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            Abstract
          
        

        
          
            Background: 
            In this study, we evaluated the anti-cancer activity and potential molecular mechanism of 70% ethanol extracts of the root of Aralia cordata var. continentalis (Kitagawa) Y. C. Chu (RAc-E70) against human colorectal cancer cells.

          

          
            Methods and Results: 
            RAc-E70 suppressed the proliferation of the human colorectal cancer cell lines, HCT116 and SW480. Although RAc-E70 reduction cyclin D1 expression at the protein and mRNA levels, RAc-E70-induced reduction in cyclin D1 protein level occurred more dramatically than that of cyclin D1 mRNA. The RAc-E70-induced downregulation of cyclin D1 expression was attenuated in the presence of MG132. Additionally, RAc-E70 reduced HA-cyclin D1 levels in HCT116 cells transfected with HA-tagged wild type-cyclin D1 expression vector. RAc-E70-mediated cyclin D1 degradation was blocked in the presence of LiCl, a GSK3β inhibitorbut, but not PD98059, an ERK1/2 inhibitor and SB203580, a p38 inhibitor. Furthermore, RAc-E70 phosphorylated cyclin D1 at threonine-286 (T286), and LiCl-induced GSK3β inhibition reduced the RAc-E70-mediated phosphorylation of cyclin D1 at T286.

          

          
            Conclusions: 
            Our results suggested that RAc-E70 may downregulate cyclin D1 expression as a potential anti-cancer target through GSK3β-dependent cyclin D1 degradation. Based on these findings, RAc-E70 maybe a potential candidate for the development of chemopreventive or therapeutic agents for human colorectal cancer.
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      서 언
      암은 전 세계적으로 삶을 위협하는 주요한 요인 중 하나로, 2012년 암 발병 환자 수는 약 1,400 만 명, 암으로 인한 사 망자수는 약 800 만 명을 차지하였다 (Jung et al., 2017). 2014년 기준으로 한국에서 대장암 발병률은 갑상선 암, 위암 에 이어 3 번째로 높고, 대장암으로 인한 사망률은 폐암, 간암, 위암에 이어 4 번째로 높다고 보고되었다 (Jung et al., 2017). 현재까지 대장암에 대한 항암제와 치료기술의 상당한 발전에도 불구하고 여전히 대장암의 발병률과 이로 인한 사망 률은 지속적으로 증가하고 있는 추세이다. 그리하여 대장암의 발병률과 이로 인한 사망률을 줄이기 위해 화학적 암 예방이 중요시되고 있고, 천연물을 활용한 항암제 개발이 대두되고 있 다 (Wang et al., 2012).

      전 세계적으로 현존하는 암 치료의 대안으로 천연물을 활용 한 보완대체의학에 대한 관심이 증가하고 있으며, 보완대체의 학은 암을 포함한 다양한 질병의 90% 정도에 응용되고 있다 고 보고되고 있다 (Kessler et al., 2001; Park et al., 2008). 특히 한국, 미국 및 유럽은 약용식물을 활용한 한의학적 암 치료에 대한 관심이 증가하고 있고, 실제로 많은 암환자에게 한의학적 암 치료의 응용이 증가되고 있는 추세이다 (Dobos et al., 2005; Park et al., 2008).

      독활 [Aralia cordata var. continentalis (Kitagawa) Y.C.Chu] 은 두릅나무과 (Araliaceae)에 속하는 다년생 식물로 땅두릅 또 는 풀두릅이라고 하며, 한약명은 독활 또는 독요초로 독활의 뿌 리를 사용한다 (Han, 2005). 독활은 혈압강화작용 (Yang et al., 2008), 항염증작용 (Park et al., 2005), 항균작용 (Jeong et al., 2006), 항산화 및 항혈소판 작용 (Yang et al., 2008) 등에 효능이 있다고 보고되고 있다. 또한 독활은 다양한 암세포에 대 한 항암활성이 있다고 보고되었다 (Park and Kim, 1995).

