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산소는 호흡사슬에서 전자의 마지막 수용체로서 산

화적 인산화(oxidative phosphorylation)에 필요하며, 스

테롤(sterol), 헴(heme), 지방산 등의 생합성에 이용된다.

세포가 저산소 환경에 노출되면 적응에 필요한 유전자

들을 발현시키고 전사인자를 활성화시킴으로써 세포 내

에너지와 생합성 과정에 관여한다(Bunn과 Poyton 1996).

저산소증 또는 허혈에 의한 뇌조직 손상의 주요 기전

은 에너지 결핍에 의한 세포막 기능부전, 흥분 전도 물

질의 과분비, 산소 자유기의 증가에 의한 세포 손상, 세

포사멸 등이 일어나면서 세포 기능장애를 일으키거나

세포를 죽게 만든다(Berger와 Garnier 1999). 저산소증

손상에 의한 미성숙 뇌의 손상 정도는 주로 뇌의 시기

적인 발달 정도와 연관되는데, 뇌세포 발육, 분화, 뇌세

포 이동, 수초 발생 정도, 뇌 발달 과정에서 정상적으로

일어나는 세포자멸사 (apoptosis) 등이 영향을 미친다.

따라서 미성숙 뇌의 저산소증 손상의 이해는 발생학적

측면과 분자 생화학적 이해가 함께 고려되어야 한다.

DNA가 산화적 스트레스(Oxidative stress)를 받으면

DNA의 변형 및 손상을 유발하는데 DNA의 4가지 염

기 중 구아닌(guanine)이 산화되면 8번 탄소에 수산기

(hydroxyl group, -OH)가 붙는 8-hydroxyguanine이 되고

수산기가 케톤기(ketone group)로 치환되어 8-oxoguanine

흰쥐 태아 대뇌조직에서 저산소증 손상에 의한 DNA 복구 효소의
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간추림 : 저산소증은 신생아의 사망률을 증가시키는 중요한 요인 중의 하나로 알려져 있다. 또한 저산소증에 의

한 조직의 손상은 세포의 DNA손상과 세포자멸사 등의 복합적인 기전을 통해 나타난다. 본 연구에서는 태아기

저산소증에 의한 대뇌조직의 손상과 동반된 8-hydroxyguanine glycosylase 1 (OGG1)과 apurinic/apyrimidinic

endonuclease 1 (APE1)과 같은 DNA 복구 효소와 brain derived neurotrophic factor (BDNF)의 발현 변화를 밝히

고자 하였다.

실험을 위해 임신 14.5일 및 15.5일된 흰쥐를 저산소 혼합가스(10% O2, 5% CO2, 85% N2)에 2시간 또는 4시

간 동안 노출시킨 후 24시간이 경과된 다음 에틸에테르 마취하에 개복하여 태아를 적출하였다. 헤마톡실린-에

오신염색, 면역조직화학염색, western blot 등을 실시하여 결과를 분석하였다.

실험 결과 저산소증 손상을 유발한 대뇌조직에서 caspase-3의 발현이 증가되었다. OGG1과 APE1은 임신 14.5

일에 저산소증 손상을 유발한 실험군에서는 노출 시간에 비례하여 발현이 증가되었으나 임신 15.5일에 저산소

증 손상을 유발한 실험군에서는 유의한 차이가 없었다. BDNF는 임신 14.5일 실험군에서는 노출시간에 비례하

여 발현이 증가되었으나 임신 15.5일에 저산소증 손상을 유발한 실험군에서는 발현이 크게 감소되었다.

이러한 결과는 태아기 저산소증 손상은 신경세포들의 DNA 손상과 세포자멸사를 증가시키고 세포들은 이에

대한 방어기전으로 DNA 복구 효소와 신경영양인자의 발현을 증가시킴을 제시하며, 발달 시기에 따라 방어기전

의 양상이 변화함을 나타낸다.
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이 생성되기도 한다. 8-hydroxyguanine과 8-oxoguanine

은 산화적 스트레스, 자외선 조사, 전리이온방사선 등에

의해 아주 쉽게 그리고 많이 생긴다(Chung 등 1991,

Yamamoto 등 1992). 이 변형된 염기에서 유래한 8-hy-

droxy-2′-deoxyguanosine (8-OHdG)은 산화적 스트레스

및 DNA의 손상 정도를 알아내는 지표로 이용되고 있

으며, 발암, 노화 및 만성질환의 중요한 매개인자로 추

정되고 있다(Kasai 등 1986, Suzuki 등 1995, Tsurudome

등 1999).

