
서 론

생물학적 활성이 강한 vitamine A (retinol)와 그

유도체인 retinal, retinoic acid (RA) 등은 건강의 유

지와 생존에 꼭 필요한 물질이다. 자연계에 존재하

는 유도체와 인공적으로 합성된 유도 물질들을 통

칭하여 retinoid라고 한다. Retinoid는 시각뿐만 아니

라 생식에도 필요하며, 배아 발생 동안의 형태 결정

인자로 작용하여 성장과 분화의 조절에 중요한 역

할을 한다(Sporn 등 1992, Becherel 등 1994). 

세포 증식에 미치는 retinoid의 영향에 대한 많은

연구들의 결과에 따라 다양한 동물 암 발생 모델을

대상으로 retinoid를 사용한 암의 치료와 예방에 대

한 연구가 이루어지고 있다(Moon 등 1977, Huang

등 1988, Barkley와 Holdener 1992, Lippman 등
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간추림 : 사람의 신경모세포종 세포주에 대한 합성 retinoid의 일종인 fenretinide의 세포성장 억제효과 및 세포자

멸사를 확인하고, 세포신호전달 과정을 알아보고자 하였다. 

Fenretinide의 신경모세포종 세포주에 대한 세포독성 정도와 세포 자멸사를 확인하기 위하여 MTT assay, cyto-

plasmic DNA fragmentation, TUNEL 염색, Western blot analysis 등을 시행하였다. 

MTT assay결과에서 신경모세포종은 10 µM 농도의 fenretinide을 처리한 후 72시간 배양하였을 때의 세포생존

율은 대조군에 비하여 CHP134는 47%, IMR32는 12%, SH-SY5Y는 53%를 보여 세포독성 효과를 나타내었으며

PC12에서는 fenretinide의 세포독성이 보이지 않았다. Fenretinide 처리 후 시간에 따라 cytoplasmic DNA fragmen-

tation과 PARP 단백질 분해가 증가하였으므로 신경모세포종에 대한 fenretinide의 세포독성은 세포자멸사 과정의

유도에 인한 것을 확인하였다. Fenretinide에 의하여 SH-SY5Y의 경우에만 Bad가 시간이 지남에 따라 발현의 감

소함이 확인되었으나 CHP134와 IMR32에서는 Bad의 변화를 관찰할 수 없었으며 Bcl-x의 발현 변화도 관찰되지

않았다. Fenretinide에 의한 MAP kinase의 활성변화 결과는 CHP134에서 JNK 인산화 감소와 p38 인산화 증가,

IMR32에서 p38 인산화 감소, SH-SY5Y에서 ERK의 인산화 증가 등 다양한 변화를 보였으며 그 외에는 큰 변화

가 없었다. ERK의 억제제인 PD98059, p38 억제제 SB203580, PI3 kinase 억제제 LY294002, protein tyrosine kinase

억제제 genistein 등을 전처리하였으나 fenretinide에 의한 PARP 단백질의 단백분해에는 변화가 없었다

이상의 결과들로부터 fenretinide에 의한 신경세포암에서의 세포증식 억제는 세포자멸사 기전이 유도되어 나타

나는 현상이며. 이는 MAP kinase 신호전달 과정이나 PI3 kinase, protein tyrosine kinase 등의 신호전달 과정과는 무

관하게 PARP의 단백분해를 통한 세포자멸사임을 확인할 수 있었다. 

찾아보기 낱말 : 세포자멸사, 사람 신경모세포종 세포주, fenretinide, MAP kinase, retinoids 
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1994). Retinoid의 항암 효과의 기전에 대해서는 아

직 명확히 확립되어 있지 않으나 면역성의 증가

(Dillehay 등 1988), anti-promotion activity (Jiang 등

1992), 세포자멸사의 유도 등이 작용 기전으로 추정

된다(Martin 등 1990, Delia 등 1993, Wang과 Phang

1996). 항암제로 retinoid를 사용하기 위해서는 많은

양을 투여하여야 하므로 간 손상과 같은 독성을 보인

다. 합성 retinoid인 N-(4-hydroxyphenyl) retinamide

(fenretinide)는 생물학적인 활성이 매우 뛰어나고

간에 대한 독성이 적어 매우 유용하며, 유방암의 예

방을 목적으로 임상에서 시범적으로 사용되고 있다

(Moon 등 1979, Dowlatshahi 등 1989, Peng 등 1989,

Decensi 등 2000). 

