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            초록
          
        

        
          Inflammation serves as the body’s defense mechanism against external factors, physical and chemical stimuli; however, excessive inflammation causes various pathological conditions. The excessive inflammatory response in macrophages induced by LPS is driven by activation of the IKK complex, notably the IKKβ subunit, which is an upstream regulator of the NF-κB signaling pathway. Platycodigenin (PCG) is a triterpenoid saponin extracted from platycodon grandifloras and is known to possess anti-inflammatory activity. However, the direct interaction and inhibitory mechanisms of PCG on IKKβ have not yet been clearly elucidated. This study aimed to investigate the molecular mechanism by which PCG inhibits LPS-induced inflammatory responses in RAW 264.7 macrophages. PCG reduced LPS-induced NO production and significantly inhibited the secretion and mRNA expression of inflammatory cytokines in RAW 264.7 macrophages. PCG also downregulated LPS-induced phosphorylation of IKKβ, IκB, and NF-κB, and blocked nuclear translocation of NF-κB. In addition, molecular docking analysis revealed that PCG binds to the ATP-binding site inlet, suggesting the potential to regulate IKKβ activity. These results suggest that PCG has potential as a therapeutic agent for inflammatory diseases by modulating IKKβ/NF-κB signaling pathway and blocking inflammatory signaling pathways.
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      염증은 외부 병원체나 물리적 또는 화학적 자극에 대한 생체 방어 기전으로 정상적인 면역 반응 과정에서는 해로운 인자를 제거하고 손상된 조직을 치유하는 긍정적인 역할을 수행하지만,1) 과도한 염증은 암, 당뇨병, 비만과 같은 대사 질환, 심혈관 질환 등 다양한 만성 질환을 유발한다.2)

      선천 면역과 후천 면역을 연결하는 역할을 담당하는 핵심 세포인 대식세포(Macrophages)는 lipopolysaccharide (LPS)와 같은 외부 자극에 의해 활성화되어 여러 사이토카인 및 염증 매개 물질을 생성함으로써 염증 반응이 유도된다.3,4) LPS에 의해 활성화된 대식세포는 MyD88을 통해 TLR4에 결합하고, 이는 세포 내 신호 전달 경로를 유도하여 NF-κB (Nuclear factor kappa B)를 활성화시킨다.5,6) 활성화된 NF-κB는 IκB (inhibitory kappa B)와 분해되면서 세포질에서 핵 내로 이동하게 되며 이 신호 경로는 IKK (IκB kinase) 복합체에 수렴한다.7) IKK 복합체는 두 개의 촉매 서브유닛(IKKα와 IKKβ)과 한 개의 조절 서브유닛(NEMO/IKKγ)로 구성되며, 그 중 IKKβ는 NF-κB 활성화와 밀접한 관련이 있는 것으로 알려져 있다.8,9) IKKβ는 N-말단 도메인 내 IκB의 특성 세린 잔기 (Ser32, Ser36)에서 IκB의 인산화를 촉진시키고 polyubiquitination 과정을 통해 분해되며, NF-κB 이합체가 해방되어 핵 내로 이동하게 되고, 결국 iNOS, COX-2 및 여러 염증성 사이토카인 전사를 촉진한다.10,11) 특히, IKKβ의 활성 부위(ATP-binding pocket)를 직접적으로 차단하는 것은 신호 경로의 최상위에서 염증 반응을 억제할 수 있음을 의미한다.

