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            초록
          
        

        
          Parkinson's disease (PD) is a multifactorial neurodegenerative disorder driven by the complex interplay of oxidative stress, mitochondrial dysfunction, dysregulated dopamine metabolism, and α-synuclein aggregation. Despite extensive efforts, effective pharmacological interventions are still lacking that can target and regulate these pathological factors to cure PD. In this study, we investigated the neuroprotective potential of the Ribes fasciculatum methanolic extract (MRF) in Caenorhabditis elegans PD model. MRF treatment significantly attenuated dopaminergic neuronal loss and improved locomotor function in both wild-type worms exposed to MPP⁺ and cat-2-overexpressing mutants. In addition, MRF reduced intracellular ROS accumulation and enhanced survival under MPP⁺-induced oxidative stress condition. Furthermore, it reduced α-synuclein aggregation and oligomer formation in NL5901 transgenic worms, suggesting the inhibition of proteotoxicity. These findings indicate that MRF exerts multi-target protective effects by concurrently modulating redox balance, protein homeostasis, and mitochondrial function. The findings underscore the therapeutic promise of MRF as a multifaceted modulator that can address the intricate pathophysiology of PD.
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      파킨슨병(Parkinson's disease, PD)은 중대뇌 흑질의 도파민 신경세포가 점진적으로 사멸하면서 운동 지연, 경련, 인지 장애 등을 초래하는 대표적인 신경퇴행성 질환이다.1) 특히, 도파민 신경세포 내에 알파-시누클레인(α-synuclein) 단백질이 비정상적으로 응집된 루이소체의 형성이 특징적으로 나타난다. 파킨슨병은 명확한 단일 원인보다는 여러 병인 인자가 복합적으로 작용하는 다요인성 질환으로 알려져 있다. 현재까지 알파-시누클레인 단백질의 응집, 도파민 대사 이상, 미토콘드리아 기능 저하 등 다양한 병리적 경로가 파킨슨병의 발병과 연관된 것으로 제시되어 왔으며, 이들 기전에서 산화 스트레스가 공통된 매개 요인으로 작용함이 밝혀지고 있다.2) 실제로 파킨슨병 환자의 뇌조직에서는 산화된 지질, 단백질 및 DNA의 축적이 관찰되는 등 만성적인 산화적 손상의 근거가 보고된 바 있다.3)

      MPP⁺(1-methyl-4-phenylpyridinium)는 도파민 수송체를 통해 도파민 신경세포에 선택적으로 유입되는 신경독성 물질로, 파킨슨병의 병태생리를 모사하는 실험 모델로 널리 사용되고 있다. 세포 내로 유입된 MPP⁺는 미토콘드리아 전자 전달계 complex I의 활성을 저해하여 ATP 생성 저해와 함께 과도한 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)의 생성을 유도함으로써, 도파민 신경세포의 기능 저하와 세포사멸을 초래한다.2) 도파민 대사 과정 또한 ROS의 주요 발생 경로로 작용하며, 알파-시누클레인의 기능이 손실될 경우 도파민 축적과 산화 스트레스의 악화로 이어진다.4,5) 이처럼 알파-시누클레인 응집, 도파민 산화, 미토콘드리아 기능 저하는 각각 독립적인 병인처럼 보이지만, 실제로는 ROS을 매개로 서로 긴밀히 연계되어 병리적 변화를 증폭시킨다. 따라서 산화 스트레스의 조절은 복합적인 병리 기전을 동시에 완화할 수 있는 효과적인 접근법으로 주목받고 있다.

      파킨슨병 치료에 복합 병인 조절의 필요성이 부각되면서, 최근 천연물 유래 물질들이 다중표적 작용(multi-targeting)으로 신경보호 효과를 나타낼 수 있음에 관심이 증가하고 있다. 한 예로, 커큐민(curcumin)은 항산화 및 항염증 작용을 통해 파킨슨병 모델에서 알파-시누클레인 응집을 억제하고 도파민 신경세포의 사멸을 완화하는 효과가 보고된 바 있다.6)