      따라서 본 연구에서는, 향후 한의학에서 많이 이용되고 있 는 독활을 활용한 대장암의 항암치료에 대한 기초자료를 제공 하기 위해 대장암세포에 대한 항암활성과 그 기전을 구명하고 자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        대장암 세포의 배양을 위해 사용된 배지인 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)/F-12 1 : 1 modified medium (DMEM/F-12)는 Lonza (Morristown, NJ, USA)에 서 구매하였다. 특이적 효소 억제제인 PD98059, SB203580, LiCl 및 MG132와 대장암 세포의 생육억제효능을 평가하기 위 한 3-(4,5-dimethylthizaol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)사에서 구매 하였다. 그리고 western blot 분석을 위한 항체인 cyclin D1, phospho-cyclin D1 (Thr286), HA-tag 및 β-actin은 Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)에서 구매되었다.

      

      
        2. 추출물 제조
        본 연구에서 사용된 한약재 시료인 독활 [Aralia cordata var. continentalis (Kitagawa) Y.C.Chu]은 경상북도 경산시에 위치한 한약재 전문회사인 휴먼허브에서 구매되었고, 추가적으 로 안동대학교 생약자원학과 구진숙 교수에 의해 동정되었다.

        파쇄된 독활 10 g에 70% 에탄올 200 ㎖을 첨가하여 상온 에서 교반하면서 48 시간 동안 추출하였다. 추출 후 filter paper (No. 2, Whatman Co., Maidstone, England)로 여과, 40℃ 이하의 중탕에서 감압 환류 냉각장치 (N-1110S, EYELA, Tokyo, Japan)로 농축, 그리고 동결건조를 실시하였 다. 모든 시료는 실험 전까지 –80℃ 냉동 보관하였으며, 추출물 은 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 용해하여 실험에 사용하였다.

      

      
        3. 세포 생육 억제활성 측정
        본 연구에서 사용된 대장암 세포주인 HCT116과 SW480은 한국세포주은행에서 구매되었고, 세포는 10% fatal bovine serum (FBS), 100 U/㎖ penicillin and 100㎍/㎖ streptomycin 이 포함된 DMEM/F-12 배지로 37℃에서 5% CO2 하에서 유 지하였다. 시료처리를 위해 독활의 70% 에탄올 추출물 (RAc- E70)은 DMSO로 용해하였고, 대조구는 DMSO를 0.1%를 초 과하지 않는 범위에서 사용하였다. 대장암세포인 HCT116과 SW480의 증식억제는 MTT assay로 측정하였다.

        대장암 세포인 HCT116과 SW480을 96 well plate에서 well 당 1 × 105 cells로 24 시간 배양한 후, RAc-E70를 농도 별로 24 시간 동안 처리하였다. 24 시간 후 각 well에 MTT (1㎎/㎖) 용액 50㎕씩 첨가하여 2 시간 동안 다시 배양시킨 후, well 바닥에 형성된 formazan이 흩어지지 않게 상등액을 제거하고 DMSO를 100㎕ 첨가하여 천천히 녹인 후 UV/ Visible spectrophotometer (Xma-3000PC, Human Corporation Co., Seoul, Korea)를 이용하여 540㎚에서 흡광 도를 측정하였다.

      

      
        4. SDS-PAGE 및 western blot 분석
        RAc-E70이 처리된 세포에서 단백질을 추출하기 위해서 세 포를 1 × phosphate-buffered saline (PBS)로 3 회 세척한 후, protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)과 phosphatase inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)이 포함된 radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer (Boston Bio Products, Ashland, MA, USA)를 4℃에서 30 분간 처리하여 lysis시켜 단백질을 얻었다. Bicinchoninic acid (BCA) protein assay (Pierce Biotechnology Inc., Waltham, MA, USA)로 단백질 정량 후, 동일량의 단백질 을 12% SDS-acrylamide에 loading하고 PVDF membrane (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)에 이동시킨 후 5% non-fat dry milk로 상온에서 1 시간 동안 blocking하였다. 1 시간 후, 1 차 항체를 5% non-fat dry milk에 용해시켜 4℃에서 14 시간 동안 반응시킨 후 membrane을 0.05% tween-20이 포함 된 tris-buffered saline (TBS-T)로 5 분간 3 회 세척하였다. 그 후 2 차 항체는 5% non-fat dry milk에 용해시켜 membrane에 상온에서 1 시간 처리하였고, TBS-T로 5 분간 3 회 세척 후 membrane은 ECL western blotting substrate (Amersham Biosciences Co., Little Chalfont, England)를 이 용하여 단백질을 확인하였다.

