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            초록
          
        

        
          Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths worldwide. Indigo Naturalis (IN) is a dark blue powder obtained by processing leaves or stems of indigo plants, its anticancer effects have been reported in several studies. However, the pharmacological mechanism of IN in small cell lung cancer (SCLC) is not elucidated.	In this study, to investigate the anticancer efficacy of IN for SCLC, we presented potential active ingredients, SCLC-related targets, and pharmacological mechanisms of IN that are expected to have anticancer activity for SCLC using a network pharmacological analysis. The phytochemical compounds of IN have been collected through TCMSP, SymMap, or HPLC documents. The active ingredients of IN such as indirubin, indican, isatin, and tryptanthrin were selected through ADME parameters or literature investigations for each compound. Using the Compounds, Disease-Target associations Databases, 124 common targets of IN and SCLC were obtained. Gene Ontology (GO), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) Pathway enrichment analysis was carried out. GO biological processes are associated with response to xenobiotic stimulus, positive regulation of protein phosphorylation, regulation of mitotic cell cycle, and regulation of apoptotic signaling pathway. KEGG disease pathways included Gastric cancer, Bladder cancer, SCLC, and Melanoma. The main anticancer targets of the IN for SCLC were analyzed in 14 targets, including BCL2, MYC, and TP53. In conclusion, the results of this study based on the network pharmacology of IN can provide important data for the effective prevention and treatment of SCLC.
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      서		론
      폐암은 전 세계적으로 유방암과 함께 가장 많이 진단되는 암 중 하나이며, 암 관련 사망의 주요 원인으로 알려져 있다. 2020년에 발생한 신규 암 환자 1,900만여 명 중 폐암 환자는 220만여 명이었으며, 암 관련 사망자 1,000만여 명 중 180만여 명이 폐암으로 인한 사망자로 집계되었다1). 그 중에서도 원발성 폐암의 약 15%를 차지하는 소세포폐암 (Small cell lung cancer, SCLC) 은 비소세포폐암 (Non-small cell lung cancer, NSCLC)에 비해 두 배 이상 빠른 증식, 광범위한 전이 양상, 다제내성 등의 특징을 보여 NSCLC에 비해 악성도가 높고 예후가 불량하다2,3). SCLC의 일반적인 치료법은 화학요법이며, 다른 가능한 치료법으로는 방사선 치료, 수술, 표적 치료, 면역 요법 등이 알려져 있다. 그러나 SCLC는 조기 진단이 어렵고 진행이 빨라 발견 시 대부분 수술적 처치가 어려우며, 초기 화학요법 후에도 재발률이 높아 이후 항암제에 대한 다제내성을 보이는 경우가 많다4,5). 또 대다수 암의 장기 생존율이 50여 년 전과 비교하여 SCLC의 장기 생존율은 거의 개선되지 않았다6). 지난 30년 간 SCLC의 치료법은 크게 변하지 않았으며, 현재까지 유효한 표적 치료법이 없어 새로운 치료법이 꾸준히 요구되고 있다7). 현재 SCLC의 5년 생존율은 약 7%에 불과하다8).

      천연물은 일반적으로 다수의 화합물 포함하여 체내 활성 범위가 넓으며, 이를 병용 시 다양한 상승효과를 나타낸다고 알려져 있다9). 천연물은 특히 암과 관련된 다양한 경로에 작용하여 기존의 단일 표적 치료법보다 효과적일 수 있으며, 일부 천연물의 독특한 구조는 암 치료의 주된 문제인 약물 내성을 극복할 수 있는 가능성이 높다10). 한의학에서는 지난 수천 년 동안 암을 포함한 다양한 질병을 치료하기 위해 천연물을 사용해 왔으며, 최근 많은 전임상 연구에서 천연물에 대한 항암 효과가 보고되어 왔다. 대표적으로 雷公藤은 백혈병, 유방암, 간암 등에 대한 치료 효능이 알려졌으며11), 黃芩, 人蔘, 紫草, 黃連 등에 대한 다양한 항암 효능이 보고된 바 있다12). 천연물의 항암 작용기전이 밝혀진 taxol, vincristine, camptothecin, podophyllotoxin 등이 오랜 기간 효과적으로 사용되어 왔다는 사실은 암 치료에 대한 천연물 연구의 높은 잠재적 가치를 시사한다.

