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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT
IndiruninDerivativesinducesApoptosisinOralSquamous

CarcinomaKBCells

ChonYoungChan
Advisor:Prof.Jung-HoonYoon,DDS,PhD

DepartmentofDentalEngineering,GraduateSchoolofChosunUniversity

Indirubin is the active ingredient of a traditionalChinese herbal
medicine,DangguiLonghuiWan,used for the treatment ofchronic
myelocyticleukemia.Theauthorreportsthatnovelindirubin derivative,
5'-nitro-indirubinoxime(5'-NIO),haspotentanti-proliferativeactivityon
humanoralcancercells.TreatmentofKB cellswith5'-NIO showeda
strong cellgrowth inhibition during indicated time point.A typical
apoptosis pattern was obtained with DNA fragmentation and
immunofluorescence analysis of anneixn-v-flous. Western blot data
revealedthatp53andp21 levelincreasedstronglyupon5'-NIO
treatment.Theauthornexttestedwhether5'-NIOcouldactivateapoptosis
related proteins such as caspase-3/-7/-9.In cells exposed to 5'-NIO,
activationofcaspase-3and-7wasobserved.Interestingly,caspase-9and
cytochromeccouldslightlyactivateinresponseto5'-NIO.Theseresults
indicatethat5'-NIO strongly inducesoralcancercellsapoptosis a
Mitochondria-mediated caspase cascade pathway. These observations
togethersuggestthat5'-NIO mayhaveapossibletherapeuticpotentialto
oralcancer.
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ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

인디루빈은 만성 골수구성 백혈병 (chronicmyelocyticleukemia)의 치료에
사용되는 DangguiLonghuiWan이라는 약초의 구성 성분이다1).인디루빈은
다양한 형태의 악성종양 치료에 적용했을 때 심각한 골수 억제 없이 항암작
용을 나타낸다2,3).최근 연구결과에 의하면 인디루빈이 다양한 종류의 악성종
양 치료에 적용이 가능하다는 사실을 보고하고 있다4-7).
인디루빈과 그 유도체들은 cyclin-dependentkinases(CDKs)의 활성을 저해
하는 강력한 억제제이다.CDKs는 cyclin과 함께 세포주기 진행에 중요한 역
할을 수행한다.특히,세포주기를 표적으로 하는 항암 물질들은 주로 CDKs의
활성을 억제함으로써 그 기능을 수행한다.지금까지 많은 CDK의 억제제들이
보고되었는데 현재까지 대표적인 CDK inhibitors로는 flavopiridol,UCN-01,
olomoucine, rocosvitine, butyrolactone I, indirubin-5'-sulfonate과
indirubin-30-monoxime등이 알려져 있다.이 약물들은 주로 세포주기를 정
지시키고 apoptosis를 유도함으로써 암세포의 성장을 억제한다.인디루빈은
CDK의 ATP-binding부위에 ATP와 경쟁적으로 결합함으로써 세포증식을
억제한다4,5,8).인디루빈의 상세한 작용 기전이 아직 밝혀져 있지는 않지만 이
상과 같은 연구결과들로 부터 인디루빈의 암세포 증식 억제 효과는 세포주기
과정을 저해함으로써 일어난다고 생각되고 있다.인디루빈 유도체가 세포주
기를 G2/M기에서 정지시킴으로써 폐암 세포의 증식을 억제한다는 보고가 있
었다5).다른 종류의 인디루빈 유도체들은 유방암과 전립선 암세포에서 종양
세포의 생존과 증식에 중요한 역할을 한다고 알려진 stat3를 억제한다6).또한
indirubin-3'-monoxime은 p27Kip1을 활성화시키고 c-Jun NH2-terminal
kinase(JNK)의 활성을 억제하여 apoptosis에 중요한 역할을 수행하는 것으
로 알려져 있다10-12).
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두경부 편평세포암종은 선진국에서 여섯 번째로 흔한 암으로 미국에서는 매
년 44,000건의 새로운 환자가 발생하고 약 11,000명이 사망한다고 보고되어
있다13-15).두경부 편평세포암종이 항암화학 요법과 방사선 치료에 좋은 반응
을 보이기는 하지만 조절이 쉽지 않으며 예후도 좋지 않다.따라서 두경부
편평세포암종을 표적으로 삼는 새로운 항암기능 물질의 개발이 매우 필요한
실정이다.
지금까지 강력하고 안정적인 항암 효과 물질을 찾기 위하여 새로운 인디루
빈 유도체인 5'-nitro-indirubinoxime을 합성하여 그 효능을 다양한 암세포에
서 확인하였다5).그러나 새로운 인디루빈 유도체가 구강암 세포에 미치는 영
향에 대한 연구는 전무하다.따라서 이 연구에서는 구강 편평세포암종 세포
를 대상으로새로운 인디루빈 유도체를 처리한 후 구강암 세포의 성장억제와
apoptosis유도효과를 알아보고,apoptosis를 유도하는 기전을 규명하고자 하
였다.이 연구의 결과는 새로운 인디루빈의 작용 기전을 이해할 뿐 아니라
구강암의 진단과 치료,탐지를 위한 새로운 표적을 찾기 위한 중요한 자료를
제공할 수 있을 것이다.
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ⅡⅡⅡ...연연연구구구재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...인인인디디디루루루빈빈빈 유유유도도도체체체의의의합합합성성성
인디루빈을 pyridine에 녹인 뒤 hydroxylaminehydrochloride(10equiv.)을
첨가하고 80-90℃로 열을 가하면서 magneticstirring으로 교반하여 녹였다.
용매를 증발시켜 제거하고 물로 수세하였다.Cyclohexane은 선택적으로

