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Abstract. �-F����������� ��-FU� ��� ���� ���� ��� ���� ����-�-F����������� ��-FU� ��� ���� ���� ��� ���� ����-
m��� ���� �������m� �OSCC� t���tm��t�, ��� t�� �������t��� 
�� �����t���� �� t�� m�j�� p�����m t� ���������� OSCC t���t-
m��t. It ��� ���� ��p��t�� t��t t�� �p�t������ t� m������ym�� 
t�����t��� �EMT� �� �������t�� w�t� ���m������t���� �� 
��v���� typ�� �� �������. I� t�� p�����t �t��y, w� ��t�������� 
�-FU-�����t��t OSCC ���� ����� �HSC2/FU ��� HSC4/FU�, 
��� ��m�� t� �������t� t�� m�������m��� ��v��v�� �� �����-
t���� �� �������t��� w�t� �t� EMT ������t����t���. MTT 
����y ��v����� t��t HSC2/FU �� ����t 14-���� m��� �����t��t 
��mp���� t� HSC2, ��� HSC4/FU �� �-���� m��� �����t��t 
��mp���� t� HSC4. TUNEL ����y ���� ���w�� � ���m�t�����y 
��������� ��m��� �� �p�pt�t�� ����� �� t�� �-FU-�����t��t 
OSCC ���� ����� ��mp���� t� ���� p����t�� ���� ��t�� t���t-
m��t w�t� �-FU. M����v��, t�� �-FU-�����t��t OSCC ���� 
����� ��� typ���� m��p����g�� p����typ�� �� EMT; ���� �� 
����-���� ��������, ��������� ���m�t��� �� p�����p���� ��� 
�p�����-���p�� m��p����gy. W��t��� ���t ����y��� ���w�� 
��w���g���t�� E-��������, ��� �p��g���t�� N-�������� ��� 
Tw��t �� t�� �-FU-�����t��t OSCC ���� �����. R����t� �� ��� 
t�m�� x���g���t �t����� �������� w�t� ��� in vitro �t��y ��t� 
that confirmed the 5-FU resistant nature of HSC2/FU and 
HSC4/FU t�m���. M����v��, �mm������t����m��t�y ���w�� 
t��t EMT ����g�� ���w���g���t�� E-��������, ��� �p��g�-
��t�� Tw��t ��� N-��������� �������� �� t�� �-FU-�����t��t 
x���g���t�� t�m�� �����. T���� �����t� ��gg��t t��t EMT ��� 
�mp��t��t ����� �� t�� �-FU-�����t��t OSCC �����, ��� t��t 
t���� �����t��t ����� m�y �� ���������� �� ������ t���� ��� 
������t�����g t�� m�������m� ��v��v�� �� �-FU �����t���� 
�� OSCC.

Introduction

T�� ��������� �� ���� ����m��� ���� �������m� �OSCC� �� 
���������g g�������y, ��� ����t 300,000 p�t���t� ��� �������y 
��t�m�t�� t� ��v���p ���� ������ w����w��� �1-3�. OSCC �� 
t�� m��t ��mm�� m���g���t ���p���m �� t�� ���� ��v�ty ��� 
��p�����t� ����t 90% �� ��� ���� m���g������� �4�. T���g� t�� 
�t������ t���tm��t ��� OSCC �� t���g�t t� �� ���g���� �p���-
t���, w� ��t�� �����t ���m�t����py ��� p�t���t� w�t� ��v����� 
or recurrent OSCC. Among anticancer drugs, 5-florouracil 
��-FU� �� � ����� ���g ��� ������� �� t�� ��g��t�v� ��g��� 
��������g OSCC, ��� �t ��� w��� �������� �pp����t���. A�t�� 
�����v��y �� �-FU �y H��������g�� �� 19�7, �-FU ��� ���� 
�� ��� ��� �v�� �0 y���� ���. H�w�v��, �����t���� t� �-FU �� � 
m�j�� p�����m ��� ���������� ������ t���tm��t, ��� t�� m����-
���m �� �-FU-�����t���� �� ������� �� �t��� ��t �����.

