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ABSTRACT

The functional study of intracellular calcium mobilization

Hyeon Park

(Advisor: Prof. Sang-Hoon Kim, M.D., Ph.D.)

Department of Medical Science, Graduate School, Choun Unuversity,

Gwangju, Korea

The present study was designed to investigate the role in

intracellular calcium mobilization of two representative endoplasmic

reticulum (ER) proteins, STIM1 (stromal interaction molecule 1) and

SARAF (store-operated calcium entry associated regulatory factor), in

pacemaker activity of cultured interstitial cells of Cajal (ICCs)

isolated from mouse small intestine, and to clarify the mechanism

of actions.

The whole-cell patch clamp technique was applied for analysis of

intracellular calcium mobilization in cultured ICCs, which

overexpressed STIM1 or SARAF. In current-clamping mode, the ICCs

generated spontaneous pacemaker potentials. External carbachol,

one of cholinceptor agonists, continuously produced membrane

depolarization, which was recovered within a few seconds into the

level of control resting membrane potentials. In
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STIM1-overexpressed ICCs, frequency of pacemaker potential was

markedly elevated, while in SARAF-overexpressed ICCs, significantly

inhibited. To check connection between external calcium and

pacemaker potential frequency, when treated with gadolinium (a

non-selective cation channel blocker) or a calcium-free solution into

culture media, the generation of pacemaker potentials was

completely abolished. Also, in order to establish relationship

between intracellular calcium concentration and STIM1 or SARAF,

when given with Fluo-4AM (a calcium indicator), frequency of

spontaneous intracellular calcium oscillations was significantly

elevated, but rather distinctly inhibited in SARAF-overexpressed ICCs.

Taken together, these results suggest that the frequency of

pacemaker activity in cultured ICCs isolated from mouse small

intestine is regulated through ER proteins (STIM1 and SARAF) due

to calcium mobilization. Moreover, based on these findings, it is

thought that expression levels of STIM1 and SARAF may affect slow

wave patterns in the gastrointestinal tract.

Key Words : Interstitial cells of Cajal, Stromal interaction molecule

1, Store-operated calcium entry associated regulatory factor,

pacemaker potential
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서 론I.

세포내 칼슘 역할 및 조절●

세포내 칼슘은 세포내 이차전달계로 신경전달물질과 호르몬 분비 근,

수축 및 생식계의 수정 등 생리학적으로 매우 다양한 역할을 하고 있

다 생리학적 기능을 발휘하기 위한 수용체의 활성은 세포내 칼슘의.

증가를 초래하고 칼슘 농도의 증가는 초부터 일까지 다양한 시간단,

위로 역할을 담당한다 그러나 과도한 세포내 칼슘 농도는 오히려 세.

포 독성을 초래하며 이는 세포막에 분포하는 칼슘 통로를 통한 과도한

유입에 의해 발생된다(FIgure 1) (Targos et al., 2005; Kiselyov et al.,

2006; McCarron et al., 2006; Bojarski et al., 2008; Grienberger and

Konnerth, 2012; Schwaller, 2012).
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Figure 1. The regulation of intracellular calcium (ON-OFF system).

On system: Increasing of intracellular calcium through plasma

membrane (PM) or ion channels. Off system: Over load of

intracellular calcium results in cell death. Plasma membrane calcium

ATPase (PMCA), sarcoplasmic-endoplasmic reticulum calcium ATPase

(SERCA), sodium-calcium exchanger (NCX) or uniporter regulates for

preventing cell death.
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이온 통로 및 의 역할Store-operated STIM●

수용체 자극을 통해 증가된 세포내 칼슘은 이온 통store-operated

로 의해 매개된다 현재(SOCs; Store-operated channels) . TRPC

와 이온 통로가 대표적인(transient receptor potential-canonical) Orai

로 알려져 있다 이온 통로는 특정 세포에 많이 분포하는SOCs . TRPC

반면 는 모든 세포에 분포하며 세포내 칼슘 분비에 의해 활성화되Orai

는 칼슘 전류를 발생한다(CRAC; Calcium release-activated calcium) .

의 활성화 후엔 세포내 칼슘의 증가는 억제되며 그 결과로 세포SOCs

내 칼슘 독성이 억제된다(Parekh and Putney, 2005).