Fenretinide에 의한 세포 사멸은 여러 가지 기전

으로 설명할 수 있다. Fenretinide에 의한 활성 산소

(ROS: reactive oxygen species)의 생성 (Suzuki 등

1999, Hail와 Lotan 2001, Hursting 등 2002, You 등

2002), cyclooxygenase-2 유전자의 발현 억제(Merritt

등 2001), caspase의 활성 증가(Puduvalli 등 1999,

You 등 2001), c-Jun N-terminal kinase (JNK) 활성화

(Chen 등 1999) 등에 의한 세포자멸사 기전들이 알

려져 있다. 

신경모세포종에 대하여 fenretinide의 효과에 대해

서는 세포자멸사가 유도된다는 보고들이 (Mariotti

등 1994, Di Vinci 등 1994, Rozzo 등 1997) 있으며,

항암제 (Lovat 등 2000a)와 ceramide의 modulator

(Maurer 등 2000)와 같이 사용하면 세포자멸사에 상

승효과를 나타낸다고 하였다. 그러므로 현재 임상에

서도 신경모세포종의 치료에 사용되어지고 있다

(Garaventa 등 2003, Raffaghello 등 2003). 신경모세

포종에 대한 fenretinide의 세포자멸사 효과에 대한

기전으로는 ceramide 증가(Maurer 등 1999)와 free

radical의 생성(Lovat 등 2000b)이 관여하며 최근에

는 전사인자 GADD153과 12-lipoxygenase가 관여

한다는 보고(Lovat 등 2002)도 있다. 그러나 아직

명확한 세포자멸사 기전은 아직 밝혀져 있지 않으

며 세포자멸사의 신호전달 경로를 밝힌 연구도 아

직 보고되지 않았다. 

본 연구는 사람의 신경모세포종 CHP134, IMR32,

SH-SY5Y와 크롬친화세포종 PC12를 이용하여 fen-

retinide가 세포 성장을 억제하는 효과를 확인하고,

이러한 세포 독성이 세포 사멸에 기인하는지를 조

사하였다. 또한 fenretinide에 의한 신경모세포종의

세포자멸사가 일어나는 세포신호전달 경로를 규명

하기 위하여 세포의 성장과 사멸에 관여하는 세포

신호전달 과정에 있는 단백질 mitogen-activated pro-

tein (MAP) kinases인 ERK, JNK, p38 들의 관여 여

부를 조사하였다. 

재료 및 방법

1. 세포배양

신경모세포종 세포주인 CHP134, IMR32, SH-SY5Y

와 크롬친화세포종 세포주 PC12 등을 American

Type Culture Collection (ATCC)로부터 구입하였다.

신경모세포종 CHP134, IMR32, SH-SY5Y 등은 10%

Fetal calf serum (FCS) (Hyclone, Utah, USA)와 1%

penicillin/streptomycin 용액이 섞인 RPMI1640 (Gib-

co-BRL, Grand Island, NY, USA)배양액을, 크롬친화

세포종 PC12는 10% FCS과 5% horse serum, 1%

penicillin/streptomycin 용액이 섞인 Dulbecco’s mod-

ified Eagle’s medium (DMEM) (Gibco-BRL, Grand

Island, NY, USA) 배양액을 사용하여 37�C, 5% 이산

화탄소 배양기에서 배양하였다. 