세포는 DNA 손상으로 인한 유전자 변이를 방지하기

위해 8-oxoguanine을 제거 수복하는 뉴클레오타이드 절

제 수복(nucleotide excision repair, NER), 염기 절제 수

복(base excision repair, BER)과 같은 방어체계를 가지

고 있다. 특히 신경세포에서 8-oxoguanine를 제거하고

수복하는 BER 기전은 신경독소에 의한 신경세포손상

을 예방하는 중요한 방어체계로 작용한다. 수복효소 8-

oxoguanine DNA glycosylase 1 (OGG1)은 DNA로부터

8-oxoguanine을 제거하고 apurinic/apyrimidinic endonu-

clease 1 (APE1)은 OGG1의 작용으로 형성된 AP 부위

(apurinic/apyrimidinic site)의 OGG1을 치환함으로써

OGG1의 효소 활성을 증강시키는 역할을 한다(Boiteux

와 Radicella 2000).

손상된 DNA의 수복 기전은 생체의 각종 산화적 스

트레스로부터 생물체가 유전정보를 유지하고 생존하기

위한 중요한 방어기전이다. 허혈성 신경세포 손상에 대

한 동물실험은 Levine (1960)에 의해 고안된 저산소증-

허혈(hypoxia-ischemia) 모델을 비롯한 다양한 실험모

델이 고안되어 사용되고 있으며, 이를 바탕으로 다양한

유전자의 발현 변화 및 약리학적 연구들이 진행되고 있

다. 이에 저자들은 임신 중에 일시적으로 저산소증에 노

출된 태아의 뇌조직에서 세포자멸사의 양상 변화를 확

인하고 8-OHdG, OGG1, APE1, brain derived neutrophic

factor (BDNF)의 발현 변화를 관찰함으로써 발달 중인

신경세포에서 산화적 손상과 방어기전과의 상호관계를

규명하고자 본 연구를 시행하였다.

재료 및 방법

1. 실험동물

본 연구를 위해 임신한 Sprague-Dawley 종의 흰쥐 12

마리를 실험동물 공급업체(Daehanbiolink Co., Eumseong,

Korea)에서 구입하였다. 실험동물은 실내 온도 22±3�C,

상대습도 50~60%, 명암 주기는 12시간 간격으로 조절

된 조건에서 사육됐으며 물과 사료는 충분히 공급하였

다. 실험동물은 모두 1주일 동안의 순응기간을 거친 후

실험에 사용하였다.

2. 저산소증 손상 유도

실험동물을 임신 14.5일과 15.5일에 각각 2마리씩 무

작위로 선택하여 저산소 환경에 노출시켰다. 실험동물

을 밀폐된 상자에 넣고 가스 공급 및 배출 밸브를 열고

2시간 또는 4시간씩 저산소(10% O2, 5% CO2, 85% N2)

혼합가스(Air Liquide Korea Co., Seoul, Korea)를 분당

5 L를 관류시켰다. 이후 실험동물을 사육상자에 옮겨 24

시간 동안 회복시킨 후 에틸에테르로 마취시킨 다음 개

복하여 태아를 적출하였다. 적출된 태아의 체중을 정밀

저울(OHAUS, Pine Brook, NJ, USA)로 측정한 후 조직

처리 및 western blot을 시행하였다.

3. 조직처리

조직학적 관찰을 위해 적출한 태아를 4�C, 4% 중성포

르말린용액에 24시간 동안 침적 고정한 후 통상적인 방

법에 따라 파라핀을 침투시킨 후 블록을 만들었다. 각

각의 블록을 박절기(Leica, Nussloch, Germany)로 5 μm

두께로 절삭한 후 조직절편을 3-aminopropyl triethoxy-

silane (Sigma, St. Louis, MO, USA)으로 코팅된 슬라이

드글라스에 부착하였다.

