
기관고유연구사업 최종보고서

(과제번호 : 0910260)

난소암 맞춤치료를 위한 분자생물학적 지표연구 II

과제책임자 : 강 석 범

국 립 암 센 터

제 출 문

국립암센터 원장 귀하

이 보고서를 기관고유연구사업 “난소암 맞춤치료를 위한 분자생물학적 지

표연구 II” 과제의 최종보고서로 제출합니다.

2012. 1. 31

국 립 암 센 터

과 제 책 임 자 : 강 석 범

제1세부과제명(과제책임자) : 강 석 범

제2세부과제명(과제책임자) : 노 승 배



목 차

< 요 약 문 >

(한글).............................................................................1

(영문).............................................................................3

1. 연구의 최종목표.............................................................4

2. 연구의 내용 및 결과........................................................4

3. 연구결과 고찰 및 결론.....................................................7

4. 연구성과 및 목표달성도....................................................8

5. 연구결과의 활용계획.......................................................12

6. 참고문헌......................................................................13

7. 첨부서류......................................................................14

※ 여러개의 세부과제로 과제가 구성된 경우 위 목차와 동일하게 세부과제별로 작성함

(I. 총괄과제, II. 제1세부과제, III. 제2세부과제...........................)

- 1 -

< 요 약 문 >
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◆ 연구목표
난소암 1차 치료 및 재발 예측을 위한 혈청 표지자(biomarker) 개발 및 임상 응용을 위한 모

델 확립 및 유전체 정보 분석기법을 이용한 항암효과를 갖는 신규약제 발굴

◆ 연구내용 및 방법

1) 종양표지자를 이용한 난소암 맞춤치료를 위한 전략 수립

가) 수술 결과 예측 모델: 종양감축술 예후인자 분석

- CA125 (cut-off 500U/ml, positive likelihood ratio 1.87; odds ratio 3.7, strong

association with suboptimal cytoreduction, 2010년 J Surg Oncol published)

- 예후예측을 판별하는 Nadir CA125의 한국 여성에서의 표준치 조사 (2011 J Gynecol

Oncol published)

- HE4 (cut-off 100pM, strong association with suboptimal cytoreduction, odds ratio

2.5, p = 0.007, 2011년 SGO meeting 발표; 2011년 Annals of Surgical Oncology published)

나) 맞춤치료 의사결정 모델: 환자에 따른 항암화학요법 개인화(individualized) 항암화학요

법 주기(cycle) 설정

- Subnormal CA125 level at remission state: retrospective cohort analysis -

remission state의 serum CA125 level은 high risk factor이지만, chemotherapy의

individualization이 예후를 향상시키지 못함을 보고 (2011년 Gynecol Obstet Invest

published)

다) CA125 level에 따른 neoadjuvant chemotherapy 개인화(individualized) 적용

- High serum CA125 level (>2,000 U/ml) 환자에서 neoadjuvant chemotherapy가 환

자 예후를 향상시킬 수 있음을 발표 (2010년 IGCS meeting 발표, 2011년 Gynecol Oncol

published)

2) 신규 종양 혈청표지자 개발을 위한 데이터베이스 확보
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가) 정상대조군 및 난소암 환자군 간의 유망 신규 표지자 HE4를 이용한 조기 검진 모델의

한국 여성에서의 적용 가능성 확인 - 정상인 대 난소암 환자군 median level (111.7pM vs.

68.6pM). 한국 정상-난소암 대조군에서 HE4는 98% specificity에서 50.4%의 sensitivity를 보

여서 CA125와 병용하였을 때 진단율의 상승을 기대하기 어려움을 발표 (2012 SGO meeting

발표예정)

나) 혈청 데이터베이스의 확보: 2010년 10월 현재 160명의 난소암 환자에서 환자 임상경과

에 따라 292개의 샘플을 확보하였음(목표치의 150% 달성)

3) 분자표적치료제의 맞춤치료를 위한 표적치료관련 표현형 연구

- Genomic database query를 통한 표현형 선택: gene-set enrichement analysis(GSEA) -

Duke univ. DB 및 Australia DB의 분석을 통해 PI3K-AKT pathway가 난소암 예후와 연관

된 중요인자임을 확인

- Connectivity map을 이용하여 PI3K-AKT pathway를 억제할 수 있는 약제 발굴:

thioridazine이 ovarian cancer cell에서 PI3K-AKT의 inhibition을 가져오며 cell cycle arrest

를 통해 cytotoxicity 를 가져오는 것을 발표 (2010 IGCS 발표, 2011 Gynecol Oncol

published)

3) 부인 암 세포주에서 Thioridazine 의 항암 활성 효과 검색 및 검증

가. 암 세포주에 Thioridazine 처리 후 MTT assay를 이용한 농도별 생존력 관찰

나. DAPI와 TUNEL 방법을 통한 세포내의 핵의 변화를 대조군과 비교하여 확인

다. Flow cytometry을 이용하여 cell cycle 변화 및 cell division 분석

라. 약물 처리 후 변화되는 단백질 (CDK, Cyclin D1, p21, p16, p-CDC25A etc.)을 분석

마. Western blotting 을 통해 세포사멸 경로 확인

바. Thioridazine을 처리한 세포주와 PI3K inhibitor인 LY294002 와 wortmannin 를 처리한

세포주를 가지 PI3K 활성 조사 및 비교 분석

사. 농도별에 따른 Akt 인산화 변화 관찰 및 mTOR 억제제인 Rapamycin을 처리한 세포주

와의 비교 분석 및 down-stream의 4E-BP1 단백질의 인산화 변화 관찰

아. cisplatin 과 taxol 을 각각 동시에 처리했을 때 시너지를 볼 수 있는지 분석

◆ 연구성과

-정량적 성과

구분 달성치/목표치
1)

달성도(%)

SCI 논문 편수 총 21편 달성/8편 목표 260%

IF 합 총 96.6점 달성//32점 목표 300%

1) in submission 및 under revision 제외

◆ 참여연구원

(최종연도 참여인원)
성 명

노승배, 공선영, 박상윤, 서상수, 임명철, 유종우,

김주영, 정대철, 김석기, 박세현, 황종하, 이보영,

서주희, 김보람, 동승명, 변현정
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Project Summary

Title of Project New biomarkers in ovarian cancer for individualized treatment (II)

Key Words ovarian cancer, biomolecular marker, prognosis, therapy

Project Leader Sokbom Kang, M.D.

Associated Company N/A

1) Using in-silico gene signature based approach, we have demonstrated that thioridazine could

inhibit phosphatidylinositol-3'-kinase (PI3K)/Akt pathway, and thus exert cytotoxicity in

ovarian cancer cells. The current study indicated that in-silico approach, such as Connectivity

Map, is a potentially useful method to identify the unknown cellular function among the drugs

already in use in clinic. Owing to the property of Akt inhibition and additive cytotoxicity

observed with the platinum compound, further research should be focused on this drug.

2) We measured HE4 in pretreatment serum samples from 80 women with epithelial ovarian

cancer, using an enzyme-linked immunosorbent assay. The results were correlated with clinical

data. Pretreatment serum HE4 seems to be an additional factor for predicting the outcome of

patients with epithelial ovarian cancer. Due to its independence from established prognostic

factors, serum HE4 may provide additional prognostic information.

3) Among patients who achieved remission after six cycles of carboplatin-paclitaxel

chemotherapy, those with CA-125 of 10-35 U/ml at the time of remission were divided into

two groups (group A: six cycles of standard chemotherapy vs. group B: two or more

additional cycles) and were analyzed. The addition of two or more cycles of standard

chemotherapy based on posttreatment CA-125 levels was not beneficial.

4) We retrospectively reviewed records of 314 patients with EOC including 94 patients who

received NAC. After stratification by preoperative CA-125 levels, the progression-free survival

(PFS) was compared between the NAC group and the primary debulking surgery (PDS) group.

