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Background : The use of troglitazone (a PPAR ligand) and COX-2 inhibitor have been inten-
sively studied for inhibition of tumor growth in cancer treatment, but the anti-tumor effect with
a combination of these agents for cancer has not yet been studied. The aim of this study was
to determine if low concentrations of troglitazone with COX-2 inhibitor in combination would
cause significant cytotoxicity in glioma cells. Methods : The effects of co-treatment with trogli-
tazone and COX-2 inhibitor on cell growth and apoptosis were assessed by use of trypan blue
exclusion and a DNA fragmentation assay. A western blot was used to analyze the apoptotic
signaling for the expression of bcl-2, bax, PARP and p21 proteins. Results : A low dose of
troglitazone (5 M) and COX-2 inhibitor (5 M) strongly enhanced the cell growth inhibition
and apoptosis in glioma cells when compared to a low dose of each drug alone. Western blot-
ting analysis showed a decreased expression of bcl-2 and PARP proteins. In contrast, the
bax protein level was increased. Conclusions : The combination of troglitazone and COX-2
inhibitor in a low dose elicits synergistic cytotoxicity in glioma cells. Our study also demonstrates
that down regulation of bcl-2, fragmentation of PARP protein and increased expression of bax
protein were accompanied by co-treatment with troglitazone and the COX-2 inhibitor.
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Troglitazone과 COX-2 억제제 병합 투여가 아교모세포종 세포의

세포자멸사에 미치는 영향

아교모세포종은 뇌에 발생하는 악성종양으로서 원발성 뇌종양

의 약 50%를 차지한다. 아교모세포종은 종양을 구성하는 세포

의 형태에 따라 성상세포종, 핍지교세포종, 상의세포종, 맥락총

유두종, 수모세포종 등으로 분류된다. 일반적으로 이 종양은 주

변의 뇌 실질로 침윤하므로 정상적인 뇌와 경계가 명확하지 않

다. 그렇기 때문에 수술로 제거하기 어렵고 화학요법이나 방사선

요법을 병행하여야 한다. 그럼에도 치료제에 낮은 반응을 보이거

나 반응하지 않는 환자가 있기 때문에 기존의 화학치료제를 대체

또는 보조할 수 있는 치료제를 개발할 필요가 있다.1

Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR )는

핵 호르몬 수용체의 하나로 지질 대사와 지방세포 분화에 관여

한다.2,3 PPAR 는 인체의 다양한 정상 세포와 악성종양 세포에

서 발현되며,4,5 최근 PPAR 의 내인성 및 외인성 배위자가 종

양 세포의 성장 억제, 세포자멸사 및 세포분화를 유도할 수 있

다고 하여 주목을 받고 있다.6,7 한편 PPAR 배위자 중 하나인

troglitazone은 초기 2형 당뇨병을 치료하는 물질로 개발되어 사

용되어 왔으나, 최근에는 종양세포의 성장을 억제하는 효과 등이

입증되면서 항암제로 활용할 수 있는 가능성에 대한 연구가 진

행 중이다.

Cyclooxygenase (COX)는 아라키돈산에서 프로스타글란딘을

생성하는 데 관여하며 COX-1과 COX-2 두 가지의 아형(iso-

form)이 있다. COX-1은 거의 모든 세포에서 발현되는 상주 효

소(house-keeping gene)인 반면 COX-2는 평상시에는 발현되

지 않다가 호르몬, 시토카인, 세포성장인자, 종양 촉진인자, 발

암물질 등의 세포 자극인자에 의해 빠르게 유도되어 발현된다.8,9

COX-2는 인체의 다양한 암종에서 과발현되며,10,11 과발현된
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COX-2는 세포자멸의 감소, 세포의 과증식, 신생혈관의 발달,

림프절 전이 등과 밀접한 상관관계가 있는 것으로 보고되고 있

으며,12-14 COX-2 발현 억제제는 암종의 발생 뿐 아니라 종양의

성장을 억제하는 효과가 있다고 보고되고 있다.15,16

아교모세포종 세포주에서 PPAR 배위자 또는 COX-2 억제

제를 이용한 항종양 효과에 관한 연구 보고는 접할 수 있으나,

두 약물을 함께 이용한 병용치료(combination treatment) 효과

에 대한 연구는 아직까지 이루어지지 않고 있다. 이에 본 연구자

들은 PPAR 배위자 중 하나인 troglitazone과 COX-2 억제제

를 기존 연구에서 이용한 것보다 낮은 농도에서 병합 처리하여

아교모세포종 세포의 성장 억제 및 세포자멸사 유도에 좀 더 효

과적으로 이용할 수 있는지 알아보고자 하였다.