2. Fenretinide 준비 및 처치

Fenretinide (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)는 가

시광선에 쉽게 파괴되므로 노란빛 전등 밑에서 작

업하였다. Fenretinide를 dimethyl sulfoxide (DMSO)

에 녹여서 10-2, 10-3, 10-4, 10-5 M 농도가 되도록 준

비하고 세포에 처리할 때에는 배양액의 1/1,000 정

도의 부피가 되도록 fenretinide를 처리하였다. 3-(4,

5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl-tetrazolium

bromide (MTT, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) assay

의 경우에는 0, 10-8, 10-7, 10-6, 10-5 M 등의 농도가

되도록 fenretinide을 처리하고 72시간 배양하였다.

Cytoplasmic DNA를 추출하기 위한 실험에는 10-5

M 농도를 처리하여 24, 48, 72시간 배양하였다.

Western blot 실험에서 MAP kinase의 활성을 관찰하
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기 위해서는 10-6 M 또는 10-5 M 농도를 처리하여 5

분간 처리하였으며 유전자 발현을 관찰하기 위해서

는 10-6 M 또는 10-5 M 농도를 처리하여 8, 16, 24,

48, 72시간 배양하였다. 48시간 이상 처리할 경우에

는 배양액을 교환하고 fenretinide을 새로 처리하였

다. 세포신호전달과정에 대한 fenretinide의 영향을

확인하기 위하여 ERK 억제제 PD98059 (Calbiochem,

USA)와 phosphoinositide-3 (PI3) kinase 억제제

LY294002 (Calbiochem, USA), p38 kinase 억제제

SB203580 (Calbiochem, USA), protein tyrosine kinase

억제제 genistein (Calbiochem, USA) 등을 사용하였

다.

3. MTT assay

신경모세포종 세포들을 96 well plate에 well마다

5,000개가 되도록 분주한 후 24시간 배양하였다.

Fenretinide를 농도별로 처리한 후 72시간 배양하고

phosphate buffered saline (PBS)에 녹인 50 mg/mL

MTT용액 50 µL를 각 well에 첨가한 후 이산화탄소

배양기에서 3시간 반응시켰다. 상청액을 조심스럽게

제거하고 DMSO 200 µL를 첨가한 후 microplate

reader (Biorad, Hercules, USA)를 사용하여 570 nm

에서 흡광도를 측정하였다. 

4. Cytoplasmic DNA fragmentation 조사

Fenretinide를 처리한 IMR32와 PC12로부터 배양

액을 제거한 후 200 µL DNA 추출용액(5 mM Tris-

HCl, pH 7.4, 20 mM EDTA, 0.5% Triton X-100, 1

mM PMSF)를 넣고 얼음에서 30분간 방치하면서 5

분마다 진탕하였다. 4�C, 15,000 rpm에서 20분 원심

한 후 상청액을 다른 원심분리관에 옮겼다. 단백질

농도를 소 혈청알부민을 표준으로 해서 BCA 정량

kit (Pierce, Rockford, IL, USA)를 사용하여 측정하였

다. 각 시료에서 동일 양의 단백질이 되도록 용액을

취해 tris-saturated phenol, phenol/chloroform, chloro-

form으로 순서대로 DNA를 추출하여 ethanol에 침

전시켰다. 침전시킨 DNA를 RNase (1 mg/mL)가 포

함된 10 µL TE (10 mM Tris-HCL, pH 8.0, 1 mM

EDTA)로 녹여 37�C에서 1시간 반응시킨 후 2%

agarose gel에서 전기영동하였다. Gel을 ethidium

bromide로 염색하고 UV transilluminator를 사용하

여 DNA fragmentation을 관찰하였다.

5. TUNEL staining

Apoptosis Detection Kit (chemicon, ApopTag Per-

oxidase In Situ S7100, USA)를 이용하여 광학현미

경(Leica CTR5000, German) 상에서 apoptic cell를

관찰하였다.

