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            초록
          
        

        
          
            Background
            To discover novel natural compounds for controlling neuroinflammatory responses, we screened a plant library from Southeast Asia and found African marigold (Tagetes erecta L.) as a candidate. Although the flowers and leaves of T. erecta have been used in traditional medicine for fever reduction, hemostasis, and antiseptic effects, their potential for alleviating neuroinflammation has not been examined scientifically.

          

          
            Methods and Results
            T. erecta extract inhibited lipopolysaccharide (LPS)-induced interleukin (IL)-1β protein expression in murine BV2 microglial cells and in primary microglia. The mRNA expression levels of IL-1β, IL-6, tumor necrosis factor-α (TNF-α), and inducible nitric oxide synthase (iNOS) were dose-dependently reduced by T. erecta extract. Furthermore, the phosphorylation of signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) and nuclear factor kappa B (NF-κB) was suppressed by T. erecta extract, indicating that T. erecta inhibited the expression of inflammatory mediators by inhibiting the transcriptional activation of STAT3 and NF-κB.

          

          
            Conclusions
            Overall, our results demonstrate the potential of T. erecta to be developed as a therapeutic agent for treating neurodegenerative diseases by controlling excessive neuroinflammatory responses
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      서 언
      중추신경계의 면역은 중추신경계에만 존재하는 것으로 알려진 미세아교세포 (microglia)와 별아교세포 (astrocyte)에 의해 조절되는 것으로 알려져 있다 (Gehrmann et al., 1995). 뇌를 비롯한 중추신경계의 급성 염증반응은 감염과 독성 물질, 비정상적인 단백질의 축적 등에 의한 손상으로부터 신경세포를 보호하는 역할을 하지만, 제대로 조절되지 않게 되면 만성적인 염증반응으로 발전할 수 있다 (Gehrmann et al., 1995; Venneti et al., 2009). 

      만성적인 염증반응은 미세아교세포와 별아교세포를 활성화하여 interleukine (IL)-1β와 IL-6 같은 염증성 사이토카인(pro-inflammatory cytokine)과 tumor necrosis factor-α (TNF-α), cyclooxygenase-2 (COX-2)와 같은 염증 매개 인자의 분비를 촉진한다 (Gehrmann et al., 1995). 알츠하이머병(Alzheimer’s disease)을 비롯한 파킨슨병 (Parkinson’s disease), 다발성 경화증 (multiple sclerosis)과 같은 퇴행성 뇌신경 질환에서는 만성 신경염증 반응으로 인한 신경세포의 손상과 사멸이 관찰된다 (Jacobs et al., 2012). 따라서 만성 신경염증 반응이 퇴행성 뇌신경 질환의 병인 혹은 병리에 중요할 것이라고 여겨지게 되면서 미세아교세포의 과도한 활성화를 조절하기 위한 방법에 대한 연구가 다양하게 이루어지고 있다.

      미세아교세포는 뇌의 항상성과 가소성 (plasticity)를 조절함과 동시에 세포 손상과 감염 등의 이상을 감지하는 역할을 한다 (Gehrmann et al., 1995). 미세아교세포는 손상된 신경세포가 분비하는 손상 연관 분자유형 (damage-associated molecular pattern, DAMP)이나 별아교세포에서 분비하는 염증성 사이토카인, misfolding된 단백질, 감염에 의한 병원체 연관 분자유형 (pathogen-associated molecular pattern, PAMP) 등의 신호를 인지하여 활성화된다 (Kumar, 2019). 활성화된 미세아교세포는 혈액-뇌 장벽 (blood-brain barrier)의 투과성을 변화시켜 백혈구 (leukocyte)가 중추신경계로 들어오도록 하여 국소 염증반응을 촉발한다 (Kumar, 2019).

      알츠하이머병과 파킨슨병 동물 모델을 이용한 연구에서 미세아교세포가 과도하게 활성화된다는 것이 확인되었으며, 이러한 결과들은 미세아교세포가 이들 병과 밀접한 관련이 있을 것이라는 주장을 뒷받침해 준다 (Dickson et al., 1993; McGeer et al., 1988). 따라서 미세아교세포의 과도한 활성화와 신경염증 반응을 억제하는 것이 퇴행성 뇌신경 질환의 완화 혹은 치료 방법이 될 수 있을 것으로 예상된다. 이를 위해 본 연구에서는 천연물 라이브러리를 활용하여 신경염증 반응을 억제할 수 있는 소재를 발굴하고자 하였다.

