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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

MechanismsofCellCycleArrestby5'-nitro-indirubinoximein
KBOralSquamousCarcinomaCells

Kim JeongSeok
Advisor:Prof.Sang-GunAhn,PhD

DepartmentofDentalEngineering,GraduateSchoolofChosunUniversity

5'-Nitro-Indirubinoxime(5'-NIO)isknowntohaveanti-tumoreffect
inhumancancercells.Theauthorfindsthatlow concentrationsof5'-NIO
irreversibly inhibits the proliferation of human KB oral squamous
carcinoma cells and induces the inhibition ofG1/S phase regulatory
proteins.5'-NIO-mediatedG1/Sspecificcyclin-dependentkinases(CDKs)
aremediatedbytwodifferentmechanisms.First,5'-NIO inhibitsCDK4
with affecting significantly cyclin D1/D3 and p16INK4A.Second,5'-NIO
inhibitsCDK2byinductionoftheCDKsinhibitor,p21waf1.5'-NIO-induced
cellcycle arrestmay induce apoptosis ofhuman KB oralsquamous
carcinoma cells through mitochondria-dependent activation of caspase
cascade.Theseobservationstogethersuggestthat5'-NIO may havea
possibletherapeuticpotentialtooralcancer.
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ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

인디루빈은 약용 식물인 DangguiLonghuiWan의 주요 성분으로 전통적으
로 만성 골수성 백혈병을 치료하기 위하여 사용되어 온 중국 전통 약물이다
1-4).최근에 인디루빈과 그 유도체들이 일부 kinasefamily에 대해 높은 선택
성과 특히 cyclin-dependentkinases(CDKs)의 ATP가 결합하는 catalytic
site에 결합함으로써 강력한 CDKs의 저해제로 알려지고 있으며,이는 이들
성분이 항암치료에 이용될 수 있는 가능성을 제시하고 있다5-8).악성종양 세
포에서 항암효과에 대한 정확한 기전은 아직 잘 알려져 있지는 않지만,세포
주기 조절 유전자 또는 단백질 저해를 통해 항암효과를 보이는 것으로 믿고
있다. 이를 뒷받침하는 최근 연구로 indirubin-5'-sulfonate과
indirubin-3'-monoxime과 같은 인디루빈 유도체들이 hematopoieticJurkat
세포와 SV40-transformed human breast epithelial HBL-100 세포에서
CDK1의 활성을 저해 할 뿐만 아니라 세포주기의 G1과 G2/M 기를 억제하는
결과가 보고되었다6,9).또한 또 다른 indirubin유도체인 meisoindigo가 NB4와
U937백혈병 세포에서 G1 세포주기 저해와 세포사를 유도함이 보고되었다
10,11).이들 인디루빈 유도체는 다른 CDKs저해와 함께 microtubule-binding
protein인 tau의 비정상적인 hyperphosphorylation을 유도하는 glycogen
synthasekinase3β (GSK3β)에 대한 강력한 저해제로 확인되어,한편으로는
Alzheimer병 치료제로의 응용 가능성이 제시되고 있다12,13).GSK 3β는
WNT 신호 경로에서 중요한 조절인자로 cyclinD1과 β-catenin조절에 의한
세포주기 조절 뿐만 아니라 glycogen합성에 의한 인슐린 활성조절에 관여한
다14,15).특히 indirubin-3'-monoxime은 뉴론의 apoptosis의 중요한 조절인자
인 c-Jun NH2-terminalkinase 저해할 뿐만 아니라 정상적인 중심체
(centrosome)복제에 영향을 미치지 않고 종양 세포내 비정상적인 중심소체
(centriole)와 중심체의 복제를 선택적으로 저해함이 보고되었다16).
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이러한 연구배경을 바탕으로 강력하고 안정적인 항암 효과 물질을 찾기 위
해 새로운 인디루빈 유도체를 indirubin-3'-monoxime으로 부터
5'-nitro-indirubinoxime(5'-NIO)을 합성하여 그 효능을 실험동물
모델에서 확인한바 있고,또한 5'-NIO에 대한 사람 종양세포에서의 항암 효
과를 조사한 결과,기존에 알려진 인디루빈과 indirubin-3'-monoxime보다 낮
은 농도에서 월등하게 종양세포를 억제하는 항암효과를 확인하였다17).
사람의 악성종양 세포들은 비정상적인 세포주기와 이를 조절할 수 있는

