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=Abstract=

Growth Inhibition and Apoptosis Induction of Sulindac

on Human Lung Cancer Cells

Hak Ryul Kim, M.D., Sei Hoon Yang, M.D. and Eun Taik Jeong, M.D.

Department of Internal Medicne, Wonkwang University College of Medicne, Iksan, Korea

Background : Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) are useful in chemoprevention of colorectal

cancers. Continuous NSAID administation causes 40% to 50% reduction in relative risk for colorectal

cancer. Sulindac possesses an antiproliferative effect and induces apoptosis and tumor regression on colon

cancer and other types of cancers. We intended to analyze the effects of sulindac in three non-small cell

lung cancer cell lines.

Materials and Methods : The human lung cancer cell lines, A549, NCI-H157 and NCI-H460 were used

for this study. Viability was tested by MTT assay, and cell death rate was measured by lactate

dehydrogenase(LDH) release. Apoptosis was estimated by flow cytometric analysis and nuclear staining.

Results: Sulindac was able to decrease the viability of non-small cell lung cancer cells in a dose- and

time- dependent manner. In a parallel effect of sulindac on cell death rate, LDH release was increased

in sulindac-treated lung cancer cells. Sulindac significantly increased apoptosis characterized by an

increase of sub-G0/G1 fraction and morphological change of nuclei. The rate of apoptotic cells after

sulindac treatment in lung cancer cells increased in a time- and dose- dependent manner in flow

cytometric analysis. Apoptotic cells were defined as nuclear shrinkage, chromatin condensation and

nuclear fragmentation of cells.
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서 론

비스테로이드성 항염증제(Non-Steroidal Anti-In

flammatory Drugs, NSAID) 중 아스피린, keto

profen, sulindac 및 celecoxib 등은 항염증 작용뿐

만 아니라 인체에서의 종양 형성도 억제시키는 것

으로 보고 되어 있다
1
. 지속적인 NSAID의 복용은

대장암의 발생 위험도를 40-50% 감소시킬 수 있

는 것으로 보고 되었으며
2,3
최근에 미국 FDA는

cycloo-xygenase-2(COX-2) 억제제인 celecoxib가

가족성 선종성 용종증의 암화 예방에 효과가 있다

고 공인하였다.

Sulindac은 indomethacin과 구조식이 비슷한

NSAID로서 ρ-methyl sulphinyl group의 전구물질

로서 sulphide로 대사되어 prostaglandin 합성을 억

제시킨다. 가족성 선종성 용종증의 발암 예방 효과

를 가지고 있으며
4,5
, 항암기능으로 설명되는 COX-2

억제 기능도 있으나
3,6
구체적인 정확한 기전은 현

재 확실치 않다. 대장암 세포주의 실험에서는

sulindac에 의해 세포 성장이 억제되고 세포 고사

가 촉진된다고
7
보고되었고, 유방암 세포주에서도

sulindac에 의해 세포 성장의 억제와 세포 고사의

촉진이 관찰되었다
8
. 폐암 세포주에 대한 sulindac

의 영향에 관한 보고는 현재까지 아직 충분치 않

다. 폐암 세포주에서 sulindac 유도체와 paclitaxel,

cisplatin을 병용 투여 시에 항암 작용의 상승효과

가 발견되었고
9
, 폐암의 동물 모델에서 sulindac과

docetaxel 병용에 의해서 폐암의 성장 및 전이가

억제되었다는 보고가 있을 뿐이다
10
.

이에 저자들은 폐암에 대한 sulindac의 영향을

확인하기 위해서 각각 다른 3가지의 비소세포 폐

암 세포주(선암, 편평상피암, 대세포암)에 sulindac

을 농도별로 처치한 후 세포의 생존율과 세포 고

사에 대한 현상을 시간대별로 관찰하였다.

재료 및 방법

1. 세포주 및 세포배양

A549(선암), NCI-H157(편평상피암), NCI-H460(대

세포암)은 사람 폐암 조직에서 얻은 세포주로서 한국

세포주 은행에서 분양 받아 계대배양 하면서 실험을

실시하였다. Sulindac, Dimethylsulfoxide(DMSO),

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoli

um bromide(MTT), Hoechst 33342, propidium

iodide(PI)는 Sigma사(USA) 제품을 사용하였다.

