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국문 초록 

 

할미꽃 뿌리에서 추출한 사포닌 D는 in vitro와 in vivo 실험에서 다양한 암세포

의 세포사멸을 유도하고, autophagic flux를 억제하는 것으로 보고되었다. 또한, 췌

장암 말기 환자를 대상으로 한 임상시험에서도 사포닌 D는 부작용 없이 환자의 

생존율을 높인 것으로 보고되었다.  

한편, 다형성 교모세포종(Glioblastoma Multiforme, GBM)은 진단 후 1~2년 내에 

사망할 정도로 생존율이 낮고 치료하기 어려운 뇌종양이다. GBM에 대한 표준 

치료 방법은 수술적 제거를 원칙으로 하면서 동시에 방사선 치료와 항암제 치료

를 병행하는 것이다. 이때 항암제로 널리 사용되는 것이 구강 복용용 알킬화 약

물(alkylating agent)인 temozolomide (TMZ)인데, 이에 대한 내성과 부작용이 문제가 

되고 있다. 부작용을 줄이고 내성을 극복하기 위한 전략으로 여러 종류의 약제

를 병행하여 사용하는 것이 시도되고 있다. 대표적으로 autophagic flux 억제제들

이 TMZ와 함께 사용되어 효과를 나타내지만, 이 또한 부작용이 있다.  

한국 할미꽃 사포닌 D (SB365)는 다양한 암세포에서 항암효과에 관한 연구가 

되어 있지만, GBM에서의 항암효과에 대해서는 아직까지 알려진 바가 없다. 하지

만, SB365가 GBM에서 autophagic flux를 억제할 수 있다면 TMZ와 함께 사용하여 

효과적인 치료효과를 낼 수 있을 것으로 예상할 수 있다. 본 연구에서는 GBM 

세포에 대한 SB365의 항암효과를 확인하고자 하였다. 동시에, autophagic flux 억제

제로서 TMZ와 함께 투여 시 협력작용을 나타내는지 확인하고자 하였다. 

본 연구에는 두 종류 GBM 세포, 즉 TMZ에 민감한 U87-MG와 TMZ에 내성

을 보이는 T98G를 사용하였다. 이 두 세포에 SB365를 1~20 μM로 24, 48, 72시간 

동안 처리 후 세포증식을 측정하였다. 그 결과, SB365는 두 세포에서 모두 세포

증식을 억제하였다. SB365의 세포독성 기전을 확인하기 위하여 기존에 SB365의 



ii 

 

세포독성 기전으로 알려진 세포사멸을 분석하였다. GBM 세포에 SB365를 처리한 

후 72시간에 Annexin V 염색을 통한 세포막의 플립, 7-AAD 염색을 통한 세포막 

침투성 증가, caspase-3 활성화, BCL-2와 BAX 등 BCL-2 family의 발현 정도, DAPI 

염색을 통한 핵 모양 등으로 세포사멸을 확인한 결과, SB365는 세포사멸을 유도

하였던 다른 암세포에서와 달리, GBM 세포에서는 caspase-비의존적 세포 죽음을 

유도하여 세포독성을 나타냈다. Caspase-비의존적 세포 죽음을 유도한다고 알려진 

기전 중에는 autophagic flux 억제가 있다. 기존에 중국 할미꽃 사포닌 D가 

autophagic flux를 억제한다는 보고가 있었기 때문에, 이와 분자구조가 같은 SB365

가 GBM 세포에서 autophagic flux를 억제하는지 확인하였다. GBM 세포에 SB365

를 처리한 후 24시간 이내에 오토파지 관련 단백질인 LC3, Beclin-1, p62의 발현과 

함께 오토파지 시그날인 AKT와 mTOR의 인산화를 확인하였다. 그 결과, 오토파

지 유도 시그날에는 큰 변화가 없었지만, autophagic flux는 6시간에 억제되었다. 

Autophagic flux 억제는 리소좀의 기능 이상과 밀접한 연관이 있다. 대표적으로, 

리소좀 막 침투성(lysosome membrane permeabilization, LMP) 증가로 인한 pH 증가

는 리소좀 내 가수분해 효소를 불활성화시켜 오토파고좀을 분해할 수 없게 하고, 

결국 autophagic flux가 억제된다. 따라서 SB365로 LMP가 유도되어 리소좀 내 pH

가 증가되는지 acridine orange로 염색해서 확인한 결과, SB365 처리 후 autophagic 

flux가 억제되었던 시간인 6시간부터 세포 내 pH가 점차 감소하였다. LMP가 유

도되면 리소좀에서 카뎁신 B와 D가 세포질로 빠져 나와 미토콘드리아를 손상시

킨다고 알려져 있다. SB365에 의해 유도되는 LMP가 실제로 카뎁신 B와 D를 통

해서 미토콘드리아를 손상시키는지 알아보기 위해 카뎁신 B와 D에 대한 억제제

를 이용하여 세포증식을 확인하였고, JC-1 염색을 통한 미토콘드리아 막 전위

(mitochondrial membrane potential, MMP)를 확인하였다. 그 결과, SB365는 카뎁신 B

를 일부 매개로 MMP 감소와 세포독성을 유도하였음을 확인하였다. 손상된 미
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토콘드리아는 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)을 생산할 뿐만 아니라 축적

하여 세포독성을 유도할 수 있다고 알려져 있다. SB365에 의해 손상된 미토콘드

리아에서 ROS가 발생하여 세포독성을 유도하였는지 확인하기 위하여 SB365와 

함께 항산화제인 N-acetyl-cysteine (NAC)을 처리하여 세포증식을 확인하였다. 그 

결과, SB365로 억제된 세포증식을 NAC이 약 70% 회복하였다.  

한편, GBM 세포에서 SB365가 TMZ의 독성을 효과적으로 증가시킬 수 있는지 

in vitro와 in vivo에서 확인한 결과, 독성효과를 부가적으로 증가시켰다. 

정리하면, SB365는 GBM 세포에서 LMP를 유도하였는데, 이로 인해 autophagic 

flux가 억제되어 오토파고좀이 축적되었고, 카뎁신 B를 매개로 한 미토콘드리아

의 손상을 통해 ROS가 축적되어 CICD를 유도하였다. 또한, SB365는 TMZ의 세

포독성 효과를 부가적으로 증가시켰다. 이와 같은 결과는 SB365가 GBM에 대한 

새로운 치료제나 TMZ에 대한 보조 치료제로서의 가능성을 시사하는 것으로 사

료된다. 

 

주요어: 할미꽃 사포닌 D, SB365, 다형성 교모세포종, temozolomide, autophagic  

flux 억제, 리소좀 막 침투화, 미토콘드리아 막 전위 

학번: 2014-30591 
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서론 

 

1. 할미꽃 

 

할미꽃(pasque flower)은 우리 나라를 포함한 아시아와 유럽, 북미 지역이 원산

지인 쌍떡잎 여러해살이 풀로 미나리아재비과 풀사틸라속으로 분류된다. 풀사틸

라속에는 대한민국의 고유한 할미꽃 종(학명)인 ‘Pulsatilla koreana’를 포함하여 세

계 여러 지역에 약 33종이 있다. 속명 ‘Pulsatilla’는 ‘소리내다’ 또는 ‘치다’는 뜻

인 라틴어 ‘pulso’의 축소형으로, 종처럼 생긴 꽃 모양에서 유래되었다. 일반적으

로 부르는 이름인 할미꽃 외에도 바람꽃(wind flower), 초원의 할미꽃(Prairie crocus), 

부활절 꽃(Easter flower), 초원의 아네모네(Meadow anemone)라고 부르기도 한다. 

대부분의 할미꽃은 직접 섭취 시 매우 독성이 강해서 설사, 구토, 경련을 일으

키며[1], 저혈압과 혼수상태에 빠지게도 할 수 있다[2]. 하지만, 할미꽃 추출물은 

전통적으로 말라리아와 아메바성 이질[3], 월경 전 증후군과 부고환염 치료 뿐만 

아니라 진정제, 진해제로도 쓰였다[4]. 또한, 지질 다당류로 염증을 유발한 흰쥐 

모델[5]과 덱스트란 황산나트륨(dextran sulfate sodium)으로 대장염을 유발한 마우

스 모델[6]에서 할미꽃 추출물은 항염증 효과를 보였고, 구강 세균에 대해서 항

균효과를 보였다[7]. 또한, 할미꽃에서 추출한 데옥시포토필로톡신

(deoxypodophyllotoxin)은 사람 혈관 신생을 억제하고, 항암효과를 보였다[8]. 

이처럼 할미꽃은 오래전부터 질병 치료를 위한 다양한 연구를 통해 그 효과가 

검증되었고, 할미꽃에서 추출한 단일 유효성분의 연구도 계속되고 있다. 할미꽃

의 유효성분에는 다양한 사포닌, 라눈쿨린, 아네모닌, 프로토아네모닌과 트리터

펜 등이 있는데[9-11], 항암 효능에 관하여 사포닌이 가장 많이 연구되었다. 
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2. 사포닌 

 

2.1. 사포닌의 구조 

 

사포닌은 많은 식물들에 존재하는 성분이며, 어원은 그리스어인 ‘Sapona’로, 영

어로는 ‘Soap’이다[12]. 즉, 비누라는 뜻으로 사포닌이 비누처럼 몸 안의 기름기

를 씻어내는 역할을 한다고 생각되어 붙여진 이름이다. 화학적으로, 사포닌은 아

글리콘(aglycone)(비극성)과 당(극성)이 결합된 배당체(glycoside)이다(Figure 1). 즉, 

구조적으로 극성과 비극성이 모두 있기 때문에 수용액 내에서 비누와 같은 효과

를 보인다[13]. 사포닌 분자의 아글리콘(비당 부분)은 사포제닌(sapogenin)이라고

도 한다. 사포제닌의 존재 형태에 따라서 사포닌은 트리터펜 글리코시드

(triterpene glycosides), 스테로이드 글리코시드(steroid glycosides), 또는 스테로이드 

알칼로이드 글리코시드(steroid alkaloid glycosides)로 나뉜다[12]. 사포닌은 일반적으

로 사포제닌에 한 개 또는 두 개의 당 사슬이 부착된 형태로 되어있다. 모노데

스모사이딕(monodesmosidic) 사포닌에는 D-글루코오스, L-람노오스, D-갈락토오스, 

L-아라비노오스, D-자일로오스 또는 D-푸코오스 같은 당 사슬이 한 개 있고, 일

반적으로 이 당 사슬은 C-3에 부착된다[14]. 비스데스모사이딕(bisdesmosidic) 사

포닌에는 당 사슬이 두 개 있는데, 하나는 C-3에 에스테르 결합으로 부착되고, 

다른 하나는 C-28에 에스테르 결합으로 부착되거나(트리터펜 사포닌), C-24에 에

스테르 결합으로 부착된다(퓨로스타놀 사포닌)(Figure 2). 이처럼, 사포닌의 구조는 

당사슬의 개수, 종류 뿐만 아니라, 다양한 사포제닌, 하이드록실, 하이드록시메틸, 

카복실, 아실 그룹 등 다양한 치환기의 구성 등에 의해서 다양하게 분류된다[15] 

(Table 1). 
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Figure 1. The chemical structure of steroid saponin [16] 

 

 

 

Figure 2. Categories of saponins [16] 
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Table 1. Examples for mono and disdesmosidic triterpenoid saponins [16] 
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2.2. 사포닌의 기능 

 

사포닌은 달고, 쓴맛을 보이며[17, 18], 물의 표면장력을 낮추어 거품을 일으키

고, 기름을 분해하며[19], 의학적 또는 약학적인 기능[20], 용혈[21], 항균, 살충[22] 

등 다양한 기능이 있다. 때문에, 사포닌은 음료와 제과 뿐만 아니라 화장품[19]

과 약품[22] 등에 광범위하게 사용되고 있다. 

 

2.3. 사포닌 D의 추출 

 

사포닌 D는 다음과 같은 공정을 통해 할미꽃이나 천속단(川續斷) 등의 식물에

서 추출된다.  

