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국문요약

산화스트레스에 의한 망막신경절세포의 세포사에서
허혈전처치의 보호효과 및 열충격단백질과의 연관

녹내장은 전 세계적인 실명의 주요원인으로 시신경을 구성하
는 축삭손상과 망막신경절세포의 자멸사가 특징이다.원인으로
는 안압상승,시신경허혈,산화스트레스 등의 여러 가지가 작용
할 것으로 생각되나 그 정확한 발생기전은 밝혀져 있지 않다.
허혈전처치는 세포생존에 밀접한 연관이 있으며 일시적 허혈 후
세포가 갖는 일종의 적응반응이며 녹내장에서의 시신경손상을
억제하는 세포보호작용이 있는지와 망막신경절세포의 실험관 모
델에서 열충격단백질과의 연관성을 알아보기 위해 H2O2를 산화
스트레스로 가한 후 LDH assay 와 Western blot,realtime
RT-PCR을 이용하여 관찰하였다.허혈전처치의 세포보호효과는
약 8시간의 허혈전처치가 가장 컸으며 열충격단백질의 발현도
허혈전처치 직후부터 관찰되어 2시간 후까지 증가하다가 감소하
였고 그 중에 Hsp27이 가장 높은 상승곡선을 보였다.세포생존
에 관계되는 Bcl-2와 Bcl-XL의 mRNA 발현도 허혈전처치 직
후부터 크게 증가한 후 서서히 감소하였고 세포사에 관여하는
Bad,Bax는 거의 변화가 없었다.Westernblot상의 단백질발
현은 Bcl-2가 허혈전처치 직후부터 증가하여 약 24시간까지 유
지되었고 Bcl-XL는 별다른 변화가 없었으며 Bad는 감소하였다.
이의 결과를 종합해보면 망막신경절세포는 산화스트레스를 받았
을 때 허혈전처치에 의해 세포보호효과를 가질 수 있으며 이는
열충격단백질 특히 Hsp27의 발현과 연관됨을 알 수 있었다.이
러한 세포보호작용은 생체 내가 아닌 망막신경절세포 단독으로
도 관찰되어 향후 어떤 기전으로 허혈전처치와 Hsp27이 연관되
는지에 대한 추후연구의 밑바탕이 될 수 있을 것으로 보인다.

����������������������������������������������������������������������

핵심되는 말 :녹내장,망막신경절세포,열충격단백질,허혈전
처치
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산화스트레스에 의한 망막신경절세포의 세포사에서
허혈전처치의 보호효과 및 열충격단백질과의 연관

<지도교수 성공제>

연세대학교 대학원 의학과

이승혁

ⅠⅠⅠ...서서서론론론
녹내장은 실명의 3대원인 중 하나로 현재 전 세계적으로 약 9천만
명 이상의 환자가 있는 것으로 알려지고 있다.전 인구의 0.5-3%에서
녹내장이 발생하며 나이가 들면서 그 발생이 증가하는 것으로 알려지
고 있어 노령인구가 증가하는 현 추세가 지속되면,2020년에는 실명
원인의 2위가 될 정도로 녹내장이 증가할 것으로 예상되고 있다1.
시신경을 이루고 있는 망막신경절세포와 이의 축삭 손상이 녹내장
에서 발생하는 특징적인 변화로 알려져 있으나 그 원인은 아직 확실
하지 않다.과거에는 안압상승 만이 녹내장을 일으키는 원인으로 알
려져 왔으나 근래에는 안압은 정상범위에 있으나 시신경이 손상을
받고 특징적인 시야장애를 일으키는 정상안압녹내장이 많이 나타나고
있고 안압이 정상보다 높아도 시신경 손상이 일어나지 않는 고안압
환자 등이 있어서 안압만으로는 녹내장의 발생을 설명할 수 없는 경
우들이 나타나서 여러 가지 다른 기전의 신경손상이론이 제시되고 있
다.안압상승에 의한 기계적 시신경손상 이외에도 허혈성 시신경손상,
성장인자결핍,축삭이동억제(axonaltransportblockage),산화스트레
스,산화질소(nitricoxide)생성에 의한 산소자유기 형성,글루타민산
(glutamate)에 의한 세포외독성, tumor necrosis factor 같은
inflammatorycytokine등이 녹내장에서의 시신경손상에 관여할 것으



