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국국국국문문문문요요요요약약약약

주주주주골골골골반반반반 자자자자율율율율신신신신경경경경절절절절에에에에서서서서 세세세세로로로로토토토토닌닌닌닌 수수수수용용용용체체체체의의의의 특특특특성성성성

세로토닌(serotonin, 5-hydroxytryptamin, 5-HT)과 그 수용체는 중추 및 말초신

경계 모두에 존재하며, 신경 활성 및 신경전달물질 유리 등의 조절에 중요한 역할

을 담당한다. 또한 리간드(ligand)에 의해 활성화 되는 통로와 G-단백질과 연결된 수

용체들 간의 상호 작용이 신경의 기능의 조절에 매우 중요하다. 골반 신경절은 방광,

음경 등 다양한 비뇨생식 기관의 신경 지배를 담당하며 생리적으로 배뇨나 발기

반사와 같은 중요한 기능을 조절한다. 5-HT는 골반 신경절의 일부 신경세포에 존

재하며, 신경세포를 탈분극시키거나 신경절 내의 시냅스 전달을 억제한다고 알려

져 있다. 하지만 현재 골반 신경절에서 5-HT의 작용기전에 관해서는 세포 및 분

자 수준에서 잘 알려져 있지 않다. 따라서 본 연구에서는 첫째, 이온통로 기능을 하

는 5-HT3 수용체의 특성을 확인하고, 둘째, GABAB 수용체에 의한 5-HT3 수용체 조절의

신호전달 과정을 확인하고, 셋째, G-단백질과 연결된 5-HT2 수용체를 통한 세포내 칼슘

조절 기전 중 일부를 규명하고자 하였다. 이를 위하여 수컷 쥐 주골반 신경절(major

pelvic ganglia, MPG) 세포에서 패치 클램프(patch clamp)와 형광 칼슘 측정 기술을

사용하여 5-HT 수용체 활성이 막전압과 및 막전류 및 세포내 칼슘([Ca2+]i)에 미치

는 효과를 관찰하였다.

역전사 중합 연쇄반응 분석으로 주골반 신경에는 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT2B, 5-HT3A,

5-HT3B, 및 5-HT4-7 등 다양한 5-HT 수용체가 발현되어 있음을 확인하였다. 5-HT(10 μ

M)는 내향성 전류를 유발하는 동시에 [Ca2+]i을 증가시켰으며, 이러한 작용들은 5-HT3

수용체 차단제인 MDL7222(1 μM)와 Y25130(10 μM)에 의해 완전히 차단되었다.

GABAB 수용체의 효현제인 baclofen(10 μM)은 5-HT3에 의한 여러 반응들을 억제하였으

며, GABAB 수용체 차단제인 CGP35348(10 μM)을 전처치 하였을 경우 baclofen에 의한

효과가 소실되었다. 5-HT3 수용체 활성에 의한 [Ca2+]i 증가가 adenylyl cyclase(AC)

억제제인 SQ 22536(200 μM)과 PKA 억제제(100 nM)에 의해 감소되었으며, 이러한
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AC/PKA 경로 차단 효과는 baclofen의 효과와 일치하였다. 한편, AC/PKA 경로 활성

제인 forskolin(1 μM)은 5-HT에 의한 [Ca2+]i의 변화를 증가시켰다. 이상의 결과로부터

주골반절 신경세포에서 GABAB 수용체는 AC/PKA 의존적 경로를 통하여 5-HT3 수

용체를 조절함을 알 수 있었다.

교감 및 부교감 신경세포에서 5-HT와 5-HT2B 수용체 효현제인 BW723C86(10 μM)

은 [Ca2+]i 을 증가시켰으며, 이러한 증가는 5-HT2B 수용체 차단제인 SB204741(10 μM)에

의해 소실되었다. 세포외액 내에 칼슘 이온을 제거하였을 경우에는 5-HT2B 활성화에 의

한 [Ca2+]i의 증가가 나타나지 않았다. 5-HT2B에 의한 [Ca2+]i 증가는 비선택적 양이온통

로 차단제, Gd3+(10 μM) 및 La3+(100 μM), PLC 억제제(U73122, 1 μM)에 의해 현저히 억

제되었으나, U73122의 유사체로 PLC를 억제하지 않는 U73343(1 μM) 전처치에 의해서

는 영향을 받지 않았다. 막전압고정법 하에서 BW723C86(100 μM)는 내향성 전류를 유

발하였으며, 유발된 전류는 La3+에 의해 완전히 차단되었다. 흥미롭게도 세포막 투과가

가능한 DAG 유사체인 OAG(100 μM)는 세포 외부로부터 칼슘 유입을 증가시켰다. 역

전사 중합 연쇄반응 분석시 주골반절 신경세포에 TRPC1과 TRPC6 통로가 발현되어 있

음이 확인되었다. 이상의 결과들은 5-HT2B 수용체에 연결된 Gq11-PLC-DAG 신호전달에

의해 TRPC 통로가 활성화 되어 세포내로 칼슘이 유입됨을 시사한다.

결론적으로 주골반 신경절 세포들에는 여러 종류의 5-HT 수용체들이 기능적으

로 발현되어 있으며, 이들 수용체들 중 5-HT3 수용체는 주로 부교감 신경세포에서

세포내 칼슘을 증가시켜 세포막의 흥분성을 높였으며, 이러한 기능은 AC/PKA 경

로를 통해 조절될 수 있음을 확인하였다. 또한 5-HT2B 수용체 활성은 교감 및 부

교감 신경 세포에서 세포내 칼슘 저장고와는 무관하게 TRPC6를 통해 세포내 칼

슘을 증가시켰다. 앞으로 주골반 신경절세포는 5-HT 수용체와 다른 신경전달물질

의 수용체 간의 상호작용 연구나 5-HT 수용체 활성에 의해 TRPC 통로가 조절되

는 메커니즘 연구에 좋은 모델이 될 것으로 사료된다.

핵심되는 말: 주골반 신경절, 5-HT3 수용체, 5-HT2B 수용체, TRPC 통로
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<지도 공 인 덕 교수>

연세대학교 대학원 의학과

차차차차 승승승승 규규규규

제제제제1111장장장장 서서서서 론론론론

골반총(pelvic plexus)에는 비뇨생식계(urogenital system)를 비롯한 여러 골반

장기를 지배하는 자율신경이 분포한다. 골반 자율신경절(pelvic autonomic

ganglia)은 척수와 말초 기관들 간의 구심성(efferent) 및 원심성(afferent) 신호들을

전달함으로써 비뇨생식계의 기능유지에 매우 중요한 역할을 담당하고 있다. 특히

남성의 경우에는 자율신경조절에 대한 의존도가 높다고 알려져 있는데, 질환이나

외상으로 인해 비슷한 정도의 자율신경 손상이 있다 하더라도 남성에서는 생식기

능 저하가 쉽게 초래되는 반면 여성에서는 임신 및 출산에 지장을 주지 않을 가

능성이 높다고 알려져 있다(Dail, 1992). 골반 자율신경절 해부 및 조직학적 특징

은 종(species)에 따라 많은 차이가 있으나, 대부분의 종에서는 작게 서로 연결되

어진 신경절들이 복잡한 망 구조를 띠고 있다(Bradley 등, 1975; J nig 및

McLachlan, 1987). 하지만 쥐에서는 그 구조가 비교적 단순하여 여러 자율신경세

포들이 하나의 큰 신경절을 이루고 있는데, 수컷 쥐의 경우 이를 주골반 신경절

(major pelvic ganglion, 이하 MPG)이라 하고 암컷의 경우에는 자궁경관 신경절

(paracervical ganglion) 혹은 Frankenhauser 신경절이라 한다(Langworthy, 1965).

수컷과 암컷의 골반 신경절은 구조 및 기능적인 면에서 여러 차이점들이 있다.

수컷 쥐의 경우 일부 부신경절(accessory ganglia)을 가지고 있으며, 신경절 내 세

포 수는 수컷의 골반 신경절에 존재하는 세포의 수(약 30,000개)가 암컷(약 10,000
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개)에 비해 월등히 많다. 또한 구심성 입력의 종류 및 신경전달물질의 분포에 있

어 차이가 있다고 알려져 있다. 암컷의 자궁경관 신경절은 교감신경 분포가 매우

적고, 대부분 골반신경(pelvic nerve)으로부터 입력을 받는 부교감신경으로 이루어

져 있다(Hancock 및 Peveto, 1979; Nadelhaft 및 Booth, 1984; J nig 및

McLachlan, 1987). 반면 MPG는 하복신경(hypogastric nerve)으로부터 내려온 교감

신경과 골반신경으로부터 온 부교감신경이 모두 존재한다. 하복신경은 척수의 상

측 요수(rostral lumbar)에서 기시한 구심성 성분의 교감신경 섬유와 하장간막 신

경절(inferior mesenteric ganglia) 및 교감 신경절(sympathetic chain)으로부터 오

는 원심성 섬유가 함께 포함되어있다(de Groat 및 Booth, 1993). 이와 같이 교감신

경과 부교감신경이 같은 신경절 캡슐내에 존재하는 형태는 다른 자율 신경절에서

는 찾아볼 수 없는 매우 독특한 형태이다(Dail, 1992; Keast, 1995a; Keast, 1999).

MPG는 방광, 전립선 및 음경등과 같은 비뇨 생식계 기관과 일부의 장(bowel)

을 지배하며(Langworthy 1965; Dail 등, 1975; Keast, 1991; De Groat 및 Booth,

1993), 배뇨(micturition)나 발기(erection)와 같은 자율신경 반사를 조절한다

(Zoubek 등, 1993). 자율신경계의 활성화는 골반장기에서 매우 다양한 생리적 기

능을 담당한다(표 1 참조). 나아가 방광출구 폐쇄(bladder outlet obstruction)나 발

기 부전(erectile dysfunction)과 같은 병적 상태에서 MPG의 형태적 및 기능적인

변화가 보고 된바 있다(Mills 등, 1992). 따라서 골반 장기의 자율신경계 조절에 관

한 생리적 혹은 병태 생리적 연구에 있어서 MPG는 유용한 모델이라 할 수 있다

(Keast, 1999).

최근에 MPG에 존재하는 절후(postganglionic) 교감 및 부교감 신경세포를 전

기생리학적(electrophysiological) 및 신경화학적(neurochemical) 특성을 기준으로

구분하려는 연구가 일부 시도되고 있다(Zhu 등, 1995). 이러한 분류에서 가장 중

요한 기준 중 하나는 낮은 막전압에서 활성화되는 T-형 칼슘이온통로의 존재 유․

무이다. 즉 T-형 칼슘통로가 존재하는 세포군에서는 세포의 크기가 비교적 크고

교감신경의 특징 중 하나인 tyrosine hydroxylase와 α2 아드레날린성 수용체가 잘

발현되어 있는 반면, T-형 칼슘통로가 존재하지 않는 세포군에서는 세포의 크기가
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작고 VIP(vasointestinal inhibitory peptide), acetylcholinesterase, 및 NADPH

diaphorase 등의 발현이 많다는 것이다(Zhu 등, 1995; Zhu 및 Yakel, 1997). 또한

GABA나 neuropeptide Y와 같은 일부 신경전달 물질들의 작용이 교감신경세포에

서 선택적으로 나타나는 반면(Kong 등, 2001; Cha 등, 2001), ATP 민감성 K+ 전류

의 경우에는 부교감신경세포에서만 나타난다고 보고된 바 있다(Park 등, 2002). 하

지만 아직까지 두 세포군간의 흥분성 및 여러 신경전달물질들의 작용 상 차이점

에 관해서는 폭넓게 연구되지 못한 상태이다.

세로토닌(5-hydroxytryptamin, 이하 5-HT)은 세포막에 있는 수용체를 통해서

다양한 효과들을 나타낸다. 5-HT와 그 수용체는 중추 및 말초신경계와 위장관, 심

혈관계 그리고 혈액과 같은 비신경성 조직에 존재한다(Hoyer 등, 2002). 5-HT는

고전적인 신경전달물질 중 하나로 우울증, 공포증, 정신분열증, 두통, 구토, 그리고
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과민성 장증후군(irritable bowel syndrome; IBS)과 같은 많은 질환들과 관련이 있

다. 5-HT 수용체에는 모두 7개(5-HT1-7)의 과(family)가 존재하며, 이온통로 기능을

하는 수용체인 5-HT3 수용체를 제외한 나머지 수용체들은 G-단백질과 관련된

metabotropic 수용체이다(Barns 및 Sharp, 1999; Hoyer 등, 2002; Raymond 등,

2001). 5-HT1 수용체는 모두 5 종류(5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E, 5-HT1F)의 아

형(subtype)이 알려져 있으며, 5-HT1C 수용체는 5-HT2 수용체들과 구조 및 세포내

신호전달 경로가 유사하여 5-HT1 아형에서 5-HT2C 수용체로 재분류 되어졌다

(Hoyer 등, 1994). 5-HT1 수용체는 공통적으로 Gi/o-단백질을 활성화시키고, 활성화

된 Gi/o-단백질은 adenylyl cyclase(AC)를 억제한다. AC는 ATP에서 cyclic

AMP(cAMP)의 생성을 촉진시키고, cAMP는 cAMP-dependent protein

kinase(PKA)를 활성화시킴으로써서 생리적 기능을 수행하게 된다.

5-HT1A 수용체는 5-HT1 수용체 중 그 특성이 가장 잘 알려져 있다(Raymond

등, 2001). 5-HT1A 수용체는 신경-내분비(neuro-endocrine) 기능, 체온조절

(Goodwin 등, 1985, 1987; Seletti 등, 1995), 두통(Leone 등, 1998), 면역기능(Iken

등, 1995), 우울증(Blier 등, 1997; Shiah 등, 1998), 기억(Edagawa 등, 1998) 등에

중요한 역할을 한다. 5-HT1A 수용체는 매우 다양한 세포내 신호전달 체계와 연결

이 되어있으며(표 2 참조), 또한 여러 이온통로, 효소 및 kinase를 활성화하거나

억제한다. 5-HT1A 수용체는 다른 5-HT1 수용체와 마찬가지로 AC를 억제하는 것으

로 알려져 있다(Barns 및 Sharp, 1999; De Vivo 및 Maayani, 1986; Hoyer 등,

2002; Weiss 등, 1986). 하지만 5-HT1A 수용체가 모든 세포에서 AC를 억제하는 것

은 아니며, 종(species)에 따라 다른 양상을 나타내기도 한다. 예를 들면, 쥐 dorsal

raphe 신경의 경우에 5-HT1A 수용체가 많이 발현되어 있음에도 AC를 억제하지

않았지만(Clark 등, 1996), 사람 dorsal raphe 신경에서 forskolin에 의한 AC 활성

화를 억제함을 보였다(Palego 등, 1999, 2000). 이와 반대로 5-HT1A 수용체는 해마

(Cadogan 등, 1994; Shenker 등, 1987) 및 전립선(Carmena 등, 1998) 등에서 AC를

활성화시켰다. 5-HT1A 수용체는 AC 뿐만 아니라 phospholipase C(PLC) 역시 세

포에 따라 활성화 혹은 억제시키며, protein kinase C(PKC), Src kinase 및

mitogen-activated protein(MAP) kinase 등을 활성화시킨다(Raymond 등, 2001;
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Wu 등, 2002). 5-HT1A 수용체는 여러 이온통로들에 영향을 미치는데 G-단백질에

의해 활성화되는 K+ 통로(GIRK) 및 Ca2+-activated Cl- 통로를 활성화시키며

(Andrade 및 Nicoll, 1987; Foehring 등, 2002; Hoyer 등, 2002; Ni 등, 1997), N-

및 P/Q-형의 칼슘 통로와 칼슘-의존적 K+(KCa)통로를 억제하였다(Bayliss 등, 1995;

Hill 등, 2003; Lin 등, 2001; Wu 등, 2002). 이러한 5-HT1A 수용체에 의한 전압-의

존적 칼슘 통로 억제는 세포내 칼슘 신호전달에 중요한 역할을 한다(Ladewig 등,

2004).

5-HT1B 수용체는 5-HT1D 수용체와 상당히 유사하다. 5-HT1B 수용체는 설치류(마

우스, 흰쥐, 햄스터)에서 많이 발현되어있으며, 5-HT1D 수용체는 설치류가 아닌 다

른 종(사람, 기니픽, 개 등)에 많이 발현되어있다(Barnes 및 Sharp, 1999; Raymond

등, 2001). 5-HT1B 수용체는 pertussis toxin(PTX)에 민감한 Gi/o-단백질과 연결이

되어있으며, AC를 억제한다(Barns 및 Sharp, 1999; Hoyer 등, 2002; Raymond,

2001). 5-HT1A 수용체와 마찬가지로 5-HT1B 수용체 역시 일부의 경우에 cAMP의

증가와 관련이 있다(Albert 등, 1999). 또한 5-HT1B 수용체는 일부 세포에서 PLC와

관련이 있는데, 사람 5-HT1B 수용체를 chinese hamster ovary(CHO) 세포에 이종

발현 시킨 후 활성화하였을 때 G-단백질과 PLC를 통하여 IP3 및 세포내 칼슘을

증가시켰다(Dickenson 및 Hill, 1998). 5-HT1B 수용체는 사람 관상동맥 환에서

nitric oxide(NO) 생성을 증가시켰으며(Auch-Schwelk 등, 2000), McDuffie 등

(1999)은 5-HT1B 수용체가 내피세포에서 nitric oxide synthase(NOS)를 활성화시킴

을 보고하였다. 또한 5-HT1B 수용체는 신경종말에서 5-HT나 ACh과 같은 신경전

달물질의 유리를 억제한다(Barns 및 Sharp, 1999).

