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 사 상과  산 생 (oxysterol)

 생  알 하 병, 킨 병과 같  신경퇴행  질  

병에 여한다.1,2 뇌 직  산  상에 라 지질단  

 산 가 루어질  다. 신경퇴행  질 에  도지

질단 (low density lipoprotein, LDL)  산 시킬   
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Background: Formation of cholesterol oxidation products is a suggested mechanism of neurodegenerative

disorders. Neuronal cell death is mediated by an increased release of excitotoxic glutamate from the presynaptic

nerve endings. Tyrosine-specific protein kinases modulate neurotransmitter release at the nerve terminals. Tyrphostin

AG126 has anti-inflammatory and cytoprotective effects. However, it remains uncertain whether tyrphostin AG126

has a preventive effect on the alteration of nerve terminal function induced by cholesterol oxidation products.

Methods: The present study was performed to assess the effect of cholesterol oxidation products against nerve

terminal function using synaptosomes isolated from rat cerebrum. We determined the preventive effect of

tyrphostin AG126 against oxysterol toxicity by measuring the effects on the glutamate release, depolarization of

the membrane potential, changes in Ca2+ levels, and Na+/K+-ATPase activity.

Results: Synaptosomes treated with 7-ketocholesterol or 25-hydroxycholesterol exhibited a sustained release of

glutamate, depolarization of membrane potential, early rapid increase in cellular Ca2+ levels and decrease in

Na+/K+-ATPase activity. Those responses were concentration-dependent. Treatment of tyrphostin AG126 interfered

with alteration of synaptosomal functions and decrease in Na+/K+-ATPase activity induced by 7-ketocholesterol or

25-hydroxycholesterol.

Conclusions: The results show that 7-ketocholesterol and 25-hydroxycholesterol seem to cause the release of

glutamate by inducing depolarization of the membrane potential and early rapid increase in cellular Ca2+ levels

and by inactivating Na+/K+-ATPase in the cerebral synaptosomes. Treatment of tyrphostin AG126 may prevent

the oxysterol-induced nerve terminal dysfunction.
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산   도  가가 찰 ,3 산  LDL  

신경 포  사  킬  다.4,5 LDL  산  lipid 

hydroperoxide, aldehydes,  산  생 (7-keto-

cholesterol, 25-hydroxycholesterol)  생 다.6,7 7-Keto-

cholesterol과 25-hydroxycholesterol 같   산

생  지질  질  포막  게 통과하고, 포 

내에  하게 고 도  루어 포사  킨다.1,8

 산 생  사립체 상과9,10 항상  

 야 하여 포사  과  나타낸다고 알  다.10,11

신경 신경말단에  리  신경 달 질  생체  

지에 한 역할  한다. 신경말단  탈 극  압

  통     루어지고 신경 달

질  신경말단에  시냅  틈새  리 다.12,13 시냅  신경

말단에  리  신경  독 질 glutamate가 신경퇴행  

질 에  신경 포 상과 사 에 여한다고 알  다.3,14

신경계 질 에  glutamate  N-methyl-D-aspartate (NMDA), 

kainate 용체 등에 용하여 사립체 상과 산  트

 하여 사포사  킨다.14,15

Tyrosine 특  protein kinase도 신경 포  생   사

에 주  역할  한다고 알  다.16-18 단 질 tyrosine kinase

 시냅 에  신경 달 질 리에  과  나타낸다. 

 신경말단 synaptosome에  Src family tyrosine kinase 

억  PP1  탈 극 용  가진 4-aminopyrine에 해 

야    glutamate 리에 극 과  보 다.19

 달리, Src family tyrosine kinase 억  PP2  4- 

aminopyrine, ionomycin에 해 야  glutamate 리  억

한다.20,21

Tyrosine kinase 억  tyrphostin AG126  HT-22 

해마 포주에  glutamate에 해  포사  억

한다.16 Tyrphostin AG126  항염   포 보  과  나타

내  것  생각 다.22,23 그러나  산 생  

에 해 야  신경말단 상에  tyrphostin AG126  

과  지지 않고 다.  연  목  뇌 synap-

tosome  용하여  산 생 (7-ketocholeste-

rol, 25-hydroxycholesterol)  신경말단 에 미  과

 사하고, 산 생  독 에 한 tyrphostin AG126  

과  규 하   다. 또한 본 연  통하여 tyrphostin 

AG126   산 생  신경독  용  과

 어하  질  고  하 다.

