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1)

서 론

저산소성 허혈성 뇌손상에서 세포사멸(apoptosis)은 뇌세포

사망의 주요 기전이다
1, 2)
. 미성숙 신생 뇌에서도 저산소성 허혈성

손상이 뇌세포의 사멸을 현저하게 일으키는 것이 관찰된다
2-5, 6)
.

Fas(CD 95 또는 Apo-1)는 TNF superfamily 수용체 중에 하

나로서 45 kD의 transmembrane type의 수용체이다
7)
. 세포표면
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에서 Fas 수용체는 Fas ligand와 결합하여 세포 내 신호 전달

체개를 활성화시켜 세포사멸을 유발한다. Fas와 FasL는 성인

뇌 뿐만 아니라 미성숙 뇌의 저산소성 허혈성 손상 시 그 발현

이 크게 증가하고 세포사멸에 중요한 역할을 할 것으로 추측된

다
8-10)
. 그러나 미성숙 뇌에서 아직 Fas/FasL의 발현과 Fas/

FasL가 뇌세포 손상 등에 어떤 역할을 할 것인지에 대한 연구

는 매우 부족하다. 이에 연구자들은 생후 7일된 미성숙 흰쥐의

뇌에 저산소성 허혈성 손상을 유발하여 Fas/FasL 등의 발현을

관찰하여 뇌세포 손상의 기전을 이해하는데 도움을 받고자 본

연구를 시행하 다.

저산소성 허혈성 손상을 받은 신생 흰쥐 뇌 해마에서

Fas와 FasL 단백 발현
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Purpose : Fas is a cell surface receptor that transduces apoptotic death signals. Interaction of extra-

celluar domain of Fas with Fas ligand(FasL) triggers the apoptotic process in many diseases. We

investigated the expression of Fas and FasL in the hippocampus of 7-day-old newborn rat brains

following hypoxia-ischemia injury.

Methods : The 7-days-old newborn rats were exposed to 8 percent oxygen for two hours after the

ligation of right common carotid arteries. The newborn rats were killed and their brains were re-

moved at 12, 14 and 48 hours after hypoxic-ischemic injury. The expressions of Fas and FasL of

the right hippocampus were observed by western blotting and immunofluorescent staining.

Results : Fas and FasL were strongly expressed in the right hippocampus ipsilateral to the ligation

of the common carotid artery by western blotting at 12 hours following hypoxic-ischemic injury, and

then slowly decreased. The immunofluorescent expressions of Fas and FasL strongly increased in

the CA1 area of the right hippocampus at 12 and 24 hours following hypoxic-ischemic injury. The

immunofluorescent expression of Fas decreased at 48 hours, but the expression of FasL persisted

strongly at 48 hours following hypoxic-ischemic injury.

Conclusion : The interaction of Fas with FasL on the cell surface may be involved in neuronal in-

jury following hypoxic-ischemic injury in the developing brain. (Korean J Pediatr 2006;49:198-202)
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대상 및 방법

1. 실험동물에 저산소성 허혈성 뇌손상 유발

생후 7일된 Sprague-Dawley 신생 흰쥐를 가벼운 에테르 마

취 하에 목 정중선에서 피부를 절개하여 우측 경동맥을 노출하

고 4번 실로 이중 결찰 후 전기 응고 방법으로 경동맥을 절단한

후 피부를 봉합하 다. 이 과정은 8분 이내에 시행함을 원칙으

로 하 다. 이후 20-30분 정도 마취에서 회복되기를 기다린 후

어미에게 돌려보내 약 2-3시간 정도 안정시킨 후 섭씨 37도의

항온 수조에 부분적으로 잠긴 폐된 chamber내에서 8% 산소

와 92% 질소로 혼합된 기체에 2시간 동안 노출시켜 저산소성

허혈성 손상을 주었다. 대조군은 우측 경동맥을 노출 후 결찰이

나 절단 없이 피부봉합을 하 고 허혈 손상 및 저산소 폭로는

가하지 않았다.

2. Western blotting

저산소성 허혈성 손상에 노출시킨 3마리의 쥐를 저산소성 허

혈성 손상 후 12, 24, 48시간에 각각 1마리씩 뇌를 적출하여 경

동맥 결찰 쪽인 오른쪽 해마를 분리하 다. 이 과정을 5회 반복

하여 대조군 5마리를 포함한 총 20마리의 쥐의 뇌에서 오른쪽

해마를 분리하 다. 분리된 해마를 -80℃에 얼린 후 조직을 갈

아서 원심분리 과정을 거쳐 단백질을 분리하 다. 이후 anti-

Fas, anti-FasL 항체와 반응시킨 후 chemiluminescent detec-

tion system으로 반응을 관찰하 다. Semiquantitative densi-

tometry로 정량적으로 표시하 으며, 정량화된 값을 평균±표준

편차로 표시하 고 시간에 따라 대조군과 비교하 다. 결과는

Wilcoxon rank sum test, ANOVA 등으로 검정하 고 통계적

유의 수준은 P<0.05로 하 다.

