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EPO (erythropoietin)은 조혈작용을 조절하는 일종

의 cytokine으로 잘 알려져 있다 (Erslev 등 1953).

EPO를 분비하는 가장 중요한 기관은 신장이며, 빈

혈이나 저산소증에서 사육된 쥐의 신장에서 EPO의

분비가 현저하게 증가된다 (Fisher 등 1996). 최근의

연구에 의하면 폐, 고환, 간 그리고 뇌 등 조혈과 관

계없는 다양한 기관에서도 발견되며, 저산소 환경은

이들 기관에서 EPO의 생산 및 분비를 증가시킨다
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간추림 : 만성 저산소증은 중추신경계의 신경세포와 혈관의 형성에 많은 영향을 준다. EPO (erythropoietin)은 조혈

작용을 유도하는 성장인자로서, 최근에는 신경세포의 생존을 유도하는 기능이 있는 것으로 알려지고 있다. 이에

본 실험에서는 만성 저산소증이 신경세포의 사멸을 유도하며, recombinant EPO가 신경세포의 사멸을 지연시키거

나, 방어할 것이라는 것을 증명하고자 이번 실험을 시행하였다. 

만성 저산소 환경을 10% O2, 5% CO2, 85% N2의 가스를 혼합하여 구성하여, 흰쥐를 3일간 사육하였으며, 일차

배양된 대뇌피질 신경세포를 6일 간 배양하였다. 대뇌피질에서 EPO와 EPOR의 발현을 확인하기 위하여 면역조직

화학법을 이용하여 염색하였으며, western blot 분석을 이용하여 PARP와 pERK, pAKT, 그리고 caspase들의 발현의

변화를 관찰하였다.

먼저 만성 저산소 환경에서 3일간 사육한 발생 18일, 생후 5일 및 7일째 되는 흰쥐의 대뇌 피질에서 erythro-

poietin과 erythropoietin receptor가 발현되는 양상을 면역조직화학적 염색 방법으로 관찰하였다. 이 때 만성 저산

소 환경이 대뇌피질에서 erythropoietin과 그 receptor의 발현을 증가시켰다. 일차 배양된 신경세포를 만성 저산소

환경에 9일 간 노출한 후 recombinant EPO를 투여한 결과 세포사멸의 표지인 PARP의 발현이 현저하게 감소하였

다. 세포사멸을 방어하는 세포내 신호 전달 경로를 확인하고자 AKT와 ERK의 인산화를 확인하였는데, AKT의 인

산화는 증가하였으나, ERK의 인산화는 변화가 없었다. 또한 capase 3과 8의 활성화가 현저하게 증가하였으며, 투

여한 EPO의 농도가 높을수록 caspase 3와 8의 발현의 억제가 더욱 뚜렷하였다. 그러나 caspase 9의 발현에는 변화

가 없었다.

즉 만성 저산소 환경은 신경세포에서 EPO가 EPOR의 발현을 증가시키며, 투여한 recombinant EPO는 AKT 경

로를 통해 caspase3과 8의 활성화를 증가시키고 이에 따라 세포 사멸을 감소시켰다.  또한 이와 같은 작용은 EPO

의 농도에 영향을 받는 것으로 확인되었다.  이 결과들은 신경세포의 EPO가 만성저산소증에 의해 유도된 적응의

일종임을 나타내는 것이며, recombinant EPO가 신경세포의 손상을 방어하는 것을 증명하였다. 나아가 EPO가 만성

저산소증에 의한 신경세포 사멸을 방어할 수 있는 치료제로서의 가능성을 증명하였다. 
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(Digicaylioglu 등 1995, Liu 등 1997).

뇌에서는 주로 대뇌피질과 해마 그리고 꼬리핵에

서 발현되는 것으로 알려져 있으나, EPO mRNA는

뇌의 다양한 부위에서도 발현된다 (Bernaudin 등

1999, Siren 등 2001a). 나아가 EPO는 사람의 성인

뇌척수액(Marti 등 1997), 성상교세포(Marti 등 1996)

그리고 신경세포(Bernaudin 등 2000, Siren 등 2001b)

등 에서 발견되었다.

