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Nitric Oxide(N O)는 세포독성을 포함하여 다양한 생

물학적 기능을 갖는 기체로 대식세포( 1, 2), 혈관내피세

표적세포의 Nit r ic ox id e 합성이 LAK 세포의 세포독성에 대한

예민도에 미치는 영향
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Background: Nitric oxide (NO), a cytotoxic molecule is produced in various tissues including tumor cells during

interleukin-2 (IL-2) therapy . Lymphokine-activated killer (LAK) cells are induced during IL-2 therapy, and have

cytotoxic activity against tumor cells. The current study investigated the effects of NO synthesized in target cells

or exposure of target cells to NO on the sensitivity of target cells to LAK cell cytotoxicity . M ethods: Cytotoxicity

was measured using 4 h chromium release assays. LAK cells which were induced by a 4 day incubation of

BALB/c mouse splenocytes with IL-2 (6,000 IU/mL) were employed as effector cells. RD-995 skin tumor cells

originated from a C3H/HeN mouse were employed as target cells. NO synthesis in target cells was induced by

a 24 h incubation of RD-995 cells with IFN (25 U/mL), TNF (50 U/mL) and IL-1 (20 U/mL). S-nitrosyl

acetylpenicillamine (SNAP), an NO donor, was used to expose target cells to NO. NG -monomethyl-L-arginine

(MLA) and carboxy-PTIO were added during cytotoxicity assays to inhibit NO synthesis, and to scavenge NO

produced by target cells, respectively . Results: Sensitivity of NO-producing RD-995 cells to LAK cell cytotoxicity

was decreased by addition of MLA and carboxy-PTIO during cytotoxicity assays. However, the two reagents had

no effect on the sensitivity of non-NO-producing RD-995 cells. Pretreatment of RD-995 target cells with SNAP

increased the sensitivity in comparison with untreated cells. Conclusions: Sensitivity of target cells to LAK cell

cytotoxicity is increased by target cell NO synthesis or exposure to NO. Further studies are needed to evaluate

whether these in vitro results have relevance to in vivo phenomena.
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Target cell NO synthesis and LAK cell cytotoxicity

포 (3), 호중구 (4), 간세포 (5), 신경세포 (6, 7) 및 일부 종양

세포(8) 등에서 생산된다 . N O의 합성은 L-arginine을 기

질로 사용하는 nitric oxide synthase (N OS)에 의하여 합

성되는데 크게 두 종류가 있다(9, 10) . 한 종류는 세포내

Ca+ +농도에 의해 조절되는 constitutive N OS (cN OS) 이

고 , 다른 한 종류는 세포내 Ca+ +농도에 관계없이 IFN ,

TNF 및 IL-1 등의 cytokine 들에 의해 발현되는

inducible N OS (iNO S) 이다 . cNO S에 의해 생성된 NO는

guanylate cyclase의 heme군에 부착되어 guanylate

cyclase를 활성화시킨다 (7) . 이를 통해 cyclic GMP가 증

가되어 세포간 혹은 세포내 신호전달에 관여하는데 , 혈

압조절 및 신경전달 등의 항상성을 유지하는 기능을 한

다 (11-14) . 한편 iNO S는 대량의 NO를 생성하므로

guanylate cyclase를 지속적으로 활성화시켜 극심한 혈관

이완을 초래하고 아울러 암세포를 포함한 주위조직에

세포독성을 나타낸다 (1, 2) . 일반적으로 iN OS의 발현은

면역반응의 활성시 유발된다 (15, 16) .