신경모세포종 세포들을 coverslip 위에 50,000개

/mL가 되도록 분주한 후 24시간 배양하였다. Fen-

retinide를 10-5 M 농도가 되도록 fenretinide를 처리

하고 48시간 배양하였다. Coverslip의 세포는 PBS로

세척 후 3.7% PFA로 10분간 고정하였다. precooled

된 ethanol : acetic acid를 2 : 1로 섞어 -20�C에서 5

분간 후고정하였다. 3% H2O2에 10분 처리 후 Equi-

libration Buffer로 최소 10초간 처리하였다. TdT 효

소를 1시간동안 37�C에서 반응시킨 후 Stop/ Wash

Buffer를 이용하여 정지시켰다. PBS로 여러번 세척

후 Anti-Digoxigenin peroxidase conjugate를 30분간

처리하고, 세척 후 peroxidase substrate를 처리하여

광학현미경상에서 관찰하면서 반응시켰다. counter

staining은 Mayer’s Hematoxylin으로 염색 후 mount

하여 Leica LAS Image organizer로 각각 촬영하였다.

6. Western blot 분석

Fenretinide를 처리한 세포들로부터 배양액을 제

거한 후 lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150

mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM PMSF)로 용해하

고 원심하였다. 상청액에 존재하는 단백질을 정량하

여 일정량의 단백질을 8~12% SDS-polyacrylamide

gel에서 분리하였다. Gel에서 분리된 단백질은 nitro-

cellulose membrane에 옮기고 P38 항체 (New Eng-

land BioLab, MA, USA), extracellular signal-regulated

kinase (ERK)항체(Cell Signaling technology, USA),

JNK항체와 poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)항

체(Santa Cruz Biote-chnology, CA, USA), Bcl-x, Bad

항체, cyclin A, cyclin D3, (BD Bioscience, San Diego,

CA, USA)등의 1차 항체를 1/1,000~1/5,000 비율로
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희석하여 2시간 반응시켰다. TTBS 완충액 (25 mM

Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.05% Tween20)으

로 10분간 3회 세척하여 1차 항체를 제거한 후

peroxidase가 부착되어 있는 2차 항체를 1시간 반응

시켰다. 다시 TTBS 완충액으로 10분간 3회 세척한

후, enhanced chemiluminescence (ECL) kit (NEN,

Boston, USA)을 사용하여 항체와 결합한 단백질을

필름에 감광시켜서 결과를 관찰하였다. 
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Fig. 1. Effect of fenretinide on cell viability. Cells were treated with increasing concentrations of fenretinide for 72 h. Cell viability was
measured by MTT assay. Values are mean±SD of triplicates of three individual experiments.
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Fig. 2. Effect of fenretinide on cytoplasmic DNA fragmentation in IMR32 and PC12 cells. Cells were treated with 10--5 M fenretinide for
the indicated times. Cells were harvested and extracted cytoplasmic DNAs. The DNAs were separated on a 2% agarose gel and
stained with ethidium bromide. M, 1 Kb DNA size marker.



결 과

1. 사람 신경모세포종에서 fenretinide에 의한

세포생존율의 변화

신경모세포종의 생존에 fenretinide이 미치는 영향

을 알아보기 위하여 MTT assay를 시행하였다. 암세

포들을 well당 5,000개의 세포가 되도록 96 well

plate에 분주를 하고 24시간 배양한 후 fenretinide를

10-5 M 농도로 처리하였다. Fenretinide 처리 후 72시

간 때의 세포생존율은 처리하지 않은 군에 비하여

CHP134는 47%, IMR32는 12%, SH-SY5Y는 53%

로 세포독성효과를 나타내었다. 그러나 PC12의 경우

fenretinide의 세포독성은 관찰되지 않았다(Fig. 1). 

2. 사람 신경모세포종에서 fenretinide에 의한

세포자멸사의 증가

신경모세포종에 대한 fenretinide의 독성효과가 세
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Fig. 3. Fenretinide induced apoptosis was evaluated by TUNEL staining. IMR23 and SHSY5YS were treated with 10-5 M fenretinide for
0 and 48 h. Counter staining is Hematoxylin. The cells maintain their normal features at 0 h. But at 48 h, cells with morphologi-
cally condensed nucleus are TUNEL positive (arrow) and robust cell loss is seen due to apoptosis. 400× magnification, scale==
10 µm. 