checkpoint가 결여됨으로서 발생한다.특히 세포주기에 관여하는 유전자의 돌
연변이와 과발현이 비정상적인 세포 또는 악성세포로의 전환을 유도하기 때
문에 암 치료의 목적으로 이들 유전자를 조절하는 연구가 많이 진행되고 있
다.구강암 또한 정확한 발생기전이 규명되지 않았지만 이들 유전적인 요인
들이 매우 밀접하게 관여하고 있다.구강암은 전체 암 발생의 5%정도를 차지
하고 꾸준히 증가하는 추세에 있으며,우리나라에서 매년 1500명의 구강암
환자가 발생하는 것으로 추정하고 있다.
따라서 이 연구에서는 5'-NIO을 구강 편평세포암종 KB 세포에 처리한 후
세포주기 유전자 및 checkpoint조절 유전자 발현의 변화를 분석하고 구강암
세포의 성장억제와의 관련성을 연구 하였으며,이들 연구로 새로운 인디루빈
유도체인 5'-NIO의 작용 기전을 이해할 뿐만 아니라 구강암의 치료에 활용
할 수 있는 가능성을 확인하였다.
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ⅡⅡⅡ...연연연구구구재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...인인인디디디루루루빈빈빈유유유도도도체체체(((555'''---NNNIIIOOO)))의의의합합합성성성
인디루빈을 pyridine에 녹인 뒤 hydroxylaminehydrochloride(10equiv.)을
첨가하고 80-90℃로 열을 가하면서 magnetic stirring으로 녹여주었다.
Solvent는 evaporation으로 제거하고 물로 수세하였다.Cyclohexane은 선택적

으로 3'-oxime을 만들어내며,Fig.1에서처럼 indirubin 구조의 R-group을
NO2로 치환하여 5'-nitro-indirubinoxime을 합성하였다.

Fig. 1. Chemical structure of indirubin and 5'-nitro-indirubinoxime
(5'-NIO).

222...세세세포포포 배배배양양양
구강 편평세포암종 KB 세포는 ATCC (Manassa,VA)로 부터 구입하였고
5% bovinecalfserum과 100㎍/mlstreptomycin, 100units/mlpenicillin,1
☓MEM Non-EssentialAminoAcidSolution이 포함된 Minimum Essential
Medium (MEM)에서 37℃, 5% CO2 조건하에 계대 배양하였다.
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5'-nitro-indirubinoxime은 KB세포에 정해진 시간 및 농도별로 처리하였다.

333...MMMTTTTTT 분분분석석석
5'-NIO에 대한 KB세포의 생존율을 조사하기 위하여 6-wellplate에 3×

105cells/well세포를 seeding하고 12시간 후 1,5,10,20uM의 5’-NIO를
시간별로 처리 하였다.KB세포를 PBS로 washing하고 MTT가 포함된 배
지에서 4시간,37℃에서 배양하고,platereader를 이용하여 492nm에 세포
의 생존율을 조사하였다.

444...FFFlllooowww CCCyyytttooommmeeetttrrryyy분분분석석석
세포주기 진행과정에서 5'-NIO의 효과를 조사하기 위해 6-wellplate에 3

×105cells/well세포를 seeding하고 overnight후 5uM의 5’-NIO를 6,24
및 30시간을 처리하였다.세포를 trypsinization하여 harvest하고 4℃에서 10
분간 70% ethanol로 고정하였다.고정된 세포는 PBS로 두 번 수세하고 100
ug/mlRNase와 함께 배양한 후 40ug/mlpropidium iodide(PI))로 30분간
실온에서 염색하였다.세포주기 분석은 Becton Dickinson Facstar flow
cytometer(FACSCalibur,BectonDickinson,MountainView,CA,USA)와
BectonDickinsonCELLQuestsoftware를 이용하였다.

