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            초록
          
        

        
          Triple-negative breast cancer stem cells (TNBCSCs) play a critical role in the high aggressiveness, metastatic potential, and therapeutic resistance of triple-negative breast cancer (TNBC). Consequently, targeting TNBCSCs represents a promising strategy to improve clinical outcomes in TNBC patients. α-Mangostin, a natural xanthone compound isolated from the tropical fruit Garcinia mangostana (mangosteen), has attracted attention for its potential anticancer properties. In this study, we investigated the inhibitory effects of α-mangostin on the growth of TNBCSCs derived from MDA-MB-231 and HCC1937 cell lines. Our results demonstrated that α-mangostin significantly inhibited both the proliferation and tumorsphere-forming capacity of TNBCSCs. Importantly, this antiproliferative effect was closely associated with the induction of apoptosis. Further mechanistic analysis revealed that α-mangostin suppressed the Wnt/β-Catenin signaling pathway and reduced the expression of key stemness-related markers. Collectively, these findings suggest that α-mangostin may serve as a promising natural therapeutic agent for the prevention and treatment of TNBC by targeting its cancer stem cell population.
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      유방암은 전 세계 여성에게 가장 흔하게 진단되는 암으로, 2022년에는 약 230만 건의 신규 발병과 67만 건의 사망 사례가 보고되었다.1) 이 중 삼중 음성 유방암(triple-negative breast cancer, TNBC)은 전체 유방암의 약 15~20%를 차지하며, 에스트로겐 수용체, 프로게스테론 수용체, HER2 발현이 모두 결여된 아형이다.2) 이러한 분자적 특징으로 인해 표적 치료제가 부재하고, 화학요법에 대한 의존도가 높지만, 약물 저항성과 높은 재발률, 전이 가능성 때문에 환자의 생존율은 여전히 낮은 실정이다.3,4) 따라서 새로운 치료 전략의 개발은 TNBC 극복을 위한 중요한 과제로 남아 있다.

      TNBC의 공격성과 치료 저항성에는 암줄기세포(cancer stem cells, CSCs)가 핵심적인 역할을 한다. CSCs는 자가재생 및 종양 개시 능력을 보유한 세포 아형으로, CD133, CD44, Nanog, Oct4, Sox2 등의 줄기세포 마커를 과발현하며, Wnt/β-Catenin, Notch, Hedgehog, JAK/STAT 등의 신호전달 경로를 통해 줄기세포성을 유지한다.5,6) 이러한 CSCs는 화학요법과 방사선치료에도 살아남아 종양의 재발과 전이를 유발하는 주요 원인으로 알려져 있다. 따라서 CSCs를 직접적으로 표적화하는 전략은 TNBC 치료 성과를 개선할 수 있는 유망한 접근법으로 주목받고 있다.

      최근 천연물 유래 화합물들이 다양한 암종에서 CSCs의 줄기세포성을 억제하는 활성을 보인다는 연구가 다수 보고되었다. 예를 들어, 로즈마린산(rosmarinic acid)은 비소세포폐암 CSCs의 증식을 억제하였고, 쇠비름 추출물과 꽃송이버섯 유래 분획 역시 뇌종양 및 자궁경부암 CSCs에 대해 억제 활성을 나타냈다.7-9) 이러한 결과는 천연물 기반 화합물이 CSCs를 표적으로 하는 새로운 치료제 개발에 중요한 잠재력을 가진다는 점을 시사한다.

      알파-망고스틴(α-mangostin)은 망고스틴(Garcinia mangostana) 열매 껍질에서 추출된 잔톤(xanthone) 계열의 화합물로, 항산화, 항염증, 항바이러스, 항암 효과 등 폭넓은 생리활성을 보여 왔다.10) 특히 간암, 폐암, 전립선암 등 다양한 암세포에서 세포자멸사(apoptosis)와 자가포식(autophagy)을 유도하고, 종양 성장과 전이를 억제한다는 연구들이 보고되었다.11) 더 나아가, 일부 연구에서는 α-mangostin이 CSCs의 종양구체 형성 및 줄기세포 마커 발현을 억제할 수 있음이 밝혀졌다.12,13) 그러나 TNBC 줄기세포(TNBCSCs)를 대상으로 한 α-mangostin의 효과와 그 분자적 기전은 아직 충분히 규명되지 않았다.