      칠해목(Ribes fasciculatum)은 우리나라에서 자생하는 다년생 관목으로, 전통적으로 옻나무 수액에 의한 피부 자극을 완화하는 데 사용되어 왔다. 현재까지 보고된 칠해목의 약리작용 및 구성 성분에 대한 연구는 매우 제한적이나, 선행 연구에 따르면 항노화, 항알레르기, 항염증, 진통 효과 등이 보고된 바 있다.7-11) 특히 과산화수소로 유도한 신경세포 독성 모델에서 칠해목 추출물이 신경세포 생존율을 높이고 산화 손상을 억제하는 효과가 보고된 바 있으며,12) catechin, gallocatechin, quercitrin 등 항산화 활성을 지닌 성분들이 칠해목으로부터 분리되었다고 알려져 있다.7) 선행 연구 결과를 종합해 볼 때, 칠해목 추출물이 도파민 신경보호 효능이 있을 것으로 추정되어 본 연구에서는 도파민 신경세포를 가지고 있고 신경 퇴행 매커니즘이 잘 보존되어 있는 예쁜꼬마선충(Caenorhabditis elegans) 모델을 이용해 칠해목 메탄올 추출물(methanolic extract of Ribes fasciculatum, MRF)의 항파킨슨 효과를 조사하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      실험재료 – 실험에 사용된 재료(칠해목, Ribes fasciculatum)는 전북특별자치도에 위치한 해인약업사에서 구입하였으며, 전용덕 교수(우석대학교 한약학과)의 감정을 거쳐 건조하여 (WH083) 우석대학교 약학대학 한약학과에 보관하였다. 건조된 줄기 및 가지 3 kg은 메탄올(12,000 mL)을 용매로 초음파 추출기에서 50℃로 2 시간 동안 추출하였으며, 이후 회전식 농축기를 이용해 100.64 g(수율 : 3.021%)으로 농축하였다. 최종 추출물은 동결 건조 후 –20℃에서 보관하였다.

      실험동물 – 본 실험에 사용된 예쁜꼬마선충(Caenorhabditis elegans) Bristol N2 및 대장균(Escherichia coli) OP50 균주를 포함한 모든 선충 계통은 Caenorhabditis Genetic Center (CGC; University of Minnesota, Minneapolis, MN)로부터 분양받았다. 실험에 사용된 형질전환 선충은 NL5901 (pkIs2386, unc-54p::alphasynuclein::YFP), BZ555 (egIs1, Pdat-1::GFP), UA57 (baIs4, Pdat-1::GFP; Pdat-1::CAT-2), TK22 (kn1, mev-1)이 있다. 선충은 E. coli OP50를 도말한 nematode growth medium (NGM) 한천 배지에서 20℃로 배양하였으며,13) 칠해목 추출물은 D.W.에 적절한 농도로 용해한 후 멸균된 NGM 배지에 첨가하였다.

      생존 실험 – 동일한 성장 단계(L1)의 선충을 0, 25, 50, 100 μg/mL 농도의 칠해목 추출물이 포함된 액체 배지에서 2시간 동안 전처리한 후, 1 mM MPP+를 처리하였다. 24시간 경과 후 선충의 생존 여부를 평가하였으며, 백금 와이어에 의한 물리적 자극에 반응하지 않는 개체는 사멸한 것으로 판정하였다.

      도파민 신경퇴화 평가 – 성장 단계가 동일한(young adult) BZ555 선충을 칠해목 추출물이 첨가된 다양한 농도의 액체 배지에서 2시간 동안 전처리한 뒤, 4 mM MPP+를 처리하여 96시간 동안 배양하였다. UA57 선충은 칠해목 추출물이 포함된 NGM 배지에서 L4 단계부터 14일간 배양하였다. 도파민 신경세포의 형태학적 분석을 위해 선충을 20% sodium azide로 마취한 후 형광현미경(Nikon Eclipse Ni-u, Japan)을 이용하여 8개 도파민 신경(4 CEP, 2 ADE, 2 PDE)에 발현된 형광단백질(GFP)의 형광 신호를 관찰하였다.

      먹이 탐지 능력검정 – 본 연구에서는 도파민 신경 기능 중 하나인 먹이 탐지 능력(basal slowing movement)을 평가하기 위해 Sawin의 방법을 일부 변형하여 적용하였다.14) 성장 단계가 동일한 성체 1일차 선충을 OP50가 없는 배지와 있는 배지에 옮긴 후, NIS program (Nikon Imaging Software, Japan)을 이용하여 이동 거리를 측정하였다. 이후 두 조건 간 이동 거리의 감소율을 산출하여 선충의 먹이 탐지 능력을 분석하였다.

