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서 론.Ⅰ

알츠하이머병 은 노

인성 치매를 야기하는 대표적인 퇴행성 신경질

환으로 노인반점 과 신경섬유덩어

리 가 병리학적 특징으로

나타난다 노인반점의 주요 구성 물질인 독성의

아밀로이드 베타 단백질 β

은 아밀로이드 전구 단백질β

로부터 생성된다 의 대사에는

그리고 라는α β γ

단백질 분해효소가 관여하는데 그 중 β

와 가 작용하여 를 차례로 자를γ

경우 가 생성된다 따라서 이 두 가지 효소의β

활성저해는 생성을 억제하기 위한 중요한 요β

소가 될 수 있다 한편 β β

와 γ

의 발현 또는 활성을 억제하면 독성 물

질인 의 생성이 감소한다는 사실이 보고되었β

고 를 시킨 생쥐의 경우β

에는 정상적인 발생 과정을 걸쳐 성체로 성장할

수 있을 뿐 아니라 정상 쥐와 비교 시 표현형의

차이가 없는 것으로 보고되고 있어 β

의 발현 및 활성 조절이 생성을 억제하기 위β

한 약물 개발에 좋은 표적으로 부각되고 있다

은聰明湯 東醫寶鑑  에 治多忘 久服能日誦

이라 기술되어 있고 및 등의 병千言 健忘 痴呆

증에 활용되고 있다 최근 김 등의 연구에서 聰

이건망유도백서의학습과기억에유의한효과明湯

가있음이보고된 이래 및 여러 가지聰明湯 聰

이 치매의 치료와 예방에 응용될 수明湯加味方

있다는 가능성을 제시한 연구 가 진행되었다

특히 과 은 항콜린작용과巴戟天 山査肉

발현 억제효과를 보여 두 약물이 치매의 예

방과 치료에 활용될 수 있음을 실험적으로 확인

하였고 이후 과 혹은 를聰明湯 巴戟天 山査肉 加

한 에 대한 추가적味 巴戟天聰明湯 山査聰明湯

연구에서 모두 기억력 감퇴 억제 효과 항염증효

과 뇌세포 보호효과 행동개선효과를 확인한 바

있다 이에 본 연구는 종래의 에聰明湯 巴戟

을 한 의 한약제제天 山査肉 加味 聰明湯加味方

개발을 위한 기초실험 연구로 약물의 다양한 조

합 비율 중 유전자 발현 의 생산 그리β

고 의 유전자 발현과 효소활성 억제 작용

에 가장 우수한 조합과 조성비를 찾고자 하였다

실험 재료 및 방법.Ⅱ

본 실험에 사용된 시약은

α

β

그리

고

이며 기타 시약은 특급내지 일급 시약

을 사용하였다

기기는

등을 사용하였다
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본 실험에 사용한 약재는 다음과 같고 주경

방신약으로부터 공급받아 사용하였다

본 실험에서 사용된 은

에 을 감염시

켜 만들어진 세포주이며 형태 표현형 및 기능

적 특성이 과 같다 동결된

세포를 해동하여 배지에서 일α

동안 배양하고 배지로 교체 후α

일 동안 배양하였다 이하의 는 세

포의 활성화에 영향을 주지 않으므로 모든 실험

에서는 배지에서 안정화시킨α

세포를 모델로 사용하였다

미리 선별되고 적절한 크기로 다듬어진 건조

건조 건조 건조 및石菖蒲 遠志 白茯神 山査肉

건조 을 가지 조합비율로 제조하였다巴戟天

혼합물에 의 순수를 가하고 에서

시간 열수추출을 행한 다음 영하 에서 시

간 급속 동결하고 시간 이상 진공 건조한 다

음 분쇄하여 각각의 조합聰明湯 을

추출하였다

세포주에서 분리

실험에서 사용된 세포주를 약

의 농도가 되도록 배양한 다음 상기 세

포배양액 당 추출물을 각각

씩 가하고 시간 후 와

를 가μ β

하였다 시간 후 배양액으로 세척한 후

새로운 배양액으로 시간 동안 조직 배양

기에서 배양하였다 배양 종료 후 배양 상층액을

제거한 후 를 넣고 용해될 때까

지 분쇄하였다 이 혼합 부유액에

를 첨가한 후 초간 다시 혼합하
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였다 이를 얼음에 분간 방치한 후

