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ABSTRACT

Identification of the cellular mechanism of 

adenosine-induced cell death in YD-10B and YD-38 

human oral squamous cell carcinoma

Shin,BoSu

Advisor:Prof.Oh,Ji-Su,D.D.S.,Ph.D.

DepartmentofDentistry,

GraduateSchoolofChosunUniversity

Adenosine is known to purine nucleoside composed of adenine

moleculeattachedtoaribosesugarmoleculemoiety.Itispresentinall

biologicalorgans,tissues,andcells.Adenosinehasbeenshowntoinduce

celldeathinavarietyofcancercellsviadiversecellularmechanism.It

hasbeenestablishedthatadenosineregulatescellproliferation,apoptosis,

differentiation,angiogenesis and metastasis in many tumors such as

breast, colon, leukemia, liver and melanoma. However, cellular

mechanismsofcelldeath by adenosinein human oralsquamouscell

carcinoma (OSCC)has notbeen studied.This study investigated to
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understandacellularmechanism ofadenosine-inducedcelldeathinthe

YD-10BandYD-38humanOSCC.

ToverifythecellviabilityandcytopathiceffectofadenosineinYD-10B

andYD-38humanOSCC,MTT assayandcrystalvioletstainingwere

performed.Cellviabilityreducesto50% ofcontrollevelon24hat3.0

mM treatment.And crystalviolet staining showed that adenosine

treatmentreduced the cellstaining.Moreover,to understand cellular

mechanism underlying the apoptosis in YD-10B and YD-38,DNA

fragmentationassayandwesternblotanalysiswereperformed.A DNA

ladderformationwasfoundincellsadenosine(3.0mM)treatedcells.In

western blot analysis, adenosine treatment consistently increased

accumulationofBaxanddecreasedofBcl-2.Italsoadenosineinduced

activation ofcaspase-9,the effector caspase-3 and PARP cleavage

indicating themitochondrialmediatedapoptosisin YD-38.In orderto

investigate,whetherthecellularmechanismsofadenosineinvolvedinthe

regulationG1/ScellcyclearrestinYD-10B andYD-38,theexpression

G1/S cellcycle regulatory proteins such as CDK4,p15,p16 were

examined.CDK4proteinlevelwasdownregulatedbutp15andp16protein

levelswereupregulatedinadenosine(3mM)treatedcellsinYD-10B.In

contrast,G1/Scellcycleregulatoryprotienslevelswerenotchangedin

adenosine treated YD-38 cells.This data indicated that adenosine

treatmentinducedtheapoptosisinYD-10B andYD-38cells.However,

cellcyclearrestcausedonlyinYD-10BnotinYD-38cells.

