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ABSTRACT

Changeofbaseexcisionrepairproteins

intheepileptichippocampus

Kyung Won Cho

Advisor: Prof. Jin Ho Kim M.D.,Ph.D.

Department of Medicine,

Graduate School of Chosun University

Backgrounds: Endogenous oxidative stress can cause various

neurodegenerationsbyabnormalDNA repair,andbaseexcisionrepairto

DNA damageplaysakeyroleinthemaintenanceofgenomicintegrity.In

this context,base excision repairshould correlate with the oxidative

stress-induced DNA damage,sincetheneuraltissueisapost-mitotic

tissue.Toinvestigatethishypothesis,morearea-specificanimalmodelis

needed and the epilepsy modelinduced by domoic acid is the most

interesting.Domoic acid is known as a kainatereceptoragonistthat

producesexcitotoxicinjuryinthebrain.Italsoiswellknownthatthe

hippocampushadwell-developedglutamatereceptors.

Methods:Domoicacid (0.75mg/kg)wasadministered intravenously via

tail vein and abnormal convulsions were induced in the male

Sprague-Dawleyrats.Onscheduledtimethehippocampuswasremoved

and examined by Nisslstain,immunohistochemistry and Western blot

analysis. The expression of base excision repair proteins,

apurinic/apyrimidinic endonuclease (APE)and 8-oxoguanine glycosylase

(Ogg1),wasdetermined in thehippocampusat4,24,120hoursafter
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domoicacidtreatmentgroups(n=5/eachgroup)andcomparedtothatof

thecontrolgroup.

Results:Nisslstaining did notshow definite degenerating pyramidal

neuronsuntil120hoursafterdomoicacidtreatments.APE proteinwas

mainlydistributedintheprincipalcelllayersofthecontrolhippocampus.

A ratsacrificed4hoursafterdomoicacidtreatmentshowedwidespread

increase of APE immunoreactivity in the hippocampus including the

principalcelllayers.From 24hoursafterdomoicacid-inducedepilepsy,the

immunoreactivitywasreducedandrestrictedinthepyramidalcelllayers

ofhippocampusandin thegranulecelllayersofdentategyrus.Ogg1

proteinrevealedlow levelofstainingincontrolhippocampusandobserved

onlyinthesomaofpyramidalcellsinCA1.At4hoursafterdomoicacid

treatment,Ogg1immunolocalizationwasobservedinthenucleiofprincipal

celllayersofhippocampus.Thereaftertheimmunoreactivitywasonlyseen

inthepyramidalcellsofCA1,butrarelyobservedinothercellsofthe

hippocampusandthedentategyrus.In addition,APE orOgg1protein

levelwastransientlyincreasedat4hoursafterdomoicacid-treatedrat

hippocampuscomparingwithcontrolrat.

Conclusions: These results demonstrated that domoic acid-induced

epilepsy results in increased expression of the APE or Ogg1 in

hippocampus,although therewasnodegenerating changesunderNissl

staining. Neurons with oxidative DNA damage exhibited increased

expressionoftheAPE orOgg1witharea-specificappearancethatthe

Ogg1wereeasilydisappearedinthepyramidalcellsofCA3afterdomoic

acidadministration.Thisraisesthepossibilitythatbaseexcisionrepair

response may be associated with the oxidative stress-induced DNA

damageandtransitorilycontributetopreventseriousneuronaldamageat

leastin the CA1 area.Although this study demonstrated thatbase

excision repair systems were induced with excitotoxic stimuli,the

relationshipbetweenactivationoftheDNA repairresponseandneuronal

deathintheCNSremainstobedetermined.
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서론 (Introduction)

사람을 포함한 포유류의 세포는 하루에 10,000개 이상의 DNA손상

을 받는다 (Lindahl,1993;Rao,1993).DNA 손상은 다음과 같은 형태

로 분류하고 있다 (Martin,2008).첫째,DNA 염기의 화학 변화로,

cytosine의 탈아미노화로 생성된 guanine이나 uracil의 산화산물인

7,8-dihydro-8-oxoguanine (8-oxoG), 8-hydroxy-2-deoxyguanosine

(8-OHdG),5-hydroxyuracil이 여기에 속한다.둘째,mismatch가 있는

데,주로 DNA 복제 에 염기가 잘못된 을 이루면서 발생한다.셋

째,DNA backbone 단의 경우,single strand breaks (SSBs)와

doublestrandbreaks(DSBs)가 있는데 방사선,화학물질,활성산소 등

이 주 원인이다.넷째,염기사이의 crosslink가 있는데 주로 자외선 조

사나 항암제 치료 시 발생한다.

DNA에 포함된 유 정보는 세포의 생존과 연 되고 다음 세 로

달되어야 하기 때문에 DNA 손상은 히 수복되어야 한다.DNA

수복 기 은 다음과 같이 분류하고 있다 (Fishel등,2007;Martin,

2008).첫째,손상된 부 를 제하고 새로 합성하는 excisionrepair로,

DNA 염기 손상을 수복하는 baseexcisionrepair(BER)와 염기사이의

crosslink와 같은 bulkyDNA 손상물을 수복하는 nucleotideexcision

repair (NER)가 있다.둘째,DNA 염기의 잘못된 을 수복하는

mismatchrepair(MMR)가 있다.셋째,DNA backbone이 끊어진 경우

이를 수복하는 재조합수복 (recombinationrepair)이 있는데,이는 상동

성재조합수복 (homologousrecombinationrepair)과 비상동성재조합수

복 (non-homologousrecombinationrepair)으로 구분된다.이외에도 손

상된 염기의 DNA backbone을 부수지 않고 직 효소가 수복하는 경

우와,손상된 염기를 무시하고 그 로 손상된 염기에 응하는 염기를

사용해 DNA strand합성을 계속하는 translesionsynthesis도 존재한

다.
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이상의 DNA 수복 기 들은 상호간에 기능 복이 있고,각각의

DNA 수복 단백질도 복된 수복기 에 여할 수 있다.그러나 DNA

수복에 문제가 발생하면 세포자멸사 (apoptosis 는 programmedcell

death)를 진하고,돌연변이를 유발하여 유 질환 는 암과 같은 질

병을 래하며,세포의 노화도 진된다.그러나 신경계통에서 DNA

수복에 여하는 단백질의 반응은 질환이나 부 에 따라 서로 다른 결

과를 보인다 (Fishel등,2007).따라서 비교 단순한 신경계통의 병리

모델에서 DNA 수복 단백질의 활성도 변화를 확인할 필요가 있다고

단되었다.

