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초 록

Thestudyforchangeofdermalthicknessonscleroderma

mousemodelinducedbyrepeatedbleomycininjections

조 홍 성

논문지도 :교수 박 찬 국,M.D,Ph.D.

의학과

조선대학교 대학원

Systemic sclerosis (SSc) is a chronic connective tissue disorder

characterized by extensivefibrosisassociated with increased deposition of

extracellularmatrix(ECM)proteinsintheskinandvariousinternalorgans

such as lung,heart,kidney,gastrointestinaltract and vascular injury.

Scleroderma,sclerosis ofthe skin,is usually resistantto allkinds of

treatments.TheetiologyandtheinitialeventsofSScremainunclear.but,a

numberofcytokinesaresupposedtoplayaroleintheinductionfibrosis.

Amongthem,transforminggrowthfactor-β (TGF-β)issuggestedtoplaya

crucialroleintissuefibrosis.But,dermalfibrosis/sclerosishasnotbeenfully

elucidated.

Bleomycin (BLM), originally isolated from the fungus Streptomyces

verticillus,isafrequently used antitumorantibioticeffectagainstvarious

kindsofcancers.Ithassideeffectsincludepulmonaryfibrosis.BLM induced

lungfibrosisisawell-knownanimalmodelthatmimicshumanpulmonary

fibrosishistologicallyandbiochemically.UpregulationofTGF-β expressionin

thelungswasreportedinpulmonaryfibrosiswhichincreasesinlungECM

production.

Althoughanimalmodelswhichexhibitalltheaspectsofsclerodermaarenot
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currently available,there are severalanimalmodels forresearch on the

pathogenesisofSScandonpotentialtherapeuticagents.InparticularaBLM

inducedsclerodermamodelinvolvingdailysubcutaneousinjectionofBLM into

thebackskinofsusceptiblestrainsofmicehasbeendeveloped.

Inthisstudy,wehaveattemptedtoestablishasclerodermaanimalmodelby

subcutaneousinjectionsofBLM.Ourmousemodelcouldprovideanaidto

analysetheetiologyandtherapeuticstrategyofsclerodermaandSSc.

KeyWords:Bleomycin,Mousemodel,Scleroderma,Systemicsclerosis
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I.Introduction

전신경화증(Systemicsclerosis,SSc)은 활성화된 섬유모세포(fibroblast)에 의해

콜라겐의 생성 및 과도한 축적이 피부 뿐 만 아니라 폐,심장,신장,소화기관과

같은 다양한 내부 장기에 영향을 미치고 혈관내피세포의 손상으로 전신에 침범

할 수 있는 만성 결합 조직 질환이다
(1,2)
.피부경화증(Scleroderma)은 SSc의 아형

으로,경화증이 주로 피부에 발생하는 것을 의미하며 전신경화증 환자의 삶의 질

에 영향을 미친다.전신경화증의 발병기전을 밝혀내기 위해 수많은 노력들이 있

었으나 아직까지 전신경화증의 원인과 발병기전이 명확하게 밝혀지지 않았다.현

재까지 연구에 의하면,수많은 사이토카인들이 섬유화를 유발하는 데 중요한 역

할을 한다고 알려져 있으며 그 중에서도 전환 성장 인자-베타 (Transforming

growthfactor-β,TGF-β)가 섬유화 유발에 핵심적인 역할을 한다고 알려져 있

다.TGF-β는 섬유모세포의 강력한 화학유발물질이며
(3)
,이것은 invitro에서 많

은 세포 종류에 의해서 콜라겐 또는 섬유결합소(fibronectin)의 생성을 증가시킨

다
(4-6)
.TGF-β는 세포 기질 부착 단백질 수용체(cell-matrix adhesionprotein

receptor)를 조절한다(7,8).또한,TGF-β는 플라스미노겐 활성제(plasminogen

activator),플라스미노겐 억제제 또는 전아교질 분해효소(procollagenase)같은

단백질 분해 작용에 의해 세포외기질(Extracellularmatrix,ECM)을 조절하는 단

백질의 생산을 조절한다
(9-11)
.TGF-β는 자동조절(autoinduction)을 통해 섬유모세

포에 의해서 자기 자신의 합성을 자극할 수 있다(12).그래서 증가된 TGF-β 생성

을 유지하는 것은 ECM의 지속적인 축적을 야기하여 섬유화를 일으킨다.