3'-oxime을 만들어내며,Fig1에서처럼 indirubin구조의 R-group을 NO2,F,
NHCOtBu로 치환하여 인디루빈 유도체를 합성하였다.

Fig1.Chemicalstructureofindirubinanditsderivatives.

222...세세세포포포 배배배양양양
구강 편평세포암종 KB세포는 ATCC(Manassa,VA,USA)로 부터 구입하
였고 5% bovine calfserum과 100 ㎍/mlstreptomycin, 100 units/ml
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penicillin,1☓MEM Non-EssentialAminoAcidSolution이 포함된 Minimum
EssentialMedium (MEM)에서 37℃,5% CO2 조건하에 계대 배양하였다.
5‘-nitro-indirubinoxime은 KB세포에 정해진 시간 및 농도별로 처리하였다.

333...MMMTTTTTT 분분분석석석
인디루빈 유도체에 대한 KB 세포의 생존율을 조사하기 위하여 6-well

plate에 3×105cells/well세포를 seeding하고 12시간 후 10 μM의 인디루
빈 유도체를 시간별로 처리 하였다.KB세포를 PBS로 washing하고 MTT
가 포함된 배지에서 4시간,37℃에서 배양하고,platereader를 이용하여 492
nm에서 흡광도를 측정하였다.

444...AAApppoooppptttooosssiiisss분분분석석석
KB 세포를 10 μM의 인디루빈 유도체로 24 또는 48시간동안 처리하고
Annexin V-FLUOS staining kit (Roche Molecular Biochemicals,
Indianapolis,IN)를 이용하여 AnnexinV-FITC와 propidium iododide(PI)로
표지하였다.Apoptosis된 세포들은 디지털 카메라가 장착된 형광 현미경
(NikonEclipseE800)으로 관찰하였다.Flow cytometry분석은 CellQuest
software를 사용하여 FACS Caliber flow cytometer (BD Biosciences,
FranklinLakes,NJ)로 측정하였다.

555...DDDNNNAAAFFFrrraaagggmmmeeennntttaaatttiiiooonnnAAAssssssaaayyy
 6×105KB세포를 6-wellcultureplate에 seeding한 후 인디루빈 유도체 (1
또는 5 μg/ml)를 24또는 48시간 처리하였다.5분간 4oC에서 1500rpm으로
원심분리하여 세포를 수거하고 lysisbuffer로 용해시킨 후 phenol(pH 7.5)로
DNA를 추출하였고,aqueoussupernatant는 2.5volume의 ice-coldethanol과
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3M sodium acetate(pH 5.2)를 가하여 20oC에서 침전시켰다.동량의 DNA
0.5mg/L ethidium bromide가 포함된 1.8% agarosegel에서 전기영동하고
자외선 하에서 관찰하였다.

