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            초록
          
        

        
          Previous studies have highlighted the pivotal role of the β-adrenergic receptor (β-AR) signaling pathway in stimulating cancer metastasis induced by chronic stress. According to the theory of traditional Korean medicine, chronic stress can induce Qi stagnation. Based on the traditional role of premature citrus unshiu peel in moving Qi, we hypothesized that an ethanol extract of premature citrus unshiu peel (EPCU) can attenuate chronic stress-induced cancer progression. In this study, we investigated the potential role of EPCU on modulating the adrenergic agonists-induced metastatic properties of liver cancer cells. Our findings revealed that adrenergic agonists, including norepinephrine (NE), epinephrine (E), and isoproterenol (ISO), augmented the migratory capacity of Hep3B human hepatocellular carcinoma cells, which was completely abrogated by EPCU treatment in a concentration-dependent manner. Consistently, EPCU inhibited the E-induced invasive property of Hep3B cells in a dose-dependent manner. These results suggest that EPCU efficiently attenuates adrenergic agonists-induced metastatic abilities of liver cancer cells. As a molecular mechanism, EPF suppressed the phosphorylation of major components of β-AR signaling pathway, including Src, signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) and ERK, induced by E treatment. Taken together, our results demonstrate that EPCU impedes the adrenergic agonists-driven metastatic potential of cancer cells by inhibiting β-AR signaling pathway. This study provides basic evidence supporting the probable use of premature citrus unshiu peel to prevent metastasis in liver cancer patients under chronic stress.
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      서 론
      만성적 스트레스는 암의 개시와 진행을 촉진하는 주요한 인자이다1,2). 여러 임상연구 결과 만성적 스트레스 상황에 놓인 암환자가 그렇지 않은 암환자에 비해 높은 재발률과 사망률을 보이며, 전임상 연구에서도 만성적인 스트레스가 암의 성장과 혈관신생 및 전이를 촉진한다는 것이 보고되어 있다3-5). 또한 정신심리적인 상담이나 개입이 암환자의 생존율을 높이고 재발을 억제할 수 있는 것으로 알려져 있다6,7). 스트레스 상황에서 인체가 나타내는 반응은 크게 두 가지로서 첫번째는 시상하부-뇌하수체-부신피질축(hypothalamus-pituitary gland-adrenal cortex axis, HPA axis)을 통해 부신피질에서 코티솔(cortisol)이 분비되는 것이고, 두번째는 교감신경이 항진되면서 부신수질과 교감신경섬유 말단에서 에피네프린(epinephrine), 노르에피네프린(norepinephrine)과 같은 카테콜아민(catecholamine)이 분비되는 것이다8). 두 경로는 모두 인체의 면역작용을 억제함으로써 암을 촉진시키는 것으로 알려져 있다8). 이 중 스트레스에 의한 교감신경계 항진은 다양한 암종에 발현되는 베타 아드레날린 수용체(β-adrenergic receptor, β-AR)를 통해 신호를 전달한다9). β-AR 신호전달경로는 암치료제의 유망한 타겟으로서 암유전자 및 DNA 복구 유전자를 조절하고, 암세포의 증식과 전이를 촉진시키거나 세포사멸에 저항하는 유전자의 발현을 증가시켜 암을 악화시키는 것으로 알려져 있다10,11). 특히 프로프라놀롤(propranolol)과 같은 베타 아드레날린 수용체 억제제가 여러 암종에서 무재발생존기간(relapse-free survival)을 늘리고 전이를 억제하며 사망률을 감소시킴이 보고되어 새로운 암치료제로 각광받고 있다12-14). 따라서 만성적 스트레스로 인한 암의 진행을 억제하기 위한 전략으로서 β-AR 신호전달경로를 효과적으로 조절할 수 있는 약물의 개발이 필요한 실정이다.