      따라서 본 연구에서는 α-mangostin이 TNBC 유래 CSCs의 증식, 종양구체 형성, 줄기세포성 유지에 미치는 영향을 규명하고, 그 작용 기전을 분자 수준에서 평가하고자 한다. 이를 통해 α-mangostin의 항CSC 활성을 새롭게 제시하고, TNBC 치료 전략 개발에 있어 천연물 기반 후보물질로서의 가능성을 검증하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      실험재료 − 알파-망고스틴은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구매하였으며, dimethyl sulfoxide (DMSO)에 100 mM 농도로 용해한 후 −20℃에서 보관하며 실험에 사용하였다. 세포배양에 사용된 DME/F-12 배지는 HyClone (Marlborough, MA, USA)에서, epidermal growth factor (EGF) 및 basic fibroblast growth factor (bFGF)는 Prospecbio (East Brunswick, NJ, USA)에서 구매하였다. B-27 supplement, penicillin/streptomycin은 Gibco (Grand Island, NY, USA)에서, Accutase는 EMD Millipore (Temecula, CA, USA)에서 확보하였으며, heparin은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구매하였다. 세포 생존율 평가는 CellTiter-Glo® luminescent assay kit (Promega, Madison, WI, USA)를 사용하였으며, 세포 주기 및 세포 사멸 분석은 각각 Muse® Cell Cycle kit와 Muse® Annexin V and Dead Cell kit (Luminex, Austin, TX, USA)를 이용하여 수행하였다. 세포 염색 및 기능 분석을 위한 시약으로는 4′,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI)와 tetramethylrhodamine ethyl ester perchlorate (TMRE)를 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 및 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)에서 각각 구매하였다. 단백질 발현 분석에 사용된 1차 및 2차 항체는 Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA), Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA), 및 Bioss (Woburn, MA, USA)에서 구매하였다.

      세포배양 − 인간 삼중 음성 유방암 세포주인 MDA-MB-231 (KCLB No. 30026)과 HCC1937 (KCLB No. 9S1937) 세포는 한국세포주은행(Seoul, Korea)에서 분양 받았다. 삼중 음성 유방암 세포주로부터 암줄기세포를 선택적으로 배양하기 위하여, EGF (20 ng/mL), bFGF (20 ng/mL), B-27 supplement (1X), heparin (5 μg/mL), 및 penicillin/streptomycin (1%)이 포함된 DME/F-12 기반 무혈청 배지를 사용하였다. 세포는 37℃, 5% CO2 조건의 이산화탄소 배양기(Thermo Scientific, Vantaa, Finland)에서 부유배양(suspension culture) 방식으로 배양하였다. 배양 3~4일 후 형성된 종양구체(tumorspheres)를 회수한 뒤, Accutase 처리하여 단일세포로 분리(dissociation)하였다. 이후 동일 조건의 무혈청 배지에서 재부유배양을 수행하였으며, 이와 같은 종양구체의 형성과 단일세포 분리 과정을 2~3회 반복함으로써 암줄기세포 특성이 강화된 세포 집단을 확보하였다. 최종적으로 확보된 세포들의 줄기세포 특성은 핵심적인 줄기세포 마커의 발현 분석을 통해 검증하였다.14)

      세포 증식도 분석 − MDA-MB-231 및 HCC1937 유래 삼중 음성 유방암 줄기세포(TNBCSCs)를 각각 5×103 cells/well의 밀도로 96-well white plate에 분주한 후, 알파-망고스틴을 최종 농도 1.25, 2.5, 5, 10 μM로 처리하였다. 세포는 37℃, 5% CO2 조건의 인큐베이터에서 72시간 동안 배양하였다. 배양 후 각 well에 CellTiter-Glo® luminescent assay 기질용액 20 μL를 첨가한 뒤, 2분간 진탕 교반하고 상온에서 10분간 반응시켰다. 이후 생성된 발광 신호는 microplate reader (BioTek, Inc., Winooski, VT, USA)를 사용하여 측정하였다. 세포 증식 억제 농도의 50% (IC50) 값은 GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)를 사용하여 분석하였다.