666...WWWeeesssttteeerrrnnnBBBllloootttAAAssssssaaayyy
KB세포를 인디루빈 유도체 중 5'-nitro-indirubinoxime로 24시간동안 처

리한 후 PBS로 두 번씩 세척하고,RIPA buffer(1% NonidetP-40,0.5%
sodium deoxycholate,1 mM PMSF,1 μg/mlaprotinin,1 mM sodium
orthovanadate가 포함된 PBS)로 용해하였다.세포 용해물을 4℃에서 30분간
배양한 후 10,000Xg로 10분간 원심분리 하였다.Immunoblotting을 위해 단백
질(10μg/lane)은 12% SDS-Polyacrylaide gel 상에서 전기영동 하고,
anti-caspase 3/7 antibody (CellSignaling Technology,Beverly,MA),
anti-cleavedcaspase3/7antibody(CellSignaling Technology),anti-p53,
anti-p21과 anti-cytochromecantibody(SantaCruzBiotechnology,Santa
CS)를 이용하여 immunoblotting하였다.
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ⅢⅢⅢ...연연연구구구 결결결과과과

111...인인인디디디루루루빈빈빈유유유도도도체체체의의의구구구강강강암암암세세세포포포증증증식식식억억억제제제효효효과과과
구강암 세포 증식억제에 대한 인디루빈 유도체의 효과를 조사하기 위해

MTT assay를 이용하여 세포의 생존율을 조사하였다.먼저 KB 세포를
6-well에 3x105cell/ml로 seeding하고 인디루빈 유도체를 10 μM을 6,
12,24,48시간 처리하고 MTT assay를 한 결과 인디루빈 유도체는 시간 의
존적으로 KB 세포의 성장을 저해하는 것이 관찰되었다 (Fig2).세 종류의
인디루빈 유도체 모두 성장억제를 보였으나 5‘-NIO가 가장 강력한 억제작용
을 보였다.10 μM 5'-NIO (011)를 6,12,24,48시간 처리 시 KB세포는 각
각 45%,30%,10%,5% 정도로 생존율이 감소하였다.

Fig2.EffectofindirubinderivativesonKBcellproliferation.
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222...인인인디디디루루루빈빈빈 유유유도도도체체체의의의 aaapppoooppptttooosssiiisss유유유도도도 효효효과과과
인디루빈 유도체가 apoptosis를 유도하는지를 알아보기 위해 인디루빈 유

도체를 KB 세포에 24,48시간 처리한 후 형광현미경으로 관찰하였다.그 결
과 세 종류의 인디루빈 유도체는 구강암 세포의 apoptosis를 유도하였다.그
러나 다른 유형에 비해 5'-NIO(5µM/ml)를 처리하였을 때 Annexin에 양성
을 보이는 apoptosis된 세포가 가장 많이 관찰되었다 (Fig3).

Fig 3.Annexin-V-flours and PIdouble staining assays examined by
fluorescentmicroscope.

333...DDDNNNAAA fffrrraaagggmmmeeennntttaaatttiiiooonnnaaassssssaaayyy
Apoptosis유도를 DNA fragmentation분석을 통해 더 확인하였다.Fig4에서
보듯이 인디루빈 유도체 세가지 모두 5µM/ml처리후 24시간과 48시간에
DNA fragmentation을 분명하게 볼 수 있었다.
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Fig 4.Induction ofDNA fragmentation by indirubin derivativesin KB
cells.