임상 으로 간질 유병율이 가장 높은 는 자엽간질

(temporal lobe epilepsy)로, 해마 (hippocampus) 내의 신경변성

(neurodegeneration)이 특징 으로 찰된다 (Lado등,2000;Coulter

등,2002). 자엽간질의 병태생리를 이해하기 한 방법으로 동물 모

델을 사용하는데,카이닌산 (kainicacid)이나 pilocarpine과 같은 화학

물질에 의한 간질모델과 기자극에 의한 간질모델로 구분할 수 있고

(Coulter등,2002),발작의 정도는 Racine(1972)과 Hesp등 (2007)에

의해 수화 되었다 (표 1).카이닌산은 루탐산 (L-glutamate)과 같

은 흥분성 신경 달물질의 유리를 래하여 소 '흥분손상

(excitotoxicity)'을 유발할 수 있다.카이닌산이 작용하는 루탐산 수

용체 (glutamatereceptor)가 해마 내에 고농도로 존재하기 때문에 해

마는 흥분성 손상에 취약한 곳으로 분류된다.이 때 루탐산에 의한

독성은 크게 두 가지 기 으로 나타난다: 1)칼슘의 유입 (calcium

influx)으로 칼슘 의존성 세포 내 신호의 활성화와 2)산화성 스트 스

(oxidativestress)와 자유기 (freeradical)에 의한 단백질,지질,DNA

의 손상 (Naegele,2007).

도모이산 (domoicacid)은 갑각류에 의한 식 독 사례로부터 알려

진 루탐산 수용체에 작용하는 카이닌산 유사체로 (Wright등,1989),

카이닌산보다 2~3배 정도 강한 작용을 나타내고,해마 내에서도 CA3
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역에 일차 작용을 나타낸다 (Debonnel등,1989).도모이산에 의해

나타나는 간질은 카이닌산에 의해 유도된 간질과 매우 유사하다

(Colman등,2005;Scallet등,2005).다만 도모이산에 의한 간질의 경

우, 신 발작에 비해 주시 (staring)와 지속 인 할큄 (persistent

scratching)반응이 나타나는 것이 특징이었다.한편,bcl-2와 bax등

세포자멸사와 련된 인자는 도모이산으로 발작을 유발한 지 16시간이

지났을 때 일시 으로 증가하 고, terminal deoxynucleotidyl

-transferase-mediateddUTPnckendlabeling(TUNEL)염색 결과

괴사 (necrosis)된 세포는 발작을 유발하고 5일이 지나면 CA 역과

무 하게 해마의 피라 세포에서 찰되었다 (Ananth등,2001).

표 인 post-mitoticcell인 신경세포에서 DNA 수복은 노화,흥

분 손상에 한 반응,신경세포의 생존에 매우 요할 것으로 생각된

다.신경세포에 발생하는 DNA손상의 형태 가장 흔한 것은 산화성

손상 (oxidativeDNA damage)으로,그 산물은 기본 으로 염기수복기

(BER)에 의해 수복된다 (Fishel등,2007).염기수복기 에는 다음

과 같은 다양한 효소가 포함된다.첫째,염기 제거에 여하는 8-oxoG

DNAglycosylase(Ogg1),endonucleaseIII(humanhomologueNth1),

N-methyl-purineDNA glycosylase(MPG),uracilDNA glycosylase

(UDG),둘째,AP(apurinic/apyrimidinic)siteincision에 여하는 AP

endonuclease(APE/Ref-1),셋째,repairsynthesis에 여하는 DNA

β-polymerase,넷째,ligation 수복의 완료에 여하는 DNA ligase

이다.
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Table1.Scoresallocatedtoobservedratbehaviors
#

Level 0 Resting

Snuffling/Floor licking

Wall climbing

Face washing

Grooming 

Sleeping

Air sniffing

Walking

Genital licking

Level 1 Blinking

Frozen posture/Staring

Resting in an unnatural state

Mastication

Panting

Hiccups

Squinting

Bracing

Body scrunching

Vocalization

Piloerection

Heaving

Level 2 Tooth grinding

Head tics

Head bobbing

Head shakes

Mouth twitches

Head tremors

Head weaving

Level 3 Wet dog shakes

Forelimb twitches

Forelimb tremors

Forelimb clonus

Forelimb tonic-clonic

Scratching

Hind foot biting

Hindlimb twitches

Hindlimb tremors

Hindlimb clonus

Hindlimb extension

Running or circling

Level 4 Whole body twitches

Loss of balance

Salivation

Straub tail

Myoclonic jerks

Rigidity

Whole body tremors

Rearing/Praying

Foaming at the mouth

Tail whipping

Bilateral clonic jerks

Level 5 Tonic-Clonic convulsions

#
Thistablewasquotedfrom thepreviousreportofHespetal.(2007).
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해마에 가해진 흥분성 손상은 신경세포 내에 산화성 DNA 손상을 유발하

고,그 결과 다양한 DNA 수복 기 이 활성화된다 (Naegele,2007).DNA 손

상은 신경세포의 사멸에 선행하는 사건으로,DNA 수복 기 의 활성화와 신

경세포의 사멸 사이의 연 성에 한 연구는 미진한 상태이다.비교 최근

에 이루어진 실험에 의하면,카이닌산에 의해 유도된 간질모델의 해마에서

DNA 수복 단백질인 Ref-1과 X-rayrepaircross-complementingprotein1

(XRCC1)이 증가하 으나,동시에 p53과 TUNEL 반응도 증가하면서 DNA

수복 단백질의 증가가 신경세포의 사멸을 막을 수는 없었다 (Quach 등,

2005). DNA ligation에 여하는 DNA-dependent protein kinase

(DNA-PKcs)가 극명한 DSBs에 의해 유도되었고,특히 해마의 CA1-3 역

의 피라 세포에서 퇴행성 변화가 찰되었다 (Neema등,2005).그러나 동

일한 DNA 수복 단백질도 추신경계의 병변에 따라 다른 반응을 보이기도

하고, 질환에 따라 반응하는 DNA 수복 단백질이 달라질 수 있다는 도

잘 알려진 사실이다 (표 2.Fishel등,2007).

