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국 문 초 록

신경세포 사이의 시냅스 전도는 신경세포에서 분비되는 신경전달

물질에 의해 일어난다. 이 때, 신경전달물질이 분비되는 과정은 신

경조절물질에 의해 촉진되거나 억제될 수 있다. 생리학적으로는

체내에서 분비되는 신경조절물질에 의해 시냅스 전도가 조절되지

만, 그와 유사한 작용의 약물을 합성하거나 자연에서 추출, 정제하

여 신경세포의 활성을 조절하는 데 사용되고 있다. 그 중, 식물에

서 유래한 물질은 신경세포의 막수용체, 운반체 또는 이온 채널을

조절할 수 있으며, 이러한 특성에 관한 연구는 의과학 연구에 중

요하다. 이에 본 연구에서는 식물에서 유래한 물질인 시린가레지

놀(Syringaresinol, SYR)이 마우스 해마의 CA1 신경세포의 시냅스

전도에 미치는 영향을 확인하였다. 전기생리학 실험을 통해, 마우

스의 해마 Schaffer collateral 경로를 자극하였을 때 측정되는 세

포 외 흥분성 시냅스 전위(fEPSP)가 SYR에 의해 감소함을 확인

하였으며, 억제성 시냅스에는 영향을 미치지 않음을 관찰할 수 있

었다. SYR을 마우스 해마 CA1 슬라이스에 처리하였을 때, 쌍-펄

스 비율(paired pulse ratio, PPR)이 증가하였다. 그러나 HEK293T

세포에 AMPA 수용체 발현을 유도하여 SYR을 처리하기 전, 후의

전류를 비교하였을 때 아무 변화가 관찰되지 않았다. 이를 통해

SYR이 시냅스 전 조절을 통해 흥분성 시냅스 전위를 감소시켰음

을 확인하였다. 한편, N-ethylmaleimide (NEM)으로 전처리하면

SYR의 효과가 사라지는 것을 관찰하였다. 또한 SYR이 해마 CA1

신경세포의 칼슘이온 전류를 감소시키며 안정막 전위를 과분극시

키는 것을 확인하였다. SYR의 이러한 흥분성 시냅스 전도 억제

작용은 해마 슬라이스에서 피크로톡신으로 유도된 간질 활성을 억

제할 수 있었다. 이에 본 연구는 SYR이 시냅스 전 뉴런 말단에
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작용하여 흥분성 시냅스 전도를 억제하는 새로운 신경조절물질임

을 제시한다.

* 본 내용은 Y.S. Cho et al., 2018, Neuropharmacology 학술지에 출판

된 내용임

-----------------------------------------------------

주요어 : 시린가레지놀, 흥분성 시냅스, 시냅스전 억제,

준비된 즉각 분비 시냅스 소낭, 간질억제 활성

학 번 : 2016-22009



- 3 -

목 차

국문 초록 ······································································ 1

목차 ················································································ 3

도표 및 그림 목록 ······················································ 4

약어 ·················································································· 6

I. 서론 ·········································································· 7

II. 재료 및 방법 ··························································· 9

III. 결과 ··········································································· 16

IV. 고찰 ········································································· 52

V. 참고문헌 ·································································· 56

Abstract in English ···················································· 66



- 4 -

도표 및 그림 목록

1. 표

표 1. 인공 뇌척수액 용액 조성

표 2. Dissection buffer 조성

2. 그림

Figure 1. SYR에 의한 흥분성 시냅스 전도 억제

Figure 2. SYR 처리 시 일정한 억제성 시냅스 전도

Figure 3. SYR 처리 시 일정한 시냅스 장기 강화

Figure 4. NMDAR, mAchR, mGluR1/5에 비의존적인 SYR의 작용

Figure 5. SYR에 의한 ERK pathway 활성화 여부 확인

Figure 6. SYR 처리 시 변하지 않은 AMPA 수용체를 통한 전류

Figure 7. AMPA 수용체의 탈감작과 관계없는 SYR의 작용

Figure 8. SC-CA1 시냅스에서 SYR에 의한 paired-pulse ratio 변화

Figure 9. 쌍-펄스 간격에 따른, SYR의 효과

Figure 10. SYR에 의한 RRP size 감소

Figure 11. SYR 처리 시 일정한 mEPSCs

Figure 12. NEM, LY341495, CGP55845 처리 시 SYR의 작용 여부 확

인

Figure 13. SYR에 의한 칼슘이온 전도 감소

Figure 14. SYR에 의한 막전위의 과분극

Figure 15. SYR에 의한 picrotoxin 유도 간질성 전기적 활성의 감소

Figure 16. 막전위의 과분극과 관계없는 picrotoxin 유도 간질성 전기적



- 5 -

활성

Figure 17. SYR에 의해 영향받지 않은 Locomotor activity와 간질 동물

모델

Figure 18. SYR에 의해 영향받지 않은 공포 조건화 기억



- 6 -
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GABA, gamma-Aminobutyric acid

GIRK, G protein-activated inwardly rectifying K+ channel
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I. 서론

중추신경계에서 흥분성 시냅스 전도는 신경세포 사이의 정보 전달에 매

우 중요하다. 포유류에서 흥분성 시냅스 전도의 대부분은 시냅스 후 신

경세포의 AMPA 수용체와 NMDA 수용체가 시냅스 전 신경세포 말단에

서 분비되는 글루타메이트에 의해 열리면서 일어난다. 이러한 과정을 통

해 일어나는 흥분성 시냅스 전도는 일정하지 않고 신경조절물질에 의해

변할 수 있으며, 활성 의존적인 시냅스 가소성에 영향을 받을 수 있다.

특히 해마의 CA3-CA1 시냅스는 흥분성 시냅스 전도의 조절에 대해 많

이 연구되었으며, 흥분성 시냅스 전도는 신경전달물질 분비의 변화, 시냅

스 수용체의 기능 변화, 그리고 교세포에서 분비되는 신경아교전달물질

에 의해 조절됨이 보고되었다. 시냅스 전 신경세포에 존재하는 GABA

수용체, 아데노신 A1 수용체는 글루타메이트의 방출을 억제한다. 시냅스

후 반응 또한 시냅스 가소성의 형태로 조절될 수 있는데 장기 강화와 장

기 저하가 이에 해당된다. 또한 신경아교세포는 글루타메이트, D-세린,

ATP, 아데노신, GABA를 포함하는 신경아교전달물질을 통하여 시냅스

전, 시냅스 후 신경세포에 모두 작용한다. 이러한 신경세포 사이의 정보

전달 조절은 뇌에서 일어나고 있는 정보 처리에 매우 중요한 역할을 하

며, 조절 작용이 정상적이지 않을 때는 뇌기능장애가 유발하기도 한다.

신경 전달 경로를 조절하는 약물은 시냅스의 기능이 정상적이지 않아

발생하는 신경·정신과 질환을 치료하는 데에 사용되고 있다. 중추신경계

에 작용하는 약물은 수용체, 이온 채널, 운반체 등에 작용하여 신경계의

활성을 조절할 수 있으며, 치료를 목적으로 처방되고 있다. 그 중 상당수

의 약물은 식물에서 유래한 것들이며, 그 예로 아트로핀, 모르핀 등이 있

다(Gomes et al., 2009; Gurib-Fakim., 2006; Roth et al., 2004; Wiart.,

2006). 또한 피크로톡신(GABA 수용체 억제제), 스트리키닌(글리신 수용

체 억제제), 캡사이신(vanilloid 수용체 작용제) 등도 식물에서 추출한 성

분이며, 의과학, 신경과학 분야 연구에 널리 사용되고 있는 약물이다. 이
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런 약물들을 발견하는 것은 치료뿐 아니라 뇌에서 일어나는 현상들을 연

구하는 데 유용하게 사용될 수 있다.

(+)-Syringaresinol (SYR;

4,4'-(1S,3aR,4S,6aR)-tetrahydro-1H,3H-furo[3,4-c]furan-1,4-diylbis(2,6-

dimethoxyphenol))은 인삼열매, 매화나무, 목련속 식물에서 발견되는 리

그난으로, 그 생리활성에 관하여 명확하게 알려지지 않았다. 지금까지 연

구된 바에 의하면, SYR은 박테리아 세포와 포유류 세포에 모두 활성을

나타낸다. SYR은 헬리코박토 파일로리균의 운동성을 저해하며, 마우스

에 구강투여 하였을 때 장내미생물 환경을 변화시킨다(Cho et al., 2016;

Miyazawa et al., 2006). SYR을 포유류 상피세포에 처리하였을 때 산화

질소의 생성과 SIRT1 유전자의 발현이 촉진되었다(Cho et al., 2013;

Chung et al., 2012; Park et al., 2015). 또한 마우스 세포에 SYR을 처리

하였을 때, NF-κB의 활성을 저해하여 염증반응을 감소시키는 것이 확인

되었다(Bajpai eal., 2018). 한편, SYR이 신경아세포종 세포의 신경돌기

생성을 촉진하는 것이 관찰되었는데, PC12h와 Neuro2a 세포에 SYR을

처리하였을 때 신경돌기의 숫자와 길이가 증가 되었다(Chiba et al.,

2002). 그러나 현재까지 SYR이 신경세포와 시냅스 작용에 어떠한 영향

을 미치는지에 대한 연구는 수행되지 못했다.