444...WWWeeesssttteeerrrnnnbbblllooottt분분분석석석
이상의 실험결과 5'-NIO가 다른 인디루빈 유도체에 비해 강력한 항암효과가
관찰되어 이후의 실험은 5'-NIO을 이용하여 수행하였다.이전 다른 연구에서
5'-NIO가 폐 암세포에서 세포조절 인자인 p53과 p21Waf1/CIP1의 발현을 증가
시키고 G2/M phase를 억제함이 보고되었다. 5'-NIO가 세포주기 및
apoptosis관련 단백질 발현에 미치는 영향을 확인하고자 KB세포를 6-well
에 3x105cell/ml로 seeding하고 5'-NIO를 1,2.5,5,10,20 μM을 24시
간 처리한 후 westernblot을 수행하였다.5'-NIO 처리후 p53과 p21의 발현
이 농도 의존적으로 증가하였다 (Fig5A).흥미롭게도 p53은 낮은 농도인 1
μM 5'-NIO에 의해 강하게 발현되며 높은 농도에서는 그 발현이 감소하였다
(Fig5A). 또한 저자는 세포주기 및 apoptosis조절 단백질의 시간에 따른
발현 변화를 조사하였다.그 결과 5'-NIO는 p21과 p21의 조절인자인 p53의
발현이 증가하였다.특히 p21CIP1과 p53의 발현은 6시간 내에 강하게 발현되

C     24     48      24    48      24     48      24     48C     24     48      24    48      24     48      24     48C     24     48      24    48      24     48      24     48C     24     48      24    48      24     48      24     48
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DMSODMSODMSODMSO 011011011011 012012012012 030030030030

(hr)(hr)(hr)(hr)
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며,30시간 후 정상 수준으로 감소되었다 (Fig5B).

A.

B.

Fig5.Effectof5'-NIO ontheexpressionofp21andp53proteinsinKB
oralcancercells.

 저자는 5'-NIO가 apoptosis를 활성화 시키는 단백질인 caspase-3/-7/-9의 발
현을 조사하였다. 5'-NIO 처리후, caspase-3와 -7이 활성화 되었고,
caspase-9도 약간 활성화 됨을 관찰 할 수 있었다. Caspase-9은
mitochondria에서 cytochromec를 유리하여 apoptosis를 유도하는 것으로 알
려져 있는데,이 연구에서도 5'-NIO 처리후 cytochromec가 농도 의존적으
로 증가함을 관찰하여 mitochondria매개 경로를 통해 apoptosis가 일어남을
확인하였다 (Fig6).
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Fig6.Effectof5'-NIO ontheexpressionofcaspase-3/7andcytochrome
CinKBoralcancercells.
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IIIIIIIII...고고고 찰찰찰
 