4. 일반염색

조직절편을 크실렌(xylene)과 단계적 농도의 에탄올

(ethanol)을 이용하여 탈파라핀 및 함수처리한 후 hema-

toxylin-eosin 염색을 실시하였다. 염색을 마친 조직절편

은 탈수, 투명화 과정을 마친 후 Synthetic Mountant

(Shandon, Cheshire, UK)를 이용하여 봉입하였다.

5. 면역조직화학염색

면역조직화학염색은 avidin-biotin complex (ABC) 방

법을 이용하여 시행하였다. 항체의 침투를 용이하게 하

기 위해 탈파라핀, 함수과정을 거친 조직절편을 10 mM

구연산염완충액(citrate buffer, pH 6.0)에 담가 가열처리

를 하였다. 냉각 후 인산염완충식염수(phosphate buffered

saline; PBS, pH 7.4)로 세척한 조직절편을 3% H2O2로

20분간 처리하여 조직 내에 존재하는 과산화효소(perox-

idase)의 활성을 억제시켰다. PBS로 조직절편을 헹군

다음 정상혈청용액(10% normal goat serum, 1% bovine

serum albumin, 0.1% Triton X-100 in PBS)을 점적하여
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1시간 동안 반응시켜 비특이적 항원-항체 반응을 억제

시킨 후 1차 항체(rabbit anti-caspase 3, 1 : 200, Santa Cruz

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)를 가하여 4�C에

서 12시간 동안 반응시켰다. PBS로 조직절편을 헹군 다

음 ABC가 부착된 2차 항체 용액 Kit (ImmPRESSTM re-

agent, Vector laboratories, Burlingame, CA, USA)를 사용

하여 실온에서 1시간 동안 반응시켰다. PBS로 조직절편

을 헹군 다음 0.05% 3,3′-diaminobenzidine tetrahydrochlo-

ride (DAB, Sigma) 용액을 점적하여 현미경하에서 발색

정도를 확인한 후 증류수로 세척하였다. 발색이 끝난

조직절편은 탈수, 투명화 과정을 거친 다음 Synthetic

Mountant (Shandon)를 이용하여 봉입하였다. 염색을 마

친 조직절편을 광학현미경(Olympus BX-50, Olympus,

Tokyo, Japan)으로 관찰하였으며, 디지털카메라(Olympus

C-4040Z, Olympus)를 이용하여 사진을 촬영하였다.

6. Western blot

단백질 분리를 위해 각각의 임신쥐에서 채취한 태아

들 중 3마리를 4�C PBS에 침적한 상태에서 입체현미경

하에서 대뇌조직을 분리하였다. 적출한 조직을 각각 유

리막대로 분쇄한 후 원심분리하여 상층액을 제거하고

modified RIPA buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 1% NP-

40, 0.25% Na-deoxycholate, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,

1 mM PMSF, 1 μg/mL Aprotinin, 1 μg/mL Leupeptin, 1 mM

Na3VO4, 1 mM NaF)를 가하여 4�C에서 30분간 단백질

을 추출하였다. 단백질의 추출을 마친 후 12,000 rpm,

4�C에서 30분간 원심분리하여 상층액을 분리하였다.

Bradford 분석법을 이용하여 단백량을 측정한 후 30 μg

의 단백질을 각각 취하여 전기영동(SDS-PAGE)을 실

시하였다. 전기영동을 마친 후 겔에 전개된 단백질을

polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane에 전이시킨

후 5% 탈지분유용액(5% non-fat dry milk in tris-buffered

saline with 0.1% Tween 20, TBS-T, pH 7.6)에 담가 비특

이적인 항원-항체 반응을 억제시켰다. PVDF membrane을

TBS-T로 10분간 3회 세척한 후 1차 항체용액(in TBS-

T, 1 : 1,000 v/v)에 담가 진탕교반기에 올려 4�C에서 12

시간 동안 반응시켰다. 1차 항체는 rabbit anti-8-OHdG,

rabbit anti-OGG1, mouse anti-APE1, rabbit anti-BDNF

(Santa Cruz Biotechnology)를 사용하였다. PVDF mem-

brane을 TBS-T로 10분간 3회 세척한 후 2차 항체용액

(in TBS-T, 1 : 5,000 v/v)에 담가 상온에서 1시간 동안 반

응시켰다. 반응을 마친 후 PVDF membrane을 TBS-T로

10분간 3회 세척한 후 제조사 지침에 따라 ECL solu-

tion (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK)

을 적용하여 형광신호를 필름에 감광시킨 다음 현상하

였다. 필름은 광학스캐너를 이용하여 이미지파일로 변

환하였으며 ImageJ (Ver. 1.42, NIH, Bethesda, MD, USA)

프로그램을 이용하여 분석하였다.