DNA 수복 기 이 노화 다양한 신경계통의 질환에서 활성화될 수 있

고, 어떤 DNA 수복 기 은 후에 정 인 향을 수 있을 것이다.

따라서 본 실험에서는 DNA 수복 기 비교 활발히 연구된 염기수복

단백질이 신경계통에 야기된 흥분성 손상에 해 어떤 반응을 보이는지 확인

하고자 하 다.이를 해 기존의 화학물질에 비해 해마에 선택성을 보이는

도모이산을 이용해 자엽간질 모델을 만들고,염기수복 단백인 APE와

Ogg1양성반응세포가 분포하는 구역의 변화 간질 발작 시간에 따른 각

단백질 총 양의 변화를 측정하 다.이상의 결과는 흥분손상에 의해 유발된

신경퇴행성 자극에 한 염기수복 단백질의 반응을 증명하는 것으로,신경계

통에서 염기수복 단백의 기능을 유추할 수 있는 자료를 제공할 수 있을 것으

로 기 된다.
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Table2.Baseexcisionrepairvariationsinbrainagingandpathology
#

BER Variation Pathology Tissue

APE

↑

↓

Seizure (kainic acid)

Hyperoxia 

ALS

Hypoxia-ischemia

Cerebral ischemia

Compression injury

Ischemia

Hippocampus, Pyriform cortex

Forebrain, Hippocampus

Brain, Spinal cord

Hippocampus

Hippocampus

Cortex

Spinal cord

Ogg1

↑

↓

Ischemia-reperfusion

Parkinson's disease

Aging

CNS

Subtantia nigra

Cerebellum, Brainstem

#
Thistablewasquotedfrom thepreviousreportofFisheletal.(2007)

andpartlymodifiedforthepurposeofthisstudy.
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재료 방법 (MaterialsandMethods)

1.실험동물 처치 (AnimalsandTreatment)

출생 후 8주 이상 된 수컷 Sprague-Dawley계 흰쥐를 사용하 다.각 실

험동물은 증류수를 투여한 조군 (n = 5) 는 도모이산 (0.75mg/kg;

Sigma,St.Louis,MO,USA)을 꼬리정맥 내로 투여한 실험군 (n=20)으로

나 었다.도모이산 투여 후 각 실험동물은 투명한 장 (chamber)에 넣고 행

동 변화를 찰하 다.행동 변화는 기존의 보고를 근거로 비교, 찰하 다

(표 1참고). 신 간 성 발작 (tonic-clonicconvulsions)이 1시간 이상 지속

되어 첩 발작 (statusepilepticus)에 이른 동물은 도모이산 투여 후 2시간

이내에 사망하 다 (n=2).간질을 유발한 후 사망에 이르지 않은 동물을 무

작 로 나 어 도모이산 주사 후 4시간 (n=6),24시간 (n=6),120시간 (n

=6)이 지난 후 희생시켰다.

2.조직화학 염색 면역조직화학 염색

(Cytochemistryandimmunohistochemistry)

세포구축학 변화 면역조직화학 염색을 해 에테르로 마취를 유도

하 다.이후 좌심실을 통해 heparin(250unit/ml, 외제약)을 함유한 생리

식염수로 류 세척한 다음,4% paraformaldehyde(0.1M phosphatebuffer,

pH7.4)를 사용하여 류 고정하 다.해마를 출하고 동일한 고정액에 4℃

에서 24시간 정도 후고정하 다.고정된 조직은 통상의 수세,탈수,투명 과

정을 거쳐 라핀 조직 처리 (Tissue-Tek,Sakura,Japan)를 시행한 후,5μ

m 두께로 연속 편을 제작하 다 (Leica RM 2155 rotary microtome,

Nussloch, German). 편은 매 10 매 마다 선택하여 통상 인

Hematoxylin/Eosin(H/E)염색과 Nissl염색을 시행하여 조직학 특성을 확

인하 다.

면역조직화학 염색을 해 편을 0.05M 인산염완충식염수 (phosphate

buffered saline,PBS)에 옮겨 세척한 후 과산화수소 (hydrogen peroxide,
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H2O2;0.03% inmethanol)를 첨가하여 내인성 과산화효소의 활성을 억제시

킨 다음,0.5% bovineserum albumin(BSA)과 1.5% normalhorseserum

(NHS;Vectorlaboratories,Inc.,Burlingame,CA,USA)이 포함된 PBS용액

에 1시간 처리한 후 제 1 항체를 반응시켰다.제 1 항체로 1)mouse

anti-APE (SantaCruzBiotechnology Inc.,SantaCruz,CA,USA)와 2)

rabbitanti-Ogg1(NovusBiologicals,Inc.,Littleton,CO,USA)항체를 사용

하 다.제 1항체를 BSA와 NHS가 포함된 PBS용액에 각각 1:500으로 희

석하여 4℃에서 48시간 동안 반응시켰다.제 2항체는 각각의 제 1차 항체

에 맞게 상용화된 kit(ImmPRESS
TM
reagent,Vectorlaboratories)를 이용하

여 실온에서 1시간 동안 반응시켰다.발색은 0.05% 3‘3-diaminobenzidine

(Sigma)을 사용하 으며,에탄올에 탈수한 후 xylene에 투명,polymount

(Shandon,Cheshire,UK)에 입하 다.제 1항체 는 제 2항체를 생략하

고 동일한 과정을 시행함으로써 양성 반응 (falsepositivereaction)을 확인

하 다.

APE항체 Ogg1항체에 한 면역양성 반응을 보인 결과는 학 미

경 (OlympusBX-50,OlympusCorp.,Tokyo,Japan)으로 찰한 후, 미경

에 직 연결된 디지털 카메라 (OlympusC-4040Z,Olympus)를 이용해 상을

얻었다.이 게 얻어진 상을 장하고,AdobePhotoshop(Adobesystem,

SanJose,CA,USA)을 이용해 상의 밝기 (brightness)와 조 (contrast)를

분명히 하기 한 작업을 시행하 다.