      동북아시아 지역 자생식물의 항염 효능에 대한 연구는 기존에 많은 연구가 이루어지고 있어, 그 외 지역의 해외생물소재를 중심으로 스크리닝을 진행하였다. 그 결과 아프리칸 메리 골드 (Tagetes erecta L.)에서 우수한 항염 효능이 있는 것을 확인하였는데, 이는 초롱꽃목 국화과 천수국속 식물로 멕시코가 원산지이며 황색, 담황색 등의 꽃을 피우는 식물이다 (Sing et al., 2020).

      아프리칸 메리골드의 꽃은 루테인 (lutein)을 다량으로 함유하고 있어 식품용 색소와 눈 건강을 위한 건강기능성 식품의 원료로 널리 사용되고 있다 (Pratheesh et al., 2009). 또한 꽃이나 잎에서 추출된 에센셜 오일은 플라보노이드 (flavonoid), 알칼로이드 (alkaloid), 지방산 (fatty acid), 폴리아세틸렌 (polyacetylene), α-terthienyl, thiophene 등의 다양한 활성 성분이 포함되어 있는 것이 여러 논문에서 보고된 바 있다 (Li-Wei et al., 2011; Dasgupta et al., 2012).

      아프리칸 메리골드의 꽃은 원산지인 남미에서 오래전부터 해열, 간질 발작, 지혈제, 위장질환, 간질환 등에 민간요법으로 활용되었으며, 잎은 살균제와 근육통, 신장질환, 치핵과 종기 치료 등에 활용되었다 (Sing et al., 2020). 하지만, 아프리칸 메리골드의 신경염증 억제 효과에 관한 연구는 보고된 바 없다.

      본 연구는 미세아교세포주인 BV2 세포주와 primary microglia에 lipopolysaccharide (LPS)를 처리하여 염증반응을 유도하고, 아프리칸 메리골드 (T. erecta) 추출물이 이를 억제할 수 있는지 확인하기 위하여 실시되었다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        아프리칸 메리골드 (Tagetes erecta L.)의 잎 메탄올 추출물은 한국생명공학연구원 해외생물소재센터에서 분양받아 사용하였다 (분양번호; FBM225-019). 

        아프리칸 메리골드의 잎 메탄올 추출물 (TE)은 방글라데시에서 수확한 아프리칸 메리골드의 잎을 99.9% 메탄올로 3 일 간, 2 시간 간격으로 15 분 동안 초음파 처리하였다. 추출물은 여과 후 회전증발기 (N-1000SWD, EYELA, Tokyo, Japan)를 사용하여 농축하고, 건조기 (Modulspin 40, Biotron Co., Bucheon, Korea)로 건조된 상태로 분양받았다. TE는 dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA)로 20 - 100 ㎎/㎖ 농도가 되도록 희석하여 실험에 사용하였다.

      

      
        2. 세포배양
        마우스 미세아교 세포주인 BV2 세포주는 5% fetal bovine serum (FBS) (Atlas Biologicals, Fort Collins, CO, USA), 1% penicillin-streptomycin (Gibco, Carlsbad, CA, USA)이 첨가된 DMEM (Gibco, Carlsbad, CA, USA) 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 incubator (MCO-18AIC, Sanyo Co., Ltd., Tokyo, Japan)에서 배양하였다.

        Primary microglia는 C57BL/6 마우스 (P0-P1)로부터 분리·배양하였고, 참고논문의 방법을 참고하였다 (Yamanaka et al., 2012). 임신한 C57BL/6 마우스는 오리엔트바이오 (Seongnam, Korea)에서 구입하였다. 갓 태어난 마우스로부터 분리된 신경교세포는 10% bovine calf serum (BCS) (Gibco, Carlsbad, CA, USA), 1% penicillin-streptomycin (Gibco, Carlsbad, CA, USA)이 첨가된 DMEM (Gibco, Carlsbad, CA, USA) 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 incubator (MCO-18AIC, Sanyo, Tokyo, Japan)에서 배양하였다. 14 일 후 shaker (2D-400, FINEPCR, Gunpo, Korea)를 이용하여 180 rpm에서 1 시간 동안 쉐이킹하여 떨어진 세포들을 모아 사용하였다.

        동물실험에 관한 내용은 강원대학교 동물실험윤리위원회 (Institutional Animal Care and Use Commitee, IACUC 승인번호: 191107-2)에서 승인을 받아 진행하였다.