      Platycodon grandiflorum 뿌리에서 추출한 사포닌은 다양한 생물학적 효능이 있음이 알려져 있으며, 주요 활성 성분 중 하나인 Platycodin D (PCD)는 항염증,12) 내피기능 장애13) 등의 효과를 나타낸다는 사실이 입증되었다. PCD에 비해 당이 제거된 구조적 특성을 가지는 Platycodigenin (PCG)은 세포막 투과성이 높고 단백질 소수성 포켓에 더 정밀하게 결합할 가능성이 존재한다. PCG는 신경 보호 효과,14) 항암,15) 항염증16) 등 다양한 활성을 나타내는 것으로 보고되었으나, NF-̄̄κB와 관련이 있는 IKKβ 활성에 미치는 영향 및 기전에 대해서는 보고된 바 없다. 따라서, 본 연구에서는 RAW 264.7 대식세포에서 LPS 유도 염증 모델을 이용하여 PCG의 항염증 효능을 평가하고 이를 조절하는 핵심 기전으로 IKKβ의 직접적인 저해 효과를 규명하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      실험재료 − RPMI 1640, FBS (Fetal bovine serum), trypsin 및 penicillin-streptomycin은 Welgene Bioscience (Gyeongsan, Korea)사에서 구입하였다. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 및 lipopolysaccharide (LPS, from Escherichia coli O111:B4)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)사에서 구입하였으며, Cytotoxicity Detection Kit (LDH)는 Roche Applied Science (Indianapolis, IN, USA)사에서 구입하여 사용하였다. Platycodigenin (PCG)는 선행 연구17, 18)에 따라 도라지로부터 분리·정제된 고순도(>98%) 물질을 받아 사용하였으며, DMSO (dimethyl sulfoxide)에 용해한 후 -20℃에서 보관하였다. p-IKKβ, p-IκB, IκB, p-NF-κB, NF-κB 및 Lamin B1에 대한 1차 항체 및 2차 항체(HRP-linked anti-rabbit IgG)는 Cell Signaling Technologies (Beverly, MA, USA)에서 구입하였으며 β-actin에 대한 1차 항체는 Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA)에서 구입하였다.

      세포배양 − 대식세포 RAW 264.7 세포는 American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, USA)에서 구입하였다. RAW 264.7 세포는 10% FBS와 1% penicillin-streptomycin을 첨가한 RPMI 1640 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 조건의 배양기에서 배양하였다.

      세포 독성 측정 − RAW 264.7 세포에서 PCG의 세포 독성 영향을 확인하기 위하여 MTT 측정 키트와 LDH 측정 키트를 이용하여 세포의 생존율을 측정하였다. 48-well plate에 배양한 RAW 264.7 세포가 80% 농도가 되었을 때, PCG를 농도별(1-50 μM)로 희석하여 처리하고 37℃, 5% CO2 조건의 배양기에서 배양하였다. 24 시간 후, 0.2 mg/ml 농도로 준비한 MTT 용액을 각 well에 500 μl씩 분주하고 반응시킨다. 그런 다음, MTT 용액을 제거하고 120 μl의 DMSO를 첨가한 뒤, 용해시킨 formazan 결정을 마이크로플레이트 분석기(BioTek Synergy HT microplate reader, BioTek Instruments, winooski, vt)를 이용하여 550 nm에서 흡광도를 측정하였다. 또한, 같은 조건의 배양된 세포 상층액을 96-well plate에 50 μl씩 분주하고 LDH 측정 키트 혼합 용액 50 μl씩 분주하여 반응시킨 후, 마이크로플레이트 분석기로 490 nm에서 흡광도를 측정하였다.

      배지 내 NO 측정 − 배양한 세포의 배지 내 NO 생성량을 측정하기 위해 Griess 시약(Cell Signaling Technologies, Beverly, MA, USA) 분석법을 이용하였다. 배양한 RAW 264.7 세포에 PCG를 농도별로 3 시간 전처리하고 LPS를 처리하여 자극시켰다. 마이크로플레이트 분석기를 이용하여 550 nm에서 측정하였다.

      사이토카인 측정 − PCG의 LPS에 의해 유도된 전염증성 사이토카인의 분비 억제 효과를 확인하기 위해, 배양 상등액 내의 TNF-α, IL-1β 및 IL-6 농도를 분석하였다. 각 사이토카인 농도는 제조사의 지침에 따라 상업용 ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)를 사용하여 평가하였다. 특정 항체로 코팅하고 LPS 및 PCG 처리 샘플과 표준 샘플을 처리하였으며, 각 샘플의 농도는 표준 곡선을 사용하여 결정되었다.

