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            초록
          
        

        
          
            Background
            Persimmon leaf (Diospyros kaki), green tea (Camellia sinensis), and sophora fruit (Sophora japonica) are traditional food sources known to prevent oxidative stress and inflammation. However, research on their effect in reducing hair loss is lacking. The purpose of this study was to determine whether an extract mading using these plants, BLH308 could help reduce hair loss.

          

          
            Methods and Results
            The antioxidant activity of BLH308 in vitro was investigated as well as its anti-inflammatory effect in RAW 264.7 cells and its effect on the expression of 5-alpha reductase Ⅱ in human dermal papilla cells. BLH308 showed significant antioxidant activity owing to its ability to scavenge 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl and 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) radicals. Moreover, BLH308 effectively inhibited the lipopolysaccharide-induced production of interleukin-6 and tumor necrosis factor-α in RAW 264.7 cells, and downregulated the expression of 5-alpha reductase Ⅱ in human dermal papilla cells. In vivo, the hair growth promoting effect was evaluated using hair growth visual scoring. BLH308 reduced hair loss in testosterone propionate-induced hair loss C57BL/6N mice by promoting the onset of growing phase of the hair growth cycle.

          

          
            Conclusions
            Our results showed that BLH308 can promote hair regeneration and repair hair loss, and is a potential novel candidate for the treatment of androgenetic alopecia.
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      서 언
      안드로겐성 탈모증 (androgenetic alopecia, AGA)은 사춘기 이후의 남녀 모두에서 발생하는 가장 흔한 유형의 탈모증으로 일반적으로 탈모가 진행되면 탈모 부위의 모발이 점차 가늘어지고 짧아지는 증상을 나타낸다 (Lee and Lee, 2012).

      대체로 모발의 성장과 단계별 주기는 여러 호르몬에 의해 조절되는데 흥미롭게도 남성 호르몬은 수염의 성장을 자극하지만, 모발의 성장은 억제하는 것으로 알려져 있다 (Inui and Itami, 2013). 특히, AGA는 테스토스테론 (testosterone, TST) 및 디히드로테스토스테론 (dihydrotestosterone, DHT) 등 남성 호르몬 (androgenic hormone)에 의해 야기되는 모낭수축과 비정상적인 모낭 세포주기 (hair follicle cycling)가 주요 원인으로 알려져 있다 (Cotsarelis and Millar, 2001; Dawber, 1987; Stough et al., 2005).

      DHT는 TST가 5알파-환원효소 (5α-reductase)에 의해 전환되어 생성되는 물질로, 이 효소를 억제하여 DHT의 혈중 농도를 낮춰주면 남성 호르몬으로 인한 효과 (androgenic effect)를 줄여주어 탈모를 개선할 수 있다. 따라서, 5알파-환원효소의 발현 혹은 활성을 억제하거나, DHT가 결합하는 안드로겐수용체 (androgen receptor)에 길항적으로 결합할 수 있는 항안드로겐성 약물 (anti-androgenic drug)은 AGA에 유용하게 작용할 수 있다 (Matsuda et al., 2001).

      실제로, 미국의 머크 (Merck)사가 개발한 피나스테리드 (finasteride)라는 약물은 현재 안드로겐성 탈모증 치료제로 가장 널리 처방되고 있는데, 매우 낮은 농도에서 테스토스테론과 경쟁적으로 5알파-환원효소의 활성화 부위에 결합하여 효소의 활성을 억제하는 경쟁적 억제 기전을 갖고 있다 (Kaufman et al., 1998). 그러나, 피나스테리드는 남성 성기능 장애를 유발할 뿐만 아니라 (Kim et al., 2012; Jin et al., 2017), 임신부의 복중 남성 태아의 성기발달에 영향을 미칠 수 있으며, 간혹 우울증을 초래하는 등 여러 부작용이 보고되어 있다 (MFDS, 2022). 더구나, 복용을 중단했을 경우 3 개월 - 5 개월 내에 다시 탈모 증상이 재발하는 양상을 보여 상대적으로 젊은 연령층의 안드로겐성 탈모증 치료제로 강하게 추천하기 어려운 점이 있다. 현재까지 피나스테리드의 단점을 보완하는 약물이 개발되어 있지 않고 있을 뿐만 아니라, 효능적인 측면에서 남녀와 성별에 상관없이 장기간 섭취해도 부작용없이 비교적 안전하게 안드로겐성 탈모증을 개선할 수 있는 천연물을 확인하여 건강기능식품 원료로서 개발하는 것이 필요하다.

      안드로겐성 탈모증의 개선을 위한 소재의 활성 평가에 있어 주요한 평가항목을 항산화, 항염증, 그리고 TST로부터 DHT의 생성을 촉매하는 5알파-환원효소의 활성을 저하시키거나 그 발현을 감소시키는 능력으로 선정하였고 문헌 조사를 통해 이들 기능이 매우 우수하면서 식용이 가능한 천연물을 탐색하였다.

      최종적으로 3 종 식물추출물 후보물질 (감잎, 녹차, 회화나무 열매)을 선택하였고 각 후보 소재 추출물의 생리활성과 유효성분을 분석하였다. 이후 이들 각 추출물의 상호 보완성을 위해 3 종 식물추출물의 혼합물인 감잎 추출물 등 복합물 (BLH308)을 제조하고, 복합물을 대상으로 하여 항산화, 항염증, 그리고 5알파-환원효소Ⅱ의 발현 억제의 활성을 검정함으로써 3 종 소재의 복합물 소재인 BLH308의 탈모 개선 효과의 가능성을 확인하였고 동물실험을 통해 최종적으로 유효성을 검증하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료 및 지표성분 함량 분석
        
          1.1. 실험재료
          본 연구에 사용된 3 종 추출 분말인 감잎 (Diospyros kaki Thunb.) 추출물, 녹차 (Camellia sinensis L.) 추출물 및 회화나무 (Sophora japonica L.) 열매 추출물은 모두 openmarket을 통해 식품 원료용으로 구매하였고 각 추출물의 정보는 Table 1에 나타내었다.

          
            Table 1. 
				
            

            
              Information of BLH308 complex composed of persimmon leaf, green tea and sophora fruit extracts.
            