555...WWWeeesssttteeerrrnnnBBBllloootttAAAssssssaaayyy
5'-NIO를 처리한 후 KB 세포를 ice-coldPBS로 수세하였다.세포를 200

ul2X SDSbuffer로 용해하고 단백질을 10% SDS-polyacrylamidegel로 분
리하고 PVDFmembrane에 transfer하였다.5% skinmilksolution에서 2시
간 blocking한 후 membrane을 anti-cyclinD1/D3,p21CIP1/Waf1,CDK2/4/6,
p15INK4B,p16INK4A (CellSignaltechnology),anti-p53,anti-Actin (Sigma),
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anti-SAPK/JNK, anti-p38, anti-ERK, anti-phospho-ERK (Santa Cruz
Biotechnology,SantaCruz,CA)등과 실온에서 3시간 배양하였다.Membrane
은 TTBS(20mM Tris.HCl,8g/lNaCl,0.1% Tween20,pH 7.6)로 3번 수
세하고, horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (1:1000
dilution)와 함께 실온에서 1시간 이상 배양하였다.단백질 발현의 확인은
ECLreagents(Bio-Rad)를 사용하였다.



- 6 -

ⅢⅢⅢ...연연연구구구 결결결과과과

111...구구구강강강암암암 KKKBBB세세세포포포에에에 대대대한한한 555'''---NNNIIIOOO의의의 효효효과과과
구강암 세포 억제에 대한 5'-NIO의 효과를 조사하기 위해 MTT assay를

이용하여 세포의 생존율을 조사하였다.그 결과 5'-NIO는 시간 또는 농도 의
존적으로 강하게 KB세포의 성장을 저해하는 것이 관찰되었다 (Fig2).1 μ

M 5'-NIO를 6,12그리고 24시간 처리 시 KB세포는 각각 40%,50%,80%
정도의 생존율이 감소하였고 10 μM 이상의 5'-NIO처리 시 6시간 내에 생
존율이 90% 감소하는 것을 보였다.

Fig.2.Effectof5'-NIOonKBcellproliferation.

222...555'''---NNNIIIOOO에에에 의의의한한한 세세세포포포주주주기기기 억억억제제제효효효과과과
세포주기에 미치는 5'-NIO의 효과를 조사하기 위해 flow cytometry

analysis실시하였다.5'-NIO를 처리하지 않은 대조군 세포에서는 대부분의
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G1기 (79%)와 S기 (12%)를 보여주고 있으나 5'-NIO처리 후 S기 정지를
보이고 있었다.5'-NIO에 의해 세포주기의 G2/M 기의 감소와 부가적으로
5'-NIO30시간 처리된 세포내에서 S기 정지와 함께 G1기의 억제가 부분적
으로 관찰되었다 (Fig3).이들 결과는 5'-NIO가 KB세포의 G1/S기를 억제
함을 보여주고 있다.

Fig.3.Effectof5'-NIOoncellcycleinKBcell.

333...세세세포포포주주주기기기 관관관련련련단단단백백백질질질 발발발현현현에에에 대대대한한한 555'''---NNNIIIOOO의의의 효효효과과과
5'-NIO는 세포주기 G1기의 활성화에 중요인자인 CDK4/6의 조절인자인

p15INK4B의 단백질 발현은 농도 의존적으로 감소한 반면,또 다른 CDK4/6조
절인자인 p16INK4A와 CDK2의 조절인자인 p21CIP1그리고 p21CIP1의 조절인자인
p53의 발현이 증가하였다 (Fig4A).흥미롭게도 이들 단백질은 낮은 농도인

FL2-A

ControlControlControlControl
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1μM 5'-NIO에 의해 강하게 발현되며,발현된 p21CIP은 CDK2보다는 CDK4
의 발현에 영향을 주었다 (Fig.4B).또한 5'-NIO는 CDK4의 활성 조절인자
인 cyclinD1,cyclinD3의 단백질 발현을 현저히 감소시켰다 (Fig.4C).이들
결과로 5'-NIO가 세포주기 조절인자인 p53과 p21CIP의 발현을 증가시켜 세
포주기 활성인자인 CDK4의 발현을 억제하고,CDK4의 조절인자인 cyclin
D1,cyclinD3을 저해시켜 세포주기를 억제하는 것으로 보인다.

