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Abstract—We previously reported that the extract of Taraxacum platycarpum (AF-343) had several biological properties

such as skin hydration and anti-inflammatory effects, thereby AF-343 be a promising anti-atopic dermatitis agent. However,

few studies have been conducted to evaluate its effect on modulation of extracellular matrix proteins in human skin fibro-

blasts. The purpose of this study was to investigate the expressions of type I collagen, MMP-1, Smad2/3, and TIMP-1 pro-

teins in AF-343-treated human skin fibroblasts. Human skin fibroblasts were treated by various concentrations of AF-343

(0~2 mg/ml). The expressions of type I collagen, matrix metalloproteinase-1 (MMP-1), Smad2/3, and TIMP-1 proteins were

analyzed by Western blot analysis. In addition, level of type I collagen mRNA was analyzed by CAT assay. Expression of

type I collagen protein was increased in AF-343-treated human skin fibroblasts by dose and time-dependent manners. Con-

sistent with this result, the expressions of phospho-Smad2/3 in skin fibroblasts were increased and MMP-1 expression was

decreased by AF-343 treatment. TIMP-1 expression was not significantly changed in AF-343 treated skin fibroblasts. Extract

of Taraxacum platycarpum (AF-343)-induced up-regulation of type I collagen expression was through increased expression

of phospho-Smad2/3. These results were occurred combined with down-regulation of MMP-1 in skin fibroblasts. Taken

together, this study indicated that AF-343 has property of the modulation of ECM in tissue as well as skin hydration and

anti-inflammation.
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천연물 중 항염증, 항산화 혹은 항노화 기능이 있는 것으로 알

려진 물질들을 사용하여 치료제로 개발하고자 하는 연구들이 급

격히 증가하고 있다. 울금(Curcuma longa)에서 추출한 curcumin,

포도(grapes) 유래 resveratrol, milk thistle 유래 silymarin 등이

대표적인 예이다.

속명이 Taraxacum인 민들레(dandelion)의 잎과 뿌리는 식품,

차, 음료수 등에 사용 될 뿐만 아니라,1) 민들레에서 추출한 성분

들이 항염증, 항알레르기 효과가 있는 것으로 알려져 염증을 억

제하는 치료제 개발 시 사용될 수 있는 유용한 성분으로 각광 받

고 있다.2) 그러나 이러한 민들레 추출물이 피부의 결체조직 성

분에 미치는 영향에 대한 연구는 미비한 실정이다.

피부의 진피는 피부 부피의 대부분을 차지하며, 유연성, 탄력
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성, 장력과 같은 피부의 특성에 주로 관여한다. 진피 내 결체조

직의 주성분은 제 1형 교원질이며, 섬유아세포에서 생성되는 것

으로 알려져 있다.3) 제 1형 교원질 생성 촉진에는 TGF-β/Smad

신호전달 체계가 관여하는데,4) TGF-β1이 섬유아세포 표면의

TGF-β1 수용체에 결합하면, Smad family라고 불리는 세포내 단

백질이 활성화 된다. 특히 Smad2와 Smand3가 활성화되면 제 1

형 교원질의 생성이 촉진되며, Smad7이 활성화 되면 교원질 생

성은 억제되어 시기 적절하게 Smad 단백질들이 교원질 생합성

을 조절하는데 관여한다. Matrix metalloproteinase(MMP)는 세

포외기질을 분해시키는 중요한 단백질로 교원질이 진피내에 과

다하게 축적되는 것을 막아주는 중요한 역할을 한다. MMP 단

백질이 과도하게 활성화 되면, 필요이상으로 교원질의 분해가 진

행되기 때문에, MMP의 활성을 억제하는 TIMP(tissue inhibitor

of MMPs)가 시기 적절하게 발현되어 진피 내 제 1형 교원질의

항상성에 관여하고 있다.5) 이처럼 제 1형 교원질의 생합성은

TGF-β/Smad 신호전달체계 및 MMP, TIMP-1의 상호작용에 의

하여 정교하게 조절 되고 있다.

본 연구는 배양한 피부섬유아세포에 다양한 농도의 민들레 추

출물 함유제(AF-343)를 처리하고, 피부 조직의 탄력과 유연성 및

항상성을 좌우하는 제1형 교원질 생합성 과정에 미치는 영향 및

그 기전을 규명한 것이다.