            

          

          
            
              
                	Common name
                	Botanical name
                	Extraction solvent
                	Active compound
                	Moisture content
              

            
            
              	Persimmon leaf extract
              	Diospyros kaki Thunb.
              	Water-Ethanol
              	Tannic acid
              	≤ 5%
            

            
              	Green tea extract
              	Camellia sinensis L.
              	Hot water
              	EGCG
              	≤ 5%
            

            
              	Sophora fruit extract
              	Sophora japonica L.
              	Water-Ethanol
              	Sophoricoside
              	≤ 5%
            

          

          

          각 추출물의 지표 (유효) 성분의 함량은 HPLC를 사용하여 분석하였으며 감잎 추출물 중 tannic acid (ca. 12.5%) 함량, 녹차 추출물 중 epigallocatechin-3-gallate (EGCG, ca. 50%) 함량 및 회화나무 열매 추출물 중 sophoricoside (ca. 3%)의 함량을 고려하여 감잎 추출물, 녹차 추출물 및 회화나무 열매 추출물을 각각 2 : 1 : 1의 배합비로 혼합한 후 감잎 추출물 등 복합물 (BLH308)이라 명명하였다.

        

        
          1.2. 시료 전처리 및 지표성분 함량 분석
          1.2.1. 시료의 전처리

          BLH308의 지표성분 분석에 사용된 표준품 즉 tannic acid, EGCG, sophoricoside는 모두 순도 95% 이상의 HPLC 분석용 시약 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, CA, USA)을 사용하였다. Tannic aid는 Durgawale 등 (2016)의 방법을 참고하여 분석하였고, EGCG와 sophoricoside는 건강기능식품의 기준 및 규격 (MFDS, 2021)의 시험법에 근거하여 분석하였다.

          시료 (BLH308)에 methanol을 가하여 60 분간 초음파로 추출한 후 0.45 μm polytetrafluoroethylene (PTFE) syringe filter로 여과하여 tannic acid 및 sophoricoside 분석용 시료로 사용하였고, 시료에 methanol이 함유된 20 mM potassium dihydrogen phosphate (pH 2.1)를 가하여 20 분간 초음파 추출한 후 0.45 μm polyvinylidene fluoride (PVDF) syringe filter로 여과하여 EGCG 분석용 시료로 사용하였다.

          1.2.2. 지표성분의 함량 분석

          각 지표성분은 C18 column [Phenomenex Luna(2) 250 mm × 4.6 mm, 5 μm]을 사용하여 Agilent 1260 Infinity Ⅱ HPLC (Agilent technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)에서 유속을 1 ㎖/min으로 설정한 후 Table 2에 나타낸 이동상 조건대로 분석하였다.

          
            Table 2. 
				
            

            
              HPLC mobile phase conditions for the analysis of tannic acid, EGCG and sophoricoside.
            
            

          

          
            
              
                	
                	Time (min)
                	Mobile phase A (%)1)
                	Mobile phase B (%)2)
              

            
            
              	Tannic acid
              	0
              	50
              	50
            

            
              	15
              	50
              	50
            

            
              	EGCG
              	0
              	90
              	10
            

            
              	5
              	90
              	10
            

            
              	10
              	87
              	13
            

            
              	20
              	85
              	15
            

            
              	25
              	70
              	30
            

            
              	30
              	70
              	30
            

            
              	31
              	90
              	10
            

            
              	35
              	90
              	10
            

            
              	Sophoricoside
              	0
              	85
              	15
            

            
              	5
              	85
              	15
            

            
              	15
              	55
              	45
            

            
              	17
              	50
              	50
            

            
              	21
              	50
              	50
            

            
              	23
              	85
              	15
            

            
              	25
              	85
              	15
            

          

          
            
              1)Mobile phase A used for the analysis of tannic acid, EGCG, and sophoricoside was 0.5% acetic acid in water, 0.1% phosphoric acid in water, and 0.1% acetic acid in water, respectively. 2)Mobile phase B used for the analysis of tannic acid, EGCG, and sophoricoside was methanol, 0.1% phosphoric acid in acetonitrile, and 0.1% acetic acid in acetonitrile, respectively.
            

          

          

          기기의 column oven 온도는 각각 25℃ (tannic acid), 35℃ (EGCG), 30℃ (sophoricoside)로 설정하였고 시료를 각각 10㎕ (tannic acid), 10㎕ (EGCG), 5㎕ (sophoricoside) 주입한 후 270 nm (tannic acid), 275 nm (EGCG) 및 260nm (sophoricoside)에서 지표성분의 함량을 분석하였다.

        

      

      
        2. 항산화 활성 측정
        
          2.1. DPPH radical scavenging activity 측정
          시료의 DPPH 라디칼 소거능은 Blois (1958)와 Brand-Williams 등 (1995)의 방법을 참고하여 다음과 같이 변형하여 측정하였다.

          우선 DPPH를 에탄올에 녹여 167 μM의 농도가 되도록 제조한 후 이 DPPH 용액 180 ㎕와 에탄올에 녹인 시료 20 ㎕를 혼합하여 암소에서 30 분간 반응시킨 후 microplate reader (Epoch, BIOTEK instruments Inc., Winooski, VT, USA)를 사용하여 520 nm에서 흡광도를 측정하였다. 각 시료의 DPPH 라디칼 소거능은 다음 식을 이용하여 계산하였고 각 시료가 50%의 DPPH 라디칼을 소거하는 농도인 SC50 (concentration for 50% DPPH radical scavenging) 값을 구하여 항산화 효과를 비교하였다.

          DPPH 라디칼 소거능 비율 (%)을 에탄올이 첨가된 대조군의 흡광도 대비 시료가 첨가된 시험구의 흡광도에 대한 상대적 비율로 계산하였으며 산출 공식은 다음과 같다. 모든 실험은 3 회 반복으로 진행하였으며 양성대조군으로 비타민C를 사용하였다.
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A; 시료 + DPPH 흡광도, B; 에탄올 + DPPH 흡광도, C; 시료 + 에탄올 흡광도

        

        
          2.2. ABTS radical scavenging activity 측정
          ABTS 라디칼 소거능은 Re 등 (1999)과 Ozgen 등 (2006)의 방법을 참고하여 다음과 같이 변형하여 측정하였다.

          우선 정제수에 ABTS를 7mM이 되도록 녹인 후 정제수에 녹인 2.45mM potassium persulfate (K2S2O8)와 1 : 1로 혼합한 다음 암소에 16 시간 방치하여 ABTS 양이온을 생성시켰다. 이후 정제수로 이 용액의 흡광도가 734 nm에서 0.70 ± 0.05가 되도록 미리 희석하여 ABTS reagent로 실험에 사용하였다.