대상 식물을 50% 메탄올에 녹여 원심 분리한 상층액을 물과 혼합한 후 n-헥

산으로 탈지방을 시킨다. 수용액 층은 n-부탄올과 혼합한 후 n-부탄올 층을 얻어

서 건조시킨다. Sephadex LH-20 컬럼을 이용해서 크로마토그래피로 분리 후 실리

카 갤 컬럼과 고성능 액체 크로마토그래피로 정제한다[23]. 

 

2.4. 사포닌 D의 종류와 기능 

 

식물에서 분리한 사포닌 D는 대표적으로 아케비아 사포닌 D와 할미꽃 사포닌 

D가 있고, 질병 치료에 관한 다양한 연구가 되어왔다. 

먼저, 천속단(川續斷, Dipsacus asper Wall) 뿌리에서 추출한 아케비아 사포닌 D 

(Akebia saponin D; ASD)는 골다공증 치료제로 사용되고, 백혈병[24], 알츠하이머

[25], 심혈관 질환[26], 골절[27] 등의 질환 모델에서 치료 효과를 나타냈다. ASD

는 버팔로(buffalo) 흰쥐 간세포에서 오토파지를 유도하여, 올레산으로 유도되는 
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지방 소립 축적을 예방하고, 비 알콜성 지방간 모델에서도 간 손상을 예방하였

다[28]. 하지만, ADS의 한 가지 문제점은 경구 투여 시 장 투과성이 낮고, 위장과 

간에서 분해되기 때문에 생체 이용률이 단지 0.13%에 불과해 사용하는데 효율

이 낮다는 것이다[29]. 

한편, 한국 할미꽃에서 8개의 루판 계열과 9개의 올리난 계열의 사포닌이 추

출되었다. 그 중에 사포닌 D (SB365)는 A-549 (폐암), SK-OV-3 (난소암), SK-MEL-2 

(흑색종), HCT-15 (대장암) 등 다양한 사람 암세포주를 이용한 동물실험에서 추출

된 할미꽃 사포닌들 중 가장 항암효과가 높았다. 또한, SB365는 항암제인 Taxol

과 doxorubicin 보다 효율적이었다[30]. 게다가, 면역 저하 마우스를 이용한 연구

에서도 SB365는 몸무게 감소 또는 정상 조직에 독성 없이, Huh-7 (간암), MKN-45 

(위암), PANC-1 (췌장암), HT-29 (대장암) 등 사람 암세포주 주입 후의 종양 성장을 

현저히 억제하였다[31-34]. 또한, 췌장암 4기 환자를 대상으로 한 임상시험에서, 

SB365는 부작용 없이 생존율을 증가시켰다[35].  

한편, SB365는 Huh-7 (간암), MKN-45 (위암), PANC-1 (췌장암), HT-29 (대장암), 

HCC827 (폐암) 등 암세포에서 Bax/Bcl-2 비율 증가와 caspase-3 활성화 등의 현상

을 보이며, 세포사멸을 유도한다고 보고된 바 있다[31-34, 36]. 또한, 중국 할미꽃 

사포닌 D가 HeLa (자궁경부암), K562 (백혈병), B16-F10 (흑색종), A549 (폐암), MCF-7 

(간암) 등 다양한 사람 암세포주에서 autophagic flux를 억제하였을 뿐만 아니라, 

이 효과를 통하여 HeLa 세포에서 5-fluorouracil, camptothecin, etoposide 등 항암제의 

항암효과를 in vitro 상에서 협력적으로 증가시켰다고 보고된 바 있다[37]. 

한국과 중국 할미꽃 외에도 Pulsatilla P. cernua [38], P. patens, P. vulgaris [39] 등이 

있는데, 이들에서 추출한 사포닌 D는 모두 그 구조가 같다. 앞서 말한 것처럼, P. 

koreana와 P. chinensis의 사포닌 D는 다양한 암세포에서 연구되었지만[37, 40], 다

른 사포닌 D에 대해서는 아직 연구가 이루어지지 않았다. 하지만, 할미꽃의 종
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류가 달라도 할미꽃에서 추출된 사포닌 D의 구조는 모두 같기 때문에, 연구되지 

않은 다른 종의 할미꽃 사포닌 D도 암세포에서 동일한 세포 독성효과를 보일 

것으로 추정할 수 있다. 

한편, 아케비아 사포닌 D와 할미꽃 사포닌 D는 분자 구조에 차이가 있는데, 

모두 헤데라게닌 사포제닌에 3개의 당이 결합하고 있는 구조이지만, 당의 결합 

위치가 다르다. 아케비아 사포닌 D는 헤데라게닌의 C3에 O-α-L-arabinopyranosyl, 

C28에 β-D-glucopyranoside-(1→6)-β-D-glucopyranoside가 결합된 트리터페노이드

(C47H76O18)[41]이지만, 할미꽃 사포닌 D는 헤데라게닌의 C3에 O-α-L-

rhamnopyranosyl-(1→2)-O-[β-D-glucopyranosyl-(1→4)]-α-L-arabinopyranoside가 결합된 

트리터페노이드이다(C47H76O17)[42]. 다시 말해서, 아케비아 사포닌 D는 C3에 

당이 1개, C28에 당이 2개 붙은 구조이고, 할미꽃 사포닌 D는 C3에 당이 3개 붙

은 구조이다(Figure 3).  

이렇게 분자구조는 다르지만, 이 두 사포닌 D는 모두 암세포에서 세포사멸을 

유도한다[24, 31-34]. 하지만, 아케비아 사포닌 D는 흰쥐 간세포에서 오토파지를 

유도하였고[28], 중국 할미꽃 사포닌 D는 몇몇 암세포에서 autophagic flux를 억제

하여[37], 서로 반대되는 작용을 보였다. 각각의 사포닌 D가 세포가 달라서 서로 

반대되는 작용을 한 것인지, 구조가 달라 서로 다르게 작용한 것인지 증명하기 

위한 추가적인 연구가 필요하다. 

종합하면, 한국 할미꽃 사포닌 D는 할미꽃에 존재하는 사포닌들, 다른 종의 

할미꽃 사포닌 D뿐만 아니라 다른 식물의 사포닌 D보다 암세포에 대한 세포독

성과 부작용에 대한 많은 연구로 그 효과가 검증된 천연물 유래 항암 물질 후보

이다. 하지만, 다형성 교모세포종에서 SB365의 효과는 아직까지 알려지지 않았

다. 
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Figure 3. The chemical structure of Akebia saponin D and Pulsatilla saponin D [43, 44] 
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3. 다형성 교모세포종 

 

3.1. 다형성 교모세포종의 특징과 치료 

 

다형성 교모세포종(Glioblastoma multiforme, GBM)은 가장 흔한 악성 뇌종양으로, 

환자의 평균 생존 기간은 2년 미만이다[45]. 면역 요법을 포함한 여러 치료 방법

이 설계되어 시도되고 있지만[46], 여전히 새로 진단된 GBM의 표준 치료법은 

최대 범위 내에서 외과적 절제술을 시행하고 이어서 화학 요법과 방사선 요법을 

병용하는 것이다[46, 47]. 화학 요법에 대표적으로 사용되는 약물은 temozolomide

이다[48]. 

 

3.2. Temozolomide의 작용기전과 부작용 

 

Temozolomide (TMZ)는 경구용 알킬화제로 DNA의 구아닌 O6 위치에 메틸화를 

유도한다. 이렇게 메틸화된 O6-구아닌은 비정상적으로 티민과 쌍을 이루고, 불일

치 수리 시스템이 DNA 이중 나선을 절단하여 결국 암세포의 세포사멸을 유도

한다[49]. 또한, 이 약물은 뇌혈관장벽을 잘 통과하기 때문에 GBM 치료에 적합

하다[50]. 하지만, GBM 세포에서 p53, p21, 또는 O6-methylguanine-DNA 

methyltransferase (MGMT) 등의 발현으로 TMZ에 대한 내성을 보이기도 하기 때

문에, 모든 환자들에게 항상 좋은 것만은 아니다[51]. 더욱이 TMZ는 유전독성, 

태아독성, T 세포와 NK 세포의 림프구 감소증 등 다양한 부작용을 나타낼 수 있

다[52]. 

효과적인 GBM 치료를 위해 TMZ의 내성과 부작용을 극복하기 위한 추가적인 

연구가 필요하다. 
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3.3. TMZ와 autophagic flux 억제제와의 병용 요법 

 

일반적으로, 약물의 독성과 부작용을 줄이기 위해서 서로 다른 약물들을 병용

한다[53]. GBM 환자들이 TMZ 치료와 방사선 치료를 받으면 GBM 세포 내 오토

파지가 유도되는데, hydrochloroquine과 같은 autophagic flux 억제제를 병용하면 

TMZ의 효과를 협력적으로 증가시킬 수 있다는 보고가 있다[54]. 그러나 이러한 

병용 치료는 빈혈, 뾰루지 낭포, 용혈, 혈소판, 면역 세포 감소와 같은 다양한 부

작용을 일으킬 수 있다[54]. 

비록 TMZ와 autophagic flux 억제제의 병용이 부작용은 있었지만, 협력작용을 

보였기 때문에, 다른 부작용이 없는 autophagic flux 억제제 후보를 병용하는 추가

적인 연구가 필요하다. 

 

4. GBM 세포주 

 

U87-MG와 T98G 세포는 대표적인 GBM 세포주이다. 이 두 세포는 human type 

4 glioma 세포로서[55], GBM 연구에서 가장 많이 사용될 뿐만 아니라[56], 특히 

TMZ에 대한 상반되는 민감성을 보인다. U87-MG 세포는 TMZ에 민감하고, 반대 

로 T98G 세포는 TMZ에 민감하지 않다. T98G 세포는 TMZ에 의해 유도되는 구

아닌 O6 위치의 메틸 그룹을 제거할 수 있는 MGMT를 발현하기 때문에[57] 약

물에 대한 내성을 보인다. 임상적으로도 MGMT를 발현하는 GBM 환자의 생존

기간은 MGMT 유전자의 메틸화로 그 기능을 잃은 환자보다 약 2년 정도 짧다

[58]. 

이 두 세포에서 동일한 세포독성을 보이는 물질이 있다면, TMZ에 대한 내성

을 극복하는데 효과적으로 사용될 수 있을 것이다. 
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5. 암세포에서의 다양한 세포 죽음 기전 

 

세포 죽음에 관한 기전에 관해서 그 동안 많은 연구가 있었다. 일반적으로, 포

유류 세포에서 세포 죽음은 세포사멸(Type I), 오토파지 관련 세포 죽음(Type II), 

괴사(Type III) 등 세 가지로 분류된다[59].  

하지만, 최근에는 위 대표적인 3가지 세포 죽음의 기전 외에도, caspase-비의존

적 세포 죽음[60], anoikis [61], cornification [62], entosis [63], excitotoxicity [64], mitotic 

catastrophe [65], netosis [66], paraptosis [67], parthanatos [68], pyronecrosis [69], pyroptosis 

[70] 등 일반적이지 않은 세포 죽음에 관한 연구가 계속되고 있다. 

 

5.1. 세포사멸의 특징 

 

세포사멸(Type I 세포 죽음)은 감염, 손상, 또는 돌연변이 된 세포를 제거하는 

죽음의 경로이다[71, 72]. 세포 예정사라고도 하며, caspases와 nucleases 같은 효소

들을 활성화시키고, 세포막 수포화, 세포 수축, 핵과 DNA 분절, 염색체 응축, 세

포 내막 플립, 미토콘드리아 막 침투성 증가 등 다양한 현상을 동반한다. 세포사

멸의 대부분은 PUMA, BAX와 같은 세포사멸 유도 단백질과 Bcl-2와 Bcl-XL 같

은 세포사멸을 막는 단백질들에 의해 조절된다[73]. 세포사멸은 조직과 세포의 

항상성 유지에 중요하며, AIDS, 신경 퇴행성 장애, 암 등의 질병과도 연관이 있

다[71]. 

 

5.2. 오토파지 관련 세포 죽음의 특징 

 

오토파지 관련 세포 죽음(Type II 세포 죽음)은 오토파지의 이상으로 인한 죽음
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의 경로이다. 형태 상으로 세포 내 많은 액포가 있는 것이 특징이며, 세포사멸과 

구별된다. 세포가 영양분 결핍 상황에 노출되었을 때 정상적으로는 오토파지를 

통해 세포 내 불필요한 구성 요소나 손상된 미토콘드리아와 소포체 등 세포소기

관을 분해하고 제거하여 필요한 에너지원으로 재생산함으로써 다양한 스트레스

를 극복하는 기능을 수행한다[74]. 