Our preliminary data suggests the possible interaction between CA-125 levels and survival

benefit of NAC. The randomized trial data about NAC should be stratified by the reproducible

and relevant criteria such as preoperative serum CA-125 level to elucidate true survival benefit

of NAC in ovarian cancer.
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1. 연구의 최종목표

난소암 1차 치료 및 재발 예측을 위한 혈청 표지자(biomarker)개발 및 임상 응용을 위한 모델 확립

- 다중 혈청 표지자를 이용 1차 치료 후 PFS 예측 모델 개발

- 혈청 표지자(serum biomarker)를 이용한 난소암 개인화 (individualized) 치료 모델 제시

- Genomic query를 이용하여, thioridazine을 비롯, 기존 임상에서 사용되고 있는 약제의 암 치료제로

서의 이용 가능성 탐색

2. 연구의 내용 및 결과

1) 종양표지자를 이용한 난소암 맞춤치료를 위한 전략 수립

가) 수술 결과 예측 모델: 종양감축술 예후인자 분석

- CA125 (cut-off 500U/ml, positive likelihood ratio 1.87; odds ratio 3.7, strong

association with suboptimal cytoreduction, 2010년 J Surg Oncol published)

- HE4 (cut-off 100pM, strong association with suboptimal cytoreduction, odds ratio

2.5, p = 0.007, 2011년 SGO meeting 발표)

나) 맞춤치료 의사결정 모델: 환자에 따른 항암화학요법 개인화(individualized) 항암화학요법

주기(cycle) 설정

- Subnormal CA125 level at remission state: retrospective cohort analysis - remission

state의 serum CA125 level은 high risk factor이지만, chemotherapy의 individualization이 예후

를 향상시키지 못함을 보고 (Gynecol Obstet Invest, published)

다) CA125 level에 따른 neoadjuvant chemotherapy 개인화(individualized) 적용

- High serum CA125 level (>2,000 U/ml) 환자에서 neoadjuvant chemotherapy가 환자

예후를 향상시킬 수 있음을 발표 (2010년 IGCS meeting 발표, Gynecol Oncol, published)

2) 신규종양혈청표지자 개발을 위한 데이터베이스 확보

가) 정상대조군 및 난소암 환자군 간의 유망 신규 표지자 HE4를 이용한 조기 검진 모델의

한국 여성에서의 적용 가능성 확인

- 정상인 대 난소암 환자군 median level (111.7pM vs. 68.6pM). 한국 정상-난소암 대조

군에서 HE4는 98% specificity에서 50.4%의 sensitivity를 보여서 CA125와 병용하였을 때 진단
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율의 상승을 기대하기 어려움을 발표 (2011 SGO meeting 발표)

나) 혈청 데이터베이스의 확보: 2010년 10월 현재 160명의 난소암 환자에서 환자 임상경과에

따라 292개의 샘플을 확보하였음(목표치의 150% 달성)

3) 분자표적치료제의 맞춤치료를 위한 표적치료관련 표현형 연구

- Genomic database query를 통한 표현형 선택: gene-set enrichement analysis(GSEA) -

Duke univ. DB 및 Australia DB의 분석을 통해 PI3K-AKT pathway가 난소암 예후와 연관된

중요인자임을 확인

- Connectivity map을 이용하여 PI3K-AKT pathway를 억제할 수 있는 약제 발굴:

thioridazine이 ovarian cancer cell에서 PI3K-AKT의 inhibition을 가져오며 cell cycle arrest를

통해 cytotoxicity를 가져오는 것을 발표 (2011 IGCS 발표, Gynecol Oncol, published)

4) 자궁경부암 및 내막암에서의 thioridazine의 세포사멸 기능

난소암 뿐만아니라 자궁경부 및 내막암에서도 세포증식 억제효과를 나타내는지를 알아보기

위하여 각각 2개씩 암 세포주를 이용하여 세포사멸 기능을 조사하였다 (그림 4).
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Figure 4. Treatment of thioridazine inhibits cellular proliferation and activates caspase-dependent 
pro-apoptotic activity. A. Effect of treatment with thioridazine (15 µM) was analyzed by 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) assays. Inhibition of cellular 
proliferation by cisplatin (20 µM) in HeLa cells was also illustrated for comparison. B. Early- and 
late-stage apoptosis induced by thioridazine was analyzed by fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled 
Annexin V assay. C. Caspase-3 enzymatic activity after treatment of thioridazine was determined using 
actyl-DEVD-7-amino-4-trifluoromethyl coumarin as the substrate. D-E. Caspase-3 and PARP cleavages 
induced by cisplatin and thioridazine treatments. Soluble protein extracts were conducted by 
immunoblotting for cleaved caspase-3 and cleaved PARP. b-actin was used as an equal loading control.

   그림에서 보시는 바와 같이 thioridazine을 자궁경부암 세포 주(HeLa의 경우)에 transfection 

시킨 결과 early stage에서 26.72%의 자궁경부암 세포를 사멸시키는 효과를 보여 주고 있다. 그

리고 growth를 조사한 결과 thioridazine을 처리했을 때 암 세포 주에서 성장이 일어나지 않았다. 

동시에 caspase-3 activity와 PARP assay를 조사한 결과에서도 현저히 사멸하는 세포가 증가하

는 것을 관찰하였다.

4) Thioridazine의 신생혈관형성 억제 가능성 연구

신생혈관형성은 endothelial cell 의 proliferation, migration and invasion, vessel formation

에 의하여 이루어진다. 먼저 in vitro 에서의 thioridazine 의 신생혈관형성 억제 활성을 조사하기

위하여 HUVECs 에 thioridazine를 처리한 후 그 억제능을 분석하였다. 먼저 세포 증식효과를 알

아보기 위하여 [
3H]thymidine incorporation assay를 실시하여 DNA 합성량을 조사하였다. 그 결

과 VEGF 에 의하여 증가된 DNA 합성이 thioridazine 에 의하여 급격히 감소되는 현상이 나타났

다 (그림 5A).

Figure 5. Thioridazine inhibits endothelial cell proliferation in vitro. (A) The angiogenic effects of 
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thioridazine on DNA synthesis in endothelial cells were followed with/without VEGF (10 ng/㎖) 
treatment for 48 hours. cpm values of [3H]thymidine were determined using a liquid scintillation 
counter. (B) Migration. (C) Tube formation in HUVECs.

배양한 인체 혈관내피세포에 thioridazine 처리한 후 HUVEC 세포의 침윤과, 이동, 및 관 형

성을 대조군인 control Mock을 처리한 세포와 비교하였다. 보시는 바와 같이 VEGF에 의해 활성

화 된 migration이 thioridazine에 의해 현저히 감소하는 현상을 볼 수 있었으며 (그림 5B), 동시에

Transwell tube formation을 실시한 결과에서도 VEGF에 의해 증가된 tube formation이

thioridazine에 의하여 완전히 저해되는 것을 볼 수 있었다 (그림 5C).

3. 연구결과 고찰 및 결론

본 연구의 결과 thioridazine은 세포내 세포사멸을 통해 PI3K/Akt 신호전달을 차단하였고 그 결과

암세포 신생혈관 형성을 유도하는 주 촉진인자인 VEGF의 발현 정도를 억제시킴으로 신생혈관을

일어나지 못하게 함으로서 암세포의 살상효과를 나타내었다. 동시에 정상세포에는 독성을 나타내

지 않는 대단히 효과적이며 안전성이 높은 보조적 항암치료제로서의 가능성을 보여주었다. 또한

신생혈관을 저해하는 암 치료 연구 분야가 현재까지도 전 세계적으로 각광을 받고 있으나 보다

효과적이고 정상세포에는 독성을 나타내지 않는 치료제의 개발이 요구되고 있는 실정에 있다. 이

러한 면에서 볼 때 결과적으로 본 연구는 PI3K/Akt를 targeting 할 수 있는 새로운 치료방법의

가능성을 제시하였으며 이를 이용한 새로운 보조적 항암치료제에 이용될 수 있을 것이다.
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CA-125 Level and Survival Benefit of
Neoadjuvant
Chemotherapy in Advanced Epithelial
Ovarian Cancer

강석범
(교신)

Gynecol

Oncol (3.73)
2011

국외
SCI

0910260

Preoperative serum CA-125 levels and
risk of suboptimal cytoreduction in
ovarian cancer: a meta-analysis

강석범
(교신)