          시료 20 ㎕에 ABTS reagent 180 ㎕를 혼합하여 암소에서 10 분 동안 반응시킨 후 microplate reader (Epoch, BIOTEK instruments Inc., Winooski, VT, USA)를 사용하여 동일 파장에서 흡광도를 측정하였다. 시료의 ABTS 라디칼 소거능은 다음 식을 이용하여 계산하였고 ABTS 라디칼을 50% 소거하는 농도인 SC50 (concentration for 50% ABTS radical scavenging) 값을 구하여 항산화 효과를 비교하였다. 모든 실험은 3 회 반복으로 진행하였으며 양성대조군으로 비타민C를 사용하였다.
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A; 시료 + DPPH 흡광도, B; 에탄올 + DPPH 흡광도, C; 시료 + 에탄올 흡광도

        

      

      
        3. 항염증 활성 측정
        
          3.1. 세포주 배양
          항염증 활성 측정을 위해 사용한 마우스 대식세포 RAW 264.7 cell은 한국세포주은행 (Seoul, Korea)에서 분양받았고 세포배양을 위해 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco BRL, Grand Island, NY, USA)에 10% Fetal Bovine Serum (FBS, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Germany), 100 units penicillin (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) 및 100 μg/㎖의 streptomycin (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA)을 첨가하여 배양 배지로 사용하였으며 37℃, 5% CO2 배양기 (SANYO, Osaka, Japan)에서 배양하였다.

        

        
          3.2. 세포 생존율 측정
          RAW 264.7 cell에 대한 cell viability는 Byeon 등 (2008)의 방법을 참고하여 다음과 같이 변형하여 측정하였다.

          세포를 2×105 cells/well의 농도로 24 well plate에 분주한 후 10% FBS 함유 DMEM을 사용하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 24 시간 배양하였다. 배지를 제거하고 새로운 DMEM으로 교체한 후 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 녹인 시료를 첨가하여 20 시간 배양하였고, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazodiumbromide (MTT)를 최종 농도가 0.5 mg/㎖이 되도록 첨가한 후 4 시간 추가로 배양하였다. 배지를 제거한 후 DMSO로 생존 세포에 존재하는 색소를 용해시켜 microplate reader (Epoch, BIOTEK instruments Inc., Winooski, VT, USA)를 사용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였고 다음 식에 의해 세포 생존율을 계산하였다. Cell viability (%) = (시료 첨가군의 흡광도/시료 무첨가군의 흡광도) × 100

        

        
          3.3. IL-6, TNF-α의 생성량 측정
          RAW 264.7 cell을 2 × 105 cells/well의 농도로 24 well plate에 분주한 후 10% FBS를 함유한 DMEM을 사용하여 24 시간 동안 배양하였다. 배지를 제거하고 FBS 미함유 DMEM으로 교체한 후 시료를 첨가하여 1 시간 배양하였다. 이후 lipopolysaccharide (LPS, 최종 농도 100 ng/㎖)를 첨가하여 24 시간 배양하였다.

          전염증성 사이토카인 interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-α (TNF-α)의 생성량을 측정하기 위해 세포 배양액을 각각 Invitrogen Mouse IL-6 ELISA kit (Thermo Fisher Scientific Korea Ltd., Seoul, Korea)와 Invitrogen Mouse TNF-α ELISA kit (Thermo Fisher Scientific Korea Ltd., Seoul, Korea)를 사용하여 제조사가 제시하는 방법에 따라 측정하였다.

        

        
          3.4. Nitric oxide (NO) 생성 저해활성
          LPS로 염증이 유도된 RAW 264.7 cell에서 NO 생성에 대한 저해활성은 다음과 같이 변형하여 측정하였다 (Kwak et al., 2008).

          RAW 264.7 cell을 5 × 105 cells/well의 농도로 24 well plate에 분주한 후 DMEM을 사용하여 24 시간 동안 배양하였다. 배지를 제거하고 새로운 DMEM으로 교체한 후 시료를 첨가하여 1 시간 배양한 후 LPS (최종 농도 1 μg/㎖)를 첨가하여 18 시간 동안 추가 배양하였다.

          세포 배양액 중 방출된 NO의 안정화된 형태인 [NO2-],[NO3-]를 검출하기 위하여 세포 배양액을 회수하여 세포 배양액 100 ㎕에 Griess 시약 (1% sulfanilamide, 0.1% naphylethylenediamine, 2.5% phosphoric acid) 100 ㎕를 혼합하여 5 분간 반응시킨 후 microplate reader (Epoch, BIOTEK instruments Inc., Winooski, VT, USA)를 사용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준용액으로 아질산나트륨 (NaNO2)을 사용하였고 검량선 작성 후 NO의 생성량을 계산하였다.

        

        
          3.5. iNOS, COX-2의 단백질 발현량 측정
          RAW 264.7 cell을 2×106 cells/dish의 농도로 직경 6 cm dish에 분주한 후 10% FBS 함유 DMEM을 사용하여 24 시간 동안 배양하였다. 배지를 제거하고 새로운 DMEM으로 교체한 후 시료를 첨가하여 1 시간 동안 더 배양한 후 LPS (최종 농도 1 μg/㎖)를 첨가하여 18 시간 동안 배양하였다.

          세포 배양액을 제거하고 PBS (pH 7.4)로 2 회 세척한 후 cell scraper를 사용하여 세포를 수거하였다. 세포에 단백질분해효소의 억제를 위해 1% protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich Co., St. Louis CA, USA)을 함유한 Radio-Immunoprecipitation Assay buffer (RIPA, 150 mM sodium chloride, 1.0% IGEPAL® CA-630, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl sulfate, 50 mM Tris, pH 8.0, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, CA, USA)를 첨가하여 단백질을 추출하고 14,000 rpm, 4℃에서 15 분간 원심분리한 후 상등액을 취하여 단백질 용액을 얻었다.

          적절한 농도로 희석시킨 단백질 용액 20 ㎕와 Bio-Rad protein assay reagent (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) 200 ㎕를 혼합하여 상온에서 5 분간 반응시킨 후 595 nm에서 흡광도를 측정하여 단백질을 정량하였는데 이때 표준품으로 bovine serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, CA, USA)을 사용하였다.

          각 well에 30μg의 단백질을 얹어 8% SDS polyacrylamide gel을 사용하여 분리하였고, polyvinylidenedifluoride (PVDF) membrane (Diagnostic Technology, Belrose, NSW, Australia)에 전이시킨 후 5% skim milk (BD Difco, Spark, MD, USA)로 상온에서 1 시간 동안 blocking 하였다.

          각각의 1차 항체 Anti-iNOS (1 : 1000, Abcam, Cambridge, England), Anti-COX2 (1 : 1000, Abcam, Cambridge, England), Anti-β-actin (1 : 10000, Novus Biologicals, Littleton, CO, USA)을 5% skim milk로 희석한 후 4℃에서 overnight으로 반응시켰다. 2차 항체로는 goat anti-mouse IgG-HRP (1 : 10000, GenDEPOT, Katy, TX, USA), goat anti-rabbit IgG-HRP (1 : 10000, GenDEPOT, Katy, TX, USA)를 5% skim milk로 희석한 후 사용했으며 90 분간 반응시킨 후 Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), AmershamTM ECLTM Prime Western Blotting Detection Reagents (Cytiva, Marlborough, MA, USA)로 inducible nitric oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2)의 발현을 측정하였다.

