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            초록
          
        

        
          Mild cognitive impairment (MCI) is regarded as a prodromal stage of Alzheimer’s disease (AD), and enhancing cognitive function during this period is a crucial strategy to delay progression to dementia. This study investigated the effects of genkwanin on hippocampal synaptic plasticity, particularly long-term potentiation (LTP), a cellular mechanism underlying learning and memory. Genkwanin significantly enhanced LTP in acute hippocampal slices, suggesting its potential role in improving memory function. Moreover, genkwanin increased phosphorylation of the GluA1 subunit of AMPA receptors, indicating a mechanism contributing to synaptic strengthening. Notably, the LTP-enhancing effect of genkwanin was abolished by IEM-1460, a selective antagonist of calcium-permeable AMPA receptors (CP-AMPARs). These results suggest that genkwanin facilitates hippocampal synaptic plasticity via the GluA1–CP-AMPAR pathway, providing a potential mechanism for cognitive improvement in early neurodegenerative conditions.
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      경도인지장애(Mild Cognitive Impairment, MCI)는 일상생활능력은 보존되어 있지만 기억력, 주의력, 실행 기능 등 인지기능이 나이 및 교육 수준을 기준으로 예상되는 것보다 뚜렷한 저하가 나타나는 상태를 의미한다.1) 정상 노인에서 연간 1-2%가 치매로 이환되는, 경도인지 장애 환자를 추적 관찰 시 연간 10-15%, 6년 이내 약 80%가 치매로 이환 되는 것으로 알려졌다. 이는 경도인지장애가 신경퇴행성 변화와 연관되어 치매로 진행될 위험이 높으며, 경도인지장애 환자가 치매로 이환되기 이전에 적극적 관리가 필요하다는 점을 시사한다.2)

      인지 기능 개선 약물은 주로 신경전달물질 조절 또는 병리단백질 억제에 기반한다. Donepezil 등의 아세틸콜린에스테레이스 억제제는 아세틸콜린 분해를 억제하여 콜린성 신호를 강화한다.1) Memantine 등의 N-Methyl-D-aspartate (NMDA) 수용체 길항제는 과도한 글루탐산성 자극을 줄여 흥분독성을 완화한다. Lecanemab 등의 항아밀로이드 항체 치료제들은 아밀로이드 베타에 결합해, 뇌에 축적된 아밀로이드 플라크를 제거한다.3,4)

      이러한 접근은 주로 증상 완화나 진행 지연에 초점을 두고 있어 학습과 기억의 분자적 기반인 시냅스 가소성(long-term potentiation, LTP)을 직접적으로 강화하는 효과는 제한적이다.5,6) 이러한 한계를 보완할 수 있는 새로운 접근으로 칼슘 투과성 AMPA 수용체(calcium-permeable AMPA receptor, CP-AMPAR)가 대두되고 있다. CP-AMPAR은 GluA2 서브유닛이 결여된 형태로 칼슘 투과성을 지니며, 해마에서 LTP가 유도될 때 PKA 의존적 GluA1 인산화에 의해 시냅스에 일시적으로 삽입된다. 이 과정에서 CP-AMPAR을 통한 Ca2+ 유입이 발생하고, 이 신호가 CaMKII와 CREB 등 하위 경로를 활성화하여 LTP 형성의 핵심 분자적 기전으로 작용한다.7,8)

      기초 연구에서도 이러한 메커니즘이 확인되었다. 해마 절편에서 LTP 유도시 CP-AMPAR의삽입과함께강한 Ca2+ 유입이 관찰되며, 선택적 차단제(IEM-1460, NASPM) 처리 시 Ca2+ 신호가 차단되고 LTP가 억제된다.9) 또한 GluA1 결손 마우스는 공간기억과 작업기억 과제 수행에 결함을 보이지만, GluA1 신호가 정상적으로 작동할 경우 LTP와 학습 기능이 회복된다.10) 최근 천연물 연구에서도 3,4,5-trimethoxycinnamic acid methyl ester (TMCA)가 해마 절편에서 PKA–GluA1–CP-AMPAR 경로를 통한 Ca2+ 유입과 LTP 촉진을 유발하며, 이 효과는 CP-AMPAR 차단제 처리 시 소실되는 것으로 보고되었다.11) 이러한 결과들은 CP-AMPAR이 기존 약물 기전과 차별화되며, Ca2+ 유입을 매개로 학습과 기억 형성을 직접 조절하는 중요한 표적임을 보여준다.

