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Abstract

Doxorubicin is a general chemotherapy drug widely used for a number of 

cancers. However, the correlation between endogenous nitric oxide (NO•) 

levels and chemoresistance to Doxorubicin remains unclear. In this study we 

investigated the effect of endogenous NO• on the anticancer activity of 

Doxorubicin in human colon cancer cell lines HCT116 and HT29 with 

different p53 status. Cells were treated with either Doxorubicin alone or in 

combination with NO• synthase (NOS) inhibitor NG-monomethyl-L-arginine 

(NMA). We show that Doxorubicin differentially inhibits the growth of both 

HCT116 (p53-WT) and HT29 (p53-MUT) cells, which was mitigated by 

cotreatment with NMA. Further studies reveal that inhibition of endogenous 

NO• mitigates Doxorubicin-induced apoptosis in HCT116 and HT29 cells as 

evidenced by apoptotic DNA fragmentation and sub-G1 peak of apoptotic 

markers detection: Apoptosis was delayed and greatly reduced in magnitude 

in HT29 cells, underscoring the importance of p53 modulation of the response.  

RT-PCR analysis revealed that Doxorubicin down-regulated levels of 

inhibitors of apoptosis family (cellular IAP-1 and -2). Collectively, these data 

show that induction of apoptosis by Doxorubicin in human colon cancer cells 

is possibly related with modulation of endogenous NO•, IAP family gene 

expression and p53 status. The underlying mechanisms may thus represent 

potential targets for adjuvant strategies to improve the efficacy of 

chemotherapy for colon cancer.
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Ⅰ. 서   론

  대장암은 대장의 점막에서 발생하는 선암이 주를 이루며 결장과 직장에 생기

는 악성종양으로, 우리나라에서는 식습관의 변화로 인해 대장암이 2015년 기준 

전체 암 발생률 중 약 12.5%를 차지하고, 사망률은 약 10.8%를 차지하고 있다. 

대장암의 연간 변화율(Annual Percent Change, APC)은 -1.3%로 사망자 수가 

지속적으로 감소하고 있는 것으로 보이나(Table 1) 완벽한 치료제가 없는 실정으

로, 암의 예방, 원인 규명 및 치료를 위해 국가적 차원에서 노력을 하고 있으며, 

관련 연구도 활발히 진행되고 있다[11].

Table 1. Trends in cancer incidence rates, deaths and APC during 2015 in 

Korea

Sites New cases (%) Deaths(%) APC(%)

All sites 100 100 -2.7

Stomach 13.6 11.1 -6.7

Colon and rectum 12.5 10.8 -1.3

Liver 7.3 14.7 -3.6

Lung 11.3 22.6 -2.1

Breast 9.0 3.1 -

Thyroid 11.7 0.4 -4.2

others 34.7 37.2 -
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  현재 기존 항암제의 효능을 증대시키거나 신약개발을 위하여 암세포의 

apoptosis에 관한 연구가 꾸준히 진행되고 있다. Doxorubicin은 anthracycline 계

열의 항암제(Fig. 1)로 대장암, 백혈병, 폐암, 유방암 등 다양한 종류의 암을 치료

하는데 사용되고 있으며, DNA의 염기쌍 사이에 끼어들어 DNA 중합효소와 

RNA 중합효소를 억제하여 세포사멸(apoptosis)을 유발함으로써 항암효과를 나타

내는 것으로 알려져 있다(Fig. 2) [18, 26]. Apoptosis는 발생과정상 불필요하거

나, 노화 또는 손상을 입어 본래의 기능을 하지 못하는 세포를 제거하기 위해, 

종양억제유전자인 p53을 비롯한 여러 가지 유전자들과 관련 단백질들의 조절에 

의해 세포가 죽는 방식을 의미하며, 세포괴사(necrosis)와 함께 세포의 죽음을 초

래하는 중요한 메커니즘으로 알려져 있다. 치명적인 손상을 입어 세포사멸에 의

해 제거되지 못한 세포는 면역질환과 신경 퇴화, 암 발생 등 인체에 유해한 작용

을 하게 된다(Fig. 3)[16, 17, 19].
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Fig. 1.  Stricture of Doxorubicin.
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Fig. 2.  Mechanism of Doxorubicin.
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Fig. 3.  Model for Doxorubicin-induced apoptosis.
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  Apoptosis를 유발하는 원인 중 하나인 DNA 손상은 다양한 요인들에 의해 발

