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Abstract. ����������, �� �������� ������� ��������� ����-����������, �� �������� ������� ��������� ����-
���� �� ��� AGS g�����c c��c�� c��� ���� ����g Capsosiphon 
fulvescens g��c�������� (Cf-G�). I� ���� �����, �� f�c���� �� 
��� ������g������� �f ��� W��-1 ��g�����g ������� ��� c��� 
c�c�� ������. U���g������� �f ��� W�� ��g�����g ������� ��� 
b��� �b������ �� ������� c��c�� c����. T�� W�� ��g��� ��g��� 
�c�� �� b��� c�����c�� ��� ���-c�����c�� ��������. A���g 
����, W��-1 ��� ��������� �� ��� c�����c�� �������. H���, �� 
���� ����b����� �f W��-1 ��g�����g, β-c������ ��� �����c������� 
f�c���� �� AGS c���� ��� Cf-G�. F����, �� �������� ��� F��zz��� 
��c����� ��� W��-1 ��g���-������� �������� ��c�����g A���, 
LR�, β-c������, A�C ��� GSK-3β. I� ��������, ��� ������-
���� ������ �f �����c������� f�c���� Tcf/LEF ���� ���������� 
b� ������� b��� �������� ��� RT-�CR. B���� �� ��� ����, �� 
confirmed downregulation of the Wnt-1 signaling pathway 
b� Cf-G�. A���, �� ���������� ��� ���������� ������ �f c��� 
c�c��-������� �������� c�c��� D ��� c-��c, ��� ���k�� f�� c��� 
c�c�� ������ b� c��� c�c�� ���� ��������. W� f���� ���� AGS c���� 
�������� �� ��� G0/G1 ����� b� Cf-G�. T���� ������� ������� � 
��c������ �f AGS c��� ����b����� �����g� ��� ������g������� 
�f W��-1 ��g�����g b� Cf-G�.

Introduction

T�� W�� ��g��� b���� ����������� �� ��� ��c����� g���, 
F��zz���, ��� ���� b�����g ���� �� ������� ���� ��� c�����c�� 
��� ���-c�����c�� �������� (1,2). A���g ����, ��� 
c�����c�� ������� �� ��������� �� β-c������ ��� �ff�c�� 
c��c�� c��� ��������. W��-1 �������� ��� ��c����� f��� c����. 
T�����f���, W��-1 ������� c��b���� ���� F��zz��� �������� 
��� �����������-������� ������� 5/6 (LR� 5/6) �f ��� ��� 
��c����� ����c����. T�� W��-1 ��g�����g ������� �� �����-