동물 모델들은 인간의 다양한 질병들을 이해하고 새로운 치료법을 개발하는 데

있어서 중요한 단서를 제공하므로 기전을 실험하고 이론을 정립하는 데 매우 유

용하다.비록 SSc의 모든 면을 반영한 동물 모델들이 현재까지 만들어 지지는

않았지만,반복된 블레오마이신 (Bleomycin,BLM)주사로 유도한 피부경화증 쥐

모델을 비롯한 몇 가지의 동물 모델들이 개발되었다
(13)
.특히,BLM에 의해 유도

된 피부경화증 모델은 쥐의 등 피부에 매일 BLM을 피하 주사하여 만들어졌으

며,이 모델이 가장 많이 이용된다(14).

Streptomycesverticillus라는 곰팡이로부터 분리된 BLM은 다양한 종류의 악

성종양에 항암제로써 자주 사용되는 항생 물질이다
(15)
.BLM의 부작용으로는 폐
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섬유화 또는 피부경화증과 비슷한 상태 등이 알려져 있다.

본 연구는 BLM을 쥐의 등에 피하 주사 함으로써 SSc피부를 가진 동물 모델

을 재현해 보았다.그리고 피부경화증 쥐 모델들의 피부 두께를 측정하여 정상

쥐의 그것과 비교함으로써 통계적으로 의미 있는 차이가 있는지에 대해 확인하

기 위하여 여러 가지 약물들을 처리하여 치료효과를 예견해 보고자 하였다.
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II.MaterialsandMethods

A.Mice

SankyoLaboService(Tokyo,Japan)에서 구입한 중량 20-25g의 특이한 병원

균이 없는 생후 6주의 수컷 B6쥐(Specificpathogenfree,maleB6mice)종을

사용하였다.쥐들은 동물 실험 규정을 준수하여 키웠다.
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B.Bleomycininducedmiceandmedicationtreatment

groups

쥐들을 27게이지 바늘을 이용하여 한 그룹에는 4주 동안 주 3회(월,수,금요

일)1mg/ml의 BLM (NipponKayakuCo,Tokyo,Japan)을 면도된 쥐 등 피부에

피하 주사를(n=10)투여하였다.마지막 투여가 끝난 다음날에 쥐를 정해진 프로

토콜에 따라 처치한 후,쥐 등 피부를 확보하였다.대조군인 다른 그룹에는 같은

용량의 인산염 완충 식염수(phosphate-bufferedsaline,PBS)를 면도된 쥐 등

피부에 피하 주사(n=5)하여 같은 방법과 간격으로 투여하였고 쥐의 등 피부를

확보하였다.주사부위를 기준으로 하여 상·하부 2x1cm를 두 군데 채취하였으

며 부위는 그림 1과 같다.

즉,그룹 1은 대조군인 PBS를 투여한 군이고 그룹 2는 BLM을 투여한 군이다.

BLM으로 유도된 쥐에서 약제의 효능을 평가하기 위하여 세 마리씩 각각의 약제

를 BLM과 같이 투여하였다.그룹 3은 항 혈관내피성장인자(anti-Vascular

EndothelialGrowth Factor,anti-VEGF)를 투여한 군이고 그룹 4는 BLM과

anti-VEGF를 함께 투여한 군이다.또한 그룹 5는 Cyclosporine(Cs)를 투여한

군이고 그룹 6은 BLM과 Cs를 투여한 군이다.

그룹 7은 extracellularsuperoxidedismutase(EC-SOD)에 PBS를 투여한 군이

고 그룹 8은 EC-SOD에 BLM을 투여한 군이다. 그룹 9는 peroxisome

proliferator activated receptor-  (PPAR- )를 투여한 군이고 그룹 10은

PPAR- 와 BLM을 투여한 군이다.
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C.Methodofhistopathologicstainingandanalysis

조직 표본을 10% 포르말린 용액으로 고정한 후 파라핀 절편을 제작하였다.조

직 표본의 두께는 4μm로 절단되었고,헤마톡실린-에오신 염색과 마손 트리크롬

염색을 실시하였다.또한,피부 진피층 두께와 염증세포를 구별하기 위해 톨루이

딘 블루(pH 7.0)염색을 실시하였다.피부 표본의 두께는 동일한 연구가가 반복

하여 측정하였다 (그림 2).

