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ABSTRACT

Anti-inflammatoryEffectof4-tert-butylPhenylSalicylic

AcidinLipopolysaccharides-stimulatedRaw 264.7Mouse

MacrophageCells

Na,BaekHee

Advisor:Prof.Yoo,JinCheol,Ph.D.

DepartmentofComplementaryandAlternativeMedicine,

GraduateSchoolofChosunUniversity

Inflammation may lead to onset of a variety of diseases if it runs

uncontrolled.Over-expressionofbothinduciblenitricoxidesynthase(iNOS)and

cyclooxygenase-2(COX-2)proteinsiswellknowntobecrucially relatedto

stimulativeeffecton someseverechronicinflammatory diseasesaswellas

varioustumors.Nuclearfactor-κB(NF-κB)isalsoknowntoplayacriticalrole

intranscriptionalregulationoftheseproteins.Thisstudyaimstoinvestigatethe

anti-inflammatoryeffectof4-tert-butylphenylsalicylicacid(TBPS),oneofthe

salicylicacidderivatives,andtofigureoutitsmechanism byusingthemodel

oflipopolysaccharides(LPS)-stimulatedRaw 264.7mousemacrophagecells.

MTT assay,Westernblotanalysis,ELISA analysis,andReversetranscription

andpolymerasechainreaction(RT-PCR)analysiswereperformedinorderto
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explore the anti-inflammatory effect ofTBPS.It was found that TBPS

meaningfullyregulatednitricoxide(NO)productionwithoutcytotoxiceffectson

Raw 264.7 cells in a stable state of1∼15 µg/㎖.TBPS dose-dependently

reducediNOSexpression,andCOX-2expressionsignificantlyinarangeof1∼

15 µg/㎖. Moreover, expressions of iNOS mRNA and COX-2 mRNA

meaningfully decreased in a dose dependent manner.In addition,TBPS

significantly inhibited the production of inflammatory mediators or

pro-inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor-a (TNF-α),

interleukin-1β (IL-1β) and interleukin-6 (IL-6). Moreover, mRNA gene

expressionsofTNF-α,IL-1β andIL-6attenuatedinadosedependentmanner.

Furthermore,itwasfoundthatTBPS suppressedtheLPS-stimulatedDNA

bindingactivityofNF-κB.TBPSpotentlyinhibitedthetranslocationofNF-κB

into the nucleus by IκBα degradation following IκBα phosphorylation.It

indicatesthattheTBPSinhibitsNF-κBactivation.

In conclusion, the results show the first that TBPS exerts the

anti-inflammatoryeffectinvitro,bothbyinhibitingtheexpressionsofiNOS

andCOX-2inRaw 264.7cells,andbysuppressingtheactivationoftheNF-κB

signalingpathway.Therefore,TBPS maybeapotentialtherapeuticcandidate

fortheregulatoryagentsofinflammation.

Keywords:Anti-inflammatoryeffect,4-tert-butylphenylsalicylicacid(TBPS),

NF-κBpathway,COX-2,iNOS
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Ⅰ.서론

인류의 오랜 염원인 질병 없는 삶을 하여 우리 인류는 우수한 의약품을 개발

하는 데 끊임없이 노력해 왔다.이를 방증하듯,기원 3000년경부터 인류문명의

발상지인 이집트,메소포타미아, 국의 황하유역을 심으로 천연물을 이용한 의

료 련 자료들이 발견되고 있다. 통 으로 사용한 천연약물은 주로 생활주변에서

구할 수 있는 식물들을 단,분쇄,추출 등의 간단한 가공을 통해 경험 으로 사

용해 왔다.19세기 들어 산업 명과 유기화학의 발달로 식물에서 천연유효성분을

순수하게 분리할 수 있게 되었고 나아가 유기합성을 통해 량생산이 가능하게 되

었다.합성 의약품의 효시는 1899년 독일 Bayer사에서 개발하여 베를린 특허청에

등록한 아스피린(aspirin)으로 그 뿌리는 천연 약물이다.

식물유래 천연 살리실산(salicylicacid)은 고 부터 진통,해열 소염에 효과를

보여 항염증 약물로 사용되어 왔다(1).살리실산은 흰 버드나무 껍질뿐만 아니라

장미과 메도스 트(Filipendulaulmaria)와 조팝나무의 꽃과 뿌리에도 다량 함유되

어 있다(2)(Fig.1).살리실산염은 터 그린(Gaultheriaprocumbens),블랙코호루트

(Gaultheriaprocumbens),포 러나무 껍질(Populusspp.)과 자작나무 껍질(Betula

lenta) 등의 다른 Salix 종에도 함유되어 있다(3). 통 약용식물 만삼

(Codonopsislanceolata)과 목단피(P.suffruticosaAndr)에는 살리실산이 다량 함유

되어 있고 감 , 황,천궁,복분자,작약,황 ,인진쑥 등에도 상당량 함유되어

있다고 알려져 있다(4).이 외에도 블랙베리,블루베리,키 ,피망,올리 ,토마토,

버섯 등 설익은 과일이나 채소에도 살리실산이 포함되어 있다.

이러한 천연 살리실산은 페놀성 식물호르몬으로서 식물에서 병원균 감염 시 잎

과 엽록체 구조에 특이 변화를 유도하며,병원성과 련된 단백질의 생성을 유도

하여 병원체에 한 방어작용을 한다(5-6). 한 병원균과 스트 스에 한 식물의

방어반응에서 신호 분자로서 요한 역할을 하여 식물의 병원성 련 유 자의 발

을 활성화하고 질병 항을 유도한다(7).
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버드나무 껍질의 주요 생리활성 성분인 살리신은 1829년 랑스 약사인 H.

Leroux가 발견했으며,이 살리신은 살리실산에 당이 결합된 배당체이다.1838년 이

탈리아 화학자 R.Piria가 살리신의 정제법을 찾아냈고 1861년 A.W.Kolbe가 처

음으로 합성에 성공한 것을 R.Schmidt가 개량하 다.

그동안 살리실산으로부터 다양한 유도체들이 발견되거나 합성되어 의약품으로

활용되고 있다.그 표 인 를 들면(Fig.2),아스피린으로 알려져 있는 아세

틸 살리실산은 1899년 독일 화학자 F.Hoffmann이 근무하고 있던 독일 Bayer사에

서 살리신의 쓴맛과 장 장애 등의 부작용을 보완하기 해 개발한 약품이다.이

는 살리실산의 히드록시기를 카르복실기로 치환시켜 만든 최 의 단일성분 합성의

약품이다.아스피린은 표 인 비스테로이드 항염증약으로 해열진통제,류마티즘

치료제 등으로 사용되고 있다(8-9). 단 아스피린을 장기 복용하면 소

응집을 억제하여 뇌졸 ,심 질환, 등을 방하는 효과가 있어(10),‘21세

기 기 의 약’으로 불리기도 한다.그러나 아스피린의 장기 복용은 특히 장 출 ,

지 해를 비롯한 몇 가지 심각한 부작용을 래한다(11-12).