���� �� β-c������ (3-6). W�� �������� b��� ��� c�������-��c� 
g��c��������, �c���g ���� �� � ������� ���g� �f ��g����, ��� 
f�c�� �c�������� �f ��� ��c�����-�������� ��g��� �������c���� 
������ �c�� �� �� ��������� ��g������ �f c��� �����f������� ��� 
��ff����������� f�c���� (7). β-c������ �� � f�c��� ������� �� c��� 
��������. I� ������ c����, ������g������� �f W��-1 ��g�����g 
��g����� β-c������ �� ��� A���-A�C ������� c������ b� 
GSK-3β. H������, c��c�� c���� ���� ����g������� �f W��-1 
��g�����g. T����f���, c��c�� c���� c������� �� g��� ��� 
���������� �cc���. T�� β-c������ ��g�������� c������, �� 
A��� ��g�������� c������, ����b��� ��� �c������ �f GSK3β 
���� W�� ����������� �� ��������. T����f���, ��������������� 
�f β-c������ �� ����b���� (8). A�����������, ������ c���� ���� 
��������g E-c������� �� ��� ��c����, b�� c��c�� c���� ��g���� 
E-c�������. E-c������� �� ��� ��c���� ����b��� β-c������ 
��� �� �������� �� �����c������� ��������, ���c� ����� �� 
��������� ���� �� ��� ���������c� �f ������ ���������� c���� 
��� ���������� ����c����� (9); c������ �� ��� c�������� ��� 
f�������� �f ��� c�������/c������ c������ �� ��������, ��� 
�����c������� �������� f���� �� ���g���� �� �������� c��c����� 
(10,11). C���g� �� c��c�� c��� g���� ��c������ ���������� 
���� ��� ���������� �f E-c������� �� ���� (12). A�����������, 
S����, ����c���� � z��c f��g�� �����c������� f�c���, ����b��� 
E-c������� ����������, ���c� ����b��� ��� c�������c ����� 
�f β-c������ �� ��� ��c����. S������ �� S���� g���� ���� ��� 
��������� �� ���������, �������� ��� ��g������ �f c��c�� c���� 
������� ��� ����������-�����c����� ���������� (EMT) ��� 
����c� ��c������ S���� ������ �� ��� ��c���� �����g� ����g�-
������ �f W��-1 ��g�����g (13). T����f���, β-c������ �� ��� 
��g����� ��� c���������c β-c������ ������ ��c������, ���c� 
���b���z� β-c������ b� �����g �� ��� ��c����, ��� ��� Tcf/LEF 
�����c������� f�c��� ��g������ ��� ���������� �f ������� g����. 
I�c������ �� c��c�� c��� �����f������� �����g� ��� ����g���-
���� �f c��� c�c��-������� ��������, c-��c ��� c�c��� D, �cc�� 
��� �c������� Tcf/LEF (14-17). I� ��������, �������������� 
β-c������ ���g�� g���� ��c����� c��� �����f������� �f ICAM-1 
��� c-j�� b� ��c������g ��� ���������� �f β-c������ ��� 
Tcf/LEF (18,19). In a previous study, we confirmed apoptosis 
�f AGS c���� b� Capsosiphon fulvescens (20). A���, Cf-G� 
����c�� ������g������� �f TGF-β1 ��g�����g ������� �� AGS 
c����. T����f���, �� �b������ ����b����� �f AGS c��� �����f���-
���� �����g� MTS ����� (21). I� ���� �����, �� �b������ ��� 
������g������� �f W��-1 ��g�����g b� Cf-G� ��� ����b����� 
�f AGS c��� �����f������� b� � G0/G1 ����� ������.
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Materials and methods

Preparation of Cf-GP. T�� C. fulvescens (Cf) ���� �� ���� 
���������� ��� ���c����� �� 2010 �� K����. F���� g���� �f 
Cf ������ ��� ������� ���� 1 ����� �f �����. T�� Cf ������ �� 
diluted water was stirred for 3 h at 80˚C in heating mantle and 
centrifuged at 1,500 x g for 15 min at 4˚C. Next, three volumes 
�f 95% ������� ���� �����, ��� ���c��������� ��� ������� b� 
vacuum filtration. Supernatants were added to 80% ammonium 
���f��� ��� ������� f�� 24 �. S��� c���������� ��� ���� ������� 
�����g� � �������� ���b���� (��� M��b���� MW 3,500 D�, 
S�c�c���� L�b��������� I�c., R��c�� D����g��z, CA, USA) 
for 1 day at 4˚C. The concentrated solution was then distributed 
into a 1.5-ml tube and stored at -70˚C until use. These samples 
���� ����� C. fulvescens g��c�������� (Cf-G�).

Cell culture. AGS ����� g�����c c��c�� c��� ���� (A����c�� 
T��� C������ C����c����, M�������, VA, USA) ��� ����-
tained at 37˚C in a 5% CO2 humidified atmosphere. Cells were 
c������� �� R�MI-1640 ������ ���� 10% f���� b����� ����� 
(FBS; H�c����, L�g��, UT, USA), 100 U/�� ����c����� ��� 
100 mg/ml streptomycin. Cells were cultured to 80% conflu-
��c� �� 100-�� �������� ������. T�� R�MI-1640 ������ 
��� �����c�� ����� ���.