-3-

로 추정되고 있다2-8.또한 녹내장의 초기 시신경손상 원인이 무엇이든
간에 망막신경절세포의 세포자멸사(apoptosis)는 처음 손상이 일어난
곳에 국한되지 않고 그 주위의 망막신경절세포들로 퍼져 나가게 된다
는 것을 알게 되었는데 이를 이차적 변성(secondarydegeneration)이
라 한다.글루타민산 증가,세포내 칼슘농도 증가,neurotrophicfactor
의 결핍과 산화질소와 산소자유기의 증가 등이 이러한 현상과 관련되
는 것으로 알려져 있으나 그 정확한 기전은 아직도 확실히 밝혀져 있
지 않다.
녹내장에서 안압 이외의 원인이 있고 또한 이차적 변성이 일어난다
는 것을 알게 되었지만 아직까지도 녹내장의 주된 치료방법은 안압을
낮추는 것이었다.따라서 안압을 낮추는 것 이외에 직접 망막신경절
세포를 보호,치료하는 여러 가지 방법이 연구되어지고 있으며 그러
한 방법들 중의 하나가 세포내에서 일어나는 자연적인 손상에 대한
방어기전을 연구하여 이를 세포치료,보호에 응용하고자 하는 시도들
이다9-11.
세포가 죽지 않을 정도의 일시적 허혈을 야기하면 세포가 뒤이어
오는 큰 손상시 이에 견디어내는 힘이 증가하여 세포생존이 증가하는
현상이 일어나는데 이를 허혈전처치(ischemicpreconditioning)라고 한
다.이것은 여러 종류의 세포와 조직에서 일어나며,특히 망막에서 신
경절세포보호에 중요한 역할을 하는 것으로 알려지고 있다.하지만
이것의 정확한 기전은 아직 확실히 알려져 있지 않다12-21.이러한 허
혈전처치의 기전으로 여러 가지 설이 제시되고 있는데 그 중에 하나
가 열충격단백질(heatshockprotein)에 의해 허혈전처치 현상이 일어
난다는 가설이다.열충격단백질은 세균에서 사람에 이르기까지 열스
트레스나 다른 종류의 대사적스트레스의 상황에서 유도되며 심한 스
트레스 상황에서 세포생존을 연장시키는 것으로 알려져 있다.특히
포유동물의 중추신경계에서 열충격단백질은 허혈에 대한 내성을 증가
시키는 것으로 보고되어 있고 쥐의 망막에서 빛에 의한 손상을 막는
데에도 관여한다는 여러 보고가 있어 왔다.열충격단백질은 대략적인
분자량에 따라 Hsp60,70,90family및 smallHsps등으로 분류되며
이중 Hsp70이 포유동물세포에서 많이 연구되었고 세포내에서 단백질
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의 접힘(folding)과 조립(assembly)을 매개하며 단백질의 변성을 방지
하거나 변성된 단백질을 재생하는데 관여한다고 알려져 있다.작은
열충격단백질(smallHsps)은 선충류의 Caenorhabditiselegans의 경
우 16kd에서 원생동물인 Schistosomamansoni의 40kd까지 다양한
분자량 분포를 보이는 열충격단백질인데,인간의 경우 27kd으로
Hsp27이 해당한다.Hsp27역시 Hsp70과 함께 여러 가지 세포보호작
용에 관여하는데 쥐망막을 허혈전처치한 경우 Hsp27,70,90중에
Hsp27만이 발현되었고,포유류 신경세포에서 α-synuclein에 의한 세
포사를 막는데 Hsp70보다 더 강력한 효과를 가짐이 밝혀졌다.안질
환치료로서 많이 사용되는 적외선 온열기의 안질환 환자사용 후 결막
세포와 눈물성분검사에서 Hsp27과 70의 발현 또한 보고된 바 있다
22-29.
본 연구에서는 녹내장에서 특징적으로 손상받는 세포인 망막신경절
세포에서 허혈전처치 시행시 산화스트레스에 의하여 세포손상에 대한
보호효과가 발생하는지를 확인하고 이러한 보호효과 발생시 열충격단
백질의 발현이 어떻게 변화하는지를 관찰하여 허혈전처치와 열충격단
백질의 연관성을 알아보고자 하였다.

ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법
1.RGC-5세포 배양 및 분화
쥐의 망막신경절세포를 선택적으로 분리한 후 여기에 ψ-virus를 감
염시켜 망막신경절세포의 특성은 유지하며 무한 증식하는 RGC-5세
포를 실험에 사용하였다30. 세포는 6wellcultureplate의 각 well에
8x104개씩을 분주하고 24시간동안 10% FetalBovineSerum(FBS;
GIBCO®, Carlsbad, CA)을 포함한 Dulbecco's Modified Eagle
Medium(DMEM;GIBCO®,Carlsbad,CA)에서 배양하였다.그 후 단
백인산화효소억제제의 하나인 staurosporine(Sigma,St.Louis,MO)을
투여하여 RGC-5세포를 분화시켰다.적절한 staurosporine의 농도와
처리시간을 정하기 위해 농도는 0,0.5,1,2μM의 4가지 농도를 1,2,
6,24시간 처리하고 RGC-5세포의 모양을 관찰하였다.
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그림 1.배양된 RGC-5세포 :생후 1일된 Sprague-Dawley쥐에서
추출한 망막신경절세포에 ψ-virus를 감염시켜 망막신경절세포의 특성
은 유지하며 무한증식하는 섬유아세포와 유사한 모습을 보인다.

