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Pemetrexed has demonstrated clinical activity in non-small cell lung cancer (NSCLC) as well as other
solid tumors. It transports into the cells via reduced folate carrier (RFC) and is polyglutamated by
folypolyglutamate synthetase (FPGS). Pemetrexed directly inhibits several folate-dependent enzymes
such as thymidylate synthase (TS), dihydrofolate reductase (DHFR), and glycinamide ribonucleotide
formyltransferase (GARFT). We investigated the effects of genetic variations and the expression of RFC,
FPGS, TS and DHFR enzymes on drug sensitivity to pemetrexed in NSCLC cells. Polymorphisms in
RFC, FPGS, and DHFR were genotyped in four NSCLC cells - A549, PC14, HCC-1588, and H226.
Real-time RT-PCR and Western blot was performed to evaluate mRNA transcripts and protein of these
genes. The cytotoxicity of pemetrexed was measured by SRB assay. In PC14 and H226 cells, increased
mRNA expressions of RFC and FPGS were associated with higher cytotoxicity to pemetrexed. 2R/2R
genotype of TS and its increased mRNA expression were associated with drug resistance to pemetrexed
in A549 cells, whereas 3R/3R genotype in TS with decreased mRNA expression was associated with
higher sensitivity in H226 cells. After pemetrexed treatment, an inverse change of DHFR mRNA and
protein expression was found. The strongest linkage disequilibrium (LD) was discovered between
-1726C＞T and -1188A＞C SNP of DHFR gene. Our findings suggest the cytotoxic effect of pemetrexed
may be associated with genetic polymorphisms and the expression level of genes involved in peme-
trexed metabolisms in NSCLC cells.
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서 론

페메트렉시드(pemetrexed, alimta
®
)는 중피종(mesothelioma)

과 비소세포폐암(non-small cell lung cancer)을 비롯한 다양한

암종에서 엽산(folate) 대사과정에 관여하는 대사물질의 활성

을 억제하여 항암효능을 나타낸다[3,4]. 다중표적 항엽산제

(multitargeted antifolate)인 pemetrexed는 엽산의 세포 내 주

요 이동통로인 reduced folate carrier (RFC)를 통해 세포 내로

유입된 후 folylpolyglutamate synthetase (FPGS)에 의해 폴리

글루타민산염(polyglutamate) 유도체로 활성 되어 thymidy-

late synthase (TS)와 dihydrofolate reductase (DHFR)를 표적

하는 것으로 알려져 있다[4,12].

엽산의 세포 내 주요 이동통로인 RFC는 세포 내로 peme-

trexed가 유입될 때 folate receptor-α (FR-α), low pH trans-

porter와 함께 세포막에 존재하는 운반체로서, pemetrexed가

세포막을 경계로 양방향을 자유롭게 이동할 수 있는 통로로

작용한다[3]. 최근 RFC 유전자의 단일염기서열 다형성(single

nucleotide polymorphism, SNP)은 다양한 질환의 발병 위험

성과 연관되어 있고[6,26], pemetrexed와 구조적으로 유사한

항암제인 methotrexate의 약물 저항성과 상관성이 있다고 보

고되었다[6].

세포 내로 유입된 pemetrexed는 FPGS 효소에 의해 글루타

민산염(glutamate)과 결합하여 폴리글루타민산염(polygluta-

mate) 유도체 형태로 활성을 나타내는데, 모노글루타민산염

(monoglutamate) 유도체보다 엽산의 환원된 형태인 폴리글

루타민산염 유도체가 표적 효소에 보다 높은 친화력을 보인

다[16]. 최근 다인종 연구에서 알려진 FPGS 유전자 다형성은

미토콘드리아와 세포질 모두에 존재하는 다형성인 것으로 확

인되었고, 이 중 V22I와 F13L은 아미노산 변이가 있는 다형성

으로 모든 인종에서 15% 이상의 빈도로 발현된다는 것이 알

려졌다[12]. 또한 유방암 세포주에서 FPGS 효소의 활성과 단

백질 발현 정도를 측정하고 5-fluorouacil (5-FU)와 metho-

trexate의 세포 독성 효과와의 상관성을 측정한 결과 FPGS 유

전자의 과발현이 이들 항암제의 감수성과 관련이 있음을 확

인하였다[5].

Pemetrexed의 표적효소 중 5,10-methylene tetrahydrofolate

(methylene-THF)의 의존성 효소인 TS는 엽산 대사과정에서
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deoxyuridylate (dUMP)에서 deoxythymidylate (dTMP)로 환

원된 형태가 메틸화되는 과정을 촉진하는 효소이다[10]. 임상

연구에서 TS 발현이 높은 환자의 경우 5-FU의 항암효과가 감

소하고 생존율이 낮은 것으로 나타났고, TS 단백질 발현양상

은 TSER 유전형에 의해 조절된다는 연구 결과가 있었다[2].

TS 유전자의 2R/3R과 G/C 다형성 연구결과 경구 fluoropyr-

imidine을 투여한 환자군에서 반복염기 서열(repeat nucleo-

tide)의 길이와 유전형 조합에 따라 생존율에 차이가 있음이

보고되어, TS 유전형이 fluoropyrimidine계 약물의 항암 효과

를 예측할 수 있는 유전자 지표임이 알려졌다[2,10].

DHFR은 세포 내로 엽산이 유입될 때 TS의 작용물질인 di-

hydrofolate (DHF)가 tetrahydrofolate (THF)로 환원되는 과

정에서 작용하는 효소로, 세포 내 대사와 세포성장에 필수적

인 역할을 한다[25]. DHFR 유전자의 엑손(exon)과 인트론

(intron) 경계부분을 중심으로 전체 코딩 부분의 염기서열을

분석한 결과 인트론의 -19 bp 결손부분과 9 bp의 반복염기서

열이 DHFR 발현에 중요한 다형성인 것으로 알려졌다[7,19].