생하기도 하지만, 산화질소(nitric oxide, NO•)에 의해서도 DNA의 손상이 발생

할 수 있다. NO•는 세포증식과 밀접한 관계가 있는 것으로 알려져 있는데, 적당

한 농도의 NO•는 세포증식에 긍정적인 영향을 주지만, NO•가 결핍되거나 과도

한 농도의 NO•는 세포 내에서DNA 손상 및 세포의 죽음 등 부정적인 영향을 

초래한다[4, 10, 19, 22].  세포는 세포 내에서 필요한 NO•를 생성하기 위해 NO

•를 합성시키는 NO•합성효소(Nitric Oxide Synthase, NOS)를 가지고 있는데, 

NOS에는 inducible NOS (iNOS), endothelial NOS (eNOS)와 neuronal NOS 

(nNOS) 등이 존재하고, 세포는 NOS의 발현을 조절함으로써 NO•농도를 일정하

게 유지시킨다[21].

  Apoptosis는 다양한 요인들에 의하여 영향을 받는데, apoptosis 억제에 관여하

는 단백질들이 발견되었고 이 단백질들을 apoptosis 억제 단백질(Inhibitor of 

apoptosis protein, IAP)이라고 분류하게 되었다. 다양한 IAP가 존재하지만, 사람

에게서 발견된 IAP로는 cellular inhibitor of apoptosis proteins (cIAP-1 and 

cIAP-2), human inhibitor of apoptosis proteins (HIAP-1 and HIAP-2), 

neuronal apoptosis inhibitory protein (NAIP), X-linked inhibitor of apoptosis 

protein (XIAP), survivin 등이 알려져 있으며, IAP는 다양한 메커니즘의 조절에 

관여함으로써 세포의 apoptosis를 유도하거나 억제시킬 수 있다[6, 15].

 

  본 연구에서는 인간 대장암 세포주에서 p53 유전자의 발현 상태 차이가 기존 

항암제인 Doxorubicin의 항암효과에 어떠한 영향을 미치는 지를 알아보고자 하

였다. 또한, apoptosis 유도 작용에 Doxorubicin에 의해 생성된 산화질소와 IAP

의 역할을 알아보기 위해 NOS 및 cIAP-1, cIAP-2, XIAP, survivin과 같은 IAP

의 발현 변화를 조사하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험재료

  본 실험에서 사용된 Doxorubicin은 Toronto Research Chemicals Inc. (North 

York, ON, Canada)에서 구입하여 멸균된 증류수에 녹인 후 400 　M stock으로 

만들어 –20 ℃에 보관하여 사용하였다. NG-monomethyl-L-arginine (NMA, 

CalBiochem, Salt Lake City, UT, USA)도 멸균된 증류수에 녹인 후 400 mM 

stock으로 만들어 –20 ℃에 보관하여 사용하였다.

2. 세포배양

  인간 대장암 세포주인 HCT116 (p53-WT)과 HT29 (p53-MUT)는 

Massachusetts Institute of Technology (Cambridge, MA, USA)의 Gerald N. 

Wogan 교수님으로부터 분양 받았으며, 10% 우태아혈청(Fetal bovine serum, 

FBS, PAA Laboratories, Pasching, Austria)과 1% 항생제(100 units/ml 

Peniciline-Streptomycine, PAA Laboratories)가 포함된 Mc Coy’s 5A 배지

(Gibco, Grand Island, MD, USA)를 사용하여 37 ℃, 5% CO2 조건하에서 배양하

였다. 매 72시간마다 Trypsin-versene mixture (Lonza, Walkersville, MD, USA)

를 이용하여 세포를 부유 상태로 만든 다음 세포를 1 × 105 cells/ml로 분주하여 

계대배양하였다.