상과 

1. 재료

Tyrphostin AG126 [(3-hydroxy-4-nitrobenzylidene) 

malononitrile], 7-ketocholesterol, 25-hydroxycholesterol, 

glutamate dehydrogenase, safranine O, fura-2-acetoxy-

methyl ester, tris-ATP, Percoll과 타 시약  Sigma- 

Aldrich Inc. (St. Louis, MO, USA)에  하 다.

2. Synaptosome 

컷 Sprague Dawley ( 게 약 150 g) 뇌  

synaptosome  하 다.24,25  과  4℃  실험 건

에  루어 다. 한 뇌  9  320 mM sucrose, pH 

7.4 용액에 고, 직  리 균질   균질  한 다 , 

균질액  3000 g에  2  원심 리하 다. 상청액  14,500 

g에  12  원심 리하고, 얻어진  8 ml  320 mM 

sucrose, pH 7.4에 탁시 다. 탁액  3%, 10%, 23%

Percoll   리 용액(3 ml: Percoll, 320 mM sucrose, 

1 mM EDTA, 0.25 mM DL-dithiothreitol, pH 7.4) 에 심

럽게 고 32,500 g에  7  원심 리하 다. 10% Percoll과 

23% Percoll band 사 에  synaptosome  얻고, HEPES 

충액(140 mM NaHCO3, 1 mM MgCl2, 1.2 mM NaH2PO4, 

10 mM glucose, 10 mM HEPES, pH 7.4)과 고 30 ml가 

게 한 다  27,000 g에  10  원심 리하 다.  

약 3 ml  HEPES 충액에 탁하고, Bio-Rad 시약(Bio- 

Rad laboratories, Hercules, CA, USA)  용하여 단 질 

도  하 다.

 Japan SLC, Inc. (Haruno Production Facility, 

Tokyo, Japan)에  하 다.  리, 사용  취  

미  NIH (No. 80-23)과 한 학  동 실험지

(2000 )에 하여 시행하 다.  한 도가 지

(25±1℃) 고 12시간 간격  낮과   동 실에  

과 사료  공 하여 리하 다.

3. Synaptosome에  glutamate 리  

Synaptosome에  리  glutamate가 glutamate dehydro-

genase에 해 산  탈아미  에 라 NADP+  

NADPH가 생  것  용하여 도계하에  하

다.25 Synaptosome (0.5 mg 단 질 양/ml)  16 μM 



 산 생 에 해  뇌 Synaptosome 상에 미  Tyrphostin AG126  억  과

J Korean Neurol Assoc Volume 26 No. 3, 2008 233

bovine serum albumin  들어  HEPES 충액(140 mM 

NaHCO3, 1 mM MgCl2, 1.2 mM NaH2PO4, 10 mM glucose, 

10 mM HEPES, pH 7.4)에 탁하고 어  tyrphostin 

AG126  첨가하여 20  처리 후 7-ketocholesterol  첨가

하 다. 액에 2 mM NADP+, 50 units/ml glutamate 

dehydrogenase, 1 mM CaCl2  연 어 첨가하고 fluorescence 

microplate reader (SPECTRAFLUOR, TECAN, Salzburg, 

Austria)에   변  여   340 nm,   460 

nm에  하 다.

