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요 약

우리나라 전체 사망원인의 1위를 차지하고 있는 암을 치료하기 위한 여러 가지 치료법 개발을

위한 연구가 진행되고 있다. 본실험은 방사선과 항암제를 병용하여 치료효과를 극대화시키고자 하

는 연구의 일환으로 진행되었다. 원자력연구소의 하나로에서 생산한 동위원소인 H olm ium (16 6H o)

과 항암제를 대상으로 단독 또는 병용투여 하였을 때 in - v itro 상에서 cell cytot ox icity를 측정하

였다. 항암제로는 Sunpla와 M eth otr ex ate 및 Dox orubicin 이 사용되었고, cell lin e으로는 뇌암

(T 98G), 위암(M KN45), 간암 (Hep3B ), 난소암 (NIH :OV CA R - 3), 폐암 (Calu6), 그리고 뇌종양 (C6) 세

포를 대상으로 하였다. 세포독성 실험으로는 MT T m ethod가 수행되었다. 화학요법제 단일 투여에

따른 이들 암세포에서 IC5 0값은 Sunpla의 경우 M KN45에서 2.4×10- 5 M이었고, Dox orubicin은

Calu6에서 4.23×10 - 6 M로 나타났다. 단독 투여시 20%의 세포사를 일으키는 16 6H o의 방사량은 10

μCi 였으며, Sunpla 및 Dox orubicin의 경우는 종양세포에 따라 다르게 나타났다. 166Ho과 두 항암

제의 IC20을 이용하여 병용투여 했을 때 T 98G, M KN45, H ep3B, 그리고 Calu6 세포에서 항암제나
166H o의 단독투여보다 암세포 증식을 억제하는 효과가 있었다. 166H o과 항암제를 병용 투여하는 것

이 암치료에 효과적임을 입증하였다.

Abstract

F or the dev elopm ent of n ew controlled drug deliv ery sy st em s , the applicat ion of com bin at ion

therapy u sing radioisot opes an d tum or st atic agent s ha s draw n great att ention . T his stu dy

w a s design ed to estim ate th e tr eatm ent effect of the com bin at ion therapy w ith Holm ium

(16 6H o) an d tum or static ag ent s . H o- 166 w as produ ced at the KAERI u sing HANA RO reactor .

T he drug s applied w ere Sunpla , M eth otr ex ate and Dox orubicin . Hum an glioblastom a (T 98G),

aden ocarcin om a (M KN45), hepatocellu lar (Hep3B ), lung carcinom a (Calu6), ov ary

aden ocarcin om a (NIH :OV CA R - 3) an d rat g liom a (C6) w ere u sed. T he cell cyt otoxicity on th e

tum or cell lin es det ermined by MT T as say . In th e case w here the chem otherapeutic ag ent

w a s solely applied t o the cell lin es , the IC50 v alu es w ere 2.4×10 - 5M of th e Sunpla for M KN45

and 4.23×10 - 6M of th e Dox orubicin for Calu6. T he radioact iv ity of Ho- 166 occurrin g 20%

apoptosis w as 10μCi. A s for Sunpla and Dox orubicin , the v alue of IC20 w as dependent on th e

cell lin es u sed. T h e com binat ion treatm ent of 166H o and drug w as t o im prov e th erapeut ic

success r at e in T 98G, M KN45, H ep3B, an d Calu6. F rom this in v itro study it can be

con clu ded that com binin g 166H o radionuclide therapy and chem otherapy could enh ance th e

effect of each in elim inat ing prolifer at in g tum or cells .

1. 서론



암세포는 세포의 발생, 성장과 분화과정에 이상이 생겼을 때 발생하게 된다. 이런 암세포들을

치료하기 위해서 수술이나 항암치료법, 방사선 치료법 등이 사용되고 있다. 항암 치료는 암세포를

죽이거나 성장을 억제하여 암세포의 전이를 방지하거나 재발을 막는 것을 목적으로 하며, 항암제

단독이나 여러 가지 약제를 병용하여 높은 치료 효과를 기대하고 있다. 그러나, 항암 치료에는 여

러 신체기관에 부작용들이 있어서 많은 경우에 수술이나 방사선 치료 후 약물 치료가 시행되는데,

암 치료시에 항암요법과 방사선 치료를 병용하면 치료의 치유율을 높일 수 있다고 한다.