7. 통계처리

태아의 체중, 조직학적 계측 결과, western blot 결과 등

의 통계학적 분석을 위해 SPSS 13.0 for Windows (SPSS

Inc., Chicago, Illinois, USA) 프로그램을 이용하여 일원

분산분석(one-way ANOVA)을 시행하였으며 p 값이 0.05

이하일 경우 통계적으로 유의하다고 판단하였다.

결 과

1. 저산소증 손상에 의한 태아의 체중변화

적출된 태아 중에서 외형적 손상이 없는 개체를 무

작위로 선택하여 태아의 체중을 측정하였다(n==12). 임

신 14.5일 실험군에서는 정상대조군(0.250±0.017 g)과

4시간 동안 저산소증 손상을 유발한 실험군(0.230±

0.009 g) 간에는 유의한 차이가 확인되었으나 2시간 동

안 저산소증 손상을 유발한 실험군(0.246±0.017 g)과
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Fig. 1. Analysis of the weight of the fetuses. The fetuses of each
group were randomly selected (n==12). Maternal hypoxic stress
could cause fetal growth retardation and this influence was more
significant at early stage of the development. E14.5 groups were
exposed to experimental conditions at the postconception day 14.5
and sacrificed at the postconception day 15.5. E15.5 groups were
exposed to experimental conditions at the postconception day 15.5
and sacrificed at the postconception day 16.5. NX, normal control
groups exposed to normoxic gas; HX, experimental groups exposed
to hypoxic gas for 2 or 4 hours (2H or 4H). Data represent mean±
SD with statistical differences (*, p⁄0.05 or **, p⁄0.01).
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는 유의성이 없었다. 임신 15.5일 실험군에서는 정상대

조군과 2시간 및 4시간 저산소증 손상 유발 실험군의

평균 체중이 각각 0.394±0.026 g, 0.368±0.034 g, 0.386

±0.019 g이었으며, 유의한 차이가 없었다(Fig. 1).

2. 조직학적 관찰

태아 뇌조직의 가로단면을 비교 관찰한 결과 임신

14.5일 및 임신 15.5일 실험군들에서 임신 기간의 경과

에 따른 세포증식과 뇌구조의 발달은 저산소증 손상의

유무와 상관없이 유사하게 진행되었다. 각각의 실험군에

서 비슷한 뇌단면이 관찰되는 조직 절편을 선택하여 대

뇌조직의 전체 두께와 대뇌겉질층의 두께를 측정한 결

과도 저산소증 손상 유발에 따른 유의한 차이를 보이지

않았다. 고배율의 광학현미경 소견에서도 각각의 임신 시

기별 태아의 대뇌겉질층 신경세포들의 형태, 핵의 형태와

크기 및 세포질의 염색상 등은 큰 차이가 없었다(Fig. 2).
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Fig. 2. Hematoxylin-eosin stain of the cerebral cortex of the rat fetus. In the hypoxic injury treated groups, the histological findings such as
the morphology of the cortical neurons, structure of cortical tissues, thickness of the cortices, and thickness of cerebral tissues were not very
different from those of the normal control group. The thicknesses of the cerebrum and the cerebral cortex were statistically analysed (n==5).
The hypoxic stress did not have significant effects on the growth of the cerebral tissues and the proliferation of the cortical neurons. The
symbol Cx indicates the cortical zone of cerebrum. Scale bar==50 μm. Data represent mean±SD.
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3. Caspase-3의 발현