4. Synaptosome 막  

Synaptosome (0.5 mg 단 질 양/ml)  16 μM bovine 

serum albumin  들어  HEPES 충액(140 mM NaHCO3, 

1 mM MgCl2, 1.2 mM NaH2PO4, 10 mM glucose, 10 mM 

HEPES, pH 7.4)에 탁하고 어  tyrphostin AG126  

첨가하여 20  처리 후 7-ketocholesterol  첨가하 다. 

액에 50 μM safranine O  고 4  시킨 후 1 mM 

CaCl2  고 다시 3 간 시 다. 막  변 에  

 변  여   485 nm,   535 nm에  

하 다.26

5. Synaptosome Ca2+ 도 변  

Synaptosome (0.5 mg 단 질 양/ml)  5 μM fura- 

2/AM, 16 μM bovine serum albumin  들어  HEPES 

충액(140 mM NaHCO3, 1 mM MgCl2, 1.2 mM NaH2PO4, 

10 mM glucose, 10 mM HEPES, pH 7.4)에 고 37℃에  

30  시  fura-2  하시 다. 어  tyrphostin 

AG126  첨가하여 20  처리 후 7-ketocholesterol  첨가

하 다. Fura-2가 하  synaptosome  들어  

HEPES 충액에 1 mM CaCl2  고  도 변 에  

 변  여   360 nm,   505 nm에  

하 다.25  변  magnetic stirrer가 착 어  

luminescence spectrophotometer (Aminco-Bowman Series 

2, Aminco-Bowman, Rochester, NY, USA)에  하 다.

6. Na+/K+ ATPase  

Synaptosome (0.1 mg 단 질 양/ml)  액(100 

mM NaCl, 20 mM KCl, 2 mM MgCl2, 50 mM Tris-HCl 

buffer, pH 7.4)에 탁시 다. Synaptosome 에 tyrpho-

stin AG126  어 37℃에  20 간 처리 후 7-ketochole-

sterol  첨가하고 30  시 다. 액에 tris-ATP(

도 2 mM)  첨가하여 액  량  1 ml  게 한 후 

37℃에  10  시 다. 1 ml  차가운 15% trichloroacetic 

acid  어  료시키고 액  1000 g에  10  원심 

리하 다. 상청액(1 ml)  취하여 리  (Pi)  양  

하 다.27,28 Na+/K+ ATPase 도  nmol Pi liberated/mg 

protein/min  시하 다.

7. 통계 

얻어진 료  원  산  처리하여 통계   

검 하 다.  검  사후 검  다 간 비  

한 Duncan’s test  하여 집단 간  비  하 다. 

료  평균± 차  하 다.

결  과

1. 뇌 synaptosome에  glutamate  리

 산 생 (7-ketocholesterol과 25-hydroxy-

cholesterol)  신경말단 에 나타내  독  과   

신경말단  synaptosome  용하여 하 다. Synap-

tosome에  glutamate  리가  시간에 라 어나

 경향  보 , 7-ketocholesterol  처리하   신경

 독  질  glutamate  리가 여 도,  시간에 

라 가하 다(Fig. 1). 100 μM 7-ketocholesterol  60

간 처리하   glutamate 리가 에 비하여 약 39% 

가하 다. 다   산 생  25-hydroxycholes-

terol도 synaptosome에  glutamate 리  가시 다.

단 질 tyrosine kinase 억 가 신경말단에   

산 생 에 해  glutamate 리에 미  향  

사하 다. Tyrphostin AG126 (1-5 μM)  100 μM 7-keto-

cholesterol과 25-hydroxycholesterol에 해  gluta-

mate 리  억 하 다(Fig. 2). 러한 에  tyrphostin 

AG126  25-hydroxycholesterol 보다 7-ketocholesterol  

용에  큰 억  과  보 다. Tyrphostin AG126 (1-5 μM) 

체  synaptosome에  glutamate 리  가시키지 않았

,  리 도 변  비슷하 다(Fig. 2).

