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ABSTRACT

Postnatal Development of StarD6 Immunoreactivity

in Hypothyroid Rat Brain

Ko Gil-Seok

Advisor: Prof. In Youb Chang M.D.,Ph.D.

Department of Medicine,

Graduate School of Chosun University

Steroidogenic acute regulatory protein (StAR)-related lipid transfer

(START) domain consists of ~ 210 residues and is implicated in

intracellular lipid transport, lipid metabolism, and modulation of signaling

events. StarD6, one of 15 START proteins, has recently been reported in

the brain, which responses after excitotoxic injury and might have

different roles during development.

Therefore, I hypothesized that StarD6 might act on the critical period of

maturation in developing rat brain. To investigate this hypothesis the

postnatal development of StarD6 immunoreactivities in the rat brain was

examined and compared with that of hypothyroid rats since thyroid

hormone is essential for brain development.

Pregnant Sprague-Dawley rats were administered 6-propyl-2-thiouracil

(0.05% wt/volume, p.o.) or water from gestation day 11 to postnatal day

(P) 28. Total body weights were checked every week. Brains were

removed on scheduled time and examined by immunohistochemistry.

Postnatal development of StarD6 immunoreactivities in the rat brain can

be summarized as follows; 1) an inside-out gradient of radial emergence



- 4 -

in the cerebral cortex, 2) an interspecies uniformity of cerebellar cortex,

3) the area-specific maturation from CA3 to CA1, and 4) an adult-like

distribution at P21. Hypothyroid offsprings displayed evidence of growth

retardation and alteration of behavior compared with those of normal rats.

StarD6 immunoreactivities of hypothyroid rats were delayed and decreased

maturation in brain region, and did not reach an adult-like distribution

even at P28.

These data demonstrated that StarD6 might affect in the maturation of

region-specific principal cells, which is affected from P14 by perinatal

hypothyroidism on the basis of StarD6 immunolocalization. The altered

expression of StarD6 might be related with compromised functions in

hypothyroid rats.

Key words: Brain, Development, Propylthiouracil, StarD6
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서 론I

신경계통이 스테로이드 호르몬의 표적 부위임은 잘 알려진 사실이

다 최근 신경계통 내에서 스테로이드 호르몬을 합성할 수 있음이 밝.

혀졌다 따라서 신경계통에 작용하는 스테로이드 호르몬은 신경활성.

스테로이드 라고 통칭해왔지만 신경계통 자체에서(neuroactive steroids) ,

생산되고 작용하는 스테로이드를 라고 구분하여 그 역할을‘neurosteroid'

추정하는 노력이 진행되었다( 등Schumacher , 2003; 등Wojtal , 2006).

에는 전통적인 신경활성 스테로이드인 을 포함하여Neurosteroid estradiol

등이 포함된다 이들은pregnenolone, dehydroepiandrosterone, progesterone .

모두 신경의 발생 분화 생존 말이(neurogenesis), (differentiation), (survival),

집형성 수복 및 가소성 등 다양한 과정에(myelination), (repair/plasticity)

관여하는 것이 밝혀졌다.

는 스테로이드 생합성에 관여하는 효소Neurosteroid (steroidogenic

가 활성화되어야 생성될 수 있다 이 때 을 결enzyme) . rate-limiting step

정하는 효소가 이다cytochrome P450 side-chain cleavage(P450scc)

등 이 효소의 활성으로 인해 콜레스테롤이(Lavaque , 2006).

으로 전환되어야만 다양한 의 생합성이 유도될pregnenolone neurosteroid

수 있다 그러나 최근에는 가 기능하기 위해 콜레스테롤을 전달. P450scc

해주는 단백질의 존재가 중요하다는 보고가 있었다 즉 세포질 내 이. ,

입소체 또는 용해소체 에 존재하는 콜레스테롤을(endosome) (lysosome)

사립체 의 외막 에서 내막(mitochondria) (outer membrane) (inner membrane)

으로 전달하는 단백질이 스테로이드 생합성에 보다 밀접한 연관성을

가질 것으로 예상할 수 있다는 것이다( 등Sierra, 2004; Lavaque , 2006;

등Wojtal , 2006).
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전달 단백질 중 그 역할이 잘 밝혀진 것은(transport protein)

단백질이다 와 에 의Niemann-Pick C(NPC) (Adibhatla Hatcher, 2008). NPC

해 사립체 내로 전달된 콜레스테롤은 에 의해steroidogenic enzyme

로 전환되는데 특히 과neurosteroid , dehydroepiandrosterone

이 노인성 치매 파킨슨씨병allopregnanolone (Alzheimer's dementia),

정신분열증 양극성장애(Parkinson's disease), (schizophrenia), (bipolar

뇌졸중 뇌와 척수 외상disorder), (stroke), (brain injury/spinal cord injury)

등과 같은 다양한 증례에서 신경보호 효과를 갖는다 심지어 뇌졸중.

등 이나 치매 등 의 경우 가 신경세(Marx , 2006) (Wang , 2007) neurosteroid

포의 재생 을 유도하였다(regeneration) .

이와 같은 전달 단백질의 다른 예가 단백질이다 이 단백질START .

군은 콜레스테롤을 사립체의 내막으로 전달하는 역할을 하는

단백질이 원형 이다steroidogenic acute regulatory(StAR) (prototype) (Stocco,

와 와 단백질군2001; Soccio Breslow, 2003; Manna Stocco, 2005). START

은 개에 이르는 아미노산으로 구성된210 StAR-related lipid

을 공유하고 과 사람에서transfer(STRAT) domain (Ponting Aravind, 1999),

밝혀진 단백질은 특성에 따라 개의 아군 으로 나눌START 6 (subfamily)

수 있다 와 군은 모든 조직에 분포하(Alpy Tomasetto, 2005). StAR/StarD1

면서 세포질에서 사립체로 콜레스테롤을 전달하는 단백질군의START

원형에 해당한다 한편 군은 군과 달리 세포질과 핵에 분포. StarD4 StAR

하는 것으로 알려진 단백질로 로 구성된다 이StarD4, StarD5, StarD6 .