하지만 TS와 glycinamide ribonucleotide formyl transferase

(GARFT) 표적효소에 비해 pemetrexed와의 친화력이 떨어지

기 때문에 폴리글루타민산염으로 전환효과가 적은 것으로 나

타났고, DHFR와 pemetrexed의 결합력은 methotrexate와의

친화력에 비해 1,000배나 낮은 것으로 보고되었다 [21].

표적분자가 여러 개인 pemetrexed와 같은 항암제는 엽산의

대사 과정과 유사하고 복잡한 인체 내 대사과정으로 인해 유

전적 다형성이 약물효능을 결정하는 중요한 변수가 될 것으로

예상되지만 아직까지 항암효능을 예측하고 결정할 수 있는

생체표지자(biomarker)가 알려져 있지 않았다[13,14]. 하지만

최근 임상연구 결과에서 선암 조직형(adenocarcinoma)의 폐

암 환자가 비선암 조직형(non adenocarcinoma)인 환자에 비

해 pemetrexed의 반응률이 유의하게 높은 것으로 확인되어,

조직형에 따른 폐암 세포 내 표적 유전자 또는 약물대사와

관련된 유전자 발현차이가 항암효능에 중요한 역할을 할 것으

로 예측되고 있다[18].

본 연구에서는 조직형이 서로 다른 비소세포폐암 세포주를

이용하여 pemetrexed의 대사과정에 관여하는 유전자들의 단

일염기서열 다형성, mRNA와 단백질 발현 정도를 비교하고,

pemetrexed의 세포독성 효과와의 상관성을 분석하였다.

재료 및 방법

페메트렉시드(pemetrexed)

페메트렉시드(pemetrexed, alimta
®

)는 Eli Lilly & Co.

(Indianapolis, IN, USA)에서 제공받았다. 0.15 M NaCl에 용해

하여 pemetrexed의 최종농도를 25 mg/ml가 되게 하였고, 용

해된 약물은 멸균된 1.5 ml tube에 각각 분주하여 -20oC에 보

관했다.

세포주 배양

비소세포폐암 세포주(NSCLC) 중에서 조직학적 특성이 서

로 다른 선암 세포주와 편평상피 폐암(squamous cell carcino-

ma) 세포주를 선정했고 각 세포주는 한국세포주은행(http://

cellbank.snu.ac.kr)에서 구입했다. 선정된 선암 세포주는

A549와 PC14이고, 편평상피 폐암 세포주는 HCC-1588와

H226 세포주이다. 모든 세포주는 불활성(heat-inactivated)된

10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco BRL, Grand Island, NY)

와 penicillin-streptomycin (Gibco BRL, Grand Island, NY)이

포함된 RPMI1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY) 배양액을

이용했고, A549 세포주는 DMEM (Gibco BRL, Grand Island,

NY)으로 배양했다. 각 세포주는 Φ150/147.8 cm2 세포배양접

시(tissue culture dish) (TPP, Trasadingen, Switzerland)를 이

용하여 5% CO2 와 95% O2로 조정된 배양기내에서 37
o
C를

유지하면서 3일마다 배양액을 교체하였다. 세포수집은 0.25%

trypsin/EDTA를 이용했다.

RNA 추출

선정된 세포주에서 RNA를 얻기 위해 수집된 세포는

WelPrep total RNA isolation reagent (Welgene, Korea) 1

ml를 혼합하여 균질화한 다음 실온에 5분간 방치했다. 방치

한 균질액은 chloroform (Merck, Gemany) 200 μl를 약 10-20

초 동안 혼합하여 실온에서 3분 동안 반응시킨 다음, 12,000

rpm에서 약 15분 동안 원심 분리하였다. 원심 분리한 상층액

은 1.5 ml 튜브에 500 μl를 취하여 옮기고 동량의 iso-

propanol을 첨가하여 혼합한 다음 실온에서 10분 동안 반응

시켰다. 반응이 끝난 후 12,000 rpm에서 10분 동안 원심 분

리한 뒤, 상층액을 버리고 RNA 침전물(pellet)을 얻었다.

RNA 침전물에 75% 에탄올 1 ml을 넣어 혼합하고 약 10분

동안 12,000 rpm에서 원심 분리하여 RNA 침전물을 2번 세

척하고 실온에서 건조시켰다. 건조된 침전물은 DEPC 50 μl

에 녹인 후 55～60
o
C에서 10분 동안 열처리하여 260 nm 파

장의 흡광도로 RNA 양을 측정했다. 1 ug/ul의 comple-

mentary DNA (cDNA) 합성은 MaximeTM RT PreMix kit

(Intron, Korea)를 이용하여 cDNA와 master mixture의 부피

가 20 μl가 되도록 하였다. 45oC에서 1시간, 95oC에서 5분간

두어 효소를 불활성화한 뒤 4
o
C에 방치했고, 합성된 cDNA

는 사용 전까지 -20
o
C 에 보관하였다.