외부 방사성치료와 함께 plat inum을 기초로 한 화합물을 병용하여 처리하면 전립선암세포에 방

사선에 민감하게 반응하는 in - v itro 실험을 바탕으로 Cisplatin과 186Re- HEDP을 함께 처리한 경우

전립선 암세포의 증식을 제거하는 효과를 올린다는 보고가 있다1 ,2 . 그리고, 새로운 암치료제로 주

목받는 암세포 혈관형성 차단물질인 A ngiost atin을 방사성 요법과 병행할 경우 항암효과가 전립선

암, 뇌종양, 경부암 등 국부적인 암세포의 통제에 우수하다는 보고도 있다3 .

이에 본 연구에서는 방사선 요법으로는 원자력연구소 하나로에서 생산가능하고, 반감기가 26.8

시간으로 비교적 짧으며, 80 keV (6.2% )의 감마선과 1.78 M eV (49% )와 1.86 M eV (51% )의 베타

선을 방출하고, 베타선의 평균에너지가 0.74 M eV로써 인체조직에서 평균 베타선의 도달거리가

3m m로4 정상세포에는 극히 적은 영향을 미치는 166Ho을 이용하였다. 항암제로는 선플라주

(Sunpla )와 메토트렉세이트 (M eth otr ex ate ), 그리고 독소루비신 (Dox orubicin )을 사용하였다.

Sunpla는 국내에서 개발된 신약 1호로 허가받은 항암제로 헵타플라틴 (heptaplat in )이 주성분이며

제3세대 백금 착체 항암제이다5 ,6 ,7 . 5 - F lu orouracil과 병용하여 진행성, 전이성 또는 수술후 재발성

인 위암환자의 치료에 적응시키며, 특히 한국에서 많이 발병하는 위암에 대해서는 기존의 요법과

같거나 그 이상의 항암 효과를 나타내는 것으로 알려졌다. M ethotr ex at e는 만성관절 류마티스, 영

약막성 신생물, 급성 림프구성 백혈병 (ALL ) 등에 주로 사용하는 DHF R (Dihy drofolat e r edu ct ase)

를 경쟁적으로 억제하는 항대사제로서 DNA 합성 및 세포복제 과정에 사용되는 대사과정을 차단

한다8 . Dox orubicin은 악성 림프종, 소화기암, 급성골수성백혈병 등 여러 암에 사용되는 항암제로

서 매우 강력한 항암제로 많이 사용된다9 . 하지만 이들 항암제들은 각각 골수억제, 탈모증, 점막염

등 여러 부작용들을 내포하고 있다. 그래서, 이들 소량의 항암제들과 166H o의 병용효과를 in - v itro

상에서 알아보고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1 세포와 배양 조건

실험에 사용한 암세포는 사람의 뇌종양 세포 (T 98G)와 Rat의 종양세포 (C6), 사람의 위암세포

(M KN45), 간암세포 (H ep3B ), 난소암세포 (NIH :OV CAR - 3) 및 페암세포 (Calu6)이고, 이는 한국세

포주은행에서 구매하여 사용하였다. 각 세포들은 37℃ In cub ator (98% hum idity )에서 5% CO 2 공

급하에서 단층세포로 배양되었고, 배양배지의 조성은 10% F BS와 1%의 penicillin/ st r ept om y cin이

들어간 DMEM 혹은 RPMI1640 배지이다.

2.2 항암제 및 동위원소

항암제는 Sunpla , M ethotr ex at e, 그리고 Dox orubicin을 사용하였다. 각 항암제는 PBS에 희석하

여 10 - 7 - 10 - 4 M 사이의 농도로 사용하였다. 동위원소로는 한국원자력연구소 하나로에서 생산되는
166H o을 96 w ell당 10 μCi나 100 μCi를 넣어서 사용하였다.