      간암은 2020년 기준 우리나라에서 암 발생률 7위를 차지하였으며, 5년 생존율은 38.7%로 예후가 불량한 암종에 속한다. 또한 2022년 기준 폐암 다음으로 가장 사망률이 높은 암에 해당한다15). 미국의 통계에서도 간암의 5년 생존율은 21%에 그쳐 췌장암 다음으로 가장 예후가 불량하게 나타났다16). B형 간염 바이러스, C형 간염 바이러스, 지방간, 알코올성 간경변, 흡연, 비만, 당뇨 등이 간암의 위험인자로 알려져 있다17). 일반적으로 간암을 치료하기 위해 간절제술, 간이식술, 고주파 열치료술, 에탄올 주입술, 경동맥화학색전술 등이 활용되고 있으며, 표적치료제로서 소라페닙(sorafenib)의 항암효과가 보고되어 있으나 다양한 부작용이 동반된다17). 게다가 간암 환자 중 대다수가 만성 간질환을 가지고 있어 간기능이 저하되어 있으므로 암치료가 쉽지 않은 실정이다17). 따라서 간암을 치료하기 위한 새로운 전략과 약물개발이 요청된다.

      청피(靑皮)는 운향과(芸香科)에 속한 귤나무(Citrus unshiu Markovich)의 어린 과실 또는 미성숙 과실의 껍질이다. 한의학적으로 간담(肝膽)에 귀경(歸經)하고 소간파기(疏肝破氣)하는 효능이 있어 흉협위완동통(胸脇胃脘疼痛), 식적(食積), 산기(疝氣) 등을 치료하는 데 사용되어 왔다18). 최근 약리학적 연구에 따르면 청피는 항염증효과, 항천식효과, 뇌혈류순환 촉진효과, 간손상 개선효과, 항우울효과, 항암효과 등을 가지는 것으로 보고되었다19-24). 특히 유방암, 결장암, 위암 등 다양한 암종에서 암세포의 증식을 억제하고 apoptosis를 일으켜 항암작용을 가진다고 알려져 있다24-26). 그러나 청피가 간암세포의 전이능에 미치는 영향은 현재까지 연구된 바가 없다. 본 연구에서는 정신적 스트레스가 한의학적으로 간기울결(肝氣鬱結)을 일으켜 기혈(氣血)의 운행을 막아 담음(痰飮)과 어혈(瘀血) 등을 형성함으로써 간암의 주요한 원인이 된다27,28)는 점에 착안하여 소간파기시키는 청피가 스트레스로 인해 증가한 간암세포의 전이능을 조절할 것이라는 가설 하에 실험을 진행하였으며 유의한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시료 제조
        본 연구에 사용된 청피는 중국 사천이 원산지로 ㈜본초마루(Seoul, Korea)에서 구입하였다. 먼저 청피 20 g을 고운 분말로 파쇄한 후 80% 에탄올 200 ㎖을 넣고 초음파세척기에서 20분씩 총 3회 sonication 시켰다. 그 후 40℃에서 120 rpm으로 교반시키며 72시간 동안 1차 추출하였다. 1차 추출액을 모은 후 청피에 다시 80% 에탄올 100 ㎖를 넣고 동일한 방식으로 24시간 동안 2차 추출하였으며, 1차 추출액과 2차 추출액을 모아 원심분리 및 여과지를 통과시켜 찌꺼기를 제거하였다. 여과된 추출액을 감압농축시키고 72시간 동안 동결건조한 결과 4.56 g의 분말을 얻었으며(수율 22.8%), 해당 분말을 dimethylsulfoxide (DMSO; Amresco, Solon, OH, USA)에 100 ㎎/㎖로 녹여 –80℃에 보관하였다. 이를 EPCU(ethanol extract of premature citrus unshiu peel)로 명명하였다.

      

      
        2. 세포 배양
        Hep3B 인체 간암세포주는 동의대학교 최영현 교수님으로부터 분양받았다. Dulbecco's Modified Essential Medium (DMEM; WelGENE, Seoul, Korea) 배지 500 ㎖에 fatal bovine serum (FBS; WelGENE) 50 ㎖과 antibiotics (WelGENE) 5 ㎖을 첨가하여 배양액으로 사용하였으며, 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다.

      

      
        3. MTT assay
        96 well plate에 Hep3B 세포를 3×103개 분주하고 안정화시킨 후 EPCU를 농도별(0, 0.1, 1, 10, 100 ㎍/㎖)로 처리하였다. 24시간 후 세포배양액에 MTT 시약(Duchefa, Haarlem, The Netherlands)을 0.4 ㎎/㎖이 되도록 첨가하고 37℃에서 2시간 동안 배양하였다. Plate 바닥에 보라색 formazin이 형성된 것을 확인한 후 세포배양액을 모두 제거하고 DMSO를 100 ㎕씩 주입하였다. Plate를 부드럽게 tapping하면서 formazin을 완전히 용해시킨 후 microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 흡광도를 540 nm에서 측정하였다. 측정된 OD값을 기준으로 세포생존율을 계산하였다.