5-HT1D 수용체 역시 PTX에 민감한 G-단백질과 연결이 되어있으며, AC를 억제

한다(Barns 및 Sharp, 1999). 5-HT1 수용체 처럼 5-HT1D 수용체도 K+ 통로 및 칼

슘 통로를 조절한다. C6 glioma 세포에 5-HT1D 수용체를 transfection하였을 때,

5-HT1D 수용체는 KCa 통로를 활성화하였으며(Le Grand 등, 1998), Xenopus의 척수

운동신경에서는 N-형 칼슘통로를 억제하였다(Sun 및 Dale, 1998).
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표표표표 2222.... MMMMeeeettttaaaabbbboooottttrrrrooooppppiiiicccc 5555----HHHHTTTT 수수수수용용용용체체체체의의의의 신신신신호호호호전전전전달달달달 요요요요약약약약

Receptor Common Signaling Linkage Other signaling linkage G-protein

5-HT1A Inhibits AC Activates PLC Giα3 > Giα2

Activates K+ channels Activates NOS ≥ Goα ≥ Gzα

Inhibits Ca2+ conductances Activates NAD(P)H oxidase

Stimulates ERK Activates NHE-1

5-HT1B Inhibits AC Activates PLC Giα3> Giα1 ≥ Giα2

Stimulates ERK Activates NOS ≥ Goα

Activates AC2

Activates K+ channels

5-HT1D Inhibits AC Inhibtis Ca2+ conductances Giα3 & Goα

Activates K+ channels

5-HT1E Inhibits AC Giα3 & Goα

5-HT1F Inhibits AC Activates PLC Giα3 & Goα

5-HT2A Activates PLC Activates NHE-1 Gqα & G11α≥ Giα

Activates PKC Activates AC2

Stimulates ERK Inhibits AC

Activates PLA2 Activates Ca2+ channels

Activates Jak2/STAT3

5-HT2B Activates PLC Activates cell cycle Gqα & G11α

Activates ERK Activates iNOS

Activates PLA2 Activates cNOS

5-HT2C Activates PLC ActivatesNa+/Ca2+ exchanger Gqα & G11α

Activates PKC PDZ motif signals?

Activates PLA2

5-HT4 Activates AC Regulates various channels Gsα

Activates PKA

5-ht5a Inhibits AC Gi/o

5-ht5B Unknown Unknown Unidentified

5-HT6 Activates AC Gsα

Activates PKA

5-HT7 Activates AC Activates ERK Gsα

Activates PKA

Abbreviations; AC, adenylyl cyclase; PLC, phospholipase C; ERK, extracellular

signal-regulated kinase; Jak, Janus kinsase; STAT, signal transducers and activators of

transcription; NOS, nitric oxide synthase; PDZ, PS-95 discs-large ZO-1; PKC, protein

kinase C; PKA, protein kinsase A.
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5-HT1D 수용체는 기니픽의 해마, 전두엽 등에서 자가수용체(autoreceptor)로

작용하여 5-HT 유리를 억제한다(Barns 및 Sharp, 1999; Raymond, 2001).

5-HT1E 및 5-HT1F 수용체 역시 PTX 민감성 G-단백질과 연결되어 AC를 억제하

지만 자세한 신호전달 과정은 잘 알려져 있지 않다(Barns 및 Sharp, 1999;

Hoyer 등, 2002).

5-HT2 수용체는 모두 세종류(5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C)의 아형이 알려져 있으

며, 5-HT2 수용체는 공통적으로 G-단백질 중 Gq/11을 활성화시칸다. 활성화된

Gq/11은 PLC를 활성화시키고, PLC는 PIP2로부터 IP3와 diacyleglycerol(DAG) 생

성을 촉진시킨다. IP3는 세포내 칼슘 저장고인 근형질내망(sarcoplasmic

reticulum, SR) 혹은 원형질내망(endoplasmic reticulum, ER)으로부터 칼슘 유

리를 촉진시키고, DAG은 PKC를 활성화 시킴으로서 다양한 생리적 기능을 나

타낸다. 5-HT2 수용체의 세포내 신호전달 경로 역시 Gq/11-PLC 경로 뿐만 아니

라 5-HT1 수용체처럼 다양하다(Raymod 등, 2001; 표 2 참조).

5-HT2A 수용체는 뇌, 골격근, 평활근, 신장 및 혈소판 등에 널리 분포되어있

다(Barns 및 Sharp, 1999). 5-HT2A 수용체는 대부분의 조직 및 세포에서 PLC-β

를 활성화시키고 inositol phosphate(IP)와 세포내 칼슘을 증가시킨다(Raymond

등, 2001). 5-HT2A 수용체는 PLC 뿐만 아니라 다른 phospholipase(PL) 즉 PLA2

및 PLD 등을 활성화시킨다. 5-HT2A 수용체는 CHO 세포에서 PLA2에 의한

achidonic acid(AA)의 유리를 촉진시켰으며(Berg 등, 1996, 1998), 배양된 쥐 신

장의 간질(mesangial) 세포에서는 5-HT2A 수용체가 PLD를 활성화시켰다

(Kurscheid-Reich 등, 1995). 일부의 세포에서 5-HT2A 수용체는 cAMP 생성을

조절한다. Garnovskaya 등(1995)은 쥐 신장의 사구체 간질 세포에서 forskolin

에 의한 cAMP 증가를 억제하였다. 이러한 cAMP 증가 억제는 PLC, 칼슘 및

PKC와는 무관하였으며, PTX에 민감하였다. 이는 5-HT2A 수용체에 의한 cAMP

감소가 Gi/o-단백질 활성화에 의한 것임을 알 수 있다. 5-HT2A 수용체는 ER로

부터 칼슘을 유리시킬 뿐만 아니라 세포막의 칼슘 통로를 통한 칼슘 유입을 통

해 세포내 칼슘을 증가시킨다. 5-HT2A 수용체는 일부의 세포에서 L-형 칼슘 통

로를 활성화시킨다(Eberle-Wang 등, 1994; Hagberg 등, 1998). 5-HT2A 수용체에
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의한 칼슘 증가는 KCa 통로를 활성화한다(Bartrup 및 Newberry, 1994). 쥐 대

뇌피질의 별아교세포(astrocyte)에서 5-HT2A 수용체는 L-형 칼슘 통로와 아파민

(apamin) 민감성-KCa 통로를 동시에 활성화하였다(Jalonen 등, 1997). 한편

5-HT2A 수용체는 뇌 발달단계에서 중요하게 작용하는데, 발달 초기 쥐의 전두

엽 피질세포에서 강한 흥분성으로 작용하여 세포의 분화 및 연접생성

(synptogenesis)을 촉진시켰다(Zhang, 2003).

5-HT2B 수용체는 위 유문(gastric fundus)에서 처음 알려졌으며, 초기에

5-HT2F 혹은 SRL(serotonin receptor-like)로 불려졌다(Barns 및 Sharp, 1999).

5-HT2B 수용체는 사람의 간 및 신장에 많이 발현되어있으며, 소뇌, 시상하부 및

편도핵(amygdala) 등과 같은 신경에 많이 분포한다(Raymond 등, 2001). 5-HT2B

수용체는 다른 5-HT2 수용체처럼 PLC와 연결이 되어있으며, inositol

phosphate와 세포내 칼슘을 증가시킨다(Barns 및 Sharp, 1999). 이 수용체는 대

뇌피질, 해마 및 뇌줄기의 별아교세포에서 칼슘 동원(mobilization)을 촉진시키

는 것이 보고 되었으며(Sanden 등, 2000), IC11 세포에서 PLA2를 활성화시켰다

(Tournois 등, 1998). 5-HT2B 수용체 신호전달의 좋은 모델인 쥐 위 유문에서

5-HT는 세포내 칼슘 유리와 PKC 활성화를 통해 유문을 수축시키며, 5-HT2B 수

용체 활성화에 의한 수축은 bardykin과는 달리 phospholipase D(PLD)와는 연

결이 되어있지 않았다(Cox 등, 1999). 또한 5-HT2B 수용체는 사람 관상동맥의

내피세포에서 NO 생성을 증가시켰다(Ishida 등, 1998).

5-HT2C 수용체는 초기 5-HT1C 수용체로 분류되었으나, 5-HT1 수용체 보다는

5-HT2 수용체의 특성을 지녀 재분류된 것이다. 5-HT2C 수용체는 뇌실의 맥락얼

기, 뇌 피질, 해마, 미상핵, 및 흑색질 등 뇌에 전반적으로 분포한다(Barns 및

Sharp, 1999; Raymond 등, 2001). 5-HT2C 수용체의 주된 기능은 다른 5-HT2 수

용체와 마찬가지로 PLC를 활성화시켜 inositol phosphate를 증가시키는 것이다

(Hoyer 등, 2002). 한편 5-HT2C 수용체는 PLA2를 활성화하여 AA를 생성을 촉

진시키기도 한다(Berg 등, 1996). 5-HT2C 수용체는 Ba2+-민감성 내향정류 K+ 통

로 (Ba2+-sensitive inwardly rectifying K+ channel, IRK) 및 Shaker 형의 막전

압 의존적 K+ 통로 등의 활성을 억제하였다(Raymond, 2001). 5-HT2C 수용체는
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GABAA 통로의 억제시키기도하며, ER의 IP3 수용체로부터 칼슘을 유리시켜 결

과적으로 칼슘-민감성 Cl- 통로를 열기도 하였다(Raymond 등, 2001). 5-HT2C

수용체는 기능적으로 보행저하(hypolocomotion), 연하저하(hypophagia) 및 발

기(penile erection) 등에 중요한 역할을 하며, 절전 신경에 작용하여 dopamin

이나 norepinephrine(NE)의 유리를 억제하기도 한다(Barns 및 Sharp, 1999).

5-HT4, 5-HT6, 및 5-HT7 수용체는 5-HT1 수용체와는 달리 G-단백질 중 Gs를

통해 AC를 활성화시켜 cAMP 농도를 증가시킴으로써 다양한 반응들을 매개한

다. 5-HT4 수용체의 주된 기능으로 위장관에서의 prokinetic 효과와 심방의 수

축력 및 빈도를 증가시키는 것이 잘 알려져 있으며(Kim 및 Camilleri, 2000),

5-HT4 수용체와 관련된 약물들은 심부정맥(Kaummann 및 Sanders, 1994), 신경

퇴행성 질환(Raynolds 등, 1995), 그리고 요실금(Hegde 및 Eglen, 1996)과 같은

질환에 효과적인 치료제로 사용되어왔다. 5-HT4 수용체의 주된 기능은 AC의

활성화이며, adrenocortical 세포(Contesse 등, 1996)와 심방근(Ouadid 등, 1992)

등에서 세포내 칼슘 유입(influx)을 증가시켰다. 이러한 칼슘의 유입은 5-HT4

수용체 활성화로 인한 cAMP 증가가 L-형 칼슘 통로의 활성을 증가시켜서 일

어난 결과이다. 5-HT4 수용체는 스플리싱 변이(splice variant)들에 따라 서로

다르게 조절되기도 한다. 예를 들면, Pindon 등(2002)은 사람의 h5-HT4b는 Gαi/o

및 Gαs 연결 되어있으며, 또 다른 스플리싱 변이인 5-HT4a는 Gαs와만 연결이 되

어 Gαs를 활성화를 통한 세포내 칼슘 농도를 증가를 유발시킴을 보고하였다.

5-HT4 수용체는 심방근에서 If pacemaker 전류 증가, Cl- 전류 및

tetrodotoxin(TTX)-비민감성 Na+ 전류를 활성화와 같이 다른 종류의 이온통로

역시 조절한다(Raymond 등, 2001). 또한 5-HT4 수용체는 절전신경에 작용하여

5-HT, ACh 및 dopamin과 같은 신경전달물질 유리를 촉진시킨다(Barns 및

Sharp, 1999).

5-HT5 수용체는 5-HT5A와 5-HT5B 두개의 아형이 알려져 있으며, 마우스에서

처음으로 알려졌으며, 이후에 쥐에서 아형들이 보고 되었다(Barns 및 Sharp,

1999). 사람의 경우에는 5-HT5B 수용체의 발현이 보고되지 않았다(Grailhe 등,

2001). 약리학적으로 5-HT5 수용체는 5-HT1 수용체와 유사하며, 특히
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5-carbamidotryptamine(5-CT)과 맥각 유도체(ergot derivatives)인 lyergic

acid(LSD)나 ergotamin 등에 민감하다. 5-HT5A 수용체는 PTX-민감성 G-단백질

인 Gi/o와 연결 되어 AC를 억제하며(Noda 등, 2003; Thamas 등, 2000), 5-HT5A

수용체는 G-단백질에 의해 열리는 K+ 통로(GIRK)의 활성을 조절한다(Grailhe

등, 2001). Noda 등(2003)은 5-HT5A가 cAMP 농도 감소와 ADP-ribosyl cyclase

활성억제를 통해 세포내 칼슘을 조절함을 보고하였다. ADP-ribosyl cyclase는

세포내 2차 전령인 cyclic ADP ribose(cADPR)를 증가시키고, 증가된 cADPR은

ryanodine-민감성 칼슘 통로를 개방하는 것으로 알려져 있다. Noda 등의 연구

에서는 5-HT5A가 AC, cAMP 농도 및 cADPR을 억제시켜, IP3-민감성 칼슘 통

로를 조절함을 보고하였다.

5-HT3 수용체는 GABAA, glycine, 니코틴성 actylcholine(ACh) 수용체들과 마

찬가지로 5개의 소단위로 이루어진 오합체(pentamer) 구조의 이온통로이다. 절

전신경에 존재하는 5-HT3 수용체는 신경전달 물질 유리를 조절하며, 절후신경

절의 5-HT3 수용체는 신경의 흥분성에 중요한 역할을 수행하는 것으로 알려져

있다. 5-HT3 수용체의 활성화는 세포내로 Na+과 Ca2+의 유입과 K+의 유출을

증가시키며, 막전압을 탈분극시킨다(Barns 및 Sharp, 1999). 이 수용체를 통해

유입된 칼슘과 막전압 의존적 칼슘 통로를 통해 증가된 칼슘은 다양한 기능을

수행한다. 연접전 세포막에서 5-HT3 수용체는 dopamine 이나 GABA와 같은

다양한 신경전달 물질들의 유리를 조절하며(Raymond 등, 2001; van Hooft 및

Vijerberg, 2000), 연접후 신경에서는 흥분성 신호전달을 매개한다(Raymond 등,

2001). 5-HT3 수용체는 5-HT3A와 5-HT3B 두개의 아형이 존재하며, 이들 수용체

의 구성에 따라 약리적인, 생물리학적(biophysical properties) 특성들이 차이를

보인다(Hapfelmeier 등, 2003). 이와 같이 5-HT 수용체의 분포와 그 기능 및 역

할이 매우 다양함을 알 수가 있다.

골반 장기에 관한 5-HT에 대한 역할은 오래전부터 알려져 왔다. 5-HT를 정

맥 혹은 척추강 내에 주입을 하게 되면 개 혹은 고양이의 방광을 biphasic하게

수축시키는데, 첫번째 일시적인(transient) 수축은 방광 부교감 신경절(vesical

(or bladder) parasympathetic ganglia)의 흥분에 의한 것이며, 두 번째 타나나
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는 지속적인 수축은 방광 평활근의 직접적인 자극에 의한 것이다(Gyermek,

1962, Saum 및 de Groat, 1973). 토끼 방광의 골반신경절(Nishimura 등, 1989)

및 도롱뇽 심장 신경절(cardiac ganglia; Neel 등, 1986)을 지배하는 신경말단의

varicose에서 5-HT의 면역반응성(immunoreactivity)이 존재하였으며, MPG와

상 장간막 신경절(superior mescenteric ganglion)에서 5-HT는 histamine 및 그

합성 효소인 histidine decarboxylasehistidine decarboxylase와 함께 있음이 보

고 되었다(Karhula 등, 1990). 5-HT는 토끼 방광 골반 신경절에서 탈분극을 유발하

였으며, 이러한 탈분극은 5-HT3 수용체 차단제에 의해 소실되었다(Akasu 등, 1987).

5-HT는 고양이의 골반장기에 신경지배하는 교감 및 부교감 신경에서 서로 상반되게

작용함이 보고 되었는데, 즉, 방광의 부교감신경에는 억제성 효과, 하 장간막 신경절

(inferior mesenteric ganglion)에는 흥분성 효과를 나타내었다(Samu 및 de Groat,

1973). 또한 5-HT는 방광 골반신경절과 모양체 신경절(ciliary ganglia)에서 연접전

세포막(presynaptic membrane)에 작용하여 콜린성 신경전달을 조절하였다

(Nishmura 및 Akasu, 1989; Nishmura 등, 1989; Tatsumi 및 Katayama, 1987). 방광

골반 신경절에서 5-HT는 초기에는 흥분성 연접후 전위(excitatory post-synpatic

potential; EPSP)를 억제, 이 후에 EPSP를 항진시키는 반응을 보였으며, 방광신경절

의 연접전 세포막에서 ACh의 유리를 촉진시켰다(Nishmura 및 Akasu, 1989). 초기

EPSP의 억제는 5-HT1A 수용체의 활성화에 의한 것이고, 이후의 EPSP의 항진은

5-HT1B 혹은 5-HT1C 수용체 활성화에 의해 일어났다. 또한 5-HT는 고양이 모양체 신

경절에서는 EPSP를 억제하였다(Tatsumi 및 Katayama, 1987). 이상에서 5-HT는 in

vitro 혹은 in vivo 실험에서 흥분성 혹은 억제성으로 작용하여 골반장기의 생리

적 기능에 기여를 함을 알수 있다(Keast, 1995b).

본 연구에서 MPG에는 여러 아형의 5-HT 수용체가 발현되어 있었다(결과 참

조). 선행 연구들에서 MPG 내에 5-HT를 함유한 세포들이 존재하며(Karhula

등, 1990), in vitro 혹은 in vivo 실험에서 5-HT의 역할이 보고 되었지만 MPG

의 연접전 신경(presynpatic nerve)을 자극하거나 반사 활동(reflex activity)이

증가되었을 때 내인성(endogeneous)으로 5-HT가 유리되는가에 대한 실험적 증

거는 부족하며(Keast, 1995b), 또한 골반 신경절 내에 단일 교감 및 부교감신경
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에서 5-HT의 생리적 역할에 대해서는 아직까지 보고가 부족하다. 본 연구에서

는 5-HT가 단일 교감 및 부교감 신경에 작용하는지를 확인하고자 하였다.

5-HT 수용체들은 어느 수용체가 활성화 되느냐에 따라 절전신경에서 신경전달

물질 유리 정도와 절후 신경절의 흥분성이 결정된다. 세포막의 흥분성 변화와

신경전달물질 자체는 세포내 칼슘 변화를 초래하며, 세포내 칼슘은 신경전달물

질 유리, 호르몬 분비, 신경의 흥분성, 근육의 수축, 유전자 발현, 세포의 성장

과 분화 및 세포자멸사(apoptosis) 등의 다양한 과정의 조절에 중요한 역할을

한다(Hill, 2001). 따라서 MPG에 발현된 여러 5-HT 수용체 중 이온통로 역할을

하는 5-HT3 수용체와 PLC 연결 수용체인 5-HT2B 수용체를 중심으로 5-HT 수

용체의 전기생리학적 특성과 이들 수용체 활성화에 의한 세포 내 칼슘이온농도

변화 및 조절 기전의 일부를 규명하고자 하였다.
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제제제제2222장장장장 재재재재료료료료 및및및및 방방방방법법법법

2222....1111.... 실실실실험험험험 동동동동물물물물

실험동물로는 200-250 gm 내외의 수컷 쥐(Sprague----Dawley rat)를 사용하

였다.

