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            Abstract
          
        

        
          
            목적
            항산화능을 가진 소재는 안질환들 중에서 나이연관 황반변성 질환의 예방과 증상 완화 및 치료를 위해 사용되고 있다. 최근에 안구건조, 당뇨, 고혈압, 혈액순환 등에 많은 효능을 보인다고 알려져 있는 송담에 대하여 황반변성의 예방 및 치료 가능성을 보기 위하여 항산화능을 평가하였다.

          

          
            방법
            송담의 항산화 효과를 보기 위하여, 우선적으로 송담의 항산화 활성도를 측정하였다. 여러 농도에서의 세포에 독성을 보이지 않는 최적의 농도를 평가하였고, 여러 항산화 효소들의 활성도를 평가하였다. 또한, 지질과산화물과 활성산소종 농도를 측정함으로써 송담의 효능을 종합적으로 평가하였다.

          

          
            결과
            송담 추출물 농도(10, 50, 100, 500 μg/ml)에서의 항산화 활성도는 농도가 증가함에 따라 항산화 활성도가 통계적으로 유의하게 증가되는 것을 확인하였다. 각 농도에서 세포에 대한 독성을 보기 위하여 세포 생존력을 평가하였고, 항산화 효소(SOD, GSH-Px, CAT)들의 농도를 상대적으로 평가하였다. 이 역시 농도가 증가함에 따라 항산화 효소의 활성이 증가되는 것을 확인하였다. 과산화수소에 의해 증가된 지질과산화물과 활성산소종 농도를 송담 추출물이 통계적으로 유의하게 감소시켰다.

          

          
            결론
            본 연구에서는 송담 추출물이 항산화 효과를 보이는 것을 확인하였고, 이러한 추출물을 이용하여 황반변성을 예방하고 치료 할 수 있는 기능성 소재로 활용 가능 할 수 있음을 시사한다.

          

        

        
          
            초록
          
        

        
          
            Purpose
            Antioxidants are frequently involved in the prevention and treatment of eye diseases, including age-related macular degeneration (AMD). Based on several studies, Parthenocissus tricuspidata, a common plant is known for its numerous effects on various diseases such as dry eye disease, diabetes, high blood pressure, and blood circulation.

          

          
            Methods
            To examine the antioxidant effect of P. tricuspidata, we first measured its antioxidant activity. Optimal non-toxic concentrations for cellular activity were determined and the activities of various antioxidant enzymes were evaluated. Additionally, the efficacy of P. tricuspidata was comprehensively evaluated by measuring the concentrations of lipid peroxides (MDA) and reactive oxygen species (ROS).

          

          
            Results
            We observed a statistically significant increase in the antioxidant activity with increasing concentrations of P. tricuspidata extract (10, 50, 100, and 500 μg/mL). Cellular viability assessment at each concentration confirmed no cytotoxicity, along with a concentration-dependent increase in the activity of antioxidant enzymes. Notably, the P. tricuspidata extract significantly reduced MDA concentration and ROS levels induced by hydrogen peroxide, which causes cell death.

          

          
            Conclusions
            This study demonstrated that P. tricuspidata extract possesses antioxidant properties, suggesting its potential use as a functional material for preventing and treating eye diseases, including AMD.
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      서 론
      산화 스트레스(oxidative stress)는 세포와 조직의 반응성 생성물을 해독하는 생물학적 시스템에서 활성산소종(reactive oxygen species, ROS) 발생 및 축적의 불균형으로 인해 발생한다.[1,2] 활성 산소종에는 과산화물 라디칼(superoxide radicals, O2·−), 과산화수소(hydrogen peroxide, H2O2), 하이드록실 라디칼(hydroxyl radical,·OH) 및 일중항산소(singlet oxygen, 1O2)를 포함하고 있다.[3-5]

      정상적인 상태에서 세포와 조직내에 존재하는 활성산소종은 단백질 인산화, 여러 전사 인자의 활성화, 세포사멸, 면역 및 분화에 의해 적절하게 생성되거나 낮은 수준으로 유지된다.[5] 활성산소종은 병원균이나 이물질이 인체 내로 침입시 식세포에 의한 식균작용에 의해 발생하고, 이는 우리 몸에서 면역 방어 시스템에 관여하여 항상성을 유지시켜 다양한 질병을 발병하지 않게 하거나 면역을 증진시킨다.[6,7]

      그러나 비정상적 상황에서 증가된 활성산소종들이 항산 화제에 의해 충분히 중화되지 않으면 산화 스트레스가 유발하여 세포 내 막지질 과산화, 산화성 DNA 병변, 단백질변형 등 생리학적인 비정상 상태를 유발한다. 이는 여러 생리학적인 효소 불활성화를 유발하고 인체내에서의 여러 질환 발병과 관련이 매우 크다.[8] 결론적으로 비정상적으로 발생된 산화적 스트레스는 인체의 눈, 뇌, 심장, 신장, 피부, 면역기능, 혈관, 폐 등의 세포와 조직에 다양한 질병을 일으킨다.