      

      
        4. Transwell assay
        Hep3B 세포의 이동능을 파악할 수 있는 transwell migration assay는 24 well transwell plate (8.0 ㎛ pore size; Corning, NY, USA)를 사용하여 시행하였다. 먼저 transwell plate의 insert 겉면을 0.1% gelatin (Sciencell, Carlsbad, CA, USA)으로 코팅한 후 실온에서 30분간 굳혔다. 그 다음 Hep3B 세포 2×104개를 serum이 포함되지 않은 DMEM 배지 200 ㎕에 현탁하여 insert에 분주하면서 에피네프린(E, 10 μM; Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA), 노르에피네프린(NE, 10 μM; Sigma‐Aldrich), 이소프레날린(isoprenaline, IP, 10 μM; Sigma‐Aldrich) 및 EPCU(25-100 ㎍/㎖)를 처리하였다. Lower chamber에는 10% FBS가 포함된 DMEM 배지 500 ㎕를 분주하였다. 24시간 배양 후 insert를 methanol로 5분간 고정하고, hematoxylin (Sigma‐Aldrich)으로 30분간 염색하였다. 그 후 현미경(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)을 사용하여 염색된 세포를 촬영(×100 배율)하고 계수하였다. Hep3B 세포의 침윤능을 파악할 수 있는 transwell invasion assay는 insert의 안쪽 면을 300 g/mL Matrigel (BD Bioscience, San Jose, CA, USA)로 코팅한 점을 제외하고 transwell migration assay와 동일하게 진행하였다.

      

      
        5. 웨스턴블롯
        Hep3B 세포를 6 well plate에 분주하고 안정화시킨 후 EPCU를 농도별(25-100 ㎍/㎖)로 처리하였다. 24시간 후 에피네프린(10 μM)을 세포배양액에 추가하고 40분간 반응시킨 후 하베스트하였다. 세포에서 단백질을 추출하기 위해 RIPA buffer (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA)에 protease inhibitor cocktail (Thermo Fisher Scientific)과 phosphatase inhibitors (1 mM Na3VO4, 100 mM NaF)를 첨가하여 lysis buffer로 사용하였다. 4℃에서 1시간 동안 세포를 lysis 시킨 후 4℃, 13500 rpm에 30분간 원심분리하여 얻은 상층액을 bicinchoninic acid (BCA) protein assay kit (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA)를 사용하여 정량하였다. 각 조건당 20 ㎍의 단백질을 SDS-PAGE로 분리 및 transfer 하였으며, 3% bovine serum albumin (BSA, GenDEPOT, TX, USA)으로 실온에서 30분간 blocking 하였다. Phosphorylated STAT3 (p-STAT3), p-Src, p-ERK 항체는 모두 Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA)에서 구입하였으며, total STAT3 (t-STAT3), t-Src, t-ERK 및 actin 항체는 모두 Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하였다. 1차 항체는 blocking buffer를 사용하여 1:1000으로 희석한 후 4℃에서 overnight 반응시켰다. Goat anti‑rabbit 2차 항체는 Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY, USA)에서 구입하였으며, 3% skim milk를 사용하여 1:10000으로 희석한 후 1시간 동안 실온에서 반응시켰다. 단백질 발현은 D-Plus ECL Femto System (Donginbio, Seoul, Korea)을 사용하여 확인하였다. p-STAT3/t-STAT3. ratio는 각 band의 intensity를 ImageJ software를 통해 수치화한 후 actin으로 보정하여 계산하였다.