3.Westernblot분석 (Westernblotanalysis)

Westernblot을 해서 정된 시간에 실험동물을 목 분리 (decapitation)

방법으로 희생시킨 후,신선한 해마를 드라이아이스와 isopentane이 혼합된

용액에서 속히 냉각시킨 냉동 상태로 보 시켜 다음 실험에 사용하 다.

조직 0.5mg을 300μl용해 완충액 (lysisbuffer;20mM Hepes,pH 7.4,2

mM EGTA,50mM-glycerolphosphate,1% tritonX-100,10% glycerol,

1mM dithiothreitol(DTT),1mM phenylmethylsulfonylfluoride(PMSF),

10μg/mlleupeptin,10μg/mlaprotinin,1mM Na3VO4,and5mM NaF)으

로 30분 동안 0 ℃에서 용해시킨 후 균질화 (homogenization)시켰다.
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Ultrasonicator를 이용해서 세포를 괴시켜 원심분리하고 (18,000rpm,4℃,

15분),상층액을 재차 원심분리하 다 (18,000rpm,4℃,10분).5분 동안

열 에서 가열한 후, 기 동을 해 단백질 농도를 Bio-Raddye-binding

microassay(Bio-Rad,Hercules,CA,USA)로 결정하 는데,20μg의 단백질

을 10% SDSpolyacrylamidegels로 기 동 시킨 후 단백질들을 Hybon

ECL membranes(Amersham-Phamacia,Biotech.,Seoul,Korea)로 옮겨서

염색을 하 다.제 1항체로는 anti-APE (1:15000,4℃,24h),anti-Ogg1

(1:10000,4℃,24h)를,anti-β-actin(1:10000,4℃,24h)항체를 조군으

로 이용하 다.염색된 단백질을 enhancedchemiluminescencedetectsystem

(iNtRON,Biotech.,Seoul,Korea)을 이용하여 특정 단백질의 발 여부를 확

인하 다.
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결과 (Results)

1.간질 모델의 유도(Inductionofepilepsy)

증류수를 투여한 조군과 비교했을 때,모든 도모이산 투여군에서 발작

이 유도되었다.도모이산 투여군 10%는 첩 발작으로 도모이산 투여 2시

간 이내에 사망하 다.나머지 실험동물은 주시 (staring)와 씹기 반응

(mastication)의 1단계 발작부터,지속 인 할큄 (persistentscratching)반응,

앞다리 발작 (forelimbclonus),wet-dogshakes반응의 3단계 발작을 주로

보 고, 신 간 성 발작과 같은 5단계 반응은 찰되지 않았다.

정상 조군과 실험군의 해마를 H/E 는 Nissl염색 하에 찰한 결과

세포구축학 차이 은 발견할 수 없었다 (Fig.1).
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Fig.1.ImagesofthehippocampusstainedbyToluidineblue.

CA1andCA3regionscontainednormalpyramidalneuronsincontrolrats

(control; B, D) and epileptic rats 120 hours after domoic acid

administration(DA120;C,E).Degeneratingpyramidalneuronsrarelyseen

byNisslstaining.Scalebar(inA)=400μm inA;=100μm inB-D.
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2.해마에서 APE 양성반응의 변화 (Change of APE

immunolocalizationinthehippocampus)

정상 조군의 해마에서 APE양성반응세포는 CA 모든 역의 피라 세

포층 (stratum pyramidale)에 존재하는 피라 세포 (pyramidalcell)와 치아이

랑의 과립세포층 (granularlayer)의 과립세포 (granulecell)에서 비교 강하

게 염색되었다.뿐만 아니라 주 세포층을 제외한 다른 부 의 세포 내 핵에

서도 양성반응을 보 는데,세포의 크기로 볼 때 신경세포와 신경아교세포

모두에서 양성반응을 보이는 것으로 보 다 (Fig.2A,3A,4A,5A).

APE양성반응은 발작이 유도된 후 4시간이 지나면서 증가하 다 (Fig.

2B,3B,4B,5B).양성반응세포는 해마의 역 (CA1~CA3)에 따른 차이를

보이지 않았고,모든 역의 뭇모양층 (stratum oriens),피라 세포층

(stratum pyramidale), 분자층 (stratum raidatum, stratum

lacunosum-moleculare)에서 찰되었다.치아이랑의 경우,과립세포층을 포함

한 모든 층에서 양성반응세포를 찰할 수 있었다.

발작이 유도된 후 24시간이 경과하면서 APE양성반응은 상당히 감소하

다 (그림 없슴). 양성반응세포의 분포는 피라 세포층 (stratum

pyramidale) 심으로 다시 환되었고,CA1에 비하면 CA3의 양성반응이 약

하게 나타났다.즉,CA1의 경우 피라 세포층의 양성반응이 유지되는 반면

다른 층의 양성반응세포의 분포가 감소하는 양상을 보이지만,CA3에서는 피

라 세포층의 양성반응도 매우 미약하게 찰되었다.치아이랑의 경우 과립

세포층은 양성반응이 유지되지만,다른 층의 양성반응세포는 감소하 다.

발작 후 120시간이 경과하 을 때 (Fig.2C,3C,4C,5C),APE양성반응

세포의 분포는 해마의 피라 세포층과 치아이랑의 과립세포층으로 국한되는

양상을 보 고,주 세포층을 제외한 층의 양성반응은 거의 찰되지 않았다.



- 18 -

Fig.2.Immunoreacitivitystainedbyanti-APEantibody.

TransientlyincreasedexpressionofAPEintheepileptichippocampusafter

DA administration was seen by Western blot analysis and

immunohistochemistry.Low powerimagesofthehippocampusinanimals

killedat4h(B)afterdomoicacid-inducedepilepsyrevealedsignificant

changes,comparedwiththecontrol(A)and120hoursafterdomoicacid

administration(C).Scalebar(inC)=400μm inA-C.
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Fig.3.HighpowerimagesofCA1inthehippocampusstainedbyAPE.