      눈은 여러 외부환경(고압산소, 빛, 자외선, 방사선, 화학물질, 병원 미생물 등)에 대하여 직접적으로 노출되어 있어 비정상적 활성산소종이 발생하는데 매우 취약한 약점을 가지고 있다.[9] 안과 질환에서 산화 스트레스는 여러 질병을 유발하는데 관여하는 것으로 보고되고 있다. 예를 들어, 노화에 따른 황반변성(age related macular degeneration, AMD)[10], 녹내장(glaucoma),[11] 당뇨병성 망막병증(diabetic retinopathy, DR),[12] 망막 정맥 폐색(retinal vein occlusion, RVO)[13] 등이 산화 스트레스와 관련되어 있는 것으로 알려져 있다.[14] 이러한 질병에서 과도하게 생성된 활성산소 종은 망막 색소 상피, 내피세포, 망막 신경절 세포의 생리학적인 부분과 형태학적인 부분에 비정상을 야기한다고 알려져 있다.

      최근에 많은 연구에서 눈의 건강과 안질환 치료 및 예방을 위하여 다양한 항산화 물질을 적용하여 세포실험 및 동물실험에서 항산화 물질의 효능을 밝혀내고 기능성 소재, 치료 약물로 서의 가능성을 다양하게 제시하고 있다. 대표적인 항산화 물질로는 비타민 C, 루테인, 제아잔틴, 멜라토닌 등이 있다.[15,16]

      송담(Parthenocissus tricuspidata)은 포도과에 속하는 낙엽 덩굴식물로, 아시아 및 유럽에 주로 분포하고 있다. 송담은 phenolic acid, flavonoid, anthocyanin, hydroxybenzoic acid 등 다양한 기능성 성분을 함유하고 있다. 기존 연구들에서 비만, 당뇨, 관절염 등에서 다양한 효능을 보이는 것으로 알려져 있다.[17-19]

      본 연구에서는 송담 추출물에 대하여 총 항산화 활성도를 측정하고 과산화수소에 의해 유도된 독성으로 감소되는 항산화 효소 활성도(SOD, GSH-Px, CAT), MDA, ROS를 평가하여 안질환인 황반변성, 녹내장, 당뇨병성 망막병증 등에 대한 질병의 억제 및 치료 천연물 소재로 가능성을 보고자 한다.

    

    

  
    
      대상 및 방법
      
        1. 송담 추출 및 약물 처리
        10 kg의 송담을 100 리터의 용매에 넣고 8 시간 동안 80°C로 가열하고, 여과지에 걸러 갈색의 액체를 얻었다. 이를 수 회 반복하여 송담 추출액을 수득하였고, 얻어진 추출액은 동결건조를 통해 분말형태의 송담 추출물을 제조하였다. 신경세포인 SH-SY5Y 세포주는 American type culture collection(Manassas, VA, USA)에서 구매하였으며, 세포 배양을 위해 기존에 기술된 방법에 따라 세포를 배양하였다. 송담 추출물을10, 50, 100, 500 μg/ml 농도에서 SH-SY5Y 세포에 처리하였다. 세포 생존율 및 항산화 효소의 활성을 보기 위하여 여러 농도의 송담 추출물을 세포에 처리하였고, 동시에 과산화수소(hydrogen peroxide, H2O2) 100 μM을 처리하여 세포 독성을 일으켜 송담 추출물의 효능을 평가하였다.

