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Adenine Induces Apoptosis Markers in B16-F10 Melanoma Cells: 
Inhibiting Akt and mTOR and Increasing Bax/Bcl-2 Ratio 

Seung-Kiel Park†,*  

Department of Biochemistry, College of Medicine, Chungnam National University, Daejeon 35015, Korea 

Free adenine is mainly made during the polyamine synthesis in proliferating cells. Adenine molecule itself acts 

biological modulator in inflammation and cell death. In the previous report, we showed that adenine induces apoptotic 

cell death of B16-F10 mouse melanoma cells by eliciting of PARP and caspase 3 cleavages. In this study, we examined 

the adenine effect on other apoptotic molecules affecting caspase activation in B16-F10 melanoma cells. Adenine treatment 

make pro-apoptotic molecules active states. Bax/Bcl-2 ratio was increased and phosphorylation of mTOR and Akt was 

decreased in a dose dependent manner. These results showed the possibility that Bax/Bcl-2, Akt and mTOR are engaged 

in adenine induced apoptosis of melanoma cells. 
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서  론 
 

퓨린 염기인 아데닌은 핵산의 구성 분자이다. 아데닌 

합성은 핵산 분해 과정에서 만들어지지 않고, 주로 폴

리 아민 합성 과정에서 생성되는 5'-methylthioadenosine 

(MTA)에서 만들어진다(Avila et al., 2004). 증식하는 림프아

세포에서 만들어지는 아데닌의 85% 이상은 MTA에서 만

들어진다(Kamatani and Carson, 1981). 아데닌은 구제반응

을 통해 AMP로 바뀌어 ADP와 ATP를 생성한다. 아데닌

은 퍼킨제세포와 혈구세포의 생존을 증가시키며(Watanabe 

et al., 2003; Simon et al., 1962), 반면에 림프아세포의 성장

을 억제한다(Hershfield et al., 1977; Snyder et al., 1978). 또한 

세포와 실험동물 수준에서 비만세포의 알러지 반응을 억

제한다(Silwal et al., 2015). 

흑색종은 피부암 중에서 가장 전이성이 크고 치료하기 

어렵다(Paluncic et al., 2016). 암 치료 방법 중 하나는 암세

포에서 세포자멸을 유도해 암세포 제거하는 것이다. 흑색

종을 화학요법으로 치료하는 것은 성과가 좋지 않은데 

그 이유는 암세포에서 세포자멸이 적절하게 일어나지 않

기 때문이다. 그렇기 때문에 세포자멸을 잘 일으킬 수 있

는 방법을 개발하는 것은 흑색종 치료에 매우 중요하다

(Lowe and Lin, 2000). 또한 세포자멸 촉진 여부는 항암물

질의 유효성을 평가하는 중요한 수단이다(Debatin, 2004). 

세포자멸은 적극적으로 조절되는 세포 죽음 과정이

다(Kerr et al., 1972). 이 과정은 에너지를 필요로 하며 

caspases 활성화를 수반한다(Elmore, 2007). Bcl-2 (B-cell 

lymphoma-2) 가족 단백질은 억제성(Bcl-2, Bcl-XL (B-cell 

lymphoma-extra large) 그리고 Mcl-1 (myeloid cell leukemia-

1)) 그리고 촉진성(Bid, Bax, and Bad) 세포자멸 분자들을 

포함하며 이들은 특별히 caspase 활성화에 중요하다(Cory 

and Adams, 2002). phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt/ 

mTOR 신호전달은 촉진성과 억제성 세포자멸 조절 분자

인 Bcl-2 가족 단백질의 활성화를 조절하기 때문에 PI3K/ 
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Akt/mTOR 신호전달 억제물질은 세포자멸을 조절할 수 

있다(Marone et al., 2009). PI3K/Akt 신호전달 경로는 세포

자멸 저항성, 세포생존, 세포 이동 등을 조절한다(Franke 

et al., 1997). 이 경로는 많은 암세포와 전이성 흑색종 세포

에서 활성화되어 있다(Slipicevic et al., 2005). 따라서 흑색

종 치료제 개발의 주된 타겟이다(Madhunapantula et al., 

2011). PI3K 신호전달 네트워크는 여러 가지 하위 신호전

달 경로가 있는데 그 중 하나는 mTOR 활성화이다(Shaw 

and Cantley, 2006). 

이전 연구에서 우리는 아데닌은 흑색종 세포에서 casp- 

ase를 활성화시켜 세포자멸을 유도함을 보였다(Silwal and 

Park, 2020). 이 연구에서는 caspase 활성화를 조절하는 Bcl 

단백질과 이를 조절하는 PI3K/Akt/mTOR 신호전달 경로

를 연구하였다. 

