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Ⅰ. 서 론

편평상피세포암종은 구강암 중에서 가장 많이 발생되며, 생존

율역시 낮고 안면부 결손을 동반하는 치명적이고, 악성도가 높

으며, 예후 또한 불량하다1,2). 이러한 편평상피세포암종을 치료하

기위한 방법으로 외과적 적출술이나, 방사선 치료방법이 주로

사용되어 왔으며, 항암화학요법과 면역요법에 의한 치료가 단독
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Squamous cell carcinoma is the most prevalent oral cancer, which is characterized by its low survival rate, high malignancy, mortality
with facial defects, and poor prognosis. Exact cause and pathogenesis of the squamous cell carcinoma is still unknown. Various routes
including smoking, radiation, and viral infections predispose its genesis, and recent studies revealed that genetic defects which fail to
prevent cancer proliferation play a role.

Generally, a cancer develops from the decreased rate of apoptosis which is an active and voluntary cell death, and from the altered
cell cycles. Anticancer effect can be obtained by recovering the apoptotic process, and by suppressing the cell cycles. 

Among the apoptosis related factors, bcl-2, caspase-9, and VDAC (voltage-dependent anion channel)are produced in mitochondria of
the cell. Cyclosporin-A is known to induce apoptosis through its activation with VDAC.  

This study was to reveal the anticancer effect of Cyclosporin A to the oral squamous cell carcinoma. The inverted microscope was
used to find alterations in the tissue, and sensitivity test to the anticancer cells was performed with MTT (Tetrazolium-based colorimet-
ric) assay. Following cell line culture of primary and metastastic oral squamous cell carcinoma, electrophoresis was performed with
extracted total RNA. Finally, semi-quantitative study was carried out through RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction). The results of this study are as follows:

1. The inverted microscopic observation revealed a poorly defined cytoplasm at 2000ng�3000ng/ml, indistinct nucleus, and apopto-
sis. 

2. The Growth of cancer cells was decreased at 1000ng/ml of cyclosporin-A. No cancer cell growth was observed at over 2000ng/ml
concentration of cyclosporin-A, and at one week, growth of cancer cells was ceased.  

3. The MTT assays were decreased as cyclosporin-A concentration was increased. This means that the activation of succinyl dehydro-
genase in mitochondria was decreased following administration of cyclosporin A. 

4. A result of RT-PCR showed that amount of mRNA of VDAC-2 was decreased half times at a cyclosporine-A concentration of
2000ng/ml. In bcl-2, amount of mRNA was significantly decreased 1/5 times at 2000ng/ml. caspase-9, however, showed slight
increase compared to the control group.  

From the results obtained in this study, administration of cyclosporin-A to the cell lines of oral squamous cell carcinoma induced
alterations in morphology and growth of the cells as its concentration increased. Since apoptosis related factors such as VDAS-2, bcl-2,
and caspase-9 also showed distinct alterations on their mRNAs, further research on cyclosporin A as an anti-cancer agent will be feasi-
ble.

Key words : Squamous cell carcinoma, Anticancer agent, Cyclosporin-A, apoptosis, mRNAs



475

혹은복합적으로사용된다. 

구강편평상피세포암종의 발생원인과 기전은 아직 밝혀지지

않았지만, 흡연, 방사선노출, 바이러스감염등다양한경로를통

해 발생되며, 최근에는 유전적 결함에 의해서도 암종 세포의 증

식을억제하는데실패하여발생된다는보고가많다3).

일반적인 암은 능동적이고 자발적인 세포의 죽음인 세포사멸

(apoptosis) 의 속도가 줄어들고 세포주기가 변화하여 발생되는

데 이러한 세포사멸을 회복시켜주거나, 세포주기를 억제하여 항

암효과를얻을수있다.

이러한 세포사멸에 관여하는 인자 중에는 Bcl-2, caspase-9,

VDAC (voltage-dependent anion channel) 등이있다.