4-아미노 살리실산은 PAS(para-aminosalicylicacid)로 더 잘 알려진 항결핵제

로 사용되고 있다.PAS는 그 구조가 필수 사물질인 라 아미노벤조산과 비슷하

여 엽산의 합성을 억제하는 정균 작용을 나타낸다.5-아미노 살리실산은 크론병,

궤양성 장염 등 염증성 장질환 치료에 사용되고 있다(13).천연 메틸 살리실산은

식물의 많은 종에서 생산되는 유기 에스테르로 향료로 많이 사용되었는데, 재 소

염제,신경통 치료 한 연고 도포제로 많이 활용되고 있으며 과자,치약,껌 등의

향료로도 첨가되고 있다. 한 콜린 살리실산은 구강 궤양의 통증 완화제에 이용되

며,피부염,여드름,건선 치료용 피부 리 제품에도 함유되어 있고 티 이나 사마

귀 등 각질 제거용품에도 활용되고 있다(14).

염증은 국소 인 자극에 한 이 살아있는 조직의 복합반응으로,어떤 원인

에 의해 조직이 손상 받았을 때 이 손상을 국소화시키고 손상된 부 를 회복시키

려는 생체의 고도로 발달한 방어기 이다(15-20).이처럼 염증이 유해 자극으로부

터 생체를 보호하는 정상 인 과정이긴 하지만, 성이든 만성이든,여러 형태의
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조직손상을 래한다.그런 손상을 최소화하기 해 체내에서는 염증반응이 진행되

면서 항염증 기 도 작동되어 과도한 손상이 일어나지 않도록 긴 히 조 된다.이

때 정상 인 염증반응인 경우 염증성 매개물질의 생성이 감소되고 항염증성 매개

물질은 증가하게 된다(21).그러나 기 염증 유발인자가 완 히 제거되지 못하거

나 는 염증반응의 조 이 잘못될 경우,염증매개 물질이 과도하게 분비되거나 지

속 으로 생성된다.그 게 되면 만성 염증상태가 지속되고 조직손상을 계속 유도

하게 되어 각종 만성 질병을 유발한다(22).류마티즘성 염,동맥 경화,심

질환과 암 그리고 알츠하이머병 등과 같은 각종 만성질환이 만성 염증과 련이

있는 것으로 알려져 있다(23-31).

염증반응에 요한 역할을 하는 식세포는 면역반응에서도 요한 역할을 하며,

염증 매개성 사이토카인이나 LPS에 의해 활성화되어 염증을 유발한다.LPS는 그

람 음성 세균 지질다당류로 식세포를 활성화시키는 강력한 자극인자 하나이

다(32).LPS는 식세포,단핵구,호 구 수지상세포 등에 발 되어 있는

Toll-likereceptor(TLR)를 활성화시켜 IL-1,IL-2,IL-6,TNF-α와 같은 염증성

사이토카인을 방출함으로써 염증단계를 진시킨다.활성화된 식세포는 TNF-α,

IL-1β,IL-6등 다양한 염증 매개성 사이토카인뿐만 아니라 NO와 prostaglandin

(PG)을 생성한다(Fig.3).NO는 NOS에 의해 L-arginine으로부터 생성되며, 로스

타 란딘 PGE2는 로스타 란딘 합성효소에 의해 합성되어 염증과정에 있어

서 요한 역할을 한다. 한 PG는 비만세포, 식세포,내피세포와 기타 여러 종

류의 세포로부터 생성되어 염증의 반응과 신반응 염증의 국소 인 효과

외에도 염증의 통증과 발열기 에도 여한다(33-39)(Fig.4,5).

식세포는 pathogenassociatedmolecularpatterns(PAMPs) 의 하나인 LPS

를 TLR4의 이질이합체화로 인식하여 세포 내 사인자인 NF-κB의 활성화를 유

도해 염증 반응을 진행한다(40).LPS자극에 의해 활성화된 NF-κB는 세포질에서

핵 내로 이동하여 TNF-α,L-1β,IL-6나 interferon-γ (IFN-γ)와 같은 염증 매개

성 사이토카인류를 생성할 뿐만 아니라 NF-κB는 NOS와 COX의 발 ,특히 염증

반응에 여하는 iNOS와 COX-2의 유 자 발 을 유도하여,염증반응의 지표물질인

NO와 prostaglandinE2(PGE2)는 염증반응을 심화시킨다.
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NF-κBfamily에 속하는 사인자들은 면역과 염증반응 세포 증식과 세포자

멸사 등에 범 하게 작용하며 이들 기 에 여하는 많은 세포와 조직의 과정을

사수 에서 조 한다(41-42).NF-κB는 iNOS,COX-2 염증 매개성 사이토카

인에 의해 발 이 증가하거나 면역계 세포를 비롯한 여러 세포 유형에서 다양한

신호에 의해 유도되는 요한 사인자이다.NF-κB는 세포 내에 존재하는 이량체

유 자 사단백 복합체를 통칭하며,주된 유형은 p50과 p65소단 가 복합체를 이

루는 형태이다.NF-κB는 평상시 활성화되지 않은 상태로 IκBα에 결합된 형태로

세포질(cytoplasm)내에 존재한다(43-44).그러나 염증성 자극이 주어지면 IκBα가

인산화되고 분해되어 NF-κB를 활성화시킨다.활성화된 NF-κB는 세포질에서 핵

내로 이동하게 되며 그 곳에서 표 유 자의 진자 부 와 결합하여 유 자

사를 조 하게 된다(45-46).표 유 자가 NF-κB에 의해 자극되면 염증 련 유

자의 사를 활성화시켜 염증 련 단백질의 발 이 증가하게 됨으로써 염증 반응

이 진행된다(47)(Fig.7).각각의 염증 매개물질은 서로 독립 으로 작용하는 것이

아니라 상호 긴 한 계를 가지면서 염증반응에 여하며 인체에는 이 매개체의

작용을 검해 주는 체계가 균형을 유지하고 있다.그러나 그 균형이 깨져 염증 매

개물질의 과도하고 지속 인 생성과 그로 인한 NO PGE2의 량 생성은 그 자

체로 인해 세포,조직 장기의 손상을 래하여 여러 만성 염증성 질환의 원인으

로 작용한다.

