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            초록
          
        

        
          Non-small cell lung cancer(NSCLC) is a highly malignant tumor with limited treatment options. Conventional chemotherapy significant has limitations, including drug resistance and side effects. In this study, we investigated the anticancer effects of Codonopsis lanceolata root extract(CLRE), a traditional medicinal herb, on the human lung cancer cell line A549. Our results showed that CLRE inhibited A549 cell proliferation, migration, and invasion. Furthermore, CLRE effectively suppressed epithelial-to-mesenchymal transition(EMT) markers, including N-cadherin, vimentin, and MMP-9, induced by TGF-β1. Also CLRE inhibited cell migration and invasion in A549 cells through the downregulation of the PI3K/AKT signaling pathway. These findings suggest that CLRE has potential as a natural anticancer agent or adjunct therapy for NSCLC by inhibiting cell proliferation and EMT processes. Further studies are needed to elucidate the underlying mechanisms and assess the safety and therapeutic potential of CLRE in preclinical and clinical studies.
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      서 론
      폐암은 전 세계적으로 암 관련 사망의 주요 원인이며 모든 암 유형 중에서 가장 나쁜 예후를 갖는 암 중 하나입니다. 이 중 80% 이상을 차지하는 비소세포 폐암(Non-Small Cell Lung Cancer; NSCLC)은 치료하기 가장 어려운 악성 종양 중 하나입니다1,2). NSCLC 환자들은 초기 단계에서 임상적 증상이 없기 때문에 진행된 단계나 전이 단계에서 진단되는 경우가 많으며, 이는 나쁜 예후를 보이는 원인 중 하나입니다2,3). NSCLC의 발생과 진행에는 다양한 병리학적 메커니즘이 관여하며, 이로 인해 뼈, 뇌, 간 및 림프절로의 전이가 쉽게 발생하여 치료에 어려움을 초래합니다4). 최근 면역요법과 표적치료 등의 치료법이 발전하고 있지만, 진행성 및 전이성 폐암 치료에 여전히 화학요법이 주로 사용됩니다. 그러나 화학요법은 치료 효능이 제한적일 수 있으며, 약물 저항성이 발생할 수 있다. 또한, vandetanib과 bevacizumab과 같은 화학제제는 구토, 구역질, 탈모 및 출혈 등과 같은 부작용을 유발할 수 있다5,6). 따라서 이러한 부작용을 보완하기 위한 대체 치료 전략으로, 기능성 식품 및 의약품 자원으로서의 천연물 연구가 활발히 진행되고 있다.

      상피-중간엽 전이(Epithelial-to-Mesenchymal Transition; EMT)는 암세포 전이의 초기 단계에서 중요한 역할을 하며, 이 과정에서 세포는 상피 극성 표현형에서 섬유아세포 또는 중간엽 표현형으로 변화한다7,8). EMT는 E-cadherin 발현 감소, N-cadherin 및 vimentin 발현 증가로 특징지어지며, 이는 암세포의 이동성과 전이 가능성을 높이고, 악성 종양의 예후를 악화시키며 재발 가능성을 증가 시킨다9). NSCLC의 표적 치료제로 상피세포 성장 인자 수용체-티로신 키나제 억제제(Epidermal Growth Factor Receptor-Tyrosine Kinase Inhibitors; EGFR-TKIs)가 사용되지만, 환자들은 치료 후 획득 저항성을 발달시켜 임상 효능이 제한된다10,11). EMT는 TGF-β, Wnt/β-catenin, Notch, EGF, HGF, FGF 등과 같은 여러 신호 경로를 포함하는 복잡한 네트워크로 구성된다12). 이 중 TGF-β는 세포 성장, 증식 및 분화를 촉진하는 조절자로, 높은 이동성과 침윤 능력을 유도하여 EMT in vitro 모델로 널리 사용된다13).

