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            초록
          
        

        
          Oxidative stress contributes to neuronal damage and neurodegenerative disease as Alzheimer’s disease (AD). While glutamate, a key neurotransmitter in the central nervous system, is fundamental to neuronal viability and normal brain function, its excessive accumulation leads to oxidative stress. In this study, we investigated the effect of Cheongwisan (CWS), as Korean medicine consist in 5 nature herbs, on glutamate-induced injury in HT22 cells and explored the underlying mechanism involved. Our results show that CWS significantly reduced neuronal cell death and apoptotic marker. Also, CWS has antioxidant effect, reducing reactive oxygen species (ROS) level and increasing antioxidant molecules as heme oxygenase-1 (HO1), NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1 (NQO1). Western blot analysis revealed that CWS upregulated brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and promoted the extracellular signal-regulated kinase (ERK), and cAMP response element binding protein (CREB), which were downregulated by glutamate. Furthermore, CWS promoted the translocation of nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2) into the nuclear. Thus, CWS may protect hippocampal cells against glutamate-induced oxidative stress by activating the BDNF/ERK/CREB and ERK/NRF2 signaling pathways, suggesting its therapeutic potential for AD.
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      중추신경계(Central Nerve System) 내 주요 흥분성 신경전달물질인 글루타메이트는 신경세포의 생존과 정상적인 뇌기능에 필수적이다.1,2) 하지만 글루타메이트가 과다 분비될 경우 산화적 스트레스가 증가되어 신경흥분독성이 나타나 뇌신경세포 사멸로 이어질 수 있다.3) 산화적 스트레스의 증가는 체내 활성산소종의 과다 생성 및 항산화 시스템의 기능 저하에 의해 나타나며, 이는 알츠하이머병 등과 같은 중추신경계의 퇴행성 뇌질환이나 뇌졸중 등과 같은 뇌질환을 유발하는 중요한 요인으로 알려져 있다. 따라서 산화스트레스를 억제하는 것이 신경퇴행성 질환의 예방 및 치료에 유망한 전략이 될 수 있다.4)

      HT22 세포주는 마우스 유래 해마조직 세포주로, 글루타메이트에 의한 과흥분독성을 유도하여 산화적 스트레스에 대한 연구를 하기 적합하다고 알려져 있다.5) 산화스트레스에 대한 방어 기전이 BDNF와 NRF2가 관여한다고 알려져 있다.6,7) 신경세포의 생존과 성장을 촉진하는 BDNF의 발현은 ERK/CREB의 신호전달에 의해 유도되며, BDNF 발현 증가하면 산화스트레스로부터 신경세포를 보호하여 신경퇴행성 질환의 위험을 완화하는 것으로 나타났다.8) 또한 NRF2는 HO-1, NQO1와 같은 다양한 항산화효소의 발현을 조절함으로써 산화스트레스로부터 세포를 보호한다.9) HT22 세포에도 HO-1의 상향 조절이 글루타메이트 유발 산화스트레스를 효과적으로 완화시킨다는 연구가 보고되었다.10,11)

      청위산(Cheongwisan, CWS)은 승마, 목단피, 당귀, 생지황, 황련의 5종 한약재로 구성되었으며 구강 질환 치료에 흔히 사용되어지고 있는 기허가 한약제제이다. 청위산은 청위양혈(淸胃凉血)의 효능으로 위열(胃熱)에 의한 극심한 치통(齒痛)을 치료하며, 특히 잇몸이 붓고 아프며 피가 나는 증상인 치은염 및 출혈을 치료하기 위해 사용되어졌다.12,13) 또한, 청위산은 당뇨병성 구강통증 환자의 치료에 효과가 있다고 보고되었으며, 위장관, 피부, 해열 및 항염 등 다양한 계통에서 치료 효능을 가진다고 보고되었다.14-16) 최근 연구에서 이 청위산이 신경보호효과가 있을 수 있다는 논문이 보고되었지만,17) 알츠하이머 세포 모델에서의 효과와 그 분자적 기전을 아직 규명되지 않았다.

