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신생아의 신경계 질환을 진단하고 치료하는 다양한 의

학 기술과 장비들이 발달하였으나 아직까지 조산

은 신생아에 있어 다양한 정신 신경학적인(preterm birth)

발달 장애를 일으키는 것으로 알려져 있다 조산에 의해.

발생되는 대표적인 신경 정신계 질환으로는 정신지체

인식 기능 저하(mental retardation), (cognitive function)

그리고 간질성 발작 등의 운동 장애(epileptic seizures)

등이 있다(motor handicap) .
1,2)

조산에 의해 나타날 수

있는 가장 심각한 문제는 뇌실내출혈(intraventricular

및 만성폐질환 으로 알hemorrhage) (chronic lung disease)

려져 있으며 이 두 가지 질환의 근본적인 원인은 조산아,

에서 흔히 볼 수 있는 만성 저산소증이다 또한 만성저산.

소증은 주산기 에서 신생아의 사망률을(perinatal period)

증가시키는 중요한 요인으로 신경계 이상 간질발작 및, ,

인식능력 이상 등을 유발한다.3) 만성저산소증에 의한 신

경계 이상은 산소 공급이 부족할 때 나타나는 중추신경

세포의 세포사 에 의한 것으로 알려져 있다 그(cell death) .

동안 많은 연구를 통해서 저산소증이 세포사 를 유발하

는 기전에 대해 많은 지식이 축적되어 있으나 저산소증,

으로부터 세포를 보호할 수 있는 방법은 아직 뚜렷하게

발견되지 않고 있다.4)

는 허혈성 뇌질환 혹은 외상성 뇌손상에Cannabinoid

있어 신경세포 방어 능력이 있는 것으로 알려져 있다.
5,6)

특히 신생아의 저산소 허혈성 뇌질환- (Neonatal

에 있어 합성된hypoxic-ischemic encephalopathy)

인 이 신경세포의 손상을cannabinoid receptor agonist WIN

줄여준다는 실험 결과에 대한 보고가 있다.7) 이는

가 만성 저산소 환경에 의해cannabinoid receptor agonist
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유발된 신경세포 손상을 억제할 수 있다는 가능성을

보여주고 있다 이에 저자는 저산소 환경에서 일 간. 7

배양한 쥐의 일차 대뇌 겉질 신경세포를 이용하여 세포

자멸사가 증가하는 지 관찰하였고 합성된 cannabinoid

를 투여하여 자멸사를 억제할 수 있는 지receptor agonist

확인하였다.

재료 및 방법

대뇌 피질 신경 세포의 일차배양1. (primary cortical

neuronal cultures)

임신 일 된 생쥐의 자궁에서 배자를 추출하고15 ,

배자의 종뇌 로 부터 등(telencephalon) Sestan (1999)8)이

서술한 방법에 의해 신경세포를 분리하였다 분리된.

세포들을 과 이상poly-L-ornithine laminin( Sigma Co.,

으로 코팅된 에서 배양을USA) plastic petri dish

시작하였다 배양액은 에. neurobasal media sodium pyrovate

solution, Fetal Bovine Serum, L-glutamine solution, B-27

이상 를supplement, Pen/strep solution( GIBCO Co., USA)

조합하여 제조하였다 세포들은 일 간 저산소 환경에. 7

노출시켰다 이때 완전히 밀폐된 저산소통. (hypoxic

에서 배양하였으며 저산소 가스의 조성은chamber) , N2

93%, O2 5% CO2 로 하였다 저산소 환경에서 배양한2% .

세포들은 인synthetic cannabinoid receptor agonist

을 의 농도로 투여하여WIN(Sigma Co., USA) 50mM

시간 동안 배양하였다24 .

2. Cell viability assay

의분석은 를 통해 이루어졌다Cell viability MTT assay .

약 5x10
3

정도의 세포를 에 분주하였다96 well plate .

그리고 시간 동안 배양하여 세포들이 잘 부착할 수24

있게하였다 각 세포는 의 을 투여하고 저산소. 10um WIN

환경에서 일 간 배양하였다 일 후 배양액을 제거하고7 . 7

의 을 각 에 투여하였다 그 후50ul MTT stock solution well .

37o 를 유지하는C CO2 에서 시간 동안incubator 3~4

배양하고 다시배양액을 제거한 후 를 투여하여DMSO

결정을 용해시켰다MTT-formazan . Bio-Tek microplate

에서 의 파장에서 각 을 측정하여 그reader 570nm well

감소 정도를 정상 세포들과 비교하여 비율을

계산하였다.

면역 형광 염색3. Annexin V

세포의 자멸사를 확인하기 위하여 로Annexin V

면역형광 염색을 시행하였다 우선 각 에 멸균. well

처리한 를 넣은 후 추출한 신경세포를 분주하고coverglass

위의 세포 배양 기법에 따라 대조군과 실험군으로

나누어 실험하였다 배양된 신경세포를 로 세척한 후. PBS ,

원심분리하고 상층액을 제거하였다 각 에. well Annexin

binding buffer (10mM HEPES, 140mM NaCl, 2.5mM

CaCl2 을 첨가하였고 당, pH7.4) 100 l , 100ul Annexin Vμ

를 추가하였다 실온에서 분간 반응시킨 후5 l . 15μ

를 더 넣어서 잘 섞은 후Annexin binding buffer 400 lμ

반응시켰다.

