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국문요약

영구적 국소 대뇌 허혈 생쥐 모델에서 활성산소종에 의한 

세포고사 유도인자의 핵내 이동과 세포고사

  미토콘드리아는 세포고사(apoptosis)를 일으키는 단백질을 방출시키

는 기능을 통해 세포사멸(apoptotic cell death)을 조절하는데 중요한 

역할을 수행한다. 미토콘드리아 단백질에는 cytochrome c, 

endonuclease G, 그리고 세포고사 유도인자(apoptosis-inducing 

factor; AIF)등이 있다. 이러한 단백질들은 여러 세포고사를 유도하는 

조건에서 미토콘드리아의 외부막을 통해 세포질로 방출되는데, AIF의 

경우에는 유리된 AIF가 핵으로 이동되어 caspase와 독립적인 경로를 

통한 신경세포사멸을 일으키는 것으로 보고되어 있다. 그러나 AIF의 

핵내 이동으로 인한 세포사멸이 영구 국소적 대뇌 허혈 유도 후 활성

산소종(reactive oxygen species; ROS)과 관련되어 발생한다는 사실

에 대해서는 아직 확실히 규명되어지지 않고 있다. 본 실험에서는 

AIF의 역할을 규명하기 위해 ICR 마우스와, copper/zinc-superoxide 

dismutase (SOD1) transgenic (Tg) 마우스와 야생형 마우스를 사용

하여 영구적 중대뇌동맥 폐색(middle cerebral artery occlusion; 

MCAO) 모델을 만들었다. AIF의 핵내 이동을 확인하기 위해 

Western blot 분석과 면역조직화학 염색을 실시하였다. AIF의 핵내 

이동으로 인한 커다란 DNA 분절현상을 확인하기 위해 pulse field 

gel electrophoresis (PFGE)를 실시하였다. AIF의 핵내 전이현상과 활

성산소종과의 관계를 확인하기 위해 활성산소종 scavenger인 
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Manganese(III) tetrakis (4-benzoic acid) porphyrin (MnTBAP)과 

SOD1 Tg 마우스를 사용하였다. Western blot 분석과 면역조직화학 

염색 분석으로 AIF의 핵내 이동이 영구적 국소 대뇌 허혈 유도 후 1 

시간부터 검출되었다. ∼50 kbp의 커다란 DNA 조각들은 영구적 국소 

대뇌 허혈 유도 후 8 시간부터 검출되었다. MnTBAP 처리군과 

SOD1 Tg 군에서는 AIF의 핵내 이동은 대조군에 비하여 감소되었고, 

커다란 DNA 분절현상은 차단되었다. 이러한 결과들은 superoxide 생

산이 영구적 국소 허혈 유도 후에 AIF의 핵내 이동과 그로 인한 세

포고사적 신경세포사멸을 유도한다는 사실을 제시한다. 

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

핵심되는 말 : 활성산소종, 세포고사 유도인자, 핵내 이동, 뇌 허혈
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영구적 국소 대뇌 허혈 생쥐 모델에서 활성산소종에 의한 

세포고사 유도인자의 핵내 이동과 세포고사

<지도교수 이병인>

연세대학교 대학원 의과학과

이  용  현

Ⅰ. 서론

  활성산소종(reactive oxygen species)은 신경학적 질병들의 병태생

리학적 측면에서 중요한 역할을 한다.
1-3
 활성산소종 중에서 특히 과

산소 음이온 라디칼(superoxide anion radical)이 세포고사적 신호 전

달경로의 활성에 관련되며 대뇌 허혈과 밀접하게 관련되어 있다고 보

고되고 있다.
4
 이러한 사실들은 설치류의 일시적 국소 허혈 모델이나

5,6
전체 허혈 모델 등을

7,8
 이용한 연구에서도 뇌혈관의 폐색 이후 재관

류를 시킬 경우에 산소가 여러 효소적 산화반응의 기질로 공급되어 

재산소화 반응이 일어나게 되며,
9
 미토콘드리아로부터 발생되는 활성

산소종에 의해 유도되는 신호전달이 미토콘드리아의 수용성 막 단백
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질과 미토콘드리아 호흡사슬의 본질적 구성 요소인 cytochrome c를 

방출시킨다는 것이 증명되었다.
10,11

 세포사멸(cell death)에는 미토콘드

리아 손상 정도에 따라 세포괴사(necrosis)와 세포고사(apoptosis)가 

각각 일어나게 되는데,
12
 그 예로 심한 중추 허혈이 유도되면 미토콘

드리아가 ATP 생산을 못하게 되어 세포괴사적 세포사멸을 일으키게 

되는 반면에, 그 이하의 중추 허혈에서는 미토콘드리아, 사멸 막 수용

체, 그리고 DNA 효소를 포함하는 산화환원 신호전달의 가능한 표적

과 그 신호전달 과정들을 통한 세포고사적 세포사멸이 유도된다고 알

려져 있다.
13

세포고사는 세포수축, 단백질 가수분해, 염색질 응축, DNA 분절현

상들과 같은 형태학적 특징들에 의해 확인되었으며, 최근에 미토콘드

리아가 세포고사의 조절자로서 역할을 수행하는 것으로 알려져 있

다.
14,15

 미토콘드리아 외부막의 투과성 변화가 일어날 경우에 미토콘드

리아 중간막 공간에 존재하는 세포고사를 일으키는 여러 단백질들이 

방출되는데, 이들은 Cytochrome c, 세포고사 유도 요소인자

(apoptosis-inducing factor, AIF),
16
 endonuclease G와 caspase의 이차

미토콘드리아 활성자(second mitochondrial activator of caspase, 

Smac)
17
를 포함한다.