2.3 세포독성 측정

단층세포로 배양된 세포들을 T ryp sin 처리를 하여 바닥에서 분리하여 단일세포로 만들고, 96

w ell당 1x 105 세포들을 분주하고, 실험에 사용하는 항암제를 처리하여 전체부피가 200 ㎕ 되도록



한 후 37℃ In cubator에서 48시간 배양시켰다. 배양이 끝난후 MT T st ock solut ion (5 ㎎/ ㎖)을

w ell당 10 ㎕씩을 첨가한 후, 37℃ Incubat or에 3시간 동안 배양한 후 배양배지를 흡입하여 전부

버린다. 이때 세포들도 같이 흡입되지 않도록 주의한다. 그리고, 0.04N HCl이 들어간 isopropanol

을 100 ㎕ 첨가하여 30분간 37℃에서 방치한 후에 Spectrophot om eter를 이용하여 570 nm의 파장

에서 흡광도를 측정하여 control과 sam ple의 수치를 비교하여 세포의 살아있는 정도를 알아보았

다.

2.4 16 6H o과 단백질의 결합 비교

단백질로는 F BS를 이용하여 100% F BS , RPMI1640, 2% F BS + RPMI1640, 그리고 10% F BS

+ RPMI1640을 1 m l씩을 준비하여 7.5 μCi가 되도록 166Ho을 첨가하여 1시간동안 37℃ In cubat or

에 보관하고, 50% T CA 100 ㎕를 첨가한 후 9000 rpm에 10분간 원심분리하였다. 이후에 총 γ

- r ay를 측정하고, supern at ant를 제거하여 pellet의 γ선을 측정하여 비교 분석하였다.

2.5 16 6H o의 방사능 측정

96 w ell에 적정거리를 유지하고 전체부피가 200 ㎕가 되도록 하여 여러가지 농도의 166Ho을 넣

고 4시간과 48시간동안 x - ray 필름에 노출하여 방사선 사진 (r adiograph )을 촬영하였다. 이때 비어

있는 w ell에 PBS buffer를 200 ㎕씩 되도록 채우거나 채우지 않고 촬영하여 필름을 비교 분석하

였다.

2.6 16 6H o의 의한 세포독성 측정

96 w ell에 사방으로 2 칸씩 떨어진 곳에서 1 x 105의 여러 세포들을 분주하고, 여기에 10 μCi의
166H o을 넣어 전체부피가 200 ㎕되도록 하여 37℃ In cubator에서 24시간 배양시켰다. 비어있는

w ell에는 P BS buffer로 동량의 부피만큼 채웠다. 100 μCi의 16 6H o이 들어간 plate에서는 동일한

방법으로 사방으로 3- 4 w ell씩 멀어진 곳에 반응시켜서 세포생존정도를 알아보았다.

2.7 16 6H o과 항암제의 병용처리에 의한 세포독성

2.6에서 기술한 방법으로 세포들을 분주하여 w ell당 10 μCi의 16 6H o을 처리하고, Sunpla와

Dox orubicin의 세포독성 결과를 바탕으로 IC20 농도를 24시간동안 처리하여 MT T assay로 세포

생존정도를 확인하였다.

2.8 통계처리

각 실험들은 Student ' s t - t est를 이용하여 p v alu e값을 구하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1 항암제의 의한 세포독성 측정