        

      

      
        4. 5알파-환원효소Ⅱ의 단백질 발현량 측정
        
          4.1. 세포주 배양
          실험에 사용한 인간모유두세포 (Human Follicle Dermal Papilla Cell, HFDPC)는 Promocell (Heidelberg, Germany)에서 구입하였고 HFDPC의 배양을 위해 DMEM (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA)에 10% FBS (Capricorn scientific, Ebsdorfergrund, Germany), 100 units penicillin (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) 및 100μg/㎖의 streptomycin (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA)을 첨가하여 배양 배지로 사용하였으며 37℃, 5% CO2 배양기 (SANYO, Osaka, Japan)에서 배양하였다.

        

        
          4.2. 세포 생존율 측정
          HFDPC에 대한 cell viability는 다음과 같이 측정되었다. HFDPC를 2×104 cells/well의 농도로 24 well plate에 분주한 후 10% FBS를 함유한 DMEM을 사용하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 24 시간 동안 배양하였다.

          배지를 제거하고 새로운 DMEM으로 교체한 후 DMSO에 녹인 시료를 첨가하여 20 시간 배양하였다. PBS에 녹인 MTT를 최종 농도가 0.5 mg/㎖이 되도록 첨가한 후 4 시간 추가로 배양하였다. 배지를 제거하고 DMSO로 생존 세포에 존재하는 색소를 용해시킨 후 microplater reader (Epoch, BIOTEK instruments Inc., Winooski, VT, USA)를 사용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였고 다음 식에 의해 세포 생존율을 계산하였다.
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          4.3. 5알파-환원효소Ⅱ (5α-Reductase Ⅱ, SRD5A2)의 발현량 측정
          HFDPC를 3×105 cells/well의 농도로 6-well plate에 분주한 후 10% FBS를 함유한 DMEM을 사용하여 24 시간 동안 배양하였다.

          배지를 제거하고 새로운 DMEM으로 교체한 후 시료를 농도별로 첨가하여 1 시간 배양한 후 TST를 최종 농도가 10 μM이 되게 각 well에 첨가하고 72 시간 동안 추가로 배양하였다. 배지를 제거하고 PBS (pH 7.4)로 세포를 2 회 세척한 후 세포를 수거하고 iNOS, COX-2의 단백질 발현량 측정에 기재한 바와 동일하게 단백질을 추출한 후 각 well에 30 μg의 단백질을 얹어 12% SDS polyacrylamide gel을 사용하여 분리하였다. 이후 PVDF membrane에 전이시킨 후 10% skim milk로 1 시간 동안 상온에서 blocking 하였다.

          5알파-환원효소Ⅱ와 결합하는 1차 항체 Anti-SRD5A2 (1 : 1000, Abcam, Cambridge, England), 비교군으로 β-actin에 결합하는 Anti-β-actin (1 : 10000, Novus Biologicals, Littleton, CO, USA)을 각각 5% skim milk로 희석한 후 4℃에서 overnight으로 반응시켰고 2차 항체로는 goat anti-mouse IgG-HRP (1 : 10000, GenDEPOT, Katy, TX, USA), goat anti-rabbit IgG-HRP (1 : 10000, GenDEPOT, Katy, TX, USA)를 5% skim milk로 희석한 후 사용했으며 90 분간 반응시킨 후 Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), AmershamTM ECLTM Prime Western Blotting Detection Reagents (Cytiva, Marlborough, MA, USA)로 5알파-환원효소Ⅱ의 발현을 측정하였다.

        

      

      
        5. 실험동물 식이를 통한 탈모 개선 효과 측정
        
          5.1. 실험동물 사육 및 시료 경구투여
          실험동물을 이용한 BLH308의 탈모 개선 효과를 측정하기 위해 수원대학교 동물실험윤리위원회의 승인 (USW-IACUC-2022-003)을 받은 후 다음과 같이 진행하였다.

          C57BL/6N 6주령 암컷 마우스를 ㈜샘타코 (Osan, Korea)에서 구입한 후, 사료 (Sajo Dongaone Co., Ltd., Seoul, Korea)와 물은 자유롭게 섭취할 수 있도록 공급하였고 환경 조건 [온도 22±2℃, 습도 50±10%, 명암 12 시간 주기 (9시 - 19시, 명/ 19시 - 9시, 암)]을 일정하게 하여 사육하였다.

          마우스는 7 일간의 순응 과정을 거친 후 반려동물용 hair clipper (AC-03, Akitz, Incheon, Korea)로 등 피부의 털을 제거하고 제모 크림 (niclean, Ildong Pharmaceutical Co., ltd., Seoul, Korea)을 도포하였다. 제모 크림 적용 1 분 후 멸균솜에 미온수를 적셔 나머지 털과 크림을 제거하였다.

          실험동물은 군당 6 마리로 하였고 정상 대조군 (Normal control)을 제외한 모든 군에게 마우스 당 100㎕의 testosterone propionate (TP, 1 mg/㎖ in corn oil)를 피하 주사하였고, 정상 대조군에는 TP 대신 100 ㎕의 corn oil을 피하 주사하였다. 정상 대조군과 음성대조군 (testosterone propionate control, TP control)에는 멸균된 정제수를 경구투여하였고, 양성대조군으로 피나스테리드 (finasteride, Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA)를 1 mg/kg·BW의 농도 수준으로 매일 멸균된 정제수에 녹여 제조한 후 경구투여하였다.

          BLH308의 경우 매일 멸균된 정제수를 첨가하여 제조한 후 (10 mg/㎖), 50 mg/kg·BW (Low)와 100 mg/kg·BW (High)의 2 가지 농도로 경구투여하였다.

          모든 군에 대해 TP 혹은 corn oil을 매일 피하 주사하였으며, 피하 주사한 직후 5 주간 매일 오전 같은 시각에 정해진 용량으로 정제수 및 시료 (finasteride or BLH308)를 경구투여하였다.

        

        
          5.2. 발모의 육안점수 평가
          제모 크림을 사용하여 제모를 수행한 당일 (Day 0)의 다음날 (Day 1)부터 즉 1 일, 11 일, 16 일, 21 일, 28 일, 35 일에 디지털카메라 (D90, Nikon Tokyo, Japan)로 마우스 등 피부를 촬영하여 발모의 속도를 비교하였다.

