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1. 서 론

류마티스관절염(rheumatoid arthritis, RA)은 전신의 만성 염증성 질환으

로, 관절 활막의 지속적인 염증 반응으로 인한 뼈와 연골의 파괴가 특징적

이다. 활막세포(fibroblast like synoviocytes, FLS)는 관절 내막 구조에 포

함되는 세포 유형으로, 류마티스관절염 발병에 중요한 역할을 한다. 류마티

스관절염 활막세포는 건강한 활막세포와 달리 활막염을 영속화하는 tumor

necrosis factor(TNF)-α, interleukin(IL)-6 등의 염증성 시토카인,

chemokine (C-C motif) ligand(CCL)-2, CCL-7 등의 케모카인 및 기질금

속단백분해효소(matrix metalloproteinase, MMP)를 생성한다(1). 이로 인해

활막 환경은 고압 및 저산소 조건으로 변형되어 활막세포의 표현형이 공격

적으로 바뀌고 비정상적으로 증식한다(2). 이러한 특징은 세포자멸사

(apoptosis) 내성에 기인하며(3), 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)

의 과도한 생산 및 자가포식(autophagy) 생존 기전이 복잡하게 연결되어

관여한다(4,5). 연구에 의하면 류마티스관절염 환자는 활성산소종이 증가되

어 있으며 비타민 C, 비타민 E 등 체내 항산화제 수준이 감소되어 있어,

산화 스트레스(oxidative stress) 불균형을 초래한다(6). 산화 스트레스 불균

형은 염증 증가, DNA 돌연변이, 다양한 시토카인 생성, nuclear

factor(NF)-κB 활성화를 유발하여 세포사로부터 보호하기 위해 세포의 운

명을 조절한다(7,8). 따라서 류마티스관절염 활막세포의 특징을 표적으로 한

치료가 류마티스관절염을 효과적으로 억제할 것이라 예상된다(1).

포도씨추출물(grape seed proanthocyanidin extract, GSPE)은 다양한 생

물학적 기능을 가진 폴리페놀 혼합물(polyphenolic compounds)로 이루어져

있다. 그 중 프로안토시아니딘(proanthocyanidin)은 독성이 거의 없다고 알

려져 있으며, 강력한 항산화 기능을 가진다(9). 연구에 의하면 포도씨추출물

은 대장암, 자궁경부암, 비인두암, 췌장암, 위암 등 다양한 암세포주에서 혈

관 신생 억제, 세포 주기 조절, 세포자멸사 및 자가포식을 포함한 세포의
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수명을 조절한다고 보고된 바 있다(10-16). 또한 염증 및 자가면역질환에서

NF-κB, mitogen-activated protein kinase(MAPK)와 같은 신호 전달 경로

활성화를 통한 염증 억제 효과가 있다(17).

포도씨추출물은 콜라겐-유도 관절염(collagen-induced arthritis, CIA) 동

물 모델과 류마티스관절염 활막세포에서 염증성 시토카인 감소, 파골세포

(osteoclast) 분화 억제 등 류마티스관절염 중증도를 약화시킨다는 연구 결

과가 있다(18-21). 그러나 류마티스관절염 활막세포에서 포도씨추출물의 세

포사 기전에 대한 연구는 아직 알려져 있지 않다. 류마티스관절염 활막세포

는 암세포와 매우 유사한 공격적인 표현형, 비정상적인 증식, 미세환경을

가진다(2). 활막세포의 특징과 기존의 항암 및 항류마티스 연구 결과들을

미루어 볼 때, 포도씨추출물이 활막세포의 증식을 억제할 수 있을 것으로

생각된다. 따라서 본 연구는 류마티스관절염 활막세포에서 포도씨추출물 처

리를 통한 세포사를 관찰하고 그 기전을 확인하고자 한다.
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2. 재료 및 방법

2.1. 환자 대상:

이 연구는 계명대학교 동산병원 기관 연구윤리심의위원회(Institutional

Review Board number: 2020-01-055) 승인을 받은 후에 시행되었다. 류마

티스관절염 활막조직은 1987년 미국 류마티스학회(American College of

Rheumatology)에서 제정한 진단 기준을 만족하는 환자를 대상으로 활막절

제술을 통해 표본을 얻었다(22). 류마티스관절염 평가를 위해 적혈구침강속

도(erythrocyte sedimentation rate, ESR), C-반응성단백질(C-reactive

protein, CRP), 류마티스인자(rheumatoid factor, RF), 항CCP항체

(anti-cyclic citrullinated peptide antibody, anti-CCP Ab) 수치를 조사하였

다.