      종양구체 형성 분석 − MDA-MB-231 및 HCC1937 유래 삼중 음성 유방암 줄기세포(TNBCSCs)를 5×103 cells/well의 밀도로 96-well plate에 분주한 후, 알파-망고스틴을 최종 농도 0.625, 1.25, 2.5, 5 μM로 처리하였다. 세포는 37℃, 5% CO2 조건의 인큐베이터에서 72시간 동안 배양하였다. 배양 후, 형성된 종양구체는 위상차 현미경(Olympus, Tokyo, Japan)을 사용하여 200배 배율에서 관찰하였으며, 직경이 100 μm를 초과하는 종양구체의 수를 계수하여 분석에 사용하였다.

      세포주기 분석 − MDA-MB-231 및 HCC1937 유래 삼중 음성 유방암 줄기세포(TNBCSCs)를 2×105 cells/well의 밀도로 60-mm 배양접시에 분주한 후, 알파-망고스틴을 최종 농도 2 및 4 μM로 24시간 동안 처리하였다. 이후 세포를 회수하여 1× PBS로 세척한 뒤, 70% 에탄올을 사용하여 −20℃에서 최소 3시간 이상 고정하였다. 고정된 세포는 다시 1× PBS로 세척한 후, Muse® Cell Cycle 시약 200 μL로 염색하여 상온에서 30분간 반응시켰다. 세포주기 분포는 Guava® Muse® Cell Analyzer 및 MuseSoft_V1.8.0.3 소프트웨어(Luminex, Austin, TX, USA)를 이용하여 분석하였다.

      세포자멸사 분석 − MDA-MB-231 및 HCC1937 유래 삼중 음성 유방암 줄기세포(TNBCSCs)를 2×105 cells/well의 밀도로 60-mm 배양접시에 분주하고, 알파-망고스틴을 최종 농도 2 및 4 μM로 24시간 동안 처리하였다. 처리 후 세포를 회수하여 1× PBS로 세척한 다음, Muse® Annexin V & Dead Cell 시약 100 μL로 염색하여 상온에서 20분간 반응시켰다. 세포자멸사 단계별 세포 분포는 Guava® Muse® Cell Analyzer 및 MuseSoft_V1.8.0.3 소프트웨어(Luminex, Austin, TX, USA)를 이용하여 분석하였다.

      핵 형태 분석 − MDA-MB-231 및 HCC1937 유래 삼중음성 유방암 줄기세포(TNBCSCs)를 1×105 cells/well의 밀도로 24-well plate에 분주한 후, 알파-망고스틴을 최종 농도 2 및 4 μM로 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 이후 각 well에 DAPI를 최종 농도 20 μg/mL로 처리하고, 암실에서 1시간 동안 염색하였다. 염색 후 세포는 형광현미경(Optinity KI-2000F, Korea Lab Tech, Seong Nam, Korea)을 이용하여 400배 배율에서 관찰하였으며, 핵의 형태 변화를 분석하였다.

      미토콘드리아 막 전위 측정 − MDA-MB-231 및 HCC1937 유래 삼중 음성 유방암 줄기세포(TNBCSCs)를 1×105 cells/well의 밀도로 24-well plate에 분주한 후, 알파-망고스틴을 최종 농도 2 및 4 μM로 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 이후 각 well에 TMRE를 최종 농도 50 nM로 처리하고, 암실에서 20분간 반응시켰다. 염색된 세포는 형광현미경을 이용하여 100배 배율에서 관찰하였으며, 미토콘드리아 막 전위(mitochondrial membrane potential, MMP)는 TMRE 형광 강도를 기반으로 ImageJ 소프트웨어(version 1.5; NIH, Bethesda, MD, USA)를 사용하여 정량 분석하였다.