각각의 실험군에서 유사한 뇌단면이 나타나는 조직절

편을 선택하여 caspase-3에 대한 면역조직화학염색을 실

시하여 그 결과를 관찰하였다. 정상대조군의 대뇌조직

에서 caspase-3의 전반적인 염색 강도는 임신 기간이 진

행됨에 따라 감소되었으며, 임신 14.5일과 15.5일에 각각

저산소증 손상을 입은 태아의 대뇌조직에서 caspase-3

의 발현은 증가되었다. 각각의 실험군에서 임의로 5개의

절편을 선택하여 형태가 유사한 대뇌부위에서 caspase-

3를 발현하고 있는 세포들을 고배율(×1,000) 시야에서

계수하여 비교하였다. 임신 14.5일 실험군에서 저산소

증 손상을 2시간 동안 유발시킨 실험군(23.6±7.9)과 4

시간 동안 유발시킨 실험군(23.6±6.2) 모두 정상대조군
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Fig. 3. Expression of caspase-3 was localized on the cerebral cortical neurons. Under high power field (×1,000) of light microscope, the
caspase-3 positive cells of each group were counted (n==5). The number of the immunolabeled cells significantly increased after the hypoxic
injury, but there was no dose-dependent relationship. Scale bar==50 μm. Data represent mean±SD with statistical differences (*, p⁄0.05).
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(9.6±2.4)보다 caspase-3 양성세포 수가 유의하게 증가

되었으며, 임신 15.5일 실험군에서도 2시간 노출군(27.6

±8.6)과 4시간 노출군(29.4±3.6)에서 정상대조군(15.0

±4.3) 보다 세포 수가 유의하게 증가되었다(Fig. 3). 결

과적으로 저산소증 손상은 흰쥐 태아의 대뇌조직에서

세포자멸사를 증가시키지만 그 정도는 손상 유발 시간

경과에 비례하지 않았다.

4. OGG1, APE1 및 BDNF의 발현 변화

저산소증 손상에서 활성산소에 의한 DNA 손상과의

연관성을 확인하기 위해 8-OHdG를 정량하고, DNA 복

구 효소와 신경영양인자의 발현 변화를 살펴보기 위해

OGG1, APE1, BDNF에 대한 western blot을 시행하였다.

8-OHdG는 임신 14.5일 및 15.5일 실험군 모두에서

저산소증 손상을 유발한 실험군에서 노출 시간에 비례

하여 양이 증가되었다. OGG1은 임신 14.5일에 저산소

증 손상을 유발한 실험군에서 노출 시간에 비례하여 증

가되는 경향을 나타냈으며, 특히 4시간 동안 손상을 유

발한 실험군에서 그 발현이 현저하게 증가되었다. 그러

나 임신 15.5일 실험군들에서 OGG1의 발현은 유의한

차이가 없었다. APE1은 임신 14.5일 및 15.5일에 저산

소증 손상을 유발한 실험군에서 각각 노출 시간에 비

례하여 발현이 증가되었으나 그 차이는 크지 않았다.

BDNF는 임신 14.5일 실험군들에서는 OGG1과 비슷한

발현 양상을 보였다. 그러나 임신 15.5일에 저산소증 손

상을 유발한 실험군에서는 BDNF의 발현이 크게 감소

되었으며 노출 시간에 따른 근소한 차이는 있으나 통

계학적 의의는 없었다(Fig. 4).

고 찰

주산기 뇌손상은 주로 급격한 저산소-허혈 손상에 의

해 발생한다. 그 중 급격하게 산소 공급이 감소되는 저

산소증은 점차적으로 산화적 인산화를 정지 시켜서 뇌

대사를 위한 에너지 공급을 차단하게 된다. 조산아에서

저산소증은 비교적 흔히 볼 수 있는 문제이며 이는 신
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Fig. 4. Results of the western blot analysis of the 8-OHdG, OGG1, APE1 and BDNF. Expression of the 8-OHdG, OGG1 and APE1 were
increased by hypoxic injury and these changes were more prominent in the group which were given hypoxic injury during four hours. Con-
centration of each primary antibody was same at ratio 1 : 1000. Beta actin was used as a loading control and scales represent relative band
density to beta actin with statistical differences (*, p⁄0.05 or **, p⁄0.01).
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생아의 인지능력이상(cognitive function disorder), 간질

발작, 신경계이상 등 심각한 결과를 초래할 수 있다.