      더덕(Codonopsis lanceolata)은 초롱꽃과의 덩굴식물로 한국, 일본 및 중국 등 동남아시아의 산간 지방에 자생하는 다년생 초본으로, 전통적으로 약용 및 식용으로 활용되어 왔다14). 전통 의학에서 C. lanceolata는 해열, 해독, 인후염, 경련, 암, 비만, 고지혈증, 부종, 간염, 대장염 등의 질병 및 증상을 치료하는데 널리 사용되었다15-17). 특히, C. lanceolata의 뿌리는 기침, 기관지염, 부종, 천식, 폐암 등 다양한 폐 질환을 치료하는 민간요법으로 사용되어 왔다18). C. lanceolata 뿌리는 항산화, 항미생물, 항염증, 항암 및 면역조절과 같은 약리학적 특성을 나타내는 것으로 보고되었다15,19,20). 이전 연구들에 따르면, C. lanceolata는 다양한 약리학적 활성을 나타내는 polyphenols, saponins, tannins, triterpene, alkaloids, 및 steroids를 비롯한 많은 생리활성 화합물을 함유하고 있다15,21). 그러나 이러한 다양한 약리학적 활성에도 불구하고, C. lanceolata 뿌리 추출물(CLRE) 또는 그 추출물에서 분리된 새로운 화합물의 폐암에 대한 항암 효과는 명확하게 밝혀지지 않았다.

      현재까지 NSCLC의 치료에는 주로 화학요법이 사용되어 왔으나, 이 치료법은 일부 환자에서 효과가 제한적일 수 있다. 이러한 한계로 인해 NSCLC 치료의 대안적 접근법으로서 천연물의 활용이 주목받고 있으며, 특히 C. lanceolata와 같은 식물의 추출물 또는 구성성분들이 새로운 치료 접근법으로 제시될 수 있다.

      본 연구에서는 C. lanceolata의 뿌리 추출물이 인간 폐암 세포주인 A549 세포의 증식 및 침습을 억제시켜 항암 효과를 나타내는지 평가하고자한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 더덕(C. lanceolata) 뿌리 추출물 제조
        더덕(C. lanceolata) 뿌리는 2018년 10월, 경동 생약 시장(Seoul, Korea)에서 구입하였다. 간략하게, 구입한 더덕 뿌리는 물로 세척한 후, 절편으로 만들어 동결 건조하였다. 동결 건조된 더덕 뿌리(100 g)는 중량의 10배인 70% 에탄올을 첨가하여 80℃에서 8시간 동안 3회 반복 추출하였다. 추출물은 감압 여과한 후, rotary evaporator를 사용하여 용매를 제거하고, 동결 건조하여 분말 형태로 농축하였다. 최종적으로 얻은 분말은 이후 실험에 사용하였다.

      

      
        2. 세포 배양 및 EMT 유도
        인간 폐 상피에서 유래한 비소세포 폐암 세포주인 A549는 American Type Culture Collection(Rockville, MD, USA)에서 구입하였다. 세포주는 penicillin 및 streptomycin(100 U/ml) 그리고 10% fetal bovine serum(Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA)이 포함된 RPMI 1640 배지(Gibco)하에서 37 ℃와 5% CO2 조건에서 배양하였다. EMT 과정을 유도하기 위해 A549 세포에 TGF-β1(5 ng/mL; R&D Systemss, Minneapolis, MN)을 48시간 동안 처리하였다.

      

      
        3. 세포 생존 및 집락 형성 검사
        세포 생존율을 확인하기 위해 WST-1 검사(ITSBio, Seoul, Korea)와 집락 형성 검사(Colony formation assay; CFA)를 사용하여 측정하였다. WST-1 검사의 경우, A549 세포(5 X 103/well)를 96 well 플레이트에 분주하고 24시간 후, CLRE(250, 500, 750, 1000 μg/ml)를 24 또는 48시간 동안 처리하고, SpectraMAX 250 microplate spectrophotometer(Molecular Devices, Sunnyvale, CA)를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포생존율은 다음과 같이 계산하여 백분율(%)로 나타내었다.

        Cell viability(%) = (OD450 of treated cells/OD450 of control cells) × 100

        CFA의 경우 A549 세포(5 X 103/well)를 12 well 플레이트에 분주하고 CLRE(250, 750, 1000 μg/ml)을 처리한 후 10일 동안 배양하였다. 10일 후, 콜로니를 메탄올에 고정하고 메틸린 블루로 염색하였다.

