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ABSTRACT

Citrus sunki Hort. ex Tanaka has been used as a traditional medicine to

treat patients suffered from different kinds of diseases. Although

anti-inflammatory activity of C. sunki peel has suggested, little is known

about other pharmacological and neurogeneration-related activities.

Hypoxic/ischemic induced cell death is a major in the various clinical entities

such as stroke and other neurodegenerative diseases (Parkinson's,

Alzheimer's). This study was examined the effect of fermented C. sunki peel

and its possible mechanisms on chemical hypoxia-induced neuronal cell death.

To mimic the hypoxia condition in cell culture system, CoCl2 was used in the

human neuroblastoma SH-SY5Y cells. CoCl2 induced caspase-dependent cell

death via ROS production in a dose-dependent manner. Extract of fermented

immature C. sunki peel significantly rescued the CoCl2-induced neuronal

toxicity compared to those of fermented mature C. sunki peel. Production of

ROS and pro-apoptotic events including activation of caspase-3, -7, -9,

hydrolysis of PARP and cellular fragmentation were blocked by treatment

with extract of fermented immature C. sunki peel. Moreover, nobiletin or

tangeretin showed the potent inhibitory effect on CoCl2-induced cell death

whereas synephrine has no effect. In conclusion, fermented immature C. sunki

peel might have the protective effect against neuronal damage by chemical

hypoxia (CoCl2), partly through generation of ROS and effectors involved in

mitochondrial-mediated apoptosis.
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I. 서 론

수명에 대한 기대치가 증가하고 의료과학기술의 발달로 65세 이상의 노인인구

가 전체의 20% 이상을 차지하는 고령화 사회로 접어들면서 퇴행성 신경계 질환

(알츠하이머병, 파킨슨 병), 혈관성 뇌질환(뇌출혈, 뇌경색) 및 급성 손상성 신경

질환(뇌손상, 척수손상)과 같은 신경계 질환으로 고통 받는 사람이 증가하고 있

다. 통계청 자료에 의하면 퇴행성 신경계 질환 중 뇌혈관 질환은 주요한 사망 원

인 중의 하나로 이로 인한 사망은 우리나라 성인의 3분의 1 이상을 차지하고 있

으며, 2020년에는 지금의 2배가 될 것으로 예상하고 있다.

대부분의 신경계 질환은 특정 부분 신경세포가 손실되거나 기능이 손상됨으로

써 육체적, 정신적 행동 양식에 큰 변화를 가져오게 된다. 치매로 잘 알려진 알

츠하이머병은 대뇌피질의 신경세포가 죽어서 대뇌의 전두엽과 측두엽의 뇌회가

위축되어 언어장애 및 심한 단기 기억상실을 유발하며, 파킨슨병은 흑색질의 신

경세포의 파괴로 인해, 뇌졸중 역시 허혈에 특이적으로 손상받기 쉬운 해마체나

뇌피질의 신경세포가 영향을 받음으로써 유발된다(Huang et al., 2009; Snider et

al., 1999; Miles et al., 1998; Nakamura & Lipton, 2009; Andrabi et al., 2008).

신경계 손상과 관련하여 저산소증에 의한 세포괴사, 칼슘과 흥분성 아미노산에

의해 매개되는 세포손상, 산소 유리기에 의한 손상, 염증세포에 의한 허혈 조직

에서의 염증반응 등이 알려져 있지만 정확한 기전에 대해서는 많은 연구가 필요

한 실정이다(Choi et al., 1996; Giffard & Swanson, 2005; Lipton, 1999; Yuan &

Yankner, 2000; Liu et al., 2009).

세포사멸은 발생과정상 불필요한 세포나, 노화된 세포, 각종 상해를 받은 세포

를 제거하기 위해 유전적으로 결정되는 세포내 자살 프로그램의 활성화를 통해

조절되는 능동적 세포 죽음 과정으로 정상적인 태아의 발달과 노화, 그리고 면역

기능과 조혈계의 유지에 중요한 역할을 한다. 세포사멸은 세포의 축소, 염색체

응축, 핵의 분해 및 사멸체(apoptotic body) 형성 등 뚜렷한 형태학적인 특징을

가지며(Love, 2003; Kim et al., 2006), 크게 세 가지 과정, 즉 신호전달 단계, 조

절 및 실행 단계, 구조적 변환 단계로 나뉘어진다. 신호전달 단계(signalization
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phase)는 세포사멸을 야기하는 자극의 종류에 따라 달라지며, 주로 열 충격, 영

