
2013년 2월

박사학 논문

A549세포에서

5-nitro-5’-hydroxy-indirubinoxime

의 apoptosis과 autophagy유도

효과

조선 학교 학원

치의생명공학과

백 종 필

[UCI]I804:24011-200000263508



A549세포에서

5-nitro-5’-hydroxy-indirubinoxime

의 apoptosis과 autophagy유도

효과

Inductionofapoptosisandautophagyby

5-nitro-5’-hydroxy-indirubinoximeinhumanlungcancerA549

cells

2013년 02월 25일

조선 학교 학원

치의생명공학과

백 종 필



A549세포에서

5-nitro-5’-hydroxy-indirubinoxime

의 apoptosis과 autophagy유도

효과

지도교수 안 상 건

이 논문을 치의학박사 학 신청 논문으로 제출함

2012년 10월

조선 학교 학원

치의생명공학과

백 종 필



백종필의 박사학 논문을 인 함

원장 주과학기술원 교수 김 재 일 (인)

원 원 학교 교수 윤 정 훈 (인)

원 서울 학교 교수 강 건 욱 (인)

원 원 학교 교수 이 (인)

원 조선 학교 교수 안 상 건 (인)

2012년 12월

조선 학교 학원



- i -

목 차

목 차 ·············································································· ⅰ

도목차 ·········································································· ⅲ

ABSTRACT ·····································································

Ⅰ.서 론 ········································································· 1

Ⅱ.재료 방법 ·································································· 4

1.재료 항체 ································································ 4

2.세포 배양 ···································································· 4

3.MTT 분석 ·································································· 4

4.Flow cytometry를 이용한 세포주기 분석 ································5

5.Flow cytometry를 이용한 세포 사멸 분석 ······························5

6.DAPI염색 ····································································5

7.Westernblot분석 ···························································5

8.Monodansylcadaverine(MDC)염색 ······································6

9.Acidicvesicularorganelles(AVOs)측정 ·······························6

10.자료 분석 ····································································6

Ⅲ.결과 ············································································ 8

1.5-OH-NIO가 A549폐암 세포 증식에 미치는 효과 ·····················8

2.5-OH-NIO가 A549폐암 세포 주기에 미치는 효과 ·················· 11

3.A549세포에서 5-OH-NIO에 의한 세포사멸 조사 그 기 연구 ··15

4.A549세포에서 5-OH-NIO에 의한 세포자식작용 유도효과 ·············22



- ii -

5.A549세포에서 세포 자식작용의 역할 ······································27

Ⅳ.고찰 ··········································································· 31

V.참고문헌 ·········································································34



- iii -

도목차

Figure1.Theeffectof5-OH-NIOoncellproliferationmeasuredbyMTT

assay················································································ 9

Figure2.Morphologicalchangesby5-OH-NIO··························· 10

Figure3.Cellcycleanalysisbyflow cytometry····························12

Figure4.G2/M phasecellcycleregulatorsexpressioninA549cells···14

Figure5.Apoptoticproportionbyflow cytometry··························16

Figure6.Apoptosisanalysisof5-OH-NIO treatedcellsbyDAPIstain

······················································································· 19

Figure7.ApoptosisregulatorsexpressioninA549cells·················· 21

Figure8.AutophagyregulatorsexpressioninA549cells················ 23

Figure 9. Autophagy analysis of 5-OH-NIO treated cells by

Monodansylcadaverine(MDC)staining······································· 24

Figure10.Inductionofautophagy by5-OH-NIO using acidicvesicular

organelles(AVOs)inA549cells·············································· 25



- iv -

Figure 11.The effect of 5-OH-NIO and chloroquine (CQ) on the

proliferationmeasuredbyMTT assay······································· 28

Figure 12. Inhibition of autophagy by chloroquine (CQ) in

5-OH-NIO-treatedA549cells················································· 29



- v -

ABSTRACT

Inductionofapoptosisandautophagyby

5-nitro-5’-hydroxy-indirubinoximeinhumanlung

cancerA549cells

JongPilBaek

Advisor:Prof.Sang-GunAhn,Ph.D.