APE immunoreacitivity was clearly detected in the nucleiofstratum

pyramidaleofCA1inthecontrolrats(A).Theimmunolocalizationwas

seenalmostallofthenucleiintheepileptichippocampus4hoursafter

domoicacidadministration(B),andthenmainlyrestrictedtothestratum

pyramidale(C).so,stratum oriens;sp,stratum pyramidale;sr,stratum

radiatum;slm,stratum lacunosum-moleculare.ScalebarinH=100μm
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Fig.4.HighpowerimagesofCA3inthehippocampusstainedbyAPE.

APE immunoreacitivity was clearly detected in the nucleiofstratum

pyramidaleofCA3inthecontrolrats(A).Theimmunolocalizationwas

seenalmostallofthenucleiintheepileptichippocampus4hoursafter

domoicacidadministration(B),andthenmainlyrestrictedtothestratum

pyramidale(C).so,stratum oriens;sp,stratum pyramidale;sr,stratum

radiatum;slm,stratum lacunosum-moleculare.ScalebarinH=100μm
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Fig.5.HighpowerimagesofDGinthehippocampusstainedbyAPE.

APE immunoreacitivitywasclearlydetectedinthenucleiofgranulecell

layerofdentategyrusin thecontrolrats(A).Theimmunolocalization

wasseenalmostallofthenucleiintheepileptichippocampus4hours

afterdomoicacidadministration(B),andthen mainly restrictedtothe

granule cells (C). gcl, granule cell layer; slm, stratum

lacunosum-moleculare.ScalebarinC=100μm
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3.해마에서 Ogg1 양성반응의 변화 (Change ofOgg1

immunolocalizationinthehippocampus)

정상 해마의 부분 역에서 Ogg1양성반응세포는 찰되지 않았다.다

만 능선이랑 (구상회,subiculum)과 CA1의 피라 세포의 세포질에서 약한 양

성반응을 보 다 (Fig.6A,7A,8A,9A).

발작이 유도된 후 4시간이 지나면서 Ogg1양성반응은 증가하 다 (Fig.

6B,7B,8B,9B).특히 해마의 피라 세포층과 치아이랑의 과립세포층을 구성

하는 세포의 핵에서 양성반응이 강하게 나타났다.그러나 주 세포층의 모든

세포가 양성반응을 보이지는 않았고,해마에 비하면 치아이랑과 CA4 역의

세포에서 상 으로 강한 양성반응을 나타냈다.

발작 후 24시간이 지나면서 Ogg1양성반응은 조군과 유사하게 감소하

다 (그림 없슴).치아이랑을 비롯한 CA3 역의 양성반응세포는 찾기 힘들

정도로 감소한 반면,CA1의 피라 세포층에서는 핵에서 약한 양성반응을 보

이는 피라 세포를 찰할 수 있었다.

발작 후 120시간이 경과하여도 더 이상의 변화는 확인할 수 없었다 (Fig.

6C,7C,8C,9C).



- 23 -

Fig.6.Immunoreacitivitystainedbyanti-Ogg1antibody.

IncreasedexpressionofOgg1intheepileptichippocampusafterdomoic

acid administration was seen by Western blot analysis and

immunohistochemistry.Low powerimagesofthehippocampusinanimals

killedat4h(B)afterdomoicacid-inducedepilepsyrevealedsignificant

changes,comparedwiththecontrol(A)and120hoursafterdomoicacid

administration(C).Scalebar(inC)=400μm inA-C.
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Fig.7.HighpowerimagesofCA1inthehippocampusstainedbyOgg1.

WhileOgg1immunoreactivitywasonlyseeninthesomaofpyramidal

cellsofCA1incontrolrats(A,counterstainedwithmethylgreen),the

immunolocalizationwasshiftedtothenucleiandinducedinallpyramidal

cellsoftheCA14hoursafterdomoicacid-inducedepilepsy (B).The

immunoreactivity wasdecreased thereafter,butstillincreasedcompared

with the controlhippocampus (C).so,stratum oriens; sp,stratum

pyramidale;sr,stratum radiatum;slm,stratum lacunosum-moleculare.

ScalebarinC=100μm
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Fig.8.HighpowerimagesofCA3inthehippocampusstainedbyOgg1.

WhileOgg1immunoreactivitywasrarelyseeninCA3ofcontrolrats(A,

counterstained with methylgreen),the immunolocalization was clearly

observedinthenucleiofpyramidalcellsoftheCA34hoursafterdomoic

acid-induced epilepsy (B). The immunoreactivity was disappeared

thereafter(C).so,stratum oriens;sp,stratum pyramidale;sr,stratum

radiatum;slm,stratum lacunosum-moleculare.ScalebarinC=100μm
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Fig.9.HighpowerimagesofDGinthehippocampusstainedbyOgg1.

WhileOgg1immunoreactivitywasrarelyseenindentategyrusofcontrol

rats(A,counterstainedwithmethylgreen),theimmunolocalizationwas

clearly observedin thenucleiofgranulecellsofthedentategyrus4

hoursafterdomoicacid-inducedepilepsy(B).Theimmunoreactivitywas

disappeared thereafter (C). gcl, granule cell layer; slm, stratum

lacunosum-moleculare.ScalebarinC=100μm
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4.간질이 유도된 해마에서 APE와 Ogg1 총 량의 변화

(Change ofAPE and Ogg1 in the hippocampus of

domoicacid-inducedepilepsy)

조군의 해마와 간질 발작이 유도된 해마에서 APE (Fig.2)와 Ogg1

(Fig.6)단백질의 함량을 비교하기 해 Westernblot분석을 시행하 다.

정상 흰쥐의 해마에서 APE와 Ogg1이 존재함을 확인할 수 있었다.APE

와 Ogg1함량은 간질 발작이 유도된 후 4시간이 경과하 을 때 일시 으로

증가하 다.간질 발작이 유도된 후 24시간이후에는 다시 APE와 Ogg1총

양이 감소하 는데,120시간이 지나도 정상 조군보다 은 양으로 감소하

지는 않았다.
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고찰 (Discussion)

1. 간질 모델의 유도 (Induction of temporal lobe

epilepsy)

간질 모델에서 그 목표 부 는 해마를 심으로 한 자엽 구역이 된다.