실시간 정량적 중합효소 연쇄반응 (Real-time PCR)

합성된 cDNA는 RFC, FPGS, TS 및 DHFR를 Fast Start

Universal SYBR mastermix (ROX) 2X (Roche, Germany)을

이용하여 실시간 정량적 중합효소 연쇄반응(real-time PCR),

(Stratagene, Cedar Creek TX)을 하였다. 실시간 정량적 중합

효소의 프라이머(primer)는 Table 1과 같다. 실시간 정량적 중

합효소 연쇄반응은 95oC에서 30초, 62～65oC에서 30초와
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Table 1. Primer sequences used for real-time PCR

Gene Primer sequence (5’ to 3’)

RFC
F : CGT CAA GAC CAT CAT CAC TTT CA

R : CAG GAT CAG GAA GTA CAC GGA GTA T

FPGS
F : CTA TGC CGT CTT CTG CCC TAA C

R : ACC TGG TCC AGT GTC ACT GTG A

TS
F : CAC ACT TTG GGA GAT GCA CAT ATT

R : TTC GAA GAA TCC TGA GCT TTG G

DHFR
F : ATG CCT TAA AAC TTA CTG AAC AAC CA

R : TGG GTG ATT CAT GGC TTC CT

RFC, reduced folate carrier; FPGS, folylpolyglutamate synthe-

tase; TS, thymidylate synthase; DHFR, dihydrofolate reductase.

72
o
C에서 30초로 40 주기를 시행했다. 비소세포폐암 세포주의

mRNA 발현양상은 housekeeping gene인 glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (GAPDH)와 상대적 비율을 비교

하였다. 세 번 이상 반복 실험하여 재현성을 확인했다.

유전형 분석 (Genotyping)

정상인 20명에서 DHFR의 유전자 다형성(SNP)을 확인하

기 위해 DHFR 유전자를 직접 염기서열 분석(direct se-

quencing analysis) 하였다. 직접 염기서열 분석으로 확인한

SNP는 프로모터(promoter)에 위치한 -1726C＞T, -1188A＞C

와 -825G＞A 이었고, exon 1에 위치한 721A＞T 이었다.

RFC (80G＞A와 696T＞C), FPGS (263T＞C, 1270C＞T와

1370C＞T), TS (2R/3R와 6del) 및 DHFR (-1726C＞T,

-1188A＞C, -825A＞G와 721A＞T)의 SNP를 포함하는 부위

를 PCR하여 유전형을 분석하였다. 유전형 분석에 사용된 프

라이머는 Table 2와 같다.

4개 SNP는 primer3 (http://primer3.sourceforge.net/we-

bif.php) 프로그램으로 합성했고, 유전형 분석에 이용한 pri-

mer의 염기서열과 조건은 Table 2로 나타냈다. 각 세포주에서

genomic DNA를 추출하여 20 μl 반응성 용액에서 95
o
C에서

5분, 94
o
C에서 30초, 60

o
C에서 1분, 72

o
C에서 1분, 72

o
C에서

10분 동안 증폭하였다. 증폭한 산물은 BigDye Terminator

V3.1 cycle sequencing kit와 ABI prism 3100 sequencer로 직

접염기서열 분석을 시행하여 RFC, FPGS와 DHFR의 유전형을

분석하였다. TS 유전자는 증폭한 산물을 12% polyacrylamide

gel에서 전기영동하여 28bp repeat 개수로 2R/3R을 구분하여

유전형을 확인했다. VNTR G＞C SNP는 HaeⅢ, TS 1494del

6은 Dra I의 제한효소를 이용하여 그 산물을 20% poly-

acrylamide gel에서 확인하였다.

세포 독성 측정

4개의 비소세포폐암 세포주는 trypsin/EDTA로 처리하여

세포를 배양접시 바닥에서 떼어낸 후, 1,000 rpm에서 5분 동안

원심 분리하여 세포를 침전시킨 다음 적당량의 배지용액에

Table 2. Primer sequences used for amplification of the four

genes

Gene SNP Primer sequence (5’ to 3’)

RFC

80G＞A
F : CTG ACT CCA CCC CTC CTT

R : CCG CGT GAA GTT CTT GTC

696T＞C
F : AAG CGC AGC CTC TTC TTC

R : TGC ACG TAG TAG ACC ACC AG

FPGS

263A＞G
F : ACA ATA AGC TGG GCC TA G

R : TAG GTG CCT TTT GTT TTT GG

1270C＞T
F : TCT GCC CTA ACC TGA CAG AG

R : TGT GAA ATG CAG CTG AAG AC

TS

2R or 3R
F : GTG GCT CCT GCG TTT CCC CC

R : CTG CGA GCC GGC CAC AGG

6 del/ins
F : CAA ATC TGA GGG AGC TGA GT

R : CAG ATA AGT GGC AGT ACA GA

DHFR

-1726C＞T
F : AGG TTC CTT CGG ATC CAC TC

R : CCC TCT GTG CCT TTG CTA CA

-1188A＞C
F : ACC CAA GCT GCC ACC TAC AT

R : ATG GAG TCC TTC CTG TTG CC

-825A＞G
F : CTG GGG AAC TGC ACA ATA TG

R : CAG GTC TCC TGA CTC CCA TT

721A＞C
F : GGA CCG TCA CCT TCC CTA AA

R : TCC CCA ATG AGT GGT GTA GC

RFC, reduced folate carrier; FPGS, folylpolyglutamate synthe-

tase; TS, thymidylate synthase; DHFR, dihydrofolate reductase.

Primers are designed based on RFC, FPGS, TS, and DHFR gene.

다시 부유시켰다. 세포밀도(number of cells/ml)는 부유액을

10배로 희석한 후 혈구 계산판에서 측정했다.

본 실험을 하기 위해 96 well plate에 접종할 적정 세포수는

1～10×103개 범위로 정했다. 항암제 대신 배양액을 가해 72시

간 동안 배양한 후 sulforhodamine B (SRB) 검색법으로 흡광

도를 측정했고, 가장 적당한 세포밀도를 결정했다. 6개의 세포

주는 96 well plate에 각각 2 × 10
3

cell/well로 분주하여 24시

간 동안 배양했고, pemetrexed를 0.01～30 uM (0, 0.01, 0.03,

0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30) 농도로 72시간 처리했다.

