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ABSTRACT

자자자외외외선선선에에에 의의의해해해 유유유도도도되되되는는는 MMMaaatttrrriiixxxMMMeeetttaaalllllloooppprrrooottteeeiiinnnaaassseee
활활활성성성 및및및 발발발현현현에에에 대대대한한한 aaapppiiigggeeennniiinnn과과과 llluuuttteeeooollliiinnn의의의 저저저해해해

효효효과과과

OhKyoNyeo
Advisor:Prof.HyeGwangJeong,Ph.D.
DepartmentofPharmacy,
GraduateSchoolofChosunUniversity

Exposureofultraviolet(UV)lightforlongterm andrepeated
ontheskinofteninduceschronicskindiseasessuchasskin
canceraswellasphotoaging,andthemechanismsoftheseskin
damages are closely associated with up-regulation of
collagenasesactivities.Moreover,UV-inducedcollagenasescause
connectivetissuedamageandtheskintobecomewrinkledand
aged.Thisstudyinvestigatedtheeffectofapigeninandluteolin
on theultravioletA (UVA)-induced matrix metalloproteinases
(MMP-1 (collagenase-1) and MMP-13 (collagenase-3))
expression in HaCaT human keratinocytes.Treatment with
apigeninandluteolindecreasedtheUVA-induced generationof
reactiveoxygenspecies(ROS).Inaddition,apigeninandluteolin
significantlysuppressedtheUVA-inducedexpressionofMMP-1
and-13mRNA. Moreover,transienttransfectionassayusing
activatorprotein-1(AP-1)-linkedluciferasereportergeneassay
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revealedthatapigeninandluteolinreducedUVA-inducedAP-1
transcriptionalactivity.Inthisstudyinvestigatedtheeffectsof
apigenin and luteolin on UVA-induced c-Jun and c-Fos
expression in HaCaT cells.Apigenin and luteolin inhibited
UVA-induced phosphorylation of c-Jun and expression of
c-Fos.TreatmentwithapigeninandluteolinalsoinhibitedERK,
JNK andp38activation.Theseresultssuggestedthatapigenin
and luteolin can inhibit UVA-induced MMP-1 and -13
expressionsmightbemediated through theAP-1inactivation
andinhibitionofROSformationinHaCaT cells.Inconclusion,
theresultspresentedthatapigeninandluteolinmaybeusefulin
thepreventionofUVA-inducedphotoaging.
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ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

일반적으로 피부노화란 주름의 증가,피부의 쳐짐과 피부이완 등
을 일컬으며,시간의 흐름에 따라 나타나는 자연적인 노화와 장시
간 일광에 노출되어 일어나는 인위적인 노화 등의 외부 환경에 의
해서 피부노화가 진행 된다 (Fisher ., 2002;Jenkins,2002).자
외선 A (UVA)와 자외선 B (UVB)의 노출에 의해 발생하는 피부
노화는 자연적인 피부노화와는 달리 피부의 손상으로 간주되어 예
방의 필요성이 요구되고 있다.피부의 진피는 70%가 콜라겐
(collagen)으로 이루어져 있고 연골의 50%와 뼈의 유기물 중 80%
가 콜라겐으로 이루어져 있으며,이러한 콜라겐 생합성은 나이가
들거나,UVA와 UVB에 노출되었을 때 생합성 효율이 낮아져 피부
노화 및 피부손상이 촉진된다 (Shin 2005;Lateef .,2004).
Matrixmetalloproteinases(MMPs)는 다형핵성 호중구,대식세

포,치은섬유아세포,골세포 등과 같은 세포로부터 분비되는 칼슘
및 아연 의존성 엔도펩티다제 (Endopeptidase)로 중성 pH에서 작
용하는 효소이다.이러한 MMPs는 조직의 형성,암전이, 염증,당
뇨병,피부노화 및 주름,화상 및 상처 치료와 같은 병리학적 과정
과 각종 질환에 관여하는 것으로 알려져 있다.구조적 유사성과 기
질 특이성을 근거로 하여 MMPs는 collagenases,gelatinases,
stromelysins,matrilysins,membranetype-MMPs그리고 알려지
지 않은 MMPs 등으로 분류된다 (Mignattiand Rifkin,1993).
MMPs는 growth factors, cytokines, tumor promoters 및
ultraviolet(UV)등과 같은 다양한 외부 자극인자에 의해서 과발현
된다 (Fisher 2002).또한 피부 섬유아세포에서 UV에 의해
유도된 MMPs의 다양한 발현은 collagen이나 다른 세포외기질
(extracellularmatrix:ECM)의 파괴를 유도하기 때문에 MMPs의
활성은 피부 노화와 밀접한 관계를 가지고 있다 (Fisher and
Voorhees,1998).MMP-1은 typeIcollagenase이며,MMP-13은
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typeIIIcollagenase로 UVA에 의해 활성화되어 콜라겐 분해에 관
여하는 것으로 알려져 있다 (Grimm 2004).MMP-1과 -13
의 발현 조절은 AP-1(activatorprotein-1)전사인자의 활성화와
밀접한 관계가 있으며,AP-1의 활성화는 AP-1복합체를 형성하는
c-Jun및 c-Fos의 발현이 증가됨으로서 일어난다 (Chen
1998).AP-1활성의 증가는 MMP-1과 -13의 발현을 증가시켜 세
포외기질 단백질의 콜라겐 분해 및 절단에 중요한 역할을 한다
(Bachelor 2005).
Mitogen-activatedproteinkinase(MAPkinase)신호전달 과정

은 MMP 발현을 포함하는 다양한 세포 기능을 조절하는 역할을
담당 한다 (RobinsonandCobb,1997).최근 연구 보고에 따르면
UV 조사 후 MAPkinasecascade와 같은 proteinkinasecascades
의 활성을 유도하는 growthfactor수용체들이 활성화되어 콜라겐
분해가 증가되는 것으로 알려져 있다 (Fisher 2002,Fig.1).
활성 산소종 (reactiveoxygenspecies,ROS)의 발생은 UV에 의

해 유도되는 MAPkinase-mediatedsignaltransduction에 결정적
역할을 하며,ROS가 발생되면 MMP-1의 발현이 증가되고,이러한
ROS의 활성을 억제하는 물질들은 UV에 의해 유도되는 AP-1활
성과 MMP-1,-13의 발현을 억제시키는 것으로 알려져 있다
(Wenk 1999).
Apigenin과 luteolin은 그리스어로 황색을 의미하는 플라부스