이에 본 연구에서는 전기생리학적 실험방법을 사용하여, 해마의 신경

회로에 SYR이 어떠한 작용을 하는지 알아보고자 하였다. 그 결과 SYR

이 세포 밖에서 측정되는 흥분성 시냅스 후 전위를 감소시키나 억제성

시냅스 전도에는 아무 영향을 주지 않는 것을 관찰하였다. 이는 SYR이

시냅스 전 신경세포 말단의 준비되어있는 시냅스 소낭의 개수를 줄임으

로써 나타나는 현상임을 알 수 있었다. SYR의 이러한 작용은 피크로톡

신으로 유도된 간질파 활성을 감소시켰다. 이와 같은 결과를 통해 SYR

이 시냅스 전 뉴런 말단에 작용하여 흥분성 시냅스 전도를 억제하는 새

로운 신경조절물질이 될 수 있음을 확인하였다.
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II. 재료 및 방법

1. 동물

4주에서 6주 사이의 암·수 C57BL/6 마우스를 사용하였다. 12시간 간격

으로 교대되는 환경에서 동물을 사육하였으며, 주간은 오전 7시에 시작

되었다. SPF (specific pathogen free) 환경에서 하나의 케이지에 3-5마

리의 마우스를 사육하였다. 먹이와 물은 제한 없이 공급하였다. 동물실험

은 서울대학교 Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC)

의 승인을 받아 진행되었다.

2. 슬라이스 절편 제작

혼합가스(산소 95%, 이산화탄소 5%)를 통해 pH를 7.4로 유지한 절삭용

액(dissection buffer)에서 마우스의 뇌를 최대한 빠르게 분리한다. 분리

해낸 뇌를 vibratome (Leica, Germany)을 사용하여 400 μm 두께로 자른

뒤, 각각의 슬라이스에서 CA3 부분을 제거하였다. 슬라이스는 바로 인공

뇌척수액 용액(artificial cerebrospinal fluid, aCSF)에서 36°C로 약 한 시

간 회복시켰다. 인공 뇌척수액 또한 95%의 산소, 5% 이산화탄소로 구성

된 혼합가스로 pH를 7.4로 조절하였다. 회복과정을 끝낸 후, 전기생리학

실험을 진행하는 동안 상온에서 유지하였다.
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Conc(mM)
NaCl 125

NaHCO3 25
KCl 2.5

NaH2PO4 1.25

CaCl2 2.5
MgCl2 1.3

Glucose 10

표 1. 인공 뇌척수액 용액 조성

Conc(mM)

Sucrose 230
NaHCO3 25

KCl 2.5

NaH2PO4 1.25
CaCl2 0.5

MgSO4.7H2O 3
Glucose 10

Na-VitC 1.3

표 2. Dissection buffer 조성

3. 세포 배양과 AMPA 수용체 발현

인간배아신장(HEK293T) 세포주를 10% FBS (Fetal bovine serum,

FBS), 1% penicillin-streptomycin이 포함된 DMEM (Dulbecco's

modified Eagle's medium) 배양액으로 37°C, 5% CO2가 유지되는 배양

기에서 배양하였다. 세포는 12-well plate에서 배양되었다. AMPA 수용

체를 발현시키기 위해 GluA1과 GluA2를 함께 발현시키거나, GluA2와

GluA3를 함께 발현시켰으며, 전기생리학 실험 시 수용체 발현 세포를

확인하기 위해 EGFP를 함께 발현시켰다. 주입(transfection) 비율은

EGFP:GluA1 또는 A3:GluA2을 2:3:3 (total 2 μg/well)으로 하였다. 전기

생리학실험은 DNA 주입 후 48–72 시간 뒤에 시행하였다.
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4. 전기생리학

슬라이스를 챔버안에서 보관하면서 시행하는 전기생리학 방법은 기존에

보고된 방법을 따랐다(Song et al., 2017). 회복과정을 끝낸 슬라이스는

95%의 산소, 5% 이산화탄소가 주입되는 상태로 상온에서 유지하였다.

슬라이스를 올려 두는 측정용 챔버는 온도유지장치(SH-27B, Warner

Instruments, CT, USA)를 통해 29-30℃로 유지하였다. 측정되는 신호는

MultiClamp 700B amplifier (Molecular Devices, CA, USA)로 증폭하였

고, 전류는 Digidata 1440A interface (Molecular Devices)를 사용하여

2.8 kHz로 거르고 10 kHz로 기록하였다. 전류, 전압은 pClamp10.2

(Molecular Devices) software로 측정하였으며 측정값은 Igor Pro

(WaveMetrics, OR, USA)로 분석하였다.

해마의 Schaffer collateral (SC)-CA1 시냅스에서 세포 외 흥분성 시냅

스 후 전위(field excitatory postsynaptic potential, fEPSP)는 0.05 Hz 의

시냅스 자극을 통해 기록된다. aCSF로 채워진 유리전극(0.3-0.5 MΩ)을

해마의 stratum radiatum (SR)에 두어 자극하고, aCSF를 채운 다른 유

리전극(3-4 MΩ)을 사용하여 기록하였다. 자극 강도는 실험으로 얻을 수

있는 최대 시냅스 반응의 1/3 정도의 반응을 얻을 수 있는 강도로 조정

하였다. 시냅스 반응이 불안정한 경우에 측정을 중단하였다.

시냅스 장기 강화(long term potentiation, LTP)를 유도하기 위해서 고

빈도 자극(high frequency stimulations, HFS)를 주었다. 100 Hz로 2번

의 자극을 준 후, 이어서 바로 fEPSP를 앞의 방법과 동일하게 측정하였

다.

유발 흥분성 시냅스 후 전류(evoked excitatory postsynaptic currents,

eEPSCs) 측정은 whole cell 전압고정법으로 측정하였으며, 전류기록에

사용된 유리전극의 저항은 3-4 MΩ 이다. 이때 세포 내 용액은 (in mM)

100 CsMeSO4, 10 TEA-Cl, 20 CsCl, 8 NaCl, 10 HEPES, 0.5

QX-314-Cl, 4 Mg-ATP, 0.3 Na-GTP, 10 EGTA로 구성되었으며, pH와

삼투압은 각각 7.25와 290 mOsm/kg로 조정하였다. aCSF로 채워진 유리

전극(0.3-0.5 MΩ)을 사용하여 0.05 Hz로 해마의 stratum radiatum (SR)
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을 자극하여 측정하였다. GABA A 수용체 억제제인 picrotoxin (50 μM)

이 있는 상태에서 측정되었으며, 자극 강도는 -70 mV에서 EPSC 정점

의 진폭이 100-250 pA 되도록 하였다.

유발 억제성 시냅스 후 전류(evoked inhibitory postsynaptic currents,

eIPSCs)는 -70 mV에서 eEPSCs와 동일한 세포 내 용액을 사용하여

NBQX (10 μM)와 AP5 (50 μM, NMDA 수용체 저해제)가 있는 상태에

서 측정하였다. eIPSCs 측정 시 100 ms 간격으로 쌍-펄스 자극을 주었

다. 자극 강도는 -70 mV에서 IPSC 정점의 진폭이 100-250 pA가 되도

록 하였다. eEPSC나 eIPSC가 기록되는 동안 series resistance와 seal

resistance는 짧게 과분극시키는 펄스(-5 mV, 50 ms)를 주어 지속적으

로 관찰하였다. 기록된 값 중 저항이 20% 이상 변한 값은 배제하였다.

미니어쳐 EPSCs (miniature EPSCs, mEPSCs)는 -70 mV에서 측정되

었으며, 세포 내 용액 조성은(in mM) 110 K-gluconate, 20 KCl, 8

NaCl, 10 HEPES, 0.5 QX-314-Cl, 4 Mg-ATP, 0.3 Na-GTP, 0.5

EGTA로 하였고, pH 7.25, 삼투압 290 mOsm/kg으로 맞추었다. 자발적

활동전위와 IPSCs 는 TTX (1 μM)과 피크로톡신(50 μM)으로 막고 측

정하였다. 미니어쳐 IPSC (mIPSC)는 TTX (1 μM), NBQX (10 μM),

AP5 (50 μM)가 있는 상태로, 위 세포 내 용액 조성에서 K-gluconate를

같은 농도의 KCl로 대체하여 -70 mV 에서 기록하였다.

세포막전위 측정은 mEPSC 측정 시 사용했던 세포 내 용액 조성을 사

용하였고 whole-cell 전류고정법을 사용하였다. 측정 시 안정적인 막전위

를 나타내지 않는 세포는 제거하였다.

칼슘채널 전류 측정 시 사용된 세포 내 용액 조성은 (in mM) 100

Cs-gluconate, 10 CsCl, 10 TEA-Cl, 8 NaCl, 10 HEPES, 4 Mg-ATP,

0.5 Na-GTP, 10 EGTA이며, pH 7.25, 삼투압 290 mOsm/kg으로 맞추었

다. 칼슘이온 전류 측정 시 aCSF에서 염화칼슘을 같은 농도의 염화바륨

으로 대체하였고, TTX, NBQX, AP5, 피크로톡신이 있는 상태에서 기록

하였다.

