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            초록
          
        

        
          
            Background
            In this study, we aim to test the neuroprotective activity of kaempferol-3-O-glucoside in HT22 cells originating from mice hippocam against glutamate induced oxidative stress and to elucidate the mechanisms of action of this neuroprotective activity.

          

          
            Methods and Results
            Pretreatment of HT22 cells with kaempferol-3-O-glucoside increased cell viability after exposure to glutamate induced oxidative stress. Kaempferol-3-O-glucoside decreased reactive oxygen species and intracellular Ca2+ concentration, which increased with glutamate induced oxidative stress. Moreover, kaempferol-3-O-glucoside maintained the mitochondrial membrane potential at control levels, increased glutathione reductase and glutathione peroxidase levels, and synthesized high levels of the endogenous antioxidant glutathione.

          

          
            Conclusions
            Overall, these results suggest that kaempferol-3-O-glucoside isolated from Lonicera japonica exerted a potent neuroprotective activity in glutamate injured HT22 cells through the antioxidative pathway and can be potentially used for the treatment or prevention of Alzheimer's disease.
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      서 언
      전 세계적으로 인간의 평균 수명이 의학 기술의 발달과 과학의 발전으로 인하여 크게 늘어나고 있어서 우리는 급격한 인구 통계학적인 변화를 겪고 있다. 2017년에 대략 10억 명으로 추정되던 60 세 이상의 인구는 2050년이 되면 두 배가 될 것이라고 평가되고 있다 (WHO, 2021). 이러한 노령 인구 증가의 결과로 인하여 1990년에서 2016년 사이에 치매 환자의 수는 두 배가 되었고, 그 수는 4,400만 명에 이르렀으며 현재에는 치매 환자의 수는 약 5,500만 명에 이르며 해마다 1,000만 명의 새로운 환자들이 발생하고 있어 2050년에는 세 배가 될 것이라고 예측되고 있다 (Fiest et al., 2016; GBD 2016 Dementia Collaborators, 2019; WHO, 2021).

      치매는 물리적, 심리적, 사회적 및 경제적으로 충격을 주기 때문에 환자 자신 뿐 아니라 환자를 돌보는 가족들과 사회 전체적으로 고통을 주는 사회적으로 매우 심각한 문제가 되고 있지만, 치료제의 개발은 별로 이루어지지 않았고, 개발된 치료제는 근원적인 치매의 치료를 할 수 있는 것이 아니라 증상의 완화나 경감을 통하여 치매의 진행을 늦추어 주는 정도에 불과한 실정이다 (Aisen et al., 2011; Folch et al., 2016). 이러한 이유로 치매를 근본적으로 치료할 수 있는 치료제의 개발은 현 시점에서 매우 시급한 문제가 되고 있다.

      치매를 유발하는 원인으로는 알츠하이머병, 혈관성 치매, 루이체 치매, 전측두엽 퇴행 및 파킨슨병 등과 같이 매우 다양한 것이 알려져 있지만, 알츠하이머성 치매가 치매 중에서 가장 많은 부분을 차지하고 있으며, 그 증상으로는 기억력을 포함한 인지 기능 저하, 성격의 변화, 우울증, 망상이나 환각, 공격성 증가 및 수면 장애 등과 같은 정신적인 증상이 있고 더 나아가 신경학적 장애로 인하여 신체적인 손상도 나타날 수 있다 (Hampel et al., 2018; Lane et al., 2018).

      알츠하이머병의 발병 원인은 명확하게 밝혀져 있지 않지만 β-amyloid plaque, 신경섬유의 뭉침, 뇌의 신경 연결 손상 등과 관련이 있는 것으로 알려져 있고, 이외에도 산화적인 스트레스나 신경 염증반응 등으로 인한 신경세포의 사멸과도 관련이 높은 것으로 알려져 있다 (Seidler and Squire, 2005; Kuhla et al., 2007; Sultana and Butterfeld, 2010; Srivastava et al., 2011).

      특히, glutamate는 체내에 존재하는 흥분성 신경전달 물질로서 대뇌가 발달하는 과정에 있어서 필수적으로 수반되는 신경세포의 분화과정과 신경세포의 사멸을 막아주는 중요한 역할을 한다 (Lin and Beal, 2006). 그러나 세포 내에 고농도의 glutamate가 존재하면 glutamate는 독성물질로 작용하여 신경세포가 손상되거나 사멸하게 되는데 이러한 신경세포의 손상은 산화적 스트레스와 흥분성 신경독성에 의한 것으로 보고되어 있다 (Kim et al., 2017).