Cell attachment analysis. T�� c��� ����c����� �������� ��� 
���f����� ����g 3 �� ��� 100-�� �������� ���� �� ������� 
1% gelatin at 120˚C for 20 min and then coated after storage at 
4˚C. Cells were cultured in RPMI-1640 medium with 10% FBS 
and grown to 80% confluence in 100-mm diameter dishes 
c����� ���� 1% g������. N���, c���� ���� ������� ���� Cf-G� �f 
������� c��c���������� ��� c������� f�� 24 �. T�� ������c��� 
(��������c) c���� ���� ������� ���� ������ b��� ��� ���� c���� 
were confirmed by microscopy at x200 magnification.

mRNA expression analysis. AGS c���� ���� ������ ���� 6-���� 
������ �� 2�104 c����/���� �� 2 �� �f ������. C���� ���� ����-
������ �� 24 � ��� ��� ������ ��� �����c�� ���� SFM. Af��� 
24 �, ��� SFM ��� �����c�� ���� Cf-G� (5, 10 �� 20 µg/��) f�� 
24 �. C���� ���� ������� ���� 1 �� TRIz�� ���g��� (I������g��, 
C����b��, CA, USA), ��� cDNA ��� ��������z�� ����g ��� 
O��g�(�T) ������ (�N�RON B����c�����g� I�c., S���g���, 
K����). T�� ��������z�� cDNA ��� ����� �� 2X TO�������™ 
D��MIX-�T�q (E�z�����c� I�c., D��j���, K����), ��� ��� 
������ (T�b�� I) ��� ����� �� 0.1% �����������c��b����� 
(DE�C) �����. �CR �����c�� ���� ��������� �� � 1% �g����� 
g�� ��� ������� ���� R��S�f� ��c���c �c�� �������g �������� 
(�N�RON B����c�����g� I�c).

Western blot analysis. AGS c���� ���� c������� �� 100-�� 
diameter dishes. Cells were grown to 80% confluency and the 
������ ��� ���� �����c�� ���� SFM f�� 4 �. T�� ������ 
��� ���� �����c�� ���� f���� SFM c��������g Cf-G� (5, 10 
�� 20 µg/��) f�� 24 �. F�� c����c����, c���� ���� ������ ���� 
���������-b�ff���� ������ (�BS) ��� ���� ����� �� �����c���� 
����� b�ff�� (20 �M T���, �H 7.5, 150 �M N�C�, 1 �M EDTA, 
1 �M EGTA, 1% T����� X-100, 2.5 �M ������ �������������, 
1 �M β-g��c������������, 1 �M ������ �������������, 
1 µg/�� ���������, 1 µg/�� ���������, 1 µg/�� ��������� A, 
0.25% N�-�����c������ ��� 1 �M �MSF). T� ������� 

������� ����������, ������� b��� �������� ��� ���f����� 
b� ���������g �������� �� � 10-15% ������ ����c�� ���f��� 
�����c�������� g�� ���c����������� (SDS-�AGE), ��� �������� 
���� ���� �����f����� ���� �� I���b����-� �����f�� ���b���� 
(M�������� C�., B������c�, MA, USA). T�� �����f����� 
���b���� ��� b��ck�� �� ���� ����������� ���� 1% b����� 
����� ��b���� �� TBS-T (10 �M T���-HC�, �H 7.5, 150 �M 
N�C� ��� 0.1% T����-20), ��� ���� ���k��g ���� ��� ����c���� 
������� ����b����� (������� 1:1,000): ����-W��-1, ����-F��zz���, 
����-LR�, ����-A�C, ����-A���, ����-GSK-3β, ����-β-c������, 
����-E-c�������, ����-S����, ����-LEF-1, ����-Tcf, ����-ICAM-1, 
����-c-j��, ����-c-��c �� ����-c�c��� D f��� S���� C��z 
B����c�����g� (S���� C��z B����c�����g� I�c., S���� C��z, 
CA, USA). T�� ��c������ ����b�����, ����������� ����������-
c��j�g���� g���, ����� ��� ��bb�� ����b��� (1:10,000) f��� 
GE H�����c��� B��-Sc���c�� (���c������, NJ, USA) ���� ���� 

T�b�� I. O��g���c������� ��q���c�� �f ������ ����� ���� f�� 
RT-�CR.