      

      
        4. In vitro migration 및 invasion 검사
        A549 세포의 이동 및 침습 능력을 평가하기 위해 24-transwell 챔버(Corning Life Sciences, Acton, MA)와 Matrigel로 코팅된 invasion 챔버(BD Biosciences, San Jose, CA)를 사용하여 측정하였다. In vitro migration 검사의 경우, A549 세포(4 X 104/well)를 위쪽 챔버에 분주하였다. 12시간 후 아래쪽 챔버에 TGF-β1(5 ng/mL), TGF-β1 + CLRE(750 μg/ml)을 48시간 처리하였다. In vitro invasion 검사의 경우, A549 세포(8 X 104/well)를 위쪽 챔버에 분주하였다. 12시간 후 아래쪽 챔버에 TGF-β1(5 ng/mL), TGF-β1 + CLRE(750 μg/ml)을 72시간 처리하였다. 48 또는 72시간 후 membrane 아래쪽에 있는 세포를 고정하고 Diff-Quick 용액을 사용하여 염색하였다. membrane의 아랫면으로 이동하거나 침습한 세포를 well당 5개의 현미경 시야(배율 ×100)에서 세었으며 촬영하였다.

      

      
        5. Western blot
        세포는 차가운 1X PBS(pH 7.4)로 세척하고, protease & phosphatase inhibitor cocktail(Millipore, Darstadt, Germany)이 포함된 RIPA lysis buffer로 세포를 용해시켰다. 분리된 단백질은 Bradford 검사법을 이용하여 정량하였다. 30 μg의 단백질을 SDS-PAGE 젤로 분리한 후 PVDF membrane으로 전이시켰다. Membrane은 5% skim milk가 포함된 Tris-buffered saline+Tween-20(20 mM Tris-HCl, pH 7.6, 150 mM NaCl, 0.05% Tween-20)으로 1시간 동안 차단시킨 후, 1차 항체를 결합시켰다. 사용된 1차 항체는 다음과 같다: Ras(Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA), PI3K(Cell Signaling), p-AKT(Cell Signaling), AKT(Cell Signaling), vimentin(Cell Signaling), MMP-9(Cell Signaling), E-cadherin(BD Biosciences), N-cadherin(BD Biosciences), 및 GAPDH(Sigma-Aldrich). 세척 후, membrane을 2차 항체에 결합하고 실온에서 1시간 동안 반응시키고 ECL kit(Millipore)와 C-Digit western scanner(LI-COR, Lincoln, NE, USA)를 사용하여 단백질을 검출하고 이미지화하였다.

      

      
        6. RNA 추출 및 Quantitative Real-Time PCR(qRT-PCR) 분석
        세포는 차가운 1X PBS (pH 7.4)로 세척하고, TRIzol 시약(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 사용하여 total RNA를 추출하였다. 제조사의 방법에 따라 PrimeScript™ RT 시약 키트(TaKaRa Bio, Shiga, Japan)를 사용하여 total RNA 1 μg의 역전사를 수행하였다. SYBR Green PCR Master Mix(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 및 ABI Prism 7900 Sequence Detection System(Applied Biosystems)을 이용하여 qRT-PCR에 수행하였다. 각 유전자의 mRNA 발현양은 GAPDH 유전자 발현에 대한 상대적인 양으로 계산하였다. qRT-PCR에 사용되는 primer sequence는 Table 1에 나열하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Primer sequences used for qRT-PCR
          
          

        

        
          
            
              	Gene
              	Primer sequences
              	Accession no.
            

          
          
            	KRAS
            	Forward: 5′-CAGTGCAATGAGGGACCAGT-3′
Reverse: 5′-AGCATCCTCCACTCTCTGTCT-3′
            	NM_001369786.1
          

          
            	PI3KCA
            	Forward: 5′-GAGGTTTGGCCTGCTTTTGG-3′
Reverse: 5′-TCCCACACAGTCACCGATTG-3′
            	NM_006218.4
          

          
            	AKT
            	Forward: 5′-CGAGCTGTTCTTCCACCTGT-3′
Reverse: 5′-CGACCGCACATCATCTCGTA-3′
            	NM_001014431.2
          

          
            	E-cadherin
            	Forward: 5′-CCCGGGACAACGTTTATTAC-3′
Reverse: 5′-GCTGGCTCAAGTCAAAGTCC-3′
            	 NM_004360.3
          

          
            	N-cadherin
            	Forward: 5′-ACAGTGGCCACCTACAAAGG-3′
Reverse: 5′-CCGAGATGGGGTTGATAATG-3′
            	 NM_001792.4
          