HEK293T 세포에 AMPA 수용체를 발현시킨 후, 글루타메이트 유도 전
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류 측정은 mEPSC 측정 시 사용했던 세포 내 용액에서 EGTA 10 mM

을 제외한 나머지 조성을 같게 한 세포 내 용액을 사용하였다. -30 mV

에서 측정하였으며, glutamate (10 μM)로 전류를 유도하였다. 세포 외

용액 조성은(in mM) 140 NaCl, 5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 2 CaCl2, 1

MgCl2, 10 D-glucose, 10 HEPES로 하였으며, pH는 수산화나트륨을 사

용하여 7.4로 맞추었다. 해마 슬라이스 전기생리학 실험과 마찬가지로 측

정 챔버는 29-30℃로 유지하였다. Cyclothiazide (100 μM, CTZ)은

AMPA 수용체의 탈감작을 막는 데 사용하였다.

5. Western blotting

해마 슬라이스는 전기생리학 실험에서 시행한 슬라이스 제작방법과 동

일한 방법으로 얻었다. 그 후 western blotting 샘플을 만드는 과정은 기

존에 보고된 방법에 따랐다(Song et al., 2017). CA3 부위를 자른 뒤 슬

라이스를 aCSF에서 36°C 유지하여 4시간 동안 회복시킨 후, 약물을 10

분 처리하고 바로 액화질소로 동결시켰다. ERK 활성에 대한 분석은 아

래와 같은 방법으로 시행하였다. 슬라이스를 차갑게 유지한 lysis buffer

안에 넣고 초음파분쇄기로 균질화시킨다. Lysis buffer 조성은 50 mM

HEPES, 100 mM NaCl, 5 mM EGTA, 5 mM EDTA, 1% Triton

X-100, 탈인산화효소 억제제(phosphatase inhibitor cocktail,

GenDEPOT, TX, USA), 단백질 분해효소 억제제(proteinase inhibitor

cocktail, Sigma-Aldrich, MO, USA)이며 pH는 7.3으로 맞추었다. 균질

화된 단백질의 전체 농도는 브래드포드 단백질 정량 분석방법(Bradford

protein assay, Bio-Rad, CA, USA)으로 측정하였다. Polyacrylamide gel

electrophorsis (PAGE) 겔에 10-12 μg의 단백질이 포함되어있는 샘플을

넣어 단백질을 크기별로 분리한 후, 이를 나이트로섬유소 막에 옮겼다.

이 막을 1차 항체(phospho-ERK 또는 ERK; Cell Signaling

Technologies, MA, USA)로 처리한 후, HRP가 결합된 2차 항체

(Jackson ImmunoResearch, USA)로 처리하였다. HRP 신호는 ECL (GE

Healthcare, UK)기질을 사용하여 검출하였고, MetaMorph software
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(Molecular Devices, CA, USA)로 정량하였다.

6. 행동실험

1) Open field test

40cm X 40cm 크기의 4개의 흰 상자 안에 동물을 넣고, 30분 동안 동

물의 움직임을 촬영하였다. 촬영 후, 동물이 움직인 거리는 Video

Tracking system (Ethovision XT, Noldus)로 분석하였다.

2) Fear conditioning test

소리와 전기자극을 주기 전에 동물을 챔버 안에 미리 넣어 적응하도록

한다. 챔버의 크기는 20cm X 20cm이며, 전기가 통하는 격자판과 소리

장치가 설치되어 있다. 동물을 챔버 안에 넣은 후 5분 뒤에 프로토콜에

따라 소리와 전기자극을 준다. 다음날 같은 챔버 안에 동물을 넣고 5분

동안 촬영한 후, 수동으로 freezing time을 측정한다.

3) Pentylenetetrazole (Sigma-Aldrich, MO, USA) 투여 및 간질

단계분석

Pentylenetetrazole (PTZ)를 마우스에 50 mg/kg의 농도로 Phosphate–

buffered saline에 희석하여 복강내로 주입하였다. 간질 단계 분석은

Racine scale (Racine et al,. 1972)과 기존 논문에 사용된 방법(Y.S Bae

et al,. 2013)을 참고하였다.

7. 약물

추출 및 정제한 (+)-Syringaresinol은 Chemfaces (Wuhan, China)에서

구입하였으며, 합성한 (+)-Syringaresinol은 Hanchem (Deajeon, Korea)

에서 구입하였다. NBQX, 피크로톡신, TTX, AP5, DHPG, cyclothiazide,

LY341495, CGP55845는 Tocris Cookson (Bristol, UK)에서 구매하였다.

그 외 다른 시약과 화학물질은 Sigma-Aldrich (MO, USA)에서 구매하
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였다.

8. 자료처리 및 분석

모든 실험 결과는 Igor Pro (WaveMetrics, OR, USA) 와 SPSS (IBM,

NY, USA)로 분석하였고, 평균(mean) ± 표준오차(standard error of

mean, SEM)로 표기하였다. 통계학적 유의성은 Student’s t-test 또는

Paired t-test를 사용하여 판단하였다. 비교 그룹이 여러 개인 경우 일원

분산분석(one-way ANOVA)을 통하여 통계학적 유의성을 판단하였다.

사후검정은 Tukey's HSD test 또는 Bonferroni test를 사용하였다. 통계

학적 유의성은 p-값이 0.05 미만인 경우 유의성이 있다고 판단하였다.
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III. 결과

1. SYR이 흥분성 및 억제성 시냅스에 미치는 영향

1) 시린가레지놀에 의한 흥분성 시냅스 전도의 감소

시린가레지놀(syringaresinol, SYR)이 시냅스 전도에 어떠한 영향을

미치는지 알아보기 위해, 4-6주령의 마우스 해마의 SC-CA1 시냅스에서

세포 외 흥분성 시냅스 후 전위(fEPSPs)를 측정하였다. 안정적인 초기

반응을 확인한 후, SYR의 농도를 달리하여 처리하였다. 그 결과 낮은

농도의 SYR (1-5 μM)은 fEPSP에 영향을 주지 않았으나, 높은 농도의

SYR (> 10 μM)은 빠르게 시냅스 후 전위를 감소시켰다(Fig. 1A). SYR

의 농도가 높아짐에 따라 fEPSP의 기울기와 진폭의 감소하는 정도가 더

커졌으며(IC50 = 90 μM), 500 μM의 SYR을 처리하였을 때 감소 효과가

최대(75.9 ± 1.6 %)로 나타났다(Fig. 1B). 이 때, 시냅스 전 fiber volley

가 영향받지 않았고(Fig. 1C,D) 이는 자극되는 축삭의 수에 변화가 없음

을 의미한다. SYR에 의해 감소한 fEPSP는 AMPA 수용체 저해제인

NBQX (10 μM)에 의해 완전히 억제되었다(Fig. 1C,D). 이를 통해 SYR

이 SC-C1 시냅스의 흥분성 시냅스 전도를 저해함을 확인하였다.
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Fig 1. SYR에 의한 흥분성 시냅스 전도 억제

(A) SC-CA1 시냅스에서 SYR이 농도 변화에 의존적으로 fEPSP가 감소

하였다. fEPSP를 안정적으로 15분 기록 후, SYR을 농도별로 달리하여

10분 처리하였다. (B) SYR 농도별로 처리한 후, 마지막 2분의 평균을

계산하여 기준값 대비하여 줄어든 정도를 표시하였다. (C) SYR 500 μM

에 의하여 줄어든 시냅스 전도는 NBQX에 의해 완전히 없어졌다. 이에

대한 대표 trace는 (D)에 나타내었다.(FV, Fiber volley) (E) 약물이 처리

되는 마지막 2분 동안 fEPSP slope의 값이다. n=3 slices; ***p < 0.001;

n.s., not significant (p > 0.05); F(2, 6) = 2.93; one-way ANOVA with

a Bonferroni post hoc test; ##p < 0.01; t = 4.64; Student's t-test.
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2) 억제성 시냅스 전도에 대한 SYR의 영향

SYR이 CA1 신경세포의 흥분성 시냅스 전도를 저해하는 것을 확인

후, 억제성 시냅스 전도에는 어떤 영향을 미치는지 알아보기 위한 실험

을 진행하였다. AMPA 수용체 저해제(NBQX 10 μM)와 NMDA 수용체

저해제(AP5 50 μM)가 있는 상태에서 억제성 시냅스 후 전류(IPSCs)에

미치는 SYR의 영향을 알아보았다(Fig. 2A). 간격이 100 ms 간격인 쌍-

펄스로 시냅스를 자극했을 때, SYR은 eIPSCs에 영향을 주지 않았다

(Fig. 2A-E). SYR을 처리하기 전과 후를 비교하였을 때, 첫 번째 (t =

-0.47, p > 0.05), 두 번째(t = -0.33, p > 0.05) eIPSCs 모두 변하지 않

았으며, 쌍-펄스 비율(t = 0.23, p > 0.05) 또한 일정하였다(Fig. 2D,E).