EPO는 특별한 수용체에 의하여 그 작용이 이루

어진다. 그러므로 중추신경계에서 EPO 수용체 (이하

EPOR)가 발현된다는 사실은 EPO가 생물학적인 기

능을 수행하고 있음을 보여주는 것이다. EPOR은 쥐

나 원숭이, 혹은 사람의 뇌에서 관찰된다 (Sasaki 등

2001). 또한 EPOR은 발생 중인 사람의 배자에서도

관찰되며, EPO 역시 발생 5 주경에 이미 중추신경계

에서 관찰되는 것으로 알려져 있다(Juul 등 1999). 

만성 저산소증은 인식능력 (cognitive function) 이

상, 간질발작, 신경계 이상 등을 유발하는 것으로 알

려져 있다. 사람에 있어서 만성 저산소증의 가장 흔

한 원인은 조산에 의한 뇌실내출혈 및 만성 폐질환

이다. 또한 저산소증은 주산기 (perinatal period)에서

신생아의 사망률을 증가시키는 중요한 요인 중의

하나이다 (Vannucci 1990). 그 동안 많은 연구에 의

해 만성저산소증이 세포사멸 (cell death)을 유발하는

기전들이 알려져 있으나, 저산소증으로부터 신경세

포를 보호할 수 있는 방법은 아직 뚜렷하게 발견되

지 않고 있다(Bernaudin 등 2002a). 

최근에 신생아의 만성 저산소증에서 신경손상의

기전을 밝히고 그 치료법을 개발하는 분야에 많은

연구가 이루어지고 있다. 특히 Brain-derived neuro-

trophic factor (BDNF) 등과 같은 neurotrophic factor

나 vascular endothelial growth factor (VEGF) 등 다

양한 단백질의 역할에 주목하고 있다. 최근에 VEGF

가 만성저산소증에서 혈관재형성과 신경세포방어

기능을 가지고 있음이 보고되었다 (Ogunshola 등

2002). 그 동안 조혈작용에 관여하는 것으로 알려진

EPO가 신경세포방어 기능을 가지고 있음이 알려졌

다(Strunk 등 2004).

EPO는 쥐의 뇌에서 저산소증에 반응하여 그 발

현이 증가하는 것으로 알려져 있으며 (Digicaylioglu

등 1995), 다양한 in vivo, 혹은 in vitro 뇌손상모델에

서 EPO가 신경세포를 방어하는 역할을 하는 것으

로 보고되고 있다 (Dame 등 2001). 만성 저산소 환

경은 hypoxic-inducible factor (HIF)의 발현을 증가시

키며, HIF의 발현은 EPO의 발현을 유도한다

(Wenger 2002). 최근에는 EPO를 투여한 경우 중추신

경계 전구세포들의 분화와 생존을 유도하며 (Studer

2000), 만성저산소증에 노출된 후 신경세포들의 분

화가 증가하는 것으로 보고되었다(Shingo 등 2001).

최근까지의 연구결과들은 EPO가 신경세포들의

생존에 중요한 역할을 한다는 것을 증명하고 있다.

그러나 지금까지의 연구는 뇌허혈증 등 급성이며

신경세포의 치명적인 손상에 초점이 맞추어져 왔다.

하지만 만성 저산소증 환경과 뇌신경세포의 손상에

대한 EPO의 역할은 보고된 바가 없다. 본 연구자들

은 치명적이지는 않지만 만성적인 저산소환경이

EPO가 신경세포의 손상을 방어하는데 중요한 역할

을 할 것으로 가정하였다. 이에 만성저산소증에 있

어 EPO가 신경세포에 미치는 역할을 밝혀내고자

이 실험을 시행하였다. 나아가 이 실험을 통해 만성

저산소증의 치료에 있어서 EPO가 가지고 있는 가

능성을 확인하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 실험 동물

본 실험에 사용된 동물은 임신한 Sprague-Dawley

계 흰쥐와 생후 2일 및 5일 된 흰쥐를 각 실험군당

6마리를 사용하였고, 신경세포의 일차배양을 위하여

임신 15일 된 ICR계 생쥐의 배자를 추출하여 사용

하였다. 비치명적 만성 저산소 환경(chronic sublethal

hypoxia)에 노출시키기 위하여 완전히 밀폐된 저산

소통 (hypoxic chamber)에서 3일 간 매일 3시간씩

사육하였다. 저산소가스 (Hypoxic gas, 한국산업가스)

는 Kim 등 (2004)이 기술한 바와 같이 10% O2, 5%

CO2, 85% N2로 구성하였다. 