      따라서, 본 연구에서는 HT22 세포주에서 청위산이 글루타메이트 유발 산화 스트레스에 대한 신경 보호 효과와 그 기저 메커니즘을 규명하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      청위산(CWS) 추출물 재료 준비 − 본연구에사용된청위산은 승마, 목단피, 당귀, 생지황, 황련의 5종 한약재로 구성되었으며, 모든 한약재는 휴먼허브(Human Herb, Daegu, Korea)에서 구입하였다. 대한민국 보건복지부 및 건강보험심사평가원(HIRA)에서 고시하는 건강보험 급여 한약제제의 표준 처방 규격을 따라 청위산 처방을 구성 및 배합하였다. 본 규격은 한국의 전통 임상 의서인 『방약합편(方藥合編)』에 근거하였다.18,19) 각 한약재는 배합 비율에 따라 혼합하여 총 중량이 130 g이 되도록 하였다. 준비된 혼합물에 10배량의 생수(1.3 L)를 가하여 상온에서 1시간 동안 침출시킨 후, 약탕기를 이용하여 약 100℃에서 3시간 동안 전탕추출을 수행하였다. 추출액은 여과지를 사용하여 여과한 후, 얻어진 여과액을 -80℃에서 냉동하였다. 이후 동결건조기를 이용하여 72시간 동안 감압 동결 건조를 실시하였다. 건조된 추출물은 분쇄하여미세분말형태로제조한후실험에사용하였다. 최종적으로 수득한 추출물의 중량은 13.82 g이었으며, 수득률은 10.63%로 산출되었다. 본 연구에 사용된 표본(KIOMAP-MH-021)은 한국한의학연구원 한의기술응용센터에서 보관 및 관리되고 있다. 청위산 구성 약재의 생약명, 생약 라틴명 및 배합비를 Table I에 제시하였다(Table I).

      
        Table I. 
				
        

        
          Herbal names, pharmacopoeial Latin names, and composition ratios of the herbal components of CWS
        
        

      

      
        
          
            	Herbal Name
            	Pharmacopoeial Latin Name
            	Ratio (%)
          

        
        
          	Cimicifuga Rhizome (승마)
          	Cimicifugae Rhizoma
          	30.77
        

        
          	Moutan Root Bark (목단피)
          	Moutan Radicis Cortex
          	23.08
        

        
          	Angelica gigas Root (당귀)
          	Angelicae Gigantis Radix
          	15.38
        

        
          	Rehmannia Root (생지황)
          	Rehmanniae Radix Recens
          	15.38
        

        
          	Coptis Rhizome (황련)
          	Coptidis Rhizoma
          	15.38
        

      

      

      세포 배양 및 추출물 처리(Cell culture and drug treatment) − HT-22 세포는 L-글루타메이트가 배제된 Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM, Hyclone)에서 배양되었으며, 10% 소태아혈청(fetal bovine serum), 스트렙토마이신(streptomycin, 100 µg/ml), 페니실린(penicillin, 100 unit/ml)를 배지에 혼합하여 사용하였다. 세포는 37℃와 CO2 농도가 5%로 일정하게 유지되는 배양기(incubator)에서 배양되었다. 추출물 처리는 세포에 24시간동안전처리하고, 그 후 5 mM 글루타메이트를 처리하여 실험은 대조군, 글루타메이트처리군, 청위산과 글루타메이트 혼합 처리군, 청위산 처리군으로 나누어 실시하였다. 글루타메이트는 멸균된 증류수에 녹여 사용하였다. 청위산은 글루타메이트 처리 24시간 전에 배지에 혼합하여 처리하였으며, 세포는 글루타메이트 처리 후 24시간 후에 수거하였다.

      세포 생존율 측정(Measurements of of cell viability) − 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) 시약을 사용하여 세포 생존율 분석을 수행하였다. 세포는 24시간 동안 96 well plate에서 배양되었으며, 청위산 처리 24시간 뒤, 글루타메이트(5 mM)를 처리하여 24시간 동안 배양하였다. MTT 용액(5 mg/ml)을 각 well에 첨가하여 빛이 차단된 상태에서 2시간 동안 MTT 용액으로 반응시킨 후 MTT 용액을 제거하였으며, DMSO (100 ul)를 첨가하여 용해시켰다. 용해된 현탁액은 ELISA 판독기를 사용하여 550 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생존율은 대조군의 흡광도 값에 대한 각 실험군의 흡광도 값의 백분율로 평가되었다.

      활성 산소종 분석(Reactive oxygen species assay) − 각 실험군의 ROS 값을 측정하기 위하여 세포를 37℃에서 1시간 동안 2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA, 5 mM)로 반응시켜 DCFH-DA를 형광산물 2′7′-dichlorofluorescein (DCF) 물로 전환하였고, 형광 DCF 수준을 484/530 nm의 파장에서 ELISA 판독기를 이용하여 흡광도를 측정하였다. 측정값은 대조군의 흡광도 값으로 나누어 백분율로 평가되었다.