      단백질 발현 분석 − 알파-망고스틴이 단백질 발현에 미치는 영향은 western blot 분석을 통해 평가하였다. MDA-MB-231 및 HCC1937 유래 삼중 음성 유방암 줄기세포(TNBCSCs)를 5×105 cells/well의 밀도로 60-mm 배양접시에 분주한 후, 알파-망고스틴을 최종 농도 2 및 4 μM로 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 이후 세포를 회수하여 RIPA buffer (ATTO, Tokyo, Japan)를 사용하여 용해하였으며, 획득한 세포 용해액의 단백질 농도를 정량한 후 균등하게 조절하였다. 단백질은 7.5–15% SDS-PAGE를 통해 분리한 뒤, PVDF membrane (Cytiva, Marlborough, MA, USA)으로 전이시켰다. 막은 4℃에서 표적 단백질에 대한 1차 항체로 하룻밤 동안 면역 반응시킨 후, 상온에서 horseradish peroxidase (HRP)-conjugated 2차 항체로 1시간 동안 반응시켰다. 단백질 신호는 제조사의 지침에 따라 enhanced chemiluminescence (ECL) detection kit (Dogenbio, Seoul, Republic of Korea)를 이용하여 검출하였다. 밴드의 강도는 ImageJ 소프트웨어(version 1.5; NIH, Bethesda, MD, USA)를 사용하여 정량하였으며, 표적 단백질의 발현량은 β-actin 또는 lamin A/C를 내부 대조군으로 하여 비교 분석하였다.

      세포질/핵 단백질 분리 분석 − MDA-MB-231 및 HCC1937 유래 삼중 음성 유방암 줄기세포(TNBCSCs)를 5×105 cells/well의 밀도로 60-mm 배양접시에 분주한 후, 알파-망고스틴을 최종 농도 2 및 4 μM로 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 이후 세포를 수거하여 RIPA buffer를 사용해 용해한 후, 14,000 rpm, 4℃에서 10분간 원심 분리하여 세포질 단백질(supernatant)과 핵 단백질(pellet)을 분리·회수하였다. 분리된 단백질 시료는 western blot 분석을 통해 표적 단백질의 세포 내 분획별 발현 수준을 평가하였다. 세포질 및 핵 단백질 분리의 정확성은 각각 β-actin (세포질 마커)과 lamin A/C (핵 마커)의 발현을 통해 확인하였다.

      통계 처리 − 실험 결과는 최소 3번의 독립 실험에서 얻은 평균값 ± 표준편차(SD)로 표시되었다. 통계 분석은 SPSS 9.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)의 ANOVA를 사용하여 분석한 후 Tukey의 사후 검정을 통해 수행하였다. p<0.05일 경우 통계적으로 유의한 것으로 간주하였다.

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      알파-망고스틴의 삼중 음성 유방암 줄기세포 증식 및 종양구체 형성 저해 효과 − 삼중 음성 유방암(TNBC) 세포주인 MDA-MB-231 및 HCC1937로부터 암줄기세포를 선택적으로 배양하기 위해, 무혈청 조건하에서의 3차원 스페로이드 배양(tumorsphere culture)을 수행하였다. 이를 통해 줄기세포 유사 특성(stem-like properties)을 갖는 종양구체(tumorspheres)를 확보하였으며, 이들을 후속 실험에 활용하였다.14,15) 우선, 알파-망고스틴이 TNBC 유래 암줄기세포의 증식(proliferation)에 미치는 영향을 분석하였다. MDA-MB-231 및 HCC1937 유래 암줄기세포에 대해 각각 1.25, 2.5, 5, 10 μM 농도의 알파-망고스틴을 72시간 동안 처리한 후, ATP 기반 발광 분석법을 통해 세포 증식 억제 활성을 평가하였다. 그 결과, 두 세포주 모두에서 알파-망고스틴의 농도 증가에 따라 세포 증식이 유의미하게 감소하였으며, IC50 값은 MDA-MB-231의 경우 2.00 μM, HCC1937의 경우 2.25 μM로 확인되었다(Fig. 1). 다음으로, 암줄기세포의 주요 기능적 지표 중 하나인 종양구체 형성 능력에 대한 알파-망고스틴의 효과를 평가하였다. TNBC 유래 암줄기세포에 0.625, 1.25, 2.5, 5 μM의 알파-망고스틴을 72시간 처리한 결과, 두 세포주 모두에서 종양구체의 크기 및 수가 농도 의존적으로 유의하게 감소하였다(Fig. 1). 이러한 결과는 알파-망고스틴이 TNBC 유래 암줄기세포의 증식 및 종양구체 형성 능력을 효과적으로 억제함을 시사하며, 향후 TNBC 치료 전략 개발을 위한 유망한 후보 물질로서의 가능성을 제시한다.

