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            초록
          
        

        
          Although hispidulin (4’, 5, 7-trihydroxy-6-methoxyflavone), a natural flavonoid, is reported to exert anti-tumor activities in various cancers, the molecular mechanism related to breast cancer stem cells (CSCs) remains to be elucidated. CSCs are found in several human cancers, including breast cancer, and possess self-renewal properties that aid cancer recurrence and impart resistance to chemotherapy. The present study investigates whether hispidulin can modulate breast cancer stem cell-like properties. Exposure to hispidulin markedly decreased the size and number of cell spheres in human breast cancer cells (MCF-7 and HCC38). Hispidulin-treated HCC38 cells also showed reduced markers of CSCs, including aldehyde dehydrogenase 1 (ALDH1) activity. Moreover, treatment with hispidulin also downregulated the protein expressions of CSCs markers Nestin and Sox-2. We further observed that breast cancer cell apoptosis was induced subsequent to hispidulin exposure. In conclusion, we believe that hispidulin is a potential natural compound that targets breast cancer cells and breast CSCs.

        

      

      
        Keywords: 
hispidulin, breast cancer stem cells, self-renewal

      

    

    

  
    
      Ⅰ. 서론
      줄기 세포(stem cell)는 자체 재생 능력과 더 전문화된 성숙한 세포 유형으로 분화할 수 있는 가능성을 가지고 있다(Bonnet & Dick 1997). 암 줄기세포(cancer stem cells, CSCs)는 종양 내 1-2% 정도의 소수 집단으로 줄기세포와 암세포 모두의 특성을 가지고 있다(Bonnet & Dick 1997). 암 줄기세포는 다른 종양 세포 및 정상 줄기세포와 달리 특정 표면 및 세포 내 바이오마커 표현형으로 구별할 수 있으며, 인간 유방 종양의 암 줄기세포 분화 마커로는 CD44, CD24, 알데하이드 탈수소효소 1(ALDH1) 등이 있다(Al-Hajj et al. 2003; Ginestier et al. 2007). 유방암 줄기세포는 유방암의 침습 및 전이에 중요한 역할을 하며, 이들을 둘러싼 미세 환경은 성장 신호 및 증식에 중요한 요소이다(Plaks et al. 2015).

      유방암은 전 세계 여성들에게 가장 널리 발생하고 있는 암 유형으로, 유전자 발현 양상에 따라 크게 Luminal A (estrogen receptor (ER)+/progesterone receptor (PR)+/human epidermal growth factor receptor 2 (HER2/neu) (HER2-); Luminal B (ER+/PR+/HER2-/+); HER2-overexpression (ER-/PR-/HER2+), triple negative breast cancers/TNBCs (ER-/PR-/HER2-)로 구성된다(Ferlay et al. 2021). 이중 삼중음성유방암(TNBC)은 전체 유방암의 약 15~20%를 차지하며 다른 유형에 비해 암의 전이 위험이 높은 것으로 알려져 있다(Lehmann et al. 2011). 암 줄기세포는 삼중음성유방암의 종양 형성에 중요한 역할을 한다고 제안 되었으며 유방 조직의 정상 줄기세포에서 유래한다. 연구에 따르면 CD44+/CD24- 및 ALDH1+ 등의 유방암 줄기세포 바이오마커는 삼중음성유방암에서 주로 발현되며 삼중음성유방암의 화학 내성 및 종양 전이에 기여한다고 알려져 있다(Creighton et al. 2010). 따라서 유방암 줄기세포의 생성 억제 또는 제거는 삼중음성유방암을 포함한 유방암의 치료를 위해 새롭고 표적화된 치료 전략이 될 가능성이 높다고 할 수 있다.

      Hispidulin은 플라보노이드의 일종으로 항염증, 항진균, 항경련제, 종양 활성 억제 등의 광범위한 생물학적 특징을 가지고 있다(Chao et al. 2015). Hispidulin은 위와 장에서 빠르게 흡수되며 경구 투여 후 생체이용률은 4.02%로 알려져있다(Cong et al. 2016). 특히 hispidulin의 항암 활성에 대한 연구로는 종양의 성장 및 신생혈관 생성 억제, 세포 사멸 유도 등이며 유방암을 포함한 다양한 암 유형에서 효과를 보이는 것으로 나타났다(Han et al. 2018). 암 줄기세포는 종양의 진행, 전이 및 약물 내성의 주요 원인으로 알려져 있기에 이들의 억제는 향후 암의 증식 억제를 위한 접근법 중 하나로 여겨지고 있다. 따라서 본 연구는 인체유방암세포주인 MCF-7과 HCC38를 이용하여 hispidulin의 처리에 의해 유방암 및 유방암 줄기세포에 미치는 영향에 대해 검토하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구방법
      
        1. 실험재료
        실험에 사용한 hispidulin은 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였으며 분석 시까지 -20℃에서 보관하여 사용하였다.