      선충 세포 내 활성산소종 측정 – 동일한 성장단계의 N2 선충을 칠해목 추출물이 농도별로 처리된 배지에서 배양한 후, 성체 1일차에 4 mM MPP+을 처리하여 1시간 동안 산화스트레스를 주었다. 이후 H2DCF-DA (25 μM)를 첨가한 후, microplate reader (Glomax-Multi+, Promega, USA)를 사용해 excitation 490 nm, emission 510-570 nm 조건에서 0, 30, 60, 90분 간격으로 형광 강도를 측정하였다.

      운동성 및 몸체 요동 측정 – UA57 선충을 L4 단계부터 다양한 농도의 칠해목 추출물이 첨가된 NGM 배지에서 14일간 배양한 후, M9 buffer로 세 차례 세척하여 먹이가 없는 배지로 옮겼다. 이후 30초 동안의 이동 거리를 NIS program (Nikon Imaging Software, Japan)을 이용해 측정하였으며, 동일한 개체를 두 번 반복 관찰하여 평균값을 산출하였다. 선충의 몸체 요동은 M9 buffer 내에서 머리와 꼬리가 같은 방향으로 굽는 횟수를 기준으로 10초간 측정하였으며, 마찬가지로 동일 개체에 대해 두 차례 측정하여 평균값을 구하였다.

      알파-시누클레인 응집 분석 – 알파-시누클레인 응집에 대한 약물의 효과를 평가하기 위해 인간 알파-시누클레인을 발현하는 형질전환 선충 NL5901 (α-synuclein::YFP)을 사용하여 실험을 수행하였다. 동일한 성장 단계의 선충을 NGM 배지에서 성체 4일까지 배양한 후, 알파-시누클레인에 결합한 YFP 형광 신호 관찰을 위해 10% sodium azide로 마취시켜 형광현미경(Nikon Eclipse Ni-u, Japan)으로 분석하였다. 알파-시누클레인의 발현 강도는 촬영된 형광 이미지를 ImageJ 소프트웨어로 정량 분석하여 평가하였다.

      도트블롯분석 – 알파-시누클레인의 응집 정도를 평가하기 위해 NL5901 선충을 성체 4일차에 M9 buffer로 3회 세척한 후, 단백질을 추출하였다. 단백질 추출은 homogenization buffer (10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, pH 7.5)를 사용하여 선충을 분쇄하는 방식으로 수행하였다. 정량한 단백질 시료 10 μL를 nitrocellulose membrane에 점적한 뒤, 5% skim milk로 처리하였다. 이후 membrane은 oligomer 및 fibril에 특이적인 1차 항체(1:3000, 5% skim milk 희석)에 1시간 반응시켰으며, 세척은 PBST로 3회 수행하였다. 이어서 HRP가 결합된 rabbit 2차 항체(1:5000, 1×PBS 희석)를 사용하여 oligomer는 1시간, fibril은 2시간 동안 면역 반응시킨 후, PBST로 5회 세척하였다. 표지 반응은 제조사 지침에 따라 ECL 키트(Bio-Rad, Berkeley, CA, USA)를 이용해 검출하였으며, 각 밴드의 강도는 ImageQuant 소프트웨어를 사용하여 densitometry로 정량 분석하였다.

      통계 분석 – 통계 분석은 OriginPro 소프트웨어 2023 (10.0)을 이용하여 수행하였고, 모든 데이터는 평균 ± 표준편차(mean ± S.D.)로 표시하였다. 그룹 간 유의성 평가는 oneway ANOVA 후 Tukey 사후검정을 통해 실시하였고, 통계적 유의성은 각각 *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 수준에서 판정하였다.