다른 뇌 구역과 비교할 때 해마는 그 구조가 비교 단순하여 간질 발작

후 기능 ,형태학 연구에 유용한 부 로 이용되었고,카이닌산,도모이산,

pilocarpine,N-methyl-D-aspartate(NMDA)등과 같은 다양한 간질 유발 물

질이 동물 실험에 이용되고 있다 (Persinger와 Dupont,2004).도모이산은 약

물학 으로 카이닌산 계열에 속하는 단백질로,카이닌산이 비 NMDA 이온성

루탐산 수용체인 GluR3/4에 작용하는 반면 도모이산은 GluR5/6/7을 통해

신경세포의 흥분성 신경 달물질을 분비시킨다 (Tryphonas등,1990). 도

모이산은 새겉질 (신피질,neocortex)과 해마의 신경세포에서 억제성 신경

달물질인 GABA의 분비를 억제시킨다 (Cunha등,2000).따라서 도모이산 투

여에 의한 추신경계의 흥분손상은 루탐산의 분비 증가와 GABA의 분비

감소에 의해 야기되는 것으로 생각되며,0.5mg/kg이상의 용량을 투여하면

주로 해마,시상 등의 신경세포가 손상되고 (Schmued등,1995;Scallet등,

2005),성숙한 흰쥐의 LD50은 3 mg/kg 내외로 보고되었다 (Iverson 등,

1989).

본 실험에서는 도모이산을 이용하여 간질 모델을 유발하 다.도모이산

투여 후 2마리가 첩 발작을 보이며 사망하 고 ( 성치사율 10%),나머지

동물의 발작 형태는 Hesp등 (2007)의 분류 상 3단계에 해당하는 지속 인

할큄 (persistentscratching)반응,앞다리 발작 (forelimbclonus),wet-dog

shakes반응을 보 다.특히 wet-dogshakes가 특징 으로 찰되는 것은

기존의 보고와도 일치하는 것이었다 (Hesp등,2007).그러나 사망하지 않은

동물의 경우,다른 화학물질에 의해 유도된 간질모델에서 잘 찰된다고 알

려진 신 간 성 발작은 나타나지 않았다.이상의 반응은 기존의 보고와 유

사한 것으로 간질 모델이 히 유발되었음을 보여 다.

반면 조직학 /세포구축학 염색 결과 특이한 변화를 발견할 수 없었다.
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세포자멸사 (apoptosis;programmedcelldeath)와 같은 세포의 조직학 변

화는 주로 발작이 유발된 후 5일이 경과하면 최 에 이르고,이후 세포의 재

생 (regeneration)이 뒤따른다는 보고가 있다 (Ananth등,2001).그러나 본

실험에서는 발작 후 120시간이 경과한 상태에서도 Nissl염색과 같은 일반

염색에서는 퇴행성 변화를 보이는 세포를 확인할 수 없었다.이는 다른 발작

과 달리 보다 낮은 강도의 발작이 주로 일어난 결과로 생각된다.

2.간질이 유도된 해마에서 APE와 Ogg1양성반응

(Immunoreactivity of APE and Ogg1 in the

hippocampusofdomoicacid-inducedepilepsy)

수복되지 못한 DNA 손상이 축 되면 신경세포는 퇴행성 변화를 보이는

성향을 갖는다 (Rass등,2007).염기수복기 은 노화가 진행될수록 약화되는

것으로 밝 졌고,이 자체가 노화의 원인이 될 수 있을 뿐만 아니라 신경학

질환과도 연 성도 제시되었다 (Rao,2009).과거에는 노화가 진행되면 신

경세포의 소실이 동반될 것으로 생각하 으나,최근 연구 결과에 의하면 신

경세포의 수는 반 으로 보존되는 반면 특정 부 는 특정 신경세포에서

의 변화가 나타나는 것으로 확인되었다 (Brasnjevic등,2008).그러나 DNA

손상의 축 과 그에 한 수복기 의 하가 노화된 뇌의 일반 인 상인지

는 신경세포 특이 상으로 나타나는지는 명확히 밝 지지 않았다.더욱

이 자엽간질 모델을 이용한 실험 결과는 해마 내 신경세포의 사멸을 방

한다고 해서 간질의 재발 (recurrentseizure)을 막을 수는 없었음을 보여 다

(Naegele, 2007). 따라서 임상 으로도 기에 어떤 재 치료

(intervention)가 간질을 억제할 수 있을 지는 확실치 않다.그 다고 할지라

도 신경세포의 손상을 이고,신경보호 효과를 증 시킬 수 있는 방법에

한 연구는 지속되어야 할 것으로 생각된다.

활성산소 (reactiveoxygenspecies)는 신경세포를 제외한 세포에서 하루

에 2,000~10,000염기의 손상을 래할 수 있고,더 이상 분열하지 않는 신

경세포의 경우 평생 동안 10
8
염기의 소실이 발생한다 (Martin,2008).신경세

포는 특히 활성산소에 매우 민감하게 반응하여 APsites,SSBs,DSBs와 같
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은 다양한 DNA 손상을 받는다.따라서 신경세포는 다양한 DNA 수복기 을

갖추고 있을 것으로 상할 수 있고,이 염기수복은 탈아미노화 된 염기

활성산소에 의한 산화성 손상을 입은 알킬화된 염기 수복의 주요 기 으

로 제시되고 있다 (Hazra등,2007).손상 받은 purine 는 pyrimidine이 인

지되면 DNA N-glycosylase의 활성화에 의해 제거된다.이후의 반응은 순서

에 따라 분류할 수 있는데,본 실험에 사용된 것은 염기수복의 시작 단계에

작동하는 것으로 첫째, 손상된 purine에 작용하는 Ogg1은 8-oxoG와

8-OHdG를 제거하고,둘째,Ogg1등의 효소가 작용한 이후 분 화 된 당체

의 5‘부 가 APE에 의해 제거된다.APE는 염기수복에 여할 뿐만 아니라

세포자멸사와 련된 인자인 p53도 활성화 시키는 것으로 알려져 있다

(Jayaraman등,1997).