저산소증으로 인한 신생 흰쥐의 뇌손상 실험모델에

서 신경세포의 손상은 세포의 팽윤, 세포막의 빠른 파

괴, DNA의 무작위적인 와해와 고분자 합성 억제제에

대한 탈감작 등으로 대표되는 괴사 과정과 세포수축,

세포막 수포화, 염색질 응축, DNA의 핵 내 파편화 등

으로 특징지을 수 있는 세포자멸사 과정이 모두 관계

하는 것으로 알려져 있다(Nakajima 등 2000). 생후 14

일된 흰쥐의 뇌조직에서 저산소증 손상 후 12시간 경

과 시점부터 2주까지 염색질 응축, 세포 수축, 세포막

수포화, 아폽토시스소체 (apoptotic body), 지질 이중막

구조의 변화, 세포막의 미세점성도의 감소 등과 같은

세포자멸사의 소견이 관찰된다(Joashi 등 1999). 저산소

성 뇌손상 모델에서는 활성화된 caspase-3의 발현과 세

포자멸사의 형태학적 소견을 나타낸 세포들이 수일동

안 지속적으로 관찰된다고 보고되었다(Pulera 등 1998).

생체에서는 여러 기전에 의하여 활성산소 (reactive

oxygen species, ROS)가 생성되고 또한 여러 기전에 의

하여 제거된다. 그러나 생성과 제거의 균형이 깨질 때

생체는 ROS에 의한 손상을 받게 되는데 이를 산화적

스트레스라고 한다. ROS에 의한 세포손상은 그 정도가

심하면 세포자멸사를 유발하고 결국 질병을 초래하게

된다.

ROS에 의한 DNA 염기변형 중 8-oxoguanine이 가장

흔한 형태이고(Bjelland와 Seeberg 2003), 그 정량이 비

교적 간편하여 산화적 스트레스의 지표로서 많이 연구

되어 왔다(Kasai 1997, Wu 등 2004). 생체에서는 DNA

에 존재하는 8-oxoguanine을 제거하는 glycosylase acti-

vity와 8-oxoguanine이 제거된 AP 부위의 3′과 5′의 인

산디에스테르결합 (phosphodiester bond)을 자르는 AP

lyase activity를 나타내는 주요한 수복효소인 OGG1의

작용에 의하여 유전적인 안정성(genetic stability)을 유

지하고 있다. 다시 말해 수복효소가 있다는 사실은 8-

oxoguanine이 유해하며 비정상적인 변형염기임을 반증

하는 것이다. 최근 OGG1 유전자의 촉진자(promoter)

분석결과 OGG1은 항존유전자 (housekeeping gene)의

하나로 판단되고 있으며 hOGG1 promotor 부위에 Nrf2

결합부위가 있어서 산화적 스트레스에 의해 조절될 수

있는 특성을 지니고 있다(Dhenaut 등 2000). 산화적 스

트레스에 의한 OGG1 활성 조절에 전사인자(transcrip-

tion factor)의 산화환원반응(redox) 조절과 DNA 회복에

관련된 다기능 효소인 APE1이 간접적으로 관여할 수

도 있다. DNA 복구효소인 APE1은 산화적 스트레스에

의해 DNA에 생성된 AP 부위를 복구하는 BER을 담당

한다. 국소 또는 전뇌 허혈 모델, 뇌손상 모델, 대뇌 한

랭손상(cold injury) 모델 등에서 DNA 분절 현상이 나

타나기 전에 APE1이 감소되는 것은 세포 손상 후 APE1

의 발현과 세포자멸사의 진행 사이의 밀접한 관계를

제시하고 있다. HeLa S3 세포주 및 WI38 섬유모세포에

서 활성산소를 발생하는 전리이온방사선과 화학물질들

에 의해서 APE1이 현저히 유도되는 반면(Ramana 등

1998), HeLa S3 세포를 치아염소산(hypochlorous acid,

HOCl)으로 처리하면 OGG1 mRNA의 유도 없이 APE1

mRNA의 발현만 현저히 증가하는 것으로 알려져 있

다(Saitoh 등 2001). 여러 보고들에서 제시된 OGG1 및

APE1 발현의 상이한 결과들은 각각의 실험에 사용된

스트레스원과 세포의 종류 및 기원이 서로 다르기 때

문일 것으로 생각된다.