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      MPP+로 유도된 도파민 신경퇴화에 대한 칠해목 추출물의 보호 효과 – 본 연구에서는 파킨슨병 모델 선충을 이용하여 칠해목 추출물의 도파민 신경보호 효과를 평가하였다. 먼저 도파민 신경세포의 선택적 퇴화를 유도하는 MPP⁺ 독성에 대한 생존율을 분석한 결과, MPP⁺ 처리에 따라 선충의 생존율은 43.73%로 감소하였으나, 100 μg/mL의 칠해목 추출물을 병행 처리한 군에서는 77.49%로 유의한 증가를 보였다(Fig. 1A). 다음으로, 도파민수송체(dat-1p)에 형광단백질이 결합된 형질전환 선충(BZ555)을 이용하여 도파민 신경세포의 형태적 변화를 관찰하였다. MPP⁺를 처리한 대조군에서는 도파민 신경세포의 소실 또는 퇴화가 관찰되었으나(51.86%), 칠해목 추출물 처리군에서는 농도 의존적으로 신경세포 보존 효과가 나타났고(65.28%, 74.20%, 85.63%), 최고 농도에서는 대조군 대비 30.47% 높은 보존율을 보였다(Fig. 1B, 1C). 이에 따라 칠해목 추출물의 신경보호 효과가 도파민 신경 기능의 회복으로 이어지는지를 확인하고자 도파민 신경계에 의해 조절되는 먹이 탐지 능력(basal slowing response)을 분석하였다. 실험 결과, 정상 선충은 먹이 노출 시 이동 속도가 82.70% 감소했지만, MPP⁺ 처리군은 27.45% 감소에 그쳤다. 반면, 칠해목 추출물을 처리한 선충에서는 농도 의존적으로 먹이 탐지 능력이 회복되었으며, 최고 농도에서 64.93%의 감속 반응을 보였다(Fig. 1D). 이러한 결과는 칠해목 추출물이 도파민 신경세포의 형태적 손상뿐만 아니라 기능적 손상 또한 효과적으로 완화할 수 있음을 시사한다.

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          Effects of MRF on the chemically-induced DA neurodegeneration in C. elegans. (A) Survival rate of wild-type worms following 24 h exposure to 1 mM MPP⁺ from the L1 stage. (B) GFP expression in the dopaminergic neurons of 4mM MPP⁺-treated transgenic BZ555 worms (Pdat-1::GFP) was visualized under a fluorescence microscope at 400× magnification. The key features highlighted include the cell bodies of cephalic (arrowhead) and anterior deirid (arrow) neurons. (C) All eight DA neurons were manually assessed by analyzing GFP fluorescence of BZ555 worms. (D) The basal slowing response was calculated by measuring the velocity of 4mM MPP⁺-treated wild-type worms on both food-coated and non-coated plates. (E) Intracellular ROS levels measured spectrophotometrically at excitation 490 nm and emission 510–570 nm, recorded every 30 min for 90 min. (F) Survival rate of TK22(mev-1) worms following 24 h exposure to 1 mM MPP⁺ from the L1 stage. Data represent mean ± S.D. from three independent experiments. ###p < 0.001 vs. vehicle-treated control; **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. MPP⁺-treated control.
        
        

        

      

      도파민 신경세포의 보존 및 기능 회복 효과가 확인됨에 따라, 본 연구에서는 해당 효과가 산화 스트레스 경감과 관련이 있는지를 규명하고자 ROS 조절 능력을 분석하였다. ROS은 세포 신호전달과 항상성 유지에 필수적이나, 과도하게 축적될 경우 DNA, 지질, 단백질을 손상해 세포사멸을 유발할 수 있다.15) 특히 뇌는 높은 대사율과 풍부한 불포화지방산, 낮은 항산화 방어 능력으로 인해 산화 스트레스에 취약한 기관이다.16) 이에 본 연구에서는 산화 스트레스 조건에서 칠해목 추출물의 ROS 조절 효과를 분석하였으며, 칠해목 추출물 처리군에서 세포 내 ROS 생성이 농도 의존적으로 유의하게 감소함을 확인하였다(Fig. 2E). 이러한 선충 내 ROS 제거 효과는 mev-1 돌연변이 선충을 이용한 추가 실험에서도 확인되었다. mev-1 돌연변이는 미토콘드리아 전자전달계 복합체 II의 구성 요소인 succinate dehydrogenase cytochrome b의 기능 이상으로 인해 ROS 생성이 증가하며, 산화 스트레스에 민감한 것으로 알려져 있다.17) 해당 모델을 이용한 생존율 분석 결과, MPP⁺ 처리 시 칠해목 추출물 처리군은 대조군(23.85%) 대비 유의하게 높은 생존율(62.27%)을 보였다(Fig. 2F). 이러한 결과는 칠해목 추출물이 산화 스트레스에 취약한 조건에서도 도파민 신경세포를 효과적으로 보호하며, ROS 조절을 통해 미토콘드리아 기능과 에너지 대사의 회복에 관여했을 가능성을 보여준다.