IL-2에 의해 활성화된 림프구인 lymphokine-activated

killer (LAK) 세포는 시험관내에서 거의 모든 종양세포

주와 신선절제한 종양세포들에 대해 세포독성을 나타낸

다 (17-20) . 이를 기초로 항암화학요법에 잘 반응하지 않

는 진행된 신세포암과 악성 흑색종 환자에게 IL-2치료를

시행하고 있다 (2 1) . 최근에는 고용량 항암화학요법과 조

혈모세포이식을 실시한 다음 , 미세잔존질환(minimal

residual disease)을 치료하기 위한 목적으로도 사용된다

(22) . LAK 세포는 IL-2치료를 받는 환자의 체내에서도

유도되는데 IL-2 치료의 항암효과기전의 하나로 인식되

고 있다(23) . 그러나 이 환자들에게 IL-2를 투여하면 약

10-30%의 낮은 반응율을 보인다(24, 25) . 따라서 LAK

세포 등의 항암효과기전을 자세히 규명하여 치료효과를

높이기 위한 방법을 개발해야 한다 . IL-2 치료시에는

LAK 세포의 유도와 더불어 NO생성이 유발되는데 종양

조직에서도 NO 생성이 동반된다(26, 27) . 최근 마우스

종양모형을 이용한 연구에서 IL-2 치료시 생성되는 N O

가 IL-2 치료의 항암효과기전으로 제시되었다 (26) .

본 연구에서는 표적 암세포가 N O를 생성하거나 N O

에 노출되어 있을 경우 LAK 세포의 세포독성에 대한

표적세포의 예민도가 변화하는가를 관찰하였다 .

재료 및 방법

1. 실험동물

대한 실험동물 센타(대전 , 한국)에서 분양 받은 6-8주

령의 BALB/c 수컷 마우스를 이용하였다 . 각 실험에서

동물의 연령과 성별을 일치시켜 시행하였으며 모든 실

험은 2회 이상 반복하여 동일한 결과를 얻었다 .

2. 효과세포 (림포카인 활성 살해세포 , lymphokin e -

act iv a t ed k iller 세포 , LA K 세포 )

BALB/c 마우스의 비장을 적출한 후 배지{10% 우태

혈청 (HyClone Lab ., Logan, UT), 100 U/mL penicillin

G, 100 g/mL streptomycin 및 5× 10－ 5M 2-mercaptoethanol

이 첨가된 RPMI 1640 (Life Technologies, Grand Island,

N Y) }속에서 핀셋을 이용하여 단일세포 부유액으로 만

든 다음 1회 세척 후 Tris-buffered 0.16 M ammonium

chloride용액과 약 5분간 반응 시켜 적혈구를 파괴시켰

다 . 2회 세척 후 2× 106세포/mL의 농도로 만들었다 . 이

세포들에게 IL-2 (6,000 IU/mL, Chiron, Emeryville, CA)

를 첨가하고 4일간 37℃ , 5% CO2 , 습도 100%의 조건에

서 배양하여 효과세포로 사용하였다 .

3 . 표적세포

C3H/HeN 마우스의 피부에서 자외선에 의해 발생된

RD-995 종양세포주(28)를 사용하였다 . RD-995 세포는

5% 우태혈청 , 100 U/mL penicillin G, 100 g/mL

streptomycin 이 첨가된 RPMI 1640 배지를 이용하여 배

양하였다 . 배양용기로부터 세포를 수집할 경우에는 인산

완충 식염수 (phosphate buffered saline, PB S)로 배양용

기에 부착된 세포를 2회 세척한 후 trypsin-EDTA 용액

(Flow Laboratories, McLean, VA)에 약 5분간 노출시켜

세포를 분리한 다음 혈청이 포함된 배지로 2회 세척하여

수집하였다 .

4 . 표적세포의 N O 생성 유발

75 cm 2 배양용기에 단일층으로 confluent 하게 배양된

RD-995 세포에 interferon- (IFN , 25 U/mL, Sigma,

St . Louis, MO), IL-1 (20 U/mL , Sigma) 및 tumor

necrosis factor- (TNF, 50 U/mL, Sigma)를 첨가하고
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Ta b le 1 . Cyto kine -induce d nit rite prod uct io n by RD-995

ta rget ce lls

No Cytokine Cytokine

MLA experiment 1.2μM 12 1μM

C-PTIO experiment 0 .9μM 109μM

Following a 24 h incubation of confluently grown RD-995

cells in the presence of IFN ( 10 U/mL), TNF (50 U/mL)
and IL-1 (20 U/mL), nitrite production was measured in
the cell-free culture supernatants. (Representative data from
three experiments)
MLA : N G -monomethyl-L-arginine,
C-PTIO: 2-(4-carboxyphenyl)-4 ,4 ,5,5-tetramethylimidazoline

-1-oxyl 3-oxide

24 시간 배양하여 N O생성을 유도하였다 . NO 생성의 증

거로 배양상층액의 nitrite농도를 측정하였다 . 각 실험에

서 이와 같은 방법으로 RD -995세포가 생성한 nitrite 양

은 110-120 M 정도였다(Table 1) .