2.2. 류마티스관절염 활막세포 배양:

수집한 활막조직을 세포로 분리하기 위해 지방을 제거하고 잘게 잘라준

후, type II collagenase(Gibco, Waltham, MA, USA) 0.5 mg/mL가 포함된

무혈청 Dulbecco's minimum Eagle’s medium(DMEM) 배지에 37 ℃ 조건

에서 2시간 동안 배양하였다. 세포 현탁액만 거르기 위해 멸균거즈에 여과

후 3,000 rpm으로 5분 동안 원심분리 하였다. 침전물을 phosphate-buffered

saline(PBS)에 세척 후 3,000 rpm으로 5분 동안 원심분리하고, 이 과정을

두 번 반복하였다. 침전물을 5% CO2, 37 ℃ 조건에서 1%

penicillin-streptomycin과 10% fetal bovine serum(FBS)을 첨가한 DMEM

으로 배양하였다(1,23). 사용된 DMEM과 FBS는 welgene(Gyeongsan-si,

Korea), penicillin은 hyclone(Logan, UT, USA) 제품을 사용하였다. 활막세

포는 림프구와 대식세포 오염을 피하기 위해 4-7회 계대 배양된 것을 사용
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하였다(24).

2.3. 시약:

포도씨추출물은 한림 제약(Seoul, Korea)에서 제공 받았다.

Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp(OMe)-fluoromethylketone(z-VAD-fmk)

은 R&D Systems(Minneapolis, MN, USA)에서 구입하여 사용하였다.

3-methyladenine(3MA), chloroquine diphosphate salt soid(CQ),

N-acetyl-cysteine(NAC), 2’, 7’-dichlorofluorescein diacetate(DCFH-DA),

propidium iodide(PI)는 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)에서 구입하여

사용하였다. 세포용해완충액(lysis buffer)은 Thermo Fisher(Waltham, MA,

USA), 단백질분해효소 억제제(protease inhibitor)와 인산가수분해효소 억제

제(phosphatase inhibitor)는 Roche Diagnostics GmbH(Mannheim,

Germany)에서 구입하여 사용하였다.

일차항체 β-actin(1 : 5,000), p62/SQSTM1(1 : 8,000) 항체는

Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA), LC3(1 : 2,000) 항체는 MBL

International Corporation(Woburn, MA, USA), pro-caspase 3(1 : 2,000)

항체는 Santa Cruz Biotechnology(Dallas, TX, USA), PARP(1 : 1,000) 및

cleaved-caspase 3(1 : 1,000) 항체는 Cell Signaling Technology(Beverly,

MA, USA)에서 구입하여 사용하였다. 이차항체 Peroxidase AffiniPure

Donkey Mouse IgG(H+L)(1 : 5,000), Peroxidase-conjugated AffiniPure

Donkey Rabbit IgG(H+L)(1 : 2,000) 항체는 Jackson

Immunoresearch(Baltimore, MD, USA)에서 구입하여 사용하였다.

2.4. 세포 생존 수 산정:

생존율을 평가하기 위해 류마티스관절염 활막세포를 6 well 배양접시에 2

× 10⁵ cells/mL로 부착시킨 후 포도씨추출물을 처리하였다. 회수한 세포를
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0.2%의 trypan blue로 염색한 후, 혈구계(hemocytometer)를 이용하여 염색

되지 않은 세포의 수를 산정하였다. 정확한 분석을 위해 각각의 독립된 실

험을 3회 이상 시행하여 평균값과 표준편차를 측정하였다.

2.5. 활성산소종(Reactive Oxygen Species, ROS) 수준 분석:

류마티스관절염 활막세포를 60 mm 세포 배양접시에 4 × 10⁵ cells/mL를

부착시킨 후 포도씨추출물과 NAC을 처리하여 5% CO2, 37 ℃ 조건에서 16

시간 동안 배양하였다. 세포를 확보하여 DCFH-DA 30 μM을 처리한 후 빛

을 차단하여 5% CO2, 37 ℃에서 30분간 반응시켰다. 반응시킨 세포를 PBS

로 세척한 후 3,000 rpm으로 3분 동안 원심분리하여 상층액을 제거하였다.