      

      
        6. 통계 분석
        모든 실험 결과는 평균(mean)±표준편차(SD)로 표시하였으며, Student’s t-test를 이용하여 P < 0.05인 것을 통계적으로 유의성 있다고 판단하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. Hep3B 인체 간암세포주의 증식에 영향을 미치지 않는 EPCU 농도 설정
        먼저 EPCU가 Hep3B 인체 간암세포주의 증식에 영향을 미치지 않는 농도 조건을 설정하였다. 만약 EPCU가 세포독성을 나타낼 경우 그로 인해 항전이 효과가 나타날 가능성이 있기 때문이다. 세포사멸을 일으키지 않으면서 순수하게 암세포의 전이를 억제할 수 있는 농도구간을 확인하기 위하여 Hep3B 세포에 다양한 농도(0, 0.1, 1, 10, 100 ㎍/㎖)로 EPCU를 24시간 처리한 후 MTT assay를 시행하였다. 그 결과 Fig. 1에 나타난 바와 같이 최저농도인 EPCU 0.1 ㎍/㎖ 처리군에서 최고농도인 EPCU 100 ㎍/㎖ 처리군까지 세포생존율이 모두 90% 이상으로 나타나 세포증식에 영향을 미치지 않는 것으로 확인되었다, 따라서 EPCU 100 ㎍/㎖를 최고농도로 설정하여 이후 실험을 진행하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effects of EPCU on the cell viability of Hep3B human liver cancer cells. Hep3B human liver cancer cells were treated with EPCU (0.1-100 ㎍/㎖) for 24 h. The cell viability was evaluated by MTT assay. The data are expressed as the means ± SD of 3 independent experiments. The dotted line indicates the cell viability of 90%. EPCU, ethanol extract of premature citrus unshiu peel.
          
          

          

        

      

      
        2. 에피네프린(E)으로 유도한 Hep3B 세포의 이동능에 미치는 EPCU의 효과
        다음으로 EPCU가 E로 유도한 Hep3B 세포의 이동을 억제할 수 있는지 transwell migration assay를 통해 확인하였다. 선행 연구에서 Hep3B 세포에 E를 농도별로 처리했을 때 10 μM이 Hep3B 세포의 이동능을 가장 현저히 증가시켰으므로29) 본 연구에서도 10 μM 농도로 E를 처리하였다. 그 결과 Fig. 2에 나타난 바와 같이 E에 의해 Hep3B 세포의 이동능이 216.37±22.32%까지 증가하였으며, EPCU 25 ㎍/㎖ 처리군에서는 79.64±10.36%, 50 ㎍/㎖ 처리군에서는 65.47±1.13%, 100 ㎍/㎖ 처리군에는 21.96±4.39%로 각각 감소하였다(Fig. 2A and 2B). 이러한 결과는 스트레스 상황에서 분비되는 E가 간암세포의 이동을 촉진할 수 있으며, 이를 EPCU가 농도의존적으로 억제할 수 있음을 시사한다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effects of EPCU on epinephrine (E)-induced migration of Hep3B cells. Hep3B human liver cancer cells were plated in triplicate into the inserts of transwell plate and treated with E (10 μM) and EPCU (25-100 ㎍/㎖). Medium containing 10% FBS was used as a chemoattractant. The cells were incubated for 24 h for migration. (A) Cells that migrated through the membrane were stained and photographed under a microscope (×100 magnification). (B) The number of stained cells was counted. The data are expressed as the mean ± SD of three independent experiments. Significance was determined by the Student’s t-test (###P < 0.001 versus untreated cells; ***P < 0.001 versus E-treated cells). EPCU, ethanol extract of premature citrus unshiu peel; E, epinephrine.
          
          

          

        

      