      Real-time PCR 분석 − RAW 264.7 세포를 6-well plate에서 배양하고 PCG를 3 시간 동안 전처리한 후, RNAiso Plus (Takara Bio Inc., Shiga, Japan)을 이용하여 총 RNA를 수집하고 추출하였다. BioFact RT 시리즈 키트(BioFact, Daejeon, Republic of Korea)를 사용하여 cDNA를 합성하였으며, PCR 증폭은 Bio-Rad CFX Connect 실시간 PCR 소프트웨어(version 1.4.1; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)를 사용하여 모니터링되었다. Housekeeping gene으로는 GAPDH를 사용하였고, GAPDH와 비교하여 각 유전자의 mRNA 수준을 정규화하였다. 사용된 각 프라이머의 sequence는 다음과 같다. GAPDH forward primer: 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAA-3’, GAPDH reverse primer: 5’-CTTCCCGTTCTCAGCCATGTA-3’, TNF-α forward primer: 5’-GGTGCCTATGTCTCAGCCTCTT-3’, TNF-α reverse primer: 5’-GCCATAGAACTGATGAGAGGGAG-3’, IL-1β forward primer: 5’-TGGACCTTCCAGGATGAGGACA-3’, IL-1β reverse primer: 5’-GTTCATCTCGGAGCCTGTAGTG-3’, IL-6 forward primer: 5’-TACCACTTCACAAGTCGGAGGC-3’, IL-6 reverse primer: 5’-CTGCAAGTGCATCATCGTTGTTC-3’, iNOS forward primer: 5’-GAGACAGGGAAGTCTGAAGCAC-3’, iNOS reverse primer: 5’-CCAGCAGTAGTTGCTCCTCTTC-3’, COX-2 forward primer: 5’-GCGACATACTCAAGCAGGAGCA-3’, COX-2 reverse primer: 5’-AGTGGTAACCGCTCAGGTGTTG-3’.

      Western blot 분석 − RAW 264.7 세포를 60 mm dish에서 배양하고 PCG를 1시간 전처리하고 LPS를 30분 처리한 후 phosphate-buffered saline (PBS)를 이용하여 수집하였다. 수집한 세포는 CETi lysis buffer (120 mM NaCl, 40mM Tris pH 8, 0.1% NP40)를 사용하여 얼음에서 30분 동안 용해하고 13,000 rpm에서 15분 동안 원심분리하여 상층액을 채취하였다. 단백질 농도는 protein assay kit (Pro-Measure, iNtRON Biotechnology, Seongnam, Gyeonggi, Korea)를 사용하여 595 nm에서 정량하였다. 정량한 단백질을 5분 끓이고 10% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)에 전기영동한 후, nitrocellulose membrane (Hybond ECL Nitrocellulose; GE Healthcare, Chandler, AZ, USA)로 이동시켰다. 실온에서 약 1시간 동안 5% skim milk로 membrane을 blocking하고 1차 항체를 4℃에서 overnight로 반응시킨 후, 2차 항체를 상온에서 3시간 동안 반응시켰다. ECL 용액(BioFact, Daejeon, Republic of Korea)로 반응시키고 LAS-4000 mini (Fujifilm Life Science, Cambridge, MA)을 이용하여 발현을 분석하였다.

      핵 분획 분석 − 핵 추출물은 제조사의 지침(Active Motif, Carlsbad, CA, USA)에 따라 키트를 사용하여 수행하였다. RAW 264.7 세포를 60 mm dish에서 배양하고 PCG를 농도별로 전처리한 후 LPS를 처리하였으며, PBS를 이용하여 수집하였다. 세포에 완충 버퍼(20 mM HEPES, pH 7.9, 1.5 mM MgCl2, 10 mM KCl)을 넣고 얼음 위에서 15분 배양한 후 원심분리하여 회수하였다. 그런 다음, 다른 반응 버퍼(20 mM HEPES, pH 7.9, 25% glycerol, 420 mM NaCl, 0.2 mM EDTA, 1.5 mM MgCl2)를 사용하여 얼음 위에서 30분간 추출한 뒤, 원심분리하여 상층액을 회수하였다. 이후 과정은 단백질 농도를 정량한 후, 전기영동하여 발현을 확인하였다.