살리실산이나 다른 살리실산 유도체들에 해서는 수많은 연구들이 보고되어있

다.그러나 살리실산 유도체 4-tert-부틸 메틸 살리실산의 항염증 효과에 한

연구는 지 까지 보고된 바가 없다.따라서 본 연구에서는 4-tert-부틸 페닐 살리

실산의 항염증 효과 그 작용기 을 규명하고자 하 다.이를 해 지질다당류에

의해 활성화된 식세포(Raw 264.7macrophagecells)를 모델로 하여 4-tert-부틸

페닐 살리실산의 NO 생성 조 효과,iNOS와 COX-2활성 조 효과,염증 매개성

사이토카인의 생성 조 효과를 단백질 유 자 발 수 에서 살펴보았다.나아가

이들 조 효과들에 미치는 유 자 사인자들의 작용기 을 규명하여 4-tert-부틸

페닐 살리실산의 신규 항염증 소재로의 개발 가능성을 검토하 다.
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(a)WhiteWillow Bark (b)Meadowsweet

(Salixalba) (Filipendulaulmaria)

Fig.1.Originofsalicylicacids
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Fig.2.Structuresofsalicylicacidandsalicylicacidderivatives

(a)salicylicacid (b)acetylsalicylicacid (c)4-aminosalicylicacid

(d)5-aminosalicylicacid (e)methylsalicylicacid

(f)4-tert-butylphenylsalicylicacid
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Fig.3.InflammatoryresponseprocessofiNOSandCOX-2(37)
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Fig.4.RegulationofPGformationbyNO(37)
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Fig.5.Schematicoftheprostaglandinpathway(38)
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Fig.6.Pro-inflammatory and effector cytokines involved in autoimmune

inflammatoryandallergicdiseases(39)
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Fig.7.TheNF-kBpathway(48)
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Ⅱ.재료 방법

1.시약

세포배양을 한 DMEM (Dulbecco’smodifiedEagle’smedium),fetalbovine

serum (FBS)과 anti-anti는 각각 Hycolne과 GIBCO-BRL (Grand Island,NY,

USA)에서 구입하 다.LPS (Lipopolysaccharide),DMSO (dimethylsulfoxide),

Griess reagent, MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium

bromide)는 Sigmaaldrich로부터 구입하여 사용하 다.MouseTNF-α,IL-6,IL1β 

ELISA kit는 BD biosciences(San Diego,CA,USA)에서 Rabbitanti-mouse

iNOSpolyclonal,NFκ-B,IκBα 항체는 SantaCruzBiotechInc(SantaCruz,CA,

USA)에서 구입하 고,COX-2와 HRP-conjugated donkey anti-rabbit IgG와

anti-mouse IgG는 cell signaling에서 구입하 다. Alkaline phosphatase

Conjugated affinipure Donkey Antimouse IgG는 Jackson Immunoresearch

LaboratoriesINC에서 구입하여 사용하 다.살리실산 유도체인 4-tert-부틸 페닐

살리실산은 선문 생체분자 설계 센타에서 제공받아 실험을 진행하 다.

2. 식세포 배양

본 연구에서 사용한 쥐의 복강 식세포주인 Raw 264.7세포의 배양은 10%

fetalbovineserum (FBS)과 1% anti-anti가 포함된 DMEM (Dulbecco’smodified

Eagle’smedium)에서 37℃,5% CO2조건하에서 계 배양하 다.MouseTNF-α,

IL-6,IL1β ELISA kit는 BD biosciences(SanDiego,CA,USA)에서 구입하 다.

Rabbitanti-mouseiNOSpolyclonal,NFκ-B,IκBα항체는 SantaCruzBiotechInc

(Santa Cruz,CA,USA)에서 구입하 고,COX-2와 HRP-conjugated donkey

anti-rabbitIgG와 anti-mouse IgG는 cellsignaling에서 구입하 다.Alkaline

phosphatase Conjugated affinipure Donkey Anti mouse IgG는 Jackson

ImmunoresearchLaboratoriesINC에서 구입하 다.
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3.세포 생존율

TBPS의 세포에 한 독성 측정은 MTT 측정법으로 확인하 다.이 방법은 세

포의 미토콘드리아 내 효소인 succinate-dehydrogenase에 의해 MTT가 formazan

으로 환되는데,세포의 성장이 멈추거나 세포가 죽으면 formazan의 생성이 감소

되는 을 이용한 것이다.먼 Raw 264.7세포 1x10
5
cells/㎖를 96wellplate에

100㎕ 분주하고,37℃,5% CO2배양기에서 12시간 동안 배양하 다.배양한 세포

는 TBPS을 농도별(1,5,10,15,20µg/㎖)로 처리하여 24시간 동안 배양한 후,

phosphatebufferedsaline(PBS;SigmaChemicalCo.,St.Louis,MO,USA)에 녹

인 5mg/㎖의 MTT (SigmaChemicalCo.,St.Louis,MO,USA)용액을 50㎕를

각 well에 넣고 37℃,5% CO2배양기에서 4시간 동안 배양하 다.배양 후,배양액

을 버리고 DMSO (dimethylsulfoxide)를 100㎕씩 넣어 formazin을 용해한 후,

microplatereader(Model550,Bio-Radlabolatories,Japan)로 550nm 흡 도를

측정하 다.그리고 상 세포 생존율은 TBPS미처리 조군과 비교하여 계산하

다.

4.NO생성 측정

사이토카인에 의해 RAW 264.7세포가 발생하는 nitrite를 측정하기 해 Griess

반응을 이용하 다.이 방법은 Griess시약의 diazo기가 nitrite를 만나면 분홍색으

로 변하는 색깔 반응을 이용한 것이다.6wellplate에 각 well1당 1x10
6
cells/㎖

의 세포를 10% FBS가 함유된 DMEM에 분주하여 37℃,5% CO2배양기에서 24시

간 동안 배양 후,NO 생성을 유도하기 해 LPS(1µg/㎖)를 처리하 다.1시

간 후 TBPS를 처리하여 12시간 배양한 후 nitrite측정을 해 상층액 100㎕를

96wellplate에 취하 다.여기에 동량의 Griess시약을 넣어 상온의 암실에서 10

분간 반응시킨 후,microplatereaderUV550nm에서 흡 도를 측정하 다.Nitrite

의 농도는 sodium nitrite(NaNO2)를 사용하여 측정된 흡 도로 표 곡선을 작성하

여 NO의 농도별 흡 도를 얻었으며,표 곡선을 실험결과에 용하여 생성된 NO

함량을 정량하 다.
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5.Westernblotanalysis