18
 특히 cytochrome c는 세포고사의 기전에 가장 

중요한 실행자로 알려져 있는데,
19-21

 미토콘드리아의 cytochrome c가 

세포질로 방출되면 apoptotic protease activating factor 1 (Apaf-1), 

caspase-9과 함께 세포복합체(apoptosome)를 형성하고 하위 실행자인 

caspase를 활성화시키게 된다. Caspase의 활성 후에는 caspase에 의

해 활성화된 CAD (caspase-activated DNase) 가 oligonucleosomal 

DNA 조각들로 분절시키며,
16
 활성화된 caspase 자체도 핵 골격 단백

질을 분해함으로써 세포사멸을 일으키게 된다. 그러나 신경세포에서
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의 세포사멸이 caspase와는 독립적인 기전을 통해서도 발생할 수 있

다는 것이 보고 되었는데,
21
 그 예로 흥분독성 세포사멸에서는 

caspase가 활성화 되지 않으며, caspase 억제자들을 처리하여도 신경

세포의 보호효과가 관찰되지 않았다.
22,23

 뇌졸중의 실험적 모델에서도 

마찬가지로 caspase의 억제는 신경세포 집단에서 신경세포 보호효과

를 보이지 않았는데,
23,24

 최근의 연구들은 뇌졸중 모델에서 caspase의 

활성이 일어나는 것은 확인하였으나, 이러한 caspase의 활성을 억제

시킨다고 해도 세포사멸의 시간만 지연될 뿐 세포사멸을 억제하지 못

한다고 보고하였다.
24-26

 

이러한 연구들은 세포고사의 기전이 caspase와 독립적으로 일어날 

수 있다는 것을 시사하였는데, 그 대표적인 세포고사를 유도하는 단

백질로써 AIF가 최근 주목받고 있다.
16
 AIF는 미토콘드리아 중간막 

공간에 존재하며 NADH 산화 효소 활성을 가진 미토콘드리아 플라보 

단백질이지만,
15
 세포고사적 자극으로 AIF는 미토콘드리아에서 방출되

어 핵으로 이동되고 caspase와 독립적인 경로로 염색질 응축과 커다

란 DNA 분절화를 유도한다.
27
 최근 AIF의 핵내 이동이 랫트와 마우

스를 사용한 급성적 국소 대뇌 허혈,
12,16,28

 랫트에서의 급성 전체 허

혈,
29
 그리고 신생아 랫트 뇌에서 저산소증 허혈 유도 모델

30
 연구에서 

증명되었으며, 또한 AIF의 핵내 이동은 과산소 아질산염
31
이나 신경독

소,
32
 그리고 자외선 조사에 의해 발생한 활성산소종에

33
 의해 유도될 

수 있다고 보고 되었다. 그러나 영구적 국소 대뇌 허혈 모델에서는 

아직까지 AIF의 핵내로의 이동이 보고된바 없으며, 그 이동기전에 관

여하는 요인이나 신경세포사멸 효과에 대해서는 아직 확실히 규명되

지 않았다. 그러므로 본 연구에서는 활성산소종이 AIF의 핵내 이동에 

관여한다는 가설하에 과산소 제거자(superoxide scavenger)인 
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Manganese(III) tetrakis (4-Benzoic acid) porphyrin chloride 

(MnTBAP)와
41-43

 copper-zinc 과산소 제거효소 유전적 변형 마우스

(superoxide dismutase transgenic mice, SOD1 Tg)를 사용하여 영구

적 국소 대뇌 허혈 유도 후 AIF의 핵내 이동과 과산소 음이온 라디

칼과의 관계를 연구하였으며. AIF의 핵내 이동이 caspase와 독립적으

로 일어나며 독립적 경로를 통한 DNA 분절현상이 나타나는지 확인

하였다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 영구적 국소 허혈 모델

  수컷 ICR 마우스(3 개월령, 35∼40 g)를 나일론 봉합사를 이용해 

중대뇌동맥을 폐색함으로서 영구적 국소 허혈 모델을 실험에 적용하

였다.
34,35

 마우스는 안면 마스크를 사용하여 30%의 산소와 70%의 질

소와 함께 20% isoflurane을 사용하여 마취시켰고, 체온은 

homeothermic blanket으로 37±0.5℃를 유지하였다. 대퇴부 동맥 

(femoral artery)을 cannulation하여 혈압과 동맥 혈액 내 가스를 관찰

하였다. 경부의 정중부를 절개한 후 바깥 왼쪽 경동맥(extracranial 

carotid artery)을 노출시키고 그 가지 동맥들은 전기적으로 응고시켰

다. 끝을 열로 처리하여 무디게 만든 11.0-mm 길이의 5-0의 수술용 

단일 섬유 나일론 봉합사는 외부 경동맥을 통해 왼쪽 내부 경동맥 

(intracranial carotid artery)으로 삽입한 후 6-0 실크로 봉합사의 끝

부분을 묶어 고정시킨다. 본 실험에서 실험용 동물들의 사용과 관리

는 연세대학교의 동물 사용과 관리 지침과 규율을 준수하였다.

  허혈 후 AIF의 전이와 과산소 음이온 라디칼의 발생과의 관련을 

확인하기 위해서 SOD1 유전자를 3배 이상 발현시킨  heterozygous 

SOD1 Tg 마우스와 C57BL/6 야생형 마우스를 사용하였다. 수술은 

ICR 수술과정과 같은 방식으로 9.0-mm 길이의 봉합사를 삽입하는 

방법으로 실시하였다. 항산화제인 Manganese (III) tetrakis 

(4-benzoic acid) porphyrin (MnTBAP)과 vehicle(증류수)은 허혈 유

도 30분전에 뇌실 내로 주입하였다.
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2. 세포 단백질의 분리

  허혈 유도 후 1, 2, 4, 24 시간에 대조군의 뇌조직과 허혈 유도군의 

병변 부위의 뇌조직을 얻어내었다. 각각의 조직은 용해 완충액 (120 

mM HEPES-KOH pH 7.05, 10 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM 

Na-EDTA, 1 mM Na-EGTA, 1 mM DTT, 0.1 mM PMSF, 

proteinase inhibitor cocktail (Sigma, St Luise, USA), 250 mM 

sucrose) 에서 균질화 시켰고, 미토콘드리아/세포질 층을 4℃에서 10

분 동안 750 ×g로 원심 분리하여 세포질 단백질과 핵을 포함하고 있

는 침전물을 4℃에서 15분 동안  1,025 ×g로 원심 분리하였다. 핵이 

포함된 침전물을 얼음에서 15분 동안 둔 후, 완충액으로 재부유시켜 

4℃에서 20분 동안 16,000 ×g로 원심 분리하여 핵 분획으로 사용하였

다. 상층액은 의 글리세롤 (50 ㎕/mL in buffer)에 옮겨 -80℃에서 보

관하였다.  상층액은 미토콘드리아 침전물을 얻기 위해 4℃에서 15분 

간 10,000 ×g로 원심 분리하였다. 미토콘드리아 침전물은 3% Ficoll 

용액 (120 mM manitol, 30 mM sucrose, 25 M EDTA)에 녹이고, 

6% Ficoll용액 (240 mM manitol, 60 mM sucrose, 50 M EDTA)으로 

농도구배 후 상층액을 채취하여 4℃에서 25분 동안 16,000 ×g로 원심 

분리하여 미토콘드리아 분획으로 사용하였다. 단백질정량은 Bradford 

protein assay (Bio-Rad)방법을 이용하였다.