오토파지 과정은 다음과 같다. 먼저 다양한 스트레스로 인해 주로 

PI3K/AKT/mammalian target of rapamycin (mTOR) 시그날의 활성 감소[75]와 Beclin-1

을 포함한 class III PI3K 복합체, 다양한 ATG 단백질, ULK1 복합체, PI3P 복합체 

등의 발현이 증가되어 오토파고좀 형성을 개시한다[76]. Microtubule-associated 

protein light chain 3 (LC3)-I은 세포질에서 포스파티딜에탄올아민과 결합하여 LC3-II

로 전환되며, 오토파고좀 막을 형성한다. 오토파고좀이 생성되면서, 내부에 소기

관 또는 유비퀴틴화 된 단백질-결합 p62 등을 가둔다. 오토파고좀은 리소좀과 결

합하여 오토리소좀을 형성하고, 리소좀 내 존재하던 가수분해효소에 의해서 오

토리소좀은 아미노산으로 분해되는 “self-eating”, 즉, 자기 소모 과정을 나타낸다

[77]. 이 오토파지의 모든 과정을 autophagic flux라고 한다[78]. Autophagic flux는 몇

몇 약물에 의해 조절될 수 있다. Rapamycin (mTOR 억제제)은 오토파고좀 형성 

개시를 유도하고[79], 반대로 3-methyl adenine (class III PI3K 억제제)은 오토파고좀 

형성 개시를 억제한다[80]. 또한, bafilomycin A1 (v-ATPase 억제제)은 오토파고좀 

분해를 억제한다[81]. 

한편, 오토파지가 과도하게 일어나거나 억제된다면 세포 죽음이 유도될 수 있

다. 먼저, 과도한 오토파지는 세포 내 정상적인 미토콘드리아나 세포소기관들까

지 분해하거나, 세포 내 불필요한 오토파고좀 축적으로 세포 죽음을 유도한다

[82]. 또한, 정상적인 오토파지를 억제하면, 세포 내 손상된 세포소기관 또는 독

성 물질의 축적과 오토파고좀의 축적으로 세포 죽음이 유도된다[83]. 
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5.3. 괴사의 특징 

 

괴사(Type III 세포 죽음)는 삼투압 충격, 열, 고농도 과산화수소 같은 극심한 

물리 화학적 스트레스에 의한 세포 죽음이다. 세포 내 ATP가 비가역적으로 급격

히 감소하면 에너지 불충분 상태에 이르게 되고, 소기관들이 부풀어 오르고 세

포막이 파괴되어 damage-associated molecular pattern molecules (DAMPs) 같은 세포질 

내용물들이 세포 외부로 방출되는 형태이다[84]. 

한편, 일반적인 괴사는 조절되지 않는 세포 죽음이지만, 최근에 네크롭토시스

라는 예정된 괴사가 밝혀졌다[85]. 네크롭토시스는 괴사처럼 세포막 파괴와 세포 

외부로 DAMPs 방출을 유도하지만, receptor-interacting protein (RIP)1과 RIP3, mixed-

lineage kinase domain-like protein 같은 단백질의 활성에 의해 세포 죽음이 조절될 

수 있는 것이 괴사와의 차이점이다[85, 86]. 

 

5.4. Caspase-비의존적 세포 죽음의 특징 

 

Caspase-비의존적 세포 죽음(caspase-independent cell death; CICD)은 말 그대로 세

포 죽음에서 caspase의 활성 없이 세포가 죽는 형태로, 위에서 설명한 세포사멸 

외에 오토파지 관련 세포 죽음과 괴사 또한 이에 속한다고 할 수 있다[60]. CICD

는 세포사멸과 일부 유사한 부분이 있지만 형태학적, 생화학적으로 구분된다. 또

한, 고전적인 미토콘드리아를 통한 세포사멸과는 다르게 세포의 종류에 따라 다

양한 CICD의 경로가 있다. 먼저, 미토콘드리아 내막에 존재하는 세포사멸 유도 

인자(apoptosis inducing factor; AIF), 엔도뉴클레아제G (endonuclease G; EndoG) 또는 

고온 필요조건 단백질 A2 (high-temperature requirement protein A2; HtrA2)/Omi 등이 

미토콘드리아 막 침투성(mitochondrial outer membrane permeabilization; MOMP) 증가
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로 인하여 세포질로 빠져나와 CICD를 유도할 수 있다. AIF는 미토콘드리아에 위

치하며 NADH 옥시다아제 활성을 보이는 플라빈 단백질이다. MOMP가 유도되

면 AIF는 미토콘드리아에서 핵으로 이동해 크로마틴 응축과 고분자중량(50-kb) 

DNA 단편화를 유도한다[87]. 또한, EndoG는 미토콘드리아 내막의 엔도뉴클레아

제로 미토콘드리아의 DNA 합성, 수리와 연관이 있다. MOMP가 유도되면 EndoG

가 미토콘드리아에서 빠져 나와 핵으로 이동하고, DNA를 분해한다[88]. 또한, 

HtrA2/Omi는 미토콘드리아 내막에 존재하는 세린 프로테아제로 샤페론 기능을 

보인다[89]. MOMP가 유도되면 HtrA2/Omi가 미토콘드리아에서 빠져 나와 세린 

프로테아제 기능으로 CICD를 유도할 수 있다[90]. 

한편, 카뎁신 B와 D도 CICD를 유도할 수 있다. 카뎁신은 주로 리소좀 내 존

재하는 단백질 분해효소로 구조와 역할에 따라 세린, 시스테인 또는 아스파틸 

분해효소로 나뉘고, 모두 낮은 pH에서 활성을 나타낸다[91]. 카뎁신은 오토파지

와 내포작용 등으로 세포 내 항상성 유지와 생존에 중요한 역할을 하지만, 리소

좀 막 침투성(lysosomal membrane permeabilization; LMP) 증가로 리소좀에서 카뎁신 

B와 D가 세포질로 빠져나오면, Bid 비의존적으로 미토콘드리아를 손상시켜[30] 

CICD를 유도할 수 있다[92]. 

마지막으로, 활성산소종(reactive oxygen species; ROS)도 CICD와 관련이 있다. 

ROS는 미토콘드리아 내막에 존재하는 전자전달계의 NADH:유비퀴논 산화환원

효소(Complex I)와 유비퀴놀:사이토크롬 c 산화환원효소(Complex III)에서 주로 생

산된다[93]. 미토콘드리아 ROS의 생산 증가 또는 축적은 세포 내 PARP-1 활성

화, LMP 유도로 인한 카뎁신 B 방출, 미토콘드리아 손상, AIF 방출 등을 유도하

여 CICD를 유도할 수 있다[94]. 

기존에 알려진 SB365의 세포독성 기전은 다양한 암세포에서 세포사멸을 유도

한다고 보고된 바 있고, SB365와 분자구조가 같은 중국 할미꽃 사포닌 D가 몇몇 
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암세포에서 autophagic flux를 억제한다고 보고된 바 있다. 이처럼 SB365는 세포 

종류에 따라 세포사멸 또는 오토파지 관련 세포 죽음 등 서로 다른 세포 죽음을 

유도할 수 있기 때문에, 또 다른 경로를 통한 세포 죽음을 유도할 가능성을 배

재할 수 없다. 

 

6. 연구 가설 및 목적 

 

많은 암세포주에 대한 SB365의 효과가 in vitro와 in vivo를 통하여 연구되었지만, 

GBM 세포에 대해서는 아직 연구되지 않았다. SB365가 GBM 세포에서도 

autophagic flux를 억제할 수 있다면, GBM 치료에 있어서 chloroquine과 

hydrochloroquine을 대체하여 TMZ와 병용할 수 있는 약물이 될 수 있을 것이다. 

이 연구의 목적는 GBM세포인 U87-MG와 T98G세포에서 SB365 단독 효과뿐 

아니라 TMZ와 병용 시의 효과를 in vitro와 in vivo에서 확인하는 것이다. 
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재료 및 방법 

 

1. 약물 

 

SB365는 SB Pharmaceutical Co. LTD (Gongju, Korea)에서 공급받았다. SB365와 

TMZ (T2577, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)는 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 용해

하여 100 mM 농도로 보관하였다. 배양액 내 최종 DMSO 농도는 0.4%를 초과하

지 않았고, 이 농도에서 DMSO는 GBM 세포에 독성을 보이지 않았다. 카뎁신 B 

억제제 II (219385, Calbiochem, San Diego, CA, USA), 카뎁신 D 억제제인 pepstatin A 

(P5318, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), N-acetyl cysteine (NAC) (A7250; Sigma-

Aldrich, Saint Louis, MO, USA)은 1 mg/ml 농도로 물에 녹여, 사용 전까지 -80℃에 

보관하였다. 

 

2. 세포주와 배양조건 

 

GBM 세포주는 TMZ에 민감한 U87-MG와 TMZ에 내성을 보이는 T98G를 사

용하였다. 또한, 다른 종의 암세포주로 HT-29 (대장암)와 Huh-7 (간암)을 사용하였

다. 모든 세포는 한국세포주은행(Seoul, Korea)에서 구입하였고, 최소배지(Minimum 

Essential Medium Eagle, MEM, LM 007-09)에 10% 소태아혈청(fetal bovine serum, FBS, 

S 001-07), 1% 항생제(penicillin/streptomycin, LS 202-02), 1% 비필수 아미노산(LS 005-

01)(모든 시약은 Welgene, Daegu, Korea에서 구입하였음)을 추가 후 37℃, 5% CO2 

배양기에서 배양하였다. 

 

 



17 

 

3. Cell counting Kit-8 검사를 통한 세포독성 분석 

 

SB365 또는 TMZ의 세포독성 분석을 위해서 Cell Counting Kit-8 (CCK-8; EZ-

3000, Dojindo, Kumamoto, Japan) 검사를 제조사의 지침에 따라 수행하였다. 간단히 

기술하자면, U87-MG (5 × 103 cells/well) 또는 T98G (2 x 103 cells/well) 세포를 96 well

에 분주 후 16시간 배양하였다. 다양한 농도의 SB365와 TMZ를 함께 혹은 각각 

배양액에 첨가 후 24, 48, 72시간 동안 배양하였다. 배양액을 제거 후 1x CCK-8 

용액(v/v 10% CCK-8 stock solution in PBS) 100 μl를 넣었다. 1-3시간 추가 배양 후 분

광광도계(Spectra max plus 384, Molecular Devices, CA, USA)를 사용하여 405 nm에서 

흡광도를 측정하였다.  

IC50은 CCK-8 검사 결과를 토대로, the Quest Graph™ IC50 Calculator, a four 

parameter logistic regression model을 이용하여 최소 반응 값을 0으로 두고 계산하였

다[95]. 

 

4. 세포사멸 분석 

 

U87-MG (7.5 × 104 cells/well) 또는 T98G (3 × 104 cells/well) 세포를 6-well에 분주 

후 37℃, CO2 배양기에서 16시간 동안 배양하였다. SB365와 TMZ를 배양액에 함

께 또는 각각 첨가 후 24, 48, 72시간 동안 추가 배양하였다. 세포를 FACS 튜브에 

옮긴 후 FACS 완충액(0.5% BSA (0332, Amresco, Solon, OH, USA) in PBS)으로 수세

하였다. 이어서 세포를 FACS 완충액 100 μl에 재부유 시킨 후 Annexin V (556419, 

BD Pharmingen, San Jose, CA, USA) 2 μl를 추가하여 상온에서 15분 동안 흔들어 주

었다. 분석 직전에 7-AAD (559925, BD Pharmingen) 1 μl를 FACS 완충액에 추가한 

후 FACS Calibur (BD Biosciences, Heidelberg, Germany)로 분석하였다. 
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세포핵 모양을 확인하기 위하여 배양액(U87-MG, 10 μM; HT-29, 5 μM; Huh-7, 15 

μM)에 SB365를 첨가한 후 72시간 동안 세포를 배양하였다. 세포를 모은 후 다

중-L-리신이 코팅된 multi-spot 슬라이드 위에 분주하였다. 상온에서 1시간 동안 

건조하여 세포를 슬라이드에 붙인 후 PBS로 두 번 수세하고 4% 

paraformaldehyde로 20분 동안 상온에서 고정하였다. 고정된 세포를 PBS로 수세 

후 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)로 염색하여 세포핵 모양을 관찰하였다.  