      Western blot 분석 − 수거한 세포는 RIPA buffer와 프로테아제 저해 칵테일을 함께 처리하여 균질화하였다. 동일한 양의 단백질을 10% SDS-PAGE를 이용해 분리하고, PVDF membrane에 transfer시켜 5% BSA를 사용하여 1시간 동안 blocking 시켰다. 그 후, 적합한항체들로 overnight시키고 PBST로 씻고 horseradish peroxidase로 이루어진 이차항체를 1시간 동안 배양시켰다. 단백질 밴드는 enhanced chemiluminescence system을 사용하여 사진을 찍었다. 결과는 β-actin으로 정량하여 대조군의 값으로 나누어 나타내었다.

      통계 분석 − 각 실험 데이터는 평균 ± 표준 평균 오차 (S.E.M.)로 나타내었다. 실험자료의 분석은 Graph Pad 프로그램을 사용하였고, 정규성 검정은 One-way ANOVA를 실시하여 Turkey’s pos-hoc을 이용하여 유의성을 검증하였다. 통계적 유의 수준은 p<0.05로 하였다.

    

    

  
    
      결 과
      글루타메이트 처리에 의한 세포 손상에 대한 청위산의 신경세포 보호효과 − 청위산의 글루타메이트 유발 신경 독성에 대한 신경보호 효과를 알아보기 위해 세포생존율을 평가하였다. 먼저, Fig. 1A와 같이 청위산에 독성을 확인했을 때 청위산 1~25 μg/ml 농도에서 독성이 없음을 확인하였다. Fig. 1B와 같이 글루타메이트로 처리한 HT22 세포는 대조군에 비해 세포생존율이 유의성 있게 감소하였다. 청위산을 10~50 μg/ml 농도로 처리하였을때 세포생존율이 유의하게 개선되었다. 우리는 세포독성이 없고 세포생존율이 높아지는 10, 25 μg/ml 농도를 선택하여 Fig. 1C와 같이 세포 형태학적 관찰을 했을 때, 글루타메이트의 처리는 세포 모양의 수축, 수상돌기 손실, 핵 응축을 나타내었으며 세포의 수도 현저히 감소시켰다. 청위산의 투여는 글루타메이트로 인해 유발된 형태학적 변화를 완화시킴을 확인하였다. 이후 실험은 이 두 농도로 선택하여 실험하였다.

      
        
        

        Fig. 1.  
				
        

        
          Neuroprotective effect of CWS on glutamate-induced cytotoxicity in HT22 cells. (A) HT-22 cells were treated with CWS for 24 h. (B) HT-22 cells were treated with CWS (0.1~100 μg) was treated 24 h before glutamate exposure. (C) Morphology of cells. CWS dose-dependently protects neural cells from glutamate toxicity. Data (n = ) are presented as means ± standard error of the means. Scale bars = 100 µm. ***p < 0.001, vs. Contol group; ##p < 0.01, vs. Glutamate group. CWS, Cheongwisan; Con, control; Glu, glutamate.
        
        

        

      

      글루타메이트에 의한 아폽토시스(apoptosis) 대한 청위산의 보호 효과 − HT22 세포에 글루타메이트를 처리하면 아폽토시스가 증가한다고 알려져 있다. 이에 아폽토시스 관련 단백질인 caspase3, Bax, Bcl2의 발현을 확인하였다. Fig. 2와 같이 글루타메이트로 처리한 HT22 세포는 대조군에 비해 cleaved caspase3와 Bax의 발현은 증가하고 청위산 25 μg/ml을 처리하였을 때 유의적으로 감소시켰다. 또한, Bcl2의 발현은 글루타메이트를 처리에 의해 감소한 Bcl2 발현은 청위산 25 μg/ml 처리에 의해 유의적으로 증가하였다. 이상의 결과는 청위산이 글루타메이트에 의한 아폽토시스 세포사멸을 감소시켜 신경세포 보호효과를 나타냄을 확인할 수 있었다.

      
        
        

        Fig. 2.  
				