이것으로 SYR은 GABA A 수용체나 시냅스 전 세포에서 분비되는

GABA에 영향을 주지 않는다고 볼 수 있었다. 뿐만 아니라 미니어쳐

IPSCs (mIPSCs) 에도 SYR의 효과가 없음을 확인하였다. mIPSC의 진

폭(t = 1.0, p > 0.05)과 빈도(t = 1.04, p > 0.05) 모두 SYR을 처리하기

전과 후에 차이가 없었다 (Fig. 2F-H). 이로써 SYR이 억제성 시냅스 전

도에 영향을 주지 않음을 알 수 있다.
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Fig 2. SYR 처리 시 일정한 억제성 시냅스 전도

(A) 쌍-펄스 자극으로(100 ms 간격) 유도한 IPSCs의 진폭을 시간에 따

라 나타내었다. 대표 trace는 (B)에 표시하였다. (C) 쌍-펄스 비율이

SYR에 의해 변하지 않았다. (D) 첫 번째와 두 번째 IPSCs 모두 SYR에

의해 변화하지 않았다. (E) 쌍-펄스 비율 또한 SYR에 의해 영향 받지

않았다. n=8 cells. n.s., not significant. (F) CA1 신경세포에서 SYR을

처리하기 전(con)과 후의(SYR) mIPSCs trace이다. mIPSCs의 (G)진폭

과 (H)빈도 모두 SYR에 의해 변하지 않았다. n=9 cells. n.s., not

significant.
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3) SYR이 시냅스 장기 강화에 미치는 영향

앞서 SYR이 흥분성 시냅스 전도를 방해함을 확인하였기 때문에, 시냅

스 장기 강화(LTP, long term potentiation)에도 영향을 줄 수 있다고 생

각해볼 수 있다. 이를 확인하기 위하여 두 번의 100 Hz 자극(HFS, High

frequency stimulation)을 주어 LTP를 유도(Bliss et al,. 1993)하여 SYR

의 효과를 실험하였다. 두 가지 실험을 진행하였는데, 첫 번째는 LTP

유도 후에 SYR (50 μM) 처리하여 fEPSP 가 얼마나 줄어드는지 관찰하

였고, 두 번째는 SYR (50 μM)을 처리하고 씻어낸 뒤 LTP 유도를 하였

다. LTP 유도를 먼저 시행한 후 SYR을 처리하였을 경우, SYR을 처리

하는 동안에는 예상했던 대로 fEPSP 기울기가 감소하였다. 그러나 앞선

실험과 마찬가지로 SYR을 씻어내었을 때, fEPSP 기울기 값은 control과

비슷한 수준으로 회복되었다(Fig. 3A). 이를 통해 SYR을 단기적으로 처

리한 후 씻어내었을 때, fEPSP가 회복되는 것 뿐 아니라 유도된 시냅스

장기 강화에 영향을 미치지 않음을 확인하였다(Con-LTP; 139.36±7.9 %,

SYR-LTP; 131.47±7.5 %). SYR을 먼저 처리하여 시냅스 전도를 감소시

킨 후에 LTP를 유도하였을 때, 대조군과 유사한 정도로 장기 강화가 일

어나는 것을 관찰하였다(Fig. 3D-F, Con-LTP; 147.74±7 %, SYR-LTP;

165.5±10 %). 이것으로 SYR에 일시적으로 노출되었을 때, 기본적인 시

냅스 전도가 회복될 뿐만 아니라 이후 유도되는 시냅스 장기 강화도 정

상임을 알 수 있었다.
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Fig 3. SYR 처리 시 일정한 시냅스 장기 강화

(A) LTP 유도 후, SYR을 처리하였을 때(SYR-LTP, n=6 slices)와 처리

하지 않았을 때(Con-LTP, n=5 slices), fEPSP의 변화이다. (B)는 SYR

을 처리하였을 때 변한 fEPSP의 대표 trace이며, 마지막 5분을 정량하여

(C)에 나타냈다. (D) SYR을 먼저 처리한 후, 씻어내고 LTP를 유도하였

을 때, fEPSP의 변화이다(SYR-LTP, n=5 slices). (E) (D)에 대한 대표

trace이고, 마지막 5분을 정량하여 (F)에 나타냈다.
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4) NMDAR, mAChR, mGluR1/5 수용체에 비의존적인 SYR의 작용

기존의 연구 결과에 의하면 NMDA 수용체, Group I 대사성 글루타메

이트 수용체(mGluRs), 대사성 아세틸콜린 수용체(mAChRs)들의 활성화

는 SC-CA1 시냅스에서 AMPA 수용체를 통한 시냅스 전도의 장기 저

하(long-term depression, LTD)를 유발한다고 보고되어 있다(Fitzjohn et

al., 1999; Lee et al., 1998; McCutchen et al., 2006). 따라서 SYR에 의

한 시냅스 억제가 위의 수용체를 통한 것인지 확인하였다. NMDA 수용

체 저해제 AP5, mAChR 수용체 저해제 atropine, mGluR5 저해제

MPEP, mGluR1 저해제 CPCCOEt가 aCSF에 들어있는 상태에서 안정적

인 fEPSP를 측정한 후 SYR (100 μM)을 처리하였다. 그 결과 SYR에

의해서 fEPSP의 기울기가 줄어들었으나(75.47 ± 1.25 %), 수용체를 막지

않았을 때보다 덜 줄어드는 것을 관찰하였다(Fig. 4A-C). MPEP은

mGluR5를 막는다고 알려져 있으나 시냅스 전 말단에 있는 mGluR4를

활성화시킨다는 보고가 있다(Mathiesen JM et al,. 2003). 시냅스 전 말

단의 mGluR4 활성화는 신경전달물질의 분비를 감소시키며, 이러한 작용

에 의해 SYR의 효과가 적게 측정되었을 가능성이 있다. 그러나

NMDAR, mGluRs, mAChR이 억제된 상태에서도 SYR이 흥분성 시냅스

전도를 억제함을 확인하였다.
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Fig 4. NMDAR, mAchR, mGluR1/5에 비의존적인 SYR의 작용

(A) 기록하는 전 구간 동안 AP5, atropine, MPEP, CPCCOEt가 aCSF에

포함되어 있으며, 이 조건하에서 SYR 100 μM을 처리하였다. Trace는

(B)에 나타내었다. (C) fEPSP의 변화를 기준값에 대비하여 정량한 결과

이다. n=5 slices; *p < 0.05; F(2, 12) = 7.251; one-way ANOVA with a

post hoc Tukey's HSD test.
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5) SYR의 시냅스 전도 억제와 ERK pathway의 관계

SYR에 의한 시냅스 기능 변형이 NMDAR, mAChR, mGluR1/5 활성화

에 공통으로 동반되는 ERK 신호전달경로 활성화를 동반하는지를 확인

하기 위해 ERK 단백질의 인산화를 측정하였다(Song et al., 2017; Volk

et al., 2007). 이를 위해 해마 슬라이스에 SYR을 고농도(100, 300, 500 μ

M)로 처리한 후, 전체 ERK 단백질과 인산화된 ERK 단백질의 양을 비

교하였다(Fig. 5A, B). 그 결과 mAChR 작용제 carbachol (CCH), Group

ⅠmGluRs 작용제 DHPG, NMDA 수용체 작용제 NMDA를 처리하였을

때와는 다르게, SYR이 ERK 활성화에 아무 영향을 주지 않음을 확인하

였다. (F(6, 42) = 1.29, p > 0.05, one-way ANOVA with a Bonferroni

post hoc test; Fig. 5B). 이를 통해 SYR이 시냅스 전도를 저해하는 현

상이 ERK 활성화와는 다른 경로로 일어나는 것을 알 수 있었다.
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Fig 5. SYR에 의한 ERK pathway 활성화 여부 확인

(A) p-ERK (phospho ERK)와 ERK (total ERK)의 Western blots

결과이다. 이를 정량한 값은 (B)에 나타내었다. n=7; n.s., not

significant (p > 0.05); *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; F(6, 42)

= 1.29; one-way ANOVA with a Bonferroni post hoc test
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6) AMPA 수용체에 대한 SYR의 영향

SYR이 NMDA 수용체, 대사성 글루타메이트 수용체, 대사성 아세틸콜

린 수용체에 비의존적인 경로로 흥분성 시냅스 전도를 방해하는 것을 확

인하였다. 다른 가능성은 SYR이 AMPA 수용체에 직접 작용하는 것이

다. 이를 확인하기 위해 HEK293T 세포에 AMPA 수용체를 발현시킨 후

글루타메이트로 전류를 유도하여 SYR의 영향이 있는지 실험해보았다.

해마 CA1 신경세포에는 GluA1/2 나 GluA2/3가 주로 발현되기 때문에

(Wenthold et al., 1996), HEK293T 세포에 GluA1과 GluA2를 함께 발현

시키거나 GluA2와 GluA3을 함께 발현시켰다. AMPA 수용체의 탈감작

(desensitization)을 막기 위하여 cyclothiazide (CTZ, 100 μM)가 있는 상

태에서 실험하였으며, 전류 유도를 위해 글루타메이트(10 μM)을 처리하

였다(Fig. 6A,C). 이때 유도된 전류는 SYR에 의해 영향을 받지 않았으

며 AMPA 수용체 억제제인 NBQX에 의해 완전히 없어졌다(Fig.