DepartmentofDentalBioengineering,

GraduateSchoolofChosunUniversity

BACKGROUND: Our group recently demonstrated that

5-nitro-5'-hydroxy-indirubin-3'-oxime (5-OH-NIO), a novel

Indirubin-3'-oximederivativeaspotentCDK inhibitors.Inthisstudy,the

effectof5-OH-NIOwasexaminedinA549humannon-smalllungcancer

cells.

METHODS:Cellviability was examined by MTT assay.Cellcycle

wereexamined by Flow cytometry andapoptosiswasmeasured using

annexinV/PIstainingandimmunoblot.Autophagywascharacterizedby

theincreaseinLC3B-IIandtheformationofautophagosomeandacidic

vesicularorganelles(AVOs).

RESULTS:5-OH-NIO inhibited the proliferation ofA549 cells in a
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dose-dependentmanner.CellcycleanalysisshowedtheG2/M arrestin

5-OH-NIO-treatedcells. 5-OH-NIO increasedthenumberofapoptotic

cellsbyintrinsicapoptoticpathway.5-OH-NIO alsoinducedautophagyin

A549cellsevidencedbytheincreasedlevelsofLC3typeII expression

and theaccumulation ofAVOs.Theinhibition ofautophagy enhanced

5-OH-NIO-mediatedapoptosis.

CONCLUSIONS: These results suggest that 5-OH-NIO exerts

anti-tumoreffectsbyinducing apoptosisandautophagy,andautophagy

inhibitionenhances5-OH-NIO-mediatedapoptosisinA549cells.
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I.서론

폐암은 재 남성과 여성 암 사망률의 주요 원인으로 알려져 있고,미국에

서는 년 간 165,000명 이상 폐암에 걸린다고 알려져 있다. 략 폐암의 85%

가 non-smallcelllungcancer(NSCLC)로 진단되고 있고,치료받지 않은

NSCLC환자의 1년 생존율은 약 10-15%로 알려져 있다.폐암은 조기 발견

과 치료가 환자의 후를 향상시킬 수 있으나,폐암 환자의 15%정도만 기

단계에서 진단이 가능하다 (1-3).NSCLC를 포함한 부분의 환자는 수술이

나 방사선 치료법으로 제한된 방법을 사용하고 있다.그럼에도 불구하고,

NSCLC환자의 80% 이상은 질병 기간 동안 화학 요법을 병행하는 경우가

많은데 Cisplatin을 포함한 여러 항암 치료 방법은 20년 이상 NSCLC의 치료

방법으로 이용되고 있다 (3-5).암 치료를 해 재 사용할 수 있는 가장

요한 화학요법치료 물질 하나로 알려진 Cisplatin의 경우도 NSCLC환자

에서 생존 속도를 향상뿐 아니라 증상을 완화시킨다고 알려져 있다 (5-9).불

행히도,가장 큰 효능에도 불구하고,Cisplatin은 여러 부작용과 약물에 한

내성이 생기는 을 포함한 여러 문제 을 가지고 있다 (5,8,10-12).이러한

문제 을 해결하기 해서 독성이 없는 새로운 약물에 한 연구 는

NSCLC의 치료에 필요한 우수한 약물의 개발이 필요한 실정이다.

여러 세포 독성 물질과 DNA를 손상시키는 물질은 세포 주기 G1,S

는 G2/M기의 축 을 유도하고,apoptoticcelldeath를 유도한다 (13-15).이

러한 과정은 cyclin 단백질의 조 에 여하는 cyclin-dependentprotein

kinases(CDKs)의 복합 인 활동으로 조 된다 (16,17).세포 주기의 G2/M

기로 사될 때,cyclinA/B와 함께 CDK1/2의 복합체의 활성화가 필요하다

(18,19).게다가,caspase의 활성화는 inhibitorofapoptosis (IAP) 는

Bcl-2families를 포함한 여러 세포내 단백질을 조 함으로서 세포사멸을 유
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도된다 (20-22).이 의 연구에서 Bax,Bcl-XL,Mcl-1,Bcl-2,Bid와 같은

Bcl-1family 구성 요소가 mitochondrialmembrane에 존재하고,apoptotic

celldeath로 유도하는 caspase의 활성화를 개시한다는 보고가 있다 (21-23).