포자멸사과정을 통해서 나타나는지를 조사하였다.

신경모세포종 세포를 24시간동안 혈청이 없는 배양

액에서 배양한 후 fenretinide을 10-5 M 농도로 처리

하고 0, 24, 48, 72시간 배양하여 cytoplasmic DNA를

분리하였다. Agarose gel에서 전기영동을 시행하여

DNA fragmentation을 조사하였다. IMR32에서는 시

간이 지남에 따라 DNA fragmentation을 나타내는

200 base pair ladder의 증가가 관찰되었으나, 세포독

성이 일어나지 않은 PC12에서는 처리시간에 관계

없이 아주 미미한 DNA fragmentation만이 관찰되었

다(Fig. 2). TUNEL 염색을 시행한 결과에서 fenreti-

nide을 10-5 M 농도로 처리한 후 0시간에서는 IMR32

와 SH-SY5Y은 형태변화가 없었으나 48시간째에는

핵에서 TUNEL 염색이 강하게 나타남을 관찰할 수

있었다(Fig. 3).

Fig. 4와 Fig. 5에서는 세포자멸사와 관련 있는 단

백질들의 변화를 Western blot으로 조사하였다.

CHP134는 fenretinide 처리 24시간 이후부터, IMR32

와 SH-SY5Y는 16시간 이후부터 116 kd과 85 kd 크

기의 단백질을 보이는 PARP 단백분해를 관찰할 수

있었으며, PC12의 경우에는 PARP의 단백분해를 관

찰할 수 없었다. Bcl family에 속하는 Bad와 Bcl-x의

발현은 CHP134, IMR32, SH-SY5Y, PC12 모두에서

fenretinide 처리 후 시간이 지남에 따라 감소하는 경

향을 보였다(Fig. 4). 세포분열시에 관찰되는 cyclin A

와 cyclin D3의 발현은 fenretinide의 처리 유무에

관계없이 큰 변화를 관찰할 수 없었다(Fig. 5). 

3. Fenretinide에 의한 세포 신호전달의 활성변화

MAP kinase인 ERK, JNK, p38들의 인산화정도를

Western blot 법을 이용하여 관찰하였다. CHP134는
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Fig. 4. Effect of fenretinide on the Bcl family expression and cleavage of PARP. Cells were treated for the indicated times with 10-5 M
fenretinide. The expressions of Bad and Bcl-x, and the cleavage of PARP were measured by Western blotting. GAPDH repre-
sents the amount of loaded protein. 



p38의 인산화는 조금 증가하였으나 JNK의 인산화

는 변화가 없었다. IMR32는 p38의 인산화가 조금

감소하였으며 JNK의 인산화는 변화가 없었다. SH-

SY5Y는 ERK의 인산화는 조금 증가하였고 JNK의

인산화는 변화가 없었다. PC12에서는 ERK와 JNK

모두에서 인산화의 변화는 없었다(Fig. 6). 

Fenretinide에 의한 세포자멸사에 관여하는 세포

신호전달 과정을 알아보기 위하여 ERK 억제제

PD98059, p38 억제제인 SB203580, PI3 kinase 억제

제인 LY294002, protein tyrosine kinase 억제제인

genistein 등을 전처치한 후 PARP 단백분해를 관찰

하였다. CHP134, IMR32, SH-SY5Y 모두에서 fenre-

tinide에 의한 PARP의 단백분해는 위의 억제제들에

영향을 받지 않았다. 또한 PC12 에서는 PARP 단백

분해는 관찰할 수 없었다(Fig. 7). 

고 찰

Retinoid는 생명체의 성장과 분화의 조절에 중요

한 역할을 한다. 이러한 retinoids의 생물학적인 효과

는 RA 수용체 (RARs)와 retinoid X 수용체 (RXRs)

라고 알려진 핵수용체와의 결합을 통해서 나타나게

되며 이들 수용체들은 스테로이드 호르몬 수용체,

thyroid 수용체, vitamin D3 수용체 등을 포함하는

ligand유도 전사조절인자의 superfamily에 속한다.