          
            	Vimentin
            	Forward: 5′-TACAGGAAGCTGCTGGAAGG-3′
Reverse: 5′-ACCAGAGGGAGTGAATCCAG-3′
            	NM_003380.4
          

          
            	MMP-9
            	Forward: 5′-GACGCAGACATCGTCATCCA-3′
Reverse: 5′-GCCGCGCCATCTGCGTTTCCAAA-3′
            	 NM_004994.2
          

          
            	GAPDH
            	Forward: 5′-AACAGCGACACCCACTCCTC-3′
Reverse: 5′-GGAGGGGAGATTCAGTGTGGT-3′
            	 M_001256799.1
          

        

        

      

      
        7. 통계학적 분석
        모든 실험 결과는 평균 ± 표준편차로 표시하고 Student’s t-test와 SPSS(version 20, IBM SPSS Statistics, USA)의 one-way analysis of variance(ANOVA)를 사용하여 검정하였다. p<0.05의 경우에서 통계적 유의성이 있는 것으로 간주하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 더덕 뿌리 추출물(CLRE)의 세포생존율에 미치는 효과
        CLRE를 각각의 농도별(250, 500, 750, 1000 μg/ml)로 A549 세포에 처리한 후 시간 및 농도 의존적 ​​방식으로 A549 세포의 세포생존율을 WST-1과 CFA 검사를 사용하여 확인하였다. 그 결과 CLRE는 대조군과 비교하여 시간 및 농도 의존적으로 A549 세포의 증식을 억제하였다. 24 및 48시간 동안 CLRE(500 μg/ml) 처리군의 경우 대조군에 비하여 각각 약 20%와 30% 이상 세포 증식이 유의하게 억제되었으며, CLRE(750 μg/ml) 처리군에서는 약 45%와 55% 이상 세포 증식이 유의하게 억제되는 것을 확인하였다(Fig. 1A). 추가적으로, CLRE는 A549 세포의 집락 형성도 농도 의존적으로 억제하였다(Fig. 1B).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            CLRE decreases the proliferation of lung cancer cells. (A) Cell viability was measured using the WST-1 assay after 24, 48 hours of treatment with varying concentrations of CLRE. CLRE significantly inhibited the proliferation of A549 cells in a dose- and time-dependent manner. (B) Colony forming assays were conducted to assess the proliferation of A549 cells following 10 days of CLRE treatment. (**P<0.005; ***P<0.001.)
          
          

          

        

      

      
        2. CLRE의 세포 증식 관련 단백질 및 mRNA 발현에 대한 효과
        Fig. 1에서 보여준 것처럼, CLRE가 A549 세포의 증식과 유의하게 관련이 있다는 것을 보여주었다. 따라서 우리는 폐암세포의 증식과 관련된 분자의 발현을 Western blot과 qRT-PCR 방법을 이용하여 분석하였다. CLRE(500 μg/ml) 처리 군에서 Ras, PI3K, p-AKT, 및 AKT의 단백질 발현은 대조군과 비교하였을 때 Ras, PI3K, p-AKT, 및 AKT의 단백질 발현이 감소하였다(Fig. 2A). 또한, 단백질 발현과 유사하게 KRAS, PI3KCA, 및 AKT의 mRNA 발현도 유의하게 감소하였다(Fig. 2B).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            CLRE is associated with the expression of signaling molecules associated with the proliferation of lung cancer cells. (A) Western blotting was performed for Ras, PI3K, p-AKT, and AKT after CLRE treatment in A549 cells. The protein expression levels of Ras, PI3K, p-AKT, and AKT decreased by CLRE in A549 cells. (B) Quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction was performed for KRAS, PI3KCA, and AKT after CLRE treatment in A549 cells. In the CLRE treated group, the mRNA levels of KRAS, PI3KCA, and AKT significantly decreased compared to the control group.(**P<0.005; ***P<0.001)
          
          

          

        

      