 

재료 및 방법 

재료 

다음의 재료들은 표시한 회사로부터 구매하였다: adenine 

구입처는 Sigma-Aldrich, ST Louis, MO, USA; fetal bovine 

serum (FBS) 구입처는 Gibco/Life Technologies; Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (DMEM) 구입처는 Welgene, South 

Korea; anti-Akt, anti-phospho-Akt (Ser473 and Thr308), anti-

phospho mTOR (Ser2448), anti-mTOR, anti-phospho-p70S6K 

(Thr389), anti-Bcl-2, anti-Bax antibodies 구입처는 Cell Sig- 

naling Technology, Beverly, MA, USA; ECL chemiluminescence 

kit 구입처는 Millipore, MA, USA; B16 melanoma cell line 

구입처는 American Type Culture Collection. 

방법 

세포배양: B16 melanoma 세포는 10% FBS를 함유하는 

DMEM에서 배양하였다. 공기 CO2 농도를 5%로 온도를 

37℃ 유지하는 배양기에서 배양하였다. 세포를 여러 농도

로 아데닌을 24시간 동안 처리하였다. 

 

Western Blot 분석: 처리가 끝난 세포를 얼음 상태에서 

냉각된 PBS로 세척하고 용해 완충액을 넣고 얼음 위에서 

30분간 용해시켰다. 용해물을 모아 12,000 rpm, 4℃ 조건

으로 20분간 원심분리 한 다음 용해된 물질을 모아 동량

의 4× SDS 샘플 완충액을 넣고 5분간 끓인 다음 SDS-

PAGE를 수행하였다. SDS-PAGE로 젤 상에서 분리된 단

백질을 PVDF 멤브레인으로 이동시켰다. 블로킹 용액 조

성은 5% 탈지 분유와 0.1% Tween 20을 함유하는 pH 8의 

10 mM Tris 완충액(TBS-T)을 사용하였다. 4℃에서 일차 

항체와 단백질이 옮겨진 멤브레인을 밤새 반응시켰다. 

TBS-T로 멤브레인을 세척하고 멤브레인을 5% 탈지분유

를 포함하는 TBS-T에 옮겨주고 horseradish peroxidase와 

결합된 이차 항체를 넣고 1시간 반응시켰다. 세척한 다음 

chemiluminescence kit를 사용하여 일차 항체와 반응하는 

단백질을 검출하였다. 농도분석은 ImageJ를 사용하였다. 

 

결  과 

아데닌 처리는 흑색종 세포 B16에서 Bax/Bcl2 비율을 증

가시킨다 

Bcl2 가족 단백질은 세포자멸과 연관성이 높은 각인이

다. 세포자멸 촉진성인 Bax 단백질과 억제성인 Bcl2의 비

율(Bax/Bcl2)이 세포자멸 유도에 중요하다. 이전 연구에서 

아데닌은 흑색종 B16 세포의 세포자멸을 일으켰기 때문

에 B16에 24시간 동안 여러 농도의 아데닌을 처리한 다

음 Bax/Bcl2 비율을 측정하였다. 아데닌 처리 농도에 의

존적으로 Bax 단백질 발현은 증가하였고, Bcl2 발현양은 

감소하였다(Fig. 1A). 그에 따라 Bax/Bcl2 비율은 증가하

였다(Fig. 1B). 이러한 결과는 아데닌이 흑색종 세포 B16

의 세포자멸을 일으키는 이유는 Bax/Bcl2 비율을 증가시

키기 때문일 것이라 추론할 수 있다. 

아데닌 처리는 흑색종 세포 B16에서 Akt와 mTOR 신호

전달을 억제한다 

PI3K/Akt 신호전달 경로는 암 발생에서 중요한 역할을 

하고 있다. Akt 억제는 세포자멸에 의한 세포 죽음을 촉

진하여 암세포의 성장을 감소시킨다(Madhunapantula et al., 

2011). 따라서 B16 세포에서 여러 농도의 아데닌을 24시

간 처리하고 Akt 신호전달을 조사하였다(Fig. 2). 아데닌 

처리 농도에 의존적으로 Akt 활성화 인산화(Akt의 Ser 

473과 Thr308 위치의 인산화)를 억제하였다. 이러한 결과

는 아데닌이 세포자멸을 일으키는 이유는 Akt 인산화를 

억제하기 때문일 것으로 추론할 수 있다. 