약물 처리한 세포는 phosphate buffered saline (PBS)로 씻

어낸 후 약물의 세포독성을 측정하기 위해 SRB 검색법을 이용

하였다. SRB 검색법은 10% trichloroacetic acid (TCA) 200 μl

를 이용하여 4
o
C에서 1시간 동안 고정한 후 증류수로 세척했

고, 세포의 총 단백질은 0.4% SRB 용액 70 μl에서 15분 염색한

후 1% glacial acetic acid로 단백질에 결합하지 않은 염색용액

을 세척하여 건조시켰다. 단백질에 결합된 염색용액을 10 mM

Tris (pH 7.5)로 용해시킨 후 enzyme-linked immunosorvent

assay (ELISA) reader (Spectra Max 250, Molecula Devices,

USA)를 이용하여 560 nm에서 흡광도를 측정했다.

세포독성 결과는 각 농도마다 약물 처리하기 전과 약물 처

리 후의 흡광도를 측정하고, 약물 처리 전과 후 세포의 흡광도
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Fig. 1. Expression level of the RFC, FPGS, TS and DHFR mRNA transcripts period The expression of (A) RFC and (B) FPGS, TS, and

DHFR in four cell lines. cDNA was prepared by reverse transcription from total RNA using a specific primer. Each bar represents

the relative expression of the gene concerned versus the housekeeping gene, GAPDH, as determined by real-time RT-PCR.

를 백분율(%)로 환산하였으며, 같은 방법을 3회 반복했다. 실

험 결과는 Sigma plot (SYSTAT Software, version 9.0, USA)으

로 각 농도별 용량-반응 분석(dose-response)을 하여 IC50값을

산출했다.

Western blotting

비소세포폐암 세포주는 각 세포주의 pemetrexed의 최종농

도가 세포주의 IC50값이 되도록 처리했고, 72시간 후 PBS로

세척했다. 약물 처리한 세포는 1.5 ml tube에 모아 homoge-

nize buffer (Biovision, USA)에 용해시킨 뒤 4
o
C, 700× g 에서

10분 동안 원심 분리하여 상층액을 분리하고 10,000× g에서

30분 동안 원심 분리하여 단백질 성분을 분리했다. Bradford

assay를 통해 정량한 단백질은 sodium dodecyl sulfate (SDS)

sample buffer를 첨가하여 70
o
C에서 5분 동안 변성시켰다. 40

ug의 단백질 추출물은 8% sodium dodecyl sulfate poly-

acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) gel에서 분리했

고 완충용액(25 mm Tris base, 190 mM glycine, 20% meth-

anol)을 이용하여 polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane

(Millipore Corporation, USA)에 옮겼다. Membrane은 tris

buffered saline (TBS, 10 mM Tris HCl pH 7.5, 150mM NaCl)

과 0.1% tween-20이 혼합된 완충용액에서 10분씩 3회 세척했

고, 10% skim milk가 첨가된 용액(10% 탈지분유, 0.1%의

tween-20이 함유된 TBS buffer)으로 상온에서 30분 동안 반응

하여 blocking 하였다. Blocking 한 후 RFC (1:200), FPGS

(1:300), TS (1:500)와 DHFR (1:1000) 1차 항체로 1시간 동안

반응시켰고, 0.1% tween-20을 함유한 TBS (TTBS)로 3번 세척

한 다음 horseradish peroxidase와 결합된 2차 항체를 1:1000

으로 희석하여 1시간 동안 반응하였다. 다시 TTBS로 3회 세척

하고 ECL Western Blotting analysis System (Amersham

Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ)을 이용하여 감광하고, 감

도(density)를 측정하였다.

결 과

약물 처리 전 RFC, FPGS, TS와 DHFR의 mRNA 발현

비교

선정한 각 세포주에서 pemetrexed의 대사과정에 영향을 주

는 인자인 RFC, FPGS, TS와 DHFR의 mRNA 발현 정도를

알아보았다.

RFC의 mRNA 발현 정도

약물 처리 전 RFC 유전자의 mRNA 발현 양상은 PC14 세포

주에서 가장 높았고, A549와 HCC-1588 세포주는 비슷한 수준

으로 발현되었다. H226 세포주에서는 RFC의 mRNA 발현이

다른 세포주와 비교해 상대적으로 가장 낮은 것을 확인하였다

(Fig. 1A).

FPGS의 mRNA 발현 정도

A549 세포주에서 가장 낮은 FPGS mRNA 발현 양상을 나

타냈고, PC14와 HCC-1588에서는 중간수준의 발현 양상을 보

였다. 반면, H226세포주의 FPGS 발현양상은 다른 세 개의 세

포주에 비해 2-3배 정도 높은 것을 알 수 있었다(Fig. 1B).

TS의 mRNA 발현정도

네 개의 세포주 중 A549 세포주에서 TS mRNA 발현 정도

가 가장 높은 것으로 나타났지만, 나머지 세포주들의 발현 정

도는 거의 비슷한 수준으로 관찰되었다. PC14세포주는 모든

세포주에서 중간수준의 발현 정도를 보였고, HCC-1588과

H226 세포주는 상대적으로 낮은 발현을 나타냈다(Fig. 1B).