세포를 PBS에 부유시킨 후 BD FACSCanto II 유세포 분석기(Becton

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)를 이용하여 활성산소종 양적 변화를

분석하였다.

2.6. 세포주기 분석:

류마티스관절염 활막세포에 포도씨추출물과 z-VAD-fmk를 처리한 후 16

시간 동안 5% CO2, 37 ℃ 조건에서 배양하였다. 배양된 세포를 확보하여

70% 차가운 에탄올로 4 ℃에서 24시간 고정하였다. 고정된 세포를 PBS로

세척한 후 3,000 rpm으로 3분 동안 원심분리하여 상층액을 제거하였다. 세

포에 PI용액(2.5 mg/mL PI, 5 mg/mL RNase A, 0.1% NP40, 0.1%

trisodium citrate)을 처리하고 빛을 차단하여 4 ℃에서 20분간 반응시켰다.

반응시킨 세포는 BD FACSCanto II 유세포 분석기를 이용하여 세포주기를

분석하였다.
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2.7. Western blot:

류마티스관절염 활막세포를 6 well 배양접시에 2 × 10⁵ cells/mL로 부착

시킨 후 약물을 처리하였다. 세포를 PBS로 세척한 후 세포용해완충액, 단

백질분해효소 억제제, 인산가수분해효소 억제제를 넣고 얼음 위에서 15분

동안 반응시킨 후 새 튜브로 옮겼다. 단백질 상층액을 얻기 위해 4 ℃,

12,000 rpm으로 15분 동안 원심분리 한 후, 확보한 상층액을 bicinchoninic

acid(BCA, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) 분석으로 단백질

농도를 측정하였다. 30 μg으로 단백질을 정량하여 sodium dodecyl

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis(SDS-PAGE)로 전기영동한 후

겔에서 nitrocellulose membrane(Amersham, Chicago, IL, USA)으로 단백

질을 이동시켰다. 5% skim milk가 첨가된 TBS-T 용액(20 mM Tris, 137

mM NaCl, 0.05% Tween-20)을 사용하여 membrane을 실온에 1시간 이상

blocking 후, 일차항체를 4 ℃에서 밤새 반응 시켰다. 이차항체를 상온에서

1시간 동안 반응시킨 후 Immobilon Western chemiluminescent HRP

substrate(Millipore, Billerica, MA, USA) 용액으로 발광시켜 화학 발광 이

미지 분석 장비(Fusion Solo 6S, Vilber Lourmat, Marne-La-Vallée,

France)로 특정 단백질의 발현을 확인하였다.

2.8. 자료 처리 및 통계학적 검정:

각 실험결과에 대한 측정은 Microsoft Office Excel 2013(Microsoft,

Raymond, WA, USA)을 사용하여 평균과 표준편차를 계산하였다. 유의성

은 대조군에 대한 Student's t-test로 비교하였으며, p값이 0.05 미만일 경

우 유의하다고 판단하였다.
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3. 성 적

3.1. 포도씨추출물에 의한 세포 생존율 감소

포도씨추출물이 류마티스관절염 활막세포에서 세포 증식을 억제할 수 있

는지 확인하기 위해 세포 생존 수 변화를 조사하였다. 포도씨추출물을 100

- 400 μg/mL 농도로 24시간 처리하여 세포 생존율을 확인한 결과, 포도씨

추출물의 농도 증가에 따라 세포 생존율이 감소하였다(Figure 1A). 포도씨

추출물 200 μg/mL를 4 – 24시간별로 처리하여 세포 생존율을 확인한 결

과, 16시간 처리에서 유의하게 감소하였다(Figure 1B). 포도씨추출물 50 -

200 μg/mL 농도로 16시간 처리하여 세포 생존율을 확인한 결과, 농도 증가

에 따라 세포 생존율이 17%, 34%, 53%로 유의하게 감소하였다(Figure

1C). 이 결과들로 보아 류마티스관절염 활막세포에 포도씨추출물 처리 시

세포 증식 억제 효과를 확인할 수 있었다.