Ep�t������-t�-m������ym�� t�����t��� �EMT� ������ 
p������� m��p����g���� ��� p����typ�� ����g�� t� � ���� �6�. 
EMT �� � p������ t��t ������� �p�t������ ����� t� ���� t���� 
�p�t������ ������t����t��� ��� ������� m������ym�� ���� ����-
acteristics. Briefly, epithelial cell becomes spindle-shaped, lose 
t���� ������t����t�� p�����z�t���, ��t����t��g w�t� ���� �t��� 
���y t����g� ����� p���t� �� m������ym�� ����� �7� ��� ��v��-
�pm��t �� p�����p���� �� �����v��. M����v��, �p�t������ ���� 
p����typ� m��k��� ���� �� E-�������� �� ��w���g���t��, ��� 
m������ym�� m��k��� ��������g v�m��t��, S����, N-�������� 
��� Tw��t ��� �p��g���t�� �����g EMT �8�. It ��� ���� ��p��t�� 
t��t EMT �� �mp��t��t �� t�m�� p��g�������, m�t��t���� ��� 
���m������t���� �9,10�. I� ����t���, �t ��� ���� ��m���t��t�� 
t��t t�� �������t��� �� EMT �� ����t�� t� ������ �t�m ����� 
�CSC� w���� ���t����t�� t� t�� ���m������t���� �� w��� �� 
t�m�� p��g������� ��� m�t��t���� �11,12�.

I� t�� p�����t �t��y, w� ��t�������� tw� �-FU-�����t��t 
OSCC ���� ����� �HSC2/FU ��� HSC4/FU� ��� ��v��t�g�t�� 
t�� m�������m� �� �-FU �����t���� �� �������t��� w�t� EMT 
������t����t���.

Materials and methods

Cell culture and establishment of 5-FU-resistant cell lines. 
HSC2 ��� HSC4 ����� w��� p�������� ���m C��� B��k, 
RIKEN B��R������� C��t�� �I����k�, J�p���. B�t� ���� ����� 
w��� �xp���� t� �t�p-w��� ���������g ������t��t���� �� �-FU 
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�W�k�, O��k�, J�p���. T�� ����� t��t ���v�v�� �� ���t��� 
m����m ��������g �-FU ��� � y���, w��� ������ �y ��m�t��g 
dilution. Cells were cultured in Dulbecco's modified Eagle's 
m����m �DMEM� �S�gm�-A������, St. L����, MO, USA� 
��pp��m��t�� w�t� 10% ��t�� ��v��� ����m �FBS� �I�v�t��g��, 
C�������, CA, USA�, 100 µg/m� �t��pt�my���, 100 U/m� 
penicillin (Invitrogen) in a humidified atmosphere containing 
�% CO2.

In vitro cell growth assay. C���� ��x103 ����� p�� w���� w��� 
������ �� 96-w��� p��t�� �B��t��-D��k����� L��w���, F���k��� 
��k��, NJ, USA� �� DMEM ��pp��m��t�� w�t� 10% FBS. 
Tw��ty-���� ����� ��t��, t�� ����� w��� t���t�� w�t� �-FU �0, 2, 
4 ��� 8 µg/m��. A�t�� 48 �, 3-�4,�-��m�t�y�t���z��-2-y��-2,�- 
��p���y�t�t��z����m ���m��� �MTT� w�� ����� t� ���� w��� 
�2� µ�/w���� ��� ������t�� ��� 4 �. T�� ���� �y� t�k�� �p �y 
����� w�� ������v�� �� ��m�t�y� �����x��� �100 µ�/w����, ��� t�� 
���������� w�� m������� w�t� � �p��t��p��t�m�t�� �B��-R�� 
L�����t�����, H�������, CA, USA� �t 490 �m. A�� ����y� w��� 
��� �� t��p����t�.