양분 결핍, 산소 라디칼, 저산소증에 의해 발현되는 stress activated protein

kinase (SAPK)의 활성에 의해 조절된다(Hunter et al., 2006). 조절 및 실행단계

(control & execution phase)는 Bcl-2 family 및 protease의 역할을 하는 caspase

들의 활성화를 통한 내재성 경로로 의해 조절된다. 자극에 의한 reactive oxygen

species (ROS)의 생성량 증가는 Bcl-2 family 단백질을 활성화시킨다. 이는 미토

콘드리아에서 cytochrome c의 방출을 야기하고(Yan et al., 2009; Poyton et al.,

2009; Lee et al., 2009), 방출된 cytochrome c는 Apaf-1 (apoptotic protease

activating factor)과 caspase-9이 결합을 유도하여 apoptosome을 형성하게 된다

(Adams & Cory, 1998; Matsumoto et al., 2004). Apoptosome은 caspase-3의 활

성화와 DNA 손상을 치료하는 poly(ADP-ribose) polymerase (PARP)의 분절화

를 유도하여 세포 사멸을 조절하는 것으로 알려져 있다(Bredesen et al., 2006;

Jung et al., 2008; Chu et al., 2008; Gartner et al., 2008). 마지막으로 구조적 변

화단계(structural alteration phase)에서는 세포의 응축 및 핵의 분해 그리고 사

멸체의 형성 등 세포 사멸의 형태학적인 특징이 나타난다(Fulda, 2009).

산귤(Citrus sunki Hort. ex Tanaka)은 쌍떡잎식물 쥐손이풀목 운향과

(Rutaceas)에 속하는 제주도 재래종으로 현재 분류학상으로는 일본으로부터 도

입된 일반 온주밀감과 함께 Citrus 속에 해당된다. Citrus속 식물의 과피는 오랫

동안 생약으로 사용되어 왔으며, 특히 재래감귤인 산귤의 과피인 진피는 한약재

의 구성성분에서 매우 중요한 약제성분으로 인정되어 왔으나 약리학적 측면에서

의 활성은 거의 알려져 있지 않다(강 등, 2005). 최근에 들어서 Citrus 속의 성분

및 생리활성 분석을 통한 과피의 기능성에 대해 관심을 가지게 되었고, 활발한

연구가 진행되고 있다. Choi 등 (Choi et al., 2007a)의 연구에서는 감귤

flavonoid의 nobiletin 성분이 NO의 양을 감소시켜 항염 효과가 있음을 밝혔고,

Chang 등 (Chang et al., 2008)은 유방암세포인 MDA-MB-231 세포와 MCF-7

세포 등 총 6개의 암세포주를 이용하여 플라보노이드의 항암효과를 보고하였다.

또한, 감귤 과피에 포함된 flavonoid는 심장순환기계 질환 및 항산화, 항바이러스

작용, 항 알러지, 모세혈관 강화작용 등에 대한 개선 효과가 있는 것으로 알려져

있다(Slambrouck et al., 2005; Akao et al., 2008; Wang et al., 2008;
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Nichenametla et al., 2006). 감귤로부터 약 60여종의 플라보노이드가 분리되었으

며, 이들 플라보노이드들은 대부분 감귤류의 과피에 포함되어 있는 반면 과육에

는 소량만이 포함되어 있는 것으로 보고되어져 있다(백 등, 2001). 감귤류에는 일

반적인 플라보노이드인 rutin, deosmine등과 감귤류 특유의 플라보노이드인

hesperidin, naringin등, 그리고 채소나 다른 과일에서 보고되지 않은 감귤류 고

유의 tangeretin, nobiletin과 같은 플라보노이드가 함유되어 있다. 그 외

essential oils은 hydrocarbones (terpenes), oxygen (alcohols, aldehydes, ketones,

carboxylic acids, esthers, lactones), 그리고 sulfur (sulfides, disulfides,

trisulfides) 등의 유기물을 포함하고 있다(Akakabe et al., 2008; Chang et al.,

2008; Choi et al., 2007b).