그러므로,여러 메카니즘을 통한 세포 성장과 생존에서 CDKs는 요한 작용

을 하며,이러한 CDK 활성도의 조 이 요하다.Cyclin D와 E와 같은

cyclin의 비정상 으로 높은 발 이나 유 자 변이를 통한 CDKs의 조 이

여러 종양에서 찰되고 있다 (24). 를 들어,CDK2/cyclinE복합체의 발

과 매활동이 장,난소,유방, 립선 암 에서 증가하고,유방암 환자에서

낮은 생존률을 나타내는 종양에서 cyclinE의 발 이 증가한다는 보고가 있

고,비정상 인 CDK1/cyclinB 복합체의 발 은 립선 암과 폐암환자에서

찰되었다 (25-28).

세포 정 사멸은 다시 세포사멸과 세포자식작용으로 세분하는데,세포사

멸은 세포사를 억제하는 단백질,혹은 반 로 세포사를 유발하는 단백질들의

활성도 조합으로 결정이 되고 (29),caspase효소에 의해 세포사멸을 유도한

다고 알려져 있다.세포사멸의 외형 특징으로는 기 염색사 응축과 더불

어 건강한 세포의 경우 세포막 안쪽으로 노출되는 phosphatidylserine(PS)

막지질이 세포막 바깥쪽으로 노출이 된다. 한 세포막의 blebbing 상과 함

께 DNase 활성에 의해 조각난 DNA와 세포질 일부를 포함하는 vesicle

(apoptoticbody)로 분열된다.Apoptoticbody는 주변의 phagocyte면역 세포

에 의해 제거되어 세포 내 항원 물질이 세포 밖으로 새어나오지 않기 때문에

염증반응에 의한 주변 세포의 피해를 최소화 시킨다 (30).세포자식작용은

lipidbilayer로 구성된 membranousvacuole이 제거 상의 세포질과 함께 미

토콘드리아나 소포체, 골지체와 같은 세포 소기 을 둘러 으로써

autophagosome을 형성하고 연이어 lysosome과 합쳐져 autolysosome을 형성

한다.Autolysosome에 의해 둘러싸인 내부 물질은 lysosome에 존재하는 산
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성 가수분해 효소에 의하여 분해되고 부산물은 세포 구성 물질로 재사용된

다.결국 불필요게 소모되는 세포 양분을 세포 구성 성분의 합성과 분해,

recycling을 통해 이고 이를 다시 세포 생장에 필요한 process에 재배치시

키는 역할을 한다 (31).

이 의 연구에서 당귀 롱휘 완(DangguiLonghuiWan)의 성분인 인디루빈

(indirubin)유도체가 암세포를 억제한다는 결과가 발표되었다.이러한 인디루

빈은 CDK에 ATP가 근하지 못하도록 한다 (32).ATP는 부분의 생화학

반응을 유도하는 에 지원으로 ATP가 없으면 CDK 효소는 작용하지 않아서,

세포 분열은 단되게 된다.암 세포에서는 정상 세포에 비해 세포 분열이

많이 일어나기 때문에 인디루빈이 항암제로 이용되고 있다.그러나 인디루빈

은 지용성이고 체내에 흡수가 되지 않기 때문에 이러한 단 을 보완한 인디

루빈 유도체의 연구가 필요하다.본 연구에서,새로운 인디루빈 유도체인

5-nitro-5’-hydroxy-indirubinoxime(5-OH-NIO)를 합성하여 실험에 사용하

다.

본 연구를 통해 CDK 억제효과가 있는 새로운 인디루빈 유도체인

5-OH-NIO가 폐암 A549세포의 증식 세포 주기에 미치는 향과,세포사

멸 뿐 만 아니라 세포자식작용에 어떤 향을 미치는지 조사하 고,이를 통

해 폐암 치료의 새로운 치료제로의 가능성을 제시하고자 한다.
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Ⅱ.실험 재료 방법

1)재료 항체

5-OH-NIO은 애니젠(주)에서 합성하여 실험에 사용하 다.일차 항체는

Cyclin B1,pro-caspase 3,Cleaved caspase 7/9,Poly (ADP-ribose)

polymerase(PARP),LC3B,Phospho-mTOR,Beclin-1,ATG 3/5/7/12(Cell

signaling,Danvers,MA)와 Bax,Bcl-2,Cytochromec,Actin(SantaCruz

Biotechnology,CA,USA)을 사용하 다.