DHFR mRNA 발현정도

DHFR의 mRNA 발현은 A549 세포주에서 가장 낮은 것으

로 관찰되었지만, PC14 세포주에서는 발현 정도가 높은 것으

로 나타나 같은 조직형을 가진 선암 세포주에서 DHFR의 발현

양상이 다른 것을 확인하였다. 한편, 편평상피 폐암 세포주인
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Table 3. The distribution of genotypes in RFC, FPGS, TS, and DHFR genes

RFC FPGS TS DHFR

80
G＞A

696
T＞C

263
A＞G

1270
C＞T

1370
C＞T

5’UTR
repeat

3’UTR 6
del/ins

-1726
C＞T

-1188
A＞C

-825
A＞G

721
A＞C

A549

PC14

HCC-1588

H226

GG

GG

AG

GG

CC

CC

CT

CC

GG

GG

AA

AA

CC

CC

CC

CC

CC

CC

CC

CC

CG/CG

CC/CC

CG/CG

CC/CC

Ins 6

Ins 6

Ins 6

Ins 6

TT

CC

CC

CT

CC

AA

AA

CC

AA

GG

GG

AG

AC

AC

AA

AA

RFC, reduced folate carrier; FPGS, folylpolyglutamate synthetase; TS, thymidylate synthase; DHFR, dihydrofolate reductase. UTR,

untranslated region; repeat, 28-bp double or triple tandem repeats; del/ins, 6 bp insertion/deletion polymorphisms
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Fig. 2. TS 28 bp repeat VNTR and 5’-UTR G＞C genotyping.

The purified PCR products were separated on 12% poly-

acrylamide gel and visualised by ethidium bromide

staining. Lane 1,3, homozygous 2R/2R genotype in A549

and HCC-1588 cells; Lane 2,4, 3RCC/3RCC genotype in

PC14 and H226 cells (left). TS 5’UTR G＞C genotyping

was performed by HaeⅢ enzyme digestion. Each geno-

type with 3C allele showed digested fragments of 94 bp

and 44 bp, while 3G and 2R allele showed digested frag-

ments of 66 bp and 44 bp (right).

HCC-1588과 H226 세포주에서는 중간 정도의 DHFR mRNA

발현으로 비슷한 수준을 보였다(Fig. 1B).

유전형 분석(genotyping)

비소세포폐암 세포주에서 pemetrexed의 표적유전자인

RFC, FPGS, TS와 DHFR의 유전자 다형성을 조사하였다.

DHFR 프로모터에 위치한 -1726C＞T, -1188A＞C SNP는 서로

연쇄 불평형 상태 (linkage disequilibrium, LD)에 있었다. 또

한 DHFR 프로모터 부위의 3개의 유전형은 PC14와 HCC-1588

세포주에서 모두 공통적인 유전형 결과를 보였다. FPGS의

263A＞G와 DHFR 721A＞유전형 분석결과 선암 세포주인

A549와 PC14세포주에서 각각 GG와 AC 유전형을 보였고, 편

평상피 폐암 세포주인 HCC-1588과 H226 세포주 모두에서는

AA 유전형을 나타냈다. 주요 표적인자인 TS 유전자의 5’UTR

repeat 분석 결과, A549와 HCC-1588 세포주에서는 2R/2R 유

전형이었고, PC14와 H226은 3R/3R 유전형이었다. FPGS의

1270C＞T와1370C＞T, TS 3’UTR의 6del/ins유전형은 모든 세

포주에서 동일한 형태로 나타났고(data not shown), RFC 80

G＞A는 다양한 형태의 유전형이 분포되어 있는 것을 알 수

있었다(Table 3).

Pemetrexed의 세포독성 측정

선정한 비소세포폐암 세포주에서 pemetrexed를 0.01～30

uM 농도로 72시간 동안 처리하여 각 세포주마다 약물의 세포

독성을 측정하였다.

선정한 각 세포주의 IC50값이 0.07～0.48 uM 범위로 나타났

다. A549와 PC14 세포주의 IC50값이 각각 0.48±0.08 uM과 0.08

±0.01 uM였고, PC14 세포주에 비해 A549 세포주가 6배 높은

IC50값을 보였다. 약물처리 후 A549와 PC14는 최고 약물농도

(30 uM)에서 각각 23.79%와 28.74%의 살아있는 세포가 관찰

되었다(Fig. 3A).

편평상피 폐암 세포주인 HCC-1588과 H226 세포주의 IC50

값은 각각 0.33±0.01 uM과 0.07±0.01 uM로 나타났고, H226

세포주는 모든 세포주에서 가장 높은 세포독성을 보였다. 낮

은 세포독성을 보인 HCC-1588 세포주에서는 약물의 최고농

도인 30 uM에서 37.07%의 살아있는 세포가 관찰되었고 가장

높은 세포독성을 나타낸 H226 세포주는 살아있는 세포가

19.14%로 관찰되었다(Fig. 3B).

선암 세포주와 편평상피 폐암 세포주는 다양한 IC50값을 보

였지만, 편평상피 폐암 세포주에서 가장 높은 세포독성을 보

인 H226 (0.07 uM) 세포주의 IC50값과 선암 세포주에서 가장

높은 세포독성을 나타낸 PC14 (0.08 uM)의 IC50값은 비슷한

수준으로 나타냈다. 또한 선암 세포주에서 IC50값이 가장 높은

A549는 편평상피 폐암 세포주에서 IC50값이 높은 HCC-1588

에 비해 IC50 값이 높았고, 4개의 세포주에서 가장 낮은 세포독

성 효과를 나타냈다(IC50=0.48 uM 와 0.33 uM).
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Fig. 3. The cytotoxicity of pemetrexed in (A) adenocarcinoma cells and (B) squamous cell carcinoma cells. The cells were treated

with increasing concentration of pemetrexed for 72 hr and viable cells were measured by SRB assay. Data were presented

as mean±SD of three independent experiments. IC50 values calculated using Sigma plot V9.0.

Pemetrexed 처리 후 RFC, FPGS, TS와 DHFR의

mRNA 발현

RFC mRNA 발현 정도

각 세포주에서 pemetrexed의 최종농도가 각 세포주의 IC50

값이 되도록 처리한 후 RFC mRNA 발현양상을 비교하였다.