2222....2222.... 실실실실험험험험용용용용액액액액 및및및및 약약약약물물물물

2222....2222....1111.... 실실실실험험험험 용용용용액액액액

전기생리 실험 및 칼슘 측정에 사용된 세포 외 관류액의 조성(mM)은 135

NaCl, 5.4 KCl, 1.8 CaCl2, 1 MgCl2, 5 HEPES 그리고 10 glucose이며, Tris를 첨가

한 후 pH가 7.4가 되도록 적정하였다. 전기생리 실험에 사용된 전극 내 용액

(internal solution)의 조성(mM)은 20 KCl, 120 K+-aspartate, 10 HEPES, 10 EGTA,

0.1 Tris-phosphocreatine, 5 MgATP, 0.3 Na2GTP이며, Tris를 첨가하여 pH가 7.2

가 되도록 적정하였다. 단, 그라미시딘 천공 패치(gramicidin-perforated patch)를

위한 전극 내 용액의 조성(mM)은 140 KCl, 5 EGTA, 10 HEPES, 0.5 CaCl2, 5

NaCl (pH 7.2)으로 하였으며, 전극 내 용액에는 dimethyl sulfoxide(DMSO)에 높

은 농도로 녹인 gramicidin을 최종 농도가 50 ㎍/㎖가 되도록 첨가하여 사용하였

다. 약물의 투여는 perfusion valve control system(VC-6M, Warner Instruments,

CT, USA)을 이용하였으며, 약물이 나오는 관 끝을 신경세포의 100 ㎛ 이내에 위

치하도록 하여 중력에 의해 세포에 가해지도록 하였다.
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2222....2222....2222.... 약약약약물물물물

Collagenase type D와 trypsin은 Boehringer Mannheim Biochemicals

(Indianapolis, IN, USA)로부터 구입하였으며, fura-2/AM 및 fluo-3/AM은

Molecular Probe(Eugene, OR, USA)로부터, m-chlorophenlbiguanide(mCPBG),

5-HT, mucimol, Y25130, 및 MDL7222는 Tocris(Tocris Cookson Inc., Bristol, UK)

로부터 구입하였다. Calbiochem Co.(San Diego, CA, USA)으로부터 SQ22536,

mirystoylated PKA 억제제를 구입하였고 forskolin, gramicidin, DAG knase 억제

제, DNase type I 등과 세포 배양과 관계된 모든 배지 및 약물은 Sigma

Chemical Co.(St. Louis, MO, USA)로부터 구입하였다.

2222....3333.... 단단단단일일일일 신신신신경경경경세세세세포포포포 분분분분리리리리 및및및및 유유유유지지지지

수컷 쥐(180 ～ 200 gm)를 pentobarbital sodium (50 mg/kg, i.p.)으로 마취시

킨 뒤, 즉시 개복 하여 전립선의 외측에 위치한 MPG를 적출하고(그림 1 참조), 이

를 차가운(4℃) Hanks' balanced salt 용액으로 옮겼다. 수초를 벗기고 작은 틈새

를 낸 후, 이를 0.7 mg/㎖ collagenase(type D), 0.1 mg/㎖ trypsin과 0.1 mg/㎖

의 DNAse type I이 들어있는 10 ㎖의 modified Earle's balanced salt 용액(EBSS,

pH 7.4)에서 1시간 동안 배양(35℃)하였다(Zhu 등, 1995). 이때 EBSS에는 3.6 g/L

의 glucose와 10 mM의 HEPES를 포함시켰다. 배양 후 신경세포들을 배양용기에

넣어 흔들어 분리한 후, clinical centrifuge(International Equipment Company,

MA, USA)를 이용하여 1000 rpm의 속도로 원심 분리하였다. 분리된 신경세포들

을 10% fetal bovine serum, 1% glutamine, 1% penicillin-streptomycin이 포함된

MEM에 재부유(resuspend) 시킨 뒤, poly-L-lysine으로 코팅되어 있는 cover glass

(직경 12 ㎜)에 plating 하였다. 이를 37℃ 세포 배양기(humidified incubator; 95%

air-5% CO2)에서 배양하였으며, 분리한 후 24시간 이내에 실험에 사용하였다. 분

리된 세포들의 광학현미경적 소견은 그림 2에 나타내었다.
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2222....4444.... 전전전전기기기기생생생생리리리리학학학학적적적적 실실실실험험험험

전기생리적 실험은 EPC9 혹은 EPC7 (Instrutech Corp., NY, USA) 패치 클램

프 증폭기(patch clamp amplifier)를 사용하여 전형적인 전세포 패치 클램프

(whole-cell patch clamp) 방법으로 측정하였다(Hamill 등, 1981). 측정 전극은

borosilicate glass capillary(외경; 1.65 ㎜, 내경; 1.2 ㎜, Corning 7052, Garner

Glass Co., Claremont, CA, USA)를 P-97 Flaming-Brown micropipette

puller(Sutter Instrument Co.)로 제작하여 사용하였다. 전극은 Sylgard 184(Dow

Corning, Midland, MI, USA)로 코팅하였으며, 전극내부에 용액을 채웠을 때 저항

이 1.5～2.5 ㏁이 되는 것을 사용하였다. 세포가 붙어 있는 cover glass를 도립현미

경(inverted microscope) 위에 올려놓고, 세포 외액을 중력에 의해 1～2 ㎖/min

속도로 관류시켰다. 세포막 전압의 변화는 막전류 고정법(current-clamp method)

을 사용하였으며, 막전류 측정시에는 막전압 고정법(voltage-clamp method)을 사

용하여 측정하였다. 막전압 고정법 기록을 위해서 세포막의 용량(capacitance)과

직렬저항(series resistance)은 80% 이상 보정하였으며, 실험시 sampling rate은 1

㎑, low-pass 필터는 2 ㎑(-3dB; 8-pole Bessel filter)로 하여 기록하였다. 실험결과

는 Pulse/Pulsefit(v8.50) (Heka Elektronik, Lambrecht, Germany) 혹은

pClamp6(Axon Instrument, USA) 소프트웨어를 통해 IBM 컴퓨터에 저장하여 분

석하였다. 모든 실험은 실온(21～24℃)에서 시행하였으며, 본 실험에 사용된 전류

측정 장치는 그림 3에 도식적으로 나타내었다.

2222....5555.... 세세세세포포포포 내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온 농농농농도도도도 측측측측정정정정

세포 내 칼슘 농도 측정은 형광 현미경(Olympus, Tokyo, Japan)과 이에 연결

된 형광측정장치(Ratio Fluorescence system; Photon Technology International

Inc., Lawrenceville, NJ, USA)를 이용하였다. 이 시스템에는 크게 형광염료가 부하

된 세포를 여기(excitation) 시키기 위한 arc lamp housing과 작은 크기의 형광 신
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호를 증폭시킬 수 있는 photomultiplier 튜브(PMT tube), 그리고 특정 파장의 빛

을 통과시킬 수 있는 필터로 구성되어있다(그림 4참조). 형광의 신호들의 측정 및

분석은 FeliX 소프트웨어(Photon Technology International Inc., Lawrenceville,

NJ, USA)를 통해서 실시하였다.

이온 농도 측정하기 위해서는 이온들과 결합하여 형광 특성을 보이는 형광염

료(fluorescence dye)를 세포내에 부하시킨 뒤 형광 현미경을 통해 방출되는 형광

의 세기를 분석하여야 한다. 칼슘 이온 농도를 측정하기 위해서 사용한 형광염료

는 칼슘의 농도를 반영하는 fura2/AM을 사용하였다. 실험 방법은 단일 MPG 세

포가 있는 배양접시에 fura2/AM를 5 μM 농도로 처치하여 실온에서 빛이 차단된

상태로 30-60분간 두어 세포 내로 부하시켰다. 부하가 끝나면 세포 외 관류액으로

2회 세척한 다음 현미경위에 올려놓고, 약물이 포함된 관류액을 중력에 의해 1～2

㎖/min 속도로 관류시켰다. 이때 나타나는 형광세기의 변화를 기록 및 분석하였

는데, fura-2의 형광특성상 340 nm와 380 nm의 빛으로 번갈아 가며 여기

(excitation)시켰을 때 510 nm으로 방출(emmision)되는 형광강도의 비율(F340/F380)

이 세포 내 이온농도를 반영하게 된다. 특히 그라미시딘 천공 패치 방법을 사용하

여 세포 내 칼슘이온 농도 측정과 함께 세포막 전압이나 전류의 변화를 동시에

측정하였다.

2222....6666.... 역역역역전전전전사사사사 중중중중합합합합 연연연연쇄쇄쇄쇄반반반반응응응응((((RRRRTTTT----PPPPCCCCRRRR))))

Guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform 추출 방법을 이용하여 MPG 신경

세포들로부터 total RNA를 분리하였다(Chomczynski 및 Sacchi, 1987). 먼저 세포

를 guanidinium thiocyanate buffer로 용해시킨 다음 페놀(phenol) 및 클로로포름

(chloroform)을 가하여 얼음 위에서 15분 이상 세워두었다. 이를 4℃에서 10,000xg

로 20분간 원심분리하여 상층액만을 조심스럽게 취하였다. 이 상층액은 동량의

isopropanol과 섞은 다음 -70℃에서 1시간 이상 세워 두어 RNA를 침전시켰다. 다

시 4℃에서 10,000xg로 20분간 원심분리하여 RNA pellet을 얻었으며, 이를 다시
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75% ethanol로 씻어낸 후 원심분리하여 RNA sample을 얻었다.

cDNA의 합성을 위해 2 ㎍ RNA와 0.5 ㎍ random hexamer를 먼저 70℃에서

5분간 반응시키고, 200 units의 murine leukemia virus reverse

transcriptase(Promega Corporation, Madison, WI, USA), 25 nmoles의 dNTP, 20

units의 RNase inhibitor(Promega) 등을 혼합하여(25㎕) 37℃에서 1 시간 반응시켰

다. PCR은 여러 5-HT 수용체, GABAB 수용체 및 TRPC 통로들에 대한 primer들

을 이용하여 이루어졌으며, 이들의 염기서열은 표 1에 요약하였다. PCR 반응액(50

㎕)에는 합성된 cDNA, 각각의 primer(10 pmoles), 1.25 units의 AmpliTaq

polymerase(Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA), 10 nmoles의 dNTP등을 혼합하여,

94℃ 30초, 60℃ 30초, 72℃ 1분으로 35 cycle 동안 반응시켰다. PCR 산물은

ethidium bromide가 포함된 1.1% agarose gel에 전기영동하여 관찰하였다.

2222....7777.... 자자자자료료료료 분분분분석석석석

모든 결과는 평균±표준오차로 나타내었고, 통계적인 의의는 분산분석(ANOVA)

을 사용하였으며, 각 군간의 차이를 위해서 Tukey 방법을 사용하여 사후검정하였

다. 두 군간의 차이 혹은 약물 처치 전후의 차이에 대한 검정은 각각 독립적 t-검

정(unpaired t-test)과 짝비교 t-검정(paired t-test)으로 확인하였다. 이때 p값은 0.05

이하일 때를 유의한 차이가 있다고 간주하였다. 측정된 전류 및 전압의 크기 및

이동 전하량(charge movement)은 Pulse/Pulsefit 소프트웨어(Heka Elektronik)를

이용하여 계산하였으며, 선형회귀 방정식, 농도-반응 곡선(concentration-response

curve)의 EC50 혹은 IC50, 그리고 Hill slope는 Prism 3.0 software(GraphPad

software Inc., San Diego, CA, USA)를 이용하여 구하였다.



- 18 -

그그그그림림림림 1111.... 수수수수컷컷컷컷 흰흰흰흰쥐쥐쥐쥐 주주주주골골골골반반반반 신신신신경경경경절절절절((((mmmmaaaajjjjoooorrrr ppppeeeellllvvvviiiicccc ggggaaaannnngggglllliiiioooonnnn))))의의의의 해해해해부부부부학학학학적적적적 위위위위치치치치

Major Pelvic Ganglion
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그그그그림림림림 2222.... 주주주주골골골골반반반반 신신신신경경경경절절절절로로로로부부부부터터터터 분분분분리리리리된된된된 신신신신경경경경세세세세포포포포들들들들의의의의 광광광광학학학학현현현현미미미미경경경경적적적적 소소소소견견견견 ((((xxxx222200000000))))

50㎛㎛㎛㎛
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Rf
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+
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Scaled output

MPG neuron 

Rf

Vcom

Icell
++

EPC-9 / EPC-7

Pulse/Pulsefit
pClamp6

Patch-pipette

FeliX

Scaled output

그그그그림림림림 3333.... 막막막막전전전전압압압압 고고고고정정정정법법법법에에에에 의의의의한한한한 이이이이온온온온 전전전전류류류류 측측측측정정정정 장장장장치치치치의의의의 모모모모식식식식도도도도.... 패치 클램프 전

용소프트웨어(Pulse/Pulsefit 혹은 pClamp6)를 이용하여 만든 전압 프로토콜로 고

정하고자 하는 전압(Vcom)을 A/D converter(EPC-9 혹은 digidata 1200)를 거쳐

아날로그 신호로 바꾸어 패치 전극(patch pipette)을 통하여 전달하고 세포막에 존

재하는 이온통로의 활성정도에 따라 변화하는 전압을 고정하기 위해 증폭기

(EPC-9 혹은 EPC-7)를 통하여 흘려주는 전류(Icell)을 다시 디지털로 전환하여 컴

퓨터에 저장한다. 이때 세포내 칼슘과 동시 측정하거나 혹은 단독으로 전류를 지

속적으로 기록하기 위해서 증폭기에서 전류를 다른 컴퓨터로 연결하여(scaled

output), FeliX 소프트웨어 상에서 구현하였다.
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그그그그림림림림 4444.... 세세세세포포포포 내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 측측측측정정정정을을을을 위위위위한한한한 형형형형광광광광 측측측측정정정정장장장장치치치치 모모모모식식식식도도도도.... 1. Arc lamp

housing, 2. Adjustable slits, 3. Excitation monochromator, 4. Liquid light guide,

5. Liquid light guide adapter, 6. Microscope, 7. Photomultiplier tube, 8. AD

converter (connected to IBM computer).

8888



- 22 -

표표표표 3333.... 5555----HHHHTTTT 수수수수용용용용체체체체의의의의 역역역역전전전전사사사사 중중중중합합합합 연연연연쇄쇄쇄쇄반반반반응응응응에에에에 사사사사용용용용된된된된 pppprrrriiiimmmmeeeerrrr들들들들

Primer Sequence (5' to 3') Position
Size

(bp)

GeneBank

Accession #

5-HT

1A

Sense TCA GCT ACC AAG TGA TCA CC 590-609
211 NM_0083080

Antisense GTC CAC TTG TTG AGC ACC TG 800-781

5-HT

1B

Sense TAC ACG GTC TAC TCC ACG GT 610-629
258 NM_010482

Antisense TCG CAC TTT GAC TTG GTT CAC 867-847

5-HT

1D

Sense TCC TGC ATC TCT GTG TCA TC 368-387
279 NM_012852

Antisense GGC CAT ACA GGA TAA TGA GC 646-627

5-HT

1F

Sense CAC AAG AGA CAA GCA AGT CG 637-656
261 NM_021857

Antisense CAA GAT CAA TCC CAG GGT AG 897-878

5-HT

2A

Sense GTG TCC ATG TTA ACC ATC CT 1480-1499
375 NM_172812

Antisense GTA GGT GAT CAC CAT GAT GG 1855-1836

5-HT

2B

Sense CAT GCA TCT CTG TGC CAT TTC 461-481
357 NM_008311

Antisense TGT TAG GCG TTG AGG TGG C 812-794

5-HT

2C

Sense CGA GGA GGA ACT GGC TAA TA 741-762
324 NM_012765

Antisense CAC ACA TAG CCA ATC CAC AC 1085-1066

5-HT

3A

Sense TCC TCA ACG TGG ATG AGA AG 281-300
352 NM-013561

Antisense ATG TTG ATG TCC TGG ATG GT 632-613

5-HT

3B

Sense AAG CCC ATC CAG GTG GTC TC 633-652
428 NM_020274

Antisense GAC ATG TTG ACC CTG AAG AC 1060-1041

5-HT

4

Sense TCA TGG TGC TGG CCT ATT AC 622-641
378 NM_008313

Antisense CTC ATC ATC ACA GCA GAG GA 998-979

5-HT

5A

Sense GAA CAG GAG GAA GGA AGA GA 1535-1554
109 NM_01314

Antisense TAA GTC TCC TTG GTG TGA GG 1643-1624

5-HT

5B

Sense TTC ACC GTA CTC GTG GTA AC 453-472
132 L10073

Antisense GGT CGA GGC TAC CAA GTT AT 584-565

5-HT

6

Sense CCT GAG AGT GTG CTG AAT TG 1716-1735
129 NM_02436

Antisense AGC CAC ACT ACA CAA GCA AC 1844-1825

5-HT

7

Sense GTG TGT CCA CTG TCA AAT CC 2072-2091
148 NM_02293

Antisense TCA CTC ATC TCC AGT TAC CG 2219-2200
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표표표표 4444.... GGGGAAAABBBBAAAABBBB 수수수수용용용용체체체체 및및및및 TTTTRRRRPPPPCCCC 통통통통로로로로 역역역역전전전전사사사사 중중중중합합합합 연연연연쇄쇄쇄쇄반반반반응응응응에에에에 사사사사용용용용된된된된 pppprrrriiiimmmmeeeerrrr들들들들

Primer Sequence (5' to 3') Position
Size

(bp)

GeneBank

Accession #

GABA

B1

Sense GTG GAG AAA CTA ACC AAG CG 1088-1107
341 NM_031028

Antisense AGA TCA TCC TTG GTG CTG TC 1428-1409

GABA

B2

Sense ATC CAG GAC TTC AAC TAC AC 1433-1452
206 AJ011318

Antisense TTG ATG ATC TCC AGT GTG TC 1638-1619

TRPC1
Sense GGC CAG TCC AGC TCT AAT AA 579-598

316 NM_053558
Antisense TGA CTG GGA GAC AAA CTC CT 894-875

TRPC2
Sense GCT ACT CAA CAT GCT CAT CG 1933-1952

333 NM_02263
Antisense AGA GCC TTG ATG ACT CGA AG 2265-2246

TRPC3
Sense CTG CCT CCT TCA TCA TCT TC 911-930

309 NM_02177
Antisense GCA GAA ATG CTA GGA ACC TG 1219-1200

TRPC4
Sense AGG ACT GCT CTT CTC ATT GC 214-233

327 NM_08039
Antisense AAC ACA GTT ACA GCG GAC CT 540-521

TRPC5
Sense CAA GTG GAAG AGA AGC AGG TT 693-712

335 AY064411
Antisense CTT GCT CAG CTC CTT GAG TT 1027-1008

TRPC6
Sense GTG GAG GCT ATT CTC AAC CA 526-545

333 NM_05355
Antisense TGA CAG GTA TGC TGG ACT TG 858-839

TRPC7
Sense CGG GAT GTT CAA CCT GTA CT 2328-2347

335 XM_225159
Antisense CAG GGA GAG TTC TTC CTT CA 2662-2643
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제제제제3333장장장장 결결결결 과과과과

3333....1111.... 주주주주골골골골반반반반 신신신신경경경경세세세세포포포포의의의의 전전전전기기기기 생생생생리리리리적적적적 특특특특성성성성

일반적으로 자율신경절 세포는 매우 다양한 전기적인 특성들을 보인다. 즉, 세

포에 따라 활동 전압(action potential)과 afterhyperpolarization(AHP) 그리고 활동

전압의 방전 패턴(firing pattern) 등이 다르다. 따라서 자율신경절 세포인 MPG 신

경세포에서 전기생리학적 특성을 살펴보았다. 자율신경절 세포는 탈분극 전류 주

입(depolarizing current injection)에 대한 반응 특성에 따라 크게 두 가지 세포군

(toinic vs. phasic)으로 분류된다(Adams 및 Harper, 1995). 옴(Ohm)의 법칙에 따

라 세포에 전류를 주입하면 세포막 전압이 변화되는데 이러한 특성은 수동적

(passive)인 특성과 능동적(active)인 특성 두 가지로 구분할 수 있다.