      Genkwanin은 플라보노이드 계열 화합물로, 미세아교세포 억제, 항염증, 항산화 기능을 통해 신경보호에 기여할 수 있음이 보고되었다.5,12,13) 그러나 이러한 신경보호 효과에도 불구하고, 시냅스 가소성의 핵심 요소인 CP-AMPAR를 매개로 한 기전 연구는 아직 부족하다. 따라서 본 연구는 genkwanin이 PKA 의존적 GluA1 인산화를 유도하고, 이를 통해 CP-AMPAR의 시냅스 삽입과 Ca2+ 유입을 촉진하여 장기강화(long-term potentiation, LTP)를 증진시킬 수 있다는 가설을 세워 증명하고자 한다. 이를 통해 genkwanin이 PKA 의존적 GluA1 인산화를 매개로 CP-AMPAR의 시냅스 삽입과 Ca2+ 유입을 촉진하고, 이에 따른 시냅스 강화에 기여할 수 있음을 제시하고자 한다. 본 연구는 genkwanin의 시냅스 수준 기전을 규명함으로써, 향후 경도인지장애 및 치매와 같은 인지기능 장애의 치료 전략 탐색에 기초 자료를 제공할 수 있을 것이다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      재료 − Genkwanin (≥98% purity, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)은 dimethyl sulfoxide (DMSO)에용해하여 10 mM stock solution으로 제조하였으며, 사용 직전에 인공뇌척수액(aCSF)으로 희석하여 최종 농도 10, 30 및 100 μM로 처리하였다. CP-AMPAR 선택적 차단제 IEM-1460 (Tocris Bioscience, Bristol, UK)은 100 μM 농도로 사용하였다. PKA 저해제 H89 (10 μM, Tocris Bioscience)는대조실험에서사용하였다. 모든 시약은 실험 직전에 준비하여 사용하였다.

      실험동물 − 실험에는 6주령의 수컷 ICR 마우스(26–28 g, OrientBio, Seongnam, Korea)를 사용하였다. 동물은 22 ± 2°C, 상대습도 55 ± 5%, 12시간 명암주기(07:00–19:00)의 일정한 환경에서 사육하였으며, 물과 사료는 자유 급여하였다. 모든 동물실험은 건국대학교의 동물실험윤리위원회(Institutional Animal Care and Use Committee, IACUC)의 승인(KU25009)을 받아 수행되었다.

      해마 절편 준비 − 실험동물은 isoflurane으로 마취한 후 신속히 희생시켜 뇌를 적출하였다. 적출한 뇌는 얼음에 차갑게 냉각된 산소포화 인공뇌척수액(aCSF; 124 mM NaCl, 3 mM KCl, 1.25 mM NaH2PO4, 26 mM NaHCO3, 10 mM glucose, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2) 내에서보관하였다. Leica VT1200S vibratome (Leica Microsystems, Germany)을 사용하여 400 μm 두께의 해마 절편을 제작하였으며, 95% O2와 5% CO2로 포화된 aCSF에서 30°C로 유지하며 1시간 동안 회복시킨 후 전기생리학적 실험에 사용하였다.

      전기생리학적 기록 − Field excitatory postsynaptic potentials (fEPSPs)는해마 CA1 영역의 stratum radiatum에서 extracellular recording 방식으로 측정하였다. 자극 전극은 Schaffer collateral에, 기록전극은 CA1 영역에각각배치하였다. Baseline 반응은 0.05 Hz로 20 분간 안정적으로 기록하였으며, 장기강화(long-term potentiation, LTP)는 100 Hz의 고주파 자극(high-frequency stimulation, HFS)을 1 초 동안 3회, 20 초 간격으로 가하여 유도하였다. 기록된 fEPSP 기울기(slope)는 baseline 평균값 대비 백분율로 정규화(normalized)하여 분석하였다. 해마 절편을 genkwanin (10, 30 or 100 μM)을 포함한 aCSF에 2시간 동안 배양시켰고, IEM-1460 (100 μM)은 genkwanin 처리 30분전부터전처리하였다. 이후해마절편을 recording chamber에 놓고 측정을 시작하였다. 데이터 수집은 Axoclamp 700B amplifier와 pClamp 10.0 software (Molecular Devices, CA, USA)를 이용하였다.