Fig.4.AlterationsofG1/S cellcycleregulatory protein expression by
5'-NIO. Proteinlevelsof (A)CDK inhibitors(p53,p21CIP1,p15INK4B and
p16INK4A),(B)CDKs(CDK2,CDK4)and(C)CDK4/6regulators(cyclinD1,
cyclinD3)detectedbyWesternblot.
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또한 세포주기 조절 단백질의 시간에 따른 발현 변화를 관찰한 결과
5'-NIO는 CDK4/6의 조절인자인 p15INK4B의 단백질 발현을 시간 의존적으로
감소한 반면,p16INK4A와 p21CIP1그리고 p21CIP1의 조절인자인 p53의 발현이 증
가하였다.특히 p21CIP1과 p53의 발현은 6시간 내에 강하게 발현되며,30시간
후 정상 수준으로 감소되었다 (Fig5A).흥미롭게도 Fig4B에서 높은 농도의
5'-NIO가 24시간에 CDK2의 발현에 영향을 주지 않았지만,Fig5B에서 24시
간 후에 CDK2의 발현을 억제하는 것을 보였다.이는 5'-NIO가 세포내에서
작용하는데 있어 농도보다는 시간이 중요함을 보여주고 있다.이러한 결과는
5'-NIO가 세포주기 조절인자인 p53과 p21CIP의 발현을 농도,시간 의존적으로
증가시키며,세포주기 활성인자인 CDK4와 CDK2의 발현 억제 및 CDK4의
조절인자인 cyclinD1,cyclinD3을 저해시켜 G1/S기의 세포주기를 억제하는
것으로 보인다.
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Fig.5.AlterationsofG1/S cellcycleregulatory protein expression by
5'-NIO.Proteinlevelsof(A)CDK inhibitors(p53,p21CIP1,p15INK4B and
p16INK4A ),(B)CDKs(CDK2,CDK4)and(C)CDK4/6regulators(cyclin
D1,cyclinD3)detectedbyWesternblot.

444...MMMAAAPPPKKKsss의의의 활활활성성성에에에 대대대한한한 555'''---NNNIIIOOO의의의 작작작용용용
5'-NIO가 MAPK pathway를 조절할 수 있는지를 조사하였다.그 결과

SAPK/JNK은 5'-NIO 처리에 발현 및 활성에 영향을 받지 않았으며
p38-MAPK은 약간 발현이 증가하였지만 p38-MAPK의 활성에는 영향을 주
지 않았다(datanotshown).그러나 5'-NIO가 ERK의 인산화를 시간 의존적
으로 증가시킴으로써 ERK의 활성을 증가시킴을 확인하였다 (Fig.6).이들
결과를 통해 5'-NIO가 ERK의 활성을 유도,p53과 p21waf1/Chip1발현을 증가시
키고 CDKs를 억제시킴으로서 구강암 세포의 세포주기를 특이적으로 억제함
을 확인하였다.

Fig6.ERK activationby5'-NIO.
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ⅣⅣⅣ...고고고 찰찰찰