MPG 신경세포의 전기생리적 특성은 모두 그라미시딘 천공 패치 방법으로 측

정하였으며, 수동적 특성들을 표 5에 요약하였다. 세포의 크기를 반영하는 세포막

의 전기용량(capacitance)은 교감신경세포(68.6±3.4 pF, n=51)가 부교감신경세포

(30.3±2.7pF)에 비해 현저히 크게 나타났다(p<0.0001). 교감신경과 부교감신경의 안

정막 전위(resting membrane potential, RMP)는 각각 -50.6±1.1 mV(n=54)와

-50.7±1.0 mV(n=52)로 두 군 사이에 통계학적인 유의한 차이는 없었다. 신경세포

에 전극을 통해 음전류(negative current)를 주입하면 세포막은 좀더 음극화 즉, 과

분극되며, 주입하는 음전류가 커질수록 더 큰 과분극이 발생한다. 대부분의 신경

세포는 주입하는 음전류와 과분극크기 사이에 선형적 관계가 형성하며, 이때 전류

에 대한 전압비를 신경세포의 입력저항(input resistance, Rin)이라한다(Adams 및

Harper, 1995; Koester 및 Siegelbaum, 2000). 그림 6에서 음전류를 단계적으로 증

가시키면 세포막전압의 과분극이 증가되는 것을 관찰할 수 있다. 이때 옴의 법칙

에 따라 주입한 음전류의 크기와 변화된 막전압의 크기로 Rin의 크기를 구하였다

(그림 6C). 세포막 용량(Cm)이 클수록 Rin 값은 작은 반비례관계를 보였는데(그림

6C 및 D), 이는 Rin 값이 세포 부피에 반비례하기 때문이다. 세포간의 차이에서는
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tonic 신경세포(245.9±3.4 ㏁, n=18)가 phasic 신경세포(542±56.3 ㏁, n=11)에 비해

Rin 값이 작았다(표 5; p<0.0001).

MPG 신경세포의 능동적 특징들을 표 5에 요약하였다. 그림 5A는 MPG 신경

세포의 전형적인 활동전압의 모양을 보여준다. 역치 이상의 강도로 자극하였을

때, MPG 신경세포의 활동전압 크기(amplitude)는 tonic 신경세포가 98.8±2.9

mV(n=36), phasic 신경세포가 88.1±56.3 mV(n=21)로 두 군 간에 통계학적으로 유

의한 차이는 없었다(p=0.06). 자극 후 활동전압의 peak에 도달하는 시간 역시 차

이가 없었으며(p=0.14), 활동전압 기간은 tonic 신경세포(18.1±0.8 ms, n=23)가

phasic 신경세포(15.5±1.0 ms, n=14)에 비해 좀더 긴 값을 보였다(표 5, p=0.05). 두

신경의 AHP의 크기는 각각 16.4±0.8 mV(n=31)와 15.9±1.1 mV(n=17)로 두 군간에

통계적 유의한 차이는 없었다(표 5, p=0.72). AHP의 기간 역시 191.5±19.8 ms

(n=24)와 159±25.7 ms(n=23)로 두군 간에 통계적으로 유의한 차이가 없었다(표 5,

p=0.35).

탈분극 전류를 신경세포에 가하였을 때 신경세포는 주로 burst한 활동전압을

형성한다. 그림 5B와 5C는 MPG 신경세포에서 탈분극 전류를 주입하였을 때 형성

되는 활동전압의 양상을 보여준다. 막전류 고정상태에서 600 ms 동안 역치이상의

탈분극 전류를 주입하였을 때, MPG 신경세포는 활동전압의 크기가 자극기간동안

지속되는 tonic 반응을 보이는 신경(그림 5B)과 자극기간 동안 소실되는 phasic 반

응을 신경으로 구분되었다(그림 5C). Tonic 신경의 활동전압 형성 빈도는 16.9±0.7

회/600ms(n=35)였으며, phasic 신경세포는 2.9±0.3 회/600ms(n=19)로 두 값은 통

계적으로 유의한 차이를 보였다(표 4, p<0.0001). Tonic 신경세포는 600 ms 동안

활동전압은 최소 9회에서 최대 26회 유발되었으며, 가운데(median) 값은 17회였

다. Phasic 신경세포는 동일한 기간동안 최소 1회에서 최대 6회까지 활동전압이

형성되었으며, 이들 값의 가운데 값은 3회였다. Tonic 및 phasic 신경의 구분은 탈

분극 전류 주입 기간 동안 활동전압의 소실 유무로 판단하였다. 한편 신경세포에

일정 기간 과분극 전류를 가한 다음 멈추었을 때 활동전압이 과분극되었다가 안

정막 전위로 돌아오면서 활동전압을 형성하게 되는데 이를 ‘anode break

excitation 현상’이라 한다. 그림 5D와 E는 과분극 전류를 세포에 주입한 다음 형
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성되는 post-anodal spike이며, tonic 신경세포는 spike 형성이 일어나지만, phasic

신경에서는 일어나지 않음을 보여준다. Tonic 신경세포의 spike 형성 빈도는

3.4±0.5 회(n=34)였으며, phasic 신경세포는 0.7±0.2회(n=32)로 두 값은 통계적으로

유의한 차이를 보였다(표 5, p<0.0001). Tonic 신경세포의 post-spike 횟수는 0회에

서 최대 11회까지 다양하였으며, 한번도 spiking을 하지 않은 경우는 11.7 %, 1-2

회는 32.3 % 그리고 3회 이상이 66.0 %의 비율을 보였다. Phasic 신경세포의

spiking 횟수 역시 0회에서 최대 4까지 다양하였으며, 한번도 spiking을 하지 않은

경우는 59.4 %, 1-2회는 31.2 % 그리고 3-4회가 9.4 %의 비율을 보였다(그림 5F).
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표표표표 5555.... MMMMPPPPGGGG 신신신신경경경경세세세세포포포포들들들들의의의의 전전전전기기기기 생생생생리리리리적적적적 특특특특성성성성 요요요요약약약약

Electrophysiological Properties Tonic Phasic p-value

Membrane properties

Cm, pF 68.6±3.4 (n=51) 30.3±2.7 (n=50) **p<0.001

RMP, mV -50,6±1.1 (n=54) -50,7±1.0 (n=52) p=0.910

Rin, ㏁ 245.9±24.2 (n=18) 542.9±56.3 (n=12) **p<0.001

Action potential

Amplitude, mV 98.8±2.9 (n=36) 88.1±5.5 (n=21) p=0.062

Duration, ms 18.1±0.8 (n=23) 15.5±1.0 (n=14) *p=0.05

Time to peak, ms 8.8±0.6 (n=30) 7.3±0.7 (n=14) p=0.14

AHP

Amplitude, mV 16.4±0.8 (n=31) 15.9±1.1 (n=17) p=0.717

Duration, ms 191.5±19.8 (n=24) 159.8±25.7 (n=12) p=0.350

Firing pattern

Evoked discharge, beats/0.6s 16.9±0.7 (n=35) 2.9±0.3 (n=25) **p<0.0001

Post-anodal AP spiking, beats 3.4±0.5 (n=34) 0.7±0.2 (n=32) **p=0.002
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그그그그림림림림 5555.... 주주주주골골골골반반반반절절절절 신신신신경경경경세세세세포포포포의의의의 활활활활동동동동전전전전압압압압 및및및및 방방방방전전전전((((ffffiiiirrrriiiinnnngggg)))) 패패패패턴턴턴턴.... A. 전류고정

(I=0) 상태에서 단계적으로 탈분극 전류를 10 ms 동안 주입하여 활동전압을

유발시켰으며, 위의 그림은 역치 이상의 자극에 의해 tonic 신경세포에서 기록

된 전형적인 활동전압이다. Inset은 박스 부분을 확대한 것이다. B와 C는 탈분

극 전류를 600 ms 동안 가하였을 때 발생되는 활동전압의 모습이다. D와 E는

과분극 전류를 600 ms 동안 가한 후 안정막 전압으로 막전압을 돌이켰을 때

발생되는 post-anodal excitation을 보여준다. 각 그림 아래 bar는 전류 주입

시간 및 크기를 보여주며, B와 D, 그리고 C와 E는 동일한 세포이다. F. 탈분

극 전류(x 축) 및 과분극 전류(y 축)를 가하였을 때 기록되는 활동전압의 수의

분포 그림. 모든 기록은 그라미시딘 천공 패치 방법을 사용한 전류고정법

(current- clmap, I=0)하에서 측정하였다.
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그그그그림림림림 6666.... 주주주주골골골골반반반반절절절절 신신신신경경경경세세세세포포포포의의의의 입입입입력력력력저저저저항항항항((((RRRRiiiinnnn)))) 및및및및 세세세세포포포포막막막막 용용용용량량량량과과과과의의의의 관관관관계계계계.... A와

B는 각각 tonic 신경과 phasic 신경에서 기록한 post-anodal excitation이다. A

는 과분극 전류를 -50 pA씩 600 ms 동안 단계적으로 가하여 기록하였으며, B

는 -20 pA의 과분극 전류를 단계적으로 주입하여 기록하였다. C. A와 B에서

주입한 전류의 크기와 기록된 과분극 크기와의 전류-전압 관계

(current-voltage relationship)이다. A(●)와 B(○)에서 기록한 값은 모두 선형

적인 관계를 보이며 이 값들을 선형회귀 방정식으로 plotting 하였다. 이때 선

형회귀 방정식의 기울기 값이 Rin이며 교감 신경이 부교감 신경보다 작은 기

울기를 보였다. D는 C의 방법으로 구한 Rin 값들과 세포의 크기를 반영하는

세포막 용량(Cm, pF)간의 상관관계를 보여준다.
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3333....2222.... 주주주주골골골골반반반반절절절절 신신신신경경경경세세세세포포포포 종종종종류류류류에에에에 따따따따른른른른 5555----HHHHTTTT3333 수수수수용용용용체체체체의의의의 특특특특성성성성

기존 연구에 의하면 MPG 신경세포 중 T-형 칼슘전류를 나타내는 대부분은

tyrosine hydroxylase에 대한 면역-조직학적 염색에서 양성을 보이는 교감신경세포

인 반면, T-형 전류가 없는 세포는 부교감신경을 포함한 기타 다른 신경세포들이

라 하였다(Zhu 등, 1995). 또 교감신경세포에 존재하는 T-형 칼슘통로는 세 가지

아형(α1G, α1H, α1I)중 α1H임이 이미 보고된 바 있다(Lee 등, 2002). 또한 T-형 칼

슘 전류 있는 교감신경에는 GABAA 수용체가 발현되어 있으며, 부교감 신경에는

GABAA 수용체 발현이 미미함이 보고되었다(Kong 등, 2002). 이러한 교감 및 부

교감 신경을 구분하는 기준을 바탕으로 본 실험에서는 5-HT 수용체 중 이온통로

로써 역할을 하는 수용체인 5-HT3 수용체가 세포군에 따라 발현의 차이가 있는지

를 칼슘 이미징 및 전기생리적 방법을 통하여 확인하였다.

그림 7A에 나타난 바와 같이 T-형 칼슘 전류가 있는 교감신경세포에서

GABAA 수용체 전류가 발생하며, T-형 전류가 없는 부교감 신경에서는 GABAA

전류가 유발되지 않았다. 선행연구(Kong 등, 2001)에서 GABAA 수용체의 활성은

교감 신경을 탈분극시켜 세포내 칼슘을 증가시키는 것이 관찰되었다. 따라서 세포

내 칼슘 이온농도 측정을 통해 여러 세포들 간에 GABA 및 5-HT에 의한 반응의

차이가 있는지를 확인하였다. 여러 개의 MPG 신경세포를 관찰하면서 GABA(10 μ

M)와 5-HT(10 μM)를 번갈아 가하여 GABA 및 5-HT에 의한 반응을 확인하였다.

GABA에 의해 칼슘이 증가하는 세포의 경우에는 5-HT에 반응하지 않았으며,

GABA에 반응하지 않은 세포의 경우에는 5-HT에 의한 칼슘의 증가가 관찰되었다

(그림 7B). 칼슘 이미징을 통해서 MPG 신경세포들 간에는 GABA와 5-HT에 대한

반응의 차이가 있음을 알 수 있었다.

다음은 세포들 간에 반응성의 차이를 패치 클램프 방법을 통하여 살펴보았다.

교감 신경세포에서는 선택적 GABAA 수용체 효현제인 mucimol(10 μM)에 의해 내

향성 전류가 유발되었으며, 5-HT(10 μM)에 의해서는 전류가 유발되지 않았다(그림

8A). 반면 mucimol에 반응하지 않은 부교감 신경세포는 5-HT에 의해 내향성 전
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류가 유발되었다(그림 8B). MPG 신경세포는 mucimol에 반응하는 세포(57.3 %)와

5-HT에만 반응하는 세포(30.9 %), 그리고 두 가지 모두에 반응하는 세포(11.8 %)

로 구분되었다(그림 8C-F). Mucimol에만 반응하는 세포에서 기록된 mucimol과

5-HT에 의한 내향성 전류의 크기는 각각 5.5±0.7nA와 0.04±0.01 nA(n=39,

p<0.001, 그림 8D, F)였으며, 이동 전하량은 각각 40.2±4.2 nC과 0.1±0.03 nC(n=39,

p<0.001, 그림 8D, F)다. 5-HT에 반응하는 세포에서 기록된 mucimol과 5-HT에 의

한 내향성 전류의 크기는 각각 0.14±0.03 nA와 3.3±0.3 nA(n=21, p<0.001, 그림

8D, F)였으며, 이동 전하량은 각각 0.9±0.2 nC과 8.8±1.4 nC(n=21, p<0.001, 그림

8D, F)였다. 두 가지 모두에 반응하는 세포의 mucimol과 5-HT에 의한 내향성 전

류 크기는 각각 3.3±0.8 nA와 3.9±0.9 nA(n=8, p>0.05, 그림 8D, F)였으며, 이동

전하량은 각각 24.1±6.8 nC과 8.1±2.4 nC(n=8, p<0.001, 그림 8D, F)였다.

세포에 따라 5-HT가 막전압에 미치는 영향을 확인하였다. GABAA 수용체 전

류 유무와 세포막 특성을 이용하여 세포를 구분하였다. 부교감 신경세포에서

5-HT는 탈분극을 유발하였으며, 교감신경세포에서는 탈분극이 일어나지 않았다.

동일 세포에서 막전압 고정(voltage-clamp) 상태로 전환하여 막전류를 측정하면 부

교감 신경에서는 내향성 전류가 유발되고 교감 신경세포는 그렇지 않음을 관찰할

수 있다(그림 9A, B). 이상의 결과들을 볼 때 5-HT3 수용체는 GABAA 수용체가

발현되지 않은 부교감 신경세포에 주로 존재하며, 세포막을 탈분극 시킴을 알 수

있었다.
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그그그그림림림림 7777.... 주주주주골골골골반반반반절절절절 세세세세포포포포에에에에서서서서 GGGGAAAABBBBAAAA와와와와 5555----HHHHTTTT에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘 변변변변화화화화.... 그림 A는

T-형 칼슘 전류와 GABA 전류를 기록한 것이다. T-형 전류는 막전압을 -100 mV에 고

정한 상태에서 -30 mV까지 탈분극 자극을 가하여 기록하였으며, GABA 전류는 막전압

을 -80 mV에 고정하여 기록하였다. B. GABA(10 μM) 및 5-HT(10 μM)에 의한 세포내

칼슘 변화를 형광 칼슘 이미징 방법으로 측정하였다. 두개의 세포를 동시에 측정하였

으며 GABA와 5-HT를 번갈아 관류하였다. 붉은 색으로 갈수록, 크기가 커질수록 세포

내 칼슘 증가가 큰 것을 의미하며, 세포내 칼슘은 Fluo-3/AM(5 μM)을 부하하여 냉각

CCD를 이용한 형광 이미징 장치를 통해 측정하였다. GABA 및 5-HT를 가한 순서에

따른 차이는 없었다.
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그그그그림림림림 8888.... 주주주주골골골골반반반반절절절절 신신신신경경경경세세세세포포포포 종종종종류류류류에에에에 따따따따른른른른 GGGGAAAABBBBAAAAAAAA 및및및및 5555----HHHHTTTT3333 수수수수용용용용체체체체 전전전전류류류류.... A. 교

감 신경세포에서 GABAA 수용체 효현제인 mucimol(10 μM) 및 5-HT(10 μM)에 의

해 유발된 전류. B. 부교감 신경세포에서 관찰되는 mucimol 및 5-HT에 의해 유발된

전류. A 및 B는 모두 막전압을 -80 mV에 고정한 상태에서 약물을 10초간 가하여 기록

하였다. C. mucimol 및 5-HT에 의한 peak 전류의 크기를 (x,y) 좌표로 나타내었다.