3. Trypan blue assay에 의한 세포 생존율 측정

  세포 생존율 측정은 Tolnai [27]의 방법을 변형하여 진행하였다. 6-well plate
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에 HCT116과 HT29 세포를 2 × 106 cells/well가 되도록 분주한 다음 

Doxorubicin과 NMA를 적정농도로 처리하여 37 ℃, 5% CO2 조건 하에서 배양

하였다. 48시간 후 배지를 제거하고 phosphate-buffered saline (PBS, PAA 

Laboratories)를 각 well당 1 ml을 첨가하여 세포를 세척시킨 다음 

Trypsin-versene mixture 를 각 well당 0.5 ml씩 처리하여 세포를 부유시킨 후, 

trypan blue (Lonza)를 동량으로 첨가하여 2분간 처리하였다. 처리된 세포들을 

혈구계수기(Haemacytometer, Marienfeld-superior, Lauda-K　nigshofen, 

Germany)에 고정하여 광학현미경을 이용하여 살아있는 세포의 수를 비교하였다.

4. Griess assay에 의한 산화질소 생성량 측정

  위와 동일한 방법으로 물질을 처리한 세포를 배양하여 Green등[8]의 방법을 

변형하여 산화질소 생성량 측정 실험을 진행하였다. Doxorubicin과 NMA를 적정

농도로 처리하여 48시간동안 배양한 후 배지를 수확하여 원심분리한 후 상층액 

100 　l를 96-well plate 에 옮기고 동량의 Griess reagent (Sigma Chemical Co., 

St. Louis, MO, USA)를 처리하여 실온에서 10분간 반응시키고 Spectra MR 

microplate reader (Dynex Technologies Inc., Chantilly, VA, USA)를 이용하여 

540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이에 표준치를 구하기 위해 sodium nitrite 

(Sigma Chemical Co.)를 단계적으로 희석하여 사용하였다.

5. Reverse transcription polymerase chain reacion에 의한 mRNA 발현 분

석

  mRNA 수준에서 NOS의 발현을 확인하기 위해서 Doxorubicin을 처리한 세포

들을 수확하여 TRI reagent (Sigma Chemical Co.)를 이용하여 RNA를 정제하였

다. TRI reagent 를 첨가하여 실온에서 5분간 반응시켜 세포를 분해시키고 

chloroform을 첨가하였다. 12,000 × g로 4℃에서 15분간 원심분리하고 상층액을 
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새로운 microtube에 옮겼다. 여기에 isopropanol을 첨가하고 상온에서 10분간 반

응시킨 뒤, 12,000 × g로 4 ℃에서 10분간 원심분리하여 RNA를 침전시켰다. 원

심분리 후, RNA pellet을 75% EtOH로 세척하고 12,000 × g로 4 ℃에서 5분간 

원심분리하였다. 추출한 RNA를 DEPC-water에 녹여 정제된 total RNA를 정량

하였다. 정제한 total RNA 1 　g을 주형으로 하여 각각의 primer [13]와 TOP 

script™ one-step RT-PCR kit (Enzynomics, Daejeon, Korea)를 넣고 GenePro 

Thermal Cycler TC-E (Bioer technology, Hangzhou, China)를 이용하여 

RT-PCR을 수행하였다. PCR 산물은 ethidium bromide가 포함된 1.5% agarose 

gel에서 100 V, 30분간 전기영동하여 Chemidoc Universal hood Ⅱ (Bio-rad, 

Hercules, CA, USA)으로 발현을 확인하였다. 대조군으로 β-actin을 사용하였다.

6. Flow cytometry에 의한 세포주기 분석

  세포주기 측정은 Krishan [14]의 방법을 변형하여 실험을 진행하였다.  

HCT116과 HT29 세포에 Doxorubicin을 처리하여 48시간 동안 배양한 후, PBS

로 세척하고 70% EtOH로 4 ℃에서 30분간 고정하였다. 1% FBS가 포함된 PBS

로 세척하고 500 　g/ml propidium iodide (PI, Sigma Chemical Co.)와 10 　g/　l 

RNase A (Sigma Chemical Co.)를 처리하여 37℃에서 30분간 염색하였다. 염색

된 세포는 BD FACS calibur™ flow cytometer (BD biosciences, San Jose, CA, 

US)로 측정하였으며, CellQuest program을 사용하여 분석하였다.