약물처리 후 RFC의 mRNA발현은 약물을 처리하기 전

mRNA 발현이 가장 높았던 PC14 세포주에서 가장 낮게 나타

났고, A549와 H226에서는 약물처리 후 약물처리 전에 비해

RFC mRNA 발현 양상이 다소 감소했지만, HCC-1588 세포주

에서는 약물 처리 후 RFC mRNA 발현이 투여 전에 비해 증가

하는 경향을 보였다(Fig. 4).

FPGS mRNA 발현 정도

약물 처리 후 모든 세포주에서 FPGS mRNA 발현 정도가

낮아진 것을 관찰하였다. HCC-1588 세포주에서 약물 처리 전

에 비해 4배 정도 감소하는 경향을 보였고, 2-3배의 mRNA

감소를 보인 다른 세포주에 비해 가장 큰 변화 정도를 나타냈

다(Fig. 4).

TS mRNA 발현 정도

약물처리 후 TS mRNA 발현 양상은 A549에서 약 4배 정도,

PC14 세포주에서는 약 2배 정도 발현이 감소한 것을 알 수

있었지만, HCC-1588과 H226세포주에서는 약물처리 전에 비

해 mRNA 발현 정도 차이가 나타나지 않았다. 선암 세포주에

서는 TS의 mRNA 발현 정도가 약물처리 후 두드러지게 감소

했지만, 편평상피 폐암 세포주에서는 약물처리 전과 후의 TS

mRNA 발현 변화가 거의 없는 것을 알 수 있었다(Fig. 4).

DHFR mRNA 발현 정도

약물 처리 후 A549와 H226에서 약 2배 정도 DHFR mRNA

발현이 감소하는 것을 확인하였고 HCC-1588과 PC14은 약간

감소하는 것으로 관찰하였다. DHFR mRNA 발현 정도는 조

직형에 상관없이 모든 세포주에서 약물처리 후 감소하는 경향
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Fig. 4. The mRNA expression of RFC, FPGS, TS, and DHFR

in NSCLC cells. Each cells treated with pemetrexed at

IC50 values for 72 hr respectively. Fold change represents

the relative fold intensities of each gene compared to

untreated cells (y-axis). In HCC-1588 cells, RFC and TS

expression levels were higher than untreated cells (*).

을 보였다(Fig. 4).

약물 처리 후 세포주의 mRNA 발현 양상 비교

약물 처리 후 모든 세포주에서 약물의 세포 내 유입과 활성

에 관여하는 유전자인 RFC와 FPGS의 발현 양상 차이가 뚜렷

하게 나타나지 않았지만, 표적유전자인 TS와 DHFR에서는 감

소하는 경향을 나타냈다. 선암 세포주에서는 RFC와 FPGS 유

전자의 mRNA 발현 정도가 약물 처리 전에 비해 약물처리

후에 편평상피 폐암 세포주에 비해 뚜렷한 변화를 나타냈다.

Pemetrexed 처리 후 RFC, FPGS, TS와 DHFR의 단

백질 발현

선정한 각 세포주에서 pemetrexed의 대사과정에 영향을 주
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Fig. 5. Expression levels of RFC, FPGS, TS, and DHFR proteins.

Four NSLCL cells treated with pemetrexed at IC50 for

72 hr. Equal amounts of total cell lysates were used for

loading. The experiments were repeated at least three

times independently (A). TS and DHFR protein ex-

pression in four cell lines by Western blotting (B). The

relative band intensities by densitometry of TS and

DHFR genes (B, C). β-actin was used as control.

는 인자인 RFC, FPGS, TS와 DHFR 의 단백질 발현 양상을

알아보았다. 각 세포주에서 pemetrexed의 최종농도가 각 세

포주의 IC50값이 되도록 처리한 후 비교하였다.

RFC와 FPGS의 단백질 발현에서 여러 개의 isotype이 나타

나 정확한 발현을 알 수 없었다. A549 세포주에서는 다른 세포

주에 비해 약물 처리 전 TS 단백질 발현양상이 상대적으로

매우 높았다. pemetrexed 약물 처리 후 TS의 발현은 기저 발현

보다 낮아졌으며, DHFR의 발현은 증가하는 것을 확인하였다

(Fig. 5A).

약물 처리 후 표적유전자인 TS의 발현은 4개의 세포주 모두

에서 감소했고(Fig. 5B), DHFR의 발현양상은 1.7～5.6배(H226

와 PC14) 증가한 것을 알 수 있었다(Fig. 5A, 5C). 선암 세포주

인 A549와 PC14는 약물의 세포 내 유입과 활성에 관여하는

유전자인 RFC와 FPGS 단백질 발현은 감소하고 주요 표적유

전자인 TS와 DHFR의 발현은 증가하는 서로 상반되는 발현양

상을 보였지만, 편평상피 폐암 세포주인 HCC-1588과 H226은

DHFR을 제외한 모든 인자들에서 발현양상의 뚜렷한 차이를

관찰할 수 없었다.

고 찰

Pemetrexed의 항암효능은 엽산의 대사과정에 관여하는

TS, DHFR, GARFT 효소를 억제하는 과정에서 나타난다[4].

다중표적 항암제인 pemetrexed가 사용되고 있는 비소세포폐

암 세포주에서 약물수송체인 RFC, 약물 활성 형태인 poly-

glutamation에 관여하는 FPGS, 표적분자인 TS와 DHFR 발현

의 상관관계를 알아보고 pemetrexed의 세포독성 효과에 영향

을 주는 인자를 알아보고자 하였다. 또한 pemetrexed 대사과

정에 영향을 미치는 RFC, FPGS, TS와 DHFR 유전자의 단일염

기서열 다형성을 분석하였다.