3. Western blotting

  단백질은 6% PolyAcrylamide Gel에서 전기영동으로 분리하고, 

polyvinylidene fluoride (PVDF) 막에 옮긴 후, 16시간 동안 3% 
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non-fat dried milk (10 mmol/L Tris, pH 8.0, 150 mmol/L NaCl, 

0.1% Tween-20)로 blocking 시켰다. 그 후 일차항체로 goat 

polyclonal AIF antibody (1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, USA)로 실온에서 1 시간 동안 반응시킨 후, 3% non-fat 

dried milk에 2 시간 동안 blocking 시켰다. 막을 horseradish 

peroxidase가 결합된 anti-goat IgG와 반응시켰고, chemiluminescence 

detection system (ECL plus kit, Amersham International, 

Buckinghamshire, England)를 사용하여 발색시켰다. 발현된 단백질의 

상대적인 양은 X-ray film (Fuji Film Co., Tokyo, Japan)으로 현상하

여 Image analyzer LAS-1000을 사용하여 측정하였다.

4. 면역조직화학염색

  마취된 동물에서 심장을 통해 10 U/mL 헤파린이 첨가된 생리식염

수와 3.7% 포름알데히드로 관류 후 각 시간대별 모델의 뇌를 적출한

다. 적출해 낸 뇌를 3.7% formalin에 고정시킨 후, vibratome으로 50 

㎛ 두께의 절편을 만들어 면역조직화학염색을 실시하였다. 내재성 과

산화 분해효소는 phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4)에 0.3% 

Triton X-100과 0.65% NaN3, 1%의 H2O2로 30분 반응시켜 억제시켰

다. 비특이적 면역 반응을 차단하기 위해 60분 동안 20%의 rabbit 

serum에 반응시킨 후, 일차 항체인 AIF (1:200, Santa Cruz 

Biotechnology)로 4℃에서 16시간 반응 하였다. 바이오틴이 결합된 

anti-goat IgG (10 ㎍/mL, Vector Laboratories, Burlingame, CA, 

USA)와 아비딘이 결합된 horseradish peroxidase (Vectastatin Elite 

ABC Kit, Vector laboratories) 복합체를 사용하여 면역반응을 실시하
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였으며, 조직은 diaminobenzidine (DAB)으로 가시화시켰다. 메틸 그

린(Vector laboratories)으로 핵 대조염색을 실시하였다. 음성적 대조

군으로서 일차항체를 결핍시켜 반응시켰다. 

  AIF의 핵으로의 전이를 확인하기 위해 신경세포의 핵에 특이적인 

마우스 단일 항체인 NeuN (Chemicon, Temecula, CA, USA)과 goat  

polyclonal AIF (Santa Cruz Biotechnology)로 이중 형광 염색을 실시

하였다. NeuN의 형광 표지 반응을 위해 단일항체 kit (DAKO ARK 

kit, K3954; Dako, Carpinteria, CA)을 사용하여 비특이적 면역 반응 

차단 과정과 바이오틴화 과정을 실시하였다. AIF의 형광 표지 반응을 

위해 위와 같은 방법으로 AIF 염색 실시 후 아비딘이 연결된 

fluorescent avidin DCS (50 ㎍/mL; Vector laboratories)와 Cy3가 연

결된 anti-goat IgG (1:200, Jackson Immunoresearch Laboratories, 

CA, USA)로 실온에서 1시간 동안 반응시켰다. Hoechst 33258 

(2.5×10
-3
 mg/mL in PBS; Molecular Probes, Eugene, OR)로 상온에

서 5분 동안 대조염색을 실시한 후 유리판 위에 올려 LSM 510 

confocal laser scanning 현미경(Carl Zeiss, Thornwood, NY, USA)으

로 관찰하였다.

5. in situ  과산화 음이온 라디칼 검출

  허혈 후 과산소 음이온 라디칼의 발생을 확인하기 위해 허혈 후 4

시간에  oxidized hydroethidine (HEt) 검출법을 사용하였다.
18
 HEt 

(Molecular Probes)를 dimethylsulfoxide (DMSO)에 100 mg/mL로 용

해시켜 만들고 이 용액을 phosphate buffered saline (PBS) 완충액으

로 1:100 비율로 희석시켰다. ICR 마우스를 희생시키기 1시간 전에 
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호흡 마취시킨 후 200 ㎕ HEt을 정맥 내 주입하였다. 심장을 통해 10 

U/mL 헤파린이 첨가된 생리식염수와 3.7% 포름알데히드로 관류 후 

뇌를 적출하였다. 3.7% formaldehyde로 16시간 동안 4℃에서 후고정 

시킨 후 vibratome을 사용하여 50 ㎛의 두께로 절편을 만들었다. 조

직 절편이 준비된 즉시 뇌 절편을 유리판 위에 올리고 현미경으로 관

찰하였다. 핵 염색에는 Hoechst 33258 (Molecular Probes)을 사용하

였다. 정량 비교를 위해 상해 피질부위 조직과 대조군 피질부위 조직

을 구분하여 형광 현미경으로 확인하고 촬영하였다. 뇌조직 관찰은

computerized digital camera system 형광 현미경 (Ex=510-550 nm, 

Em>580 nm; BX51, Olympus, Tokyo, Japan)을 사용하였고 전산화된 

분석 프로그램으로 분석하였다 (MetaMorpho, imaging, version 5.0; 

Molecular devices, Downinton, PA, USA). 

6. Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE)

  우레탄을 복강 주입하여 마취시킨 후 적출한 뇌의 병변 부위를 얼

음상에서 분리하였다. 대조군으로는 대조군의 뇌 조직을 사용하였다. 