각 10개 군의 병리조직 표본을 확보하여 각각 3차례 진피의 두께를 측정하고

그룹 1을 기준(normalcontrol)으로 하여 다른 그룹의 측정치를 비교하여 기준에

대한 두께의 증감률을 %로 표시하였다.
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D.Statisticalanalysis

 

  결과는 평균 ±표준편차(means±SD)로 표현하였다.SPSSver.12.0for

Windows(SPSS,Chicago,IL)와 Mann-WhitneyUtest를 이용하여 분석하

였다.p값이 <0.05이면 통계학적으로 의미가 있다.
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III.Results

A.Effectofbleomycinindermalthickness

그림 3은 PBS를 투여한 정상 대조군 쥐의 진피 두께와 BLM을 투여한 쥐의 진

피 두께를 비교한 그림이다.그림 4를 참고하면,PBS군에 비해 BLM을 투여한

그룹에서 59.7%의 진피 교원섬유 증가를 보였다.
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B.Comparisonofdermalthicknessand

inflammationbetween10groups

1차,2차,3차 결과를 분석하여 평균을 낸 결과,진피 두께,진피 두께 증감률,

염증 반응 증감률은 각각 그림 4,그림 5,그림 6과 같다.

그림 4를 보면,BLM,BLM +anti-VEGF,Cs+BLM 그룹이 대조군에 비해서

평균 진피 두께가 증가하였음을 알 수 있다.그러나 anti-VEGF,Cs를 투여한 그

룹은 대조군에 비해서 평균 진피 두께가 감소함을 알 수 있다.

BLM 그룹과 BLM inEC-SOD그룹을 비교해보면 BLM 그룹에 비해 BLM in

EC-SCO그룹의 진피 두께가 감소함을 알 수 있다.

BLM 그룹과 PPAR-  + BLM 그룹을 비교해보면 BLM 그룹에 비해

PPAR-  +BLM 그룹의 진피 두께가 감소함을 알 수 있다.

그림 5는 PBS를 기준으로 해서 나머지 그룹의 진피 두께 변화율을 비교하였다.

그림 4와 그 의미는 같다고 할 수 있다.

그림 6은 PBS를 기준으로 해서 나머지 그룹의 염증 변화율을 비교하였다.나머

지 그룹 모두에서 염증이 증가하였음을 알 수 있다.
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C.Effectofanti-vascularendothelialgrowth

factorindermalthickness

그룹 1,2,3,4의 진피 두께를 비교해 본 결과,PBS군에 비해 BLM을 투여한

그룹에서 59.7%의 진피 교원섬유 증가를 보였으며 anti-VEGF를 단독 투여한 그

룹은 대조군에 비해 약간의 감소 (-8.3%)를 보였고 BLM과 anti-VEGF를 복합

투여한 경우에는 BLM 단독 투여보다는 덜하지만 정상보다 26.9%의 교원섬유층

의 증가를 보였다 (그림 8).현미경으로 관찰한 그룹 1,2의 피부 사진과 그룹 3,

4의 피부 사진은 각각 그림3,그림 7이다.
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D.Effectofcyclosporineindermalthickness

그룹 1,2,5,6의 진피 두께를 비교해 본 결과,Cs를 단독 투여한 그룹은 정상

대조군에 비해 약간의 감소 (-7.5%)를 보였고 BLM과 Cs를 복합 투여한 경우에

는 BLM 단독 투여보다 매우 감소된 7.4%의 진피 섬유층의 두께 증가 소견을

보였다 (그림 10).현미경으로 관찰한 그룹5,6의 피부 사진은 그림 9이다.
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E.Effectofextracellular-superoxidedismutase

indermalthickness

그룹 1,2,7,8의 진피 두께를 비교해 본 결과,PBS를 ES-SOD쥐에 투여한 그

룹은 정상 대조군에 비해 21.3%의 진피 교원섬유 증가를 보였고 EC-SOD 쥐에

BLM을 투여한 그룹에는 BLM 단독 투여보다 매우 감소된 13.3%의 진피 섬유층

의 두께 증가 소견을 보였다 (그림 12).현미경으로 관찰한 그룹 7,8의 피부 사

진은 그림 11이다.
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F.Effectofperoxisomeproliferatoractivated

receptor-  indermalthickness

그룹 1,2,9,10의 진피 두께를 비교해 본 결과,PPAR- 를 투여한 그룹은 정상

대조군에 비해 20.4%의 진피 교원섬유 증가를 보였고 PPAR- 와 BLM을 복합

투여한 경우에는 BLM 단독 투여보다 매우 감소된 -5.5%의 진피 섬유층의 두께

감소 소견을 보였다 (그림 14).현미경으로 관찰한 그룹 9,10의 피부 사진은 그

림 13이다.
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IV.Discussion

Systemicsclerosis(SSc)는 피부와 다양한 내장 기관에 섬유화가 발생하는 결

체 조직 질환이다
(16,17).