중 와 는 와 마찬가지로 대부분의 조직에서 발현되지StarD4 StarD5 StAR

만 는 전통적으로 스테로이드 생합성에 관여하는 생식샘, StarD6 (gonad)

과 콩팥위샘 의 세포에서는 관찰되지 않고 고환(suprarenal gland) (testis)

내 정자발생세포 의 성숙과정에서만 발현되는 것으로(spermatogenic cell)
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처음 보고되었다 등 등(Soccio , 2002; Gomes , 2005).

의 특징적인 분포에 대한 보고를 통해 이 단백질이 스테로이StarD6

드 호르몬의 생합성과 무관하게 정자발생 및 정자형성(spermatogenesis)

에 중요한 역할을 할 것으로 기대하였다 그러나 주산기(spermiogenesis) .

에 갑상선기능저하증 을 유도한 흰쥐의(perinatal period) (hypothyroidism)

고환에서 정자세포의 양성반응은 늦어졌고 사이질세포StarD6 ,

에서 양성반응이 나타난다는 것이 보(interstitial cell of Leydig) StarD6

고되었다 등 이는 정자발생을 위해서는 이 작(Chang , 2007a). testosterone

용해야 한다는 기존 보고 이 등 등(O h, 1982; Hardy , 1989; Weber , 2000;

등 에 의하면 스테로이드 호르몬의 부족으로 이질Weber , 2002) xber

세포에서 새로운 의 대두된 것으로 생각할 수 있다 즉StarD6 esto . ,

전통적인 스테로이드 생합성을 위해서는 세포질 내에서 단백START

질군이 작용해야 하지만 는 사이질세포의 핵에서 발현되어 스테, StarD6

로이드 생합성과 관련된 신호 를 조절할 것으로 기(transcription signal)

대할 수 있는 결과이다.

그러나 한편으로 이 결과는 가 와 구조적 및 기능적으로StarD6 StAR

유사하다는 보고 등 에 의해 논쟁의 여지를 갖게 되었다(Bose , 2008) .

즉 는 단지 의 일부분 또는 조각에 불과할 뿐이며 작용도, StarD6 StAR ,

와 마찬가지로 사립체의 내막과 상호작용을 하는 단백질이라는StAR

것이다 이와 같은 측면에서 정상 신경계통에서 와. StAR(Sierra, 2004)

등 의 발현을 비교하였다 두 단백질 모두 많은StarD6(Chang , 2007b) .

뇌 구역에서 양성반응을 보였지만 그 분포상은 차이점을 보였다 즉. ,

스테로이드 생합성과 관련된 효소는 주로 신경아교세포에 분포하지만

와 는 주로 신경세포에 분포하고 있었다 다만 대뇌 겉질StAR StarD6 .

의 피라밋세포 에서는 모두 쉽게 관찰되지(cerebral cortex) (pyramidal cell)
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만 소뇌 겉질 의 조롱박세포 의 경우, (cerebellar cortex) (Purkinje cell) StAR

양성반응은 잘 관찰되지만 는 드물게 보고되었다 해마StarD6 .

의 경우 주 세포층 에 해당하는(hippocampus) (principal layer) cornu

의 피라밋세포층 과 치아이랑ammonis(CA) (pyramidal layer) (dentate gyrus)

의 과립세포층 을 기준으로 상호 보완적으로 분포하는 것(granular layer)

이 확인되었다 는 주 세포층을 제외한 층에서 는 주 세포. StAR , StarD6

층을 중심으로 양성반응세포가 분포하였다.

등 은 이러한 차이점을 형태학적으로 더욱 분명히 하기Chang (2010)

위해 배양세포에서 와 양성반응을 비교하였다 신경세포주StAR StarD6 .

에서 는 신경세포가 성숙(dopaminergic neuron cell line, SK-N-SH) StAR

함에 따라 세포질로 면역양성반응이 편중되는 반면 는 핵에서의StarD6

염색성이 감소되는 것을 확인하였다 뿐만 아니라 양성반응세포. StarD6

의 수도 통계적으로 유의하게 많은 것을 알 수 있었다 신경아교세포.

주 에서의 결과도 유사하게 나(glioblastoma cell line, M059-K & M059-J)

타났다 와 양성반응세포의 수는 각 세포주에서 모두 통계. StAR StarD6

적으로 유의하게 차이가 있었다 특히 는. StAR DNA-dependent protein

의 존재 여부에 영향을 받지 않았지만 는kinase(DNA-PK) , StarD6

가 결여된 세포주에서는 그 수가 유의하게 감소하는 것을 알DNA-PK

수 있었다 등 은 추가로 해마에서 와 의 분포상. Chang (2010) StAR StarD6

을 비교하였는데 그 결과는 기존의 보고 등, (Sierra, 2004; Chang ,

와 유사한 것으로 두 단백질이 형태학적으로 다른 세포를 표지2007b)

할 것임을 확인하였다.

이상의 결과 중 배양세포의 형태학적 성숙에 따라 의 양성반StarD6

응이 달라진다는 점에 주목하였다 즉 신경계통의 발달과정에. , StarD6

가 어떤 역할을 할 것으로 예상하였다 갑상선호르몬은 태아의 성장.
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뿐만 아니라 신경의 발달 신경세포의 이주 와(development), (migration)

분화 연접의 형성 말이집형성(differentiation), (synaptogenesis), (myelination)

등 신경계통의 성장에 중요한 인자로 잘 알려져 있다 등(Anderson ,

등 와2003; Morreale de Escobar , 2004; Zoeller Rovett, 2004; Pemberton

등 특히 태아의 갑상선이 기능하기 이전부터 겉, 2005; Bernal, 2007). ,

질형성 에 관여하는 등 임신초기 모체의 갑상선호르몬 상(corticogenesis)

태가 태아의 신경계통 발생에 중요한 인자로 작용한다 갑상선 호르몬.

수용체의 발생과 비추어 볼 때 소뇌의 발생과 운동 기능(Bernal, 2007)

이 갑상선호르몬의 부족에 특히 취약한 것으로 알려졌다 특히 소뇌가.

갑상선 호르몬의 증감에 민감한 곳으로 보고 되었는데(Anderson, 2008) ,

이는 소뇌겉질 이 형성되는 신생아 시기에 조롱박세포(cerebellar cortex)

에서 의 합성이 주로 이루어진다는 보고 와 연neurosteroid (Tsutsui, 2006)

관성을 갖는다.