실험방법

세포주 및 세포 배양

섬유아세포는 10% fetal bovine serum(FBS)과 penicillin/

streptomycin(10 µl/ml)을 첨가한 Dulbecco's modified Eagle's

medium(DMEM, GibcoBRL, Braunschweig, Germany) 배지를

사용하여 5% CO2, 37
oC 세포배양기에서 배양하면서, 주로 3~7

세대 섬유아세포주를 실험에 사용하였다.

AF-343의 처리

민들레추출물 함유제(AF-343)는 포공영 추출물 28%, 결명자 추

출물 28%, 유근피 추출물 14%, 말토덱스트린 30%으로 구성되었

고, AF-343의 제조는 이전에 보고한 방법과 동일한 방법을 사용하

였으며,6) 섬유아세포에 0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 µg/µl 농도로 처리하고

48시간 동안 세포를 배양한 후 단백질을 추출하여 실험에 사용하였다.

Western blot 분석

배양 세포에 lysis buffer[10 mM Tris-Cl(pH 7.4), 5 mM

EDTA(pH 8.0), 130 mM NaCl, 1% TritonX-100]에 0.2 M

PMSF(phenyl-methyl-sulfonyl-fluoride), 단백분해효소 억제제

(0.02 mM aprotinin, 2 mM leupeptin, 5 mM phenanthroline,

28 mM benzamidine-HCl)를 넣어 단백질을 추출한 후 각각 30 µg

농도로 정량화 하여 실험에 사용하였다. 제 1형 교원질, Smad2/

3, MMP-1, 그리고 TIMP-1(Santa Cruz Co., CA, USA)에 대한

각각의 일차 항제들을 사용하여 단백질 발현 양상을 분석하였다.

CAT Assay

제1형 교원질 촉진자 유전자의 CAT-promoter plasmid

(COL1A2)를 1×105 cells/ml의 밀도로 접종한 섬유아세포에

calcium chloride/DNA coprecipitation 방법으로 4시간 방치한 후

1분 동안의 glycerol(15%) shock을 시행하여 transfection하였다.

Calcium chloride 침전물은 25 µg/µl의 plasmid DNA 농도로 준비

하였다. 세포들을 curcumin 처리된 실험 배지에서 24시간 동안

배양한 후 pH 7.8의 0.25 mol Tris-HCl에서 3주기의 냉동-해동에

의해 분해하였다. 각각에서 추출된 단백질은 [14C]-chloramphenicol

을 기질로 사용하는 CAT 활성도의 측정에 사용하였다. 아세틸화

와 비아세틸화된 형태의 방사성 chloramphenicol은 thin layer

chromatography로 분리되어 autoradiography를 실시하였다.

실험결과

AF-343 처치 시간에 따른 제 1형 교원질 발현 증가 및 MMP-1

발현 감소

AF-343 처치가 섬유아세포에서 제 1형 교원질의 발현에 미치

는 영향을 알아보고자, AF-343(2 µg/ml)을 섬유아세포에 처치하

고 48시간 뒤 Western blot 분석을 시행하였다. AF-343 처치 24

Fig. 1 − Increased expression of type I collagen in AF-343 treated
human skin fibroblasts (Time-dependent manner). Human

skin fibroblasts were cultured with AF-343 (2 mg/ml) for

the designated culture times (6, 24, and 48 h). Western blot

analyses were performed to measure levels of type I

collagen, MMP1, MMP2, TIMP-1. The level of β-actin was
determined as a loading control.
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시간 뒤부터 제 1형 교원질의 단백질 발현이 증가함과 동시에,

MMP-1의 발현은 현저하게 감소하였다(Fig. 1). MMP-2 및

TIMP-1은 현저한 발현 차이가 관찰되지 않았다.

AF-343 처치 농도에 따른 제 1형 교원질 발현 증가 및 MMP-1

발현 감소

섬유아세포에서 AF-343 농도 의존적으로 제 1형 교원질, MMP-

1, MMP-2, TIMP-1 발현이 변화하는지를 알아보고자, AF-343을

농도별로(0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 µg/ml) 섬유아세포에 처치하고, 48

시간 뒤 Western blot을 시행하였다(Fig. 2). AF-343 농도가 증

가하면 제 1형 교원질의 발현이 증가한 반면, MMP-1은 AF-343

농도가 증가 할수록 점진적인 발현 감소가 관찰 되었다(Fig. 2).