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          α-Mangostin inhibits the proliferation and tumorsphere formation of TNBCSCs. The effects of α-mangostin on the proliferation and tumorsphere-forming ability of TNBC stem cells (TNBCSCs) derived from MDA-MB-231 and HCC1937 cell lines were evaluated. For the proliferation assay, cells were treated with α-mangostin at concentrations of 1.25, 2.5, 5, and 10 μM and incubated for 72 h. Cell proliferation was assessed using the CellTiter-Glo® luminescent assay. For the tumorsphere formation assay, cells were treated with α-mangostin at concentrations of 0.625, 1.25, 2.5, and 5 μM and cultured for 72 h. The number and size of tumorspheres in each well were observed under an optical microscope. Data are presented as the mean ± SD (n=3). Statistical analysis was performed using one-way ANOVA with Tukey’s post hoc test. *p < 0.05, ***p < 0.001 vs. the control.
        
        

        

      

      알파-망고스틴의 삼중 음성 유방암 줄기세포에 대한 세포주기 정지 및 세포자멸사 유도 효과 − 알파-망고스틴이 세포주기(cell cycle) 조절 및 세포자멸사(apoptosis)를 통해 TNBC 유래 암줄기세포의 증식을 억제하는지를 규명하기 위하여, 유세포 분석법(flow cytometry)을 이용한 정량적 분석을 수행하였다. MDA-MB-231 및 HCC1937 유래 암줄기세포에 알파-망고스틴을 2 및 4 μM 농도로 24시간 동안 처리한 후, 세포 주기 분포 변화를 분석한 결과, 두 세포주 모두에서 처리 농도 증가에 따라 sub-G1기 세포의 비율이 유의하게 증가하였다(Fig. 2A). 이어 동일한 조건에서 세포자멸사 유도 여부를 분석한 결과, 알파-망고스틴 처리군에서는 초기 및 후기 자멸사 세포를 포함한 total apoptotic cell의 비율이 대조군 대비 유의하게 증가하였다(Fig. 2B). 이와 같은 결과는 알파-망고스틴이 TNBC 유래 암줄기세포에서 세포자멸사를 유도함과 동시에 세포 주기 진행을 방해하여 sub-G1기에 세포가 축적되도록 한다는 것을 시사한다. 따라서 알파-망고스틴은 세포 주기 조절과 자멸사 유도를 병행하여 TNBC 줄기세포의 증식을 효과적으로 억제하는 기전을 가지는 것으로 판단된다.
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          α-Mangostin induces cell cycle arrest and apoptosis in TNBCSCs. TNBC stem cells (TNBCSCs) derived from MDA-MB-231 and HCC1937 cell lines were treated with α-mangostin at concentrations of 2 and 4 μM for 24 h. (A) Cell cycle distribution was analyzed using a Muse® Cell Analyzer with the Muse® Cell Cycle Kit. (B) Apoptotic cell death was assessed using the Muse® Annexin V & Dead Cell Kit. Data are presented as the mean ± SD (n=3). Statistical analysis was performed using one-way ANOVA with Tukey’s post hoc test. *p < 0.05 vs. the control.
        
        

        

      