여러 항암제에 의한 세포가 살아있는 정도를 퍼센트로 하여 여러 세포에서의 결과를 알아보았

다 (F ig . 1, n =3, M±SEM ). 각 암세포들의 생존율을 나타내는 그래프의 기울기의 정확도와 그래

프에서 얻어진 IC50은 T able 1에 나타내었다. Sunpla에 의한 IC50 값은 대체적으로 10 - 3 - 10 - 4 M

의 높은 농도에서 구해졌고, 이는 기존에 알려진 대로 2차적인 항암제 독성이 적은 반면 항암효과

가 떨어져 높은 농도의 항암제 처리를 해주어야 하는 것과 유사하다. Dox orubicin에 의한 IC5 0값

은 10 - 5 - 10 - 7 M 사이로 비교적 낮은 농도에서 구해졌는데 이는 기존에 알려진 항암제 처리의 적

정 농도 (∼10 - 6 M )와 유사한 수치이며, 생존율을 나타내는 그래프의 기울기의 정확도가 0.9 이상

으로 매우 신빙성이 높은 수치이다. 반면 M ethotrex at e에 의한 세포독성 실험에서는 IC50 값을 구



할 수가 없었다. 여러번의 반복실험들을 행하였으나 항암제의 여러 농도에서 거의 유사한 세포독

성을 나타내었다. 단 여기서 결과는 안 보이나 반응시간에 길어질수록 세포의 생존정도가 더 떨어

졌을 뿐이다.

F igure 1. Cell cyt otoxicity of dru g s (Sunpla , M ethotrex at e, Dox orubicin ). T he cell cyt ot ox icity

det erm in ed by MT T a ssay . Cells w as placed in 1×105/ w ell in 96- w ell plates . T he cells w ere

incubat ed for 48 h at 37℃. Data are expressed as m ean percent ages and SEM of surviv ial

r at e (% )(n =3).

T able 1. E ffect iv e dose (IC5 0 ) of dru g s .

cell lin e
Sunpla M ethotrex at e Dox orubicin

IC50 (M ) r 2 IC50 (M ) r 2 IC50 (M ) r 2

T 98G 4.64 × 10 - 3 0.9 n s 0.59 2.78× 10 - 5 0.93

C6 3.68 × 10 - 4 0.81 1.63× 10 - 4 0.74 5.59× 10 - 7 0.97

M KN45 2.4 × 10 - 5 0.56 n s 0.68 5.96× 10 - 5 0.94

Hep3B 0.193 0.81 n s 0.02 1.48× 10 - 6 0.99

NIH :OV CA R - 3 4.23× 10 - 3 0.77 n s 0.35 2.15× 10 - 5 0.93

Calu6 5.25× 10 - 4 0.77 n s 0.66 4.23× 10 - 6 0.96

n s : non specific

3.2 단백질과
166H o의 결합정도

16 6H o은 100% F BS에서는 pellet에 42%가 남아 있었고, 배지만 있는 경우에는 1.49% , 2% F BS

가 들어간 배지에서는 2.18% , 10% F BS가 들어간 배지에서는 5.71%가 pellet에 남아 있었다. 실

험에 사용한 10% F BS가 들어간 배지에서는
166H o의 94% 정도가 F BS와 결합하지 않고 배지에

존재하여 실험에 영향을 미치는 경우가 적을 것으로 판단하였다.

3.3 16 6H o의 방사능측정

기존에 GafChrom ic 필름을 이용하여 H o의 방사선의 흡수선량을 알아본 실험에 의하면 Ho의

β선의 침투거리는 8 mm 미만으로 나타난다고 보고하였다4 . 여기서는 80 k eV의 γ선에 대한 영

향은 무시하였었다. 본 실험에서는 여러 가지
166Ho 농도별로 96 w ell m icroplat e에서 넣고 4시간

과 48시간 동안 x - ray 필름에 노출하여 방사선 사진 (r adiograph )을 촬영하였다.
16 6H o에 의한 방사능은

16 6H o이 들어가지 않은 빈 공간을 차폐하지 않은 경우 (A )와 buffer로 차

폐한 경우 (B )를 비교하여 4시간동안 필름을 노출하여서 알아보았다 (F ig . 2).