5. 표적세포에 S - n it r osy l a cet y lp en icillam in e

(S N A P )의 첨가

표적세포를 NO에 노출시키기 위하여 NO 방출물질인

SNAP을 0.5 mM 및 2 mM의 농도로 RD-995 (105/mL)

세포에 첨가하여 1시간 동안 반응시킨 후 배지로 3회 세

척한 다음 세포독성 시험에 사용하였다 .

6. N it r it e 측정

NO의 반감기가 수초-수십초 정도로 아주 짧기 때문

에 N O를 직접 측정하는 것은 어려운 일이다(15, 16) . 따

라서 N O 의 안정된 대사산물인 nitrite를 NO 생성의 지

표로 측정하였다 . 세포배양 직후 배양액을 500×g로 5분

간 원심하고 상층액을 수집하여 nitrite 측정의 시료로 삼

았다 . nitrite 측정은 Griess반응 (29)을 변형시켜 측정했는

데 먼저 96 well microtiter plate의 각 well에 50 L의 시

료를 담은 다음 1:1 (v :v) = 1% sulfanilamide in 30%

acetic acid : 0.1% N (1-N aphthyl) ethylenediamine

dihydrochloride in 60% acetic acid 용액을 첨가하여 5분

간 상온에서 반응시켰다 . 반응 후 발색정도를 570 nm에

서 plate reader를 사용하여 관찰한 다음 nitrite 표준용액

에서 관찰한 발색도와 비교하여 시료의 nitrite 농도를 계

산하였다 .

7. LA K세포의 암세포독성 측정

4시간 chromium 방출법을 이용하였다 . 5× 106개의

RD-995세포를 [5 1Cr] sodium chromate 0.1 mCi가 들어

있는 0.1 mL의 PB S와 37℃에서 1시간동안 반응시킨 후

2회 세척하여 105 세포/mL 농도로 만들었다 . 효과세포

로 LAK 세포 (5× 106 세포/mL)를 이용하였다 . 96 well

microtiter plate에 효과세포와 표적세포를 50:1, 25:1,

12.5:1, 6 .25:1의 비율로 혼합하고 4시간 동안 배양하였

다 . 이때 대조군으로 spontaneous release 군은 표적세포

(104 세포/well)와 배지만으로 배양하며 total release 군

은 표적세포 (104 세포/well)를 0.5% Triton X -100을 포

함하는 배지와 배양하였다 . 배양 후 microtiter plate를

400×g에서 5분간 원심한 뒤 0.1 mL의 상층액을 채취하

여 상층액에 방출된 방사능을 gamma counter로 측정하

였다 . % cytotoxicity는 다음 공식에 의해 구하였다 .

% cytotoxicity =

experimental release － spontaneous release
───────────────────── × 100

total release － spontaneous release

8. 세포독성 측정시 표적세포의 N O생성 억제 및

생성된 N O의 제거

세포독성 측정시 표적세포의 NO생성을 억제하기 위하

여 nitric oxide synthase (NOS) 억제제인 NG -monomethyl

-L-arginine (MLA)를 62.5 M 및 250 M의 농도로 첨

가하였다 . 또한 표적세포에서 생성되는 NO를 제거하기

위하여 NO 청소물질인 2-(4- carboxyphenyl)-4,4,5,5-

tetramethylimidazoline-1-oxyl 3-oxide (carboxy -PTIO)를

150 nM 및 300 nM의 농도로 첨가하였다 .

9. 통계처리

Student t-test를 사용하여 통계검정을 하였고 p<0.05

때 유의성을 인정하였다 .

결 과

1. 표적세포의 N O 생성억제가 LA K세포의

세포독성에 미치는 영향

표적세포의 N O 생성을 억제하기 위하여 NO S억제제
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인 MLA를 0 μM, 62.5 μM 및 250 μM의 농도로 첨

가하고 세포독성을 측정한 결과 , 첨가된 MLA의 농도가

높을 수록 LAK 세포의 세포독성에 대한 RD-995 세포

의 예민도가 감소하였다 (Fig. 1A). 대조실험에서는 N O

생성이 유도되지 않았던 표적세포로 이용한 RD-995세

포는 MLA를 첨가해도 LAK 세포의 세포독성에 대한

RD-995 세포의 예민도가 변화하지 않았다 (Fig. 1B) .