생리학적 수용체 자극을 통한 세포내 칼슘 저장 기관인 내형질 세망

에서 유리된 칼슘으로 인해 내 칼슘은(endoplasmic reticulum, ER) ER

고갈하게 된다 이는 이온 통로를 활성화 시키며 특히 이. SOCs , Orai

온 통로의 개폐는 칼슘 센서인ER STIM1 (Stromal interaction

에 의해서 결정된다 은 와 이온 통로의molecule 1) . STIM1 Orai TRPC

개폐에 관여하는 여러 도메인이 존재한다 은 에 존재하는 단. STIM1 ER

일 통과 단백질 로 칼슘 센서인 칼슘(single pass membrane protein)

부착 도메인 을 통해 내 칼슘 농(EF hand; Calcium binding domain) ER

도를 감지해 내며 의 집단화 또는 올리거머화STIM1 (clustering)

를 방지하며 와 이온 통로의 접근을 억제(oligomerization) Orai TRPC

한다 더불어 에는 코일 코일 도메인. STIM1 - 1 (coiled coil domain, CC1),

이온 통로 활성화 도메인인Orai SOAR (STIM1 Orai activating

억제 도메인 도메인 이 존region), C terminal , lysing-rich (K-domain)
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재한다(Figure 2) (Roos et al., 2005; Baba et al., 2006; Feske et al.,

2006; Peinelt et al., 2006; Prakriya et al., 2006).

Figure 2. The structure of STIM1

Various domains of STIM1. CC1; coiled coil domain, CC1, SOAR;

STIM1 Orai activating region, CTID; C terminal inhibitory domain,

TM; Transmembrane, K; K-domain
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에 대한 이온 통로의 개폐 기전은 다음과 같다 의 칼STIM1 Orai . ER

슘 고갈은 의 올리거머화와 세포막에 가까운 위치로 재배치를STIM1

일으키며 세포막에 분포하는 이온 통로와 이 결합된다 현, Orai STIM1 .

재까지 도메인이 모든 이온 통로의 활성화에 필요한 것으SOAR Orai

로 알려져 있다 특히 도메인은 코일 코일 도메인처럼 접어지면. SOAR -

서 를 형성한다 이로 인해 이온 통로가 활성화되면서 세포dimer . Orai

내로 칼슘이 유입된다(FIgure 3) (Yuan et al., 2009; Zhou et al.,

2010).
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Figure 3. The activation of Orai channel by STIM1.

The activation of receptor linked with phospholipase C releases

calcium from endoplasmic reticulum (ER). Depletion of calcium by

releasing from ER makes oligomerization of STIM1 and STIM1

re-localizes nearby plama membrane. And then extracellular calcium

uptakes by fusion between STIM1 and Orai ion channels.
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과 의 역할SARAF STIM●

위에 언급된 와 과 더불어 최근 세포내 칼슘 항상성 조절SOCs STIM

자인 가 발견되어 연구 중SARAF (SOCE-associated regulatory factor)

이다 이 단백질은 모든 조직에 분포하며 특히 면역계와 신경계 조직.

에 높게 발현되어 있다 에 대한 기능은 많이 알려지지 않았지. SARAF

만 의 부재는 세포내 칼슘 항상성이 붕괴되어 세포 기능에 문, SARAF

제를 초래한다 특히 은 과 서로 부착되어 내 칼슘 농도. SARAF STIM ER

를 조절한다고 보고되었다(Figure 4) (Palty et al., 2012).

년에 처음 보고된 은 앞서 언급된 이2012 SARAF Orai, STIM positive

조절자라면 는 조절자라 표현할 수 있다 세포내 칼슘, SARAF negative .

은 두 가지 기전을 통해 항상성이 유지된다 첫 번째는 칼슘 의존. fast

성 과 두번째는 칼슘 의존성 이다 이 두inactivation slow inactivation .

가지 기전은 일정 수준으로 세포내 칼슘 농도를 유지시켜inactivation

주며 시스템은 칼모듈린 에 의존한다 이전까지, fast (calmodulin) . slow

시스템은 어떤 기전을 통해서 이루어지는지 밝혀지지 않았지만 바로

이 시스템을 담당하는 것으로 최근 알려졌다 의SARAF slow . SARAF

기전은 세포내 칼슘 고갈을 통해 활성화되는inactivation Orai-STIM1

상호작용을 억제하는 것으로 알려졌다(Figure 5) (Palty et al., 2012).
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Figure 4. The role of STIM1 and SARAF.

Under cell resting condition, calcium concentration in ER is

controlled by connection between SARAF and STIM1.
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Figure 5. The role of SARAF on interaction of Orai and STIM1.

Under cell resting condition, STIM1 activation is inhibited by

binding SARAF with STIM1. Orai is activated by STIM1 after

dissociation from SARAF. For inactivation of STIM1, SARAF binds

with STIM1.
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카할 사이질세포 에 대한 이해(Interstitial cells of Cajal)●

위장관 평활근의 자발적으로 발생하는 주기적인 수축운동은 연동운

동이나 분절운동과 같은 위장관 운동의 기본이 되는 것이다 위장관.

평활근의 자발적인 수축은 주기적인 세포막 전압의 변화에 기인하며,

서파 라 불린다 자발적인 위장관 운동은 근육 또는 신경(slow wave) .

세포에서 발생되는 것으로 처음 생각되어 왔지만 위장관내 신경절이,

제거된 부위에서 자발적 수축이 여전히 발생하 고 분리된 평활근 세,

포에서는 서파 발생이 나타나지 않아 이해가 어려운 실정이었다 그러.