      
        3. 노르에피네프린(NE)으로 유도한 Hep3B 세포의 이동능에 미치는 EPCU의 효과
        NE는 스트레스로 인한 교감신경계 항진과정에서 E와 더불어 분비되는 대표적 카테콜아민이다. EPCU가 E 뿐만 아니라 NE로 유도한 Hep3B 세포의 이동 역시 억제할 수 있는지 transwell migration assay를 통해 확인하였다. 이 때 NE는 1 μM 농도로 처리하였으며, 이는 선행 연구에서 Hep3B 세포에 NE를 농도별로 처리했을 때 1 μM이 가장 탁월한 이동능 증가효과를 보였기 때문이다29). 실험 결과 NE에 의해 Hep3B 세포의 이동능이 현저히 증가하여 195.52±1.94%까지 증가하였으며, EPCU 25 ㎍/㎖ 처리군에서는 30.66±7.25%, 50 ㎍/㎖ 처리군에서는 9.91±2.83%, 100 ㎍/㎖ 처리군에는 8.96±2.93%로 각각 이동능이 감소하였다(Fig. 3A and 3B). 상기한 결과는 E 뿐만 아니라 NE로 유도한 간암세포의 이동능 역시 EPCU가 농도의존적으로 억제할 수 있음을 보여준다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effects of EPCU on norepinephrine (NE)-induced migration of Hep3B cells. Hep3B human liver cancer cells were plated in triplicate into the inserts of transwell plate and treated with NE (1 μM) and EPCU (25-100 ㎍/㎖). Medium containing 10% FBS was used as a chemoattractant. The cells were incubated for 24 h for migration. (A) Cells that migrated through the membrane were stained and photographed under a microscope (×100 magnification). (B) The number of stained cells was counted. The data are expressed as the mean ± SD of three independent experiments. Significance was determined by the Student’s t-test (###P < 0.001 versus untreated cells; ***P < 0.001 versus NE-treated cells). EPCU, ethanol extract of premature citrus unshiu peel; NE, norepinephrine.
          
          

          

        

      

      
        4. 이소프레날린(IP)으로 유도한 Hep3B 세포의 이동능에 미치는 EPCU의 효과
        스트레스성 카테콜아민인 E와 NE가 α-AR과 β-AR을 비선택적으로 활성화시킬 수 있는 반면 IP는 β-AR을 선택적으로 활성화시키는 작용제(agonist)이다. EPCU가 E/NE 뿐만 아니라 IP로 유도한 Hep3B 세포의 이동능을 억제할 수 있는지 transwell migration assay를 통해 확인하였다. 선행 연구결과에 따라 Hep3B 세포의 이동능을 가장 현저히 증가시켰던 10 μM을 IP 처리농도로 설정하였다29). 실험 결과 IP 처리에 의해 Hep3B 세포의 이동능이 현저히 증가하여 253.94±26.58%를 나타냈으며, EPCU 25 ㎍/㎖ 처리군에서는 261.82±11.71%으로 이동능 저해효과가 나타나지 않았으나, 50 ㎍/㎖ 처리군과 100 ㎍/㎖ 처리군에서는 이동능이 각각 163.64±23.79%, 40±5.77%로 나타나 EPCU의 탁월한 이동능 감소효과를 확인할 수 있었다(Fig. 4A and 4B). 이러한 결과는 E/NE 뿐만 아니라 IP로 유도한 간암세포의 이동능 역시 EPCU가 농도의존적으로 저해할 수 있음을 시사한다. IP는 β-AR 선택적 작용제이므로 상기한 결과는 EPCU가 β-AR 경로를 억제함으로써 간암세포의 이동능을 조절할 수 있음을 의미하는 것이다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effects of EPCU on isoprenaline (IP)-induced migration of Hep3B cells. Hep3B human liver cancer cells were plated in triplicate into the inserts of transwell plate and treated with IP (10 μM) and EPCU (25-100 ㎍/㎖). Medium containing 10% FBS was used as a chemoattractant. The cells were incubated for 24 h for migration. (A) Cells that migrated through the membrane were stained and photographed under a microscope (×100 magnification). (B) The number of stained cells was counted. The data are expressed as the mean ± SD of three independent experiments. Significance was determined by the Student’s t-test (###P < 0.001 versus untreated cells; ns, not significant; **P < 0.01; ***P < 0.001 versus IP-treated cells). EPCU, ethanol extract of premature citrus unshiu peel; IP, isoprenaline.
          