최근 여러 연구결과들은 OGG1과 8-oxoguanine이 발

암과정에서 관련인자로 작용할 가능성을 제시하였는데,

사람의 폐암 조직, 신장암 조직 및 암세포주 등에서

OGG1 유전자의 돌연변이가 발견되며 (Chevillard 등

1998, Audebert 등 2000), 8-oxoguanine 복구 능력 결손

이 있으면 자연적 돌연변이 발생률이 증가하여 발암과

정을 촉진할 수 있음을 제시하였다. 그러나 OGG1 유전

자를 제거한 생쥐에서 자연적 발암이 증가하지 않으며,

장기에 따라 8-oxoguanine 함량이 증가되지 않기도 하

고, 속도는 느리지만 특정 유전자를 제거한 마우스의

섬유모세포에서도 8-oxoguanine 수복이 이루어짐이 보

고되었고(Klungland 등 1999, Minowa 등 2000, Osterod

등 2001), 생체 내에 OGG1 외의 전사결합복구(transcrip-

tion coupled repair) 등 다른 대체 복구기전들에 대한 연

구가 이루어지고 있다(Le Page 등 2000).

본 실험에서는 임신 14.5일과 15.5일에 2시간 또는 4

시간 동안 저산소증 손상을 유발한 흰쥐 태아의 대뇌

조직에서 caspase-3에 대한 면역조직화학염색을 시행하

였고 저산소증 손상에 의해 caspase-3 양성인 세포들이

증가되는 것을 확인하였다. 이는 모체가 저산소 환경에

노출될 경우 태아에서도 저산소증 손상이 발생할 뿐만

아니라 신경세포의 손상과 세포자멸사가 유도된다는

것을 제시한다. 그리고 실험 결과에서 caspase-3 양성

세포 수를 대뇌겉질층의 두께로 나누어 단위 두께 당

세포 수를 분석하면 정상대조군의 경우 비슷한 수준을

유지하는 반면 저산소증 손상 유발군에서는 임신 15.5

일 실험군에서 상대적으로 caspase-3 양성 세포의 수가

감소됨을 알 수 있다(Fig. 3). 이는 임신 기간의 경과에

따라서 저산소증 손상에 대한 신경세포의 감수성이 달
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라진다는 것을 제시한다고 볼 수 있다.

저산소증 손상을 입은 흰쥐 태아의 대뇌조직에서 8-

OHdG의 증가는 저산소증 손상과 이어진 재산소화(re-

oxygenation) 과정에서 세포 내에서 다양한 ROS가 발

생되고 이로 인한 DNA 손상과 세포자멸사가 연계됨을

나타낸다. 저산소증 손상을 입은 경우 OGG1과 APE1

의 발현이 증가됨은 ROS에 의한 염기 손상에 대한 복

구기전이 활성화됨을 제시한다. OGG1과 APE1의 발현

이 저산소증에 노출된 시간이 더 긴 경우에서 오히려

더 크게 증가된 것과 저산소증에 4시간 노출된 태아의

대뇌겉질에서 caspase-3 양성 세포의 증가가 거의 없는

것은 저산소증에 일정 시간 이상 노출되면 신경세포 내

에서 손상에 대한 보호 메커니즘이 활성화됨으로써 세

포자멸사로의 진행이 완화될 수 있음을 추론케 한다.

이러한 추론은 준치사(sublethal) 수준의 산화적 스트레

스는 오히려 DNA 손상에 대한 방어 기전을 활성화시

킬 수 있다는 주장에도 부합한다(Coyle과 Puttfarcken

1993).

신경성장인자(nerve growth factor, NGF)와 BDNF 등

과 같은 다양한 신경영양인자(neurotrophic factor)들은

신경조직의 발달과정에서 다양한 작용을 나타낸다. 그

리고 미성숙 신경세포는 성숙 신경세포보다 성장인자

결핍에 훨씬 더 예민하게 반응하며, 성장인자 결핍은

주로 세포자멸사를 유발하게 된다(McDonald 등 1997).