반응이 끝난 를 에 붙이고coverglass slide glass

광학현미경 으로 관찰한 후(Ecipse 80i, Nikon, Japan) ,

현미경용 디지털 카메라 를(DS-5MC, Nikon, Japan)

이용하여 촬영하였다.

4. Western blotting

배양된 신경세포를 에 세척하고 단백질을ice-cold PBS

추출하여 분석을 시행하였다 를immunoblotting . Lysate

위한 로는buffer modified RIPA buffer (50mM Tris-HCl,

pH7.4, 1% NP-40, 0.25% Na-deoxycholate, 150mM NaCl,

1mM EDTA, 1mM PMSF, 1g/ml Aprotinin, leupeptin,

1mM Na3VO4 를 사용하였다 일차항체로는, 1mM NaF) .

이상anti-PARP ( Cell signaling technology, USA, 1:1000),

를anti-ERK2 (Santa Cruz Biotechnology, USA, 1:10,000)

사용하였다 면역 반응을 감지하기 위하여. Supersignal

를 사용하였으며detection reagent (Pierce Co.) , Hyperfilm

에 노출시킨 후 평판스캐너를 이용하여(Kodak, USA) , ,

현상된 의 디지털 영상을 얻었다 스캔한 밴드의film .

농도를 정량적으로 분석하기 위하여 을, BioMax program

사용하였다.

결 과

저산소 환경 일간 일차 배양한 대뇌겉질 신경세포의7

세포사멸를 관찰하고 이 세포의 죽음에 미치는WIN

영향을 증명하기 위하여 를 통해 관찰하였다MTT assay .

만성저산소 환경에서 배양한 신경세포의 사멸(cell

이 정상 세포에 비해 현저하게 증가하였다 만성death) .

저산소 환경에서 합성 카나비노이드 수용체 작용제인
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을 의 농도로 배양액에 투여한 경우WIN 50mM

세포사멸이 억제되어 신경세포를 방어하고 있음을

확인하였다 (Fig. 1).

Fig. 1. MTT assay. Chronic hypoxia induces death in primary

cultured cortical neurons. But administration of WIN protects

neurons from cell death.

저산소환경에서 일어나는 세포의 자멸사 의 정(apoptosis)

도를 형태학적으로 확인하기 위하여 염색을Annexin-V

시행하였다 는 세포막이 손상되지 않은 경우. Annexin-V

염색이 되지 않는다 그러므로 자멸사가 증가하게 되면.

염색이 되는데 세포자멸사를 형태학적으로 확인하기 위,

해 널리 사용되고 있다 만성저산소 환경에서 배양한 신.

경세포는 정상 신경세포에 비해 양성인 신경Annexin V

세포가 증가하였다 그러나 만성 저산소환경에서 배양한.

신경세포에 을 투여한 경우양성 신경세포가 다시 감WIN

소하였다 이러한 결과는 만성저산소환경에 의해 유발된.

세포자멸사를 이 방어하고 있다는 것을보여준다WIN

(Fig. 2).

A B C

Fig. 2. WIN rescues primary cultured neurons from apoptosis.

Representative immunofluorescence micrographs of primary

cultured neuron in chronic hypoxia and the presence of

50mM WIN in chronic hypoxia and stained for Annexin V.

Note the increased staining in the hypoxic cultures but not

with WIN. A: Control, B: Chronic Hypoxia, C: WIN treatment

under chronic hypoxia.

신경세포의 자멸사를 확인하기 위하여 배양된 신경세포

의 에서 의 발현을 확인하였다 는 미토lysate PARP . PARP

콘드리아 경로를 통한 자멸사의 결과로 발현되는 단백질

이다 이를 통해자멸사의 정도를 정량적으로 분석하고자.

하였다 의 발현은 분석을 통하여 확인. PARP western blot

하고 그 농도를 측정하여 비교하였다 일 동안저산소환. 7

경에서 배양된 신경세포의 에서 의 발현은 정lysate PARP

상 신경세포에 비해 현저하게 증가하였다 그러나. WIN

을 투여한 경우 의 발현이 다시감소하여 정상 신경PARP

세포의 수준으로 나타났다 이러한 결과는 이 만성. WIN

저산소 환경에 의한 신경세포의 자멸사를 방어할 수 있

음을 보여준다 (Fig. 3).