          

          

        

      

      
        5. 에피네프린(E)으로 유도한 Hep3B 세포의 침윤능에 미치는 EPCU의 효과
        다음으로 EPCU가 스트레스성 카테콜아민으로 유발한 간암세포의 침윤능을 억제할 수 있는지 transwell invasion assay를 통해 조사하였다. 이동능이 암세포가 고정된 위치를 떠나 다른 곳으로 이동할 수 있는 능력을 의미한다면 침윤능은 암세포가 주변의 세포외기질(extracellular matrix, ECM)을 뚫고 이동할 수 있는 능력을 의미한다. Hep3B 세포에 E (10μM)를 처리한 결과 침윤능이 현저히 증가하여 199.63±6.72%까지 증가하였으며, EPCU 50 ㎍/㎖ 처리군에서는 138.60±15.06%, 100 ㎍/㎖ 처리군에서는 90.44±12.04%로 각각 감소하여 EPCU의 탁월한 침윤능 저해효과를 확인하였다(Fig. 5A and 5B). 이러한 결과는 스트레스에 의해 분비되는 E가 간암세포의 이동 뿐만 아니라 침윤을 촉진할 수 있으며, 이를 EPCU가 농도의존적으로 저해할 수 있음을 의미한다.
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            Effects of EPCU on epinephrine (E)-induced invasion of Hep3B cells. Hep3B human liver cancer cells were plated in triplicate into the inserts of transwell plate and treated with E (10 μM) and EPCU (50-100 ㎍/㎖). The inner membrane of the insert was coated with Matrigel. Medium containing 10% FBS was used as a chemoattractant. (A) After 24 h of incubation, the invaded cells were stained and photographed under a microscope (×100 magnification). (B) The number of stained cells was counted. The data are expressed as the mean ± SD of three independent experiments. Significance was determined by the Student’s t-test (###P < 0.001 versus untreated cells; ***P < 0.001 versus E-treated cells). EPCU, ethanol extract of premature citrus unshiu peel; E, epinephrine.
          
          

          

        

      

      
        6. β-AR 신호전달경로에 미치는 EPCU의 효과
        다음으로 EPCU가 스트레스성 카테콜아민으로 유도한 간암세포의 이동과 침윤을 억제할 수 있는 분자적 기전을 탐색하였다. β-AR 신호전달경로는 스트레스성 카테콜아민에 의해 활성화되며 암의 증식과 전이를 촉진하는 것으로 알려진 대표적 신호전달경로이다9-11). 이에 β-AR 신호전달경로의 주요한 매개체인 Src, STAT3, ERK의 활성화에 EPCU가 미치는 영향을 웨스턴블롯으로 조사하였다. Src, STAT3, ERK가 활성을 가지기 위해서는 모두 인산화되어야 하므로 이들의 인산화를 EPCU가 조절할 수 있는지에 초점을 맞춰 실험을 진행하였다. 그 결과 Fig. 6에 제시된 바와 같이 Src, STAT3, ERK의 인산화가 E (10μM) 처리에 의해 현저히 증가하는 것을 확인하였다. 이는 E가 β-AR 신호전달경로를 활성화시킴을 의미하는 것이다. 그러나 이들의 인산화는 EPCU 처리에 의해 모두 감소하여 불활성화되었다(Fig. 6). E와 EPCU 모두 Src, STAT3, ERK의 total 단백질 발현에는 영향을 미치지 않아 오로지 인산화만 조절함을 알 수 있었다(Fig. 6). 상기한 결과는 EPCU가 β-AR 신호전달경로를 억제함으로써 스트레스성 카테콜아민에 의한 간암세포의 이동과 침윤을 저해할 수 있음을 시사하는 것이다.