세포주기는 세포성장과 증식에 직접적으로 관여하는 복잡하고 특이적인 일
련의 반응이다18).세포주기에 관여하는 주 조절인자는 cyclin-dependent
kinases(CDKs),CDK의 regulatorycounterpart인 cyclins그리고 종양억제
인자인 retinoblastoma(RB)등으로 지금까지 알려진 다수의 항암 약제들의
분자 표적으로 이들 세포주기 조절기전에 관여하는 유전자 및 단백질인 것으
로 확인되었다19).현재 세포주기를 표적으로 하는 항암 약물들은 CDK
kinase활성 저해,cyclin-CDK 상호작용 제해,ubiquitin을 이용한 cyclin의
proteolysis조절에 초점을 맞추고 있다20).
최근에 암치료제로 주목을 받고 있는 인디루빈은 중국 내에서 만성 골수성
백혈병 치료를 위해 사용된 DangguiLonghuiWan의 주 성분으로 항암효과
가 우수한 여러 인디루빈 유도체들이 보고되고 있다. 이들 유도체들
cyclin-dependentkinase(CDK)1/cyclinB,CDK2/cyclinA,CDK2/cyclinE,
GSK3β,그리고 CDK5/p25저해를 통해 여러 사람 종양세포의 성장억제효과
를 가지고 있음이 확인되었다5-11). 인디루빈을 처리한 종양세포의 세포주기
는 G1/S또는 G2/M 기에서 정지되며 그로 인해 세포증식의 저해와 세포사가
유도된다.인디루빈은 CDK의 catalyticdomain내의 ATPbindingpocket에
결합,분자적 변형을 유도함으로써 CDK에 ATP의 결합을 억제하여 종양세포
의 세포주기를 저해한다5,6).
이 연구에서는 기존의 알려진 항암제보다 효능이 탁월한 항암약제를 개발
하기 위해 새로운 인디루빈 유도체인 5'-NIO의 효과를 구강 편평세포암종
KB세포에서 조사하였다.이전 연구에서 Lee등은 5'-NIO가 사람 폐암 세포
에서 G2/M phase의 세포주기를 억제하고 p53과 마이토콘드리아 의존적으로
세포사를 유발한다고 보고 하였다21).그러나 5'-NIO가 어떤 기전을 통해 세
포주기를 조절하는지는 입증하지 못하였다.
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이 연구에서 낮은 농도의 5'-NIO가 기존의 인디루빈 그리고 그 유도체인
indirubin-3'-monoxime보다 강력하게 구강 편평세포암종의 세포주기 관련
단백질을 조절을 통해 세포성장을 저해함을 확인하였다.5'-NIO가 p53과
p21Waf1/Cip1의 단백질 발현 조절에 관여하는 결과는 초기연구와 일치하였지만
저자는 사람 폐암 세포와는 다르게 구강 편평세포암종에서는 다른 기전을 통
해 세포주기를 억제하는 것으로 확인 되었다.이 연구결과 두 가지 경로를
통해 G1/S기를 억제를 억제하는 것으로 보인다 (Fig.7).첫째,5 μM 5'-NIO
는 KB 세포에서 24시간내 CyclinD1과 D3를 현저히 감소시키고 CDK4의
발현 또한 감소시키는 반면 CDK4/6의 특이적 저해제인 p16INK4A의 발현
은 시간,농도 의존적으로 빠르게 증가시켜 G1/S기를 조절하는 것으로 생각
되며.둘째,5'-NIO가 p53의 활성을 유도하고 p53이 downstream의 또 다른
보편적 CDKs저해제인 p21Waf1/Cip1의 발현을 빠르게 유도하여 p21Waf1/Cip1의
주 표적인 CDK2의 발현을 억제함을 관찰하였다.이들 또한 CDK4의 활성을
억제하는 것으로 추정된다.

FIG.7.Schematicsof5'-NIO-inducedeffectsuponG1/S cellcycleand
apoptosissignaltransductionpathways.
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이러한 결과를 통해 CDK4/6의 특이적 저해제인 p16INK4A와 p53의존 경로
에 의한 p21Waf1/Cip1통해 G1/S기에 관여하는 세포조절 인자가 저해 받는 것
을 확인 하였다.일반적으로 CyclinD/CDK4와 CyclinE/CDK2복합체는 활
성은 G1에서 S기로 세포주기를 조절하는 RB 단백질의 인산화를 조절하여
세포주기를 원활하게 유지한다.
최근 MAPKs가 eukaryotic세포에서 다양한 외부자극에 반응하여 세포성

장과 세포사에 중요한 작용을 하고 있음이 보고되고 있다.MAPK에 대한 초
기 연구는 세포가 성장인자를 인식하고 신호를 세포 안으로 전달하여
mitogen을 활성화 시키는 기전을 밝히는 과정에서 시작되었다.세포막 안으
로 성장인자의 신호가 전달되면,Grb2가 Sos에 결합되고,이는 Ras-GDP를
Ras-GTP로 바꿔준다. 이때 Raf라는 MAPKKK(MAP kinanse kinase
kinase)가 인산화 되고,활성화된 Raf는 downstream에 존재하는 MAPKK와
MAPK를 인산화 시킨다22).활성화된 MAPK는 핵 안으로 이동,다양한 전사
인자를 활성화 시키고,특정 세포주기나 성장에 관여하는 유전자의 발현을
촉진하게 된다.특히 ERK와 p38-MAPK 경로가 세포성장 저해와 세포주기
조절에 밀접하게 연관되어 있으며,다양한 세포 내에서 cyclinD1과 p21CIP1