6A-D). 이로써 SYR이 AMPA 수용체에 직접 작용하지 않음을 알 수

있었다.
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Fig 6. SYR처리 시 변하지 않은 AMPA 수용체를 통한 전류

(A) CTZ (100 μM)는 글루타메이트 (10 μM)을 처리하기 1분 전에 먼저

흘려주었고, 그 뒤 SYR (60 초)을 처리하였다. 글루타메이트에 의해 유

발된 전류는 NBQX로 차단되었다. (B) GluA1/2를 통한 전류의 평균을

나타내었다. n=4 cells. t = 2.12, p > 0.05 by Student's t-test. (C)

HEK293T 세포에 GluA2/3를 발현시킨 후, 글루타메이트로 유도한 전류

를 나타낸 trace로 CTZ와 glutamate, SYR은 (A)와 동일한 방식으로 처

리되었다. (D) GluA2/3를 통한 전류의 평균을 나타내었다. n=5 cells. t

= 0.61, p > 0.05 by Student's t-test.
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7) AMPA 수용체의 탈감작에 SYR이 미치는 영향

SYR이 AMPA 수용체의 탈감작을 일으킨다면, CTZ가 있는 실험환경

에서는 SYR의 영향을 알 수 없다. SYR이 AMPA 수용체의 탈감작에

작용하는지 확인하기 위해 AP5와 피크로톡신이 있는 상태에서

whole-cell 패치클램프 방법을 사용하였다. SYR이 fEPSP를 감소시킨

것과 같이, -70 mV에서 측정된 흥분성 시냅스 후 전류(excitatory

postsynaptic currents, EPSCs)도 SYR에 의해 감소하였다(Fig. 7A). 그

러나 AMPA 수용체를 통한 EPSCs (AMPAR-EPSCs)의 감쇠(decay)시

간은 SYR에 영향을 받지 않았다 (Fig. 7D). 이로써 SYR이 AMPA 수용

체의 탈감작에 작용하지 않음을 확인하였다.
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Fig 7. AMPA 수용체의 탈감작과 관계없는 SYR의 작용

(A) -70 mV에서 SYR이 EPSCs의 진폭(open circle)을 줄이

는 반면 EPSCs의 감쇠시간(closed circle)에는 영향을 주지

않았다. (B) SYR 처리 전후에 측정된 EPSC(좌)와 최대 진폭

으로 정규화 하여 나타낸 EPSC(우)의 trace이다. (C) SYR은

EPSC의 진폭을 줄이며, (t = 6.62, p < 0.001) EPSC 감쇠시

간에는 효과가 없음(t = 0.56, p > 0.05).에 대한 정량 그래프

이다. n=9 cells, Student's t-test.
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2. SYR의 시냅스 전 억제 효과

1) SYR에 의한 SC-CA1 시냅스의 시냅스 전 기능 변화

SYR이 흥분성 시냅스 전 기능에 영향을 주는지 알아보기 위해 쌍-펄

스(paired-pulse) 자극을 주면서 fEPSP를 측정하였다(Fig. 8A-D). 펄스

사이 간격은 100 ms로 하였다. SYR을 30 μM 과 100 μM 로 처리하였

을 때, 첫 번째와 두 번째 fEPSPs의 기울기가 줄었고, 쌍-펄스 비율

(paired-pusle ratio, PPR)은 증가하는 것이 확인되었다. 또한 SYR을 씻

어내었을 때 점차 처음의 값으로 돌아왔다(Fig. 8A, B). 이 결과를 통해

SYR이 시냅스 전에 작용하여 신경전달물질의 분비를 저해하는 것으로

유추할 수 있었다.

펄스 사이 간격이 100 ms 일 때, SYR으로 인해 PPR이 증가하는 것을

확인한 후, 펄스 자극의 간격을 다양하게 하여 실험해보았다. 먼저, SYR

100 μM 을 1시간 동안 처리하였을 때 fEPSP가 감소한 상태로 일정하게

유지되는 것을 확인하였다(Fig. 9A). 이를 바탕으로 SYR 처리 시간을 1

시간으로 하여 충분히 SYR이 작용할 수 있도록 하였다. SYR을 처리하

기 전과 SYR을 1시간 처리한 후의 쌍-펄스 비율을 비교한 결과 펄스

사이 간격이 200 ms 이하였을 때 SYR에 의해 쌍-펄스 비율이 유의미

하게 증가하였고, 500 ms 이상으로 펄스 사이 간격이 길었을 때는 그

차이가 유의미하지 않았다(Fig. 9B, C). 이를 통해 SYR이 시냅스 전 조

절에 관여함을 명확히 확인할 수 있었다.
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Fig 8. SC-CA1 시냅스에서 SYR에 의한 paired-pulse ratio 변화

(A, B) SYR을 30 μM (A), 100 μM (B) 처리하였을 때 fEPSP와 쌍-펄

스 비율(open circle)의 변화이다. 이를 각각 정량하여 비교하여 보면 30

μM (C), 100 μM (D) 모두 첫 번째, 두 번째 fEPSP를 감소시켰으며, 쌍

-펄스 비율이 증가하였음을 알 수 있다. (C) SYR 30 μM 은 첫 번째

fEPSP slope와 (t = 11.0, p < 0.01) 두 번째 fEPSP slope (t = 10.6, p

< 0.01)를 감소시켰으며 PPRs는 증가시켰다.(t = 2.58, p < 0.05). n=4

slices, Student's t-test. (D) SYR 100 μM은 첫 번째 fEPSP slope와 (t

= 12.1, p < 0.001) 두 번째 fEPSP slope (t = 7.5, p < 0.01)를 감소시켰

으며 PPRs는 증가시켰다.(t = 3.03, p < 0.05). n=5 slices, Student's

t-test.
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Fig 9. 쌍-펄스 간격에 따른, SYR의 효과

(A) SYR을 1시간 동안 처리하기 전과 후의 fEPSP의 변화이다. 대표

trace는 오른쪽에 나타내었다. (B) 1번과 2번 시점에서 펄스 사이 간격을

20 ms, 50 ms, 100 ms, 200 ms, 500 ms, 1000 ms 로 하여 측정한

fEPSP의 대표 trace이다. (C)에서 그 값을 비교하였다. t = 12.5 (20

ms), t = 5.67 (50 ms), t = 5.11 (100 ms), t = 3.63 (200 ms), ***p <

0.001, **p < 0.01, n=14 slices, Student's t-test.
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2) SYR에 의한 readily releasable pool 조절

신경전달물질이 방출되는 것은 readily releasable pool (RRP)의 변화로

인해 조절될 수 있다(Debanne et al., 1996; Zucker and Regehr, 2002).

기존에 보고된 바에 의하면 소낭이 분비되는 확률은 RRP 크기에 의해

조절될 수 있다(Dobrunz, 2002; Dobrunz and Stevens, 1997; Murthy et

al., 2001). 이에 SYR이 RRP 크기에 영향을 주는지 확인하고자 하였다.

기존의 연구에 의하면 SC-CA1 시냅스에서 20 Hz의 자극을 60번 이상

주었을 때 RRP는 고갈된다. 이를 참고하여 20 Hz 의 자극을 4초 동안

주어서 RRP 고갈을 유도하였다. 이를 활용하여 RRP의 크기를 분석하였

다(Stevens and Williams, 2007; Wesseling and Lo, 2002). 그 결과,

AP5와 피크로톡신이 있는 환경에서 SYR은 AMPAR-EPSCs를 감소시

켰다(Fig. 10A, B). EPSC 진폭을 축적한 그래프의 마지막 20개 데이터

구간을 이용하여 y축과의 교점을 비교하였을 때, SYR에 의해 RRP의 크

기가 작아졌음을 확인하였다(Fig. 10E-F). 이를 통하여 SYR이 시냅스

전도를 방해하는 것이 RRP의 크기와 분비 확률의 감소와 연관 있는 것

을 알 수 있었다.

한편, CA1 신경세포의 mEPSCs를 측정하였을 때, SYR은 mEPSC의

진폭과 빈도에 영향을 주지 않음이 확인되었다(Fig. 11A-C). 이를 통해

SYR은 주로 시냅스 활성에 영향을 받는 소낭에 영향을 주는 것이라고

생각할 수 있다(Sara et al., 2005).
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Fig 10. SYR에 의한 RRP size 감소

(A) SYR 처리하기 전과 후의 EPSCs 진폭의 변화이다. 화살표로 20 Hz

자극을 준 시점을 표시하였다. 또한 해당 시점의 EPSCs의 진폭의 변화

는 오른쪽에 나타내었다.(눈금 50 ms, 50 pA) (B) SYR을 처리한 후에

EPSCs가 유의미하게 감소하였다. t = 4.84, p < 0.01, n=6 cells,

Student's t-test. (C) 고빈도의 자극(20 Hz train; 20 Hz for 4 s)을 주
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었을 때 측정된 EPSCs의 대표 trace이다. (D) 20 Hz로 80번 자극하였

을 때, SYR을 처리하기 전과 후의 EPSCs를 각각 첫 번째 EPSC 의 진

폭으로 표준화한 그래프이다. (E) 측정되는 진폭을 축적시켜서 그래프에

표시한 후, 마지막 20개 점의 연장선과 y축이 만나는 점을 표시하였다.