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Effects of EPCU on the β-adrenergic receptor (β-AR) signaling pathway in Hep3B cells. Hep3B human liver cancer cells were pretreated with EPCU (25-100 ㎍/㎖) for 24 h and subsequently treated with E (10 M) 40 min before harvest. (A) The phosphorylation and total expression of the major components of the β-AR signaling pathway were detected by Western blot analysis. Actin was used as an internal control. (B) The ratio of phosphorylated/total protein was calculated using ImageJ software after normalization to actin. The data are expressed as the mean ± SD of three independent experiments. Significance was determined by the Student’s t-test (##P < 0.01, ###P < 0.001 versus untreated cells; **P < 0.01, ***P < 0.001 versus E-treated cells). EPCU, ethanol extract of premature citrus unshiu peel; E, epinephrine; β-AR, β-adrenergic receptor.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      만성적 스트레스는 한의학적으로 기울(氣鬱)을 일으킨다. 기울은 기를 움직이고 소설(疏泄)시키는 간(肝)을 중심으로 형성되기 쉬우며, 임상적으로 내향적이거나 민감한 성격의 소유자에게 간기울결(肝氣鬱結)이 잘 나타나는 것으로 알려져 있다27). 기울은 기혈(氣血)의 운행을 막아 담음(痰飮)과 어혈(瘀血) 등 병리적 산물을 만들고, 이들이 유형의 덩어리를 형성하는 것이 암의 핵심적인 병기라고 할 수 있다28). 중국의 여러 연구에서도 간기울결과 암 발병 간 밀접한 연관성을 보고하였고, 소간행기법(疏肝行氣法)을 주요 치법으로 제시하고 있다30). 특히 소간행기법이 가장 많이 활용되고 있는 암종은 간암으로서 간암의 가장 흔한 병기가 기체(氣滯)임이 보고된 바 있다31). 본 연구에서는 청피가 기울로 인한 간암의 진행과 악화를 억제할 수 있을 것이라는 가설로 실험을 진행하는데 그 근거는 다음과 같다. 첫째, 청피는 간담으로 귀경하며 소간파기시키는 효능이 있다18). 둘째, 최근 약리학적 연구에 따르면 청피는 항우울효과23)와 항암효과24-26)를 동시에 가지고 있다. 셋째, 대부분의 간암 환자가 만성적인 간질환 환자로서 간기능이 저하되어 있기 때문에 항암치료가 쉽지 않은 것이 현실이나 청피는 간손상을 개선하는 효과가 있다21). 이러한 기존 연구결과를 토대로 청피가 스트레스로 인한 간암의 전이를 효과적으로 저해할 것이라는 가설을 정립하였다.

      본 연구에서 스트레스가 간암을 악화시키는 기전으로 초점을 맞춘 것은 바로 교감신경계 활성을 통한 β-AR 신호전달경로의 활성화이다. 간암은 β-AR을 발현하는 암종으로서 임상적으로 간세포암 환자의 치료적 절제술 이후 β2-AR의 과발현이 흔히 관찰되며, 이는 불량한 예후와 연관되어 있다32). 또한 β-AR 차단제는 간세포암 환자의 사망률을 감소시키는 경향을 보였다33). 본 연구자의 선행연구에서도 스트레스성 카테콜아민이 간암세포주의 이동능 및 침윤능을 증가시킴을 보고하였다29). 이러한 연구결과들은 간암의 악화과정에 β-AR 경로를 억제하는 것이 유망한 치료전략이 될 수 있음을 시사한다. 본 연구에서도 E, NE와 같은 스트레스성 카테콜아민이나 β-AR 작용제인 IP를 Hep3B 세포에 처리하자 세포의 이동능과 침윤능이 모두 증가하는 것을 확인하였다. 그러나 이러한 현상은 청피 추출물인 EPCU에 의해 모두 억제되어 EPCU가 스트레스로 인한 간암세포의 전이능을 효과적으로 저해할 수 있음을 시사하였다. 기존에 청피 추출물의 암 전이 억제효과를 보고한 연구로서 최 등34)은 청피 에탄올 추출물이 B16F10 마우스 피부암세포의 전이를 억제함을 in vitro와 in vivo에서 모두 밝혔으며, 이 등35)은 청피 발효추출물이 Panc-1 및 SNU-213 인체 췌장암세포의 이동능을 억제함을 in vitro에서 밝힌 바 있다. 기존 논문들은 모두 청피 추출물의 일반적인 암 전이 억제효과를 제안한 것이지만, 본 연구는 만성적인 스트레스 상황에서 청피 추출물이 암의 전이능을 억제할 수 있는지 밝히고자 한 것으로 스트레스라는 보다 구체적인 상황에서 청피 추출물의 항암효과를 밝혔다는 점이 시사점이라고 할 수 있다.