Mucimol 및 5-HT 활성화 전류는 절대값(-nA)으로 표시하였다. D. Mucimol에만 반응하

는 세포(n=39), 5-HT에만 반응하는 세포(n=21) 및 모두에 반응하는 세포군(n=8)의 peak

전류값의 요약. E. mucimol 및 5-HT에의해 이동한 전하량(C) 값을 (x,y) 좌표로 나타내

었다. 전하량은 절대값(-nC)으로 표시하였다. F. Mucimol에만 반응하는 세포, 5-HT에만

반응하는 세포 및 모두에 반응하는 세포군의 전하량 값의 요약. 전류 기록 모두는

gramicidin-perforated patch 방법을 사용하여, 전압 고정법(HP=-80 mV)하에서 측

정하였다. 데이터는 평균±표준오차로 나타내었으며, **p<0.001, *p<0.05
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그그그그림림림림 9999.... 5555----HHHHTTTT가가가가 주주주주골골골골반반반반절절절절 신신신신경경경경세세세세포포포포의의의의 막막막막 전전전전압압압압 및및및및 전전전전류류류류에에에에 미미미미치치치치는는는는 효효효효과과과과.... A. 교감

신경세포에서 5-HT에 의한 막전압의 변화 및 전류의 변화. B. 부교감 신경세포에서

5-HT에 의한 막전압 및 막전류의 변화. GABAA 전류 유무 및 세포막 특성으로 세포

를 구분하였다. 막전압은 전류 고정법 하에서, 전류는 전압 고정법으로 측정하였

다.
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3333....3333.... 5555----HHHHTTTT3333 전전전전류류류류의의의의 농농농농도도도도----반반반반응응응응 관관관관계계계계 및및및및 5555----HHHHTTTT3333 수수수수용용용용체체체체 차차차차단단단단제제제제의의의의

효효효효과과과과들들들들

5-HT에 의해 활성화되는 전류의 크기는 0.3 μM～100 μM의 범위에서 가한 농

도에 비례하여 증가하는 농도 의존적 반응을 나타내었다(그림 10A). 30 μM 이상

의 농도에서 포화(saturation)되는 경향을 보였으며, 5-HT의 EC50는 3.4 μM(n=6)이

었다. 5-HT에 의해 활성화 되는 전류가 5-HT3 수용체를 통한 것인지 확인하기 위

하여 5-HT3 수용체 차단제를 사용하여 확인하였다. 그림 11A는 10 μM 5-HT에 의

해 활성화 되는 전류가 5-HT3 수용체 차단제인 MDL7222(1 μM)에 의해 완전히

차단되는 것을 보여준다. 5-HT에 의해 활성화 되는 전류는 MDL7222 뿐만 아니라

또 다른 5-HT3 수용체 차단제인 Y25130(10 μM)에 의해서도 완전 차단되었다(그림

11B). 이상의 결과로 MPG 신경세포에서 활성화되는 전류는 5-HT3 수용체 전류임

을 알 수 있었다.

3333....4444.... 5555----HHHHTTTT3333 수수수수용용용용체체체체 활활활활성성성성에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘 이이이이온온온온 농농농농도도도도 변변변변화화화화

칼슘 이온 농도 측정에 사용되는 형광 염료(fura-2/AM)를 이용하여 5-HT에

의하여 칼슘이 증가하는 기전을 확인하고자 하였다. 전기생리 실험장치와 형광측

정장치를 결합하여, 막전압 혹은 전류 변화와 세포내 칼슘 농도 변화를 동시에 측

정하였다. 그림 12A에 나타난 바와 같이 막전류 고정 상태에서 5-HT(10 μM)는 막

전압의 탈분극과 함께 세포내 칼슘 농도를 급격히 증가시켰다. 한편 막전압을 -80

mV에 고정하여 막전압 의존성(voltage-dependent) 칼슘 통로의 활성화를 배재한

상태에서도 5-HT는 내향성 전류와 함께 세포내 칼슘 농도를 증가시켰다(그림

12B). 막전압 고정법으로 측정한 칼슘 유입 양이 전류 고정법으로 측정한 양보다

다소 적음을 알 수 있었다. 이는 전류를 고정한 경우 세포내 칼슘 이온의 유입이

5-HT3 수용체 통해 직접 유입되는 부분과 5-HT에 의한 탈분극으로 막전압 의존적

칼슘통로가 활성되어 들어오는 부분이 같이 있음을 의미한다.



- 36 -

그그그그림림림림 11110000.... 5555----HHHHTTTT에에에에 의의의의해해해해 활활활활성성성성화화화화 된된된된 전전전전류류류류의의의의 농농농농도도도도----반반반반응응응응 관관관관계계계계.... A. 막전압을 -80 mV로

고정시킨 상태로 여러 농도의 5-HT 투여에 의해 유도되어진 전류를 관찰하였다. 0.3 μ

M에서 100 μM까지 5-HT의 농도를 증가시켰을 때 전류의 크기가 증가하는 것을

보여준다. B. 농도를 증가시켰을 때 유도된 전류 최대 값의 농도-반응 관계

(concentration-response relationship)를 나타낸다. 데이터는 평균±표준오차로 나타

내었다.
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그그그그림림림림 11111111.... 5555----HHHHTTTT에에에에 의의의의해해해해 활활활활성성성성화화화화 된된된된 전전전전류류류류에에에에 대대대대한한한한 5555----HHHHTTTT3333 수수수수용용용용체체체체 차차차차단단단단제제제제의의의의 효효효효과과과과.... A.

막전압을 -80 mV로 고정시킨 상태에서 10 μM 5-HT에 의해 유발된 내향성 전류에

5-HT3 수용체 차단제가 미치는 영향을 확인하였다. 5-HT에 의해 유발된 내향성 전

류는 5-HT3 수용체 차단제 중 하나인 MDL7222(1 μM) 전처치에 의해 완전 차단되

는 것을 보여준다. B. 5-HT에 의해 활성화된 전류에 대한 5-HT3 수용체 차단제들

의 억제효과를 요약하였다. MDL7222와 Y25130의 농도는 각각 1 μM과 10 μM이

었으며, 데이터는 평균±표준오차로 나타내었다. 실험 례수는 4-5례.
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그그그그림림림림 11112222.... 막막막막전전전전류류류류 및및및및 전전전전압압압압 고고고고정정정정 상상상상태태태태에에에에서서서서 5555----HHHHTTTT에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온 농농농농도도도도 변변변변

화화화화.... A. 막전류 고정 상태(current-clamp, I=0)에서 10 μM 5-HT 투여에 의한 막전압의

변화와 세포내 칼슘이온농도 변화를 동시에 기록하였다. B. 막전압 고정 상태

(voltage-clamp, HP=-80 mV)에서 5-HT에 의한 막전류의 변화와 세포내 칼슘이온 농도

변화를 동시에 기록한 결과이다. 이때 막전류 및 전압 고정은 그라미시딘 천공 패치

클램프 방법을 사용하였으며, 세포내 칼슘이온도농도 측정은 칼슘 측정 염료인 fura-2

를 부하시켜 형광 측정 장치로 기록하였다. 칼슘 농도는 340 nm와 380 nm로 여기

(excitation) 시켰을 때 방출되는 빛의 세기의 비(Ratio F340/F380)로 나타내었다. MP는 막

전압(membrane potential)을 나타냄.
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3333....5555.... GGGGAAAABBBBAAAABBBB 수수수수용용용용체체체체 활활활활성성성성이이이이 5555----HHHHTTTT3333 수수수수용용용용체체체체에에에에 미미미미치치치치는는는는 영영영영향향향향

5-HT3 수용체는 다양한 신경전달물질로부터 영향을 받을 수 있다. 본 실험에

서는 5-HT3 수용체가 GABA 수용체 중 하나인 GABAB 수용체에 의해 조절되는

가를 확인하였다. GABAB 수용체는 G-단백질과 연결된 수용체로서 baclofen에 의

해 활성화된다. 그림 13A는 5-HT에 의해 유발되는 내향성 전류가 GABAB 수용체

효현제인 baclofen(10 μM)에 의해 가역적으로 억제되는 것을 보여준다. 이러한 결

과와 일치하게 baclofen은 효과는 5-HT에 의한 탈분극을 억제하였다(그림 13B).

Baclofen은 5-HT3 수용체 효현제인 mCPBG에 의해 활성화되는 전류 역시 억제하

였다(그림 14A). 5-HT 및 mCPBG(10 μM)에 의해 유발된 전류의 크기는 각각

-1108±259.5 pA와 -443.3±88.3 pA였으며, baclofen을 전처치 하였을 경우 전류의

크기는 각각 -129.5±43.0 pA, -69.2±14.45 pA로 감소하였다(그림 13AB).

Baclofen에 의한 5-HT3 수용체 전류 억제효과가 GABAB 수용체를 매개하여

이루어지는지를 확인하기 위하여 GABAB 수용체 차단제인 CGP35348을 사용하여

확인하였다. 그림 15A는 5-HT에 의해 활성화된 내향성 전류가 baclofen에 의해

억제되며, CPG35348을 전처치 하였을 때 회복되는 것을 보여준다. 5-HT에 의해

활성화되는 전류의 크기는 -528±68.8 pA(n=4)였으며, baclofen에 의해 -60.3±20.3

pA로 감소하였으며, CGP35348을 baclofen과 함께 전처치 하였을 경우에는

-356±29.8 pA로 회복되었다. 따라서 baclofen에 의한 5-HT3 수용체 전류 억제는

GABAB 수용체 활성화에 의해서 일어남을 알 수 있었다.

GABAB 수용체가 5-HT3 수용체에 의한 칼슘 증가에 영향을 미치는지를 확인

하였다. 세포내 칼슘 농도는 Fura-2/AM를 MPG 세포에 부하한 뒤 기록하였다.

부교감 신경에서 5-HT (10 μM)는 세포내 칼슘농도를 증가시켰으며, 5-HT에 의한

칼슘 증가는 5-HT3 수용체 차단제인 MDL7222(1 μM)에 의해 완전히 차단되었다

(그림 16A). 5-HT에 의해 증가된 칼슘은 baclofen 전처치에 의해 현저히 감소하였

으며, baclofen을 제거한 후에는 5-HT에 의한 반응이 회복되는 양상을 보였다(그

림 16B). 칼슘 농도는 340 nm와 380 nm로 여기하였을 때 방출되는 빛의 세기의 비
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(Ratio F340/F380)로 나타내었으며, 칼슘 농도 변화된 양은 Δratio (F340/F380)로 나타내었

는데, 10 μM 5-HT에 의해 증가된 ratio는 0.8±0.2였으며, baclofen을 전처치 한경

우에는 0.09±0.07, baclofen을 제거한 다음 다시 5-HT를 가하였을 경우에는 0.7±0.2

였다(그림 16C, p<0.01).

3333....6666.... AAAAddddeeeennnnyyyyllllyyyyllll ccccyyyyccccllllaaaasssseeee와와와와 pppprrrrooootttteeeeiiiinnnn kkkkiiiinnnnaaaasssseeee AAAA 억억억억제제제제가가가가 5555----HHHHTTTT3333 수수수수용용용용체체체체

활활활활성성성성에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘증증증증가가가가에에에에 미미미미치치치치는는는는 영영영영향향향향

부교감 MPG 세포에서 5-HT3 수용체 활성화에 의한 칼슘 증가가 adenylyl

cyclase (AC)-PKA 경로를 통해 일어나는지를 확인하였다. 5-HT를 가하였을 경우

칼슘이 증가하였으며(Δratio=0.72±0.2, n=4) AC 억제제인 SQ22536(200 μM)을 전처

치 한 후엔 5-HT에 의한 칼슘 증가가 현저히 감소하였다(Δratio=0.06±0.02, n=4,

p<0.01, 그림 17A, B). SQ22536을 제거한 후에는 5-HT에 의한 효과가 회복되었

다. 5-HT3 수용체에 PKA가 미치는 효과를 알아보기 위해서는 세포막 투과가 가능

한 myristolylated PKA inhibitor (PKAI)를 이용하여 확인하였다. 5-HT에 의한 칼

슘 증가(Δratio=0.83±0.2, n=4)는 PKAI(100 nM)을 전처치 한 후엔 증가가 현저히

감소하였다(Δratio=0.09±0.07, n=4, p<0.01, 그림 17C, D). GABAB 수용체는 G-단백

질과 연결되어 있으며, Gi/o 단백질을 활성화하여 AC를 억제하는 것으로 알려져있

다. AC와 PKA 억제는 5-HT3 수용체에 의한 칼슘 증가를 감소시켰으며, 이는

GABAB 수용체 활성화에 의한 칼슘 증가 억제와 유사하였다. 따라서 MPG 세포에

서 GABAB 수용체는 AC-PKA 의존적 경로를 통해 5-HT3 수용체 활성에 의한 칼

슘 증가를 조절할 것으로 사료된다.

3333....7777.... FFFFoooorrrrsssskkkkoooolllliiiinnnn이이이이 5555----HHHHTTTT3333 수수수수용용용용체체체체 활활활활성성성성에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘증증증증가가가가에에에에

미미미미치치치치는는는는 영영영영향향향향

5-HT3 수용체 활성화에 의한 칼슘 증가가 AC 활성제인 forskolin(FSK)에 의해
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영향을 받는지를 확인하였다. FSK는 AC를 활성화하여 세포내 cAMP의 농도를 증

가시키며, 증가된 cAMP는 PKA 활성화하여 다양한 생리적 기능을 수행한다.

5-HT(10 μM)에 의한 칼슘 증가(Δratio=0.4±0.05, n=5)는 FSK(1 μM) 전처치 한 후

에 현저히 증가하였다(Δratio=1.04±0.27, n=5, p<0.01, 그림 18A,B). 이는 5-HT3 수

용체 활성화에 의한 칼슘 증가가 세포내 cAMP에 의해 조절됨을 의미한다.
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그그그그림림림림 11113333.... GGGGAAAABBBBAAAABBBB 수수수수용용용용체체체체 활활활활성성성성이이이이 5555----HHHHTTTT에에에에 의의의의한한한한 전전전전류류류류 및및및및 탈탈탈탈분분분분극극극극에에에에 미미미미치치치치는는는는 영영영영향향향향....

A. 막전압을 -80 mV에 고정한 후 10 μM 5-HT를 가하여 내향성 전류를 유발시켰다.

반복투여시 크기가 일정함을 확인한 후에 GABAB 수용체 효현제인 baclofen(10 μM)

을 전처치하여 5-HT 전류에 미치는 영향을 확인하였으며, 약물을 제거한 다음 다

시 회복되는 것을 확인하였다. B. 막전류 고정 상태(current-clamp, I=0)에서 10 μM

5-HT 투여에 의한 탈분극에 baclofen이 미치는 효과.
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그그그그림림림림 11114444.... GGGGAAAABBBBAAAABBBB 수수수수용용용용체체체체 활활활활성성성성이이이이 5555----HHHHT3 전전전전류류류류에에에에 미미미미치치치치는는는는 영영영영향향향향.... A. 부교감 신경세포

에서 5-HT3 수용체 효현제인 mCPBG(10 μM)에 의해 유도되어진 전류를 baclofen

이 억제하는 것을 보여주며, bacofen을 제거하면 원래의 크기로 되돌아오는 것을

볼 수 있다. B. 5-HT 및 mCPBG에 의해 유발된 내향성 전류에 baclofen의 억제 효

과를 요약하였다. 모든 기록은 gramicidin-perforated patch 하에서 막전압을 -80 mV에

고정하여 실험하였다. 데이터는 평균±표준오차로 나타내었다. 실험 례수는 5-6례.
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그그그그림림림림 11115555.... GGGGAAAABBBBAAAABBBB 수수수수용용용용체체체체 차차차차단단단단제제제제가가가가 bbbbaaaaccccllllooooffffeeeennnn의의의의 억억억억제제제제효효효효과과과과에에에에 미미미미치치치치는는는는 영영영영향향향향.... A. 부교

감 신경세포에서 5-HT(10 μM)에 의해 유도되어진 전류를 baclofen(10 μM)이 억제

하는 것과 bacofen 억제효과가 GABAB 수용체 차단제인 CGP35348(10 μM)에 의해

감소되는 것을 보여준다. B. 5-HT에 의해 유발된 내향성 전류에 baclofen의 억제 효

과와 GABAB 수용체 차단제 효과를 요약하였다. 모든 기록은 gramicidin-perforated

patch 하에서 막전압을 -80 mV에 고정한 상태에서 하였으며, 데이터는 평균±표준오차

로 나타내었다.
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그그그그림림림림 11116666.... GGGGAAAABBBBAAAABBBB 수수수수용용용용체체체체 활활활활성성성성이이이이 5555----HHHHTTTT에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘 증증증증가가가가에에에에 미미미미치치치치는는는는 영영영영

향향향향.... A. 부교감 신경세포에서 5-HT(10 μM)에 의한 세포내 칼슘 증가가 5-HT3 차단

제(MDL7222, 1 μM)에 의해 차단되어, 5-HT에 의한 칼슘 증가가 5-HT3 수용체를

통해 일어남을 알수 있다. B. 5-HT에 의한 칼슘 증가는 baclofen(10 μM) 전처치에

의해 현저히 억제되었으며, baclofen을 제거한 후에는 회복되었다. C. 5-HT에 의한

칼슘증가에 미치는 baclofen의 효과 요약. 세포내 칼슘이온도농도 측정은 칼슘 측정

염료인 fura-2를 부하시켜 형광 측정장치로 기록하였다. 막대 그래프의 y축은 Δratio 로

표시하였다. 데이터는 평균±표준오차로 나타내었다. 실험 례수는 5례. **p<0.01
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그그그그림림림림 11117777.... AAAAddddeeeennnnyyyyllllyyyyllll ccccyyyyccccllllaaaasssseeee와와와와 PPPPKKKKAAAA가가가가 5555----HHHHTTTT에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘 증증증증가가가가에에에에 미미미미치치치치는는는는

영영영영향향향향.... A. 5-HT(10 μM)에 의한 세포내 칼슘 증가에 대한 AC 억제제인

SQ22536(200 μM) 전처치 효과. B. SQ22536 전처치 전후의 5-HT에 의한 칼슘 증

가 요약. WO는 SQ22536을 충분히 제거한 다음 다시 5-HT를 가하였을 경우임. C.