      

      
        3. Cell viability assay
        BV2 세포주를 12 well plate에 24 시간 배양 후, TE를 농도, 시간별로 처리하였다. Pipette을 이용하여 세포를 떨어뜨리고 동량의 trypan blue와 섞어준 후 hemocytometer (Neubauer Improved, Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Königshofen, Germany)를 이용하여 살아있는 세포수를 측정하였다. 세포생존율은 다음과 같은 식으로 환산하여 계산하였다.
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        4. Western blot
        BV2 세포주와 primary microglia를 배양한 6 well plate의 배지를 제거하고, lysis buffer [50 mM Tris-Cl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 10% glycerol, 1 mM EGTA, 1% Nonidet P-40, 0.2 mM phenylmethylsulfonylfluoride, 10 mM NaF, 1 mM Na3VO4, protease inhibitor cocktail]를 이용하여 세포를 lysis하고 정량하였다. SDS-PAGE 후 단백질은 nitrocellulose membrane (Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA)으로 transfer하였다. 멤브레인은 5% 탈지분유 (non-fat dried milk)로 30분 blocking 하였다.

        Anti-mouse IL-1β (R&D systems, Minneapolis, MN, USA), anti-phospho-STAT3, anti-STAT3, anti-phospho-ERK, anti-ERK, anti-phospho-SAPK/JNK, anti-SAPK/JNK, anti-phospho-NF-κB p65 (Ser536) (Cell Signaling Technology Inc., Beverly, MA, USA), anti-NF-κB p65, anti-β-actin (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA)의 1차 항체는 4℃에서 16시간 이상 incubation 하였다. 이후 anti-rabbit IgG, HRP-linked, anti-mouse IgG, HRP-linked (Cell Signaling Technology Inc., Beverly, MA, USA) 또는 anti-goat IgG, HRP-linked 2차 항체 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA)를 이용하여 단백질 발현 여부를 확인하였다. 

      

      
        5. RNA 분리 및 qRT-PCR
        BV2 세포주와 primary microglia를 배양한 6 well plate의 배지를 제거하고, RiboEx (GeneAll Biotechnology Co., Ltd., Seoul, Korea)를 500 ㎕ 처리하고 상온에서 5 분 반응시키고 1.5 ㎖ tube로 옮겼다. Chloroform을 100 ㎕ 첨가하고 상온에서 2 분 반응시켰다. 원심분리기 (5415 R, Eppendorf, Hauppauge, NY, USA)로 15 분 동안 원심분리 (12,000 × g, 4℃)를 진행하고, 상등액을 새로운 1.5 ㎖ tube로 옮겼다. 동량의 isopropyl alcohol을 넣어 섞어주고 상온에서 10 분 방치 후 다시 10 분간 원심분리한 뒤 상등액을 제거하였다. Pellet은 75% ethanol 1 ㎖로 파이펫팅하여 세척하고 5 분간 원심 분리 (7,500 × g, 4℃) 하였다.

        RNA pellet을 diethyl pyrocarbonate (DEPC)를 처리한 dH2O (RNase-free water)에 녹이고 nanodrop 2000 (ND-2000, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)으로 RNA 농도를 확인한 뒤 −80℃에 보관하였다. 18s와 28s ribosomal RNA를 전기영동으로 확인하고 이후 실험을 진행하였다. ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with gDNA Remover (Toyobo, Osaka, Japan)을 이용하여 0.5 ㎍의 RNA를 cDNA로 역전사하였다. 이후 qPCR은 SYBR Green real-time PCR Master Mix (Toyobo, Osaka, Japan)을 이용하여 수행하였다.

        PCR 조건은 95℃에서 5 분간 pre-denaturation, 95℃에서 30 초 denaturation, 58℃에서 30 초 annealing, 72℃에서 30초 extension의 조건으로 40 cycles 수행하였다. qPCR 과정은 Table 1의 primer를 사용하여 AriaMX (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)에서 수행되었다. 결과는 상대정량 분석을 위해 β-actin으로 정규화하였다. 

        
          Table 1. 
				
          

          
            Pro-inflammatory cytokine primers used for qRT-PCR.
          