의 발현을 조절한다23-25).저자는 5'-NIO가 MAPKs (ERK,JNK,and
p38-MAPK) 활성도를 조절하는지를 조사하였다. 그 결과 흥미롭게도
5'-NIO가 ERK의 인산화를 촉진 시켰으며,반면 JNK와 p38-MAPK의 인산
화는 관찰하지 못하였다.이들 결과를 통해 구강암 세포내에서 5'-NIO에 의
해 유래된 세포주기 조절은 ERK 활성화를 통해 유도되는 것으로 생각된다.
Extracellular-signal-regulatedkinase(ERK)signaling pathway는 세포증
식,세포분화 그리고 세포생존과 같은 다양한 세포성 반응에 중요한 역할을
한다 26).최근 연구를 통해 다수의 ERK 신호 관련 단백질이 확인되고 있으
며,이들 단백질에 대한 5'-NIO의 역할,세포의 운명을 조절하는 ERK 신호
와 세포주기와의 관련성의 연구는 암 연구에 매우 중요한 이슈가 될 것이다.
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저자는 현재 구강암 세포에서 5'-NIO가 mitochondria-mediatedpathways
를 통해 세포사를 유도함을 연구하고 있다. 일반적으로
mitochondria-mediatedcelldeathpathways는 mitochondria로부터 만들어지
는 cytochromec가 caspasecascade과정을 통해 caspase9을 활성화시키고
caspase9은 caspase3를 활성화 시킨다27-29).세포사의 효력인자인 caspase3
는 활성화된 caspase7과 함께 DNA 수복에 관여하는 Poly(ADP-Ribose)
Polymerase(PARP)를 억제한다.이들 세포사 기전에 5'-NIO의 효과를 연구
중이며 이들 5'-NIO에 대한 분자생물학적 작용기전에 대한 구체적인 연구는
효과적인 구강암 치료에 응용할 수 있을 것으로 사료된다.
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ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

새로운 인디루빈 유도체인 5'-NIO는 구강암 세포에서 세포주기 조절에 중
요한 역할을 하는 CDKs와 CyclinD의 발현을 현저하게 저해한 반면 CDK의
저해제인 p16INK4A와 p21Waf1/Cip1의 발현은 증가 하였고 또한 세포성장을 조절
하는 신호전달효소중 하나인 ERK1/2의 활성을 유도함을 확인할 수 있었다.
5'-NIO는 종양억제인자인 p53의 발현을 현저히 증가시켜 세포주기 조절뿐만
아니라 p53의존적으로 mitochondria매개 세포사 경로를 촉진시킬 가능성이
높으며,서로 다른 암 억제 기전을 동시에 유도함으로써 강력하고 효율적인
구강암 치료제로 이용될 수 있을 것이다.



- 16 -

ⅥⅥⅥ...참참참고고고문문문헌헌헌
1.Zhang ZN,Liu EK,Zheng TL,and LiDG.Treatmentofchronic
myelocyticleukemia(CML)bytraditionalChinesemedicineandWestern
medicinealternately.JTraditChinMed5:246-8,1985.
2.QinGW,XuRS.Recentadvancesonbioactivenaturalproductsfrom
Chinesemedicinalplants.MedResRev18(6):375-82,1998.
3. Han J. Traditional Chinese medicine and the search for new
antineoplasticdrugs.JEthnopharmacol24(1):1-17,1988.
4.MaMZ,YaoBY.Progressinindirubintreatmentofchronicmyelocytic
leukemia.JTraditChinMed.3(3):245-8.1983.
5.MoonMJ,LeeSK,LeeJW,SongWK,Kim SW,Kim JI,ChoC,Choi
SJ,Kim YC.Synthesis and structure-activity relationships of novel
indirubin derivatives as potent anti-proliferative agents with CDK2
inhibitoryactivities.BioorgMedChem 14(1):237-46,2006.
6.HoesselR,LeclercS,EndicottJA,NobelME,LawrieA,TunnahP,
LeostM,Damiens E,Marie D,Marko D,NiederbergerE,Tang W,
Eisenbrand G,MeijerL.Indirubin,theactiveconstituentofaChinese
antileukaemia medicine,inhibitscyclin-dependentkinases.NatCellBiol
1(1):60-7,1999.
7.EisenbrandG,HippeF,JakobsS,MuehlbeyerS.Molecularmechanisms
ofindirubin and its derivatives:novelanticancermolecules with their
origin in traditionalChinese phytomedicine.J CancerRes Clin Oncol
130(11):627-35,2004.
8.MerzKH,SchwahnS,HippeF,MuhlbeyerS,JakobsS,EisenbrandG.
Novel indirubin derivatives, promising anti-tumor agents inhibiting
cyclin-dependentkinases.IntJClinPharmacolTher42(11):656-8,2004.