에서 원심분리한 후 약 의 상층액을

회수하여 와 동량 혼합 후 천

천히 흔들고 얼음에서 분간 방치하였다 이를

다시 에서 원심분리한 후

로 수세하고 분간 에서 건조하여

를 추출하였다 추출한 는

를 처리한 의 증류수

에 녹여 에서 불활성화시킨

후 합성에 사용하였다

역전사중합효소 연쇄반응

역전사 반응은 준비된

을

를 에서 분간 반응한 후

에서 분 동안 변성시켰고 이에

로서

를 가한

후 의 를 가한 다음

처리된 증류수로서 최종 부피가 가

되도록 하였다 이 의 반응 혼합액을 잘 섞

은 뒤 에서 초간 원심 침강하여

에서 분 동안 반응시켜

를 합성한 다음 에서 분 동안 방치

하여 를 불활성화 시킨 후 합성이 완

료된 를

에 사용하였다

를 이용하여 수

행하였다 유전자 발현은

를 사용하였고

로

를 사용하였으

며 의 최종농도가 이 되게 반응시켰

다 의

값은 등 의 공식에 의

하여 다음과 같이 계산하여 측정하였다

사용된 는 아래와 같다

β

β

β

β

배양이 종료된 후 전체 배양액을 에

서 분간 원심 분리하여 상층액을 회수하여 β

생성량을 로 에서 흡광도를 측정하

였다

추출물의 활성 억제 효능 측

정 실험은 사람 억제제 스크리닝법을 이용

하였다 사람 재조합 는 영하 에서 보관

하였으며 측정 시 최종농도 를 사용하였다μ

조합추출물은 실험직전 의 에聰明湯

녹여 완충용액으로 농도별로 희석하여 사용 하였

으며 형광물질로 의μ
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그리

고 를 사용

하였다 반응과정은 아래와 같다

각각의 에 최종 양을 로 하여 실

온에서 에서 분간 방치한 후 형광 분광 분

석기로 측정하였다 동일한 실험을 회 이상 반복

하였다 형광 분광분석기로

에서 흡광도를

측정하였다 활성 억제 정도는

의

의

의 방법으로 계산하였

다

다양한 실험으로부터 얻은 결과는

로 기록하였고

분석방법을 이용하여 통계적 유의성을 검증하였

다

결 과.Ⅲ

와 는 세포주에 와 으로 자극β

한 실험대조군 에 대

한 추출물 을 처리한 실험군

의 상대 억제율 을 나타낸 것이다 비율을 각각

달리한 조합 추출물聰明湯 을 세

포주에 가하고 와 로 자극하여β

유전자 발현을 분석한 결과 대조군 에 비

해 생성 억제제인

를 처리한 양성대조군

조합 추출聰明湯

물을 가한 실험군에서 유의성 있는 발

현 억제 효과를 나타내었다 또한

유전자 발현을 분석한 결과 대조군

에 비해 양성대조군 과 모든 실험군

에서 유의성 있는 발현 억제 효과를

나타냈다

β

는 세포주에 와 으로 자극한β

실험대조군 에 대한 추출물

을 처리한 실험군의 생산 억제율β

을 나타낸 것이다 비율을 각각 달리한 聰明

조합 추출물湯 을 세포주에 가

하고 와 로 자극하여 생산 억제율β β

을 분석한 결과 대조군 보다 양성대조군

과 조합 추출물을 가한聰明湯

실험군에서 유의한 생산억제 효과를 나타냈β

다
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β
μ

β

β

β
μ

β β

사람 재조합 에 조聰明湯

합 추출물을 농도별 로 처리하

여 반응 시킨 후 형광분광광도계를 사용하여 평

균형광광도 를 대조군

에 비교하여 효소활성억제 정도

를 측정하였다 그 결

과 대조군에 비하여 농도의

조합 추출물을 가한 실험군을 제외한 모聰明湯

든 실험군에서 유의성 있는 효소활성 억

제 효과를 나타냈다
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고 찰.Ⅳ

는 세 이전에 증상이 나타나는 경우가

드물지만 세 이후로는 나이가 듦에 따라 발생

빈도가 점진적으로 증가하기 때문에 노인 인구

가 증가하고 있는 나라에서는 중대한 의료 사회

및 경제적 문제를 야기하고 있다 와 관련

되어 나타나는 주요 병리학적 소견으로는 신경섬