Raw 264.7세포를 2×105cells/㎖의 농도로 6wellplate에 분주하여 12시간 배양

한 후 TBPS를 농도별 (1,5,10,15µg/㎖)로 처리한 다음,LPS(1µg/㎖)를 처리

하여 24시간 배양하 다.24시간 배양 후 phosphatebufferedsaline(PBS)으로 세

척한 다음 세포를 얻어 원심 분리하여 pellet에 lysis buffer를 가해 얼음에

incubation후 13,000rpm으로 15분 동안 원심 분리하여 상층액을 모았다.모은 상

층액은 bradfordassay를 사용하여 단백질을 정량하 다.단백질 20µg해당량을

5×sample buffer에 넣고 100℃에서 5분간 불활성화시킨 후 12% SDS

polyacrylamidegel에 기 동하 다.분리된 단백질은 PVDF membrane으로

transfer한 후 5% skim milk에서 60분 동안 blocking하 다. iNOS,COX-2,NF-

κB,IκBα,p-IκBα와 actin항체는 4℃에서 overnight시킨 후 tris-bufferedsaline

Tween-20(TBST,10mM Tris-HCl,150mM NaCl,0.05% Tween20,pH 7.6)

buffer로 15분간 3회 세척하고 2차 항체는 1:1,000의 비율로 희석하여 2시간 상온에

서 부착시켰다.iNOS,COX-2,NF-κB,IκBα,p-IκBα 단백질의 검출을 해,

TBST buffer로 10분간 3회 세척하고 2분간 membrane에 ECL (Amersham

Pharmacia Biotech,Piscataway,NJ,USA)을 처리하여 LAS-3000 (Fujifilm,

Tokyo,Japan)으로 측정하 다.β-actin단백질 검출은 TBSTbuffer로 10분간 3회

세척하고 AP(APconjugatesubstratekit,Bio-radlaboratoriesInc.)발색 완충액

으로 발색시켜 단백질의 발 을 확인하 다.

6.ELISA를 이용한 IL-6,IL-1β,TNF-α 생성량 측정

세포 배양액 내의 사이토카인의 생성량은 ELISA kit을 이용하여 측정하 다.

Raw 264.7세포는 DMEM 배지를 이용하여 배양하 다.세포에 1µg/㎖의 LPS를

처리한 뒤 1시간 후에 1,5,10,15µg/㎖의 TBPS를 처리하여 배양하 다.그 후

배양 배지를 취하여 사이토카인의 생성을 측정하 다.먼 96wellsmicroplate에

IL-6,IL-1β,TNF-α 각각의 capture항체를 coating버퍼에 희석하여 100㎕씩 분

주한 후 4℃에서 하룻밤 방치하 다.다음날 plate를 세척용 완충액(PBS with
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0.05% Tween20)으로 3번 세척한 후 blocking버퍼를 200㎕ 분주하여 실온에서

1시간 방치하 다.그 후 세척용 완충액으로 3번 세척 후 assay샘 을 100㎕씩

분주하여 실온에서 2시간 반응시켰다.세척용 완충에서 5번 세척하고 detection항

체 100㎕ 씩 분주하여 1시간 반응시키고 5번 세척한 후 SAV-HRP를 100㎕ 씩

분주하여 반응시킨 후 7번 세척하 다.기질액을 100㎕ 가한 후 30분 반응시켜 색

의 변화를 찰하고 50 ㎕ 황산을 처리하여 반응을 정지시켰다.흡 도는

microplatereader를 이용하여 450nm에서 측정하 다.

7.RT-PCR을 이용한 iNOS,COX-2 사이토카인 mRNA발 측정

TBPS의 염증 련 단백질과 사이토카인의 유 자 수 에서의 효과를 알아보기

해 RT-PCR법으로 iNOS,COX-2 사이토카인의 mRNA 발 을 측정하 다.

Petridish에 1x10
7
cells/㎖ Raw 264.7세포를 12시간 동안 배양한 후,TBPS를 농

도별로 처리하여 시간별로 배양한 다음 RNA를 분리하기 해 상층액을 버리고 1

㎖의 TRIzolreagent(InvitrogenLifeTechnologies,USA)을 넣어 3분간 반응시켜

1.5㎖ 튜 에 모았다.여기에 chloroform 200㎕를 넣고 15 간 잘 흔들어 후,

얼음에서 10분간 방치하 다.4℃에서 12,000rpm으로 15분간 원심분리를 수행하

다.상층액을 회수하여 미리 차갑게 해둔 1.5 ㎖ 튜 에 옮긴 후,차가운

isopropanol을 동량 넣고 −20℃에서 1시간 반응시켰다.4℃에서 12,000rpm으로 20

분간 원심분리한 후,상층액을 제거하고 RNA pellet에 75% ethanol1㎖를 넣었다.

다시 4℃에서 12,000rpm으로 5분간 원심분리를 하여 상층액을 제거하고 RNA

pellet을 cleanbench에서 약 30분간 건조시킨 후,diethylpyrophosphate(DEPC)

water20㎕에 RNA pellet을 녹 다.RNA 정량은 UV/vis(SmartSpecTM3000,

Bio-Rad,USA)분 도계를 이용하여 260nm에서 흡 도를 측정하 다.

RT/PCRPremix에 사이토카인의 10pmole/μl의 senseprimer1㎕와 10pmole/

㎕의 antisenseprimer1㎕,1µg의 RT 생성물,DEPC처리된 증류수를 넣어 최

종 부피가 25㎕가 되도록 한 후 RT-PCR를 수행하 다.RT-PCR은 cDNA 합성:

42℃,30분,predenaturation:94℃,5분,denaturation:94℃,30 ,annealing:56-5

8℃,30 ,extention:72℃,40 를 30cycles,postextention:72℃,7분간 수행하
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다.RT-PCR의 생성물은 1% agarosegel을 사용한 기 동으로 분리하고 0.1%

ethidium bromide로 염색한 다음 UV에서 밴드를 찰하 다.각 primer의 염기서

열은 Table1에 나타냈다.

8.통계분석

본 연구의 모든 실험은 세 번 이상 반복하 으며,얻어진 결과들을 평균값과 표

편차(mean±SD)를 계산하여 나타내었다.
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Table1.OligonucleotidesusedinRT-PCRanalysis

Primers
Primersequences

Forward Reverse

iNOS 5̀-CCCTTCCGAAGTTTCTGGCAGCAGC-3̀ 5̀-GGCTGTCAGAGCCTCGTGGCTTTGG-3̀

COX-2 5̀-CACTACATCCTGACCCACTT-3̀ 5̀-ATGCTCCTGCTTGAGTATGT-3̀

TNF-α 5̀-TCTCATCAGTTCTATGGCCC-3̀ 5̀-GGGAGTAGACAAGGTACAAC-3̀

IL-1β 5̀-TGGACGGACCCCAAAAGATG-3̀ 5̀-AGAAGGTGCTCATGTCCTCA-3̀

IL-6 5̀-GTTCTCTGGGAAATCGTGGA-3̀ 5̀-TGTACTCCAGGTAGCTATGG-3̀

GAPDH 5̀-CACTCACGGCAAATTCAACGGCAC-3̀ 5̀-GACTCCACGACATACTCAGCAC-3̀
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Ⅲ.결과

1.TBPS가 Raw 264.7세포의 증식에 미치는 향

살리실산 유도체인 TBPS의 마우스 식세포인 Raw 264.7에 한 세포독성을

확인하기 해 MTT assay를 수행하여 세포생존율을 측정하 다.TBPS을 농도별

(1,5,1015,20µg/㎖)로 처리한 후,자극되지 않은 배지에서 24시간 배양하 다.