저산소 환경에 노출시킨 후 임신한 흰쥐와 경추

탈골에 의해 희생 시킨 후 태아를 추출하고 수술현

미경하에서 발생 중인 뇌를 확인하고 채취하였다.
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그리고 생후 2일 된 쥐와 생후 4일 된 쥐를 같은

방식으로 희생시킨 후 뇌를 추출하고 western blot

분석을 위한 lysate를 만들었으며, 면역조직학적 연

구를 위해 조직고정을 시행하였다.  

2. 대뇌 피질 신경 세포의 일차배양 (primary

cortical neuronal cultures)

임신 15일 된 생쥐로 자궁에서 배자를 추출하고,

그 배자의 종뇌 (telencephalon)로 부터 Sestan 등

(1999)이 서술한 방법에 의해 신경세포를 분리하였

다. 분리된 세포들을 poly-L-ornithine과 laminin

(이상 Sigma Co., USA)으로 코팅된 plastic petri dish

에서 배양을 시작하였다. 배양액은 neurobasal media

에 sodium pyruvate solution, Fetal Bovine Serum, L-

glutamine solution, B26 supplement, Pen/strep

solution (이상 GIBCO Co., USA)를 조합하여 제조하

였다. 세포들은 6일 동안 저산소 환경에 노출시켰다.

이때 완전히 밀폐된 저산소통 (hypoxic chamber)에

서 배양하였으며, 저산소 가스의 조성은 상기된 것

과 같다.  배양 기간 중 매일 배양액의 반을 교체하

였다. 저산소 환경에 노출한 후 3일 째 되는 날 신

경세포의 배양액에 recombinant EPO (Santa Cruz

Biotechnology Inc., USA)를 각 실험군 별로 2 unit

와 5 unit 씩 투여하였다. 그 후 3일 간 계속해서 저

산소 환경에 노출하였다. 

3. Western blotting

일차 배양한 생쥐 배자의 신경세포와 발생 18일

된 배자 및 생후 5일, 7일된 쥐의 뇌를 이용하여 단

백질을 추출하고 western blot 분석을 시행하였다. 추

출 방법은 Kim 등 (2004)이 기술한 방법을 사용하

였다. Lysates는 modified RIPA buffer (50 mM Tris-

HCl, pH 7.4, 1% NP-40, 0.25% Na-deoxycholate,

150 mM NaCl, 1mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 g/mL

Aprotinin, leupeptin, 1 mM Na3VO4, 1 mM NaF)를

이용하여 만들었다. 일차항체로는 anti-EPO 및

anti-EPOR (Santa Cruz Biotechnology, USA, 1 :

1,000), anti-PARP, anti-pERK, anti-AKT, anti-

pAKT, anti-caspase 3 (이상 Cell signaling technology,

USA, 1 : 1,000), anti-ERK2 (Santa Cruz Biotechno-

logy, USA, 1 : 10,000), anti-caspase 8, 9 (Santa Cruz

Biotechnology, 1 : 1,000)를 사용하였다. 면역 반응을

감지하기 위하여 Supersignal detection reagent (Pierce

Co.)를 사용하였으며, Hyperfilm (Kodak, USA)에 노

출시킨 후, 평판스캐너를 이용하여, 현상된 film의

디지털 영상을 얻었다.

4. 면역 조직 화학염색법

뇌에서의 EPO와 EPOR의 발현을 확인하기 위하

여 통상적인 avidin-biotin complex (ABC) method에

의한 면역조직화학염색법을 시행하였다. 1차 항체로

는 rabbit anti-EPO (Santa Cruz Biotechnology, USA,

1 : 100), rabbit anti-EPOR (Santa Cruz Biotechno-

logy, USA, 1 : 500)을 사용하였다.