(flavus)에서 유래된 말로 식물 색소를 의미하며,식물의 잎·꽃·뿌
리·열매·줄기 등에 많이 들어 있고 플라본 (flavone)을 기본 구조로
갖는 플라보노이드계 물질이다 (Chen .,2004,Fig.2).플라보
노이드는 페닐기 2개가 C3사슬을 매개하여 결합한 C6-C3-C6형 탄
소골격구조로 되어 있으며,이것이 여러 당류와 에테르 결합을 통
해 배당체의 형태로 존재하는 경우가 많다 (Sadeghipour
2005).넓은 의미의 플라보노이드는 안토크산틴류 (anthoxanthins)
와 안토시아닌류 (anthocyanins),카테킨류 (catechins)를 포함하지
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만,좁은 의미에서는 안토크산틴류은 꽃잎이 노란색을 띠게 하고,
가을에 잎이 자색이나 적자색을 띠게 하는 주원인이 된다.
Apigenin과 luteolin은 항균·항암·항바이러스·항알레르기 및 항염증
활성을 지니며,독성은 거의 나타나지 않는 것으로 보고되고 있다
(Kandaswami and Middleton,1994; Bors and Saran,1987;
Rice-EvansandMiller,1996).또한 모든 질병의 원인이 되는 생
체 내 산화작용을 억제한다는 사실이 알려지면서 (Robak and
Gryglewski.1988)apigenin과 luteolin을 비롯한 플라보노이드계
물질을 이용한 항산화제의 개발 및 활용에 관한 관심이 지속적으
로 커지고 있다.
따라서 본 연구에서는 자외선에 의해 증가된 활성산소종과 피부

의 제 1형 및 3형 콜라겐을 분해하는 효소인 MMP-1및 -13의
활성 및 발현에 대한 apigenin과 luteolin의 억제 효과 및 작용기전
을 규명하여 apigenin과 luteolin의 자외선에 의한 피부노화 및 손
상 억제 효과를 조사하였다.
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FFFiiiggg...111...MMMooodddeeellldddeeepppiiiccctttiiinnngggsssooolllaaarrrUUUVVV iiirrrrrraaadddiiiaaatttiiiooonnndddaaammmaaagggeeetttooo
ssskkkiiinnn cccooonnnnnneeeccctttiiivvveeetttiiissssssuuueee(Fisher 2002).
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FFFiiiggg...222...SSStttrrruuuccctttuuurrreeeooofffaaapppiiigggeeennniiinnnaaannndddllluuuttteeeooollliiinnn
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

ⅡⅡⅡ---111...재재재료료료 및및및 시시시약약약

Apigenin, luteolin 및 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide(MTT)은 시그마 사 (Sigma,USA.)에
서 구입하였고,SDS-PAGEgel은 Invitrogen(Carlsbad,CA)에서
구입하였다.anti-phospho-c-Jun과 totalc-Junantibody는 Santa
cruz biotechnology사에서 구입하였고, c-Fos antibody는
Calbiochem (San Diego, CA)에서 구입하였으며, anti-
phospho-ERK,anti-phospho-JNK,anti-phospho-p38andibody
는 Cellsignaling Technology (Beverly,MA)에서 구입하였다.
MMPs활성을 측정하는 enzo-lytekit는 Anaspec.Ltd에서 구입하
였으며, DMEM, LipofectAMIN 2000, FBS, 및
penicillin-streptomycinsolution은 Invitrogen,Inc.에서 구입하였다.

ⅡⅡⅡ---222...세세세포포포배배배양양양,,,시시시약약약 처처처리리리 및및및 UUUVVVAAA 조조조사사사

HumankeratinocytecelllineHaCaT의 세포배양은 10% Fetal
bovineserum,2mM L-glutamine,100unites/mlpenicillin,그리
고 100 μg/mlstreptomycin이 함유된 Dulbecco'smodifiedEagle
medium (DMEM)을 이용하여 37℃,5% CO2incubator에서 배양하
였다.100 mm dish에는 2 × 106 cells/ml의 세포로 배양하고,
6-wellplate에는 3.5×105cells/ml의 세포를 배양하여 실험에 사
용하였다.시료 처리는 HaCaT에 apigenin과 luteolin을 각각 다양
한 농도로 처리하였다.처리된 시료는 DMSO (dimethylsulfoxide)
에 녹였으며,처리된 시료는 DMSO의 최종 농도가 0.2%를 넘지 않
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도록 하였다.UVA lamp는 CL-1000L(UVP,Inc.)모델을 사용하였
으며 365nm의 파장을 갖는다.배양 된 세포를 PBS로 1회 세척
후 바로 UVA를 조사하였다.

ⅡⅡⅡ---333...세세세포포포독독독성성성 측측측정정정

Apigenin과 luteolin의 세포에 대한 독성을 조사하기 위해 MTT
assay를 수행하였다. HacaT 세포를 96wellplate에 2×104으로
분주하고 apigenin과 luteolin을 1,5,10,25 μM로 처리한 다음 24
시간 후 2mg/ml의 MTT를 처리하였다.4시간 뒤 상층액을 버리
고 dimethylsulfoxide(DMSO,Merck)용액을 well당 100 μl씩 넣
고 균일하게 혼합한 뒤 ThermocyclerELISA Reader에서 흡광
540nm에서 측정하여 세포의 활성도를 대조군에 대한 실험군의
formazan결정의 흡광도로 아래와 같이 계산하였다.
세포 독성 (Cellviabilaty)(%)

ⅡⅡⅡ---444...활활활성성성산산산소소소종종종 (((RRROOOSSS)))생생생성성성능능능 측측측정정정

HaCaT 세포를 48wellplate에 FBS0.1%의 배양액으로 24시간
계대 배양한 후 다시 0.1%의 혈청이 첨가된 배지에 배양하여
apigenin과 luteolin을 24 시간 전처리 하였다.24 시간 후에
2',7'-Dichlorofluoresceindiacetate(DCF-DA)10 μM을 각 well에
분주하여 30분 동안 발색 반응시킨 후 배지를 제거하고 0.1%의
FBS를 첨가한 배지로 다시 바꿔주었다.UVA 조사 후 Excitation
495nm,Emission520nm에서 형광 측정하였다.
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ⅡⅡⅡ---555...MMMMMMPPP---111및및및 ---111333효효효소소소 활활활성성성 측측측정정정