비록 발병원인이 아직까지 완벽하게 밝혀지지는 않았더라

도,피부와 다양한 내장 기관에 extracellularmatrix(ECM)단백질의 과도한 축

적과 혈관 손상과 면역학적인 이상 등의 특징을 보인다.

다수의 연구에서 대식세포에서 분비된 사이토카인이 동물에서 bleomycin

(BLM)으로 유도된 폐 섬유화의 발달에 상당한 역할을 하는 것으로 밝혀졌다.

인터루킨-1(Interleukin-1,IL-1),인터루킨-6(Interleukin-6,IL-6), 전환 성장

인자-베타(Transforming growth factor-β,TGF-β),종양 괴사 인자-알파

(TumorNecrosisFactor-⍺,TNF-⍺),혈소판 유래 성장 인자(PlateletDerived

Growth Factor,PDGF),또는 인슐린 유사 성장인자-I(Insulin like Growth

Factor-I,IGF-I)는 실험적인 폐 섬유화 유발에 있어서 연관이 있다고 제시되었

다
(18-20)

.그 중에서 TGF-β가 섬유화 과정에서 cytokine의 수를 조절하는데 핵심

적인 역할을 한다.TGF-β의 역할은 대식세포와 섬유모세포의 화학적인 반응을

불러일으키고 섬유모세포 증식을 자극하고,세포외기질 합성과 유전자 표현을 상

향 조정시키고,세포외기질 단백분해효소와 단백분해효소 억제제의 상호 보완적

인 조절을 하향조정하는 것이다.Yamamoto등은 BLM이 배양된 정상 피부 섬

유모세포에서 typeIcollagen,fibronectin과 TGF-β mRNA 표현을 상향 조정

한다고 발표하였다
(21)
.BLM에 노출된 쥐 폐의 섬유모세포는 TGF-β mRNA 합

성 증가와 TGF-β mRNA 와 단백질의 농도를 꾸준히 상승시켜서 전아교질 유

전자 전사를 일으킨다
(22)
.TGF-β는 전사 단계에서 BLM의 섬유화 효과를 조절

하고 TGF-β 반응에 pro⍺1(I)아교질 촉진제의 BLM 자극이 필요하다고 알려져

있다
(23)
.

현재까지의 연구에 의하면,BLM 처리를 한 쥐 등에서 TGF-β에 대한 면역반

응이 증가한다고 밝혀졌다.면역조직화학 방법을 이용한 그 전의 연구에서는

피부 경화증 피부의 세포외기질에서 TGF-β가 증가한다고 알려져 있다
(24-26)

.이

것은 림프구 보다는 다른 세포에서 기원한 TGF-β가 자가 분비 뿐 아니라 주변

분비 방식에서 섬유모세포를 유발하여 섬유화를 일으킨다고 추측 할 수 있다.
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동물 모델에서 밝혀진 병의 기전은 새로운 정보를 제공하고 근본적인 인간의

피부 경화증의 기전을 더 잘 이해하는 데 도움을 준다.tightskin(Tsk)쥐
(27)
,

Tsk2쥐,UCD (UniversitiyofCaliforniaatDavisline)200닭
(28-30)

,BLM으로

유도한 피부경화증 쥐,피부 경화성 이식 편대 숙주 반응 쥐(31)와 전환 성장 인

자/결합 조직 성장 인자를 외부에서 주입하여 유도한 섬유화 쥐 모델 같은 몇

가지 실험적인 동물 모델들은 쥐 섬유화 모델을 만들어 냈고 오랫동안 연구되어

져 왔다.

Streptomycesverticillus라는 곰팡이로부터 유래된 BLM은 다양한 종류의 암

에 효과적인 항종양 항생제로 자주 이용되었다.폐 섬유화는 BLM의 잘 알려진

부작용이고 확립된 쥐 모델에서 BLM에 의해 유발된 폐 섬유화는 인간의 폐 섬

유화와 유사하다.Yamamoto와 그 외 저자들은 BLM을 매일 피하 주사하여 피

부경화증을 가진 쥐 모델을 확립하였다(14,32).BLM에 의해 유도된 쥐 모델은 비

록 다른 내장 장기는 침범하지는 않지만 폐 섬유화를 포함하여 인간의 전신성

경화증의 특징을 많이 가지고 있다.이 모델은 치료 방법을 연구하는 많은 실험

에서 성공적으로 이용되었다.