      분자 도킹 − PCG의 결합 모드를 예측하기 위해, Schrödinger Suite 2025-3 (Schrödinger, LLC, New York, NY, USA, 2025)를 사용하여 glide docking 연구를 수행하였다. IKKβ 구조는 단백질 데이터 은행(PDB ID: 4KIK)에서 얻었고 Maestro의 Protein preparation wizard를 사용하여 단백질 구조에 대한 보정을 진행하였으며, PCG 준비는 OPLS force field를 사용하여 진행하였다. Glide docking을 위한 Receptor grid box는 복합체 내에 결합된 K252a를 중심으로 15 Å × 15 Å × 15 Å 크기로 생성하였다. PCG의 Glide docking은 standard precision (SP)를 통해 수행하였다.

      통계처리 − 본 연구는 최소 3회 반복 수행되어 얻어진 결과이며, 개별 실험에서 도출된 평균치와 표준편차로 표시하여 통계적인 분석을 진행하였다. 데이터 정규성은 Shapiro-Wilk 검정을 사용하였으며, 결과의 통계적 유의성은 one-way ANOVA 분석을 시행하였고 여러 그룹 간 비교는 Tukey-Kramer test를 사용하여 평가하였다. 통계적 유의성은 p<0.01 수준에서 검정하였다.

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      염증 반응의 마스터 스위치로 알려진 IKKβ는 NF-κB 활성에서 핵심적인 역할을 하며, 이를 표적으로 하는 것은 강력한 항염증 전략이 될 것으로 기대된다.19) 본 연구에서는 PCG가 LPS로 유도된 대식세포에서 항염증에 대한 영향 및 기전에 대한 영향을 평가하였다. 먼저, RAW 264.7 세포에서 PCG의 세포 독성에 대한 영향을 조사하기 위해 MTT 및 LDH 분석을 실시한 결과, PCG 1-10 μM 농도에서 세포 생존율 및 세포 독성에 대한 영향이 나타나지 않음을 확인하였다(Fig. 1A, 1B). 따라서 이후 실험은 독성이 나타나지 않은 1-10 μM 농도에서 실시하였다.

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          Effects of PCG on cell viability and cytotoxicity of RAW 264.7 cells. Cells were treated with PCG at 1-50 μM for 24 hr. (A) Cell viability was measured by MTT assay, and (B) cytotoxicity was assessed by LDH assay. The data represents the means of three independent experiments. *Significantly different from control at P < 0.01.
        
        

        

      

      대식세포에서 LPS 자극은 nitric oxide (NO) 및 TNF-α, IL-1β, IL-6와 같은 전염증성 사이토카인의 분비를 유도한다.20) 이러한 사이토카인들은 급성 및 만성 염증 반응을 일으켜 다양한 염증 관련 질환에서 중요한 역할을 한다.21) TNF-α는 대식세포를 활성화하고 다른 촉진염증성 사이토카인 및 내피 부착 분자를 유도하여 염증 유도 및 지속에 핵심적인 역할을 하며,22) IL-1β 역시 LPS에 의해 유도되어 세포나 조직 손상을 발생시킨다.23) 면역 체계에서 중요한 역할을 하는 사이토카인인 IL-6는 염증 자극 시 선천 및 후천 면역 반응을 조절하는 핵심인자로 과도한 분비는 만성 염증성 질환과 밀접한 연관이 있으며,24) 이 사이토카인들은 NF-κB 신호 경로에 의해 조절될 뿐 아니라 다량의 NO를 생성하는 것으로 알려져 있다. 본 연구 결과에서 PCG는 LPS로 유도된 NO 생성을 유의미하게 억제하였으며(Fig. 2A), LPS로 유도된 TNF-α, IL-1β 및 IL-6의 분비는 PCG에 의해 효과적으로 감소되었다(Fig. 2B-D). 뿐만 아니라, PCG의 처리는 TNF-α, IL-1β 및 IL-6의 mRNA 발현을 현저하게 감소시켰다(Fig. 3A-C). 과도하게 생성된 NO는 iNOS (NO synthase) 및 COX-2를 유도하고 이는 염증을 일으켜 조직 및 신경 손상을 유발하게 된다.25) 증가된 iNOS 및 COX-2는 다양한 염증성 질환, 암 발생에도 관여하는 것으로 알려져 있다.26) 특히, COX-2는 COX의 서브유닛 중 하나로 COX-1은 주로 혈소판 형성 및 장기 기능에서 중요한 역할을 하는 반면, COX-2는 염증 부위에 과발현되어 염증 반응을 매개하는 것으로 여겨진다.27,28) 따라서, iNOS 및 COX-2에 대한 mRNA 발현을 확인한 결과 LPS에 의해 유도된 iNOS 및 COX-2의 발현은 PCG에 의해 농도 의존적으로 억제되었음을 확인하였다(Fig. 3D, 3E). 본 연구 결과들은 PCG가 NO 생성 억제를 넘어 염증 사이토카인 생성을 강력하게 제어할 수 있음을 의미한다.