Terminal deoxyribonucleotidyl transferase-mediated dUTP 
nick end labeling (TUNEL) assay. C���� ��x103 ����� p�� 
w���� w��� ������ �� m����-��v�� g���� �M�t����m� G���� 
I��., O��k�, J�p��� �� DMEM ���t�����g 10% FBS. A�t�� 
������t��� ��� 24 �, t�� ���t��� m����m w�� ��p����� w�t� 
DMEM w�t� 10% FBS ��� 2 µg/m� �� �-FU. A�t�� ���t��� 
������t��� ��� 48 �, t�� ����� �� t�� m����-��v�� g���� w��� 
w����� tw��� w�t� p���p��t�-�������� ������ �PBS�, ��� 
dried, and fixed in 4% paraformaldehyde at room temperature 
��� 30 m��. TUNEL ����y w�� p�����m�� ����g � D���E��™ 
C�����m�t��� TUNEL Sy�t�m ��������g t� t�� m������t����'� 
���t���t���� �P��m�g� C��p���t���, M������, WI, USA�. 
Briefly, the cells on the micro-cover glass were incubated in 
20 µg/m� p��t������ K ��� 1� m��. E���g����� p���x����� �� 
����� �� t�� m����-��v�� g���� w�� ����k�� �y ������t��g �� � 
3% �y���g�� p���x��� ����t��� ��� � m�� ��t�� ����� w��� ������ 
�� ���t����� w�t��. A�t�� ����g w����� w�t� PBS �0.0� M p���-
p��t� ������ ���t�����g 0.14� M �����m ��������, pH 7.4�, t�� 
����� w��� ������t�� w�t� ���������t��� ������ ��� t��� T�T 
enzyme in a humidified chamber at 37˚C for 60 min. They 
w��� ���������t�y p�t ��t� p��-w��m�� w��k��g �t���gt� �t�p 
w��� ������ ��� 10 m��. A�t�� ����g ������ �� PBS, t�� ����� 
w��� ������t�� w�t� ��t���g�x�g����-p���x����� ���j�g�t� 
��� 30 m��. P���x����� ��t�v�ty �� ���� ���� w�� ��m���t��t�� 
�y t�� �pp����t��� �� ���m������z�����. H�m�t�xy��� w�� 
���� �� � ����t���t���. At ����t 1,000 ����� w��� ����t�� 
under a microscope in several random fields of each micro-
��v�� g����. T�� ��m��� �� �p�pt�t�� ���� w�� �������t�� t�� 
��m��� �� TUNEL p���t�v� ����� ��v���� �y t�� t�t�� ��m��� 
�� ����t�� ����� ��� t�� �����t w�� �xp������ �� � p�����t�g�.

I� t�� ��m� m����� �� ���v�, TUNEL ����y w�� p�����m�� 
in 4-µm-thick paraffin sections of tumor using a DeadEnd 
C�����m�t��� TUNEL Sy�t�m ��������g t� t�� m������t����'� 
���t���t���� �P��m�g��.

Western blot analysis. C���� w��� �y��� w�t� RIPA 
B����� �T���m� �����t����, R��k����, IL, USA�. W���� 
��� � �y��t�� w��� ���j��t�� t� ����t��p������� �� 
10% SDS-p��y���y��m��� g���, ��� t��� t���������� t� � 

PVDF m�m�����. T�� m�m������ w��� ������t�� w�t� 
��t�-E-�������� �����t p��y������ ��t����y �S��t� C��z 
B��t�������gy, S��t� C��z, CA, USA�, ��t�-N-�������� 
�����t m��������� ��t����y �Ep�t�m���, B�����g�m�, CA, 
USA�, ��t�-Tw��t m���� m��������� ��t����y �Ep�t�m����. 
T�� ��t����y w�� ��t��t�� ����g � ����m�g���� �mm�����-
t��t��� �y�t�m, W��t���B���z� �I�v�t��g��� ��������g t� t�� 
m������t����'� ���t���t����. A���, ��t�-α-t������ m��������� 
��t����y �S��t� C��z B��t�������gy� w�� ���� ��� ���m��-
�z�t��� �� w��t��� ���t ����y���.