동물 모델을 이용한 기존의 많은 연구들에서 다양한 DNA 수복 기 이

간질에 의한 손상에 해 뇌를 보호할 수 있다고 기술하고 있지만 (Naegele,

2007),임상 으로는 특별한 의의를 갖지 못하 다.따라서 간질에 동반된 흥

분 손상으로 유발되는 DNA 손상의 형태를 명확히 하고,더 효과 인 DNA

수복 기 을 확인할 수 있다면 간질 뿐만 아니라 다른 신경학 질환에도 보

다 효과 인 치료 가능성을 제시할 수 있을 것으로 생각된다.한편,Quach

등 (2005)은 흥분손상에 의해 해마의 신경세포에서 DNA 수복 기 이 활성화

되기는 하지만 이 반응이 범 한 DNA 손상을 수복하거나 p53의 활성화를

억제하기에 충분하지 못했고,그 결과 DNA 수복 기 만으로는 흥분손상에

의한 신경세포의 사멸을 방할 수 없다고 보고하 다.이 결과는 DNA 수복

기 에 한 연구가 의미가 없다고 비춰질 수도 있는 것이지만, 루탐산에

의한 손상은 신경세포 내로 칼슘의 유입에 의하거나 산화성 스트 스 는

자유기에 의한 손상에 기인한다고 한 기존의 보고 (Naegele,2007)를 근거로

하면,신경세포의 손상에 한 반응은 DNA 수복기 외에도 다양한 신경보

호 효과와 련된 기 이 필요할 것이다.따라서 DNA 수복 기 외에도 신

경세포를 보호할 수 있는 인자들과 DNA 수복 기 사이의 연 성에 한

연구도 지속되어야 할 것으로 생각된다.

DNA 수복 기 은 신경계의 부 와 병 상황에 따라 다양한 반응을 보

인다.해마로 그 목표부 를 제한한다고 하더라도 간질 모델 (Quach 등,
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2005)과 은 쥐의 고산소 증 (Edwards등,1998)의 경우는 APE가 증가하

지만,허 손상 (Gillardon등,1997;Edwards등,1998;Fujimura등,1999)

이나 냉손상 (coldinjury-inducedbraintrauma;Morita-Fujimura등,1999)

이 야기된 경우는 APE가 감소하 다.Ogg1의 경우는 APE와 다른 결과

를 보인다. 추신경계통의 허 -재 류 손상 (Lin등,2000)이나 킨슨질환

(Fukae등,2005)의 경우는 손상이 유발된 곳에서 Ogg1의 발 이 증가하 으

나,노화 (Imam 등,2005)된 소뇌와 뇌 기(뇌간,brainstem)에서는 Ogg1의

발 이 감소하 다.따라서 비교 단순한 신경계통의 병리 모델에서 DNA

수복 기 의 변화를 확인할 필요가 있어 본 실험에서는 목표 부 를 해마로

국한하고자 하 다.그 결과 APE와 Ogg1모두가 간질에 의해 활성화됨을

보여주고 있다.뿐만 아니라 형태학 연구 결과 CA1과 CA3의 세포에서

APE와 Ogg1의 발 이 차이가 있음을 확인할 수 있었다.

해마의 각 역을 CA구역으로 세분하는 것은 각 역별로 손상에 한

취약성 (vulnerability)이 다르다고 보고되었기 때문이다.손상의 종류에 따라

손상에 취약한 구역이 서로 다르게 보고되기도 하지만,본 실험과 같은 간질

의 경우 CA1의 세포가 주로 생존하는 반면 CA3의 세포는 사망하기 쉬운 것

으로 보고되고 있다 (Zhang등,2009).따라서 기존의 보고는 주로 CA1의 세

포들이 왜 생존할 수 있는가 (Marti등,2002;Dinocourt등,2003;Cavazos

등,2004;;Sanon등,2005;Wittner등,2005;Liu등,2007) 는 CA3의 세

포들이 왜 사멸하고 사멸한 이후 재구축(reorganization)은 어떻게 이루어지는

가 (Belloni등,1999;Neema등,2005;Kajitani등 2006;Ma등,2006;

Chuang등,2009)라고 하는 두 주제에 집 되어 있다.본 실험 결과는 APE

와 Ogg1에 따라 다른 결과를 보인다.즉,APE는 CA 역에 따른 변화는 잘

찰되지 않는 반면 간질이라고 하는 흥분손상에 한 반응이 시간에 따라

분명하게 나타났지만,Ogg1은 손상에 한 반응이 CA1에서 CA3보다 지속

으로 나타나는 것을 확인할 수 있었다.결과 으로 간질이 유도되면 DNA 수

복기 의 활성이 야기되는데,이 CA3 역이 상 으로 더 약한 양성반

응을 보이는 구역으로 생각된다.이러한 반응은 간질 모델에서 CA1의 세포

들이 생존하고 CA3의 세포들은 사멸하는지 그 이유를 설명할 수 있는 결과

라고 생각된다.다만 정상 조군의 해마에 APE는 풍부하게 존재하지만,

Ogg1은 CA1에만 미약하게 존재하고 있다가 손상에 의해 활성화되는 것으로
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확인되었다.따라서 어떤 손상에 의해 활성화되는 특이 DNA 수복 기 이

분명히 존재할 것이고,본 실험에 이용한 DNA 수복 기 외에도 간질에 보

다 특이 으로 작용할 수 있는 DNA 수복 단백질이 있을 것으로 생각된다.

이러한 질환 특이 DNA 수복 기 을 밝히기 한 노력이 계속되면,임상

으로 신경세포의 사멸을 방하거나 보호할 수 있는 새로운 치료법을 제시할

수 있을 것으로 생각된다.

본 실험과 가장 유사한 보고는 Quach등 (2005)이 카이닌산을 투여하여

유도한 간질모델에서 APE(Ref-1)와 XRCC1이 발 이 유도된다는 것이었다.

그러나 결과 으로 이 게 증가한 DNA 수복기 이 간질에 의해 손상받은

신경세포를 보호할 수는 없었다.본 실험에서도 간질에 의해 APE와 Ogg1이

증가하는 것을 확인할 수 있었지만,일반 으로 간질이 유발된 지 5일 이상

이 지나서 신경세포의 소멸이 나타나는 것으로 알려져 있기 때문에 (Ananth

등,2001)일시 인 DNA 수복 기 의 증가가 신경세포의 소멸과 같은 극단

인 변화를 막을 수 있는지에 한 해석은 다양하게 나타날 수 있을 것으로

생각된다.정상 조군의 경우 Ogg1에 비해 APE가 상 으로 많은 양이

포함될 수 있다고 보이고,간질에 의한 흥분성 손상이 야기될 경우 DNA 수

복 기 이 활성화되는 것은 분명하지만 APE와 Ogg1의 양성반응세포가 분포

하는 양상이 다르게 나타난다는 은 이후 세포의 소멸과 같은 최종 변화에

는 신경세포 는 해마의 CA 역에 따라 특이한 DNA 수복 기 이 활성화

될 것임을 시사한다.