      Western blot − 해마절편은 genkwanin (10, 30 or 100 μM)을 2시간 동안 처리한 후 ice-cold PBS로 세척하고, RIPA buffer (1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS)를 이용하여 단백질을 추출하였다. 단백질 농도는 BCA protein assay kit (Thermo Fisher Scientific, USA)로 정량하였다. 50 μg의 단백질을 10% SDS-PAGE로 분리한 후 PVDF membrane (Millipore, USA)으로 전이하였다. 1차 항체는 anti-pGluA1 (Ser845, 1:1000, Cell Signaling Technology, USA), anti-GluA1 (1:1000, Millipore), anti-β-actin (1:5000, Sigma-Aldrich)을 사용하였다. 2차항체는 HRP-conjugated goat anti-rabbit 또는 anti-mouse IgG (1:5000, Jackson ImmunoResearch, USA)를 적용하였다. 밴드는 ECL detection reagent (GE Healthcare, USA)로 검출하였으며, band intensity는 ImageJ software (NIH, USA)를 이용해 정량하였다.

      통계 분석 − 모든데이터는 mean ± SEM으로표시하였다. 통계 분석은 GraphPad Prism 10.0 (GraphPad Software, USA)을 이용하였으며, 두 집단 간 비교는 Student’s t-test, 세 집단 이상 비교는 one-way ANOVA 후 Tukey’s post hoc test를 실시하였다. p < 0.05를 통계적으로 유의한 차이로 간주하였다.

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      해마 시냅스 장기강화에 미치는 genkwanin의 영향 − Genkwanin이 시냅스 가소성에 미치는 영향을 확인하기 위해, 해마 절편의 Schaffer collateral–CA1 시냅스에서 field excitatory postsynaptic potential (fEPSP)을 기록하여 장기강화(long-term potentiation, LTP)를 분석하였다. 대조군에서는 고빈도자극(high-frequency stimulation, HFS) 처리시에도 normalized fEPSP slope은 소폭 증가 후 일정하게 유지되었다(Fig. 1A and 1D). 이는 대조군에서 LTP가 유도되었음을 의미한다. 반면, genkwanin (10, 30, 100 μM) 전처리군에서는 고빈도자극을 처리하였을 때, 농도 의존적으로 normalized fEPSP slope이 증가하는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 1B–1D). 고빈도자극 후 60분 후 fEPSP slope 평균값을 LTP 비율로 정량화(LTP ratio)한 결과, 100 μM genkwanin 처리군에서 대조군보다 뚜렷한 LTP 증가가 나타났으며, 이는 통계적으로 유의하였다(Fig. 1D, **p < 0.01). 이러한 결과는 genkwanin이 해마 시냅스에서 LTP를 증가시킴을 나타낸다.

      
        
        

        Fig. 1.  
				
        

        
          Effect of genkwanin on LTP in acute hippocampal slices. Representative field excitatory postsynaptic potential (fEPSP) traces recorded from Schaffer collateral–CA1 synapses are shown. (A–C) Time course of normalized fEPSP slope (% baseline) following high-frequency stimulation (HFS; 100 Hz, 1 s × 3 trains) in control and genkwanin-treated slices (10, 30, 100 μM). Genkwanin treatment markedly enhanced both the initial potentiation and the sustained increase in fEPSP slope for over 60 min, indicating a facilitation of long-term potentiation (LTP) induction. (D) Summary bar graph showing the mean LTP magnitude (normalized fEPSP slope, % baseline) measured 60 min after HFS. Genkwanin at 30 μM and 100 μM significantly increased LTP compared with the control in a concentration-dependent manner. Data are presented as mean ± SEM. Statistical significance was analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test (n = 6–8, **p < 0.01).
        
        

        

      

      해마 GluA1의 인산화에 미치는 genkwanin의 영향 − Genkwanin이 AMPA 수용체의 기능에 미치는 영향을 평가하기 위하여, 다양한 농도의 genkwanin (0, 10, 30, 100 µM)을 처리한 후 GluA1의 Ser845 위치에서의 인산화 수준(pGluA1-S845)을 Western blot을 통해 분석하였다. Genkwanin은 pGluA1-S845의 발현을 농도 의존적으로 증가시켰다(Fig. 2A and 2B). 반면, 총 GluA1 단백질 및 loading control로 사용된 actin의 발현 수준은 모든 조건에서 일정하게 유지되었다. pGluA1-S845의 발현을 총 GluA1에 대해 정량화한 결과, 100 µM genkwanin 처리군에서 대조군(0 µM)에 비해 유의하게 증가된 인산화 수준을 나타내었으며(*p < 0.05) (Fig. 2A and 2B), 이는 genkwanin이 GluA1으로 구성된 calcium-permeable AMPA 수용체의 시냅스 발현을 증가시킬 가능성이 있음을 의미한다.