- 17 -

9.DamiensE,BaratteB,MarieD,EisenbrandG,MeijerL.Anti-mitotic
propertiesofindirubin-3'-monoxime,aCDK/GSK-3inhibitor:inductionof
endoreplicationfollowingprophasearrest.Oncogene20(29):3786-97,2001.
10.MarkoD,SchatzleS,FriedelA,GenzlingerA,ZanklH,MeijerL,
EisenbrandG.nhibitionofcyclin-dependentkinase1(CDK1)byindirubin
derivativesinhumantumourcells.BrJCancer84(2):283-9,2001.
11.Xiao Z,Hao Y,Liu B,Qian L.ndirubin and meisoindigo in the
treatmentofchronicmyelogenousleukemia in China.Leuk Lymphoma
43(9):1763-8,2002.
12. LeclercS,GarnierM,HoesselR,MarkoD,BibbJA,SnyderGL,
GreengardP,BiernatJ,WuYZ,Mandelkow EM,EisenbrandG,MeijerL.
Indirubinsinhibitglycogen synthasekinase-3betaand CDK5/p25,two
proteinkinasesinvolvedinabnormaltauphosphorylationinAlzheimer's
disease.JBiolChem 276(1):251-60,2001.
13.PolychronopoulosP,MagiatisP,SkaltsounisAL,MyrianthopoulosV,
Mikros E,Tarricone A,Musacchio A,Roe S.M,PearlL,LeostM,
GreengardP,MeijerL.Structuralbasisforthesynthesisofindirubinsas
potent and selective inhibitors of glycogen synthase kinase-3 and
cyclin-dependentkinases.JMedChem 47(4):935-46,2004.
14.DiehlJA,Cheng M,RousselMF,Sherr CJ.Glycogen synthase
kinase-3betaregulatescyclin D1proteolysisandsubcellularlocalization.
GenesDev12(22):3499-511,1998.
15.WillertK,NusseR.Beta-catenin:akeymediatorofWntsignaling.
CurrOpinGenetDev8(1):95-102,1998.
16.XieY,LiuY,MaC,YuanZ,WangW,ZhuZ,GaoG,LiuX,Yuan
H,ChenR,HuangS,Wang X,ZhuX,Wang X,MaoZ,andLiM.
Indirubin-3'-oxime inhibits c-Jun NH2-terminal kinase: anti-apoptotic