Nude mice. F�m��� �t�ym�� ���� m��� w�t� CA�N.
Cg-F�x����/C��C��j g���t�� ���kg����� �CLEA J�p��, I��., 
T�ky�, J�p��� w��� p�������� �t 4 w��k� �� �g� ��� k�pt 
����� �t����� �����t���� �� � p�t��g��-���� ��v����m��t. T�� 
m��� w��� p��v���� w�t� �t����� w�t�� ��� ���� ad libitum 
��� ��� m���p���t���� w��� ������� ��t ���pt�����y ������ 
a laminar flow hood. The mice were maintained and were 
������� �� ���������� w�t� t�� G��������� ��� A��m�� 
Exp���m��t�t��� �� Y�m�g���� U��v����ty.

In vivo tumor growth assay. T�� �����t �� �-FU t���tm��t 
w�� �������� �y �������t��� �� ����� ��t� �-w��k-��� ��m��� 
�t�ym�� ���� m���. C���� �1x106� w��� ���p����� �� 0.1 m� �� 
����m-���� m����m ��� ��j��t�� ��t� t�� �����t������ t����� 
�� m��� ��v���g� w��g�t 1�.0 g� ����g � 27-g��g� ������. 
T�m��� �t t�� �������t��� ��t� w��� m���t���� ��� m�������. 
W��� t�� t�m��� ������� 100-1�0 mm3 �� v���m�, t��y w��� 
��v���� ��t� 4 g���p�, ��� t���t�� w�t� �-FU ��� 3 w��k�. 
Briefly, 5-FU (15 mg/kg) was injected into the peritoneal 
��v�ty ��� 3 w��k� �7 t�m��/w��k�. A���, m��� �� ���t��� 
g���p w��� �����v�� ������ �100 µ�� �y p���t�m���� ��j��t���. 
T�� t�m��� w��� m������� �v��y tw� ��y� ��� t�� t�m�� 
volumes were calculated. At 21 days, mice were sacrificed 
�y ���v���� �������t��� ��� t�� t�m��� w��� ������t�� ��t, 
fixed in neutral-buffered formalin and embedded in paraffin 
��� ���t��� �t��y.

Statistical analysis. A�� �t�t��t���� ��g��������� w�� ��t �t 
P<0.0�. St�t��t���� ����y��� w��� p�����m�� ����g St�tV��w 
���tw��� �v������ �.0J, SAS I��t�t�t� I��., C��y, NC, USA�.

Results

Cell growth. B�t� HSC2 ��� HSC4 ����� w��� t���t�� w�t� 
���������g ������t��t���� �� �-FU �p t� 10 µg/m� t� ��t��� 
�-FU-�����t��t �����. In vitro ���� g��wt� ������t��� ����y w�� 
p�����m�� �����������y t� ��t��m��� t�� �����t���� ��t��� 
�� t�� ����� ��� HSC2/FU ��� HSC4/FU w��� ��t�������� 
almost one year later. There were no significant differences 
�� �������� p��������t��� ��tw��� HSC2 ��� HSC2/FU, ��� 
��tw��� HSC4 ��� HSC4/FU �F�g. 1�.