N��� S�q���c� �f ������� (5'→3')

W��-1 S: TGC-ACG-CAC-ACG-CGC-GTA-CTG-CAC
 A: CAG-GAT-GGC-AAG-AGG-GTT-CAT-G
F��zz��� S: CAG-AGC-GGG-GCA-GCA-GTA-CAA
 A: GCG-CGG-GCA-GGA-GAA-CTT
LR�5 S: CAG-CAC-CCG-GAA-GAT-CAT-TGT
 A: TCG-TTG-ATC-TCG-GTG-TTG-ACC
A�C S: TAT-CTT-CAG-AAT-CAG-CCA-GGC-AC
 A: AAA-GTA-TCA-GCA-TCT-GGA-AGA-ACC
A��� S: ACC-GAA-AGT-ACA-TTC-TTG-ATA-AC
 A: TCC-ATA-CCT-GAA-CTC-TCT-GC
GSK-3β S: CAG-CAA-GGT-GAC-AAC-AGT-GG
 A: GGA-ACA-TAG-TCC-AGC-ACC-AGA
β-c������ S: GAA-ACG-GCT-TTC-AGT-TGA-GC
 A: CTG-GCC-ATA-TCC-ACC-AGA-GT
E-c������� S: GAA-CAG-CAC-GTA-CAC-AGC-CCT
 A: GCA-GAA-GTG-TCC-CTG-TTC-CAG
S���� S: TAT-GCT-GCC-TTC-CCA-GGC-TTG
 A: ATG-TGC-ATC-TTG-AGG-GCA-CCC
Tcf S: TGA-CCT-CTC-TGG-CTT-CTA-CT
 A: TTG-ATG-GTT-GGC-TTC-TTG-GC
LEF-1 S: CCA-GCT-ATT-GTA-ACA-CCT-CA
 A: TTC-AGA-TGT-AGG-CAG-CTG-TC
ICAM-1 S: CAC-CTC-CTG-TGA-CCA-GCC-CA
 A: AAC-AGG-ACG-GTC-GCT-GAG-GG
c-j�� S: ATG-ACT-GCA-AAG-ATG-GAA-ACG
 A: TCA-AAA-TGT-TTG-CAA-CTG-CTG-CG
c-��c S: CCA-GGA-CTG-TAT-GTG-GAG-CG
 A: CCT-GAG-GAC-CAG-TGG-GCT-GT
C�c��� D S: CTG-GCC-ATG-AAC-TAC-CTG-GA
 A: GTC-ACA-CTT-GAT-CAC-TCT-CC
β-�c��� S: CGT-ACC-ACT-GGC-ATC-GTG
 A: GTG-TTG-GCG-TAC-AGG-TCT-TTG

S, �����; A, ���������.
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�����. T�� ���c���� ��� ���������� ����g S����S�g��� W��� 
Pico Chemiluminescent substrate (Thermo Fisher Scientific 
Inc., Rockford, IL, USA) and visualized by X-ray film (Kodak, 
R�c������, NY, USA).

Cell cycle analysis. T�� ���� �f c��� c�c�� ����� b� Cf-G� 
��������� ��� ���������� ����g � M���™ c��� c�c�� k�� f��� 
M�������� (EMD M�������� C�., B������c�, MA, USA). C���� 
were cultured onto 6-well plates grown to 80% confluency and 
������� ���� SFM �� ������� c��c���������� �f Cf-G� (5, 10 
�� 20 µg/��). Af��� 24 � �f ���������, c���� ���� c����c��� �� 
1% FBS-R�MI-1640 ����� ��� M��� c��� c�c�� ���� ���g��� 
��� ����� �� ��c� ��b�. C���� ���� ����� b� ��������g ��� 
��� ���c���� ��� ���f����� f�� 30 ��� �� ���� ����������� �� 
��� ���k. F�������g ���������, c���� ���� ������� �� ��������� 
G0/G1, S ��� G2/M ����� ����� �f ��� c��� c�c�� ����g � M��� 
c��� �����z�� (EMD M�������� C�., H������, CA, USA).

Statistical analysis. R������ �f ���� ���������� ���� c������� 
����g S�SS ���.10.0 ���g���� (S�SS I�c., C��c�g�, IL, 
USA), ��� ��������� ���� �������� �f ������c� (ANOVA) ��� 
D��c��'� �������� ���g� �����. A �-����� <0.05 ��� c��������� 
to indicate a statistically significant difference. All data are 
��������� �� ��� ���� ± �������� ��������� (SD).