 

5. Western blot 

 

세포를 차가운 RIPA 완충액(50 mM Tris-HCl [pH 7.4], 150 mM NaCl, 1% sodium 

deoxychloride, 0.1% SDS, 1% triton X-100, 2 mM EDTA, 1% protease inhibitors)에 용해하

였다. 용해물을 18,000 x g로 4℃에서 10분간 원심분리 하였다. 상층액을 분리한 

후 bicinchoninic acid 방법으로 단백질 농도를 측정하였다. 단백질 20 μg을 EP 튜

브에 담고(caspase-3는 100 μg), RIPA 완충액과 5× SDS loading dye (S2002, Biosesang, 

Sungnam, Korea)를 섞어주어 최종 부피를 20 μl로 맞추었다. 단백질을 가열블록에

서 95℃로 가열한 후, SDS-PAGE 겔에서 전기영동 하였다(stacking gel: 50 v, 

separating gel: 120 v). 크기별로 분리된 단백질을 400 mA로 4℃에서 1시간 동안 니

트로 섬유소막으로 옮겼다. 단백질이 옮겨진 니트로 섬유소막은 항체의 비특이

적 결합을 막기 위해 blocking 완충액(5% 탈지분유, 0.05% Tween 20 in PBS)에서 1

시간 동안 처리하였다. 일차 항체를 blocking 완충액에 희석 후 4℃에서 overnight 

동안 타겟 단백질에 결합시켰다. 니트로 섬유소막을 PBST로 수세 후 이차 항체

를 상온에서 1시간 동안 타겟 단백질에 결합된 일차항체에 결합시켰다. 단백질 

밴드는 Enzyme-linked chemiluminescence detection kit (DG-WF200; DoGEN, Seoul, 

Korea)로 시각화하였다. 일차 항체로는 rabbit anti human LC3B (NB 600-1384, Novus 
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Biologicals, Minneapolis, MN, USA, 1:5,000), rabbit anti human beclin-1 (ab2557, Abcam, 

Cambridge, MA, USA, 1:5,000), mouse anti human p62 (ab56416, Abcam, 1:10,000), rabbit 

anti human caspase 3 (9662, Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA, 1:1000), p-

AKT (9271, Cell Signaling Technology, 1:1,000), AKT (9272, Cell Signaling Technology, 

1:1,000), p-mTOR (2971, Cell Signaling Technology, 1:1,000), mTOR (2972, Cell Signaling 

Technology, 1:1,000), mouse anti human β-actin (3700, Cell Signaling Technology, 1:5,000)을 

사용하였고, 이차 항체로는 goat anti mouse IgG-horseradish peroxidase (HRP) (SC-2005, 

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, 1:5,000), anti-rabbit IgG-HRP (SC-2030, 

Santa Cruz Biotechnology, 1:5,000)를 사용하였다. 

 

6. 리소좀 막 안정성 분석 

 

리소좀 막 안정성을 분석하기 위하여, U87-MG 세포를 acridine orange (A8097, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 3 μg/mL로 37°C에서 20분간 염색하였다. 이 염색 

시약은 리소좀이 정상인 세포에서는 응집하어 붉은 형광을 방출하지만, 리소좀

에 이상이 있는 세포에서는 단체량의 양이 증가해 녹색 형광을 방출한다[96]. 

FACSCalibur의 blue light (488 nm)를 받아 세포에서 방출되는 붉은 형광(FL3; 650 

nm)과 녹색 형광(FL1; 510–530 nm)을 측정하여 리소좀 막 안정성을 분석하였다.  

 

7. 미토콘드리아 막 전위 분석 

 

U87-MG 세포를 JC-1 (T3168; Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) 2.5 μM로 37°C

에서 20분 동안 염색하고, FACS 분석하였다. JC-1은 친유성, 양이온 염료이다. JC-

1은 미토콘드리아로 들어가 막전위에 의해 응집되고, 미토콘드리아 내부에 축적
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된다. FACS 분석 시 단량체와 응집체는 각각 녹색과 붉은 형광을 방출하는데, 

미토콘드리아 막전위가 높을수록 붉은 형광은 증가하고, 녹색 형광은 감소한다

[97]. 

 

8. SB365와 TMZ의 병용 효과에 관한 연구 

 

U87-MG 세포에 SB365 (4.59, 6.43, 9, 12.6, 17.64 µM)와 TMZ (32, 45, 63, 88.2, 

123.5 µM)를 단독 또는 1:7 비율로 함께 처리하였다. 72시간 후 CCK-8 검사를 하

였고, Chou-Talalay method [98]와 CompuSyn software (CompuSyn Inc., Paramus, NJ)를 

이용하여 병용지수(combination index; CI)를 계산하였다. 계산된 두 약물의 CI가 1

보다 작으면 협력작용, 1과 같으면 부가적 작용, 1보다 크면 길항작용을 의미한다. 

 

9. 이종이식 동물모델 

 

본 연구에서 수행한 동물실험은 동물실험 윤리위원회의 승인을 받았다(SNU-

150521-3-2). 7주령 수컷 Balb/c 누드 마우스를 OrientBio (Seongnam, Korea)에서 구

매하였다. 소태아혈청이 없는 배지에 U87-MG 세포를 부유 후 Matrigel HC 

(354248; BD Biosciences)와 1:1 비율(volume)로 섞고, 마우스의 양쪽 옆구리에 주입

하였다(5 × 106 cells/100 μL/flank). 종양의 부피가 100–200 mm3에 도달하면, 그룹 간

에 종양 크기가 차이 나지 않도록 대조군, SB365, TMZ, SB365 + TMZ로 그룹을 나

눴다. SB365 (5 mg/kg)를 이틀에 한 번씩 종양 내 주사하였고, TMZ (2.5 mg/kg) 또는 

vehicle (≤3% DMSO)을 함께 또는 단독으로 매일 복강 내 주사하였다. 첫 주사일

(day 0)을 기준으로 21일간 약물을 마우스에 주사하였고, 22일째 실험을 종료하였

다. 몸무게와 종양의 부피를 이틀에 한번씩 측정하였다. 종양의 크기를 calipers로 
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측정하였고, 그 부피를 다음과 같은 공식을 이용하여 구하였다. 

부피 (V) = 길이 (L) × 폭 (W)2 × 0.5. 

 

10. 통계처리 

 

통계적 유효성을 검증하기 위하여 Mann–Whitney U test를 사용하였다. 통계 분

석 프로그램은 Statistical Package for the Social Sciences software ver. 12 (SPSS, Inc., 

Chicago, IL, USA)를 사용하였다. 통계적 유의성은 p-value가 0.05 이하일 때 인정

하였다. 
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결과 

 

1. In vitro에서 SB365는 다형성 교모세포종 세포주의 세포증

식을 억제하였다. 

 

다형성 교모세포종(glioblastoma multiforme, GBM) 세포주인 U87-MG와 T98G에 

SB365를 처리한 후 24, 48, 72시간에 세포증식을 분석하였다. 먼저, U87-MG 세포

에서 SB365 처리 후 24시간에는 SB365 농도에 상관없이 대조군과 비교하여 세

포증식에 큰 차이가 없었다. 하지만, 48시간에는 SB365 20 µM 농도에서 대조군 

대비 세포증식이 약 30% 감소하였다. 72시간에는 2.5, 20 µM에서 세포증식이 각

각 25%, 80% 감소하였다(p < 0.001)(Figure 4A).   

T98G 세포에서는 SB365 처리 후 24시간에 10 µM 농도에서 대조군 대비 세포

증식이 약 10% 감소하였는데, 20 µM의 경우 완전한 억제효과를 보였다. 48시간에

는 10 µM에서 약 20%, 20 µM에서 완전한 억제효과를 보였다. 72시간에는 5 µM에

서도 세포증식을 약 20% 감소시켰고, 10 µM에서 약 40%, 20 µM에서 완전한 억제

효과를 보였다(p < 0.001) (Figure 4B). 

 

 

2. SB365는 Annexin V 양성 GBM 세포의 비율을 증가시켰다. 

 

기존에 몇몇 암세포에서 SB365는 세포사멸을 유도한다고 보고된 바 있다[31-

34, 36]. 따라서 GBM 세포에서도 SB365로 인해 억제된 세포증식이 세포사멸 때

문인지 확인하고자 하였다. 
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Figure 4. SB365 exerted a cytotoxic effect on GBM cells. (A, B) SB365 inhibited the 

proliferation of (A) U87-MG and (B) T98G cells. The cells in 96-well plates were treated with 

SB365 at the indicated concentrations for 24, 48, or 72 h in quadruplicate, and subjected to CCK 

8 assay. * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 vs the control. 
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먼저, GBM 세포에 SB365 1-20 µM을 처리한 후 24, 48, 72시간에 세포사멸의 현

상 중 하나인 세포막 플립을 Annexin V 염색으로, 후기 세포사멸 또는 세포 죽음 

현상 중 하나인 세포막 투과성 증가를 7-AAD 염색으로 확인하였다. 그 결과, 

U87-MG 세포에 SB365를 24시간 처리하였을 때는 Annexin V 양성 세포의 비율

에 큰 변화가 없었다. 그러나, 48시간에는, SB365 20 µM 농도에서 Annexin V 양성 

세포의 비율이 유의하게 증가하였다. 72시간에 Annexin V 양성 세포는 SB365 2.5–

20 µM에서 용량-의존적으로 증가하였다(Figure 5A). 

T98G에서는 SB365를 24, 48시간 처리하였을 때 10, 20 µM 농도에서 Annexin V 

양성 세포 비율이 증가하였고, 72시간에는 5–20 µM에서 용량-의존적으로 증가하

였다(Figure 5B).  

세포사멸의 초기에는 세포 내막의 포스파티딜 세린이 외막으로 노출되어 

Annexin V가 결합한다. 세포사멸이 더 진행되면 세포 내로 7-AAD의 유입이 가

능해지고, 7-AAD는 핵의 DNA와 결합한다[99]. 따라서, 일반적으로 세포사멸이 

일어나고 있는 세포의 Annexin V와 7-AAD 염색 양상은 초기 세포사멸의 경우 

Annexin V (+) 7-AAD (-), 후기 세포사멸의 경우 Annexin V (+) 7-AAD (+)이다. 하지

만, SB365 처리된 GBM 세포에서 Annexin V와 7-AAD 염색 양상은 SB365 농도

에 상관없이 Annexin V (+) 7-AAD (-) 세포의 비율은 낮았고, Annexin V (+) 7-AAD 

(+) 세포의 비율은 높았다(Figure 5C). 

 

 

3. SB365는 GBM에서 caspase-비의존적 세포 죽음을 유도하

였다. 

 

GBM 세포에서 SB365 처리 후 Annexin V와 7-AAD 염색 양상이 세포사멸의  
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Figure 5. SB365 increased the frequency of the Annexin V-positive cells. (A) U87-MG and (B) 

T98G cells in six-well plates were treated as above, stained with Annexin V and 7-AAD, and 

subjected to FACS analysis. The frequency of Annexin V-positive cells. (C) A representative 

FACS profile after 72 hours in U87-MG cells. Experiments were performed independently in 

triplicate. * p < 0.05 vs the control. 
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전형적인 모습을 보이지 않았기 때문에, 이 세포에서의 죽음은 세포사멸에 의한 

것이 아닐 가능성이 있을 것으로 생각하였다. 따라서, SB365 처리 후 세포막 플

립 외 세포사멸의 다른 현상을 추가로 확인하였다. 