5-HT(10 μM)에 의한 세포내 칼슘 증가에 대한 PKA 억제제인 myristoylated PKA

inhibitor(PKAI, 100 nM) 전처치 효과. D. PKAI 전처치 전후의 5-HT에 의한 칼슘

증가 요약. 두 번째 5-HT는 PKAI을 충분히 제거한 다음 다시 가하였을 경우임.

세포내 칼슘이온도농도 측정은 칼슘 측정 염료인 fura-2를 부하시켜 형광 측정장치로

기록하였으며, 그래프의 y축은 Δ ratio로 표시하였다. 데이터는 평균±표준오차로 나타

내었다. 실험 례수는 4-5례, **p<0.01
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그그그그림림림림 11118888.... FFFFoooorrrrsssskkkkoooolllliiiinnnn이이이이 5555----HHHHTTTT에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘 증증증증가가가가에에에에 미미미미치치치치는는는는 영영영영향향향향.... A.

5-HT(10 μM)를 가하여 세포내 칼슘을 증가시켰으며, AC 활성제인 forskolin(FSK,

1 μM)을 전처치한 후 5-HT에 의한 칼슘 증가를 확인하였다. B. FSK 전처치 전후

의 5-HT에 의한 칼슘 증가 요약. 세포내 칼슘이온농도 측정은 칼슘 측정 염료인

fura-2를 부하시켜 형광 측정장치로 기록하였으며, 그래프의 y축은 ratio의 증가분(Δ

ratio)으로 표시하였다. 데이터는 평균±표준오차로 나타내었다. 실험 례수는 5례.
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3333....8888.... 5555----HHHHTTTT3333 및및및및 GGGGAAAABBBBAAAABBBB 수수수수용용용용체체체체의의의의 분분분분자자자자생생생생물물물물학학학학적적적적 동동동동정정정정

MPG 신경세포에서 발현되는 5-HT3 및 GABAB 수용체를 확인하기 위해,

MPG를 비롯한 또 다른 자율신경절세포인 상경신경절(superior cervical ganglia,

SCG)과 뇌의 조직으로부터 mRNA를 분리한 다음, 특정 수용체에 선택적인

primer를 이용하여 역전사 중합 연쇄반응을 실시하였다. 5-HT3 수용체는 두 가지

아형 즉 5-HT3A와 5-HT3B가 알려져 있다. MPG와 SCG에는 5-HT3A 및 5-HT3B 모

두가 발현되어있으며, 뇌에는 5-HT3A만 확인할 수 있었다. GABAB 수용체는

GABAB1과 GABAB2 두 종류의 소단위가 이합체(heterodimer)를 구성하는데,

GABAB 수용체의 GABAB1과 GABAB2은 MPG, SCG 및 뇌에서 모두 발현되어있음

을 확인할 수 있다(그림 19A, B).

3333....9999.... GGGG----단단단단백백백백질질질질과과과과 관관관관련련련련된된된된 5555----HHHHTTTT 수수수수용용용용체체체체들들들들의의의의 분분분분자자자자생생생생물물물물학학학학적적적적 동동동동정정정정

MPG 신경세포에서 발현되는 metabotropic 5-HT 수용체를 확인하기 위해,

MPG로부터 mRNA를 분리한 다음 특정 수용체에 선택적인 primer(표 2)를 이용

하여 역전사 중합 연쇄반응을 실시하였다. 5-HT3를 제외한 12 종류의 5-HT 수용

체의 발현유무를 확인하였다. 그 결과 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT2B, 5-HT4, 5-HT5B,

5-HT6 및 5-HT7 수용체의 발현이 확인되었다(그림 20).
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그그그그림림림림 11119999.... MMMMPPPPGGGG에에에에 발발발발현현현현된된된된 5555----HHHHTTTT3333 및및및및 GGGGAAAABBBBAAAABBBB 수수수수용용용용체체체체의의의의 분분분분자자자자생생생생물물물물학학학학적적적적 동동동동정정정정....

자율신경절인 MPG와 SCG 그리고 뇌에서 발현되는 5-HT3 수용체 아형(A) 및

GABAB 수용체 소단위(B)들을 확인하기 위해, 이들 조직으로부터 mRNA를

분리한 다음, 특정 아형 또는 소단위에 선택적인 primer를 이용하여 역전사

연쇄중합반응을 실시하였다. 대조군으로 glyceraldehyde-3-phosphate dehydro

-genase(GAPDH)를 사용하였으며, M은 DNA size marker임.
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그그그그림림림림 22220000.... 주주주주골골골골반반반반절절절절에에에에 발발발발현현현현된된된된 mmmmeeeettttaaaabbbboooottttrrrrooooppppiiiicccc 5555----HHHHTTTT 수수수수용용용용체체체체의의의의 분분분분자자자자생생생생물물물물학학학학적적적적 동동동동

정정정정.... MPG 존재하는 metabotropic 5-HT 수용체 아형을 확인하기 위해, 조직으

로부터 RNA를 분리한 다음, 특정 수용체에 선택적인 primer를 이용하여 역

전사 연쇄중합반응을 실시하였다. 대조군으로 glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase (GAPDH)를 사용하였으며, M은 DNA size marker임.
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3333....11110000.... 주주주주골골골골반반반반 신신신신경경경경세세세세포포포포에에에에서서서서 5555----HHHHTTTT2222 수수수수용용용용체체체체 활활활활성성성성이이이이 세세세세포포포포내내내내칼칼칼칼슘슘슘슘에에에에

미미미미치치치치는는는는 영영영영향향향향

5-HT2 수용체는 G-단백질과 연결된 수용체로서 주로 PLC-β를 매개로 신호전

달을 한다(Peroutka, 1995; Barns 및 Sharp, 1999). 다른 metabotropic 5-HT 수용체

들과 마찬가지로 5-HT2 수용체는 세포에 따라 다른 신호전달 경로를 가지기도 한

다(Raymond 등, 2001). 5-HT2 수용체는 세포에 따라 여러 신호전달체계를 가지며,

세포내 칼슘 변화 및 이온통로 활성에 중요한 역할을 담당한다. RT-PCR 분석을

통해 5-HT2B 수용체가 MPG에 발현되어 있음을 확인하였다(결과 3.9. 참조). 따라

서 본 실험에서는 5-HT 및 5-HT2 수용체 효현제를 사용하여, 이들에 의해 세포내

칼슘 변화를 측정하고자 하였다. 교감 신경세포에서 5-HT(10 μM) 및 5-HT2B 수용

체의 선택적 효현제인 BW723C86(10 μM)은 세포내 칼슘을 증가시켰다(그림 21A).

부교감 신경세포에서 5-HT는 5-HT3 수용체를 활성화하여 일시적인(transient) 칼슘

반응을 보였으며, BW723C86에 의해서는 상대적으로 느린 증가를 보였다(그림

21B). BW723C86에 의해 증가되는 칼슘의 양은 교감 및 부교감 신경세포에서 차

이를 보이지 않았다(그림 21C, p>0.05).

교감 및 부교감 신경세포에서 BW723C86에 의해 유발되는 세포내 칼슘 증가

가 5-HT2B 수용체를 활성화하여 일어난 것임을 확인하기 위하여 선택적 5-HT2B 수

용체 차단제인 SB204741(10 μM)를 전처치 하였다. SB204741를 전처치 한 후에는

교감 및 부교감 신경세포 모두에서 BW723C86에 의한 칼슘 증가가 소실되었다(그

림 22A-C, p<0.01). BW723C86의 농도가 10 μM, 30 μM 그리고 100 μM로 증가할

수록 BW723C86에 의한 칼슘 증가가 커지는 농도-의존적 반응을 나타냈다(그림

22D). 이상의 결과를 볼 때 5-HT2B 수용체는 MPG 신경세포에서 세포의 종류와는

상관없이 세포내 칼슘 증가를 유발함을 알 수 있었다.
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그그그그림림림림 22221111.... 5555----HHHHTTTT2222BBBB 수수수수용용용용체체체체 활활활활성성성성이이이이 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘 증증증증가가가가에에에에 미미미미치치치치는는는는 영영영영향향향향.... A, B. 교감(A)

및 부교감 신경세포(B)에서 5-HT(10 μM)와 BW723C86(10 μM)를 가하여 세포내 칼

슘 변화를 관찰하였다. C. 5-HT 및 BW723C86에 의한 세포내 칼슘 증가 값의 요

약. 흰색 그래프는 교감신경세포, 검은색 그래프는 부교감 신경세포의 값을 나타

낸다. 막대 그래프의 y축은 칼슘 증가를 반영하는 ratio(F340/F380)의 증가분(Δ Ratio)으

로 나타내었다. 세포내 칼슘이온도농도 측정은 칼슘 측정 염료인 fura-2/AM을 부하시

켜 형광 측정장치로 기록하였으며, 데이터는 평균±표준오차로 나타내었다. 실험 례수

는 5-6례.
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그그그그림림림림 22222222.... 5555----HHHHTTTT2222BBBB 수수수수용용용용체체체체 차차차차단단단단제제제제가가가가 5555----HHHHTTTT2222BBBB에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘 증증증증가가가가에에에에 미미미미치치치치는는는는

영영영영향향향향.... A 및 B. 교감(A) 및 부교감 신경세포(B)에서 5-HT2B 수용체 차단제인

SB204741 전처치 전후의 BW723C86(10 μM)에 의한 칼슘 변화를 기록하였다. C.

5-HT2B 차단제인 SB204741 전처치 전(BW723C86 only)과 후(+SB204741)의

BW723C86에 의한 칼슘 증가 요약. D. BW723C86 농도에 따른 세포내 칼슘 증가

값의 요약. 막대 그래프의 y축은 칼슘 농도를 반영하는 ratio(F340/F380)의 증가분(Δ

Ratio)으로 나타내었다. 세포내 칼슘이온도농도 측정은 칼슘 측정 염료인 fura-2/AM를

부하시켜 형광 측정장치로 기록하였으며, 데이터는 평균±표준오차로 나타내었다. 실험

례수는 4-6.
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3333....11111111.... 세세세세포포포포외외외외 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이 5555----HHHHTTTT2222 수수수수용용용용체체체체 활활활활성성성성에에에에 의의의의한한한한 칼칼칼칼슘슘슘슘 증증증증가가가가에에에에

미미미미치치치치는는는는 영영영영향향향향

세포 종류에 따른 5-HT2B 수용체에 의한 칼슘 증가의 차이가 없었으므로(결과

3.10 참조), 이후의 실험에서는 5-HT3 수용체가 없는 교감 신경세포에서 세포내 칼

슘 농도를 측정하였다. 5-HT2B 수용체는 세포내 칼슘 저장소로부터 칼슘을 동원하

는 것으로 알려져 있다(Ullmer 등, 1996, Foguet 등, 1992). 따라서 5-HT2B 수용체

활성화에 의한 세포내 칼슘이온 농도 증가가 세포외 칼슘유입 때문인지, 세포내

칼슘 저장소로부터의 유리인지를 확인하였다. 먼저 정상 2 mM Ca2+이 포함된 정

상 관류액하에서 BW723C86(10 μM) 가하여 칼슘 증가가 일어나는지를 확인한 후,

세포외액에서 칼슘을 제거한 Ca2+-free 용액으로 5분이상 관류시킨 후 BW723C86

을 세포에 가하여 칼슘 변화를 확인하였다. Ca2+-free 용액을 관류시키면 기저

(basal) 칼슘 농도가 감소하는 경향을 보이며, 이 상태에서 BW723C86를 가하면

정상 칼슘일 때와는 달리 칼슘 증가가 관찰되지 않았다(그림 23A). 관류액의 순서

를 바꾸어 실험하여도 동일한 결과를 얻을 수 있었는데 이는 BW723C86에 의해

증가하는 세포내 칼슘은 세포내 칼슘 저장소로부터 유리되는 것이 아니라 세포외

로부터 유입되는 것임을 알 수 있었다.

3333....11112222.... 비비비비선선선선택택택택적적적적 양양양양이이이이온온온온 통통통통로로로로 차차차차단단단단제제제제가가가가 5555----HHHHTTTT2222BBBB 수수수수용용용용체체체체 활활활활성성성성에에에에 의의의의

한한한한 칼칼칼칼슘슘슘슘 증증증증가가가가에에에에 미미미미치치치치는는는는 영영영영향향향향

5-HT2B 수용체에 의해 매개되는 칼슘 유입이 비선택적 양이온통로

(non-selective cation channel, NSCC)를 통해 일어나는지를 확인하기 위해 NSCC

차단제인 La3+과 Gd3+ 사용하였다. 그림 24A는 BW723C86(100 μM)에 의한 칼슘

증가가 NSCC 차단제인 La3+(100 μM)에 의해 완전 소실되는 것을 보여준다. La3+

을 제거한 후 다시 BW723C86를 가하면 세포내 칼슘 증가가 다시 관찰되었다.

BW723C86에 의한 칼슘 증가는 La3+뿐만 아니라 또 다른 NSCC 차단제인 Gd3+(10
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μM)에 의해서도 완전 소실되었다(그림 24B). 이러한 결과는 BW723C86에 의한 칼

슘 유입이 NSCC를 통한 것임을 시사한다.
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그그그그림림림림 22223333.... 세세세세포포포포외외외외 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이 5555----HHHHTTTT2222BBBB 수수수수용용용용체체체체 활활활활성성성성에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 변변변변화화화화에에에에

미미미미치치치치는는는는 효효효효과과과과.... AAAA.... 정상 관류액(2 mM Ca2+)에서 100 μM BW723C86(BW)을 가하여 칼슘

증가를 확인한 후, 세포외 칼슘을 제거한 Ca2+-free 관류액(0 mM Ca2+)을 5분간 관류한

후 100 μM BW723C86에 의한 세포내 칼슘이온농도의 변화를 관찰하였다. Ca2+-free 조

건에서는 세포내 기저(basal) 칼슘 농도가 조금 감소하였으며, BW723C86에 의해 칼슘

변화는 관찰되지 않았다. B. 정상 관류액과 Ca2+-free 관류액 조건에서 30 μM 과 100 μ

M의 BW723C86에 의해 증가되는 칼슘의 양을 비교하였다. 막대 그래프의 y축은 칼슘

농도를 반영하는 fura-2의 ratio(F340/F380)의 증가분(ΔRatio)으로 나타내었으며, 데이터는

평균±표준오차로 나타내었다. 실험 례수는 4-5례. ** p<.001
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그그그그림림림림 22224444.... 비비비비선선선선택택택택적적적적 양양양양이이이이온온온온 통통통통로로로로 차차차차단단단단제제제제가가가가 5555----HHHHTTTT2222BBBB 수수수수용용용용체체체체 활활활활성성성성에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼

슘슘슘슘이이이이온온온온농농농농도도도도 변변변변화화화화에에에에 미미미미치치치치는는는는 효효효효과과과과.... A. 100 μM BW723C86(BW)을 가하여 세포내 칼슘이

온 농도의 변화를 확인한 다음 NSCC 차단제인 La3+(100 μM)을 전처치하여 BW에 의

한 칼슘 변화를 확인하였다. 충분히 정상 관류액으로 관류시킨 다음 BW를 다시

가하면 칼슘 증가가 회복되는 것을 관찰할 수 있다. B. BW723C86에 의한 칼슘증

가가 NSCC 차단제인 La3+(100 μM)과 Gd3+(10 μM)이 미치는 효과를 요약하였다. 막

대 그래프의 y축은 fura-2의 ratio(F340/F380)의 증가분(Δ Ratio)으로 나타내었으며, Ctl은

BW723C86에 의한 칼슘 증가 크기를 나타내며, WO은 NSCC 차단제를 제거한 후의

BW723C86에 의한 칼슘 증가 크기이다. 실험 례수는 5례. ** p<.001
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3333....11113333.... 5555----HHHHTTTT2222BBBB 수수수수용용용용체체체체 효효효효현현현현제제제제에에에에 의의의의해해해해 유유유유발발발발된된된된 내내내내향향향향성성성성 전전전전류류류류의의의의 특특특특성성성성

5-HT2B 수용체에 의해 매개되는 칼슘 증가가 NSCC 차단제인 La3+과 Gd3+ 등

에 의해 차단되었는데, 실제로 세포막을 통한 내향성 전류가 유발되는지를 확인하

였다. Gramicidin-perforated patch 상태에서 막전압을 -80 mV에 고정한 후 100 μ

M의 BW723C86를 가하였다. BW723C86는 내향성 전류를 유발하였으며(-145±11.0

pA, 그림 25A), 유발된 전류는 NSCC 차단제인 La3+(100 μM)에 의해 억제되었다

(-48±5.0 pA, 그림 25C). 내향성 전류가 유발되었을 때 -100 mV부터 +50 mV까지

ramp 자극을 주어 전류-전압 관계를 살펴보았다. BW723C86에 의해 유발된 전류

는 내향 전류보다는 외향성 전류의 크기가 더 크며, outward-going rectification

되는 특징을 보였다(그림 25C). 이상의 결과는 5-HT2B 수용체 활성에 의해 내향성

전류가 유발됨을 알 수 있다.