2. Synaptosome 막  변
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7-Ketocholesterol  처리한 synaptosome에  막  변

 사하 다. Synaptosome에 K+ 통  차단  3 mM 

4-aminopyrine  처리하   막  탈 극  루어지  

것  할  었다. 10-100 μM 7-ketocholesterol  

synaptosome에 처리하   막 가 탈 극 었 , 첨가 

20 에  변 가 찰 었고 후 감 하  경향  보 다

(Fig. 3).

7-Ketocholesterol에 한 glutamate 리에 미  tyr-

phostin AG126  억  과가 synaptosome 막 에 한 억  

과에  비 었 지 사하 다. 100 μM 7-ketocholesterol 

처리에  synaptosome 막  변 tyrphostin AG126 

(1-5 μM)에 해 억 었다(Fig. 4). Tyrphostin AG126 (1-5 

μM)  단독 처리한 synaptosome에  막  변   

비슷하 다.

3. Synaptosome에  Ca2+ 도 변

7-Ketocholesterol  처리한 synaptosome에  Ca2+ 도 

변  사하 다. Synaptosome에 7-ketocholesterol  

처리하   synaptosome 내  도가 가하 , 

7-ketocholesterol 첨가 후 5 경에  도에 도달하 다

Figure 1. 7-Ketocholesterol (KC) induces glutamate release 

from synaptosomes. Cerebral synaptosomes (0.5 mg protein/ml) 

were treated with 10-100 µM KC for 60 minutes and the 

amount of glutamate released was measured. The arbitrary 

unit 20 in relative fluorescence represents the 18.99 nano-

mole of glutamate. Data are mean±SEM (n=4). +p<0.05 com-

pared to control.

Figure 2. Effect of tyrphostin AG126 (AG) on 7-ketocholesterol- 

induced glutamate release. Cerebral synaptosomes (0.5 mg 

protein/ml) were pre-treated with 1-5 µM AG for 30 minutes, 

exposed to 100 µM 7-ketocholesterol (KC) or 25-hydroxy-

cholesterol (HC) for 60 minutes, and the amount of glutamate 

released was measured. Data represent mean±SEM (n=5). 
+p<0.05 compared to control; and *p<0.05 compared to KC 

or HC alone.

Figure 3. 7-Ketocholesterol (KC) changes the synaptosomal 

membrane potential. Cerebral synaptosomes (0.5 mg protein/ml) 

were treated with 10-100 µM KC for 60 minutes and changes 

in synaptosomal membrane potential were measured. Data re-

present mean±SEM (n=4). +p<0.05 compared to control.
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(Fig. 5). 7-Ketocholesterol에 한 synaptosome  도 

가  통  차단  10 μM nifedipine에 해 억  

것  할  었다(Fig. 6).

7-Ketocholesterol에 한 glutamate 리에 미  tyr-

phostin AG126  억  과가 synaptosome  도 가에 

한 억  과에  비 었 지 사하 다. 100 μM 7- 

ketocholesterol 처리에  synaptosome  도 가  

tyrphostin AG126에 해 억 었다(Fig. 6). Tyrphostin 

AG126 (1-5 μM)  단독 처리한 synaptosome에   

도   비슷하 다.

4. Synaptosome Na+/K+-ATPase  

 산 생  처리한 synaptosome에  Na+/ 

K+-ATPase  변  찰하 다. Synaptosome  100 μM 

7-ketocholesterol 또  25-hydroxycholesterol  30  처리

하   Na+/K+-ATPase  각각 34%, 30% 감 하 다

(Fig. 7, 8).

7-Ketocholesterol에 한 glutamate 리에 미  AG126

 억  과  Na+/K+-ATPase 에 연 지어 하고  

ATPase  변  하 다. Na+/K+-ATPase 에 한 

Figure 4. Effect of tyrphostin AG126 (AG) on 7-ketochole-

sterol-induced synaptosomal membrane potential changes. Cere-

bral synaptosomes (0.5 mg protein/ml) were pre-treated with 

1-5 µM AG or 3 mM 4-aminopyrine (4AP) for 30 minutes, 

exposed to 100 µM 7-ketocholesterol (KC) for 20 minutes, 

and changes in synaptosomal membrane potential were measured. 