므로 많은 연구자들은 위장관내 자발적 운동성은 다른 세포를 통해,

이루어진다고 믿고 있었다 최근 실험동물 및 사람에서 여러 연구를.

통해 위 소장 그리고 대장에서 근육층내에 카할 사이질세포가 발견되,

고 이 세포가 향도잡이 역할을 가지는 것(Figure 6) (Jun et al., 2005),

으로 알려져 주목을 받게 되었다 따라서 위장관 운동성에 대한 기존.

평활근 및 신경 세포에 대한 연구가 현재는 카할 사이질세포에 대한

연구로 바뀌게 되었다.
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Figure 6. The morphology of cultured interstitial cells of Cajal (ICCs)

from mouse small intestine.

c-Kit antibody that is specific marker for ICCs was used for

observation
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카할 사이질세포의 기능●

카할 사이질세포의 위장관내 기능은 다음과 같다.

서파를 유발하는 향도잡이 세포로의 역할1) ,

유발된 향도잡이 전압의 전파2)

신경과 평활근 사이에서 신경의 억제성과 흥분성 조절 매개 역할3) ,

위장관 신장에 관련된 이온 통로를 통해 평활근의 흥분도에 관여4)

카할 사이질세포에서 발생되는 향도잡이 활동도●

카할 사이질세포는 인접한 평활근과 간극연접을 통해 연결되어 있어

전기적인 합포체 를 형성한다 평활근 수축은 세포막 전압(syncytium) . -

의존성 칼슘 이온통로를 통한 칼슘유입에 의해 일어난다 카할L-type .

사이질세포는 자발적인 주기적 막전압의 변화를 보여주는데(Figure 7)

이러한 막전압의 변화는 간극연접을 통해 평활근(Jun et al., 2004),

세포에 전달됨으로서 평활근의 막전압변화가 초래되고 그 결과 칼슘,

이온 통로를 통해 유입된 칼슘이 근육이 수축을 일으킨다(Figure 8)

(Huizinga et al., 1995; Kobayashi et al., 1996; Sanders et al., 1996;

Sanders et al., 1999).
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Figure 7. Pacemaker currents of potential in cultured ICCs from

mouse small intestine.
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Figure 8. The relationship between smooth muscle cell and ICCs in

gastrointestinal tract.
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카할 사이질세포와 세포내 칼슘●

많은 연구들을 통해 카할 사이질세포에서 발생된 향도잡이 전압 발

생기전은 순간적인 세포내 칼슘과 IP3 증가가(Inositol triphosphate)

중요한 역할을 담당하는 것으로 알려졌다 가장 최근 알려진 서파의.

기전은 이론은 다음과 같다. IP3 수용체의 자극은 내형질세망으로부터

칼슘이 유리되며 유리된 칼슘은 내형질세망에 분포하는 카할 사이질,

세포의 발진기를 차례대로 자극시키게 된다 이렇게 전달된 칼슘은 카.

할 사이질세포에 분포하는 향도잡이 이온 통로를 통해 전압을 발생 시

킨다(Figure 9) (Suzuki et al., 2000; Yamazawa and Lino, 2002).
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Figure 9. Mechanism of pacemaker activity in ICCs.

The stimulation of IP3 receptor in ER generates calcium wave and

this makes calcium release by others IP3 receptors stimulation time

about. Slow waves are generated by Cl- or non-selective cation

channel activation through released calcium.
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연구 목적●

이와 같이 카할 사이질세포내 칼슘의 중요도는 인식되어 왔지만 어

떻게 카할 사이질세포내 칼슘 이온 농도가 조절되는지 어떤 기전을,

통해 주기적인 방출이 일어나는지 또한 내형질 세망의 칼슘 재충전은

어떻게 일어나는지에 대한 연구보고는 전무한 실정이다 따라서 본 연.

구는 최근에 발견된 세포내 내형질세망 단백질인 및 과STIM1 SARAF

카할 사이질세포의 자발적인 향도잡이 전압의 연관성과 칼슘의 조절기

전을 알아보고자 하 다.
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실 험 방 법II.

카할 사이질세포의 배양1.

일 된 생쥐를 암수구별 없이 실험동물로 사용하 다 로3-7 ICR . Ether

마취시킨 후 희생시킨 다음 개복하여 에서부터 회장에 해pyloric ring

당하는 소장부위를 적출하 다 실온에서 용. Krebs-Ringer bicarbonate

액으로 채워진 준비 용기 속에서 창자간막 가장자리 (mesenteric

를 따라 절개하여 점막층을 제거하고 윤상근을 노출시켰다 분border) .