Results

Effect of Cf-GP on the cell attachment assay and apoptosis 
staining. L��� c��� �������� ��� c��� ����c����� �������� ���� 
���f����� b� c�����g 1% g������ �� 100-�� �������� ������. I� 
��������, ��������c c���� ���� ������� ���� ������ b���. G������ 
��� ���� �� � �������������� �����c������� ������ (ECM) c����-
����, ��� �������� �f �c���� c��c�� c���� ���� ���� ����c��� �� 

��� g������ (22). T�� c���� ���� ������ ���� 1% g������-c����� 
100-�� �������� ������ ��� ������� ���� Cf-G� f�� 24 �. A� 
� ������, �� �b������ ��c������ ����c����� �f AGS c���� �� � 
����-��������� ������ ���� ��������� ���� Cf-G� (F�g. 1A). 
I� g������, ��������c c���� ��� ������b��. T����f���, ���� 
c���� ���� ����� ���� ������ b��� ��� ���b�� c���� ���� ��� (23). 
A� ����� �� F�g. 1B, ��� g���� ������� ���� Cf-G� ��������� 
��c������ ��������c c���� c������� �� ��� c������ g����.

Effect of Cf-GP on the downregulation of Wnt-1, Frizzled 
and LRP. T�� W��-1/F��zz��� ������� ��c����� ������������ 
���� c��� �����f������� �� ����c����� ���� c��c�� c���� (24). 
T����f���, ����b����� �f c��c�� c��� �����f������� ��� ����c�-
���� �� ��q����� �� �������� W��-1/F��zz���/LR�. W� �b������ 
��� ���������� ������ �f ����� g���� b� ������� b��� �������� 
��� RT-�CR. C���� ���� ������� ���� ������� c��c��������� �f 
Cf-G� (5, 10 �� 20 µg/��) f�� 24 �. A� � ������, �� �b������ 
� ��c����� �� ������� ������ �f W��-1, F��zz��� ��� LR� �� � 
����-��������� ������ ���� Cf-G� ��������� (F�g. 2A). 
A�����������, �RNA ���������� ������ �������� ��� ���� 
������� (F�g. 2B). E��������� �f � ��b-f�c��� �f W��-1 ��g�����g 
��� ��� �� ����c�� ���������� �f � ��c����� ���� ��� ���� 
�b������ �� ����� �����������.

Effect of Cf-GP on the downregulation of Wnt-1 signaling. 
T�� W��-1 ��c����� ��� �c������� �� c��c�� c���� ��� ������� 
the various sub-factors. Previously, we confirmed inhibition 
�f W��-1 ��� F��zz��� ��� LR� ��c������. T����f���, ������-
���� ������ �f ��� ��b-f�c���� �f ����� g���� (A�C, A���, 
GSK-3β ��� β-c������) ���� �������� �� ��� ���� ������. 
T�� β-c������ ��� ��g����� b� A�C, A��� ��� ��� GSK-3β 
c������ �� ������ c����. I� ��������, A�C ��� A��� ����c�� 
����b����� �f W��-1. H������, ����� g���� ��� ��� ������� �� 

F�g��� 1. A���c����� ����� ��� ������ b��� �������g. (A) A���c����� �f AGS c���� ��� ���������� b� 1% g������-c����� ������. C���� ���� c������� �� 10% FBS 
and grown to 80% confluence in 100-mm diameter dishes coated with 1% gelatin. Cells were then treated with Cf-GP (5, 10 or 20 µg/ml) for 24 h. (B) Unattached 
apoptotic cells were stained with trypan blue, and live cells were confirmed by microscopy (x200 magnification).
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c��c�� c���� b� ���������� W��-1 ��� ������ A���, ��� LR� 
combined with Wnt-1 activation. As a result, we confirmed 
��c������ ���������� �f A�C ��� A���. I� ��������, GSK-3β 
��c������ �� ��c������ ��� ���� �f β-c������ b� Cf-G�. 
T���, � ����c���� �� β-c������ �� �������� �� c��� ��������. 
A�����������, �� �b������ ��c������ E-c�������, ���c� 
�� �������� �� β-c������ ����b����� ��� ��c������ S����. 
E-c������� ����c�� ��g������ �f β-c������ �� ������ c����. 
H������, ������ ��� c��c�� c���� ���� ��� ����� �f E-c������� 
b� ����g������� �f S����. S�, β-c������ ��g�������� ���� ��� 
�cc�� �� c��c�� c���� (F�g. 3).