      신경세포의 손상이나 사멸은 glutamate에 의하여 증가하게 되는 활성산소종으로부터 영향을 받아 나타나게 되는데 활성 산소종의 증가는 세포 내에 Ca2+의 농도의 증가를 수반하게 된다. 세포 내 Ca2+의 증가는 다양한 효소의 활성을 증가시키게 되고 대표적으로 산화질소 생성효소의 활성을 증가시켜 세포내 산화질소의 생성을 촉진시킨다. 이는 세포 내에 독성을 나타내어 신경세포의 손상 및 사멸을 유도하게 된다. 또한, 고농도의 glutamate는 산화적인 스트레스를 유발하게 되는데 인체에서 항산화물질로 작용하는 glutathione의 생성과 관련한 glutathione peroxidase와 glutathione reductase의 활성을 억제하여 결과적으로 총 glutathione의 생성량을 감소시킴으로써 산화적인 스트레스를 극복하지 못하고 신경세포의 손상이나 시멸을 야기한다고 알려져 있다 (Helmut, 1999; Carrano et al., 2011; Yan et al., 2013).

      이러한 다양한 원인으로 신경세포가 사멸하게 되면 뇌와 같은 신경계 기관의 손상으로 이어져 결과적으로 인간에게 알츠하이머, 파킨슨병 등과 같은 퇴행성 뇌신경 질환을 야기하게 된다. 그러므로, 뇌신경 세포를 보호하는 물질은 퇴행성 뇌신경계 질환 치료제 개발의 주요한 타겟이 될 수 있다.

      최근 뇌신경계 질환 치료제 개발을 위한 소재 탐색을 위하여 정상 수준을 넘어서는 고농도의 glutamate를 투여하여 흥분성 신경독성 및 산화적 스트레스를 유발하고 이들 신경세포를 활성 검색계로 사멸에 대한 보호 효과를 나타내는 다양한 약리적 성분을 약용식물에서 찾고자 하는 노력이 진행되고 있다 (Elufioye et al., 2017).

      이전 연구를 통하여 금은화 (Lonicera japonica)의 총 메탄올 추출물이 유의성 있는 일차 배양한 대뇌 피질세포에서 강력한 신경세포 보호활성을 나타냄을 확인할 수 있었다 (Weon et al., 2011a). 활성물질을 규명하기 위하여 금은화 총 메탄올 추출물로부터 수 종의 화합물을 분리․정제하였고, 일차 배양한 대뇌 피질 신경세포에서 분리한 화합물의 신경세포 보호 활성을 평가하여 분리한 물질 중 4 종의 물질이 신경세포 보호 활성을 나타냄을 확인하였다. 이들 화합물은 각각 luteolin, lonicerin, caffeic acid, kaempferol-3-O-glucoside이었다. 금은화 메탄올 추출물 중 kaempferol-3-O-glucoside의 함량은 0.086%였고, 일차 배양한 대뇌피질 세포에서의 신경세포 보호 활성은 100mM의 농도에서 25.1%의 보호 활성으로 나타내어 4 종의 화합물 중 가장 낮은 편이었다 (Weon et al., 2011b). 또한, 금은화에서 분리된 luteolin, lonicerin, caffeic acid의 신경세포 보호에 관한 약리학적 작용기전을 보고한 바 있다(Son and Ma, 2020; Lee and Ma, 2021; Kim and Ma, 2022).

      본 연구에서는 신경세포 보호 활성을 나타낸 금은화 유래 화합물의 신경세포 보호 활성 작용기전을 규명하는 연구의 일환으로서 마우스에서 유래한 해마 신경세포인 HT22 세포에서 kaempferol-3-O-glucoside의 신경세포 보호 활성을 다시 한번 검증하고자 하였고, 신경세포 보호 활성의 약리학적 작용기전을 규명하고자 하였다.