RARs와 RXRs는 retinoid에 반응하는 유전자의

promotors에 존재하는 polymorphic cis-acting res-

ponsive elements인 RA responsive elements (RAREs)

와 retinoid X responsive elements (RXREs)를 통하여

그 작용이 이루어진다(Gigure 1994, Chambon 1996). 

최근에는 세포증식에 미치는 retinoid의 영향으로

인하여 암의 예방과 치료에 응용하기 위한 연구가

많이 이루어지고 있다. Retinoid의 항암효과의 기전

에 대해서는 아직 명확히 확립되어 있지 않으나 항

암 면역성을 증가시키거나 세포자멸사를 유도함으

로써 항암효과를 나타낸다고 추정하고 있다. Fenre-

tinide는 신경모세포종, 폐암, 악성 흑색종, 전립선암,

대장암, 유방암, 췌장암 등 여러 가지 암세포주에 대

하여 세포독성을 나타낸다(Maurer 등 2000, Merritt

등 2001). 

본 연구에서는 배양 중인 신경모세포종 세포에
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fenretinide을 처리했을 때 CHP134, IMR32, SH-

SY5Y의 경우에는 10-5 M 농도에서 살아있는 세포

수가 대조군에 비하여 감소하였다. 이러한 세포수의

감소는 DNA fragmentation의 증가와 PARP 단백질

의 단백분해 등의 결과로 세포자멸사 유도에 의한

것임을 알 수 있다. 

Bcl-2 family에는 Bcl-2와 Bcl-x와 같은 antia-

poptotic 단백질과 Bad, Bax, Bak 등과 같은 proapop-

totic 단백질로 분류할 수 있다. 일반적으로 Bcl-2 또

는 Bcl -x가 증가하면서 Bax와 Bak 등의 증가가 보

이지 않는다면 세포자멸사에 대하여 내성을 보이게

된다. Antiapoptotic 단백질이 증가하게 되면 proapop-

totic 단백질과의 dimerization이 유도되며(Sedlak 등

1995), 이어서 heterodimeric 복합체를 형성하여

downstream에 존재하는 caspase활성으로 이어지는

세포자멸사과정을 차단한다(Ibrado 등 1996). 이와

같은 현상의 결과로 proapoptotic 단백질과 antiapop-

totic 단백질의 양적인 균형에 따라 세포자멸사가 결

정되어진다. 

본 연구에서는 SH-SY5Y의 경우에만 Bad가 시간

이 지남에 따라 발현의 감소가 확인되었으며 CHP134

와 IMR32에서는 Bad의 변화를 관찰할 수 없었고

Bcl-x의 발현 변화도 관찰되지 않았다. 이 결과만을

가지고는 proapoptotic 단백질과 antiapoptotic 단백질

의 양적인 비교와 fenretinide에 의하여 세포자멸사

가 유도에 관련유무를 결론지을 수는 없다.

신경교종 세포에서는 fenretinide에 의하여 cas-

pase-3가 활성화 되고 PARP의 단백분해를 나타내

며(Puduvalli 등 1999), 사람 자궁 경부암에서도 fen-

retinide에 의한 세포자멸사에 caspase-3의 활성이

증가하였다(Suzuki 등 1999)는 보고들이 있다. 반면

You 등(2001)의 연구에 따르면 Fas 결손 간암 세포
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에서는 caspase-8가 활성화 되는 것이 fenretinide에

의한 세포자멸사에서 관찰된다. 

본 연구에서 CHP134는 fenretinide 처리 24시간

이후부터, IMR32와 SH-SY5Y는 16시간 이후부터

PARP의 단백분해를 관찰할 수 있었다. 이것은 신경

모세포종에서 fenretinide에 의한 세포자멸사 과정에

caspase-3의 활성증가에 기인하여 일어난 것을 추측

할 수 있다. 