Caspase-3는 내인성과 외인성 세포사멸의 caspase-cascade 중 마지막 caspase로서 

세포사멸 시 활성화된다[100]. 따라서, 기존에 SB365에 의해서 caspase-3 활성화

가 유도된다고 알려진 대장암 세포주(HT-29)와 간암 세포주(Huh-7)[31, 32]를 양성 

대조군으로 사용하여 GBM 세포주와 함께 SB365의 반수억제 농도(IC50) (U87-

MG: 8.9 µM, T98G: 14.1 µM, HT-29: 5.1 µM, Huh7: 13.1 µM) (Figure 6A)와 근접한 농도

(U87-MG: 10 µM, T98G: 15 µM, HT-29: 5 µM, Huh7: 15 µM)의 SB365로 처리한 후 72

시간에 caspase-3 활성화를 확인하였다. 그 결과, SB365는 양성 대조군인 HT-29와 

Huh-7 세포에서 caspase-3 활성화를 유도하였지만, U87-MG와 T98G 세포에서는 

caspase-3 활성화에 큰 변화를 주지 않았다(Figure 6B). 이 결과는 SB365가 caspase 

비의존적 세포 죽음을 유도한다는 것을 의미한다. 

 

 

4. GBM 세포에서 SB365는 Bcl-2, Bax, 핵 모양에 큰 변화를 

주지 않았다. 

 

세포사멸 시 BCL-2 family인 Bcl-2가 감소하고, Bax는 증가하는 것으로 알려져 

있다[101]. U87-MG 세포에 SB365 1-10 µM을 처리한 후 Bcl-2와 Bax의 발현을 확

인하였다. 그 결과 대조군 대비 큰 변화는 없었다(Figure 7A). 

또 다른 세포사멸 현상으로 세포핵이 분절되는 것으로 알려져 있다[102]. U87-

MG, HT-29, Huh-7 세포를 DAPI로 염색한 후 핵 모양을 관찰한 결과, SB365를 처

리한 HT-29와 Huh-7 세포에서는 고배율 화면당 1-4개의 비율로 세포핵 분절이  
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Figure 6. SB365 induced caspase-independent death in GBM cells. (A) The calculated IC50 

values of SB365 on U87-MG, T98G, HT-29 and Huh-7 cells were 8.9, 14.1, 5.1 and 13.2 μM, 

respectively. (B) U87-MG, T98G, HT-29 (1 × 105/well), and Huh-7 (1 × 105/well) cells in six-

well plates were treated with 10, 15, 5, and 15 μM SB365, respectively. Cell lysates were 

subjected to western blotting of caspase-3 cleavage.  
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Figure 7. SB365 did not changes with Bcl-2, Bax and nuclear morphology. (A) U87-MG cells 

in six-well plates were treated with 1-10 μM SB365 for 72 h. Cell lysates were subjected to 

western blotting of Bcl-2 and Bax, followed by densitometry. (B) SB365 induced nuclear 

fragmentation in HT-29 and Huh-7 cells, but not in U87-MG cells. U87-MG, HT-29, and Huh-

7 cells in six-well plates were treated with 10, 5, and 15 μM SB365 for 72 h, respectively. And 

adhered to an eight-well multispot slide, and stained with DAPI (blue). Arrows indicate 

fragmented nuclei. Images were acquired using a fluorescence microscope (x 400). The scale 

bar represents 50 μm. CTL, control group; SB, SB365-treated group. 
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관측되었지만 U87-MG 세포에서는 세포핵 분절 없이, 둥글고, 타원형의 핵 모양 

이 관측되었다(Figure 7B). 

종합하면, SB365는 GBM 세포에서 세포사멸이 아닌, caspase-비의존적 세포 죽

음(caspase-independent cell death, CICD)을 유도하였다. 

 

 

5. GBM 세포에서 SB365는 autophagic flux를 억제하였다. 

 

앞서 SB365가 CICD를 유도하였는데, 이를 유도할 수 있는 대표적인 기전 중 

하나가 오토파지 억제이다[103]. 오토파지는 세포의 손상을 예방하는 역할을 하

는데[104], 기존에 중국 할미꽃 사포닌 D가 HeLa, K562, A549, MCF-7 세포에서 

autophagic flux를 억제한다고 보고된 바 있다[37]. 따라서 GBM 세포에서도 중국 

사포닌 D와 분자구조가 같은 SB365가 autophagic flux를 억제하여 세포 죽음을 

유도하였을 가능성이 있다. 

Autophagic flux는 오토파고좀의 형성 개시부터 분해까지의 모든 과정을 말하는

데[78], 리소좀 내 분해효소의 불활성화로 인해 오토파고좀이 분해되지 못 하면, 

LC3-II와 p62가 세포 내에 축적된다[105]. 따라서, 증가된 LC3-II/LC3-I 비율과 

p62는 autophagic flux 억제의 지표로 여겨진다[105]. 본 연구에서도 SB365가 GBM 

세포에서 autophagic flux를 억제하는지 LC3-II/LC3-I 비율과 p62 발현을 통해 확인

하고자 하였다. U87-MG 세포에 SB365 10 μM을 처리한 후 24시간 내 LC3-II/LC3-

I의 비율과 p62를 확인한 결과, 각각 3시간과 6시간에 증가하기 시작하였다

(Figure 8A). 이 결과는 SB365가 U87-MG 세포에서 autophagic flux를 억제하였다는 

것을 의미한다. 

한편, 기존에 중국 할미꽃 사포닌 D가 HeLa 세포에서 mTOR의 활성화를 억
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제한다고 보고된 바 있다[37]. Akt와 mTOR의 활성 억제 시 오토파지가 유도되는 

것으로 알려져 있다[106]. 다시 말해서 중국 할미꽃 사포닌 D는 autophagic flux를 

억제하지만, 동시에 오토파지를 유도하기도 하는 이중적인 역할을 한다. GBM 세

포에서도 SB365가 autophagic flux를 억제하는 시점에 오토파지를 유도하는 시그

날인 Akt, mTOR의 활성화를 억제하는지 함께 확인하였다. 그 결과, U87-MG 세

포에 SB365 10 μM을 처리한 후 24시간 내에 Akt와 mTOR 활성화에는 큰 변화가 

없었다(Figure 8A). 또한, 오토파지가 유도되면 증가하는 단백질인 Beclin-1의 발현

[76]도 확인한 결과, 큰 변화가 없었다(Figure 8A). 이러한 결과는 SB365가 오토파

지를 유도하지는 않았다는 것을 의미한다. 

한편, GBM 세포에 SB365를 처리한 후 6시간부터 24시간까지 autophagic flux가 

억제되었는데(figure 8A), 앞선 실험 결과에서 SB365 처리에 의한 세포 죽음은 처

리 후 72시간에 본격적으로 나타났으며, 지속적인 autophagic flux 억제가 세포 죽

음을 유도할 수 있다는 보고가 있다[107]. 따라서, GBM 세포에서 SB365로 인한 

autophagic flux 억제가 72시간까지 지속되는지 확인하였다. 그 결과, U87-MG와 

T98G 세포에서 모두 SB365는 24시간부터 72시간까지 지속적으로 autophagic flux

를 억제하였다(Figure 8B). 이 결과로 SB365에 의한 세포 죽음은 autophagic flux 

억제와 관련이 있을 것으로 추정된다. 

 

 

6. SB365는 GBM 세포에서 오토파고좀 축적을 통해 세포 죽

음을 유도하였다. 

 

GBM 세포를 대상으로 한 이전 연구에서 valproic acid에 의한 autophagic flux 억

제가 세포 내 오토파고좀 축적을 유도하였고, 이는 다시 GBM 세포의 죽음을
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Figure 8. SB365 inhibited autophagic flux in GBM cells. (A) Western blot analysis of 

autophagy-related proteins and signals within 24 h of treatment with SB365. U87-MG cells in 

a six-well plate were treated with 10 μM SB365 for the indicated times. Cell lysates were 

subjected to western blotting for LC3-I, LC3-II, beclin-1, p62, p-Akt, and p-mTOR and the 

LC3-II/LC3-I, beclin-1/β-actin, p62/β-actin, p-Akt/β-actin, and p-mTOR/β-actin ratios were 

calculated. (B) Western blot analysis of autophagy-related proteins with 24, 48, and 72 h of 

treatment with SB365 in U87-MG and T98G cells. And the LC3-II/LC3-I, beclin-1/β-actin, and 

p62/β-actin ratios were calculated. * p < 0.05 vs the control. 

 

 

  



32 

 

유도하였다는 보고가 있다[108]. 만약 SB365에 의해 야기된 autophagic flux 억제

와 이로 인한 세포 내 오토파고좀 축적이 세포 죽음의 원인이라면, 세포 내 오

토파고좀 축적을 추가로 증가시켰을 때 세포 죽음이 증가할 것으로 생각하였다. 

이를 확인하기에 앞서, 오토파지를 유도하는 rapamycin [79]을 SB365와 함께 처

리하여 세포 내 오토파고좀 축적을 증가시켜 보았다. 먼저, U87-MG 세포에 

rapamycin 25 pM을 처리하면, 대조군 대비 LC3-II/LC3-I ratio가 증가하고, p62는 감

소하였다(Figure 9A). 이 결과는, rapamycin이 기존에 알려진 바와 같이 U87-MG 

세포에서 오토파지를 유도하였다는 것을 의미하였다. 또한, SB365를 rapamycin과 

함께 처리하면 SB365 단독 처리 대비 LC3-II/LC3-I ratio가 증가하였고, p62는 변화

가 없었다(Figure 9A). 이 결과는 SB365와 rapamycin을 함께 처리하면 rapamycin이 

오토파고좀 형성을 증가시키지만, SB365가 분해되는 것을 억제하여 오토파고좀

의 축적을 증가시켰다는 것을 의미하였다. 

이렇게 증가된 세포 내 오토파고좀 축적이 SB365 단독 처리보다 세포 죽음을 

증가시키는지 확인하고자 CCK-8 검사를 시행하였다. 그 결과, rapamycin (25, 50, 

100 pM)은 SB365 10 μM의 세포증식 억제효과를 증가시켰다(Figure 9B). 이는 

SB365에 의한 세포 내 오토파고좀 축적이 세포 죽음을 유도하였다는 것을 의미

하였다. 

 

 

7. SB365는 리소좀 중성화를 유도하였다. 

 

한편, autophagic flux의 억제는 리소좀의 중성화나 리소좀 막 침투성(lysosomal 

membrane permeabilization, LMP) 증가 등으로 리소좀 내 분해 효소가 불활성화되

면 나타날 수 있기 때문에[109], GBM 세포에서 SB365 처리 후 나타나는 
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Figure 9. SB365 induced cell death by accumulation of autophagosome in GBM cells. (A) U87-

MG cells were pre-treated with 25 pM rapamycin for 1 hours, and/or 10 μM SB365 treated for 

72 hours, and LC3-II/LC3-I, and p62 expression were analyzed by western blotting. (B) U87-

MG cells were pre-treated with rapamycin (25, 50, and 100 pM) for 1 hours and/or 10 μM 

SB365 treated for 72 hours, and subjected to CCK-8 assay. The experiment was performed 

independently in triplicate. * p < 0.05, *** p < 0.001 vs the control; ## p < 0.01, and ### p < 

0.001 vs the SB365 group. 
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autophagic flux 억제가 리소좀 안정성 변화에 의한 것인지 확인하기 위하여 

SB365 처리된 세포를 acridine orange 염색 후 FACS 분석을 시행하였다. 그 결과, 

acridine orange 양성 세포의 비율이 SB365 처리 후 6시간 만에 대조군 대비 약 

65%로 감소하였고, 이후 점점 더 감소하는 경향을 보였다(p = 0.05)(Figure 10). 이 

결과는, SB365가 GBM 세포에서 리소좀 pH 중성화를 유도하였다는 것을 의미한

다. 

 

 

8. SB365는 카뎁신 B를 매개로 미토콘드리아 막 전위 감소

와 세포 죽음을 일부 유도하였다. 

 

앞서 SB365가 GBM 세포에서 리소좀 pH 중성화를 유도하였는데, 이 현상은 

SB365가 LMP를 유도해 나타난 것일 가능성이 있다. LMP 발생 시 리소좀 내 

pH는 중성화 되고[110], 카뎁신 B와/또는 카뎁신 D가 세포질로 누출되어 미토콘

드리아를 손상시킬 뿐만 아니라 결국 세포를 죽게 만든다[110-112]. 따라서, 

SB365의 효과가 LMP를 통한 것이라면 카뎁신을 억제하였을 때 세포독성을 감

소시킬 수 있을 것이라고 생각되었다. GBM 세포에서 카뎁신 B 또는 카뎁신 D 

억제제의 존재 하에 SB365의 세포증식 억제효과를 확인하였다. 그 결과, 카뎁신 

B 억제제 II 5 μM은 SB365에 의해 억제되었던 세포증식을 40%이상 회복하였지

만(p = 0.05)(Figure 11A), 카뎁신 D 억제제(pepstatin A)는 전혀 회복하지 못 하였다

(Figure 11B). 