TBPS를 처리하지 않은 세포의 증식을 100으로 하고,TBPS로 활성화된 시험군의

세포증식을 측정한 결과,세포증식 억제율은 Fig.8과 같다.1∼10µg/㎖의 농도에

서는 TBPS가 세포독성을 보이지 않았지만,TBPS15µg/㎖의 농도에서는 86%정

도의 세포생존율을 나타냈다.TBPS 20µg/㎖ 농도에서는 세포독성을 보여 60%

정도의 세포생존율을 보 다.TBPS는 20µg/㎖ 이하의 농도에서 세포독성이 낮아

세포의 생존율에 향을 주지 않음을 확인하 다.따라서 다음의 모든 실험은 1∼

15µg/㎖의 범 의 농도에서 진행하 다.
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Fig.8.EffectofTBPSoncellviability

Cellviability wasmeasured after24 hoursincubation.Survivalrateswere

testedwithMTT assayinRaw 264.7cells.Raw 264.7cellswereincubatedin

thepresenceorabsenceof1∼20µg/㎖ TBPS for24hours.Eachbarshows

themean±S.Dofthreeindependentexperimentsperformedintriplicate.
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2.TBPS의 NO생성 해 효과

Raw 264.7세포에서 TBPS의 NO 생성 해 효과를 알아보기 해 LPS로 NO

생성을 유도한 뒤,세포독성이 안정 인 범 인 1,5,10,15µg/㎖의 농도로 TBPS

를 처리하여 TBPS의 NO생성 억제 여부를 확인하 다.그 결과,LPS를 처리하지

않은 군에서는 NO가 생성되지 않았으나 LPS를 처리한 군에서는 NO의 양이 증가

하 다.LPS와 TBPS를 함께 처리했을 때,TBPS의 농도가 1µg/㎖의 농도에서

는 NO의 양이 LPS만 단독으로 처리했을 때와 비슷하게 1.4µM로 증가하 다.그

러나 TBPS를 15µg/㎖의 고농도로 처리했을 때는 LPS를 처리하지 않은 군과 비

슷한 수 인 0.9µM까지 NO의 양이 감소하 다.LPS와 TBPS를 함께 처리했을

때 1∼15µg/㎖에서 LPS에 의해 증가된 NO의 양이 농도 의존 으로 감소하 다.

이 실험의 결과,TBPS가 LPS로 유도된 NO의 발 을 농도 유의 으로 해함을

확인하 다(Fig.9).
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Fig.9.EffectofTBPSonNOproductioninLPS-stimulatedRaw 264.7cells

InhibitionofLPS-stimulatedNO productionbyTBPSinRaw 264.7cells.The

cellsweretreatedwithindicatedconcentrationsofTBPSfor1hourpriortothe

additionof1µg/㎖ ofLPS,andthecellswerefurtherincubatedfor12hours.

NOproductionwasdeterminedinculturesupernatantbyGriessreagent.Results

representthemean±S.D.ofthreeindependentexperiments.
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3.TBPS의 iNOS발 억제 효과

NO를 생성하는 효소인 iNOS의 발 에 한 TBPS의 효과를 조사하 다.LPS에

의해 활성화된 Raw 264.7세포로부터 TBPS의 iNOS단백질 발 에 한 해 효

과는 Westernblotanalysis를 수행하여 진행하 다.Raw 264.7세포에 LPS로 자

극을 후 TBPS를 1∼15µg/㎖ 농도로 처리하 다.그 결과,Raw 264.7세포만

배양한 무처리군에서는 iNOS의 발 이 나타나지 않았다.그러나 LPS를 단독

으로 처리한 군에서는 iNOS의 발 이 무처리군에 비해 히 증가하 다.LPS1

µg/㎖과 TBPS를 1,5,10,15µg/㎖의 농도별로 처리한 경우 iNOS의 발 이 무처

리 조군에 비해 농도 의존 으로 히 억제됨을 확인하 다 (Fig.10).
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Fig.10.Effectsof4-TBPSonLPS-stimulatediNOSexpressionin Raw 264.7

cells

InhibitionofLPS-stimulatediNOSexpressionbyTBPS.Thecellsweretreated

withindicatedconcentrationsofTBPSfor1hourpriortotheadditionof1µg/

㎖ ofLPS,andthecellswerefurtherincubatedfor24hours.Thelevelsof

iNOS proteinweremonitored.Thisexperimenthasbeenrepeatedthreetimes

withsimilarobservations.



- 24 -

4.TBPS의 COX-2발 억제 효과

TBPS가 LPS에 의해 활성화된 Raw 264.7세포에서 COX-2단백질 발 에 한

해 효과를 확인하기 해 Westernblotanalysis를 수행하 다.Raw 264.7세포

에 LPS를 처리하지 않은 무처리군에서는 COX-2의 발 이 약간 증가하 으나

LPS를 처리한 군에서는 COX-2의 발 이 무처리 조군에 비해 히 증가하

다.LPS와 TBPS를 함께 처리한 경우 COX-2의 발 이 농도 의존 으로 억제되었

으며 이는 iNOS단백질 발 과 같은 양상을 나타냈다 (Fig.11).이 결과는 한

NO 생성 해 효과의 결과와 일치되어,NO 생성 해 효과가 TBPS에 의한

iNOS,COX-2단백질 발 해에서 기인함을 확인하 다.
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Fig.11.EffectsofTBPSonLPS-stimulatedCOX-2expressioninRaw 264.7

cells

Inhibition ofLPS-stimulated COX-2 expression by TBPS.The cells were

treatedwithindicatedconcentrationsofTBPSfor1hourpriortotheaddition

of1µg/㎖ ofLPS,andthecellswerefurtherincubatedfor24hours.The

levelsofCOX-2proteinweremonitored.Thisexperimenthasbeenrepeated

threetimeswithsimilarobservations.
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5.TBPS의 세포 내 염증 련 단백질의 mRNA발 에 미치는 향

Westernblotanalysis를 수행하여 TBPS가 iNOS와 COX-2단백질의 발 을 농

도 의존 으로 억제함을 확인하 다.따라서 iNOS와 COX-2의 발 이 유 자 수

에서 조 됨을 확인하기 해 NO를 생산하는 효소인 iNOS와 COX-2의 mRNA

발 정도를 RT-PCR법을 이용하여 찰하 다.TBPS와 함께 시간별로 배양한

Raw 264.7세포에서 totalRNA를 추출하여 RT-PCR법으로 iNOS COX-2의

mRNA을 증폭시켜 비교하 다.그 결과,LPS를 처리하지 않은 군에서는 iNOS와

COX-2의 mRNA가 유도되지 않았다.그러나 LPS를 단독으로 처리한 군에서는

iNOS와 COX-2가 유도되었으며,LPS와 TBPS를 동시 처리한 군에서는 TBPS의

농도가 증가할수록 iNOS와 COX-2의 mRNA의 발 이 하게 억제되었다.이런

결과에 근거하여 TBPS가 단백질뿐만 아니라 사수 에서도 효과 으로 iNOS와

COX-2의 발 을 조 함을 확인하 다 (Fig.12).
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Fig.12.Effects ofTBPS on the mRNA levels ofiNOS and COX-2 in