(F) RRP 크기가 SYR 처리 시 줄어들었음을 확인하였다. t = 4.84, p <

0.01, n=6 cells, Student's t-test.
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Fig 11. SYR 처리 시 일정한 mEPSCs

(A) SYR 처리하기 전과 후에 측정된 mEPSCs의 trace이다.

(B,C) mEPSC의 진폭(t = 0.87, p > 0.05; B)과 빈도(t = 0.80, p > 0.05;

C) 모두 변하지 않았다. n=13 cells, Student's t-test.
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3. Gi/o 단백질 결합 수용체를 통한 SYR의 효과

이제까지의 실험결과로 SYR이 흥분성 시냅스 전도를 줄이는 것은 시

냅스 전 기능의 변화를 일으켰기 때문이라고 생각할 수 있다. 연구된 바

에 의하면 시냅스 전에 존재하면서, 시냅스 전도를 억제하는 수용체로는

Group Ⅱ mGluR, GABA B receptor, Adenosine receptor 등이 있다. 이

들 수용체의 상당수는 G protein coupled receptor이며, 그 중 G i/o

protein과 매개 되어 있는 수용체들이 많다. 이에 SYR이 G i/o protein

을 매개하여 시냅스 전도를 줄이는지 확인해보고자 하였다.

1) Gi/o 단백질과 결합하는 수용체의 활성 저해 시 SYR의 효과

SYR을 통한 시냅스 억제가 Gi/o 단백질과 연결된 수용체의 활성화를

통해 일어나는지 확인하기 위하여, 전기생리학 실험 전 수용체가 Gi/o

단백질과 결합하는 것을 방해하는 약물인 N-ethylmaleimide (NEM, 200

μM)을 해마 슬라이스에 미리 처리하여 Gi/o 단백질로 인한 수용체의 작

용을 막았다(McCool et al., 1998). 그 결과 SYR의 시냅스 전도를 방해

하는 현상이 사라지는 것을 발견하였다(Fig. 12A). 한편, GABA B 수용

체와 mGluR 2,3는 Gi/o 단백질과 동반되어 활성화 시 시냅스 전 말단에

서 신경전달물질의 분비를 억제하는 것으로 알려져 있다(Atwood et al.,

2014; Betke et al., 2012). 이에 SYR이 이들 수용체를 통하여 시냅스 전

도를 방해하는지 알아보고자 하였다. mGluR 2,3 저해제인 LY341495

(100 μM)와 GABA B 수용체 저해제인 CGP55845 (2 μM)가 있는 상태

에서 fEPSP를 측정하였고, SYR의 저해효과가 여전히 관찰되었다(Fig

12B,C). 이로써 SYR은 NEM에 영향을 받는 Gi/o 단백질과 결합하는 수

용체를 통해 시냅스 전도를 저해하지만 GABA B 수용체나 mGluR 2,3
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가 아닌 다른 수용체를 통해 작용함을 확인하였다(Fig. 12D).
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Fig 12. NEM, LY341495, CGP55845 처리 시 SYR의 작용 여부 확

인

(A-C) 각각의 약물 및 SYR 처리에 의한 fEPSP의 변화를 나타내었다.

각 실험의 traces는 그래프 오른쪽에 표시하였다. (눈금, 50 ms, 50 pA).

(A) NEM을 전 처리하였을 때 SYR에 의한 시냅스 억제 효과가 사라졌
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다. 반면 LY341495 (B) 과 CGP55845 (C) 사용 시 SYR에 의한 효과가

여전히 나타났다. (D) 각 약물 사용 시 SYR에 의한 fEPSP 기울기 감소

의 정도를 나타낸 그래프이다. 각 실험에서 사용된 슬라이스의 개수는

괄호 안에 표시하였다. F(2, 14) = 25.572, ***p < 0.001, by one-way

ANOVA with a Bonferroni post hoc test.
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3) 해마 신경세포에서 SYR로 인한 칼슘이온 전도의 감소와 안정막

전위의 과분극

신경세포에서 Gi/o 단백질의 활성화는 칼슘 전류는 억제하는 반면 칼륨

전류를 활성화하여 세포막을 과분극 시킨다. SYR로 인한 시냅스 저해가

Gi/o 단백질 억제제인 NEM에 의해 사라졌기 때문에, SYR에 의해 칼슘

전류와 막전위의 변화가 관찰되는지 실험하였다. 먼저 해마 CA1 신경세

포의 칼슘이온 전류에 대한 SYR의 영향을 분석하였다. 실험이 진행되는

동안 칼슘채널이 불활성화되는 것을 최소로 하기 위해 aCSF의 염화칼슘

을 동일한 농도의 염화바륨으로 대체하였다(Budde et al., 2002). TTX가

있는 상태에서 -90 mV 에서 10 mV 로 50 ms 동안 짧게 탈분극시켜

신경세포의 내향 바륨 전류를 유도하였다(Fig. 13A-C). 관찰되는 바륨

전류는 칼슘채널을 통한 것으로 2분 간격으로 탈분극시키는 펄스를 주었

을 때 초기에는 안정적인 전류가 관찰되다가 점차 그 값이 줄어드는 양

상을 보였다(Fig 13A). 동일한 환경에서 SYR은 칼슘채널을 통한 전류를

더 큰 폭으로 줄였고 그 정도가 통계학적으로 유의미하였다.
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Fig 13. SYR에 의한 칼슘이온 전도 감소

(A) Control(oepn circle)과 SYR(closed circle)을 처리 시 Ca2+ 채널을

통한 전류의 변화를 시간대별로 나타내었다. n=6 (Con) and 7 (SYR)

cells. *p < 0.05; ***p < 0.001, F(1, 16) = 28.84 by two-way ANOVA

with a post hoc Tukey's HSD test. (B,C) 칼슘이온 채널을 통한 전류

측정을 위해 사용한 펄스의 모식도(B)와 대표 trace(C)이다.
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SYR의 작용으로 인한 GIRK(G protein coupled inward rectifying

potassium channel)의 활성화를 알아보기 위해서 -60 mV 에서 -100

mV 로 100 ms 동안 과분극시켰을 때 유발되는 전류를 측정하였다. 이

때, aCSF 의 칼륨농도를 5 mM로 높이고 고농도의 칼륨을 포함하는 피

펫용액을 사용하여 전류를 측정하였다. 위와 같은 방법으로 과분극시켰

을 때, -100 mV에서 내향 전류가 SYR에 의해 증가하는 것이 확인되었

다. 또한 -60 mV 에서 SYR이 외향 전류를 유발하였다(Fig 14D, E). 이

를 통해 SYR가 칼륨이온의 전도를 높임을 확인하였다.

또한 whole-cell 전류고정법을 이용하여 SYR이 CA1 신경세포 막전위

에 어떤 영향을 미치는지 실험해보았다. 앞선 실험들의 결과와 일치하여

SYR을 처리하였을 때, 막전위가 과분극 되는 것을 관찰할 수 있었다

(Fig. 14F). 이러한 현상은 SYR 100 μM 을 세포 내 용액에 첨가한 상

태에서 세포 외부에 SYR을 처리하였을 때도 동일하게 나타났다(Fig.

14G). 이를 통해 SYR이 세포 바깥에 작용하여 칼슘 이온의 유입을 감소

시키며 신경세포의 막전위를 과분극시키는 것을 알 수 있었다.
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Fig 14. SYR에 의한 막전위의 과분극

(A) -60 mV (closed circle)와 -100 mV (open circle)에서 측정한 전류

이다. 사용한 펄스의 모식도는 (B)에 나타내었으며 (C)는 대표 trace이

다. (D,E) SYR처리 전과 후를 비교하였을 때 -60 mV에서 외향 전류가

기록되었고 (D, n=9 cells, t = 3.01, *p < 0.05), -100 mV에서는 내향

전류가 기록되었다(E, t(8) = 3.02, *p < 0.05). (F,G) SYR (100 μM)을

처리하였을 때, CA1 신경세포의 안정막 전위 변화를 기록한 것으로, 세

포 내 용액에 SYR이 없는 경우(F)와 SYR이 있는 경우(G)를 측정하였

다. (H,I) 안정막 전위와(H) SYR로 인해 과분극된 정도(I) 모두에서

SYR의 유무에 따른 차이는 발견되지 않았다. n=9 (SYR이 없는 세포 내

용액), 4 (100 μM SYR이 포함된 세포 내 용액)cells.
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4. SYR이 간질 네트워크와 동물행동에 미치는 영향

1) SYR의 해마 CA1 부위의 간질 활성 감소 효과

SYR이 억제성 시냅스 전도에는 효과가 없지만, 흥분성 시냅스 전도만

방해하는 것은 신경세포의 시냅스 활성의 균형에 영향을 주게 된다. 간

질은 시냅스 불균형이 동반되는 대표적인 신경질환으로 억제성 시냅스

전도에 비해 흥분성 시냅스 전도가 우세하다(L.R. González-Ramírez et

al., 2015). 따라서 SYR에 의한 선택적 흥분성 시냅스 전도 억제는 간질

신경 네트워크의 과도한 전기적 활성을 회복할 수 있을 것이라는 예측이

가능하다. 이를 확인하기 위해 먼저 해마 슬라이스에서 CA3를 남기고

피크로톡신(50 μM)을 처리하여서 간질 유사한 전기적 활성을 유도하였

다(Hablitz, 1984). 이 때, SYR 50 μM 을 처리하면 피크로톡신으로 유도

되었던 전기적 활성이 저해되는 것을 확인하였다(Fig. 15A,C). 반면

SYR이 없는 경우에는 30분이상 파형이 유지되었다(Fig. 15A,B).