Choi 등(Choi et al., 2007b)의 연구에서 Citrus 속 20종의 과피에서 생리활성

물질을 추출하여 분석한 결과 산귤에서 polymethoxyl flavone 인 nobiletin과

tangeretin이 다른 종에 비하여 많은 양이 함유되어 있음을 보고하였다. 그리고

강 등(강 등, 2005)은 산귤 과피 추출물이 대식세포인 Raw 264.7 세포에서 산화

질소의 생성 및 NOS와 COX-2와 같은 염증유발 단백질을 억제하고, 상피세포

유래 세포주인 CHO-IR 세포 및 사람의 간암세포주인 HepG2 세포의 생존능을

감소시켰으며, 이러한 효과는 과피를 발효하여 사용하였을 경우 발효하기 전보다

효과가 높다고 보고하였다. 따라서 본 연구는 제주 재래종 감귤인 산귤 과피를

발효시켜 얻은 추출물이 뇌질환 유발시 발생되는 신경세포 사멸에 어떠한 영향

을 끼치는지 파악하고 그 기전을 규명하여 제주도의 자원 활용화 및 신경 세포

사멸에 의해 유발될 수 있는 뇌관련 질환치료제로서의 가능성을 모색하는데 목

적을 두고 수행되었다.
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II. 재료 및 방법

1. 시료준비

실험에 사용된 산귤 과피 발효 추출물은 이엠라이프의 도움을 받아 사용하였

다. 추출과정은 건조된 상태의 과피를 발효하여 사용하였다. 발효과정은 다음과

같다. 인삼, 다시마, 쌀겨를 중량 비율 1 : 2 : 20으로 섞은 혼합물과 물 1L에 젖

산균과 효모를 접종하여 1주 이상 수분함량이 35% 미만으로 떨어질 때까지 교

반 발효시켜 고형상의 발효물을 만들고, 다시 이 발효물에 소금포화용액 1 : 55

의 중량 비율로 섞어 살균 추출 후 여과시켰다. 세절한 진피에 물을 1 kg/0.1L로

가하고, 발효액을 1% 미만으로 첨가하여 2주 이상 교반하여 추출하였다. 산귤

과피 발효물을 80% 에탄올에 넣고 48시간동안 추출하여 산귤 과피 발효 에탄올

추출물을 얻었다.

2. 세포 배양

실험에 사용된 Human neuroblastoma SH-SY5Y 세포는 한국 세포주은행

(KCLB)으로부터 구입하였다. 세포는 100 units/mL의 penicillin과 100 μg/mL의

streptomycin, 10% fetal bovine serum (FBS), 그리고 20 mM HEPES가 포함된

MEM 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 항온기에서 배양하였다.

실험을 위한 조건은 세포를 1 X 10
6
cell/mL의 농도로 심어 48시간 배양한 후

FBS가 포함되지 않은 배지로 교환하였다. 20시간 동안 안정화시킨 후 CoCl2 또

는 산귤 과피 발효 추출물을 농도별로 처리하였다.

3. 세포 생존률 측정

세포의 생존률은 trypan-blue 염색시약을 이용하여 측정하였다. 24 well plate

에 준비된 세포에 각각의 추출물을 농도별로 처리하여 24시간 배양한 후 세포를

모두 수거하여 0.4% trypan blue와 섞어 hemocytometer를 이용하여 살아 있는

세포와 죽은 세포를 계수하였다. 아래의 식을 이용하여 추출물 처리에 따른 세포

의 생존률을 산출하였다.
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세포 생존률(%) = 살아있는 세포 수 / (살아있는 세포 수 + 죽은 세포 수) X 100

4. 세포내 ROS 측정

세포내 reactive oxygen species (ROS) 생성은 2',7'-dichlorofluorescin

diacetate (DCF-DA)를 이용하여 fluoresence spectrometer에서 측정하였다.

96well plate에 CoCl2 또는 추출물이 농도별로 처리된 세포(1 X 106 cell/mL)를

준비하여 DCF-DA(10 μg/mL)를 1시간 동안 처리한 후 FLUOstar (excitation :

485nm, emission : 520nm)에서 형광을 측정하였다.

5. DNA fragmentation 관찰

CoCl2 또는 추출물을 처리하여 24시간동안 배양된 세포를 수거하여 phosphate

buffer saline (PBS)로 세척한 후, Promega Wizard ®Genomic DNA Purification

Kit (Promega)로 DNA를 분리하였다. 분리한 DNA를 1.5% 아가로즈 겔에서 전

기영동한 후 RedSafe Nucleic acid Staining Solution (iNtRON)으로 염색하여

UV transilluminator (GELMANAGER™)하에서 DNA fragmentation 현상을 관찰

하였다.