2)세포배양

사람 폐암 세포주인 A549세포는 10% fetalbovineserum,1xMEM

non-essentialaminoacid,100U/mlpenicillin과 100μg/mlstreptomycin이

포함된 DMEM에서 37℃,5% CO2의 조건하에 계 배양하 다.

3)MTT 분석

MTT (3-4,5-Dimerhylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)시약

은 최종 농도 5mg/ml가 되도록 PBS에 녹인 후 빛을 차단하고 4℃에 보

하 다.A549세포를 계수하여 12well배양 시에 1×10
5
개씩 분주하여 배양

후,5-OH-NIO를 처리하 다.48시간 후,MTT 용액을 처리하여 37℃에서

3시간동안 반응시켰다.세포 배양액을 제거한 후,acid-isopropanol(0.04

mol/L HCL in isopropanol)에 dark bluecrystals을 용해시켜 Microplate

AutoreaderELISA를 사용하여 570nm의 장에서 흡 도를 측정하 다.
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4)Flow cytometry를 이용한 세포주기 분석

A549세포를 60mm 배양 시에 1×105/mL개의 세포수가 되도록 분주하

여 배양한 후 5-OH-NIO를 농도별로 48시간 동안 처리하 다.세포를 모아

70% 에탄올에 고정하여 PI(50μg/mL)로 염색 후,CellLabQuanta
TM
SC

flow cytometer(BeckmanCoulterInc,Miami,FL)를 이용하여 측정하 다.

5)Flow cytometry를 이용한 세포 사멸 분석

A549세포에 5-OH-NIO를 농도별로 처리하고 48시간 배양 후,세포를 배

양액과 함께 모아 Alexa Fluor 488 Annexin V 와 propidium iodide

(VybrantApoptosis Assay kit,MolecularProbes)로 염색 후,CellLab

Quanta
TM
SCflow cytometer(BeckmanCoulterInc,Miami,FL)를 이용하

여 측정하 다.

6)DAPI염색

A549 세포를 chamber slide에 1×10
5
개/well로 계수하여 배양 후,

5-OH-NIO를 농도별로 처리하고 48시간 배양하 다.세포를 PBS로 세척하

여 4% paraformaldehyde에 고정하고,DAPIsolution(2μg/ml)을 15분 동

안 반응시킨 후,AxiovertS100형 미경 (CarlZeiss,Inc.,USA)으로 확

인하 다.

7)Westernblot분석
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Lysis buffer(1 % Triton X-100,150 mM NaCl,5 mM EDTA와

proteaseinhibitors)를 사용하여 단백질을 추출하여 정량 후,20-50μg의 단

백질을 7.5-12 % SDS-PAGE gel을 사용하여 기 동 하여,PVDF

membrane에 transfer하 다.5% skim milk에 2시간 동안 Blocking하고,

일차항체 (1:1000)와 overnight으로 4℃에서 반응시켰다.TBST buffer로 세

척 후,실온에서 1시간동안 이차 항체 (1:5000)와 반응시켰다.최종 으로

WEST ZOLPLUSreagent를 사용하여 LAS-1000(Fujifilm,Japan)으로 단

백질 발 정도를 확인하 다.

8)Monodansylcadaverine(MDC)염색

MDC(Sigma)를 사용하여 autophagicvacuoles을 측정하 다.세포에 0.05

mM의 MDC용액을 처리하여 37℃에서 10분간 배양하 고,세포를 PBS로

세척 후,AxiovertS100형 미경 (CarlZeiss,Inc.,USA)으로 확인하

다.

9)Acidicvesicularorganelles(AVOs)측정

Autophagy가 유도되면 AVO 형성 증가가 나타난다.AVOs의 측정은

acridine orange 시약을 사용하여 세포를 염색하여 찰 가능하다 (33).

Acridineorange염색된 세포에서 세포질은 밝은 녹색의 형 을 띠는 반면,

AVO 형성으로 산성화 되면 밝은 붉은 색의 형 을 띤다.1 μg/mL의

acridineorange(Sigma)용액으로 15분 염색하 다.PBS로 세척 후 형 미

경으로 찰하 고,FACScan flow cytometer(Beckman CoulterInc.)와

CellQuestsoftware(BeckmanCoulterInc.)를 사용하여 분석하 다.