DNA 손상이 다양한 형태로 나타나는 것과 마찬가지로 DNA 수복 기 도

그 기능에 따라 다양하게 분류할 수 있다.간질모델을 유도한 본 실험에서는

염기수복 에서도 BER계에 속하는 APE와 Ogg1을 이용하여 그 의의를 확

인하고자 하 으나,이 에도 신경계통의 다양한 질환 모델에서 hMTH1

(Furuta등,2001),재조합수복계의 DNA-PKcs(Neema등,2005),MMR계의

MSH2(Belloni등,1999)등과 같은 다양한 물질들의 역할에 한 시도가 있

었다.본 실험의 결과를 포함한 이상의 보고는 공통 으로 흥분손상을 유발

하면 DNA 수복 기 이 활성화되고,신경계통의 퇴행성 질환은 DNA 수복

기 의 결여와 연 되어 있다는 사실을 보여 다.뿐만 아니라 이러한 특징

은 다른 역에 비해 CA3 역에서 보다 분명하게 나타난다.

이러한 보고의 연장선에서 볼 때,간질은 세포의 사멸을 래할 뿐만 아
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니라 신경세포와 아교세포에서 신경보호와 련된 반응을 야기할 것으로 생

각된다 (Naegele,2007).화학물질을 사용한 간질모델의 경우,신경손상은

루탐산 수용체를 통해 나타나고,신경세포 내 칼슘 유리에 의한 것이었기 때

문에 이에 한 보호 효과를 확인하기 해 NMDA 수용체 길항체 (Brandt

등,2003) 는 칼슘결합단백 (Bouilleret등,2000;Sanon등,2005;Wittner

등,2005;Liu등,2007;Zhang등,2009)의 변화를 측정한 것이 주를 이루었

다.뿐만 아니라 이러한 기 과의 연 성이 증명되지 않는다고 하더라도 일

반 인 병리 는 노화 등에서 신경보호에 정 인 효과를 갖을 것으로 생

각되는 neurosteroid(Chang 등,2009;2007) 는 melatonin(Ananth등,

2003)과 같은 물질의 효과가 연구되었다.그러나 본 실험과 같이 DNA 손상

에 의한 신경세포의 사멸을 막을 수 있는 DNA 수복 기 에 한 연구는 시

작단계에 불과하다.따라서 보다 세 한 연구를 기획하고 질병 특이 DNA

수복 기 과 DNA 수복 단백질을 규명하는 일이 필요할 것으로 생각된다.이

러한 과정을 거친다면 임상 으로도 간질의 치료 는 방에 DNA 수복 단

백 는 련 유 자를 이용할 수 있을 것으로 생각된다.
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국문 록

간질을 유도한 흰쥐의 해마에서 염기수복단백의 변화

                  조 경 원

(지도교수:김 진 호)

조선 학교 학원 의학과

간질의 주 병리기 하나로 활성산소나 산화성 스트 스에 의한 DNA

손상이 제시되고 있다.따라서 DNA 손상을 정상화시킬 수 있는 다양한

DNA 수복기 염기수복기 의 기능을 추정하기 해 도모이산

(0.75mg/kg,정맥 내 주사)을 이용하여 간질 모델을 유도하 다.간질 발작이

유발 된 후 4시간,24시간,120시간까지 해마에서 APE와 Ogg1의 변화를

찰한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1.도모이산 투여로 모든 실험동물에서 발작이 유도되었다.이 때 기

존의 화학물질인 카이닌산이나 pilocarpine에 의한 발작에 비해 응시

(staring)와 지속 인 할큄 반응 (persistentscratching)과 같은 낮은 정도의

발작 반응이 주로 찰되었다.

2.정상 조군의 해마에서 APE는 주 세포층을 심으로 다양한 층

에서 양성반응을 보 다.간질이 유도된 후 4시간이 경과하 을 때 APE양

성반응은 해마 내 거의 모든 세포에서 찰할 수 있을 정도로 증가하 지만,

24시간이 경과한 후부터는 정상 조군과 유사하게 감소하 다.간질이 유도

된 후 120시간이 지난 후에는 정상 조군과 총 양의 변화는 없어 보 지만,

양성반응세포는 정상 조군에 비해서도 주 세포층으로 국한되는 것을 확인

할 수 있었다.

3.정상 조군의 해마에서 Ogg1은 거의 찰되지 않았다.다만

CA1 역에서 약한 양성반응을 보 다.간질이 유도된 후 4시간이 경과하

을 때는 해마의 주 세포층에서 모두 양성반응을 보 고,총 양도 증가하는

것을 확인할 수 있었다.그러나 간질이 유도된 후 24시간이 경과하면 CA1의

피라 세포를 제외한 거의 부분의 양성반응은 소실되었다.
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APE를 이용한 결과는 카이닌산을 이용한 간질모델의 결과와 거의 유사한

것이었으나,동시에 Ogg1의 활성화가 야기되었다는 결과는 아직까지 보고된

바 없다.특히 해마의 CA1 역에서 염기수복을 담당하는 APE와 Ogg1이

모두 양성반응을 보이는 반면,CA3 역은 상 으로 Ogg1의 양성반응이

매우 미약하게 찰되었다는 은 역 특이 인 반응을 유발할 수 있음을

시사한다.이상의 결과는 흥분성 손상에 의해 유발된 DNA 손상은 염기수복

기 을 활성화시킬 수 있으며,이 게 활성화된 DNA 수복 기 에 의해 심각

한 신경세포의 손상을 방할 수 있음을 보여 다.다만 다양한 DNA 수복

기 이 존재하기 때문에 질병 는 추신경계의 각 역에 특이 으로 작용

하는 DNA수복기 을 찾기 한 노력은 계속되어야 할 것으로 생각된다.
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