재료와 방법

약물 및 항체

본 실험에서는 PPAR 배위자인 troglitazone (Cayman, MI,

USA)과 COX-2 특이억제제인 COX-2 inhibitor ⅠMethyl [5-

methylsulfonyl-1-(4-chlorobenzyl)-1H-2-indolyl] carboxy-

late (Calbiochem, UK)를 사용하였으며, 세포자멸사에 관여하

는 단백 발현을 확인하기 위해 bcl-2, bax, poly (ADP-ribose)

polymerase (PARP), p21 (Santa Cruz Biotechnology, CA)

과 actin (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)에 대한 항체를 이

용하였다.

세포배양

본 실험에서 이용한 아교모세포종 세포주는 Human T98G

세포주와 Rat 9L glioma 세포주이며, 한국세포주은행(KCLB,

Korea)에서 분양받아 항생제(100 U/mL penicillin, 100 mg/mL

streptomycin)와 열처리된 10% 소태아혈청(FBS)이 함유된

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma Ald-

rich, St. Louis, MO) 배양액으로 배양하였다. 아교모세포종 세

포주는 실험 전 세포 농도 60-70%를 유지하였고, troglitazone

과 COX-2 억제제는 5, 10, 20, 50 M 농도로 각각 24, 48시

간 처리하였다. Troglitazone과 COX-2 억제제의 병합 처리는

각각 5 M로 처리하여 본 실험에 이용하였으며, 대조군은 0.01%

DMSO가 첨가된 배양액을 사용하였다.

세포 생존율 분석

100 mm 배양용기에(5×105 cells/mL) 9L glioma와 T98G

세포를 넣어주고 24시간 후 새로운 배양액으로 교환하였다. Tro-

glitazone과 COX-2 억제제를 48시간 처리한 후 trypsin/EDTA

를 이용하여 배양용기에 붙어 있던 세포를 떼어내고 전체 세포

를 취득하였다. 세포의 생존율은 trypan blue exclusion 방법을

이용하여 측정하였으며, 살아 있는 세포의 수는 혈구계(hemo-

cytometer)로 측정하였다.

DNA 분절 분석

Troglitazone과 COX-2 억제제를 각각 또는 병합 처리한 아

교모세포종 세포주의 세포 침전물에서 DNA를 추출하기 위해

세포 침전물에 DNA 분해 용액(10 mM EDTA, 0.5% Triton

X-100, 10 mM Tris-HCl)을 넣고 4℃에서 15분간 반응시켰다.

그 후 2.5% polyethylene glycol이 함유된 1 M NaCl 용액을

넣어 15분간 실온에서 반응시키고, 16,000×g에서 10분간 원심

분리하였다. 그런 다음 상층액만을 얻어 RNase (0.3 g/L)를 처

리한 후 isoprophanol을 첨가하여 -20℃에서 1시간 동안 반응시

켰다. 원심분리 후 얻은 DNA 침전물은 TE 완충용액(10 mM

Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.4)을 이용하여 용해한 후 정량

하였다. DNA 5 g을 ethidium bromide가 첨가된 1.5% aga-

rose gel에서 전기영동한 후 자외선 시야에서 DNA 분절 여부를

확인하였다. 

웨스턴블롯

Troglitazone (5 M)과 COX-2 억제제(5 M)를 24, 48시

간 단독 또는 병합 처리한 세포에서 단백을 얻은 후 웨스턴블롯

을 시행하였다. 단백 분해억제제가 첨가된 1% NP-40 세포분

해용액(50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1%

Nonidet P-40, protease cocktail)을 이용하여 전체 단백을 얻

은 후 Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad, CA, USA)를 이

용하여 단백을 정량하였다. 6-12% SDS-PAGE gel에서 전기

영동한 단백을 polyvinylidene difluoride (PVDF)막에 옮기고,

blocking 용액(5% skim milk in 0.1% Tween 20, 25 mM

Tris-HCl, 125 mM NaCl)에서 1시간 반응시킨 다음 1차 항체

를 4℃에서 12시간 반응시켰다. 그런 다음 horseradish peroxi-

dase (HRP)가 결합된 2차 항체와 1시간 반응시켰다. 단백 발

현 정도는 enhanced chemiluminescence solution kit (Amer-

sham, UK)를 사용하여 LAS-3000 (Fuji, Tokyo, Japan) 이

미지 분석기기에서 확인하였다.