      
        
        

        Fig. 2. 
				
        

        
          Effect of PCG on NO production and pro-inflammatory cytokine secretion in RAW 264.7 cells. The cells were pre-treated with 1-10 μM PCG for 3 hr and treated with 100 ng/ml LPS for 24 hr. (A) Production of NO was measured in the medium of the cells. Pro-inflammatory cytokine secretion of (B) TNF-α, (C) IL-1β, and (D) IL-6 was assessed by ELISA analysis. The data represents the means of three independent experiments. *Significantly different from control at P < 0.01. #Significantly different from LPS-treated cells at P < 0.01.
        
        

        

      

      
        
        

        Fig. 3. 
				
        

        
          Effect of PCG on the mRNA expression levels of pro-inflammatory cytokines and inflammatory enzymes. The cells were pre-treated with 1-10 μM PCG for 3 hr and treated with 100 ng/ml LPS for 6 hr. The mRNA levels of (A) TNF-α, (B) IL-1β, (C) IL-6, (D) iNOS, and (E) COX-2 were normalized by RT-PCR. The data represents the means of three independent experiments. *Significantly different from control at P < 0.01. #Significantly different from LPS-treated cells at P < 0.01.
        
        

        

      

      IKK는 염증 반응에서 핵심적인 역할을 하는 인자로, 최근 연구에서 IKK 억제제가 ATP 결합 부위의 밖에 결합하여 구조를 안정화시키고 활성화를 억제하는 것으로 보고된 바 있다.29-31) NF-κB와 결합한 IκB의 인산화를 통해 분해를 유도하여 NF-κB가 핵 내로 이동하도록 하며, IκB의 인산화는 IKK 복합체 중 주로 IKKβ에 의해 일어난다.32-34) 본 연구 결과에서 PCG는 LPS로 유도된 IKKβ, IκB 및 NF-κB의 인산화를 유의적으로 억제하였다(Fig. 4A). 또한, NF-κB의 핵 내 이동에 대한 PCG의 영향을 확인하기 위해 핵 분획 분석을 수행하였다. 그 결과, LPS에 의해 증가한 NF-κB의 핵 내 이동이 PCG에 의하여 농도 의존적으로 유의미하게 감소하였으며, 세포질에서는 LPS에 의해 감소한 NF-κB의 양이 PCG에 의해 증가하는 것을 확인하였다(Fig. 4B). 이러한 실험 결과는 PCG가 IKKβ 및 NF-κB 전사 경로를 완벽하게 억제함으로써 항염증 효과를 나타냄을 시사한다.

      
        
        

        Fig. 4. 
				
