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감감감사사사의의의 글글글

인생가운데 가장 드라마틱한 순간을 선택하라면 주저함 없이 이곳 연대에서의
대학원과정이라 할 수 있을 것입니다.과정을 마치기까지 남들과는 달리 4년여가
넘는 시간을 필요로 했고,이 시간 속에서 개인적으로는 생명의 갈림길에도 서 보
았습니다.다시 새 삶을 살 수 있기까지 많은 고통과 인내가 필요했었던 시간이었
기에 이 과정을 마치는 이 시간이 더욱더 감사하게 느껴집니다.석사 과정을 통해
제 삶이 제 자신으로부터가 아닌,하늘에 계신 아버지께서 맡겨주신 삶의 짊을 지
며 한 걸음,한 걸음을 걸을 수 있도록 거듭나게 해준 시간이었습니다.이 어려웠던
과정을 무사히 마칠 수 있도록 도와주신 분들에게 제 마음을 담아 감사의 글을 올
리고자 합니다.
2002년 1월 3일,부족했던 저를 환하게 웃는 얼굴로 받아 주시며,제가 힘들고

어려울 때마다 채찍과 격려를 담아 과학자의 길이 얼마나 어려운지를 지도해 주셔
서 이곳까지 올 수 있도록 인도해주신 김 명희 교수님께 먼저 감사의 말씀을 드립
니다.교수님을 통하여 단순히 실험을 잘하는 이가 아니라 체계적으로 생각하고,추
진하는 법을 배웠고,곁에서 같이 생활하는 이들에게 배려하는 법도 배우게 되었습
니다.그리고 언제나 변함없는 모습으로 계신 저희 실험실 대장님,실험실 식구들의
뒤에서 굳건히 계셔주신 박 형우 교수님께도 감사를 드립니다.교수님 덕분에 백서
의 발생과 형태적인 연구하고자 하는 열망과 열심을 가질 수 있었습니다.그리고
바쁘신 와중에도 이 부족한 저의 실험과정과 결과를 꼼꼼히 점검하여 주셔서 좋은
논문으로 결실을 맺을 수 있게 도움을 주신 탁 관철 교수님께도 감사를 드립니다.
더불어 실험실 식구들에게도 감사를 드리고 싶습니다.제 실험이 있을 때마다 옆에
서 같이 도와주시고,제 사수로써 전적인 지원을 해주시어 이 결과를 볼 수 있게
해주신 유 병기 선생님께 감사를 드립니다.지금은 실험실을 떠나 더 좋은 곳에서
일하고 계시는,저의 석사생활 기초적인 부분부터 많은 것을 가르쳐 주신 실험실
큰 형님이셨던 박 성도 선생님,실험을 할 때 궁금한 것이 있으면 언제나 좋은 해
결책을 제시해 주었던 언제나 젊은 언니 권 윤정 선생님,기술적인 부분의 조력자
가 되어 저의 힘이 되어준 맑은 웃음을 가진 강 진주 선생님,작년 초 발생학실험
실에 최초 여자 강사로써 오셔서 따스함과 저돌적인 추진력으로 모든 식구들을 안
팎으로 감싸 안아주신 너른 가슴의 예쁜 유부녀 양 혜원 선생님,따뜻한 마음으로
작은 것까지 세심하게 걱정해주고,신경써주신 실험실 왕 언니 현주 누나,휴학하고
다시 복학 했을 때 막막했던 내게 기술적 부분뿐 아니라 여러 가지로 많은 도움을



준 예쁜 동생 은영이,언제나 차갑고 냉철한 이성으로 잘못된 부분을 지적하여 주
어 내 자신을 다시 돌아볼 수 있게 만들어 주는 거울 같은 아가씨 공 경아 선생님,
자신이 가진 것을 사랑할 줄 알고 그러기에 더 당찬 가슴으로 살아가는 멋진 이 미
희 선생님,내가 실험실에서도 신앙적으로 흔들리지 않고 굳건히 지켜 갈 수 있었
던 모범이 되었고,비록 힘들지만 자신의 길을 굳건히 걸어가고 있는 예쁘고 듬직
한 동생 은신,올 해 초부터 우리와 함께 하여 지금은 실험실원들의 많은 부분을
챙겨주고 밀어주는 멋진 카리스마 조 정수 선생님,새로 박사과정을 시작하여 열심
히 한 걸음 한 걸음 옮기고 있는 엉뚱한 포항 아가씨 승혜,그리고 실험실의 막내
로 새로 시작하는 실험실에서 하나하나 배워가며,실험실 식구들의 귀여움을 독차
지하고 있는 귀여운 승리까지 모두 모두 정말 감사합니다.
제게 학부 시절 6개월여의 짧은 시간이었지만 실험실에서 많은 것을 가르쳐 주

고자 노력하셨던 따뜻한 열정을 가지셨던 문 순옥 교수님,이 곳 연대에서 대학원
과정을 시작할 수 있게 여러 가지로 도움을 주셨던 정 지형 선배님,대학원 과정
중 저에게 지속적인 정신적,물질적 후원자가 되어주셨던 박 선영 선배님께도 감사
를 드립니다.또한 제가 병원에 있을 때 단체로 헌혈하면서까지 저를 걱정하여 준
학부 동문들과 교수님들께 감사를 드립니다.
2002년 차가웠던 겨울 세브란스의 무균실 병동에서 제 생명의 다시 소생함을 옆

에서 기도와 격려로 지켜봐 주시고 이제는 새 삶을 계획함에 있어 중요한 조언자가
되어주신 저의 영적 지침서이신 정 대엽 목사님,큰 형님처럼 제가 교회에서 여러
가지 일로 힘들어 할 때 격려로 이끌어 주신 이끌림 목회자 고 창주 목사님,힘들
고 외롭던 투병생활에서부터 시작된 인연으로 새로 시작한 저의 삶에 영적 영감을
주시고,하나님과의 관계 정립을 잘 할 수 있게 도움을 주신 강 교자 교수님께도
감사를 드립니다.
대학원 과정뿐 아니라 힘들었을 때도 즐거울 때에도 나를 지켜봐주고 항상 격려

를 보내준 친구들에게 감사를 전한다.좋은 사람과 새로운 가정을 만들어 행복해
하고 있는 초보 변호사 범수,언제나 한결같은 모습으로 곁에 있어준 너무 친해서
걱정이다 싶은 정 대리 부부 회신과 주희,자신의 박사과정이 힘듦에도 같이 기뻐
하고 즐거워해준 멋있는 예비 교수 윤성,기쁨과 어려움을 같이 나누고 싶은 넉넉
함과 다정함을 동시에 가진 능력 있는 컨설턴트 경현,새로이 시작된 가정의 행복
과 어린 소아들의 아픔을 돌보고 있는 의사 유석,사법연수원에서 열심히 공부하고
있는 법조인 태준을 포함하여 모두 모두 정말 감사한다.
해준 것도 많이 없어 항상 미안한데 정말 열심히 노력해주어서 이제는 한 그루

의 나무가 되어 버팀목의 역할을 감당하고 있는 사랑스런 서연,성진,은혜,자연을



비롯한 서초신동교회 청년들과 우리 귀염둥이 청소년부 학생들과 전도사님께도 감
사를 표하고 싶습니다.
마지막으로 저를 지금까지 양으로 음으로 언제나 지켜봐 주시고,기도하심으로

삶의 등불이 되어주신 어머니,제가 고통으로 힘들어 몸부림 칠 때도 새로운 용기
를 주셔서 이 과정을 모두 마칠 수 있게 해주신 어머님께 말로 표현 할 수 없는 감
사를 드립니다.제가 장성한 이후에는 제 옆에 계시지는 않았지만 항상 좋은 것만
주시고자 하셨던 하늘에 계신 아버지께도 감사를 드립니다.제 못된 성격으로 인해
불평을 해도 항상 받아주고 가족을 먼저 생각하는 아버지 같은 큰 형,밝은 웃음과
장난기로 집안에 웃음을 가져다주는 조금 있으면 얘 아버지가 되는 동생과 임신 중
에 있는 동생의 사랑하는 아내 제수씨에게까지도 마음을 담아 진심으로 감사를 표
합니다.
세상 누구보다도 이 모든 과정을 끝날 때까지 아니 지금 이 순간에도 그리고 앞

으로도 저를 지켜주시고 인도해 주실 하나님께 감사와 영광을 드립니다.
이제 새로이 시작되는 삶을 살아가려 합니다.비록 지금까지처럼 과학을 통한 길

이 아닌 전혀 다른 새로운 길이겠지만 하나님께서 제게 부여해 주신 새 목표를 향
하여 한 걸음 한 걸음 더 열심히 노력할 뿐 아니라 좀 더 너른 가슴으로 주신 것에
감사하며 저보다 남을 위하여 한 개인보다 공동체를 위하여 새로 주신 생명을 사용
하려 합니다.앞으로도 저를 지켜봐 주시고 어디에 있든 더 나은 모습을 위해 노력
할 것을 약속드립니다. 감사합니다.