3.2. 포도씨추출물에 의한 세포자멸사 유도 효과

포도씨추출물에 의한 류마티스관절염 활막세포의 세포 생존 억제가 세포

자멸사 유도 효과인지 여부를 조사하였다. 류마티스관절염 활막세포에

pan-caspase 억제제인 z-VAD-fmk 50 μM을 30분 동안 전처리한 후 16시

간 동안 포도씨추출물 200 μg/mL와 단독 또는 병용 처리하여 세포 생존율

변화를 확인한 결과, 포도씨추출물 단독 처리 시 감소한 세포 생존율이

z-VAD-fmk 병용 처리 시 유의하게 회복되었다(Figure 2A). 유세포 분석

기를 이용하여 세포주기를 분석하였다. 류마티스관절염 활막세포에 포도씨

추출물을 50 - 200 μg/mL 농도로 16시간 처리한 결과 sub-G1기가 포도씨

추출물 농도 의존적으로 7.2%, 11.5%, 13.1% 증가하였고 G2/M기 또한

13.3%, 14.1%, 16.6%로 증가하였다. 위와 같은 조건으로 z-VAD-fmk를 병
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용 처리하여 유세포 분석한 결과, 포도씨추출물 단독 처리 시 증가한

sub-G1기가 z-VAD-fmk 병용 처리 시 감소하였다(Figure 2B). 이어서

western blot을 통해 세포자멸사의 주요 단백질인 PARP, pro-caspase 3,

cleaved-caspase 3의 발현을 확인하였다. 류마티스관절염 활막세포에 포도

씨추출물 50 - 200 μg/mL 처리 시 pro-PARP, pro-caspase 3 단백질 발현

이 농도 의존적으로 감소하였으며 cleaved-caspase 3, cleaved-PARP 단백

질 발현은 검출되지 않았다. Z-VAD-fmk 50 μM을 병용 처리한 결과, 포

도씨추출물 단독 처리 시 감소한 pro-PARP 단백질 발현이 z-VAD-fmk

병용 처리에 의해 증가하였다. U87MG 세포에 TRAIL 처리한 군을 양성대

조군으로 확인한 결과 cleaved-PARP, cleaved-caspase 3 단백질 발현이

나타났으며, 류마티스관절염 활막세포에서 cleaved-form 단백질 발현이 나

타나지 않음을 확인할 수 있다(Figure 2C). 이 결과들로 보아 포도씨추출물

은 류마티스관절염 활막세포에서 G2/M기 정지와 동반된 세포자멸사 유도

에 관여한다는 것을 유추할 수 있었다.

3.3. 포도씨추출물에 의한 자가포식 유도 효과

류마티스관절염 활막세포에서 포도씨추출물에 의한 세포 증식 억제 효과

에 자가포식현상이 관여하는지 조사하였다. 포도씨추출물 50 - 200 μg/mL

농도로 16시간 처리하여 western blot을 통해 자가포식 지표 단백질인

LC3, p62 단백질 발현 정도를 확인하였다. 포도씨추출물 농도 증가에 따라

LC3-II 단백질 발현이 증가하였으며 p62 단백질 발현이 감소하였다(Figure

3A). 이어서 자가포식 개시 작용 단백질인 phosphatidylinositol

3-kinase(PI3K)를 억제하는 3MA, 자가포식소체와 용해소체와의 융합을 억

제하는 CQ를 처리하여 광학 현미경으로 세포 변화를 관찰 후 생존 세포

수를 산정하고 LC3-II 발현을 관찰하였다. 자가포식현상 초기 단계 억제제

인 3MA 500 μM과 포도씨추출물 200 μg/mL를 16시간 동안 단독 또는 동

시 처리한 결과, 포도씨추출물 단독 처리 시 죽은 세포 부유물의 증가, 세
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포 생존율 감소, LC3-II 단백질 발현의 축적이 3MA 병용 처리로 인해 죽

은 세포 부유물 감소, 세포 생존율 회복, 축적된 LC3-II 단백질 발현이 감

소하였다(Figure 3B). 마찬가지로 자가포식현상 후기 단계 억제제인 CQ 20

μM와 포도씨추출물 200 μg/mL를 16시간 동안 단독 또는 동시 처리하였다.

포도씨추출물 단독 처리 시 죽은 세포 부유물 증가, 세포 생존율 감소

LC3-II 단백질 발현 축적은 CQ 병용 처리로 인해 죽은 세포 부유물 감소,

세포 생존율 회복, 축적된 LC3-II 단백질 발현이 더 축적되어 발현됨을 관

찰할 수 있었다.(Figure 3C). 이 결과들로 보아, 포도씨추출물은 류마티스관

절염 활막세포에서 자가포식을 통한 세포사 유도에 관여한다는 것을 확인

할 수 있었다.