세포배양은 37℃, 5% CO2 배양기에서 10% 우태아

혈청이 포함된 RPMI 1640 배양액으로 사용하였으

며, 24시간 간격으로 배양액을 교체하여 log phase

에 있는 세포에 sulindac을 농도별 또는 시간대별

로 처리한 뒤 세포 생존율 및 세포고사 현상을 관

찰하였다.

2. 세포 생존율 측정

실험세포군은 세포수 5×10
4
/mL 정도로서 세포 배

양판에 1mL씩 분주하여 12시간 이상 CO2 세포 배

양기 안에서 안정시킨 후, sulindac을 농도별 처리

후에 시간에 맞추어, MTT 용액(5mg/mL in PBS)

을 배양액 최종부피의 1/10이 되게 첨가하였다. 4

Conclusion : Sulindac decreases viability and induces the apoptosis of lung cancer cells. Further

studies will be needed to elucidate the potential mechanism of sulindac-induced apoptosis in lung cancer

cells. (Tuberculosis and Respiratory Diseases 2004, 56:514-522)

Key words : Lung cancer, Sulindac, Apoptosis.
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시간 후 살아 있는 세포에 의해 생성된 보라색

formazan의 검출은 MTT가 들어있는 배양액을 모

두 버리고 DMSO를 500㎕을 넣고 충분히 녹인 후

96 well plate에 100㎕을 넣고 분광광도계(ELISA

reader, Molecular Devices Co., USA)를 이용하여

595nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.

세포의 사멸정도를 반영하는 유산 탈수소 효소

(lactate dehydrogenase, LDH) 유리측정은 Sigma

ultraviolet kit(NO. 340)을 사용하여 Beckman-68

spectrophotometer로 측정하였다.

3. 세포고사 분석

세포고사 현상을 확인하기 위해서 PI로 DNA를 염

색한 후 FACS Vantage (Becton-Dickinson FACS

Caliber, USA) 유식세포 분석기를 이용하여 형광

의 세기를 측정하였다. A549, NCI-H157, NCI-

H460 폐암세포주를 6cm 배양판에 5×10
4
/mL개의

세포가 되도록 분주한 후 sulindac을 농도별로 처

리한 후 24시간과 48시간동안 배양하였다. Cell

scraper를 사용하여 분리한 세포를 배양액과 함께

모은 후 1200rpm에서 5분간 원심분리 하여 세포를

침전시키고 PBS 1ml을 넣어 다시 부유시킨 후

1200rpm에서 10분간 원심분리 하였다. 침전된 세포

에 70% ethanol 2ml을 첨가하여 4℃에서 4시간 동

안 고정시킨 후 phosphate-citrate buffer(0.2M Na2

HPO4, 0.1M citrate)와 실온에서 30분 반응시켰다.

그리고 RNase(0.1㎎/㎖)을 첨가하여 RNA를 제거한

후 37℃에서 30분간 반응시킨 후 세포에 PI(50㎍/㎖)

을 넣고 37℃ 암실에서 반응시켰다. FACS Vantage

유식세포 분석기를 이용하여 형광의 세기를 측정하

였으며, 그 정보의 분석은 CELLQUEST software

(Becton-Dickinson, Co., USA)를 이용하였다.

세포핵의 형태학적 변화를 알아보기 위하여

Hoechst 33342 염색을 시행하였다. Sulindac을 처

리한 세포는 3.7% 포름알데히드 용액에서 10분 고

정시킨 후 생리식염수 PBS (pH 7.4)로 2회 세척하

고 Hoechst 33342 (10mM)염색제를 PBS로 희석하

여 최종농도 1μL/㎖로 37℃ 1시간 염색한 후 다시

생리식염수에서 세척하여 형광현미경(Leica, Ger

many)으로 확인하였다. 관찰된 결과는 3번 이상의

독립적인 실험결과로서 이들의 평균을 산출하여

표시하였다.

결 과

1. Sulindac 처리 후 폐암세포주의 생존율 변화

NCI-H460, A549, NCI-H157 폐암세포주에서 sulin

dac의 농도와 시간대별 변화에 의한 생존율의 변

화를 알아보기 위하여 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2mM의 농

도로 처리한 후 24, 48, 72시간에 따른 생존율을

sulindac을 투여하지 않은 세포군을 대조군으로 하

여 MTT 분석을 하였다. Sulindac을 투여하지 않

은 대조군의 세포 생존율을 100%로 하였을 때, 각

각의 세포 생존율 비교는 Table 1과 같다. NCI-

H460, A549, NCI-H157 세포 모두에서 생존율이

농도와 시간에 의존적으로 감소하였고 특히 NCI-

H157세포가 A549, NCI-H460 보다 생존율이 현저

히 감소였다.