          

        

        
          
            
              	Genes
              	Primer Sequence
              	Product

									Size

									(bp)
            

          
          
            	IL-1β
            	Forward
            	5'-CCTCACAAGCAGAGCACAAG-3'

									5'-TGTCTTGGCCGAGGACTAAG-3'
            	203
          

          
            	Reverse
          

          
            	TNF-α
            	Forward
            	5'-CCCTCACACTCACAAACCAC-3'

									5'-ACAAGGTACAACCCATCGGC-3'
            	133
          

          
            	Reverse
          

          
            	IL-6
            	Forward
            	5'-TACCACTTCACAAGTCGGAGGC-3'

									5'-CTGCAAGTGCATCATCGTTGTTC-3'
            	116
          

          
            	Reverse
          

          
            	iNOS
            	Forward
            	5'-TCCTGGACATTACGACCCCT-3'

									5'-AGGCCTCCAATCTCTGCCTA-3'
            	93
          

          
            	Reverse
          

          
            	β-actin
            	Forward
            	5'-AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3'

									5'-CGATAGTGATGACCTGACCGT-3'
            	138
          

          
            	Reverse
          

        

        

      

      
        6. Reporter gene assay
        BV2 세포주를 6 well plate에서 하루 동안 배양하고, 다음날 NF-κB-luciferase vector (firefly reporter)과 pTK-luciferase vector (renilla reporter)를 Lipofectamine 3000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)으로 transfection하였다. 24 시간 후 TE 100 ㎍/㎖과 300 ㎍/㎖을 30 분간 전처리하고, lipopolysaccharide (LPS) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 50 ng/㎖의 농도로 6 시간 처리하였다.

        Dual-luciferase assay kit (Promega, Madison, WI, USA)를 이용하여 세포를 lysis하고 SpectraMax L microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)로 발광도를 측정하였다. firefly activity는 renilla activity로 정규화하였다.

      

      
        7. 통계처리
        Western blot의 densitometric scan은 ImageJ software (NIH, Bethesda, MD, USA)로 정량화되었다. 모든 통계 분석은 SPSS (IBM Co., Armonk, NY, USA)를 이용하여 분석하였다. 실험의 모든 결과는 3 회 반복 실험하여 평균 (means) ± 표준편차 (standard deviation)로 나타내었다. 실험 결과에 대한 통계 분석은 student’s t-test를 통해 유의성을 확인하였다 (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). 

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 아프리칸 메리골드 (Tagetes erecta L.) 잎 메탄올 추출물(TE)의 세포 독성 확인
        TE가 마우스 미세아교 세포주인 BV2에 세포 독성을 유발하는지 확인하기 위해 처리 시간과 농도를 다르게 한 후 trypan blue로 염색하여 살아있는 세포수를 확인하였다.

        BV2 세포주에 TE를 50, 100, 300, 500 ㎍/㎖ 농도로 12시간 처리하였을 때 각각 99.4%, 99.8%, 82.5%, 51.4%의 세포생존율을 보였다 (Fig. 1A). 또한 TE를 300 ㎍/㎖ 농도로 3, 6, 12, 24 시간 처리하였을 때 각각 98.3%, 95.1%, 85.2%, 62.5%의 생존율을 보였다 (Fig. 1B). 이러한 결과를 토대로 이후 실험에서는 세포 독성이 최소화된 농도와 시간을 고려하여 100, 300 ㎍/㎖의 농도로 6 시간 처리하여 실험을 수행하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Dose-, and time-dependent cytotoxicity of methanol extract of Tagetes erecta L. leaves (TE).
            (A) BV2 cells were treated with T. erecta extract for the indicated concentrations. After 12 h of incubation, the cytotoxicity was measured using the trypan blue dye exclusion assay. (B) BV2 cells were treated with TE extract (300 ㎍/㎖) for the indicated times, and the cytotoxicity was measured using the trypan blue dye exclusion assay. The results are represented as the means ± SD of three independent experiments. Means significantly different from the control (n.s., non-significant; **p < 0.01; ***p < 0.001).

          
          

          

        

      

      
        2. 아프리칸 메리골드 잎 메탄올 추출물 (TE)의 신경염증 매개 단백질 발현 억제 효과
        TE의 신경염증 억제 효능을 확인하기 위해, 마우스 미세아교 세포주인 BV2 세포에서 LPS로 염증반응을 유도하여 대표적인 염증성 사이토카인인 IL-1β의 발현량을 확인하였다. TE는 LPS를 처리하기 30 분 전에 100, 300 ㎍/㎖로 전처리 하였고, LPS는 50 ng/㎖의 농도로 6 시간 처리하였다. TE와 LPS를 함께 처리하였을 때 IL-1β의 단백질 발현량은 LPS 단독 처리군과 비교하여 농도의존적으로 감소하는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 2A and Fig. 2B). 