그러나,확립된 이 모델은 격일로 BLM을 투여하여도 피부경화증을 유발할 수

있었음에도 불구하고 시간이 오래 걸리고 작업하기가 어렵다
(14)
.Mountz등은 58

주 이상의 기간 동안 거의 치사량에 가까운 용량의 BLM을 반복적으로 투여한

쥐에서 아교질 섬유의 구조적인 이상을 가졌지만 인간의 피부경화증과 유사한

심한 피부 섬유화를 일으킨다고 보고하였고(33),Shibusawa등은 BLM을 포함한

poly(L-lacticacid)(PLA)microspheres를 단 한번 투여하여 susceptibleC3H

쥐에서 피부 섬유화를 일으킬 수 있음을 증명하였다
(34)
.

또한,피부 경화증의 동물 모델은 사이토카인,사이토카인 길항제(예 :항체,수

용성 수용체),사이토카인 돌연변이 또는 섬유화 과정에 관여하는 신호 전달 경

로를 차단하는 약물을 표적으로 하는 새로운 치료법을 개발하는데 유용한 도구

가 된다.

SSc의 가장 분명한 조직 병리학적 특징은 활성화된 섬유모세포에 의해 ECM

의 과다 생성에 의한 과다 축적이다.SSc의 또 다른 조직 병리학적인 특징은 혈

관 주위의 염증의 침착과 모세혈관망(capillarynetwork)의 변화이다.SSc환자
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의 모세혈관망은 밀도가 감소되어있고,불규칙하고 혼돈스러운 양식을 보이고 있

다.이러한 변화가 모세혈관의 혈류를 감소시키고 결국 조직에 심각한 저산소증

(tissuehypoxia)을 야기한다
(35)
.

신생 혈관생성(angiogenesis)이란,선재성(pre-existing)혈관으로부터 내피세포

(endothelialcell)의 싹틔움과 분화에 의해 새로운 혈관이 생성되는 것을 말한다.

저산소증은 부족한 산소를 보상하기 위해 일어나는 신생 혈관생성에 중요한 자

극제로 작용한다
(36)
.그러나,SSc환자에서는 조직에 심각한 저산소증이 발생함

에도 불구하고 충분한 신생 혈관 생성이 발생하지 않는다(37).새로운 혈관을 생

성하는데 중요한 조절자 역할을 하는 VEGF는 신생 혈관생성의 몇 가지 단계를

조절한다.SSc환자에서 신생 혈관생성이 충분하지 않다는 것을 고려한다면,신

생 혈관생성 인자가 하향 조절되거나 신생 혈관생성 억제인자가 상향 조절되어

있을 것이다(37).그러나 놀랍게도 VEGF는 SSc의 피부에서 강하게 과발현

(overexpression)되어 있다
(35)
.이 같은 사실에 따라서,혈청 VEGF의 농도는 SSc

환자에서 의미 있게 증가한다
(37)
.만성적이고 조절되지 않는 VEGF의 과발현은

해로운 작용을 하여 결국 거대 모세혈관(giantcapillary)같은 비기능적인 혈관을

생성하게 된다.이러한 점을 참작하여 본 실험에서는 anti-VEGF가 피부경화증

의 치료에 효과가 있을 것이라는 생각에 이르게 되었고 또 쥐 실험을 통해 그

가능성을 증명하였다.현재까지 anti-VEGF가 SSc및 피부경화증 환자에서 효과

가 있다는 논문이 없다는 것을 확인하였으며,앞으로 더 많은 실험과 임상 시험

을 통해 anti-VEGF가 새로운 대안으로 떠오를 것으로 기대한다.

피부경화증은 면역 체계의 이상,피부와 내부 장기의 섬유화,그리고 미세혈관

순환에 영향을 주는 폐쇄성 혈관병증을 특징으로 하는 다발적 자가면역 질환이

다
(38)
.비정상적인 면역 활성화가 체액면역과 세포면역에 영향을 미치고 이것이

피부경화증의 시작에 있어서 기본이 되는 단계이다.SSc초기 병변에서 얻은 피

부 조직은 혈관 주위 단핵세포,특히 CD4와 CD8T 세포의 침윤이 섬유화보다

먼저 일어난다는 것을 증명하였다
(39)
.이처럼 피부경화증이 면역 체계의 이상과

관련이 있다는 것이 알려지면서 메토트렉세이트(methotrexate,MTX),사이클로

포스파마이드(cyclophosphamide,CYC),Cs등 다양한 면역억제제가 치료제로 시

도되어졌고,실제로 많은 연구에서 그 효과가 확인되었으며 현재에도 주된 치료
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제로 사용되어지고 있다.초기 SSc에서 IL-2,IL-2의 수용성 수용기 또는 이 두