(A ) (B )

F igure 2. Radioact iv ity effect of th e 166Ho w ithout (A ) / w ith (B ) PBS buffer

(A )의 경우에서는 166H o의 방사선에 의해 옆에 위치한 w ell에 상당한 영향을 미쳤다. (B )의 경

우에 100 μCi의 166H o을 넣은 w ell을 4시간 동안 필름을 노출한 경우에서는 w ell 크기의 1.5배 정

도의 영향을 미쳤고, 48시간 동안 노출한 경우는 2배의 영향을 미쳤다. 10 μCi의 166H o의 경우에

는 48시간 동안 1.5배로 영향을 미쳤으므로 16 6H o 실험에서 10 μCi는 2칸씩 떨어뜨렸고, 100 μCi

에서는 3- 4 칸씩 적정 떨어뜨려 적정 공간을 두고 실험을 행하였다. 96 w ell의 빈 공간은 PBS

buffer로 차폐하여 166Ho 실험에서 γ선에 의한 영향을 최소한 줄일 수 있을 것으로 예상되어 진

다.

3.4 16 6H o에 의한 세포독성 시험

위의 결과를 바탕으로 적정 거리를 유지하고 w ell당 10 μCi와 100 μCi의 166H o을 넣어서 세포

독성 실험을 실시하였다(F ig . 3, n =3). 그 결과는 뇌암 세포인 T 98G에서만 10μCi와 100 μCi 사이

에서 세포의 생존 정도의 p v alue값 0.0091(**)을 얻었다. 실험에 사용한 뇌암세포인 T 98G는 p53

이 m utat ion된 세포로서 뇌암 치료제 개발에 많은 연구가 되는 세포이다. 즉, 16 6H o을 이용한 방사

선 치료는 새로운 뇌암 치료제 개발에 좋은 방법일 것이다.

F igure 3. Cytot ox icity by 166H o. T h e cell cyt ot ox icity det erm in ed by MT T as say . Cells w a s

placed in 1×105/ w ell in 96 w ell plat es . T he cells w ere in cubated for 24 h at 37℃. Data are

expressed as percent ag es of surviv ial rate (% )(n =3, M ean ±SD , ** p< 0.01).

3.5 16 6H o과 항암제의 병용처리 효과

먼저
166Ho과 Sunpla의 단독 처리와 병용처리시 세포생존정도와, 166H o과 Dox orubicin의 단독처

리와 병용처리시의 세포생존정도를 알아보았다 (F ig . 4, n =3). 그림4의 A에서 보면 16 6H o과 Sunpla



의 병용 처리시에는 T 98G와 Hep3B 세포에서 항암제 단독투여와 병용투여 사이에서 p v alu e 값

을 0.034와 0.018으로 얻었으며, H ep3B는 166H o 단독투여와 병용투여 사이에서도 0.018인 p v alu e

값을 얻었다. 그림 B의 16 6H o과 Dox orubicin의 병용처리시에는 T 98G, M KN45, H ep3B, 그리고

Calu6 세포에서 항암제 단독투여와 병용투여사이에서 각 각 0.042, 0.014, 0.002, 그리고 0.036인 p

v alu e 값을 얻었다. 166H o만 단독 처리하는 것과 병용 처리하는 것을 비교하면 통계적으로 유의한

값을 가지지는 않았으나, 세포의 생존정도가 좀 더 병용 처리시에 떨어지는 것을 알 수가 있었다.

이는 항암제의 IC20에 해당하는 낮은 농도와 방사성 동위원소인 166H o의 적은 양을 병용 처리하여

도 효과적으로 암세포를 죽이는 것으로 판단된다.

(A ) (B )

F igure 4. Combin ation effect of the 166Ho and Sunpla (A ) / Dox orubicin (B ). T h e cell

cytotox icity det ermined by MT T as say . Cells w as placed in 1×105/ w ell in 96 w ell plat es . T h e

cells w ere in cubat ed for 24 h at 37℃. T hat com bin at ed Data are ex pres sed as percent ag es of

surviv ial r at e (% )(n =3, M ean ±SD, * p < 0.05, ** p< 0.01).

4. 결론

방사성동위원소인 166Ho과 항암제를 유효한 양 (effectiv e dose)보다 적은 양으로 병용처리하면

높은 농도의 항암요법에 의한 부작용과 많은 방사선 노출에 의한 부작용을 최소화하면서도 암세

포 증식을 억제시킬 수 있다.
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