따라서 본 실험에서는 가 출생 후 발달과정에 있는 흰쥐의StarD6

뇌에서 어떻게 발현하는지를 밝히고 갑상선 호르몬의 결여가 신경계,

통에서 의 출생 후 발달에 어떤 영향을 밝히고자 계획되었다 먼StarD6 .

저 정상 대조군의 대뇌 겉질 소뇌 겉질 해마에서 면역반응세, , StarD6

포의 출현시기와 분포상의 변화를 관찰하였다 이후 통상적인 갑상선.

호르몬 합성 억제제인 을 투여하여 임신중기부터propylthiouracil(PTU)

갑상선기능저하증을 유도하고 이후 지속적으로 를 투여하거나 출, PTU

생 후 일 이후부터 를 중단한 군으로 나누어 가역적인 갑상선기28 PTU

능저하증 유도 여부를 확인하였다 실험군에서 면역양성반응의. StarD6

정도를 대조군과 비교하여 가 어떤 특정 시기에 작용하는지 또StarD6

는 뇌의 영역별로 어떤 기능적 연관성을 가질 수 있는지를 추정하고자

하였다.
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재료 및 방법II (Materials and Methods)

실험동물 및 처치1. (Animals and Treatment)

실험동물로 다물실험동물센터 대전 에서 임신 일 된( ) 9 Sprague

흰쥐를 구입하여 이용하였다 구입 후 일간의 적응기간을 거-Dawley . 2

친 후 등 과 등 이 제시한 방법을 이용하여 갑, Kobayashi (2006) Ku (2009)

상선기능저하증을 유도하였다 즉 대조군은 증류수를 실험군은. , (n=5),

음용수를 공급하는 것 이외에는 다른 차이를 주지 않0.05% PTU (n=7)

았다 대조군과 실험군을 비교했을 때 갑상선기능저하증을 유도한 임. ,

신쥐에서 출산이 일 정도 늦어지는 경우가 있었지만 유의한 차이점을1

관찰할 수 없었다.

이후 출생 직후부터 매 주마다 몸무게를 측정하였다 갑상선기능저.

하증 모델에서 의 영향을 확인하기 위해 출생 후 일에 다시 두PTU 28

군으로 구분하여 지속적으로 를 투여한 군과 투여를 중단한PTU PTU

군으로 나누었다 출생 후 일까지 이 두 군에서 여부. 49 catch-up growth

를 관찰함으로써 에 의한 갑상선기능저하증의 정립여부를 다시 확PTU

인하고자 하였다.

조직화학적 염색 및 면역조직화학적 염색2. (Cytochemistry and

immunohistochemistry)

세포구축학적 변화 및 면역조직화학적 염색을 위해 출생 직후(P0),

출생 후 일 일 일7 (P7), 14 (P14), 21 (P21), 28일 에 저체온증 또는 일(P28)
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산화탄소로 마취를 유도하였다 이후 좌심실을 통해(n=4/each). heparin

중외제약 을 함유한 생리식염수로 관류 세척한 다음(250 unit/ml, ) , 4 %

를 사용하여 관류 고정paraformaldehyde(0.1M phosphate buffer, pH 7.4)

하였다 뇌를 적출하고 동일한 고정액에 에서 시간 정도 후고정. 4 24℃

하였다 고정된 조직. 은 통상의 수세 탈수 투명 과정을 거쳐 파라핀, ,

조직 처리 를 시행한 후 두께로 연속(Tissue-Tek, Sakura, Japan) , 5 mμ

절편을 제작하였다(Leica RM 2155 rotary microtome, Nussloch, German).

절편은 매 매 마다 선택하여 통상적인 염색을 시행하여 조직10 Nissl

학적 특성을 확인하였다.

면역조직화학적 염색을 위해 절편을 인산염완충식염수0.05M

에 옮겨 세척한 후 과산화수소(phosphate buffered saline, PBS) (hydrogen

peroxide, H2O2 를 첨가하여 내인성 과산화효소의; 0.03 % in methanol)

활성을 억제시킨 다음 과, 0.5 % bovine serum albumin(BSA) 1.5 %

normal horse serum(NHS; Vector laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA)

이 포함된 용액에 시간 처리한 후 제 항체로PBS 1 1 polyclonal

항체 전남대학교 소재목 교수님께서 제공해 주셨습니다 를anti-StarD6 ( )

사용하였다 제 항체를 와 가 포함된 용액에 각각. 1 BSA NHS PBS

으로 희석하여 에서 시간 동안 반응시켰다 제 항체는 각1:500 4 48 . 2℃

각의 제 차 항체에 맞게 상용화된1 kit(ImmPRESSTM reagent, Vector

를 이용하여 실온에서 시간 동안 반응시켰다 발색은laboratories) 1 . 0.05

을 사용하였% 3‘3-diaminobenzidine(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)

으며 에탄올에 탈수한 후 에 투명, xylene , polymount(Shandon, Cheshire,

에 봉입하였다 제 항체 또는 제 항체를 생략하고 동일한 과정UK) . 1 2

을 시행함으로써 위양성 반응 을 확인하였다(false positive reaction) .

항체에 대한 면역양성 반응을 보인 결과는 광학현미경StarD6
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으로 관찰한 후 현미경(Olympus BX-50, Olympus Corp., Tokyo, Japan) ,

에 직접 연결된 디지털 카메라 를 이용해(Olympus C-4040Z, Olympus)

상을 얻었다 이렇게 얻어진 상을 저장하고. , Adobe Photoshop(Adobe

을 이용해 상의 밝기 와 대조system, San Jose, CA, USA) (brightness)

를 분명히 하기 위한 작업만을 시행하였다(contrast) .

통계처리3. (Statistical analysis)

정상대조군 투여군 중지군의 체중 증가에 대한 통계처, PTU , PTU

리는 법으로 하였고 출생 후 각 시기별ANOVA with repeated measure ,

로 군 간의 차이는 를 사용하였다 를 통계적으로 유의하다t-test . p<0.05

고 간주하였다.



- 13 -

결 과III

갑상선기능저하증 모델의 유도1. (Induction of hypothyroidism)

출생 후 시기에 따라 실험동물의 체중을 측정하였다 그림 정상( 1).