      

      
        2 세포 생존율 평가
        세포 생존력은 3-(4,5-디메틸티아졸-2-일)-2,5-디페닐 테트라졸륨 브로마이드 (MTT) 분석에 의해 평가하였다. 생존력을 평가하기 위하여 세포를 96 well plate에서 24시간 동안 배양하였고, 배양 배지를 제거하고 무혈청 배지로 교체하였다. 세포를 1시간 동안 송담 추출물(10, 50, 100 및 500 μg/ml)로 전 처리한 다음 24시간 동안 과산화수소 100 μM 농도에 노출시켰다. 배지를 교체하고 각 well에 MTT(최종농도: 0.5 mg/ml)를 첨가한 후 세포를 37°C, 암실에서 4시간 동안 배양하였다. 그 후, 형성된 불용성 포르마잔 결정을 100 μl의 dimethyl sulfoxide(DMSO)로 용해 시켰다. 흡광도는 Soft max pro 소프트웨어가 장착된 마이크로플레이트 리더(E-max; Molecular devices, Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 540 nm에서 측정하여 세포 생존율을 평가하였다.

      

      
        3. ABTS 라디칼을 이용한 총 항산화능 측정
        송담 추출물의 항산화 활성은 ABTS(2,2’-azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate]) 라디칼이 적용된Antioxidant assay kit를 이용하여 제조사의 메뉴얼에 따라 측정하였다. 이 방법은 metmyoglobin에 의해 ABTS가 ABTS·+로 산화되는 것을 억제하는 시료 내 항산화제의 능력을 분석하는 것이다. 측정 샘플을 준비하기 위해 SH-SY5Y 세포에 송담 추출물과 과산화수소100 μM을 처리하여 24시간 동안 배양한 후에 세포 용해물을 획득하였다. 96 well plate에 샘플 10 μl, metmyoglobin 10 μl, chromogen 150 μl, hydrogen peroxide working solution 40 μl를 첨가하여 실온에서 5분간 반응시킨 후 750 nm에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        4. 항산화 효소 활성도 측정(SOD, CAT, GSH-Px)
        SH-SY5Y 세포를 6 well plate에 배양하고 세포 생존율을 평가하기 위한 동일 조건으로 송담 추출물을 처리하였다. 세포를 수집하고 12,000 rpm에서 10분간 원심 분리 후 모아진 세포를 RIPA 완충액으로 용해하였다. 4°C에서 12,000 rpm, 20분간 원심분리한 후 상층액을 제조사의 메뉴얼에 따라 superoxide dismutase(SOD), catalase(CAT), glutathione peroxidase(GSH-Px) 활성 분석을 측정하였다. SOD 활성은 450 nm, CAT 활성은 570 nm, GSH-Px 활성은 340 nm에서 측정되었다. SOD, CAT 및 GSH-Px의 활성은 대조군 대비 %로 표시하였다.

      

      
        5. 지질과산화물의 측정(MDA)
        지질 과산화물은 세포 배양에서 티오바르비투르산 물질(TBARS)을 이용하여 측정되었다. 용해물(100 μL)과 MDA 표준 물질을 1.5 ml 튜브에 섞은 후 10분 동안 배양하였다. 1,600 g에서 10분간 원심분리한 후 상층액의 흡광도를 535 nm에서 측정하였고, MDA 수준은 %로 표시되었다.

      

      
        6. 활성산소종 측정(ROS)
        세포 내 ROS 생산은 형광 프로브인 2',7'-디클로로플루오레세인 디아세테이트(DCFH-DA; Sigma-Aldrich)를 사용하여 측정하였다. 세포를 형광 마이크로타이터 microtiter black-walled 96-well plates(5 × 104 세포/well)에 넣고 송담 추출물을 1시간 동안 처리하였다. 20 μM DCFH-DA를 각 well에 첨가하고 37°C에서 30분간 배양하였다. 인산염 완충 식염수(PBS)로 세척한 후, 각 well에 100 uM H2O2를 첨가하였다. ROS에 의한 DCFH의 산화로 인한 형광 디클로로플루오레세인(DCF)의 형성은 마이크로플레이트 리더를 사용하여 여기 파장 480 nm 및 방출 파장 520 nm에서 10분마다 평가되었다.

      

      
        7. 통계분석
        모든 실험 결과는 평균 ± S.E.M으로 표시되었다. 통계적 유의성은 일원 분산 분석(ANOVA)와 Tukey 테스트를 통해 통계적 유의성을 평가하였다. IBM SPSS Statistics 23 소프트웨어에서 유의미한 차이가 계산되었으며, 0.05 미만의 P 값은 유의미한 것으로 간주하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 세포 생존률 평가
        Fig. 1에서는 세포의 생존력을 평가한 결과를 보여주고 있다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Cell viability. Cell viability evaluation of Parthenocissus tricuspidata extract on H2O2-induced cell death in SH-SY5Y cells using MTT. Values were shown as mean ± S.E.M. ##p<0.01 compared with control. **p<0.01 compared with H2O2 treated cells.
          