          발모의 면적 계산은 Park 등 (2012)의 방법을 참고하여 해당 사진의 pixel수를 (재생면적/제모면적 × 100)의 식에 대입하여 백분율로 계산한 후 육안점수에 적용시켰다 (Fig. 7A). 실험이 종료된 35 일째에, 디지털카메라로 촬영을 마친 후 발모된 가운데 부분의 모를 모두 hair clipper로 제거한 후 개체별 무게를 측정하여 각 그룹의 평균을 비교하였다.

        

      

      
        6. 통계처리
        모든 실험 결과는 3 반복으로 측정하여 평균 및 표준편차 (means ± S.D.)로 나타냈다. 각 실험군 간 유의성을 검증하기 위하여 SPSS 18.0 프로그램 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 사용하여 One-way analysis of variance (ANOVA)를 실행하였다 (p < 0.05 or p < 0.01 or p < 0.001).

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. BLH308의 tannic acid, EGCG 및 sophoricoside 함량
        BLH308 중 tannic acid, EGCG 및 sophoricoside의 함량을 분석한 결과 tannic acid는 66.65 ± 0.33 mg/g, EGCG는 113.96 ± 0.04 mg/g, sophoricoside는 8.18 ± 0.10 mg/g으로 검출되었다 (Table 3 and Fig. 1).

        
          Table 3. 
				
          

          
            The content of tannic acid, EGCG and sophoricoside in BLH308.
          
          

        

        
          
            
              	
              	Tannic acid
              	EGCG
              	Sophoricoside
            

          
          
            	Content (mg/g)
            	66.65±0.33
            	113.96±0.04
            	8.18±0.10
          

        

        
          
            Values are average ± standard deviations of samples analyzed in triplicate.
          

        

        

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            HPLC chromatograms of tannic acid, EGCG and sophoricoside in BLH308 complex composed of raw materials extract.
            Standard compound (A) and tannic acid in persimmon leaf extract (B), standard compound (C) and epigallocatechin gallate (EGCG) in green tea extract (D), standard compound (E) and sophoricoside in sophora fruit extract (F).

          
          

          

        

      

      
        2. DPPH, ABTS 라디칼 소거능 결과
        감잎 (Diospyros kaki Thunb.) 추출물, 녹차 (Camellia sinensis L.) 추출물, 회화나무 (Sophora japonica L.) 열매 추출물, 그리고 이들의 복합물인 BLH308의 DPPH 라디칼 소거능을 측정하여 Table 4에 나타내었다. 녹차 추출물은 4.43 μg/㎖에서 DPPH 라디칼을 50% 소거하는 것으로 나타났고 감잎 추출물은 18.48 μg/㎖에서 DPPH 라디칼을 50% 소거하는 것으로 나타났다. 반면 회화나무 열매 추출물은 250 μg/㎖에서 20%의 DPPH 라디칼 소거능을 나타냈다. 마지막으로 BLH308은 14.63 μg/㎖에서 50%의 DPPH 라디칼 소거능을 나타냈다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            Anti-oxidative activities of persimmon leaf extract, green tea extract, sophora fruit extract and BLH308 measured by DPPH and ABTS radical scavenging activities.
          
          

        

        
          
            
              	Samples
              	DPPH radical scavenging (SC50, μg/㎖)
              	ABTS radical scavenging (SC50, μg/㎖)
            

          
          
            	Persimmon leaf extract
            	18.48±0.15d
            	10.86±0.12d
          

          
            	Green tea extract
            	04.43±0.01a
            	03.23±0.06a
          

          
            	Sophora fruit extract
            	> 250e
            	> 250e
          

          
            	BLH308
            	14.63±0.05c
            	09.05±0.07c
          

          
            	Vitamin C
            	06.49±0.06b
            	04.50±0.08b
          

        

        
          
            Values are average ± standard deviations of samples tested in triplicate. Means within a column followed by different letters (a - e) indicate a significant difference by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) (p < 0.05).
          

        

        

        항산화능을 측정하는 또 다른 방법인 ABTS 라디칼 소거능을 측정한 결과, 녹차 추출물은 3.23 μg/㎖에서 50%의 ABTS 라디칼 소거능을 나타냈고 감잎 추출물과 BLH308은 각각 10.86 μg/㎖과 9.05 μg/㎖에서 ABTS 라디칼을 50% 소거하는 것으로 나타났다.

        일반적으로 강력한 항산화제로 알려진 비타민C의 경우 6.49 μg/㎖과 4.50 μg/㎖에서 각각 DPPH 라디칼과 ABTS 라디칼을 50% 소거하는 것으로 나타나 BLH308의 전체적인 항산화력은 비타민C의 약 절반 수준으로 확인되었다.

      

      
        3. BLH308의 세포생존율
        BLH308의 RAW 264.7 cell과 HFDPC에 대한 세포 생존율을 확인한 결과, BLH308은 50 μg/㎖의 농도에서 RAW 264.7 cell에 대해 86.2%의 세포생존율을 나타냈다. BLH308은 HFDPC에 대해 5, 10, 20, 50 μg/㎖의 농도에서 각각 95.5%, 90.1%, 88.7%, 83.2%의 세포생존율을 나타냈다 (Fig. 2). BLH308은 50 μg/㎖ 이하의 농도에서 RAW 264.7 cell과 HFDPC에 대해 모두 80.0% 이상의 세포생존율을 나타냈다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effects of BLH308 on cell viability in Human Follicle Dermal Papilla Cells (HFDPCs) and RAW 264.7 cells.
            HFDPCs and RAW 264.7 cells were treated with various concentration of BLH308 for 24 h. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 vs. control (CON, HFDPCs). #p < 0.05, ##p < 0.01 and ###p < 0.001 vs. control (CON, RAW 264.7 cells).

          
          

          

        

      

      
        4. IL-6, TNF-α 생성 억제
        RAW 264.7 cell에 LPS를 처리하여 염증을 유도한 후 감잎 추출물, 녹차 추출물, 회화나무 열매 추출물 및 BLH308의 IL-6, TNF-α 생성에 대한 억제효과를 측정하여 Fig. 3에 나타냈다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effects of persimmon leaf extract (PLE), green tea extract (GTE), sophora fruit extract (SFE) and BLH308 on IL-6 and TNF-α production in LPS-induced RAW 264.7 cells.
            Inhibitory effects on interleukin-6 (IL-6) production of (A) PLE, (B) GTE, (C) SFE, and (D) BLH308. Inhibitory effects on tumor necrosis factor-α (TNF-α) production of (E) PLE, (F) GTE, (G) SFE, and (H) BLH308. RAW 264.7 cells were treated with various concentration of four samples for 24 h in the absence or presence of LPS (100 ng/㎖). Cells were pre-treated with each sample 1 h prior to treatment with LPS. ***p < 0.001 vs. control (CON); #p < 0.05, ##p < 0.01 and ###p < 0.001 vs. LPS.