SB365의 세포독성은 카뎁신 B를 매개하였는데, 알려진 바와 같이 카뎁신 B가 

미토콘드리아를 손상시켰는지 미토콘드리아 막 전위(mitochondrial membrane 

potential, MMP)를 확인하였다. U87-MG 세포에서 SB365가 LMP 유도 후 카뎁신  
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Figure 10. SB365 deteriorated lysosomal stability in GBM cells. SB365 induced lysosomal pH 

neutralization in U87-MG cells. Cells were treated with 10 μM SB365 for the indicated times, 

stained with 3 μg/mL acridine orange for lysosomal stability measurement. Cells treated with 

0.5 mM H2O2 for 2 h constituted the positive control. The experiment was performed 

independently in triplicate. * p < 0.05 vs the control. 
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Figure 11. SB365 partially induced cell death via cathepsin B in U87-MG cells, not cathepsin 

D. U87-MG cells were cultured in 96-well plates, treated with 10 μM SB365 for 72 h in the 

presence of the indicated concentrations of (A) cathepsin B inhibitor, (B) pepstatin A (cathepsin 

D inhibitor), and subjected to CCK-8 assay. (C) SB365 induced mitochondrial depolarization 

in U87-MG cells. Cells were treated with 10 μM SB365 for the indicated times, and cells were 

stained with 2.5 μM JC-1 for 20 min for MMP measurement, harvested, and analyzed by flow 

cytometry. (D) Cathepsin B inhibitor partially recovered SB365 induced MMP deterioration. 

U87-MG cells were treated with 10 μM SB365 for 72 h in the presence of 5 μM cathepsin B 

inhibitor, stained with JC-1, and MMP was analyzed by FACS. Quadruplicate samples were 

analyzed independently in triplicate. ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs the control; # p < 0.05, ## p 

< 0.01, and ### p < 0.001 vs the SB365 group. CTSB, cathepsin B. 
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B가 빠져나올 것을 고려하여(Figure 10), SB365 10 μM을 3, 6, 12, 24, 36, 48시간 처리

한 후 JC-1으로 20분간 염색하고, FACS로 분석하였다. SB365 처리 후 MMP가 감

소한 세포의 평균 비율은 36시간에는 대조군 대비 약 6%, 48시간에는 약 9%로 

증가하였다(p = 0.01)(Figure 11C). 또한, 72시간에는 카뎁신 B 억제제가 SB365에 의

해 MMP가 감소된 세포의 비율을 약 30% 회복하였다(Figure 11D). 이 결과는 

SB365가 LMP를 유도하여 카뎁신 B를 매개로 세포 죽음을 일부 유도하였다는 

것을 의미한다. 

 

 

9. SB365는 주로 ROS를 매개로 세포 죽음을 유도하였다. 

 

Autophagic flux 억제[113, 114]와 MMP 감소[115]가 ROS 생성을 증가하여, 결국 

세포 죽음을 유도한다고 알려져 있다. SB365가 autophagic flux를 억제하고, MMP를 

감소시켰기 때문에 ROS가 생성되어 세포 죽음을 매개하였을 가능성이 있을 것

으로 생각하였다. 이를 확인하기 위하여 항산화제인 N-acetyl cysteine (NAC)이 

SB365의 세포독성 효과를 회복시키는지 알아보았다. GBM 세포에 SB365를 처리

한 후 1시간에 NAC을 농도별로(U87-MG: 0.625, 1.25, 2.5, 5 mM, T98G: 0.15625, 

0.3125, 0.625, 1.25 mM) 첨가하였고, 72시간 추가 배양 후 CCK-8 검사를 시행하였

다. 그 결과, SB365에 의해 억제된 U87-MG 세포의 세포증식을 NAC 0.625 mM은 

~30%, NAC 2.5 mM은 50% 회복하였다(Figure 12A). 하지만, NAC 5 mM은 SB365에 

의해 억제된 세포증식을 회복하지 못하였다. 다시 말해, U87-MG 세포에서 

SB365에 의해 억제되는 세포증식을 ROS 억제가 일부 회복시켰다. 

비록 적은 수준이지만, T98G 세포에서도 NAC은 유사한 효과를 나타냈다

(Figure 12B). 
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앞서 U87-MG 세포에 SB365를 처리한 후 1시간에 NAC을 처리하였는데, 배양

액에서 NAC은 불안정하여 72시간까지 온전히 작용하지 못 했을 가능성이 있다

[116]. 따라서 SB365에 의해 ROS가 발생하는 시점에 NAC을 첨가해 준다면, 발

생하지 않은 시점에 첨가해준 것 보다 세포독성을 회복하는 비율이 더 클 것으

로 생각되었다. SB365 처리 후 36시간부터 MMP가 감소하였는데(Figure 11C), 이

때부터 ROS 발생이 증가되었을 것으로 생각되어 U87-MG 세포에 SB365를 처리

한 후 1, 24, 48시간에 NAC 2.5 mM을 첨가하여 배양 후 72시간에 CCK-8 검사를 

시행하였다. 그 결과, NAC은 1시간과 24시간에 첨가되었을 때 SB365의 독성을 

약 50% 회복한 것에 비해 48시간에 첨가되었을 때는 약 70%로 1, 24시간에 첨

가되었을 때보다 더 높게 회복하였다(Figure 12C).  

종합하면, SB365는 GBM 세포에서 주로 ROS를 매개로 세포 죽음을 유도하였

다. 

 

 

10. In vitro에서 SB365는 TMZ의 세포독성을 부가적으로 증

가시켰다. 

 

기존에 GBM 표준 치료제인 TMZ의 항암효과를 autophagic flux 억제제인 

hydroxychloroquine [54]이 증가시킨다고 보고된 바 있다. 앞서 SB365가 GBM 세

포에서 autophagic flux를 억제하였는데, SB365도 hydroxychloroquine처럼 TMZ의 항

암효과를 증가시킬 수 있을 것으로 생각되었다. GBM 세포에 SB365 10 μM과TMZ

를 함께 또는 단독으로 처리하였고, 추가로 72시간 배양 후 CCK-8 검사를 시행

하였다. 그 결과, 먼저 U87-MG 세포에 TMZ (6.25, 12.5, 25, 50 μM)를 단독 처리하

였을 때, 25, 50 μM에서 대조군 대비 세포증식을 각각 37%, 46% 억제하였다(p 
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Figure 12. SB365 induced cell death via ROS in GBM cells. (A) U87-MG and (B) T98G cells, 

NAC was added to the culture medium 1 h after SB365 treatment at the indicated concentrations 

for 72 h and subjected to CCK-8 assay. (C) U87-MG cells were cultured in 96-well plates, 

treated with 10 μM SB365. Then 2.5 mM NAC was added to the culture medium 1, 24 or 48 h 

after SB365 treatment and subjected to CCK-8 assay at 72 h. Quadruplicate samples were 

analyzed independently in triplicate. * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 vs the control; # 

p < 0.05, ## p < 0.01, and ### p < 0.001 vs the SB365 group. NAC, N acetyl cysteine. 
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< 0.001). 그런데, SB365 10 μM을 TMZ (6.25, 12.5, 25, 50 μM)와 함께 처리하였을 때

는 TMZ를 단독으로 처리한 것에 비해 세포증식을 더욱 억제하였다(각각 46%, 

48%, 56%, 63%)(p = 0.016)(Figure 13A). 

T98G 세포에서도 U87-MG 세포에서와 유사한 효과를 나타냈다(Figure 13B). 

종합하면, GBM 세포에서 SB365를 TMZ와 병용 시 TMZ 단독 처리 대비 세포

독성이 증가했다. 

SB365와 TMZ를 병용 시 세포독성이 증가하였는데, 두 약물이 어떤 병용효과

를 통해 증가되었는지 확인하고자 하였다. 두 약물의 병용효과가 협력적 효과인

지, 부가적 효과인지, 길항적 효과인지 분석하는 대표적인 방법으로는 Chou-

Talalay 방법과 Isobologram 방법이 있다[98]. SB365와 TMZ의 병용으로 증가된 세

포독성 효과가 협력적인 것인지 또는 부가적인 것인지 확인하고자 위의 두 가지 

방법으로 분석하였다. U87-MG 세포에 SB365와 TMZ의 IC50인 각각 8.9 µM 

(Figure 6B), 63 µM (Figure 13C)을 기준으로 두 약물의 농도를 위 아래로 2개씩 √2

의 배수가 되도록 설정하였다. 설정된 농도는, SB365는 4.59, 6.43, 9, 12.6, 17.64 µM 

였고, TMZ는 32, 45, 63, 88.2, 123.5 µM였다. 두 약물을 단독 또는 함께 처리한 후 

72시간에 CCK-8 검사 결과를 토대로 Chou-Talalay 방법을 통해 병용지수

(combination index, CI)를 구하였다. 그 결과, CI는 0.5 ~ 1.5 였다(Figure 13D, left). 또

한, Isobologram을 통한 분석에서도 두 약물의 부가적인 효과로 예측되는 선을 기

준으로 Fa=0.9 그룹은 기준 이하, Fa=0.75, Fa=0.5 그룹은 기준과 일치하는 결과를 

나타냈는데(Figure 13D, Right), 이 결과는 두 약물이 부가적인 효과를 나타냈다는 

것을 의미한다. 

종합하면, GBM 세포에서 SB365는 TMZ의 세포독성을 부가적으로 증가시켰 

다. 
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Figure 13. SB365 augmented the cytotoxic effect of TMZ on GBM cells. (A) U87-MG cells 

and (B) T98G cells were cultured in 96-well plates, treated with the indicated concentrations of 

TMZ in the absence and/or presence of 10 μM SB365, and subjected to CCK-8 assay. 

Quadruplicate samples were analyzed independently in triplicate. (C) The calculated IC50 

values of TMZ on U87-MG was 63 μM. (D) Left column: Fa-CI plot. Blue values (SB+TMZ) 

indicate 1 > CI, ‘synergism’; 1 = CI, ‘additive’; 1 < CI, ‘antagonism’. Right column: 

Isobologram: The green, red and blue lines indicate where the theoretical additive line is for a 

particular Fa value (green, Fa = 0.9, red Fa = 0.75 and blue Fa = 0.5). * p < 0.05, and *** p < 

0.001 vs the control; # p < 0.05, ## p < 0.01, and ### p < 0.001 vs the SB365 group. TMZ, 

temozolomide. 
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11. U87-MG 이종이식 마우스 모델에서 SB365는 TMZ와 함

께 종양 성장을 현저히 억제하였다. 

 

In vitro 결과를 토대로 in vivo에서도 SB365와 TMZ가 부가적인 항암 효과를 나

타내는지 확인하였다. 

먼저, 주입할 약물의 농도를 정하기 위하여 기존에 보고된 논문들을 토대로 

선행연구를 시행하였다. U87-MG 세포를 누드 마우스의 양쪽 옆구리에 접종하였

다. 종양의 부피가 100–200 mm3에 도달하였을 때, SB365 (1 또는 10 mg/kg, 격일로, 

종양 내)와 TMZ (1.25 mg/kg, 매일, 복강 내)를 함께 또는 각각 22일간 주사하였

다. 그 결과, 그룹간 몸무게의 변화는 없었고(Figure 14A), SB365 1 mg/kg 그룹과 

TMZ 1.25 mg/kg 그룹의 종양 크기도 대조군과 큰 차이가 없었다. 하지만, SB365 

10 mg/kg 그룹은 주입 시작 후 6일부터 대조군 대비 종양 크기가 감소하여 12일

에는 완전히 사라졌다(p = 0.046)(Figure 14B).  