HaCaT 세포를 48wellplate에 계대 배양 후 apigenin과 luteolin
을 24시간 전 처리하고 PBS로 1회 세척한 후 UVA를 조사하고,
24시간 후에 상층액을 회수하여 10,000rpm에서 5분간 원심분리
하였다.96 wellplate에 상층액 50 ㎕과 최종 농도 1 mM의
4-aminopherylmercuric acetate (APMA)를 넣어 잘 섞어준 후
MMP-1효소 활성은 37℃에서 6시간 반응 시키고 MMP-13효소
활성은 37℃에서 40 분간 반응시켰다.각각의 시간이 지난 후
MMP-1과 MMP-13에 해당하는 기질용액을 첨가하여 섞어준 후
Excitation340nm,Emission490nm에서 형광 측정하여 MMP-1
및 MMP-13효소 활성 저해 효과를 측정하였다.

ⅡⅡⅡ---666...MMMMMMPPP---111및및및 ---111333유유유전전전자자자 발발발현현현 측측측정정정

MMP-1및 MMP-13의 유전자 발현 억제효과를 조사하기 위하
여 HaCaT 세포에 apigenin과 luteolin을 24시간 전처리하고 PBS
로 1회 세척 후 UVA를 조사하여 24시간 후에 배양한 세포를 4M
guanidium thiocyanate에 용해시켜 전체 세포 내 RNA를 분리확인
후,RNA 0.2 μg을 0.5 μg의 oligod(T)primer(18-mer)와 2.5
mM dNTP,1unit역전사 효소를 이용하여 42℃에서 90분간 반
응시켜 cDNA를 합성하였다.이렇게 합성한 cDNA를 이용하여
MMP-1과 -13 유전자의 특이적 primer(Table.1)를 이용하여
PCR을 수행하였다.증폭된 MMP-1,-13및 GAPDH는 520,395,
그리고 983 bp 크기로 1% agarose gel (1 × TAE)상에서
Ethidium Bromide (EtBr)을 사용하여 확인하였다.전기영동 후
imageanalyzersystem (KODAK)과 PC imageanalyzer(NIH
Imager)를 사용하여 정량 하였다.



- 9 -

ⅡⅡⅡ---777...형형형질질질전전전환환환

① 형질전환을 위한 플라스미드의 제조
Ap-1gene의 전사조절 부위를 3copy로 합성하여 플라스미드를
Luciferase가 발현되는 백터를 이용하여 제조하였다.이 플라스미드
를 에 형질전환 시킨 후 antibioticresistance를 가진 colony
를 분리해 냈다.Colony를 분리하여 플라스미드를 정제한 후 제한
효소 처리하여 agarosegel에서 확인하였으며 sequencing을 통해
완전한 플라스미드 construct를 밝혔다.

② AP-1Luciferase활성도 측정
HaCaT cells을 2.5× 105cells/ml의 농도로 0.1% FBS가 함유된
DMEM 배지에 plating하였다.24시간 뒤 PBS로 2회 세척하고
LipofectAMINE 2000을 이용하여 형질전환 시켰다.즉 세포에 0.2
㎍의 pCMV-β-gal,1 μg의 AP-1-Luc,LipofectAMINE2000을 각
well에 넣은 후 4시간 형질전환 시켰다.4시간 뒤 세포에 0.1%
FBS가 함유된 DMEM 배지에 vehicle,apigenin과 luteolin을 처리
하였다.24시간 배양을 끝낸 후 PBS로 1회 세척하고 UVA 조사
후 0.1% FBS가 함유된 DMEM 배지에 배양하였다.12시간 뒤에
세포를 수확하여 PBS로 한번 세척 후,lysisbuffer를 처리하고 3
차례의 급속 냉동-해동을 거쳐 세포를 파괴하고 12,000xg,5분간
원심분리 하여 세포 추출물을 얻어 Luciferase활성도 측정에 사용
하였다.

ⅡⅡⅡ---888...ccc---JJJuuunnn및및및 ccc---FFFooosss유유유전전전자자자 발발발현현현 측측측정정정

c-Jun 및c-Fos의 유전자 발현 억제효과를 조사하기 위하여
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HaCaT 세포에 apigenin과 luteolin을 24시간 전처리하고 PBS로 1
회 세척 후 UVA를 조사하여 24시간 후에 배양한 세포를 4M
guanidium thiocyanate에 용해시켜 전체 세포 내 RNA를 분리확인
후,RNA 0.2 μg을 0.5 μg의 oligod(T)primer(18-mer)와 2.5
mM dNTP,1unit역전사 효소를 이용하여 42℃에서 90분간 반
응시켜 cDNA를 합성하였다.이렇게 합성한 cDNA를 이용하여
c-Jun및 c-Fos유전자의 특이적 primer(Table.1)를 이용하여
PCR을 수행하였다.증폭된 c-Jun,c-Fos및 GAPDH는 520,395,
그리고 983 bp 크기로 2% agarose gel (1 × TAE)상에서
Ethidium Bromide (EtBr)을 사용하여 확인하였다.전기영동 후
imageanalyzersystem (KODAK)과 PC imageanalyzer(NIH
Imager)를 사용하여 정량 하였다.

ⅡⅡⅡ---999...ccc---JJJuuunnn및및및 ccc---FFFooosss단단단백백백질질질 발발발현현현 측측측정정정

세포의 배양액을 제거하고 1× PBS로 씻어준 후 lysisbuffer
(50mM Tris-HCl(pH 7.4),150mM NaCl,1mM EDTA,1mM
EGTA, 10 ㎍/㎖ aprotinin, 10 ㎍/㎖ leupeptin, 5 mM
phenylmethanesulfonylfluoride(PMSF),1mM DTT)를 이용하여
4℃에서 30분 동안 반응시켜서 파쇄하고,12,000rpm에서 10분간
원심분리하여 상층액을 회수하였다. 단백질 정량은 Bradford
method로 수행하였다.동량의 단백질을 10% SDS-PAGE gel
(invitrogen,Carlsbad,CA)을 걸고 polyvinylidenefluoride(PVDF)
membrane에 90V로 2시간 동안 transfer시켰다.이 membrane을
1×TBS/T buffer(20mM Tris-HCl(pH 7.6),137mM NaCl,
0.05% Tween20)에 녹인 5% skimmedmilk로 상온에서 1시간 동
안 blocking시킨 후 각각의 antibody들을 1:1500으로 희석하여 12
시간 반응시켰다.1 × TBS/T buffer로 10분씩 3번 씻어주고,
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p-c-Jun의 secondaryantibody인 anti-goatantibody와 c-Jun및
c-Fos의 secondaryantibody인 anti-rabbitantibody에 두 시간 동
안 반응시켰다.c-Fos의 대조군 단백질로써 actin을 사용하였다.1
× TBS/T buffer로 10분씩 3번 세척한 후 ECL solution A와
solutionB를 사용하여 현상하였다.