MMP-1을 억제하는 기능이 있는 TIMP-1은 AF-343 농도가 증가

할수록 소폭의 발현 증가가 관찰되었다(Fig. 2). MMP-2 및

TIMP-1의 경우는 제 1형 교원질 및 MMP-1과 비교하여 현저한

발현 변화는 관찰되지 않았다.

AF-343에 의한 제 1형 교원질 mRNA 증가

AF-343이 섬유아세포에서 제 1형 교원질의 mRNA 발현에 미

치는 영향을 알아보고자, AF-343(2 µg/µl)을 섬유아세포에 처리

하고 시간 대별 CAT 분석을 시행하였다. AF-343 처리 시 제 1

형 교원질의 CAT 활성도가 소폭 증가하였으며(Fig. 3), 이는 AF-

343 처리 시 제 1형 교원질 발현 증가가 mRNA 수준에서 이루

어짐을 시사한다.

AF-343에 의한 Smad 단백질들의 발현 변화

AF-343에 의한 제 1형 교원질 발현 증가에 Smad2/3 활성화가

Fig. 3 − Effect of AF-343 on CAT activity of type I collagen in human

skin fibroblasts. Human skin fibroblasts were transfected

with COL1A2 CAT promoter plasmid for 24 h. Cells were

treated with various concentration of AF-343 (0.1, 0.5, 1

and 2 mg/ml) for 24 h. Cell lysates were prepared and CAT

activities were determined. AC, acetylated chloramphenicol;

C, chloramphenicol.

Fig. 2 − Concentration-dependent increase of type I collagen in
human skin fibroblasts by AF-343. Human skin fibroblasts

were cultured with various concentration of AF-343 (0.1,

0.5, 1 and 2 mg/ml) for 48 h. Western blot analyses were

performed to measure levels of type I collagen, MMP1,

MMP2, TIMP-1. The level of β-actin was determined as a

loading control.

Fig. 4 − Effect of AF-343 on activation of Smad in human skin

fibroblasts. Human skin fibroblasts were cultured with

various concentration of AF-343 (0.1, 0.5, 1 and 2 mg/ml)

for 48 h. Western blot analyses were performed to measure

levels of total Smad2, phospho-Smad2, total Smad3, and

phospho-Smad3. The level of β-actin was determined as a

loading control.
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관여하는지 알아보기 위하여, AF-343을 농도별로(0, 0.1, 0.5, 1.0,

2.0 µg/ml) 섬유아세포에 처리하고 48시간 뒤 Western blot을 시

행한 결과, AF-343 농도가 증가할수록 Smad2/3의 활성화를 시

사하는 phosphor-Smad2/3의 발현이 소폭 증가하였다(Fig. 4).

고 찰

본 연구에서는 민들레 추출물 함유제(AF-343)가 섬유아세포의

제 1형 교원질 생합성에 관여하는 신호전달체계에 미치는 영향을

연구한 결과, AF-343은 섬유아세포에서 smad2/3 활성화를 통하여

제 1형 교원질 발현이 증가할 뿐만 아니라, 교원질을 분해하는

MMP-1의 발현은 감소함을 확인하였다. 이는 본 연구팀이 이미 보

고한 아토피피부염 동물모델에서 AF-343의 항알레르기 및 피부 보

습 효능 외에 항노화 기능을 시사하는 새로운 효능을 제시한 것이다.

사람 피부의 진피에 있는 결체조직 교원질 중 80%가 제 1형 교

원질이며, 섬유아세포에서 주로 생성된다. 교원질은 피부 조직의

탄력성, 유연성에 관여할 뿐만 아니라, 피부 노화, 상처 재생 과정

에서도 교원질의 생합성 및 분해가 중요하게 관여하고 있다.7,8) 제

1형 교원질 생성에는 Smad, AP-1, SP-1 등이 주요한 전사조절

인자로 작용하고 있는데, 그 하위 신호 전달 체계 중 TGF-β/
Smad pathway가 제 1형 교원질 생성에 있어 가장 중요하다고

인식되고 있다.9) 교원질의 분해에는 MMP-1, MMP-2 단백이 관

여하며, 과도한 MMP의 활성화를 막기 위하여 TIMP-1 단백질

이 MMP 기능을 적절하게 억제하여 항상성을 유지하고 있다.10)