본 연구에서 fenretinide에 의한 MAP kinase의 활

성변화 결과는 CHP134에서 JNK의 인산화가 오히

려 약간 감소하는 경향을 보였으며 IMR32와 SH-

SY5Y에서는 변화를 관찰할 수 없었다. p38의 인산

화는 CHP134에서 약간 증가하였으며 IMR32은 약

간 감소하는 결과를 보였다. ERK의 인산화는 SH-

SY5Y에서만 인산화가 약간 증가하였다. 이러한

MAP kinase 인산화의 다양한 결과에도 불구하고

ERK 억제제 PD98059와 p38 억제제 SB203580를

전처치하였을 때 fenretinide에 의한 PARP 단백질의

단백분해에 아무런 변화를 보이지 않은 것은 ERK

또는 p38 MAP kinase 신호전달과정이 fenretinide에

의한 신경암 세포의 세포자멸사 기전에는 관여하지

않음을 시사한다. LY294002 또는 genistein을 전처

치한 결과에서도 PARP 단백질의 단백분해의 변화

가 없음으로 PI3 kinase 신호전달과정과 protein tyro-

sine kinase 신호전달 과정들도 신경암 세포에서의

fenretinide에 의한 세포자멸사 기전에는 관여하지

않음을 추정할 수 있다. 

결과를 종합하면 CHP134, IMR32, SH-SY5Y 등과

같은 신경모세포종에서 유래한 세포주에서는 fenre-

tinide에 의하여 세포자멸사가 유도되었으며 신경모

세포종에서 유래한 PC12에 대하여는 세포의 사멸

에는 영향을 미치지 않았다. Fenretinide에 의한 신

경모세포종의 세포자멸사는 대장암세포 또는 위암

세포에서 ERK, JNK, 또는 PI3 kinase 세포신호전달

과정이 세포자멸사에 관여한다는 연구와는 다르게

MAP kinase, PI3 kinase, protein tyrosins kinase 등의

세포신호전달 과정과는 무관하게 PARP 단백질은

단백분해를 통하여 세포자멸사가 일어난다. 
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Abstract

Fenretinide Induced Apoptosis in Human Neuroblastoma Cell Lines

Jae-Kyu Lee1,3, In-Hwan Song2, Seong-Yong Kim1

1Department of Biochemistry and Molecular Biology, 
2Department of Anatomy, College of Medicine, Yeungnam University, Daegu, 

3Department of Neurosurgery, Masan Bokeum Hospital

Retinoids play an important role in growth, reproduction and differentiation. Recently, retinoids have been used to

both protect and treat from various animal models of carcinogenesis. In this study the effect of N-(4-hydroxyphenyl)

retinamide (fenretinide) on viability of human neuroblastoma cell lines were evaluated. 

For the evaluation of apoptosis of human neuroblastoma cell lines by fenretinide. MTT assay, cytoplasmic DNA

fragmentation, TUNEL stain, and Western blot analysis were performed.

In MTT assay, fenretinide inhibited the proliferation of CHP134, IMR32 and SH-SY5Y but not in PC12 cells. Cyto-

plasmic DNA fragmentation was induced by treament of fenretinide (10 µM) for 48 h in IMR32 cells. PARP cleavage

was detected by Western blot analysis after 16 h of treatment of fenretinide in CHP134, IMR32 and SH-SY5Y. These

fenretinide effects on growth inhibition and increased apoptosis followed to the time dependent manner. The fenretinide

treatment did not affect the phosphorylation of MAP kinases (ERK, JNK, p38). There was no change of Bcl-x and Bad

expression after treatment of fenretinide (1 µM) in neroblastoma cell lines. Pretreatement of PD98059, SB203580,

LY294002, or genistein also did not affect fenretinide-induced PARP cleavage in neuroblastoma cell lines. 

From these results, the fenretinide-induced apoptosis is due to the PARP cleavage which occured MAP kinase signal

cascades independently.
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