2. Sulindac 처리 후 폐암세포주의 유산 탈수소

효소(LDH) 유리의 변화

NCI-H460, A549, NCI-H157 폐암세포주에서 sulin

dac 농도와 시간의 변화에 따른 LDH 유리의 변화

를 알아보기 위하여 0.25, 0.5, 1, 2mM의 농도로

처리하였으며, sulindac을 투여하지 않은 대조군을

100%로 하여 비교한 결과는 Table 2와 같다.

NCI-H460, A549, NCI-H157 세포 모두에서 LDH

유리는 농도와 시간에 의존적으로 증가하였다. 이

상의 세가지 폐암세포주에서 세포사멸은 농도와
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시간에 의존적으로 일어남을 확인하였고, 특히

NCI-H157와 A549에서 NCI-H460 보다 더 증가하

였음을 확인하였다.

3. Sulindac에 의한 세포 고사의 유식세포 분석

NCI-H460, A549, NCI-H157 폐암세포주에 sulin

dac을 0.25, 0.5, 1, 2mM의 농도로 처리한 후 24시

간과 48시간 후에 세포고사가 일어난 세포들의 낮

은 분자량을 가진 DNA의 파편들이 DNA histo

gram에서 G1 peak 전의 sub-G0/G1 fraction의 소

견으로 나타나고 있다. 세포고사 측정은 sulindac

을 농도, 시간대별로 투여한 결과는 sulindac을 투

여하지 않은 대조군과 비교하였다. NCI-H460 세

포는 24시간에서 대조군 3%, 0.25mM 4%, 0.5mM

3%, 1mM 4%, 2mM 5%였고, 48시간에서는 대조

군 6% 0.25mM 7%, 0.5mM 8%, 1mM 7%, 2mM

27%였다(Fig. 1). A549 세포는 24시간에서 대조군

4%, 0.25mM 5%, 0.5mM 5%, 1mM 6%, 2mM

10%였고, 48시간에서는 대조군 7%, 0.25mM 10%,

0.5mM 14%, 1mM 26%, 2mM 27%였다(Fig. 2).

NCI-H157 세포는 24시간에서 대조군 6%, 0.25mM

8%, 0.5mM 10%, 1mM 10%, 2mM 12%였고, 48시

간에서는 대조군 6%, 0.25mM 14%, 0.5mM 17%,

1mM 30%, 2mM 55%였다(Fig. 3). 3가지 폐암세

포주 모두 대조군에 비하여 sulindac 처리 후 세포

고사가 농도별 시간대별로 증가하였으며, NCI-

H460 세포보다 A549와 NCI-H157가 농도 의존적

으로 더 증가하였다.

4. Sulindac 처리 후 폐암 세포의 핵산 염색

세포고사의 형태학적 특징 중의 하나인 세포핵의

변화를 관찰하기 위해 1mM의 sulindac을 NCI-

Fig. 1. Increased apoptosis(sub-G0/G1 fraction, flow

cytometric) in NCI-H460 cells after sulin

dac treatment at 24, 48hours.

Fig. 2. Increased apoptosis(sub-G0/G1 fraction, flow

cytometric) in A549 cells after sulindac

treatment at 24, 48hours.

Fig. 3. Increased apoptosis(sub-G0/G1 fraction,

flow cytometric) in NCI-H157 cells after

sulindac treatment at 24, 48hours.
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H460, A549, NCI-H157 세포에 처리하고 48시간

후 DNA에 특이적으로 결합하는 형광 염색액인

Hoechst 33342를 사용하여 DNA를 염색하고 형광

현미경으로 관찰시 대조군은 타원형의 온전한 형태

로 균질한 형광염색을 나타낸 반면, 1mM의

sulindac 처리군은 48시간 후 핵들의 chromatin이

응축되면서 작아지고 여러 조각으로 분절된 형광파

편(apoptotic bodies)을 관찰할 수 있었다(Fig. 4).