위 결과를 토대로, SB365는 1 mg/kg과 10 mg/kg 사이의 농도인 5 mg/kg으로 설

정하였고, TMZ는 농도를 두배 높인 2.5 mg/kg으로 설정하여 위 실험을 다시 시행 

하였다. 그 결과, 그룹 간 몸무게에 큰 차이 없이(Figure 14C), SB365와 TMZ는 종

양의 성장을 대조군과 비교하여 유의하게 억제하였다(p = 0.011)(Figure 14D). 또한, 

SB365와 TMZ 병용은 TMZ 또는 SB365를 단독으로 주입한 그룹에 비해 종양의 

성장을 크게 감소시켰다(p = 0.046)(Figure 14D). 그룹 간에 종양의 크기를 정확히 

비교하기 위하여, 실험 종료 시 종양을 떼어 무게를 측정하였다. 그 결과, SB365

와 TMZ를 단독으로 주입한 그룹은 대조군보다 종양의 크기와 무게가 유의하게 

감소하였고, SB365와 TMZ를 함께 주입한 그룹은 각각의 약물을 단독으로 주입

한 그룹에 비해 종양의 크기와 무게가 현저히 감소하였다(Figure 14E, F). 이 결과

는, U87-MG 세포를 이용한 이종 동물모델에서 SB365는 종양의 성장을 억제하였
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고, TMZ의 효과 또한 증가시켰다는 것을 의미한다. 

  



44 

 

 

Figure 14. Combination of SB365 with TMZ additively suppressed the growth of U87-MG 

tumors in a mouse xenograft model. U87-MG cells were subcutaneously inoculated into both 

flanks of nude mice. (A, B) When the tumor reached a volume of ~100–200 mm3, mice were 

intratumorally administered with 1 or 10 mg/kg SB365 every other day and/or with 1.25 mg/kg 

TMZ intraperitoneally daily for 22 days. The control received vehicle (<3% DMSO). (A) Body 

weight and (B) tumor size were measured every other day. (C-F) The same experiments were 

performed as in (A, B) with 5 mg/kg SB365 and/or with 2.5 mg/kg TMZ. (C) Body weight and 

(D) tumor size were measured. The mice were euthanized, and (E) the tumors were extracted 

and (F) weighed. n = 8 per group. * p < 0.05 and ** p < 0.01 vs the control. 
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고찰 

  

본 연구에서는 GBM 세포인 U87-MG와 T98G세포에서 SB365 단독 효과뿐만 

아니라 TMZ와 병용 시 효과를 in vitro와 in vivo에서 확인하고자 하였다. SB365는 

다형성 교모세포종(glioblastoma multiforme, GBM) 세포주인 U87-MG와 T98G에서 

용량-의존적으로 세포독성을 나타냈다. 먼저, SB365는 GBM 세포에서 리소좀 막 

침투성(lysosome membrane permeabilization, LMP)을 증가시켜 리소좀 pH 중성화를 

유도하고, autophagic flux를 억제하였다. 이어서 리소좀에서 세포질로 빠져 나온 

카뎁신 B를 매개로 미토콘드리아 막 전위(mitochondrial membrane potential, MMP)

를 감소시키며 ROS를 증가시켜 결국 세포 죽음을 유도하였다. SB365는 

temozolomide (TMZ) 와 병용 시 in vitro와 in vivo에서 부가적인 효과를 나타냈다. 

SB365는 다른 암세포에서 세포사멸을 유도했던 것과 다르게, GBM 세포에서는 

caspase-비의존적 세포 죽음(caspase-indepedent cell death, CICD)을 유도하였다. 

기존에 SB365는 췌장암 환자의 피부를 통해 종양 내 직접 주입되었는데[35], 

본 연구에서도 이를 모방하여, in vivo 실험 시 SB365를 구강 투여 또는 복강 내 

주입[31-34] 대신 마우스의 종양에 직접 주입하였다. 

GBM 세포에서 SB365의 세포독성 효과는 기존에 간, 폐, 대장, 췌장암 세포에

서의 효과처럼 농도-의존적으로 나타났다[31-34, 36](Figure 4).  

한편, SB365는 기존에 알려진 것처럼 대장암과 간암세포에서는 caspase-3 활성

화와 핵 절편화를 유도하였지만, GBM 세포에서는 큰 효과가 없었고(Figure 6), 

Bcl-2와 Bax의 발현 또한 영향을 주지 않았다(Figure 7). 세포사멸이 유도되면 내

인적 또는 외인적 경로를 통한 caspase-3 활성화[117], Bcl-2 감소, Bax 증가 등 현

상이 나타난다[101]. 하지만 SB365를 처리 후 GBM 세포에서는 이러한 현상들이 

나타나지 않았기 때문에, SB365는 GBM 세포에서 세포사멸이 아닌 CICD를 유도
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한 것으로 판단하였다. 

한편, SB365처럼 CICD를 유도하는 약물은 세포사멸에 내성을 보이는 암치료

를 위해 사용되거나[118] 또는 세포사멸을 유도하는 항암제와 병용하여 사용된

다면 치료에 효과적일 것으로 생각된다[119]. 하지만, 특정 항암제와 CICD를 유

도하는 약물을 병용 시 예상치 못한 작용으로 길항 효과를 보일 수도 있기 때문

에[120] 약물 간 작용 기전 검토와 사용에 주의가 필요하다. 

중국 할미꽃 사포닌 D가 몇몇 암세포주에서 autophagic flux를 억제한다고 보고

된 바 있는데[37], SB365도 분자구조가 같기 때문에 GBM 세포에서 autophagic 

flux를 억제하였을 것으로 생각하였다. 확인해본 결과, autophagic flux 억제 시 분

해되지 못한 오토파고좀 성분인 LC3-II와 p62가 세포 내 축적되는데, GBM 세포

에 SB365를 처리한 후 6시간에 LC3-II/LC3-I ratio와 p62의 양이 증가하였고(Figure 

8A), 이는 72시간까지 높게 유지되었다(Figure 8B). 따라서, SB365는 GBM 세포에

서 autophagic flux를 억제한다. 기존에 chloroquine [112]과 thymoquinone [110]이 

GBM 세포에서 autophagic flux를 억제하여 CICD를 유도한다고 보고된 바 있다. 

SB365도 GBM 세포에서 autophagic flux를 억제하여 CICD를 유도하였을 가능성

이 있다[107]. 

한편, 오토파지는 주로 PI3K/Akt/mTOR 시그날이 억제되면 유도된다[75]. 기존

에 SB365도 간암세포[31]와 위암세포[32]에서 PI3K/Akt/mTOR 시그날을 억제한다

고 보고된 바 있다[106]. 또한, HeLa 세포에서 autophagic flux를 억제하는 중국 할

미꽃 사포닌 D는 mTOR 활성을 억제하여 오토파지를 유도한다고 보고된 바 있

다[37]. U87-MG 세포에서도 SB365가 autophagic flux를 억제할 뿐만 아니라 오토

파지를 유도하는지 확인해본 결과, SB365를 처리한 후 24시간 내 Akt와 mTOR 

활성에는 큰 변화가 없었을 뿐만 아니라 오토파지 유도 시 발현이 증가하는 

Beclin-1 [76]도 변화가 없었다(Figure 8A). 즉, GBM 세포에서 SB365는 오토파지를 
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유도하지는 않았다. 

SB365는 GBM 세포에서 mTOR를 억제하지 않았다(Figure 8A). 하지만, SB365는 

위암세포에서 mTOR를 억제하였고[32], SB365와 분자구조가 같은 중국 할미꽃 

사포닌 D도 HeLa 세포에서 mTOR를 억제하였다고 보고된 바 있다. 위암세포에

서 SB365의 mTOR 억제 기전은 티로신 인산화효소인 c-Met의 알로스테릭 자리

에 결합하여 PI3K/Akt/mTOR 시그날 활성을 억제하는 것인데[32], HeLa 세포에서

도 c-Met 억제를 통해 mTOR를 억제하였을 가능성이 있지만 확인되지는 않았다. 

할미꽃 사포닌 D가 위암 세포와 HeLa 세포에서 mTOR를 억제하였음에도 불구

하고 분자구조가 같은 SB365가 GBM 세포에서는 같은 효과를 내지 못한 이유

가 있을 것으로 생각되었다. GBM 세포는 상피세포 성장인자 수용체(epithelial 

growth factor receptor, EGFR)의 과발현, EGFR vIII의 돌연변이, PI3K의 돌연변이 등으

로 인하여 PI3K/Akt/mTOR 시그날이 활성화 되어 있다[121]. 따라서, GBM 세포

에서 SB365가 c-Met을 억제하는지는 확인하지 못했지만, 억제한다고 하여도 과

발현 된 EGFR을 통해 PI3K/Akt/mTOR 시그날이 활성화되기 때문에[122] SB365

가 위암세포나 HeLa 세포에서와 달리 GBM 세포에서는 mTOR를 억제하지 못하

였을 가능성이 있다. 

한편, U87-MG 세포에 SB365와 오토파지 유도제인 rapamycin [79]을 함께 처리

하였을 때, SB365를 단독 처리한 것 보다 오토파고좀 축적이 증가하였고(Figure 

9A), 세포증식이 더욱 억제되었다(Figure 9B). 이 결과는 SB365에 의해 축적된 오

토파고좀이 세포 죽음을 유도하였다는 것을 의미한다. 

본 실험에서 SB365를 처리했을 때 autophagic flux 억제(Figure 8)와 리소좀 중성

화가 동시에 나타났다(Figure 10). 위 두 효과가 같은 시간에 나타났지만, 리소좀 

pH가 중성화되면 리소좀 내 분해효소들의 활성이 억제되어 오토파고좀을 분해

하지 못해 autophagic flux는 억제되는 것으로 알려져 있기 때문에[109], SB365에 
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의한 리소좀 중성화가 autophagic flux 억제의 원인으로 작용하였을 것으로 추정

된다. 

한편, 리소좀 중성화는 몇 가지 요인에 의해 유도될 수 있다. 먼저, 리소좀 막 

결합 단백질인 v-ATPase가 억제될 경우에 리소좀 내 H+ 농도를 높이지 못해서 

리소좀 중성화가 유도된다[123]. 또한, 약 염기성 약물[124]이 리소좀 내 갇혀 pH

를 높이거나, ROS [125] 또는 삼투압을 조절하는 약물[126]에 의해서 LMP가 유도

되면 리소좀 중성화가 유도된다. SB365가 v-ATPase를 억제하는지, ROS를 유도하

는지, 삼투압을 조절하는지 알려지지 않았다. 하지만, SB365는 양극성 분자 구조

[43]로 세포막에 대한 투과와 침투성이 높을 것으로 생각되고, 기존에 SB365와 

같은 oleanane-계열 사포닌[30]이 세포막의 침투성 증가[127]와 LMP[128]를 유도

한다고 보고된 바 있어서, GBM 세포에서 SB365에 의한 리소좀 중성화는 LMP 

때문일 것으로 생각된다. 

LMP 발생 시 리소좀 내에 카뎁신 B 또는 D가 세포질로 방출되어 세포독성을 

나타내는데[92], 본 연구에서 SB365에 의해 억제된 세포증식을 카뎁신 B 억제제

가 일부 회복하였다(Figure 11A). 이 결과는 SB365가 LMP를 유도하여 리소좀 내 

카뎁신 B를 세포질로 방출시켰다는 것을 의미한다. 

본 연구에서 카뎁신 B 억제제는 SB365에 의해 유도되는 세포 죽음을 회복하

였지만(Figure 11A), 카뎁신 D 억제제는 그러지 못하였다(Figure 11B). 이와 유사하

게, 사람 비소세포성 폐암 세포[129]와 과활성화된 T 세포[130]에 paclitaxel, 

epothilone B, discodermolide를 처리했을 때도 카뎁신 B와 D 억제제 중 하나만 세

포증식을 회복하였다. 카뎁신 B와 D의 분자량이 비슷한 것을 고려할 때[92], 

LMP 발생 시 이 두 물질이 동시에 리소좀에서 빠져 나왔을 것으로 생각되지만, 

카뎁신 B만 빠져 나왔을 가능성도 배제할 수 없다[92]. 또는, 세포의 종류에 따

라 작용하는 카뎁신이 다를 가능성도 있다[131]. 
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SB365는 GBM 세포에서 카뎁신 B를 매개로 세포 죽음을 유도하였는데, 카뎁

신 B의 작용 기전을 알아보고자 하였다. LMP로 인해 리소좀에서 빠져 나온 카

뎁신 B는 미토콘드리아 손상을 통해 MMP를 감소시켜 세포 죽음을 유도할 수 

있다[92]. GBM 세포에서 SB365를 처리한 후 36시간과 48시간에 MMP가 감소된 

세포의 비율이 각각 5.8%와 9.1% 였다(Figure 11C). 하지만, SB365 처리 후 48시

간까지 독성이 나타나지 않았던 점을 고려하면(Figure 4), 36시간과 48시간에 감소

한 MMP가 SB365에 의해 유도되는 세포 죽음을 직접 이끌지는 않았을 것으로 

생각된다. 