Effect of Cf-GP on the inhibition of transcription factors 
and cell cycle genes. T��g�� g��� ���������� �cc��� f�������g 
�cc��������� �f β-c������ �� ��� ��c���� ��� �������g �f 
��� Tcf/LEF b�����g f�c���. T��� �������� �����c������� �f 
c-��c ��� c�c��� D, ���c� �������� c��� �������� b� ��� 
β-c������/Tcf/LEF c������. L�k� ���� c��c�� c����, ��� ������-
���� �f ����� g���� ���� ��� ������ ��� c��� c�c��. T����f���, �� 
�������� ��� ���������� ������ �f LEF, Tcf, ICAM-1, c-j��, 
c-��c, ��� c�c��� D b� ������� b��� �������� ��� RT-�CR. C���� 
���� ������� ���� Cf-G� (5, 10 �� 20 µg/��) f�� 24 �. N���, c���� 
���� c������� ����� ��� ���� c��������� �� ��� �������� ������-

F�g��� 2. Eff�c�� �f Cf-G� �� ��� ���������� ������ �f W��-1, F��zz��� ��� LR�5. C���� ���� ������� ���� Cf-G� (5, 10 �� 20 µg/��) f�� 24 �. G���� ���������� ��� 
���������� b� ������� b��� �������� ��� RT-�CR. (A) W������ b��� �������� ����g ����-W��-1, ����-F��zz���, ����-LR� ��� ����-β-�c��� ����b�����. SDS-�AGE 
��� ���f����� �� �c�������� g��. (B) cDNA ��� ������� ���� ��������z��. �CR ��� ���� ���f����� �� ��� ����c���� ��������g ������������. R��c���� �����c�� 
���� ���c����������� �� � 1% �g����� g�� ��� �������z�� ���� R��S�f� ���g���.

F�g��� 3. Eff�c�� �f Cf-G� �� ��� ���������� ������ �f A�C, A���, GSK-3β, E-c������� ��� β-c������. C���� ���� ������� ���� Cf-G� (5, 10 �� 20 µg/��) f�� 24 �. 
G��� ���������� ��� ���������� b� ������� b��� �������� ��� RT-�CR. (A) W������ b��� �������� ����g ����-A�C, ����-A���, ����-GSK-3β, ����-E-c�������, 
����-β-c������, ����-S���� ��� ����-β-�c��� ����b�����. SDS-�AGE ��� ���f����� �� �c�������� g���. (B) cDNA ��� ������� ���� ��������z��. �CR ��� ���� 
���f����� �� ��� ����c���� ��������g ������������. R��c���� �����c�� ���� ���c����������� �� � 1% �g����� g�� ��� �������z�� ���� R��S�f� ���g���.
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�����. A� � ������, �� �b������ ��� ������g������� �f ������� 
��� �RNA ������ �f ����� g���� �� � ����-��������� ������ 
���� Cf-G� (F�g. 4).

Effect of Cf-GP on G0/G1 arrest of the AGS cell cycle. 
E��������� �f c-��c ��� c�c��� D ��� ��� �������� ��j��� W��-1 
��g��� �������c���� �� c��c�� c����. T����f���, ��� c��c�� ��� 
g�������� b� ��� ��������� �f �����f������� ��� �������� �f 
c����. T�� ����� ��� ���g���� �f c��� c�c�� ������ ���� ����-
����� �����g c��ck������ �f ��� c��� c�c�� ���� �cc�� �����g 
��� ���������� f��� G0/G1 �� S �����. ���g������� �f ��� c��� 
�����g� ��� f��� ������ (G0/G1-S-G2/M) �f ��� c��� c�c�� �� 
��g������ b� ��q������� �c��������. W� ���� � c��� c�c�� ���� 
f�������g ��� M��� c��� c�c�� k�� �����c�� ��� ������� c���� ���� 
Cf-G� (5, 10 �� 20 µg/��) f�� 24 �. A� � ������, ������ �f G0/G1 
phase with final concentration group (20 µg/ml) was increased 
������������� 50% c������� �� ��� c������ g���� �� AGS c���� 
(F�g. 5).