          
          

          

        

        IL-6, TNF-α에 대한 생성 억제효과는 감잎 추출물이 가장 우수한 것으로 나타났는데 5 μg/㎖의 농도에서 IL-6의 생성을 54% 억제하였고, 50 μg/㎖의 농도에서는 TNF-α의 생성을 약 86% 억제하였다. 녹차 추출물은 50 μg/㎖의 농도에서 IL-6와 TNF-α의 생성을 각각 32%, 30% 억제하여 4 종 시료 중 가장 낮은 항염증 활성을 나타냈다. BLH308은 50 μg/㎖의 농도에서 IL-6의 생성을 97% 억제하였고, 같은 농도에서 TNF-α의 생성을 70% 억제하여 4 종 시료 중 가장 높은 항염증 활성을 나타냈다.

      

      
        5. Nitric oxide (NO) 생성 억제
        감잎 추출물, 녹차 추출물, 회화나무 열매 추출물 및 BLH308을 각각 LPS로 염증이 유도된 RAW 264.7 cell에 처리하여 NO 생성에 대한 억제효과를 측정하였다 (Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effects of persimmon leaf extract (PLE), green tea extract (GTE), sophora fruit extract (SFE) and BLH308 on nitric oxide (NO) production in RAW 264.7 cells.
            Inhibitory effects on NO production of (A) PLE, (B) GTE, (C) SFE, and (D) BLH308. RAW 264.7 cells were treated with various concentration of four samples for 24 h in the absence or presence of LPS (1 μg/㎖). Cells were pre-treated with each sample 1 h prior to treatment with LPS. ***p < 0.001 vs. control (CON); #p < 0.05, ##p < 0.01 and ###p < 0.001 vs. LPS.

          
          

          

        

        LPS 비처리군의 NO 생성량은 2.0 μM이었고 LPS 처리군은 24.3 μM이었다. 감잎 추출물, 녹차 추출물, 회화나무 열매 추출물 및 BLH308은 모두 5, 10, 20 μg/㎖에서 농도 의존적으로 NO의 생성을 억제하였다. 감잎 추출물은 20 μg/㎖의 농도에서 84.8%의 NO 생성을 억제하였고, 같은 농도에서 녹차 추출물과 회화나무 열매 추출물은 NO의 생성을 각각 50.6%, 31.7% 억제하였다. BLH308은 5, 10, 20 μg/㎖의 농도에서 LPS에 의한 NO의 생성을 각각 33.7%, 55.7%, 70.1% 억제하였다.

      

      
        6. iNOS, COX-2 발현 억제
        감잎 추출물, 녹차 추출물, 회화나무 열매 추출물 및 BLH308을 각각 LPS로 염증이 유도된 RAW 264.7 세포에 처리하여 iNOS, COX-2의 단백질 발현 억제에 대한 효과를 western blot 방법으로 측정하였다 (Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effects of persimmon leaf extract (PLE), green tea extract (GTE), sophora fruit extract (SFE) and BLH308 on iNOS and COX- 2 protein expression in RAW 264.7 cells.
            Representative western blots of iNOS and COX-2 treated by PLE (A), GTE (B), SFE (C) and BLH308 (D). RAW 264.7 cells were treated with various concentration of four samples for 24 h in the absence or presence of LPS (1 μg/㎖). Cells were pre-treated with each sample 1 h prior to treatment with LPS. ***p < 0.001 vs. control (CON); #p < 0.05, ##p < 0.01 and ###p < 0.001 vs. LPS.

          
          

          

        

        감잎 추출물 (Lee, 2014), 녹차 추출물 (Chen et al., 2017), 회화나무 추출물 (Ko et al., 2013)은 마우스 대식세포에서 iNOS 발현과 NO의 생성을 감소시켰다고 보고된 바 있는데 본 연구에서도 감잎 추출물, 녹차 추출물, 회화나무 열매 추출물 및 BLH308은 5, 10, 20 μg/㎖의 농도에서 모두 농도 의존적으로 iNOS의 단백질 발현을 억제하였다. 녹차 추출물과 감잎 추출물은 10, 20 μg/㎖의 농도에서 시료를 처리하지 않은 LPS 단독 처리군에 비해 iNOS의 발현을 유의하게 억제하였고 회화나무 열매 추출물은 모든 농도에서 iNOS의 발현을 유의하게 억제하였다. BLH308은 5, 10, 20 μg/㎖의 농도에서 모두 LPS 단독 처리군에 비해 iNOS의 발현을 유의하게 억제하였다.

        또한 감잎 추출물, 녹차 추출물, 회화나무 열매 추출물 및 BLH308은 5, 10, 20 μg/㎖의 농도에서 모두 농도 의존적으로 COX-2의 단백질 발현을 억제하였다. 녹차 추출물과 회화나무 열매 추출물은 5, 10, 20 μg/㎖의 농도에서 모두 LPS 단독 처리군에 비해 COX-2의 발현을 유의하게 억제하였다. 감잎 추출물과 BLH308은 10, 20 μg/㎖의 농도에서 COX-2의 발현을 유의하게 억제하였다.

      

      
        7. 인간모유두세포에서 5알파-환원효소Ⅱ의 발현 억제
        감잎 추출물, 녹차 추출물, 회화나무 열매 추출물 및 BLH308이 인간모유두세포 (HFDPC)에서 5알파-환원효소Ⅱ의 발현에 미치는 영향을 조사하기 위해 HFDPC에 TST를 시료와 함께 처리한 후 western blot방법으로 5알파-환원효소Ⅱ의 발현을 측정하였다 (Fig. 6).

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Effects of persimmon leaf extract (PLE), green tea extract (GTE), sophora fruit extract (SFE) and BLH308 on steroid 5α-reductase Ⅱ (SRD5A2) protein expression in HFDPCs.
            Representative western blot of SRD5A2 treated by PLE (A), GTE (B), SFE (C) and BLH308 (D). HFDPCs were treated with various concentration of four samples for 72 h in the absence or presence of testosterone (TST, 10 μM). Cells were pre-treated with each sample 1 h prior to treatment with TST. ***p < 0.001 vs. control (CON); #p < 0.05, ##p < 0.01 and ###p < 0.001 vs. TST.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            Effect of finasteride and BLH308 on hair growth in C57BL/6N mice.
            A; Index of hair growth visual scoring guide in C57BL/6N mice, B; Visual scoring of hair growth by the scoring guideline shown in A, C; Hair weight at day 35. ***p < 0.001 vs. normal control; #p < 0.05, ##p < 0.01 and ###p < 0.001 vs. TP control.