ⅡⅡⅡ---111000...MMMAAAPPPkkkiiinnnaaassseee활활활성성성 측측측정정정

세포의 배양액을 제거하고 1×PBS로 씻어준 후 lysisbuffer(50
mM Tris-HCl(pH 7.4),150mM NaCl,1mM EDTA,1mM
EGTA, 10 ㎍/㎖ aprotinin, 10 ㎍/㎖ leupeptin, 5 mM
phenylmethanesulfonylfluoride(PMSF),1mM DTT)를 이용하여
4℃에서 30분 동안 반응시켜서 파쇄하고,12,000rpm에서 10분간
원심분리하여 상층액을 회수하였다. 단백질 정량은 Bradford
method로 수행하였다.동량의 단백질을 10% SDS-PAGE gel
(invitrogen,Carlsbad,CA)을 걸고 polyvinylidenefluoride(PVDF)
membrane에 90V로 2시간 동안 transfer시켰다.이 membrane을
1×TBS/T buffer(20mM Tris-HCl(pH 7.6),137mM NaCl,
0.05% Tween20)에 녹인 5% skimmedmilk로 상온에서 1시간 동
안 blocking시킨 후 각각의 antibody들을 1:1500으로 희석하여 12
시간 반응시켰다.1 × TBS/T buffer로 10분씩 3번 씻어주고,
secondaryantibody인 anti-rabbitantibody에 두 시간 동안 반응시
켰다.다시 1×TBS/T buffer로 10분씩 3번 씻은 뒤 ECLsolution
A와 solutionB를 사용하여 현상하였다.
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ⅡⅡⅡ---111111...통통통계계계학학학적적적 분분분석석석

통계학적 유의성 검정은 one-wayANOVA with -test방법을
사용하였으며,p값이 0.05보다 작은 경우를 유의하다고 판정하였
다.
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TTTaaabbbllleee111...PCRprimersequence

Gene Primersequence(sense,antisense) size
(bp)

Tm
(℃)cycle

GAPDH
5-GAT/GAA/TTC/TGA/AGG/TCG/ GAG/TC
A/ACG/GAT/TTG/GT-3
5-GAT/AAG/CTT/CAT/GTG/GGC/CAT/GAG
/GTC/CAC/CAC-3

983 60 25

MMP-1 5-GGA/GGG/GAT/GCT/CAT/TTT/GAT/G-3
5-TAG/GGA/AGC/CAA/AGG/AGC/TGT-3 520 62 26

MMP-13 5-TTG/TTG/CTG/CGC/ATG/AGT/TCG-3
5-GGG/TGC/TCA/TAT/GCA/GCA/TCA-3 395 60 30

c-Jun 5-GGA/TCA/AGG/CGG/AGA/GGA/AG-3
5-GCG/TTA/GCA/TGA/GTT/GGC/AC-3 196 55 30

c-Fos 5-GGA/GAA/TCC/GAA/GGG/AAA/GG-3
5-GCT/TGG/GCT/CAG/GGT/CAT/TG-3 332 55 30
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FFFiiiggg...333...CCCooonnnssstttrrruuuccctttiiiooonnnooofffttthhheeerrreeepppooorrrttteeerrrgggeeennneeeppplllaaasssmmmiiidddsss...TTThhhrrreeeeeecccooopppiiieeesss
ooofffeeeaaaccchhhtttrrraaannnssscccrrriiippptttiiiooonnnfffaaaccctttooorrrbbbiiinnndddiiinnngggssseeeqqquuueeennnccceeessswwweeerrreeeiiinnnssseeerrrttteeedddiiinnn
ttthhheee         aaannnddd sssiiittteee...
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ⅢⅢⅢ...결결결과과과

ⅢⅢⅢ---111...AAApppiiigggeeennniiinnn과과과 llluuuttteeeooollliiinnn의의의 세세세포포포독독독성성성

apigenin과 luteolin의 세포독성이 없는 농도를 확인하기 위하여
Human keratinocytes인 HacaT cell에 3-(4,5-dimethylthiazol-2
-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide:MTT 방법을 이용하여 세포
독성을 확인하였다.Humankeratinocytes에서 apigenin과 luteolin
의 MTT assay를 수행한 결과 세포 생존도에 영향을 미치지 않는
농도는 Fig.4에 보여지는 바와 같이 apigenin과 luteolin의 10 μM
까지 세포독성이 나타나지 않았으며 (Fig.4),본 연구에서는 5 μM
까지 처리하였다.
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FFFiiiggg...444.EEEffffffeeeccctttooofffaaapppiiigggeeennniiinnn aaannnddd llluuuttteeeooollliiinnn ooonnn ccceeellllllsss vvviiiaaabbbiiillliiitttyyy...
HaCaT cellsweretreatedwiththeapigeninandluteolinfor24
h. Cell toxicity was estimated using the tetrazolium salt
reductiontest(MTT)...Theresultarepresentedasmeans±S.E.
oftriplicates.
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ⅢⅢⅢ---222...활활활성성성산산산소소소종종종 (((RRROOOSSS)))형형형성성성에에에 대대대한한한 영영영향향향