대조군의 체중 증가는 실험동물을 구입한 다물실험동물센터에서 기준

으로 제시한 출생 후 성장에 따른 체중 증가와 유사한 결과를 보였다.

증류수를 투여한 대조군과 비교했을 때 를 투여한 군은 체중의 증PTU

가가 정상적으로 이루어지지 않음을 발견할 수 있었다 이 두 군의 성.

장에 따른 체중증가곡선은 통계적으로 유의하게 다르게 나타났다

두 군을 대상으로 시기별 차이를 볼 때 출생 후 일부터 통(p<0.01). , 7

계적으로 차이를 보였고 일부터 확연해졌다(p<0.05), 14 (p<0.01).

를 출생 후 일에 중단한 군의 결과는 위의 두 군과 전혀 상PTU 28

관이 없는 것으로 나타났다 즉 지속적으로 를 공급한 군과 비교. , PTU

할 때 를 중단하고 주가 경과한 출생 후 일이 되면 체중의 증PTU 3 49

가가 시작되는 것으로 보였다 그림 그러나 이 결과는 대조군과( 2).

를 지속적으로 투여한 군에 비해 오차범위가 매우 커서 통계적 유PTU

의성을 찾을 수 없었다 그러나 를 중단하면 소위. PTU 'catch-up growth'

가 이루어지는 것으로 보아 에 의해 갑상선기능저하증이 잘 유도PTU

되었을 것으로 기대할 수 있었다.
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Fig. 1. Effects of propylthiouracil (PTU) on weight gain. PTU-induced

hypothyroidism caused growth retardation, and growth curve differs from

each other (p<0.01). There is a considerable difference between control

and PTU-induced hypothyroidism group from P7 (p<0.05).
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P28

P49

Fig. 2. Gross features of control, PTU(+), and PTU(-) group. Growth

retardation in PTU-induced hypothyroidism is evident at P28. The

cessation of PTU caused so-called 'catch-up growth' at P49 (middle rat).
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투여군에서 출생한 흰쥐는 대조군의 흰쥐와 다른 외양을 보였PTU

다 정상적인 체중증가가 이루어지지 않음과 동시에 털도 윤기를 보이.

지 않았다 가장 특징적인 것은 행동변화였다 대조군의 경우 출생 후. .

주만 지나도 실험자의 손안에 머물지 않고 행동이 자유로운 것을 관2

찰할 수 있었지만 투여군은 출생 후 주가 지난 상태에서도 시, PTU 4

험자의 손을 벗어나지 못하고 경사지에서 중심을 잘 잡지 못하고 넘어

지는 모습을 쉽게 관찰할 수 있었다.
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정상 흰쥐에서 양성반응의 발달2. StarD6 (Postnatal development of

StarD6 immunoreactivities in normal rat brain)

대조군의 뇌 중 대뇌 겉질 이마엽을 기준으로 함 소뇌 겉질 및 해( ),

마에서 양성반응을 확인하였다StarD6 .

대뇌 겉질의 경우 그림 출생부터 출생 후 주까지 겉질의 두께( 3), 2

가 급격하게 증가하는 것을 볼 수 있었다 면역양성반응은. StarD6 P0

부터 관찰할 수 있었다 즉 대뇌 겉질의 깊은 곳과 에 분포하. , layer V

는 피라밋세포에서 양성반응을 보였다 에는 대뇌 겉질의 깊은 층. P7

에서 주로 양성반응을 보였지만 일부 얕은 층 에(layer V-VI) , (layer III)

서도 양성반응을 관찰할 수 있었다 에 양성반응은 대뇌 겉. P14 StarD6

질의 거의 모든 층에 분포하는 것을 관찰할 수 있었다 그러나 부. P21

터는 양성반응세포의 분포영역은 변하지 않지만 염색성은 오히StarD6

려 감소하였다.
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Fig. 3. Immunoreacitivity stained by anti-StarD6 antibody in developing

cerebral cortex of control rats. Layer V is aligned across the figures. Note

the prominent immunoreactivity in layer V-VI at P0, and then the

immunolocalization decreased but distributed in all layers as time goes by.

Scale bar = 200 m.μ
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소뇌 겉질 그림 은 조롱박세포층의 출생 후 정립과정과 함께 분( 4)

자층의 두께가 증가하는 것을 알 수 있었다 대조군에서 양성반. StarD6

응을 보이는 조롱박세포는 까지도 층으로 관찰되는 곳이 남아있P7 2-3

지만 다른 층에서는 양성반응을 쉽게 관찰할 수 없었다 가 되면. P14

조롱박세포에서의 양성반응이 층으로 정렬됨과 동시에 감소하는 것을1

확인할 수 있었다 뿐만 아니라 과립세포층에서 양성반응을 보. StarD6

이는 세포가 증가하는 것도 확인하였다 에 성숙한 소뇌와 같은 양. P21

상을 보이는데 조롱박세포에서의 양성반응은 드물게 관찰되었고 과립, ,

세포층의 일부 세포 및 조롱박세포층에 가깝게 분포하는 에basket cell

서 양성반응을 보였다.
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Fig. 4. Immunoreacitivity stained by anti-StarD6 antibody in developing

cerebellar cortex of control rats. Purkinje cell layer is aligned across the

figures. StarD6 was firstly seen in the Purkinje cells, but disappeared as

time goes by while granule cells and basket cells converted to

immunopositive. Scale bar = 200 m (upper column); = 50 m (lowerμ μ

column).
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해마 그림 와 그림 의 경우 출생 시 양성반응은 치아이( 5 6) , StarD6

랑의 일부 과립세포와 의 몇몇 피라밋세포에서 관찰되었다 에CA3 . P7

치아이랑 영역의 주 세포층으로 양성반응이 증가하는 것을, CA3, CA2

관찰할 수 있었고 동시에 주 세포층이 아닌 다른 층에 존재하는 세포,

에서도 양성반응이 쉽게 관찰되었다 에 성숙한 흰쥐의 결StarD6 . P14

과와 유사한 반응을 보였다 해마의 주 세포층에 전체적으로 양. StarD6

성반응세포가 분포하는 반면 다른 층에서의 양성반응은 감소하였다, .
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Fig. 5. Immunoreacitivity stained by anti-StarD6 antibody in developing

hippocampus of control rats. The immunolocalization firstly observed in

the principal cells of dentate gyrus and CA3 area. Then area-specific

maturation from CA3 to CA1 was in progress. Scale bar = 200 m.μ
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Fig. 6. Area-specific immunoreacitivity stained by anti-StarD6 antibody in

the hippocampus of control rats. Area-specific maturation in the principal

cells of CA3 and CA1 was accompanied by StarD6 immunolocalization in

the granule cells of dentate gyrus. Scale bar = 50 m.μ
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갑상선기능저하증 흰쥐에서 양성반응의 발달3. StarD6 (Postnatal

development of StarD6 immunoreactivities in hypothyroid rat brain)

투여군의 뇌에서도 대뇌 겉질 이마엽을 기준으로 함 소뇌 겉PTU ( ),

질 및 해마의 양성반응을 확인하였다StarD6 .