7. Doxorubicin 처리에 의한 DNA 단편화 측정

  HCT116과 HT29 세포에 Doxorubicin을 처리하여 48시간 동안 배양한 후, 세

포를 수집하여 GenElute Mammalian Genomic DNA miniprep kit (Sigma 

Chemical Co.)로 genomic DNA를 분리하였다. 분리한 DNA를 1.8% agarose gel

에서 50 V로 2시간동안 전기영동하고 ethidium bromide (Amresco, Solon, OH, 
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USA)로 1시간동안 염색한 다음, Chemidoc Universal hood Ⅱ를 이용하여 DNA 

단편화를 확인하였다.

8. 통계분석

 모든 실험 결과는 PASW statistics 19 (Statistical Package for the Social 

Sciences, SPSS) 통계 프로그램을 이용하여 평균(mean) ± 표준편차(S.D.)로 나

타냈다. 각 실험군의 분석 항목별 통계의 유의성은 Student t-test를 이용하여 통

계적 유의성을 얻었다.
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Ⅲ. 결   과 

1. Doxorubicin과 NMA 병용 처리에 의한 대장암 세포의 생존율 변화

  Doxorubicin과 NMA가 HCT116과 HT29 세포의 생존율에 미치는 영향을 확인

하기 위해 Doxorubicin과 NMA를 농도 별로 48시간 처리하여 배양한 후 trypan 

blue assay를 이용하여 세포 생존율의 변화를 확인하였다. Fig. 4 에서 보는 바

와 같이 HCT116과 HT29 세포에 Doxorubicin을 처리하였을 경우, 농도 의존적

으로 생존율이 감소되었음을 알 수 있었다. 또한 Doxorubicin을 처리했을 때 생

존율이 약 30%가 되는 농도인 4 　M에 추가적으로 NMA를 농도별로 처리하였

을 경우에는 Doxorubicin 단독 처리군에 비해 NMA의 농도 의존적으로 생존율

이 증가함을 알 수 있었다. p53-WT인 HCT116 세포가 p53-MUT인 HT29에 비

해 Doxorubicin에 민감하게 반응하였으며(Fig. 4A), NMA 처리 시에도 HCT116 

세포가 HT29 세포에 비해 세포 생존율의 증가가 더 큼을 알 수 있었다(Fig. 

4B).
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Fig. 4.  Dose-dependent cell viability of human colon cancer cell lines treated 

with Doxorubicin and NMA.  HCT116 (A) and HT29 (B) cells were treated 

with either Doxorubicin alone or in combination with NMA.  Cell viability 

was determined by trypan blue assay after 48 h.  Results are presented as a 

percentage of control cells. Each value represents mean ± SD of three 

individual experiments.  *p < 0.05 compared to the untreated group.
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2. Doxorubicin과 NMA 병용 처리에 의한 산화질소 생성량 변화

  Doxorubicin에 의해 산화질소 생성이 유도되고, NMA에 의해 산화질소 생성이 

저해되는지를 확인하기 위해 griess assay를 통한 산화질소 생성량을 측정하였

다. HCT116 (Fig. 5A)과 HT29 (Fig. 5B) 모두에서 Doxorubicin 농도 의존적으

로 산화질소 생성량이 증가하였으며, Doxorubicin 4 　M에 NMA를 농도별로 처

리한 결과, Doxorubicin 단독 처리군에 비해 산화질소 생성량이 감소함을 보였

다.
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Fig. 5.  NO• production on Doxorubicin-treated human colon cancer cell lines.  

HCT116 (A) and HT29 (B) cells were treated with either Doxorubicin alone 

or in combination with NMA. Nitrite measurement was determined by Griess 

assay after 48 h. Results are presented as a percentage of control cells.  

Each value represents mean ± SD of three individual experiments.  *p < 0.05 

compared to the untreated group.
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3. 대장암 세포에서 Doxorubicin에 의한 NOS 발현 변화

  대장암 세포에서 NOS의 발현이 증가하면 내인성 산화질소의 생성이 증가하게 

되고, 이로 인해 세포 생존율은 감소하고 세포사멸 유전자의 발현이 증가하면서 

apoptosis가 증가는 것으로 알려져 있다[20]. Fig. 4에서는 Doxorubicin 농도 의

존적으로 HCT116과 HT29 세포의 세포 생존율이 감소함을 알 수 있었고, Fig. 5

에서는 세포 생존율이 감소함에 따라 산화질소 생성량이 증가함을 알 수 있었다.  