고 찰

NSAID가 세포의 성장을 억제시킬 수 있다는 가능

성은 1977년에 간세포의 배양 과정에서 처음으로

제시되었다
11
. 1980년에 indomethacin을 장기 복용

중인 환자에서 desmoid 종양이 소실되는 것이 보

고 되었으며
12
, 1983년에는 대장 용종 환자에게

NSAID를 투여시켰더니 역시 대장 용종이 소실되

Fig. 4. Nuclear fragmentation induced by sulindac in (A) NCI-H460, (B) A549, (C) NCI-H157 cells

(Fluorescence microscopy, Hoechst 33342 stain, x100)

518

(A )

(B )

(C )



― Growth inhibition and apoptosis induction of sulindac ―

는 것이 보고 되었다
13
. NSAID와 항암 기능과의

관계는 주로 대장 용종 및 대장암에서 연구가 이

루어져 왔다. 가족성 선종성 용종증 환자에게

NSAID의 일종인 sulindac을 치료 목적으로 투여

하여 효과를 보았으며
5
, 더욱 발전하여 가족성 선

종성 용종증 환자들에게 celecoxib을 투여하여 대

장암으로의 진행을 예방시켜 화학 예방 요법제로

서의 가능을 제시하였다
3
. 이러한 NSAID의 항암

효과에 대한 연구들이 있으나 현재까지 그 기전은

확실하지 않다. DuBois
6
등은 대장암 동물 실험 모

델에서 대장암 세포의 COX-2가 증가되어 있음을

발견하고, NSAID의 COX-2 억제 기능이 대장암의

항암 기능과 관계있음을 시사하였으나, Elder
14
등

은 인체 대장암 세포에서 NSAID의 항암 기능이

COX-2 와는 관계없다고 보고하기도 하였다.

Sulindac은 indomethacin과 유사한 NSAID의 일

종으로서, 간에서 sulphide로 대사되어 기능을 나

타낸다. 간에서 대사된 sulphide는 세포 성장 억제

효과가 있으며
7
, sulindac 대사 물질인 sulphide는

유방암 세포주에서 세포 성장 억제와 세포 고사

촉진 기능이 있음이 보고 되었고
8
, 전립선암 세포

주 실험에서도 같은 효과가 보고 되었다
15
. Keller

16

등은 1999년 가족성 선종성 용종증 환자들에게

sulindac을 투여하여 좋은 치료 결과를 얻었다고

보고하였다.

폐암에 대한 sulindac의 작용을 연구한 보고는 현

재까지 매우 드물다. Chan
10
등은 athymic nude rat

에 폐암 세포주를 주입시켜 폐암을 발생시킨 후

sulindac과 docetaxel을 농도별로 각각 단독 또는

병합 투여한 후 21일 후에 희생시킨 후 절제한 폐암

조직에서의 세포 성장 정도(유식세포 분석법에 의한

S 및 G2-M phase 비율)와 세포 고사(TUNEL

assay)를 각각 측정하여 비교 분석하였다. 대조군

에 비하여 sulindac 투여군은 유의한 영향이 없었

으나, docetaxel과 sulindac 병용 투여군은 doce

taxel 단독 투여군에 비하여 유의하게 S-phase가

감소하였으며, 세포 고사의 비율도 증가하였고, 특

히 sulindac의 투여 농도가 높을수록 세포 고사의

Table 1. Viability of lung cancer cells after sulindac treatment

Sulindac conc. NCI-H460 A549 NCI-H157

24hr Control

0.1(mM)

0.25

0.5

1

2

100 %

97

93

67

60

54

100 %

99

100

99

84

76

100 %

95

88

67

61

55

48hr Control

0.1(mM)

0.25

0.5

1

2

100 %

90

90

75

46

40

100 %

93

86

69

54

50

100 %

88

80

52

51

44

72hr Control

0.1(mM)

0.25

0.5

1

2

100 %

94

87

58

33

21

100 %

89

91

55

44

28

100 %

93

73

38

30

16
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비율도 함께 증가하였다. 그리고 폐내에서의 종양

의 크기, 폐외 전이 및 평균 생존일도 docetaxel

단독 투여군보다 docetaxel과 sulindac 병용 투여

군에서 유의하게 양호한 것으로 보고 되었다.

Soriano
9
등은 폐암 세포주 실험에 있어서 대조

군과 sulindac 투여군의 S-phase는 각각 24%,

4.2%였으며, 세포 고사 비율은 각각 5%, 19%로서

폐암 세포의 성장 억제와 고사 촉진이 유의하게

sulindac에 의해 유발되었음을 보고하였다. 그리고

sulindac의 농도 증가에 따라 성장 억제, 세포 고

사가 증가됨을 확인하였으며, paclitaxel 또는

cisplatin과 sulindac을 병용 투여한 결과 역시 암

세포가 더욱 감소 하였음을 보고하였다.