Phenol/chloroform을 사용한 단백질 추출 시 야기되는 비특이적 DNA 

절단을 피하기 위해 염색질 DNA 표본을 CHEF Mammalian 

Genomic DNA Plug kit (Bio-Rad Hercules, CA, USA)를 사용하여 

agarose 플러그를 준비하였다.
40,41

 Kit 내의 세포 현탁 완충액으로 균

질화 시킨 조직(15-20 mg)은 50℃의 2% low melting point (LMP) 

agarose와 혼합하여 주형에 옮겨 agarose 플러그를 만들었다. 이 플

러그를 50℃, 1 mg/mL proteinase K 용액에서 16시간 정체 반응시켰

다. 단백질이 제거된 DNA만 들어있는 agarose 플러그를 완충액으로 
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씻어내고 well에 넣은 후 LMP agarose로 밀봉했다. PFGE는 

CHEF-DR III Pulse Field Electrophoresis Systems (Bio-Rad)를 사

용하여 실시하였다. DNA 조각들은 1.2% agarose gel에 14℃에서 17

시간 동안 전기 영동하여 분리했다. 범위강도는 전 180 V, 후 120 V

이고 선형램프에서 시작과 마지막 변환시간은 0.1∼10초로 설정했다. 

겔은 ethidium bromide (EtBr)로 염색하여 UV로 관찰하였다.

7. MnTBAP 처리

  항산화제인 MnTBAP (BioMol)를 50 ㎍/㎕의 농도로 MCAO 30분

전에 뇌실 내로 주입하였다(2 ㎕, 정수리점; 1.0 mm, 측두; 0.2 mm, 

후두; 3.1 mm, 깊이). 실험군은 MnTBAP (50 ㎍/㎕)를 주입하고 대조

군에는 생리 식염수를 주입하였다.

8. Caspase 활성 측정

  Caspase의 활성을 측정하기 위해 활성화된 caspase-3에 의해 기질

의 N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-AFC (DEVD-AFC) 절단부위를 특

이적으로 인식하여 생물학적 발광을 내는 효소 면역활성 측정용 시약

(Oncogene, San Diego, CA, USA)을 사용하였다. 세포질 표본은 

Western blot 방법대로 준비되었다. 세포질 표본의 단백질 농도(20 

㎍)는 ELISA로 측정하여 결정하였다. 단백질을 kit내에 제공된 

caspase buffer E (20 mM HEPES, pH 7.4, 50 mM NaCl, 0.2 mM 

EDTA, and 4 mM dithiothreitol) 용해시킨 후 37℃에서 45분 동안 

반응시켰다. 형광은(excitation/emission: 400/505 nm for AFC) 
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96-well 플레이트에서 측정하였다.

9. Caspase inhibitor 처리

  Pan-caspase inhibitor인 N-Benzyloxycarbonyl-valinyl-alaninyl-a-

-spartyl-(O-methyl)-fluoromethyl ketone (z-VAD.fmk)(Sigma, St. 

Louis Mo, USA)를 5 ㎕ Hamilton syringe (Hamilton, Reno, NV, 

USA)를 사용하여 뇌실(2 ㎕, 정수리점; 1.0 mm, 측두; 0.2 mm, 후두; 

3.1 mm, 깊이)로 MCAO 30분 후 주입하였다. 실험군은 z-VAD.fmk 

(125 ㎍/㎕)를 0.3% DMSO에 녹여 주입하고 대조군은 vehicle을 

0.3% DMSO에 녹여 주입하였다.

10. AIF와 DNA 분절현상을 분석하기 위한 이중형광 염색

  AIF의 면역조직화학 염색은 위의 방법처럼 실시하였고 조각화된 

DNA의 형광 표지를 위해 fluorescent isothiocynate (FITC)가 결합된 

anti-goat IgG (1:200, Jackson Immunoresearch laboratories)로 실온

에서 1시간 동안 반응시켰다. PBS로 조직을 씻어낸 후 조직은 50 ㎕ 

terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated uridine 

5'-triphosphate biotin nick-end labeling (TUNEL) 반응 혼합액

(terminal deoxynucleotidyl transferase and fluorecein-dUTP, Roche)

으로 37℃의 어두운 곳에서 60분 동안 반응시켰다. 포배 시약

(Vectasheild, Vector Laboratories)을 사용하여 유리판 위에 올려둔 

후 LSM 510 confocal laser scanning 현미경(Carl Zeiss)으로 관찰하

여 분석하였다. 
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11. 세포사멸 분석

  세포고사와 관련해 나타나는 DNA 분절현상을 정량화하기 위하여 

histone 단백질과 연관된 DNA 조각들에 대해 특이적인 효소를 사용

한 면역적 분석 시약(Cell death detection kit, Roche Diagnostics)을 

사용하여 세포고사적 oligonucleosomal DNA 조각들을 검출하였다. 

표본들은 병변 부위와 대조 부위의 중대뇌동맥 구역 전체를 얻어내었

다. 각 시간대별 신선한 뇌 조직을 분리해 내어 5배 부피의 차가운 

균질화 완충액(50 mM KH2PO4, 0.1 mM EDTA, pH 7.8)을 사용해 

Teflon homogenizer로 균질화한 후 750 ×g에서 10분 동안 spin하였

다. 상층액을 분리해서 10,000 ×g에서 20분 동안 spin한 후 100,000 

×g로 4℃에서 60분 동안 원심 분리하였다. 다시 세포질에 해당되는 

상층액을 얻어낸 후 분석 시약 내에 제공된 방법에 따라 ELISA를 사

용하여 측정하였다.

12. 통계학적 분석

  데이터들은 mean±SD로 표현하였다. 여러 집단간의 통계학적 비교

는 ANOVA를 사용하였고, 두 집단간의 차이는 t  test를 통해 실시되

었고(StatView; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA), p<0.05, 

p<0.001을 유의한 것으로 판정하였다.
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Ⅲ. 결과

1. 생리학적 자료

  체온, 혈압, 그리고 동맥혈 내 가스 분석결과 ICR 마우스, ICR 마우

스에서 MnTBAP 처리군과 비처리군, 그리고 SOD1 Tg 마우스간의 

생리학적 자료에 차이가 없음을 보여주었다(Table 1).