      청대 (Indigo Naturalis, IN) 는 잎 또는 줄기를 건조, 발효 및 가공하여 얻는 암청색 분말로써 한의학에서는 淸熱劑로 주로 활용되고 있다13). 전통적으로 청대는 淸熱解毒, 涼血消斑, 瀉火定驚 등의 효능이 있으며, 다른 약재와 함께 배합되어 溫毒發斑, 血熱吐衄, 胸痛咳血, 口瘡, 痄腮, 喉痹, 小兒驚癇 과 같은 질환에 처방되어 왔다14). 최근 청대의 지혈, 해열, 항염, 진정, 항암 효능이 확인되었으며15), 특히 중국의 전통 처방 當歸龍薈丸 에서 만성 골수성 백혈병 의 주요한 치료 약물로 주목된 바 있다. 또한 다기관 임상 연구를 통해 급성 골수성 백혈병에 대한ATRA (All-trans-retinoic acid) - RIF (Realgar-indigo naturalis formula) 병용요법의 효능 및 안전성이 보고되었다16,17). 청대의 주요 활성 성분으로는 indirubin, tryptanthrin이 알려져 있다18). Indirubin은 다수의 세포 및 동물실험에서 JAK/STAT3, CDK 신호전달 경로 등을 억제하는 기전을 통해 항증식, 항혈관신생, 항암 효능을 지닌다고 보고되었으며, 최근에는 건선, 궤양성 대장염 등 자가면역질환에 관련한 면역조절 효과가 활발히 연구되고 있다19-24). Tryptanthrin 또한 항암, 항염증, 항원충, 항알레르기, 항산화, 항진균, 항균 효능 등이 알려져 있다25). 위와 같은 청대의 다양한 효능 보고에도 불구하고 청대의 다양한 활성 성분과 관련 타깃 유전자의 상호작용에 대한 연구는 거의 이루어진 바 없다. 네트워크 약리학은 비교적 최근에 나타나 활발히 연구되고 있는 분야로, 약리학적 데이터에 네트워크 분석 기법을 적용하여 특정 약물이 분자 수준에서 생물학적 시스템에 미치는 영향을 설명하는 분야이다. 네트워크 약리학은 체내에서 상호작용하는 다수의 단백질과 약물 사이의 관계를 네트워크로 표현할 수 있음을 기본 전제로, 궁극적으로는 이를 활용한 보다 효과적이고 안전한 약물 개발을 목표로 하고 있다. 네트워크 약리학을 활용하여 특정 약물의 기존 효과뿐만 아니라 새로운 적응증을 보다 효율적으로 식별할 수 있으므로, 이는 특히 다양한 종류의 활성 성분으로 이루어진 천연물, 또는 한약의 효능 및 작용 기전을 탐색하는 데 유용한 연구 방법이다.

      본 연구에서는 청대의 네트워크 약리학적 분석 방법을 활용하여 SCLC에 항암 활성이 기대되는 주요 활성 성분을 다수 선별하여, 이와 관련된 타깃 단백질과 핵심 작용기전을 규명하여 SCLC의 예방과 효율적인 치료를 위한 생물정보학적 기초자료를 제공하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. Identification of Active compounds in IN
        TCMSP (https://tcmsp-e.com/index.php), SymMap (http://www.symmap.org/) Databases를 이용하여 청대 구성 화합물을 수집하였으며, 관련 정량 분석 문헌을 참고하여 구성 화합물을 추가 수집하였다. TCMSP는 한약재의 성분, 표적, 질병 간 상관관계에 대한 정보와 함께 이에 대한 시스템 약리학적 분석 결과를 제공하며, SymMap 또한 전통 중의학과 서양의학에 근거한 방대한 정보를 유사한 방식으로 제공하고 있다26,27).

        각 화합물의 약물 유사성 (Drug likeness, DL), 5 법칙 (Lipinski’s Rule of 5, RO5) 충족 여부, 장내 흡수도 (GI absorption)를 예측하기 위해 SwissADME(http://www.swissadme.ch) Database를 이용하였으며, 해당 Database의 평가 기준을 활용하여 청대 활성 성분을 선정하였다.

      

      
        2. Screening of Targets related to Active compounds in IN and SCLC
        UniProt (https://www.uniprot.org/), CTD (http://ctdbase.org/) Databases를 이용하여 각 활성 성분에 대한 타깃을 확보하였으며, 이를 청대 관련 타깃으로 선정하였다. 연구 과정에서 수집한 모든 gene ID는 UniProt ID로 변환하여 표준화하였다.