Doxorubicin에 의한 산화질소 생성량의 변화가 산화질소 합성효소인 NOS의 발

현량과 관계가 있는 지를 확인하기 위해 RT-PCR을 이용하여 mRNA 수준에서

의 NOS 발현량을 확인하였다. HCT116 세포(Fig. 6A)와 HT29 세포(Fig. 6B) 모

두에서 Doxorubicin 농도 의존적으로 nNOS, iNOS 및 eNOS의 발현량이 증가함

을 알 수 있었고, NOS 중 eNOS와 nNOS의 발현량이 iNOS에 비해 뚜렷하게 증

가되는 것을 관찰 할 수 있었다.
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Fig. 6.  Reverse transcription polymerase chain reacion (RT-PCR) analysis of 

mRNA expression levels of eNOS, iNOS and nNOS.  HCT116 (A) and HT29 

(B) cells were treated Doxorubicin. RT-PCR products were separated on 1.5% 

agarose gel and stained with ethidium bromide.
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4. 대장암 세포에서 Doxorubicin에 의한 세포주기 변화

  Apoptosis가 유발되면 DNA가 절단되어 세포는 G1기로 가지 못하고 sub-G1기

가 증가하게 된다[9]. Fig. 7A는 HCT116 세포의 sub-G1기의 변화를 나타낸 것

인데, HCT116세포에서 Doxorubicin의 처리 농도가 증가할수록 sub-G1기의 세포 

빈도가 대조군에 비해 유의적으로 증가하였음을 관찰하였다. HT29 세포에서도 

마찬가지로 Doxorubicin 농도 의존적으로 유의적인 증가를 보였다(Fig. 7B).



- 18 -

Fig. 7.  Sub-G1 analysis on Doxorubicin-treated human colon cancer cell 

lines.  HCT116 (A) and HT29 (B) cells were treated with either Doxorubicin 

alone or in combination with NMA.  Sub-G1 population was determined using 

flow cytometry. Results are presented as a percentage of control cells. Each 

value represents mean ± SD of three individual experiments.  *p < 0.05 

compared to the untreated group.



- 19 -

5. 대장암 세포에서 Doxorubicin에 의한 Apoptosis 유발

  DNA 단편화는 apoptosis의 전형적인 특징이며[23], 골육종세포에서 

Doxorubicin 처리에 의해 sub-G1기의 세포 빈도와 DNA 단편화가 증가한다고 

보고되었다[28]. Fig. 8에 나타나듯이 HCT116과 HT29 세포 모두에서 

Doxorubicin을 처리하지 않은 대조군에 비해 Doxorubicin을 처리한 군에서 DNA 

단편화가 확인되었으며, Doxorubicin의 농도가 증가할수록 DNA 단편화 또한 증

가함을 확인하였다.
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Fig. 8.  DNA fragmentation assay for apoptosis detection. Agarose gel 

electrophoresis of fragmented cellular DNA induced by Doxorubicin treatment.
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6. 대장암 세포에서 Doxorubicin에 의한 Inhibitor of Apoptosis Protein 발

현 변화

  HCT116과 HT29 세포에서 Doxorubicin에 의해 apoptosis의 특징인 sub-G1 

arrest와 DNA 단편화를 확인하였다. Doxorubicin에 의한 apoptosis가 IAP 발현

량의 변화와도 관련이 있는지 IAP 중 survivin, XIAP, cIAP-1과 cIAP-2의 발현

량 변화를 mRNA 수준에서 확인하기 위해 RT-PCR을 진행하였다. Fig. 9A에서 

보이는 바와 같이 HCT116 세포에서는 Doxorubicin에 의해 survivin과 cIAP-1가 

감소하는 것을 확인하였고, HT29 세포에서는 XIAP가 감소하는 것을 Fig. 9B를 

통해 알 수 있었다.
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Fig. 9.  RT-PCR analysis of mRNA expression levels of survivin, XIAP, 

cIAP-1 and cIAP-2.  HCT116 (A) and HT29 (B) cells were treated 

Doxorubicin. RT-PCR products were separated on 1.5% agarose gel and 

stained with ethidium bromide.
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Ⅳ. 고   찰