2006.06.정 명 섭 올림.
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국국국문문문요요요약약약

백서에서 임신 중 레티노산이 구개 형태발생에 미치는 영향

백서에서의 구개발생은 배자 발생 14일째에 입천장선반(palatalshelves)이 아래
쪽으로 자라며 시작한다.발생 16일째가 되면 아래쪽으로 자라던 입천장선반이 혀
위쪽으로 이동하게 되고,중앙을 중심으로 입천장선반의 가운데부분부터 병합하여
발생 17일째가 되면 앞뒤부분까지 병합이 완료된 완전한 구개가 형성된다.레티노
산은 비타민 A의 생체 내 활성 대사산물로써 일반적으로 배자 발생에 있어 배자의
전후 축(anteroposterioraxis)형성과 중추신경계 형성 등에 관여한다고 알려져 있
다.그러나 이러한 레티노산에 과다히 노출되거나 결핍되면 기형이 유발되고,발생
과정 중 배자 축 형성에 관여한다고 알려진 Hox유전자의 발현 또한 조절한다고
보고되어 있다.
본 연구에서는 임신 11일째 백서에 레티노산을 복강내 주사로 주입하고 발생 13

일부터 17일까지의 배자를 분리하여 배자의 형태적 변화를 관찰하고,또 분자 수준
에서 배자 머리 부분에서 발현하는 유전자를 분석하였다.
실험 결과 형태적으로는 레티노산에 노출된 배자의 경우 정상 배자에 비해 머리

발생 지연을 포함하여 머리둔부길이(CRL)와 사지 등의 길이가 짧아진 것이 보였다.
또 17일째 배자의 경우 정상 배자에서는 완전한 구개가 형성되었으나 레티노산에
노출된 배자에서는 총 52예의 배자 중 36예에서 구개열이 관찰되었으며,구개열의
벌어진 간격은 약 0.80±0.36mm이었다.역전사 중합효소 연쇄반응 방법을 이용하여
Hox유전자의 발현 양상을 비교해 본 결과,정상 배자에서 Hoxa7은 발생 13일째에
가장 강하게 발현한 후 점차 약해지는 양상을 보인 반면 레티노산에 노출된 배자에
서는 발생 13일에 비해 15일째에 발현이 현저히 증가한 후 차츰 감소하였다.반면,
Hoxc8은 발현이 전반적으로 약하였으며,정상 배자의 경우 발생 16일째에 발현이
감지된 반면,레티노산에 노출된 배자에서는 정상 배자보다 조금 빠른 발생 15일째
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에서 약한 발현이 관찰되었다.또,세포사멸에 관여하는 Bcl가족 유전자(family
gene)의 경우 정상 배자에서는 발생 13일에서 17일까지 anti-apoptotic한 유전자인
Bcl-xl과 Bcl-2,그리고 pro-apoptotic한 유전자인 Bax모두 강하게 발현하였으나,
레티노산에 노출된 배자의 경우 Bcl-xl과 Bcl-2의 발현이 발생 16일 이후에는 감소
하였으며 반대로 Bax의 경우는 발생 13일에서 15일까지 매우 저하되었다.
이상의 결과로 미루어 보아 임신 중 레티노산이 배자 발생과정 중 구개열을 포

함한 형태적 기형 유발을 가능하게 할 수 있는 물질임을 알 수 있었고,또 배자형
태 발생에 관련된 Hox유전자의 발현과 세포사멸에 관련된 Bcl가족 유전자인
Bcl-xl과 Bcl-2,그리고 Bax유전자의 발현을 조절하여 배자의 형태적 기형 유발에
관여할 것으로 생각된다.

핵심 되는 말 :구개발생,구개열,레티노산,배자 발생,배자 축,세포사멸
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백서에서 임신 중 레티노산이
구개 형태발생에 미치는 영향

<지도교수 김김김 명명명 희희희 >

연세대학교 대학원 의과학과

정정정 명명명 섭섭섭

III...서서서 론론론

사람에서의 얼굴발생은 발생 4～8주 사이에 주로 일어난다.배자(embryo)말기
가 되면 얼굴이 인간의 형상을 나타내고,발생 9주부터 출생 전까지인 태아기(fetal
period)에 들어서야 얼굴의 비율이 제대로 구성된다.1,2구개 발생은 발생 4주초에 하
악궁(mandibular arch)의 발달과 함께 시작되며,발생 4주 중간에 구강인두막
(oropharyngealmembrane)이 파열되고 양측 하악궁의 병합이 시작되면서 구강오목
(stomatodeum)의 양측 경계를 이루는 하악융기(mandibularprominence)로 발달한
다.이후에 하악융기의 완전한 병합이 이루어지는 시점은 발생 5주말경으로 알려져
있다.1이에 반하여 상악은 하악보다 조금 늦은 발생 5주초에 구강오목의 양측 경계
를 이루는 융기로 처음 관찰되어져서 발생 5주말에는 상악융기(maxillary
prominence)가 중앙 쪽으로 자라서 구강오목의 바깥위쪽 경계를 이룬다.이때 외측
비융기(lateralnasalprominence)와는 홈에 의해 분리가 되며,비소와(nasalpit)가
배자의 외측 면에서 보이기 시작한다.1,2발생 6주초에 내․외측비융기들에 의해 구
개발생(palataldevelopment)이 시작된다.발생 6주말에는 상악융기의 안쪽에서부터
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튀어나온 2개의 중간엽성 융기인 입천장선반으로 발달하게 되며,1,2발생 7-8주를 거
치는 동안 혀 양측의 입천장선반이 아래쪽으로 돌출되어 점점 성장하게 된다.이
때 비강부분도 발생을 시작하는데 외배엽조직인 구비강중격(oronasalseptum)이 얇
아져 구비강막(oronasalmembrane)이 파열되어 비강과 구강이 연결부인 원시후비
공(primitivechoana)을 형성한다.1 발생 8주말에는 성장하던 입천장선반들이 짧은
순간 혀 상측으로 올라와 수평을 유지하게 된다.양쪽의 입천장선반들이 서로 접근
하여 정중앙에서 병합을 시작하며 궁극적으로 구개융기(palatineprominence)와 비
중격(nasalseptum)과의 병합도 이루어진다고 알려져 있다(Fig.1).1-3

이러한 정상발생과는 달리 구개열(cleftpalate)은 구개성분이 제대로 융합하지
못하여 구강과 비강의 경계가 무너지면서 호흡과 음식물의 섭취를 하는데 있어 제
한을 받는 경우를 말한다.발생빈도는 환경적,인종적,지형적인 차이들이 있지만
현재는 약 1000명중에 1～2명꼴로 발생을 하고,4,5얼굴발생에서 여성이 남성보다 1
주일정도 늦은 발생시기상 차이를 보이는데 이때 여성은 더 많은 환경적인 영향에
노출되기가 쉬워 여성에서의 구개열 발생 또한 남성보다 약 2배 정도 많이 발생한
다고 알려져 있다.구개열은 단독으로 발생하는 경우나 구순열과 같이 합병해서 발
생하는 경우,그리고 구순열만 발생하는 경우가 있다.1,6,7