LPS-stimulatedRaw 264.7cells

Raw 264.7cells(1×10
6
cells/㎖)werepre-incubatedfor12hours,andthecells

werestimulatedwithLPS(1µg/㎖)inthepresenceofTBPS(1,5,10,15µg/

㎖)for12hours.
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6.TBPS의 염증 매개성 사이토카인 해 효과

LPS로 자극된 Raw264.7세포에서 생성되는 염증 매개성 사이토카인의 생성에

한 TBPS의 효과를 확인하기 해 TNF-α,IL-1β와 IL-6의 생성을 ELISA 방법

을 이용하여 측정하 다.TBPS를 1∼15µg/㎖ 농도를 LPS(1µg/㎖)와 함께 처리

하여 TNF-α,IL-1β와 IL-6의 생성량의 변화는 Fig.13에 나타내었다.LPS자극에

의해 TNF-α,IL-1β와 IL-6의 경우 모두 생성량이 크게 증가하 고,LPS를 단독

으로 처리하 을 때보다 TBPS를 함께 처리하 을 때 각각의 사이토카인 생성량이

농도 의존 으로 감소하 다.이를 통해 TBPS가 염증 매개성 사이토카인의 발

을 농도 의존 으로 해함을 확인할 수 있었다 (Fig.13).
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Fig.13.EffectofTBPSinthesuppressionofTNF-α,IL-1β,IL-6production

inLPS-stimulatedRaw 264.7cells

CellswereincubatedwiththeindicatedconcentrationsofTBPSfor30minutes

beforetreatmentwith LPS (1µg/㎖)for24hours.Afterincubation for24

hours,the supernatantwas collected,and the amountofproinflammatory

cytokinesweremeasuredbyELISAassay.
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7.TBPS의 염증 매개성 사이토카인의 mRNA 발 억제 효과

TBPS의 염증 매개성 사이토카인의 생성은 ELISA 방법으로 확인하 다.그 결

과 염증 매개성 사이토카인의 양이 TBPS의 농도가 증가할수록 감소함을 확인하

다.그 결과를 토 로 TBPS가 염증 매개성 사이토카인의 mRNA 발 에 미치는

향을 확인하고자 RT-PCR을 수행하 다.Raw 264.7세포에 TBPS를 첨가하여

12∼24시간 동안 배양한 후 세포의 TotalRNA를 추출하 다.RT-PCR을 수행하

여 사이토카인의 mRNA 발 양을 분석한 결과,IL-1β,IL-6,TNF-α의 mRNA 발

은 LPS를 처리하지 않은 군에서는 발 하지 않았다.그러나 LPS를 처리하 을

때는 mRNA 발 이 하게 증가하 다.LPS와 TBPS를 1∼15µg/㎖ 농도로 함

께 처리하 을 때 농도 의존 으로 mRNA 발 양이 감소함을 확인하 다.이 결과

는 ELISA를 이용한 실험결과와 일치하 으며 TBPS가 유 자 수 에서 염증 매개

성 사이토카인의 발 을 효과 으로 억제함을 확인하 다(Fig.14).
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Fig.14.EffectofTBPS on LPS-stimulated TNF-α,IL-1β,IL-6 mRNA

geneexpression

AfterLPS treatment2∼12hours,thelevelsofTNF-α,IL-1β,IL-6mRNA

were determined by RT-PCR.GAPDH was used as internalcontrolfor

RT-PCRassays.
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8.TBPS의 NF-κB,IκBα,p-IκBα 발 에 미치는 향

iNOS,COX-2 여러 염증 매개성 사이토카인들은 사수 에서 주요 사인

자인 NF-κB에 의해 조 된다.외부 자극이 주어지게 되면 NF-κB와 IκBα의 결합

이 IκBα의 인산화에 의해 분해되고 유리된 NF-κB가 핵 내로 이동하여 염증 반응

이 유도된다.따라서 TBPS에 의해 NF-κB,IκBα의 발 에 어떠한 향을 미치는

지 확인하기 해 Westernblotanalysis를 수행하여 조사하 다.NF-κB의 핵 내

로의 이동을 확인하기 해 세포질과 핵 내의 NF-κB의 양을 각각 측정했다.그

결과,LPS무처리군에서는 세포질 내의 양이 증가되어 있었다.반면 LPS단독 처

리군에서는 세포질 내의 양이 감소하고 핵 내의 양이 증가함을 보 다.LPS와

TBPS를 함께 처리하 을 때의 NF-κB의 양을 확인한 결과 TBPS의 농도가 증가

할수록 핵 내의 양은 감소하고 반 로 세포질 내의 양은 증가하 다.이 결과 NF-

κB의 양이 세포질 내에서 증가하 고 핵 내로의 이동이 억제되어 iNOS와 COX-2

의 발 을 감소시켜 염증반응을 억제함을 확인하 다(Fig.15).

한 NF-κB와 IκBα와 복합체를 이루어 세포질에 존재하는 IκBα의 발 양상을

확인하 다.자극이 주어져 활성화된 IκBα의 경우 인산화되면서 NF-κB와 유리되

어 염증반응이 이루어진다.TBPS를 처리했을 때 IκBα와 p-IκBα의 양을 Western

blotanalysis로 확인하 다.무처리군에서는 세포질 내의 IκBα의 양이 증가되어 있

으며 LPS처리군에서는 IκBα의 양이 감소하고 p-IκBα의 양이 증가하 다.LPS와

TBPS를 함께 처리했을 때를 확인한 결과 TBPS의 농도가 증가할수록 p-IκBα의

양이 감소하고 IκBα의 양이 증가하 다(Fig.16).

이 실험의 결과 TBPS처리 시 LPS에 의해 자극된 IκBα의 인산화를 억제하여

NF-κB와 IκBα의 복합체가 유지됨으로써 염증반응이 억제됨을 확인하 다.이는

TBPS가 식세포에서 LPS에 의해 활성화되는 NF-κB신호 달을 억제함을 의미

한다.
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Fig.15.EffectofTBPSonLPS-stimulatedNF-kBexpression

WesternblotanalysiswasperformedtodetectNF-kB proteinlevel.
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Fig.16.InhibitionofLPS-stimulatedIκBα phosphorylationanddegradation

byTBPS

Raw 264.7cellsweretreatedwithindicatedconcentrationsofTBPSfor1hour

priortotheadditionof1µg/㎖ ofLPS,andthecellswerefurtherincubatedfor

1hour.Westernblotanalysiswascarriedout.Theseexperimentshavebeen

repeatedthreetimeswithsimilarobservations.
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Ⅳ.고찰

본 연구에서는 살리실산 유도체인 TBPS의 항염증 효과와 그 작용기 을 확인하

기 해 NO의 생성 염증 련 단백질,염증 매개성 사이토카인들의 발 양상

을 확인하 다.