Fig . 1 . Effe ct of inhibit ion of ta rget ce ll NO s ynthe s is o n t he s e ns it iv ity to LAK ce ll cytotox ic ity . LAK ce ll cytotox ic ity

d ire cte d a ga inst NO-prod uc ing (A) a nd NO-nonprod uc ing co nt ro l (B) RD-995 ta rget ce lls w a s me a s ure d in t he

pre s e nce o r a bs e nce of NG-mo no methyl-L-a rg in ine (NOS inhib ito r) us ing a 4 h c hrom ium re le a s e a s s a y . (me a n

S D of t rip lica te s a mple s )

.

Fig . 2 . Effe ct of s cave ng ing of NO s ynthe s iz e d by ta rget ce lls on t he s e ns it iv ity to LAK ce ll cytotox ic ity . LAK ce ll

cytotox ic ity d ire cte d a ga inst NO-prod uc ing (A) a nd NO-no nprod uc ing co ntro l (B) RD-995 ta rget ce lls w a s me a s ure d

in t he pre s e nce or a bs e nce of ca rboxy-PTIO (NO s cave nge r) us ing a 4 h c hrom ium re le a s e a s s a y . (me a n S D of

t rip lica te s a mple s )
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Fig . 3 . Effe ct of pre tre a t me nt of ta rget ce lls w ith a n NO

do no r (S NAP ) o n t he s e ns it iv ity to LAK ce ll cytotox ic ity .

LAK ce ll cytotox ic ity d ire cte d a ga inst RD-995 ta rget

ce lls pret re a te d w it h S NAP w a s me a s ure d us ing a 4 h

c hro mium re le a s e a s s a y . (me a n S D of trip lica te

s a mple s )

2. 표적세포에서 생성된 N O의 제거가 LA K세포

의 세포독성에 미치는 영향

표적세포에서 생성된 N O를 제거하기 위하여 N O 청

소물질인 carboxy -PTIO를 0 nM, 150 nM 및 300 nM의

농도로 첨가하고 세포독성을 측정한 결과 , 첨가된

carboxy -PTIO는 농도가 높을 수록 LAK 세포의 세포독

성에 대한 RD -995 세포의 예민도가 감소하였다(Fig.

2A). 대조실험에서는 NO 생성이 유도되지 않았던 표적

세포로 이용한 RD -995 세포는 carboxy -PTIO를 첨가해

도 LAK 세포의 세포독성에 대한 RD -995 세포의 예민

도가 변화하지 않았다(Fig. 2B) .

3. 세포독성 시험 직전 표적세포가 N O에 노출된

경우 LA K세포의 세포독성 변화

세포독성 시험 전 RD-995 세포에 N O 방출물질인

SNAP을 0 mM, 0.5 mM 및 2 mM의 농도로 1 시간동안

노출시킨 다음 표적세포로 사용하여 LAK 세포의 세포

독성을 측정한 결과 , 첨가된 SNAP은 농도가 높을 수록

LAK 세포의 세포독성에 대한 RD-995 세포의 예민도가

증가하였다 (Fig. 3) .

고 찰

활성 림프구가 종양세포에 세포독성을 나타내는 주요

기전은 표면 수용체 (T세포 수용체 , CD56, 면역글로블린

수용체) 및 부착분자(LFA -1, ICAMs, CD2, CD28,

CD34, CD4, CD 8)를 통해서 종양세포와 접촉될 때 , 림

프구에서 granzymes (serine protease들)와 cytolysin

(perforin)을 유리하여 표적세포를 손상시켜 세포사를 유

발하는 것이다(30, 3 1) . 또한 림프구는 Fas 리간드를 통

해 암세포의 Fas 수용체를 자극하여 세포사를 일으킨다

(32, 33) .