Cyclophilin A는 모든 세포의 세포질 내에 존재하는 단백질이

며, cyclosporin A에 대한 수용체(receptor-binding site)로써 중요한

면역억제작용을 한다. 또한 cyclophilin D는 미토콘드리아의 내-

외벽사이에서 VDAC와접촉하여세포사멸을유도한다4).

Cyclosporin A는 1976년 토양에서 번식하는 Tolypocladium infla-

tum이라는 곰팡이에서 발견되었으며, cyclophiln의 active site에

결합하여, 구조적 변화를 하는 cyclic-peptide이다. 이러한 변화들

은 internal hydrogen bones에서부터 cyclophilin의 active site에 존

재하는아미노산까지변화를일으킨다5,6). 

면역억제 효과는 cyclophilin-cyclosporin A complex가 Ca++ 이온

에 의존성이 있는 phosphatase calcineurin을 억제하여 이루어진

다. 즉 calcineurin의 alpha sub-unit에 결합하여 이것의 활성을 억

제시킨다. Cyclosporin A는 휴지기 T-cell의 활성을 차단하는 역할

을 하며, IL-2 (interleukin-2)와 IL-2에 친화력이 강한 receptor의 유

전자복제를방해하여 T-cell의분화를억제한다4).

Cyclosporin A는 신장, 간, 심장의 이식 시 면역억제재로 널리

사용되며, 신장 이식시 cyclosporin A를 투여할 경우에 1년 생존

율이 80%에 이른다고 보고 되지만 부작용으로 신장자체에 독성

을가진다는중요한단점역시가지고있다.

많은 면역억제재가 역으로 항암제로 사용되는데 이러한 면역

억제재로 cyclophosphamide, 5-FU 등이 있으며, doxorubincin,

methotrexate, cisplatin 등과 복합적으로 사용하여 항암치료 효과

가 높아졌다고 보고 되어진다. 이러한 면역억제재 중 아직까지

cyclosporin A의 종양세포에 대한 연구가 없어, 시험관 내에서 약

제의 효과가 입증되면 항암제로 단독 혹은 복합적으로 사용할

수 있는 길을 열 수 있을 것으로 사료된다. 본 연구는 cyclosporin

A  투여시구강편평세포암종세포주에서어떠한변화가일어나

는지분자생물학적으로연구해보고자시행하였다.

Ⅱ. 연구재료 및 방법

1. Cyclosporin A 의 농도조절

Cyclosporin A를 DMSO (dimethyl sulfoxide)에 녹이고 DMEM

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco, USA) 으로 희석시켜

stock solution 으로 1mg/ml을 만들었다. 본 연구에 사용한

cyclosporin A 농도는 500, 1000, 2000, 3000ng/ml로각각조절하였다.

2. 구강편평세포암종 세포주 배양

ATCC (Manasas, USA)사에서 구입한 구강편평상피세포암종 세

포주로 HN4 세포주를 사용하여, HN4 종양세포 2 × 105 개 세포

를 100mm dish에 각 3개씩 분주하여 10% FBS(fetal bovine serum)

를 포함하는 DMEM(Hyclone, USA)에 배양하였고 조건은 95% 습

기가 있는 CO2 배양기를 사용하였다. 대조군으로는 Cyclosporin

A가 포함되지 않은 구강편평상피세포주를 배양하였고, 실험군

으로는 Cyclosporin A 농도(500, 1000, 2000, 3000ng/ml)를 넣고 역

상차현미경으로관찰하였다.

3. 암종 세포증식의 관찰

1) 성장곡선 (trypsin-blue exclustion test)

HN4 종양세포 2 × 105 세포를 세어 3개의 100mm dish에 분주

하고 cyclosporin A 농도 (500, 1000, 2000, 3000ng/ml)에 따라 각각

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7일째 DPBS(dulbecco phosphate bufferd saline)로세

포를 세척하고 각 dish에 Trypsin-EDTA(ethylenediaminetetraacetic

acid)을 넣고 5분간 기다린 후 세포를 수거하여 원심분리를 시행

하였다. 원심분리 후 상층액을 버리고 DMEM 배양액 4㎖씩을 원

심분리관에 넣고 혼합한 후, 90㎕를 튜브에 옮겨 담았다. 튜브에

0.4% Trypsin-blue 용액 10㎕를 넣고 혼합한 후, 헤모사이토메터

를 이용하여 세포 수를 측정하였으며 trypsin blue exclusion 검사

방법을 이용하여 살아있는 세포의 수를 계산하였다. 측정된 세

포 수를 이용하여 딧쉬당 총 세포수를 환산하여 성장곡선을 그

렸다.