J Surg Oncol

(2.5)
2010 국외

SCI
0910260

Multidetector CT predictors of
incomplete resection in primary
cytoreduction of patients with
advanced ovarian cancer

강석범
(교신)

Eur Radiol

(3,589)
2010

국외
SCI

0910260

Feasibility and Safety of Extensive
Upper Abdominal Surgery in Elderly
Patients with Advanced Epithelial
Ovarian Cancer

강석범
(교신)

JKMS

(0.838)
2010 국외

SCI
0910260

Diagnostic value of (18)F-FDG PET
for evaluation of paraaortic nodal
metastasis in patients with cervical
carcinoma: a metaanalysis

강석범
(교신) JNM (6.424) 2010

국외
SCI 0910260

Frequent promoter hypermethylation of
TGFBI in epithelial ovarian cancer

강석범
(제1)

Gynecol

Oncol (3.73)
2010

국외
SCI 0910260

Pelvic Lymph Node Status Assessed
by 18f-Fluorodeoxyglucose Positron
Emission Tomography Predicts
Low-Risk Group for Distant
Recurrence in Locally Advanced
Cervical Cancer: A Prospective Study

강석범
(교신)

IJROBP

(4.592)
2010

국외
SCI

0910260

Identification of low risk group for
parametrial invasion in early-stage
cervical cancer

강석범
(교신)

Gynecol

Oncol (3.73)
2010

국외
SCI

0910260

Preoperative prediction model of lymph
node metastasis in endometrial cancer

강석범
(교신)

IJGC

(2.179)
2010 국외

SCI
0910260

Role of extended chemotherapy in
advanced ovarian cancer patients with
high posttreatment serum CA-125
levels.

강석범
(교신)

Gynecol

Obstet Invest

(1.031)

2011
국외
SCI 0910260

Does Neoadjuvant Chemotherapy
Increase Optimal Cytoreduction Rate in
Advanced Ovarian Cancer?
Meta-Analysis of 21 Studies

강석범
(교신)

Ann Surg

Oncol

(3.329)

2010
국외
SCI 0910260

Nadir CA-125 level is an independent 강석범 J Surg Oncol 2009 국외 0910260

4. 연구성과 및 목표달성도

(1) 연구성과

가. 국내 및 국제 전문학술지 논문 게재 및 신청
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prognostic factor in advanced epithelial
ovarian cancer (교신) (2.183) SCI

Epstein-Barr virus-transformation of
B-cell lines in ovarian cancer patients:
feasibility of genomic storage for
unlimited use

강석범
(교신)

J Gynecol

Oncol
2009

국내
SCI-E 0910260

Prediction of a high-risk group based
on postoperative nadir CA-125 levels in
patients with advanced epithelial ovarian
cancer.

강석범
(교신)

J Gynecol

Oncol
2011 국내

SCI-E
0910260

PREFACE 1.0: A Risk Assessment Tool
for Distant Recurrence after Definitive
Platinum-based Concurrent
Chemoradiation in Patients with Locally
Advanced Cervical Cancer: A Korean
Gynecologic Oncology Group Study

강석범
(제1) J Clin Oncol in press

국외
SCI 0910260

Preoperative Identification of a
Low-Risk Group for Lymph Node
Metastasis in Endometrial Cancer: A
Korean Gynecologic Oncology Group
Study

강석범
(제1) J Clin Oncol in press

국외
SCI 0910260

Programmed cell death 6 (PDCD6) inhibits 
angiogenesis through PI3K/mTOR/p70S6K 

pathway by interacting of VEGFR-2

노 승 배
(제 1 및
교신)

Cellular
Signaling

(4.243)

2012;
24 (1):

131-139

국외
SCI 0910262

CYR61 controls p53 and NF-kB expression 
through PI3K/Akt/mTOR pathways in 

carboplatin-induced ovarian cancer cells

노 승 배
(교신)

Cancer
Letters
(4.864)

2012;
315 (1):
86-95

국외
SCI

0910262

PDCD6 additively cooperates with anti-cancer 
drugs through activation of NF-κB pathways

노 승 배
(교신)

Cellular
Signaling

(4.243)
in press 국외

SCI
0910262

논문명 저자 학술대회명 지역
1)

지원과제번호

A gene signature-based approach
identifies thioridazine as an inhibitor of
phosphatidylinositol-3’-kinase (PI3K)/AKT
pathway in ovarian cancer cell

강석범 International

Gynecologic Cancer

Society

국외 0910260

Interaction between Preoperative CA-125
Level and Survival Benefit of
Neoadjuvant
Chemotherapy in Advanced Epithelial
Ovarian Cancer

강석범 International

Gynecologic Cancer

Society

국외 0910260

Identification of low risk group for
parametrial invasion in early-stage
cervical cancer

강석범 Society of Gynecologic

Oncologist

국외 0910260

The Role of Extended Chemotherapy in
Advanced Ovarian Cancer Patients with
High Post-treatment Serum CA-125
Levels

강석범 Society of Gynecologic

Oncologis

국외 0910260

Nadir CA-125 level is an independent
prognostic factor in advanced epithelial
ovarian cancer

강석범 Annual Meeting of SGO 미국 0910260

Does Neoadjuvant Chemotherapy Increase
Optimal Cytoreduction Rate in Advanced
Ovarian Cancer? Meta-Analysis of 21
Studies

강석범 FIGO world congress 남아공 0910260

나. 국내 및 국제 학술대회 논문 발표
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보고서명 정부정책 기여내용

HE4(ELISA)

유용성/안전성
신의료기술평가 자문

HE4(CMIA)

유용성/안전성
신의료기술평가 자문

다. 연구성과의 정부정책 기여

- 11 -

최종목표 연차별목표 달성내용
달성도(%)
연차 최종

난소암 1차 치료

및 재발 예측을

위한 혈청

표지자(biomarker)

개발 및 임상

응용을 위한 모델

확립

1차년도
다중 혈청 표지자를
이용 1차 치료 후

PFS 예측 모델 개발

다중 혈청 표지자를 이용하여
난소암 생존에 가장 중요한 인자인
1차 치료 후 PFS 예측 모델 개발

3
100

%

2차년도

다중 혈청

표지자를 이용 1차

치료 후 PFS 예측

모델 개발

HE4 및 CA125에 의한 suboptimal

surgery risk 증가 및 PFS 연관

규명 및 CA125에 의한

neoadjuvant chemotherapy의

individualized treatment 가능성

제시

2
100

%

3차년도

1) 혈청 표지자 (serum

biomarker)를 이용한 난

소암 개인화 치료 모델

제시

2) Genomic query를

이용하여, thioridazine

을 비롯, 기존 임상에서

사용되고 있는 약제의

암 치료제로서의 이용

가능성 탐색

1) 난소암 신규 혈청 표지자 개발을 위

한 검체 추가확보

2) 난소암 개인화 치료 모델 제시를

위한 다기관 연구 개시

3) Proteomics을 이용한 신규 혈청 표

지자 개발 협력연구

4) Thioridazine의 혈관생성억제기능

규명

5) 기존 임상약제의 항암작용 가능성

추가 규명

3
100

%

평가의 착안점 자 체 평 가

혈청내 표지자를 이용한 1차 치료

후 PFS 예측 모델 개발 성공 여부

HE4 및 CA125와 PFS, suboptimal surgery risk 증가를

확인하였으며 보다 다수의 cohort를 대상으로 validation

하는 작업이 향후 필요함

부가적 후보 혈청 표지자의 개발

축적된 데이터베이스를 기반으로 프로테오믹스 기법

도입한 신규 표지자 개발 및 genomic query를 통한 신규

예후 연관 pathway targeting strategy를 적극 연구해야 할

것임

(2) 목표달성도

가. 연구목표의 달성도

나. 평가의 착안점에 따른 목표달성도에 대한 자체평가



- 12 -

5. 연구결과의 활용계획

(1) 연구종료 2년후 예상 연구성과

구 분 건 수 비 고

학술지 논문 게재 5
Journal of Clinical Oncology, Apoptosis,

Angiogenesis 등 유수 저널에서 publish할 예정

(2) 연구성과의 활용계획

◈ 부인의 새로운 보조적 화학요법에 대한 적합성 관련 작용 기전의 이해를 들 수 있으며,

최적의 약물을 환자에게 사용할 수 있는 기준을 위한 자료를 제공하고, 조절 기전에 따른

항암제에 저항성을 가지는 환자에게 다른 치료 방법을 제시함으로서 안전성과 암 치료 효

과의 증진

◈ 작용 기전이 검증된 새로운 보조적 화학요법제의 선택적인 치료 방법은 특히 초기 예방 치료

및 재발방지를 위한 치료 요법으로 사용됨으로서 국민의 막대한 의료비 지출을 줄일 수 있음

- 13 -
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7. 첨부서류

- 각 세부과제 참조
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< 요 약 문 >

연구분야(코드) 과제번호 0910260

과 제 명 난소암 맞춤치료를 위한 분자생물학적 지표연구 II

연구기간/연구비
(천원)