      

      
        3. Functional enrichment analysis for IN-SCLC Common targets
        SCLC의 공통 타깃에 대한 Gene ontology (GO), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment analysis를 Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) 6.8 Gene Functional Classification Tool (https://david.ncifcrf.gov/)과 KEGG website (https://www.genome.jp /kegg/)에서 시행하였다.

      

      
        4. PPI network construction and Screening of hub targets
        Cytoscape 3.9.1, Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes (STRING) 11.5 Database를 통해 공통 타깃에 대한 Protein-protein interaction (PPI) 네트워크를 구성하였다.

      

      
        5. Identification of Core targets involving in SCLC pathway
        KEGG Mapper (https://www.genome.jp/kegg/mapper/) 를 이용하여 SCLC pathway에 포함된 청대 활성 성분의 핵심 타깃을 확인하였다.

      

    

    

  
    
      결		과
      
        1. Active compounds in IN
        TCMSP, SymMap 을 이용하여 청대 구성 화합물 69종을 확보하였으며, 검색어로는 “Indigo Naturalis”, “Qing Dai”를 사용하였다. 관련 HPLC 문헌28,29)을 참고하여 청대 구성 화합물 63종을 구성 목록에 추가하였으며, 중복되거나 구조식을 확인할 수 없는 화합물을 제외하여 청대 구성 화합물 108종을 최종 선정하였다.

        선정된 청대 화합물의 구조식은 Pubchem (https://www.ncbi.nlm.nih.gov), Open Babel (http://openbabel.org) 에서 canonical SMILES로 변환되었으며, SwissADME에서 제공하는 Bioavailability Radar Plot을 통해 DL 기준을 만족하는 3개의 활성 성분(Indican, Isolariciresinol, Lariciresinol) 을 선별하였다.	이외에 위의 기준을 만족하지는 못하였으나, 체내 약리 활성이 비교적 잘 알려진 Indirubin, Tryptanthrin, Isatin 등의 화합물 13종을 청대의 활성 성분에 포함하였다(Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Active Compounds of Indigo Naturalis
          
          

        

        
          
            
              	Molecule name
              	Structure
              	Formula
              	MW (g/mol)
              	GI absorption
              	RO5
            

          
          
            	Anthranilic acid
            	
              
            
            	C7H7NO2
            	137.14
            	High
            	Yes
          

          
            	beta-Sitosterol
            	
              
            
            	C29H50O
            	414.7
            	Low
            	No;
1 violation
          

          
            	Betulin
            	
              
            
            	C30H50O2
            	442.7
            	Low
            	No;
1 violation
          

          
            	Daucosterol
            	
              
            
            	C35H60O6
            	576.8
            	Low
            	No;
1 violation
          

          
            	Indican
            	
              
            
            	C14H17NO6
            	295.29
            	High
            	Yes
          

          
            	Indigo
            	
              
            
            	C16H10N2O2
            	262.26
            	High
            	Yes
          

          
            	Indirubin
            	
              
            
            	C16H10N2O2
            	262.26
            	High
            	Yes
          

          
            	Indole
            	
              
            
            	C8H7N
            	117.15
            	High
            	Yes
          

          
            	Indole-3-aldehyde
            	
              
            
            	C9H7NO
            	145.16
            	High
            	Yes
          

          
            	Indoxyl
            	
              
            
            	C8H7NO
            	133.15
            	High
            	Yes
          

          
            	Isatin
            	
              
            
            	C8H5NO2
            	147.13
            	High
            	Yes
          

          
            	Isoindigotin
            	
              
            
            	C16H10N2O2
            	262.26
            	High
            	Yes
          

          
            	Isolariciresinol
            	
              
            
            	C20H24O6
            	360.4
            	High
            	Yes
          

          
            	Isorhamnetin
            	
              
            
            	C16H12O7
            	316.26
            	High
            	Yes
          

          
            	Lariciresinol
            	
              
            
            	C20H24O6
            	360.4
            	High
            	Yes
          

          
            	Tryptanthrin
            	
              
            
            	C15H8N2O2
            	248.24
            	High
            	Yes
          

        

        

      

      
        2. Targets related to Active compounds in IN
        청대 활성 성분에 관련된 타깃을 조사하기 위해 UniProt, CTD를 이용하였으며, 청대 관련 타깃 262개를 확보하였다.