Discussion

W�� �������� ��� �������� �� ��� c�������-��c� ��c����� ��g��� 
c������ ��c�����-�������� ��g��� �������c���� �������. T�� 
W�� ������� �� �c������� b� b�����g �� ��� c��� ���b���� 
��c����� �����g� ����c���� �� ����c���� ��g����. T�� ���g���� 
W�� ��g��� c������� ��� ����������� �f ��g���, c��� �����f���-
����, ��������g� ��� �������� ������ �����b�����. T�� W�� 
������� c�� b� ������� ���� ��� �����. T�� ������� f����� 
��� � c���������� �f c�������-��c� g��c��������� ���� ���� 
��������� ���� �� �����f������� ��� ��ff����������� �f c����. 
H������, W�� ����������� c����� ��� g����� ��� �����f������� 
�f ������� c��c�� c���� (25,26). T�� W�� ��g�����g ������� 

��� ��������� ���� �� ����� 19 ����� �f W�� g���� �������� �� 
��� c�����c�� ��� ���-c�����c�� ��������. O�� W�� ������� 
�� ��������� �� β-c������, ���� k���� �� ��� ‘c�����c�� W�� 
�������’, ���c� �� �c������� b� W��-1, 2, 3� ��� 10�, ��� 
��c���� ��� f��� �f c����. T�� ��������� β-c������-����������� 
�������, �� �c������� b� W��-4, 5� ��� 11, ���c� �� ��f����� 
�� �� ��� ‘���-c�����c�� W�� �������’ �� ‘W��/c��c��� 
�������’; ���� ������� �� �������� �� c��� ��������, �������� 
��� ����� (27,28). I� ���� �����, �� f�c���� �� c��� ����b�����, 
c��� �������� ��� �����f������� �����g� ��c������ β-c������ b� 
������g������� �f W��-1. N�������, ��c����� F��zz���-������� 
�������� (SF��) b��� W��-1 �������� �� ����c� ��� �����f��� 
���� W��, F��zz���, ��� ��� LR� c������ �� c����. T����f���, 
W�� ��g�����g ���� ��� �cc�� �����g� ��� ��g�������� �f 
β-c������ b� A���, A�C ��� GSK-3β c������. H������, 
c��c�� c���� c����� ������� ��� A���/A�C/GSK-3β c������ 
b� �������������� �f W��-1. S�, β-c������ ��� ��� ��g����� 
��� ���� �cc�������� �� ��� ��c����, �����b� ��������g 
���������� �f ��� �����c������� f�c���. I� � �������� �����, �� 
�b������ ����b����� �f AGS c��� �����f������� �����g� MTS 
����� b� Cf-G� (5, 10 �� 20 µg/��) (21). D�c������ c��� �����f-
������� ��� ������� ���� Cf-G� ��������� (5, 10 �� 20 µg/��) 
�� � ����-��������� ������, ��� ��������� �� ��g� c��c��-
������� �f 20 µg/�� ��� �� �� ������������� 40% ����c���� 
c������� �� ��� ��������� g����. I� ���� �����, ��������c 
events were confirmed by staining cells with trypan blue. 
T����� b��� ����� ���� ��� c��� b� ��ff����� ��� ���c������ 
�����g� ��������� ������������ (AT�) f��� ���b�� c���� ���� 
��� ���c���g�� �� ��� ������� �f ��� c���� ��� b�ck. L����g 
c���� �� ��� ����� ������ b��� �� ����� c����. T����f���, ����-
����c c���� ������� ���� ������ b��� b� ��ff����� ��� �������� 
��� ��g�����. A� ����� �� F�g. 1, ����b����� �f �������� ��� 

F�g��� 4. Eff�c�� �f Cf-G� �� ��� ���������� ������ �f Tcf, LEF-1, ICAM-1, c-j��, c-��c ��� c�c��� D. C���� ���� ������� ���� Cf-G� (5, 10 �� 20 µg/��) f�� 24 �. 
G��� ���������� ��� ���������� b� ������� b��� �������� ��� RT-�CR. (A) W������ b��� �������� ����g ����-Tcf, ����-LEF-1, ����-ICAM-1, ����-c-j��, ����-c-��c, 
����-c�c��� D ��� ����-β-�c��� ����b�����. SDS-�AGE ��� ���f����� �� �c�������� g��. (B) cDNA ��� ������� ���� ��������z��. �CR ��� ���� ���f����� �� ��� 
����c���� ��������g ������������. R��c���� �����c�� ���� ���c����������� �� � 1% �g����� g�� ��� �������z�� ���� R��S�f� ���g���.