결 과

아교모세포종 세포주에서 troglitazone과 COX-2 억제제가

세포 성장 억제에 미치는 효과

9L glioma와 T98G 세포주에 troglitazone과 COX-2 억제제
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를 각각 또는 병합하여 24시간 처리한 후, trypan blue exclusion

을 이용하여 세포 생존율을 평가하였다. Troglitazone과 COX-2

억제제 단독 처리 시 농도 의존적으로 세포의 성장을 억제하였

다. Troglitazone과 COX-2 억제제를 각각 5 M이나 10 M을

투여했을 때는 세포 성장 억제 효과가 미약하게 나타난 반면,

20 M 이상의 농도에서 세포 성장 억제 효과가 두드러지게 나

타났다(Fig. 1). Troglitazone과 COX-2 억제제를 병용한 효과

를 알아보기 위해 아교모세포종 세포주의 생존율에 변화가 나타

나지 않은 저농도 troglitazon과 COX-2 억제제를 동시에 처리

하였다. 5 M의 troglitazone과 COX-2 억제제를 단독 처리한

아교모세포종 세포주는 세포 성장 억제 효과가 나타나지 않았으

나, 5 M의 troglitazone과 COX-2 억제제를 병합 투여하였을

때는 아교모세포종 세포주의 세포 생존률이 뚜렷하게 감소했다

(Fig. 2).

병합 투여에 의한 아교모세포종 세포주의 세포자멸사

저농도의 troglitazone과 COX-2 억제제의 병합 투여에 따른

Fig. 1. Effects of troglitazone (A) and COX-2 inhibitor (B) on cell growth of glioma cells. Cells were seeded in 10 mm culture dishes (5×
105 cells) for 24 h and then treated with different concentrations of troglitazone or COX-2 inhibitor for 48 h. Dose dependent inhibition of
cell growth by troglitazone and COX- 2 inhibitor is observed. Cell growth was measured using a trypan blue exclusion. 

Fig. 2. Synergistic effects of troglitazone and COX-2 inhibitor on
cell growth of glioma cells. Cells were seeded in 10 mm culture
dishes (5×105 cells) for 24 h and then treated with a combination
of troglitazone (5 M) and COX-2 inhibitor (5 M) or alone for 48 h.
Treatment with a combination of troglitazone and COX-2 inhibitor,
but not alone, effectively inhibited cell growth of glioma cells. Cell
growth was measured using a trypan blue exclusion. Vehicle (con-
trol), Troglitazone (TGZ), COX-2 inhibitor I (COX-2 I).
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Fig. 3. Treatment with a combination of troglitazone and COX-2
inhibitor induced the DNA fragmentation in glioma cells. Cells were
treated with a combination of troglitazone (5 M) and COX-2 inhi-
bitor (5 M) or alone for 48 h. Genomic DNA from cells was ext-
racted and separated on 1.5% agarose gel. Vehicle (control), Tro-
glitazone (TGZ), COX-2 inhibitor I (COX-2 I).
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세포 생존율 감소가 세포자멸사와 관련이 있는지를 확인하기 위

해 DNA ladder를 이용하여 DNA의 분절 유무를 확인하였다.

Troglitazone과 COX-2 억제제를 단독으로 처리하였을 때는

DNA 분절 현상이 보이지 않았으나, 5 M의 troglitazone과

COX-2 억제제를 병합 처리한 아교모세포종 세포주에서는 DNA

분절 현상이 뚜렷하게 관찰되었다(Fig. 3).

병합 처리한 아교모세포종 세포주의 세포자멸사 매개 단백

확인

Troglitazone과 COX-2 억제제의 병합 투여가 세포자멸사를

유도하는 것으로 확인되어, 세포자멸사를 매개하는 bcl-2, bax,

PARP과 세포주기 단백인 p21의 발현을 확인하였다. 5 M의

troglitazone과 COX-2 억제제를 병합 또는 단독으로 48시간 처

리한 결과, 병합 처리한 아교모세포종 세포주에서만 bcl-2 단백

발현이 감소하였고 단독 처리한 세포주는 아무런 변화가 없었다.