리된 소장근 조직을 collagenase (Worthington type II), 1.3 ml/ml;

bovine serum albumin (Sigma), 2 mg/ml; trypsin inhibitor (Sigma), 2

등이 들어 있고mg/ml; ATP, 0.27 mg/ml , Ca2+이 들어 있지 않은

용액에 옮긴 다음 에서 분간 항온 소화시킨 후 진탕시Hank's 37 °C 20 ,

켜 단일 세포를 분리하 다 분리된 세포들을 유리 위에 분. coverglass

주하고 분 후에 와, 10 stem cell factor (SCF, 5 ng/ml, Sigma) 2 %

이 들어 있는antibiotic/antimycotic (Gibco) SmGm (smooth muscle

용액을 분주 한 후growth medium; Clonetics Corp) , 37 °C (95 % O2

- 5 % CO2 배양기에서 배양시켰다 배양된 다음날 전날 배양된 용액) .

에서 만 제외시켜 양액을 바꾸어 주었다2 % antibiotic/antimycotic .

실험은 배양 일째 후부터 시행하 다 배양된 의 확인은 단백2 . ICC Kit

에 대한 항체 를 사용하 으며 면역형광염색된 세포(ACK2, Gibco-BRL)

표본을 공초점주사 현미경 을 사용하여 관찰(FV300, Olympus, Japan)

하 다.
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세포막 전압 및 전류의 기록2.

배양된 용기를 항온 조절계에 옮긴 후 분당 속도로 세포외2-3 ml

용액을 관류시켰다 를 사용하여 배양된 에. Whole-cell patch clamp ICC

서 세포막 전압과 세포막 전류를 기록하 다 증폭기. Patch clamp

를 통하여 나오는 신호는 디지털 오(Axopatch 1-D, Axon Instruments)

실로스코프 생리적 기록기를 통해서 관찰하 고 고정전압과 자극전압, ,

의 조정 및 전류의 기록은 를pClamp (version 6.0, Axon Instruments)

사용하 다 세포막 전류는 의 유지전압에 고정하여 기록하 다. -70mV .

막전압 고정실험에서 얻어진 결과는 와pClamp GraphPad Prizm

해 을 이용하여 분석 처리하 다 모든(version 2.01, San Die , CA, USA) .

실험은 에서 시행하 다30 °C .

실험용액 및 약물3.

세포외 관류용액의 조성은 다음과 같다 각 수치는 단위임( mM ): KCl

5, NaCl 135, CaCl2 2, MgCl2 1.2, glucose 10, HEPES

이며 를(N-[2-hydroxyethyl]piperazine-N'-[2-ethansulfonic acid]) 10 Tris

첨가하여 가 가 되도록 적정하 다pH 7.4 . Ca2+ 용액은 위 조성에-free

서 CaCl2 만을 제거하 다 전극내 용액의 조성은 다음과 같다 각 수. (

치는 단위임mM ): KCl 140, MgCl2 5, K2ATP 2.7, Na2GTP 0.1,

이며 를creatinine phosphate disodium 2.5, HEPES 5, EGTA 0.1 Tris

첨가하여 가 가 되도록 적정하 다pH 7.2 .

실험에 사용된 약물은 과 이며carbachol gadolinium 로부터 구Sigma
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입하 다.

클론 준비 및4. transfection

과 발현 는 에서 구입STIM1 SARAF constructs ThermoFisher Scientific

하 다 은 과 효소를 이용하여 에. STIM1 EcoR1 NotI pcDNA 7.1 vector ,

은 와 효소를 이용하여SARAF HindIII MIuI pCMV6-AC-myc plasmid

에 클론 되었다 카할 사이질세포 배양 후vector . , STIM1, SARAF,

는 을 이용하여 발pcDNA Lipofectamine 2000 (ThermoFisher Scientific)

현되었으며 모든 농도는 를 통해 측정되었다cDNA spectrometer .

5. RT-PCR

현미경 하에서 카할 사이질세포의 형태를 보이는 세포를 유리 파이

펫을 이용하여 음압을 넣어 수집하 다 수집된 세포는 즉시.

용액에 넣은 후 용해전에 시켰phosphate-buffered saline spin down

다 는 를 이용하여 분리되었다. Total RNA TRIzol reagent (Invitrogen) .

은Reverse transcription Superscript One-step RT-PCR kit (Invitrogen)

를 이용하여 분 동안 시행하 고 의45°C 30 cDNA hybrid denaturation

은 분 동안 시행되었다 는 에94°C 5 . PCR product 2% agarose gel

후 염색을 통해 확인하 다running ethidium bromide .

세포내 칼슘 농도 측정6.

세포내 칼슘 농도의 변화는 염색약을Fluo 4-AM (Molecular device)

통해 시행되었다 칼슘 측정은 매 초 현미경을 통해. confocal time

로 측정되었고 는series fluorescence 488 nm excitation, 515 emission
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으로 시행되었다 세포내 칼슘 변화는 의 수식으로 처리하 고. F1/F0

는 첫 번째 이미지의 강도를 의미한다F0 .

실험결과의 통계적 처리7.