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            The effect of methanol extract of Tagetes erecta L. leaves (TE) in the protein and mRNA expression of LPS-induced pro-inflammatory mediators.
            BV2 cells were treated with TE (100 or 300 ㎍/㎖) for 30 min, followed by the LPS (50 ng/㎖) for 6 h. (A) IL-1β and β-actin protein expression levels were analyzed by Western blot analysis. (B) The relative levels of protein bands were measured by densitometry. (C - F) IL-1β, TNF-α, IL-6, and iNOS mRNA levels were measured using qRT-PCR. The results are represented as the means ± SD of three independent experiments. Means significantly different from the LPS-treated group (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

          
          

          

        

        같은 실험 조건으로 처리된 BV2 세포주에서 quantitative RT-PCR의 방법으로 염증성 사이토카인 (IL-1β, IL-6)과 염증매개 인자 (TNF-α, iNOS)의 mRNA 발현량을 분석하였다. TE 100 ㎍/㎖에서 LPS 단독처리군과 비교하여 IL-1β와 TNF-α, IL-6, iNOS의 발현량이 유의하게 감소하는 것을 확인할 수 있었고, 300 ㎍/㎖에서는 대조군 수준까지 감소하는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 2C - Fig. 2F). 이러한 결과는 미세아교세포에서 LPS에 의해 유도되는 염증성 사이토카인을 비롯한 염증 매개 인자의 발현이 TE에 의해 억제될 수 있음을 보여준다.

      

      
        3. 아프리칸 메리골드 잎 메탄올 추출물 (TE)의 신경염증 매개전사인자 활성 억제
        염증성 사이토카인과 염증 매개 인자에 대한 TE의 발현 억제 기전을 확인하기 위해, LPS에 의해 미세아교세포에서 활성화되는 것으로 알려진 NF-κB와 STAT3, MAPKs 등의 전사인자들의 활성을 확인하였다 (Yu et al., 2020).

        TE는 LPS를 처리하기 30 분 전에 100, 300 ㎍/㎖의 농도 수준으로 전처리 하였고, LPS는 50 ng/㎖의 농도로 30 분간 처리하였다. 이후 Western blot을 수행하여 STAT3, NF-κB, ERK, JNK의 인산화를 확인하였다 (Fig. 3A). STAT3와 NF-κB의 인산화는 TE의 처리 농도에 따라 농도의존적으로 감소하는 경향을 보였으나, ERK와 JNK의 인산화는 변화를 보이지 않았다 (Fig. 3A).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            The effect of methanol extract of Tagetes erecta L. leaves (TE) in LPS-induced NF-κB, STAT3 and MAPKs signaling pathway.
            (A) BV2 cells were treated with TE (100 or 300 ㎍/㎖) for 30 min, followed by the LPS (50 ng/㎖) for 30 min. Cell lysates were immunoblotted with the indicated antibodies. (B) BV2 cells were transfected with NF-κB-luciferase reporter vectors. After 24 h, cells were pretreated with TE (100 or 300 ㎍/㎖) for 30 min, followed by the LPS (50 ng/㎖) for 6 h. Cell lysates were analyzed for luciferase activity. The results are represented as the means ± SD of three independent experiments. n.s., nonsignificant. Means significantly different from the LPS-treated group (**p < 0.01 and ***p < 0.001).

          
          

          

        

        TE의 LPS에 의해 유도되는 NF-κB 전사활성 억제 효과를 확인하기 위해 luciferase vector를 이용한 reporter gene assay를 수행하였다. Fig. 3B의 결과에서 NF-κB의 전사활성은 TE의 처리 농도에 따라 농도의존적으로 감소하였다. 특히, TE 300 ㎍/㎖ 처리군에서는 LPS 단독 처리군과 비교하여 NF-κB의 전사활성은 40% 정도 감소하였다 (Fig. 3B). 이러한 결과는 TE가 STAT3와 NF-κB 신호전달 기전 억제를 통해 염증성 사이토카인과 염증 매개 인자의 발현을 조절할 가능성을 보여준다.