저자들의 실험 방법은 Soriano
9
등의 방법과 유

사하나 sulindac의 투여 농도 및 배양 후 확인 시

기 등이 달라 서로 대조 비교하기는 어렵다. 그러

나 전반적으로 폐암 세포주에 있어서 sulindac이

세포 생존 억제와 세포 고사 촉진을 일으킨다는

점은 매우 일치하였다. 특히 저자들의 경우에는

sulindac 투여에 의해 비소세포폐암 세포주의 생존

억제, 고사 촉진이 농도와 시간에 의존적으로 이루

어짐을 확인하였으며(Table 1, Fig. 1,2,3), 세포 사

멸 확인 방법의 하나인 LDH 유리 역시 sulindac

에 의해서 농도별, 시간대별로 의존적으로 증가되

어짐을 확인할 수 있었다(Table 2).

대장암 세포에서 증가된 COX-2는 prostaglandin

E2를 증가시키고, prostaglandin E2는 Bcl-2를 증가

시켜 세포 고사를 억제시키는 것으로 알려져 있으

며
3
, 위암 세포주에 sulindac을 처리한 결과 COX-2

와 Bcl-2의 발현이 감소하여 결과적으로 성장 억제

와 세포 고사가 이루어진다고 보고 되었다
17
. 그러

나 Lim
15
등은 전립선암 세포주에서 sulindac에 의

한 세포 성장 억제와 세포 고사 촉진은 COX-2와

는 무관하다고 보고하였으며, 대장암에 관한 다른

실험들에 의해서도 COX-2와는 무관하며
14
, prosta

glandin과도 무관하다고 보고 되었다
18
.

Sulindac의 암세포 성장 억제와 세포 고사 촉진

에 관한 기전 연구는 여러 방면으로 진행되었다.

Piazza
19
등은 p53에 의한 세포 고사, G1-arrest와

는 관계가 없다고 하였고, Liu
20
등은 caspase-3의

활성에 의한다고 하였으며, Skopinska
21
등은

sulindac이 신생혈관생성을 억제시킨다고 하였으

며, Thompson
22
등은 cyclic GMP phosphodie

sterase 억제에 의해 sulindac이 세포 고사를 촉진

한다고 보고하였다. 이렇듯 아직까지 어떻게

sulindac이 암세포 성장 억제와 세포 고사를 일으

키는지에 대한 확실한 설명은 미흡한 편으로 이에

대한 연구가 지속되어야 할 것으로 생각된다.

Table 2. LDH release of lung cancer cells after sulindac treatment

Sulindac conc. NCI-H460 A549 NCI-H157

24hr Control

0.25(mM)

0.5

1

2

100 %

112

116

151

206

100 %

114

132

364

456

100 %

112

129

324

541

48hr Control

0.25(mM)

0.5

1

2

100 %

129

134

195

226

100 %

192

252

434

549

100 %

258

265

439

548
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요 약

연구 배경 :

비스테로이드성 항염증제는 대장암의 화학 예방에

이용되고 있다. 지속적으로 비스테로이드성 항염증

제를 복용한 결과 대장암 발생의 위험이 40-50%

감소하였다. Sulindac은 비스테로이드성 항염증제

의 일종으로 대장암의 예방 효과가 있으며 암세포

의 성장 억제와 세포 고사를 유도시킨다. 이에 저

자들은 3가지 비소세포 폐암 세포주에서 sulindac

의 영향을 알아보고자 하였다.

방 법 :

A549(선암), NCI-H157(편평상피암), NCI-H460(대

세포암) 세포주에 sulindac을 농도별로 투여하여,

MTT assay로서 암세포의 생존율을, 유식세포 분

석법과 핵산 염색으로 세포 고사의 비율을, 유산

탈수소효소유리로서 세포 사멸의 정도를 시간대별

로 측정하였다.

결 과 :

Sulindac에 의해 농도와 시간에 의존적으로 비소

세포 폐암 세포주에서 암세포의 생존율이 감소하

였고, 유산 탈수소 효소 유리는 증가하였으며, 세

포 고사 역시 농도, 시간에 의존적으로 증가하였

다.

결 론 :

Sulindac은 비소세포 폐암 세포주에서 농도, 시간

에 의존적으로 암세포의 생존율 감소와 세포 고사

증가를 유도하였다.
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