3.4. 포도씨추출물에 의한 활성산소종 효과

류마티스관절염 활막세포에서 포도씨추출물의 항산화 효과를 확인하기

위해 활성산소종 억제제인 NAC을 양성대조군으로 사용하여 세포 생존 수

변화를 관찰하였다. 류마티스관절염 활막세포에 포도씨추출물 200 μg/mL,

NAC 10 mM을 처리한 결과, 포도씨추출물 처리 시 세포 생존율은 대조군

에 비해 감소하였으나, NAC 처리 시 세포 생존율 변화가 없었다. 이 결과

로 보아, NAC은 류마티스관절염 활막세포에서 세포 독성을 나타내지 않는

것으로 유추할 수 있었다(Figure 4A). 활성산소종 양적 변화를 확인하기 위

해 포도씨추출물 100 μg/mL, NAC 10 mM을 8시간 처리하여 유세포 분석

기로 확인한 결과, 대조군 대비 NAC 처리 시 1.7배 감소하였고 포도씨추출

물 처리 시 53배 감소하였다(Figure 4B). 이 결과로 보아, 포도씨추출물이

류마티스관절염 활막세포에서 활성산소종 생성을 감소시키며 그 효과가

NAC 보다 뛰어난 것으로 보였다.
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Figure 1. GSPE reduces cell viability in RA-FLS. (A) RA-FLS were

treated in various concentrations (0 – 400 μg/mL) for 24 hr.

(B) The cell viability of GSPE-treated (200 μg/mL) RA-FLS

were evaluated at various times (4 - 24 hr). (C) RA-FLS

were treated in various concentrations (0 – 200 μg/mL) for

16 hr. Cell viability was determined with the hemocytometer

using trypan blue staining. Error bars are shown as means ±

standard deviation (SD). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <

0.001, compared with control cells.
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Figure 2. GSPE induces apoptosis in RA-FLS. (A) RA-FLS were

pre-treated with the pan-caspase inhibitor z-VAD-fmk (50 μ

M) for 30 min before the addition of GSPE 200 μg/mL for 16

hr. Cell viability was determined with the hemocytometer

using trypan blue staining. Error bars are shown as means ±

standard deviation (SD). *** p < 0.001, compared with control

cells. ## p < 0.01, compared to the GSPE treated cells. (B)

RA-FLS were treated with GSPE 50 - 200 μg/mL and
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pretreated with or without z-VAD-fmk (50 μM) for 30 min

and then incubated with GSPE 200 μg/mL 16 hr. RA-FLS

were stained with PI and measured cell cycle by flow

cytometry. (C) Western blot analysis was performed using

PARP, pro-caspase 3, cleaved-caspase 3 antibodies. β-actin

was used as a loading control. U87MG cells treated with

TRAIL were used as a positive control (P.C.).
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Figure 3. GSPE induces autophagy in RA-FLS. (A) RA-FLS were

treated in various concentrations (0 – 200 μg/mL) for 16 hr.

Western blot analysis was performed using anti-LC3 and

anti-p62 antibodies. β-actin was used as a loading control.

(B&C) RA-FLS were co-treated with GSPE 200 μg/mL in

the presence or absence of autophagy inhibitor (3MA 500 uM,

CQ 20 uM) for 16 hr. Cell morphology was photographed by

light microscope (× 200). Cell viability was determined with
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the hemocytometer using trypan blue staining. Error bars are

shown as means ± standard deviation (SD). * p < 0.05 and

*** p < 0.001, compared with control cells. # p < 0.05 and

### p < 0.001, compared to the GSPE treated cells. Western

blot analysis was performed using anti-LC3 antibody. β-actin

was used as a loading control.
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Figure 4. GSPE scavenges reactive oxygen species in RA-FLS. (A)