반면, 세포자멸 촉진에 관여하는 bax는 병합 처리한 세포주에서

만 뚜렷하게 증가하였다. 또한, PARP 단백은 단독 처리한 세

포주에서는 변화가 없었으나, 병합 처리한 T98G 세포주에서는

PARP 단백의 분절이 관찰되었고, 9L glioma 세포주에서는

PARP 발현이 현저하게 감소하였다. 한편, 세포주기 억제 단백

인 p21의 발현 변화는 없었다(Fig. 4).

고 찰

Troglitazone은 thiazolidinediones (TZD) 계열의 PPAR

작용제의 하나로 초기 2형 당뇨 치료 약물로 이용되었다. TZD

계열의 다양한 PPAR 작용제는 인체의 다양한 암 세포주에서

세포 증식을 억제하는 작용이 있는 것으로 알려져 있으며, trogli-

tazone은 아교모세포종 세포의 세포자멸사를 유도하여 세포 증

식을 억제한다.17 Cyclooxygenase-2 (COX-2)는 다양한 암의

발생에 관여하는 중요한 효소로 주로 세포의 증식, 혈관신생, 면

역감시, 세포자멸사에 관여하는 것으로 알려져 있는데, 최근에는

여러 연구자들이 인체의 다양한 암종에서 과발현된 COX-2의

발현을 억제함으로써 암의 발생과 성장을 차단할 수 있는 표적

유전자로 제시하였다.15,16 Troglitazone 또는 COX-2 억제제는 아

교모세포종 세포주의 종류나 약물 처리농도 및 시간에 따라 암세

포 증식을 억제하는 효과에 다소 차이가 있다. Kato 등17은 tro-

glitazone이 20 M 이상의 농도에서 신경아교종 세포주와 신경

모세포종 세포주의 세포 성장을 억제하고 세포자멸사를 유도한

다고 보고하였으며, Morosetti 등18과 Strakova 등19도 PPAR

배위자인 PGJ2, Rosiglitazone 및 Ciglitazon이 아교모세포종의

세포 성장을 억제한다고 보고하였다. 한편 Joki 등20의 연구 결과

에 따르면, COX-2 특이억제제는 80 M 이상의 농도에서 세

포 증식을 억제하고 세포자멸사를 증가시켜 아교모세포종 세포

주의 성장을 억제하였다. 본 연구에서도 단독으로 처리한 trogli-

tazone과 COX-2 억제제는 20 M 이상의 농도에서 아교모세

포종 세포주의 세포 생존율을 현저하게 감소시켰다. 이러한 결과

로 미루어 보아, PPAR 배위자 혹은 COX-2 억제제는 적어도

20 M 이상의 농도에서 처리하였을 때 세포 성장을 억제하는

기전이 나타나는 것으로 보인다. 세포주에 따라 PPAR 배위

자 또는 COX-2 억제제의 세포 성장 억제 효과가 다르게 나타

나는 이유는 아직 정확히 밝혀지지 않았다. 그러나 종양세포주

에 따라 PPAR 또는 COX-2 발현 정도 및 약물 반응성에 차

이가 있는 것으로 생각된다. 특히 PPAR ligand는 종양세포주

의 종류에 따라 PPAR 를 경유하는 기전과 경유하지 않는 다른

기전으로 세포 성장을 억제하는 효과가 다르게 보고되어 있다.

본 연구는 troglitazone과 COX-2 억제제를 단독 투여했을 때

아교모세포종 세포주에 아무런 영향이 나타나지 않는 저농도

troglitazone과 COX-2 억제제를 동시에 투여하여 아교모세포종

세포주의 성장을 억제하는 효과가 있는지와 세포자멸과 관련된

단백 발현을 확인하고자 하였다. 5 M troglitazone과 COX-2

억제제를 단독 처리했을 때는 아교모세포종 세포주의 세포 생존

율에 아무런 영향을 미치지 못했으나, 두 약물을 병합 처리하였

을 때는 세포 생존율이 현저하게 감소했다. 또 troglitazone과
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Fig. 4. Synergistic effects of troglitazone and COX-2 inhibitor on bcl-2, bax, and PARP in glioma cells. Cells were seeded in 10 mm culture
dishes (5×105 cells) for 24 h and then treated with a combination of troglitazone (5 M) and COX-2 inhibitor (5 M) or alone for 24 or 48 h.
Cell lysate were analyzed by western blotting. CT (control), Troglitazone (TGZ), COX-2 inhibitor I (COX-2 I).
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COX-2 억제제를 단독 처리하였을 때 보이지 않던 DNA 분절