ROS의 발생은 UV에 의해 유도되는 MAP kinase-mediated
signaltransduction에 결정적 역할을 하며,ROS가 발생되면
MMP-1의 발현이 증가되고,이러한 ROS의 활성을 억제하는 물
질들은 UV에 의해 유도되는 MMP-1,-13의 발현을 억제시키는
것으로 알려져 있다 (Wenk 1999).최근 연구에서,invivo
실험을 통해 인체 피부에 UV를 조사하면 H2O2level이 급격하게
증가하였으며,ROS의 초기 증가는 MAPkinasecascade를 유발
하게 되는데 이에 항산화제 (Genistein, N-acetyl cysteine
(NAC))를 국소처리하면 MAPkinasepathway의 활성화를 제어
하게 됨으로써 UV에 의해 유도된 MMPsexpression을 억제시킨
다는 보고가 있다 (Kang 2003).Apigenin과 luteolin의
ROS 생성능 억제효과를 조사하기 위하여 HaCaT 세포에
apigenin,luteolin및 positivecontrol인 NAC을 UVA 조사하기
전에 처리한 결과,UVA에 의해 증가된 세포내 ROS의 형성이
apigenin과 luteolin에 의해 억제되었다 (Fig.5).
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FFFiiiggg...555...EEEffffffeeeccctttsssooofffaaapppiiigggnnniiinnnaaannndddllluuuttteeeooollliiinnnooonnnUUUVVVAAA---iiinnnddduuuccceeedddccceeelllllluuulllaaarrr
RRROOOSSSppprrroooddduuuccctttiiiooonnniiinnnHHHaaaCCCaaaTTT ccceeellllllsss...HaCaT cellsweretreatedwith
apigeninandluteolinfor24handthenthecellswereexposedto
15J/cm2ofUVA.ROSproductionwasmeasuredafterirradiation.
Eachbarshowsthemean±S.D.ofthreeindependentexperiments,
performedintriplicate. 0.05,significantlydifferentfrom the
UVA irradiationcontrol.
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ⅢⅢⅢ---333...MMMMMMPPP---111및및및 ---111333효효효소소소 활활활성성성 저저저해해해

MMP-1은 type I collagenase이며, MMP-13은 type III
collagenase로 UVA에 의해 활성화되어 콜라겐 분해에 관여하는 것
으로 알려져 있으며 (Grimm ,.2004),각질세포,상피세포 및
염증성 세포에서 UVA에 의해 유도된 MMPs(MMP-1,13)의 증가
로 인해 분해되는 세포외기질의 과도한 손상은 피부 조직 손상 및
노화와 직접적인 연관이 있다고 보고되어 있다 (Uitto,1986).
Apigenin과 luteolin의 UV에 의한 피부 노화 및 손상 억제 효과를
규명하기 위하여 MMP-1및 -13효소 활성 저해효과를 조사하였
다.HaCaT 세포를 이용하여 apigenin과 luteolin을 24시간 전 처
리 후 UVA를 조사하였으며 24시간 후 collagenaseassay를 수행
한 결과,TypeIcollagenase와 (Fig.6)TypeIIIcollagenase의 활
성이 apigenin과 luteolin에 의해 농도 의존적으로 저해되었다 (Fig.
7).
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FFFiiiggg...666...EEEffffffeeecccttt ooofff aaapppiiigggeeennniiinnn aaannnddd llluuuttteeeooollliiinnn ooonnn ttthhheee tttyyypppeee III
cccooollllllaaagggeeennnaaassseeeaaaccctttiiivvviiitttyyy...HaCaT cellsweretreatedwithapigenin
andluteolinfor24h.Thecellswerethenirradiatedwith15
J/cm2ofUVA andincubatedfor24h.Thelevelofcollagenase
productionintheculturemedium wasdeterminedbyenzo-lyte
system.Eachbarshowsthemean±S.D.ofthreeindependent
experiments,performed in triplicate. 0.05,significantly
differentfrom theUVA irradiationcontrol.
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FFFiiiggg...777...EEEffffffeeeccctttooofffaaapppiiigggeeennniiinnn aaannnddd llluuuttteeeooollliiinnn ooonnn ttthhheee tttyyypppeee IIIIIIIII
cccooollllllaaagggeeennnaaassseeeaaaccctttiiivvviiitttyyy...HaCaT cellsweretreatedwithapigenin
andluteolinfor24h.Thecellswerethenirradiatedwith15
J/cm2ofUVA andincubatedfor24h.Thelevelofcollagenase
productionintheculturemedium wasdeterminedbyenzo-lyte
system.Eachbarshowsthemean±S.D.ofthreeindependent
experiments,performed in triplicate. 0.05,significantly
differentfrom theUVA irradiationcontrol.
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ⅢⅢⅢ---444...MMMMMMPPP---111및및및 ---111333유유유전전전자자자 발발발현현현 억억억제제제

MMPs는 growth factors, cytokines, tumor promoters 및
ultraviolet(UV)등과 같은 다양한 외부 자극인자에 의해서 과발현
된다 (Fisher ,.2002).또한 피부 섬유아세포에서 UV에 의해
유도된 MMPs의 다양한 발현은 collagen이나 다른 세포외기질
(extracellularmatrix:ECM)의 파괴를 유도하기 때문에 MMPs의
활성은 피부 노화와 밀접한 관계를 가지고 있다 (Fisher and
Voorhees,1998).Apigenin과 luteolin의 MMP-1및 MMP-13유전
자 발현에 대한 영향을 조사하기 위하여 HaCaT 세포에 apigenin
과 luteolin을 24시간 전처리하고 UVA를 조사하였다.Serum-free
media로 교체하고 24시간 후에 MMP-1및 MMP-13의 유전자 발
현을 RT-PCR를 이용하여 측정한 결과,UVA에 의해 증가되었던
MMP-1및 MMP-13유전자 발현이 apigenin과 luteolin에 의해 감
소하였다 (Fig.8).
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FFFiiiggg...888...EEEffffffeeeccctttsssooofffaaapppiiigggeeennniiinnn aaannnddd llluuuttteeeooollliiinnn ooonnn UUUVVVAAA---iiinnnddduuuccceeeddd
MMMMMMPPP---111aaannndddMMMMMMPPP---111333mmmRRRNNNAAA eeexxxppprrreeessssssiiiooonnn.HaCaT cellswere
pretreatedwithapigeninandluteolinfor24h.Thecellswere
thenirradiatedwith15J/cm2ofUVA andincubatedfor24h.
CellswerelysedandtotalRNA waspreparedthehousekeeping
gene,GAPDH,was preformed for each sample.The PCR
productswereelectrophoresed in 1% agarosegeland stained
withethidium bromide.
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ⅢⅢⅢ---555...AAAPPP---111전전전사사사인인인자자자 활활활성성성도도도