      

      
        5. Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RTPCR)
        Total RNA 추출은 RAc-E70이 처리된 HCT116과 SW480 세포로부터 RNeasy Mini kit (QIAGEN GmbH., Hilden, Germany)를 이용하여 수행되었고, cDNA는 1㎍의 total RNA를 Verso cDNA kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)를 이용하여 제조되었다. PCR은 PCR master mix kit (Promega Co., Madison, WI, USA)를 이용 하여 수행되었고, 사용된 primer는 Table 1과 같다.

        
          Table 1 
				
          

          
            Sequence of oligonucleotide primers used for RT-PCR.

          
          

        

        
          
            
              	Gene name
              	Sequence
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	Cyclin D1
            	Forward: 5'-aactacctggaccgcttcct-3’
          

          
            	Reverse: 5'-ccacttgagcttgttcacca-3'
          

          
            	GAPDH
            	Forward: 5'-acccagaagactgtggatgg-3’
          

          
            	Reverse: 5'-ttctagacggcaggtcaggt-3'
          

        

        

      

      
        6. Transient transfection
        HA-tagged wild type cyclin D1 construct의 transient transfection은 PolyJet DNA transfection reagent (SignaGen Laboratories, Rockville, MD, USA)를 이용하여 수행되었다. 6 well plate에 배양된 HCT116 세포에 1㎍ construct와 PolyJet DNA transfection reagent가 희석된 plasmid mixture 를 처리하여 24 시간 동안 배양시켜 실험에 사용하였다.

      

      
        7. 통계분석
        모든 결과는 3 회 반복 측정 후 평균 ±표준편차로 나타내 었고, 처리간 유의성은 Student’s t-test로 검증하여 p-value 값 이 0.05 미만일 때 통계적으로 유의하다고 판정하였다 (Microsoft Exel 2010, Microsoft, Redmond, WA, USA).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 독활 에탄올 추출물의 대장암세포의 생육 억제와 cyclin D1 단백질 수준 감소 유도 활성
        독활 [Aralia cordata var. continentalis (Kitagawa) Y.C.Chu]의 70% 에탄올 추출물 (RAc-E70)을 이용하여 대장 암 세포주인 HCT116과 SW480 세포생육 억제활성을 측정하 기 위해 MTT assay를 수행하였다. RAc-E70은 HCT116과 SW480세포의 생육을 유의적으로 각각 25㎍/㎖에서 16.4%와 19.6%, 50㎍/㎖에서 50.0%와 50.4% 그리고 100㎍/㎖에서 87.8%와 84.0% 억제하였다 (Fig. 1A, B).

        
          
          

          Fig. 1 
				
          

          
            Effect of RAc-E70 on the cell growth and cyclin D1 protein level in human colorectal cancer cells.
            (A), (B); HCT116 and SW480 cells were plated overnight and then treated with RAc-E70 at the indicated concentrations for 24 hours. Cell growth was measured using MTT assay. *p < 0.05 compared to cell without RAc- E70. (C); HCT116 and SW480 cells were plated overnight and then treated with RAc-E70 at the indicated concentrations for 24 hours. Cell lysates were subjected to SDS-PAGE and the western blot was performed using antibody against cyclin D1. Actin was used as internal control for western blot analysis. (D); HCT116 cells were treated with RAc-E70 (50 ㎍/㎖) for the indicated times. Cell lysates were subjected to SDS-PAGE and the western blot was performed using antibody against cyclin D1. β-actin was used as internal control for western blot analysis.

          
          

          

        

        Cyclin D1은 다양한 암에서 발암유전자로 알려져 있으며, cyclin-dependent kinase (CDK) 4/6와 복합체를 형성하여 retinoblastoma protein을 인산화 시켜 세포주기 중 G1/S기로 의 transition을 활성화하여 암세포에서 비정상적인 세포생육을 유도한다고 보고되고 있다 (Gopalakrishnan et al., 2014). 게 다가, cyclin D1 단백질의 과 발현은 대장암을 포함한 다양한 암 발생과 밀접한 관련이 있는 것으로 알려져 있다 (Qin et al., 2015). 그리하여, RAc-E70이 cyclin D1 단백질 수준을 감소시키는지 확인하기 위해, RAc-E70이 처리된 HCT116과 SW480 세포에서 western blot을 이용하여 cyclin D1 단백질 을 확인하였다. 그 결과 RAc-E70은 유의적으로 HCT116과 SW480에서 cyclin D1 단백질의 수준을 감소시켰다 (Fig. 1C). 또한 RAc-E70은 처리 후 3 시간부터 cyclin D1 단백질 수준을 감소시켰다 (Fig. 1D).