실험결과는 평균과 표준오차 로 표기하 으며 필요± (mean ± SE) ,

한 경우에는 또는 를 사용하여 유의성ANOVA paired Studen‘s t-test

을 검증하 다.
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실험 결과III

카할 사이질세포에서 기록되는 전기적 활동도1.

Current-clamping mode (I=0 에서 카할 사이질세포는 세포막 전압이)

주기적으로 변화하는 향도잡이 전압을 발생시켰다 안정(Figure 10A).

막 전압은 향도잡이 전압의 빈도는-59.6 ± 2.6 mV (n=5), 14.7 ± 0.8

를 보 다 투여시 안정막 전압의 탈cycles/min (n=5). 10 nM carbachol

분극이 발생하면서 향도잡이 전압의 크기는 감소하 다 (Figure 10B).

이 존재하에 카할 사이질세포의 안정막 전압은Carbachol -39.4 ± 3.6

향도잡이 전압의 빈도는 를 보 다mV (n=5), 2.6 ± 4.3 cycles/min

와(n=5) (Fig. 10C 10D).
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Figure 10. Effects of carbachol treatment on pacemaker potentials

recorded in cultured interstitial cells of Cajal (ICCs) from mouse

small intestine. (A) Pacemaker potentials of ICCs in current clamping

mode (I = 0). The vertical solid lines represent the scale of

pacemaker potential amplitude and the horizontal solid lines

represent the scale of pacemaker potential recording duration. (B)

Pacemaker potentials of ICCs exposed to carbachol (CCh, 10 nM) in

current clamping mode (I = 0). Cellular responses to CCh are

summarized in (C) and (D). The bars represent mean values ± SE.

Asterisks represent significant differences from untreated control

cells (Con) (*P < 0.01).



- 30 -

카할 사이질세포에 과발현 후 향도잡이 전압의 변화2. STIM1

의 역할을 확인하고자 를 카할 사이질세포에 과발STIM1 STIM1 cDNA

현 시켰다 전류 고정 상태에서 대조군는 정상적인 향도잡이 전압을.

보여주었다 하지만 이 과발현된 카할 사이질세포는 향도잡이 전. STIM1

압의 빈도수가 크게 증가하 다 와 더불어 정상상태(Figure 11A 11B).

의 향도잡이 전압의 형태가 과발현시 불규칙해지며 융합된 형STIM1

태의 향도잡이 전압 양상을 보 다 대조군에서 카할 사이질세포의 안.

정막 전압과 빈도수는 -57.4 ± 2.9 mV (n=5), 33.6 ± 0.8 cycles/2

이 으며 이 과발현 된 카할 사이질세포의 안정막 전압 및min , STIM1

빈도수는 다-62.4 ± 5.4 mV (n=5), 48.6 ± 5.2 cycles/2 min (Figure

와12A B).
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Figure 11. Pacemaker potential recorded in control or

STIM1-overexpressed cultured ICCs from mouse small intestine. (A)

Pacemaker potentials of ICCs in current clamping mode (I = 0).

Vertical solid lines represent the scale of pacemaker potential

amplitude and horizontal solid lines represent the scale of

pacemaker potential recording duration. (B) Pacemaker potentials of

STIM1-overexpressing ICCs in current-clamping mode (I = 0).
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Figure 12. Pacemaker potential difference recorded in control or

STIM1-overexpressed cultured ICCs from mouse small intestine.

Pacemaker potential responses in STIM1-overexpressing ICCs are

summarized in (A) and (B). The bars represent mean values ± SE.

Asterisks represent significant differences from empty

vector-expressing control cells (Con) (*P < 0.01). RMP: Resting

membrane potentials.
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카할 사이질세포에서 과발현 후 향도잡이 전압 변화3. SARAF

의 역할을 확인하고자 를 카할 사이질세포에 과SARAF SARAF cDNA

발현 시켰다 전류 고정 상태에서 대조군은 정상적인 향도잡이 전압을.

보여주었다 반면 이 과발현 된 카할 사이질세포는 향도잡이 전. SARAF

압의 빈도수가 크게 감소하 다 와 대조군이 발현된 카(Figure 13A B).

할 사이질세포의 안정막 전압과 빈도수는 -58.1 ± 4.1 mV (n=5), 31.6

이 으며 이 과발현된 카할 사이질세포의 안± 3.4 cycles/2 min , SARAF

정막 전압 및 빈도수는 -64.8 ± 5.5 mV (n=5), 7.6 ± 2 cycles/2 min

다 와(Figure 14A B).
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Figure 13. Pacemaker potential recorded in control or

SARAF-overexpressed cultured ICCs from mouse small intestine. (A)

Pacemaker potentials of ICCs in current clamping mode (I=0).