6. 핵의 형태학적 변화 관찰

-20℃에 보관된 90% 메탄올을 이용하여 5분 동안 세포를 고정한 후 PBS로

수세하였다. DNA에 특이적으로 결합하는 형광색소인 4',6-diamidino-2

-phenylindole (DAPI) 용액 (3 μg/mL)으로 상온에서 30분간 염색하여 공촛점 레

이저 스캐닝 현미경(FV500, Olympus)하에서 관찰하였다(excitation : 358nm,

emission : 461nm, X10 objective, zoom 6 times).

7. Western blot

PBS 수세 후 수확한 세포에 protease inhibitor cocktail (Amresco)이 포함된

lysis buffer (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1%

Triton X-100)를 넣어 단백질을 추출하였다. 14,000 rpm에서 15분간 원심 분리

하여 상층액을 얻은 후 Bradford 방법으로 Protein Assay Kit (Bio-Rad)를 사용
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하여 단백질을 정량하였다. 30 μg의 단백질을 10∼12% polyacrylamide gel

electrophoresis (SDS-PAGE)로 변성 분리하고, 이를 nitrocellulose membrane에

transfer하였다. Membrane의 blocking은 3% skin milk가 함유된 TBS-T (Tris

buffer saline + 0.1% Tween 20)용액에서 상온에서 1시간 동안 실시하였다. 단백

질 발현 분석을 위해 anti-mouse PARP (Santa Cruz Biotech), anti-rabbit

cleaved caspase-3 (Cell signaling), anti-rabbit cleaved caspase-7 (Cell

signaling), anti-rabbit cleaved caspase-9 (Cell signaling), anti-mouse Bcl-2

(Santa Cruz Biotech), anti-mouse Bax (Santa Cruz Biotech), anti-mouse

beta-actin (Sigma)를 TBS-T 용액에 희석하여 4℃에서 overnight 한 후,

TBS-T로 3회 세척하였다. 2차 항체인 Horse Raddish Peroxidase (HRP)가 결

합된 anti-mouse IgG 또는 anti-rabbit IgG (Santa Cruz Biotech)를 사용하여 상

온에서 1시간 반응시킨 뒤에 enhanced chemiluminescence (ECL) (Amersham

Biosciences)으로 각 band의 영상을 얻었다.

8. 통계학적 분석

제시된 결과는 3번 이상의 독립적인 실험 결과이며, 이들의 평균과 표준오차를

산출하여 student's t-test로 통계학적 유의성을 검증하였다.
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III. 결과

1. 저산소환경이 신경세포 사멸에 미치는 영향

저산소환경을 유발하기 위해 사용된 CoCl2가 신경세포 사멸에 어떠한 영향을

미치는지 알아보고자 인간 신경세포인 SH-SY5Y 세포를 이용하여 생존률의 변

화를 조사하였다. CoCl2를 100 μM 농도로 처리하였을 경우 대조군과 비교하여

세포의 사멸 효과가 나타나지 않았고, 200 μM (62.76 ± 12.0%)처리군 부터 유의

적으로 세포 생존율이 감소하기 시작하여 400 μM 농도에서는 27.10 ± 4.9%로

매우 낮은 생존율을 보였다(Figure 1).

CoCl2의 처리는 핵내에 존재하는 PARP의 분절화(116 kDa → 85 kDa)를 촉진

시켰고, 불활성화 상태인 procaspase형태(34 kDa)에서 있다가 cleavage 되면서

활성형(17, 19 kDa)으로 전화하게 되는 caspase-3의 경우, 분절화된 형태의

caspase-3 발현양을 농도 의존적으로 증가시켰다(Figure 2).

CoCl2에 의한 caspase 매개성 세포사멸이 ROS의 조절을 통해 이루어지는지를

확인하기 위해 세포에 DCF-DA를 처리하여 세포내에서 생성되는 ROS의 양을

측정하였다. 그 결과, 현저하게 증가된 높은 양의 ROS 생성을 측정할 수 있었

다. 300μM 농도에서 가장 높은 양의 ROS를 관찰할 수 있었다(Figure 3).
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Figure 1. Neurotoxicity of CoCl2 in human neuroblastoma SH-SY5Y

cells.

Cell viability was estimated by trypan-blue dye-exclusion at 36 hrs. Data are

represented as mean±SD of 3 separate expts. *p<0.05, #p<0.001 vs control.



- 9 -

Figure 2. Effects of CoCl2 on expression of apoptosis-related proteins.

Cells were incubated with CoCl2 for 24 hrs. The expression of PARP, cleaved

caspase-3 and actin level were detected using western blot analysis.
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Figure 3. Production of ROS by CoCl2 in SH-SY5Y cells.