          

          

        

        송담의 농도를 10, 50, 100, 500 μg/ml으로 다양하게 처치한 결과, 세포의 사멸에 영향을 미치지 못하는 것을 확인하였다. 과산화수소 100 μM 농도로 세포에 처리한 경우에는 대조군에 비하여 세포가 약 50% 정도 세포 사멸이 일어나는 것을 확인하였다. 과산화수소 100 μM 농도와 송담을 여러 농도로 처치하고 MTT assay로 세포 생존력을 평가한 결과, 송담에 의해 세포 사멸이 통계적으로 유의하게 억제됨을 확인하였다. 이는 송담이 세포 사멸을 억제하는 것을 의미한다.

      

      
        2. 항산화 활성도 측정
        Fig. 2에서는 송담의 총 항산화 활성도 결과를 보여주고 있다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Antioxidant activity of Parthenocissus tricuspidata extract. Values were shown as mean±S.E.M. ##p<0.01 compared with control. *p<0.05 and **p<0.01 compared with H2O2 treated cells.
          
          

          

        

        ABTS 라디칼을 이용한 항산화능을 측정한 결과, 과산화수소 100 μM에 의해 항산화능이 유의하게 감소하는 것을 확인하였다. 송담의 농도를 10, 50, 100, 500 μg/ml으로 다양하게 처치한 결과, 송담의 농도가 증가함에 따라서 총항산화 활성도가 통계적으로 유의하게 증가하는 것을 확인하였다. 이는 송담이 세포 사멸억제에 대하여 항산화 활성도 증가와 관련 있음을 의미한다.

      

      
        3. 항산화 효소 활성도 측정(SOD, CAT, GSH-Px)
        Fig. 3에서는 항산화 효소인 SOD, CAT, GSH-Px들의 활성도를 송담의 다양한 농도에서 결과를 보여주고 있다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effect of Parthenocissus tricuspidata extract on antioxidant enzyme activity. A. The SOD activity, B. The GSH-Px activity, C. The CAT activity Values were presented as mean ± S.E.M. ##p<0.01 compared with control. *p<0.05 and **p<0.01 compared with H2O2 treated cells.
          
          

          

        

        대조군에 비하여 SOD의 활성도는 과산화수소만을 처치한 그룹에서 약50% 정도 감소되는 것을 확인하였다. 그리고 송담의 농도가 증가함에 따라 SOD 활성도가 농도 의존적으로 유의하게 증가되는 것을 확인하였다. 송담의 500 μg/ml 농도에서 SOD 활성도는 대조군과 비슷한 수준으로 회복되었다(Fig. 3A). 대조군에 비하여 GSH-Px의 활성도는 과산화수소만을 처치한 그룹에서 약40% 정도로 감소되는 것을 확인하였으며, 송담 추출물 처리에 의해 이러한 GSH-Px활성 감소가 유의하게 억제되는 것을 확인하였다(Fig. 3B). 송담의 500 μg/ml 농도에서 대조군의80% 정도 수준으로 증가하였다. 대조군에 비하여 CAT의 활성도는 과산화수소만을 처치한 그룹에서 약50% 정도 감소되는 것을 확인하였다. 송담 추출물 처리시 100 μg/ml 이상의 농도에서 유의하게 CAT 활성도가 개선되는 것을 확인하였다. 송담의 500 μg/ml 농도에서 대조군의 80% 정도 수준으로 증가하였다(Fig. 3C).

      

      
        4. 지질과산화물의 측정(MDA)
        Fig. 4에서는 지질과산화물을 측정한 결과를 보여주고 있다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effect of Parthenocissus tricuspidata extract on MDA level. Values were presented as mean± S.E.M. #p<0.05 compared with control. **p<0.01 compared with H2O2 treated cells.
          
          

          

        

        대조군에 비해서 과산화수소 100 μM 농도로 처치한 세포에서는 지질과산화물의 수준이 약 40% 정도 증가한 것을 확인하였다. 증가된 지질과산화물은 10 μg/ml 송담 추출물의 농도에서는 증가된 지질과산화물을 감소시키지는 못하였고, 50, 100, 500 μg/ml 송담 추출물의 농도에서 농도가 증가함에 따라 지질과산화물의 농도를 통계적으로 유의하게 감소시키는 것을 확인하였다.