민들레(Taraxacum platycarpum)는 포공영이란 생약명을 가지

는 국화과의 다년생 식물로서 한방에서는 각장, 해열, 이뇨, 건

위, 거담, 해독 등에 사용하였고, 서양에서는 항산화, 항균, 담즙

분비 촉진, 항류마티스 및 이뇨 등에 사용하는 등 동서양에서 오

래 전부터 여러 가지 질병에 대하여 민간에서 유용하게 사용하

여 온 약용 식물 중의 하나이다.11) 민들레는 비타민H(비오틴),

콜린, 글루텐, 검, 이노시톨, 이눌린, 철분, 락트피크린, 리놀렌산,

마그네슘, 나이아신, para-aminobenzoic acid(PABA), 인, 칼륨,

단백질, 레신, 황, 아연, 비타민 A, B1, B2, B5, B6, B9, B12, C,

E, P 등의 성분을 함유하고 있는 것으로 알려져 있다.12) 이전의

연구에서 민들레 추출물의 화학 성분과 항균, 항종양,13) 항염,14,15)

항산화16) 작용 등에 대하여 보고된 바 있고, 이들을 이용한 차

등의 건강보조식품이나 항암제 등의 약제가 개발되고 있다.

민들레 추출물은, thrombin에 결합하여 항응고제 효능이 있음

이 밝혀졌으며, 특히 desacetylmatricarin은 항알레르기 기능이

있음이 보고 되어 민들레 추출물을 이용한 항염증, 항알레르기

제제 개발이 대두되고 있다.15)

본 연구에서 배양한 피부 섬유아세포에 AF-343을 처리한 후

제 1형 교원질의 발현 양상을 분석한 결과, CAT assay에서 제

1형 교원질 mRNA 발현이 소폭 증가 하였으며, 이는 Western

blot에서도 제 1형 교원질의 단백질 발현 증가 결과와 일치하는

양상을 보였다. 이러한 결과는 AF-343이 향후 교원질 감소와 관

련되는 노화과정, 혹은 상처 재생을 촉진시키는 약제 개발 시 중

요한 성분으로 역할을 할 수 있음을 시사한다.

TGF-β/Smad 신호전달체계는 제 1형 교원질 생성에 중요한 상

위신호전달체계이다. 이번 연구에서AF-343에 의한 제 1형 교원

질의 발현 증가가 TGF-β/Smad 신호전달체계의 억제에 의한 것

인지를 확인한 결과, AF-343 처치 시Smad2, Smad3 단백질의 인

산화가 소폭 증가하였는데, 이는 smad2, smad3의 활성화를 의

미하며, 활성화된 smad2, smad3가 핵 내로 이동하여 제 1형 교

원질의 전사(transcription) 과정을 촉진시킨 것으로 생각된다.

AF-343이 섬유아세포에서 교원질을 분해하는 MMP-1 및

MMP-2, 교원질 분해를 억제하는데 관여하는 TIMP-1의 발현에

미치는 영향에 대한 보고는 미비한 실정이다. 이번 연구에서 AF-

343은 섬유아세포에서 농도 의존적으로 MMP-1 단백질의 발현

을 감소 시켰으며, MMP-2 및 TIMP-1 단백질의 발현에는 현저

한 영향을 미치지 못하였다. MMP-1은 p38 혹은 extracellular

signal-regulated kinase(ERK)와 같은 mitogen activated protein

kinases(MAPK)에 의하여 발현이 촉진된다고 알려져 있는데, 섬

유아세포에 AF-343 처치 시 p38 및 ERK MAPK가 억제 되는

지를 연구하면 더 상세한 조절 기전이 규명 될 것으로 사료된다.

결론적으로, AF-343은 배양한 피부섬유아세포에서 Smad2와

Smad3의 활성화를 통하여 제1형교원질 생성을 증가시켰으며, 이

와 동시에 MMP-1의 발현은 감소되었는데, 이는 향후 AF-343을

이용한 항노화 및 상처재생 제제 개발 시 AF-343이 주요한 구성

요소로 사용될 수 있음을 시사한다.

결 론

본 연구에서 배양한 피부 섬유아세포에 AF-343을 처리한 결

과 Smad 2, Smad 3 단백질의 활성화로 제 1형 교원질 단백질

발현이 증가하였으며, MMP-1 단백질의 발현은 감소하였다. 이

같은 결과는 AF-343이 향후 항노화 및 피부재생을 위하여 유효

성분으로 사용될 수 있음을 나타낸다.
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