      

      
        2. 독활 에탄올 추출물의 cyclin D1 단백질 분해 유도활성
        RAc-E70에 의해 유도되는 cyclin D1 단백질 수준 감소가 cyclin D1의 전사조절에 기인한 것인지 확인하기 위해 RAc- E70이 처리된 HCT116과 SW480 세포에서 RT-PCR을 이용하 여 cyclin D1 mRNA 발현을 확인하였다. 그 결과, RAc-E70 은 25㎍/㎖에서는 HCT116 세포의 cyclin D1 mRNA 발현 변화가 없었으나, 50㎍/㎖ 농도에서는 감소 되었다 (Fig. 2A). 그러나 SW480 세포에서는 RAc-E70에 의해 유도되는 cyclin D1 mRNA 발현감소가 나타나지 않았다 (Fig. 2A). 본 결과는 RAc-E70에 의해 유도되는 cyclin D1 단백질 수준 감 소는 단백질 분해에 기인하는 것으로 판단된다.

        
          
          

          Fig. 2 
				
          

          
            Effect of RAc-E70 on the expression of cyclin D1 mRNA and cyclin D1 degradation in human colorectal cancer cells.
            (A); HCT116 and SW480 cells were plated overnight and then treated with RAc-E70 at the indicated concentrations for 24 hours. For RT-PCR analysis of the gene expression of cyclin D1, total RNA was prepared. GAPDH was used as internal control for RP-PCR. (B); HCT116 cells were pretreated with MG132 at the indicated concentration for 2 hours, and then cotreated with RAc-E70 (50㎍/㎖) for 6 hours. Cell lysates were subjected to SDSPAGE and the western blot was performed using antibody against cyclin D1. β-actin was used as internal control for western blot analysis. (C); HCT116 cells were transfected with HA-tagged wild type cyclin D1 construct for 24 h, and then treated with RAc-E70 (50 ㎍/㎖) for the indicated times. Cell lysates were subjected to SDSPAGE and the western blot was performed using antibody against HA-tag. β-actin was used as internal control for western blot analysis.

          
          

          

        

        비록 cyclin D1 단백질의 과대발현은 대장암을 비롯한 다양 한 암에서 나타나는 공통적인 현상이지만, cyclin D1 단백질 의 과대발현은 오직 cyclin D1 유전자의 과대발현에 기인하지 않는다고 보고되고 있다. 실제적으로 대장암에서 cyclin D1 유 전자의 과대발현과 단백질의 과대발현의 비율은 각각 2.5%와 55%를 차지하는 것으로 알려져 있다 (Musgrove et al., 2011). 이것은 cyclin D1 단백질의 과대발현은 암세포에서 단 백질 분해 기전의 결함에 기인한다는 것을 의미한다 (Gillett et al., 1994; Russell et al., 1999).

        다양한 항암물질이 암세포에서 cyclin D1 단백질 분해를 통 해 암세포 증식 억제를 유도하기 때문에 cyclin D1 단백질 분해는 항암제 개발에 중요한 분자 타깃으로 여겨지고 있다 (Alao et al., 2004, 2006; Langenfeld et al., 1997). 따라서 RAc-E70이 cyclin D1 단백질 분해를 유도하는지 확인하기 위 해, HCT116 세포에 단백질 분해효소 억제제인 MG132를 2 시간 전처리하고 50㎍/㎖ 농도의 RAc-E70을 6 시간 동안 처리 후 western blot을 이용하여 cyclin D1 단백질을 확인하 였다. 그 결과, MG132가 처리된 세포에서는 RAc-E70에 의 해 유도되는 cyclin D1 단백질의 감소가 억제되었다 (Fig. 2B). 또한, RAc-E70에 의해 유도되는 cyclin D1 단백질 분해 를 재 증명하기 위해, HCT116세포에 HA-tagged wild type cyclin D1 construct를 transfection하고 RAc-E70을 처리한 결 과, RAc-E70은 HA-cyclin D1의 수준을 감소시켰다 (Fig. 2C). 본 결과로 RAc-E70에 유도되는 cyclin D1 단백질의 수 준감소는 cyclin D1 단백질 분해에 기인하는 것으로 판단된다.