          
          

          

        

        TST (10 μM)를 HFDPC에 72 시간 처리했을 때 5알파-환원효소Ⅱ의 발현이 40%가량 증가하는 것으로 나타났다. 감잎 추출물, 녹차 추출물, 회화나무 열매 추출물 모두 20, 50 μg/㎖의 첨가군에서 5알파-환원효소Ⅱ의 발현이 시료를 첨가하지 않은 TST 처리군에 비해 유의적으로 감소되었다. BLH308은 50 μg/㎖의 농도에서 5알파-환원효소Ⅱ의 발현이 대조군에 비해 유의적으로 감소되었다.

      

      
        8. Testosteone propionate로 탈모가 유발된 C57BL/6N 마우스에 대한 BLH308의 발모 회복력 평가
        Testosterone propionate (TP)-induced AGA 마우스에 BLH308을 경구투여하여 탈모 전문의약품인 피나스테리드와의 효능을 비교하였다.

        C57BL/6N 마우스는 모발 재생에 따라 나타나는 색상 변화로 모발 성장 정도를 구분할 수 있으며, 정상 대조군 (Normal control)은 11 일 시점에 1 마리를 제외하고 모두 모근이 형성되어 회색-검은색 피부 부위를 관찰할 수 있었다 (Fig. 8). 반면, 음성대조군 (TP control)은 21일에 전체 3 분의 1의 개체에서만 발모 부위를 관찰할 수 있어 testosterone propionate에 의해 발모가 억제되고 있음을 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 8. 
				
          

          
            Effect of finasteride and BLH308 on anagen phase induction in C57BL/6N mice.
          
          

          

        

        촬영된 모든 사진을 (Fig. 7A)에 나타낸 Park 등 (2012)의 방법을 참고하여 육안점수로 나타냈고, 실험이 종료된 35 일 후에는 BLH308 high group만이 정상 대조군과 거의 동등한 회복양상을 나타내었으며, 양성대조군 (finasteride)과 BLH308 low group은 정상 대조군 대비 각각 약 70%, 80% 수준의 회복양상을 나타내었다 (Fig. 7B). 재생된 모의 총 무게는 정상 대조군 대비 BLH308 high group이 통계적으로 유의적인 차이를 보이지 않아 가장 근접하게 회복되었음을 확인하였다 (Fig. 7C).

      

    

    

  
    
      고 찰
      감나무 (D. kaki Thunb.)는 한국, 중국, 일본, 인도 등에 널리 분포되어있는 나무로서 감나무의 잎에는 quercetin, kaempferol, isoquercetin, myricetin, rutin 등 플라보노이드 (flavonoid)가 다량 함유되어 있으며 일반 식품 및 생약으로 사용되고 있다. 감잎은 풍부한 비타민 C 때문에 특히 일본에서는 영양공급 및 노화 방지차로 알려져 있다 (Xie et al., 2015).

      녹차 (Camellia sinensis L.)는 플라바놀 (flavanol) 종류의 화합물인 카테킨 (catechin)을 풍부하게 함유하고 있어 오랜 역사를 거쳐 단순한 기호식품일 뿐만 아니라 여러 가지 질병 치료제에도 적용되어왔다 (Lim et al., 2015). 녹차에는 카테킨 종류인 Epicatechin (EC), Epigallocatechin (EGC), Epicatechin-3-gallate (ECG) 및 Epigallocatechin Gallate (EGCG)이 풍부하게 함유되어 있는데 (Chacko et al., 2010), 그 중 EGCG는 녹차에 함유된 카테킨 중 가장 강력한 효능을 지닌 것으로 알려져 있다 (Lim et al., 2015). 회화나무 (S. japonica L.)는 한국, 중국, 일본, 베트남 등 국가에서 흔히 볼 수 있는 중형 낙엽수로서 꽃과 열매는 한국, 중국, 일본에서 생약으로 사용되고 있고 그중 열매는 한국에서 식품용으로도 사용되고 있다. 특히, 한국에서는 회화나무의 꽃과 열매가 지혈 작용이 있는 것으로 알려져 있고 잎은 지혈, 혈압강하 및 항염증 작용이 있는 것으로 알려져 있다 (He et al., 2016). 또한 회화나무 열매에는 catechin, rutin, quercetin 등 다양한 생리활성 물질들이 함유되어 있어 (Choi et al., 2008) 이상 3 종 식물추출물을 최종 후보물질로 사용하였다.

      활성산소는 모유두세포의 형태, 이동 및 증식을 변화시키며, 산화적스트레스 (oxidative stress)는 탈모를 유발하는 중요한 인자이다 (Trueb, 2009). 인체는 정상적인 생리적 기능을 위해 체내 자유라디칼과 항산화제의 균형 유지가 필요하며, 체내 생성 자유라디칼과 항산화제의 불균형으로 인해 발생하는 현상을 산화적스트레스라고 한다 (Lobo et al., 2010). 또한 자유라디칼은 짝을 이루지 않은 전자를 가진 반응성 높은 분자로서 다양한 세포의 구조막, 지질, 단백질 및 DNA를 손상시킨다. 신체는 항산화 효소 (superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase) 및 항산화 분자 (비타민 C, 비타민 E, glutathione, ubiquinone)를 이용한 방어기전을 통해 자유라디칼을 환원시켜 자신을 보호한다.

      산화적스트레스로 인해 체내 자유라디칼 생성이 증가하여 세포 구조의 점진적 손상을 초래하게 되면 탈모 증상으로 나타날 수 있으며 (Trueb, 2009) 탈모 부위의 모유두세포는 정상세포에 비해 산화적스트레스에 더 민감하게 반응하여 모발의 성장을 억제하는 transforming growth factor-β1 (TGF-β1), β2를 분비한다 (Lolli et al., 2017). 따라서 항산화 효능은 탈모 예방 및 개선 효과를 나타냄에 있어서 매우 중요한 지표이다. 본 연구 결과에서 감잎 추출물, 녹차 추출물은 DPPH 및 ABTS 라디칼에 대해 높은 소거 효과를 나타냈으며 이들의 복합물인 BLH308은 녹차 추출물보다는 낮지만, 감잎 추출물보다 더 우수한 항산화 효능을 보였다.

      Lee 등 (2021)이 보고하였던 바와 같이 녹차 추출물은 DPPH와 ABTS 라디칼을 소거하는 항산화활성이 높으며, 항산화 활성은 페놀화합물 및 플라보노이드의 함량과 상관관계가 높다고 보고한 연구 결과에 따라 (Bae et al., 2019), BLH308의 높은 항산화 활성은 감잎 추출물 중 탄닌산, 녹차 추출물중 카테킨 등 페놀화합물에 의한 것으로 생각된다. 또한 감잎에 풍부하다고 알려진 비타민C도 BLH308의 뛰어난 항산화 활성에 영향을 주었을 것으로 보인다.