합계 2009년 1월 1일 ～ 2011년 12월 31일 251,000

1차년도 2009년 1월 1일 ～ 2009년 12월 31일 90,000

2차년도 2010년 1월 1일 ～ 2010년 12월 31일 80,000

3차년도 2011년 1월 1일 ～ 2011년 12월 31일 81,000

과제책임자
성 명 강석범 소 속 부인암연구과

전화번호 031-920-2382 전 자 우 편 sokbom@ncc.re.kr

색인단어
국문 난소암, 맞춤치료, 분자생물학, 종양표지자

영문 ovarian cancer, biomolecular marker, prognosis, therapy

◆ 연구목표
난소암 1차 치료 및 재발 예측을 위한 혈청 표지자(biomarker) 개발 및 임상 응용을 위한 모

델 확립

◆ 연구내용 및 방법

1) 종양표지자를 이용한 난소암 맞춤치료를 위한 전략 수립

가) 수술 결과 예측 모델: 종양감축술 예후인자 분석

- CA125 (cut-off 500U/ml, positive likelihood ratio 1.87; odds ratio 3.7, strong

association with suboptimal cytoreduction, 2010년 J Surg Oncol published)

- 예후예측을 판별하는 Nadir CA125의 한국 여성에서의 표준치 조사 (2011 J Gynecol

Oncol published)

- HE4 (cut-off 100pM, strong association with suboptimal cytoreduction, odds ratio

2.5, p = 0.007, 2011년 SGO meeting 발표; 2011년 Annals of Surgical Oncology published)

나) 맞춤치료 의사결정 모델: 환자에 따른 항암화학요법 개인화(individualized) 항암화학요

법 주기(cycle) 설정

- Subnormal CA125 level at remission state: retrospective cohort analysis -

remission state의 serum CA125 level은 high risk factor이지만, chemotherapy의

individualization이 예후를 향상시키지 못함을 보고 (2011년 Gynecol Obstet Invest

published)

다) CA125 level에 따른 neoadjuvant chemotherapy 개인화(individualized) 적용

- High serum CA125 level (>2,000 U/ml) 환자에서 neoadjuvant chemotherapy가 환

자 예후를 향상시킬 수 있음을 발표 (2010년 IGCS meeting 발표, 2011년 Gynecol Oncol

published)

2) 신규 종양 혈청표지자 개발을 위한 데이터베이스 확보

- 19 -

가) 정상대조군 및 난소암 환자군 간의 유망 신규 표지자 HE4를 이용한 조기 검진 모델의 한

국 여성에서의 적용 가능성 확인 - 정상인 대 난소암 환자군 median level (111.7pM vs.

68.6pM). 한국 정상-난소암 대조군에서 HE4는 98% specificity에서 50.4%의 sensitivity를 보

여서 CA125와 병용하였을 때 진단율의 상승을 기대하기 어려움을 발표 (2012 SGO meeting

발표예정)

나) 혈청 데이터베이스의 확보: 2010년 10월 현재 160명의 난소암 환자에서 환자 임상경과에

따라 292개의 샘플을 확보하였음(목표치의 150% 달성)

3) 분자표적치료제의 맞춤치료를 위한 표적치료관련 표현형 연구

- Genomic database query를 통한 표현형 선택: gene-set enrichement analysis(GSEA) -

Duke univ. DB 및 Australia DB의 분석을 통해 PI3K-AKT pathway가 난소암 예후와 연관

된 중요인자임을 확인

- Connectivity map을 이용하여 PI3K-AKT pathway를 억제할 수 있는 약제 발굴:

thioridazine이 ovarian cancer cell에서 PI3K-AKT의 inhibition을 가져오며 cell cycle arrest

를 통해 cytotoxicity 를 가져오는 것을 발표 (2010 IGCS 발표, 2011 Gynecol Oncol

published)

◆ 연구성과

-정량적 성과

구분 달성치/목표치
1)

달성도(%)

SCI 논문 편수

목표치

2009년 2편

2010년 2편

2011년 2편

총 18편 달성/6편 목표

300%

IF 합

2009년 8점

2010년 8점

2011년 8점

총 83.3점 달성

/24점 목표

347%

․

◆ 참여연구원

(최종연도 참여인원)
성 명

노승배, 공선영, 박상윤, 서상수, 임명철, 유종우,

김주영, 정대철, 김석기, 박세현, 황종하, 이보영,

서주희, 김보람, 동승명, 변현정
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Project Summary

Title of Project New biomarkers in ovarian cancer for individualized treatment (II)

Key Words ovarian cancer, biomolecular marker, prognosis, therapy

Project Leader Sokbom Kang, M.D.

Associated Company N/A

1) Using in-silico gene signature based approach, we have demonstrated that thioridazine could

inhibit phosphatidylinositol-3'-kinase (PI3K)/Akt pathway, and thus exert cytotoxicity in

ovarian cancer cells. The current study indicated that in-silico approach, such as Connectivity

Map, is a potentially useful method to identify the unknown cellular function among the drugs

already in use in clinic. Owing to the property of Akt inhibition and additive cytotoxicity

observed with the platinum compound, further research should be focused on this drug.

2) We measured HE4 in pretreatment serum samples from 80 women with epithelial ovarian

cancer, using an enzyme-linked immunosorbent assay. The results were correlated with clinical

data. Pretreatment serum HE4 seems to be an additional factor for predicting the outcome of

patients with epithelial ovarian cancer. Due to its independence from established prognostic

factors, serum HE4 may provide additional prognostic information.

3) Among patients who achieved remission after six cycles of carboplatin-paclitaxel

chemotherapy, those with CA-125 of 10-35 U/ml at the time of remission were divided into

two groups (group A: six cycles of standard chemotherapy vs. group B: two or more

additional cycles) and were analyzed. The addition of two or more cycles of standard

chemotherapy based on posttreatment CA-125 levels was not beneficial.

4) We retrospectively reviewed records of 314 patients with EOC including 94 patients who

received NAC. After stratification by preoperative CA-125 levels, the progression-free survival

(PFS) was compared between the NAC group and the primary debulking surgery (PDS) group.

Our preliminary data suggests the possible interaction between CA-125 levels and survival

benefit of NAC. The randomized trial data about NAC should be stratified by the reproducible

and relevant criteria such as preoperative serum CA-125 level to elucidate true survival benefit

of NAC in ovarian cancer.
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1. 연구의 최종목표

난소암 1차 치료 및 재발 예측을 위한 혈청 표지자(biomarker) 개발 및 임상 응용을 위한 모델 확

립

- 다중 혈청 표지자를 이용 1차 치료 후 PFS 예측 모델 개발

- 혈청 표지자(serum biomarker)를 이용한 난소암 개인화 (individualized) 치료 모델 제시

- Genomic query를 이용하여, thioridazine을 비롯, 기존 임상에서 사용되고 있는 약제의 암 치료제로

서의 이용 가능성 탐색

2. 연구의 내용 및 결과

1) 종양표지자를 이용한 난소암 맞춤치료를 위한 전략 수립

가) 수술 결과 예측 모델: 종양감축술 예후인자 분석

- CA125 (cut-off 500U/ml, positive likelihood ratio 1.87; odds ratio 3.7, strong

association with suboptimal cytoreduction, 2010년 J Surg Oncol published)

- HE4 (cut-off 100pM, strong association with suboptimal cytoreduction, odds ratio