가지 모두 증가되어 있음이 밝혀졌다
(40,41)
.Cs는 IL-2의 T 세포 생성과 다른 염

증 유발 사이토카인들을 방해하여 면역 억제 기능을 나타낸다.이러한 효과는

IL-2의 주된 전사 인자(transcriptionfactor)인 nuclearfactorforactivatedT

cells(NF-AT)를 활성화 하는데 중요한 분자인 칼시뉴린(Calcineurin)을 억제함

으로써 나타난다
(42)
.많은 연구들에서 Cs가 섬유모세포에서 아교질 분해 효소

(collagenase)의 표현을 증가시킨다는 것이 밝혀졌고
(43)
,이를 임상에 적용하여 수

많은 예에서 피부경화증에 Cs를 사용하여 좋은 결과를 얻음을 확인할 수 있었다

(44-50)
.이를 바탕으로 본 실험에서도 Cs를 사용하여 피부경화증 쥐 모델에서 효

과가 있음을 증명하였다.

증가된 자유 라디칼(freeradical)이 조직 손상의 중요한 발기인(initiator)으로서

SSc의 발병기전으로 여겨지고 있다.산소 라디칼(oxygenradical)이 블레오마이

신 유발 폐 손상에 관여한다고 알려졌다
(51,52)
.BLM은 초과산화물(superoxide)과

하이드록실 라디칼(hydroxyl radical)과 같은 활성산소족(reactive oxygen

species, ROS)를 생성한다고 알려져 있다
(53-55)

.ROS는 내피세포 손상 또는

PDGF와 TGF-β 같은 염증 또는 섬유화 사이토카인의 분비를 증가시킨다.

초과산화물 불균등화효소(Superoxidedismutase,SOD)는 신체의 주된 자유 라

디칼을 O2와 H2O2로 전환시키는 반응을 촉매 하는 세포내 주요 항산화제이다.

혈액에서 긴 반감기를 가지며 조직에 높은 농도로 축적되는 레시틴화 SOD

(lecithinizedSOD)를 PC-SOD라고 한다(56,57).BLM 유발 피부경화증 쥐 모델에

서 PC-SOD가 피부경화증을 억제하는 효과가 있는지를 알아본 실험에서 효과가

있음을 증명하였다.즉,PC-SOD를 투여한 군에서 피부 두께와 두꺼워진 콜라겐

다발의 정도가 현저하게 감소하였고 비만세포와 호산구 역시 의미 있게 감소하

였다(58).이와 같은 사실을 바탕으로 본 실험에서도 SOD가 BLM 유발 피부 경화

증 쥐 모델에서 피부 두께 감소 등의 치료 효과가 있음을 증명해 보였다.

Peroxisomeproliferator-activatedreceptor(PPAR)는 유전자 발현을 조절하는

전사인자(transcriptionfactor)역할을 하는 핵 수용체 단백질(nuclearreceptor

protein)중의 하나이다(59).PPAR는 세포의 분화,발달 그리고 신진대사(탄수화물,

지질,단백질)를 조절하는 데 필수적인 역할을 한다고 알려져 있다
(60,61)
.즉,
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PPAR는 지질,지질단백질의 대사와 혈당 항상성 유지에 조절자 역할을 한다.

PPAR는 3가지 타입으로 나누어지는데 alpha,gamma,그리고 beta/delta이다.그

중에서 PPAR- 는 장과 지방조직에 주로 존재하는데 지방세포 분화를 유도하고

지질 저장을 촉진시키는 역할을 한다(62).

세포내 스매드 신호 전달 경로(Intracellular Smad signal transduction

pathway)를 통해서 TGF-β는 콜라겐 합성,α-smoothmuscleaction(α-SMA)

발현,그리고 피부에 존재하는 섬유모세포의 근섬유모세포(myofibroblast)의 전환

분화(transdifferentiation)를 자극한다.이러한 반응이 조직의 섬유화에 기여한다.

자연적으로 생기는 endogenous ligand 또는 합성 약물학적 작용제는 세포

PPAR- 를 활성화하여 TGF-β/Smad신호전달(signaltransduction)을 파괴하고

섬유화 촉진반응을 방해한다.PPAR- 의 발현은 TGF-β에 의한 섬유모세포에

서 증가되고 그 결과 리간드(ligand)의 항섬유화 효과를 감작할 수 있게 한다.