NO가 종양세포에 세포독성을 나타내는 주요 기전은

N O의 iron-sulfur 집합체에 대한 친화성으로 인한 iron-

sulfur 구조를 가진 효소에 대한 억제효과이다(34) . 이 기

전에 의해 억제되는 효소로 알려진 것들은 Kreb 's 회로

의 aconitase, mitochondria 전자전달계의 complex I 효소

(NADH : ubiquinone oxidoreductase) 와 complex II 효소

(succinate : ubiquinone oxidoreductase) 등이다(35-37) .

N O가 이 효소들을 억제하므로써 세포의 산소이용과 에

너지 발생을 저해하여 세포의 증식을 억제한다 . NO에

의한 세포독성의 또 다른 기전은 ribonucleotide

reductase의 활성억제에 의한 DNA 합성억제이다 . N O는

이 효소의 tyrosyl residue나 non-heme Fe와 반응하여 효

소활성을 억제한다(38) . NO는 또한 DNA를 파괴할 수도

있다(39) .

본 연구에서는 표적 암세포가 NO를 생성하거나 NO

에 노출되어 있을 경우 LAK 세포의 세포독성에 대한

표적세포의 예민도가 변화하는가를 관찰하였다 . 첫 번째

실험에서는 IFN , TNF 및 IL-1을 이용하여 표적세포에

서 내인성 NO를 생성시킨 다음 세포독성을 측정하였다 .

세포독성을 측정할 때 N OS 억제제인 MLA를 첨가하였

다 . 그 결과 MLA의 첨가시 세포독성이 감소하였다 . 이

는 표적세포의 NO생성이 LAK 세포의 세포독성에 대한

예민도를 증가시킴을 제시한다 . N O 생성이 유도되지 않

은 표적세포를 이용하여 세포독성을 측정한 경우에는

MLA를 첨가해도 세포독성에 대한 예민도가 변화하지

않았다 . 이 결과는 MLA 첨가에 의한 표적세포의 세포

독성에 대한 예민도 변화가 MLA의 직접작용에 의해 일

어나는 것이 아니고 NO 생성억제를 통해 일어남을 시사

한다 . 두 번째 실험에서도 역시 IFN , TNF 및 IL-1을

이용하여 표적세포에서 내인성 N O를 생성시킨 다음 세

포독성을 측정하였다 . 세포독성을 측정할 때 NO 제거약
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제인 carboxy -PTIO를 첨가하였다 . carboxy -PTIO의 첨가

는 세포독성을 감소시켰다 . 이 결과 역시 표적세포의

N O생성이 LAK 세포의 세포독성에 대한 예민도를 증가

시킴을 제시한다 . N O 생성이 유도되지 않은 표적세포를

이용하여 세포독성을 측정한 경우에는 carboxy -PTIO를

첨가해도 세포독성에 대한 예민도가 변화하지 않았다 .

이 결과는 carboxy -PTIO 첨가에 의한 표적세포의 세포

독성에 대한 예민도 변화가 carboxy-PTIO의 직접작용에

의해 일어나는 것이 아니고 생성되는 NO의 제거를 통해

일어남을 시사한다 . NO가 표적세포의 세포독성에 대한

예민도를 증가시킴을 재확인하기 위하여 세포독성 시험

전 RD -995 표적세포를 N O 방출물질인 SNAP에 노출시

킨 다음 세포독성을 측정하였다 . 표적세포의 SNAP에

대한 노출은 세포독성에 대한 예민도를 증가시켰다 . 이

결과 역시 표적세포가 N O와 반응하면 세포독성에 대한

예민도가 증가함을 확인해 준다 .

본 연구의 결과는 활성 림프구 세포독성기전과 NO에

의한 세포독성기전이 서로 협동하여 서로의 세포독성에

상승작용을 나타내거나 상가작용을 나타낼 것으로 생각

된다 . 세포독성이 증가되는 기전에 대해서는 추가 연구

가 필요하다 . 최근 활성 림프구가 암세포에 세포독성을

나타낼 때 림프구로부터 생성되는 cytokine들에 의해 암

세포에서 N O가 생성되고 이 NO가 암세포 자체에 세포

독성을 일으킨다는 보고가 있었는데 (40), 이 것과 활성

림프구의 다른 세포독성 기전과의 상호관계도 더 밝혀

져야 한다 . 추가연구를 통하여 림프구의 세포독성기전을

더 자세히 규명하면 여러 질환의 면역치료에 효과적으

로 응용될 수 있을 것이다 .
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