KIM et al:  Capsosiphon fulvescens GLYCO�ROTEIN INHIBITS AGS CELL �ROLIFERATION1400

����c���� �f ��������� ��� �b������ b� Cf-G� (5, 10 �� 20 µg/
��) �� � ����-��������� ������.

Next, we confirmed the expression levels of Wnt-1-related 
g���� b� ������� b��� �������� ��� RT-�CR. A� � ������, 
W��-1 ��� ��c����� �������� (F��zz��� ��� LR�) ��c������ 
�� � ����-��������� ������ ���� ��������� ���� Cf-G� 
(F�g. 2). I� ��������, b���� �� ��� �b��� �������, ������� g��� 
f�c���� ���� �������� �����g� ������g������� �f W��-1 b� 
Cf-G�. T�� ���������� ������ �f β-c������ ��c������ b���� �� 
������� b��� �������� ��� RT-�CR. A�����������, E-c������� 
��� ��� A���/A�C/GSK-3β c������ ������ ��c������ �� � 
����-��������� ������ b� Cf-G�. T��� �������� ���� ����g�-
������ �f E-c������� ��� ��� A���/A�C/GSK-3β c������ 
����b��� ��c���� �cc��������� �f β-c������. A���, �� �b������ 
��c������ E-c������� b� ������g������� �f S���� (F�g. 3). I� 
��� �b���c� �f β-c������ ��g��������, ��� �cc��������� �� ��� 
��c���� ����c�� �c�������� �f �����c������� f�c���� (Tcf/LEF), 
���c� c�� ���� � ��g��f�c��� �ff�c� �� c��� �����f������� 
(29,30). T����f���, �� �� ��������� �� ����b�� �����c������� 
f�c���� (Tcf/LEF) �� c��c�� c����. I� � �������� ����������, 
�� �b������ ��� ����b����� �f β-c������ ��� W��-1. T����f���, 
�� ����c��� � ����c���� b� ���������� �f ��� Tcf/LEF ����-
�c������� f�c��� �c������� �� c��c�� c����, �� ���� �� �� ��c����� 
�� ��� ���������� �f � ������� �f f�c���� ��c�����g c�c��� D, 

c-��c, ICAM-1 ��� c-j��, ���c� ��� �������� �� ��� �����-
���� �f c��c�� c��� c�c�� ��� �����f������� (31,32). I� ��� c��� 
�f c��� c�c��-������� g����, Cf-G� ����b��� c�c��� D, c-��c, 
ICAM-1 and c-jun in AGS cells (Fig. 4). We then confirmed a 
c���g� �� c��� c�c�� �����, ���c� ��� ��������� �����g c��� 
c������ ���� Cf-G� f�� 24 �. A� ����� �� F�g. 5, ��� G0/G1 
����� ��� ������������� 18.4% �� ��� c������ g�����, b�� 
Cf-G� ��������� g����� ����c�� �� ��c����� �� G0/G1 ������ 
(22.4, 59.5 ��� 73.1%, �����c������). T����f���, ��� AGS c��� 
c�c�� ��� ���g����, ��� ��������� ��� ����c�� b� Cf-G� �� � 
����-��������� ������. C. fulvescens, g���� ��g�� ���� g���� 
�� K���� ��� ����� A���� c������ c��������, ��� ���g b��� � 
������� f��� ��� b���c���� ��������. O�� �������� ������� 
������ �� ����c��c�� �ff�c� b� Cf-G� �����g� F�� ��g�����g 
��� ��������� �f AGS c��c�� c���� (33). I� ���� �����, �� 
confirmed the inhibition of AGS gastric cancer cell migration 
b� ������g������g ��� W��-1 ��g�����g ������� ��� Cf-G�. 
T����f���, ��� ������� ��gg��� ��������� f�� f��c������ f��� 
��� ����������c ��� �f Cf-G�.
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