      

      
        3. IN related Targets for SCLC treatment
        DisGeNET, GeneCards, CTD를 통해 SCLC 관련 타깃을 각 885개, 18,295개, 14,232개 수집하였으며, 이후 DisGeNET, GeneCards, CTD에서 삼중으로 수집된 SCLC 관련 타깃 786개와 청대 관련 타깃 262개의 교집합을 분석하였으며, 이를 통해 청대와 SCLC의 공통 타깃으로 타깃 124개를 선정하였다(Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Targets Related to SCLC and Active Compounds of Indigo Naturalis
          
          

        

        
          
            
              	UniProt ID
              	Target
              	Gene name
            

          
          
            	P08183
            	ATP-dependent translocase ABCB1 
            	ABCB1
          

          
            	P33527
            	Multidrug resistance-associated protein 1
            	ABCC1
          

          
            	O15439
            	ATP-binding cassette sub-family C member 4
            	ABCC4
          

          
            	Q9UNQ0
            	ATP-binding cassette sub-family G member 2
            	ABCG2
          

          
            	P12821
            	Angiotensin-converting enzyme
            	ACE
          

          
            	P22303
            	Acetylcholinesterase
            	ACHE
          

          
            	P00813
            	Adenosine deaminase
            	ADA
          

          
            	P35869
            	Aryl hydrocarbon receptor
            	AHR
          

          
            	P15121
            	Aldo-keto reductase family 1 member B1
            	AKR1B1
          

          
            	Q04828
            	Aldo-keto reductase family 1 member C1
            	AKR1C1
          

          
            	P31749
            	RAC-alpha serine/threonine-protein kinase
            	AKT1
          

          
            	P02768
            	Albumin
            	ALB
          

          
            	P00352
            	Aldehyde dehydrogenase 1A1
            	ALDH1A1
          

          
            	P04083
            	Annexin A1 
            	ANXA1
          

          
            	P02647
            	Apolipoprotein A-I
            	APOA1
          

          
            	P05067
            	Beta amyloid A4 protein
            	APP
          

          
            	P10275
            	Androgen receptor
            	AR
          

          
            	P05089
            	Arginase-1
            	ARG1
          

          
            	P30530
            	Tyrosine-protein kinase receptor UFO
            	AXL
          

          
            	Q07812
            	Apoptosis regulator BAX
            	BAX
          

          
            	P10415
            	Apoptosis regulator Bcl-2
            	BCL2
          

          
            	Q07817
            	Bcl-2-like protein 1
            	BCL2L1
          

          
            	O15392
            	Baculoviral IAP repeat-containing protein 5 
            	BIRC5
          

          
            	P15056
            	Serine/threonine-protein kinase B-raf
            	BRAF
          

          
            	P38398
            	Breast cancer type 1 susceptibility protein
            	BRCA1
          

          
            	Q16790
            	Carbonic anhydrase 9
            	CA9
          

          
            	P01258
            	Calcitonin
            	CALCA
          

          
            	P0DP23
            	Calmodulin-1
            	CALM1
          

          
            	P07384
            	Calpain-1 catalytic subunit
            	CAPN1
          

          
            	P42574
            	Caspase-3
            	CASP3
          

          
            	P55210
            	Caspase-7
            	CASP7
          

          
            	Q14790
            	Caspase-8
            	CASP8
          

          
            	P16152
            	Carbonyl reductase [NADPH] 1
            	CBR1
          

          
            	P13500
            	C-C motif chemokine 2 
            	CCL2
          

          
            	P24385
            	G1/S-specific cyclin-D1 
            	CCND1
          

          
            	P30304
            	M-phase inducer phosphatase 1
            	CDC25A
          

          
            	P12830
            	Cadherin-1
            	CDH1
          

          
            	P19022
            	Cadherin-2
            	CDH2
          

          
            	P24941
            	Cyclin-dependent kinase 2
            	CDK2
          

          
            	P11802
            	Cyclin-dependent kinase 4
            	CDK4
          

          
            	P38936
            	Cyclin-dependent kinase inhibitor 1 
            	CDKN1A
          

          
            	P46527
            	Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B
            	CDKN1B
          