      본 연구에서는 이러한 EPCU의 전이억제효과가 어떤 분자적 기전을 통해 나타나는지 β-AR 신호전달경로의 주요 매개체인 Src, STAT3, ERK의 활성을 중심으로 조사하였다. 먼저 Src은 비수용체 티로신 키나아제(non-receptor tyrosine kinase)로서 암세포의 이동능과 침윤능을 증가시키고 상피간엽이행(epithelial-mesenchymal transition, EMT)을 촉진하여 암전이를 일으키는 것으로 알려져 있다36,37). Src이 인산화시키는 주요 표적으로서 전사인자인 STAT3를 들 수 있는데, STAT3는 여러 암종에서 과활성화 되어있으며, 암의 발생과 전이를 촉진하는 유전자들의 발현을 조절하여 새로운 항암제 개발의 표적으로 각광받고 있다38). ERK는 암화과정에서 핵심적인 역할을 하는 Ras/Raf/MEK/mitogen-activated protein kinase (MAPK) 경로의 주요 구성원으로서 암의 성장과 진행에 필수적이다39). 본 연구에서는 Hep3B 세포에 E 처리 시 Src, STAT3, ERK의 인산화가 강력하게 유발되었으며, 이러한 현상이 EPCU에 모두 감소되는 것을 보여주었다. 상기한 결과는 스트레스성 카테콜아민에 의해 촉진된 간암세포의 전이를 억제하는 EPCU의 항암효과가 β-AR 신호전달경로 차단에 의한 것임을 보여준다.

      아드레날린 수용체(AR)는 α-AR, β-AR 두 가지 아형으로 구분되며, 이들은 각각 α1, α2 및 β1, β2, β3로 분류된다. EPCU는 β-AR 선택적 작용제인 IP에 의한 Hep3B 세포의 이동능을 유의하게 억제했으므로 β-AR을 저해함으로써 항암효과를 나타내는 것으로 사료된다. 만약 EPCU가 α-AR을 타겟팅한다면 IP에 의해 증가한 암세포의 이동은 저해할 수 없을 것이기 때문이다. 다만 EPCU는 IP로 유도한 Hep3B 세포의 이동능보다 E/NE 처리로 유도한 이동능을 보다 현저히 감소시키는 경향을 보였는데, 이러한 결과는 EPCU가 β-AR 뿐만 아니라 α-AR도 함께 저해할 가능성이 있음을 시사한다. 즉, α-AR, β-AR에 비선택적으로 작용하는 E/NE 처리군에서는 EPCU가 α-AR과 β-AR을 모두 차단함으로써 보다 드라마틱한 억제효과가 나타난 것으로 사료된다. EPCU가 AR의 여러 타입 중 구체적으로 무엇을 타겟팅 하는지는 향후 추가 연구가 필요하다. 또한 EPCU에 포함된 여러 성분 중 어떤 성분에 의해 암세포 전이 억제효과가 매개되는지 밝히는 연구도 필요하다. 예를 들어 청피에 포함된 정유성분인 hesperidin은 간암세포의 사멸을 일으킬 뿐만 아니라 전이를 억제하는 것으로 알려져 있다40). 특히 hesperidin은 암세포에서 STAT3의 인산화를 억제하여 항암작용을 일으킨다는 보고41)도 있으므로 청피의 항암효과를 매개하는 성분으로 상정할 수 있다. D-limonene 역시 간암, 췌장암, 혈액암 등 다양한 암종에서 항암효과를 가지며, ERK 활성을 저해하는 것으로 알려져 청피의 항암효과를 매개하는 또다른 후보성분으로 사료된다42). 이들 성분 뿐만 아니라 청피에 포함된 다양한 성분들이 단독으로 혹은 복합적으로 작용하여 EPCU의 효과를 나타낼 것으로 예상되는 바, 네트워크 약리학과 같은 연구방법론을 사용하여 폭넓은 연구와 고찰을 할 필요가 있다.

    

    

  
    
      결 론
      본 연구는 스트레스로 인한 암의 악화과정을 기울의 관점에서 해석하고 청피의 소간파기시키는 효능에 착안하여 스트레스성 암 전이에 대한 청피의 항암효과를 밝히고자 하였다. 실험결과 청피 에탄올 추출물인 EPCU는 스트레스성 카테콜아민인 E/NE 및 IP에 의해 증가한 Hep3B 간암세포주의 이동능과 전이능을 탁월하게 감소시켰으며, 이는 β-AR 신호전달경로 차단에 의해 매개됨을 확인할 수 있었다. 이러한 연구결과는 만성적 스트레스 상황에서 기울의 경향이 명확한 간암환자에게 청피를 사용할 수 있는 기초적인 근거를 제공하는 것으로 향후 청피의 구체적인 활성성분과 타겟 분자를 규명하는 연구가 요청된다.
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