  본 연구 결과에서 HCT116과 HT29 세포에 Doxorubicin을 처리하였을 경우, 

농도 의존적으로 생존율이 감소되었음을 확인하였다. 또한 Doxorubicin과 NMA

를 병용 처리하였을 경우에는 Doxorubicin 단독 처리군에 비해 NMA의 농도 의

존적으로 생존율이 증가함을 확인하였다(Fig. 4). 비특이적 NOS 억제제로 알려

진 NMA는 세포 내 독성을 나타내는 산화질소의 생성을 억제하는 것으로 알려

져 있는데[2], 이 때문에 Doxorubicin의 세포성장 억제활성을 감소시킨 것으로 

생각된다.  p53이 없는 섬유아 세포보다 p53이 정상적인 섬유아 세포에서 

Doxorubicin에 의한 세포생존율이 더 많이 감소했다는 연구 결과[7]와 맞물려, 

Doxorubicin 처리 시 p53-WT인 HCT116 세포가 p53-MUT인 HT29 세포보다 

세포 생존율의 변화가 큰 이유는 p53의 발현 차이라는 것을 알 수 있었다.

  Doxorubicin이 산화질소 생성을 증가시킨다는 연구결과들[5, 12]과 같이 본 연

구 결과(Fig. 5)에서도 Doxorubicin은 산화질소의 생성을 증가시켰으며, NMA는 

이러한 Doxorubicin의 작용을 상쇄시켜 산화질소 생성 유도를 방해하는 효과를 

보였다. 또한, 정상 p53-WT인 HCT116 세포(Fig. 5A)가 p53-MUT인 HT29 세

포(Fig. 5B)와 비교해서 Doxorubicin에 의한 산화질소 생성량의 증가폭과 NMA

에 의한 산화질소 생성량의 감소폭이 크게 나타난 것은 p53이 내인성 산화질소 

생성에 관여하는 NOS의 발현을 조절하기 때문[1]인 것으로 사료된다. Fig. 4과 

Fig. 5를 통해 Doxorubicin에 의해 유도된 산화질소 생성은 암세포의 생존율을 

저해하고, NMA는 Doxorubicin의 산화질소 생성 유도를 억제하여 암세포의 생존

율을 증가시켰음을 확인하였다. 이는 산화질소가 세포에 산화적 스트레스를 주게 

되고, 이로 인해 NF-ĸB와 NRF2, p21의 발현이 증가하면서 세포 독성을 나타낸

다는 연구 결과[25]처럼 Doxorubicin이 산화질소 생성을 유도하고, 이렇게 생성

된 산화질소가 HCT116과 HT29 세포에 산화적 스트레스를 주어 세포 생존율을 

저해한 것으로 생각된다.

  iNOS와 eNOS, nNOS 모두 같은 NOS이지만, iNOS는 Ca2+ 비의존성 경로를 
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통해 발현되고, eNOS와 nNOS는 Ca2+ 의존성 경로를 통해 발현되는 것으로 알

려져 있다[3].  따라서 iNOS보다 eNOS와 nNOS의 발현이 크게 증가한 것(Fig. 

6)은 발현 경로에 의한 것으로 생각된다. 소 대동맥 내피 세포에 Doxorubicin 처

리 시 eNOS 발현의 증가하지만 iNOS의 발현에는 변화가 없고, Ca2+ 조절이 

eNOS 발현에 영향을 끼친다는 연구결과[12]가 이를 뒷받침한다.  Doxorubicin이 

HCT116과 HT29 세포에서 Ca2+ 의존성 경로를 활성화시켜 iNOS보다 eNOS와 

nNOS의 발현을 증가시킨 것으로 생각된다.