2차 항체로는 anti-rabbit biotinylated IgG (Vector

Co.)를 1 : 200으로 희석하여 실온에서 60분 동안 반

응시켰으며, avidin-biotinylated enzyme complex

reagent (Vector Co., USA)를 실온에서 30분 동안 반

응시켰다. Peroxidase와 결합하는 기질 용액으로 3-

3′-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 용액

(Vector Co., USA)을 사용하여 3분에서 7분간 반응

시켰으며, permanent mount를 이용하여 봉입하였다.

완성된 조직 표본을 광학현미경 (Nikon, Japan)으로

관찰하고 광학현미경용 Digital camera (Jenoptik,

Germany)를 이용하여 촬영하였다. 

결 과

1. 면역조직화학적 소견

만성 저산소 환경에 노출된 수정 18일째 흰쥐 배

자 대뇌의 피질과 생후 5일 그리고 7일째 흰쥐의

대뇌 피질에서 EPO과 EPOR의 발현을 관찰하였다.

임신 18일 된 흰쥐 배자의 경우 대조군과 실험군

모두에 있어 EPO의 발현이 뚜렷하게 나타나지 않

았으며, 발현의 차이도 뚜렷하지 않았다. 그러나 생

후 5일 및 7일 된 흰쥐의 대뇌 피질에서는 수정 18

일째 되는 배자에 비해 EPO의 발현이 증가하였으
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며, 저산소 환경에 노출된 흰쥐의 경우 EPO의 발현

은 정상군의 뇌에 비해서 증가하였다 (Fig. 1). 

EPO에 비해 EPOR의 발현은 전 실험군에 걸쳐

뚜렷하게 나타났다. 또한 저산소증에 노출된 실험군

에 있어 정상 흰쥐에 비해 EPOR의 발현이 현저하

게 증가하였다. 또한 EPOR의 발현은 대뇌 피질 전

체에 걸쳐 관찰되었으며 부위에 따른 발현의 차이

는 없었다. 임신 18일의 배자의 경우 대뇌피질의 표

면으로 갈수록 EPOR이 발현되는 신경세포의 수가

현저히 늘어났다. 생후 5일째와 7일째의 경우 출산

전 배자의 경우에 비해 발현의 차이가 뚜렷하게 나

타났으며, 특히 생후 5일째의 경우 만성 저산소증에

노출된 흰쥐의 대뇌 피질에서 EPOR의 발현이 현저

하게 증가되었음을 관찰할 수 있었다 (Fig. 2). 

이러한 결과는 흰쥐의 대뇌 피질의 신경세포에서

EPO의 발현에 비해 EPOR의 발현이 더욱 뚜렷하게
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Fig. 1. Immunohistchemical findings of cerebral cortex of mice, Immunoreactivity of EPO (brown color) increased at cerebral cortex of
P5 (postnatal day 5) and P7 mice, but not E18 (embryonic day 18) embryo under chronic hypoxia. a: E18 in nomoxic conditions,
b: E18 in hypoxic conditions, c: P5 in normoxic condition, d: P5 in hypoxic condition, e: P7 in nomoxic condition, f: P7 in
hypoxic condition (×100)

a b

c d

e f



나타났음을 보여준다. 또한 만성 저산소 환경이 신

경세포에서 EPOR의 발현을 유도하였음을 확인할

수 있다.

2. 만성 저산소증에 노출된 신경세포 손상에

recombinant EPO의 역할

EPO가 저산소 환경에 노출된 신경세포에 미치는

영향을 확인하기 위하여 저산소 환경에서 배양 중

인 생쥐의 신경세포에 recombinant EPO를 투여하였

다. Western 분석을 이용하여 저산소 환경에 노출된

임신 15일 된 생쥐의 대뇌피질 신경세포에서 세포

사멸을 나타내는 PARP의 발현을 관찰한 결과 정상

군에 비해 현저하게 증가하였다 (Fig. 3). 그러나 5

unit의 EPO를 투여한 후에는 PARP의 발현이 현저

하게 감소하였다.  이러한 결과는 저산소 환경이 대

뇌피질 신경세포의 사멸을 유도한다는 것을 나타내
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Fig. 2. Immunohistchemical findings of cerebral cortex of mice, Immunoreactivity of EPOR (brown color) increased at cerebral cortex
of E18 embryo, P5 (postnatal day 5) and P7 mice under chronic hypoxia. a: E18 in nomoxic conditions, b: E18 in hypoxic
conditions, c: P5 in normoxic condition d: P5 in hypoxic condition, e: P7 in nomoxic condition, f: P7 in hypoxic condition (×

100)
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며, recombinant EPO가 만성 저산소 환경에 의한 신

경세포의 손상을 방어하는 것을 증명하는 것이다.  