      이를 위하여 glutamate로 신경독성을 유발한 HT22 세포를 활성 검색계로 하여 신경세포의 사멸과 관련된 바이오 마커의 변화를 평가하여 kaempferol-3-O-glucoside의 약리 작용 기전을 규명하는 연구를 수행하였으며 이를 통하여 kaempferol-3-O-glucoside의 알츠하이머병의 치료 및 예방에 적용될 수 있는지에 대한 가능성을 확인하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시약 및 재료
        Dulbecco's modified eagle medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS)은 Gibco ( Carlsbad, C A, U SA)에서 구입하였고, glutamic acid, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) solution, trolox, nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate (NADPH), 5,5′-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB), glutathione disulfide reductase (GSSG-R), GSSG oxidase, L-glutathione reduced (GSH), 2,7-dichlorofluorecin diacetate (DCF-DA), Fura-2AM, rhodamine 123, triton X-100, penicillin과 streptomycin은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. Dimethyl sulfoxide (DMSO)는 대정화금㈜ (시흥, 경기, 한국)에서 구입하여 사용하였다. kaempferol-3-O-glucoside은 기존에 분리하고 구조 동정한 화합물을 사용하였다 (Qi et al., 2009; Weon et al., 2011AFig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Structure of kaempferol-3-O-glucoside isolated from L. japonica.
          
          

          

        

      

      
        2. HT22 세포 배양
        마우스 해마 유래 세포주인 HT22 세포의 세포 배양은 기존에 발표했던 Jung 등 (2018)의 방법을 수정하여 수행하였다.

        HT22 세포는 10%의 FBS와 1%의 penicillin/streptomycin을 포함한 DMEM 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2로 자동 조절되는 CO2 incubator (BB 15 CO2 incubator, Thermo Scientific Inc., Waltham, MA, USA)에서 배양하였다. 활성평가를 위하여 시료나 독성물질을 처리하기 전까지 세포가 최적의 조건으로 배양될 수 있도록 2 일 – 3 일 마다 한 번씩 계대 배양하였다.

      

      
        3. 뇌신경세포 보호 활성 측정
        뇌신경세포 보호 활성은 기존의 Kim과 Ma (2022)의 방법을 수정하여 진행하였다. Glutamate에 의하여 산화적 스트레스를 가한 후 살아남은 세포의 생존율은 MTT assay를 이용하여 측정하였다.

        배양된 HT22 세포를 48 well plate에 1.7×104 cell/well의 농도로 seeding 하고 37℃, 5%의 CO2의 조건으로 24 시간동안 배양하였다. 24 시간 배양 후 control 그룹과 glutamate 투여 그룹에는 DMEM 배지만 30 ㎕를 처리하고, 시료 투여군에는 농도를 달리한 kaempferol-3-O-glucoside를 각각 1 μM, 10 μM, 100 μM 농도로 하여 투여하였으며, 양성 대조군으로는 50 μM의 trolox를 투여한 그룹을 사용하였다.

        투여한 지 한 시간이 지난 후 control 그룹을 제외한 나머지 그룹에 3 mM의 glutamate를 30 ㎕ 수준으로 투여하였다. Glutamate의 농도는 신경세포가 40% 정도 사멸하였을 때의 농도로 결정하였다. Glutamate 투여 후 23 시간 동안 37℃, 5% CO2의 조건으로 배양하였다. 23 시간 동안 배양한 후 모든 well에 150 ㎕의 MTT solution (1 mg/㎖ in phosphate buffered saline)을 가하였다. 37℃에서 3 시간이 지난 후 각 well에 남아 있는 DMEM 배지를 모두 제거하고 DMSO 300 ㎕를 처리하였다.

        빛을 차단한 상태에서 30 분간 두어 살아있는 세포를 표지하여 생성된 formazan crystal을 충분히 녹여주었다. 다 녹인 formazan solution을 96 well plate에 100 ㎕씩 분주하고 microplate reader (BioTek EL808, BioTek Instruments, Winooski, VT, USA)를 사용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 실험은 같은 조건에서 3 회 반복하였다.

      

      
        4. 세포 내 ROS 측정
        HT22 세포에 존재하는 free radical과 같은 활성 산소종의 양은 2,7-dichlorofluroescin diacetate (DCF-DA)를 사용한 Goodman과 Mattson (1994)의 방법으로 측정하였다.

        세포 생존율 측정 실험에서와 같이 control 그룹과 glutamate 투여 그룹에는 DMEM 배지만 투여하고, 양성 대조군과 시료 투여군에는 각각 trolox (50 μM) 및 kaempferol-3-O-glucoside (1 μM, 10 μM, 100 μM)를 처리하였다.