The DCF loaded cells were incubated with CoCl2 for 1 hr at the indicated

concentration. The intracellular levels of ROS were detected by measuring the

DCF fluorescence. Data are represented as mean±SD of 3 separate expts.

#p<0.001 vs control.
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2. 신경세포 사멸에 있어서 산귤 과피 발효 추출물의 효과

1) 미성숙 산귤 과피 발효 추출물의 세포 사멸 보호 효과

산귤 과피 발효 추출물이 CoCl2에 의한 세포 사멸에 어떠한 영향을 미치는지

확인하기 위하여 trypan-blue 염색법을 이용하여 세포 생존률을 측정하였다. 그

결과 46.5%의 생존율을 보인 CoCl2에 비해 미성숙 산귤 과피 발효 추출물이 100

μg/mL 농도로 처리되었을 경우 69.5% 정도의 생존률을 나타내었다(Figure 4).

반면 성숙 산귤 과피 발효 추출물에서는 세포 생존률의 변화를 관찰할 수 없었

다(Figure 5). 따라서 성숙 산귤 과피 발효 추출물보다 미성숙 산귤 과피 발효

추출물이 신경세포 손상을 보호하는 효과가 있음을 확인할 수 있었다.

미성숙 산귤 과피 발효 추출물의 신경세포 사멸 보호 효과를 검증하기 위하여

세포 사멸의 대표적인 형태학적 특징인 핵의 응축 및 분절화 현상을 관찰하였다.

먼저 세포의 핵을 DAPI 염색하여 핵의 형태학적인 변화를 관찰한 결과 CoCl2가

처리된 대조군에 비해 산귤 과피 발효 추출물 처리군에서 핵의 응축 및 사멸체

형성이 감소하였고(Figure 6), Figure 7에서 보는 바와 같이 DNA 분절화 현상

또한 현저하게 감소시킴을 관찰할 수 있었다.

2) 세포사멸 관련 단백질의 발현 분석

산귤 과피 발효 추출물의 세포 손상 억제 기전을 알아보기 위해 세포사멸 관

련 단백질들의 발현양상을 분석하였다. 먼저 세포 사멸을 유도하는 대표적인 신

호전달 물질인 caspase의 활성에 영향을 미치는지 확인하기 위하여 western blot

을 수행한 결과 활성화된 형태의 분절화된 caspase-3, -7, -9의 발현양이 산귤

과피 발효 추출물을 전처리하였을 경우 현저하게 감소되는 것을 확인하였고,

PARP의 발현량 역시 유사한 결과를 나타내었다(Figure 8). 또 다른 세포사멸 조

절 인자인 Bcl-2 family의 경우 pro-apoptotic protein (Bcl-2) 과 anti-apoptotic

protein (Bax)이 상호작용을 통해 세포 사멸을 조절하는데, 이들의 관련성을 확

인하기 위해 Bcl-2와 Bax의 발현양을 분석하였다. 그 결과 CoCl2 처리군에서 대

조군에 비하여 감소된 양상을 보인 Bcl-2의 발현양은 산귤 과피 발효 추출물 처

리군에서 증가하는 것을 확인하였으나, Bax의 경우 발현양의 차이를 관찰할 수
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없었다.(Figure 9).
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Figure 4. Protective effect of immature FES on CoCl2-induced

apoptosis.

Cell viability was measured by trypan-blue dye-exclusion after 36 hrs

exposure to CoCl2 with or without immature-FES. Data are represented as

mean±SD of 4 separated expts. *p<0.01 vs control, #p<0.05, ##p<0.01 vs CoCl2

treated cells.
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Figure 5. Effect of mature FES on CoCl2-induced apoptosis.

Cell viability was measured by trypan-blue dye-exclusion after 36 hrs

exposure to CoCl2 with or without mature-FES. Data are represented as

mean±SD of 4 separated expts. *p<0.01 vs control.
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Figure 6. Morphological features of SH-SY5Y cells after treatment

with CoCl2 and FES.

Cells were treated with FES or CoCl2 for 24 hrs and stained with DAPI

solution. Nuclei were observed using an FV500 confocal laser scanning

microscope (X10 objective, 6 times). (A) Control, (B) CoCl2 300 μM, (C)

CoCl2 300 μM + FES 10 μg/mL, (D) CoCl2 300 μM + FES 100 μg/mL. The

arrow indicates the apoptotic body in SH-SY5Y cells.
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Figure 7. Effects of FES on CoCl2-induced DNA fragmentation.