      알파-망고스틴에 의한 삼중 음성 유방암 줄기세포의 내인성 세포자멸사 경로 활성화 효과 − 알파-망고스틴에 의해 유도된 세포자멸사의 특성을 보다 정밀하게 규명하고자, 내인성 세포자멸사 경로(intrinsic apoptosis pathway)의 주요 지표인 핵 형태학적 변화와 미토콘드리아 막 전위(MMP)를 분석하였다.16) MDA-MB-231 및 HCC1937 유래 TNBC 줄기세포에 알파-망고스틴을 2 및 4 μM 농도로 24시간 처리한 후, DAPI 염색을 통해 핵 형태 변화를 관찰한 결과, 처리 농도 증가에 따라 대조군 대비 명확한 핵의 응축과 단편화가 확인되었다(Fig. 3A). 또한, 동일한 조건에서 TMRE 염색을 통해 MMP를 측정한 결과, 알파-망고스틴 처리군에서 두 세포주 모두 미토콘드리아 막 전위의 유의한 감소가 관찰되었다(Fig. 3B). 이는 알파-망고스틴이 미토콘드리아 기능 저해를 유도함으로써 내인성 세포자멸사 경로를 활성화함을 시사한다. 더불어, 알파-망고스틴에 의해 유도된 세포자멸사의 분자적 기전을 규명하기 위해, 세포자멸사 관련 단백질의 발현을 western blot 분석을 통해 확인하였다. 세포 내 미토콘드리아 경로에 따라 활성화되는 caspase-9는 하위 효소인 caspase-3의 절단 및 활성을 유도하며, 활성화된 caspase-3는 DNA 복구 단백질인 PARP (poly(ADP-ribose) polymerase)의 절단을 통해 세포자멸사를 진행시킨다.17) 실험 결과, 알파-망고스틴 처리 후 MDA-MB-231 및 HCC1937 유래 암줄기세포 모두에서 cleaved caspase-9, cleaved caspase-3, cleaved PARP의 발현이 농도 의존적으로 증가하였다(Fig. 3C). 이와 같은 결과는 알파-망고스틴이 TNBC 유래 암줄기세포에서 미토콘드리아 매개 내인성 세포자멸사 경로를 효과적으로 활성화시킴으로써 세포자멸사를 유도하고, 결과적으로 종양 줄기세포의 증식을 억제함을 강하게 시사한다.
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          α-Mangostin induces apoptotic characteristics in TNBCSCs. TNBC stem cells (TNBCSCs) derived from MDA-MB-231 and HCC1937 cell lines were treated with α-mangostin (2 and 4 μM) and cultured for 24 h. (A) Nuclear morphology was assessed by DAPI fluorescence staining. Condensed and fragmented nuclei, indicative of apoptosis, are marked with red arrows. (B) Mitochondrial membrane potential (MMP) was evaluated using TMRE fluorescence staining. (C) Protein expression levels of apoptosis-related regulators were examined by Western blot analysis. β-Actin was used as a loading control, and band intensities were quantified by densitometry. Data are presented as the mean ± SD (n=3). Statistical analysis was performed using one-way ANOVA with Tukey’s post hoc test. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. the control.
        
        

        

      

      알파-망고스틴의 삼중 음성 유방암 줄기세포 억제에 관한 분자적 기전 규명 − 알파-망고스틴이 TNBC 유래암줄기세포의 줄기세포 특성에 미치는 영향을 분석하고자, 주요 줄기세포 마커의 발현을 대상으로 western blot 분석을 수행하였다. 암줄기세포의 대표적인 세포 표면 마커인 CD133과 CD44는 종양 개시 능력, 자가 재생(self-renewal), 침습성 및 전이에 핵심적인 역할을 수행하며,18,19) 핵심 전사 인자인 Nanog와 Oct4는 줄기세포성 유지, 분화 조절 및 약물 내성과 밀접하게 연관되어 있다.20) MDA-MB-231 및 HCC1937 유래 암줄기세포에 알파-망고스틴을 2 및 4 μM 농도로 24시간 처리한 결과, CD133, CD44, Nanog, Oct4 단백질의 발현이 농도 의존적으로 유의하게 감소하였다(Fig. 4A). 이는 알파-망고스틴이 줄기세포 마커 발현을 저해함으로써 TNBC 암줄기세포의 줄기세포성을 억제함을 시사한다.
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          α-Mangostin downregulates stemness markers and inhibits the Wnt/β-Catenin signaling pathway in TNBCSCs. TNBC stem cells (TNBCSCs) derived from MDA-MB-231 and HCC1937 cell lines were treated with α-mangostin (2 and 4 μM) and cultured for 24 h. (A,B) The protein expression levels of stemness markers and components of the Wnt/β-Catenin signaling pathway were analyzed by Western blotting. β-Actin was used as a loading control, and band intensities were quantified by densitometry. (C) Cytoplasmic and nuclear fractions were isolated after α-mangostin treatment, and the expression levels of β-Catenin were analyzed by Western blotting. β-Actin and Lamin A/C served as loading controls for the cytoplasmic and nuclear fractions, respectively. Band intensities were quantified by densitometry. Data are presented as the mean ± SD (n=3). Statistical analysis was performed using one-way ANOVA with Tukey’s post hoc test. *p < 0.05 vs. the control.
        