2) MTT  (Tetrazolium-based colorimetric) assay 

3 well 당 세포수를 2 × 104이 되도록 분주하고 24시간 배양하

였고 Cyclosporin A농도(500, 1000, 2000, 3000 ng/ml)를 포함하는

배양액을사용하여 48시간배양하고, MTT(3-(4,5-dimethylthazol-2-

yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide; Sigma Co., USA) 50μl/ml을

각각의 well에 첨가하고 배양하였다. 배양액을 버린 후 2ml

DMSO를 넣고 5분간 실온에 처리하고 ELISA analyser(Spectro Max

250, Molecular Devices Co., USA)로 550nm에서 흡광도를 측정하

였다. 통계분석은 측정된 세포수와 백분율로 환산된 MTT분석의

평균과 표준편차를 구하고, 이들의 통계학적 유의성은 일원분산

분석법(ANOVA)을이용하여처리하였다.

4. Total RNA 추출

HN4의 구강편평상피암종 세포주를 100㎜ 배양딧쉬(Gibco

BRL, USA)에 70-80%정도 성장시킨 후, 배양액을 제거하고 pH 7.4

PBS (Gibco BRL,USA)로수세하였다.

Total RNA 추출을위해 Guanidinium thiocyanate 방법이사용되

었으며, 이러한 RNA추출 버퍼로는 Guanidinium thiocyanate 용액

(4M Guanidinium thiocyanate, 1% β-mercatpenthanol, 0.1M Tris-Cl

pH 7.5)을세포주에떨어뜨린후 10% sodium lauryl sarcosinate 용
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액과혼합하여최종적으로 0.5%의농도를만들었다.

원심분리 후 pH 5.5인 2M의 potassium acetate 용액 0.5ml와 1M

의 acetic acid 0.8ml를 혼합하여 -20℃의 cold ethanol 7.5ml에 보관

하였다.

건조된 침전물을 Guanidine-Hcl 용액 (8M guanidin-Hcl, 0.1M

sodium acetate pH 7.0, 1% β-mercaptoethanol, 20mM EDTA)에용해

시켰다. 이때 상층부의 액체를 제거하고 pH 8.0, 20mM EDTA를

첨가하여 침전물을 용해시켰다. Chloroform/n-butanol (4:1v/v)를

1:1로 만들어 첨가하여 혼합하고, 원심분리한 후 4mM sodium

acetate solution(pH 7.0)을 3배로 하여 섞은 후 -20℃에 2시간 동안

저장하였다. 다시 원심분리한 후 50㎕ diethyl pyrocarbonate

(DEPC) 로 용해한 후, RNA의 양을 spectrophotometer(Simatzu,

Japan)을 사용하여 260㎚까지 측정하였다. 일부의 시료는 -70℃

로냉동보관하여다음실험에사용하였다.

Total RNA를 확인하기 위해 전기영동을 시행하였다. 10X 3-(N-

morpholino) propanesulfonic acid(MOPS), 50mM sodium acetate,

0.5M EDTA (pH 8.0), 10 N NaOH (pH 7.0) 용액에 1%아가로스 젤

을 만들고, 실온에서 젤을 굳히고, 3㎍ RNA, 1.25㎕ 10X MOPS, 2

㎕ formaldehyde, 6.25㎕ formamide를 혼합하여 65℃에서 5분간

가열하고, 얼음에 식혔다. 1.25㎕ 젤 로딩 용액을 섞고, 완충용액

으로 1X MOPS를 쓰고 120 V/cm으로 하여 bromophenol blue의

푸른색이전체젤의 2/3까지나오도록전기영동을시행하였다.

5. RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reac-

tion Amplification

1㎍ DNase로 처리된 total RNA를 Random hexamer primers에 70

℃에서 10분간섞은후얼음속에넣어두었다. 이것을다시첫번

째 strand buffer의 5배로 섞고, 100mM dithiothreitol (DTT), 10mM

dNTPs, 10U RNAase와 200U/㎕ superscript II reverse transcriptase

(Gibco BRL, USA)를 섞어 42℃에 60분간 처리하여 cDNA를 만들

었다. 이 cDNA를 80㎕ 물에 희석한 후 1.5mM MgCl2, 50mM KCl,

100mM Tris-HCl, pH 8.3 200㎛ dTAD, dTTP, dGTP, biotinylated-

dCTP를 0.75㎕씩 만들고 double 2.5㎕ cDNA가 포함된 1 unit Tag-

polymerase (Gibco BRL, USA)를 반응물 총량이 50㎕로 만들어

PCR을 사용하여 증폭시켰다. 한 cycle은 변색과정은 1분간 95℃,

증폭을위해 95℃에서 30초, 60℃에서 30초, 72℃에서 1분간처리

하고, 마지막확장을위해 72℃에서 10분간시행하였다.

이 실험에서 사용된 PCR polimers는 Table 1과 같다. 정상인의

GAPDH를 대조군으로 위와 같은 방법으로 증폭시켰으며, PCR

반응물은 2% 아가로스 젤을 사용하여 분리하고, 젤건조기에 말

린 다음 enhanced chemiluminescence(ECL, Gibco BRL, USA) 방법

을사용하였다7). 필름에노출한후현상을하고 densitometer를사

용한 semiquntitative 방법으로 각각의 mRNA 수준을 정상인의

GAPDH 수준으로나누어평균을구하여상호비교하였다.

Ⅲ. 연구 결과

1. 역상차 현미경 소견

대조군에서 세포질은 다각형 모양이고 핵이 상대적으로 큰 종

양세포가 뚜렷한 경계를 보이고 있었다(Fig. 1). DMSO 군에서 세

포질이 확장되는 변화가 보였으나(Fig. 2) 1000ng/ml에서는

DMSO 군과 큰 차이가 없었다(Fig. 3). 2000ng/ml과 3000ng/ml에

서는 세포질의 경계가 뚜렷하지 않으며 핵의 농염도가 희미한

소견이보였고세포사멸도관찰되었다(Fig. 4).

2. 암종세포 성장곡선의 비교

대조군에서 성장양상은 전형적인“S”자 형을 보이며 세포의

성장이 시간에 따라 더 빠르게 진행되고 있음을 보여주었다.

Cyclosporin A 투여후의성장곡선은 DMSO 투여군에서 4일이후

Fig. 1. HN 4 cell line showed the cell membrane with

ovoid nucleus(X 200, IM) (control group)

Table 1. PCR Primers used in this study

Sense Base pair

Antisense

VDAC 2 TGCAGTGGTGTGGAATTTT 549

ACGAGTGCAGTTGGTACCTGA

Bcl-2 ACTTGCAGAGATGTCCAGT 217

GCCAAGTCCATGAGTCAGTA

Caspase 9 ACAAGGCCTTCGACAGTG 176 

GTACCAGGAACCGCTCTT

GAPDH TGCATCCTGCACCAACCAACT 349

TGCATCCTGCACCACCAACT

Abbreviation

IM : Inverted Microscpe

RNA : Ribo Nucleic Acid

mRNA : messenger Ribo Nucleic Acid

RT-PCR : Reverse Transcription-Polymease Chain Reaction
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에약간의성장감소를보였다. 그러나, 약제농도 1000ng/ml 이상

에서는성장이떨어지고 2000ng/ml 이상에서는초기에서는성장

이 안되며 일주일째는 거의 세포의 성장이 끝난 것으로 생각되

었다(Fig. 5).