      
        3. CLRE의 A549 세포 이동 및 침습 억제 효과
        앞서 CLRE가 A549 세포에서 항증식 효과를 나타낸 것을 확인하였다. 따라서 CLRE의 항암 효과를 알아보기 위해 A549 세포의 이동 및 침습 능력을 in vitro migration 및 invasion 검사를 통해 확인하였다. A549 세포의 이동성을 높이는 EMT를 유도하기 위해 TGF-β1(5 ng/mL)을 사용하였다. 그 결과, A549 세포에 TGF-β1을 처리한 그룹에서 세포의 이동 및 침습 능력이 대조군에 비해 유의하게 증가하는 것을 확인하였다. 그러나 TGF-β1 + CLRE(500 μg/ml)를 처리한 그룹에서는 TGF-β1에 의해 증가된 A549 세포의 이동 및 침습능이 CLRE에 의해 유의하게 억제되는 것을 보여주었다(Fig. 3A). 정량 분석 결과, CLRE는 TGF-β1에 의해 증가된 A549 세포 이동 및 침습을 각각 30% 및 26% 억제하였다(Fig. 3B).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            CLRE decreases TGF-β1-induced lung cancer cell migration and invasion. (A) Cell migration and invasion assays were performed to evaluate the invasiveness of TGF-β1-induced A549 cells after CLRE treatment. (B) The number of cells which migrated or invaded the chambers was counted in five microscopic fields per well at 100x magnification.(**P<0.01, vs. control group, *P<0.05, vs. TGF-β1 only treatment group)
          
          

          

        

      

      
        4. CLRE의 EMT 관련 단백질 및 mRNA 발현에 대한 효과
        Fig. 3에서 볼 수 있듯이 CLRE는 A549 세포의 이동 및 침습과 유의하게 관련이 있다는 것을 확인하였다. 따라서 우리는 폐암 세포의 이동 및 침습에 관여하는 EMT 관련 분자들의 발현을 조사하였다. EMT 유도를 위해 A549 세포에 TGF-β1을 처리한 군에서는 대조군에 비해 N-cadherin, vimentin, 및 MMP-9의 단백질과 mRNA의 발현이 유의하게 증가하였고, E-cadherin의 발현은 감소하였다. 그러나 TGF-β1에 의해 증가된 N-cadherin, vimentin, 및 MMP-9의 발현은 CLRE을 처리하였을 때 단백질과 mRNA의 발현이 유의하게 감소하였고, TGF-β1에 의해 감소된 E-cadherin의 발현은 증가하였다(Fig. 4A, B).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            CLRE reduces the expression of EMT related molecules induced by TGF-β1 in lung cancer cells. (A) Western blotting was conducted to analyze the expression of N-cadherin, vimentin, MMP-9, and E-cadherin in A549 cells following TGF-β1 treatment, with or without CLRE. (B) The mRNA expression patterns for N-cadherin, vimentin, MMP-9, and E-cadherin were analyzed via quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction after TGF-β1 treatment with or without CLRE in A549 cells.(**P<0.005, vs. control group, #P<0.01, vs. TGF-β1 only treatment group)
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      비소세포 폐암(NSCLC)은 전 세계적으로 가장 흔한 악성 종양으로 알려져 있다1,2). 이 질환의 분자적 메커니즘은 널리 연구되었으며, 새로운 치료적 접근법의 필요성도 커지고 있다. 현재 platinum 또는 tyrosine kinase inhibitor 기반 화학 요법이 폐암의 표준 치료법으로 사용되고 있으나, 화학 요법의 효능은 약물 내성과 독성 효과로 인해 크게 제한된다22,23). 전통 의학에서는 강래특, 고삼, Javanica oil, 황기 추출물 등의 보조 요법이 화학 요법과 함께 사용되어 폐암 예방과 치료에 기여하고, 이는 환자의 예후를 개선하고 합병증을 감소시키는데 도움울 줄 수 있다고 보고되었다24-26). 따라서 화학 요법의 부작용을 보완할 수 있는 천연물 및 한약재를 탐색하고, 대안적 치료법을 개발하는 것이 중요하다.

      C. lanceolata 뿌리는 항산화, 항미생물, 항염증, 항암 및 면역조절과 같은 약리학적 특성을 나타내며, polyphenols, saponins, alkaloids, 및 polysarcaroids를 비롯한 많은 생리활성 성분을 함유하고 있다고 보고되었다15,19,20). 그러나 C. lanceolata 뿌리 추출물(CLRE)의 폐암에 대한 항암 효과는 명확하게 밝혀지지 않았다.