유 덩어리 와 신경반

이 있다 신경반은 로 알려진 큰

막단백질의 가수분해에 의해 생긴 β

로 구성되어 있다 축적된 는 주변β

의 세포들에 염증반응을 일으킴으로써 신경세포

가 손상되고 점점 뇌의 정상적인 기능을 유지하

는 신경회로망을 훼손하게 된다

가 와 에 의해 분해β γ

되어 로 생성되는 과정에서 는 를β

분해하여 를 만드는 속도

결정단계 효소로 작용한다

β
γ

β
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의 기질은 오직 하나임에 비해 γ

는 를 비롯한 여러 막통과 단백질

의 에 관여한다 따라서

을 억제하기 위해 억제제를 이용하γ

게 되면 다른 정상적인 기능에도 영향을 주므로

를 의 생성을 억제하는 타겟 효소로 삼β

고 있으며 최근 연구에서 가 를 생성β

하는 첫 번째 단계로 치료제의 표적으로 대두되

고 있다

은聰明湯 東醫寶鑑  에 治多忘 久服能日誦

이라 기술되어 있고 및 등의 병千言 健忘 痴呆

증에 활용되고 있다 최근 한의학계에서 聰明湯

이 치매에 효과적인 치료제로 활용 될 수 있다

는 연구 및 에 등을聰明湯 巴戟天 山査肉 加

한 방제가 치매의 치료와 예방에 응용될 수 있味

다는 가능성을 제시한 연구 가 진행되었다

이에 본 실험에서는 종래의 에聰明湯 巴戟天

을 가미한 의 한약제제 개발山査肉 聰明湯加味方

을 위한 기초실험 연구로 약물의 다양한 조합비

율 중 유전자 발현 의 생산β

유전자 발현과 효소활성 억제 작용에 가장 우수

한 조합과 조성비를 찾고자 가지의 聰明湯

조합 추출물을 시료로 하여 세포주에서

와 유전자 발현 억

제 효과를 살피고 배양상층액에서 의 생성량β

억제 효과를 분석하고 효소활성 억제 효

과를 측정하였다

을 세포주에 처리한 후

와 유전자 발현을 살펴본 결과

대조군에 비하여

조합 추출물을 첨가聰明湯

한 실험군에서 유의한 유전자 발현

억제 효과를 나타냈다 특히 聰明湯

조합 추출물을 첨가한 실험군에서 가장 큰 억제

효과를 보였다 또한 모든 실험군에서

유전자 발현이 대조군에 비하여

유의하게 억제되었고 특히 조聰明湯

합 추출물을 처리한 실험군에서 가장 큰 억제

효과를 나타냈다 이러한 결과로 聰明湯

조합 중 가 가장 크게 와

유전자 발현을 억제시킨다는 것을 알 수

있었다

배양 상층액에서 의 생성량 억제 효과를β

분석한 결과 조합 추출물을聰明湯

가한 실험군에서 유의한 생β

산 억제 효과를 나타냈다

효소활성 억제 효과를 살펴본 결과

농도의 조합 추출물을聰明湯

가한 실험군을 제외한 모든 실험군에서 유의한

효소활성 억제 효과를 나타내었으며 그

중 조합 추출물을 가한 실험군에聰明湯

서 가장 두드러진 억제 효과를 보였다

이상의 실험 결과 와

유전자 발현 의 생성량 그리고β

효소활성에 가장 유의한 억제효능을 지닌

조합은聰明湯 임을 알 수 있었다

이러한 결과로 미루어 조합聰明湯

이 의 과다 생성과 효소활성을 억제하β

는 효과가 있었다

결 론.Ⅴ

세포주에 다양한 조합의 인聰明湯加味方

의 추출물을 가하고 와 처리β

하여 의 유전자 발현과 효소활성

의 생산에 대해 실험적으로 관찰한 결과 다음β

과 같은 결론을 얻었다
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조합 추출물은聰明湯

와 유전자 발현을 가장 크게

억제하였다

조합 추출물은 의 생산聰明湯 β

을 유의하게 억제하였다

조합 추출물은 가장 두드러聰明湯

지게 효소활성을 억제하였다

이상의 결과로 에 을 가聰明湯 巴戟天 山査肉

한 조합 추출물 중 이 효소활성

과 의 과다 생성을 억제하는 효과가 있었으β

며 정확한 기전 동물 실험 연구 및 임상적 연

구가 향후 지속적으로 이루어져야 할 것으로 사

료된다
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