Effects of 5-FU on the growth of parental and 5-FU-resistant 
OSCC cells in vitro. T� ��mp��� t�� g��wt� ������t��y �����t 
�� �-FU ��tw��� p����t�� ��� �����t��t ���� �����, w� t���t�� 
t�� ����� w�t� v������ ������t��t���� �� �-FU. T�� ������t��y 
������t��t��� �IC�0� ��t� ������t�� t��t t�� �-FU-�����t���� 
��v��� �� HSC2/FU �IC�0, 14.0 µg/m�� w��� 14-���� g���t�� 
t��� t��t �� t�� HSC2 �IC�0, 1.0 µg/m�� �F�g. 2A�, ��� t�� 



INTERNATIONAL JOURNAL OF ONCOLOGY  44:  1302-1308,  20141304

�-FU-�����t���� ��v��� �� HSC4/FU ����� �IC�0, 7.0 µg/m�� w��� 
�-���� g���t�� t��� t��t �� t�� HSC4 �IC�0, 1.4 µg/m�� �F�g. 2B�.

Effects of 5-FU on apoptosis of parental and 5-FU-resistant 
OSCC cells. TUNEL �t�����g ���w�� � ��m��k���� �������� 
�� t�� ��m��� �� HSC2 ����� �xp���� t� �-FU t��t w��� 
�t����� ���w�, w���� ������t�� t�� ���������� �� �p�pt����; 
w������ �-FU-������� �p�pt���� w�� ���� �v����t �� t�� 
HSC2/FU �����. S�m�����y, �-FU-������� �p�pt���� �������� 
�t �� ��������� ��t� �� HSC4 ��mp���� t� HSC4/FU ����� 
�F�g. 3A�. I� ��t� �����, t�� ��m��� �� �p�pt�t�� ����� w��� 
significantly less in the 5-FU-resistant OSCC cells compared 
t� t�� p����t�� ���� ����� �F�g. 3B�.

Cell morphology of 5-FU-resistant OSCC cell lines. T�� 
�-FU-�����t��t �����, HSC2/FU ��� HSC4/FU, w��� m��p��-
��g�����y ���t���t ���m t���� p����t�� ���� ����� �F�g. 4�. T�� 
�����t��t ����� ��� ���t t�� ������t����t��� �� ����-���� ��������, 
��v���p�� �p�����-���p�� m��p����gy ��� ���w�� p�����-
p����; w���� ��� typ���� p����typ�� �� EMT.

Expression of E-cadherin, N-cadherin and Twist in parental 
and 5-FU-resistant OSCC cells in vitro. U���k� �p�t������ 
����� t��t �xp���� ��g� ��v��� �� E-��������, m������ym�� 
����� �xp���� N-��������. O�� w��t��� ���t ����y��� ���w�� 
��������� E-�������� ��� ��������� N-�������� ��� Tw��t �� 
t�� HSC2/FU ��� HSC4/FU ����� in vitro ��mp���� t� t�� 
p����t�� ���� ����� �F�g. ��.

Effects of 5-FU on the growth and apoptosis of parental 
and 5-FU-resistant OSCC tumors in vivo. T�m�� x���g���t 
�t����� ��m���t��t�� t��t HSC2/FU ��� HSC4/FU t�m��� 
��� �����t��t t� �-FU w��� ��mp���� t� HSC2 ��� HSC4 
tumors (Fig. 6). Briefly, tumor volume of HSC2 and HSC4 
was significantly decreased by 5-FU administration though 
HSC2/FU ��� HSC4/FU t�m��� w��� ��t �����t�� �y �-FU 
��j��t���. M����v��, TUNEL ����y ���w�� � ��g�������t 
��������� ��m��� �� �p�pt�t�� ����� �� �-FU-�����t��t t�m��� 
��t�� t���tm��t w�t� �-FU �F�g. 7�.

Expression of E-cadherin, N-cadherin and Twist in parental 
and 5-FU-resistant OSCC tumors in vivo. W� ������� ��t 
�mm������t����m��t�y �xp���m��t� t� �v����t� t�� �xp���-
���� p�tt��� �� EMT-����t�� ���t��� �E-��������, N-�������� 
��� Tw��t� ��tw��� �-FU-�����t�v� t�m��� ��� �-FU-�����t��t 
t�m���. T�� �xp������� �� E-�������� w�� m��k���y 
��������� �� �-FU-�����t��t t�m���, ��� t�� �xp������� 
�� N-�������� ��� Tw��t w�� ��������� �� �-FU-�����t��t 
t�m��� �F�g. 8�.