인디루빈은 최근에 항암치료제로 주목을 받고 있으며,만성 골수성 백혈병
치료를 위해 사용된 DangguiLonghuiWan의 주성분으로 항암효과가 우수한
여러 인디루빈 유도체들이 보고되고 있다. 이들 유도체들은
cyclin-dependentkinase(CDK)1/cyclinB,CDK2/cyclinA,CDK2/cyclinE,
GSK3β,그리고 CDK5/p25저해를 통해 여러 종류의 사람 암세포의 성장 억
제 효과를 가지고 있음이 확인되었다4,8,9,16-19).인디루빈을 처리한 암세포의 세
포주기는 G1/S또는 G2/M기에서 정지되며 이로 인해 세포증식의 저해와 세
포사가 유도된다.인디루빈은 CDK의 catalyticdomain내의 ATP binding
pocket에 결합,분자적 변형을 유도함으로써 CDK에 ATP의 결합을 억제하여
종양세포의 세포주기를 억제한다8,19).
 저자는 이 연구에서 인디루빈 유도체에 의한 사람 구강암 세포에 대한 항암
활성도를 확인하기 위해 성장 억제 효과와 apoptosis의 유도에 대해 연구하였
다.이 실험결과 세 종류의 인디루빈 유도체 모두 배양된 구강암 세
포의 증식을 억제하고 apoptosis를 유도하였다.그러나 증식억제와 apoptosis
유도는 5'-NIO이 가장 강력한 효과를 보여 이후 실험은 5'-NIO를 이용하여
수행하였다.이 연구에서 5'-NIO가 KB세포에서 apoptosis를 유도하는 전형
적인 형태학적 양상은 DNA fragmentation과 anneixn-V-flous염색 후 면역
형광 소견으로 확인하였다. 5'-NIO (5µM/ml)처리 후 대조군에 비해 실험
군에서 annexin양성 세포의 수가 현저하게 증가하였다.또한 5'-NIO처리 후
DNA fragmentation이 24시간과 48시간 후에 뚜렷하게 관찰되었다.
세포주기 중에서 p53과 p21CIP1/Waf-1은 세포사 신호과정 후에 중가하는 중요
한 억제인자이다.Lee등은 사람 폐암세포에서 5'-NIO가 p53의존성 경로를
통해 G2/M기를 지연시키고 mitochondria매개 경로를 통해 apoptosis를 유도
함을 보고한 바 있다5).이 연구의 Westernblot결과에서도 구강암 세포에서
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5'-NIO 처리후 p53과 p21Waf1/Cip이 증가하여, 5'-NIO이 구강암 세포에서
p53과 p21Waf1/Cip1을 조절함을 확인하였다.
저자는 구강암 세포에서 5'-NIO가 전형적인 apoptosis의 특징적인 세포사의
형태를 관찰하였다.또한 5'-NIO 처리 후 p53과 p21Waf1/Cip이 증가하여 p53
의존성 경로를 통해 G2/M기를 지연시키고 mitochondria매개 경로를 통해
apoptosis를 유도할 가능성이 있음을 확인하였다. 일반적으로
mitochondria-mediatedcelldeathpathways는 mitochondria로부터 만들어지
는 cytochromec가 caspasecascade과정을 통해 caspase9을 활성화시키고
caspase9은 caspase3를 활성화 시킨다20-22).세포사의 effect인자인 caspase
3는 활성화된 caspase7과 함께 DNA 수복에 관여하는 Poly(ADP-Ribose)
Polymerase(PARP)를 억제한다22).이 연구에서도 5'-NIO 처리가 apoptosis
관련 단백질인 caspase-3/-7/-9을 활성화 시키는지를 실험하였다.그 결과
5'-NIO 처리후 caspase-3와 -7의 활성화를 관찰하였다.그 결과 caspase-9
은 약간 증가하였다 (datanotshown).Caspase-9은 항암제에 의해 유도되는
apoptosis과정에서 mitochondria에서 유리되는 cytochromec에 의해 활성화
된다고 알려져 있어,5'-NIO에 의해 유도되는 apoptosis는 mitochondria매개
경로를 통해 일어남을 알 수 있었다.
결론적으로,이 연구에서는 기존의 알려진 항암제보다 효능이 탁월한 항암
물질을 개발하기 위해 새로운 인디루빈 유도체인 5'-NIO의 효과를 구강암
KB세포에서 연구하였다.이 연구에서 5'-NIO가 p53과 p21Waf1/Cip1의 단백질
발현 조절에 관여하는 결과는 기존 연구결과와 일치하였다.5'-NIO가 p53의
활성을 유도하고 p53의 down stream의 또 다른 세포주기 억제인자인
p21Waf1/Cip1의 발현을 유도하여 p21Waf1/Cip1의 주 표적인 CDK의 활성을 억제하
는 것으로 추정된다.또한 p53의 활성화는 mitochondria로 부터 만들어지는
cytochromec가 caspasecascade과정을 통해 caspase9을 활성화시키고
caspase9은 caspase3를 활성화 시키며,세포사의 effect인자인 caspase3는
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활성화된 caspase 7과 함께 DNA 수복에 관여하는 Poly(ADP-Ribose)
Polymerase(PARP)를 억제하여 apoptosis를 유도할 것으로 생각하였다 (Fig
7).

Fig 7.Schematics of 5'-NIO-induced effects upon apoptosis signal
transductionpathways.
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ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

이 연구에서는 기존의 알려진 항암제보다 효능이 탁월한 항암 물질을 개발
하기 위해 새로운 인디루빈 유도체인 5'-NIO의 효과를 구강암 KB세포에서
연구하였다.이 연구에서 5'-NIO가 p53의 활성을 유도하고 p53의 down
stream의 또 다른 세포주기 억제인자인 p21Waf1/Cip1의 발현을 유도하여
p21Waf1/Cip1의 주 표적인 CDK의 활성을 억제하는 것으로 추정된다.또한 p53
의 활성화는 mitochondria로 부터 만들어지는 cytochrome c가 caspase
cascade과정을 통해 caspase9을 활성화시키고 caspase9은 caspase3를 활
성화 시키며,세포사의 effect인자인 caspase3는 활성화된 caspase7과 함께
apoptosis를 유도할 것으로 생각하였다.
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