RA-FLS were treated in GSPE 200 μg/mL and NAC 10 mM

for 16 hr. Cell viability was determined with the

hemocytometer using trypan blue staining. (B) RA-FLS were

treated in GSPE 100 μg/mL, NAC 10 mM for 8 hr. The

intracellular ROS level was analyzed by flow cytometry using

the DCHF-DA 30 μM.
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4. 고 찰

류마티스관절염은 활막의 비정상적인 증식으로 인해 뼈와 연골이 파괴되

어 나타나는 질환이다(1). 류마티스관절염 활막세포는 염증성 시토카인의

과잉 생산과 고압 및 저산소 미세 환경을 가지며(2), 세포자멸사에 대한 저

항성이 있다(3). 류마티스관절염 활막세포의 세포자멸사 저항 기전은 p53

유전자의 돌연변이, 활성 질소 및 산소가 풍부한 미세 환경, phosphatase

and tensin homolog(PTEN)의 상대적인 낮은 발현으로 인한 NF-κB의 활

성 등이 세포자멸사의 감소에 영향을 준다고 알려져 있다(1). 이러한 특징

은 활성산소종 생성으로 인해 자극될 수 있으며, 이로 인해 변형된 생리학

적 불균형은 자가포식 생존 기전으로 유도될 수 있다(8).

세포사는 세포자멸사, 자가포식 등이 있으며, 세포의 항상성 유지에 중요

한 역할을 한다(25). 세포자멸사는 자가포식과 서로 협력하여 세포의 사멸

을 유도하기도 하며, 자가포식이 세포의 생존을 촉진하여 세포자멸사를 억

제하기도 한다(26). 세포자멸사는 세포 사멸 수용체(death receptor)의 활성

화와 관련된 외인성 경로와 미토콘드리아를 통한 내인성 경로로 구분된다.

이 두 경로는 caspase 3를 통해 서로 연결되어 세포사를 유도한다(27). 자

가포식은 자가포식소체와 용해소체의 융합에 의해 불필요한 세포소기관 또

는 단백질을 분해하는 기전으로(28), 특정 스트레스 하에서 세포를 보호하

는 기전으로 작용하나 지속적인 스트레스 하에서 방어 기전이 극복되지 못

해 세포의 사멸을 초래한다(29).

포도씨추출물은 프로안토시아니딘 복합체를 가지고 있는 강력한 항산화

제로(30), 산화 스트레스에 매개하는 대사 장애 질환으로부터 세포 보호 효

과가 있는 것으로 알려져 있다(31). 연구에 의하면 포도씨추출물이 류마티

스관절염 동물 모델과 활막세포에서 toll-like receptor(TLR)4 신호전달경로

를 통해 관절염 억제 효과를 유도하고(18), 염증성 시토카인 억제 및 파골

세포의 불균형으로 인한 뼈 파괴를 억제한다는 보고가 있다(20). 그러나 활

막세포의 세포사에 대한 연구는 아직까지 알려진 바 없다. 포도씨추출물은
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일부 암세포에서 세포자멸사와 자가포식을 동시에 유도하여 세포 증식을

억제하는 것으로 알려져 있다(12,32). 따라서 이 연구에서는 암세포와 유사

한 특징을 가진 활막세포에서 포도씨추출물을 통한 세포 증식의 억제와 세

포사 기전을 조사하였다.

본 연구에서 포도씨추출물은 류마티스관절염 활막세포의 생존을 유의하

게 억제하였다. 세포 생존 억제는 pan-caspase 억제제인 z-VAD-fmk와 포

도씨추출물 병용 처리 시 회복되었다. 류마티스관절염 활막세포에 포도씨추

출물 처리 후 세포주기를 확인한 결과, 포도씨추출물 농도 의존적으로

sub-G1기와 G2/M기가 증가하였고, 증가된 sub-G1기는 z-VAD-fmk 병용

처리로 인해 감소하였다. 세포자멸사 표지 단백질인 pro-PARP와

pro-caspase 3의 발현이 포도씨추출물 농도에 따라 감소하였으며, 감소된

pro-PARP 단백질 발현은 z-VAD-fmk의 병용 처리에 의해 증가하였다. 이

결과들로 보아 포도씨추출물은 류마티스관절염 활막세포에서 세포자멸사를

유도하는 것으로 보이나, 단백질 수준에서는 부분적으로 발현되어 다른 세

포사 기전이 연관되어 유발될 것이라 생각된다.