이제까지 이런 구개열은 왜 발생하는 것일까에 대한 논의와 연구는 많이 진행
되어져 있다.현재까지의 연구결과들을 토대로 논의하여 보면,우선 유전적인 요인
으로는 염색체 이상,이와 더불어 Van derwoude's syndrome,Ecterodactyly
ectodermaldysplasiaclefting(EEC)syndrome,TreacherCollins증후군등과도 연관
되어 있다고 알려져 있으며,6환경적인 요인으로는 배자발생과정 중 비타민이나 호
르몬 혹은 약물의 과다 노출 또는 부족 그리고 흡연이나 음주 등으로 인하여서도
구개열이 발생하는 것으로도 알려져 있다.8-10

한편 레티노산(All-transretinoicacid,All-transRA)은 비타민 A(retinol)의 내
인성 대사산물(endogenousmetabolite)로써 동물의 발생 과정 동안 정상적인 형태
형성을 하기위해 필요한 물질로 알려져 있다.8,11-13그러나 임신초기에 피부의 여드
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름 등을 치료하기 위하여 흔히 사용하는 레티노산에 과다히 노출되면 두개안면기형
(craniofacialabnormality)및 구개열을 포함하여 흉선 무형성,심장유출로 결손증
(lackofseptationofheart-outflow tract)그리고 신경관결손 등의 기형을 갖는 아
이가 태어난다는 보고가 있다.8-10이 외에도 VitaminA deficiency(VAD)현상을 유
도하면 구개열을 포함한 기형뿐만 아니라 배자 사멸(embryonicdeath)까지 유도 되
는 것으로 보고되어 있다.14-17 또 cytoplasmicretinoid-binding proteins(CRBP I
andII)의 이상으로도 기형이 유발된다는 보고가 있다.9,11,12,14이런 여러 가지 보고에
도 불구하고 구개열 발생에 대한 분자 수준에서의 연구는 미미한 것이 현실이다.
배자 발생 과정 중 특정 시간에 그리고 배자의 특정한 위치에서 발현하여 배자

의 형태를 형성하는데 관여한다고 알려져 있는 전사 조절인자(transcriptionfactor)
인 Hox유전자는 레티노산과 전구물질인 레티노이드 등에 영향을 받아 배자 발생
에 영향을 미치는 것으로 알려져 있다.18,20

특히 척추동물에서 발생과정 증 레티노산 노출에 의해 Hox유전자의 발현 위치
가 달라짐으로서 목뼈,가슴,허리,그리고 엉치뼈 등에서 항상성 형질전환(homeotic
transformation)이 관찰되는 것으로 보아 초기 전후 축(anteroposterioraxis)발생에
영향을 미치는 것으로 알려져 있다.15특히,생쥐를 이용한 연구에서 머리발생에는
관계를 하지 않는 것으로 알려져 있는 Hoxa7,Hoxb6,Hoxb7,Hoxd4의 ectopic
expression에 의하여 구개열,감기지 않는 눈,접합되지 않은 귓바퀴 등을 포함한
안면기형이 일어나는 형태적 변이가 관찰되었다는 보고가 있다.21-25최근에는 Hox
유전자가 조절하는 downstream 목표 유전자로서 세포사멸 관련 유전자가 보고된
바 있다.26

따라서 본 연구에서는 백서를 이용하여 두개안면형성이 일어나는 발생초기에 레
티노산을 주입한 다음 각 단계의 배자조직을 분리하여 배자의 발달정도와 얼굴,구
개,그리고 구개열의 형성과정을 형태학적으로 비교 분석하였다.또 각 시기별로 얻
은 배자조직에서 추출한 RNA를 이용하여 Hox와 세포사멸 관련 유전자들을 포함
하여 정상과 레티노산에 노출된 배자 간에 서로 다르게 발현하는 유전자들을 분석
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하여 레티노산이 구개 형태 발생에 미치는 영향을 알아보고자 하였다.

FFFiiiggguuurrreee111...MMMooorrrppphhhooolllooogggyyyoooffffffaaaccciiiaaalllaaannndddpppaaalllaaattteeedddeeevvveeelllooopppmmmeeennntttiiinnnhhhuuummmaaannnaaannndddrrraaattt...
The prominence,elongation,shifting,and fusion ofpalatalshelvesconstruct
palate along with facialdevelopmentin human(6～9weeks)and in rat(15～
17days).The developmentalstages are as follows.(A)nasalseptum;(B)
maxillary process;(C)tongue;(D)palatalshelves;(E)fused palatalshelves
(From James,1994)3.
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IIIIII...재재재료료료 및및및 방방방법법법

1.실험동물과 레티노산 처리

실험동물로는 Sprague-Dawley계의 흰쥐로 출생 후 8주 이후,체중이 200-250
g인 것을 사용하였다.쥐는 저녁 8시에 수컷 1마리와 암컷 3-4마리를 한 우리에
합사 시키고,다음 날 오전 8시에 질 도말 검사(vaginalsmear)를 시행하여 현미경
관찰에서 정액이 관찰되면,임신 한 것으로 판단하여 이때를 발생 0일로 정의하였
다.임신이 확인된 쥐는 따로 분리 사육하였고,사육조건은 18-24℃에서 12시간을
주기로 일광을 바꿔주고 먹이(샘타코,오산,한국)와 물은 제한 없이 공급하였다.
All-transRA(R-2625,Sigma,St.Louis, Missouri,USA)의 invivo효과를 관

찰하기 위하여,임신한 어미 백서에 레티노산을 제외한 DMSO(D-4540,Sigma,St.
Louis,Missouri,USA)를 포함한 sesameoil(S-3547,Sigma,St.Louis,Missouri,
USA)만을 주입한 대조군과 sesameoil(DMSO 포함)에 레티노산을 같이 주입한 실
험군으로 각각 나누어 임신 11일째에 복강내 주사(intraperitonealinjection)를 통하
여 주입하였다.레티노산 stock은 100mg/ml의 농도로 DMSO에 녹여 -70℃에 보
관하였으며,양은 80mg/kg이 되도록 주입하였다.27

2.배자 적출

임신 쥐는 2차 구개 발달 및 융합과정을 관찰하기 위해 배자 발생 13일,14일,
15일,16일,17일째가 되는 오전 8시에 에테르(ether)로 마취시킨 후 복벽을 절개하
였다.노출된 장을 쥐의 오른쪽으로 밀어내고 장 뒤쪽에 위치한 난관의 한 쪽 끝을
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잡고 부착된 장간막을 절개하고 자궁과 질 연결 부위를 횡으로 절개하여 반대편 난
관을 분리시킴으로써 전체 자궁을 적출하였다.적출한 자궁은 실리콘이 깔린 페트
리 디시에 담긴 PBS용액 속에서 조작하였다.난관 끝과 자궁질 연결부를 핀으로
바닥에 고정시킨 후,안과용 가위와 끝이 날카로운 전자현미경용 포셉(EM forceps)
으로 자궁의 긴 축을 따라 절개하여 착상부위를 노출시킨 후 탈락막이 가급적 손상
되지 않게 자궁벽으로부터 분리하였다.탈락막을 제거한 후에 배자와 연결된 태반
은 가위를 이용하여 분리해 주었다.배자의 머리(head)부분을 몸통(body)으로부터
분리한 다음,머리 부분의 아래턱(mandible)은 메스(scalpel)를 이용하여 제거해 주
었다.적출된 배자는 PBS가 들어있는 새 페트리 디시에 옮겨 카메라 장치(M10,
Leica,Switzerland)를 이용하여 구개부분을 비교 관찰하였다.RNA 분리를 위한 경
우 degradation을 막기 위해 임신 쥐를 마취한 후 가능한 빠르게 배자를 적출하였
다.관찰이 끝난 조직은 RNA 추출을 위하여 사용하고 그 나머지는 곧 바로 -70℃
에 보관하였다.