      
        
        

        Fig. 2.  
				
        

        
          Effect of genkwanin on GluA1 phosphorylation. Western blot analysis of phosphorylated GluA1 at Ser845 (pGluA1) after genkwanin (10, 30 and 100 uM). Genkwanin significantly increased the pGluA1/GluA1 ratio, suggesting an enhancement of PKA-dependent GluA1 phosphorylation. β-actin was used as a loading control. Data are expressed as mean ± SEM, and statistical comparisons were made using one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test (n = 3, *p < 0.05).
        
        

        

      

      Genkwanin의 효과에 대한 칼슘 투과성 AMPA 수용체의 역할 − Genkwanin의 LTP 증가 효과가 GluA1으로 구성된 칼슘 투과성 AMPA 수용체의 영향을 받는지 확인하기 위해 CP-AMPAR의 선택적 길항제인 IEM-1460의 genkwanin의 효과에 대한 영향을 분석하였다. Genkwanin 단독 처리군에서는 대조군에 비해 유의적으로 높은 LTP가 나타났다(Fig. 3A and 3D). IEM-1460 단독 처리군에서 측정한 normalized fEPSP slope는 처리하지 않은 대조군과 비교하여 유의한 차이가 없었다(Fig. 3B and 3D). 반면, genkwanin이 촉진한 LTP가 IEM-1460과 병용 처리 시 억제되어, 대조군과 유사한 수준의 LTP가 관찰되었다(Fig. 3C and 3D). 이는 genkwanin이 CP-AMPAR 활성에 의존적으로 LTP를 촉진함을 시사한다.

      
        
        

        Fig. 3.  
				
        

        
          Correlation between genkwanin and CP-AMPAR. (A) Representative fEPSP traces recorded from Schaffer collateral–CA1 synapses are shown. (B–C) Pretreatment with the CP-AMPAR-selective antagonist IEM-1460 (50 μM) suppressed the genkwanin (10 μM)-induced increase in fEPSP slope. Although a transient potentiation was observed immediately after HFS, LTP decayed rapidly during the maintenance phase in the IEM-1460-treated group. (D) Bar graph summarizing the mean LTP magnitude measured 60 min after HFS. Co-application of IEM-1460 significantly attenuated Genkwanin-induced LTP enhancement compared with Genkwanin alone, indicating that the synaptic potentiation by Genkwanin is dependent on Ca2+ influx through CP-AMPARs. Data are presented as mean ± SEM. Statistical significance was analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test (n = 6–8, *p < 0.05).
        
        

        

      

      경도인지장애(Mild Cognitive Impairment, MCI)는 정상 노화와 알츠하이머병(Alzheimer’s disease, AD) 사이의 중간 단계로, 치매로의 전환 위험이 높은 것으로 알려져 있다.14,15) 선행연구에 따르면 MCI 환자의약 50–60%가 수년내 AD로 진행하며, 정상 노인에 비해 30배 이상 높은 발병 위험을 보인다.16) 이러한 점에서 MCI는치매예방및조기치료전략의 핵심 단계로 간주된다.2)

      그러나 현재까지의 치료 접근은 주로 신경전달물질 조절(예: 아세틸콜린에스터레이스 억제제, NMDA 수용체 길항제) 또는 병리 단백질(Aβ, tau) 축적 억제에 집중되어 있으며, 시냅스 수준에서의 기능 회복을 직접적으로 유도하는 기전 연구는 제한적이다.17,18)

      시냅스 가소성(synaptic plasticity)은 학습과 기억의 분자적 기반으로, 그 손상은 MCI 및 AD의 초기 병태생리와 밀접하게 연관되어 있다.19,20) 특히 해마에서의 장기강화(long-term potentiation, LTP)는 인지기능 유지에 필수적인 과정으로, AMPA 수용체의 활성 및 조절이 그 핵심에 위치한다. AMPA 수용체의 GluA1 서브유닛 인산화는 CP-AMPAR의 시냅스 삽입을 유도하여 Ca2+ 유입을 매개하고, 이는 시냅스 강화 및 기억 형성에 중요한 역할을 한다.21-23) 이러한 기전은 시냅스 수준의 조절을 통해 신경가소성을 회복시키는 물질의 탐색이 MCI의 조기 치료 전략에 있어 새로운 접근이 될 수 있음을 시사한다.24-26)