        

        
          Antiapoptotic effects of CWS in glutamate-induced HT22 cells. Western blot of cleaved caspase3, Bax and Bcl2 in cells and results were normalized to β-actin. Data (n = 3) are presented as means ± standard error of the means. *p < 0.05, **p < 0.01, vs. Contol group; #p < 0.05, vs. Glutamate group. CWS, Cheongwisan; Con, control; Glu, glutamate.
        
        

        

      

      글루타메이트에 의한 산화스트레스에 대한 청위산의 HO1, NQO1 발현 조절을 통한 항산화 효과 − 글루타메이트에 노출된 HT22 세포에서 청위산의 항산화 효과를 확인하기 위해서 활성산소종(ROS)를 확인하였다. Fig. 3A와 같이 글루타메이트에 노출된 세포는 ROS 발현을 증가시켰고, 청위산 처리는 농도의존적으로 증가된 ROS를 감소시켰다. 또한, 청위산의 항산화효과가 있다고 알려진 HO1, NQO1 발현에 미치는 영향을 조사했다. Fig. 3B와 같이 글루타메이트에 노출된 세포는 대조군에 비해 HO1, NQO1 발현이 유의적으로 증가하였다. 이상의 결과는 청위산이 글루타메이트에 의한 산화스트레스를 감소시키는 항산화효과가 있음을 확인할 수 있었다.

      
        
        

        Fig. 3.  
				
        

        
          Antioxidant effects of CWS in glutamate-induced HT22 cells. (A) H2DCFDA fluorescence intensity. (B) Western blot of HO1 and NQO1 in cells and results were normalized to β-actin. Data (n = 3) are presented as means ± standard error of the means. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. Contol group; #p < 0.05, ###p < 0.001 vs. Glutamate group. CWS, Cheongwisan; Con, control; Glu, glutamate.
        
        

        

      

      글루타메이트에 의한 신경 손상에 대한 청위산의 시냅스 가소성 향상 효과 − 글루타메이트에 의한 신경 손상에서 청위산의 신경 보호 효과에 BDNF/CREB/ERK 신호 전달 분자가 기여하는지 여부를 확인하기 위해 관련 단백질의 발현 및 인산화 수준을 조사했다. Fig. 4와 같이 글루타메이트 처리는 BDNF 발현와 CREB, ERK 인산화를 감소시켰다. 이에 청위산의 처리는 유의적으로 이를 향상시킴을 확인하였다. 이러한 결과는 청위산이 BDNF/CREB/ERK 신호 전달 분자의 활성화를 조절함으로써 신경보호효과를 가짐을 시사한다.

      
        
        

        Fig. 4.  
				
        

        
          Effect of CWS on BDNF expression and the phosphorylation of CREB and ERK. Western blot and the expression levels of BDNF/β-actin, pCREB/CREB and pERK/ERK. Results were normalized to β-actin. Data (n = 3) are presented as means ± standard error of the means. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. Contol group; #p < 0.05, ##p < 0.01 vs. Glutamate group. CWS, Cheongwisan; Con, control; Glu, glutamate.
        
        

        

      

      글루타메이트에 의한 신경 세포 손상에 대한 청위산의 NRF2 및 HO-1 효소 발현 조절 효과 − 글루타메이트에 노출된 HT22 세포에서 청위산의 항산화 효과가 NRF2, KEAP1 발현과 관련있음을 조사했다. Fig. 5A와 같이 전체 NRF2의 발현이 글루타메이트에 노출된 세포에서 대조군에 비해 증가하였고, 청위산 처리가 글루타메이트 노출된 세포보다 더 유의적으로 높게 증가하였다. Fig. 5B와 같이 핵 내 NRF2 발현도 글루타메이트 노출된 세포에서 대조군에 비해 핵 내 NRF2 발현이 증가하였고, 청위산 처리가 이보다 유의성 높게 증가하였다. 이러한 결과는 청위산은 NRF2의 핵 내 이동을 촉진하여 글루타메이트 유발 산화 스트레스를 억제함을 시사한다.

      
        
        

        Fig. 5.  
				
        

        
          Effect of CWS on NRF2 and KEAP1 expression. Western blot and the expression levels of NRF2 and KEAP1 and results were normalized to β-actin. Data (n = 3) are presented as means ± standard error of the means. *p < 0.05, **p < 0.01 vs. Contol group; #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001 vs. Glutamate group. CWS, Cheongwisan; Con, control; Glu, glutamate.
        