UVA에 의해 피부상피세포에서 ROS가 증가하고,증가된 ROS가
세포내 전사인자인 AP-1(activatorprotein-1)의 활성도를 증가시켜
MMPs의 발현을 증가시킬 수 있는 것에 미루어 (Brenneisen
1997),apigenin과 luteolin에 의한 전사인자 AP-1의 전사 활성

억제 효과를 확인하였다.HaCaT 세포에 3copyAp-1luciferase
벡터를 Lipofectamine을 이용하여 transfection시킨 후 apigenin및
luteolin을 24시간 전처리하고,AP-1전사활성을 증가 시키는 UVA
를 조사하여 AP-1-luciferasereportergeneassay를 수행하였다.
그 결과 UVA에 의해 증가된 AP-1의 전사 활성도가 apigenin과
luteolin에 의해 감소하였다 (Fig.9).
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FFFiiiggg...999...EEEffffffeeeccctttsssooofffaaapppiiigggeeennniiinnn aaannnddd llluuuttteeeooollliiinnn ooonnn UUUVVVAAA---iiinnnddduuuccceeeddd
AAAPPP---111 ppprrrooommmooottteeerrr aaaccctttiiivvviiitttyyy... HaCaT cells were transiently
co-transfectedwithpGL3-AP-1-LucandpCMV-β-gal.After18
h,cellsweretreatedwithapigeninandluteolininserum free
medium for24handirradiatedwith15J/cm2ofUVA.After12
h,cellswereharvested,andthenluciferaseand β-galactosidase
activitiesweredetermined.Eachbarshowsthemean±S.D.of
threeindependentexperiments,performedintriplicate. 0.05,
significantlydifferentfrom theUVA irradiationcontrol.
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ⅢⅢⅢ---666...ccc---JJJuuunnn및및및 ccc---FFFooosss유유유전전전자자자 발발발현현현

UVA에 의해 유도된 AP-1의 활성화는 AP-1복합체를 형성하는
c-Jun및 c-Fos의 발현이 증가됨으로서 일어나므로 (Chen ,.
1998)UVA에 의해 증가되었던 AP-1전사활성도가 apigenin 과
luteolin에 의해 감소하는 것을 확인 후 (Fig.9)AP-1전사인자에
영향을 미치는 c-Jun및 c-Fos의 유전자 발현 억제효과를 조사하
기 위하여 세포에 apigenin과 luteolin을 24시간 전처리하고 UVA
를 조사하였다.Serum-freemedia로 교체하고 24시간 후에 c-Jun
및 c-Fos의 유전자 발현을 RT-PCR를 이용하여 측정한 결과,
UVA에 의해 증가되었던 c-Jun및 c-Fos유전자 발현이 apigenin
과 luteolin에 의해 감소하였다 (Fig.10).
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FFFiiiggg...111000...EEEffffffeeeccctttsssooofffaaapppiiigggeeennniiinnnaaannndddllluuuttteeeooollliiinnnooonnnUUUVVVAAA---iiinnnddduuuccceeeddd
ccc---JJJuuunnn aaannnddd ccc---FFFooosss mmmRRRNNNAAA eeexxxppprrreeessssssiiiooonnn.HaCaT cells were
pretreatedwithapigeninandluteolinfor24h.Thecellswere
thenirradiatedwith15J/cm2ofUVA andincubatedfor24h.
CellswerelysedandtotalRNA waspreparedthehousekeeping
gene,GAPDH,was preformed for each sample.The PCR
productswereelectrophoresed in 2% agarosegeland stained
withethidium bromide.
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ⅢⅢⅢ---777...ccc---JJJuuunnn및및및 ccc---FFFooosss단단단백백백질질질 발발발현현현

UV에 의해 유도되는 AP-1activation은 MMP-1promoter의
AP-1결합부위가 있어 MMP-1발현이 증가하면 AP-1activation
도 증가하게 된다 (Brenneise 2002).AP-1복합체는 Jun과
Fos 집합체로 구성되어 있는데 (Karin,1995;Whitmarsh and
Davis,1996),apigenin과 luteolin의 UV에 의해 유도되는 c-Jun
phosphorylation/expression및 c-Fosexpression억제 효과를 조
사하기 위해 HaCaT 세포에 24시간 전처리 하고 UVA를 조사한
결과 UVA에 의해 c-Jun phosphorylation/expression 및 c-Fos
expression이 증가하였으며,apigenin과 luteolin에 의해 c-Jun
phosphorylation및 c-Fosexpression이 농도 의존적으로 감소하
는 것을 확인하였다 (Fig.11).
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FFFiiiggg...111111...EEEffffffeeeccctttsssooofffaaapppiiigggeeennniiinnnaaannndddllluuuttteeeooollliiinnnooonnnUUUVVVAAA---iiinnnddduuuccceeeddd
ccc---JJJuuunnnaaannndddccc---FFFooossseeexxxppprrreeessssssiiiooonnn...HaCaT cellsculturedinDMEM
until80% confluentand then starved with DMEM containing
0.1% FBSandtreatedwithapigenin.After24h,thecellswere
washedwithPBSandirradiatedwith6J/cm2ofUVA inPBS
IrradiatedcellswereculturedforI0h.Thecellswerelysated
and subjected to Western blotting using c-Jun
phosphorylation/expressionandc-Fosexpression.Levelsoftotal
(t-)c-Junandactinwereusedasloadingcontrols.
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ⅢⅢⅢ---888...MMMAAAPPPkkkiiinnnaaassseeesss활활활성성성