2. 영구적 국소 대뇌 허혈 유도 후 AIF의 핵내 이동

   Western blot 분석에서 AIF는 영구적 중대뇌동맥 폐색 1시간 후

부터 병변 부위의 핵과 미토콘드리아에서 ∼67kDa 분자량의 위치에

서 확인되었으며. 대조 부위의 세포핵에서는 거의 검출되지 않았다

(Figure 1A). AIF의 핵내 농도는 허혈 유도 후 4 시간과 24 시간에서 

더욱 증가되었는데 시간에 따른 AIF의 핵내 증가는 통계학적 분석으

로 유의성이 있었다(optical density [O.D.]; Ctr, 0.8±0.2; 1h, 8.0±0.37; 

2h, 11.87±0.38; 4h, 14.75±0.4, 24h, 28.87±0.79; ANOVA, p<0.001)(Fig

ure 1B). 반면에 미토콘드리아 AIF는 대조 부위와 병변 부위 모두에

서 검출되었지만, 병변 부위에서는 영구적 허혈 유도 후 1, 2, 4 시간

에서는 감소하다가 24 시간에서는 다시 증가하였다. 통계학적으로 분

석된 데이터는 미토콘드리아의 AIF가 대조 부위와 비교했을 때 영구

적 국소 대뇌 허혈 후 2 시간과 4 시간에서 유의성있게 감소되는 것

으로 나타났다. 그러나 대조 부위와 비교했을 때 허혈 유도 후 24 시

간에서는 현저히 증가되었다(O.D.; Ctr, 1.0±0.06; 1h, 0.83±0.09; 2h, 

0.71±0.1; 4h, 0.60±0.07; 24h, 1.29±0.24; ANOVA)(Figure 1C).
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Table 1. Summary of selected physiological variables at baseline (before 

ischemia), during ischemia, and after MCAO (after ischemia)

 

  Values are mean±SEM. n=4-5 per group.

ICR SOD1 Tg

Baseline Mean value±SD Mean value±SD

Before MCAO
pH 7.4±0.1 7.5±0.1
PCO2(mm Hg) 29±5 24.8±4.5
PO2(mm Hg) 153.5±4.5 152.5±14
BP 83.6±6.5 90.6±9.5
Temperature(℃) 36.8±0.3 37.2±0.2

After MCAO
pH 7.4±0.1 7.4±0.1
PCO2(mm Hg) 29.5±6.5 28.2±5.2
PO2(mm Hg) 166.3±6.4 144.3±12.2
BP 87.3±5.7 91.9±3.7
Temperature(℃) 37.0±0.2 37.0±0.3

Before MnTBAP treatment
pH 7.5±0.1
PCO2(mm Hg) 28.0±2.0
PO2(mm Hg) 169±9.0
BP 79.9±7.1
Temperature(℃) 37.1±0.7

After MnTBAP treatment
pH 7.5±0.1
PCO2(mm Hg) 24.8±1.2
PO2(mm Hg) 165.2±5.8
BP 75.6±5.5

Temperature(℃) 37.5±0.4
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Figure 1. The change of AIF protein levels in nuclear and mitochondrial 

fractions after permanent MCAO. (A) Western blots of AIF. Histone and 

COX show bands only within nuclear and mitochondrial fractions, 

respectively, confirming successful separation of nuclear and mitochondrial 

fractions. (B) and (C) AIF protein levels present optical density (OD) 

values. Ctr, control; AIF, apoptosis-inducing factor; His, histone; COX, 

cytochrome oxidase; N, nuclear subfraction; M, mitochondrial subfraction. 

P<0.001
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3. NeuN과 AIF의 이중형광 표지로 AIF의 핵내 이동현상 확인

  영구적 국소 허혈 유도 후 병변 부위의 피질부에서 AIF의 핵내 이

동을 확인하기 위해 면역조직화학 염색을 실시하였다(Figure 2A). 대

조군에서는 AIF의 핵내 면역활성이 거의 검출되지 않았으나 병변 부

위에서는 허혈 후 시간의 경과에 따라 AIF의 핵내 면역활성이 점차

적으로 증가하는 것이 관찰되었다. 신경세포에서 AIF의 핵내 이동을 

확인하기 위해서 영구적 국소 허혈 유도 후 24 시간의 병변 뇌 조직

을 사용하여 AIF와 anti-neuronal nuclei (anti-NeuN)으로 이중 형광

염색을 실시하여 confocal 현미경으로 관찰하였다(Figure 2B). 대조 

부위에서는 AIF의 면역형광활성이 미토콘드리아가 위치하고 있는 세

포질에서 점 형상으로 약하게 염색되어 나타나는 반면에 병변 부위에

서는 AIF 양성세포들과 NeuN 양성 세포들이 co-localization하고 있

는 것이 관찰되었다.

4. MnTBAP 처리군에서의 과산소 음이온 라디칼 생산의 억제

  과산소 음이온 라디칼의 발생은 허혈 유도 후 세포질에서 산화된 

HEt이 적색 입자 형태로서 관찰되었다(Figure 3). 영구적 허혈 유도 

후 1 시간에서는 산화된 HEt이 대조군에 비해 병변부위의 미토콘드

리아에서 발현이 약간 증가된 것이 관찰되었지만, MnTBAP 처리군의 

병변부위와는 현저한 차이를 보이진 않았다. 영구적 허혈 유도 후 4 

시간에서 병변 부위에서는 산화된 HEt이 현저히 증가되어 나타난 반

면에, 대조군에서는 미토콘드리아가 있는 핵 주위의 세포질에서 아주 

미량의 적색 입자들이 보였다. MnTBAP를 처리한 결과 병변 부위의  
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Figure 2. Nuclear AIF translocation after permanent MCAO. (A) 

Immunohistochemistry of AIF. Nuclei were counterstained with methyl 

green. (B) Double labeling immunofluorescence of AIF and NeuN. AIF 

positive cell is red and NeuN positive cell is green. NeuN is neuronal 

marker. Ctr, control. Scale bar=(A) 50 ㎛, (B) 20 ㎛.
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산화된 HEt는 vehicle을 처리한 군에 비해 현저히 감소하였으며, 대조 

부위에서는 거의 검출되지 않았다(Figure 3B). 