Data represent mean±SEM (n=5). +p<0.05 compared to control; 

and *p<0.05 compared to KC alone.

Figure 5. 7-Ketocholesterol (KC) induces changes in synapto-

somal Ca2+ levels. Cerebral synaptosomes (0.5 mg protein/ml) 

were treated with 10-100 µM KC for 60 minutes and changes 

in synaptosomal Ca2+ levels were measured. The arbitrary 

unit 5 in relative fluorescence represents the 5.08 nanomole 

of Ca2+. Data are mean±SEM (n=4). +p<0.05 compared to 

control.

Figure 6. Effect of tyrphostin AG126 (AG) on 7-ketochole-

sterol-induced changes in synaptosomal Ca2+ levels. Cerebral 

synaptosomes (0.5 mg protein/ml) were pre-treated with 1-5 

µM AG or 10 µM nifedipine (Nif) for 30 minutes, exposed 

to 100 µM 7-ketocholesterol (KC) for 5 minutes, and changes 

in synaptosomal Ca2+ levels were measured. Data represent 

mean±SEM (n=5). +p<0.05 compared to control; and *p<0.05 

compared to KC alone.
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100 μM 7-ketocholesterol 또  25-hydroxycholesterol  

억  과  1-10 μM tyrphostin AG126 첨가에 해 해

었 , 5-10 μM 도에  52-53% 억  과가 찰 었다

(Fig. 7,8). Tyrphostin AG126 단독  10 μM에  Na+/K+- 

ATPase  3% 억 하 나 통계   없었다.

고  찰

알 하 병  뇌에  24-hydroxycholesterol, 7β

-hydroxycholesterol과 같   산 생  도가 

가 어  찰 다.8,29  산 생  뇌에

 β-amyloid 생 에 향  다.1 역  β-amyloid  

 산  진하여 7β-hydroxycholesterol  생 하 , 

생  7β-hydroxycholesterol  알 하 병 상 에 

여한다고 하고 다.8 킨 병  뇌 색질에  

산  생 과 철  도  가가 찰 고, 들  도 민 

신경 포 상에 여한다고 알  다.3,30 Synaptosome에 

ferrous ion과 ascorbate  처리하  주  7-ketocholesterol, 

7-hydroxycholesterols  생 , 생  막  억

하고 막 과  변경시  뇌 직  산  상  킨다고 

보고 고 다.31

 산 생  사립체  변  야 하고 산

 트  항진시  다양한 포에 독  과  나타낸

다.32,33 그럼에도 하고  산 생  신경말단 

에 보  과  규 지 않고 다. 라  러한 

에  본 연  행하 다.  신경말단 synaptosome  

신경 달 질  합 , , 리, 재  과 향 경  

갖고 다.34 Synaptosome에 통  차단  4-amino-

pyrine 나 고 도  K+  처리하  탈 극  야 고  

에 어 신경 달 질  리 다.13,35  에  같  

본 실험에  4-aminopyrine  뇌 synaptosome  탈 극  

야 하 다.  갈색 포  포주에  7-ketocholesterol

 포 내  도  가시키 , 러한  L- 태 

 통  차단  nicardipine에 해 억  보고 었다.36

포주에  실험 결과  비슷하게, 7-ketocholesterol에 

한 synaptosome Ca2+ 도 가  L- 태  통  차단

 nifedipine에 해 해 었다. 러한 에 근거하여 

볼 ,13,35 7-ketocholesterol 처리 후 synaptosome 막  탈

극과 함께  에 한 Ca2+ 도 가가 루어지 , 

러한 상  glutamate  지  리  킨다고 생각

었다.