        

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      본 연구는 청위산(CWS)의 산화 스트레스에 의한 신경세포 보호 효과를 규명하였으며, 이러한 효과가 BDNF/ERK/CREB 및 NRF2/HO1, NQO1 신호전달 경로의 활성화를 통해 나타남을 확인하였다.

      청위산은 위열(胃熱)을 내리고 혈액을 식히는 효능이 있어, 임상적으로 위열증후군으로 인한 구강궤양, 치주염, 구취 치료에 널리 사용되어 왔다.12-16) 그러나 청위산의 신경 보호 효과 및 그 기전에 관한 연구는 아직 보고된 바 없다.17) 글루타메이트(Glutamate)는 중추신경계의 주요 내인성 흥분성 신경전달물질로서 세포의 성장과 분화에 필수적이지만, 과도하게 증가할 경우 흥분 독성(Excitotoxicity)을 유발하여 신경세포 손상을 초래한다.5,20) 본 연구에서는 글루타메이트 유도 세포독성 및 산화 스트레스 연구에 널리 사용되는 생쥐 해마 신경세포주인 HT22 세포를 이용하여 청위산의 신경 보호 기전을 확인하고자 하였다.20) 실험 결과, 청위산은 글루타메이트에 의해 감소된 세포 생존율을 농도 의존적으로 회복시켰으며, 특히 25 ug과 50 ug 농도에서 가장 유의미한 효과를 나타냈다(Fig. 1). 또한, 형태학적 관찰에서 글루타메이트 처리는 세포 수축, 수상돌기 손실, 핵 응축을 유발했으나, 청위산 투여는 이러한 변화를 현저히 완화시켰다.

      HT22 세포에 대한 글루타메이트 처리는 산화 스트레스를 유발하여 아팝토시스(Apoptosis)에 의한 세포사멸을 일으킨다.21) 이는 신경 손상의 주요 원인이며, 알츠하이머병 환자의 뇌에서도 증가된 산화 스트레스 수치가 관찰된다.22) 본 연구 결과, 청위산은 아팝토시스 관련 마커인 caspase-3, Bcl-2, Bax의 발현을 조절하고, ROS 생성을 억제하는 동시에 항산화 효소의 발현을 증가시켰다(Fig. 2, 3).

      청위산의 신경 보호 효과를 뒷받침하는 주요 기전 중 하나는 ERK/CREB/BDNF 경로의 활성화이다. BDNF는 중추신경계 전반에서 신경세포의 생존을 촉진하는 핵심 신경영양인자로, 신경퇴행성 질환에서 보호적 역할을 수행하는 것으로 알려져 있다.23) BDNF는 MAPK 경로의 ERK를 활성화하고, 이는 다시 CREB의 인산화를 촉진하여 세포 생존 및 복구에 관여하는 다양한 유전자의 발현을 조절한다.24) 이전 연구에서는 ERK 매개 인산화가 CREB 활성화를 통해 BDNF 발현을 조절함이 밝혀진 바 있다.25) 본 연구 결과는 청위산이 글루타메이트에 노출된 HT22 세포에서 감소된 BDNF 수준을 회복시키고 ERK 및 CREB의 인산화를 증가시킴으로써, 산화 스트레스로부터 해마 신경세포를 보호함을 시사한다.

      또한, 청위산은 ERK/NRF2 경로 활성화를 통해 HO1 및 NQO1과 같은 항산화 효소의 발현을 유도하였다. NRF2는 세포 내 산화환원 항상성 유지를 담당하는 전사 인자로, 산화 손상 방어 기전의 핵심이다.26) NRF2의 활성화는 하위 표적 유전자인 HO1과 NQO1의 발현을 직접 조절하여 활성산소를 제거하고 신경세포를 보호한다.3,27) 본 연구에서도 청위산이 NRF2의 핵 내 이동을 촉진하고 HO1, NQO1 발현을 증가시킴을 확인하였다.

      결론적으로, 청위산은 ERK/CREB/BDNF 및 NRF2/HO1 신호전달 경로를 활성화함으로써 글루타메이트 유발 산화 스트레스 조건 하의 신경세포를 보호한다. 이러한 결과는 청위산이 신경퇴행성 질환의 진행을 예방하거나 완화할 수 있는 유망한 치료 후보 물질이 될 수 있음을 시사한다. 향후 생체 내(in vivo) 모델을 통한 추가적인 검증 연구가 필요할 것으로 판단된다.
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