      
        
        

        Fig. 2. 
				
        

        
          Effects of MRF on the genetically-induced DA neurodegeneration in C. elegans (A) Representative GFP fluorescence in dopaminergic neurons of aged UA57 worms (Pdat-1::GFP; Pdat-1::CAT-2), imaged at 400× magnification using a fluorescence microscope. The key features highlighted include the cell bodies of cephalic (arrowhead) and anterior deirid (arrow) neurons. (B) Quantification of intact DA neurons in UA57 worms based on manual analysis of GFP signals from all eight neurons. (C) The travel distance of aged UA57 worms was monitored and recorded using a behavioral tracking system. (D) Body thrashing behavior was observed for 10 seconds in the same group of worms. Data are presented as mean ± S.D. from three independent experiments. **p < 0.01 and ***p < 0.001 vs. vehicle-treated control.
        
        

        

      

      유전적 요인에 대한 칠해목 추출물의 신경보호 효과 – 도파민 대사 이상이 유도하는 신경퇴행에 대한 칠해목 추출물의 신경보호 효과를 평가하기 위해, tyrosine hydroxylase(TH)의 선충 상동유전자인 cat-2를 과발현 하는 형질전환 선충(UA57)을 활용하였다. 도파민 생합성의 속도 제한 효소인 TH의 과발현은 도파민 산화를 증가시키며, 이 과정에서 생성되는 ROS과 3,4-dihydroxyphenylacetaldehyde(DOPAL)와 같은 반응성 대사산물은 신경세포 독성을 유발한다.18) 특히 DOPAL은 α-시누클레인의 구조를 변형시켜 응집을 유도하는 것으로 알려져 있으며, 이는 in vitro 및 in vivo 연구뿐 아니라 파킨슨병 환자의 뇌 조직에서도 관찰된 바 있다.19, 20) 이러한 병리적 기전을 바탕으로, 본 연구에서는 UA57 모델에서 칠해목 추출물의 신경보호 효과를 분석하였다. 그 결과, 대조군의 도파민 신경세포 보존율이 56.46%에 불과했던 반면, 추출물 처리군에서는 농도 의존적으로 보존율이 증가하였으며, 최고 농도에서는 87.66%에 도달하였다(Fig. 2A, 2B). 이러한 신경세포 보존은 기능적 회복으로도 이어져, 최고 농도 처리 시 선충의 이동 거리는 대조군 대비 89.47% 증가하였고, 몸체 요동(thrashing) 빈도 역시 82.99% 향상되었다(Fig. 2C, 2D). 이러한 결과는 칠해목 추출물이 도파민 대사 이상에 의해 유도된 신경 퇴행에 대해서도 유의한 보호 효과를 나타낼 수 있음을 시사한다.