포도씨추출물을 류마티스관절염 활막세포에 처리 후 자가포식 표지 단백

질 발현을 확인한 결과, LC3-II 단백질 발현의 증가와 p62 단백질 발현의

감소를 관찰할 수 있었다. LC3-II 단백질 발현의 증가는 자가포식소체가

정상적으로 형성되었음을 의미하며, p62 단백질 발현의 감소는 용해소체가

형성된 후 손상된 세포소기관이 분해될 때 함께 분해됨으로써 자가포식 흐

름이 끝까지 수행되고 있음을 의미한다(33). 따라서 이 결과는 포도씨추출

물이 류마티스관절염 활막세포에서 자가포식현상 유도에 관여하는 것으로

보인다. 자가포식현상이 어떻게 유도되는지 알아보기 위해 자가포식 초기

단계를 억제하는 3MA 및 자가포식 후기 단계를 억제하는 CQ를 포도씨추

출물과 병용 처리하여 세포 생존율 및 단백질 발현 변화를 관찰하였다. 포

도씨추출물 단독 처리 시 감소한 세포 생존율은 자가포식 억제제들과 포도

씨추출물 병용처리에 의해 회복되었고 증가한 LC3-II 단백질 발현은 3MA

에 의해 감소, CQ에 의해 증가하였다. 3MA는 PI3K를 억제하여 자가포식

소체 형성을 막아 결과적으로 LC3-II를 억제하고, CQ는 자가포식소체와 용
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해소체의 결합을 억제하여 결과적으로 LC3-II가 축적되어 나타난다(34). 이

결과들로 보아, 포도씨추출물은 류마티스관절염 활막세포에서 자가포식현상

을 통해 세포사를 유도하는 것으로 보인다.

포도씨추출물을 통한 세포사 과정에서 활성산소종의 역할은 세포의 종류

에 따라 상반된 연구 결과로 나타난다(35-37). 류마티스관절염은 산화 스트

레스 불균형으로 인해 활성산소종이 축적되어 염증과 활막의 증식에 영향

을 미친다(3). 류마티스관절염 활막세포에서 포도씨추출물과 유사한 폴리페

놀계 항산화제인 resveratrol이 활성산소종 생성을 억제함으로써 세포자멸

사를 유도하여 세포 증식을 억제 한다는 연구가 있다(38). 본 연구는 포도

씨추출물이 류마티스관절염 활막세포에서 항산화 작용에 의해 세포사를 유

도할 것이라 생각되어 활성산소종 억제제인 NAC을 양성대조군으로 사용하

여 세포 생존율과 활성산소종 변화를 관찰하였다. 그 결과, 포도씨추출물

처리는 세포 생존율이 감소하였으나, NAC 처리는 변화가 없었다. 활성산소

종은 NAC 처리에 비해 포도씨추출물 처리에서 현저하게 감소하였다. 이

결과들로 보아, 포도씨추출물이 류마티스관절염 활막세포에서 활성산소종

감소에 영향을 미치는 것으로 보이나, NAC 이외의 superoxide

dismutase(SOD), catalase, glutathione peroxide와 같은 항산화 효소나 일

부 천연 항산화 물질을 이용하여 포도씨추출물의 항산화 효과 유효성을 비

교할 필요가 있을 것으로 보인다.

이러한 결과들을 종합해볼 때, 포도씨추출물은 류마티스관절염 활막세포

에서 세포자멸사와 자가포식을 유도하여 세포사를 일으키는 것으로 생각되

었다. 향후 포도씨추출물이 류마티스관절염 활막세포에서 세포자멸사와 자

가포식 유도에 어떤 신호전달경로가 작용하여 항산화 작용에 영향을 주는

지 추가 연구가 필요한 것으로 생각된다.
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5. 요 약

류마티스관절염은 전신의 만성 염증성 질환으로, 활막세포가 류마티스관

절염 병인에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다. 류마티스관절염 활막세포

는 세포자멸사 내성을 가지며, 고압 및 저산소 환경 조건에서 비정상적으로

증식한다. 이 연구에서는 포도씨추출물이 류마티스관절염 활막세포에서 세

포사를 유도하는지 조사하였다.

류마티스관절염 활막세포에서 포도씨추출물 처리 시 농도 의존적으로 세

포생존율이 감소하였으며 sub-G1기, G2/M기의 증가, pro-PARP,

pro-caspase 3 단백질 발현이 농도 의존적으로 감소하였다. 이 결과는

pan-caspase 억제제인 z-VAD-fmk의 병용 처리 시 상쇄되었다. 이를 보아

포도씨추출물에 의한 류마티스관절염 활막세포의 생존율 감소가 세포자멸

사와 연관이 있다는 것을 유추할 수 있었다. 또한 LC3-II 단백질 발현의

증가, p62 단백질 발현의 감소로 자가포식현상이 유도됨을 알 수 있었다.