3.현미경 관찰과 결과 분석

배자는 80배까지 확대가 가능한 수술현미경(M10,Leica,Switzerland)을 이용하
여 발생 일에 따라 8-40배에서 대조군과 실험군의 머리-둔부길이(crown rump
length,CRL)를 계측하고,외형 발생상태 등을 관찰하였다.또한 배자의 아래턱을
제거한 후,입천장선반의 출현,성장 정도,융합 정도를 시기별로 관찰하였다.
실험 결과는 평균±표준 오차로 표시하였으며,각 군 간의 비교는 studentttest

로 검정하였다.p값이 0.05미만인 경우를 통계학적으로 유의한 것으로 평가하였
다.



- 7 -

4.RNA 분리

적출한 배자 또는 배자 절편(head부분)을 액체 질소에 넣어 냉동시킨 다음 Zol
B(TEL-TEST.INC,Friendswood,Texas,USA)를 이용하여 RNA를 추출하였다.
조직을 6mm 평면 plate에 넣고 ZolB1ml를 첨가한 후,날카로운 칼날(bladder)
을 이용하여 잘게 잘랐다.배자를 300㎕의 chloroform과 함께 1.5mleppendorf
tube(e-tube)에 넣어 invertedvortexing후 15분 정도 얼음에서 고정을 시켜준 다
음 4℃,13,000rpm에서 25분 동안 원심분리(centrifugation)하였다.상등액을 새로운
e-tube에 넣고 동량의 isopropanol을 넣어서 -20℃에서 최소 1시간 이상 침전시켰
다.다시 한 번 원심분리(13,000rpm,25분,4℃)한 후,상등액을 버리고 70% 에탄
올(ethanol)200㎕로 세척해 주었다.원심분리 후 생성된 침전물(pellet)은 공기 중
에서 건조 시킨 다음 DEPC-H2O에 녹여 -20℃에서 보관하였다.

5.Genefishing을 통한 차등발현유전자 분석

정상과 레티노산에 노출된 배자의 아래턱을 제거한 머리 부분에서 분리한 총
RNA를 이용하여 Genefishing(Seegene,서울,한국)을 수행하였다.먼저 mRNA의
polyA부위에 특이적으로 결합하는 10mer의 짧은 목표 염기서열(targetsequence)
을 가진 20여개의 deoxyThymineannealingcontrolprimer(dT-ACP,Seegene,서
울,한국)를 이용하여 42℃에서 역전사(reversetranscription,RT)반응을 통해 첫 번
째 주형 cDNA를 합성하였다.역전사반응의 결과로 합성된 cDNA를 주형으로 하여
primer의 접합(annealing)부위를 조절할 수 있도록 온도를 높여주어 primer가 주형
(template)의 특정부위에 결합되도록 한 후 두 번째 주형 cDNA를 만들었다.이때
접합 온도는 역전사반응 때 보다 높아진 50℃로 맞춰주어,이온도에서는 dT-ACP
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가 주형에 결합할 수 없고,임의의 온도조절 primer의 핵심부분만이 특이적으로 주
형가닥에 결합되도록 하였다.최종적으로 접합 온도를 65℃로 높여 줌으로써,임의
의 primer와 100% 일치하는,일차 중합효소반응을 통해 합성된 산물만 특이적으로
증폭하였다.이렇게 접합 특이성(annealingspecificity)을 조절한 임의 중합효소 연
쇄반응(random polymerasechainreaction,ramdom PCR)을 통하여 정상과 레티노
산에 노출된 배자 간에 mRNA의 발현차이를 보이는 유전자(Differentially
ExpressedGene,DEG)를 아가로즈 겔(agarosegel)상에서 전기영동하여 분석하였
다.28

6.역전사 반응

역전사반응(reverse transcription,RT)은 Biophotometer(Eppendorf,Hamburg,
Germany)를 이용,분광광도법(spectrophotometry)으로 RNA양을 측정하여 260nm
에서 얻은 O.D 값을 280nm에서 얻은 O.D 값으로 나눈 값이 1.6-1.8인 RNA만을
이용하여 정량하였으며,2㎍의 RNA 와 200ng의 oligodT,H2O를 14㎕까지 넣
고 70℃에서 5분간 열을 가하여 준 후,바로 얼음에 넣어두고 dNTP(2.5mM each)
5 ㎕,RNase inhibitor(40 unit/㎕,Promega,Madison,USA)0.5 ㎕,Moloney
Murine Leukemia Virus - Reverse Transcriptase(MMLV-RT 200 unit/㎕,
Promega,Madison,USA)0.5㎕,MMLV-RT5×buffer5㎕를 첨가하여 37℃에서
1시간 동안 반응시켜 cDNA를 만들었다.
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7.primer제작 및 중합효소 연쇄반응

분석할 유전자에 대한 primer는 염기서열(sequence)을 분석(NCBI,blastsearch
program)하여,바이오니아(대전,한국)회사를 통해 primerdesign프로그램에 적용
하여 제작,구입하였으며 6항에서 제작한 cDNA를 주형으로 중합효소 연쇄반응을
수행하였다.대조군으로 β-actinprimer를 사용하였다.중합효소 연쇄반응에 사용한
primer와 중합효소 연쇄반응 조건은 Table1과 2에 나타내었다.
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Table1.PrimersusedforPCRanalysis

Table2.PCRconditionsusedforeachtargetgene

GGGeeennneee SSSiiizzzeee(((bbbppp))) PPPrrriiimmmeeerrrssseeeqqquuueeennnccceeesss

HHHoooxxxaaa777 425
5’-CTGGCTCTCATCTTTATGCT-3’
5’-CGGGCTTATACAATGTCAAC-3’

HHHoooxxxccc888 458
5’-CACGTCCAAGACTTCTTCCACCACGGC-3’
5’-CACTTCATCCTTCGATTCTGGAACC-3’

BBBccclll---xxxlll 474
5’-TTGGACAATGGACTGGTTGA-3’
5’-CGTATCAGAGCTTTGAGCAG-3’

BBBccclll---222 356
5’-TACCGTCGTGACTTCGCAGAG-3’
5’-AAGACCCTGCTCAGCCTGG-3’

BBBaaaxxx 496
5’-GCTCTGAACAGATCATGAAG-3’
5’-CATGGCAGACAGTGACCATC-3’

ββββ---aaaccctttiiinnn 327
5’-CATGTTTGAGACCTTCAACACCCC-3’
5’-GCCATCTCCTGCTCGAAGTCTAG-3’

GGGeeennneee DDDeeennnaaatttuuurrraaatttiiiooonnn AAAnnnnnneeeaaallliiinnnggg PPPooolllyyymmmeeerrriiizzzaaatttiiiooonnn CCCyyycccllleee

HHHoooxxxaaa777 94°C,1min 55°C,50sec 72°C,1min 30

HHHoooxxxccc888 94°C,1min 67°C,50sec 72°C,1min 30

BBBccclll---xxxlll 94°C,1min 52°C,50sec 72°C,1min 30

BBBccclll---222 94°C,1min 58°C,50sec 72°C,1min 30

BBBaaaxxx 94°C,1min 50°C,50sec 72°C,1min 30
ββββ---aaaccctttiiinnn 94°C,1min 55°C,50sec 72°C,1min 30
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IIIIIIIII...결결결 과과과

1.레티노산이 구개 및 배자 형태 발생에 미치는 영향

가.구개 및 배자 형태 분석

레티노산 처리에 의한 기형 양상을 보기 위하여 임신 11일째 백서에 레티노산
80mg/kg을 복강내주사로 주입한 후 배자 발생 13일에서부터 발생 17일까지의 배
자를 적출하여 외형을 관찰하였다.
13,14,15일째 배자의 경우 각각 4,3,6마리의 어미 백서로부터 총 20,18,그리

고 42예의 배자를 얻었으나 모두에서 구개열이 관찰되지 않았다.그러나 어미 백서
5마리로부터 얻은 발생 16일째 배자 37예 중 27예에서,그리고 7마리 어미 백서에
서 얻은 발생 17일째 배자 52예 중 36예에서 구개열이 관찰되었다(Table3).
Table 3.Effectofall-trans retinoic acid on the formation ofcleftpalate
duringratembryogenesis.