3. 저산소증 환경에 의한 신경세포사멸의 억제는

AKT 경로에 의해 이루어진다.

EPO가 저산소증 환경에 노출된 대뇌피질 신경세

포를 사멸로 부터 막아주는 세포내 전달 경로를 확

인하기 위하여 ERK와 AKT의 인산화 (phosphoryla-

tion)의 변화를 western 분석법에 의해 관찰하였다.

만성 저산소 환경에서 배양된 신경세포의 경우

pAKT의 발현이 감소하였다. 그러나 recombinant

EPO를 투여한 경우 pAKT의 발현이 증가하였다

(Fig. 4). 

신경세포 사멸의 또 다른 경로 중의 하나인 ERK

의 인산화의 변화를 확인하기 위하여 pERK의 발현

을 관찰하였다. 그러나 모든 실험군에서 pERK의 발

현을 관찰할 수 없었으며, 각 실험군 사이에서도 뚜

렷한 차이를 관찰할 수 없었다(Fig. 5).

이러한 결과는 만성 저산소 환경에서 EPO에 의

한 신경세포 방어는 AKT의 인산화를 통한 AKT 경

로의 활성화에 의해 이루어지는 것을 확인시켜 주

는 것이다. 그러나 ERK 경로는 대뇌피질 신경세포

의 사멸을 방어하는 EPO의 작용으로 인한 직접적

인 영향을 받지 않는 다는 것을 확인할 수 있었다. 

4. Recombinant EPO는 배양된 신경세포에서

caspase의 활성화를 감소시킨다.

EPO가 신경세포의 사멸을 방어하는 기전을 확인

하기 위하여 각 실험군 사이의 활성화된 caspase 3,

8, 그리고 9의 발현과 그 차이를 관찰하였다. 만성

저산소 환경에서 배양된 신경세포에서 caspase 3과

8의 발현은 정상적인 환경에서 배양된 신경세포에

비해 발현이 현저하게 증가하였다. 그리고 recom-

binant EPO를 투여한 경우 이들 caspase의 발현은

다시 감소되었다. 또한 투여한 EPO의 양에 따른 차

이를 관찰할 수 있었는데 2 unit의 recombinant EPO

를 투여한 경우 대조군과 유사한 발현 정도를 보였

으나, 5 unit를 투여한 경우에는 오히려 정상군 보다

caspase의 발현이 감소하였다. 그러나 caspase 9의

경우 만성 저산소 환경이나 recombinant EPO의 투

여에 의한 발현의 차이가 나타나지 않았다 (Fig. 6).

이러한 결과는 recombinant EPO가 저산소 환경에

서 신경세포의 사멸을 방어하는 것은 caspase 3과 8

의 발현을 억제함으로 이루어진 다는 것을 증명하

는 것이다. 나아가 recombinant EPO에 의한 caspase

229966

─ 김호정, 백진기, 양성준, 강기영, 김강련, 김 현 ─

Fig. 3.Western blotting of PARP in primary cultured cortical
neuron, Expression of PARP increased under chronic
hypoxia (Hx). But after treatment of 5 units of recom-
binant EPO (rEPO), the activation of PARP was inhibited.
Nx : Normoxia, Hx : chronic hypoxia, Tx : treatment

Fig. 4.Western blotting of AKT and pAKT in primary cultured
cortical neuron, Expression of pAKT increased after
recombinant EPO treatment under chronic hypoxia. Nx :
Normoxia, Hx : chronic hypoxia, Tx : treatment

Fig. 5.Western blotting of ERK and pERK in primary cultured
cortical neuron, Expression of pERK was not changed
after recombinant EPO treatment under chronic hypoxia.
Nx : Normoxia, Hx : chronic hypoxia, Tx : treatment
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의 발현의 감소는 투여한 농도에 의해 영향을 받는

다는 것을 확인시켜 주었다.  