대뇌 겉질의 경우 그림 대조군에서는 출생 후 겉질의 두께가 급( 7),

격하게 증가하였으나 투여군에서는 겉질의 급격한 성장은 관찰할PTU

수 없었다 에 면역양성반응은 대뇌겉질의 에서 드물. P0 StarD6 layer V

게 관찰되었고 일부 얕은 층 세포에서도 관찰할 수 있었다 과, . P7 P14

에 이르는 동안 급격한 양성반응의 증가는 없었지만 분포영역의 증가,

는 대조군과 유사하게 나타났다 그러나 까지도 대뇌겉질의 두께가. P28

증가하지 않았고 면역양성반응도 증가하지 않고 유지되는 것으StarD6

로 보였다.
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Fig. 7. Immunoreacitivity stained by anti-StarD6 antibody in developing

cerebral cortex of PTU-induced hypothyroid rats. Layer V is aligned

across the figures. The immunolocalization rarely seen in layers V and I

at P0. The immunoreactivity restricted mainly in layer V at P7, and then

increased in layers V-VI until P21 while the intensity decreased. Scale bar

= 200 m.μ
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소뇌 겉질 그림 역시 분자층의 두께가 증가하지 못함을 알 수( 8)

있었다 양성반응은 대조군과 달리 조롱박세포층에서 강하게 나. StarD6

타나지 않았다 즉 다층으로 분포하는 양성 조롱박세포는 관찰. , StarD6

할 수 없었고 까지 일부 조롱박세포에서 양성반응을 보이는 것을, P14

확인하였다 이후 점차적으로 조롱박세포에서의 양성반응은 감소하였.

고 과립세포층과 에서의 양성반응도 상대적으로 감소, basket cell StarD6

하는 것을 확인할 수 있었다.
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Fig. 8. Immunoreacitivity stained by anti-StarD6 antibody in developing

cerebellar cortex of PTU-induced hypothyroid rats. Purkinje cell layer is

aligned across the figures. StarD6 immunolocalization in Purkinje cells

occasionally observed in the vermis. Transiently elevated immunoreactivity

was seen at P14, and then decreased until P28. Scale bar = 200 m (upperμ

column); = 50 m (lower column).μ
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해마 그림 와 그림 의 경우 출생 시 양성반응은 치아이( 9 10) , StarD6

랑의 일부 과립세포와 의 몇몇 피라밋세포에서 관찰되었다 그러CA3 .

나 가 되어야 치아이랑 영역의 주 세포층으로 양성반응이 증P14 , CA3

가하는 것을 관찰할 수 있었다 이 되면 일부 영역의 피라밋. P28 CA1-2

세포에서 양성반응을 보이지만 더 이상의 증가는 관찰할 수 없StarD6

었다 다만 주 세포층이 아닌 다른 층에서의 양성반응은 상대적으로. ,

잘 유지되었다.
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Fig. 9. Immunoreacitivity stained by anti-StarD6 antibody in developing

hippocampus of PTU-induced hypothyroid rats. The immunolocalization at

P0 had little differences from control hippocampus. But area-specific

maturation did not go on until P28 when StarD6 immunolocalization still

remained in the dentate gyrus and CA3 area. Scale bar = 200 m.μ
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Fig. 10. Area-specific immunoreacitivity stained by anti-StarD6 antibody in

the hippocampus of PTU-induced hypothyrid rats. Area-specific maturation

in the hippocampus proper and dentate gyrus made slow progress until

P28. As compared with the control hippocampus, there were little

immunoreactivity in the principal cell layers. Scale bar = 50 m.μ
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고 찰IV

갑상선기능저하증 모델의 유도1. (Induction of hypothyroidism)

선천성 갑상선기능저하증은 갑상선 무형성 효소의 결여(agenesis),

모체의 요오드 결핍 또는 항갑상선약제(defects in enzyme), (anti-thyroid

에 의한다 통상 동물모델은 모체에 이나 와 같은drugs) . methimazole PTU

항갑상선약제를 투여하여 정립한다 본 실험에 사용된 는 태반을. PTU

통과하여 가역적으로 갑상선기능저하증을 유도할 수 있고 중단하면,

갑상선이 다시 기능을 재개할 수 있다.

본 실험에서는 를 임신 일부터 시작하여 실험이 끝나는 출생PTU 11

후 일까지 지속적으로 투여한 군과 대조군의 발생을 비교하였다 뿐28 .

만 아니라 의 가역적 효과를 확인하기 위하여 일부는 출생 후PTU 28

일부터 공급을 중단하여 그 결과를 확인하였다 그 결과 를PTU . PTU

투여하여 갑상선기능저하증을 유도한 모체는 출산이 대조군에 비해 1

일 정도 늦어지는 경우가 있었지만 다른 특이점은 발견할 수 없었다, .

출생 후부터 매 주 체중의 증가를 확인한 결과 그림 과 같은 결과를, 1

얻었다 즉 대조군과 투여군의 체중증가곡선이 통계적으로 유의. , PTU

하게 차이가 나는 서로 다른 특성을 지닌 집단임을 알 수 있었다 또.

출생 후 일부터 체중의 차이가 나타나서 일부터는 통계적으로 확7 , 14

연한 차이를 보였다 뿐만 아니라 의 중단은 시기가 지날수록 체. PTU

중의 증가를 유도하여 대조군과 투여군과는 또 다른 집단의 특성PTU

을 야기하였고 실험의 마지막에는 를 보이는 개체가, 'catch-up growth'

늘어나는 것도 확인할 수 있었다 다만 중단에 따른 개체 사이의. PTU



- 32 -

오차가 크게 나타나 추가 실험에 이용하지 못하였다 또 대조군에 비.