TBPS의 세포독성과 NO생성 해 효과를 측정하기 해 마우스 복강 식세포

인 Raw 264.7을 이용하여 세포의 생존율을 조사하 다.그 결과 1∼15µg/㎖의 농

도에서 세포에 독성을 보이지 않음을 확인하 다(Fig.8).

TBPS의 NO 생성 조 효과를 확인하기 해 Raw 264.7세포를 LPS1µg/㎖

로 자극한 후 TBPS를 농도별로 처리하여 NO 생성 해 효과를 분석하 다.그

결과 세포에 독성을 보이지 않는 농도인 1∼15µg/㎖에서 효과 으로 NO 생성이

해됨을 확인하 다(Fig.9).이것은 TBPS의 NO 해 효과가 세포 생존율의 감

소에 의한 것이 아닌 고유의 효과임을 알 수 있었다.

NO는 NOS에 의해 L-arginine으로부터 생성된다.NOS는 3종류의 동종 효소가

있다.신경세포성 NOS와 내피세포성 NOS는 항상성 유지를 해 세포 속에 항상

존재하는 인체 구성인자다.이들은 농도로 발 되고 세포질 내 칼슘이온의 증가

에 의해 속히 활성화된다.상 으로 iNOS는 평소 휴지기 세포 내에는 존재하

지 않고 염증반응에만 여한다(50-51).iNOS의 발 은 NF-κB 활성으로 유도되

며,iNOS는 칼슘 농도와 계없이 일부 세포에서,특히 식세포와 성구에서

LPS,사이토카인 박테리아독소 같은 특수한 염증성 자극인자에 노출되는 경우

에만 발 되며 이때 다량의 NO가 생성된다.iNOS에 의해 생성된 고농도의 NO는

세포독성 조직손상 등의 염증반응을 진시킬 뿐만 아니라 염증 매개물질의 생

합성을 진시킨다(52-53).

아라키돈산을 PGE2로 환시키는 COX는 2종류의 유사형태가 있다.그
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COX-1은 염증 자극인자에 의해 생성되고 부분의 조직에서 일정한 수 으로 발

되는 조직 구성인자로 장 보호 신장 기능 유지와 같은 인체의 항상성 유지

에 여한다.반면 COX-2는 부분의 정상 인 휴지기 조직에는 존재하지 않는다.

COX-2는 TNF-α,사이토카인,세균성 내독소,자외선 등과 같은 다양한 염증 유발

인자에 의해 생성되고 염증반응에만 여한다(54).COX-2의 과다 발 은 염증뿐만

아니라 각종 퇴행성 질환의 발병과 진행에 한 역할을 한다(55).자극에 의해

염증 련 단백질이 유도되면 다량의 NO가 생성되고,생성된 고농도의 NO는 주

조직에 세포독성을 나타낸다.자극이 주어지면 NO는 염증반응과 염증 매개물질의

생합성을 진하여 염증을 유발시킨다(56).

TBPS의 NO생성 억제능이 확인됨에 따라 TBPS가 항염증 활성에 핵심 인 역

할을 담당하는 단백질인 iNOS와 COX-2의 발 에 미치는 향을 Westernblot

analysis로 평가하고,RT-PCR을 수행하여 iNOS COX-2의 mRNA 발 을 확인

하 다.그 결과 Fig.10과 Fig.11에 제시된 바와 같이 LPS에 의해 유도된 iNOS

와 COX-2단백질의 발 이 TBPS처리에 의해 농도 1∼15ug/ml의 범 에서 농

도 유의 으로 감소됨을 보 으며 그 활성의 정도는 Fig.9의 NO 생성 해 효과

의 결과와 일치하 다.이 결과는 NO 생성 해 효과가 TBPS에 의한 iNOS와

COX-2단백질 발 해에서 기인함을 시사한다. 한 RT-PCR 결과,TBPS는

농도 의존 으로 염증 련 단백질과 그 단백질의 유 자 수 에서의 발 을 억제

한다는 사실을 확인하 다(Fig.12).

Wu는 아스피린과 살리실산염을 비교하면서 살리실산염의 경우 iNOS와 COX-2

효소와 mRNA 발 은 0.18∼180µg/㎖의 농도에서 농도 의존 으로 해되었다고

보고하 다(57). 한 Kepka-Lenhart등은 LPS로 유도된 iNOS의 발 을 조사한

결과 아스피린과 살리실산염의 경우 각각 36µg/㎖,27.6µg/㎖의 농도에서 단백질

유 자의 발 이 억제되었다고 보고했었다(58).그러나 TBPS의 경우는 1∼15

µg/㎖의 낮은 농도에서 세포독성 없이 염증 련 효소 mRNA의 발 이 해되

었다.기존에 보고되었던 살리실산염 아스피린과 비교하 을 때 본 연구에 사용

된 TBPS는 독성이 강하지만 매우 낮은 농도에서 효과 으로 염증 련 효소의 발

이 해됨을 확인하 다.
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염증 반응이 진행되기 해서는 NO와 같은 염증 매개물질 이외에 면역 세포에

서 생성 분비되는 염증 매개성 사이토카인이 동반된다.그 TNF-α,IL-1β,IL-6

가 표 인 사이토카인으로 LPS와 같은 외부자극에 의해 생성된다.TNF-α는 주

로 활성화된 단핵구나 식세포에서 맨 먼 생성되어 단독 는 IL-1,IFN-γ와

같은 사이토카인들과 함께 작용한다.TNF-α는 특히 LPS에 의해 자극될 경우

식세포에서 량 생산되지만,림포이드계 세포,비만세포,내피세포를 비롯하여 인

체 내의 다양한 세포에서도 생산된다(50).IL-6유 자 발 은 TNF-α,IL-1,IFN-

γ와 같은 염증 매개물질에 의해 자극되며,감염과 조직 손상에 따른 인체의 주요한

반응 매개물질로 작용한다.IL-1β는 선천면역과 염증에서 TNF-α와 함께 작용하여

iNOS발 을 유도한다.IL-1β의 수용체는 TNF-α의 수용체와 구조가 다른데도 면

역 생물학 기능은 TNF-α와 매우 비슷하다.이는 두 사이토카인에 한 수용체

가 동일한 단백질로 신호를 보내며 동일한 사인자 NF-κB와 AP-1을 활성화시키

기 때문이다.IL-1β는 보통 생체에서 매우 낮은 농도로 작용하여 세포 성장이나

체내 항상성 유지에 필요하다.하지만 염증이나 상처 는 면역학 자극이 주어질

때는 량으로 생산되어 인체 질환을 악화시키는 것으로 알려져 있다(59).이처럼

LPS,TNF-α,IL-1β,IL-6와 같은 염증 매개물질들은 단독 는 상호작용을 하며

사인자인 NF-κB를 활성화시켜 NO,PGE2,TNF-α,IL-1β,IL-6의 생성을 증가

시킨다.