        1 시간이 지난 후 control 그룹을 제외한 모든 그룹에 3 mM의 glutamate를 처리하였다. 8 시간 배양 후 100 μM의 DCF-DA를 40 ㎕ 수준으로 첨가하고 1 시간 동안 반응시켰다. 1 시간 반응 후 배지를 제거하였고 PBS로 3 회 세척한 후 1.0%의 triton X-100으로 세포를 37℃에서 15 분간 녹여내었다. 녹여낸 용액을 96 well plate에 옮겨 담고 microplate reader (BioTek EL808, BioTek Instruments, Winooski, VT, USA)를 사용하여 형광도를 측정하였다. 형광도는 490 nm에서 exciting 시킨 후 525 nm에서 emission light를 측정하였으며 같은 조건에서 3 회 반복하여 실시하였다.

      

      
        5. 세포 내 Ca2+ 농도 측정
        HT22 세포에 존재하는 세포내 Ca2+의 농도는 Ca2+에 민감하게 반응하는 형광물질인 Fura-2AM을 사용하여 측정하였다. 세포 생존율 측정 실험에서와 같이 control 그룹과 glutamate 투여 그룹에는 DMEM 배지만 투여하고, 양성 대조군과 시료 투여군에는 각각 trolox (50 μM) 및 kaempferol-3-O-glucoside (1 μM, 10 μM, 100 μM)를 처리하였다.

        1 시간이 지난 후 control 그룹을 제외한 모든 그룹에 3 mM의 glutamate를 처리하였다. 1 시간 배양 후 배양한 HT22 세포에 20 μM의 Fura-2AM 10 ㎕를 투여한 후 1 시간 동안 37℃, 5% CO2 조건에서의 CO2 배양기에서 반응시켰다. 1 시간 반응 후 배지를 제거하였고 PBS로 3 회 세척한 후 1.0%의 triton X-100으로 세포를 37℃에서 15 분간 녹여내었다. 녹여낸 용액을 96 well plate에 옮겨 담고 microplate reader (BioTek EL808, BioTek Instruments, Winooski, VT, USA)를 사용하여 형광도를 측정하였다. 형광도는 340/380 nm에서 exciting 시킨 후 510 nm에서 emission light를 측정하였으며 같은 조건에서 3 회 반복하여 실시하였다.

      

      
        6. 미토콘드리아 막전위 손상 억제 효과 측정
        HT22 세포에서 미토콘드리아 막전위 손상 정도를 평가하기 위하여 rhodamine 123이라고 하는 형광물질을 사용하여 측정하였다.

        Control 그룹과 glutamate 투여 그룹에는 DMEM 배지만 투여하고, 양성 대조군과 시료 투여군에는 각각 trolox (50 μM) 및 kaempferol-3-O-glucoside (1 μM, 10 μM, 100 μM)를 처리하였다. 1 시간이 지난 후 control 그룹을 제외한 모든 그룹에 3 mM의 glutamate를 처리하였다. 1 시간 배양 후, 배양한 HT22 세포에 10 ㎕의 20 μM rhodamine 123을 투여한 후 30 분간 37℃, 5% CO2 조건에서의 CO2 배양기에서 반응시켰다. 30 분 반응시킨 후 배지를 제거하였고 PBS로 3 회 세척한 후 1.0%의 triton X-100으로 세포를 37℃에서 15 분간 녹여 내었다.

        녹여낸 용액을 96 well plate에 옮겨 담고 microplate reader (BioTek EL808, BioTek Instruments, Winooski, VT, USA)를 사용하여 형광도를 측정하였다. 형광도는 488 nm에서 exciting 시킨 후 525 nm에서 emission light를 측정하였으며 같은 조건에서 3 회 반복하여 실시하였다.

      

      
        7. 글루타치온 총 함량 및 항산화 효소 활성 측정
        배양된 HT22 세포를 6 well plate에 2.0×104 cell/well의 농도로 seeding하고 37℃, 5%의 CO2의 조건으로 24 시간 동안 배양하였다.

        Control 그룹과 glutamate 투여 그룹에는 DMEM 배지만 투여하고, 양성 대조군과 시료 투여군에는 각각 trolox (50 μM) 및 kaempferol-3-O-glucoside (1 μM, 10 μM, 100 μM)를 처리하였다. 1 시간이 지난 후 control 그룹을 제외한 모든 그룹에 3 mM의 glutamate를 처리하였다. 24 시간 배양 후 배지를 제거하고 0.2 M phosphate buffer (pH 7.4)로 2 회 세척한 후 sulfosalicylic acid로 단백질을 추출하였다. 세포는 3,000 × g, 4℃ 조건으로 30 분간 원심분리를 한 후 상층액을 수집하여 항산화 효소와 glutathione의 양을 측정하였다.