L1210 세포주에서는 RFC와 FPGS의 발현 감소가 peme-

trexed의 낮은 세포독성과 연관성이 있다는 것을 확인하였고,

FPGS mRNA 전사활성이 FPGS의 mRNA 뿐 아니라 단백질

발현과도 연관되어 있다는 연구결과가 있었다[22]. 이번 연구

에서는 pemetrexed 처리 전 RFC와 FPGS mRNA의 발현이

높으면 pemetrexed의 세포독성 효과가 높은 것으로 나타났

고, 약물 처리 후 RFC와 FPGS의 단백질 발현 분석결과 여러

개의 isotype 이 존재하는 것을 확인하였다. 다양한 FPGS 단백

질 발현 형태로 인해 각 세포주마다 정확한 발현 정도를 측정

하는 것이 어려웠고, FPGS mRNA발현 변화와 단백질 발현

정도의 상관성을 추정하는데 어려움이 있었다. Pemetrexed에

약물 저항성을 보인 A549 세포주에서는 약물 처리 전 RFC와

FPGS의 mRNA 발현 정도가 모두 낮은 것으로 관찰되어, RFC

와 FPGS의 발현 감소와 pemetrexed 약물 저항성과의 상관성

을 추측할 수 있었지만, 다른 세포주에서는 연관성이 발견되

지 않았다.

선암 세포주와 편평상피 폐암 세포주에서 FPGS 유전자의

263A＞G SNP은 서로 상반된 대립유전자(allele)로 구성된 유

전형으로 나타나, 조직형에 따라 유전형이 다르다는 것을 알

수 있었다. 최근 pemetrexed가 세포 내로 유입되는 과정에서

RFC와 FPGS 뿐 아니라 약물수송에 관여하는 ABC 유전자의

연관성도 보고되고 있어[3], 약물대사 과정에 관여하는 다양한

유전자들의 유전형과 발현 정도 뿐 아니라 pemetrexed의 세포

내 농도변화에 따른 상관성도 분석해야 할 것으로 생각된다.
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TS mRNA와 단백질 발현 정도는 종양세포의 증식과 분화

에 중요한 영향을 주는 것으로 알려져 있고, TS 단백질 발현

정도는 세포독성 효과와 연관성이 있다는 것이 보고되었다

[11]. 연구결과에서 약물 처리 전 TS mRNA 발현이 가장 높았

던 A549세포주에서 pemetrexed에 가장 낮은 세포독성 효과

를 보인 반면, TS mRNA 발현이 가장 낮았던 H226 세포주는

pemetrexed에 매우 높은 세포독성 효과를 나타냈다. 임상 연

구에서 위암과 대장암 환자의 경우 TS 발현 정도가 높으면

5-FU의 항암효능과 예후가 불량한 것이 관찰되었고[9], 비소

세포폐암 세포주에서 TS의 높은 mRNA 발현이 pemetrexed

의 낮은 세포독성과 연관성이 있다는 결과가 있었다[23]. 반면,

대장암과 위암 세포주에서는 TS의 발현이 5-FU또는 peme-

trexed 에 대한 세포독성과 연관성이 없다는 상반된 연구결과

가 있었다[20].

TS 유전자의 5’-UTR 28 bp repeat과 VNTR G＞C SNP를

분석한 결과 A549 세포주에서는 heterozygote 유전형인

2RGC/2RGC 유전형이었고, PC14 세포주의 유전형은 3RCC/

3RCC로, 두 세포주의 유전형과 TS mRNA 발현과의 연관성이

관찰되었다. TS 유전자의 발현은 전사인자(transcription fac-

tor)인 USF-1이 enhancer에 결합할 때 발현이 감소되는 것으

로 알려져 있다[15]. 연구결과에서 TS의 유전형에 따라 mRNA

발현이 다르게 나타났고, 편평상피 폐암 세포주보다 선암 세

포주에서 발현 정도의 차이가 큰 것으로 관찰되었다. 약물 처

리 전 TS mRNA와 단백질 발현 정도가 가장 높았던 A549

세포주에서는 pemetrexed에 가장 낮은 세포독성 효과를 보여

약물 저항성을 일으키는 기전 중 TS의 발현 정도가 중요한

역할을 할 것으로 생각되지만, 다른 세포주에서는 약물 저항

성과TS 발현과의 연관성을 발견할 수 없었다.

DHFR 721A＞C SNP 유전형의 경우 선암 세포주인 A549와

PC14 에서 heterozygote 유전형을 나타냈고, 편평상피 폐암

세포주인 HCC-1588과 H226에서는 homozygote의 유전형이

관찰되었다. DHFR의 -1726C＞T SNP은 GATA 2와 E2F라는

전사인자가 결합하는 프로모터 부위에 위치하여 DHFR의

mRNA 발현을 조절하는 중요한 SNP으로 알려져 있다[8]. 연

구결과에서 DHFR 유전자의 -1726CC와 -1188AA 유전형을 가

진 PC14와 HCC-1588 세포에서는 약물처리 전 DHFR mRNA

와 단백질 발현 정도가 높은 것으로 나타나, SNP과 mRNA

및 단백질 발현양상과는 상관성이 있음을 알 수 있었다. 4가지

세포주 모두에서 pemetrexed 약물처리 후 DHFR의 mRNA

발현은 약물처리 전보다 낮아지는 경향을 보였지만 단백질

발현은 오히려 증가하는 상반된 결과를 보였다.

Pemetrexed의 표적분자 중 하나인 DHFR을 선택적으로 저

해하는 methotrexate를 처리한 후 DHFR 단백질의 발현 정도

가 증가함에 따라 약물의 감수성이 낮아진다는 연구결과가

있었다[24]. 또한, DHFR이 methotrexate와 결합하면 DHFR

단백질이 형태학적인 안정화 상태가 되고, proteosome 분해를

기전적으로 안정화한다는 것이 알려져 있다[1]. Pemetrexed처

리 후 연구결과에서 관찰되었던 DHFR mRNA 발현 감소와

단백질 발현 증가는 항엽산 약물인 methotrexate와 유사한 기

전에 의한 것이라 생각된다. 세포 내 높은 DHFR 발현정도는

methotrexate의 낮은 세포독성과 연관이 있었지만[17], TS의

발현 억제에 보조적인 역할로서, pemetrexed의 세포독성 효

과에 영향을 주는 표적분자라고 하기에는 미흡한 것으로 생각

된다.