      

      
        2. 세포배양 조건
        인체유방암세포주인 MCF-7과 HCC38은 한국세포주은행(Seoul, Korea)에서 분양받아 사용하였다. 1% penicillin/streptomycin과 10% fetal bovine serum(FBS; Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)가 포함된 RPMI 1640 배지(WelGENE Inc., Seoul, Korea)를 사용하여 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다.

      

      
        3. Cell viability assay
        세포 생존률을 측정하기 위해 MCF-7과 HCC38 세포주를 각각 24 well plate에 well당1×104의 세포를 분주하였다. 그 후 Hispidulin을 농도별로 48시간 처리한 후 2,000 rpm에서 5분 동안 원심분리기를 이용하여 수확하고 trypan blue dye(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 이용하여 염색하였으며 hemocytometer로 살아있는 세포의 수를 세어 계산하였다.

      

      
        4. Mammosphere formation assay
        Hispidulin 처리가 유방암 줄기세포 증식에 미치는 영향을 관찰하기 위해 mammosphere formation assay를 수행하였다. Mammosphere 배양을 위해 MEBM 배지(Lonza Group Ltd, Basel, Switzerland)에 antibiotic solution(1%), B27(1:50), insulin(5 μg/mL), hydrocortisone(1 μg/mL), epidermal growth factor(20 ng/mL), basic fibroblast growth factor(20 ng/mL), 2-mercaptoethanol, methylcellulose를 첨가하여 사용하였다. MCF-7과 HCC38 세포주를 ultra-low attachment 6-well plate(Corning, NY, USA)에 5 × 103 cells/well의 농도로 seeding 한 후 7일 동안 mammosphere 형성을 유도하였다. 이후 광학현미경(CKX41, OLIMPUS Co., Tokyo, Japan)을 이용하여 200 배율로 관찰하였다.

      

      
        5. Flow cytometric analysis of aldehyde dehydrogenase 1(ALDH1) activity
        각각의 유방암세포주에서 hispidulin 처리가 ALDH1 activity에 미치는 영향을 관찰하기 위해 ALDEFLUOR assay kit(Stemcell Technologies; Cambridge, MA)를 이용하여 관찰하였다. MCF-7과 HCC38 세포주를 각각 6 well plate에 1 × 105 cells/well의 농도로 배양한 후 hispidulin을 농도별로 처리하였다. 24시간 후에 trypsin-EDTA(WelGENE Inc., Seoul, Korea)를 처리로 세포를 분리한 후 ALDEFLUOR assay buffer와 혼합하였다. 그 후 activated ALDEFLUOR reagent와 diethylaminobenzaldehyde(DEAB) 용액을 혼합하고 37℃에서 45분간 배양하였다. ALDH1 분석은 BD FACSCalibur flow cytometer(BD, Franklin Lakes, NJ, USA)를 이용하여 확인하였다.

      

      
        6. Western blot assay
        각각의 유방암 세포주를 phosphate-buffered saline(PBS)로 세척하고 lysis buffer(150 mM NaCl, 0.1% sodium dodecyl sulfate(SDS), 1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl, pH 8.0)와 protease inhibitor, phosphatase inhibitor(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 첨가하여 세포를 용해시켰다. 원심분리기를 이용하여 상등액을 취한 후 Bradford reagent(Bio-Rad, Hercules, USA)를 이용하여 단백질을 정량하였다. 동량의 단백질을 8-10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis를 시행하였으며 polyvinylidene fluoride membrane(Immobilon; EMD Millipore, Burlington, MA, USA)으로 옮긴 후, blocking buffer(1×Tris-buffered saline, 0.1% Tween-20, 5% skim milk)에 넣고 상온에서 1시간 반응시킨 후 Nestin, Sox-2, cleaved PARP, Bcl-2, cleaved caspase 9, p53, β-actin(Cell signaling, Danvers, MA, USA)과 2차 항체인 anti-mouse IgG-HRP 및 anti-rabbit IgG-HRP(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA)를 반응시켰다. 이후 chemiluminescence reagent(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK)를 이용하여 현상하였으며 ImageJ 1.41 software(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)를 이용하여 분석하였다.