        Glutathione 총 함량은 환원형 GSH와 DTNB의 반응에 근거하여 측정하였는 바, 세포 상층액 또는 glutathione 표준품을 5 unit/㎖ glutathione reductase 및 0.3 mM NADPH가 담긴 반응액에 첨가하였고 0.5 mM DTNB를 첨가하여 37℃에서 30 초 동안 반응시킨 다음 microplate reader (BioTek EL808, BioTek Instruments, Winooski, VT, USA)를 사용하여 412 nm에서 흡광도를 측정하였다. Glutathione의 양은 표준품 glutathione의 표준치를 기준으로 하여 결정하였다.

        Glutathione reductase는 NADPH를 포함한 glutathione의 환원반응에 의하여 결정하였다. 세포 상층액에 1mM glutathione과 0.1 mM NADPH를 포함한 phosphate buffer를 반응시켰다. 반응시킨 후 바로 340 nm에서 15 초 간격으로 15 분간 형광을 측정하였다. Glutathione peroxidase의 활성은 GSH가 GSSG로 산화되는 정도를 평가하여 측정하였다. 세포 상층액과 0.4 mM NADPH, 0.2 mM H2O2, 1 mM 환원형 glutathione을 섞은 후 1 unit/㎖의 glutathione reductase를 반응시켰다. 반응시킨 후 340 nm에서 형광을 측정하였다.

      

      
        8. 통계 분석
        통계 분석은 Excel (Microsoft, Los Angeles, CA, USA) 프로그램으로 One-way ANOVA test를 하였고, 3 반복으로 측정한 결과 값을 평균치 ± 표준오차 (means ± SE)로 나타내었다. 대조군에 대한 통계적 유의성을 5%, 1%, 0.1%에서 검증하였다 (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 금은화에서 분리한 Kaempferol-3-O-glucoside의 HT22 신경세포 보호효과
        금은화 (Lonicera japonica)에서 분리한 kaempferol-3-O-glucoside이 어떠한 약리학적 작용기전을 통하여 신경세포 보호 활성을 나타내는지 확인하고자 하였다. 먼저 이러한 kaempferol-3-O-glucoside이 마우스 유래 해마 세포주인 HT22 세포에서도 신경세포 보호활성을 나타내는지 확인하기 위하여 glutamate로 산화적 스트레스를 유발한 HT22 세포를 활성검색계로 하여 신경세포 보호활성 평가 실험을 수행하였다.

        Oxytosis는 미토콘드리아 기능 장애와 산화적 스트레스의 증가와 관련된 non-apoptotic 형태의 세포 사멸이다 (Dolga et al., 2013; Neitemeier et al., 2016). Oxytosis라는 용어는 신경세포의 세포 사멸과 관련된 연구 결과에 기초하여 처음 도입되었으며, 세포 내 또는 미토콘드리아에 활성 산소종(reactive oxygen species, ROS)이 축적되는 특징이 있다(Tan et al., 2001). 이러한 것이 원인이 되어 뇌의 손상 또는 퇴행으로 진행된다는 여러 증거들이 제시되고 있다. Oxytosis에 의한 신경세포의 사멸은 알츠하이머 병과 같은 인간의 노화와 관련한 퇴행성 신경계 질환과 매우 깊은 연관이 있는 것으로 확인되었으며, oxytosis에 의한 세포의 사멸은 cysteine/glutamate antiporter system을 억제하는 glutamate의 투여에 의하여 개시된다고 알려져 있다 (Reuther et al., 2014).

        과도한 양의 glutamate는 cysteine/glutamate antiporter system을 차단하여 cysteine의 유입을 방해하게 되어 연속적으로 항산화 물질의 생성 및 항산화 효소의 활성을 낮추어 산화적인 스트레스를 강하게 한 결과 신경세포를 사멸하게 만든다(Maher, 2005).