또한 Akt는 mTOR를 인산화시켜 암 진행을 촉진하는 

일을 한다(He et al., 2021; Thorpe et al., 2015). mTOR가 활

성화되면 암세포의 성장과 분열이 촉진되고, 세포자멸이 

억제되어 암세포가 죽지 못하게 한다. 따라서 mTOR는 

암의 치료에 중요한 타겟이 되고 있다. 따라서 아데닌 처

리가 mTOR의 활성화 인산화(mTOR의 Ser2448 인산화)
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를 억제하는 지 조사하였다. 아데닌 처리 농도에 의존적

으로 mTOR 활성화 인산화를 억제하였다(Fig. 2). 이러한 

결과는 아데닌이 B16 세포의 세포자멸을 일으키는 이유

는 mTOR 활성화를 억제하기 때문일 가능성이 있다. 

 

고  찰 
 

본 연구에서는 아데닌 처리에 의한 흑색종 세포 B16의 

세포자멸 과정에서 세포자멸 관련 분자들을 측정하였다. 

세포 내 Bax/Bcl2 비율이 증가하고 Akt와 mTOR의 활성

화 인산화를 억제되었다. 세포자멸은 Bcl-2 가족 단백질

에 의해 조절된다(Cory and Adams, 2002). 이들은 세포자

멸을 실행시키는 caspase를 활성화시킨다(Ola et al., 2011). 

이전 연구에서 아데닌은 caspase 활성화를 일으켜 세포를 

세포자멸로 죽게 하는 현상을 보고하였다(Silwal and Park, 

2020). 본 연구에서 아데닌 처리는 세포자멸 촉진성 분자 

Bax를 증가시키고 세포자멸 억제성 Bcl-2를 감소시킴을 

관찰하였다. 즉, 아데닌 처리가 caspase를 활성화시키는 

이유는 Bax/Bcl2 비율을 증가시키기 때문임을 보여주고 

있다. 이러한 결과는 많은 흑색종 세포에서 Bax/Bcl-2 비

율 감소는 암 진행과 연관 있다는 보고와 일치한다(Leiter 

et al., 2000). 

PI3K/Akt 신호전달 경로는 세포의 증식과 생존뿐 아니

라 흑색종을 포함하는 암세포 전이에 중요한 역할을 한

다(Slipicevic et al., 2005). Akt의 높은 인산화 정도는 흑색종

에서 관찰되며 환자의 생존 정도에 좋지 않다(Dai et al., 

2005). Akt 활성화는 세포자멸을 촉진하는 분자들을 증가

시키고 억제하는 분자들을 감소시킨다(Franke et al., 1997). 

그러므로 암 치료제 개발 연구는 PI3K/Akt 신호전달 경로

(Deng et al., 2012)와 그의 하위 표적인 mTOR에 중점을 두

고 있다(Shaw and Cantley, 2006). 세포자멸에 중요한 Bcl-2 

가족 단백질 양 조절은 PI3K/Akt 신호전달에 의존한다. 

즉, PI3K/Akt 신호전달은 Bax를 감소시키고 Bcl-2는 증가

시켜 세포자멸을 억제한다. 본 연구에서 흑색종 세포에 

아데닌을 처리하니 Bax/Bcl-2 비율이 증가하였다. 이러한 

결과들은 아데닌이 PI3K/Akt 신호전달 경로를 억제하여 

Bax/Bcl-2 비율을 증가시켜 세포자멸을 증가시켰다고 생

각할 수 있다. 

Fig. 1. Adenine modulates Bax and Bcl-2 protein levels. (A) B16-
F10 cells were exposed to various doses of adenine for 24 h in 
complete media. Cell lysates were used for Western blotting to 
detect indicated proteins. (B) Densitometry analysis of Bax and 
Bcl-2 done using ImageJ software and ratio of Bax and Bcl-2 was 
calculated. Data presented after normalizing the ratio with untreated
control group. The data shown are representative of three inde-
pendent experiments. Significant difference against control group 
is indicated as *P < 0.05. 

Fig. 2. Adenine inhibits Akt/mTOR signaling. B16-F10 cells were 
exposed to various doses of adenine for 24 h in complete media 
and were used for Western blotting to detect phosphorylation of 
indicated proteins. The data shown are representative of three 
independent experiments. 

A 

B 
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결론적으로 본 연구는 아데닌이 흑색종 B16 세포를 세

포자멸을 통해 죽이는 기전은 아데닌이 PI3K/Akt 신호전

달을 억제함으로써 Bax/Bcl-2 비율을 증가시키고 mTOR 

활성을 억제하기 때문이라고 추측할 수 있다. 이 연구가 

항암제 개발에 기여할 수 있기를 바란다. 
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