- 18 -

effectincerebellargranuleneurons.NeurosciLett367:355-9,2004.
17.Kim SA,Kim YC,Kim SW,LeeSH,MinJJ,AhnSG andYoonJH.
Anti-tumorActivityofNovelIndirubinDerivativesinRatTumorModel.
ClinCancerRes(inpress).2006.
18.SherrCJ.Cancercellcycles.Science274:1672-77,1996.
19.WeinbergRA.Theretinoblastomaproteinandcellcyclecontrol.Cell
81(3):323-30,1995.
20.BuolamwiniJK.Cellcyclemoleculartargetsinnovelanticancerdrug
discovery.CurrPharm Des6(4):379-92,2000.
21.LeeJW,MoonMJ,MinHY,ChungHJ,ParkEJ,ParkHJ,HongJY,
Kim YC, Lee SK. Induction of apoptosis by a novel
indirubin-5-nitro-3'-monoxime,a CDK inhibitor,in human lung cancer
cells.BioorgMedChem Lett15(17):3948-52,2005.
22.ChangL andKarinM.MammalianMAP kinasesignalingcascades,
Nature410:37-40,2001.
23.PeterM and Herskowitz I.Joining the complex:cyclin-dependent
kinaseinhibitoryproteinsandthecellcycle.Cell79:181-4,1994.
24.RooversK andAssoianRK.IntegratingtheMAPkinasesignalinto
theG1phasecellcyclemachinery.Bioessays22:818-26,2000.
25.Balmanno K and Cook SJ.Sustained MAP kinase activation is
requiredfortheexpressionofcyclinD1,p21Cip1andasubsetofAP-1
proteinsinCCL39cells.Oncogene18:3085-97,1999.
26. Pumiglia KM, Decker SJ. Cell cycle arrest mediated by the
MEK/mitogen-activatedproteinkinasepathway.ProcNatlAcadSciU S
A 94(2):448-52.1997.
27.DanialNN,KorsmeyerSJ.Celldeath:Criticalcontrolpoints.Cell
116(2):205-9,2004.



- 19 -

28.GreenDR,ReedJC.Mitochondriaandapoptosis.Science281:1309-12,
1998.
29.BoatrightKM,SalvesenGS.Mechanismsofcaspaseactivation.Curr
OpinCellBiol15(6):725-31,2003.



- 20 -

저저저작작작물물물 이이이용용용 허허허락락락서서서
학   과 치의공학과 학  번 20057590 과  정 박사

성  명 한글: 김 정 석     한문: 영문: Kim Jeong Seok  

주  소  경기도 수원시 장안구 연무동 246-23 세브란스치과

연락처 E-MAIL : signyang@hanmail.net

 논문제목

한글: 구강암 KB 세포에서 5‘-nitro-indirubinoxime

에 의한 세포주기 억제기전

영문: Mechanisms of cell cycle arrest by 

5‘-nitro-indirubinoxime in KB oral squamous 

carcinoma cells  

   본인이 저작한 위의 저작물에 대하여 다음과 같은 조건아래 조선대학교가 

저작물을 이용할 수 있도록 허락하고 동의합니다.

                                 - 다     음 -

1. 저작물의 DB구축 및 인터넷을 포함한 정보통신망에의 공개를 위한 

저작물의 복제, 기억장치에의 저장, 전송 등을 허락함

2. 위의 목적을 위하여 필요한 범위 내에서의 편집ㆍ형식상의 변경을 허락함. 

다만, 저작물의 내용변경은 금지함.

3. 배포ㆍ전송된 저작물의 영리적 목적을 위한 복제, 저장, 전송 등은 금지함.

4. 저작물에 대한 이용기간은 5년으로 하고, 기간종료 3개월 이내에 별도의 

의사표시가 없을 경우에는 저작물의 이용기간을 계속 연장함.

5. 해당 저작물의 저작권을 타인에게 양도하거나 또는 출판을 허락을 하였을 

경우에는 1개월 이내에 대학에 이를 통보함.

6. 조선대학교는 저작물의 이용허락 이후 해당 저작물로 인하여 발생하는 

타인에 의한 권리 침해에 대하여 일체의 법적 책임을 지지 않음

7. 소속대학의 협정기관에 저작물의 제공 및 인터넷 등 정보통신망을 이용한 

저작물의 전송ㆍ출력을 허락함.

  

2006년   12월    일

  

                                         저작자: 김 정 석   (서명 또는 인)

         

         조선대학교 총장 귀하


	Ⅰ. 서론
	Ⅱ. 연구재료 및 방법
	1. 인디루빈 유도체 (5'-NIO)의 합성
	2. 세포 배양
	3. MTT 분석
	4. Flow Cytometry 분석
	5. Western Blot Assay

	Ⅲ. 연구결과
	1. 구강암 KB세포에 대한 5'-NIO의 효과
	2. 5'-NIO에 의한 세포주기 억제효과
	3. 세포주기 관련 단백질 발현에 5'-NIO의 효과
	4. MAPKs의 활성에 5'-NIO의 작용

	Ⅳ. 고찰
	Ⅴ. 결론
	Ⅵ. 참고 문헌