2.5, p = 0.007, 2011년 SGO meeting 발표)

나) 맞춤치료 의사결정 모델: 환자에 따른 항암화학요법 개인화(individualized) 항암화학요법

주기(cycle) 설정

- Subnormal CA125 level at remission state: retrospective cohort analysis - remission

state의 serum CA125 level은 high risk factor이지만, chemotherapy의 individualization이 예후

를 향상시키지 못함을 보고 (Gynecol Obstet Invest, published)

다) CA125 level에 따른 neoadjuvant chemotherapy 개인화(individualized) 적용

- High serum CA125 level (>2,000 U/ml) 환자에서 neoadjuvant chemotherapy가 환자

예후를 향상시킬 수 있음을 발표 (2010년 IGCS meeting 발표, Gynecol Oncol, published)

2) 신규종양혈청표지자 개발을 위한 데이터베이스 확보

가) 정상대조군 및 난소암 환자군 간의 유망 신규 표지자 HE4를 이용한 조기 검진 모델의

한국 여성에서의 적용 가능성 확인

- 정상인 대 난소암 환자군 median level (111.7pM vs. 68.6pM). 한국 정상-난소암 대조
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군에서 HE4는 98% specificity에서 50.4%의 sensitivity를 보여서 CA125와 병용하였을 때 진단

율의 상승을 기대하기 어려움을 발표 (2011 SGO meeting 발표)

나) 혈청 데이터베이스의 확보: 2010년 10월 현재 160명의 난소암 환자에서 환자 임상경과에

따라 292개의 샘플을 확보하였음(목표치의 150% 달성)

3) 분자표적치료제의 맞춤치료를 위한 표적치료관련 표현형 연구

- Genomic database query를 통한 표현형 선택: gene-set enrichement analysis(GSEA) -

Duke univ. DB 및 Australia DB의 분석을 통해 PI3K-AKT pathway가 난소암 예후와 연관된

중요인자임을 확인

- Connectivity map을 이용하여 PI3K-AKT pathway를 억제할 수 있는 약제 발굴:

thioridazine이 ovarian cancer cell에서 PI3K-AKT의 inhibition을 가져오며 cell cycle arrest를

통해 cytotoxicity를 가져오는 것을 발표 (2011 IGCS 발표, Gynecol Oncol, published)

3. 연구결과 고찰 및 결론

- 본 연구 결과에 따라서 난소암 1차 치료 종료 시 추가적 공고요법 또는 표적치료에 대한 새로

운 임상시험을 trigger할 수 있을 것으로 기대됨. 현재 부인암 분야에서는 KGOG가 Gynecologic

Cancer Intergroup (GCIG), JGOG (Japanese Gynecologic Oncology Group) 및 Gynecologic

Oncology Group (GOG)와 연계한 임상시험 기반이 구축되어 이에 따른 다국적 임상시험까지 노

려볼 수 있을 것으로 기대됨

- 재발 예측 모델에 의하여 새로운 biochemical relapse 진단 기준을 수립할 수 있을 것으로 기대

됨. 단, 재발암의 조기 진단이 효과적 후행 치료에 의해 생존률 향상으로 연결될 수 있을지는 미

지수이며, 이는 추가적 임상시험이 필요함

- 현재 multiple molecular panel에 의한 분자표지자 연구는 걸음마 단계이며 추후

multi-dimensional omics study의 결과에 따른 다중 표지자 연구 결과가 우후죽순 격으로 쏟아질

것으로 예상됨. 이에 따라, 쏟아지는 결과를 효과적으로 validation 할 수 있는 검체 database가 요

구되며 본 연구는 이러한 결과를 만족시킬 수 있을 것으로 판단됨.

- 난소암의 1차 치료 이후 예후 모델링에 따른 예후불량군에 대한 효과적인 대책이 있어야

모델링의 의의가 있음. 따라서, 표적치료 연구의 다음 단계는 예후불량군에 대한 clustering

analysis 및 각 subgroup에 대한 효과적인 맞춤 치료를 제시하는 것이 될 것임.
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논문명 저자
(저자구분

1)
)
저널명(I.F.) Year;

Vol(No):Page
구분2)

지원과제번호
3)

A gene signature-based approach
identifies thioridazine as an inhibitor of
phosphatidylinositol-3’-kinase
(PI3K)/AKT pathway in ovarian cancer
cell

강석범
(교신)

Gynecol

Oncol (3.73)
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국외
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국외
SCI

0910260

Preoperative serum CA-125 levels and
risk of suboptimal cytoreduction in
ovarian cancer: a meta-analysis

강석범
(교신)

J Surg Oncol

(2.5)
2010 국외
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4. 연구성과 및 목표달성도

(1) 연구성과

가. 국내 및 국제 전문학술지 논문 게재 및 신청



- 24 -
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논문명 저자 학술대회명 지역
1)

지원과제번호

A gene signature-based approach
identifies thioridazine as an inhibitor of
phosphatidylinositol-3’-kinase (PI3K)/AKT
pathway in ovarian cancer cell

강석범 International

Gynecologic Cancer

Society

국외 0910260

Interaction between Preoperative CA-125
Level and Survival Benefit of
Neoadjuvant
Chemotherapy in Advanced Epithelial
Ovarian Cancer

강석범 International

Gynecologic Cancer

Society

국외 0910260

Identification of low risk group for
parametrial invasion in early-stage
cervical cancer
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High Post-treatment Serum CA-125
Levels

강석범 Society of Gynecologic

Oncologis
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Nadir CA-125 level is an independent
prognostic factor in advanced epithelial
ovarian cancer

강석범 Annual Meeting of SGO 미국 0910260

Does Neoadjuvant Chemotherapy Increase
Optimal Cytoreduction Rate in Advanced
Ovarian Cancer? Meta-Analysis of 21
Studies

강석범 FIGO world congress 남아공 0910260

나. 국내 및 국제 학술대회 논문 발표
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보고서명 정부정책 기여내용

HE4(ELISA)

유용성/안전성
신의료기술평가 자문

HE4(CMIA)

유용성/안전성
신의료기술평가 자문

다. 연구성과의 정부정책 기여
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최종목표 연차별목표 달성내용
달성도(%)
연차 최종

난소암 1차 치료

및 재발 예측을

위한 혈청

표지자(biomarker)

개발 및 임상

응용을 위한 모델

확립

1차년도
다중 혈청 표지자를
이용 1차 치료 후

PFS 예측 모델 개발

다중 혈청 표지자를 이용하여
난소암 생존에 가장 중요한 인자인
1차 치료 후 PFS 예측 모델 개발

3
1 0 0

%

2차년도

다중 혈청

표지자를 이용 1차

치료 후 PFS 예측

모델 개발

HE4 및 CA125에 의한 suboptimal

surgery risk 증가 및 PFS 연관

규명 및 CA125에 의한

neoadjuvant chemotherapy의

individualized treatment 가능성

제시

2
1 0 0

%

3차년도

1) 혈청 표지자 (serum

biomarker)를 이용한 난

소암 개인화 치료 모델

제시

2) Genomic query를

이용하여, thioridazine

을 비롯, 기존 임상에서

사용되고 있는 약제의

암 치료제로서의 이용

가능성 탐색

1) 난소암 신규 혈청 표지자 개발을 위

한 검체 추가확보

2) 난소암 개인화 치료 모델 제시를

위한 다기관 연구 개시

3) Proteomics을 이용한 신규 혈청 표

지자 개발 협력연구

4) Thioridazine의 혈관생성억제기능

규명

5) 기존 임상약제의 항암작용 가능성

추가 규명

3
1 0 0

%

평가의 착안점 자 체 평 가

혈청내 표지자를 이용한 1차 치료

후 PFS 예측 모델 개발 성공 여부

HE4 및 CA125와 PFS, suboptimal surgery risk 증가를

확인하였으며 보다 다수의 cohort를 대상으로 validation

하는 작업이 향후 필요함

부가적 후보 혈청 표지자의 개발

축적된 데이터베이스를 기반으로 프로테오믹스 기법

도입한 신규 표지자 개발 및 genomic query를 통한 신규

예후 연관 pathway targeting strategy를 적극 연구해야 할

것임

(2) 목표달성도

가. 연구목표의 달성도

나. 평가의 착안점에 따른 목표달성도에 대한 자체평가
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5. 연구결과의 활용계획