          
            	O14757
            	Serine/threonine-protein kinase Chk1
            	CHEK1
          

          
            	P35222
            	Catenin beta-1 
            	CTNNB1
          

          
            	P10145
            	Interleukin-8
            	CXCL8
          

          
            	P25024
            	C-X-C chemokine receptor type 1
            	CXCR1
          

          
            	P04798
            	Cytochrome P450 1A1
            	CYP1A1
          

          
            	P11509
            	Cytochrome P450 2A6
            	CYP2A6
          

          
            	P10635
            	Cytochrome P450 2D6
            	CYP2D6
          

          
            	P05181
            	Cytochrome P450 2E1
            	CYP2E1
          

          
            	P08684
            	Cytochrome P450 3A4
            	CYP3A4
          

          
            	Q02127
            	Dihydroorotate dehydrogenase
            	DHODH
          

          
            	Q01094
            	Transcription factor E2F1
            	E2F1
          

          
            	P00533
            	Epidermal growth factor receptor
            	EGFR
          

          
            	Q13541
            	Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1
            	EIF4EBP1
          

          
            	Q99814
            	Endothelial PAS domain-containing protein 1
            	EPAS1
          

          
            	P17948
            	Vascular endothelial growth factor receptor 1
            	FLT1
          

          
            	Q04609
            	Glutamate carboxypeptidase II
            	FOLH1
          

          
            	P23415
            	Glycine receptor subunit alpha-1
            	GLRA1
          

          
            	P09211
            	Glutathione S-transferase P
            	GSTP1
          

          
            	Q16665
            	Hypoxia-inducible factor 1 alpha
            	HIF1A
          

          
            	P07900
            	Heat shock protein HSP 90-alpha
            	HSP90AA1
          

          
            	P05362
            	Intercellular adhesion molecule 1
            	ICAM1
          

          
            	P01579
            	Interferon gamma
            	IFNG
          

          
            	P08833
            	Insulin-like growth factor-binding protein 1
            	IGFBP1
          

          
            	P60568
            	Interleukin-2
            	IL2
          

          
            	P05231
            	Interleukin-6
            	IL6
          

          
            	P05556
            	Integrin beta-1
            	ITGB1
          

          
            	P05107
            	Integrin beta-2
            	ITGB2
          

          
            	O60341
            	Lysine-specific histone demethylase 1
            	KDM1A
          

          
            	P35968
            	Vascular endothelial growth factor receptor 2
            	KDR
          

          
            	Q9UEF7
            	Klotho
            	KL
          

          
            	P17931
            	Galectin-3
            	LGALS3
          

          
            	P28482
            	Mitogen-activated protein kinase 1
            	MAPK1
          

          
            	P27361
            	Mitogen-activated protein kinase 3
            	MAPK3
          

          
            	P45983
            	Mitogen-activated protein kinase 8
            	MAPK8
          

          
            	P45984
            	Mitogen-activated protein kinase 9
            	MAPK9
          

          
            	P08581
            	Hepatocyte growth factor receptor
            	MET
          

          
            	P46013
            	Proliferation marker protein Ki-67 
            	MKI67
          

          
            	P08253
            	72 kDa type IV collagenase
            	MMP2
          

          
            	P05164
            	Myeloperoxidase
            	MPO
          

          
            	P43246
            	DNA mismatch repair protein Msh2
            	MSH2
          

          
            	P42345
            	Serine/threonine-protein kinase mTOR
            	MTOR
          

          
            	P01106
            	Myc proto-oncogene protein
            	MYC
          

          
            	P04198
            	N-myc proto-oncogene protein
            	MYCN
          

          
            	Q16236
            	Nuclear factor erythroid 2-related factor 2
            	NFE2L2
          

          
            	P01160
            	Natriuretic peptides A 
            	NPPA
          

          
            	P15559
            	NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1
            	NQO1
          

          
            	P55055
            	Oxysterols receptor LXR-beta
            	NR1H2
          

          
            	P04150
            	Glucocorticoid receptor
            	NR3C1
          

          
            	P09874
            	Poly [ADP-ribose] polymerase 1
            	PARP1
          

          
            	P16234
            	Platelet-derived growth factor receptor alpha
            	PDGFRA
          

          
            	P27986
            	PI3-kinase p85-alpha subunit
            	PIK3R1
          

          
            	P00749
            	Urokinase-type plasminogen activator
            	PLAU
          

          
            	P27169
            	Serum paraoxonase/arylesterase 1
            	PON1
          

          
            	P62937
            	Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
            	PPIA
          

          
            	P17252
            	Protein kinase C alpha
            	PRKCA
          

          
            	Q05655
            	Protein kinase C delta
            	PRKCD
          

          
            	P23219
            	Prostaglandin G/H synthase 1
            	PTGS1
          

          
            	P35354
            	Prostaglandin G/H synthase 2
            	PTGS2
          

          
            	Q06124
            	Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11
            	PTPN11
          