      이전 연구에 따르면, C. lanceolata 뿌리에서 얻은 polyacetylenes이 용량 및 시간에 따라 A549 세포의 증식을 억제하고, A549 세포를 이종 이식받은 누드 마우스에서 종양 성장을 억제시켰다18). 또한, C. lanceolata의 주요 생리활성 물질인 lancemaside A가 A549 세포와 A2780 난소암 세포의 생존율을 억제한다는 것을 확인하였다27,28). 더불어, C. lanceolata 뿌리 추출물이 H22 간암세포를 이식받은 마우스의 종양 성장을 억제하여 항암 활성을 나타낸다고 보고되었다29). 이번 연구에서 CLRE이 A549 세포의 증식을 농도 및 시간 의존적으로 억제시키는 것을 확인하였다.

      PI3K/AKT 경로는 암세포의 생리적 과정에 중요한 역할을 하며, 이 경로의 비정상적 발현은 인간 암에서 흔히 나타난다30,31). PI3K는 Ras에 의해 활성화되며, 이후 다양한 세포 내 신호전달을 통해 세포 주기 조절, DNA 복구, 세포 사멸 등 많은 생리적 과정에 참여한다18,32,33). 또한, AKT는 Bax를 억제하고, GSK-3β를 인산화하며, caspase-9의 활성을 억제한다. 이로 인해 caspase-9에 의한 caspase-3의 절단 및 활성화가 억제되어, 결과적으로 항세포사멸 성분의 발현이 증가하고 세포 생존 신호를 증가시킨다18,34). 이번 연구에서 우리는 CLRE가 A549 세포에서 Ras, PI3K, p-AKT 및 AKT의 단백질과 mRNA의 발현을 유의하게 감소시키는 것을 확인하였다. 따라서, 이번 연구 결과는 CLRE가 Ras/PI3K/AKT 경로를 조절하여 A549 세포의 세포 사멸을 유도하고, 이로 인해 항증식 효과를 나타냄을 시사합니다.

      EMT는 NSCLC 진행에 관여하는 경로 중 하나로, 상피 세포가 상피 마커의 손실과 중간엽 마커의 획득을 통해 이동성과 침습성을 획득하면서 종양이 초기 단계에서 침습적 단계로 전환되는 가역적 과정입니다35). TGF-β1은 다양한 조직의 만성 염증에서 중요한 역할을 하며, EMT의 강력한 프로모터로 알려져 있다13). 따라서 EMT를 억제하는 것은 암 전이를 방지하는 중요한 전략이 될 수 있다. 이번 연구의 흥미로운 발견 중 하나는 CLRE이 TGF-β1에 의해 EMT 유도된 A549 세포의 이동과 침윤을 억제하는 것을 확인하였다. 이번 결과와 유사하게 C. lanceolata 뿌리에서 추출한 polyacetylenes는 A549 세포의 이동 및 침윤을 억제한 바 있다18). 이전 연구에서 C. lanceolata 뿌리에서 추출된 lancemaside A가 난소암 세포의 이동 및 침습능을 유의하게 억제한다는 것을 보고하였다36). 또한, C. lanceolata 뿌리 추출물이 흑색종의 in vitro 및 in vivo 모델에서 항전이 효과를 나타낸다는 것을 보고하였다37).