Cells were exposed to indicated concentration of FES for 30 min and the

incubated with CoCl2 for 24 hrs and DNA laddering was analyzed by DNA

electrophoresis.
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Figure 8. Expression of cell death-related proteins.

Cells were exposed to indicated concentration of FES for 30 min and the

incubated with CoCl2 for 24 hrs. The expression of PARP, cleaved

caspase-3,-7,-9 and actin level were detected using western blot analysis.
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Figure 9. Expression of cell death-related proteins.

Cells were exposed to indicated concentration of FES for 30 min and the

incubated with CoCl2 for 24 hrs. Levels of Bcl-2 or Bax were determined

using western blot analysis.
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3) 산귤 과피 발효 추출물의 ROS 생성 억제 효과

산귤 과피 발효 추출물의 보호 작용이 활성산소종의 억제를 통해 조절되는지

확인하기 위하여 DCF-DA를 이용하여 세포내 생성되는 활성산소종의 양을 측정

한 결과 농도 의존적으로 처리된 산귤 과피 발효 추출물에 의해 현저하게 감소

하는 것을 확인 할 수 있었다(Figure 10).

4) 산귤 과피 발효 추출물의 단일 물질의 효과

추출물의 세포 손상 보호 효과가 추출물이 함유한 성분 중 어떠한 성분의 영

향을 받아 이루어지는지 알아보고자 추출물이 포함하고 있는 단일 물질들을 각

각 처리하여 생존능에 미치는 효과를 분석하였다. 산귤 과피 발효 추출물의 성분

을 분석한 이전 결과에 따르면 synephrine을 포함하는 alkaroid 계열과 rutin,

hesperidin, sinensetin, nobiletin, tangeretin을 포함하는 플라보노이드 계열이 동

정이 되었다. 따라서 분석된 산귤 과피 발효 추출물의 성분 중 alkaroid 계열과

polymethoxyl flavone (PMF) 계열을 처리하여 세포 생존률을 측정한 결과

alkaroid 계열인 synephrine에서는 보호 효과가 없었으나(Figure 11), PMF 계열

에서는 20 μg/mL의 농도에서 71.3% 정도의 생존률을 나타내었다(Figure 12). 또

한 PMF 계열 중 함유량이 많은 nobiletin과 tangeretin을 이용하여 세포사멸에

미치는 영향을 확인한 결과 nobiletin과 tangeretin 모두에서 높은 생존율을 나타

내었다(Figure 13). 이들 단일물질 처리군을 이용하여 caspase-3와 PARP의 활성

도를 확인한 결과, nobiletin과 tangeretin 처리군에서는 분절화된 caspase-3와

PARP의 발현 정도가 CoCl2 처리군에 비해 감소되었고, synephrine에서는 발현

양의 변화를 관찰할 수 없었다. 단일 물질의 세포 손상에 대한 보호효과는

western blot을 수행한 caspase 활성 변화와 동일한 효과를 나타내었다.
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Figure 10. Effects of FES on CoCl2-induced ROS production.

Cells were incubated with 300 μM CoCl2 alone or incubated with FES for

30min prior to the CoCl2 treatment. Data are represented as mean±SD of 4

separate expts. #p<0.0001, vs CoCl2 treated cells.
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Figure 11. Effect of synephrine on CoCl2-induced cell death.

Cell viability was measured by trypan-blue dye-exclusion after 36 hrs

exposure to CoCl2 with or without synephrine (SYN). Data are represented as

mean±SD of 5 separated expts. *p<0.01 vs control.
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Figure 12. Effect of polymethoxyl flavone (PMF) on CoCl2-induced cell

death.

Cell viability was measured by trypan-blue dye-exclusion after 36 hrs

exposure to CoCl2 with or without polymethoxyl flavone (PMF). Data are

represented as mean±SD of 5 separated expts. *p<0.01 vs control, #p<0.05,

##p<0.01 vs CoCl2 treated cells.
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Figure 13. Effects of nobiletin and tangeretin on CoCl2-induced cell

death.

Cell viability was measured by trypan-blue dye-exclusion after 36 hrs

exposure to CoCl2 with or without the indicated each compound. Data are

represented as mean±SD of 5 separated expts. *p<0.01 vs control, #p<0.05,

##p<0.01 vs CoCl2-treated cells.
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Figure 14. Expression patterns of apoptosis-related proteins.