해 연령이 높은 개체에서도 평형기능과 관련된 운동기능의 저하가 동

반되었던 점 등은 기존의 결과들( 등Anderson , 2003; Morreale de

등 와 등Escobar , 2004; Zoeller Rovett, 2004; Pemberton , 2005; Bernal,

2007 등 과 일치하는 것으로 본 실험에서; Anderson, 2008; Huang , 2008)

갑상선기능저하증이 잘 유도되었음을 증명하는 것이었다.

정상 흰쥐에서 양성반응의 발달2. StarD6 (Postnatal development of

StarD6 immunoreactivities in normal rat brain)

을 공유하는 단백질 중 신경조직에서 발현되는 것은START domain

와 만이 보고되었다 는 전통적인 스테로이드 생합성StAR StarD6 . StAR

조직 뿐만 아니라 신경조직에서도 존재하는데 대뇌 겉질 소뇌 해마, , ,

등 다양한 신경조직에서 양성반응을 보였다 등(Furukawa , 1998; Stocco,

등 등 반면 가 신경2001; King , 2002; Sierra , 2003; Sierra, 2004). StarD6

조직에 존재한다는 사실이 밝혀진 것은 비교적 최근의 일이다(Chang

등 양성반응세포는 주로 대뇌 겉질과 해마의 주 신경, 2007b). StarD6

세포였으나 소뇌에서는 조롱박세포에서 미약하게 분포하였다 더욱이.

최근에는 신경세포와 아교세포종 배양세포주에서 와 의 형StAR StarD6

태학적 특성을 비교한 실험 결과 두 단백질이 상당히 다름을 증명하였

다 등 뿐만 아니라 간질모델에서 가 시간에 따라(Chang , 2010). StarD6

다른 반응을 보인다 등 는 사실은 가 해마에 가해진(Chang , 2009) StarD6

흥분성 손상에 반응할 수 있음을 증명한 것이었다 이는 흥분성 손상.

에 대한 의 반응 등 보다도 빠른 것이어서 가StAR (Sierra , 2003) StarD6

핵에서 먼저 기능을 시작할 수 있는 가능성도 제시한 것이었다.
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비교적 연구가 많이 진행된 의 경우 젊은 쥐에 비해 노화된StAR

쥐 등 에서 연령을 일치시킨 환자군의 경우 치(Sierra , 2003) , Alzheimer

매 환자 등 에서 가 증가한 것을 보고하였다 이는(Webber , 2006) StAR .

치매에서 와 가 역의 상관관계를 갖고Alzheimer neurosteroid beta-amyloid

등 이러한 의 감소로 인해 콜레스테롤(Schumacher , 2003), neurosteroid

전달 단백질인 는 증가하는 음성되먹임 현상이StAR (negative feedback)

발생한 것으로 생각할 수 있다 이상의 결과는 가 다양한. neurosteroid

뇌 병변에 대해 보호효과를 가질 수 있다는 기존의 보고(Schumacher

등, 2003; 등 등 등Sierra, 2004; Lavaque , 2006; Marx , 2006; Wojtal ,

등 와 등 들과2006; Wang , 2007; Adibhatla Hatcher, 2008; Yawno , 2009)

연관성을 갖는 것으로 의의를 갖는다 즉 의 부족이 뇌의. , Neurosteroid

대뇌겉질 해마 소뇌 선조체 등 대다수의 곳에서, , amygdala, , (striatum)

병변과 연관된다.

본 실험은 출생 후 발달과정에서 가 흰쥐의 뇌 각 부위에서StarD6

어떻게 발현되는가를 확인하였다 대뇌 겉질에서 는 출생 시 깊. StarD6

은 층에서 특히 피라밋세포를 중심으로 분포하다가 출생 후, layer V ,

일이 되면 급격히 증가하여 전체 대뇌 겉질로 증가하는 양상을 보였14

다 소뇌 겉질의 경우 출생 초기에는 조롱박세포를 중심으로 분포하다. ,

가 출생 후 일을 기점으로 조롱박세포의 양성반응은 감소하14 StarD6

고 과립세포층과 에서의 양성반응은 증가하는 양상을 보였basket cell

다 해마의 경우 주 세포층에서의 양성반응은 치아이랑에서. , StarD6

을 경유하는 양상을 보였지만 다른 층의 경우 출생 후 일CA3, CA1 , 7

까지는 비교적 잘 관찰되었지만 출생 후 일부터 감소하는 것을 확인14

하였다 이상의 결과를 통해 출생 후 일이 되면 이미 보고된 성숙한. 21

뇌에서의 분포상 등 과 유사한 분포를 보였다StarD6 (Chang , 2007b) .



- 34 -

전통적으로 신경계통에서 발달과정을 검사하기 위해서는 다양한

나 신경전달물질 등 을neuropeptides (Sienkiewicz, 2006; Kobayashi , 2006)

이용하거나 신경세포의 뼈대를 구성하는 단백질인 칼슘결합단백, ,

등 등 등neurofilament, microtubule (Benjamin , 1988; Hof , 1999; Rahaman

등 등 등 이 이용되었다, 2001; Zamoner , 2008; Chinnakkaruppan , 2009) .

종류에 따라 다소 차이는 있지만 일반적으로 대뇌 겉질은 깊은 층

에서 얕은 층 으로 세포의 이주에 따라 발생이(layers V-VI) (layers II-III)

진행되는 것으로 확인되었다 소뇌 겉질의 경우 외과립층. , (outer

세포가 내과립층 으로 이주하는 과정granular layer) (inner granular layer)

과 조롱박세포층이 단층으로 정렬되는 과정이 출생 후에 완성된다 해.

마는 치아이랑의 과립세포층의 성숙이 선행된 후 고유해마

의 에서 으로 발생이 진행된다(hippocampus proper) CA3 CA1 .

본 실험의 결과는 면역양성반응세포의 출현이 출생 이전부StarD6

터 시작될 것임을 보임과 동시에 출생 후 발생 과정은 기존의 보고처,

럼 일어나고 있음을 보여준다 다만 뇌의 각 부위에 따라 주로 양성반.