      EMT의 주요 특징은 E-cadherin 발현 감소와 N-cadherin, vimentin 및 MMP-9 발현 증가로 잘 알려져 있다7-9,35). 이전 연구에서는 C. lanceolata 뿌리에서 분리된 lancemaside A가 난소암 세포에서 MMP-2와 MMP–9의 발현을 감소시킨다는 것을 확인하였다36). 또한, C. lanceolata 추출물이 bFGF에 의해 증가된 MMP-2와 MMP–9의 발현을 감소시켰다38). 이번 연구 결과에서, TGF-β1에 의해 EMT가 유도된 A549 세포에서 CLRE가 EMT 마커인 N-cadherin, vimentin 및 MMP-9의 단백질과 mRNA 발현을 감소시키고, E-cadherin의 발현을 증가시키는 것을 확인할 수 있었다. 추가적으로, EMT는 TGF-β, Wnt/β-catenin, Notch, growth factor 등 다양한 신호 경로가 연관된 복잡한 네트워크로 구성되어 있으며12), ROS, NF-κB, MAPKs, PI3K/AKT 신호 경로가 TGF-β에 의해 유도되는 EMT를 조절하는 데 중요한 역할을 한다39-41). 최근 연구에 따르면 C. lanceolata 뿌리에서 분리된 lancemaside A가 난소암 세포에서 ROS를 매개로 하는 p38 경로를 통해 난소암 세포 침습을 억제하는 것을 확인되었다36). TGF-β 수용체 복합체에는 PI3K/AKT 경로와 관련이 있으며42), TGF-β는 TGF-β 수용체 또는 EGF 수용체를 통해 PI3K를 활성화시키며, EMT 유도 전사인자의 발현을 촉진할 수 있는 AKT의 활성화를 촉진시킨다43). AKT는 또한 GSK-3β를 억제하여 snail1을 인산화하거나 NF-κB를 활성화하여 편평세포암 세포에서 EMT를 유도한다44). C. lanceolata 뿌리에서 추출한 polyacetylenes는 A549 세포의 PI3K와 AKT을 발현을 억제한 바 있다18). 또한, C. lanceolata 뿌리 추출물이 B16F10 흑색종 세포에서 β1 integrin/FAK/paxillin을 경로를 조절하여 세포 이동을 억제한다고 보고하였다37). FAK는 PI3K를 직접적으로 활성화 하는 것으로 알려져 있다. 이번 연구에서 TGF-β1이 PI3K, p-AKT 및 AKT를 증가시키는 반면 CLRE은 TGF-β1에 의해 증가된 발현을 억제하였다. 이러한 결과는 CLRE이 TGF-β1 유도된 A549 세포에서 EMT 진행을 PI3K/AKT 경로를 통해 억제할 수 있음을 시사합니다.

      EMT는 약물 내성과 밀접한 관련이 있고, EMT 진행은 세포에 침습 및 이동 능력을 부여하여 약물 내성에 기여하며, EGF-TKI 감수성 회복은 EMT 역전과 관련이 있다는 보고가 있다45). NSCLC의 치료제인 erlotinib에 대한 내성을 획득한 폐암 환자는 폐 조직에 EMT가 있는 것으로 보고되었다46). 또한 geftinib 및 osimertinib 내성 NSCLC 세포는 EGFR 2차 돌연변이 없이 E-cadherin이 감소하고 vimentin이 증가하는 등 EMT 특성을 보였다47). 따라서 EMT는 EGFR-TKI 내성 NSCLC의 중요한 메커니즘 중 하나로 볼 수 있다. 그러나 이번 연구에서는 CLRE가 EMT에 의한 항암제 내성에 관여하는 데이터가 제한적이다. 따라서 CLRE가 EMT와 관련된 항암제 내성 메커니즘을 명확하게 확인하기 위해 추가 연구가 필요합니다.

      종합적으로, 본 연구는 CLRE가 Ras/PI3K/AKT 신호 경로와 TGF-β1 유도 EMT 과정을 억제하여 A549 폐암 세포의 증식과 이동을 효과적으로 억제할 수 있음을 시사합니다. 이러한 결과는 CLRE가 폐암 치료에 있어 천연 물질 및 기능성 식품으로서의 잠재력을 지니고 있음을 제시합니다. 그러나, CLRE의 명확한 신호 전달 경로와 정상 폐 세포에 대한 영향 및 전임상 연구를 통한 안전성 검증이 추가적으로 필요합니다.

    

    

  
    
      결 론
      본 연구는 C. lanceolata 뿌리 추출물(CLRE)이 A549 폐암 세포의 증식을 농도 및 시간 의존적으로 억제하며, TGF-β1에 의해 유도된 EMT 관련 마커인 N-cadherin, vimentin, 및 MMP-9의 발현을 하향 조절함으로써 세포 이동과 침습을 억제함을 확인하였다. 이러한 결과는 CLRE가 Ras/PI3K/AKT 신호 경로를 억제하여 세포 증식 및 EMT 과정을 저해함으로써 항암 효과를 나타냄을 시사합니다. 결론적으로, CLRE는 NSCLC 치료에서 천연 항암제 또는 보조 치료제로서의 잠재력을 지니고 있으며, 후속 연구를 통해 이러한 기전을 더욱 명확히 밝히고, 전임상 및 임상 연구를 통해 CLRE의 안전성과 치료적 활용 가능성을 평가할 필요가 있습니다.
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