세포독성 효과 측정에서 pemetrexed를 최고농도(30 uM)

로 72시간 동안 처리한 후에도 모든 세포주에서 17.14～

37.07% 정도 살아있는 세포가 관찰되었다. Li 등은 peme-

trexed (0.1～1 uM)를 처리했을 때 약물농도가 증가함에 따라

p-AKT 단백질 발현이 증가하는 것을 관찰하였다[13]. 연구결

과에서 pemetrexed 최고농도에서도 상당수 존재하는 세포들

은 pemetrexed 약물 저항성에 p-AKT가 중요한 역할을 할 것

으로 추정된다.

Pemetrexed 처리 전과 72시간 처리 후 RFC, FPGS, TS 와

DHFR의 mRNA 발현 차이와 세포독성과의 연관성은 찾을

수 없었다.

본 연구에서는 선암 세포주와 편평상피 폐암 세포주에서

pemetrexed의 약물수송에 관련된 인자인 RFC, 대사관련 인자

인 FPGS, 표적분자인 TS와 DHFR 유전자의 유전형을 알아보

고, mRNA, 단백질 발현 정도와 세포독성 효과와의 상관성을

비교 분석하였다. Pemetrexed의 대사과정에 관여하는 TS,

DHFR 외에 다양한 인자들이 작용하고 있기 때문에 일부 유전

자의 발현만으로 pemetrexed의 세포독성을 설명하기에 미흡

한 것으로 생각된다. 보다 다양한 세포주를 이용하여 수송체

와 표적분자의 분석결과를 비교함으로써 pemetrexed의 항암

효능을 일으키는 기전을 이해할 수 있을 것이다. 또한 대사과

정에 관여하는 새로운 유전자들을 발굴하여 pemetrexed 항암

효능에 영향을 주는 새로운 SNP의 분석도 필요할 것이라 생각

된다. Pemetrexed의 세포독성 효과는 약물 대사과정에 관여

하는 여러 분자들의 유전형과 발현 정도에 의해 결정되고 다

양한 분석결과를 토대로 항암효능을 평가하는 것이 필요하다

고 생각한다.
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초록：비소세포폐암 세포주에서 pemetrexed의 세포독성과 유전학적 다형성과의 상관성 조사

윤성애․최정란․김정오․신정영․장향화․강진형
1
*

(가톨릭대학교 의과대학 가톨릭의과학연구원 종양내과 연구실,
1
서울성모병원 종양내과)

페메트렉시드(pemetrexed, alimta
®

)는 중피종(mesothelioma)과 비소세포폐암 (non-small cell lung cancer)을

비롯한 다양한 암종에서 엽산(folate) 대사과정에 관여하는 대사물질의 활성을 억제하여 항암효능을 나타낸다.

다중표적 항암제 (multitargeted antifolate)인 pemetrexed는 엽산의 세포내 주요 이동통로인 reduced folate car-

rier (RFC)를 통해 세포 내로 유입된 후 folylpolyglutamate synthetase (FPGS)에 의해 폴리글루타민산염

(polyglutamate) 유도체로 활성되고 thymidylate synthase (TS)와 dihydrofolate reductase (DHFR)를 표적하는

것으로 알려져 있다. 조직형이 서로 다른 비소세포폐암 세포주를 선정하여 pemetrexed의 대사과정에 관여하는

유전자들의 단일염기서열 다형성을 조사하고, mRNA와 단백질의 발현 정도를 비교하여 pemetrexed의 세포독성

효과와의 상관성을 분석하였다. 4개의 비소세포폐암 세포주인 A549, PC14, HCC-1588과 H226에서 RFC, FPGS,

TS와 DHFR의 유전형을 조사하였다. Pemetrexed의 약물의 감수성을 알아보기 위해 real-time PCR과 Western

blot 방법으로 mRNA 발현과 단백질 발현 정도를 비교하였고, SRB 법으로 약물에 대한 세포독성 효과를 측정했

다. PC14 세포주와 H226 세포주에서는 약물처리 전 RFC와 FPGS의 mRNA 발현이 높은 것으로 나타났고, IC50값

이 각각 0.08±0.01 uM과 0.07±0.01 uM로 pemetrexed에 대한 감수성이 높은 것을 알 수 있었다. A549 세포주에서

TS의 유전형이 2R/2R일 때 mRNA발현이 증가하고 pemetrexed의 약물 저항성과 관련이 있었다. 반면, TS의 유

전형이 3R/3R로 나타난 H226에서는 mRNA 발현이 낮은 것을 알 수 있었지만 pemetrexed의 높은 감수성과 관

련이 있었다. 세포주 모두에서 pemetrexed 약물처리 후 DHFR의 mRNA 발현은 약물처리 전보다 낮아지는 경향

을 보였지만 단백질 발현은 오히려 증가하는 상반된 결과를 보였다. 또한 DHFR 프로모터에 위치한 -1726C＞T,

-1188A＞C SNP는 서로 연쇄 불평형 상태(linkage disequilibrium, LD)에 있었다. 연구결과에서 pemetrexed의 세

포독성 효과는 약물 대사과정에 관여하는 여러 분자들의 유전형과 발현 정도에 의해 결정되는 것을 알 수 있었

고, 다양한 분석결과를 토대로 항암효능을 평가하는 것이 필요하다고 생각된다.


