에 대해서는 아직도 논란이 되

고 있다. 자궁내막암 세포주인 Hec-1A cell에 대해서도 Cox-2 억제

제인 celecoxib 투여 후 세포증식이 억제되는 양상을 보였다. 반면에, 

Fig. 2C에서 보는 바와 같이 sorafenib에 celecoxib를 병합하여 처치 

시 celecoxib의 농도를 증가시켜도 p53의 발현에는 변화가 없었다. 혈

관신생에 대해서는 Cox-2와 관련성이 있어 Cox-2 억제제에 의해 혈

관신생이 감소하며[29], Cox-2에 의한 혈관신생의 경우 증가된 cAMP

를 통해 혈관신생인자인 VEGF를 발현시키고, thromboxane A2, PGE2, 

PGI2를 생성시켜 직접적으로 혈관 내피세포의 이동과 증식을 자극한다

[30]. 또한, Cox-2가 Bcl-2나 Akt 유전자를 활성화시켜 혈관 내피세포

의 증식을 자극한다는 연구보고도 있다[31]. Ohno 등[32]은 자궁내막

암 조직에서 Cox-2 발현이 있는 예에서 발현이 없는 조직보다 세포자

멸사 지수가 더 낮게 나타났고, 미세혈관 밀도 또한 Cox-2 발현이 양

성인 조직에서 높게 나타났으며, Cox-2의 과발현 시 예후가 좋지 않

다고 보고하였다. 부인암 영역에서 Cox-2 발현은 자궁내막 선암과 난

소의 장액성 낭성 암에서 자궁경부 편평세포암보다 더 많이 나타나며

[33], 높은 미세혈관 수와 VEGF 발현과도 연관이 있으나 자궁내막암의 

임상예후 인자들과는 연관이 없다는 보고도 있다[34]. 

혈관형성인자와 혈관 형성억제인자의 분비조절 기전은 아직 분명하

지 않으나 종양 유전자와 종양억제유전자가 관여한다. 종양억제유전자

인 p53 유전자는 다른 유전자의 전사(transcription)에 영향을 주는 인

자로 세포고사를 유도하고 암변환을 억제한다. 또한 혈관 내피 성장인

자의 촉진자를 하향 조절하여 전사(transcription)를 억제하고, 신생혈관 

형성을 방해하는 thrombospondin-1을 상향 조절하여 신생혈관 형성

을 억제한다. 반면에 돌연변이형 p53 유전자는 p53 유전자의 혈관내

피 성장인자의 억제기능을 상실한다. 그러므로 p53 유전자가 신생혈관 

형성과 관계가 있으며, 특히 인체의 고형 암종에서 p53 유전자의 변이

가 VEGF의 과발현과 깊은 연관성이 있다고 보고되었다[35,36]. 그러

나, p53과 같은 종양관련 유전자의 변이와 혈관신생과의 관련에 대한 

최근 연구를 보면 연구자에 따라 이견이 많다. Kieser 등[37]은 p53 

단백의 변이는 VEGF의 과발현을 유도하여 혈관신생을 조절한다고 하

였지만, Giatromanolaki 등[38]의 연구에 의하면 p53은 신생혈관 생성

과정에 관여하지 않는다고 하였다. 본 연구에서도 자궁내막암 세포주

에 sorafenib과 celecoxib를 투여하였지만, p53의 변화는 나타나지 않

았다. 

본 실험 결과를 보면 자궁내막암 세포주인 Hec-1A cell이 sorafenib

과 celecoxib 두 약제를 단독으로 처리한 경우에도 증식이 억제되며, 

병용 처리시에는 상승효과로 인하여 세포 증식이 억제되는 반응을 보

였기에 두 약제 간 적어도 부가 효과이상의 상호작용이 있는 것으로 나
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타났다. 그렇지만, 이번 연구는 체외실험이고 Hec-1A 단독 세포주에 

대한 결과이기 때문에 연구 결과의 신뢰도에 문제점이 없는 것은 아니

다. 특히, 생체내 혈관신생은 더욱 복잡하므로, 향후 실험결과의 신뢰성

을 좀 더 확보하기 위해서는 다른 자궁내막암 세포주들이나 mouse 등

을 이용한 실험 및 혈관신생과 관련된 다른 인자들에 대한 연구가 필요

하다. 이러한 연구들을 통하여 자궁내막암 치료에 대한 새로운 임상 연

구에 도움을 줄 수 있으리라 생각된다. 