Epileptic field response를 측정하기 위해 파형의 면적을 계산하여 비교

하였을 때, SYR이 간질 활성을 감소시키는 것을 알 수 있다(Fig. 15E,F)

SYR에 의한 간질파 억제 효과가 안정막전위의 과분극에 의한 것인지

확인하였다. 먼저 세포 외 용액의 칼륨 이온 농도를 2.5 mM에서 1 mM

로 낮추어, SYR 100 μM을 처리했을 때와 유사한 과분극을 유도하였다

(Fig. 16A,B). 이와 같은 방법으로 실험을 진행하였을 때, 피크로톡신으

로 유도된 간질 형태의 전기 활성은 낮은 칼륨농도에는 영향을 받지 않

았다(Fig. 16C-F). 이를 통해 해마 슬라이스에서 피크로톡신으로 유도된

간질 양상의 전기 활성을 SYR이 줄이는 것은, 과분극에 의한 효과보다

는 vesicle의 release probability 감소에 의한 효과가 더 주요함을 알 수

있었다.
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Fig 15. SYR에 의한 picrotoxin 유도 간질성 전기적 활성의 감소

(A) 피크로톡신으로 간질을 유도한 경우와(closed circle) SYR을 중간에

처리하였을 경우(open circle)에 대하여 stratum radiatum에서 측정한

fEPSP 변화를 나타내었다. 피크로톡신 처리 30 분 후에, SYR (50 μM)

을 30분 처리하였다. (B) SYR을 처리하지 않았을 때, (A)의 각 지점

(1-3)에서의 fEPSP 기울기 값이다. **p < 0.01; n.s., not significant (p

> 0.05); F(2, 24) = 9.69, n=9 slices by one-way ANOVA with a post

hoc Tukey's HSD test. (C) SYR을 처리하였을 때 (A)의 각 지점(1-3)

에서의 fEPSP 기울기 값이다. ***p < 0.001, F(2, 24) = 4.57, n=9 slices

by one-way ANOVA with a post hoc Tukey's HSD test. (D) (A)의

각 지점의 대표 trace이다. (E,F) fEPSP에서 간질파의 면적을 계산한 값

으로, SYR을 처리하지 않은 경우(E)와 SYR을 처리한 경우(F)에 대한

그래프이다.
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Fig 16. 막전위의 과분극과 관계없는 picrotoxin 유도 간질성 전기적 활성

(A,B) 칼륨이온 농도를 낮추었을 때 CA1에서 막전위의 과분극이 유도되며 이는

정상 aCSF([K]o = 2.5 mM)와 비교하였을 때 유의미한 차이가 있다. t = 7.43, n=6

cells, ***p < 0.001 by paired Student's t-test. (C) 칼륨이온 농도를 낮추어서 막

전위을 과분극 시키는 것은 피크로톡신으로 유도한 간질성 전기적 활성 상태에서

측정되는 fEPSP slope에 영향을 주지 않았다. 각 지점의 대표 trace는 (D)에 표기

하였다. (E,F) 세포 외 칼륨이온 농도를 낮추었을 때의 fEPSP slope(E)와 간질파의

면적(F)을 측정한 값이다.
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2) 마우스의 Open field 활동도와 PTZ에 의한 간질 행동에 SYR이

미치는 효과

SYR에 의한 흥분성 시냅스 억제 효과가 동물의 행동에는 어떠한 영향

을 주는지 확인하고자 하였다. Vehicle (DMSO)과 SYR을 마우스 복강

에 주입(Intraperitoneal injection)한 후 30분 뒤 open field test를 시행하

였다(Fig. 17A). 전체 움직인 거리와 시간대별로 움직인 거리 측정을 통

해 마우스의 활동도를 분석하였을 때 실험군 (SYR)과 대조군 (DMSO)

간에 차이가 없었다(Fig. 17C,D). Open field test 시행 후, 간질 유발 약

물인 Pentylenetetrazole (PTZ, 50 mg/kg)를 복강 내 주입 후, 실험군과

대조군의 간질 단계를 비교하였다. 분석 결과, SYR는 PTZ로 유발한 간

질을 억제하지는 못하였다(Fig. 17B).
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Fig 17. SYR에 의해 영향받지 않은 Locomotor activity와 간질 동

물모델

(A) Open field test와 PTZ 주입 후 간질 양상을 파악하기 위한 실험 방

법에 대한 모식도이다. Vehicle과 SYR을 I.P 주입 후 30분 뒤에 open

field test를 시행하였으며, PTZ 주입 후 바로 15분 동안 동물의 행동 변

화를 관찰하였다. (B) PTZ 주입 후 동물의 행동을 관찰하여 seizure 단

계(Racine scale)를 나누었다. (C,D) open field test시 측정된 전체 이동

거리(C)와 시간대별로 움직인 거리를(D) 비교하였을 때, Vehicle (open

circle)과 SYR (closed circle)의 차이는 발견되지 않았다. Vehicle n=7;

SYR n=7 mouse.
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3) 공포 조건화 실험 시 나타나는 행동에 SYR이 미치는 효과

공포 조건화 실험은 동물모델에서 학습과 기억을 측정할 때 사용되는

실험 방법이다(J.W. Rudy et al., 2004). 조건화된 자극(CS, Conditioned

stimulus)과 조건화되지 않은 자극(US, Unconditioned stimulus)을 같이

주게 되는데 본 실험에서는 CS로 소리 자극을 사용하였고, US는 강한

전기적 자극을 사용하였다. 다음날 동일한 장소에서 공포 반응을 측정하

여 전날 겪었던 공포 경험을 기억하고 있는지 확인하였다(Fig. 18A). 실

험 결과, 대조군과 실험군(SYR 10 mg/kg)의 전체 freezing time에 차이

가 없었고, 이를 시간대별로 비교하였을 때도 마찬가지였다(Fig. 18B,C).

이를 통해, 본 연구에서 수행한 행동실험(open field test, 공포 조건화

실험, PTZ 투여) 세 가지에서 SYR이 행동의 변화를 유발하지 못함을

확인하였다.
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Fig 18. SYR에 의해 영향받지 않은 공포 조건화 기억

(A) 공포 조건화 실험 방법을 나타낸 모식도이다. Vehicle과 SYR을 I.P

주입한 후 1시간 뒤에 공포 조건화를 시켰다. 동물을 챔버에 넣은 후

300초 뒤에 소리 자극을 20초 동안 주고 전기자극을 2초 동안 주었다.

60초 간격을 두고 소리 자극과 전기자극을 같은 방법으로 한번 더 주었

다. 다음날, 동물을 동일한 챔버에 넣어, 자극을 주지 않은 상태로

freezing time을 기록하였다. (B,C) 시간대별로 기록한 freezing time (B)

과 전체 freezing time (C) 모두 SYR의 영향은 발견되지 않았다.

Vehicle n=5, SYR n=6 mouse.
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Ⅳ. 고찰

본 연구를 통해 식물 리그난인 SYR이 억제성 시냅스에는 영향을 주지

않고, 시냅스 후 AMPA 수용체에 작용하지 않으면서 흥분성 시냅스 전

도를 감소시킴을 알 수 있었다. SYR의 효과는 시냅스 전 말단에서 글루

타메이트 분비를 저해하고, 이것이 RRP 크기를 줄이는 과정을 통해 나

타나는 것임을 확인하였다. 이러한 시냅스 전 억제는 피크로톡신으로 유

도된 간질성 전기적 활성을 저해하였다. 이러한 결과들을 바탕으로 SYR

이 글루타메이트성 시냅스 전 억제과정을 통하여 흥분성과 억제성 시냅

스 정도의 균형을 조절할 수 있음을 확인하였다.