TBPS가 염증 련 단백질의 발 을 억제함을 확인하 고,염증 련 단백질 이

외에 염증 매개성 사이토카인의 생성에 어떠한 향을 미치는지 조사하 다.Fig.

13에서와 같이 IL-1β,IL-6,TNF-α 염증 매개성 사이토카인들은 TBPS에 의해 생

성량이 감소하 으며 RT-PCR로 분석한 mRNA 유도 한 농도 의존 으로 억제

되었다(Fig.14).이런 결과에 근거하여 TBPS는 염증을 유발하는 사이토카인들의

발 을 조 하는 효과 인 면역조 자임을 확인하 다.

염증 반응에 있어 NF-κB는 iNOS,COX-2 염증 매개성 사이토카인의 발 을

조 한다.평상시 휴지기 세포에서는 NF-κB와 IκBα가 결합되어 세포질 내에 존재

하는데,염증성 자극이 주어지면 IκBα의 인산화에 의한 IκBα의 분해가 진된다.I

κBα가 분해되어 자유로워진 NF-κB는 핵 내로의 이동이 진되어 자조 인자로
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작용하면서 iNOS와 COX-2의 발 을 증가시켜 염증 반응을 유도한다(60-61).즉

자극이 오면 세포질 내의 NF-κB의 양은 하게 어들게 되며,핵 내의 NF-κB

의 양이 증가하게 된다.따라서 염증에 련된 사이토카인과 단백질의 발 은 NF-

κB활성화 경로에 의해 조 된다.

본 연구에서 TBPS가 염증반응에 향을 미치는 사조 인자인 NF-κB의 발

에 어떠한 향을 미치는지를 조사하 다.그 결과,핵 내로의 NF-κB 이동이

TBPS에 의해 억제되는 것으로 나타났다 (Fig.15). 한 TBPS에 의해 IκBα의 인

산화에 어떠한 향을 미치는지 확인한 결과 TBPS의 농도가 증가할수록 IκBα의

인산화가 감소되어 NF-κB의 활성을 해하 다(Fig.16).

Kopp와 Ghosh는 살리실산 나트륨이 3.2mg/㎖의 농도에서 IκBα의 인산화 억제

를 통해 NF-κB의 핵 내로의 이동을 해하 고,아스피린 한 IκBα의 인산화를

억제하여 NF-κB의 활성화를 해했다고 보고하 다.그들은 항염증약 살리실산

나트륨과 아세틸 살리실산이 NF-κB 사인자의 활동을 억제하여 항염증 효과를

발휘한다는 사실을 맨 처음 보고하면서 다른 비스테로이드성 항염증제들도 사수

에서 조 함으로써 항염증 효과를 발휘할 것이라고 제시했다(62).

암과 각종 만성 질환에서 NF-κB역할의 요함이 잘 알려져 있기 때문에 NF-κ

B의 억제제도 수 없이 많이 확인되었다.NF-κB도 다른 많은 사 인자와 마찬가

지로 작용하는 세포의 종류 는 작용 단계 등에 따라 서로 다른 여러 가지 기능

을 한다.따라서 많은 다른 천연물이나 합성물은 효과와 그 구조상의 차이,그리고

목표로 하는 NF-κB신호 경로상의 단계가 다르더라도 NF-κB활성화를 억제한다

(63).항염증 효과 외에 항암작용으로도 알려진 상귀나린은 벤조페난트 알카로이

드의 일종으로 IκBα의 인산화 분해를 차단하여 NF-κB 활성화를 강력하게 억

제한다고 Chaturvedi등은 보고했고(64),Jung등은 항 소 확장 작용이

있어 말 질환의 허 성 증상 는 동맥질환으로 인한 간헐성 행 치료에

범 하게 사용되는 실로스타졸이 NF-κB의 DNA 결합 사 활성을 억제하여

항염증 효과를 나타낸다고 보고하 다(65).
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한 Zhang등은 국의 통 약용 식물 G.yunnanensis에서 분리한 천연 살리

실산염 유도체 methylsalicylate2-O-β-D-lactoside가 분자 구조가 살리실산과 화

학 으로 연 성이 있고,아스피린 보다 항염증 효과가 더 할 뿐만 아니라

장 독성도 감소되었다고 보고하 다(66).그들은 이어서 살리실산 나트륨이나 아

스피린보다 더 강력하게 NF-κB활성화를 억제하여 항염증 효과를 나타내며 이는

NF-κB신호 달 경로에 미치는 억제 효과가 IKK-β의 인산화 억제에 의한 것이

라고 보고하 다(67).

본 연구에서 살펴 본 TBPS는 시험 실험에서 기존의 살리실산 유도체들과

비교하 을 때,15µg/㎖의 농도에서 효과 으로 NF-κB의 활성을 해하 다.이

는 TBPS가 살리실산 나트륨보다 낮은 농도에서 효과 으로 NF-κB의 활성을 억

제하여 iNOS와 COX-2 염증 매개성 사이토카인의 발 을 효과 으로 억제함으

로써 항염증 효과를 발휘한다는 사실을 의미한다.
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Ⅴ.결론

본 연구는 지 까지 항염증 효과에 해 보고된 바 없는 살리실산 유도체인

4-tertiary-부틸 페닐 살리실산의 항염증 효과 그 작용기 을 연구하여 다음과

같은 결론을 얻을 수 있었다.

1.세포 독성 없는 범 1∼15µg/㎖의 농도에서 LPS에 의해 증가된 NO 생성이

유의 으로 감소하 다.

2.염증 련 단백질 iNOS와 COX-2생성이 농도 의존 으로 감소하 다.

3.사이토카인 IL-6,TNF-α IL-1β 생성이 농도 의존 으로 감소하 다.

4.염증 련 단백질과 사이토카인 유 자 발 (mRNA 생성)이 농도 의존 으로

감소하 다.

5.염증 매개성 사이토카인 염증 련 효소 생성을 사수 에서 조 하는 NF-

κB의 활성화 IκBα 인산화를 억제함을 확인하 다.

6.TBPS의 항염증 효과는 NF-κB신호 달 경로를 억제함으로써 발휘된다는 사실

을 확인하 다.

이상의 연구 결과는 향후 살리실산 유도체인 4-tert-부틸 페닐 살리실산의 항염

증 기 에 한 생화학 해석 이를 활용한 지속 인 연구를 한 자료가 될

것이며, 한 이를 토 로 항염증 소재 개발 연구를 한 기 자료로 유용하게 활

용될 것으로 사료된다.
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Fig.17.Anti-inflammatorymechanismsofTBPS
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