        

        

      

      나아가, 알파-망고스틴이 줄기세포 유지 및 증식에 핵심적인 Wnt/β-Catenin 신호전달 경로에 미치는 영향을 분석하였다.21) β-Catenin은 Wnt 신호 활성 여부에 따라 비인산화 상태(active form)로 존재하거나, Ser33/37 및 Thr41에서 인산화(phosphorylation)되어 GSK3β에 의해 분해되는 비활성 형으로 존재한다.22,23) Wnt 신호가 활성화되면 active β-Catenin은 핵 내로 이동하여 TCF/LEF 전사인자와 상호작용하며, c-Myc, cyclin D1, EGFR과 같은 하위 표적 유전자의 발현을 유도한다.22) 알파-망고스틴을 24시간 처리한 결과, 총 β-Catenin을포함하여 c-Myc 및 cyclin D1 단백질의 발현이 유의하게 감소하였고, EGFR의 경우 총 단백질 발현은 4 μM에서 유의하게 억제되었으며, 특히 인산화된 EGFR의 발현은 농도 증가에 따라 현저하게 감소하였다(Fig. 4B). 세포질 및 핵 분획 분석에서도 β-Catenin의 세포질 및 핵 내 발현 수준이 모두 저해됨을 확인하였다(Fig. 4C). 종합하면, 알파-망고스틴은 β-Catenin의 전체 발현 및 핵 내 이동을 저해함으로써 Wnt/β-Catenin 신호전달 경로의 활성을 억제하며, 동시에 주요 줄기세포 마커의 발현을 낮춤으로써 TNBC 유래 암줄기세포의 줄기세포성 유지 및 증식을 효과적으로 차단하는 항암 활성을 나타내는 것으로 판단된다.

    

    

  
    
      결 론
      본 연구는 알파-망고스틴(α-mangostin)이 삼중 음성 유방암 줄기세포(TNBCSCs)의 성장과 종양구체 형성을 농도 의존적으로 억제하며, 이 과정이 세포자멸사(apoptosis) 유도를 통해 매개됨을 확인하였다. 또한, α-mangostin은 Wnt/β-Catenin 신호전달 경로의 활성을 억제하고, CD133, CD44, Nanog, Oct4 등 핵심 줄기세포 마커의 발현을 감소시켜 TNBCSCs의 줄기세포성 유지 능력을 저해하였다. 이는 α-mangostin이 단순히 암세포 증식을 억제하는 수준을 넘어, TNBCSCs라는 특정 세포 아형을 직접적으로 표적화할 수 있는 독창적인 항암 기전을 보유하고 있음을 의미한다. 더 나아가 본 연구는 기존에 보고된 α-mangostin의 항암 활성을 TNBCSCs로 확장시킨 최초의 보고라는 점에서 의의가 있다. 이러한 결과는 α-mangostin이 TNBC 환자의 약물 저항성과 재발을 극복하는 새로운 치료 옵션으로 발전할 수 있는 가능성을 보여주며, 향후 임상 적용을 위한 기반 자료로 활용될 수 있을 것이다.

      다만, α-mangostin의 실제 임상 적용에는 몇 가지 한계가 존재한다. α-mangostin은 낮은 수용성과 빠른 대사로 인해 생체이용률이 낮고, 체내 약물 전달 효율에도 제한이 있다. 또한, 고농도 투여 시 독성 가능성에 대한 우려가 제기되고 있다. 최근 나노입자 기반 제형, 지질 나노입자, 구조적 유도체 개발 등을 통해 이러한 한계를 극복하려는 시도가 이루어지고 있으며,11,24) 향후 연구에서는 약물 전달 효율 개선과 안전성 검증이 병행되어야 한다. 특히 본 연구는 세포 수준에서의 결과를 제시하였기 때문에, 향후 in vivo 동물모델을 통한 검증이 필수적이며, α-mangostin의 약물동태학적 특성 및 생체 이용률 향상 전략에 대한 심층적인 논의가 필요하다. 이러한 추가적 연구가 수행된다면, α-mangostin의 임상적 활용 가능성은 한층 더 강화될 것이다.
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