Cells were incubated with each compound for 30 min prior to the CoCl2

treatment. F: FES 100 μg/mL, P: PMF 20 μg/mL, N: Nobiletin 50 μM, T:

Tangeretin 100 μM, S: Synephrine 100 μg/mL
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IV. 고찰

뇌혈관성질환의 하나인 뇌경색은 뇌에 혈액 공급이 원활하지 않아 유발되는

저산소환경에 의해 특이적으로 손상받기 쉬운 해마나 대뇌피질의 신경세포가 사

멸함으로써 나타나는 질환이다. 뇌경색을 포함한 뇌졸중은 현재 우리나라에서 노

인성 질환 중 사망 발병률이 2위를 차지할 정도로 위험성이 높으며, 신경손상으

로 인해 완전한 회복이 어려워 이를 치유하기 위한 많은 연구들이 진행되고 있

다. 본 연구에서는 저산소환경에 의한 신경손상을 극복하기 위한 방안을 찾아보

고자 수행하였다.

뇌경색은 산소의 전달을 감소시키고 글루코오스에 의한 에너지를 파손시키며

이온화의 변화도를 방해하여 뉴런에 손상을 입힌다. 이러한 원인으로 Ca2+의존성

채널의 활성을 통하여 글루탐산과 아스파르트산과 같은 흥분성 아미노산과 K+등

의 방출을 유도한다. 글루탐산은 Ca2+의 과다 공급으로 인한 흥분독성을 활성화

시키고, 많은 효소 시스템(proteases, lipase 그리고 endonuclease)의 과활성화를

유도하여, 자유라디칼을 발생시킨다. 추가적으로 Ca2+은 단백질 분해 효소의 활

성을 조절하고 세포 골격 단백질 및 세포외기질 단백질을 분해함으로써 세포를

죽음을 이르게 한다. 이렇게 뇌경색은 세포 내에서 여러 신경전달물질을 통해 복

합 단계적으로 발생되며, 그 결과 뇌 기능의 손실과 심한 신경 퇴화가 일어난다

(Aley et al., 2005; Curin et al., 2006). 뇌경색 모델을 in vitro system에 적용하

기 위해 세포내에서 저산소환경을 유발하는 2가지 방법, 즉, hypoxia champer를

이용하여 물리적으로 산소를 차단하는 방법(Liu et al., 2005; Luo et al., 2006)과

CoCl2를 이용한 화학적인 방법이 사용된다(Ji et al., 2006; Ardyanto et al., 2008;

Kim et al., 2006).

감귤의 과피에는 PMF를 비롯한 많은 플라보노이드가 존재하며 현재까지 약

60여종이 분리·동정되었다. 플라보노이드의 함량은 수확시기에 따라 다른 것으로

알려져 있다. 미성숙과피인 경우 성숙 과피에 비하여, 과육에 비해 과피에서 함

유량이 훨씬 높은 것으로 보고되어 있으며, 이러한 플라보노이드의 생리활성에
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대한 연구 또한 다양하게 진행되고 있다. 미성숙 추출물에 의해서 높은 보호효과

를 보였으며, 이는 미성숙 산귤 과피 발효 추출물이 성숙 산귤 과피 발효 추출물

에 비하여 플라보노이드의 양이 많이 함유되어 있기 때문인 것으로 사료된다.

내재적 신호전달에 의해 수행되는 caspase-3 활성화, PARP와 DNA의 분절화

현상은 세포 사멸을 일으키는 주된 신호전달 경로로 알려져 있으며

(Kotake-Nara & Saida, 2007; Zou et al., 2001; Wang et al., 2000), caspase의

활성은 미토콘드리아에서 생성되는 활성산소종(reactive oxygen species)에 의해

조절될 수 있다. 활성산소종은 체내에서 산화스트레스로 작용하여 각종 질별의

근원이 되며 세포를 구성하는 단백질, 지방, DNA 등을 산화시키고 다량의 활성

산소종이 오랫동안 존재하면 세포의 퇴화나 사멸을 유도할 수도 있다(Yoon et

al., 2002). 특히 활성산소종에 의한 DNA의 돌연변이는 세포의 노화 및 암 조절

기전에 중요한 작용을 하는 것으로 알려져 있다(Wiseman & Halliwell, 1996;

Rhee, 1999).