즉,PPAR- 의 활성화는 항섬유화 효과를 보인다
(65)
.이를 바탕으로 하여 본 실

험에 적용한 결과,PPAR- 가 피부두께를 감소시키는 효과를 보였다.

본 실험은 지금까지 다른 실험과는 다른 몇 가지 특징이 있다.그 중에서도 가

장 큰 특징은 지금까지 발표된 실험 논문을 살펴보면 거의 모든 BLM 유도 쥐

모델에서는 매일 1mg/ml의 BLM을 주사하였다.그러나 본 실험은 매일이 아닌

격일,즉 월,수,금요일에 각각 1mg/ml의 BLM을 주사하였다.이렇게 주 3회 주

사하여도 BLM 유도 쥐 모델을 완성하는 데 성공하였다.

또한,BLM을 주사한 부위가 아니라 주사 부위에서 떨어진 2군데를 채취하여

여러 가지 약물을 사용하여 피부 두께를 비교 하였다는 점이다.이로써 국소적인

반응이 아닌 전신적인 면역 반응에 관여한다는 것을 유추할 수 있다.

여러 가지 약물 중,이미 섬유화를 억제한다고 알려져 있는 Cs,SOD,

PPAR- 를 피부경화증 쥐 모델에서 효과가 있음을 다시 한 번 실험을 통해 입

증하였으며 특히,anti-VEGF가 피부경화증 쥐 모델에서 효과가 있을 가능성을

처음으로 제시하여 향후 SSc의 치료제 개발에 새로운 방향을 제공한 것에 큰 의

의가 있다고 하겠다.
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V.Conclusion

우리는 반복된 BLM을 국소 투여함으로써 피부경화증을 일으키는 쥐 모델을 확

립하였다.이러한 결과는 BLM에 의해 유발된 피부경화증이 조직학적 및 생화학

적 모두 전신성 경화증과 매우 유사하다는 것을 암시한다.

PBS를 투여한 대조군에 비해 BLM을 투여한 군에서 진피 교원섬유의 증가를

보였고 anti-VEGF,Cs,SOD,PPAR- 등이 BLM에 의한 섬유화 반응을 억제하

는 효과가 있음을 일부 증명하였다.본 실험 및 BLM 유도 쥐 모델은 피부경화

증의 병인과 치료법을 연구하는데 있어서 기본적인 자료가 되겠다.
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Figure1.Backskinofmice

(A)Phosphatebufferedsaline (B)Bleomycininjectedmice

injectedcontrolmice
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Figure2.Explanationaboutdermalthicknessmeasurement

Inordertodifferentiatebetweendermalthicknessandinflammatorycell,

toluidineblue(pH7.0)stainisperformed.

Dermalthicknessismeasuredrepeatedly.Havingcapturedonepicture,we

showeddermalthicknessasthemeanvalueofcheckoverthreetimeslike

thearrowsinthepictureabove.
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Figure3.PhotomicrographsofGroup1VS.Group2

(PhosphatebufferedsalineVS.Bleomycin)

Upperfiguresarephotomicrographsofskinofphosphatebufferedsaline

injectedcontrolmice.Lowerfiguresarephotomicrographsofskinof

bleomycininjectedmice.Leftfiguresarefigureofonehundredfold

magnificationandmiddlefiguresarefigureoftwohundredfoldmagnification

andrightfiguresarefourhundredfoldmagnification.
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Figure4.ComparisonofdermalthicknessbetweenGroup1-10

(Abbreviation)

PBS:Phosphatebufferedsaline

BLM :Bleomycin

anti-VEGF:anti-VascularEndothelialGrowthFactor

Cs:Cyclosporine

EC-SOD:Extracellular-superoxidedismutase

PPAR-  :Peroxisomeproliferatoractivatedreceptor-  
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Figure5.Dermalthicknesscomparedwithcontrolmice(salinetreatment

group)

(Abbreviation)

PBS:Phosphatebufferedsaline

BLM :Bleomycin

anti-VEGF:anti-VascularEndothelialGrowthFactor

Cs:Cyclosporine

EC-SOD:Extracellular-superoxidedismutase

PPAR-  :Peroxisomeproliferatoractivatedreceptor-  

%
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Figure6.Inflammationcomparedwithcontrolmice(salinetreatmentgroup)

(Abbreviation)

PBS:Phosphatebufferedsaline

BLM :Bleomycin

anti-VEGF:anti-VascularEndothelialGrowthFactor

Cs:Cyclosporine

EC-SOD:Extracellular-superoxidedismutase

PPAR-  :Peroxisomeproliferatoractivatedreceptor-  

%
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Figure7.PhotomicrographsofGroup3VS.Group4

(Anti-vascularendothelialgrowthfactorVS.