(1) 연구종료 2년후 예상 연구성과

구 분 건 수 비 고

학술지 논문 게재 5 Journal of Clinical Oncology 2편 외
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7. 첨부서류
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세부과제명 : 부인 암에서의 Thioridazine을 이용한 항암효과 및 신생

혈관형성 억제 기전 연구(Anti-cancer effect and molecular   
              mechanism of angiogenesis inhibitor by thioridazine)
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< 요 약 문 >

연구분야(코드) 과제번호 0910260

과 제 명
부인 암에서의 thioridazine을 이용한 항암효과 및 신생혈관형성 억제 기전

연구

연구기간/연구비
(천원)

합계 2011년 01월01일 ～ 2011년 12월31일 120,000

1차년도 2011년 01월01일 ～ 2011년 12월31일 120,000

과제책임자
성 명 노 승 배

전화번호 031-920-2383 전 자 우 편 sbrho@ncc.re.kr

색인단어
국문 세포사멸, 인테그린, 신생혈관형성, 신호전달

영문 apoptosis, integrin, angiogenesis, signal pathway

◆ 연구목표

<최종목표>

암화과정에서 중요한 역할 수행을 하는 integrin 활성을 저해하는 세포내 신호전달체계를 규

명하고 항암 분자 기전을 통하여 이행성 연구에 있어 질환 치료법의 개발을 위한 중요한 모

델을 제공

․ 부인 암 세포주에서 Thioridazine이 갖는 종양형성 억제 및 세포사멸 기능 연구

․ 종양신생혈관형성 억제제로서 기존 항암제와의 병합치료 효과 검증

․ Thioridazine이 갖는 혈관생성 억제 활성을 통한 세포내 신호전달체계 확립 및 (전)임상

연구를 위한 자료를 제공

<당해연도목표>

가) 부인 암 세포주 (자궁경부암, 난소암, 자궁내막암 - 6종류)에서 Thioridazine 의 항암 활성

효과 검색 및 검증

나) Thioridizine 의 세포사멸 기전 경로 확인

다) 기존 항암 화학 요법과 병합효과 기능성 검증

◆ 연구내용 및 방법

가. 암 세포주에 Thioridazine 처리 후 MTT assay를 이용한 농도별 생존력 관찰

나. DAPI와 TUNEL 방법을 통한 세포내의 핵의 변화를 대조군과 비교하여 확인

다. Flow cytometry을 이용하여 cell cycle 변화 및 cell division 분석
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라. 약물 처리 후 변화되는 단백질 (CDK, Cyclin D1, p21, p16, p-CDC25A etc.)을 관찰 및

분석

마. Western blotting 을 통해 세포사멸 경로 확인 [Caspase-3 (z-DEVD-fmk) and 9

(z-LEHD-fmk) inhibitor 처리]

바. Thioridazine을 처리한 세포주와 PI3K inhibitor인 LY294002 와 wortmannin 를 처리한

세포주를 가지 PI3K 활성 조사 및 비교 분석

사. 농도별에 따른 Akt 인산화 변화 관찰 및 mTOR 억제제인 Rapamycin을 처리한 세포주

와의 비교 분석 및 down-stream의 4E-BP1 단백질의 인산화 변화 관찰

아. 기존의 항암효과를 나타내는 cisplatin 과 taxol 을 각각 동시에 처리했을 때 시너지 항암

활성 효과를 볼 수 있는지를 MTT assay 및 caspase activity assay 방법을 통해 비교

분석

◆ 연구성과

- 정량적 성과

구분 달성치/목표치 달성도(%)

SCI 논문 편수 3/3 100 %

IF 합 12.87/11 117 %

기타 성과
현재 논문 1편 in press, 1편 revision중이며,

1편 submitted

- 정성적 성과

1. Thioridazine는 난소암에 있어 세포사멸을 유도함으로서 종양 억제 효과를 보임.

2. 이러한 현상은 PI3K/Akt 신호전달 경로를 차단함으로서 세포주기를 arrest 시키고, 기존

항암제와의 병합효과 결과에서도 탁월한 효과를 보임.

3. 신생혈관 형성 억제 효과에도 관여

◆ 참여연구원

(최종연도 참여인원)
성 명

박상윤, 강석범, 변현정, 김보람
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Project Summary

 Title of Project Anti-cancer effect and molecular mechanism of angiogenesis 
inhibitor by thioridazine

 Key Words  apoptosis, integrin, angiogenesis, signal pathway

 Project Leader  Seung Bae Rho

 Associated Company

   
     Thioridazine, a derivative of phenothiazine, has been reported to have 

antiproliferative activity on tumor cells. However, the mechanism has not been well 

defined. Using in-silico gene signature based approach, we have demonstrated that 

thioridazine could inhibit phosphatidylinositol-3′-kinase (PI3K)/Akt pathway, and 

thus exert cytotoxicity in ovarian cancer cells. The Connectivity Map indicated that 

thioridazine induces gene signature similar to that of Akt inhibition. Moreover, 

preexisting inhibitors of PI3K/Akt pathway were also found to reveal similar 

signature. In SKOV-3 cells, immunoblot using p85 antibody showed that thioridazine 

could inhibit PI3K signal. In addition, thioridazine was found to inhibit p-Akt (Ser 

473) in a dose-dependent manner. Furthermore, thioridazine was found to decrease 

cell viability and induce apoptosis. Exposure to thioridazine induced G0/G1 arrest 

and down-regulated the cell cycle regulator, Cyclin D1 and CDK4, and up-regulated 

p21, p16, and p-CDC25A. Finally, additive cytotoxicity was observed when cisplatin 

and thioridazine were treated simultaneously. The current study indicated that 

in-silico approach, such as Connectivity Map, is a potentially useful method to 

identify the unknown cellular function among the drugs already in use in clinic. 

Owing to the property of Akt inhibition and additive cytotoxicity observed with the 

platinum compound, further research should be focused on this drug.



- 37 -

1. 연구의 최종목표

암화과정에서 중요한 역할 수행을 하는 integrin 활성을 저해하는 세포내 신호전달체계를 규

명하고, 항암 분자 기전을 통하여 이행성 연구에 있어 질환 치료법의 개발을 위한 중요한 모델

을 제공

2. 연구의 내용 및 결과

(1) 2011년도 (2011년 1월 - 12월) 연구내용

1) 부인암 세포주에서 thioridazine의 항암 활성 효과 검색 및 검증

가. 암 세포주에 thioridazine 처리 후 MTT assay를 이용한 농도별 생존력 관찰

나. DAPI와 TUNEL 방법을 통한 세포내의 핵의 변화를 대조군과 비교하여 확인

다. Flow cytometry을 이용하여 cell cycle 변화 및 cell division 분석

라. 약물 처리 후 변화되는 단백질 (CDK, Cyclin D1, p21, p16, p-CDC25A etc.)을 관찰 및

분석

2) Thioridazine의 세포사멸 기전 경로 확인

가. Western blotting 을 통해 세포사멸 경로 확인 [Caspase-3 (z-DEVD-fmk) and 9

(z-LEHD-fmk) inhibitor 처리)

나. Thioridazine을 처리한 세포주와 PI3K inhibitor인 LY294002 와 wortmannin를 처리한

세포주를 가지고 PI3K 활성 조사 및 비교 분석

다. 농도별에 따른 Akt 인산화 변화 관찰 및 mTOR 억제제인 Rapamycin을 처리한 세포

주와의 비교 분석 및 down-stream의 4E-BP1 단백질의 인산화 변화 관찰

3) 기존 항암 화학 요법과 병합효과 가증성 검증

가. 기존의 항암효과를 나타내는 cisplatin과 taxol 을 각각 동시에 처리 했을때 시너지 항

암 활성 효과를 볼 수 있는지를 MTT assay 및 caspase activity assay 방법을 통해

비교 분석
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(2) 연구결과

1) 난소암 세포주에서 thioridazine의 세포내 기능

 본 연구진은 먼저 여성생식기 암 중 난소암에서 Thioridazine의 특성을 알아보기 위하여

난소암 세포주인 SKOV-3 세포에 농도별로 처리한 후 세포 생존력을 관찰하였다. 그림에서 보시

는 바와 같이 (그림 1) 농도에 따라 점진적으로 세포의 생존 능력이 감소하는 경향을 볼 수 있으

며 20 μM의 농도를 처리했을 때 50% 가까이 세포 사멸을 유도하는 것을 알 수 있었다

(Thioridazine의 약물 농도를 20 μM로 모든 실험에 사용). 이러한 현상을 좀 더 세밀하게 조사하

기 위하여 다양한 세포사멸 방법들을 도입하여 재 확인해 본 결과 기존의 항암제인 Cisplatin과

비교 분석 했을 때 Cisplatin 보다는 약간 사멸 능력이 떨어지나 세포사멸을 유도하는 것을 볼 수

가 있었다. 따라서 현재까지 Thioridazine이 가지고 있는 정확한 특성 및 기능에 대해서 전혀 알

려진 바가 없는 상태이므로 여성생식기암과의 관계를 좀 더 자세히 연구할 필요가 있다고 사료되

었다.    