1) SYR에 의한 흥분성 시냅스 억제 기전

해마 SC-CA1 시냅스에서 신경전달물질의 분비는 다양한 신경조절물질

에 의해 조절될 수 있는데, 그 예로 GABA, adenosine, ATP, glutamte,

아세틸콜린 등이 있다(Ayala et al., 2008; Fernandez de Sevilla et al.,

2002; Gereau and Conn, 1995; Lupica et al., 1992; Mendoza-Fernandez

et al., 2000; Vigot et al., 2006; Wu and Saggau, 1994a, 1995; Zhang et

al., 2003). 그 중 시냅스 전 GABA B 수용체(GABAB Rs), 아데노신 A1

수용체 (A1Rs), P2Y 수용체, Group II와 III 대사성 글루타메이트 수용

체 (mGluR2,3 와 mGluR4,6,7,8), 무스카린성 아세틸콜린 수용체 (M2,

M4)는 모두 Gi/o 단백질과 결합한다. 이 수용체들이 활성화되면 신경전

달물질의 분비가 억제되는데, 이 과정에 칼슘이온이 관여하는 경로가 있

고, 칼슘이온과 관계없는 경로가 있다(Betke et al., 2012). Gi/o 단백질에

서 떨어져 나온 βγ 소단위체(subunits)는 직접적으로 N타입과 P/Q 타입

칼슘채널에 작용하고 전압 개폐성 칼슘채널(Voltage-gated calcium

channel, VGCC)을 억제한다. 한편, SC-CA1 시냅스에서 시냅스 전 글루
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타메이트 분비는 주로 N, P/Q 타입 칼슘채널에 의해서 매개된다(Wu

and Saggau, 1994b). 분리된 G 단백질-βγ 소단위체는 NEM (

N-ethylmaleimide)에 영향을 받는 부착 단백질 수용체와 상호작용 하며

축삭 말단에서 신경전달물질의 분비를 억제하는 작용을 한다. 또한 G 단

백질-βγ 소단위체는 G 단백질에 의해서 활성화되는 내향 칼륨 채널(G

protein-activated inwardly rectifying K+ channel, GIRK)을 활성화시키

고, 신경세포의 과분극을 유도한다. 그러나 SC-CA1 시냅스의 Gi/o 단백

질이 매개하는 시냅스 전 신경전달물질 분비의 억제는 GIRK 채널의 활

성화와는 관련이 없다(Luscher et al., 1997). SYR이 시냅스 전 이온 채

널에 미치는 영향에 대해서 알 수 없지만, SYR을 처리하였을 때 해마

신경세포에서 Gi/o 단백질과 결합하는 수용체의 활성에 의한 효과 즉,

칼슘 전류가 감소하고 안정막 전위가 과분극 되는 효과와 비슷한 양상을

보인다. 또한 NEM을 전처리하였을 때, SYR로 인한 시냅스 전 억제효과

가 사라졌다. 이것은 SYR이 VGCCs를 직접적으로 억제하기 보다는

Gi/o 단백질을 통한 시냅스 전 억제를 유도한다고 볼 수 있다. Group Ⅰ

mGluRs와 mAChRs(M1, M3)과 같이 Gq 단백질과 결합해 있는 수용체

들도 SC-CA1 시냅스에서 시냅스 전 억제를 유발한다. 그러나 해마 슬

라이스에 SYR을 처리하였을 때 ERK가 활성화되지 않았기 때문에, 이

러한 수용체들은 SYR로 인한 시냅스 전 억제와 관련이 없는 것을 확인

하였다.

2) Gi/o 단백질 결합 수용체를 통한 신경전달물질 분비 조절

기존 연구 결과에 의하면 중추신경계에서 신경전달물질의 분비를 억제

하는 Gi/o 단백질 결합 수용체가 매우 많다(Atwood et al., 2014). 이들

중 일부의 활성화는 해마의 억제성 시냅스에는 영향을 주지 않으면서 흥

분성 시냅스에 영향을 주는 것으로 보고되었다. somatostatin (Tallent

and Siggins, 1997), α2-아드레날린 작용제(Shirey et al., 2008), M4

mAchRs의 알로스테릭 작용제(Shirey et al., 2008), group Ⅲ mGluRs
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작용제 L-AP4 (Gereau and Conn, 1995), 아데노신(Thompson et al.,

1992)은 흥분성 시냅스 전도만을 줄인다. 이번 연구에서는 앞에 제시한

물질들과 SYR이 같은 기전으로 작용하는지에 대해 알 수 없었다. 단지

Gi/o protein coupled receptor를 통하며, Group Ⅱ mGluR과 GABA B

수용체와 관련이 없음을 확인하였다. 따라서 이에 대한 추가적인 연구가

필요할 것으로 생각된다.

3）간질 유사 전기적 활성과 행동에 미치는 SYR의 영향

본 연구에서 SYR이 피크로톡신으로 유도된 간질성 전기 활성을 억제

함을 알 수 있었다. 간질성 전기적 활성은 흥분성 시냅스 전도와 억제성

시냅스 전도가 균형을 이루지 못할 때 나타나는 것으로 알려져 있고 이

러한 불균형은 신경회로가 과도하게 흥분되도록 한다(L.R.

González-Ramírez et al., 2015). 이에 사용되고 있는 간질 억제 약물은

GABA 성 시냅스 전도를 촉진하거나 간접적으로 전압 개폐성 나트륨

채널이나 칼슘채널을 억제하여 글루타메이트성 시냅스 전도를 방해하는

역할을 한다(Landmark, 2007). 이와 함께 흥분성 시냅스 전도를 직접적

으로 억제하는 작용은 간질 발작이나 약물 저항성 간질을 치료할 수 있

다고 알려져 있다. 대표적으로 간질억제 약물로 널리 쓰이는

Levetiracetam (LEV)은 시냅스 소낭 단백질 2A (SV2A, synaptic

vesicle protein 2A)에 직접적으로 작용하여 시냅스 전 말단의 글루타메

이트 분비를 막는다(Lynch et al., 2004). 하지만 SV2A는 GABA 뉴런에

도 발현되며, 해마 CA1에서 LEV는 글루타메이트와 GABA 분비 모두에

영향을 준다는 것이 보고되었다(Meehan et al., 2012). 그리고 LEV는 소

낭의 내포작용을 통해 신경말단에 작용하기 때문에, LEV의 작용이 나타

나기까지 IPSCs는 30분, EPSCs는 3시간의 시간이 필요하다. 반면, SYR

은 5분 안에 흥분성 시냅스 전도를 억제한다.

현재까지 개발된 약물 중 글루타메이트의 분비를 선택적으로 억제하는
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간질 치료제는 거의 없다. 본 연구에서 SYR이 흥분성 신경 말단에 작용

하여 간질 유사 전기적 활성을 억제함을 전기생리학 분석을 통해 확인하

였으나, 개체 수준에서 PTZ에 의해 유도된 간질 행동에는 SYR의 효과

를 확인할 수 없었다. 또한 open field test와 fear conditioning test에서

도 SYR에 의한 행동의 변화를 관찰할 수 없었다. 이에 대한 원인으로

낮은 혈액-뇌 장벽(blood-brain barrier) 투과도를 생각해 볼 수 있다. 일

반적으로 400 Dalton 이하인 지용성(lipid soluble) 분자는 혈액-뇌 장벽

을 잘 투과하며, 이외 분자는 수송체를 통한 이동(carrier-mediated

transport) 또는 수용체를 통한 이동(receptor-mediated transport)이 불

가능한 경우 혈액-뇌 장벽을 투과하지 못하는 것으로 알려져 있다

(Hassan Pajouhesh and George R. Lenz., 2005). SYR의 분자량은 418

g/mol이며, 물에 대한 용해도는 낮은 것으로 알려져 있다. 따라서 본 연

구에서 사용한 10 mg/Kg의 농도가 행동적 변화를 관찰하기에 충분한

농도였는지에 대해서는 추가적인 확인이 필요하다. SYR이 뇌-혈관 장벽

을 통과하는지 알 수는 없으나 향후 다양한 수식(modification)을 통해

뇌침투도를 증가시킬 수 있으며, 이를 통해 SYR이 다양한 신경학적 질

환의 치료제로 활용 가능할 것으로 생각된다.
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ABSTRACT

Many neuromodulating drugs acting on the nervous system originate

from botanical sources. These plant-derived substances modulate the

activity of receptors, ion channels, or transporters in neurons. Their

properties make the substances useful for medicine and research. In

this study, I found that the plant lignan (+)-syringaresinol (SYR)

suppresses excitatory synaptic transmission via presynaptic

modulation. Bath application of SYR rapidly reduced the slopes of the

field excitatory postsynaptic potentials (fEPSPs) at the hippocampal

Schaffer collateral (SC)-CA1 synapse in a dose-dependent manner.

SYR preferentially affected excitatory synapses, while inhibitory

synaptic transmission remained unchanged. SYR had no effect on the

conductance or the desensitization of AMPARs but increased the

paired-pulse ratios of synaptic responses at short (20-200 ms)

inter-stimulus intervals. These presynaptic changes were accompanied

by a reduction of the readily releasable pool size. Pretreatment of

hippocampal slices with the Gi/o protein inhibitor N-ethylmaleimide

(NEM) abolished the effect of SYR on excitatory synaptic

transmission, while the application of SYR significantly decreased

Ca2+ currents and hyperpolarized the resting membrane potentials of

hippocampal neurons. In addition, SYR suppressed picrotoxin-induced

epileptiform activity in hippocampal slices. Overall, this study

identifies SYR as a new neuromodulating agent and suggests that

SYR suppresses excitatory synaptic transmission by modulating

presynaptic transmitter release.

These data were published in Neuropharmacology(Cho et al,. 2018)
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