BDNF는 수용체형 티로신인산화효소(receptor tyrosine

kinase)의 일종인 TrkB와 결합함으로써 신경세포의 생

존을 지지해주고 신경세포와 시냅스의 분화 및 성장을

촉진시킨다(Lamballe 등 1991, Schabitz 등 2000). BDNF

는 신경아교세포(glial cell)에서 주로 분비되는 것으로

알려져 있으나 최근의 연구에서는 신경세포와 혈관내

피세포에서도 분비되는 것으로 보고되고 있다(Kim 등

2004). BDNF는 저산소증 상태에서 신경세포를 방어하

는 역할을 하며 동물모델에서 BDNF의 뇌실강내 주입

(intra-venticular injection)은 신경손상을 감소시키고, 별

아교세포(astrocyte)나 뇌혈관내피세포(brain endothelial

cell)에서 BDNF의 생산과 분비를 현저히 증가시킨다는

보고도 있다(Schabitz 등 1997, Zhang과 Pardridge 2006).

본 연구에서는 저산소증 손상에 이은 BDNF의 발현

변화에서 특이한 점이 관찰되었다. 임신 14.5일에 저산

소증 손상을 가한 흰쥐 태아의 대뇌조직에서는 손상 시

간이 길수록 BDNF의 발현이 증가됨으로써 손상에 대

한 보호 작용이 증강됨을 나타냈다. 그러나 임신 15.5

일에 저산소증 손상을 가한 경우에는 정상대조군보다

발현이 감소되었고 손상 시간이 증가되어도 발현 증가

가 크게 나타나지 않았다. 이러한 결과는 BDNF에 의

한 신경세포 보호작용이 뇌의 발달 시기에 따라 다르

게 나타날 수 있음을 제시하였다.

저산소증으로 인한 산화적 DNA 손상을 효과적으로

방어하기 위해서는 내인적 항산화제 생성과 DNA 수복

효소 생성을 효율적으로 조절하는 것이 필수적이다. 저

산소증에 의한 신경세포의 OGG1, APE1 발현 증가는

저산소증 손상에 의한 변형 염기의 증가와 그로 인한

세포사멸이 유발되는 과정에서 손상된 DNA를 수복하

려는 생체의 방어적 적응 반응이다. BDNF 역시 특정 발

달 시기에서는 산화적 손상으로부터 신경세포를 일차

적으로 보호하고 발달과 분화를 지속시키기 위한 방어

적 수단 중 하나일 것이다. 이러한 추론은 다양한 발달

단계별로 실험이 확장되고 신호전달체계 및 다른 신경

영양인자들의 변화를 함께 분석함으로써 더욱 구체화

될 수 있을 것이다. 따라서 본 실험은 저산소증 손상에

의한 산화적 DNA 손상을 이해하고 연구 방향을 탐색

함에 있어 의미 있는 기초 자료가 될 것이다.
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Abstract : Hypoxia is one of the major causes of neonatal mortality. Hypoxia-induced tissue injuries are resulted

from complex mechanisms such as DNA damage and apoptosis. In this study, we aimed to elucidate the changes

in the expression of DNA repairing enzymes such as 8-hydroxyguanine glycosylase 1 (OGG1) and apurinic/apyri-

midinic endonuclease 1 (APE1) and brain derived neurotrophic factor (BDNF) in the fetal cerebral tissue after

intrauterine hypoxic injury.

For this study, pregnant Sprague-Dawley rats were exposed to hypoxic gas (10% O2, 5% CO2, 85% N2) for 2 or

4 hours at postconception day 14.5 and 15.5. After 24 hours, the animals were anesthetized with ethyl ether and

fetuses were obtained by laparatomy. Hematoxylin-eosin stain, immunohistochemical stain, and western blot were

employed for analysis.

The caspase-3 immunolabeled cells were significantly increased within the cerebral cortex after hypoxic injury.

The expressions of OGG1, APE1, and BDNF were also increased in the cerebral tissue after hypoxic injury at post-

conception day 14.5, in a dose-dependent manner. However, the expression of BDNF was significantly decreased

in the cortical tissue exposed to hypoxic injury at postconception day 15.5.

These results demonstrate that fetal hypoxic injury induces apoptosis of the nerve cells and promotes the expres-

sions of the DNA repairing enzymes and neurotrophic factors. In addition, these results suggest that protection

mechanisms against hypoxic injury alter along the progression of the fetal development.

Keywords : Hypoxia, Apoptosis, OGG1, APE1, BDNF
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