10)자료 분석
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모든 통계학 분석은 MicrosoftExcel을 사용하 다.각각 시료에 한

t-test를 사용하여 유의성 검정을 한 결과 p-value<0.05,0.01,0.001로 통계

으로 유의하게 정의하 다.
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Ⅲ.결과

1)5-OH-NIO가 A549폐암 세포 증식에 미치는 효과

세포 증식 억제에 한 5-OH-NIO의 효과를 조사하기 해 MTT 실험법

을 이용하여 세포의 생존율을 조사하 다.그 결과,5-OH-NIO를 처리한

A549폐암 세포에서 세포 손상이 찰 되었고,농도와 시간 의존 으로 세포

의 성장이 해됨을 확인하 다.기존에 가장 효과가 높은 것으로 알려져 있

는 indirubin-3-monoxime과 비교 시 히 5-OH-NIO가 A549폐암 세포주

의 증식을 더 강하게 억제 시키는 것을 확인하 다 (Fig.1). 한,A549폐

암 세포에서 5-OH-NIO를 처리하고 48시간 후에 세포 모양 변화를 찰한

결과, 조군에 비해 5-OH-NIO 농도 의존 으로 세포가 다각형 모양 는

뾰족한 모양으로 변형됨을 확인하 다 (Fig2).
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Figure1.Theeffectof5-OH-NIO oncellproliferationmeasuredby

MTT assay.

A549cellswereincubatedwith1,2.5,5,10,20μM of5-OH-NIO for24

or48h.CellproliferationwasanalyzedbyMTTassay.
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Figure2.Morphologicalchangesby5-OH-NIO.

A549cellsweretreated for48h with theindicated concentrationsof

5-OH-NIO.Themagnificationis100X.
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2)5-OH-NIO가 A549폐암 세포 주기에 미치는 효과

5-OH-NIO에 의한 세포주기 조 효과를 확인하기 해 flow cytometry분

석법으로 세포 주기를 조사하 다.그 결과,5-OH-NIO처리한 군에서 G1기

가 감소하면서 G2/M기가 증가하는 것이 찰되었다 (Fig.3A,B). 한

westernblot을 통해 G2/M기에 여하는 CDK2,cyclinB1과 phospho-cdc2

의 발 이 히 감소하는 것으로 나타나 5-OH-NIO 처리시 A549세포에

서 G2/M기의 축 이 유도됨을 확인하 다 (Fig.4).이 결과를 통해

5-OH-NIO가 cyclinB1의 억제를 통해 폐암 A549세포의 G2/M기의 축

효과를 확인하 다.
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Figure3.Cellcycleanalysisbyflow cytometry.

(A)A549cellscyclearrestinduced by 5-OH-NIO (3,6,9 μM)was

measuredbyPIstain.(B)Thegraphrepresentstherelativenumberof

cellsfrom threeseparatedexperiments.
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Figure4.G2/M phasecellcycleregulatorsexpressioninA549cells.

A549cellsweretreatedwith3,6,9μM of5-OH-NIO for48h.Western

blotanalysisofCDK2,CyclinB1,phospho-cdc2andActin.
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3)A549세포에서 5-OH-NIO에 의한 세포사멸 조사 그 기 연구

5-OH-NIO에 의한 세포 증식 억제 효과가 세포 사멸에 의한 것인가를 조

사하기 해 먼 flow cytometry분석법으로 세포 주기를 조사하 다.그

결과,5-OH-NIO 처리한 군에서 sub-G1기가 증가하는 것이 확인 되었고

(Fig.5A),이는 동일한 농도의 indirubin-3-monoxime를 처리한 군에 비해 3

배 이상 높은 세포사멸이 유도되는 것으로 확인되었다. 한 AnnexinV/PI

염색에서도 AnnexinV에 염색된 apoptoticcell이 농도 의존 으로 히 증

가한 것을 확인할 수 있었다 (Fig.5B).5-OH-NIO에 의한 세포사멸 유도효

과는 DAPI염색을 통한 apoptoticbody증가를 형 미경을 이용해 찰함

으로써 다시 한 번 확인 할 수 있었다 (Fig.6).