Bleomycin+Anti-vascularendothelialgrowthfactor)

UpperfiguresarephotomicrographsofskinofAnti-vascularendothelial

growthfactorinjectedmice.Lowerfiguresarephotomicrographsofskinof

bleomycin+Anti-vascularendothelialgrowthfactorinjectedmice.Left

figuresarefigureofonehundredfoldmagnificationandmiddlefiguresare

figureoftwohundredfoldmagnificationandrightfiguresarefourhundredfold

magnification.
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Figure8.Dermalthicknesscomparedwithcontrolmice(salinetreatment

group)(Group1,2,3,4)
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Figure9.PhotomicrographsofGroup5VS.Group6

(CyclosporineVS.Cyclosporine+Bleomycin)

Upperfiguresarephotomicrographsofskinofcycolosporineinjectedmice.

Lowerfiguresarephotomicrographsofskinofbleomycin+cyclosporine

injectedmice.Leftfiguresarefigureofonehundredfoldmagnificationand

middlefiguresarefigureoftwohundredfoldmagnificationandrightfigures

arefourhundredfoldmagnification.
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Figure10.Dermalthicknesscomparedwithcontrolmice(salinetreatment

group)(Group1,2,5,6)
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Figure11.PhotomicrographsofGroup7VS.Group8

(Phosphatebufferedsalineinextracellular-superoxidedismutaseVS.

Bleomycininextracellular-superoxidedismutase)

Upperfiguresarephotomicrographsofskinofphosphatebufferedsalinein

extracellular-superoxidedismutaseinjectedmice.Lowerfiguresare

photomicrographsofskinofbleomycininextracellular-superoxidedismutase

injectedmice.Leftfiguresarefigureofonehundredfoldmagnificationand

middlefiguresarefigureoftwohundredfoldmagnificationandrightfigures

arefourhundredfoldmagnification.
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Figure12.Dermalthicknesscomparedwithcontrolmice(salinetreatment

group)(Group1,2,7,8)
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Figure13.PhotomicrographsofGroup9VS.Group10

(Peroxisomeproliferatoractivatedreceptor-  VS.

Peroxisomeproliferatoractivatedreceptor- +Bleomycin)

Upperfiguresarephotomicrographsofskinofperoxisomeproliferator

activatedreceptor-  injectedmice.Lowerfiguresarephotomicrographsof

skinofperoxisomeproliferatoractivatedreceptor- +bleomycininjectedmice.

Leftfiguresarefigureofonehundredfoldmagnificationandmiddlefigures

arefigureoftwohundredfoldmagnificationandrightfiguresarefour

hundredfoldmagnification.
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Figure14.Dermalthicknesscomparedwithcontrolmice(salinetreatment

group)(Group1,2,9,10)

(Abbreviation)

PBS:Phosphatebufferedsaline
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%


	I. Introduction 
	II. Materials and Methods 
	A. Mice  
	B. Bleomycin induced mice and medication treatment groups  
	C. Method of histopathologic staining and analysis 
	D. Statistical analysis 

	III. Results 
	A. Effect of bleomycin in dermal thickness  
	B. Comparison of dermal thickness and inflammation between 10 groups 
	C. Effect of anti-vascular endothelial growth factor in dermal thickness 
	D. Effect of cyclosporine in dermal thickness 
	E. Effect of extracellular-superoxide dismutase in dermal thickness 
	F. Effect of peroxisome proliferator activated receptor- in dermal thickness 

	IV. Discussion 
	V. Conclusion 
	Reference 


<startpage>11
I. Introduction  1
II. Materials and Methods  3
 A. Mice   3
 B. Bleomycin induced mice and medication treatment groups   4
 C. Method of histopathologic staining and analysis  5
 D. Statistical analysis  6
III. Results  7
 A. Effect of bleomycin in dermal thickness   7
 B. Comparison of dermal thickness and inflammation between 10 groups  8
 C. Effect of anti-vascular endothelial growth factor in dermal thickness  9
 D. Effect of cyclosporine in dermal thickness  10
 E. Effect of extracellular-superoxide dismutase in dermal thickness  11
 F. Effect of peroxisome proliferator activated receptor- in dermal thickness  12
IV. Discussion  13
V. Conclusion  18
Reference  19
</body>