3. MTT (Tetrazolium-based colorimetric) assay

DMSO 군에서 MTT 분석은 약 85%로 대조군보다 약간 낮은 수

치를 나타냈다. 그러나 500ng/ml 농도에서 실험군은 약 65%,

Fig. 2. Cellular degenerated tumor cells with vacuoles

(X 200, IM) (DMSO)

Fig. 3. Increased nuclear vaculation of tumor cells

(X 200, IM) (cyclosporin A 1000ng/ml)

Fig. 4. Decreased anchorage independent tumor cells

as apoptosis (X 200, IM) (cyclosporin A 3000ng/ml)

Fig. 5. Growth curve of HN4 cell line according to

concentration 

Fig. 6. MTT assay of HN4 cell line according to

concentration 

Fig. 7. VDAC 2, Bcl-2, Caspase 9 mRNA expression

of HN4 cell line by RT-PCR (ng/ml)
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2000ng/ml에서는 약 18%로 cyclosporin A의 농도가 높아질수록

MTT 수치 차이가 뚜렷하였다. 이것은 cyclosporin A투여 후 미토

콘드리아세포에서 succinyl dehydrogenase의활성이낮아지는것

을의미한다.

4. RT-PCR

인간의 GAPDH의 발현은 cyclosporin A의 농도에 따른 각 군에

서 전반적으로 고르게 굵은 띠를 형성하고 있어 RT-PCR 의 정확

성을증명하고있다(Fig. 7). 

VDAC-2의 경우 mRNA의 양이 대조군에 비해 1000ng/ml까지는

큰 감소를 보이지 않았으나, 2000ng/ml에서는 mRNA 1/2정도 감

소를 보였으며(Fig. 8), Bcl-2의 경우 역시 2000ng/ml의 cyclosporin

A 농도에서 1/5의급격한감소를보였다(Fig. 9). 그러나, caspase 9

의 경우는 오히려 대조군에 비해서 완만하지만 증가의 양상을

보였다(Fig. 10).  

Ⅳ. 총괄 및 고찰

구강암중에서 편평세포암종은 가장 많이 발생되며8,9), 외과적

수술이나 항암화학요법, 방사선요법, 면역요법 등 다양한 치료

법이 있으나, 재발율이 높고 암종의 전이 등으로 인한 생존율 또

한낮아치명적인암종으로, 암종의발생에는음주, 흡연및바이

러스에 의한 요인 뿐 아니라 최근에는 유전자적 결함에 의해서

도발생된다고한다10).

많은면역억제제가 T-cell의감작을감소시킴에도불구하고, 암

세포 자체를 공격하여 항암제로 널리 사용되어진다. 이러한 면

역억제제로는 cyclophosphamide, 5-FU 등이 Dexorubincin,

methotrexate, cisplastin 등과 복합적으로 사용되어 진다. 본 연구

는 면역억제제 중 cyclosporin A에 대한 세포 내 종양세포에 관한

연구가부족한것으로사료되어이것이시험관내에서종양세포

에어떠한영향을미치는가를알아보기위하여시행하였다.

Cyclosphilin A는 모든 세포의 cytoplasm에 존재하는 단백질이

며 cyclosporin A에 대한 수용체로 면역억제 작용을 한다.

cyclosporin A는 구조상 lipophilic하여 그자체로는 용해되지 않으

므로 용해될 수 있는 성분을 섞어 제조하며, 이러한 이유로 구강

투여는불가능하다11).

Borel 등11)은 cyclosporin A가 T-cell dependent 기능을 방해하여

면역억제를 하고, B-cell의 반응에는 효과가 없으며, Helper T-cell

의 분화는 억제하지만 Suppressor T-cell의 분화에는 덜 효과적이

라고 하였다12,13). Natural killer cell14), memory T-lymphocytes15)의 분

화를 억제하는데 이것은 면역 반응의 초기에 더욱 효과적으로

나타나지만 성숙한 killer cell에는 효과적이지 않으므로

cyclosporin A 는이식초기의면역억제에탁월한효과를나타낸다.