        Kaempferol-3-O-glucoside를 1 μM, 10 μM, 100 μM의 농도로 투여한 후 1 시간 뒤에 3mM의 glutamate를 처리하였고 24 시간 뒤에 MTT assay를 통하여 세포의 생존율을 평가하였다. Kaempferol-3-O-glucoside를 투여한 실험군에서 농도 의존적으로 유의성 있는 신경세포 보호활성을 나타내었다 (Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effect of kaempferol-3-O-glucoside (1, 10 and 100 mM) on glutamate-induced death of HT22 cells.
            Data expressed as means ± the standard error of the mean. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 versus the glutamatetreated group. The data was analyzed by One-way ANOVA using Excel software of Microsoft.

          
          

          

        

      

      
        2. Kaempferol-3-O-glucoside가 ROS의 생성에 미치는 영향
        Kaempferol-3-O-glucoside의 신경세포 보호활성 작용기전을 확인하기 위하여 항산화 활성과 관련한 다양한 바이오 마커의 변화를 평가하는 실험을 진행하였다. 항산화와 관련한 바이오 마커로서 세포 내 ROS, Ca2+ 농도, 미토콘드리아 막전위의 손상 억제 및 glutathione 총 함량과 glutathione reductase 및 glutathione peroxidase와 같은 항산화 효소의 활성 등을 평가하였다.

        세포 수준에서 glutamate의 농도가 증가하면 세포 내 ROS가 다량 축적되어 세포 내 활성산소종이 증가하여 심각한 신경독성이 발생하게 되고 이로 인하여 신경세포의 사멸이 증가하게 된다 (Nicholls and Budd, 2000).

        Kaempferol-3-O-glucoside이 고농도의 glutamate에 의한 신경세포의 사멸에 미치는 영향 중 ROS의 생성량에 미치는 영향을 확인하기 위하여 형광 시약 DCF-DA를 사용하였다. Kaempferol-3-O-glucoside를 투여하고 1 시간 후 3mM glutamate를 투여한 후 ROS의 생성량을 측정하였다. Kaempferol-3-O-glucoside는 glutamate에 의하여 증가한 ROS의 생성을 농도 의존적으로 유의성 있게 감소시킴을 확인할 수 있었다.

        Glutamate 투여에 의하여 ROS의 생성은 대조군에 비하여 153.2%로 증가하였고, kaempferol-3-O-glucoside를 1mM, 10 mM, 100 mM 농도로 투여하였을 때 ROS의 생성이 대조군에 비하여 각각 132.8%, 121.5%, 112.8%로 증가하여 glutamate 투여군에 비하여 유의성 있게 감소하였다 (Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effect of kaempferol-3-O-glucoside (1, 10 and 100 mM) on reactive oxygen species production in glutamate injured HT22 cells.
            Data expressed as means ± the standard error of the mean. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 versus the glutamate-treated group. The data was analyzed by One-way ANOVA using Excel software of Microsoft.

          
          

          

        

      

      
        3. Kaempferol-3-O-glucoside가 세포 내 Ca2+의 농도에 미치는 영향
        장기간의 세포 외 glutamate의 농도 증가는 Ca2+의 증가로 이어져 신경 세포의 괴사 및 apoptotic 신경 세포 사멸을 초래한다고 알려져 있다 (Tan et al., 1998). 산화 물질과 항산화 물질의 적절한 균형과 이온의 항상성은 행동을 조절하기 위한 적합한 뇌기능을 형성하기 위하여 필수적이다 (Khatri et al., 2018). 많은 연구 결과들을 종합하여 보면 세포 내 Ca2+의 농도가 증가가 ROS의 생성 및 축적으로 이어짐을 확인할 수 있다 (Ishige et al., 2001; Song et al., 2018).

        Kaempferol-3-O-glucoside가 glutamate로 산화적 스트레스를 유발한 HT22 세포에서 세포 내 Ca2+ 이온의 농도에 어떠한 영향을 주는지를 확인하기 위하여 Ca2+에 민감하게 반응하는 형광염료인 Fura-2AM을 사용하였다.

        Kaempferol-3-O-glucoside를 투여하고 1 시간 후 3mM glutamate를 투여한 후 Ca2+의 농도를 측정하였다. Kaempferol-3-O-glucoside는 glutamate에 의하여 증가한 세포내 Ca2+의 농도를 투여 농도 의존적으로 유의성 있게 감소시킴을 확인할 수 있었다. Glutamate 투여에 의하여 세포 내 Ca2+은 대조군에 비하여 159.2%로 증가하였고, kaempferol-3-O-glucoside를 1 mM, 10 mM, 100 mM 농도로 투여하였을 때 대조군에 비하여 각각 128.2%, 125.6%, 108.4% 만큼 증가하여 glutamate 투여군에 비하여 유의성 있는 감소를 보였다 (Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effect of kaempferol-3-O-glucoside (1, 10 and 100 mM) on calcium ion influx in glutamate injured HT22 cells
            Data expressed as means ± the standard error of the mean. *p < 0.05, ***p < 0.001 versus the glutamatetreated group. The data was analyzed by One-way ANOVA using Excel software of Microsoft.