*E13meanstheembryoofday13postcoitum.

Embryos Litters Numberof
embryostested

Numberofembryos
withcleftpalate

E13* 4 20 0
E14 3 18 0
E15 6 42 0
E16 5 37 27
E17 7 52 36
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레티노산에 노출된 배자의 경우 구개열외에도 정상 배자와 어떤 형태적 차이를
보이는지를 알아보기 위하여 수술현미경하에서 비교분석하였다.배자 발생 13일에
서 17일까지 모든 시기에서 위턱을 포함한 얼굴 전체에서 발생이 지연(retardation)
되는 것이 관찰 되었다(Fig.2).특히 발생 14일째에는 위턱뿐 아니라 아래턱에서도
발생 지연이 관찰되었으며,사지의 길이 또한 레티노산을 처리하지 않은 정상 배자
와 비교하여 짧아지는 것이 관찰되었다(Fig.2,E14).발생 15일째에는 얼굴 발생
지연,사지의 길이 차이뿐만 아니라 꼬리에서도 정상 배자보다 짧아지는 것이 관찰
되었다(Fig.2,E15).16일에서 17일까지는 15일까지 보여 온 이상발생이 더 발달하
여 사지를 포함한 형태적 길이 등의 변화가 더 크게 관찰 되었다(자료 미 첨부).
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FFFiiiggguuurrreee 222...MMMooorrrppphhhooolllooogggyyy ooofffeeemmmbbbrrryyyooosss ooofffdddaaayyy 111333 tttooo 111555 ppprrreee---tttrrreeeaaattteeeddd wwwiiittthhh
rrreeetttiiinnnoooiiicccaaaccciiidddooonnndddaaayyy111111pppooossstttcccoooiiitttuuummm...Abnormaldevelopmentonhead,tail,and
limbsinRA-treatedgroupscomparedtothecontrolsweremarkedwitharrows.
E13toE15indicatestheembryosofday13today15postcoitum.Thesizebar
isindicated.
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나.머리와 구개발생에 미치는 영향

발생과정 중 레티노산에 노출된 배자에서 정상 배자와 비교해 볼 때 머리와 구
개 형태 발생에 어떤 영향을 미치는지 보기 위하여 수술현미경(M10,Leica,
Switzerland)하에서 확대 관찰하였다.
머리의 발달은 발생 13일째 배자에서 레티노산에 노출된 경우 위,아래턱의 발

생이 정상보다 짧아진 것을 알 수 있었다(Fig.3A,F).발생 14일째부터는 위턱을
포함한 얼굴 발생이 지연되었고(Fig.3B,G),15일째에는 정상 배자보다 레티노산을
처리한 배자에서 눈(oculus)의 발생이 지연되는 것이 관찰 되었다(Fig.3C,H).발생
16일째 레티노산에 노출된 배자에서는 눈과 망막(retina)의 발생이 지연된 것이 관
찰 되었으나(Fig.3D,I),발생 17일째에는 머리 쪽 발생이 정상 배자에 비해 이전
단계에서 본 차이를 제외하고는 큰 변화가 관찰 되지 않았다(Fig.3E,J).
구개의 경우 구개 형성이 막 시작되는 발생 13일째에는 정상군과 레티노산 처리

군 간에 차이가 관찰 되지 않았다(Fig.3a,g).그러나 발생 14일째부터는 정상배자
의 경우 입천장선반이 관찰되었으며(Fig.3b),발생 15일째에는 입천장선반이 아래
쪽으로 자라는 것이 관찰 되었다(Fig.3c,d).발생 16일째에는 아래쪽으로 향하던
입천장선반이 수평을 유지하게 혀 위쪽으로 이동하였으며,이들은 곧 가운데를 중
심으로 병합하였고(Fig.3e),계속 성장,접합,병합과정이 진행되어 발생 17일째에
는 완전한 구개가 형성되었다(Fig.3f).반면 레티노산을 처리한 배자에서는 발생 14
일(Fig.3h)부터 시작하여 발생 15일까지 계속 성장하여야하는 입천장선반이 배자
42예 중 27예에서 정상 배자 14일째에서와 같은 발달 양상이 보였고(Fig.3i),3예에
서는 정상 배자 15일째와 같은 성장을 보였다(Fig.3j).발생 16일째에는 배자 37예
중 23예에서 입천장선반이 혀 위쪽으로 수평하게 이동은 하였으나 중앙을 중심으로
접합되지 않아 구개열이 관찰되었고(Fig.3k),3예에서는 정상 배자 15일째와 같이
입천장 선반이 아래쪽으로만 자라고 있는 것이 보였다(Fig.3l).발생 17일째 배자에
서는 입천장선반이 완전히 병합하여 구개를 이룬 정상 배자와는 달리 입천장선반이
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아직 병합이 이루어지지 않아 구개열이 생긴 배자가 총 52예 중 36예에서 관찰 되
었으며(Fig.3m,n),이 중 구개열뿐만 아니라 구순열을 함께 갖고 있는 배자도 4예
관찰 되었다(Fig.3n).

Fiiiggguuurrreee 333...CCCllleeeffftttpppaaalllaaattteee aaannnddd aaabbbnnnooorrrmmmaaalllhhheeeaaaddd dddeeevvveeelllooopppmmmeeennntttiiinnn RRRAAA---tttrrreeeaaattteeeddd
eeemmmbbbrrryyyooosss...Retinoicacidwasintraperitoneallyinjectedintothepregnantfemale
ratatday 11postcoitum.Thecraniofacialmophology ofnormal(A-E)and
RA-treated(F-J) embryos were shown. The phenotype of normal
palatogenesis(a-f)and the malformation pattern by RA treatment(g-n)was
compared.Cleftpalate was shown from day 16.The counted number of
abnormalembryos:i(27/42),j(3/42)at15day(RA-treated), k(23/37),
l(3/37)at16day,andm (36/52),n(4/52)at17day.
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다.구개열 간격과 머리둔부길이 분석

레티노산에 노출된 배자의 경우 발생 17일째에 정상 배자와는 달리 구개열이 관
찰되었으므로 이들 구개열의 벌어진 정도,즉 벌어진 입천장선반 사이 간격을 측량
한 후 통계학적으로 비교분석 하였다.레티노산에 노출된 발생 17일째 배자 52예
중 구개열이 관찰된 36예에서의 평균 입천장 선반사이의 간격은 0.80±0.36mm이었
다.반면,정상 발생 17일째 배자의 경우 분석한 15예 모두에서 입천장선반들이 완
전히 병합되어있었으며 단 하나의 구개열도 관찰되지 않았다(Fig.4A).
레티노산에 노출된 배자는 정상 배자와 달리 구개열을 포함한 구개발생이 지연

되었으므로 두 배자간의 성장 차이를 비교해 보기 위하여 발생 13일부터 17일까지
의 배자를 각각 분리한 다음 머리둔부길이(CRL)를 측량하였다(Fig.4B).정상 발생
13일째 배자(22예)는 8.20±0.70cm이었고,발생 14일째 배자(26예)는 10.03±0.78cm,
15일째 배자(16예)는 12.97±0.53cm,16일째 배자(31예)는 14.64±1.34cm,발생 17일
째 배자(15예)에서는 18.03±1.27cm로 관측되었다.반면,레티노산에 노출된 발생
13일째 배자(20예)는 7.32±1.42 cm를 나타내었고, 발생 14일째 배자(18예)는
8.03±1.74cm,15일째 배자(42예)는 11.30±1.53cm,16일째 배자(37예)는 14.33±1.11
cm,발생 17일째 배자(52예)에서는 17.64±0.72cm로 관측되었다(Fig.4B).
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2.레티노산에 노출된 배자와 정상 배자간의 차등발현유전자 분석