      

      
        3. 독활 에탄올 추출물의 GSK3β 유도 cyclin D1의 threonine-286 (Thr286) 인산화 의존성 cyclin D1 단백질 분해유도 활성
        다양한 kinase 중, ERK1/2, p38 그리고 GSK3β는 cyclin D1 단백질 분해 유도와 밀접한 관련이 있다고 보고되고 있다 (Diehl et al., 1998; Okabe et al., 2006; Thoms et al., 2007). 그리하여 RAc-E70에 의해 유도되는 cyclin D1 단백질 분해와 관련된 kinase를 규명하기 위해, HCT116 세포에 ERK1/2 억제제인 PD98059, p38 억제제인 SB203580 그리고 GSK3β 억제제인 LiCl를 각각 2 시간 동안 전처리 후, RAc- E70을 6 시간 동안 처리하고 western blot을 이용하여 cyclin D1 단백질 수준을 확인하였다. 그 결과, PD98059와 SB203580 이 처리된 HCT116 세포에서는 RAc-E70에 의해 유도되는 cyclin D1 단백질의 수준감소가 나타났으나 (Fig. 3A, B), LiCl이 처리된 HCT116 세포에서는 RAc-E70에 의해 유도되 는 cyclin D1 단백질의 수준감소가 억제되었다 (Fig. 3C). 본 결과는 RAc-E70에 의해 유도되는 cyclin D1 단백질 분해는 GSK3β 의존성이라는 것을 의미한다.

        
          
          

          Fig. 3 
				
          

          
            Determination of the upstream kinases involved in RAc-E70 mediated cyclin D1 degradation in human colorectal cancer cells.
            (A-C); HCT116 cells were pretreated with PD98059 (20 μM) as an ERK1/2 inhibitor, SB203580 (20 μM) as a p38 inhibitor or LiCl (10 mM) as a GSK3β inhibitor for 2 hours, and then co-treated with RAc-E70 (50㎍/㎖) for 6 hours. Cell lysates were subjected to SDS-PAGE and the western blot was performed using antibody against cyclin D1. β-actin was used as internal control for western blot analysis. (D); HCT116 cells were treated with RAc-E70 (50㎍/㎖) for the indicated times. Cell lysates were subjected to SDS-PAGE and the western blot was performed using antibody against phospho-cyclin D1 (Thr286). β-actin was used as internal control for western blot analysis. (E); HCT116 cells were pretreated with LiCl (10 mM) as a GSK3β inhibitor for 2 hours, and then co-treated with RAc-E70 (50㎍/㎖) for 1 hour. Cell lysates were subjected to SDSPAGE and the western blot was performed using antibody against phospho-cyclin D1 (Thr286). β-actin was used as internal control for western blot analysis.

          
          

          

        

        GSK3β 의존성 cyclin D1 단백질 분해는 cyclin D1의 Thr286의 인산화와 밀접한 관련이 있다고 알려져 있기 때문에 (Alao, 2007), RAc-E70의 cyclin D1 Thr286 인산화와 LiCl 에 의한 GSK3β 억제의 RAc-E70 유도 cyclin D1 Thr286 인산화에 대한 영향을 평가하였다. 그 결과, RAc-E70은 처리 1 시간에 cyclin D1의 Thr286을 인산화 시켰고 (Fig. 3D), LiCl에 의한 GSK3β 억제는 RAc-E70 유도 cyclin D1의 Thr286 인산화를 억제하였다 (Fig. 3E). 본 결과는 RAc-E70 유도 cyclin D1 단백질의 분해는 GSK3β 의존성 cyclin D1 Thr286의 인산화와 밀접한 관련이 있다는 것을 의미한다.

        이상의 연구 결과로 미루어 볼 때, 독활 에탄올 추출물은 GSK3β 의존성 cyclin D1 Thr286의 인산화를 유도하여 cyclin D1 단백질의 분해를 유도하고, 이것은 대장암세포의 생 육억제와 관련이 있는 것으로 판단된다. 또한, 본 결과는 항암 을 위한 대체보완의학 소재로 독활의 활용이 가능할 것으로 판단된다.
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