5. MnTBAP 처리군과 SOD1 Tg 군에서의 AIF의 핵내 이동 감소

  영구적 허혈 유도 후 4 시간에서 Western blot 분석에 의한 AIF 

단백질 발현은  MnTBAP 처리군과 vehicle 처리군(Figure 4A), 그리

고 SOD1 Tg군과 야생형군(Figure 4B)에서 비교하였다. MnTBAP 처

리군에서 핵으로 이동된 AIF는 vehicle 처리군에 비해 현저히 낮았으

며(O.D.; vehicle, 1.0±0.23; MnTBAP, 0.22±0.13; p<0.001)(Figure 4A, 

a and b), SOD1 Tg군에서도 핵으로 이동된 AIF가 야생형 군에 비해 

현저히 낮았다(O.D.; Wt, 1.0±0.09; SOD1 Tg, 0.41±0.11; 

p<0.001)(Figure 4B, c and d). 미토콘드리아 내 AIF의 밀도측정 수

치는 핵 내 AIF의 측정 수치와는 상반되는 양상으로 분석되었다

(O.D.; Wt, 1.0±0.11; SOD1 Tg, 2.22±0.08; p<0.001)(Figure 4A). 

MnTBAP 처리군과 vehicle 처리군, 그리고 SOD1 Tg군과 야생형군

끼리 비교했을 때 대조 부위에서 미토콘드리아 내 AIF 양에는 거의 

차이가 없었다(data not shown).

  MnTBAP 처리군과 vehicle 처리군, 그리고 SOD1 Tg 마우스와 야

생형 마우스끼리 영구적 허혈 유도 후 4 시간에서 면역조직화학염색

을 통한 AIF의 면역 활성을 비교하였다(Figure 4B). 병변 부위에서의 

핵내 AIF 면역활성반응은 MnTBAP를 처리하지 않은 군에 비해 

MnTBAP 처리군에서 감소되었으며, SOD1 Tg 마우스에서도 야생형 

마우스에 비해 핵내 AIF의 면역 반응성이 감소되었다.
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Figure 3. Suppression of O2
- production after MnTBAP pretreatment.  

Oxidized HEt signals (red) were detected in the perinuclear area (blue). 

Scale bar=20 ㎛. 
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6. 허혈 유도 후 MnTBAP 처리군과 SOD1 Tg군에서 커다란  

DNA 분절현상 억제

                

  PFGE의 방법으로 영구적 허혈 유도 후 ∼50kbp 크기의 커다란

DNA 조각들이 영구적 허혈 유도 후 8 시간부터 검출되었으며 허혈 

유도 후 14 시간과 24 시간에서 현저히 증가되었다(Figure 5A). 커다

란 DNA 분절현상은 대조군에서는 나타나지 않았다. 큰 DNA 분절현

상은 MnTBAP 처리군에서 나타나지 않았지만, 반면에 vehicle 처리

군에서 허혈 유도 후 24 시간에서 큰 DNA 조각들이 검출되었다

(Figure 5B). 커다란 DNA 분절현상은 야생형군에서는 현저하게 검출

되었으나 SOD1 Tg군에서 허혈 유도 후 24 시간에서는 관찰되지 않

았다(Figure 5C).

7. Caspase와 독립적 경로를 통한 AIF의 핵내 이동

  Western blot 분석으로 vehicle 처리군과 caspase 저해제인 

z-VAD.fmk 처리군에서 AIF 단백질은 뚜렷한 양의 차이가 없음을 보

였다(O.D.; vehicle, 1.0±0.06; z-VAD.fmk, 0.96±0.08, p<0.05)(Figure 

6A). 이는 pan-caspase inhibitor가 AIF의 핵내 이동에는 영향을 끼치

지 않는다는 사실을 보여준다. AIF와 TUNEL과의 관계를 확인하기 

위해 이중 면역조직화학염색을 실시하였다(Figure 6B). TUNEL 양성 

반응 세포와 AIF 양성 반응 세포들은 영구적 허혈 유도 후 24 시간

의 병변 부위에서 보였다. AIF 양성 반응 세포는 병변 부위에서 

TUNEL 양성 반응 세포와 대부분 겹쳐서 관찰되었다.

 본 연구에서는 MnTBAP 처리에 의한 과산소 음이온 라디칼 발생의 
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Figure  4. Inhibition of AIF translocation after MnTBAP pretreatment or 

in SOD1 Tg mice. (A) Western blots (a and c) and protein levels of AIF 

(b and d). AIF protein levels present OD values. Wt, wild type mice; 

AIF, apoptosis-inducing factor; His, histone; COX, cytochrome oxidase; N, 

nuclear subfraction; M, mitochondrial subfraction. **p  <0.001. (B) 

Immunohistochemistry of AIF. Ctr, control. Scale bar=50 ㎛.
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억제가 caspase와는 독립적인 방법으로 세포고사를 감소시킨다는 사

실을 확인하기 위해 vehicle, z-VAD.fmk와 MnTBAP의 세 가지의 서

로 다른 처리조건에서 허혈 유도 후 나타나는 caspase-3의 활성과 

DNA 분절현상을 관찰하였다(Figure 6C). Caspase-3 활성은 허혈 후 

24 시간의 vehicle 처리군에 비해 z-VAD.fmk와 MnTBAP 처리군에

서 현저히 감소되었다(vehicle, 445.70±15.10; z-VAD.fmk, 

276.30±13.30; MnTBAP, 287.00±10.00, % of nonischemic control 

brain, p<0.001). Caspase 활성은 z-VAD.fmk 처리군과 MnTBAP 처

리군 사이에서는 별 차이가 없었다(Figure 6C). 세포고사적 DNA 분

절현상의 정도는 vehicle 처리군에 비해 z-VAD.fmk 처리군과 

MnTBAP 처리군에서 현저히 감소되었다 (vehicle, 515.00±58.00; 

z-VAD.fmk, 399.00±.31.80, p<0.01; MnTBAP 236.00±49.00, % of 

nonischemic control brain, p<0.001) (Figure 6C). 또한 MnTBAP 처

리군에서 세포고사적 DNA 분절은 z-VAD.fmk 처리군에 비해 현저히 

적었다(p<0.01).
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Figure 5. Representative photographic findings of large scale DNA 

fragmentation. (A) Large scale DNA fragmentation was shown in 

time-dependent pattern after permanent MCAO. (B) Inhibition of large 

scale DNA fragmentation after MnTBAP pretreatment. (C) Inhibition of 

large scale DNA fragmentation in SOD1 Tg mice compared with wild 

type mice.
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Figure 6. AIF translocation and subsequent DNA fragmentation via 

caspase-independent pathway after permanent MCAO. (A) AIF 

translocation was not inhibited after z-VAD.fmk treatment. (B) AIF (red) 

was partially colocalized with TUNEL (green). Scale bar=10 ㎛. (C) 

Caspase-3 activity and cell death assay after z-VAD.fmk or MnTBAP 

treatment. *p < 0.01, **p  < 0.001, NS = no significancy.
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Ⅳ. 고찰

  본 실험 결과에서 영구적 국소 대뇌 허혈 유도 후, 초기에 일어나

는 과산소 음이온 라디칼 생산이 AIF의 핵내 이동과 이에 따른 DNA 

분절현상을 유도한다는 가능성에 대한 다섯 가지 증거를 제시하였다. 