자궁내막암 세포주 Hec-1A를 대상으로 sorafenib과 celecoxib의 세

포증식억제 및 VEGF의 발현 변화에 대한 연구에서 다음과 같은 결론

을 얻었다. 

1) Sorafenib과 celecoxib 각각을 자궁내막암 세포주에 투여 시 두 약

제의 농도가 증가함에 따라 세포증식이 억제되었다. Sorafenib은 5 ng/

mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL, 50 ng/mL의 모든 농도군에서 대조군보다 

의미 있게 세포증식을 억제하였다. Celecoxib는 20 μmol/L, 40 μmol/

L, 60 μmol/L, 80 μmol/L, 100 μmol/L으로 처리하였을 때 60 μmol/L

군부터 통계적으로 유의하게 차이가 났다(P＜0.0001). 2) Sorafenib 10 

ng/mL에 celecoxib 50 μmol/L를 병용 처리한 군에서는 sorafenib 단

독으로 처리하였을 때보다 celecoxib로 인한 상승효과로 세포증식이 

통계적으로 의미 있게 억제되었다(P＜0.0001). 3) 혈관신생과 관련된 

VEGF는 sorafenib 10 ng/mL과 celecoxib 100 μmol/L 각각의 약제를 

처리한 경우보다 병합하여 처리한 군에서 또한 발현이 더 감소하였다. 

그러나, p53의 경우 약제들을 각각 처리한 경우 및 병합처리한 경우 모

두에서 발현의 차이는 없었다. 
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자궁내막암 세포주 Hec-1A에서 sorafenib과 celecoxib에 의한 세포증식억제와 혈관내피성장인자의  
발현 변화
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목적

자궁내막암 세포주 Hec-1A에서 sorafenib과 celecoxib에 의한 세포증식억제 및 혈관내피성장인자(vascular endothelial growth factor, 

VEGF)의 발현 변화에 대해 연구하고자 하였다. 

연구방법

Hec-1A 세포주에 대한 sorafenib과 celecoxib의 처치 농도와 시간에 따른 세포증식억제 작용을 (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-5-[3-

carboxymethoxyphenyl]-2-[4-sulfophenyl]-2H-tetrazolium, inner salt) assay로 측정하였으며, 또한 위 약제들을 단독 또는 병합투여 시 

VEGF, p53의 변화를 역전사-중합효소연쇄반응(reverse transcription-polymerase chain reaction)으로 측정하였다. 

결과

Sorafenib과 celecoxib 각각을 자궁내막암 세포주인 Hec-1A에 처치 시, sorafenib의 농도를 5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL, 50 ng/mL로 

증가시킬수록 모든 농도에서 의미 있게 점차적으로 세포들의 증식이 억제되었으며, celecoxib는 60 μmol/L의 농도에서부터 통계적으로 

유의하게 차이가 났다. Sorafenib 10 ng/mL을 단독 처리하였을 때보다 celecoxib를 병합처리하였을 때 약제 간 상승 작용으로 세포증식억

제의 차이가 통계적으로 의미 있게 나타났다(P＜0.0001). 혈관신생과 관련된 VEGF는 sorafenib과 celecoxib 두 가지 약제를 동시에 병합 

시 sorafenib 단독 처치보다 발현감소가 의미 있게 나타났다. 그러나 p53의 경우 sorafenib이나 celecoxib를 각각 또는 병합처리하며 시간

과 농도를 다르게 하여도 약제들에 따른 발현의 변화는 나타나지 않았다.

결론

본 연구결과로 sorafenib과 celecoxib의 병합처치에 의해 Hec-1A자궁내막암 세포주의 증식과 VEGF의 발현이 억제되므로, 자궁내막암의 

기존 치료요법에 위 약제들이 보조적인 역할을 할 수 있으리라 생각된다. 

중심단어: 자궁내막암 세포주, Sorafenib, Celecoxib, 혈관내피성장인자