      

      
        4. Primary microglia에서 아프리칸 메리골드 잎 메탄올 추출물 (TE)의 신경염증 억제 효과
        실제 중추신경계에서의 TE의 신경염증 억제 효과를 검증하기 위해 마우스의 뇌에서 primary microglia를 분리·배양하여 실험에 사용하였다.

        Primary microglia에 TE를 100, 300 ㎍/㎖의 수준으로 전처리 하였고, 30 분 후 LPS를 50 ng/㎖의 농도로 6 시간 처리하여 IL-1β의 단백질 발현량을 확인하였다 (Fig. 4A and Fig. 4B). 그 결과 BV2 세포주를 이용한 실험에서와 같이 TE의 처리 농도에 따라 농도의존적으로 IL-1β의 단백질 발현량이 감소하였다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            The effects of methanol extract of Tagetes erecta L. leaves (TE) on LPS-induced neuroinflammation in primary microglia.
            Primary microglial cells were treated with TE (100 or 300 ㎍/㎖) for 30 min, followed by the LPS (50 ng/㎖) for 6 h. (A) IL-1β and β-actin protein expression levels were analyzed by Western blot analysis. (B) The relative levels of protein bands were measured by densitometry. (C - F) IL-1β, TNF-α, IL-6, and iNOS mRNA levels were measured using qRT-PCR. (G) Primary microglial cells were treated with TE (100 or 300 ㎍/㎖) for 30 min, followed by the LPS (50 ng/㎖) for 30 min. Cell lysates were immunoblotted with the indicated antibodies. The results are represented as the means ± SD of three independent experiments. Means significantly different from the LPS-treated group (n.s., non-significant; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

          
          

          

        

        또한 같은 조건으로 처리한 primary microglia에서 염증성 사이토카인과 염증 매개 인자의 mRNA 발현량을 확인하였는데, TE 100 ㎍/㎖에서 LPS 단독처리군과 비교하여 IL-6를 제외한 IL-1β와 TNF-α, iNOS의 발현량은 유의하게 감소하였다 (Fig. 4C - Fig. 4F). 또한, TE 300 ㎍/㎖에서는 LPS 단독처리군과 비교하여 IL-1β와 TNF-α, IL-6, iNOS의 발현량이 크게 감소하였다 (Fig. 4C - Fig. 4F).

        추가적으로 이러한 유전자의 발현 조절 메커니즘이 BV2 세포주에서와 일치하는지 확인하기 위해 MAPKs와 NF-κB, STAT3의 인산화 정도를 Western blot으로 확인하였다 (Fig. 4G). Primary microglia에 TE를 각각 100, 300 ㎍/㎖로 전처리 하였고, 30 분 후 LPS를 50 ng/㎖의 농도로 30 분 처리하였다. BV2 세포주 실험에서와 마찬가지로 TE는 primary microglia에서 LPS에 의해 증가된 STAT3와 NF-κB의 인산화를 억제하였으나, ERK와 JNK의 인산화는 억제하지 않았다 (Fig. 4G).

        이러한 결과는 TE가 primary microglia에서 LPS에 의해 유도되는 염증성 사이토카인과 염증 매개 인자의 발현은 STAT3와 NF-κB 억제를 통해 조절할 수 있음을 보여준다.

      

    

    

  
    
      고 찰
      미세아교세포와 별아교세포를 포함하는 glia 세포는 신경염증과 퇴행성 뇌신경질환의 병리 기전에서 다양한 염증성 사이토카인의 분비와 아밀로이드 β (Amyloid β; Aβ), 타우 (Tau) 및 α-synuclein과 같은 단백질과 밀접하게 상호작용함으로써 신경염증 반응에서 중심적인 역할을 하는 것으로 알려져 있다 (van Rossum and Hanisch, 2004).

      알츠하이머병 환자의 뇌조직에서 IL-1β의 발현이 증가되어 있으며, 이들은 Aβ plaque 형성에 중요한 역할을 한다 (Ng et al., 2018). Aβ plaque는 미세아교세포의 활성을 유도하게 되며, 이는 다시 IL-1β의 발현을 증가시키는 피드백을 형성하게 된다 (Ng et al., 2018). 또한 IL-6가 알츠하이머병 환자의 혈청과 뇌척수액에서 증가되어 있고, 이는 신경염증 반응과 밀접하게 관련되어 있다는 연구 결과도 있다 (Ng et al., 2018).