Thepresentstudysuggestthatadenosinecaninducecelldeaththrough

G1/S cellcyclearrestandmitochondrialmediatedapoptosisdependon

cellcontexts.
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I.   론

아데노신은 세포 내에서 ATP(아데노신 삼인산,adenosinetriphosphate)의

분해에 의해 생성되는 퓨린 뉴클 오사이드(purineuncleoside)로서,세포 내·외

에서 물질운반,물질합성,신경자극 도,근육운동,체온유지 등의 생명활동에

이용되는 주 에 지원으로 사용될 뿐만 아니라 세포의 다양한 생리 기능에

여하며 사람을 포함한 모든 생물체에 존재하는 물질로 세포의 성장이나 분화

항상성에 직 으로 여한다고 알려져 있다(1,2). 한 아데노신이 다양한

암 세포에서 세포 내·외부 세포성 세포치사 기작을 통하여 세포 성장 억제

세포치사를 유도한다고 보고되고 있다(3).세포사(Celldeath) 세포치사는

개시동안 여러 종류의 proapoptic,antiapoptic단백질의 발 이 조 되며 이에

따라 caspase가 활성화 되고,세포수축,세포막 수축,염색질 응축,DNA 분

상이 야기되며,세포치사 후반기에는 apopticbody를 형성하여 세포를 괴한

다(4).이러한 세포치사를 일으키는 신호는 여러 가지가 있으나 최근 간암 세포

에서 아데노신에 의한 Fas외부 자극 인자에 의해 caspase-8의 단백질을 활성

화시켜 세포사멸을 유도하는 미토콘드리아 extrinsic경로를 통해 PARP가 단

되어 세포사멸을 유도하며(5,6), 장암 세포나 유방암세포에서는 아데노신이 아데

노신 수용체인 A1,A2a,A2b,A3를 통하여 세포 내로 유입되어 G단백질과 결합

하여 단백질 키나이제를 활성화 시켜 세포사멸을 유도한다고 보고 된 바 있다

(7-9). 한 립선암에서는 세포 성장주기에 여하는 G0/G1기에 요한 조

자인 CDK4/CyclinD1-mediatedpathway를 통해 세포 성장을 억제하여 세포치

사에 이르게 한다고 보고되고 있다(10).이와 같이 아데노신은 다양한 암에서 서

로 다른 기작을 통하여 세포사멸을 유도하는 것을 확인 할 수 있다.구강암은 구

강 종양 악성종양을 일컫는 말로 발생 치에 따라 구순암,구강 암,구개암,

설암,치은암 등으로 구분한다.구강은 막,근육,골,타액선 등의 조직으로 구성

되어 구강암의 종류도 다양 할 뿐 아니라,부 에 다른 임상 소견도 다양하다

(11,12).구강암의 발생률은 인종,지역 사회경제 여건에 따라 차이가 있는데,

선진국에서는 구강암이 체 암의 5%보다 게 발생하지만,개발도상국에서는 경

부암과 암 다음 세 번째로 많이 발생하는 것으로 보고되고 있다(13,14).구강암
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은 주로 술과 담배가 유의한 험인자로 알려져 있으나,최근에는 이외에 인간유

두종바이러스(humanpapillomavirus,HPV)도 구인두 편평세포암에서 흡연여부와

계없이 험인자로 보고되었다(15,16).구강암의 치료는 부분 수술,방사선

항암치료를 병합하여 시행하고 있으나 기존의 항암요법이 여러 가지 문제 들에

의해 새로운 치료법의 필요성이 두되었고,최근 암의 발생에 한 분자생물학

기 과 신호 달기 에 한 이해가 증가하면서 특정 분자를 표 으로 하는 암

치료에 한 심이 높아 졌으며,이에 한 많은 연구가 이루어지고 있다(17-19).

본 연구에서는 아데노신이 여러 암 세포에서 다양한 세포성 기작을 통해 세포

치사를 유도함을 근거하여,사람 유래 구강 편평암세포종인 YD-10B,YD-38에서

세포성장 억제 세포치사에 한 분자 기 에 하여 연구를 수행하 다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. Material and cell line culture

Sigma에서 아데노신을 구입하여 DMSO에 녹여서 사용하 다.사람 유래 구

강 편평암세포종 에 설암인 YD-10B암과 치은암인 YD-38암은 한국세포주

은행(KoreaCellLineBank,Seoul,Korea)으로부터 구입하 으며,10% fetal

bovineserum (FBS,GibcoBRL,Rockville,MD,USA) 항생제(100㎍/㎖

penicillin,100Unitstreptomysin)가 함유된 RPMI-1640배지에서 37℃의 온도

와 5% CO2가 유지되는 환경에서 배양하 다.

2. MTT assay

YD-10B와 YD-38암세포의 생존율을 조사하기 하여 12wellcultureplate

에 4×10
5
cells/well세포를 seeding 하고 24시간 후에 아데노신을 농도별로

(1.0mM-5.0mM)로 처리하여 24시간 후 세포생존율을 측정하 다.12wellplate

에 있는 배양액을 제거 한 후 900㎕ RPMI-1640배양액과 100㎕ MTT 용액

를 첨가 한 후 12wellplate을 37℃,5% CO2배양기에서 4시간 반응하 다.배

양액을 제거하고 DMSO 1㎖ 첨가하여 96wellcultureplate에 100㎕를 분주

한 후 EpochBioteck ELISA reader(Bio-Tek InstrumentsInc.,Winooski,

VT)를 사용하여 562㎚ 흡 도를 이용하여 세포생존률을 확인하 다.

3. Crystal violet staining

YD-10B와 YD-38 암세포의 세포병변효과를 조사하기 하여 12 well

cultureplate에 4×10
5
cells/well세포를 seeding하고 24시간 후에 아데노신을

3mM 처리하 다.12wellplate에 있는 배양액을 제거 한 후 인산완충액으로

wellplate를 washing한 후 0.2% Crystalvioletsolution(0.5gcrystalviolet,

35% formaldehyde,100% Ethanol)을 500㎕ 첨가 후 실온에서 15분 반응 시켰다.

반응 후 인산완충액으로 3회 washing후 10% SDS 500㎕ 첨가하여 96well

cultureplate에 100㎕를 분주 한 후 EpochBioteckELISA reader(Bio-Tek
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InstrumentsInc.,Winooski,VT)를 사용하여 562㎚ 흡 도를 이용하여 세포

병변효과를 확인하 다.