        

        
          Effect of PCG on the expression of the NF-κB signaling pathway. The cells were pre-treated with 1-10 μM PCG for 1 hr and treated with 100 ng/ml LPS for 30 min. (A) The phosphorylation of IKKβ, IκB, and NF-κB was detected by western blot. Additionally, the cells were pre-treated with 1-10 μM PCG for 1 hr and treated with 100 ng/ml LPS for 3 hr. (B) The nuclear and cytosol protein fractions of NF-κB were evaluated by western blot. The data represents the means of three independent experiments. *Significantly different from control at P < 0.01. #Significantly different from LPS-treated cells at P < 0.01.
        
        

        

      

      또한, PCG와 IKKβ 간의 결합 모드를 분석하기 위해 IKKβ의 X-ray 결정 구조(PDB ID: 4KIK)를 바탕으로 Schrödinger Suite 2025-3 (Schrödinger, LLC, New York, NY, USA, 2025)의 Glide 모듈을 이용하여 molecular docking을 수행하였다. 제안된 결합 모델은 ATP-binding pocket 내부에 위치한 staurosporine 유사체인 K252a와 함께 해당 pocket의 입구에 결합한 PCG의 binding model을 보여준다. 분석 결과, PCG는 큰 부피와 비평면적인 3차원 구조로 인해 ATP 결합 부위 내부에 들어가지 못하고, 입구 쪽에 결합하는 것으로 나타났다(Fig. 5A, 5B). PCG 구조 내 풍부한 hydroxyl groups들은 N-terminal kinase domain (KD)의 Leu21 및 Lys147 잔기와 hydrogen interaction을 형성한다. 특히 생리적 조건에서 양성자화된 형태(NH3+)로 존재하는 Lys147은 PCG의 두 hydroxyl group과 각각 수소 결합을 형성한다. 또한, 생체 조건에서 deprotonation되어 음전하를 띠는 PCG의 carboxyl group은 양전하를 띠는 Arg20 잔기와 hydrogen interaction 뿐만 아니라 ion-ion interaction도 이룬다. 결과적으로 이러한 강한 분자 간 상호작용을 바탕으로, PCG는 부분적으로 개방된 ATP-binding pocket 입구 부근에서 IKKβ와 강하게 결합을 형성하는 것으로 판단된다(Glide score = -6.414 kcal/mol). 종합하면, 이는 PCG가 IKKβ의 ATP-binding pocket 입구 부위와 상호작용이 가능함을 보여주며, PCG의 항염증 효과가 앞의 분자 시뮬레이션에서 예측된 IKKβ/NF-κB 신호 및 상위 신호 전달 차단 메커니즘에 부합하는 결과임을 시사한다.

      
        
        

        Fig. 5. 
				
        

        
          Binding modeling of PCG and IKKβ. (A) Proposed binding model of PCG (pink-ball-rod model) bound to the entrance of the ATP-binding pocket within the N-terminal kinase domain (KD, ribbon model) of IKKβ. Superimposed with the X-ray crystal structure of the staurosporine analog K252a (gray bar model) bound inside the ATP binding site. (B) 2D ligand interaction diagram between PCG and IKKβ residues.
        
        

        

      

    

    

  
    
      결 론
      본 연구에서는 대식세포 RAW 264.7에서 PCG의 LPS에 의해 유도되는 염증 반응에 대한 억제 효과를 조사하였다. PCG는 IKKβ의 ATP-binding pocket 입구와 상호작용을 형성함으로써, IKKβ/NF-κB 경로 조절 가능성이 있다. 이러한 결과는 실제 세포 실험에서 LPS에 의해 유도된 NO 생성뿐 아니라 TNF-α, IL-1β, IL-6 및 iNOS, COX-2 분비 및 발현을 농도 의존적으로 억제하였으며, IKKβ, IκB, NF-κB의 인산화 및 NF-κB의 핵 내 이동을 강력하게 저해하였다. 이러한 결과들은 PCG가 IKKβ를 직접 차단하는 새로운 천연 항염증 약물 후보 물질의 가능성을 나타내며, 높은 물리적 타당성과 세포 내 효능을 충분히 갖추었음을 시사한다.
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