Discussion

�-FU ��� w����p���� �������� ��� ��� ��g��t�v� ��g�� ������ 
t���tm��t� �13-16� ��� �t �� ���� � k�y ���g ��� OSCC t���tm��t�. 
�-FU ��� ���� p�������t����y ���� �� ��m����t��� w�t� �t��� 
���m�t����p��t�� ���g� ���� �� ���p��t�� ���/�� ����t�x�� ��� 
���� ��� ���k ������ t���tm��t ��������g OSCC �17-19�. T�� 

F�g��� 1. C��� g��wt� ����y. C���� ��x103 ����� p�� w���� w��� ������ �� 
96-w��� p��t��, ��� ���t���� ��� 72 �. C��� g��wt� w�� �v����t�� �y MTT 
assay. There was no significant difference in cellular proliferation between 
HSC2 ��� HSC2/FU, ��� ��tw��� HSC4 ��� HSC4/FU. E���� ���� ��p�����t 
t�� �t������ ��v��t��� �� t�� m��� �� t���� ����p�����t �xp���m��t�.

F�g��� 2. C��m������t�v�ty ����y. �A� IC�0 v����� �� �-FU ��� t�� HSC2/
FU ��� HSC2 ��� 14.0 ��� 1.0 µg/m�, ���p��t�v��y. T��������, t�� �-FU 
�����t���� �� t�� HSC2/FU �� 14-���� g���t�� t��� t��t �� t�� HSC2. �B� IC�0 
v����� �� �-FU ��� t�� HSC4/FU ��� HSC4 ��� 7.0 ��� 1.4 µg/m�, ���p��-
t�v��y. T��������, t�� �-FU �����t���� �� t�� HSC4/FU �� �-���� g���t�� t��� 
t��t �� t�� HSC4. E���� ���� ��p�����t t�� �t������ ��v��t��� �� t�� m��� �� 
t���� ����p�����t �xp���m��t�.
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Figure 3. TUNEL assay. (A) To evaluate the effect of 5-FU on the HSC2, HSC2/FU, HSC4 and HSC4/FU, a TUNEL assay was performed to confirm the apoptotic 
����g��. TUNEL �t�����g ���w� � ���m�t�� �������� �� t�� ��m��� �� ����� t��t w��� �t����� ���w�, w���� ������t�� t��t �p�pt���� �������� �� HSC2 ��� HSC4 
exposed to 5-FU (4 µg/ml) for 48 h. 5-FU-induced apoptosis is inhibited in the HSC2/FU and HSC4/FU. (B) The TUNEL assay significantly decreased number of 
�p�pt�t�� ����� �� t�� �-FU-�����t��t OSCC ���� ����� ��t�� t���tm��t w�t� �-FU. E���� ���� ��p�����t t�� �t������ ��v��t��� �� t�� m��� �� t���� ����y�.

F�g��� 4. C��� m��p����gy. �-FU-�����t��t ����� �HSC2/FU ��� HSC4/FU� ��� m��p����g�����y ���t���t ���m t���� p����t�� ���� ����� HSC2 ��� HSC4. T�� 
�����t��t ����� ���w ���� �� ����-���� �������� ��� �p�����-���p�� m��p����gy.
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��t��� m�������m �� t�� �������� ���p���� t� �-FU ���m�-
t����py �� �t��� ������� �� ������ ����� g��� �����t���� t� �-FU 
�v��t�m�, w���� �� � ������� p�����m ��� �-FU ����� ���m�-
t����py. A�t���g� ��v���� m�������m� �� �-FU �����t���� 
have been investigated (20-22), its definitive mechanism in 
OSCC �� �t��� �������. I� ����� t� ������t��� �-FU �����t���� 
�� OSCC, w� m��t ��t������ �-FU-�����t��t ������ ���� ����� 
��� ��mp��� t��m w�t� t�� p����t�� ������ �����. S�v���� 
�-FU-�����t��t ������ ����� ��v� ���� ��t�������� �23-26�, 
��w�v��, t�� ���y OSCC ���� ���� t��t ��� ���� ��p��t�� t� 
�� �����t��t t� �-FU �� SAS �27�. I� t�� p�����t ��p��t, w� 
�������� t�� ��t������m��t �� tw� ��w �-FU-�����t��t OSCC 
���� �����, HSC2/FU ��� HSC4/FU t��t ���w ��������t EMT 
������t����t��� t��� t�� p����t�� ���� �����.