Figure 1. The effect of thioridazine on cell growth. A) Various concentration of thioridazine used for 
the assays (5~25 μM). SKOV-3 cells were treated with or without thioridazine. 24 hour after treated, 
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cell viability was measured using MTT colorimetric assay. B) MTT assay was performed on SKOV-3 
cancer cells treated for 24 hours with 20 μM drug. The relative rate of cell viability/proliferation was 
determined using the MTT assays. The amount of MTT-formazan was measured as absorbance at 540 
nm. Absorbance of sample was converted as the relative rate of proliferation. C) Apoptosis examined 
by DNA fragmentations. Cells were stained with DAPI and visualized by fluorescence microscopy. The 
arrow indicates DNA fragmentations. Size bar, 20 μm. D) Cultured SKOV-3 cells were treated with 
and without thioridazine for 24 hours, cells were harvested, cell lysates prepared. Cell lysates were 
incubated with substrate, and absorbance at 405 nM (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) was 
measured to determine caspase-3 activity. E) SKOV-3 cells were treated for 24 hours with/without 20 μ

M thioridazine. Cell lysates were immnunoblotted with anti-caspase-3 (left), anti-caspase-9 (right), and 
with b-actin for internal control.

Figure 2. Effects of thioridazine of cell cycle progression of human SKOV-3 ovarian cancer cells. A) 
SKOV-3 cells were exposed with and without drug for 24 hours. Cellular DNA was stained with 
propidium iodide(PI) and cell cycle distributions was determined by flow cytometry (FACScalibur, 
Becton Dickinson). When treated to only thioridazine, the cell proportion in G1 phase increased, 
indicating that thioridazine arrested the cell cycle at the G0-G1 phase. B: Subsequently, the effect of 
thioridazine on downstream expression profile of proteins associated with cell cycle arrest was tested. 
Protein expression was visualized by immnunoblot analysis using the appropriate specific antibodies.

세포사멸을 유도한 세포들이 정확히 어느 단계에서 일어나는지를 확인하기 위하여 cell

division 분석 방법 중 하나인 flow cytometry (FACS) 방법을 통하여 세포들의 분포도를 관찰하
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였다. 그 결과 그림에서 보시는 바와 같이 (그림 2) sub-G1 에 세포들이 많이 분포되어 있는 것

을 알 수 있었는데 이것을 다시 말하면 G0-G1 phase에서 세포주기를 arrest 한다는 것을 의미를

갖고 있다. 이처럼 Thioridazine이 정확하게 세포주기를 arrest 한다면, 이로 인한 세포주기에 관계

된 단백질들의 발현은 감소하거나 또는 증가하는 현상이 뚜렷이 나타날 것으로 생각되어 지며 그

결과 역시 증가하거나 감소하는 경향들을 볼 수 있었다 (그림 2B).

2) 난소암 세포주에서 thioridazine의 병합처리 효과

      기존 항암제와의 병합 투여 효과를 알아보기 위하여 본 연구에 Cisplatin 과 Paclitaxel을

사용하였다. 그림에서 보시는 바와 같이 (그림 3) Cisplatin 과의 병합 투여 효과만이 증가하는 현

상을 보였으며, Paclitaxel 과의 병합 투여에서는 반응을 보이지 않았다. 이는 크게 두 가지 생각

해 볼 수가 있는데 하나는 약물들이 서로 세포내에서 인지하고 억제하고자 하는 리셉터나 단백질

들이 다르거나, 즉 다시 말하면 신호전달체계에 다를 수 있기 때문이다. 또 하나는 약물을 처리하

는데 있어 순서도 중요하리라 생각이 든다. 현재까지의 결과는 Cisplatin 과 Paclitaxel 을 각각 먼

저 처리한 후 Thioridazine을 처리한 결과만을 보여 주고 있다. 따라서 Thioridazine 을 먼저 처리

한 후 그 다음 Cisplatin 과 Paclitaxel을 각각 처리한 후의 결과를 얻는다면 이와 같이 병합 투여

효과에서 나타나는 결과들을 좀 더 정확히 해석되어지리라 생각되어 진다.

Figure 3. The additive effects of cell cycle arrest by thioridazine and two conventional 
chemotherapeutic agents. Cells were then incubated with each drug-agent for 24 hours. Cell viability 
was then determined using a viable cell assay. Apoptosis was assessed by fluorescence microscopy. 
Triplicate samples were determined for every data point and SDs indicated as error bars. The 
experiments were repeated four times with similar results.

3) 자궁경부암 및 내막암에서의 thioridazine의 세포사멸 기능

난소암 뿐만아니라 자궁경부 및 내막암에서도 세포증식 억제효과를 나타내는지를 알아보기

위하여 각각 2개씩 암 세포주를 이용하여 세포사멸 기능을 조사하였다 (그림 4).

Figure 4. Treatment of thioridazine inhibits cellular proliferation and activates caspase-dependent 
pro-apoptotic activity. A. Effect of treatment with thioridazine (15 µM) was analyzed by 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) assays. Inhibition of cellular 
proliferation by cisplatin (20 µM) in HeLa cells was also illustrated for comparison. B. Early- and 
late-stage apoptosis induced by thioridazine was analyzed by fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled 
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Annexin V assay. C. Caspase-3 enzymatic activity after treatment of thioridazine was determined using 
actyl-DEVD-7-amino-4-trifluoromethyl coumarin as the substrate. D-E. Caspase-3 and PARP cleavages 
induced by cisplatin and thioridazine treatments. Soluble protein extracts were conducted by 
immunoblotting for cleaved caspase-3 and cleaved PARP. b-actin was used as an equal loading control.
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   그림에서 보시는 바와 같이 thioridazine을 자궁경부암 세포 주(HeLa의 경우)에 transfection 

시킨 결과 early stage에서 26.72%의 자궁경부암 세포를 사멸시키는 효과를 보여 주고 있다. 그

리고 growth를 조사한 결과 thioridazine을 처리했을 때 암 세포 주에서 성장이 일어나지 않았다. 

동시에 caspase-3 activity와 PARP assay를 조사한 결과에서도 현저히 사멸하는 세포가 증가하

는 것을 관찰하였다.

4) Thioridazine의 신생혈관형성 억제 가능성 연구

신생혈관형성은 endothelial cell 의 proliferation, migration and invasion, vessel formation

에 의하여 이루어진다. 먼저 in vitro 에서의 thioridazine 의 신생혈관형성 억제 활성을 조사하기

위하여 HUVECs 에 thioridazine를 처리한 후 그 억제능을 분석하였다. 먼저 세포 증식효과를 알

아보기 위하여 [
3H]thymidine incorporation assay를 실시하여 DNA 합성량을 조사하였다. 그 결

과 VEGF 에 의하여 증가된 DNA 합성이 thioridazine 에 의하여 급격히 감소되는 현상이 나타났

다 (그림 5A).