응을 보이는 세포가 다르다는 점이 특징이라 할 수 있겠다 즉 대뇌. ,

겉질 및 해마의 경우 주 세포에 해당하는 피라밋세포나 과립세포에서,

양성반응이 출생 후 발생과정에 따라 진행되는 특성을 보였다StarD6 .

그러나 소뇌의 경우 조롱박세포에서 시작된 양성반응이 음성으, StarD6

로 전환되면서 다른 세포층에서 양성반응이 나타났다 이러한 특성은.

의 출생 후 발달과정에서 나타나는 변화 등 와 유사한StAR (Sierra , 2003)

것이었다 즉 양성반응세포는 대뇌 겉질에서는 깊은 층. , StAR (layer V)

에서 해마의 경우 치아이랑에 접한 구역부터 소뇌는 조롱박세포에서, ,

강하게 양성반응을 보였고 출생 후 일이 되면 성숙한 형태의 분포, 20

를 보였다 다만 소뇌에서 조롱박세포가 주로 양성반응을 보인 점은. ,
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본 실험에서 가 조롱박세포에서의 양성반응이 성숙함에 따라 감StarD6

소하는 것과는 차이가 있는 점이었다 소뇌에서 양성반응의 전. StarD6

환은 조롱박세포에서 특징적으로 나타났는데 이러한 특징은 기존의,

보고에서 가 조롱박세포에서 주로 합성되고neurosteroid (Tsutsui, 2006),

부족할 경우 소뇌의 성장이 지연되고 등 조롱박세포의 핵응(Li , 2004)

축 을 통한 세포자멸사 가 증가한다 등(pyknosis) (apoptosis) (Yawno , 2009)

는 기존의 보고들과 유사한 것으로 보인다.

갑상선기능저하증 흰쥐에서 양성반응의 발달3. StarD6 (Postnatal

development of StarD6 immunoreactivities in hypothyroid rat brain)

갑상선호르몬은 임신 중 신경의 성장 및 발달에 중요한 인자로 임,

신초기 모체의 갑상선호르몬 상태가 중요하다 등(Anderson , 2003;

등 와 등Morreale de Escobar , 2004; Zoeller Rovett, 2004; Pemberton ,

본 실험에서 를 이용하여 갑상선기능저하증을2005; Bernal, 2007). PTU

유도하고 출생 후 발달과정에서 가 뇌 각 부위에서 어떻게 발현, StarD6

되는지를 정상 대조군과 비교하였다 면역양성반응은 출생 시. StarD6

아주 드물게 관찰되었고 출생 후 일에 피라밋세포에 주로 분, 7 layer V

포하고 있었다 출생 후 일부터 대뇌 겉질의 깊은 층을 중심으로 분. 14

포상이 변화하고 출생 후 일이 되면 전 층으로 증가하지만 염색성, 21

은 대조군에 비해 떨어졌다 소뇌에서 조롱박세포에서의 양성반. StarD6

응은 대조군에 비해 매우 미약하게 나타났고 출생 후 일까지는 다, 14

른 세포에서의 염색성이 증가하지만 이후 모든 염색성은 감소하였다.

해마의 경우 출생 당시 양성반응은 대조군에 비해 약하지만 분, StarD6

포상은 비슷하였다 그러나 이후 시간이 흘러도 그 반응은 증가하지.
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않았다 즉 대조군에서 출생 후 일이면 성숙한 뇌의 와 유사. , 14 StarD6

한 분포를 보일 정도로 증가하는 반면 갑상선기능저하증 모델에서는,

출생 후 일에도 일부 치아이랑과 내 주 세포층에서 양성반응을14 CA3

보일 뿐이었고 출생 후 일이 되어도 성숙한 형태는 보이지 않았다, 28 .

일반적으로 를 통해 갑상선기능저하증을 유도하면 뇌 내에서PTU

등 등immediate early gene(Kobayashi , 2009), calbindin D28k(Rami , 1987,

등 와 등 등1989; Saegusa , 2010) parvalbumin(Berbel , 1996; Gilbert ,

과 같은 칼슘결합단백 등2007) , neurofilament(Rahaman , 2001; Zamoner

등 등 나 등, 2008; Chinnakkaruppan , 2009) microtubule(Benjamin , 1988;

등 과 같은 세포 내 골격 또는 과 같은Kobayashi , 2006) , synaptophysin

연접 관련물질 등 등 을 이용한 대부분의 실(Zhang , 2008; Gong , 2010)

험에서 정상대조군에 비해 감소하는 결과를 초래하였다 대부분 대뇌.

겉질과 해마를 기준으로 비교하였는데 해마의 경우 치아이랑에서의,

변화가 가장 대표적이었다 뿐만 아니라 세포 내 골격의 변화는.

에 의한 흥분성 손상과 연관된다고 보고되었다 등glutamate (Zamoner ,

이 보고는 갑상선기능저하증에서 수용체 아형의 전환이2008). NMDA

지연되었다 등 는 보고와도 일치하는 것이다(Kobayashi , 2006) .

본 실험 결과에서 나타난 평형기능의 이상은 희소돌기아교세포

및 말이집형성의 이상 소뇌의 발달 장애와 관련된 것(oligodendrocyte) ,

으로 보인다 갑상선호르몬은 희소돌기아교세포의 발달에 영향을 주고.

갑상선기능저하증은 신경세포의 이주에 악영향(Rodriguez-Pena, 1999),

을 주고 희소돌기아교세포 수를 감소시킨다 등(mismigration) (Shibutani ,

또 갑상선기능저하증에서2009). myelin-associated oligodendrocytic basic

등의 말이집형성과 관련protein, myelin basic protein, proteolipid protein

된 인자 등 가 감소한다 소뇌의 발달은 갑상선기능저(Kobayashi , 2009) .
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하증에서 출생 후 일을 기점으로 상당한 변화를 보인다 등14 (Benjamin ,

등 등 등 즉 이 시1988; Elder , 2000; Li , 2004; Chinnakkaruppan , 2009).