5-OH-NIO에 의한 세포사멸 기 을 알아보기 해 세포사멸에 여하는

것으로 알려진 단백질들의 발 을 western blot을 통해 조사하 다.

5-OH-NIO 처리 시 Bcl-2 level은 감소하고 Bax level이 증가하 으며

cytochrom c의 세포질내로의 유출이 찰되었다. 한 caspase3,7,9이 활

성화되고 caspase3/7의 하 신호인 PARP의 cleavege가 5-OH-NIO를 처리

한 세포에서 증가되는 것으로 나타나,5-OH-NIO가 미토콘드리아 의존 세

포사멸 기 을 통해 세포의 증식을 강하게 억제함을 확인하 다 (Fig.7).



- 16 -



- 17 -



- 18 -

Figure5.Apoptoticproportionbyflow cytometry.

(A)Thecellstreatedwithindicatedconcentraationsof5-OH-NIO for48

h.Cellsstainedwith propidium iodine(PI)andsub-G1DNA contents

were evaluated by flow cytometric analysis.(B)A549 cells induced

apoptosisby5-OH-NIO (3,6,9μM)wasmeasuredbyflow cytometry.

Thegraphrepresentstherelativenumberofcellsfrom threeseparated

experiments.
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Figure6.Apoptosisanalysisof5-OH-NIO treated cellsby DAPI

stain.

Effectof5-OH-NIOonapoptoticfeaturesinA549cellsbyDAPIstaining.

Apoptoticbodieswereobservedin5-OH-NIO treatedA549cellsfor48h

byDAPIstaining.(A)MorphologicalpatternsofapoptosisinA549cells

exposedto5-OH-NIO.(B)NumbersofDAPIstainedapoptoticbodies.**

p<0.01,***p<0.001statistically significantwhencomparedwiththe

control.
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Figure7.ApoptosisregulatorsexpressioninA549cells.

Cellsweretreatedwith3,6,9 μM of5-OH-NIOfor24h.Westernblot

analysisofBax,Bcl-2,Cytochromec,cleavedcaspase7/9,pro-caspase3,

PARPandActin.
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4)A549세포에서 5-OH-NIO에 의한 세포자식작용 유도효과

5-OH-NIO가 A549세포에서 세포사멸 뿐만 아니라 세포자식작용 한 유

도하는지를 알아보기 해 세포자식작용유도 단백질인 LC3B의 발 변화를

조사하 다.실험 결과,A549세포에서 5-OH-NIO를 처리한 군에서 LC3B의

활성형인 LC3BtypeII단백질의 발 이 조군에 비해 히 증가하는 것

을 확인하 다. 한,자식작용 기에 여하는 단백질인 mTOR,Beclin-1,

ATG들의 발 이 처리 1시간에서 증가되는 결과를 보여 5-OH-NIO가 세포

자식작용을 유도하는 것을 확인하 다 (Fig.8).세포자식작용을 확인하기

해 자식작용 시 나타나는 autophagosome형성을 MDC염색을 통해 찰하

고 (Fig.9),acridineorange염색법으로 acidicvascularorganelle형성을

flow cytometry와 형 미경을 통해 찰함으로써 5-OH-NIO가 세포사멸

뿐 아니라 세포자식작용을 유도함을 확인 하 다 (Fig.10).
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Figure8.AutophagyregulatorsexpressioninA549cells.

A549cellsweretreatedwith3,6,9 μM of5-OH-NIOfor24h.Western

blotanalysisofLC3B,phospho-mTOR,Beclin-1,ATG3/5/7/12,andActin.
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Figure 9. Autophagy analysis of 5-OH-NIO treated cells by

Monodansylcadaverine(MDC)staining.

ThecellswereincubatedwithMDC(0.05mM)for10minandobserved

underafluorescencemicroscopy.



- 25 -



- 26 -

Figure 10. Induction of autophagy by 5-OH-NIO using acidic

vesicularorganelles(AVOs)inA549cells.

Fluorescence-activatedcellsortinganalysisusingacridineorange.(A)The

cellswerestainedwithacridineorange(1μg/ml)andthensubjectedto

flow cytometryanalysis.FL1-H,greencolorintensity;FL3-H,redcolor

intensity.Topofthegridwasconsideredasacidicvesicularorganelles.