          
          

          

        

      

      
        4. Kaempferol-3-O-glucoside가 미토콘드리아의 막 전위에 미치는 영향
        Glutamate에 의하여 매개되는 산화적 스트레스의 메커니즘은 HT22 세포에서 광범위하게 연구되어 있다. 독성을 유발할 수 있는 고농도의 glutamate는 신호전달 체계를 거쳐서 신경세포의 사멸을 유발하게 되는데 이는 미토콘드리아의 손상을 수반한다고 알려져 있다. Oxytosis 과정 중에 미토콘드리아의 기능은 손상되는데 이는 미토콘드리아 막의 투과성을 높이고 cytochrome C를 세포질로 방출시켜 미토콘드리아의 막 전위를 감소시킨다고 알려져 있다 (Tobaben et al., 2011; Sabogal-Guáqueta et al., 2019).

        Kaempferol-3-O-glucoside가 glutamate로 산화적 스트레스를 유발한 HT22 세포에서 미토콘드리아의 손상을 평가하기 위하여 형광염료 rhodamine 123을 사용하여 미토콘드리아의 막전위를 측정하였다. Kaempferol-3-O-glucoside를 투여하고 1시간 후 3 mM glutamate를 투여한 후 glutamate에 의하여 감소한 미토콘드리아의 막 전위를 측정하였다.

        Kaempferol-3-O-glucoside는 glutamate에 의하여 감소한 미토콘드리아의 막전위를 농도 의존적으로 유의성 있게 회복시켜 주었다. Glutamate 투여에 의하여 미토콘드리아의 막전위는 대조군에 비하여 45.2%로 감소하였고, kaempferol-3-Oglucoside를 1mM, 10mM, 100 mM 농도로 투여하였을 때 대조군에 비하여 각각 54.9%, 67.5%, 91.4%로 감소하여 glutamate 투여군에 비하여 유의성 있는 증가를 보였다 (Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effect of kaempferol-3-O-glucoside (1, 10 and 100 mM) on glutamate-induced disruption of mitochondrial membrane potential in HT22 cells.
            Data expressed as means ± the standard error of the mean. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 versus the glutamate-treated group. The data was analyzed by One-way ANOVA using Excel software of Microsoft.

          
          

          

        

      

      
        5. Kaempferol-3-O-glucoside가 glutathione의 생성량 및 glutathione reductase, glutathione peroxidase의 활성에 미치는 영향
        Glutathione은 산화방지제로 잘 알려져 있으며 산화적 스트레스나 다른 형태의 스트레스에 저항할 수 있는 주요 방어작용을 하는 생체 내에서 생성되는 물질이다. 이는 주로 glutathione peroxidase나 S-transferase 효소들의 보조 인자로 작용하여 항산화활성을 나타낸다고 알려져 있다 (Dickinson and Forman, 2002; Ballatori et al., 2009). Glutathione의 대사는 glutamate가 개별 단계에서 첨가되고 방출되는 glutathione cycle에 의해 조절되는데, glutamate의 농도가 증가하면 glutathione cycle이 정상적으로 작동하지 않아 glutathione의 생성이 감소하게 된다 (Forman et al., 2009).

        따라서, kaempferol-3-O-glucoside가 glutathione 및 그의 생합성과 관련한 효소인 glutathione reductase 및 glutathione peroxidase의 활성에 미치는 영향을 평가하였다.