고 찰

만성 저산소증은 조산아에 있어 비교적 흔히 볼

수 있는 문제이다 (Poets 등 1995). 조산 (preterm

birth)은 신생아에 있어 심각한 이상을 초래하는 것

으로 알려져 있으며, 주산기(perinatal period)에서 신

생아의 사망률을 증가시키는 중요한 요인 중의 하

나이다(Vannucci 1990). 저산소증은 인식능력(cogni-

tive function) 이상, 간질발작, 신경계 이상 등을 유발

한다. 그 동안 많은 연구를 통해서 저산소증이 세포

사멸(cell death)을 유발하는 기전에 대해 많은 지식

이 축적되어 있으나, 저산소 환경으로부터 세포를

보호할 수 있는 방법은 아직 뚜렷하게 발견되지 않

고 있다 (Bernaudin 등 2002b).

Wenn 등 (2004)이나 Chong 등(2003)에 의하면 무

산소환경이나 급성허혈성손상은 신경세포에서 EPO

의 발현을 증가시킨다고 하였다. 이는 autocrine 혹

은 paracrine 방법에 의해 신경세포 손상을 방어한다

는 것은 의미한다. 본 실험에서도 출생 후 흰쥐의

대뇌 피질에서 만성 저산소 환경에 의해 EPO 및

EPOR의 발현이 현저하게 증가하였다. 특히 EPOR

의 발현의 변화가 뚜렷하였는데, 이는 신경세포의

손상을 막아 주는 기전이 EPO의 분비의 증가에 의

해서 일어나는 것 보다는 EPOR의 증가에 의한다는

것을 보여준다. EPOR의 발현이 증가함으로서 다른

부위에서 증가된 EPO와 결합하여 신경세포 방어

기능을 일으킬 것으로 생각된다. Spandou 등 (2004)

에 의하면 한 쪽 carotid artery를 결찰하고 1시간이

경과한 후 대뇌를 적출하고 EPO의 발현을 관찰한

결과 EPO의 발현이 증가하였다고 보고하였다. 그러

나 EPOR 경우는 24시간이 지나야 발현이 현저하게

증가한다고 보고하여, EPO와 EPOR의 발현이 시간

에 따라 차이가 있음을 보고한 바 있다. 급성허혈성

손상이나 치명적인 저산소증인 경우 주로 EPO의

발현을 유도하여 신경세포 자신을 방어하려고 하지

만, 시간이 경과하거나 비치명적인 만성 저산소 환

경은 신경세포가 적응할 수 있는 시간을 부여하게

된다. 즉 EPOR의 발현이 적응의 결과이며, 증가된

EPOR은 다른 기관으로부터 유래된 EPO와 반응함

으로 신경세포 손상을 방어할 것으로 생각된다.  

EPO가 저산소증 환경에서 신경세포를 방어하는

기전에 관해서는 잘 알려져 있지 않았다. 그러나 적

혈구 전구세포에 있어 세포사멸을 방어하는 기전은

증명되어 있어 아마도 신경세포나 혈관내피세포에

있어서도 비슷한 기전에 의해 세포를 방어할 것으

로 가정하였다. 적혈구 세포의 분화에 있어 EPO는

anti-apoptotic gene의 발현시킴으로 사멸을 방어 하

거나, caspase 발현의 억제를 통해 세포의 사멸을 방

어하는 것으로 알려져 있다. 또한 bcl-2나 bcl-xl 등

의 anti-apoptotic gene의 발현을 유지시키는 것으로

보고되었다 (Silva 등 1996). 중추신경계에서도 EPO

가 bcl-xl과 같은 anti-apoptotic gene의 발현을 유

도하는 것으로 보고되었다 (Chong 등 2003).