      알파-시누클레인 축적 및 응집에 대한 칠해목 추출물의 억제 효과 – 파킨슨병에서 알파-시누클레인의 비정상적인 축적은 주요 병리 특징으로, 루이소체(Lewy bodies)라 불리는 단백질 내포물 형성을 유도하며 도파민 신경세포 손상과 밀접하게 관련되어 있다.21) 특히, 응집된 알파-시누클레인은 ROS 및 도파민 대사 산물과 상호작용하여 다양한 세포 내 독성 반응을 유발하고 병태를 악화시킨다.22) 이러한 알파-시누클레인의 축적은 도파민 신경세포의 퇴행 및 기능 저하로 이어지며, 이는 선충 모델에서도 유사하게 관찰된다. 이에 따라 본 연구에서는 형질전환 돌연변이인 NL5901를 활용하여 알파-시누클레인 과형성 및 응집의 변화에 대한 칠해목 추출물의 효과를 분석하였다. 실험 결과, 칠해목 추출물의 투여에 따라 알파-시누클레인의 응집이 감소함을 확인하였으며, 최고 농도에서 대조군 대비 19.66%의 감소를 나타냈다(Fig. 3A, 3B). 알파-시누클레인은 루이소체 형성 과정에서 oligomer 및 fibril 형태로 응집되며, 최근 연구에서 루이소체 자체보다도 이전 단계의 oligomer 알파-시누클레인이 주요한 신경독성 원인임을 강조하고 있다.22) Oligomer보다 구조적으로 더 응축된 형태인 fibril은 추가적인 응집체 형성을 유도하지 않지만, oligomer는 알파-시누클레인 단량체 및 다른 oligomer와 결합해 응집을 촉진하며, 이로 인해 미토콘드리아 손상을 유도하고 도파민 신경세포에 독성을 유발하는 것으로 보고되어 있다.23) 이에 본 연구에서는 알파-시누클레인 응집 억제 효과를 보다 정밀하게 분석하기 위해 도트 블롯(dot blot) 분석으로 응집체의 형태 변화를 관찰하였다. 그 결과, 칠해목 추출물 처리군에서는 대조군 대비 oligomer가 39.95%, fibril은 39.76% 감소하였다(Fig. 3C, 3D). 이러한 응집 억제에는 알파-시누클레인 단백질의 발현 감소가 일부 기여했을 가능성이 있으며, 이는 나아가 응집체 형성을 저해함으로써 단백질 분해 시스템(프로테아좀 및 오토파지)의 부담을 줄이고, 단백질 항상성(proteostasis) 유지와 함께 시냅스 기능 저하, 축삭 수송 장애, 미토콘드리아 및 소포체 스트레스 등 병리적 변화의 완화를 통해 도파민 신경세포 기능 보전에 기여했을 것으로 판단된다.24) 알파-시누클레인의 병리적 축적은 이처럼 세포 내 항상성을 무너뜨릴 뿐만 아니라, 도파민 대사산물 및 ROS과의 상호작용을 통해 미토콘드리아 기능 저하 등 다른 주요 병리 기전과도 긴밀히 연결되어 있다. 이러한 연관성을 고려할 때, 본 연구에서 확인된 칠해목 추출물의 알파-시누클레인 응집 억제 효과는 MPP+ 유도 신경독성 및 도파민 대사 이상에 대한 보호 효과와 상호작용하며, 파킨슨병의 복합적인 병태생리를 조절할 수 있을 것으로 기대된다. 이러한 결과는 칠해목 추출물이 복합적인 발병기전에 대응할 수 있는 천연물 기반 후보물질로서의 가치를 지님을 시사하며, 이를 더욱 명확히 규명하기 위한 후속 연구가 필요할 것으로 판단된다.

      
        
        

        Fig. 3. 
				
        

        
          Effects of MRF on the α-synuclein aggregation in C. elegans (A) Representative YFP fluorescence images of NL5901 (unc-54p::α-synuclein::YFP). (B) Quantification of YFP fluorescence intensity, expressed as a percentage relative to the vehicle-treated control group. (C) α-synuclein aggregation assessed by immune dot-blot analysis using lysates from NL5901 worms. (D) Densitometric quantification of dot-blot signals, expressed as relative intensity compared to the control. Data are presented as mean ± S.D. from three independent experiments. **p <0.01 and ***p <0.001 vs. vehicle-treated group.
        
        

        

      

    

    

  
    
      결 론
      본 연구에서는 선충 모델에서 칠해목 메탄올 추출물이 도파민 신경보호에 미치는 효과를 평가하였다. 칠해목 추출물의 투여는 MPP+ 및 TH 과발현으로 유도된 도파민 신경퇴화에 대해 우수한 보호 효과를 나타냈으며, 이러한 신경보호 작용은 칠해목의 산화 스트레스 완화 효과와 밀접한 관련이 있는 것으로 확인되었다. 또한, 파킨슨병의 핵심 마커인 알파-시누클레인의 응집을 유의하게 감소시키는 효과도 관찰되었다. 이상의 결과는 칠해목 추출물이 다양한 기전을 통해 도파민 신경세포 보호 효능을 나타내며, 향후 파킨슨병 치료제 개발에 있어 천연물 기반 후보물질로 활용될 가능성을 시사한다.
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