Figure 5. Thioridazine inhibits endothelial cell proliferation in vitro. (A) The angiogenic effects of 
thioridazine on DNA synthesis in endothelial cells were followed with/without VEGF (10 ng/㎖) 
treatment for 48 hours. cpm values of [3H]thymidine were determined using a liquid scintillation 
counter. (B) Migration. (C) Tube formation in HUVECs.

배양한 인체 혈관내피세포에 thioridazine 처리한 후 HUVEC 세포의 침윤과, 이동, 및 관 형

성을 대조군인 control Mock을 처리한 세포와 비교하였다. 보시는 바와 같이 VEGF에 의해 활성

화 된 migration이 thioridazine에 의해 현저히 감소하는 현상을 볼 수 있었으며 (그림 5B), 동시에

Transwell tube formation을 실시한 결과에서도 VEGF에 의해 증가된 tube formation이

thioridazine에 의하여 완전히 저해되는 것을 볼 수 있었다 (그림 5C).
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3. 연구결과 고찰 및 결론

본 연구의 결과 thioridazine은 세포내 세포사멸을 통해 PI3K/Akt 신호전달을 차단하였고 그

결과 암세포 신생혈관 형성을 유도하는 주 촉진인자인 VEGF의 발현 정도를 억제시킴으로 신생

혈관을 일어나지 못하게 함으로서 암세포의 살상효과를 나타내었다. 동시에 정상세포에는 독성을

나타내지 않는 대단히 효과적이며 안전성이 높은 보조적 항암치료제로서의 가능성을 보여주었다.

또한 신생혈관을 저해하는 암 치료 연구 분야가 현재까지도 전 세계적으로 각광을 받고 있으나

보다 효과적이고 정상세포에는 독성을 나타내지 않는 치료제의 개발이 요구되고 있는 실정에 있

다. 이러한 면에서 볼 때 결과적으로 본 연구는 PI3K/Akt를 targeting 할 수 있는 새로운 치료방

법의 가능성을 제시하였으며 이를 이용한 새로운 보조적 항암치료제에 이용될 수 있을 것이다.

현 연구 과제를 수행하면서 그동안 어려웠던 점은 1년이란 짧은 기간 동안 많은 성과물을 도

출해 내었지만 지속적인 연구수행 기간과 연구비용이 절실히 필요한 부분이 있다.
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최종목표 연차별목표 달성내용
달성도(%)
연차 최종

암화과정에서 중요

한 역할 수행을 하

는 integrin 활성을

저해하는 세포 내

신호전달체계를 규

명하고 항암 분자

기전을 통하여 이

행성 연구에 있어

질환 치료법의 개

2011

년도

부인 암 세포주

(자궁경부암, 자궁

내 막 암 ) 에 서

thioridazine 의 항

암 활성 효과 검

색 및 검증

암 세포주에 thioridazine 처리 후

MTT assay를 이용한 농도별 생존력

관찰과 flow cytometry을 이용하여

cell cycle 변화 및 cell division 분석

함으로서 항암 활성 효과를 검증하였

고, 약물 처리 후 변화되는 단백질

(CDK, Cyclin D1, p21, p16,

p-CDC25A etc.)을 관찰 및 자료 확보

100% 100%

Thioridizine 의 세 Western blotting 을 통해 세포사멸

논문명
저자

(저자구분) 저널명(I.F.)
Year;

Vol(No):Page 구분 지원과제번호

A gene signature-based approach identifies 
thioridazine as an inhibitor of 

phosphatidylinositol-3’-kinase (PI3K)/AKT 
pathway

노 승 배
(제 1)

Gynecologic 
Oncology

(3.76)

2011;

120 (1):
121-127

국외
SCI

0910260,2

Programmed cell death 6 (PDCD6) inhibits 
angiogenesis through PI3K/mTOR/p70S6K 

pathway by interacting of VEGFR-2

노 승 배
(제 1 및
교신)

Cellular Signaling 
(4.243)

2012;

24 (1):
131-139

국외
SCI

0910262

CYR61 controls p53 and NF-kB expression 
through PI3K/Akt/mTOR pathways in 

carboplatin-induced ovarian cancer cells

노 승 배
(교신)

Cancer Letters 
(4.864)

2012;

315 (1):
86-95

국외
SCI

0910262

PDCD6 additively cooperates with anti-cancer 
drugs through activation of NF-κB pathways

노 승 배
(교신)

Cellular Signaling 
(4.243)

in press 국외
SCI 0910262

Thioridazine induces apoptosis by targeting 
the PI3K/Akt/mTOR pathway in cervical and 

endometrial cancer cells

노 승 배
(교신)

Apoptosis
(4.397)

under
revision

국외
SCI

0910262

Thioridazine regulates VEGF-induced 
angiogenesis in HUVEC

노 승 배
(교신)

Angiogenesis 
(6.188) submitted

국외
SCI

0910262

4. 연구성과 및 목표달성도

(1) 연구성과

가. 국내 및 국제 전문학술지 논문 게재 및 신청

(2) 목표달성도

가. 연구목표의 달성
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발을 위한 중요한

모델을 제공

포사멸 기전 경로

확인

경로확인 [Caspase-3 (z-DEVD-fmk)

and 9(z-LEHD-fmk) inhibitor 처리]

하였고 thioridazine을 처리한 세포주

와 PI3K inhibitor인 LY294002 와

wortmannin를 처리한 세포주를 가지

고 PI3K 활성 조사 및 비교 분석함으

로서 PI3K/Akt 신호전달을 targeting

할 수 있다는 가능한 정보를 얻음

기존 항암 화학

요법과 병합효과

기능성 검증

기존의 항암효과를 나타내는 cisplatin

과 taxol 을 각각 동시에 처리 했을때

시너지 항암 활성 효과를 볼 수 있는

지를 MTT assay 및 caspase activity

assay 방법을 통해 비교 분석함으로서

thioridazine의 병합효과 가능성을 제

시 할 수 있는 자료를 확보

평가의 착안점 자 체 평 가

연구의 창의 및 독창성

기존의 비 항암화학약제를 이용하여 부인 암에서 이전에

그 정확한 신호전달체계 기능이 규명되지 않은 암 억제 화

학약제을 발굴하여, 임상 응용도가 높은 암 세포사멸 뿐만

아니라 고형 암의 경우에 있어 새로운 신생혈관 형성이 무

엇보다도 중요한 요소로 작용하는바 이를 차단하는 신호전

달체계를 확립함과 동시에 기존의 항암효과를 나타내는 항

암제와 병행함으로서 재 발암 환자에서 큰 문제점으로 대

두되고 있는 내성 문제를 해결하고 분석함으로 암 발생기

전 연구 및 치료 기술 개발 연구에 중요한 기초 자료를 제

공함과 동시에 향후 고형암 이행성 연구의 중요 모델이 될

수 있을 것으로 판단됨. 또한 혈관신생과 연관이 있는 여

러 질환의 새로운 병리 기전을 이해하는데 중요한 자료로

제시

연구결과의 응용도 및 효과

나. 평가의 착안점에 따른 목표달성도에 대한 자체평가

- 46 -

5. 연구결과의 활용계획

(1) 연구종료 후 예상 연구성과

구 분 건 수 비 고

학술지 논문 게재 2
Apoptosis (4.397)

Angiogenesis (6.188)

산업재산권 등록

기 타 (특허출원) 1

(2) 연구성과의 활용계획

◈ 부인의 새로운 보조적 화학요법에 대한 적합성 관련 작용 기전의 이해를 들 수 있으며,

최적의 약물을 환자에게 사용할 수 있는 기준을 위한 자료를 제공하고, 조절 기전에 따른

항암제에 저항성을 가지는 환자에게 다른 치료 방법을 제시함으로서 안전성과 암 치료 효

과의 증진

◈ 작용 기전이 검증된 새로운 보조적 화학요법제의 선택적인 치료 방법은 특히 초기 예방 치료

및 재발방지를 위한 치료 요법으로 사용됨으로서 국민의 막대한 의료비 지출을 줄일 수 있음

◈ Thioridazine의 약효를 증진 시킬 수 있는 target 단백질의 발굴을 통하여 환자의 개인별 맞춤
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7. 첨부서류

○ 연구 성과 대표 논문 초록

○ 특허 출원 사본
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