Na+/K+-ATPase  막  , 신경 달 질 리, 

과  등 신경 동에 여한다.37,38 Ouabain에 해 Na+/K+- 

ATPase가 억  포막 탈 극, 포질 Na+  Ca2+ 도 

가가 야 고 신경 달 질  리 다.37,39 러한 

Figure 7. Effect of tyrphostin AG126 (AG) on 7-ketochole-

sterol-induced decrease in Na+/K+-ATPase activity. Cerebral 

synaptosomes (0.1 mg protein/ml) were pre-treated with 1-10 

µM AG for 20 minutes, exposed to 100 µM 7-ketocholesterol 

(KC) for 30 minutes, and Na+/K+-ATPase activity was mea-

sured. Data represent mean±SEM (n=5). +p<0.05 compared 

to control; and *p<0.05 compared to KC alone.

Figure 8. Effect of tyrphostin AG126 (AG) on 25-hydroxy-

cholesterol-induced decrease in Na+/K+-ATPase activity. Cere-

bral synaptosomes (0.1 mg protein/ml) were pre-treated with 

1-10 µM AG for 20 minutes, exposed to 100 µM 25-hydroxy-

cholesterol (HC) for 30 min, and Na+/K+-ATPase activity 

was measured. Data represent mean±SEM (n=5). +p<0.05 com-

pared to control; and *p<0.05 compared to HC alone.
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에  볼  7-ketocholesterol, 25-hydroxycholesterol  

synaptosome Na+/K+-ATPase  억  통해 glutamate 

리에 극 과  나타낼 것  시사 었다.

단 질 tyrosine kinase  신경 달 질 리 과 에 향

 나타낸다. 그러나 Src family tyrosine kinase 억  

에 라 탈 극  synaptosome glutamate 리에 각  

다  과,  가 또  억  과  나타낸다.19,20 Tyr-

phostin AG126  항염   포보  과  갖고 다고 알

 다.  tyrphostin AG126  생  아 포에  폐

연쇄 균 포벽 에  시  생  억 하고,22

에  허 -재 에  과 신  상  해한

다.23,40 Tyrphostin AG126  glutamate  포독  억 한

다.16 그럼에도 하고 tyrphostin AG126   산

생 에 한 신경말단 상에 나타내  과  지지 

않고 다.  규 하고  본 연  행하 , 실험 

결과  tyrphostin AG126  synaptosome에  7-ketochole-

sterol과 25-hydroxycholesterol에 한 glutamate 리, 

포막 탈 극, Ca2+ 도 가  하게 억 할   보

여주었다. 또한 tyrphostin AG126  Na+/K+-ATPase  감

 시   산 생  에 한 glutamate 

리  해할  다고 었다.

Glutamate  사립체 상과 산  생  가  야

하여 신경 포에 독  나타낸다고 알  다.14 사립체 

사슬  억  산  질  생 다.3,14

산  사립체에 용하여 사립체 막   아폽 시  

진행  cytochrome c 리  킨다. Synaptosome  사

립체  신경 달 질 함  포  갖고 다.34 그러므  

 산 생  glutamate 매개  사립체 상과 산

 생  가시  시냅  상  야 할   것  생각

었다. 또한 연  결과  tyrphostin AG126  glutamate 

리  억 하여  산 생 에 한 시냅  산

 상  해하  것  었다.

결   산 생 (7-ketocholesterol, 25- 

hydroxycholesterol)  synaptosome 막  탈 극과 함께 

 에 한 Ca2+ 도 가  하고, Na+/K+- 

ATPase  억  통해 glutamate 리에 극 과  나타

낼 것  생각 다. Tyrphostin AG126  synaptosome에  

7-ketocholesterol과 25-hydroxycholesterol에 한 포막 

탈 극과 Ca2+ 도 가  억 하고 Na+/K+-ATPase  감

 시   산 생  에 한 glutamate 

리  해하  것  다. 라  tyrphostin AG126

  산 생  매개  신경 상에  보  과  

나타낼   것  상한다.
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