Thiru 등16)은 lymphoma 환자 57명 중 3명에 있어서, 평균 이상

의 cyclosporin A를 투여하였을 경우 EBA (Epstein-Bar Virus)의

항원에 대한 항체가 증가함을 발견하였으나, Crawford 등은17)

체외에서 EBV에 감염된 세포에 cyclosporin A를 주었을 경우

세포독성이 나타나지 않았다고 발표했으며, Thiru 등16)은 역시

Fig. 8. VDAC 2 mRNA determination of RT-PCR in

HN4 cell line (ng/ml)

Fig. 10. Caspase 9 mRNA determination of RT-PCR in

HN4 cell line 

Fig. 9. Bcl-2 mRNA determination of RT-PCR in HN4

cell line (ng/ml)
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Cyclosporin A가 구강편평상피세포암 세포주에 미치는 항암효과

cyclosporin A가 T-cell의 기능을 상실시켜 면역억제를 하고, B-cell

의 단일클론 복제를 허용하여, EBV의 전이를 돕는다고 하였다.

그러나 cyclosporin A는염색체의돌연변이를일으키거나세포독

성을 나타내지 않으며 초기의 이식 후 발생한 lymphoma의 경우

EBV와같은종양원을공격하는지는아직더연구가필요하다.

현재까지 개발된 항암제들은 세포독성을 유발시켜 많은 부작

용을 나타내므로 최근에는 세포사멸을 유도하여 암 종 자체가

파괴되는항암제들의개발에힘쓰고있다.

세포사멸이란(Apoptosis ; falling off of tree leaves) 세포의 발생,

분화, 죽음에 이르는 자발적이고 능동적인 생리적 환경뿐 아니

라, 세포손상, 미생물감염, 항암제처리등병리적인환경하에서

도일어나는적극적인세포기전에의한세포사멸을말한다18,19).

본 연구에서는 이러한 세포사멸을 조절하는 유전자 중에서

VDAC 2, Bcl-2, Caspase 9와 같은 대표적인 유전자의 증감을 통해

cyclosporin A가 항암효가를 일으킬 수 있는가를 알아보도록 시

행하였다. 

세포사멸은 apoptotic factors 들 즉, Mullerian inhibiting substance

(a TGFβ-like protein), tumor necrotic factor들이세포사멸수용체들

과 작용하여 이루어진다. 또 다른 요소로는 thyroxin, glucocor-

ticoids, retinoids, lipophylic molecules 등20)이 있으며, 이러한 수용

체들은 세포사멸을 유도하기위해 link되어 유전자들을 복제한

다21-24). 즉 세포의 영양공급을 중단시켜 정상적인 세포의 소멸과

정을 거치게 하며, survival factor인 cytokines, hormone등과 세포

표면 및 핵의 수용체와 상호작용을 일으킨다25-29). 또 다른 외적요

인으로는 방사선조사, 독성물질, 약제 등이 세포사멸을 일으킬

수 있으며30-32) 특히, 세포주기 중 G2/M 기에서의 전사 실패로 세

포사멸에도달한다33,34).

Anti-apoptosis gene (survival gene) 으로 세포질벽에 존재하는

Bcl-2는 골수, 내장벽 피부등의 세포사멸 과정에서 일시적으로

감소됨이 관찰되었다35). 궁극적으로 미토콘드리아로부터,

cytochrome-c 해리를억제함으로세포사멸을억제한다.

Bcl-2와 유사한 염기서열을 가지는 유전자들을 Bcl-2 family 유

전자라고 부르며36), 크게 두 가지로 나뉘는데 세포사멸을 억제하

는 anti-apoptotic protein과 세포사멸을 촉진시키는 pro-apoptotic

protein으로 나뉘고, VDAC와 다른 미토콘드리아내의 protein과

상호작용을통해세포사멸을조절한다36).

Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w 등 anti-apoptotic protein들은 synthetic lipid

membrane내에서 ion channel을 만들어 조절하며37-42), 미토콘드리

아는 cytochrome c와 apoptosis-inducing factor (AIF)를세포질내의

intermembrane space로분비시켜 apoptosis를유발한다.

Cytochrome c의유리는세가지기전에의해일어나며, 첫번째

는미토콘드리아외벽의물리적괴사 (rupture)에의한것이며, 두

번째는 Bax와 같은 Bcl-2 family 중 pro-apoptotic protein에 의해

channel을 형성하여 이루어지고, 세 번째는 Bax와 더불어 lipo-

some에존재하는 VDAC에의해형성된 channel을통해이루어지

며, 이렇게유리된 cytochrome c는 Apaf-1과결합하여 Caspase 9을

활성화시켜 apoptosome 이라고 불리는 holoenzyme을 형성하여

apoptosis를하게된다43-46).

미토콘드리아의 permeability transition pore (PTpore)를 통해

apoptosis가 일어나는데, 이 pore는 VDAC-ANT (Adenine

nucleotide translocase)- cyclophilin-D 가 미토콘드리아의 내 외벽

사이에서 접촉하여 형성되었으며, 이것을 통해 apoptotic protein

을보충하여, cytochrome c, AIF, procaspase 등세포사멸물질을방

출하도록한다. ANT에는 ADP, dADP, ATP가 PTpore 주위에서관

찰되며47), ANT단독으로는 PTpore를 형성할 수 없으며,미토콘드

리아의 cyclophilin의 receptor로 cyclosporin A는 enzyme의 activity

를 방해하여 pore 형성을 못하도록 한다48,49). 또한 미토콘드리아

내의 Ca2+ 은 cyclosporin A가 cyclophilin과 결합하지 못하도록 할

뿐아니라, PTpore를활성화시키는중요한역할을한다48,49). 그러

나 ADP의 경우 cyclosporin A의 결합을 촉진시키며50), cyclosporin

A와 cyclophilin-D를 photolabelling을 시켜보면, ADP에 의해 두

가지모두증가하지만, Ca2+이증가하면감소되는것이관찰된다51,52).

VDAC 2는 세포사멸을 일으키는 proapoptotic molecule인 Bax,

Bak의활성을방해하여세포사멸을억제한다53).

이상의 문헌고찰을 통해 Bcl-2, VDAC 2, caspase 9 등은 서로에

게 밀접한 영향을 주면서 그 양의 증감에 따라 세포사멸을 유도

하거나억제함을알수있다.

본 연구에서는 이러한 세포사멸을 알아보기 위하여 Bcl-2,

VDAC 2, caspase 9의 mRNA양을 측정하여, cyclosporin A가 세포

사멸을일으키는가알아보았다.

VDAC 2의 경우 1000ng/ml의 cyclosporin A를 투여하였을 경우

큰 변화는 보이지 않았지만, 2000ng/ml에서부터 현저한 VDAC 2

의 감소를 나타냈으며, Bcl-2 역시 2000ng/ml에서부터 mRNA의

양이 1/5이하로 감소하였음을 나타냈고, caspase 9의 mRNA의 양

은 500ng/ml까지는거의증가함이없었으나, 1000ng/ml에서부터

는 mRNA의양이점차증가함을나타냈다. 특히 caspase 9의증가

는 cytochrom c의방출이증가했음을나타내는것으로많은세포

사멸이일어났음을의미한다.

역상차현미경을통해관찰된 cyclosporin A 투여군중 1000ng/

㎖에서는 대조군과 큰 차이를 보이지 않았으나 2000-3000ng/ml

에서는 세포질의 경계가 뚜렷하지 않고 핵의 소실도 보였고 세

포사멸도관찰되었다.

Cyclosporin A의 농도에 따라 종양세포의 수를 세어 세포사멸

의경과를 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7일간관찰하였는데대조군은계속해서

그 수가 증가하였으나, 1000ng/ml에서는 성장이 거의 보이지 않

았고, 2000ng/ml이상에서성장이끝난것으로나타났다.