          
            	P10826
            	Retinoic acid receptor beta
            	RARB
          

          
            	P06400
            	Retinoblastoma-associated protein
            	RB1
          

          
            	P07949
            	Proto-oncogene tyrosine-protein kinase receptor Ret
            	RET
          

          
            	P0DJI8
            	Serum amyloid A-1 protein
            	SAA1
          

          
            	P05121
            	Plasminogen activator inhibitor 1
            	SERPINE1
          

          
            	Q15465
            	Sonic hedgehog protein
            	SHH
          

          
            	P23975
            	Norepinephrine transporter
            	SLC6A2
          

          
            	P37840
            	Alpha-synuclein
            	SNCA
          

          
            	P12931
            	Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src
            	SRC
          

          
            	P61278
            	Somatostatin 
            	SST
          

          
            	P40763
            	Signal transducer and activator of transcription 3
            	STAT3
          

          
            	P43405
            	Tyrosine-protein kinase SYK
            	SYK
          

          
            	O14746
            	Telomerase reverse transcriptase
            	TERT
          

          
            	P01137
            	Transforming growth factor beta-1 proprotein
            	TGFB1
          

          
            	P01375
            	Tumor necrosis factor 
            	TNF
          

          
            	P11387
            	DNA topoisomerase 1
            	TOP1
          

          
            	P11388
            	DNA topoisomerase 2-alpha
            	TOP2A
          

          
            	P04637
            	Cellular tumor antigen p53 
            	TP53
          

          
            	Q9UBT2
            	SUMO-activating enzyme subunit 2
            	UBA2
          

          
            	P22309
            	UDP-glucuronosyltransferase 1A1
            	UGT1A1
          

          
            	P15692
            	Vascular endothelial growth factor A
            	VEGFA
          

          
            	P30291
            	Wee1-like protein kinase
            	WEE1
          

          
            	P67809
            	Y-box-binding protein 1
            	YBX1
          

        

        

      

      
        4. GO and KEGG pathway enrichment analysis
        공통 타깃 124개가 관여하는 주요 생물학적 경로와 질병 기전을 탐색하기 위해 Enrichment analysis를 시행하였다. 분석 결과, Cellular components (CC) 에서 98개, Molecular functions (MF) 에서 151개, Biological processes (BP) 에서 1,753개, KEGG pathways에서 190개의 세부 항목을 얻었다. 유의성에 따른 GO 상위 10개, KEGG pathways 상위 20개의 분석 결과를 도식화 하였다(Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Enrichment Analysis of GO and KEGG Pathway for 124 Common Targets. (A) GO enrichment analysis. (B) KEGG enrichment analysis.
          
          

          

        

        CC에는 “membrane raft”, “vesicle lumen”, “transcription regulator complex”, MF에는 “kinase binding”, “protein kinase activity”, “heat shock protein binding”, “protein tyrosine kinase activity”, “transcription factor binding”, “MAP kinase activity” 등이 포함되었으며, BP에는 주로 “response to xenobiotic stimulus”, “positive regulation of protein phosphorylation”, “regulation of mitotic cell cycle”, “regulation of apoptotic signaling pathway” 등이 관련 경로로 포함되었다. KEGG pathways에는 “Pathways in cancer”, “Gastric cancer”, “Bladder cancer”, “Small cell lung cancer”, “Melanoma” 등이 포함되었다.

      

      
        5. Construction of C-T-BP Network
        Cytoscape 3.9.1을 이용하여, 청대 활성 성분 16종, 공통 타깃 124개, Biological process 상위 20개에 대한 Compound-Target-Biological process (C-T-BP) 네트워크를 구성하였다(Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            C-T-BP Network. Active compound; Azure triangle with 16 nodes, Target; Pink circle with 124 nodes, Biological process; light green rhombus with 20 nodes.
          
          

          

        

      

      
        6. PPI network construction and Screening of hub targets and protein modules
        STRING Database를 이용하여 PPI 네트워크를 구성하여 TP53, CDKN1A, CDK4, CDK2, CCND1, RB1, CDKN1B, E2F1, SRC, MAPK3 등의 순서상호연결성이 높은 허브 타깃 20개를 탐색하였다(Fig. 3). 