4. DNA fragmentation assay

DNA 분 화 상을 조사하기 해 4×10
5
cells/well세포를 seeding하고 아

데노신 3mМ을 처리하여 24시간 후 1,500rpm으로 5분 동안 원심분리 후 세

포를 수집하 다.500㎕ genomicDNA extractionbuffer(20mM EDTA,10

mM TrispH8.0,200mM NaCl,0.2% TritonX-100,100㎍/㎖lProteinaseK)로

56℃ incubator에 1시간 동안 세포를 용해 시킨 후 12,000rpm으로 5분 동안

원심분리하여 상층액을 새로운 튜 에 옮겨 동량의 PCI solution

(Phenol:Chloroform:isoamylalcoho25:24:1)을 넣고 실온에서 5분 반응시킨 뒤

12,000rpm으로 20분 동안 원심분리하여 genomicDNA을 분리하 다.분리한

genomicDNA를 Ethanolprecipitation하여 ethidium bromide가 포함된 1.5%

agarosegel을 이용하여 100voltage에서 30분 기 동하여 UVtransilluminator

(SpectronicsCorporationWestbury,NY,USA)하에서 genomicDNA 분 을

찰하 다.

5. Western blot analysis

4×10
5
FaDu암세포를 12wellplate에 배양 후 아데노신 3mM을 처리하여

24시간 후 1,500rpm으로 5분 동안 원심분리하여 세포를 수집하여 인산완충

용액으로 두 번 세척하고 proteinlysisbuffer를 이용하여 단백질을 분리한 후

BCA ProteinAssayKit(Pierce,Rockgord,IL,USA)을 이용하여 단백질을

정량 하 다.20㎍의 단백질을 12% SDS-PAGE에 loading한 후 150voltage

에서 1시간 동안 기 동 하 다.젤 상에서 분리된 단백질은 westernblot

analysis를 수행하기 해 polyvinylidenefluoride(PVDF)membrane에 transfer

한 후,blockingsolution(5% BSA inTBS-T containing0.1% Tween-20)을

이용하여 1시간 동안 반응하 다.1차 항체 Bax,Bcl-2,cleavedcaspase-9,

-3,PARP,CDK4,p15,p16(CellSignaling Technology,Beverly,MA)와

actin(SantacruzBiotechnology,Inc)를 TBS-T를 이용하여 1:2000비율로 희석

한 후 4℃ 조건 하에 16시간 동안 반응하 다.TBS-T를 이용하여 3번 세척
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후 2차 항체 anti-rabbit 는 anti-mouseantibody(Amersham Biociences,UK)는

TBS-T를 이용하여 1:2,000 비율로 희석하여 1 시간 반응 후 ECL kit

(Amersham LifeSciences,ArlingtonHeights,IL,USA)을 이용하여 western

blot을 수행 하 다.

6. 실험 료  통계학  검

모든 실험성 은 평균 ±표 편차로 나타냈고,각 실험군 간의 유의성 검정

은 ANOVA 검증 후에 student'st-test를 하 으며,p-value가 0.05미만(*,

p<0.05)의 경우에서 통계 유의성이 있는 것으로 간주하 다
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Ⅲ. 결  과

1. 아 신에 한 강 편평암 포  억  과

아데노신에 의한 사람 유래 구강 편평암세포종인 YD-10B,YD-38세포의

성장억제 효과를 확인하기 하여 1.0mM,2.0mM,3.0mM,4.0mM.5.0mM

농도로 24시간 동안 처리하여 MTT assay를 수행한 결과 3.0mM에서 농도

의존 으로 세포성장이 억제됨을 확인 하 으며,세포 반수치사량 IC50은 3.0

mM 임을 확인하 다(Fig1A,B)

Figure1.Dose-Dependentinhibitionofcellviabilitybyadenosinein

theYD-10B andYD-38humanoralsquamouscellcarcinoma.(A)The

effectofadenosineoncellviabilityinYD-10B and(B)YD-38humanoral

squamouscellcarcinomaweretreatedwithvariousconcentrations(1.0-5.0

mM)ofadenosinealonefor24h,and viability wasassessed by MTT

assay.Adenosine reduced cellviability in YD-10B,YD-38 human oral

squamouscellcarcinomainadose-dependentmanner.Results(mean±SD)

were calculated as percent of corresponding control values. *P<0.05,

**P<0.01,aresignificant.Statisticalanalysiswasperformed by ANOVA.

Eachpointrepresentsfourrepeats,eachtriplicate.
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2. 강 편평암 포  포 병변 과 및 핵 내 태학  변  