Vertical solid lines represent the scale of pacemaker potential

amplitude and horizontal solid lines represent the scale of

pacemaker potential recording duration. (B) Pacemaker potential of

SARAF-overexpressing ICCs in current clamping mode.
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Figure 14. Pacemaker potential differences recorded in control or

SARAF-overexpressed cultured ICCs from mouse small intestine.

Pacemaker potential responses in SARAF-overexpressing ICCs are

summarized in (C) and (D). The bars represent mean values ± SE.

Asterisks represent significant differences from empty

vector-expressing control cells (Con) (*P < 0.01). RMP: Resting

membrane potentials.
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카할 사이질세포에서 과 의 발현여부확인4. STIM1 SARAF

과발현 상태가 아닌 실제 카할 사이질세포에 과 의 존STIM1 SARAF

재여부를 확인하고자 을 시행하 다 배양된 세포 중 카할 사이RT-PCR .

질세포만 선택한 후 특이적 지시자인 양성 세포만을 선별하여ANO1

을 시행하 다 그 결과 양성 세포인 카할 사이질세포에RT-PCR . ANO1

과 이 정상적으로 발현되어 있는 것을 확인하 다STIM1 SARAF (Figure

15).

Figure 15. Molecular expression of STIM1 and SARAF in cultured

ICCs from mouse small intestine. RT-PCR detected the transcripts

for STIM1 and SARAF in whole mounted cultured cells (upper

panel) and in ANO1 positive cultured ICCs (lower panel).
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카할 사이질세포의 향도잡이 활동도에 대한 과 칼슘5. gadolinium

용액의 효과-free

향도잡이 활동도에 대한 세포외 칼슘의 기전을 확인해 보고자 배양

된 카할 사이질세포에 비선택성 양이온 통로 억제제인 10 Mμ

과 칼슘 용액을 투여하 다 두 가지 조건 모두 카할 사gadolinium -free .

이질세포에서 발견되는 향도잡이 전압의 발생이 완전히 차단하 다

와 정상 카할 사이질세포의 안정막 전압과 빈도수는(Figure 16A B).

이 으며-58.6 ± 1.1 mV (n=5), 32.6 ± 1.4 cycles/2 min , gadolinium

및 칼슘 용액의 처리 후 카할 사이질세포의 안정막 전압 및 빈도-free

수는 및-50.4 ± 7.5 mV (n=5), 0.5 ± 0.6 cycles/2 min -59.6 ± 3.5

다 와mV (n=5), 0.2 ± 0.8 cycles/2 min (Figure 17A B).
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FIgure 16. The effects of gadolinium or an external Ca2+-free

solution on pacemaker potentials in cultured ICCs from mouse

small intestine. (A) Gadolinium exposure (Gd3+, 10 M) abolishedμ

the generation of pacemaker potentials in cultured ICCs. Vertical

solid lines represent the scale of pacemaker potential amplitude

and horizontal solid lines represent the scale of pacemaker

potential recording duration. (B) External Ca2+-free solution exposure

inhibited pacemaker potential generation.
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Figure 17. Pacemaker potential differences recorded in control or

gadolinim or Ca2+-free solution in cultured ICCs from mouse small

intestine. The bars represent mean values ± SE. Asterisks represent

significant differences from untreated Control cells (Con) (*P <

0.01). RMP: Resting membrane potentials.
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과 과발현 후 세포내 칼슘 변화6. STIM1 SARAF

세포내 칼슘에 대한 과 의 역할을 확인하고자 칼슘 지STIM1 SARAF

시자인 을 처리 한 후 변화를 관찰하 다 대조군으로fluo-4AM .

만을 과발현 시킨 카할 사이질세포는 일정한 세포내 칼슘 진pcDNA

동 을 보 다 하지만 이 과발현된 세포(oscillation) (Figure 18A). STIM1

는 세포내 칼슘 요동이 크게 증가되었으며 반면(Figure 18B), SARAF

이 과발현된 세포는 세포태 칼슘 요동이 크게 억제되었다 (Figure

이와 같은 결과는 에 요약하 다18C). Figure 18D .
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Figure 18. Effects of STIM1 or SARAF overexpression in cultured

ICCs from mouse small intestine on intracellular Ca2+ oscillation. (A),

(B), and (C): Fluorescence intensity changes in cultured mouse ICCs

overexpressing empty vector (A), STIM1 (B), or SARAF (C).

Horizontal solid lines represent the scale of fluorescence intensity

change duration. Pacemaker potential responses in STIM1- or

SARAF-overexpressing ICCs are summarized in (D). The bars

represent percentage difference. Asterisks represent significant

differences from the empty-vector expressing Control (Con) (*P <

0.01).
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고 찰IV.

카할 사이질세포의 연구에서 자발적인 향도잡이 전압 발생기전을

규명하는 것이 큰 관점이다 기존의 연구를 살펴보면 향도잡이 전압.

발생에 비선택성 양이온 통로 칼슘 의존성, Cl- 통로 그리고 칼T-type

슘 통로가 향도잡이 이온 통로 작용한다고 제시되어 있다(Kim et al.,

향도잡이 전압 발생의 시2005; Zhu et al., 2009; Zheng et al., 2014).