3333....11114444.... PPPPLLLLCCCC가가가가 5555----HHHHTTTT2222BBBB 수수수수용용용용체체체체에에에에 의의의의한한한한 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘 증증증증가가가가에에에에 미미미미치치치치는는는는

영영영영향향향향

5-HT2B 수용체는 Gq 단백질과 연결되어있으며, G-단백질은 phospholipase

C(PLC)를 활성화시킴으로 다양한 생리적 기능을 수행한다. MPG에서 5-HT2B 수용

체에 의한 칼슘 증가가 PLC를 매개하는지를 확인하였다. BW723C86에 의해 세포

내 칼슘 농도 증가하였으며, PLC 억제제인 1 μM U73122를 10분간 전처치 한 후

에는 BW723C86에 의한 칼슘 증가가 현저히 억제되었다(그림 26A, p<0.01). 한편

PLC 억제제의 비활성 형태인 U73343 전처치에 의해서는 여전히 칼슘 증가가 유

발되었다(그림 26B, p>0.05). 이상의 결과에서 5-HT2B 수용체 활성화에 의한 칼슘

증가는 PLC에 의해 매개됨을 알 수 있었다.
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그그그그림림림림 22225555.... 5555----HHHHTTTT2222BBBB 수수수수용용용용체체체체 활활활활성성성성에에에에 의의의의해해해해 유유유유발발발발된된된된 내내내내향향향향성성성성 전전전전류류류류의의의의 특특특특성성성성.... A. 막전압을 -80

mV에 고정한 상태에서 100 μM BW723C86을 가하여 전류가 유발되는지를 확인하였

다. B. BW723C86에 의해 내향성 전류가 유발될 때 -100 mV부터 +50 mV까지 ramp 전

압을 가하여 전류를 측정하였으며, 이것을 토대로 전류-전압 곡선을 그렸다. C.

BW723C86에 의해 유발된 내향성 전류에 NSCC 차단제인 La3+(100 μM)이 미치는 영

향을 살펴보았다. D. BW723C86(100 μM)에 의해 유발된 전류의 크기(BW only)와

La3+과 함께 가하였을 때 전류의 크기 값을 나타내었다(n=4). 전류값은 내향성 전

류의 최대값을 취하였다. 모든 측정은 그라미시딘 천공 패치 방법으로 측정하였으

며, steady-state 전류는 그림 3에서 설명한 것처럼 FeliX 프로그램으로 연결하여

기록하였고, pClamp6를 통해 ramp 전압을 가하였다. Y축은 유발된 전류의 절대

값(-nA)으로 나타내었다. 데이터는 평균±표준오차로 나타내었다. ** p<.001
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그그그그림림림림 22226666.... PPPPLLLLCCCC가가가가 5555----HHHHTTTT2222BBBB 수수수수용용용용체체체체 활활활활성성성성에에에에 의의의의한한한한 칼칼칼칼슘슘슘슘 증증증증가가가가에에에에 미미미미치치치치는는는는 영영영영향향향향.... A. 먼저

100 μM BW723C86(BW)을 가하여 칼슘 증가를 확인 한 다음 10분간 PLC 억제제인

U73122를 전처치(preTx)하였다. 전처치 후 다시 BW를 가하였을 때 칼슘 증가를 확인

하였다. B. 동일한 조건에서 U73122의 유사체로 PLC를 억제하지 않는 약물인 U73343

을 전처치하여 BW에 의한 칼슘 변화를 측정하였다. C. BW에 의해 증가되는 칼슘에

대한 U73122 및 U73343의 효과 요약. 막대 그래프의 y축은 fura-2의 ratio(F340/F380)의

증가분(Δ Ratio)으로 나타내었으며, 데이터는 평균±표준오차로 나타내었다. 실험 례수

는 5-6례. ** p<.001
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3333....11115555.... OOOOAAAAGGGG가가가가 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘 증증증증가가가가에에에에 미미미미치치치치는는는는 영영영영향향향향

NSCC의 후보인 transient receptor potential(TRP) 통로들은 DAG 자체나 DAG

metabolite들, 그리고 DAG에 의해 활성화되는 PKC 등 여러 세포내 조절자에 의

해 조절된다. 따라서 세포막 투과가 가능한 DAG 활성제인 oleyl-acetyl-glycerol

(OAG)에 의해 세포내 칼슘이 조절되는지를 살펴보았다. 정상 상태에서 100 μM

OAG를 가하게 되면 세포내 칼슘이 크게 증가하며 불규칙적인 칼슘 oscillation을

보였다(그림 27). 그림 27B에서 나타난 바와 같이 100 μM OAG는 세포외액에 칼

슘을 제거한 경우에 칼슘을 증가시키지 않았으며, 세포 외부에 칼슘이 있는 상태

에서만 칼슘 증가를 관찰할 수 있었다. 이러한 결과들로부터 DAG 활성화가 세포

외부로부터 세포내로 칼슘 유입을 증가시킨다는 것을 알 수 있다. DAG kinase는

ATP를 사용하여 DAG를 인산화시켜 phosphatidic acid(PA)로 만드는 기능을 한

다. DAG kinase 억제제인 R59949(DAG kinase inhibitor II)는 DAG가 인산화되어

PA로 생성되는 것을 차단하여 DAG 농도가 높아지는 효과를 나타낸다(Topham

및 Prescott, 1999). R59949(10 μM) 역시 세포내 칼슘을 증가시켰다. 이상의 결과들

은 DAG 활성화가 세포내 칼슘을 증가시킴을 시사한다.

3333....11116666.... 주주주주골골골골반반반반절절절절 신신신신경경경경세세세세포포포포에에에에 발발발발현현현현된된된된 TTTTRRRRPPPPCCCC 통통통통로로로로의의의의 분분분분자자자자생생생생물물물물학학학학적적적적

동동동동정정정정

MPG 신경세포에서 발현되는 TRPC 통로의 종류를 확인하기 위해, MPG로부

터 mRNA를 분리한 다음 특정 수용체에 선택적인 primer(표 4)를 이용하여 역전

사 연쇄중합반응을 실시하였다. TRPC1-7 중 TRPC1과 TRPC6통로의 발현이 확인

되었으며, 나머지 TRPC 통로의 발현은 확인되지 않았다(그림 28B). 대조군으로는

뇌의 mRNA를 사용하였으며, TRPC2를 제외한 나머지 TRPC 통로들이 발현되어

있음을 알 수 있었다.
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그그그그림림림림 22227777.... OOOOAAAAGGGG가가가가 세세세세포포포포내내내내 칼칼칼칼슘슘슘슘에에에에 미미미미치치치치는는는는 효효효효과과과과.... A. 100 μM OAG를 가하였을 때

칼슘의 증가를 보여준다. B. 그래프 아래 빈 부분은 칼슘이 없는(0 mM) 용액, 채

워진 부분은 2 mM 칼슘이 포함된 정상 용액을 관류시킨 것이다. 칼슘이 제거된

용액에서 OAG에 의한 칼슘 증가는 관찰할 수 없었으며, 정상 용액하에서만 칼슘

증가를 관찰할 수 있었다. 칼슘이 증가된 상태에서 칼슘을 제거하면 칼슘의 양은

다시 감소함을 관찰할 수 있었다. C. DAG kinase 억제제(DAG kinase inhibitor

II, R59949, 10 μM)가 세포내 칼슘에 미치는 영향.
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그그그그림림림림 22228888.... 주주주주골골골골반반반반절절절절에에에에 발발발발현현현현된된된된 TTTTRRRRPPPPCCCC 통통통통로로로로의의의의 분분분분자자자자생생생생물물물물학학학학적적적적 동동동동정정정정.... MPG 존재

하는 TRPC 통로를 확인하기 위해, MPG로부터 mRNA를 분리한 다음, 특정

TRPC 통로에 선택적인 primer를 이용하여 역전사 연쇄중합반응을 실시하였

다(B). 대조군은 뇌로부터 mRNA를 분리하여 확인하였다(A). M은 DNA size

marker임.
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제제제제4444장장장장 고고고고 찰찰찰찰

4444....1111.... 주주주주골골골골반반반반절절절절 신신신신경경경경세세세세포포포포의의의의 전전전전기기기기 생생생생리리리리적적적적 특특특특성성성성

자율신경절 세포는 그 종류에 따라 활동 전압과 AHP(afterhyperpolariza tion)

그리고 활동전압의 방전패턴(firing pattern) 등과 같은 전기적인 특성들이 매우 다

양하다(Adams 및 Harper, 1995). MPG 신경세포에서 전기생리적 특성들 중 교감

및 부교감 신경세포간에 유의한 차이가 있는 것은 세포막 용량(Cm), Rin, 활동전압

기간, 그리고 방전 패턴이었다. 나머지 전기적 특성들은 두군 간에 통계적으로 유

의한 차이를 보이지 않았다. 세포막 용량은 Zhu 등(1995)이 보고 하였듯이 교감신

경세포가 부교감 신경세포보다 큰 값을 가졌다. Rin의 크기는 부교감 신경세포가

교감 신경세포보다 크게 나타났는데 이는 Rin와 세포막 용량간의 관계에서 보듯이

부교감 신경세포의 부피가 작기 때문이다. 또한 본 실험에서 얻은 Rin 값은 기존

의 다른 자율신경절 세포에서 얻은 값보다 상대적으로 크게 나타났다. 예를 들면,

기니픽의 골반신경이나 하 장간막신경의 경우에는 각각 124 ㏁, 40-150 ㏁ 정도였

는데(Adams 및 Harper, 1995) 본 실험에서는 교감신경이 245 ㏁, 부교감신경이

542 ㏁으로 크게 기록되었다. Intracellular recording의 경우에는 Rin 값이 상대적

으로 낮게 나오며, whole-cell patch의 경우에는 크게 나오는 경향이 있다(Adams

및 Harper, 1995). 예를 들면 SCG 신경세포에서 Rin 값은 4 M K-aspartate를 전

극용액으로 사용한 intracellular recording의 경우에는 약 40-50 ㏁, whole-cell

patch인 경우에는 350 ㏁로 높게 기록되었다(Adams 및 Harper, 1995). 본 실험에

서 MPG 신경세포의 Rin 값이 크게 기록된 것은 perforated whole-cell patch를 사

용하여 Rin 값을 구하였기 때문으로 사료된다.

자율신경절 세포에 탈분극 전류 주입(depolarizing current injection)에 대한

반응 특성에 따라 크게 두 가지 세포군 즉, toinic 혹은 phasic으로 분류된다

(Adams 및 Harper, 1995). MPG 신경세포는 활동전압의 크기가 자극기간동안 지

속되는 tonic 반응을 보이는 신경과 자극기간 동안 소실되는 phasic 반응을 신경
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으로 구분되었다. MPG에서 교감신경세포는 활동전압 형성 양상이 tonic한 반면,

부교감 신경은 주로 phasic한 양상을 나타내는 것으로 알려졌다(Lee 등, 2002;

Park 등, 2002). 한편 anode break excitation 현상은 주로 교감신경세포에서 spike

형성이 일어나며, 부교감 신경에서는 일어나지 않는 경향을 보였다. 교감신경포에

서 post-spiking의 수가 많은 것은 post-spiking에 T-형 칼슘 전류가 관여하며(Lee

등, 2002), T-형 전류는 교감신경에 발현되어있기 때문이다. 이상의 결과들에서 세

포 종류에 따른 전기생리적 특성들의 차이는 세포의 흥분성과 이와 관련된 이온

통로의 종류, 특성 및 조절에 관한 기초적 정보들을 제공할 수 있을 것이라 생각

된다.

4444....2222.... 주주주주골골골골반반반반절절절절 신신신신경경경경세세세세포포포포에에에에서서서서 5555----HHHHTTTT3333 수수수수용용용용체체체체의의의의 특특특특성성성성 및및및및 조조조조절절절절

5-HT3 수용체는 GABAA, glycine, 니코틴성 actylcholine(ACh) 수용체들과 마

찬가지로 5개의 소단위로 이루어진 오합체(pentamer) 구조의 이온통로이다.

5-HT3 수용체의 아형은 5-HT3A와 5-HT3B 두 가지가 알려져있다. MPG 신경세

포와 또 다른 자율신경절 세포인 SCG에는 5-HT3A와 5-HT3B 두 가지 아형 모두

발현(5-HT3A/B) 되어있었으며, 뇌에서는 5-HT3A만 확인할 수 있었다. Morales

및 Wang은(2002) in situ hybridization과 RT-PCR 방법을 통해 5-HT3A는 중추

및 말초신경계 모두에 발현되어 있는데 반해 5-HT3B의 발현은 주로 말초신경계

에 국한되어 있음을 보고하였다. Morales 및 Wang은(2002) 자율신경절인 SCG

와 nodose 신경절(nodose ganglia, NG), 그리고 감각 신경절인 후근신경절

(dorsal root ganglion, DRG)과 삼차신경절(trigeminal ganglion, TG)에서

5-HT3A와 5-HT3B 두 가지 모두다 발현 되어있음을 보고하였다. 쥐 뇌에서

5-HT3B의 mRNA가 적은 것는 이 아형의 발현 패턴이 종(species)에 따라 다를

가능성과, 5-HT3B 아형이 뇌의 특정 부위에 분포하여 그 전체적인 발현양이 적

을 가능성이 있다. 사람의 뇌에서는 이 아형의 mRNA가 Northern blot(Davis

등, 1999)이나 RT-PCR 분석(Dubin 등, 1999)에 의해 확인되었다. 5-HT3 수용체
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아형의 조합에 따라 그 생리적 기능이 다양하다. 예를 들면, 감각 신경 말단에

존재하는 5-HT3 수용체는 5-HT에 의한 통증과 밀접한 관련이 있다(Glaum 등,

1990). 감각신경절인 DRG 세포에서 5-HT3A는 매우 다양한 크기의 세포에 발

현되어 있음에 반해 5-HT3A/B는 중간 및 큰 크기의 세포에 발현되어있었다

(Morales 등, 2001). 이는 5-HT3 수용체 종류에 따라 유해감각과 같은 감각정보

를 다르게 전달할 수 있음을 의미한다(Morales 등, 2001). 이와 같이, 5-HT3

수용체의 아형 구성에 대한 분포 및 전기생리적, 약리적 특성들에 대한 정보들

은 말초 및 중추신경계 기능 특히 신경회로를 이해하는데 유용한 모델로 제시

되었다(Morales 등, 2001). MPG에서도 서로 다른 5-HT3 수용체의 아형이 발현

되어 있으며, 이러한 결과들은 MPG를 통한 비뇨생식 기관의 세로토닌성 조절

연구에 기초가 될 것으로 생각되며, 추후 이들 아형의 조합과 MPG의 구심성

및 원심성 신경회로와의 관계를 규명하는 연구가 필요하다고 사료된다.

최근에 MPG에 존재하는 교감 및 부교감 신경세포를 전기생리학적 및 신경

화학적(neurochemical) 특성을 기준으로 구분하려는 시도가 되어져 왔다(Zhu

등, 1995). MPG 신경세포 종류에 따른 가장 큰 전기생리적 특징은 T-형 칼슘

전류의 존재 유무이다(Zhu 등, 1995; Zhu 및 Yakel, 1997). 또 GABAA 수용체

는 전기생리적으로는 T-형 칼슘 전류가 있는 세포에서 주로 존재하며(Kong 등,

2001), 교감 신경 marker인 TH에 염색이 되는 92 % 세포에 GABAA 수용체 면

역반응성(immunoreactivity)이 같이 염색되었다(Park JC 등). 이상의 결과들은

MPG 신경세포에서 GABAA 수용체는 주로 교감 신경절 세포에 발현되어있음

을 제시한다. 일부의 세포(11.8 %)에서는 GABAA, 5-HT3 수용체 모두에 반응을

하였지만 본 연구에서 대부분의 GABAA 수용체는 5-HT3 수용체는 서로 다른

세포에 존재함을 알 수 있었다. 이는 Akasu 등(1987)의 연구에서 보듯이 5-HT3

수용체가 방광 등을 지배하는 부교감 신경에 작용 할 수 있음을 제시한다.

MPG에서 GABAA, 5-HT3 수용체 뿐만 아니라 니코틴성 ACh 수용체도 교감 및

부교감 신경에 따라 그 특징이 다름이 알려졌다(Park 등, 2004). MPG는 다른

자율신경절과는 달리 교감 및 부교감 신경이 같은 신경절 내에 존재하는 독특

한 자율신경절이다(Dail, 1992; Keast, 1999). 따라서 MPG에서 세포 종류에 따
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른 GABAA 수용체와 5-HT3 수용체의 존재는 MPG를 통해 자율신경절의

GABAA 및 5-HT3 수용체 조절을 연구하는데 좋은 모델이 될 것으로 사료된다.

5-HT3 수용체는 다른 GABA나 dopamine과 같은 신경전달물질 유리를 조절

하거나(van Hooft 및 Vijverberg, 2000), substance P나 내재성 cannabinoid 수

용체 효현제인 anandamide와 같은 신경전달물질에 의해 조절된다(Hu 등,

2004; Oz 등, 2002). 또한 PKC(Sun 등, 2003; Zhang 등, 1995)와

PKA(Hubbard, 2000; Koyama, 2000)와 같은 protein kinase들에 의해 조절된다.

PKC는 Xenopus oocyte에 이종 발현시킨 5-HT3A 수용체 전류를 항진시키거나

(Zhang 등, 1995), 5-HT3 수용체를 세포막에 많이 trafficking 시킴으로서

5-HT3 수용체 기능을 조절한다(Sun 등, 2003). PKA 혹은 cAMP는 마우스 해마

및 NG108-15 세포 등에서 탈감작(desensitization)을 증가시킨다(Koyama 등,

2000; Yakel 및 Jackson, 1988). 이상의 선행 연구들은 5-HT3 수용체가 다른 신

경전달물질에 의해 조절될 수 있음을 보여주는데, 본 실험에서는 5-HT3 수용체

가 G-단백질과 연결된 GABAB 수용체에 의해 조절되는지를 살펴보았다. 5-HT3

수용체 전류와 5-HT3에 의해 증가되는 세포내 칼슘은 선택적 GABAB 수용체

효현제인 baclofen에 의해서 현저히 억제되었다. GABAB 수용체는 G-단백질과

연결되있고, K+ 통로를 활성화시키거나, 막전압 의존적 칼슘 통로를 억제한다

(Bowery 등, 2002; Harayama 등, 1998). GABAB 수용체는 AC의 활성을 조절한

는 것이 잘 알려져 있으며(Knight 및 Bowery, 1996; Kubota 등, 2003), 일부 세

포에서는 PKC 활성을 조절하기도 한다(Taniyama 등, 1992). GABAB 수용체는

G-단백질을 통해 forskolin에 의한 AC의 활성화를 억제하여 세포내 cAMP 농

도를 떨어뜨리는 것이 잘 알려져있다(Bowery 등, 2002; Knight 및 Bowery,

1996). 이와 반대로 GABAB 수용체 활성은 뇌 slice에서 Gs 단백질과 연결된 β-

아드레날린성 수용체 활성에 의해 cAMP 생성을 촉진시키기도 하였다(Enna,

2000). 또한 쥐의 후각 팽대부(olfactory bulb)에서 GABAB 수용체는 AC의 활성

을 증가시켰는데, 흥미롭게도 이러한 효과는 PTX에 의해 차단되어, Gs 단백질

이 아닌 Gi/o 단백질에 의해 일어님을 보여주었다(Olianas 및 Onali, 1999). 이

들 선행연구들은 GABAB 수용체가 forskolin에 의한 AC 활성화와 cAMP 생성
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증가를 억제하거나 증가시키는 두가지 모드로 다 작용할 수 있음을 의미한다

(Bowery 등, 2002). 본 연구에서 GABAB 수용체는 5-HT3 수용체 활성에 의한

전류 및 칼슘 증가를 억제하였다. 또한 5-HT3 수용체에 의한 효과는 AC 및

PKA 억제에 의해 감소하였으며, forskolin을 통해 AC 활성화시켰을 때는 증가

하였다. 이러한 결과들은 GABAB 수용체 활성이 cAMP/PKA 경로를 통해

5-HT3 수용체를 조절할 수 있음을 시사한다.