이 효과는 자가포식 억제제인 3MA와 CQ를 포도씨추출물과 병용 처리 시

상쇄되었으며, 자가포식현상이 세포사 기전으로 작용 한다고 유추할 수 있

었다. 류마티스관절염 활막세포에서 포도씨추출물 처리 시 활성산소종의 수

준은 활성산소종 억제제인 NAC 처리와 비교하여 현저하게 억제되었다. 이

결과들을 미루어 볼 때, 포도씨추출물은 류마티스관절염 활막세포에서 세포

자멸사와 자가포식을 유도하여 세포사를 일으키며 활성산소종 억제와 연관

이 있는 것으로 생각된다.
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Fibroblast like synoviocytes (FLS) play a key role in the etiology of

rheumatoid arthritis (RA). RA-FLS are resistant to apoptotic cell death,

and this function can contribute to the reactive oxygen species

(ROS)-mediated autophagy induction. Thus, new agents that target FLS

could potentially complement the current therapies. Grape seed

proanthocyanidin extract (GSPE) has powerful anti-oxidative activity.

Some previous studies have shown that GSPE has an anti-inflammatory

effect in animal models of RA. The present study aimed to investigate

whether GSPE induces cell death in RA-FLS. GSPE-induced apoptotic

cell death was observed in RA-FLS. GSPE increased the sub-G1 phase

and G2/M phase and decreased the expression of pro-PARP and

pro-caspase 3. These results were reversed by z-VAD-fmk. GSPE was
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observed to increase the expression of LC3-II and decrease the

expression of p62. The autophagy inhibitors 3-methyladenine and

chloroquine decreased the cell toxicity of GSPE and changed the

expression of LC3 II proteins. GSPE was observed to decrease reactive

oxygen species (ROS) in RA-FLS. These data suggest that GSPE can

increase apoptotic and autophagic cell death and decrease ROS in

RA-FLS.

Further studies on the detailed mechanisms of the interaction between

the two types of cell death and the role of ROS are needed in the

future.
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류마티스관절염 활막세포에서

포도씨추출물에 의한 세포사 연구

허 예 린

계명대학교 대학원

의학과 내과학 전공

(지도교수 김 상 현)

류마티스관절염 활막세포는 류마티스관절염 병인에 핵심 역할을 하며, 세

포자멸사 저항성을 가지고 있다. 이 특징은 활성산소종에 의해 매개되는 자

가포식 세포 보호 기전에 기여한다. 따라서 류마티스관절염 활막세포에서

세포자멸사를 유도하는 것이 류마티스관절염 증상 및 진행을 개선할 수 있

다. 포도씨추출물은 강력한 항산화제로, 류마티스관절염 동물 모델 및 활막

세포에서 항염증 및 관절 파괴 억제 효과가 보고되었다. 이 연구에서는 포

도씨추출물이 류마티스관절염 활막세포에서 세포사를 유도하는지 알아보았

다. 포도씨추출물은 류마티스관절염 활막세포에서 세포 생존율 감소를 유도

하였으며 sub-G1기와 G2/M기의 증가, pro-PARP와 pro-caspase 3 단백질

발현이 감소하였다. 이 결과들은 z-VAD-fmk 병용 처리에 의해 상쇄되어

세포자멸사와 관련이 있음을 알 수 있었다. 포도씨추출물이 자가포식을 유

도하는지 알아본 결과, LC3 단백질 발현의 증가와 p62 단백질 발현의 감소
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를 확인하였다. 포도씨추출물에 의해 감소된 세포 생존율이 자가포식 억제

제인 3-methyladenine(3MA)와 chloroquine(CQ)에 의해 회복하였고 증가한

LC3 단백질 발현이 3MA로 인해 감소, CQ로 인해 축적된 것으로 보아 자

가포식을 통한 세포사와 관련이 있음을 알 수 있다. 포도씨추출물은 류마티

스관절염 활막세포에서 활성산소종 양적 감소를 유도하였다. 이러한 결과를

종합해 볼 때 포도씨추출물은 류마티스관절염 활막세포에서 세포자멸사 및

자가포식을 통한 세포사에 영향을 미치는 것으로 보이며, 이 과정에서 활성

산소가 관여할 것으로 생각된다. 향후 세포사와 활성산소종에 대한 자세한

기전은 추가 연구가 필요한 것으로 생각된다.
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