내재성 세포사멸 신호전달계에서 caspase는 caspase-9이 Apaf-1, ATP, 그리

고 cytochrome c와 결합을 하면서 apoptosome을 형성하고(Delivoria-

Papadopoulos 등 2007), 이 형성된 apoptosome은 세포사멸에 직접적으로 관여하

는 caspase-3와 caspase-7을 활성화시킨다(Morizane et al., 2005; Rami et al.,

2008; Gurp et al., 2003). 그리고 세포 사멸을 조절하는 단백질 군으로 알려져 있

는 Bcl-2 family는 산화스트레스로 작용하는 활성산소종에 의해 활성화가 되면

서 세포의 축소, 핵의 응집, 사멸체 형성 및 DNA 분절현상을 통해 세포 사멸을

유도하게 된다. 산귤 과피 발효 추출물이 CoCl2에 의해서 증가되는 ROS의 생성

량과 caspase-3, -7, -9의 활성뿐 아니라 anti-apoptotic 단백질인 Bcl-2의 발현

량을 억제하였고 pro-apoptotic 단백질인 Bax는 아무런 변화가 없는 것을 확인

하였다.

산귤 과피 발효 추출물의 성분을 분석한 보고서에 따르면 Alkaroid 계열의

synephrine과 플라보노이드 계열의 배당체 플라보노이드 2종(rutin, hesperidin)과

폴리메톡실플라본 3종(sinensetin, nobiletin, tangeretin)을 함유하고 있는 것으로

보고되었다. Synephrine은 지금까지 항산화, 항염증효과 그리고 항우울증 효과가

있다고 밝혀져 있다(Ko et al., 2007; Kim et al., 2001). 그리고 감귤 과피의 성분
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중 플라보노이드는 심장순환기계 질환 및 항암, 항산화, 항염증, 항바이러스작용,

모세혈관 강화작용 등에 대한 개선 효과가 있는 것으로 알려져 있다

(Mertens-Talcoott et al., 2007; Morley et al., 2007; Sergeev et al., 2007;

Miyata et al., 2008).

본 연구에서 확인한 산귤 과피 발효 추출물의 신경 손상 보호효과 혁시 기존

연구 결과에 제시간 것과 유사하게 PMF에 의한 현저한 보호효과가 확인되었고

이들 효능은 tangeretin과 nobiletin에 의해 조절됨을 획인 할 수 있었다. 그러나

처리된 단일물질을 플라보노이드 중 가장 많은 양을 함유하고 있는 2종에 대해

실시한 결과이므로 좀 더 명확한 결과를 밝히기 위해서는 소량을 함유한 물질이

미나 나머지 3종에 대한 확인과 단일물질간의 조합을 통해 세포 사멸의 억제 효

과에 어떠한 상관관계를 유지하며 작용하는지에 대한 분석이 필요한 것으로 사

료된다.
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VI. 요약

산귤(Citrus sunki Hort. ex Tanaka)은 다양한 질병을 앓고 있는 환자에 민간

요법으로 사용되어 왔다. 산귤은 항염증 활성이 있다고 보고되어 있지만, 다른

퇴행성 신경 질환과 다른 약리학적 활성에는 잘 알려져 있지 않다. 저산소/허혈

에 의한 세포 사멸은 뇌졸중과 다른 퇴행성 신경질환(알츠하이머병, 파킨슨병)등

과 같은 질환의 주요 원인이다. 본 연구에서는 화학적 저산소증에 의한 세포 사

멸에 산귤 과피 발효 추출물의 효과와 기작을 조사하기 위하여 수행하였다.

human neuroblastoma SH-SY5Y세포에 CoCl2를 사용하여 저산소증 환경을 세

포 배양에 적용하였다. CoCl2의 농도 의존적으로 ROS의 생성물을 통해 caspase

의존적 세포 사멸이 유도되었다. 산귤 과피 발효 에탄올추출물이 성숙 산귤 과피

발효 추출물에 비하여 CoCl2에 의한 신경세포 사멸 보호 효과가 있었다. 산귤 과

피 발효 추출물이 ROS 생성물과 pro-apoptotic 단백질 활성을 포함하여

caspase-3, -7, -9의 활성, PARP의 가수분해, 그리고 세포 분절화를 억제하였다.

또한, nobiletin과 tangeretin은 synephrine은 아무런 효과가 없는 것에 비하여 높

은 보호 효과를 나타내었다. 요약하면, 산귤 과피 발효 추출물은 화학적 저산소

증에 의한 ROS 생성과 미토콘드리아 매개성 세포사멸의 작용을 통한 신경 손상

에 보호효과가 있다고 할 수 있다.
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