3. 면역형광염색

저산소 폭로 후 일정한 시간에 10% formalin으로 관류, 고정

하고 적출한 뇌를 냉동 보관하 다. 보관된 뇌를 cryocut으로

coronal section하여 얻어진 뇌절편에 Fas, FasL에 대한 면역형

광염색을 하 다. Fas 항체는 토끼 다크론닝 항체(rabbit poly-

clonal antibody, Santa Cruz, USA)를 사용하 고, FasL은 염

소 다크론닝 항체(goat polyclonal antibidy, Santa Cruz, USA)

를 사용하 다. 이차 항체는 antirabbit IgG antibody(Vector)를

사용하 다. 뇌절편을 1차 항체와 incubation 시킨 후 다시 bio-

tinylated anti-rabbit IgG와 반응시켰다. 이후 Cy-3 conjugat-

ed streptavidin으로 발광 과정을 거친 후 CA1 해마 부위를 면

역형광현미경으로 관찰하 다.

결 과

1. 신생 흰쥐 뇌 해마에서 Fas/FasL 단백질 발현의
Western blotting 결과

저산소성 허혈성 뇌손상 후 12시간에 경동맥이 결찰된 오른

쪽 해마에서 Fas와 FasL 단백질의 발현은 대조군에 비해 통계

적으로 유의하게 증가하 다(Fig. 1, P<0.05). 이후 Fas와 FasL

단백질의 발현은 손상 후 24시간과 48시간에 점차 감소하 는

데, Fas 단백질의 감소가 보다 현저하 다.

Fig. 1. Fas(A) and Fas ligand(B) were strongly expressed by western blotting at 12 hours following
hypoxic-ischemic injury in the right hippocampus ipsilateral to the ligation of the common carotid ar-
tery, and then slowly decrease(n=5). Values represent as mean±SD.
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2. 신생 흰쥐 뇌 해마에서 Fas/FasL 단백 발현의
면역형광염색 결과

Fas 면역형광발현은 저산소성 허혈성 뇌손상 후 12시간과 24

시간에 경동맥이 결찰된 오른쪽 해마의 CA1 역에서 대조

군에 비해 현저히 증가하 고, 48시간에는 감소함이 관찰되었다

(Fig. 2). FasL 면역형광발현은 저산소성 허혈성 뇌손상 후 12

시간과 24시간에 경동맥이 결찰된 오른쪽 해마의 CA1 역에서

대조군에 비해 현저히 증가하 고, 48시간에도 여전히 대조군에

Fig. 2. Fas(A, C, E, G) and Fas ligand(B, D, F, H) were strongly expressed in the CA1 area of the
right hippocampus ipsilateral to the ligation of the common carotid artery by immunofluorescent
staining at 12(C, D) and 24 hours(E, F) following hypoxic-ischemic injury(200×). The expression of
Fas decreased at 48 hours(G), but the expression of FasL persisted strongly at 48 hours following
hypoxic-ischemic injury(H).
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비해 증가해 있음이 관찰되었다(Fig. 2). 이러한 관찰 소견은

western blotting 관찰 결과와 일치하 다.

고 찰

뇌신경세포는 저산소성 허혈성 손상을 받으면 세포표면의 세

포사멸 유발 수용체(pro-apoptotic receptor)들의 활성화가 일어

나고, 세포사멸과 관련된 다양한 세포내 신호 전달체계가 활성화

되어 세포가 사망하게 된다. 세포표면의 세포사멸 유발 수용체

(pro-apoptotic receptor)들 중 tumor necrosis factor(TNF)와

interleukin-1β(IL-1β) 등의 cytokine들의 수용체가 저산소성

허혈성 손상 시 뇌조직에서 현저하게 발현됨이 증명되어 있다
5)
.

Fas(CD 95 또는 Apo-1)는 TNF superfamily 수용체 중에

하나로서 45 kD의 transmembrane type의 수용체이다
7)
. Fas

수용체의 활성화는 세포사멸을 유발하는데, 이는 Fas 수용체가

Fas ligand(FasL)와 결합하여 세포 내에 여러 단계의 신호 전

달체계의 활성화 과정을 통해 이루어진다. FasL는 세포표면의

단백질로 TNF와 많은 유사함을 가진다. 세포표면으로부터 분리

된 FasL은 세포표면의 Fas와 결합하여 세포사멸을 유발하는데

이는 면역 세포에서 잘 알려져 있다
7)
.

중추 신경계에서 Fas와 FasL의 발현은 Park 등
8)
이 Fas가

정상 생쥐 뇌의 해마, 대뇌, 소뇌 등에서 정상적으로 발현됨을

보고하 고, Bechmann 등
9)
이 astrocyte에서도 FasL가 발현되

고, 손상 시 FasL의 발현이 증가함을 보고하 다. Choi 등
10)
은

인간 태아와 성인의 뇌에서 분리한 astrocyte에서 Fas와 FasL

가 정상적으로 발현됨을 보고한 바가 있으며, 이들은 뇌손상 시

interleukin, TNF 등과 함께 그 발현이 증가함을 보고하 다.