      

      
        5. 활성산소종 측정(ROS)
        Fig. 5에서는 활성산소종을 측정한 결과를 보여주고 있다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effect of Parthenocissus tricuspidata extract on ROS production. Values were presented as mean±S.E.M. ##p<0.01 compared with control. **p<0.01 compared with H2O2 treated cells.
          
          

          

        

        대조군에 비해서 과산화수소 100 μM 농도로 처치한 세포에서는 활성산소종이 약 2.2배 증가된 것을 확인하였다. 증가된 활성산소종은 10 μg/ml 송담 추출물의 농도에서 약간의 감소를 보였지만 통계적으로는 유의하지 않았다. 50, 100, 500 μg/ml 송담 추출물의 농도에서는 농도가 증가함에 따라 활성 산소종의 농도를 통계적으로 유의하게 감소시키는 것을 확인하였다.

        최근, 국민건강영양 조사에 따르면 연령관련 황반변성의 유병률은 13.4%, 당뇨망막병증은 19.6%, 녹내장은 3.4%이며 각 안질환에 대한 유병률이 매년 꾸준히 증가하고 있다. 특히, 황반변성은 2008년 11.8%에서 2018년에는 13.4%으로 증가하였다. 황반변성은 눈의 황반 부위에 변화와 손상이 생기는 안과 질환에 속하며, 노화와 매우 관련된 안질환 중 하나이다.[20] 황반변성은 현재까지 완전한 치료가 없는 만성 안질환에 속한다. 황반변성의 치료는 황반변성의 종류, 진행정도에 따라 달리 치료 전략을 달리 하고 있다. 예를 들어, 정기적인 안과 검진을 통해 황반의 변화를 모니터링, 개인의 생활습관 개선, 유리체 절제술 등을 통해 치료를 시행하고 있다. 따라서, 황반변성에 대한 조기 진단 및 황반변성의 발병 억제를 위한 안건강의 증진이 매우 중요하다고 할 수 있다.

        최근에 황반변성 발병을 예방하기 위하여 많은 연구들에서 항산화능을 가진 영양소와 식품이 황반변성 발병을 억제하고 증상을 관리하는데 도움을 줄 수 있다고 보고 되어지고 있다.[21,22] 황반변성에 대한 예방 및 치료를 위해 효능이 밝혀진 항산화 소재로는 루테인, 제아잔틴, 비타민C, E, 아연, 오메가-3-지방산, 아스타잔틴이 등이 있다. 본 연구에서는 다양한 안질환에서, 특히 황반변성에 대한 예방 및 치료를 위해 항산화 소재로서 가능성을 살펴보기 위하여 송담의 항산화 효능을 평가하였다. 기존 연구에서 송담이 안구 건조 질환에 대한 항산화 및 항염 효과를 나타낸다는 것을 보고 하였고 이는 본 연구 결과와 유사하였다.[23]

      

    

    

  
    
      결 론
      항산화 기능을 가진 소재는 안질환 중에서 황반변성 질환을 예방 및 치료하는데 도움을 줄 수 있는 소재이다. 본 연구에서는 송담의 항산화 효과를 통해 황반변성 질환을 예방하고 치료하는 기능성 소재로써 활용가능한지를 평가하였다. 송담 추출물 총 항산화력에 있어서 500 μg/ml 에서 가장 많이 증가시키는 것을 확인하였다. 송담 추출물의 500 μg/ml 내에서는 세포 독성을 나타내지 않았으며 세포사멸 억제를 통해 세포의 보호 효과를 보였다. 송담 추출물의 세포 사멸에 대한 보호 기전을 알아보기 위하여 항산화 효소(SOD, GSH-Px, CAT)들의 활성을 측정한 결과 이러한 효소들이 증가함을 확인하였다. 또한, 증가된 지질과 산화물, 활성산소종이 송담에 의해 감소되는 것을 확인하였다. 이를 통해 송담은 세포 사멸에 대하여 항산화 효소들의 증가와 지질과산화물과 활성산소종을 감소시킴으로써 세포 보호를 하는 것을 의미한다. 이는 송담이 황반변성 질환에 대한 기능성 소재로써 가능성이 있음을 시사한다. 하지만 이러한 송담의 항산화 효능이 황반변성 질환에 직접적으로 질환의 억제 및 치료를 보이는지에 대한 추가적인 연구가 필요하다.
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