  대장암 세포에서 Doxorubicin에 의한 세포주기 변화를 관찰한 결과(Fig. 7)는 

근위세뇨관 세포에 Doxorubicin 처리 시 sub-G1기의 세포 빈도가 증가하고 처리 

농도가 증가함에 따라 sub-G1기의 세포 빈도가 증가한다는 연구 결과와 유사한 

경향을 보였다[24]. 그러나 NOS 억제제인 NMA를 처리한 결과, HCT116와 

HT29 세포에서 sub-G1기의 세포 빈도가 Doxorubicin 단독 처리시의 sub-G1기

보다 감소함을 보였다.

  대장암 세포에서 Doxorubicin에 의한 Inhibitor of Apoptosis Protein의 발현 

변화를 확인한 결과(Fig. 9), p53 유전자 발현의 차이가 Doxorubicin의 apoptosis 

유도 작용에 영향을 미치는 것으로 생각된다.

  이상의 결과를 종합해보면, Doxorubicin은 인간 대장암 세포주인 HCT116과 

HT29 세포에서 농도 의존적으로 세포 생존율을 감소시키고 산화질소 생성량을 

증가시켰으나, p53 유전자의 상태에 따라 세포 생존율의 감소도와 산화질소 생성

량의 증가량은 조금의 차이를 보였다. 이러한 변화는 eNOS와 nNOS의 발현 증

가로 내인성 산화질소의 생성이 증가하여 세포 생존율에 영향을 주었다. 세포주

기에서 sub-G1기의 세포 빈도의 증가에도 p53 유전자의 상태에 따라 증가율이 

차이를 보였다. DNA 단편화는 HCT116과 HT29 세포 모두에서 일어났으며, IAP 

발현에 있어서는 조금 차이를 보이고 있었음을 알 수 있었다. 종양억제유전자인 

p53은 암 치료에 있어 apoptosis와 관련된 중요한 유전자로 알려져 있다. p53 유

전자의 발현은 손상된 세포의 DNA가 자가복구를 통해 암 세포의 정상적인 

apoptosis를 유도하지만, p53 유전자가 세포 내 존재하지 않거나 p53 유전자에 

손상이 발생하여 정상적으로 발현되지 못하면 손상된 DNA에 대한 자가복구 기

작이 제대로 작동하지 않고 apoptosis가 정상적으로 일어나지 않아 오히려 암 세
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포의 발생을 유도하게 된다[17]. 본 연구 결과에서 HCT116 (p53-WT)과 HT29 

(p53-MUT)의 차이는 apoptosis와 밀접한 관련이 있는 p53 유전자의 발현 차이

에 의한 것임을 알 수 있었다. 따라서, Doxorubicin은 인간 대장암 세포에서 내

인성 산화질소의 생성을 증가시켜 apoptosis를 유발을 하지만 p53 유전자의 영향

을 받는다는 것을 알 수 있었으며, in vivo 실험을 통해 p53 유전자와 내인성 산

화질소에 의한 Doxorubicin의 항암 효과 증대에 관한 연구를 진행시켜야 할 것

으로 생각된다.
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Ⅵ. 요   약

 Doxorubicin은 광범위한 암을 치료하는데 사용되는 일반적인 항암제이지만, 내

인성 산화질소 생성량과 Doxorubicin의 항암 효과의 상관관계에 대해서는 아직 

명확하게 밝혀지지 않았다. 본 연구에서는 인간 대장암 세포에서 Doxorubicin의 

항암 활성에 내인성 산화질소가 미치는 영향을 확인하고자 하였다. HCT116 

(p53-WT)과 HT29 (p53-MUT) 세포에서 Doxorubicin 처리에 의해 세포 생존율

의 차이를 보였으며, NMA 병행처리는 Doxorubicin의 효과를 감소시켰음을 확인

할 수 있었다. 또한 HCT116과 HT29 세포에서 sub-G1기의 세포 빈도와 DNA 

단편화의 결과를 통해 내인성 산화질소가 Doxorubicin에 의한 apoptosis를 조절

하는 것을 확인하였다. 본 연구 결과를 종합해보면, 인간 대장암 세포에서 내인

성 산화질소와 IAP 발현, p53의 상태에 따른 조절이 Doxorubicin에 의해 유도된

다는 것을 보여주며, 이러한 메커니즘은 대장암에서 화학요법의 효율을 향상시키

기 위한 전략적인 표적으로 이용할 수 있을 것으로 생각된다.
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