SB365 처리 후 6시간에 LMP가 유도되었고(Figure 10), 이어서 카뎁신 B가 세

포질로 빠져 나와 미토콘드리아를 손상시켜 SB365 처리 후 36시간에 MMP가 

감소하였다(Figure 11C). 이처럼 LMP가 유도된 후 MMP가 즉시 감소되지 않고 

30시간 후 감소되었는데, 아마도 카뎁신 B가 리소좀에서 LMP 후 바로 빠져 나

왔지만 미토콘드리아를 손상시키는데 시간이 필요하였거나[132], LMP가 유도되

어도 카뎁신 B가 빠져 나오는데 시간이 필요하였을 것으로 생각된다[133]. 

한편, MMP 감소가 발생하면 미토콘드리아에서 방출된 cytochrome c는 caspase-

3/9를 활성화시키고, EndoG는 DNA를 분해하며, AIF는 염색체 응축을 유도하는 

등 세포사멸의 현상이 나타난다[134]. 하지만, 본 실험에서는 caspase-3 활성화, 

염색체 응축 또는 핵 분절 등 세포사멸 현상이 나타나지 않았다(Figure 6, 7). 따라

서, SB365가 GBM 세포에서 cytochrome c, EndoG, AIF를 통하여 세포 죽음을 유도

하지 않았으며, 다른 요인을 통하여 세포 죽음을 유도하였을 것으로 생각되었다. 

미토콘드리아 기능 저하로 인해 생성되는 또 다른 물질로 ROS가 있다. GBM 

세포에서 SB365는 autophagic flux를 억제하였는데(Figure 8), autophagic flux가 억제

되면 ROS의 축적이 유도될 수 있다[113, 114]. 축적된 ROS는 리소좀 막 침투성

을 증가시키고, 리소좀 프로테아제들의 방출을 유도하여 MMP를 감소시키는데, 
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결국 ROS 생성을 증가시켜 악순환이 이어진다[135]. 따라서, ROS가 SB365에 의

해 유도되는 세포 죽음을 매개할 것으로 추정하였다. SB365 처리 후 1시간과 24

시간에 항산화제인 NAC을 첨가하면, SB365에 의한 세포증식 억제가 약 50% 회

복되었고, SB365 처리 후 48시간에 NAC을 첨가하면 약 70% 회복되었다(Figure 

12C). 이 결과로 ROS가 SB365에 의해 유도되는 세포 죽음의 주된 요인임을 알 

수 있었다. 

한편, U87-MG 세포에서 5 mM (Figure 12A), 10 mM (data not shown) NAC과 T98G 

세포에서 0.625 mM NAC은 SB365에 의해 억제되는 세포증식을 회복하지 못하였

다(Figure 12B). 또한, U87-MG 세포에 SB365를 처리한 후 세포증식을 회복하였던 

농도(0.625-2.5 mM)의 NAC을 SB365 처리 전에 첨가하면 SB365의 세포증식 억제 

효과를 오히려 증가시켰다. 이는 아마도 항산화제가 세포 내 증식에서 생리적 

기능을 수행하는 ROS까지 제거하였기 때문일 수 있다[136]. 

지금까지 GBM 치료에 있어서 TMZ의 효능을 증가시키기 위하여 다른 약물들

과 혼합하는 시도들이 있었다. 예를 들면, TMZ는 chloroquine, hydroxychloroquine, 

bafilomycin A1과 같은 autophagic flux 억제제와 혼합하여 협력적인 효과를 보인다

고 보고된 바 있다[54]. SB365도 GBM 세포에서 autophagic flux를 억제하였기 때

문에 TMZ와 병용 시 협력적인 효과를 나타낼 수 있을 것으로 생각되었다. GBM

세포에서 SB365와 TMZ의 병용은 in vitro에서 부가적인 세포독성 효과(Figure 13)

와 in vivo에서 종양 성장 억제 효과를 보여 주었다(Figure 14). 그러므로, TMZ와 

협력적으로 종양 성장을 억제하지만 부작용이 있는 chloroquine, 

hydroxychloroquine, 또는 bafilomycin A1를 대체하여 SB365가 TMZ와 병용하여 사

용될 수 있을 것으로 생각된다[54, 137]. 한가지 우려되는 점은, SB365가 임상개발

을 위해 중대한 결점으로 생각되는 용혈 활성을 양[127]과 토끼[138]의 적혈구에

서 나타냈다는 것이다[127]. 하지만, SB365가 기존에 췌장암 말기 환자를 대상으
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로 한 임상실험에서는 큰 부작용 없이 항암효과를 보였기 때문에[35], 동물과 사

람의 용혈 활성에 대한 차이에 대해서는 좀 더 연구가 필요해 보인다. 

SB365는 TMZ에 내성인 T98G 세포와 TMZ에 민감한 U87-MG 세포에서 모두 

세포 죽음을 유도하였고(Figure 4B), TMZ의 독성 효과를 부가적으로 증가시켰다

(Figure 13B).  

한편, T98G 세포에서 SB365가 MGMT의 발현을 감소시켜서 TMZ에 대한 민감

성을 높인 것인지 확인하지 못하여 차후 확인해 볼 필요성이 있다. 

결론적으로, SB365는 GBM 세포에서 LMP를 유도하였는데, 이로 인해 

autophagic flux가 억제되어 오토파고좀이 축적되었고, 카뎁신 B를 매개로 한 미토

콘드리아 손상을 통해 ROS가 축적되어 CICD를 유도하였다. 또한, SB365는 TMZ

의 세포독성 효과를 부가적으로 증가시켰다. 그러므로, SB365는 TMZ에 내성인 

GBM 치료를 위해 TMZ와 병용하여 사용될 수 있을 것으로 생각된다. 
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Abstract 

 

Molecular Mechanism involved in Anticancer Effect of 

Saponin D isolated from Pulsatilla koreana and 

Its Combination Effect with Temozolomide  

in Glioblatoma Multiforme cancer cell lines 

 

Jun-Man Hong 
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Seoul National University 

 

Saponin D from the roots of Pulsatilla has been reported to induce apoptosis and inhibit 

autophagic flux in several cancer cell lines. Besides, clinical trials in patients with stage IV 

pancreatic cancer showed increased survival without side effects. 

Glioblastoma multiforme (GBM) is a brain tumor that is hard to treat so that most patients die 

within 1 to 2 years after diagnosis. The standard treatment for GBM is a surgical removal 

combined with radiation and chemotherapy. Temozolomide (TMZ), an oral alkylating agent, is 

widely used for chemotherapy of GBM. However, drug resistance and side effects have become 

a problem. As a strategy for reducing side effects and overcoming resistance, combinations with 

other drugs are in trial. Autophagic flux inhibitors have shown an effect when used in 

combination with TMZ, but with some side effects. 

Pulsatilla koreana saponin D (SB365) has been studied for its anticancer effects in various 
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cancer cells but not in GBM cells. If SB365 inhibits autophagic flux in GBM cells, it would be 

a valid candidate for combination therapy with TMZ. This study aimed to investigate the 

anticancer effect of SB365 in GBM cells, not only singly but also in combination with TMZ as 

a putative autophagic flux inhibitor. 

Two GBM cell lines were used for the study; U87-MG (TMZ-sensitive) and T98G (TMZ-

resistant). Results showed that 1-20 μM SB365 inhibited cell proliferation 72 hours after 

treatment. However, when stained with 7-AAD and Annexin V and analyzed by flow cytometry, 

the cells did not show typical apoptotic features with far less frequent early apoptotic Annexin 

V+ and 7-AAD- cells. Furthermore, GBM cells treated with 10 μM SB365 did not show any 

typical features of apoptosis such as caspase-3 activation, an increase of Bax and a decrease of 

Bcl-2 expression, and nuclear fragmentation and condensation. Thus, SB365 was supposed to 

induce caspase-independent cell death in GBM cells, unlike in other cancer cells where it 

induces apoptosis. 

Autophagic flux inhibition is one of the usual mechanisms that induce caspase-independent 

cell death. Previously, Pulsatilla chinensis saponin D has been reported to inhibit autophagic 

flux in HeLa cells. Because the molecular structure of SB365 is the same as that of Pulsatilla 

chinensis saponin D, the same effect of SB365 was expected. When GBM cells were treated 

with SB365, cells showed autophagic flux inhibition after 6 hours, as revealed by increased 

expression of the autophagy-related proteins LC3, Beclin-1, and p62, as well as an increase 

of LC3-II/LC3-I ratio. However, the phosphorylation of autophagy signals such as AKT and 

mTOR did now show any changes. These results indicated that SB365 did not induce 

autophagic flux in GBM cells, but inhibited flux inhibition. 

Autophagic flux inhibition is closely related to lysosomal dysfunction. It is known that 

lysosomal neutralization induces inactivation of lysosomal enzymes, resulting in the failure of 
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autophagosome degradation, and thus autophagic flux inhibition. To investigate whether SB365 

induced LMP in GBM cells, the cells treated with SB365 were stained with acridine orange. As 

a result, intracellular pH gradually decreased from 6 to 48 hours of treatment, indicating that 

lysosomal neutralization occurred in GBM cells by SB365. 

Frequently, lysosomal neutralization occurs due to lysosomal membrane permeabilization 

(LMP). When it occurs, cathepsins B and D leak from the lysosome and damage the 

mitochondria. To evaluate whether SB365 induced LMP in GBM cells, two experiments were 

performed. First, cells were treated with SB365 in the presence of an inhibitor against cathepsin 

B or cathepsin D, and the effect on cell growth was evaluated by CCK-8 assay. Results showed 

that cathepsin B inhibitor, but not the cathepsin D inhibitor, recovered the suppressed cell growth 

by SB365 for about 40%. That indicated that cathepsin B leaked out of the lysosome and 

contributed to the cell death caused by SB365 in some way. Secondly, cells were stained with 

JC-1, and mitochondrial membrane potential (MMP) was analyzed, which showed a decreased 

value. Besides, the cathepsin B inhibitor reduced the frequency of cells with deteriorated MMP. 

Results from these experiments in combination indicated breakage of the lysosomal membrane 

in GBM cells by SB365 and following leakage of cathepsin B, which partially contributed to 

the cell death by way of mitochondrial damage at least in part. 

When autophagic flux inhibition and mitochondrial damage occur, reactive oxygen species 

(ROS) accumulates, which exerts a harmful effect on cells. To evaluate whether this was the 

case in GBM cells treated with SB365, cells were treated with SB365 in the absence and 

presence of an antioxidant N-acetyl-cysteine (NAC). When the cell proliferation was analyzed 

CCK-8 assay, NAC recovered about 70% of the cell proliferation inhibited by SB365. 

Meanwhile, in vitro and in vivo studies were performed to investigate whether SB365 could 

effectively increase the toxicity of TMZ in GBM cells. As a result, SB365 additively increased 
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the cytotoxicity of TMZ. 

In conclusion, SB365 induced LMP in GBM cells, which resulted in the inhibition of 

autophagic flux and the accumulation of autophagosomes, and the accumulation of ROS 

through the damage of mitochondria, all of which ultimately led to CICD. These results suggest 

that SB365 could be a candidate for a new treatment for GBM or adjuvant for TMZ treatment. 

 

Key words: Pulsatilla saponin D, SB365, glioblastoma multiforme, temozolomide, autophagic  

flux inhibition, lysosomal membrane permeabilization, mitochondrial membrane  

potential 
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