아데노신에 의한 사람 유래 구강 편평암세포종인 YD-10B,YD-38세포에서

세포 병변 효과를 확인하기 하여 아데노신을 3.0mM 농도로 24시간 동안 처

리하여 Crystalviolet염색을 수행한 결과 아데노신을 3.0mM 처리 한 세포에

서 세포 병변 효과의 감소를 확인하 다(Fig.2A).세포치사 유도에서 나타나는

형태학 특성으로 알려져 있는 DNA 분 화를 확인하기 해 DNA

fragmentationassay실험을 수행하 다.YD-10B,YD-38세포에 아데노신 3

mM을 처리하여 24시간 후 세포를 수집하여 genomicDNA을 분리하여 확인

한 결과,YD-38세포에서 뚜렷한 DNA 분 화를 확인 할 수 있었고,반면

YD-10B세포에서는 DNA 분 화가 일어나지 않음을 확인하 다(Fig.2B).

Figure2.Cytopathiceffectand Fragmentation ofgenomicDNA by

adenosineinYD-10BandYD-38humanoralsquamouscellcarcinoma.

Cellswereseededat4×10
5
andthentreatedwith3.0mМ ofadenosinefor

24h.(A)Cytopaticeffectwasobservedbycrystalvioletstainingat24h

after treatment. (B) Electrophoretic analysis of internucleosomal DNA

fragmentation. Genomic DNA was subjected to 1.5% agarose gel

electrophoresiswithethidium bromide.
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3. 강 편평암 포에  포치사에 여하는 단백질 발  

YD-10B,YD-38구강 편평암세포에서 아데노신의 세포치사 유도의 분자

기 을 규명하기 해 미토콘드리아 외막에 존재하는 세포사멸 유도인자인

Bax단백질과 세포사멸 억제인자인 Bcl-2단백질 발 을 확인하 다.YD-38

세포에서 Bax발 이 증가하 으며,Bcl-2발 은 감소하 다.YD-10B세포에

서는 반 로 Bax 발 은 감소하고,Bcl-2 단백질 발 이 증가하 다. 한

YD-38세포에서 세포치사 경로의 하방에서 신호 달의 필수 인 역할을 하는

cleavedcaspase-9,-3의 발 이 증가하고 PARP가 활성화되어 세포치사를 유도

함을 확인하 다(Fig.3B).그러나 YD-10B세포에서 cleavedcaspase-9,-3발 에

변함이 없었으며,cleavedPARP발 은 감소하 다(Fig.3A).
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Figure3.Theeffectofadenosineonpro-apoptoticandanti-apoptoticrelated

proteinsinYD-10BandYD-38humanoralsquamouscellcarcinoma.Cells

weretreatedwith3mM ofadenosineforanindicatedtime.Totalproteins

(20ug)werepreparedandtheexpressionsofBax,Bcl-2,cleavedcaspase-9,

-3andPARP proteinswereanalyzedbyWesternblotanalysis.(A)The

expressionofpro-apoptoticandanti-apoptoticrelateproteinsinYD-10B,(B)

YD-38humanoralsquamouscellcarcinoma.Eachcolumnrepresentsthe

mean(±SEM)foldchangelargerthannonadenosine-treatedgroups.
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4. 강 편평암 포에  포주기 진행 억 에 여하는 단백질 발  

아데노신이 YD-10B,YD-38구강 편평암세포에서 세포 증식을 억제시키는지에

한 분자 기 을 규명하기 하여 세포주기 련인자들의 발 정도를 확인

하 다.세포주기와 련이 높은 인자 CDK4의 발 을 측정한 결과 YD-10B

세포에 아데노신을 3mM 처리 시 발 이 히 감소하 으며,YD-38세포에

서는 거의 변화가 없었다.CDK 해인자로 알려져 있는 p15,p16의 발 정도를

측정 한 결과 YD-10B 세포에서 p15,p16의 발 이 증가하 으며,YD-38세포

에서 p15의 발 은 증가하 으며,p16의 발 은 거의 변화가 없음을 확인하

다(Fig.4A,B).
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Figure4.ActivationofCDK4andCDKinhibitors(p15,p16)byadenosine

treatmentinYD-10BandYD-38humanoralsquamouscellcarcinoma.Cells

weretreatedwith3mM ofadenosineforanindicatedtime.Totalproteins

(20ug)werepreparedandtheexpressionsofCDK4andp15,p16proteins

wereanalyzedbyWesternblotanalysis.(A)TheexpressionofCDK4and

CDK inhibitors (p15,p16)proteins in YD-10B,(B)YD-38 human oral

squamouscellcarcinoma.Eachcolumnrepresentsthemean(±SEM)fold

changelargerthannonadenosine-treatedgroups.
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Ⅳ. 고  찰