첫째, 영구적 국소 대뇌 허혈 유도 후, 미토콘드리아 분획에서 AIF의 

단백질양이 감소된 반면에 핵 분획에서는 증가된 것을 보여주었다

(Figure 1). 또한 면역조직화학염색에서도 AIF의 핵내 이동이 관찰되

었다(Figure 2). 둘째, 영구적 국소 대뇌 허혈 유도 후, 대조군에 비해 

MnTBAP를 처리한 군의 병변 부위에서 과산소 음이온 라디칼의 생

산에 의해 산화된 HEt가 감소되었다(Figure 3). 셋째, 허혈 후 AIF의 

핵내 이동은 대조군에 비해 MnTBAP를 처리한 군에서 유의성있게 

감소되었고, 또한 SOD1 Tg 마우스에서도 이와 똑같은 실험결과를 

확인하였다(Figure 4). 넷째, PFGE의 방법을 사용한 커다란 DNA 분

절현상은 영구적 국소 허혈 유도 후 대조군에서 많이 관찰되었고 

MnTBAP 처리군에서는 억제되었다. 또한 SOD1 Tg 마우스에서도 이

와 같은 결과를 관찰하였다(Figure 5). 마지막으로 AIF의 핵내 이동

이 pan-caspase 저해제인 z-VAD.fmk에 의해 억제효과를 나타내지 

않았으며, DNA 분절현상은 z-VAD.fmk 처리군 보다 MnTBAP 처리

군에서 유의성있게 감소되었다(Figure 6). 이와 같은 결과들을 종합하

면 영구적 대뇌 국소 허혈 후 초기에 일어나는 미토콘드리아로부터 

핵으로의 AIF의 이동은 커다란 DNA 분절현상의 발생에 관여하는 것

을 알 수 있었다. 따라서 과산소 음이온 라디칼의 억제가 AIF의 핵내 

이동 현상을 감소시키며, 커다란 DNA 분절현상도 저해한다는 사실을 

알 수 있었다. 
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MnTBAP는 허혈 후, 세포 내에서 발생하는 과산소 음이온 라디칼

을 제거하고 hydroxyl radical의 생성을 저해하는 것으로 잘 알려져 

있다.
41-43

 따라서 항산화제인 MnTBAP를 사용하여 중대 뇌동맥 폐색

에 의해 유발되는 과산소 음이온 라디칼을 억제하는 것을 관찰 할 수 

있었고, 또한 AIF가 핵내로 이동하는 것을 방해하며, DNA 분절현상

도 감소시키는 사실을 확인할 수 있었다. 

 최근 논문에 의하면 과산소 음이온 라디칼을 제거하는 효소인 

SOD1을 과발현 시킨 동물모델에서 신경세포 손상에 대해 높은 보호

효과가 있다고 한다.
44,45

 SOD1은 세포질에서 뿐만 아니라 미토콘드리

아에서 생성된 과산소 음이온 라디칼을 감소시키는데 관여한다.
46
 

SOD1을 과발현 시킨 대뇌 허혈 동물 모델에서 미토콘드리아의 

cytochrome c의 방출은 감소되며,
10,11,47

 또한 DNA 분절현상을 감소시

키기는 것으로 알려져 있다.
37
 따라서, 본 실험에서는 SOD1 Tg 마우

스를 사용하여 영구적 대뇌 허혈 유도 후, AIF의 미토콘드리아로부터 

핵내 이동이 SOD1에 의해 감소되며, DNA 분절현상도 감소되는 사실

을 증명하였다. 

 최근 논문에 의하면 AIF의 핵내 이동이 peroxynitrite가 처리된 신

경 세포 배양 연구,
31
 신경 독소 연구,

32,48
 그리고 UV에 의해 유도된 

세포사멸 연구에서
33
 활성산소종에 의해 유도될 수 있다는 사실이 알

려졌다. 비록 활성산소종에 의해 AIF의 미토콘드리아에서 핵으로의 

전이되는 정확한 기전은 아직 알려져 있지 않지만, 활성산소종이 미

토콘드리아의 막 투과성을 활성화시켜 미토콘드리아의 외부막이 터져

서 AIF와 cytochrome c 같은 세포 고사를 일으키는 기질들이 방출된

다는 가능성을 제시하고 있다.
27,36,49,50

 Caspase는 대뇌 허혈 후에 세포

고사의 중요한 중재자로서 인식되고 있다.
51
 그러나 전형적으로 
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caspase 억제는 제한적이거나 일시적으로 신경세포를 보호한다.
52
 또

한 AIF가 caspase와 독립적인 기전으로 세포사멸을 일으킨다고 보고 

되어져 왔는데 그에 대한 가능성으로 두 가지 정도를 들 수 있다. 첫

째, AIF의 미토콘드리아로부터 핵으로의 전이가 caspase와 독립적으

로 일어날 것이라는 것과
53
 둘째, AIF가 caspase와 독립적으로 DNA 

분절현상을 유도할 수 있다는 것이다.
48
 일시적 대뇌 허혈 유도 후 

CA1 해마 부위에서 AIF의 핵내 이동이 caspase 활성억제에 의해 차

단되지 않는다는 동물 실험 결과가 보고 되었다.
29
 또한 신생아 랫트

단편적 hypoxia 허혈 유도 후에서 뇌의 피질부에서도 AIF의 핵내 이

동이 차단되지 않았다.
30
 또한 최근 연구 결과들은 재조합 아데노바이

러스 감염법을 이용하여 AIF을 과발현 시킨 후, caspase 저해제를 처

리하면, 예상했던 것과는 달리 DNA 분절현상을 감소시키지 못한 것

을 보여주고 있다.
54
 이러한 결과들은 AIF가 DNA 분절현상을 유발하

며 caspase 활성과는 독립적으로 신경세포사멸을 일으킬 수 있다는 

사실을 보여 주고 있다. 본 실험 결과에서 caspase 활성은 

z-VAD.fmk 처리군과 MnTBAP 처리군에서 감소되었으며, DNA 분

절현상은z-VAD.fmk 처리군에 비해 MnTBAP 처리군에서 훨씬 더 

억제되었다(Figure 6C). 이러한 사실은 과산소 음이온 라디칼의 생산

이 caspase와 독립적인 방법으로 AIF의 핵 이동을 유발해서 세포고

사를 유도할 수 있다는 가능성을 제시한다. 