Therepresentativeresultsfrom threeindependentexperimentsareshown.

(B) Morphologicalpatterns of autophagy in A549 cells exposed to

5-OH-NIO.Thecellswereobservedunderafluorescencemicroscopy.
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5)A549세포에서 세포 자식작용의 역할

5-OH-NIO에 의한 세포자식작용이 세포사 기능을 하는지 세포보호 작용을

하는지 알아보기 해,자식작용의 해제인 chloroquine을 동시에 처리하여

세포의 생존율을 조사해본 결과,5-OH-NIO에 의해 유도되는 자식작용을

chloroquine으로 억제 시 세포 증식능이 유의성 있게 감소하는 것으로 찰되

었고,5-OH-NIO에 의해 유도되는 자식작용은 세포보호의 기능을 하는 것을

확인하 다 (Fig.11). 한,자식작용 해로 나타나는 세포죽음은 PARP

cleavage증가와 AnnexinV/PI염색을 통한 FACS결과에서 세포사멸에 의

해 일어남을 확인하 다 (Fig.12A,B).이 결과를 통해 폐암 치료를 해

5-OH-NIO 처리 시 자식작용 제해제와 같이 사용하면 더 효과 인 폐암 세

포사멸을 유도할 수 있을 것으로 생각되어진다.
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Figure11.Theeffectof5-OH-NIO and chloroquine(CQ)on the

proliferationmeasuredbyMTT assay.

Thecellsweretreated with 5-OH-NIO for48 h in thepresenceor

absenceofCQ (50 μM).CellviabilitywasdeterminedbyMTT assay

after co-treated with 5-OH-NIO and CQ.*** p <0.001 statistically

significantwhencomparedwiththe5-OH-NIO-alone-treatedcells.



- 29 -



- 30 -

Figure 12. Inhibition of autophagy by chloroquine (CQ) in

5-OH-NIO-treatedA549cells.

Thecellsweretreated with 5-OH-NIO for48 h in thepresenceor

absenceofCQ (50μM).(A)WesternblotanalysesofLC3B andPARP

expressionsfrom totalcelllysates.Theproteinlevelswerenormalizedby

acomparisonwiththeactinlevels.(B)A549cellsinducedapoptosisby

5-OH-NIO andCQ wasmeasuredbyflow cytometry.Thepopulationof

apoptoticcellwascalculated.
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Ⅳ.고찰

이 의 연구에서,CDK 억제물질인 인디루빈 유도체,5’-NIO를 사용하여

구강암 세포의 성장을 억제하고 세포 사멸을 유도하는 것을 확인하 다 (32).

본 연구에서는, 인디루빈의 단 을 보완한 새로운 인디루빈 유도체인

5-OH-NIO를 사용하여 폐암 A549세포에서의 세포 성장 억제와 세포 주기

억제 세포사멸과 세포자식작용이 유도됨을 확인하 다.

CDKs는 serine/threoninekinasesgroup에 속해 세포주기의 조 ,신경 기

능,분화,세포사멸에서 증가한다고 알려져 있다 (34).그들의 활동성은 세포

주기의 다른 단계에서 발 하는 해당 cyclins에 결합을 포함한 여러 메커니즘

을 조 한다고 알려져 있다 (35).따라서,다른 CDK/cyclin복합체는 G1,S,

G2/M 단계를 통해 각각의 세포주기 단계에서 활성화된다.5-OH-NIO 처리

군에서 농도 의존 으로 A549세포의 G2/M기 축 을 확인하 다 (Fig.3A,

B). 한,westernblot분석을 통하여 G2/M기에 여한 단백질인 CDK2,

CyclinB1,phospho-cdc2의 감소를 확인하 다 (Fig.4).

Subramaniam 등은 췌장암 세포에서 CDK4억제제인 P276이 세포증식억제

효과를 나타냈고,G0/G1기의 축 을 확인하 다 (36). 한,Dickson등은

CDK2/4/6를 억제하는 억제제로 알려진 Flavopiridol이 invitro에서 세포 증

식을 억제하 고,G1/S기와 G2/M기를 모두 축 한다고 보고하 다 (37).