레티노산에 노출된 배자의 경우 형태적으로 정상 배자와 차이를 보였으므로,이
런 형태적인 차이가 유전자 수준에서의 발현차이에 기인하고 있는 것인지를 알아보
기 위하여 아래턱을 제외한 배자의 머리부위로부터 총 RNA를 분리하고,이를 이용
하여 재료 및 방법에서와 같이 Genefishing 방법을 적용하여 differentialdisplay
reverse transcription(DDRT)- ploymerase chain reaction(PCR)을 수행하였다.
DDRT-PCR결과물을 아가로즈 겔 상에서 비교 분석하여 본 결과,정상 배자와 레
티노산에 노출된 배자 사이에 서로 다르게 발현하는 유전자(differentiallyexpressed
gene)들이 많이 존재하고 있음이 확인 되었다(Fig.5)
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FFFiiiggguuurrreee555...AAAnnnaaalllyyysssiiisssooofffdddiiiffffffeeerrreeennntttiiiaaallllllyyyeeexxxppprrreeesssssseeedddgggeeennneeeuuusssiiinnngggbbbyyyGGGeeennneeefffiiissshhhiiinnnggg
iiinnncccrrraaannniiiooofffaaaccciiiaaalllrrreeegggiiiooonnn... Theoverexpressinggenes( )werefoundincontrol
comparedtotheRA-treated.Theoverexpressinggenes( ) were found in
RA-treatedcomparedtothecontrol.1iscontrol,2isRA-treatedgroup.GPs
wereusedasrandom primers(Seegene,Seoul,Korea).
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3.발생과정 중 레티노산 노출에 의한 Hox유전자의 발현변화

Hox유전자는 배자 발생단계에서 특정 시간에 그리고 배자의 특정한 위치에서
발현하여 배자의 형태를 형성하는데 관여한다고 알려져 있는 전사조절 인자
(transcriptionfactor)이다.Hoxa7의 ectopicexpression이 구개열을 포함한 얼굴의
기형을 유발하였다는 보고가 있으므로23발생 과정 중 레티노산에 노출된 배자에서
보인 구개발생의 형태적 차이가 Hox유전자의 발현 변화와 관련이 있는지 알아보
고자 배자에서 얻은 총 RNA를 이용하여 역전사 중합효소 연쇄반응을 시행하였다.
정상 배자에서 Hoxa7의 발현 양상은 발생 13일째 배자에서 가장 강하였으며 그 후
로 점차 약해지는 양상을 보인 반면,레티노산에 노출된 배자에서는 발생 13일째에
는 약하게 발현하였지만,발생 15일째에는 발현이 현저히 증가되었고,발생 16일,
17일이 되면서 차츰 감소하였다(Fig.6).반면,Hoxc8의 경우,정상 배자와 비교해
볼 때 발현이 전반적으로 미약하였다.그러나 정상 배자의 경우 발생 16일째에 발
현이 미약하게 감지된 반면,레티노산에 노출된 배자에서는 발생 15일째에 약한 발
현이 관찰되었다(Fig.6).
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expressionofHoxc8increasedfrom day15,butdecreasedfrom day16among
RA-treatedgroup.Asaninternalcontrol,β-actingenewasanalysed.
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4.발생과정 중 레티노산 노출에 의한 세포사멸 관련 유전자의 발현변화

구개는 발생과정 중 가장자리 상피세포(MEE)에서 세포사멸이 일어나야 하며,
만약 세포사멸(PCD)이 제대로 일어나지 않으면 입천장선반이 접합은 일어나나,병
합은 일어나지 못하게 되어 구개열이 형성된다는 보고가 있다.34따라서 본 실험에
서는 발생과정 중 레티노산에 노출된 배자에서 나타나는 구개열이 세포사멸에 관여
하는 유전자들의 발현 이상에 기인하는 것인지를 알아보고자 세포 사멸에 관여하는
Bcl가족 유전자(familygene)에 속하는 Bcl-xl,Bcl-2,그리고 Bax유전자를 이용
하여 RT-PCR을 수행하였다.그 결과 anti-apoptotic 관련 유전자인 Bcl-xl과
Bcl-2의 경우 정상 배자의 경우에서는 발생 13일부터 17일까지 거의 비슷한 양상으
로 강하게 발현하였으나,레티노산에 노출된 배자에서는 발생 13일부터 15일까지는
비슷한 양상으로 발현하다가 16일째부터는 점차 감소하였다(Fig. 7). 그러나
pro-apoptotic유전자로 알려진 Bax의 경우 anti-apoptotic한 유전자들과는 달리 정
상 배자에서는 발생 13일부터 17일까지 일정한 양으로 강하게 발현한 반면,레티노
산에 노출된 배자에서는 구개발생 초기인 발생 13일부터 15일까지는 발현이 거의
일어나지 않다가 발생 16일째가 되어서야 발현이 증가하였다(Fig.7).
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IIIVVV...고고고 찰찰찰

사람에서의 구개 발생은 얼굴 발생 초인 4주를 지나 발생 6주초에 정중구개융기
(medianpalatineprocessorprimarypalate)와 2개의 외측구개융기(lateralpalatal
processorsecondarypalate)로부터 시작되는데,융기의 발생시기와 방법에는 차이
가 있는 것으로 알려져 있다.1계속하여 성장한 상악융기는 안쪽 공간에 중간엽 덩
어리를 형성하여,후에 절치(incisivetooth)를 포함하는 상악전골(premaxillar)이 된
다.또한 양쪽 내측비융기(medialnasalprominence)가 융합하여 형성되는 상악간분
절(intermaxillarysegment)은 일차구개를 형성하는 구개성분을 비롯하여 상악위쪽
의 인중(philtrum)을 형성하는 구순성분,4개의 절치 및 잇몸을 포함하는 상악 성분
으로 이루어진다.1,2발생 6주말에는 경구개와 연구개의 원기인 외측구개돌기가 절치
공(incisiveforamen)부분에서 뒤쪽으로 뻗어 나가기 시작하는데,상악융기의 안쪽에
서부터 튀어나온 2개의 중간엽성 융기인 입천장선반으로 발달하게 된다.발생 7주
초에 이르면 상악융기는 내측비융기와 병합이 이루어져 두 융기사이를 이루고 있던
홈은 없어지고,비소와가 구강오목과 분리되어지게 된다고 알려져 있다.발생 7-8주
를 거치는 동안 혀 양측의 입천장선반이 아래쪽으로 돌출되어 점점 성장하게 되
고,1,2발생 8주말에는 성장하던 입천장선반들이 짧은 순간 혀 상측으로 올라와 수평
을 유지하게 된다.1-3 양쪽의 입천장선반들이 서로 접근하여 정중앙에서 병합되기
시작한 후 정중구개융기와 비중격과의 병합도 이루어진다고 알려져 있다.3,29-33이러
한 병합과정에서 기저판인 상피세포가 중간엽세포로 변화하는 것과 세포의 죽음33,34

등이 일어난다고 보고되어 있다.결국 이 모든 과정을 통하여 경구개(primary
palate)는 양쪽의 내측비융기와 전두비융기(frontonasalprominence)와의 결합으로
상악의 앞부분과 함께 형성되어지며,연구개(secondarypalate)는 양측의 중간엽성
상악융기로 인하여 형성되어진다.1,2