      최근 천연물 연구에서도 AMPA 수용체 조절을 통한 시냅스 가소성 증진 기전이 주목받고 있다. 예컨대, 3,4,5-trimethoxycinnamic acid methyl ester (TMCA)는 해마 절편에서 PKA–GluA1 인산화를 유도하여 CP-AMPAR 삽입과 LTP를 촉진하였으며, 선택적 CP-AMPAR 차단제(IEM-1460, NASPM) 처리 시 이러한 효과가 소실되는 것으로 보고되었다.11) 더불어 플라보노이드 계열 화합물들도 PKA–CREB 경로를 활성화하여 시냅스 강화와 기억 향상을 유도한 바 있다.27,28)

      본 연구에서는 genkwanin이 해마 절편에서 LTP 유도를 유의하게 향상시킴을 확인하였다. HFS(High-frequency stimulation)에 의해 유도된 fEPSP 기울기는 대조군에 비해 genkwanin 처리군에서 현저히 증가하였으며, 이는 장기강화의 유도 및 유지가 촉진되었음을 의미한다. Western blot 분석 결과, genkwanin은 GluA1의 Ser845 인산화를 유의하게 증가시켰다. 더불어 CP-AMPAR 선택적 차단제 IEM-1460 전처리 시 LTP 촉진 효과가 소실된 것은 genkwanin의 작용이 CP-AMPAR 매개 Ca2+ 유입을 통한 시냅스 강화에 의존함을 시사한다. 이러한 결과는 genkwanin이 GluA1–CP-AMPAR 경로를 활성화하여 시냅스 수준에서 LTP를 직접적으로 조절할 수 있음을 보여준다. 본 연구의 메커니즘은 TMCA 등 유사 천연물 연구들과 기저 경로를 공유하면서도 genkwanin은 GluA1 서브유닛의 Ser845 인산화를 촉진함으로써 PKA 활성화 경로를 자극하였으며, 그 결과 CP-AMPAR의 시냅스막 삽입이 증가하고 이를 통한 세포 내 Ca2+ 유입이라는 보다 구체적이고 기전을 제시한다는 점에서 차별성을 가진다. 더불어, CP-AMPAR은 LTP 유도 초기 단계에서 일시적으로 발현되어 Ca2+ 신호를 매개하며, 이는 CaMKII 및 CREB 경로 활성화를 통해 시냅스 후 구조의 재조직화와 장기적 시냅스 강화로 이어지는 것으로 알려져 있다.18,22,29) 이러한 결과는 genkwanin이 단순한 항산화 또는 항염증 작용을 넘어서 시냅스 수준에서 직접적으로 가소성 변화를 유도할 수 있음을 시사한다.

      한편, 본 연구는 해마 절편(ex vivo) 수준에서 수행되었기에 genkwanin의 시냅스 강화 효과가 in vivo 수준의 학습 및 기억 능력 향상으로 이어지는지는 추가적인 행동 실험을 통해 확인해야 한다. 또한 GluA1 인산화 및 CP-AMPAR 조절 외에도 genkwanin이 MAPK, CREB, BDNF 등 다른 신호경로에 미치는 영향을 통합적으로 분석할 필요가 있다. 향후 연구에서는 장기 투여 모델 및 동물 행동 실험을 통해 genkwanin의 시냅스 가소성 조절이 실제 인지 기능 향상으로 연결되는지를 규명하는 것이 중요하다.

    

    

  
    
      결 론
      종합하면, 본 연구는 genkwanin이 GluA1 인산화를 유도하여 CP-AMPAR의 시냅스막 삽입 및 Ca2+ 유입을 촉진함으로써 LTP를 강화한다는 기전을 규명하였다. 이러한 결과는 genkwanin이 시냅스 가소성을 직접 조절하는 새로운 분자적 메커니즘을 통해 인지기능 개선에 기여할 가능성을 제시하며, 이는 MCI 및 AD와 같은 인지기능 장애의 치료 전략 개발을 위한 유용한 기초 근거를 제공한다.
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