Mitogen-activatedproteinkinase(MAPkinase)신호전달 과정
은 MMP발현이 포함되는 다양한 세포질 기능을 조절하는 역할을
담당하는 것으로 알려져 있다 (WaskiewiczandCooper1995),최
근 연구 보고에 따르면 UV 조사 후 MAPkinasecascade와 같은
proteinkinasecascades의 활성을 유도하는 growthfactor수용체
들이 활성화되어 콜라겐 분해가 증가되는 것으로 알려져 있다
(Fisher ,.2002).Apigenin과 luteolin의 UVA에 의해 유도되는
MAPkinase활성 억제 효과를 측정하기 위하여 westernblotting
을 수행한 결과 UVA에 의해 유도된 ERK,JNK 및 p38-dependent
MAPkinanse활성이 apigenin(Fig.12)과 luteolin(Fig.13)에 의
해 억제되는 것을 확인하였다.
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FFFiiiggg...111222...EEEffffffeeeccctttsssooofffaaapppiiigggeeennniiinnnooonnnUUUVVVAAA---iiinnnddduuuccceeedddMMMAAAPPP kkkiiinnnaaassseee
aaaccctttiiivvviiitttyyy...HaCaT cellsculturedin DMEM until80% confluent
andthenstarvedwithDMEM containing0.1% FBSandtreated
withapigenin.After24h,thecellswerewashedwithPBSand
irradiatedwith6J/cm2 ofUVA inPBS Irradiatedcellswere
culturedfor30min.Thecellswerelysatedandsubjectedto
Western blotting using phospho-specific(p-)ERK,JNK,and
p38antibodies.Levelsoftotal(t-)ERK,JNK,andp38were
usedasloadingcontrols.
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FFFiiiggg...111333...EEEffffffeeeccctttsssooofffllluuuttteeeooollliiinnn ooonnn UUUVVVAAA---iiinnnddduuuccceeedddMMMAAAPPP kkkiiinnnaaassseee
aaaccctttiiivvviiitttyyy...HaCaT cellsculturedin DMEM until80% confluent
andthenstarvedwithDMEM containing0.1% FBSandtreated
withluteolin. After24h,thecellswerewashedwithPBSand
irradiatedwith6J/cm2ofUVA forinPBSIrradiatedcellswere
culturedfor30min.Thecellswerelysatedandsubjectedto
Western blotting using phospho-specific(p-)ERK,JNK,and
p38antibodies.Levelsoftotal(t-)ERK,JNK,andp38were
usedasloadingcontrols.
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ⅣⅣⅣ...고고고 찰찰찰

태양에서 나오는 광선의 일종인 자외선은 사람의 피부와 매우 밀
접하게 관계한다.태양광선은 파장에 따라 가시광선,적외선,자외
선으로 나뉘는데 그 중 피부에 가장 큰 영향을 미치는 것이 바로
자외선이다.자외선은 피부 파장이 긴 것부터 UVA (320-380nm),
UVB(280-320nm),UVC(200-280nm)로 나뉘어 지는데 데 특히
피부에 영향을 주는 것은 UVA,UVB이다 (Ho, 2005;Moon,

2005).대표적인 UVA에 의한 피부 손상으로는 피부 기저층
의 멜라닌 색소의 증가로 피부가 검어지거나,진피의 섬유질을 변
화시켜 노화를 촉진시킨다.UVB에 의한 피부 손상으로는 피부 염
증 등이 있다 (Tanaka ,2005).최근 각질세포,상피세포 및
염증성 세포에서 UVA에 의해 유도된 MMPs(MMP-1,13)의 증가
로 인해 분해되는 세포외기질의 과도한 손상은 피부 조직 손상 및
노화와 직접적인 연관이 있다고 보고되어 있다 (Uitto,1986).일반
적으로 UVB는 인체의 정상 표피에서 MMP-1,MMP-3그리고
MMP-9의 발현을 유도하는 것으로 알려져 있으며 (Fisher ,
1996),UVA는 표피와 진피에서 MMP-1,-13등의 발현을 유도하
는 것으로 알려져 있다 (Chung ,2002).
Apigenin과 luteolin의 UV에 의한 피부 노화 및 손상 억제 효과를
조사하기 위해 apigenin과 luteolin의 UVA 조사로 인해 증가된
MMPs효소 활성 및 유전자 발현에 대한 영향을 조사한 결과
UVA 조사로 인해 증가된 collagenases(MMP-1,-13)효소 활성
및 발현이 apigenin과 luteolin에 의해 감소되는 것을 확인하였다
(Fig.6,7,8).Mitogen-activatedproteinkinase(MAPkinase)신
호전달 과정은 MMP발현이 포함되는 다양한 세포질 기능을 조절
하는 역할을 담당하는 것으로 알려져 있다 (Waskiewicz and
Cooper,1995),최근 연구 보고에 따르면 UV 조사 후 MAPkinase
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cascade와 같은 protein kinase cascades의 활성을 유도하는
growthfactor수용체들이 활성화되어 콜라겐 분해가 증가되는 것
으로 알려져 있다 (Fisher 2002).Apigenin과 luteolin의
MAPkinase활성 억제 효과를 측정하기 위하여 westernblotting
을 수행한 결과 UVA에 의해 유도된 ERK,JNK 및 p38-dependent
MAP kinanse 활성이 apigenin에 의해서는 감소하지 않았고,
luteolin에 의해 ERK MAPkinase활성이 억제되는 것을 확인하였
다 (Fig.12,13).활성 산소종 (reactiveoxygenspecies,ROS)의
발생은 UV에 의해 유도되는 MAP kinase-mediated signal
transduction에 결정적 역할을 하며,ROS가 발생되면 MMP-1의
발현이 증가되고,이러한 ROS의 활성을 억제하는 물질들은 UV에
의해 유도되는 MMP-1,-13의 발현을 억제시키는 것으로 알려져
있다 (Wenk 1999;LoandCruz,1995).최근 연구에서 인체
피부에 UV를 조사하면 H2O2level이 급격하게 증가하였으며,ROS
의 초기 증가는 MAPkinasecascade를 유발하게 되는데 이에 항
산화제 (Genistein, N-acetyl cysteine)를 국소처리하면 MAP
kinasepathway의 활성화를 제어하게 됨으로써 UV에 의해 유도된
MMPs expression을 억제시킨다는 보고가 있다 (Kang
2003).본 연구에서 인체 각질 세포주인 HaCaT 세포에 apigenin과
luteolin을 UVA 조사하기 전에 처리한 결과 UVA에 의해 증가된
세포내 활성 산소종의 형성이 억제되어 apigenin과 luteolin역시
항산화 효과가 있음을 증명하였다.MMP-1,MMP-3및 MMP-9와
같은 다양한 MMPs의 유전자 발현은 AP-1전사 조절 인자에 의
해 조절되며 (Rittie and Fisher,2002),AP-1 활성의 증가는
MMPs에 의한 세포외기질 단백질 (ECM protein (collagen))들의
절단에 중요한 역할을 한다 (Bachelor 2005).본 연구에서는
인체 각질 세포주인 HaCaT 세포에 apigenin과 luteolin을 UVA 조
사하기 전에 처리한 결과 UVA에 의해 c-Jun
phosphorylation/expression및 c-Fosexpression이 유도되고,이는
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AP-1활성화를 야기시키는 것을 확인하였으며,apigenin과 luteolin
이 UVA에 의해 증가한 c-Jun phosphorylation 및 c-Fos
expression을 억제하고,결국 UV에 의해 유도된 AP-1활성화를
억제시키는 것을 확인하였다 (Fig.9,10,11).UVA에 노출된 피부
각질 세포에서의 유도된 MMPs(MMP-1,-13)에 의해 콜라겐이
분해되어 피부 손상이 유발되는데,본 연구 결과 apigenin과
luteolin의 처리는 UVA에 의해 유도되는 MMP-1및 -13의 효소
활성 및 유전자 발현을 억제시켜 UVA에 의해 야기되는 피부 연결
조직의 손상을 보호하거나 개선시킬 수 있을 것으로 사료된다.궁
극적으로 화학물질과는 달리 독성이 없는 천연소재인 apigenin과
luteolin을 이용한 본 연구 논문은 피부 노화 및 손상 억제에 대한
과학적인 기초 자료로서 이용 될 수 있을 것으로 기대된다.
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감감감사사사의의의 글글글