      TNF-α 역시 알츠하이머병에서 매우 중요한 염증 매개 인자인데, TNF-α 수용체인 TNFR1이 결핍된 마우스는 해마에서 미세아교세포의 활성이 완화되고 인지기능이 호전되는 것이 보고되었다 (Decourt et al., 2017; Ng et al., 2018). TNF-α는 γ-recretase의 활성과 β-secretase (BACE1)의 생성을 증가시켜 Aβ의 생성을 증가시키는 것으로도 알려져 있다 (Decourt et al., 2017; Ng et al., 2018).

      STAT3는 IL-6, NF-κB는 IL-1β와 TNF-α 등의 발현을 조절하는 전사인자이며, 특히 NF-κB 저해제가 TNF-α로 인해 유도되는 BACE1의 전사 과정을 억제하여 Aβ 생성 역시 억제되었다는 연구도 있다 (Thawkar and Kaur, 2019). 따라서 NF-κB와 STAT3 같은 전사인자 활성 저해와 염증성 사이토카인 및 염증 매개 인자의 저해는 신경염증 및 퇴행성 뇌신경질환의 치료 방법이 될 수 있는 가능성이 있다.

      본 연구 결과 아프리칸 메리골드 잎 메탄올 추출물 (TE)은 100 ㎍/㎖의 농도보다 300 ㎍/㎖ 농도에서 더 크게 LPS에 의해 유도된 STAT3와 NF-κB의 인산화를 억제하였으며, 이를 통해 염증성 사이토카인과 염증 매개 인자의 발현을 감소시켰다 (Fig. 2 - Fig. 4).

      아프리칸 메리골드 잎 메탄올 추출물 (TE)에서는 19 개의 phytochemical이 발견되었는데, 주요 생리활성 물질로는 테트라데칸산 (tetradecanoic acid)과 2,6,10-trimethyl-14-ethylene-14-pentadecene, n-hexadecanoic acid, 15-hydroxypentadecanoic acid, 식물성 스테롤의 일종인 스티그마스테롤 (stigmasterol)이 보고된 바 있다 (Shetty et al., 2015). 

      이들 중에서 n-hexadecanoic acid는 세포막 인지질의 에스테르 결합 가수분해로 인한 지방산의 방출을 억제함으로써 염증 반응을 억제한다는 연구가 보고된 바 있다 (Aparna et al., 2012).

      또한 스티그마스테롤은 프로게스테론 (progesterone)과 에스트로겐 (estrogen), 코르티코이드 (corticoid) 등의 호르몬을 비롯한 비타민 D3의 합성에 필요한 전구체 혹은 중간 물질로 염증 관련 연구가 비교적 많이 알려져 있다 (Sundararaman and Djerassi, 1977; Kametani and Furuyama, 1987). 콜라겐에 의해 유도된 관절염 마우스 모델에서 스티그마스테롤은 IκBα와 p38 MAPK의 인산화를 억제함으로써 IL-1β, IL-6, TNF-α, COX-2의 발현을 감소시켜 항염 효능을 보였다 (Khan et al., 2020). 알츠하이머병 마우스 모델을 이용한 연구에서 스티그마스테롤이 미세아교세포의 활성화를 감소시키고 염증성 사이토카인의 양을 억제함으로써 신경염증 억제와 인지기능 개선 효과를 보였다는 보고가 있다 (Jie et al., 2022). 이외에도 천식과 알러지성 피부염에서 항염 효능이 있는 것이 보고되었다 (Antwi et al., 2017; Antwi et al., 2018).

      이러한 연구들은 본 연구 결과에서 확인한 아프리칸 메리골드 잎 메탄올 추출물 (TE)의 항염 효능이 스티그마스테롤의 효과일 것이라는 추측에 힘을 실어주지만, 다른 지표 성분들의 항염 효능 역시 완전히 배재할 수는 없다. 따라서, 본 연구 결과에서 사용된 아프리칸 메리골드의 지표 성분 분석 및 각 지표 성분의 항염 효능에 대한 연구 역시 추가적으로 수행되어야 할 것이다.

      본 연구 결과는 아프리칸 메리골드 잎 메탄올 추출물 (TE)의 LPS에 의해 유도된 신경염증 억제 효능을 밝힌 첫 논문으로, 추가적인 연구를 통해 퇴행성 뇌신경질환의 병리에 중요한 작용을 하는 것으로 알려진 만성 신경염증을 제어하는 치료제로 개발될 수 있는 가능성을 제안한다.
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