        Kaempferol-3-O-glucoside를 투여하고 1 시간 후 3mM glutamate를 투여한 후 glutamate에 의하여 감소한 총 glutathione의 양을 측정하였다. Kaempferol-3-O-glucoside는 glutamate에 의하여 감소한 총 glutathione의 양을 농도 의존적으로 유의성 있게 회복시켜 주었다. Glutamate 투여에 의하여 총 glutathione의 양은 대조군에 비하여 56.3%로 감소하였고, kaempferol-3-O-glucoside를 1mM, 10mM, 100mM 농도로 투여하였을 때 대조군에 비하여 각각 58.1%, 65.8%, 71.2%로 감소하여 glutamate 투여군에 비하여 유의성 있는 증가를 보였다 (Fig. 6).
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            Effect of kaempferol-3-O-glucoside (1, 10 and 100 mM) on glutathione level in glutamate injured HT22 cells.
            Data expressed as means ± the standard error of the mean. *p < 0.05, ***p < 0.001 versus the glutamate-treated group. The data was analyzed by One-way ANOVA using Excel software of Microsoft.

          
          

          

        

        또한, glutamate 투여 시 glutathione reductase의 활성은 45.8%로 감소하였으나, kaempferol-3-O-glucoside의 처리에 의하여 100mM의 농도에서 glutamate만 투여한 군에 비하여 glutathione reductase의 활성이 76.3%로 증가하였다 (Fig. 7). Kaempferol-3-O-glucoside은 glutathione peroxidase의 활성 또한 증가시켰는데 glutamate 투여 시 glutathione peroxidase의 활성은 42.1%로 감소하였으나, kaempferol-3-O-glucoside의 처리에 의하여 100mM의 농도에서 glutamate만 투여한 군에 비하여 glutathione peroxidase의 활성이 76.3 %로 증가하였다 (Fig. 8).

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            Effect of kaempferol-3-O-glucoside (1, 10 and 100 mM) on glutathione reductase in glutamate injured HT22 cells.
            Data expressed as means ± the standard error of the mean. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 versus the glutamate-treated group. The data was analyzed by Oneway ANOVA using Excel software of Microsoft.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 8. 
				
          

          
            Effect of kaempferol-3-O-glucoside (1, 10 and 100 mM) on glutathione peroxidase in glutamate injured HT22 cells.
            Data expressed as means ± the standard error of the mean. *p < 0.05, ***p < 0.001 versus the glutamatetreated group. The data was analyzed by One-way ANOVA using Excel software of Microsoft.

          
          

          

        

        Kaempferol-3-O-glucoside는 메꽃과 식물인 갯실새삼 (Cuscuta chinensis) 등과 같은 다양한 식물에 포함되어 있는 플라보노이드 성분이다 (Riaz et al., 2018). 생물학적인 활성을 나타내고 질병의 치료에도 효과적인 화합물인 kaempferol-3-O-glucoside는 astragalin이라고도 하며 항암, 항염증, 항산화, 신경세포 보호, 항당뇨, 심장보호, 항우울 등과 같은 광범위한 약리학적인 특징을 나타낸다. 그리고 이에 대한 다양한 in vitro 및 in vivo 연구를 통하여 약학적인 특징과 활성 기전이 확인되고 있다 (Riaz et al., 2018).

        신경세포 보호 활성에 대한 kaempferol-3-O-glucoside 보호작용도 기존에 일부 보고된 바가 있지만, 6-hydroxydapamine에 유도된 신경독성에 대한 신경세포 보호 활성이나 (Li et al., 2016) ischemic brain injury로 인한 신경독성에 대하여 신경세포 보호 활성이 확인되었으나 (Yan and Zhou, 2012), HT22세포에서 glutamate에 의한 산화적인 스트레스에 대한 kaempferol-3-O-glucoside의 신경세포 보호 활성은 확인된 바 없다.

        이상의 결과를 통하여 kaempferol-3-O-glucoside는 많은 종류의 식물에서 포함되어 있는 단순한 구조의 flavonoid로서 이 화합물의 신경세포 보호 활성과 작용기전을 연구한 결과 glutamate에 의한 산화적 스트레스에 의한 HT22 세포의 손상 및 사멸을 효과적으로 억제한다는 사실을 알게 되었고 이러한 신경세포 보호 활성은 kaempferol-3-O-glucoside이 가지고 있는 항산화 활성 기전을 통하여 나타남을 확인할 수 있었다.

        세포 수준에서 실험한 결과를 바탕으로 kaempferol-3-O-glucoside은 종합적으로 알츠하이머병과 같은 퇴행성 뇌신경계 질환의 치료제 및 예방약으로 개발할 가능성이 있음을 시사하며 향후 동물 행동 실험을 통하여 기억력이나 인지능 개선 활성을 평가하고 활성을 검증해 볼 만한 가치가 있을 것으로 생각된다.
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