편평암세포는 인간의 암 에서 가장 일반 이고 높은 발생 빈도를 차지하고

있으며,그 에서도 구강 편평암세포의 경우는 발생 후 5년 생존율이 50%

정도에 그치고 있다(20).근래 구강암 연구에 하여 다양한 한약재 천연물을

이용한 연구가 진행되고 있으며 버섯,콩,진달래꽃,활나물 등의 추출물이 구강

편평암세포에 하여 유의한 세포독성을 나타내며 이러한 세포독성은 세포치사에

의한 것임을 밝혔다(21,22). 부분 암 치료제는 세포치사를 유도한다고 보고

되고 있으며,세포치사의 유발인자는 세포 증식 조 과 생존 조 의 균형에

의해 결정된다.아데노신은 세포치사와 련된 유 자들을 활성화시킴으로써

HuH-7간암 세포에서는 C-FLIP발 을 감소시켜 caspase-8,-3의 발 을

활성화 시켜서 PARP를 단하여 세포사멸을 유도하는 분자 기 을 보고

하 으며(23),LNcap-FGC-10,DU-145,PC3 립선암세포에서는 아데노신을

처리한 결과 세포주기 억제에 여하는 cyclicdependentkinasse(CDK)의

발 을 감소하여 G1arrest가 유도되어 세포성장이 억제됨을 보고 하 다(10).

한 GT3-TKB폐암세포에서는 아데노신 카이네이즈에 의해 AMP로 환되고,

AMPK (AMP-activatedproteinkinas)의 활성으로 세포치사를 유도함을 보고

하 다(3). 와 같이 아데노신으로 여러 암세포주를 이용하여 세포주기에 의한

세포성장 억제 세포사멸에 의한 성장 억제에 한 다양한 분자 기 에

하여 연구하고 있지만 구강 편평암세포를 이용한 세포성장 억제 세포치사에

한 분자 기 에 한 실험은 보고 된 바 없다.본 연구는 구강 편평암세포

YD-10B와 YD-38세포를 이용하여 아데노신에 의한 다양한 세포성 세포치사

기 에 하여 확인하기 한 기 인 연구라 할 수 있다.YD-10B와 YD-38

구강 편평암세포의 성장 억제효과를 확인하기 하여 먼 암세포에 아데노신

1.0mM에서 5.0mM 까지 처리하여 24시간 후 MTT assay를 이용하여 성장

억제를 확인 한 결과 3.0mM 농도에서 세포성장을 억제함을 확인하 다(Fig.

1A,B). 한 세포 내 직 Crystalviolet염색약을 처리하여 세포 병변효과를

확인하 다(Fig.2A).암세포의 성장억제는 세포주기의 진행 억제 는 세포치사

유도에 의해서 이루어진다.아데노신에 의한 YD-10B와 YD-38구강 편평암세포의
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성장억제의 기 을 확인하기 하여 단백질 면역 발색법,DNA 분 화을 수행

하 다.암세포 사멸에 표 인 형태학 상인 염색체 DNA의 분 화를 확인

하 을 때 같은 농도 3mM 처리한 YD-38세포에서 뚜렷한 분 화 상을 확인

할 수 있었고(Fig.2B),Bax단백질 발 의 증가와 Bcl-2단백질 발 의 감소,

cleavedcaspase-9,-3활성화를 통해 PARP의 단에 의하여 세포치사를

유도함을 확인하 다(Fig.3B). 한 YD-10B세포에서는 DNA분 이 일어나지

않았으며(Fig.2B)세포주기에 진행 억제에 여하는 CDK4발 의 감소와 p15,

p16발 의 증가로 인해 G1arrest가 유도되어 세포 성장이 억제됨을 확인하 다

(Fig.4B). 연구를 종합 해 볼 때,사람 유래 구강 편평암세포종인 YD-10B

세포는 아데노신에 의해 DNA 분 화 같은 세포치사로 진행되는 형태변화를

보 으며,이 과정에서 caspase활성 증가로 인한 PARP 단에 의한 세포치사

유도를 실험으로 확인하 으며,YD-38세포에서는 G0/G1phasearrest를 유도

함으로써 세포주기 진행을 억제함을 알 수 있었다.따라서 아데노신에 의한

여러 가지 세포치사 기 을 응용함으로써 구강 편평암세포에 있어서 새로운

치료제의 가능성에 한 정보의 제공과 함께 다양한 기 의 응용에도 도움을

것으로 사료되며,앞으로 이에 한 지속 인 연구가 필요하리라 생각된다.
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