MTT 검사법은항암제의감수성검사에많이사용되어지며, 성

장인자에 대한 세포의 감수성실험에 유용하게 사용되어진다. 이

방법은 정량적 결과를 비교적 객관적 수치로 단기간 내에 얻을

수 있으므로 특정 세포에 대한 선별검사, 병용화학요법에 대한

감수성을알아볼수있다54).

본연구에서는 cyclosporin A의농도가높아질수록 MTT 수치의

차이가 뚜렷하였으며, cyclosporin A 투여 후 1000ng/ml에서 50%

정도감소하였으며, 3000ng/ml에서는거의 90% 정도감소하였으
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며, 이것은미토콘드리아에서의 succinyl dehydrogenase의활성이

낮아짐을 의미한다. 반대로 수치가 올라간다면 약제 저항이 커

져서 감수성이 떨어짐을 의미하며, 약제가 세포사멸을 이끌기

어려움을나타내는것이다.

최근에는 이러한 세포사멸을 유도하는 항암제들이 많이 개발

되는데 그 이유는 과거의 항암제에 비해 부작용이 적고 정상적

인세포의발생과 oncogenesis에관여하는유전자를조절하여종

양세포가스스로괴사하여없어지도록하기때문이다.

본 연구에서는 이러한 세포사멸을 분자화학적 방법 및 MTT

assay, 역상차 현미경을 통한 세포의 관찰을 통해 cyclosporin A가

구강편평상피암종의 세포사멸을 실험관내 방법으로 유도할 수

있음을 밝혀냈으며, cyclosporin A의 자체적 항암효과를 알 수 있

었다. 또한 cyclosporin A는면역억제를통한 T-cell의감소로항암

저해요인을함께가지고있어항암제로임상적사용을할수있

도록향후계속적인연구가있어야할것으로생각된다. 

Ⅴ. 결 론

구강편평상피세포암종에서 cyclosporin A 가 어떠한 항암 효과

를낼수있는지알아보기위해역상차현미경을통한조직의변

화, MTT assay를 통한 암종세포에 대한 감수성검사 및 구강편평

상피세포암종의 원발성 세포주를 배양 후 total RNA를 추출하여

전기영동을 시행하고, RT-PCR(Reverse Transcription-Polymerase

Chain Reaction)을 거쳐 반정량적으로 분석한 결과, 다음과 같은

결론을얻었다.

1. 역상차 현미경 소견에서는 2000ng - 3000ng/ml에서 세포질의

경계가 뚜렷하지 않으며 핵의 농염도가 희미한 소견이 보였

고세포사멸도관찰되었다.

2. 종양세포의 성장은 cyclosporin A 의 농도가 1000ng/ml 이상에

서는 성장이 떨어지고 2000ng/ml 이상에서는 성장이 안 되며

일주일째는거의세포의성장이끝난것으로나타났다.

3. MTT(Tetrazolium-based colorimetric) assay는 cyclosporin A의 농

도가 높아질수록 MTT 수치가 감소하며, 이는 cyclosporin A투

여 후 미토콘드리아 세포에서 succinyl dehydrogenase의 활성

이낮아지는것을의미한다

4. RT-PCR 결과는 VDAC-2의 경우 mRNA의 양이 대조군에 비해

1000ng/ml까지는 큰 감소를 보이지 않았으나, 2000ng/ml에서

는 mRNA 1/2정도 감소를 보였으며, Bcl-2의 경우 역시

2000ng/ml의 cyclosporin A 농도에서 1/5의 급격한 감소를 보

였다. 그러나, caspase 9의 경우는 대조군에 비해서 완만하지

만증가의양상을보였다. 

이상의 결과로 cyclosporin A는 구강편평상피암종 세포주에 투

여시 농도가 증가 할수록 세포의 형태, 성장에 변화를 유도하였

으며, 세포사멸에 관여하는 VDAC 2, Bcl-2 및 caspase 9의 mRNA

에서 뚜렷한 변화를 보여 향후 항암제로의 지속적인 연구에 기

여할것으로사료된다.  
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