There was no significant difference in cellular proliferation 
��tw��� HSC2 ��� HSC2/FU; ��w�v��, HSC2/FU t�m��� 
g��w ���t�� t��� HSC2 t�m���. I� t�� ��m� m�����, t�� ���� 
p��������t��� �p��� �� HSC4 w�� ����� t� HSC4/FU, t���g� 
t�� g��wt� �� HSC4/FU t�m�� w�� ���t�� t��� HSC4 t�m�� 
�F�g�. 1 ��� 6�. O�� ����/t�m�� g��wt� ������t��� ����y ��� 
TUNEL ����y �����t� ������y ���w�� t�� �����t��t ��t��� �� 
HSC2/FU ��� HSC4/FU �����. T��� �����t���� t� �-FU m�y 
��v��v� m��y ���t��� ��� � ��m��� �� ��g�����g p�t�w�y�, ��t 
�� t��� �t��y w� ���y �mp����z� t�� EMT ������t����t��� �� t�� 
�����t��t ���� �����.

L��� �� E-�������� �� ���������� t� �� �����t��� ��� 
EMT. T���� ��� m��y t�������pt��� ���t��� t��t ��� 
������t E-�������� ��t�v�ty �����t�y ��.�. Tw��t, G��������, 
TCF4, SIX1 ��� FOXC2� �� �������t�y [�.�. SNAI1/S���� 1, 
SNAI2/S���� 2, ZEB1, ZEB2, E47 ��� KLF8 �K��pp��-
��k� ���t�� 8�] �28�. O�� �-FU-�����t��t ����� �HSC2/FU 
��� HSC4/FU� ���w�� ��������� E-�������� �xp�������� 
��� ��������� N-�������� ��� Tw��t �xp�������� �� w��� �� 
typical morphologic phenotypes of EMT, which may reflect 
�� �mp��t��t p������ �� ��v���p��g �����t���� t� �-FU. 
T���g� ���t��� ��v��t�g�t���� ��� ������ t� ������y t�� 
m�������m� �� �-FU �����t����, ����v��y �� EMT ����g�� 
�� �-FU-�����t��t ����� m�y �� � p�t��t��� t����p��t�� t��g�t 

��� ��v���pm��t �� t�� ��w �t��t�gy ��� ��v����� ���/�� 
��������t OSCC t���tm��t.

I� ����������, w� ����� EMT ����g�� �� HSC2/FU 
��� HSC4/FU. H�w�v��, m��t�p�� m�������m� m�y ���� t� 
�-FU �����t���� �� OSCC. It �� ��p��t�� t��t, �-FU m�t���-
���m ��� ��t�v�ty �� �-FU t����p��t ��� ������y ���k�� t� 
�-FU �����t���� �29,30�. U������� et al �26� ���w�� t��t, 
��w���g���t�� RNR� �� k�y ��zym� �� �-FU m�t������m� 
��� �p��g���t�� MRP� ��� ����gy-��p�����t ATP-������g 
�����tt� t����p��t�� p��t���� m�g�t ������ �-FU �����t���� 
�� ��p�t��������� �������m�. N�g�t� et al ��p��t�� t��t 
�v���xp������� �� �������� ������t�� �� �p�pt���� p��t���� 2 
��IAP2� ���t����t�� t� �-FU �����t���� �� OSCC �27�. I� 
t���� ��p��t, t�� �-FU-�����t��t OSCC ����� �SAS/FR2� 
w��� ��t m��p����g�����y ���t���t ���m t�� p����t�� ���� 
���� �SAS� t���g� SAS/FR2 ��� SAS ��� �p�����-���p�� 