  앞만 보며 달려온 석사 2년 째 드디어 실험의 결실을 맺으며 졸업 

논문을 쓰게 되었습니다. 제가 이 자리에 설 수 있게 많은 충고와 격

려의 말씀을 전해주신 지도 교수님께 감사의 말씀을 전합니다. 교수

님의 사랑의 매가 있었기에 지금의 제가 이렇게 논문을 쓸 수 있었습

니다. 다시 한 번 감사의 뜻을 전합니다. 실험실 생활을 하면서 빠질 

수 없는 내 또 하나의 가족, 우리 실험실 식구들. 지영언니 덕분에 

실험실 생활에 있어 필요한 공동체 의식을 배우게 되었고, 용필오빠, 

우리 실험실의 맏형으로써 보살펴주셔서 감사합니다. 제가 더 많이 

도와드렸어야 했는데 못해서 죄송해요. 형균오빠, 실험 가르치랴 힘

들다 그러면 술 사주랴, 은행에 데려다 주랴 힘드셨죠? 제가 자동차 

사면 꼭 드라이브 시켜 줄께요. 지금은 내 선배님이 되어 많이 부족

한 날 보듬어주고, 때론 충고도 해주는 은희 선배님, 고맙다. 기쁜 

날 같이 기뻐해 주고 내가 슬플 때 같이 울어주며 위로해 준 널 잊을 

수 없을 거야. 그리고 나의 평탄했던 인생에 새로운 자극제가 되어준 

재호오빠, 오빠도 논문 쓰느라 고생 많았어요. 수진언니, 사회생활의 

선배로써 조언도 많이 해주고, 실험할 때도 도와줘서 고마워요. 실험

실에 와서 적응하느라 힘들었을 희선씨, 너무 조급해 하지 말고, 천

천히 배운다 생각하세요. 그럼 언젠가 고지에 서 있을 희선씨를 발견

할 거에요. 그리고 우리 실험실 막내 혜진아, 성격 더러운 이 언니랑 

지내느라 수고했어. 너에게 많은 실험을 알려주고 챙겨줬어야 했는데 

내 일에만 신경 쓰느라 널 챙겨주지 못해서 미안해. 항상 밝은 널 보

면서 언니도 덩달아 신이 났었는데...이런 너의 모습 잃지 말고, 항

상 초심을 갖고 실험 열심히 배우길 바란다. 나에게 없어서는 안될 

친구들 은진언니, 지은언니, 수정아, 은정아, 먼 곳에서, 날 응원해

주고 때론 영양보충 시켜준 거 고마운 마음 항상 간직하고 있어. 힘

들 때마다 기댈 수 있는 친구가 있다는 게 얼마나 고마운 일인지 알
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지? 그런 삶의 동반자가 되어서 서로의 고민을 들어주고 부족한 부분

을 채워주는 친구로 영원히 함께 했으면 좋겠어. 그리고 종정아, 두

바이에서 연수 잘 마치고 훌륭한 요리사가 되어 돌아오길 바래. 9700

모임의 또 다른 회원, 진영오라버니, 기운 오라버니, 윤영오라버니, 

현우오라버니, 은별이 우리 모임 끝까지 가는 거야, 회비는 꼭 제때

에 내세요! 그리고 내가 학부생 때부터 옆에서 응원해준 재성오빠, 

선영언니, 태한오빠, 홍석오빠, 내 졸업 동기 남희, 은진이, 세은이, 

경진이, 설희, 에게 고마운 마음 전합니다. 지금은 한국에 없지만, 

내가 석사과정을 밟을 수 있게 도와준 경식오빠, 예비 아기엄마가 된 

미홍언니 옆에 있어준 것만으로도 고마워요. 두 분을 위해서 항상 기

도할께요. 내 18년지기 친구 동배야, 내가 널 더 도와준 거 같다만, 

그래도 고맙단 말을 해야겠지? 네가 무슨 일을 하든지 꼭 성공하길 

바래. 지금 서울에서 열심히 에니메이션을 만드는 친구 철호야, 네가 

만든 에니메이션을 볼 날이 얼른 왔음 좋겠다. 그리고 더운 여름에 

팥빙수 들고 뛰어왔던 재길아, 너무 고마웠어. 내년에도 또 뛰어 주

길 바래.

  마지막으로 세상에 하나뿐인 우리 가족. 우리 3남매 모두 대학까지 

보내기 위해 고생 많이 하신 아버지, 어머니. 이 감사의 글을 쓰면서 

자꾸 눈물이 나는 건 아마 부모님의 기대를 저버리지 않기 위해 노력

했던 순간들이 떠올라서 인거 같습니다. 언제나 감사한 마음은 있지

만 단 한 번도 표현 못했던 못난 딸이 이제는 당당하게 말씀드릴께

요. 엄마, 아빠 사랑합니다!!! 오빠, 란주도 하늘만큼 땅만큼 사랑

해~ 그리고 내가 이 세상에서 제일 사랑하는 할머니 오래오래 건강

하게 사셔야 해요

2006년 12월 눈오는 날에 기나긴 여정을 마치며...

오교녀 올림.
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