Gamet-Payrastre등은 Sulforaphane가 cdc2/cyclinB 복합체의 활성을 억제

함으로써 암 세포의 G2/M기 억제를 유도하고,세포 성장을 억제한다고 보

고하 고 (15),이 의 5’-NIO를 이용한 연구에서도 phospho-cdc2의 활성을

억제함으로써 구강암 세포의 G2/M기 축 을 유도하는 것으로 보고되어 본

연구와 동일한 결과를 보고하 다 (38).

세포사멸은 우리 몸 안에 입력되어 있는 생체 로그램으로 비정상 세포,
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손상된 세포 노화된 세포가 스스로 자살해 사멸함으로써 체 인 우리

몸의 균형을 유지시켜주는 메커니즘으로 알려져 있다.여러 가지 요인이 세

포사멸에 여하지만,크게 세포사 수용체 (deathreceptor)가 여하는 외부

요인 경로 (extrinsicapoptoticpathway)와 미토콘드리아 의존 인 내재 고

유 경로 (intrinsicapoptoticpathway)의 두 가지 메커니즘에 의해 apoptosis

가 유도될 수 있다.외부요인 경로는 주로 Fasligand등 tumornecrosis

factor 계열의 리간드가 세포 표면의 세포사 수용체에 결합한 후

Fas-associateddeathdomain(FADD)단백질 등 연결기 단백질을 경유하여

caspase8을 활성화시켜 세포사멸을 유발한다 (39,40).특히,내재 고유 경

로는 Bcl-2family가 cytoplasmicproteinmembers의 종류로 세포 사멸을 조

한다.Bcl-2family는 크게 Bcl-2와 Bax단백질로 구분되고,Bcl-2는 세포

사멸을 억제하고,반면에 Bax는 이러한 효과를 유지시키면서 서로 반 작용

을 한다 (22). 한,Caspases는 세포사멸을 조 하는 요한 인자로 이 에

caspase3는 세포내 요 단백질 에서 세포사멸을 매하는 작용을 한다는

보고가 있다 (23).이 의 보고에서 Cartee등은 CDK 억제제인 flavopiridol

이 골수성 백 병 세포인 U937세포에서 외부요인 경로를 통해 세포사멸을

유도하는 것을 보고하 다 (41).반면,Subramaniam 등은 CDK4억제제인

P276에 의해 Bax의 증가와 Bcl-2의 감소를 보 고,caspase3의 활성을 통

해 내재 고유 경로를 통해 세포사멸이 유도됨을 확인하 다 (36).본 연구

에서도 A549세포에서5-OH-NIO가 Sub G1의 증가와 DAPI염색을 통한

apoptoticbody의 증가,flow cytometry westernblot을 통해 내제 고유

경로를 통해 세포사멸이 유도됨을 확인하 다 (Fig.5-7).

세포자식작용은 세포 재생 메커니즘이고,programmedcelldeathtypeII로

지정됨으로써 최근 암 연구 분야의 높은 심을 나타내었다 (42,43).본 연

구에서 A549세포에서 5-OH-NIO가 세포자식작용을 유도하는 것을 세포질
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에서 MDC염색과 LC3-II의 증가,acridineorange염색을 통해 확인하 다

(Fig.8-10).이러한 결과는 5-OH-NIO가 A549세포에서 세포사멸 뿐만 아니

라,세포자식작용 한 유도함을 나타낸다.5-OH-NIO에 의해 유도된 세포자

식작용은 세포를 보호하는 역할을 한다는 사실을 확인하 다 (Fig.11,12).

결론 으로,본 연구를 통해 5-OH-NIO가 폐암 A549세포 성장을 억제하

고,세포 G2/M 주기를 축 하는 것을 확인하 다. 한,미토콘드리아 의존

신호를 통해 세포사멸을 유도하는 것과,5-OH-NIO가 세포자식작용 한

유도하는 것을 확인하 다.이 결과를 바탕으로 인디루빈 유도체,5-OH-NIO

의 분자 생물학 메커니즘을 통해 폐암 치료제로서의 가능성을 제시하 고,

폐암 뿐 만 아니라 여러 종양 치료에 한 연구가 필요할 것으로 생각된다.
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