      IL-6는 다양한 자가면역질환 혹은 만성 염증 상태에서 매우 중요한 역할을 하는 전염증성 사이토카인으로 많은 연구 결과에 의하면 원형탈모 환자의 혈중 IL-6의 농도는 건강한 사람에 비해 유의적으로 높았다 (Torkestani et al., 2021). 또한, IL-6는 탈모 부위에서 채취한 모유두세포에서 정상 모유두세포에 비해 그 발현이 증가하였으며 농도 의존적으로 모간의 성장을 억제하는 것으로 보고되었다 (Kwak et al., 2012).

      한편, TNF-α는 면역세포 혹은 비면역세포 모두에서 분비되는 전염증성 사이토카인으로 류마티스 관절염, 건선과 같은 염증성 질병에서 중요한 작용을 한다. TNF-α는 in vitro 실험에서 모발의 성장을 중단시키고 모낭 기질세포의 액포 형성 (vacuolation)을 유발하며 matrix의 크기를 감소시킨다고 보고된 바 있으며 (Torkestani et al., 2021), 건강한 사람에 비해 원형탈모 환자에서 혈중 TNF-α의 농도가 유의적으로 높다는 보고가 있다 (Torkestani et al., 2021).

      감잎 추출물 (Lee, 2014), 녹차 추출물 (Chen et al., 2017), 회화나무 추출물 (Ko et al., 2013)은 LPS로 유도된 마우스 대식세포에서 IL-6, TNF-α의 생성을 감소시킨다고 보고된 바 있다. 본 연구에서도 이들 연구 결과와 유사하게 감잎 추출물, 녹차 추출물, 회화나무 열매 추출물 및 BLH308은 IL-6와 TNF-α의 생성을 농도 의존적으로 억제하였으므로, BLH308은 이들 사이토카인의 발현을 조절하여 탈모 개선에 좋은 효과를 보일 수 있을 것으로 예상된다.

      DHT의 과다 축적은 안드로겐성 탈모증 경향이 있는 모낭에서 모낭의 축소를 촉진하며 DHT외에도 TGF-β, dickkopf-1, IL-6, iNOS는 모낭의 생물학적 활성에 부정적 영향을 주어 탈모를 유발한다 (Khantham et al., 2022). iNOS는 L-arginine으로부터 NO가 생성되게 촉매하는 효소로서 이때 생성된 NO는 아민류와 반응하여 발암물질인 nitrosamine을 생성한다. 이 물질은 LPS로 염증이 유도된 염증반응계에서 생성되며 superoxide (O2-)와 반응하게 되면 매우 강력한 산화제인 peroxynitrite (ONOO-)를 생성하게 되므로 (Yang et al., 2012), NO의 생성 및 iNOS의 발현 억제는 탈모 개선에 매우 중요하다. 실험 결과 (Fig. 4 and Fig. 5)에서 보인 것과 같이 감잎 추출물, 녹차 추출물, 회화나무 열매 추출물 및 BLH308은 iNOS의 발현 및 NO의 생성을 모두 농도 의존적으로 억제하였으며, 이러한 연구 결과는 BLH308이 모낭의 생물학적 활성에 부정적 영향을 주는 인자들을 효과적으로 억제하여 탈모의 진행을 억제할 수 있음을 의미한다.

      TST는 5알파-환원효소Ⅱ에 의해 DHT로 전환되고 이 DHT가 두피에 과다하게 축적되면 모낭을 자극하여 탈모가 유발된다 (Lolli et al., 2017). 본 연구에서는 모유두세포가 과량의 TST에 노출되면 5알파-환원효소Ⅱ의 발현이 증가하는 것을 확인하였고 BLH308은 TST에 의해 증가하는 5알파-환원효소Ⅱ의 발현을 억제하였다.

      탈모는 5알파-환원효소Ⅱ에 의해 촉매되는 DHT의 과다 생성이 주요 원인이므로 5알파-환원효소Ⅱ의 발현 억제는 DHT의 과다 생성을 억제하게 되며 이는 탈모 개선에 도움을 줄 것이라 예상된다.

      Kang 등 (2019)에 의하면 모유두세포에서 5알파-환원효소Ⅱ는 DHT에 의해서도 그 발현이 증가하는데 BLH308은 모유두세포에서 TST에 의해 증가하는 5알파-환원효소Ⅱ의 발현을 감소시키므로 5알파-환원효소Ⅱ에 의해 생성되는 DHT의 양도 감소시킬 수 있을 것으로 예상되며 이는 추후 연구를 통해 확인이 필요하다.

      또한 모발 휴지기 (telogen) 마우스의 등 피부에 testosterone을 지속적으로 적용하면 마우스의 피부에서 5알파-환원효소Ⅱ의 발현이 증가 되며 (Lao et al., 2022), 이로 인해 telogen이 지속되면서 모발 성장기 (anagen)의 도래가 지연된다. 본 연구에서도 testosterone propionate의 지속적인 투여로 인해 마우스의 anagen 도래가 지연되었으며, BLH308은 이로 인한 anagen의 도래 지연을 억제하여 모발의 생장을 돕는 것으로 나타났다. 이러한 결과는 BLH308은 모유두세포의 5알파-환원효소Ⅱ의 발현을 효과적으로 억제하여 남성 호르몬에 의한 탈모 즉 안드로겐성 탈모의 진행을 개선 시킬 수 있음을 의미한다.

      본 연구에서 녹차 추출물은 3 종 시료 중 가장 낮은 IL-6와 TNF-α의 생성 억제능을 나타냈지만, 그에 반해 월등한 DPPH와 ABTS 라디칼 소거능을 보여주었고 또한 3 종 시료 중 가장 낮은 라디칼 소거능을 나타냈던 회화나무 열매 추출물은 COX-2와 5알파-환원효소Ⅱ의 발현을 가장 효과적으로 억제하였다. 녹차 추출물과 회화나무 열매 추출물의 이러한 상호보완작용으로 인해 감잎 추출물과 혼합하여 복합물로 제조하였고, 이렇게 제조된 BLH308은 우수한 항산화, 항염증 효과가 있을 뿐만 아니라 TST에 의해 증가하는 5알파-환원효소Ⅱ의 발현을 억제하며, testosterone propionate로 탈모가 유발된 마우스의 발모를 촉진 시킨다는 결과를 얻었다.

      본 연구를 통해 BLH308은 산화적 스트레스, 만성 염증 및 5알파-환원효소Ⅱ의 과다 발현 등 탈모를 유발하는 복합적 원인을 다방면으로 제거하여 효과적으로 탈모를 개선할 수 있는 천연 식품소재인 것을 확인하였으며 모발건강 식품원료로서의 사용 가능성을 시사하였다.
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