이러한 정상 발생과는 달리 구개열은 현재까지 여러 원인에 의해 발생 되는 것
으로 보고 되어있다.먼저,유전적 요인으로는 염색체 이상,이와 더불어 Treacher
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Collins증후군 등과도 연관되어져 있다고 알려져 있으며,6또 환경적 요인으로는 배
자의 비타민과 호르몬 혹은 약물의 과다 노출과 부족 그리고 흡연,음주 등에 의해
서도 구개열이 발생하는 것으로 알려져 있다.8-10구개열은 배자의 발달 과정 중 입
천장선반의 성장(elongation)이나 이동(elevation)그리고 병합(fusion)과정의 이상으
로 발생한다.입천장선반의 성장 능력 저하(retardation)로 인하여 구개열이 생기는
가하면,입천장선반의 중앙가장자리상피(medialedgeepithelium;MEE)에 있는 상
피세포(epithelialcell)가 접합 시 세포사멸이 일어나서 병합이 일어나는데 이때 저
해물질(teratogen)로 인하여 병합되지 못하면 그대로 구개열이 된다.3,33,34이 때 저해
물질로 작용할 수 있는 레티노산은 비타민 A의 생체내의 활성 대사산물로써 배자
발생에 관여한다고 알려져 있다.실제로 생쥐(mouse)와 백서(rat)를 이용한 동물실
험연구에 의하면 레티노산에 의해 구개열 외에도 구순열(cleftlip),사지소지증,작
은 안구증(micro-phthalmia),unascendedkidney등이 나타나는 것으로 보고되어
있다.8,9백서에서는 발생 16일에서 17일 사이에 구개병합이 일어나는데,8,9이 때 양
쪽의 입천장선반 중앙가장자리 상피가 융합하여 중앙 봉합선(midlineseam)을 형성
함과 동시에 중앙가장자리 상피세포의 세포사멸이 필요하다고 알려져 있다.34반면
최근에는 입천장선반의 병합과정에서 가장자리 상피세포의 세포사멸이 꼭 선행되어
져야만 하는 필수조건은 아니라는 보고도 있다.35또,레티노산이 입천장선반의 병합
시에 있어야할 상피세포의 중간엽 세포(mesenchymal cell)로의 변환
(transformation)을 방해하고,33,34,36세포의 순환주기(cell-cycle)중지(arrest)를 유도
하여 구개열을 발생시킨다는 보고가 있으며,37 또한 입천장선반의 병합 시에 구개
주름(palatalruga)의 이상으로 인하여 접합 부분이 제대로 만나지 못하여 구개열이
발생한다는 보고 또한 있다.38배자발생에서 배자의 전후 축을 형성하는 데 중요한
역할을 하는 master전사 조절인자(transcriptionregulator)인 Hox유전자는39레티
노산과 이의 전구물질인 레티노이드 등의 영향을 받아 배자발생에 영향을 미치는
것으로 알려져 있다.18,20특히 척추동물에서 레티노산 처리에 의해 Hox유전자의 발
현위치가 변하면 그 위치에서 항상성 형질전환이 유발되며,15,18생물체의 축 형성 이
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상 등을 포함한 형태적 기형이 발생한다.40

본 연구에서는 임신 중 레티노산이 구개발생에 어떤 영향을 미치는지 알아보고
자 두개안면형성이 일어나는 발생초기인 임신 11일째의 어미 백서에 레티노산을 처
리하여 발생 단계별로 배자를 분리하여 외부 형태와 구개를 관찰하고,배자 머리
부분에서 발현하는 유전자를 분석하였다.
먼저 형태적으로 보면 이전 다른 그룹의 보고와 유사하게,8본 실험에서도 레티

노산에 노출된 배자에서는 전체적으로 턱을 포함한 안면형성 발달지연이나 짧아진
사지 및 꼬리의 길이 같은 여러 기형이 관찰 되었다(Fig.2).그리고 구개 형성에
있어서도 정상배자의 경우 발생 16일째에 입천장선반의 접합과 병합이 시작되어 발
생 17일째에는 완전한 구개가 형성되는데 반하여,레티노산에 노출된 배자는 17일
째에서도 입천장선반의 병합이 일어나지 않은 구개열의 상태를 그대로 보여주었다
(Fig.3).즉,형태적으로 정상 발생에 비해 약 1일정도 발생이 늦어지는 것처럼 관
찰되었으므로 레티노산에 노출된 배자 발생 17일 후의 발생 상태,더 나아가 출생
이후까지 관찰을 계속한다면 구개열의 발달과 지속여부에 대한 이해를 더 넓힐 수
있을 것으로 생각된다.이로써 레티노산이 발생 단계에서 과다 노출 시 기형 유발
가능한 것임을 확인할 수 있었으나,평소에 레티노산이 내인성 대사산물로 존재하
고 있는 것이라고 생각한다면 배자 발생 단계 중 어느 시기에,얼마의 양에 노출되
었느냐에 따라 다른 발생 혹은 기형을 유도할 수도 있을 것으로 생각된다.27,45

Hox유전자의 실험결과를 보면,생쥐에서 Hoxa7은 흉추(thoracicvertebrae) 3
번(somite13-14)이하에서 발현이 된다고 알려져 있다.39그러나 Hoxa7을 원래 발
현장소가 아닌 얼굴을 포함하는 머리부위에서 발현을 유도하면 구개열을 포함한 안
면부분의 기형이 유발된다는 보고가 있다.23사람 Hoxa7유전자의 5′upstream 쪽
에는 레티노산 반응 부위(retinoicacidresponseelement,RARE)가 존재하는데,41

발생과정 중 레티노산에 노출되는 시기와 농도에 따라 약간의 차이는 있으나 원래
가슴부분에서 발현되어야하는 Hoxa7이 배자 발생 초기에 레티노산에 과다하게 노
출되면 경추부분으로까지,부족하면 허리아래까지 이동하여 발현되어 궁극적으로는
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몸의 형태가 전후 축에서 더 후부(posterior)쪽 또는 전반부(anterior)쪽의 형태로 변
환되는 항상성 형질전환이 일어나게 된다.18,42-44백서를 이용한 본 실험 결과에 의
하면 정상 발생하는 배자의 머리에서 발생 13일째에 가장 강하게 발현 하였고 15일
째부터는 발현이 점차 감소한 반면,레티노산에 노출된 배자의 머리에서는 정상과
달리 입천장선반이 아래로 성장하는 단계인 발생 15일째에서 강하게 발현되었으며,
그 이후로는 점차 감소하였다(Fig.6).이렇듯 Hoxa7의 발현이 레티노산에 의해 조
절을 받아 정상 배자 발생 13일째에서 보인 발현 양상이 레티노산에 노출된 배자에
서는 발생 15일째로 지연되는 양상을 보인 것으로 생각된다.반면,생쥐에서 경추 7
번부터 흉추 13번(somite10-24)까지의 위치에서 발현한다고 알려져 있는 Hoxc839

의 경우 백서를 이용한 본 실험에서는 전반적으로 머리부위에서의 발현이 매우 약
하거나 거의 발현이 감지되지 않았다.정상 배자의 경우 발생 16일째에서 약간의
발현이 감지되었으나,그 후 점차 감소하였고,레티노산에 노출된 배자에서는 정상
배자보다 조금 빠른 발생 15일째에서 미약하나마 약한 발현이 관찰되었고 그 후로
는 정상 배자와 같이 점차 감소되는 양상이 관찰 되었다.이런 Hox유전자의 발현
양상의 변화는 형태적으로 레티노산에 노출된 배자가 정상 배자보다 발생이 늦추어
지는 양상을 보임에 따라,레티노산에 의해 배자 발현이 지연될 수 있는 가능성을
시사한다.45이는 배자의 형태형성에 관여하는 유전자가 레티노산에 의해 발현 지연
이 유도되어 궁극적으로 몸의 형태가 지연되어 만들어질 수 있을 것으로 유추된다.
세포사멸(apoptosis,programmedcelldeath)과 관련하여 일반적으로 레티노산은