작은 세포내 칼슘저장고로부터 주기적인 칼슘 분비에 의해 향도잡이

이온 통로의 활성화를 통하여 발생한다(Naayama and Torihashi,

그러나 아직까지 세포내 칼슘이 어떻게 유리되고 조절되는지에2002).

대한 연구는 아직까지 보고되어 있지 않다 따라서 본 연구는 내형질.

세망 단백질인 과 의 과발현을 통해 전기적 향도잡이 전STIM1 SARAF

압의 발생에 변화가 있는지를 알아본 결과 과 이 카할 사, STIM1 SARAF

이질세포내의 칼슘 농도 조절에 관여하여 향도잡이 전압 발생 빈도수

를 결정하고 있음을 알 수 있었다.

는 세포막 수용체 활성화를 통Store-operated calcium entry (SOCE)

해 시작된다 다양한 수용체의 활성화는 내형질세망에서 칼슘이 분비.

되면서 내형질 세망의 칼슘 농도는 감소하게 된다 그 결과 세포막으, .

로부터 세포외부에서 칼슘을 유입하여 재충전의 기능을 담당하게 된다

기존의 연구 결과들을 살펴보면 카할 사이질세(Targos et al., 2005).

포는 다양한 종류의 수용체를 가지고 있는 것으로 알려져 있다
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등 이러한 수용체의 활성화는 내형(Muscarinic, Tachykinin receptor ).

질세망의 칼슘을 유리시켜 긴장성 전류 를 보여(tonic inward currents)

주었다 이와 같은 긴장성 전류는 세(Jun et al., 2004; So et al., 2009).

포외 칼슘을 제거하 을 경우 완전히 억제되는 결과를 보여주었다 이.

러한 결과는 카할 사이질세포도 시스템을 가지고 있다는 증거를SOCE

제시해 주고 있다 본 연구 결과에서도 카할 사이질세포에. (Figure 10)

을 투여 시 세포막 전압이 저분극된 상태에서 되면서 유지되carbachol

는 긴장성 향도잡이 전압을 보여주었다.

현재까지 의 활성화는 두 가지 중요한 요소를 가지고 있는 것SOCE

으로 알려져 있다 바로 내형질세망의 과 세포막에 분포하는. STIM1

이온통로이다Orai (Liou et al., 2005; Baba et al., 2006; Yang et al.,

은 내형질세망의 칼슘 센서로 내형질세망에 칼슘 고갈 정2012). STIM1

도를 감지하는 단백질이다 내형질세망의 칼슘 고갈은 활성화를. STIM1

통해 세포막 이온통로와 결합하며 그 결과 이온통로를 통해Orai , Orai

세포밖에서 칼슘이 유입되어 세포내 칼슘이 재충전된다(Albarran et

이는 카할 사이질세포에도 과 같은 세포내 칼슘 조절al., 2016). STIM1

자가 존재할 가능성을 제시한다 왜냐하면 카할 사이질세포는 세포내. ,

칼슘 진동을 통해 자발적인 향도잡이 전압이 발생되며 세포내 칼슘,

유리를 통해 기능을 발휘하는 세포막 다양한 수용체가 존재하기 때문

이다 실제로 본 연구는 이 과발현된 카할 사이질세포에서 향도. STIM1

잡이 전압의 빈도수가 크게 증가되는 것을 발견하 다 더불어 향도잡.

이 활동도의 빈도의 증가는 향도잡이 전압의 융합을 초래하여 긴장성
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전류의 기전을 해석할 수 있는 하나의 기전을 제시해 주고 있다 따라.

서 카할 사이질세포의 향도잡이 활동도의 빈도수는 내형질세망에 저장

된 칼슘의 농도에 의해 결정된다는 것을 제시한다 또한 비선택적 양.

이온 통로 억제제 겸 억제제인 그리고 세포외 칼슘SOCE gadolinium

제거는 향도잡이 활동도를 완전히 억제하 다 비록 이. gadolinium

에 대한 특이적인 억제제는 아니지만 가 카할 사이질세포의SOCE SOCE

향도잡이 활동도에 큰 역할을 담당할 수 있다는 가능성을 제시해주고

있다 향후 이런 해석을 정확하게 증명하려면 카할 사이질세포에. Orai

이온통로 및 에 대한 상호작용 연구가 필수적으로 이행되어야STIM1

할 것이다.