현상이 두 약물을 병합 투여했을 때는 나타난다. 따라서 trogli-

tazone과 COX-2 억제제를 병합처리했을 때 나타나는 세포 성

장 억제 효과 중 일부는 세포자멸사 유도작용에 의한 것으로 판

단된다. 최근 troglitazone 혹은 COX-2 억제제와 함께 다른 항

종양제제를 동시 투여하여 종양의 성장을 억제하는 과정에 대한

연구가 시도되고 있다. Kohno 등21은 troglitazone과 COX-2 억

제제인 nimesulide를 병합 투여하면 생쥐의 대장암 형성을 억제

할 수 있다고 보고하였다. 한편 Yao 등22은 troglitazone과 lovas-

tatin을 병합 투여함으로써 다양한 암 세포주의 세포 성장을 효

과적으로 억제할 수 있었다. 또 COX-2 억제제를 5-fluorouracil

또는 세포 신호전달 물질 억제제와 병용 투여하여 암세포의 성

장을 억제할 수 있다는 보고도 있다.23,24 특히, 최근 항종양 약물

로 주목받고 있는 troglitazone의 경우 간세포 독성의 예가 보고

되고 있다는 점을 고려할 때,25 본 연구에서와 같이 저농도의

troglitazone을 저농도의 다른 약물과 동시 투여함으로써 종양

억제 효과를 충분히 볼 수 있다면 안전하면서도 효과적인 종양

치료법을 개발하는 데 도움이 될 수 있을 것으로 보인다.

Bcl-2 단백은 인체에서 239 아미노산으로 이루어진 25 kDa

크기의 단백으로 열 및 방사선, 여러 가지 화학제제나 스테로이

드 등으로 유발되는 세포자멸사를 억제하는 작용을 하며, 특히

세포자멸사 진행 과정을 조절하는 인자로 알려져 있다.26 이와는

반대로 bcl-2 계열 단백인 bax는 세포자멸 과정에서 pro-apop-

totic 단백을 활성화시켜 세포자멸사를 촉진한다.27 또 세포자멸

사의 공통적인 경로에서 단백분해효소의 활성이 잘 알려져 있는

데, 특히 시스테인계 단백분해효소인 caspase는 세포자멸사를

결정짓는 효소로, 활성화되면 poly (ADP)-ribose polymerase

(PARP) 및 lamin 등의 여러 표적 단백을 조절하는 데 관여한

다. 특히 PARP 단백은 DNA 복제와 복구, 그리고 유전체의

안정화와 재결합에 관여하며, 활성화된 caspase의 기질로 알려

져 있다. 따라서 PARP 단백의 감소와 분절은 DNA 복구의 실

패로 말미암아 세포자멸사가 진행되고 있음을 시사한다.28 기존

의 다양한 암 세포주를 이용한 연구 결과에서도 troglitazone과

COX-2 억제제는 세포자멸사 과정을 매개하는 단백인 bcl-2 및

bax, caspase 등의 발현에 영향을 미쳐 세포 성장 억제를 유도

하는 것으로 보고되어 있다.29,30 본 실험 결과 단독으로 처리한

저농도의 troglitazone과 COX-2 억제제는 bcl-2, bax 및 PARP

단백의 발현에 영향을 미치지 않았으나, 두 약물을 병합 투여했

을 때는 bcl-2 감소 및 bax 증가, PARP 분절 등의 세포자멸사

유도를 통해 아교모세포종 세포주의 성장을 억제하는 사실을 확

인하였다.

저농도 troglitazone과 COX-2 억제제를 병합 투여하면 아교

모세포종 세포주의 성장을 뚜렷하게 억제하는 것으로 보아, 본

연구는 두 약물의 병용 치료가 새로운 암 세포 성장 억제 치료

로 이용될 수 있는 가능성을 제시하였다고 할 수 있다.
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