Forskolin에 의한 cAMP의 증가는 마우스 해마 및 NG108-15 세포 혹은

HEK239 세포에 이종발현된 5-HT3A 수용체 등에서 탈감작(desensitization)을 증

가시켰다(Yakel 및 Jackson, 1988; Hubbard 등, 2000). 또한 편도(amygdala) 신

경의 연접전 세포막의 5-HT3 수용체는 PKA 의존적으로 GABA 유리를 조절하

였다. 한편 NCB-20 세포에서 클로닝된 5-HT3 수용체를 Xenopus oocyte에 이종

발현시킨 시스템에서 forskolin(30 μM)은 cAMP와는 상관없이 비경쟁적

(non-competitive) 모드로 5-HT3 수용체를 억제하였다(Oz 등, 2002). 이와 같이

cAMP나 PKA에 의한 5-HT3 수용체 조절이 현재까지 명확하지 않으며, 다른

ionotropic 수용체의 조절에 비해 알려진 바가 적다. MPG에서 GABAA 수용체

와 5-HT3 수용체는 세포에 따라 다르게 분포하며, GABAB 수용체는 AC/PKA

경로를 통해 5-HT3 수용체를 조절 할 수 있음을 보여주었다. 따라서 본 연구의

결과들과 함께 다른 metabotropic 5-HT 수용체들에 의한 GABAA 수용체 조절

에 관한 연구가 병행된다면, 자율신경절에서 5-HT 및 GABA성 조절의 상호작

용(cross-talk)을 규명하는 연구에 MPG가 좋은 도구가되며, 비뇨 생식기 및 장

운동 조절의 생리 및 병태생리적 기전을 이해하는데 기초 자료가 될 것으로 사

료된다.
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4444....3333.... 주주주주골골골골반반반반절절절절 신신신신경경경경세세세세포포포포에에에에서서서서 5555----HHHHTTTT2222 수수수수용용용용체체체체의의의의 활활활활성성성성에에에에 의의의의한한한한 칼칼칼칼슘슘슘슘

조조조조절절절절

5-HT2 수용체는 Gq-단백질을 매개로하여 PLC를 활성화시킨다(Raymond 등,

2001). MPG에서 확인된 5-HT2B 수용체는 잘 알려진 대로 PLC를 활성화시키고,

일반적이진 않지만 일부의 세포에서는 cAMP 농도를 증가시킨다(Lucaites 등,

1996). 뿐만 아니라 세포 분화 및 성장에도 관여하며 NO 생성을 증가시키기도

한다(Ishida 등, 1998). 또한 5-HT2B 수용체는 세포내 칼슘 동원에 관여한다. 사

람 폐동맥 내피 세포에서 IP3 생성과는 무관하게 ryanodine-민감성 칼슘 통로

를 개방시켜 세포내 칼슘을 증가시킨다(Ullmer 등, 1996). 이와 반대로 Xenopus

oocyte에 이종발현 시킨 5-HT2B 수용체는 IP3 의존적으로 작용하며, IP3 수용체

를 활성화하여 세포내 칼슘 oscillation을 유발시킨다. 이렇게 증가된 칼슘은

Ca2+-의존적 Cl- 통로를 개방한다는 것이 알려졌다(Parekh 등, 1993). 따라서

MPG 세포에서 5-HT2B 수용체 활성화가 세포내 칼슘을 증가시키는지 확인하였

다. 5-HT2B 수용체 활성화는 세포내 칼슘을 증가시켰으며, 세포군에 따라서는

차이가 없었다. 5-HT2B 수용체 활성화에 의한 칼슘 증가는 세포외액에 칼슘을

제거한 상태에서는 일어나지 않고, NSCC 차단제에 의해 완전히 소실되는 것으

로 보아, 5-HT2B에 의한 칼슘 증가는 NSCC를 통해 세포외부로부터 유입되는

것임을 알 수 있었다. 실제로 내향성 전류가 유발되는지 확인하기 위해 막전압

고정법으로 확인하였을 때 내향성 전류가 유발되었다. 세포외부에서 내부로 칼

슘이 유입되는 경로는 막전압-의존적 칼슘 통로, ACh나 NMDA 통로와 같은

리간드에 의해 개방되는 이온 통로(ligand-gated ion channels), G-단백질 활성

에 의해 개방되는 통로(receptor-operated channe, lROC), 세포내 칼슘 저장고

에 민감한 통로(store-operated channel, SOC), vanilloid 수용체 그리고

transient receptor potential(TRP) 통로와 Na+-Ca2+ exchanger(NCX)와 같은

transporter 등이 알려져 있다(Hill, 2001). 이중 막전압-의존적 칼슘 통로는 세

포막 전압을 -80 mV에 고정한 다음 탈분극 자극없이 steady-state 전류를 기록
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하였기 때문에 막전압-의존적 칼슘 통로는 아님을 알수 있으며, 5-HT2B 효현제

에 의해 유발된 전류가 NSCC 억제제에 의해 차단되었으므로, 이 중 강력한 후

보는 G-단백질에 의해 활성화될 수 있는 NSCC임을 알 수 있다. TRPC 통로는

NSCC로서 칼슘 투과도가 크며(Clapham, 2003; Huang, 2004), 이들은 모두 G-

단백질에 의해 활성화 될 수 있다. TRPC 통로는 G-단백질을 활성화키는 효현

제에 따라 무스카린형(muscarinic type, TRPC1, TRPC4, TRPC5), 히스타민성

(histaminergic, TRPC3, TRPC6) 그리고 퓨린성(purinergic, TRPC7)으로 구분할

수 있다(Clapham, 2003). RT-PCR 분석을 하였을 때 뇌에는 TRPC2를 제외한

나머지 TRPC 통로들이 많이 발현되어 있었다. 뇌에서 TRPC2 통로가 아주 약

하게 발현되어 있었는데 이는 TRPC2 통로가 마우스 정자 혹은 쥐 서비골 기

관(vomeronasal organ)과 같은 제한된 조직에서만 발현되어 있기 때문인 것으

로 생각된다(Facemire 등, 2004; Minke 및 Cook, 2002). MPG에는 TRPC1과

TRPC6가 발현되는 것이 확인되었다. 5-HT2B 수용체에 의한 칼슘 증가나 내향

성 전류는 NSCC 차단제에 의해 차단되었는데, TRPC 통로들이 이들 차단제에

의해 차단된다. 그리고 5-HT2B 수용체에 의해 활성화된 전류의 I-V 곡선의 모

양은 TRPC6의 특성과 유사하였다(Clapham, 2004; Hoffmann, 1999). 5-HT2B에

의한 칼슘 증가는 PLC 억제제에 의해 억제되며, PLC 억제제의 비활성형태인

U73343에 의해서는 억제되지 않아 5-HT2B에 의한 칼슘 증가는 PLC를 매개로

함을 알수 있었다. PLC가 활성화되면 PLC는 세포막에 있는 PIP2로부터 IP3와

DAG를 생산한다. IP3는 세포내 ER에 있는 IP3 수용체를 활성화시켜 ER로부터

칼슘을 유리시킨다. 한편 DAG는 protein kinase C를 활성화 시켜 여러 target

를 인산화시킴으로 다양한 생리적 기능을 수행한다. TRP 통로는 세포내 지방

성분의 전령(messenger)인 PIP2, DAG, 혹은 DAG 대사물질들인

PUFAs(polyunsaturated fatty acids)들에 의해 조절될 수 있다(Clapham, 2003;

Hardie, 2003; Huang, 2004). 세포에서 DAG를 활성화하기 위해서는 DAG 유

사체(analogue)인 OAG를 가하거나 DAG kinase 억제제를 사용한다. DAG

kinase는 ATP를 사용하여 DAG를 인산화시켜 phosphatidic acid(PA)를 생성하

여 DAG 농도를 낮추는 역할을 한다. 이때 DAG kinase 억제제를 사용하면
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DAG가 인산화되어 PA로 생성되는 것을 차단하여 DAG 농도가 높아지게 된다

(Topham 및 Prescott, 1999). MPG 신경세포에서 DAG 유사체 OAG나 DAG

kinase 억제제를 가하여 DAG를 활성화하게 되면 세포내 칼슘이 크게 증가하

였으며, 이러한 증가는 외부 칼슘이 없는 상태에서는 일어나지 않았다. 이는 세

포외부로부터 칼슘 유입에 DAG 활성화가 관여함을 의미한다. TRPC3/6/7는

DAG에 의해 직접 활성화된다(Clapham, 2003; Hardie, 2003; Huang, 2004).

TRPC6는 DAG에 의해 활성화되는데 대부분의 경우에 PKC와는 무관하게 일어

나는 것으로 알려져있다(Hofmann, 1999; Clapham, 2003; Hardie, 2003; Shi 등,

2004). 일부에서는 PKC에 의해서 억제되거나(Estacion 등, 2004; Trebak 등,

2003), PKC와는 무관하게 Ca2+-calmodulin(CaM) kinase II에 의해 활성화된다

(Shi 등, 2004). 추후 연구에서는 5-HT2B에 의한 TRPC 통로 조절이 PKC를 매

개하는지를 확인하여야 할 것이다. 쥐 시상 thalamus)의 사이신경세포

(interneuron)에서 5-HT2 수용체는 세포내 칼슘 저장고로부터 칼슘 유리 및 막

전압 의존적 칼슘 통로를 통한 칼슘 유입과는 무관하게 TRPC4 통로를 활성화

하여 세포외부로부터 칼슘을 유입시켰다. 5-HT2 수용체 활성화에 의한 TRPC4

를 통한 칼슘유입은 이들 신경세포의 가시돌기(dendrite)에서 GABA 유리를 조

절하였다(Munsch 등, 2003). 또한 마우스 대장의 감각신경원에서 5-HT2 수용체

와 5-HT4 수용체 효현제들에 의해 TRPV1 통로의 활성화가 증가되어 장 통증

증후군(visceral pain syndrome)에 5-HT2 및 5-HT4 수용체가 관련되어있음이

보고되었다(Sugiura 등, 2004). 이들 결과들은 5-HT2 수용체가 TRP 통로를 조

절할 수 있음을 시사한다. 하지만 5-HT2 수용체와 TRPC6 수용체, 특히 5-HT2B

수용체에 의한 TRPC6 통로 조절은 보고된 바가 없다. 이상의 결과들에서

MPG 신경세포의 5-HT2B 수용체는 기존의 연구결과들과는 달리 세포내 칼슘

저장소로부터 칼슘을 동원한는 것이 아니라 TRPC 통로 등을 통해서 세포외부

로부터 칼슘 유입을 증가시킴을 확인하였으며, 5-HT2B 수용체의 작용은

PLC-DAG 의존적 경로를 매개로 함을 알 수 있었다. 따라서 MPG 신경은 ER

과는 무관하게 PLC-DAG 경로를 통한 TRPC 통로 조절 연구에 좋은 모델이

될 수 있을 것으로 생각된다. 또한 쥐 위문(gastric fundus)이 5-HT2B 수용체에
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의한 신호전달 및 이온통로 조절을 연구하는데 좋은 모델로 사용되는 것 처럼,

MPG는 신경에서 5-HT2B 수용체에 의한 신호전달 및 이온 통로 활성 조절 연

구에 좋은 재료(material)가 될 것으로 사료된다.
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제제제제5555장장장장 결결결결 론론론론

수컷 쥐 자율 신경절인 주골반절 신경 세포들에 존재하는 5-HT 수용체의 특성

을 관찰하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 주골반절 신경세포의 교감 및 부교감 신경세포들간에 Cm, Rin, 활동전압 기간,

evoked discharge 그리고 post-anodal spiking과 같은 전기생리적 특성들에 차

이를 보였다.

2. GABAA 수용체와 5-HT3 수용체는 89 % 이상의 세포에서 같이 발현되지 않았

으며, 5-HT3 수용체는 주로 부교감세포에서 발현됨이 확인되었다.

3. 주골반절 신경세포에서 5-HT3 수용체 및 GABAB 수용체가 발현되어 있으며,

5-HT3 수용체는 AC/PKA 신호전달을 통해 GABAB 수용체 활성에 의해 조절

되었다.

4. 주골반절 신경세포에 발현된 metabotropic 5-HT 수용체는 5-HT1A, 5-HT1B,

5-HT2B, 5-HT4, 5-HT5B, 5-HT6 및 5-HT7 수용체였다.

5. 5-HT2B 수용체는 세포내로 칼슘 유입을 증가시켰으며, 칼슘 유입은 NSCC 차단

제에 의해 차단되었다.

6. 5-HT2B 수용체에 의한 칼슘 증가는 PLC 의존적이었으며, DAG 유사체인 OAG

는 세포내 칼슘을 증가시켰다.

이상의 실험 결과들로 미루어 보아 주 골반 신경절 세포들에는 여러 종류의

5-HT 수용체가 존재하고 있음을 확인하였다. 5-HT3 수용체는 세포 종류에 따라

다르게 기능을 하였으며, AC/PKA 경로를 통해 조절됨을 확인하였으며, 5-HT2B

수용체는 세포내 칼슘 저장고와는 무관하게 TRPC6를 개방하여 세포외로부터 칼

을 유입시켰다. 이와 같은 5-HT3 및 5-HT2B 수용체의 활성은 자율신경 세포간의

상호작용 연구나 세포외로 칼슘 유입 조절 연구에 좋은 모델이 되며, 추후 기능적
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인 연구가 진행될 때 자율신경절에서 세로토닌성 조절에 중요한 기초 자료가 될

것으로 사료된다.
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(Directed by Professor In Deok Kong)

Serotonin (5-hydroxytryptamin, 5-HT) and its receptors are found in the central

and peripheral nervous systems, and play important roles in regulation of neuronal

activity and transmitter release. In addition, communication between the

ligand-gated channels and G protein-coupled receptors appears to provide crucial

mechanisms for tuning of neuronal functions. Pelvic ganglia provides autonomic

innervations to the various urogenital organs including the bladder and the penis,

and thereby plays physiologically important roles in the micturition and erectile

reflexes. Several studies have shown that 5-HT is present in some neurons of the

pelvic ganglia, depolarizes neurons and inhibits ganglionic transmission. In pelvic

ganglia, however, mechanisms underlying actions of 5-HT remain unknown.

Therefore, this study was performed to examine i) characteristics of 5-HT3 receptors,

ii) signalling pathways involved in GABAB-receptor mediated modulation of the

5-HT3 receptors, and iii) mechanisms underlying regulation of intracellular Ca2+

concentration ([Ca2+]i ) by Gq -coupled 5-HT2 receptor. In this regard, effects of 5-HT

receptors on membrane potential, ionic currents, and [Ca2+]i were investigated using
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patch-clamp and fluorescence Ca2+ measurement techniques.

RT-PCR analysis revealed that MPG neurons express different subtypes of 5-HT

receptors including 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT2B, 5-HT3A, 5-HT3B, 5-HT4, 5-HT5B, and

5-HT6/7. 5-HT (10 μM) elicited a fast inward current and simultaneous augmentation

of [Ca2+]i, which were completely abolished by MDL7222 (1 μM) and Y25130 (10 μM),

selective 5-HT3 receptor antagonists. Baclofen (10 μM), a selective GABAB agonist,

also completely suppressed the 5-HT-induced response. As expected, this baclofen

effect was prevented by CGP35348 (10 μM), a selective GABAB antagonist. Action of

5-HT3 receptor was blocked by SQ22536 (200 μM), an adenylyl cyclase inhibitor, and

myristoylated PKA inhibitor (100 nM), which was mimicked baclofen. Furthermore,

forskolin (1 μM) augmented the 5-HT-induced changes in [Ca2+]i. increase. Taken

together, these data suggest that 5-HT3 receptor negatively couples GABAB receptor

via an AC/PKA-dependent pathway in rat MPG neurons.

In both sympathetic and parasympathetic neurons, 5-HT (10 μM) itself and

BW723C86 (10 μM), a 5-HT2B agonist, increased [Ca2+]i , which were prevented by

SB204741 (10 μM), a 5-HT2B antagonist. This 5-HT2B-mediated [Ca2+]i increase was

blocked by removal of extracellular Ca2+, by nonselective cation channel blockers,

Gd3+ (10 μM) or La3+ (100 μM), and by U73122 (1 μM), a PLC inhibitor with no effect

of U73343 (1 μM), an inactive analogue of PLC. Under a voltage-clamp condition,

BW723C86 (100 μM) also caused an inward current in a La3+-sensitive manner.

Interestingly, OAG (100 μM), a membrane permeable DAG analogue, induced Ca2+

influx. RT-PCR analysis confirmed TRPC1 and TRPC6 expressed in MPG neurons.

Taken together, these data suggest that Ca2+ influx occurs through TRP6 channels

when activation of 5-HT2B receptors stimulates the Gq-PLC-DAG pathway.

In conclusion, various 5-HT receptors are functionally expressed in rat MPG

neurons. Activation of 5-HT3 receptors increases [Ca2+]i and consequently enhances

excitability primarily in parasympathectic neurons, which can be modulated via an

AC/PKA-pathway. Activation of 5-HT2B receptors increased [Ca2+]i through TRPC6
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channels independent of intracellar Ca2+ storage. Hence MPG neurons may provide a

good model system for studies of communication between 5-HT3 receptors and other

G-protein coupled receptors, and mechanisms of TRPC6 channel modulation by 5-HT

receptors.

Key words : Major pelvic ganglia, 5-HT3 receptor, 5-HT2B receptor, TRPC

channel
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