적혈구 세포에서의 세포사멸에 관한 보고들과 유

사하게 신경세포의 사멸이 관찰되었으며, 이는 세포

사멸의 지표로서 사용되는 PARP의 발현의 증가로

증명할 수 있었다. PARP의 발현은 만성 저산소증

실험군에서는 증가하였으나 EPO를 투여한 쥐에서

는 현저하게 감소하였음을 관찰하였다. 또한 그 기

전과 세포내 신호전달과정을 확인하기 위해 capsase
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Fig. 6.Western blotting of activated caspase 3, 8, and 9 in
primary cultured cortical neuron, Expression of caspase 3
and 8 increased under chronic hypoxia (Hx), but not
capase 9. After treatment of recombinant EPO (rEPO),
expression of activated caspase 3 and 8 decreased. Effects
on expression of caspase 3 and 8 of rEPO was depend on
concentration of recombinant EPO. Nx : Normoxia, Hx :
chronic hypoxia, Tx : treatment
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의 발현을 관찰하였다. 정상 신경세포에 비해 만성

저산소 환경에서 배양된 신경세포는 caspase 3와 8

의 발현이 증가하였다. 그러나 EPO를 투여한 신경

세포에서는 caspase 3와 8의 발현이 감소되었다. 이

러한 결과는 신경세포의 손상과 EPO의 방어 기전

에 caspase 3과 8이 중요한 역할을 하고 있다는 것

을 보여주는 것이다. 또한 EPO의 농도가 증가할 수

록 caspase 3와 8의 발현이 감소하는 것이 관찰되었

는데 이는 EPO의 농도의 변화가 신경세포의 사멸

에 대한 방어에 중요한 요인이 됨을 가리키는 것이

다. 본 실험에서는 다른 연구자들의 보고에서 언급

된 anti-apoptotic gene에 관한 실험을 시행하지 않

았지만 caspase의 발현의 변화를 확인한 결과들은

적혈구와 마찬가지로 신경세포에서도 EPO가 anti-

apoptotic gene들의 발현을 유도할 것이라는 것을 보

여준다.

저산소증에 의해 손상 받은 신경세포에서 EPO의

역할을 확인하기 위해서는 세포내 신호전달경로를

증명하는 것이 중요하다. 신경세포방어에 있어 EPO

의 작용은 AKT나 MAPK, ERK의 인산화에 의해

이루어지는 것으로 알려져 있다 (Digicaylioglu와

Lipton 2001, Siren 등 2001a, Chong 등 2003). 본 실

험에서도 만성 저산소 환경에서 배양된 신경세포에

EPO를 투여한 후 AKT와 ERK의 인산화의 변화를

확인하였다. 이 때 EPO가 ERK의 인산화에 영향을

주지 않으나 AKT의 인산화는 현저하게 증가시켰

다. 이러한 결과는 EPO에 의한 신경세포 생존을 유

도하는 경로가 AKT 경로임을 증명하고 있다. 무산

소 환경에서 신경세포에 대한 EPO의 영향을 연구

한 다른 보고에서 EPO가 AKT 경로를 통해 caspase

3와 8의 발현을 감소시킨다고 하였다 (Chong 등

2003). 이러한 보고는 본 실험 결과와 일치하며, 무

산소 환경이나 저산소 환경 모두 유사한 경로를 통

해 신경세포 사멸을 유도한다는 것을 보여 주고 있

다. 또한 EPO에 의한 신경세포 방어 경로 역시 일

치한다.

EPO가 신경세포방어기전을 가지고 있으며, 치료

제로서의 가능성을 제시하는 보고들이 있다. Wen

등 (2004)에 의하면 대뇌 허혈증 (cerebral ischemia)

은 EPO와 EPOR의 발현을 유도하며, 측뇌실에 직

접 EPO를 주입하면 신경세포의 사멸을 방지할 수

있다고 하였다. 또한 EPO는 손상된 신경세포에서

연접 (synapse)을 증가시킴으로 신경세포의 기능을

회복시킨다 (Sakanaka 등 1998). 이러한 동물 실험의

결과들은 허혈성 신경세포손상에 있어 EPO의 투여

가 신경세포의 사멸을 방어할 뿐만 아니라 신경세

포의 기능을 회복시켜 줄 수 있음을 제시하고 있다.