      

      
        7. 통계처리
        모든 실험에 있어서 3회씩 독립적 반복을 통해 결과를 얻었으며, GraphPad Prism 6 program(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)을 이용하여 각 실험군 간의 유의성 검증을 실시하였고 평균(mean)과 표준편차(SD)로 나타내었다. p<0.05 수준에서one-way ANOVA를 실시하여 통계적 유의성을 검증하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. Hispidulin이 유방암세포주의 세포증식에 미치는 영향
        Hispidulin 처리가 유방암세포의 증식에 미치는 영향을 측정하기 위해 trypan blue exclusion assay를 시행하였다. MCF-7과 HCC38 세포주에 hispidulin을 각각 2.5, 5, 10, 20 μM 농도로 48 시간 처리한 결과, 두 세포주 모두에서 대조군과 비교하여 10 μM 농도부터 유의적인 감소를 나타내었다(Fig. 1). Hispidulin 처리에 의해 세포 증식을 억제하는 효과는 피부악성 흑생종, 전립선암, 간암 등의 세포주에서도 확인되었다(Han et al. 2018; Chang et al. 2021; Wang et al. 2021). Kim & Lee(2021)의 연구에서는 MCF-7과 HCC38 세포주를 이용하여 hispidulin의 생존능력을 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium(MTS) assay룰 통하여 확인하였으며 이는 본 실험의 결과 유사함을 확인할 수 있었다. 이상의 결과로부터 hispidulin이 에스트로겐 수용체 양성인 MCF-7과 에스트로겐 수용체 음성인 HCC38 세포주 모두에서 유방암세포의 증식을 억제하는 효과를 보인다는 것을 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effects of hispidulin on breast cancer cell viability.
          
          

          

        

      

      
        2. Hispidulin이 mammosphere formation에 미치는 영향
        Mammosphere formation 분석은 self-renewal activity를 기반으로 줄기세포를 식별하는 데 널리 사용되는 방법이다(Wang et al. 2014). 이는 배양을 통한 정상 유방줄기세포를 동정하는 방법으로 세포를 배양 시 바닥에 붙지 않고 구 형태로 떠서 자라는 세포들이 있으며, 이들 구형성 세포들만이 암을 개시하고, 암 줄기세포 표지인자를 발현하며, 항암제에 대한 내성을 갖고 있는 세포로서 제시되고 있다(Cao et al. 2018). 본 연구에서는 mammosphere formation을 생성하기 위해 MEBM 배지를 이용하여 초저부착 plate에서 유방암 세포를 배양하였으며 hispidulin 처리가 이들의 형성에 미치는 영향을 관찰하였다. MCF-7 및 HCC38 세포주에 7일 동안 hispidulin(10 및 20 μM)을 처리한 결과, 두 세포주 모두에서 mammosphere의 수와 크기를 유의하게 감소됨을 확인하였다(Fig. 2). 이러한 결과는 hispidulin이 유방암 줄기세포의 유지 및 자가 재생 능력을 억제할 수 있음을 알 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effects of hispidulin on the stemness properties of breast cancer cells.
          
          

          

        

      

      
        3. Hispidulin이 ALDH1에 미치는 영향
        유방암 환자의 암줄기세포는 ALDH isoform의 발현을 기반으로 식별할 수 있으며 이 중 ALDH1은 유방암을 포함한 여러 암 유형의 암줄기세포에서 발현되는 것으로 보고되어 잠재적인 암줄기세포 표지자로 널리 사용된다(Ma & Allan 2011). ALDH1의 활성은 폐, 식도, 위, 난소, 유방암 및 직장암 환자에서 예후가 좋지 않은 임상 결과와 관련이 있다고 알려져 있다(Ginestier et al. 2007). 본 연구는 HCC38 세포주에 hispidulin을 처리한 결과, DEAB가 첨가된 음성 대조군에서는 ALDH1 활성이 없으나, DEAB 무처리한 군에서의 ALDH1 활성은 20 μM 농도의 hispidulin 처리로 인해 대조군보다 유의적으로 억제되었다(Fig. 3). 따라서 향후 ALDH1이 hispidulin 처리에 의한 유방암 치료 및 예방을 위한 치료 표적이 될 수 있을 것으로 사료된다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Inhibitory effect of hispidulin on the ALDH1 positive-cell population.
          
          

          

        

      

      
        4. Hispidulin이 암줄기세포 인자에 미치는 영향
        Oct4, Sox-2, Nestin, CD44 등은 암줄기세포의 특성 유지에 중요한 인자로 알려져 있다(Kim & Lee 2021). 따라서 유방암세포주에서 이들의 발현이 hispidulin 처리에 의해 얼마나 변화되었는지 알아보고자 하였다. MCF-7 및 HCC38 세포주에 48시간 동안 hispidulin 처리하였을 경우, Nestin 및 Sox-2의 단백질 발현이 대조군에 비해 감소함을 확인하였다. Nestin의 발현이 높은 경우는 그렇지 않은 경우와 비교하였을 때 종양형성에 깊은 연관성이 있으며(Liu et al. 2012) 유방암 줄기세포에서 Nestin을 knock down 시킨 경우는 cell cycle arrest, apoptosis 유도, 세포 이동 및 epithelail mesenchimal transition(EMT) 억제로 이어진다(Zhao et al. 2014). 또한 유방암 줄기세포에서 중요한 신호전달 경로인 Wnt/β-catenin 활성화를 방해하는 것으로 관찰되었다(Zhao et al. 2014). Sox-2가 과발현되는 경우는 mammosphere formation을 가속화하여 유방암 줄기세포의 자가 재생 및 화학치료의 저항에 영향을 미친다(Mukherjee et al. 2017). 본 연구 결과, hispidulin 처리에 의해 이들 단백질 발현이 감소됨을 확인하였으며 이는 암줄기세포 형성을 억제할 수 있는 것으로 여겨진다.