F�g��� �. EMT ����t�� ���t��� �xp������� ����y. W��t��� ���t ����y��� w�� 
p�����m�� t� ��v��t�g�t� p��t��� ��v��� �� E-��������, N-�������� ��� Tw��t. 
W��t��� ���t ����y��� ���w�� ��������� E-�������� ��� ��������� N-�������� 
��� Tw��t �� t�� HSC2/FU ��� HSC4/FU.

F�g��� 6. T�m�� g��wt� ����y. C���� �1x106� w��� �������t�� ��t� t�� ���k� 
�� ���� m���. W��� t�� t�m��� ������� 100-1�0 mm3 �� v���m�, t��y w��� 
t���t�� w�t� �-FU �1� mg/kg/��y� ��� 3 w��k�. T�m�� v���m� w�� m������� 
�v��y tw� ��y�. �A� HSC2/FU t�m��� ��� �����t��t t� �-FU w��� ��mp���� t� 
HSC2 t�m���. �B� HSC4/FU t�m��� ��� �����t��t t� �-FU w��� ��mp���� t� 
HSC4 tumors. Error bars represent the standard error of the mean from five 
m��� �����t� ��=��.
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F�g��� 7. TUNEL ����y. �A� T� �v����t� t�� �����t �� �-FU �� t�� HSC2 t�m��, HSC2/FU t�m��, HSC4 t�m�� ��� HSC4/FU t�m��, � TUNEL ����y w�� 
performed to confirm the apoptotic changes. TUNEL staining shows a dramatic increase in the number of cells that were stained brown, which indicates that 
�p�pt���� �������� �� HSC2 t�m�� ��� HSC4 t�m�� �xp���� t� �-FU �1� mg/kg/��y� ��� 3 w��k�. �-FU-������� �p�pt���� �� ������t�� �� t�� HSC2/FU t�m�� 
and HSC4/FU tumor. (B) The TUNEL assay significantly decreased number of apoptotic cells in the 5-FU-resistant tumors after treatment with 5-FU. Error bars 
represent the standard error of the mean from five mice results (n=5).

F�g��� 8. Exp������� ����y �� EMT ����t�� ���t���. Imm������t����m���� �t�����g w�� p�����m�� t� ��v��t�g�t� p��t��� ��v��� �� E-��������, N-�������� ��� 
Tw��t �� ���� m���� t�m���. Imm������t����m��t�y ���w�� t�� �xp������� �� E-�������� w�� m��k���y ��������� �� �-FU-�����t��t t�m���, ��� t�� �xp�������� 
�� N-�������� ��� Tw��t w��� ��������� �� �-FU-�����t��t t�m���.



INTERNATIONAL JOURNAL OF ONCOLOGY  44:  1302-1308,  20141308

m��p����gy. ��t w�� ������� w��t��� SAS/FR2 ���w�� EMT 
����g���. O�� �-FU-�����t��t OSCC ���� ���� �������t�� 
w�t� EMT m�y ���w ��g� ��g��� �� �����t���� t� �����t��� 
�� w��� �� ���m�t����py. HSC2/FU ��m���t��t�� �t���g�� 
�����t���� t� �����t��� �� w��� �� ���p��t�� t��� HSC2 ���t� 
��t ���w��. F��t��� ��v��t�g�t���� ��� ��������; ��w�v��, t�� 
�-FU-�����t��t OSCC ����� �HSC2/FU ��� HSC4/FU� m�g�t 
�� ������ in vitro ��� in vivo m����� ��� ������t�����g t�� 
�-FU-�����t��t m�������m� �� OSCC.
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