고 찰

비치명적 만성저산소증 는(Chronic sublethal hypoxia)

흡연 등 일반적으로 접할수 있는 환경에서 일어날 수 있

다.
9)

신생아기에 저산소증에 의한 신경세포 손상을 받은

경우 이나 기억장애 인식장애 등의 후mental retardation ,

유증이 남을 수 있으며 새로 태어난 쥐가 저산소 환경에,

노출된 후 유사한 학습장애가 나타날 수 있다.
10)

뇌허혈 등과 같은 급성저산소증에 비해 그 증상이 뚜

렷하게 나타나지 않으나 만성적으로 노출되면 다양한,

증상이 나타날 수 있다 만성저산소증은 뇌허혈에 의한.

급성 뇌손상과 달리 만성적인 노출에 의한 뇌의 적응을

유도한다 뇌의적응의 일부로 신경세포의 죽음과 자멸사.

를 유도하는 것으로 알려져 있다.
11)

그 동안 저산소증 환

Fig. 3 WIN inhibits expression of PARP. Upper panel:

Representative Western blots for PARP in lysates of

primary cerebral neuronal cultures in the presence or

absence of WIN (normalized for ERK2 expression). Lower

panel: Quantitation of PARP expression in primary cerebral

neurons as described above. Note that there are changes in

PARP expression on in hypoxic cultures with administration

of WIN.
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경이 세포사멸을 유발하는 기전에 대해 많은 연구가 있

었다 저산소 환경은 를 통하여 다. hypoxic-inducible factor

양한 세포 내 신호 전달과정을 활성화하고 주위의 뇌혈,

관내피세포의수가 증가하게 되며 혈관재형성이 유도되

어 산소의 공급이 증가하여 신경세포가 생존하도록 한

다 또한 만성 저산소 환경이 의 분비를 유도하고. HIF-1 ,

이 이 나 의 분비를 증가시켜 뇌혈관내HIF-1 VEGF BDNF

피세포의세포사를 방어하게 된다.
12,13)

카나비노이드는 신경계에서 다양한 작용을 하는 것으

로 알려지고 있다 특히 신경세포를 방어할 수 있다고 보.

고되고 있다 흔히 쓰이는 저산소실험 모델 중. newborn

의 을 이용한 실험에서rat hypoxic-ischemic (HI) model

이 신경세포에서 과 의 분비를 줄WIN glutamate cytokine

이고 독성 의 생산을 증가시킨다nitric oxide .
14)

의 이WIN

러한 작용은 이온의 를 감소시키고calcium influx ,

의 발현을 억제함으로써 이루어 진transcription factor

다.
15)

을 이용한 실험에서 을 투여한 후 뇌의HI model WIN

촬영하고 그 변화 보고하였다 이들 보고에서 신경MRI .

세포 방어를 위하여 시술 후 을 투여한 경우HI WIN

정도로 손상 부위가 감소하였고 이러한 결과는42~65%

저체온법을 이용한 경우와 유사하다고 하였다.16,17) 또한

은 시술 후 관찰될 수 있는 동측 대뇌반구 축소를WIN HI

감소시킨다.18) 또한 동측 대뇌반구 축소는 신생아에서

나타나는 저산소 허혈성 뇌질환- (Neonatal

의 결과와도 유사하기hypoxic-ischemic encephalopathy)

때문에 이 신생아의 만성 저산소 질환에 있어 억제WIN

작용을 할 수 있다고 생각된다.

저자의 실험에서 만성 저산소 환경에서 세포의 사멸

이 증가한 것을 를 통해 확인하였다 또한MTT assay .

염색을 통해 면역형광기법으로 형태학적으로Annexin V

자멸사의 변화를 관찰하였다 이번 실험에서 만성 저산.

소환경이 대뇌 겉질 신경세포의 자멸사를 유도하는 것을

다시 한번 확인하였다 특히 자멸사의 증가가 현저하였.

다 이는 만성 저산소 환경은 급성 저산소 환경에 비해.

신경세포의 적응을 유발하며 이는 세포 사멸에 비해 자

멸사를 통해 저산소 환경에 적응하려고 하는 것 같다.

의 발현을 를 통해 관찰하고 정PARP western blot analysys

량적으로 분석한 결과 만성 저산소 환경에 의해 현저하

게 증가한 것으로 관찰되었다 이는 자멸사가 세포내 신.

호전달 체계를 통해 미토콘드리아의 파괴로 이어지는 경

로를 거친다는 것을 알 수 있다.

흥미로운 것은 이 만성 저산소 환경에 의한 신경WIN

세포손상을 방어할 수 있다는 것이다 지금까지 다른 실.

험들은 주로 급성손상에 대한 보고였다 과 같은 합. WIN

성 카나비노이드 수용체 작용제가 만성 저산소 환경에

의한 세포 자멸사에 미치는 영향에 대한 보고는 드물다.

이번 실험에서 이 자멸사를 감소시키는 신경방어능WIN

력이 있는 것을 확인하였다 앞으로 그 세포내 신호 전달.

체계에 대한 연구가 이루어 져야 하며 이를 통해 과, WIN

같은 카나비노이드 물질이 저산소증에 의한 신경 손상에

치료제로서의 가능성을 확인할 수 있을 것이다.
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