최근 내형질 세망 단백질인 세포 기능적 측면에서 이 큰 주목SARAF

을 받고 있다 은 의 억제성 조절자로 알려져 있으며 내형. SARAF SOCE

질세망에서 과 상호작용을 통해 작용을 나타낸다STIM1 (Palty et al.,

정상상태에서 은 과 부착하여 과 이온2012). SARAF STIM1 STIM1 Orai

통로의 활성화를 억제하며 내형질세망에 칼슘이 고갈되었을 경우,

과 의 서로 떨어져 나가 이 이온통로를 활성화SARAF STIM1 STIM1 Orai

시킨다 본 연구결과 을 카할 사이질세포(Albarran et al., 2016). SARAF

에 과발현 시 카할 사이질세포의 향도잡이 전압 빈도수가 억제되어,

과발현된 이 내형질세망의 칼슘 유리를 차단함으로 인해 세포내SARAF

칼슘 재충전아 억제되는 것으로 생각된다.

마지막 본 연구 결과에 대한 의문점은 과 이 실제 세포STIM1 SARAF

내 칼슘을 조절하는지에 대한 것이다 카할 사이질세포의 향도잡이 활.
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동도는 내형질세망에서 분비되는 일정한 칼슘의 유리와 더불어 규칙적

인 진동현상을 유지함으로 인해 발생된다 이러한 기전이 바로 위장관.

내 향도잡이 활동도의 일차적인 현상으로 이미 널리 알려져 있다

본 연구에서 실제 과 이 과발(Yamazawa and Lino,2002). STIM1 SARAF

현된 세포에서 세포내 칼슘의 진동을 확인해 보았다 그 결과 과. STIM1

이 세포내 칼슘 진동의 빈도수를 결정한다는 사실을 발견하게SARAF

되었다 이 결과는 카할 사이질세포의 향도잡이 활동도의 빈도는 바로.

과 에 의해 결정된다는 사실을 제시해 주고 있다STIM1 SARAF .
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결 론V.

본 연구는 위장관내 특수세포인 카할 사이질세포에서 기록되는 자발

적인 향도잡이 전압 발생과 세포내 칼슘 저장고인 내형질세망의

및 과의 연관성을 규명하고자 생쥐 소장에서 분리 배양STIM1 SARAF

된 카할 사이질세포에 세포막 전압 고정법을 시행하 다 카할 사이질.

세포는 규칙적인 향도잡이 전압을 발생시켰고 이 과발현된 카할, STIM1

사이질세포는 향도잡이 전압의 발생 빈도수와 세포내 칼슘 진동을 증

가 시킨 반면 이 과발현된 경우 향도잡이 전압의 빈도수와 세포SARAF

내 칼슘 진동이 억제되었다 따라서 과 의 작용이 세포내. STIM1 SARAF

또는 세포밖 칼슘을 조절하여 카할 사이질세포의 자발적인 향도잡이

전압발생에 연관되어 있음을 알 수 있었다.

이상의 실험결과들로부터 위장관 운동성을 조절하는데 있어 STIM1

과 은 매우 중요한 조절성분의 하나로 생각된다SARAF .
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국 문 요 약VI.

본 연구는 생쥐 소장에서 분리 배양한 카할 사이질 세포에서 향도,

잡이 전압 발생에 있어 내형질세망 단백질인 stromal interaction

및molecule 1 (STIM1) store-operated calcium entry-associated

의 연관성과 칼슘조절에 기전을 알아보고자regulatory factor (SARAF)

하 다.

카할 사이질세포에서 또는 를 과발현 시킨 후STIM1 SARAF

기법을 이용하여 향도잡이 전압의 발생을 기Whole-cell patch clamp

록하 다 카할 사이질세포는 잡 적이고 규칙적인 햘도잡이 전압을. ㄹ

발생하 으며 콜린수용체 작용제인 처치 시 지속적인 세포, carbachol

막 탈분극이 초래되었다 이 과발현된 카할 사이질세포에서 향도. STIM1

잡이 전압의 발생 빈도수가 정상 세포에 비해 뚜렷이 증가되었으나

이 과발현된 카할 사이질세포에서는 발생 빈도수가 유의하게 감SARAF

소하 다 와 향도잡이 전압의 관. Store-operated calcium entry (SOCE)

계를 확립하고자 비선택성 양이온 통로 억제제인 을 투여, gadolinium

하거나 세포외 칼슘 제거 시 향도잡이 전압의 발생이 완전히 소실되,

었다 또한 세포내 칼슘과 또는 의 관계를 확립하고자 칼. STIM1 SARAF

슘 지시약인 을 처치하 을 때 이 과발현된 카할 사이fluo-4AM , STIM1

질세포의 칼슘 진동은 유의하게 증가하 으나 이 과발현된 카, SARAF

할 사이질세포에서 칼슘 진동은 크게 억제되었다.
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이와 같은 결과를 종합하여 보면 카할 사이질 세포의 자발적인 향,

도잡이 전압 발생은 내형질세망 단백질인 과 를 통한 칼STIM1 SARAF

슘이동에 의해 조절되는 것으로 생각되며 과 의 발현 정, STIM1 SARAF

도가 위장관 운동을 조절하는데 중요한 역할을 하고 있는 것으로 생각

된다.
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