      

      
        4. Hispidulin이 apoptosis에 미치는 영향
        암줄기세포는 세포 내 생존을 위해 세포 사멸을 억제하는 메커니즘에 의존하며, 이러한 방식은 화학 및 방사선 요법 등을 통해서도 암줄기세포가 생존할 수 있게 한다(Fulda et al. 2010). 대부분의 세포사멸 신호전달 경로는 최종적으로 caspase의 활성화를 초래하며(Boatright & Slvesen 2003), 대표적인 두 가지 신호전달 경로인 외인성과 내인성 경로의 세포 사멸신호전달 체계를 암줄기세포가 우회하거나 회피하는 경로를 선택하는 것으로 알려졌다(Fulda et al. 2010). 본 연구는 유방암세포주에서 hispidulin이 apoptosis에 미치는 영향을 알아보기 위해 western blot을 통한 관련 단백질 발현 양상을 확인하였다. 실험 결과, 두 세포주 모두에서 hispidulin 처리에 의해 Bcl-2의 단백질 발현은 대조군에 비해 감소하였으며 cleaved PARP, cleaved caspase-9의 단백질 발현은 증가함을 관찰하였다. p53의 경우는 HCC38 세포주에 비해 MCF-7 세포주의 단백질 발현의 증가가 뚜렷함을 나타내었다(Fig. 4). 이러한 결과로 hispidulin이 유방암세포주에 apoptosis를 유도함을 확인하였다.
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            Hispidulin inhibits breast CSCs markers and induces apoptosis in breast cancer cells.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 요약 및 결론
      최근 천연물을 이용한 수많은 연구를 통해 이들의 잠재적인 항암 활성 능력이 검증되고 있다. Hispidulin은 항염증, 항진균, 항경련, 항골다공증 및 항암 활성 등에 효과적인 플라보노이드로 폭넓게 연구되었으나 유방암 줄기세포에 미치는 연구는 아직 미비한 상황이다. 유방암은 현재까지 전 세계 여성들에게 높은 발병률 및 사망률을 보이고 있으며 이를 치료하기 위한 항암요법은 삼중음성유방암의 경우 치료 방법이 제한적이고 기대 효과도 낮은 것으로 알려져 있다. 유방암 줄기세포는 삼중음성유방암의 생성과 깊은 연관이 있어 이를 위한 연구가 더욱 필요한 실정이다. 본 연구롤 통해 유방암세포주인 MCF-7과 HCC38 세포주를 이용하여 hispidulin을 처리 시 유의적으로 암의 증식이 억제되었으며 mammosphere formation 및 유방암 줄기세포 표지자로 알려진 ALDH1의 활성도 억제됨을 관찰하였다, 또한 hispidulin 처리 후 암줄기세포 인자인 Nestin과 Sox-2의 단백질 발현 감소와 함께 apoptosis가 유도됨을 확인하였다. 이러한 결과로 hispidulin이 향후 유방암의 예방 및 치료에 근거한 유용한 물질로 사용될 가능성이 있을 것으로 사료된다.
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MCF-7 (A) and HCC38 (B) cells were treated with
hispidulin for 48 h. Cell viability was evaluated by
trypan blue exclusion assay. Data are the mean + SD|
of triplicate experiments (n=3).

*Statistically significant (p<0.05) compared to the
corresponding DMSO-treated control by one-way
ANOVA.
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(A) The protein levels of breast CSC markers, including]
Nestin and Sox-2, were assessed by Western blotting
following hispidulin treatment for 48 h. (B) The protein|
levels of apoprosis-related markers were assessed by
'Western blotting following hispidulin treatment. Data
are the mean + SD of wiplicate experiments (n=
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(A) Images show the morphology of MCF~7 and
HCC38 cells treated with hispidulin for 7 days
(Magnification X 200). (B) The relative number of
cell spheres under hispidulin trearment. Data are the
mean + SD of triplicate experiments (n=3).
*Statistically significant (p<0.05) compared to the
corresponding DMSO-treated control by one-way
ANOVA.