세포 사멸을 유도한다고 알려져 있다.34,35,46,47또한 레티노산 처리에 의하여 Bcl가
족 유전자 중 anti-apoptotic한 유전자로 알려진 Bcl-2및 Bcl-xl이 세포 사멸을 유
도하는데 조절자(key regulator) 역할을 수행하여 세포 사멸을 저해하며,46-48

pro-apoptotic유전자인 Bax는 세포사멸을 유도한다고 알려져 있다.49본 연구에서
는 정상 배자의 경우 발생 13일부터 17일까지 anti-apoptotic한 Bcl-xl과 Bcl-2,그
리고 pro-apoptotic한 Bax의 발현이 일정한 강도로 높게 관찰된 반면 레티노산에
노출된 배자에서는 Bcl-xl과 Bcl-2의 발현이 발생 16일 이전까지 그리고 Bax는 16
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일 이후에만 강하게 발현하였다.이상의 결과는 발생 16일째에 입천장선반이 올라
와서 가운데 부분의 가장자리 상피세포에서 세포사멸이 일어나야 한다고 하는 이전
결과에 비추어보면,발생 16일째에서부터 Bcl-xl과 Bcl-2의 발현은 감소하고,Bax
의 발현은 증가할 것으로 예측되었으나,본 실험에서는 정상 배자 발생 16일째에서
부터 감소되는 양상이 관찰되지 않았다.반면,레티노산에 노출된 배자에서 구개 병
합 시 세포사멸이 유도되지 않아 구개열이 형성 된다면 발생 16일째에서부터
Bcl-xl과 Bcl-2의 발현은 증가하고 Bax의 발현이 감소할 것으로 예상하였으나,흥
미롭게도 본 실험에서는 이와는 반대로 Bcl-xl과 Bcl-2의 발현이 발생 16일째에서
부터 감소하였고,Bax의 발현은 증가되었다.최근 구개발생과정 중 구개 병합 시
상피세포의 세포사멸이 꼭 선행되어져야만 하는 필수조건은 아니라는 보고가 있으
며,35이에 비추어 볼 때 구개열 형성에 Bcl-xl,Bcl-2,Bax같은 유전자의 발현이
직접적인 영향을 미치는지에 대해서는 현재로서는 명확치 않다.본 실험에서는
Bcl-xl,Bcl-2,Bax의 발현을 전사 수준에서 본 것이나 이들이 기능을 수행하기 위
해서는 일단 단백질로 해석되어져야 하며 또 이 단백질은 다시 미토콘드리아 막에
위치해야만 한다.50따라서 현재로서는 레티노산에 의한 Bcl-xl,Bcl-2,Bax유전자
의 전사수준에서의 발현 차이가 실제로 상피세포의 세포사멸에 어떤 영향을 미치는
지 유추하기는 어렵다고 본다.또 실험에 사용된 mRNA가 구개 부분만을 추출하여
사용한 것이 아니라 아래턱을 제외한 나머지 머리 부분을 모두 사용한 것이어서 입
천장선반의 상피세포의 세포사멸을 제외하고라도 머리 부분의 각 기관 발생이 레티
노산에 의해 조절된다는 보고도 있어,44머리 부분의 다른 기관의 세포사멸로 인하
여 Bcl-xl,Bcl-2가 감소되는 그리고, Bax가 증가되는 발현양상을 보였을 수도 있
을 것으로 생각된다.
이상의 연구 결과로 미루어 보아 임신 중 레티노산 노출이 배자 발생과정 중 구

개열을 포함한 형태적 기형 유발을 가능하게 하는 물질임을 알 수 있었으며,또한
배자의 형태발생에 관여하는 Hox유전자의 발현과 세포사멸과 연관된 Bcl-xl,Bcl
-2와 Bax유전자의 발현을 조절하여 배자 형태 기형을 유발한 것으로 생각된다.
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VVV...결결결 론론론

본 연구에서는 임신 중 레티노산이 구개 형태발생에 미치는 영향을 알아보고자
임신 11일째 백서에 레티노산을 복강내 주입한 후 임신 13일부터 17일까지의 배자
를 분리하여 배자 형태 및 유전자 발현을 비교 분석하여 다음과 같은 결론을 얻었
다.

1.레티노산에 노출된 배자의 경우 정상에 비해 머리 발생 지연을 포함하여 머리둔
부길이와 사지 등의 길이가 짧아졌다.

2.17일째 배자의 경우 정상 배자는 구개형성이 완료된 반면,레티노산에 노출된 배
자에서는 총 52예 중 36예에서 구개열이 관찰되었으며,구개열의 벌어진 간격은
약 0.80±0.36mm이었다.

3.DDRT-PCR방법을 통해 정상과 레티노산을 처리한 배자 사이에서는 서로 다르
게 발현하는 유전자가 많이 존재하고 있음을 확인하였다.

4.배자의 형태형성에 관여한다고 알려진 Hoxa7의 경우 정상 배자에서는 발생 13
일째에 강하게 발현한 후 감소하는 양상을 보였으나,레티노산에 노출된 배자에
서는 발생 15일째에 발현이 현저히 증가하였으며 이후 차츰 감소하였다.반면,
Hoxc8은 전반적으로 약하게 발현하였으나,정상배자의 경우 발생 16일째에 발현
이 관찰되었고,레티노산에 노출된 배자에서는 정상보다 약간 빠른 15일째에 약
한 발현이 관찰되었다.

5.세포사멸에 관여하는 Bcl가족 유전자의 경우 정상 배자에서는 발생 13일에서
17일까지 anti-apoptotic한 유전자인 Bcl-xl과 Bcl-2그리고 pro-apoptotic한 Bax
모두 강하게 발현 하였으나,레티노산에 노출된 배자에서는 Bcl-xl과 Bcl-2의 발
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현이 16일 이후에는 감소하였으나 Bax의 경우는 증가하였다.

이상의 결과는 임신 중 레티노산이 배자 발생과정 중 구개열을 포함한 형태적
기형을 유발하며,이는 형태 형성에 관여하는 Hox유전자와 세포사멸에 관련된 유
전자 (Bcl-xl,Bcl-2,Bax)의 발현을 조절하여 형태적인 기형 유발에 관여한 것으로
유추된다.
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Palatogenesisbeginsfrom day14today17duringtheratembryogenesis.
Palatalshelvesgrow verticallyfrom day14untilthebeginningofday16ofthe
embryo.Subsequently,thepalatalshelveselevatehorizontally tothelevelof
tongue,grow medially,andthenfusetogetherinthemidlinetobeconnected
withnasalseptum.Retinoicacid(RA)isanendogenousmetaboliteinvolvedin
theformationofanteroposterioraxisduring theembryonicdevelopment.Itis
known that excess or deficiency of RA is involved with the embryonic
malformation.Hoxgeneisknownasamasterregulatorinvolvedinthepattern
formationduringembryogenesis.Itisalsoreportedthattheectopicexpression
ofHoxgeneratesanabnormalityincraniofacialregionwiththecleftpalate.
Inthisstudy,weinjectedRA intraperitoneallyintothepregnantfemalerat

onday11ofitspregnancy,andthenembryosinthestagesbetweenday13to
day 17ofgestation wereisolated consequently.Thepalatemorphology was
analyzed by the microscopic method.The expression patterns ofHox and
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severalprogrammedcelldeathgeneswerestudiedbyusingRT-PCR.
For the morphologicalstudy,the retardation ofcraniofacialregion,the

shortageofcrown rumplength and limbswereanalyzed in theRA-treated
embryos.In the RA-treated embryos ofday 17,itwas observed thatthe
palatogenesiswascompletelyfinishedjustlikeinthenormalembryos.However,
thecleftplatewasobservedin36outof52totalsampleswiththedistanceof
0.80±0.36 mm in average.The temporalexpression pattern ofHox genes
throughRT-PCRrevealedthattheexpressionofHoxa7reacheditspeakonday
13then slowly declined in thenormalembryos.Whereasin theRA-treated
embryos, the expression peak was observed on day 15, then declined
subsequently.WiththeHoxc8gene,itsexpressionwaslow inallstagesuntil
theday16ofnormalembryogenesis.Ontheotherhand,Hoxc8geneexpression
wasdetectedslightlyearlyonday15intheRA-treatedembryos.Inthestudy
of Bcl-family genes, uniformly strong expression of anti-apoptotic and
pro-apoptoticgeneswasobservedfrom day13today17ofnormalembryos,
whereasanti-apoptoticgeneexpressionsweredecreased afterday 16in the
RA-treated embryos.Additionally,a dramatic decline ofpro-apoptotic gene
expressionwasobservedfrom day13today15oftheRA-treatedembryos.
Therefore,webelievethatRA isapotentialfactorthatisactivelyinvolved

in the cleft palate formation.Moreover,it is profoundly linked with the
regulation ofHoxand Bclfamily geneexpression pattern thatleadstothe
embryonicmalformation.

KKKeeeyyy wwwooorrrdddsss:::anteroposterioraxis,cleftpalate,embryogenesis,
palatogenesis,programmedcelldeath,retinoicacid.
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