그 외에 Fas 발현은 Alzheimer 병, 다발성 경화증, Parkison

병 같은 면역 기전이 관계된 질환에서 현저히 발현될 뿐 아니라,

면역반응이 일어나지 않는 여러 신경계 질환에서도 중요한 역할

을 할 것으로 추측되고 있다
11-23)
.

저산소성 허혈성 뇌손상을 유발한 동물실험들에서도 중추 신

경계에 Fas 또는 FasL의 발현이 증가함이 보고된 바 있는데,

Martin-Villaba 등
17)
은 middle cerebral artery(MCA) 폐색으로

허혈 손상을 유발한 성인 쥐에서 CD 95L과 TRAIL의 발현이

증가함을 보고하 고, Li 등
18)
은 척추 압박 손상에서도 Fas와

FasL의 발현이 oligodendrocyte에서 증가함을 보고하 다. Ro-

senbaum 등
19)
은 MCA를 폐색 시킨 쥐에서 역시 Fas와 FasL

의 발현을 관찰하 는데 Fas는 신경세포와 microglia에서 발현

이 증가함을 보고하 다. 미성숙 뇌에서의 연구는 Felderhoff-

Mueser 등
24)
이 생후 7일된 신생 흰쥐에 한쪽 경동맥을 구 결

찰 후 8% 산소에 노출시킨 저산소성 허혈성 뇌손상 모델에서

Fas가 해마에 증가함을 보고하 고, Fas agonist를 대뇌로 주사

하면 해마에 세포사멸이 발생함을 보고한 바 있다. Northington

등
25)
은 생후 7일된 신생 흰쥐에 저산소성 허혈성 손상을 유발하

면 Fas 수용체의 발현이 증가하고 caspase 3의 발현과 세포사

멸이 증가함을 보고하 다. Van Landeghem 등
26)
은 13명의 신

생아 부검에서 pontosubicular neuronal necrosis에서 세포사멸

과 함께 Fas의 발현이 증가하고 FasL는 astrocyte와 microglia

에서만 증가함을 보고하 다.

이상과 같이 Fas와 FasL는 성인 뇌 뿐만 아니라 미성숙 뇌

의 저산소-허혈 손상 시 신경세포 뿐 아니라 교원세포에서도 그

발현이 크게 증가하고 세포사멸에 중요한 역할을 할 것으로 추

측된다. 그러나 미성숙 뇌에서 아직 Fas/FasL의 발현과 Fas/

FasL가 astrocyte 등의 glial cell에서의 발현 및 뇌세포 손상

등에 어떤 역할을 할 것인지에 대한 연구는 매우 부족하다.

본 연구에서는 Felderhoff-Mueser 등
24)
의 연구와 Northing-

ton 등
25)
의 연구에서처럼 저산소성 허혈성 손상 초기에 해마에

서 Fas의 발현이 증가함을 보여 주었고, Fas 뿐만 아니라 FasL

도 비슷하게 증가함을 보여 주었다. 본 연구를 통해 미성숙 신

생 흰쥐의 저산소성 허혈성 뇌손상 모델에서도 뇌세포 손상에

Fas와 FasL의 상호 관계가 중요한 역할을 담당할 것으로 추측

할 수 있었다. 그러나. 저산소성 허혈성 뇌손상에서 신경세포와

교원 세포가 Fas/FasL의 활성화를 통해 어떻게 상호 작용을 하

는지를 규명하기 위해서는 신경세포와 교원세포에서 각각 Fas와

FasL가 어떻게 발현되는 지에 대한 연구가 향후 필요할 것으로

여겨진다.

요 약

목 적: Fas는 세포표면 수용체로 세포사멸 신호를 전도한다.

많은 질환에서 세포표면의 Fas가 Fas ligand(FasL)와 결합하여

세포사멸 과정을 유발하게 된다. 연구자들은 7일된 신생 흰쥐에

저산소성 허혈성 손상을 유발한 후 뇌 해마에서 Fas와 FasL의

발현을 관찰하고자 하 다.

방 법: 7일된 신생 흰쥐를 오른쪽 총 경동맥 구 결찰 후

8% 산소에 2시간 노출시켰다. 저산소성 허혈성 손상 후 12, 24,

48시간에 뇌를 적출 냉동 보관하 다. Western blotting 방법과

면역형광염색 방법으로 냉동 보관된 뇌의 경동맥을 결찰한 오른

쪽 해마에서 Fas와 FasL의 발현을 관찰하 다.

결 과: Fas와 FasL의 발현은 저산소성 허혈성 손상 후 12시

간에 경동맥이 결찰된 오른쪽 해마에서 크게 증가하고 이후 감

소하는 것을 western blotting 방법에 의해 관찰하 다. Fas와

FasL의 면역형광발현은 오른쪽 해마의 CA1 역에서 손상 후

12시간과 24시간에 대조군에 비해 증가하 다. Fas의 면역형광

발현은 손상 후 48시간에 감소하 으나 FasL의 면역형광발현은

손상 후 48시간에도 지속되었다.

결 론:세포표면에서 Fas와 FasL의 발현과 그들의 결합은

저산소성 허혈성 손상을 받은 미성숙 뇌의 신경세포 손상에 기

여할 것으로 추측되었다.
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