Chong 등 (2003)에 의하면 무산소환경이나 free

radical에 의해 유도된 신경세포의 사멸을 EPO가

감소시킬 수 있음을 보고하였다. 이들은 신경세포에

의해 형성된 EPO는 세포의 손상을 막는데 부족하

며, EPO를 외부적으로 투여해야 만이 가능하다고

보고하였다. 나아가 Siren 등 (2001b)의 실험에 의하

면 사람의 경우에도 EPO가 치료제로서 가능성이

있음을 보고하였다. 

신생아기에 저산소증에 의한 신경세포 손상을 받

은 경우 정신지체 (mental retardation)이나 기억장애,

인식장애 등의 후유증이 남을 수 있다. Kumral 등

(2004)은 새로 태어난 쥐가 저산소 환경에 노출된

후 유사한 학습장애가 나타나는 데, 이때 EPO를 투

여하게 되면 이러한 장애를 줄여 줄 수 있다고 보

고하였다. 그러므로 이러한 실험들은 주산기 때 저

산소증에 의한 뇌의 발달 장애를, EPO의 투여에 의

해 감소시킴으로, EPO가 조산아의 저산소증 치료에

사용될 수 있다는 가능성을 제시하는 것이다. 

본 실험에서 흥미로운 것은 임신 중인 쥐를 만성

저산소증에 노출시켰을 때 EPOR의 발현이 생후의

쥐와 마찬가지로 증가하였다는 사실이다. 이러한 결

과는 임신 중일 때 모체가 만성저산소증에 빠진 경

우에도 태아의 뇌신경세포에 영향을 줄 수 있다는

것을 보여 주는 것이다. 이러한 이유로 태아의 신경

계의 발달에 영향을 미치며, 생후 쥐의 뇌에서와 마

찬가지로 신경세포 방어가 이루어진다는 것을 증명

한다. 생후의 쥐와 마찬가지로 EPOR의 발현이 증가

하여 신경세포의 생존을 유도하는 것을 알 수 있었

다.

본 실험의 결과들은 만성 저산소 환경이 신경세

포의 사멸을 방어하는 데 EPO가 중요한 역할을 하

고 있음을 증명하며, EPO가 만성 저산소환경에 의

해 손상받은 신경세포들을 치료할 수 있다는 가능
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성을 보여 주는 것이다. 나아가 EPO가 만성저산소

증에 의한 장기적이고 심각한 후유증을 감소시킬

수 있음을 제시하고 있다.
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Abstract

Effects of Recombinant EPO on Death of Cortical Neuron in 
Chronic Hypoxia

Ho-Jeong Kim, Jin-Gee Baek1, Jun-Seong Yang1, Ki-Young Kang1, 
Kang-Ryune Kim2, Hyun Kim2

Department of Anatomy, College of Medicine, Kwandong University
1Department of Anatomy, College of Medicine, Seonam University

2Department of Anatomy, College of Medicine, Kosin University 

Chronic hypoxia has been associated with change in neurovascular behavior, mediated, in part, by erythropoietin

(EPO). EPO, a hematopoietic growth factor, could act as a neurotrophic factor. In the present study, we investigated the

characteristics of EPO and erythropoietin receptor (EPOR) expressions by cortical neuron in vivoand in vitro and tested

the hypothesis that EPO serves protective functions under chronic hypoxia. 

E18, P5 and P7 mice for 3 days and primary cultured neurons for 6 days were incubated  in hypoxic conditions

consisted of a mixture of 10% O2, 5% CO2, 85% N2. To study expressions of EPO, EPOR, caspases, pAKT, pERK, and

PARP, immunohistochemical stainning and western blotting were carried out. 

In addition to expressing EPO and EPOR under normoxic conditions, neurons increased their expression of EPO and

EPOR under hypoxia. The effects of recombinant EPO appeared to be mediated via the phosphatidylinositol (PI) 3-

kinase-AKT pathway, correlated directly with activation of caspase 3. Also recombinant EPO decreased expression of

caspase 8, but not caspase 9. 

Finally, recombinant EPO decreased apoptosis of cultured neurons as evaluated by expression of PARP. These data

support a role for EPO in maintenance of cortical neuron under chronic hypoxia. 
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