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            PPI Network of 124 Common Targets. PPI network of IN-SCLC common targets: each node size is proportional to the degree and arranged in a circular shape from the inside according to the size, Total network was constructed with 124 nodes and 478 edges (confidence cutoff = 0.9).
          
          

          

        

      

      
        7. Identification of IN-SCLC Core targets involving in SCLC pathway
        허브 타깃 상위 20개를 SCLC에 대한 청대 활성 성분의 핵심 타깃으로 선정하여 핵심 타깃이 관여하는 SCLC 신호전달 경로를 확인하기 위해 KEGG Mapper를 이용하였으며, AKT1, BCL2, CASP3, CCND1, CDK2, CDK4, CDKN1A, CDKN1B, E2F1, ITGB1, MYC, PIK3R1, RB1, TP53이 관련된 유전자로 분석되었다 (Table 3).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Active Compounds in Indigo Naturalis by Core Targets Involving in SCLC Pathway
          
          

        

        
          
            
              	Active compounds
              	Core targets involving in SCLC pathway
            

          
          
            	beta-Sitosterol
            	AKT1, BCL2, CASP3
          

          
            	Betulin
            	AKT1, BCL2, CASP3, MYC
          

          
            	Indican
            	CASP3, CDKN1A
          

          
            	Indirubin
            	BCL2, CASP3, CDK2, CDKN1B, E2F1, ITGB1, MYC, RB1
          

          
            	Indole
            	CASP3, CDK2, ITGB1
          

          
            	Isatin
            	CASP3, CDK2, CDKN1A, ITGB1, TP53
          

          
            	Isolariciresinol
            	CASP3, CDK2
          

          
            	Isorhamnetin
            	AKT1, BCL2, CASP3, CCND1, PIK3R1
          

          
            	Tryptanthrin
            	CDK2, CDK4, CCND1, TP53
          

        

        

      

    

    

  
    
      고		찰
      본 연구에서는 TCMSP, SymMap, SwissADME, STP, SEA, UniProt, DisGeNet 등 최근 발전한 생물정보학적 데이터베이스와 일련의 네트워크 약리학적 분석 방법을 활용하여SCLC에 주요한 항암 효과가 기대되는 청대의 활성 성분, 관련 타깃 및 기전을 확인하였다.

      분석 결과, 청대 활성 성분 16종이 선별되었으며, 청대 활성 성분과 SCLC 타깃은 Betulin 36개, Isorhamnetin 31개, Indirubin 29개 등의 순서로 관련되었다 (Fig. 2). 청대 타깃이 관여하는 BP에는 주로 무기물에 대한 반응, 단백질 인산화 양성 조절, 체세포 분열주기 조절, 세포사멸 신호전달 경로 조절 등이 포함되었으며, KEGG에는 위암, 방광암, 소세포폐암, 흑색종 등이 포함되었다. 핵심 타깃의 질병 경로는 KEGG Mapper를 통해 조사되었으며, beta-sitosterol, betulin, indican, indirubin, indole, isatin, isolariciresinol, isorhamnetin, tryptanthrin 등이 SCLC에 대한 주요한 활성 성분으로 분석되었다.

      청대의 잘 알려진 지표성분으로는 indirubin, indigo가 중국약전에 소개되어 있다14). Indirubin은 인디고 식물 (Indigo plant)과 일부 동물에서 생성되는 indole alkaloid로, 다양한 인간 암 세포주에서 항암 활성을 나타냈으며, 항염증, 면역 조절, 항산화 효능 또한 보고되어 있다11). 현재, 정확한 항암 작용기전이 밝혀지고 있으며, 특히 indirubin은 암과 관련하여 JAK/STAT3, Wnt/β-Catenin 신호전달 경로의 활성을 조절하며, CDK2의 저해제로 잘 알려져 있다20,30,31). Isatin은 많은 식물에서 발견되는 indole 유도체로 유방, 폐, 결장을 포함한 다양한 암 세포의 성장을 억제하는 것으로 알려져 있다. 또한, 이 compound는 항알레르기, 항말라리아, 항바이러스, 항균 효과 등이 있으며, CASP3을 활성화하거나 CDK2와 CDKN1A를 억제함으로써 세포사멸을 유도할 수 있다고 보고되었다32-34). 특히, Tryptanthrin은 Indigo를 승화하는 과정에서 처음 발견된 indoloquinazoline alkaloid로, 이후 균류 및 다양한 식물에서 분리되었다. 또한, 이 compound는 항균, 항진균, 항원충 및 항기생충 활성, COX2, 5LOX, NO 합성효소 및 PGE2 발현 억제, 세포독성 및 항암 효능이 보고되어 있다35).