 최근 논문에 의하면 세포고사 과정이 일어나는 동안 2 단계를 거

쳐 핵 분절 현상이 일어난다는 것이 보고 되고 있다.
55,56

 제 1 단계에

서는 핵이 염색질 응축으로 주름진 형상이 나타나며 이는 전형적으로 

커다란 DNA 분절현상과 관련되어 있다고 연구되어 왔다. 1 단계 후

에 핵은 형태학적으로 제 2 단계에 접어들게 되는데 1 단계에서의 염
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색질 응축이 더욱 확실한 형태로 진행되며 핵체가 형성된다. 2 단계 

과정 진행과정에서 caspase가 억제되었을 때는 핵의 세포고사가 형태

학적으로 1 단계에 국한된다고 한다.
55,56

 이러한 사실들은 세포고사가 

형태학적으로 1 단계와 2 단계로 진행되는 과정 중에 caspase가 관여

되고 있음을 시사한다. 세포에서 분리해낸 핵이나 마우스의 배 섬유

아세포에 재조합한 AIF가 주입되었을 때 형태학적으로 1 단계로 가

게 되며 커다란 DNA 분절현상이 일어나게 되는데 두 형태학적 변화 

과정들은 caspase 활성이 중재된 세포고사와는 독립적으로 발생한

다.
15,55,56

 그와 대조적으로, 활성화된 caspase-3나 caspase에 의해 활

성화되는 효소인 DNase (caspase-mediated activating DNase, CAD/ 

DNA fragmentation factor, DFF)를 주입하면 세포가 형태학적으로 2 

단계로 들어가게 되어 DNA가 oligonucleosomal 조각들로 분절된다.
56
 

최근 보고에서는 endonuclease G (endo G)가 핵내로 이동하여 

caspase와 독립적으로 커다란 크기와 작은 크기로 DNA 분절현상을 

야기시키는 것으로 보고 되고 있다.
57
 그리고 AIF는 endo G와 같은 

핵 분해효소를 활성화 시킨다고 한다.
15,18

 따라서 MnTBAP에 의한 

AIF의 핵내 이동의 억제는 endo G나 또 다른 내재성 핵 분해효소의 

활성을 감소시킴으로써 caspase와는 독립적인 방법으로 DNA 분절현

상을 감소시킬 수 있다고 사료된다. 

따라서 뇌 허혈 후, caspase의 세포고사 경로와 caspase와 독립적인 

AIF의 핵 내 이동을 동시에 억제할 수 있는 신약개발과 유전자 치료

법을 개발할 수 있는 연구가 앞으로 진행되어야 할 것이다. 
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Ⅴ.       결론 

 본 연구에서 수행된 결과들을 종합하면, 영구적 국소 대뇌 허혈 

후 과산소 음이온 라디칼에 의해 AIF의 핵내 이동이 유발되며, 이에 

따른 DNA 분절현상이 유도될 수 있다는 사실과 이러한 DNA 분절현

상과정이 caspase와는 독립적인 경로를 거쳐 발생할 수 있다는 사실

을 제시한다. 
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Abstract 

Nuclear Translocation of Apoptosis Inducing Factor by 

Reactive Oxygen Species After Permanent Focal Cerebral 

Ischemia in Mice Model

Yong Hyun Lee

Department of Medical Science

The Graduate School, Yonsei University 

(Directed by Professor Byung In Lee)

  Mitochondria play the important roles in the regulation of 

apoptotic cell death through their capacity to release pro-apoptotic 

proteins, such as cytochrome c, endonuclease G, and apoptosis 

inducing factor. Above these translocate through the outer 

mitochondrial membrane to the cytosol and to the nucleus in 

response to different apoptosis-inducing conditions. Recently it has 

been reported that nuclear translocation of AIF has been implicated 

in caspase-independent neuronal cell death. However, it is not 

elucidated whether reactive oxygen species (ROS) is involved in 

nuclear translocation of AIF and subsequent caspase-independent 

apoptosis after permanent focal cerebral ischemia. 

  Permanent middle cerebral artery occlusion (MCAO) was 

performed in adult ICR mice, and cooper/zinc-superoxide dismutase 

(SOD1) transgenic (Tg) mice and wild type mice. Western blotting 

and immunohistochemistry were performed to examine the 
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translocation of AIF. To identify large scale DNA fragmentation 

via AIF translocation, pulse field gel electrophoresis (PFGE) was 

used. To clarify whether AIF translocation is implicated in ROS, 

antioxidant MnTBAP was injected before permanent MCAO and 

SOD1 Tg mice were induced by permanent MCAO. In Western 

blot and immunohistochemistry analysis, nuclear translocation of 

AIF was gradually increased 1h to 24h after permanent MCAO. 

Large-scale DNA fragments of ∼50 kbp were detected 8h after 

permanent MCAO. MnTBAP-treated and SOD1 Tg mice showed 

that AIF translocation was attenuated in comparison with control 

and blocked large scale DNA fragmentation after permanent 

MCAO. Caspase activity was similarly inhibited between 

pan-caspase inhibitor- and MnTBAP-treated mice, But apoptotic 

cell death was significantly inhibited in MnTBAP-treated mice 

compared with pan-caspase inhibitor-treated mice. 

  These results suggest that inhibition of superoxide production 

may prevent nuclear translocation of AIF and subsequent neuronal 

apoptotic cell death after permanent MCAO.

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Key Words : permanent focal cerebral ischemia, reactive oxygen 

species, nuclear translocation, large-scale DNA fragmentation
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