기까지 neurofilament, microtubule-associated protein, insulin-like growth

등의 발달이 지연되는 것으로 보고되었고 이는 로 인해factor-1 , PTU

출생 후 일까지 운동 활성을 감소시킨다는 등 의 보고14 Axelstad (2008)

와 일치한다 이상의 결과들은 갑상선기능저하증에서 대표적으로 운동.

기능이 영향을 받는다는 기존의 보고들과도 일치하는 것이다(Bernal,

등2007; Huang , 2008).

특히 갑상선기능저하증 모델에서 관찰된 이 결과들이 산화성 스트

레스 의 증가와 연관된다 등 는 점은 중(oxidative stress) (Rahaman , 2001)

요한 사실이다 는 의 활성을 감소시키고. PTU nitric oxide synthase

등 증가된 산화성 스트레스는 소위 의 증가(Serfozo , 2008), neurosteroid

가 필연적으로 따라야 할 상황을 야기한다 스트레스는. 5alpha-

과 의 활성을 증가시키지만 말초에서reductase(Ordyan Pivina, 2005) ,

이나 은 감소한 결과를 초래하기도 한다 갑상선testosterone progesterone .

기능저하증의 신경계통에서 합성에 필요한 효소인neurosteroid

등 가 변형되고 해마의 부피도 감소cytochrome oxidase(Farahvar , 2007) ,

하는 결과가 보고되었다 이와 유사하게 본 실험에서도 대뇌 겉질 소. ,

뇌 겉질 해마 등 모든 영역에서 부피의 증가가 정상 대조군에 비해,

이루어지지 않음을 알 수 있었다 뿐만 아니라 의 면역반응도 모. StarD6

든 영역에서 발생이 지연되거나 감소하였다.

기존의 보고에 의하면 는 노화 치매 간질과 같은StAR , Alzheimer ,

질환에서 정상 대조군에 비해 증가하였다 등 등(Sierra , 2003; Webber ,

이와 유사하게 역시 흥분성 손상에 반응하여 증가하는2006). StarD6

것이 보고되었다 등 이는 의 감소에 대한 음(Chang , 2009). neurosteroid
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성되먹임에 의한 결과라고 생각할 수 있는 것이다 또한 는. StarD6

의 존재 여부에 따라 양성반응세포의 수가 변화하는 등DNA-PK

등 스트레스에 의한 손상에 대해서도 반응할 수(Chang , 2010), DNA

있음을 알 수 있다 그러나 갑상선기능저하증을 유도한 본 실험의 결.

과는 의 증가를 야기하지 않았다 갑상선기능저하증 자체가 신경StarD6 .

계통의 발생을 저해하지만 산화성 스트레스가 증가한다는 기존 보고와

는 상이한 것이다.
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결 론V

생합성에 필수요소인 콜레스테롤의 전달에 관여하는Neurosteroid

단백질 중 가 출생 후 발달과정에 있는 흰쥐의 뇌에서START StarD6

어떤 역할을 할 것인지를 밝히기 위해 본 실험을 시행하였다 정상 대.

조군과 음용수 을 이용해 갑상선기능저하증을 유도한 실험PTU(0.05% )

군에서 출생 후 일 일 일 일 일까지 뇌의 각 부위에서0 , 7 , 14 , 21 , 28

면역양성반응세포의 분포를 비교한 결과 다음과 같은 결과를StarD6

얻었다.

투여로 갑상선기능저하증이 잘 유도되었는지는 출생1. PTU

후 체중의 증가곡선에서의 차이와 중단에 의한 를, PTU catch-up growth

통해 확인할 수 있었다 갑상선기능저하증이 유도된 동물은 대조군에.

비해 평형기능 장애와 같은 행동변화가 있었고 조직검사 상 대뇌 겉,

질 소뇌 겉질 해마의 부피 가 감소하였음을 확인하였다, , (mass) .

정상 대조군의 뇌에서 면역양성반응은 다음과 같이2. StarD6

확인되었다 출생 당시부터 관찰된 양성반응세포는 대뇌 겉; 1) StarD6

질의 깊은 층에서 얕은 층으로 분포하는 통상적인 ‘inside-out gradient'

를 따라 발생하였다 소뇌 겉질의 조롱박세포에서 시작된 양. 2) StarD6

성반응은 시간의 흐름에 따라 소실되고 과립세포와 로 전환basket cell

되었다 해마의 경우 치아이랑의 성숙과 함께 에서 으로 주. 3) CA3 CA1

세포층에 분포하는 양성반응세포의 발현이 진행되는 것을 확인StarD6

하였다 뇌의 각 부위에 따라 약간의 차이는 있었지만 양성. 4) StarD6

반응은 출생 후 일에 성숙한 뇌의 반응과 유사하게 전환되었다21 .
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갑상선기능저하증을 유도한 군의 면역양성반응은 대3. StarD6

조군과 비교해 다음과 같은 특성을 보였다 대뇌겉질에서 양; 1) StarD6

성반응세포의 분포는 유사하게 관찰되었지만 세포의 수 및 염색성은,

감소하였고 를 따라 출현하는지는 분명하지 않았다'inside-out gradient' .

소뇌 조롱박세포에서의 양성반응은 매우 낮게 나타났고 다른 세포2) ,

에서의 염색성은 유지되는 것으로 확인되었다 해마에서의 영역 특. 3)

이적 성숙과정은 진행되지 않았고 출생 후 일까지도 치아이랑과, 28

의 일부 주 세포만 양성반응을 보였다 대조군과 비교할 때 출CA3 . 4)

생 후 일부터 늦어진 양성반응의 발생은 출생 후 일에도14 StarD6 28

성숙한 형태의 분포상을 보이지 않았다.

이상의 결과를 종합해 볼 때 는 뇌의 각 구역에서 주 세포인, StarD6

대뇌 겉질의 피라밋세포 소뇌 겉질의 조롱박세포 해마의 피라밋세포, ,

및 과립세포의 성숙과정에 관여할 것으로 생각할 수 있다 그러나 그.

역할은 부위별로 차이가 존재하는 것을 간과해서는 안 될 것으로 생각

한다 갑상선기능저하증을 유도한 결과를 통해 출생 후 주 이내에 이. 2

루어지는 축삭의 성장이나 연접의 형성보다는 축삭 및 연접의 성숙 등

의 과정에 가 더 밀접한 역할을 할 것으로 예상할 수 있었다StarD6 .
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