      KEGG Mapper를 통해 SCLC 신호전달 경로에 포함된 청대 핵심 타깃은 AKT1, BCL2, CASP3, CCND1, CDK2, CDK4, CDKN1A, CDKN1B, E2F1, ITGB1, MYC, PIK3R1, RB1, TP53로 확인되었다. 분석된 타깃 중 SCLC에서 과발현되는 주요 항암 표적인자로 bcl-2, c-myc가 알려져 있다36). Bcl-2는 SCLC를 포함한 많은 종류의 암에서 과발현되는 항세포사멸 단백질로, 과잉 발현되면 암세포가 생존할 가능성이 높다. Bcl-2는 미토콘드리아 막 투과성을 조절하여 세포사멸을 조절하는데, 미토콘드리아로부터 cytochrome c의 방출을 방지하거나APAF1에 결합함으로써 caspase 활성을 억제하며, C-myc는 세포주기 진행과 세포분열에 관여하는 유전자의 발현을 상향조절함으로써 암세포의 성장과 증식을 촉진한다37). 그러나 현재 Bcl-2를 표적으로 시행된 임상 2상 연구에서 표적 항암제 Oblimersen, Obatoclax이 최종 탈락하였으며, C-myc를 단일 타깃으로 하는 표적 항암제는 현재까지 개발되지 못하였다36,38). 암억제단백질인p53은 세포주기 및 세포사멸을 조절하는 전사 인자이다39). 절반 이상의 암 환자에게서 p53 변이가 관찰되며, 특히 SCLC 환자의 약 80% 이상에서 주로 p53의 기능 손실 (loss-of-function) 이 보고되었다7,40). 암 억제와 관련한 p53 신호전달 경로의 주요 하부 인자로 P21은 CDK의 활성을 억제하는 CDK 저해제로 주요 기질을 인산화하고 세포주기 진행을 막는다고 알려져 있다41,42). P21은 p53에 독립적인 경로를 통해서도 유도될 수 있는데, 예를 들어 Peng H 등의 연구에서는 p53이 손실된 만성 골수성 백혈병 세포주 K562 세포주에서 indirubin 유도체가 time-dose-dependent하게 p21을 상향 조절하였으며, 암세포의 성장이 저해되었다43). 이는 대부분 p53 유전자의 기능 손실을 가지는 SCLC에서 indirubin이 p21에 p53-independent하게 작용할 수 있을 것으로 예상한다. 예를 들어, indirubin은 p21을 상향조절하고, 암 세포의 CDK2 활성을 억제하여 RB 인산화를 저해할 수 있으며, 이는 G1-S transition에서 세포주기를 차단하여 SCLC 세포사멸로 이어질 수 있다 (Fig. 4).

      
        
        

        Fig. 4. 
				
        

        
          Potential Pharmacological Mechanism of Indigo Naturalis for SCLC.
        
        

        

      

      본 연구는 네트워크 약리학적 분석을 통해 청대의 잠재적 활성 성분 및 관련 타깃을 확보하였으며, 특히 indirubin을 중심으로 SCLC에 대한 청대의 항암 효능을 분석 및 예측하였다. 앞으로 본 연구결과를 기반으로 실험적인 검증을 통하여 전통의학에서 검증된 한약재에 대한 과학적인 근거를 제시할 수 있을 것이다.

    

    

  
    
      결		론
      소세포폐암에 대한 청대 주요 활성 성분으로 indirubin, isatin, tryptanthrin 등이 선별되었으며, 주요 항암 표적인자로는 AKT1, BCL2, CDK2, CASP3, E2F1, TP53 등이 포함되었다. 청대는 세포주기, 세포사멸 신호전달 경로 등에 관여하여 암세포의 증식, 세포사멸 및 혈관신생을 조절할 수 있으며, 이를 통해 SCLC에 대한 항암 효과를 나타낼 수 있다. 본 연구는 네트워크 약리학을 기반으로 청대 활성성분의 잠재적 작용기전과 효과적인 SCLC 치료법의 발전으로 이어질 수 있는 청대의 생물정보학적 기초자료를 제공하였으며, 향후 효율적인 실험 설계를 위한 이론적 근거를 제시하였다.
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