2.허혈전처치의 적정 농도,시간 및 산화스트레스 유발
분화된 RGC-5세포에서 H2O2에 의해서 유발된 산화스트레스에 대
해서 허혈전처치가 세포보호효과가 있는지 알아보기 위해 분화한 후
24시간 staurosporin을 제거하고 안정화시킨 RGC-5 세포에 CO2
0.3%, H2 10%, N2 89%의 기체조건을 가지는 저산소배양기
(Anaerobicchamber;FormaScientific,Seoul,Korea)에서 0,2,4,6,
8,15,24시간 동안 허혈전처치를 시행하고 12시간 후 800μM H2O2를
15시간동안 처리하여 산화스트레스를 유발하였다.
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그림 2.실험순서의 모식도:배양 분화된 망막신경절세포의 허혈전처
치의 가장 적절한 시간을 알아본 후 산화스트레스(800μM H2O215시
간)를 가해 망막신경절세포가 보호효과를 갖는지 알아보았다.

3.세포생존평가
세포생존은 lactatedehydrogenase(LDH)assay를 사용하여 평가 하였
다.LDH assay는 CytoTox96Non-RadioactiveCytotoxicityassay
kit(Promega,Madison,WI)를 사용하여 시행하였다.요약하여 설명하
면,substratemix(50μL)를 만들어 각 검체에 투여하고 검사 plate를
빛을 차단한 채로 30분간 상온에서 배양한다.그 후 정지용액을 더하
고 490nm파장의 빛에서 흡광도를 측정하였다.그 후 각 검체의 배경
값을 빼서 최종흡광도를 구하고 이것으로 LDH농도를 계산하였다.각
검체는 배양상층액의 LDH와 세포내의 LDH 활성도를 모두 포함시킨
전체 LDH로 다음과 같은 공식으로 세포독성을 계산하였다.

% % % % Cytotoxicity Cytotoxicity Cytotoxicity Cytotoxicity (Cell (Cell (Cell (Cell death)  death)  death)  death)  = = = = 
Experimental Experimental Experimental Experimental LDH LDH LDH LDH release release release release (OD(OD(OD(OD490490490490)/Total )/Total )/Total )/Total LDH LDH LDH LDH release release release release (OD(OD(OD(OD490490490490) ) ) ) x x x x 100100100100

Seeding :   8 x 104 cells / well

Differentiation :  1.0 μμμμM Staurosporine for 2 hrs

Ischemic Preconditioning :  0.3 % O2 for 0 ~ 24 hrs

Major Oxidative Injury :  800 μμμμM H2O2 for 15 hrs

24 hrsIncubation

24 hrsRecovery

12 hrsRecovery
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4.RealtimeRT-PCR
허혈전처치 후 시간에 따른 Hsp,Bclfamily의 mRNA 변화를 알아
보기 위해 realtimeRT-PCR을 시행하였다.

가).cDNA 합성
SuperScript III First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen,Carlsbad,CA)을 사용하여 제작자의 권장 메뉴얼에 따라
추출한 totalRNA로부터 cDNA를 합성하였다.간략하게 서술하면 배
양한 RGC-5세포를 trypsin을 사용하여 부양시킨 후 RNeasyMini
Kit(Quiagen,Valencia,CA)를 사용하여 totalRNA를 추출하였다.추
출한 totalRNA 3μg,50μM oligo(dT)201μL,10mM dNTPmix1μL
와 DEPC-treatedwater를 혼합하여 모두 10μL의 양이 되도록 한 후
65°C에서 5분간 배양하고 1분간 얼음에 집어넣어 반응을 정지시켰다.
여기에 10X RT buffer2μL,25mM MgCl2 4μL,0.1M DTT 2μL,
RNaseOUT(40U/μL)1μL,SuperScriptIIIRT (200U/μL)1μL를 혼합
한 용액을 가하여 모두 20μL의 양이 되도록 한 후 잘 혼합하였다.그
후 50°C에서 50분간 배양하고 85°C에서 5분간 배양하여 반응을 멈춘
후 튜브를 얼음에 집어넣었다.가벼운 원심분리로 반응액을 모으고 1
μL의 RNaseH를 넣고 37°C에서 20분간 배양하여 남아있을 수 있는
RNA를 제거하였다.그 후 만들어진 cDNA를 -20°C에서 다음 과정까
지 보관하였다.

나).RealtimePCR
Realtime PCR은 QuantiTectSYBR Green PCR Kit(Quiagen,
Valencia,CA)를 사용하여 시행하였다.각 검체의 cDNA 100ng,2가
지 20M primers1μL,mastermix25μL,DEPC-treatedwater를 총
50μL혼합액을 만들고 이것을 96wellplate에 위치시키고 필름으로
반응 중 증발을 방지하였다.PCR은 Biorad사(Hercules,CA)의 cycler
를 사용하였다.사용한 primersequence는 다음과 같다(표 1).
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표 1.RealtimeRT-PCR에 사용된 primersequence.

각 primerproduct는 meltingcurveanalysis로 확인하였다.증폭과
정의 온도조건은 다음과 같다.

Cycle1:95°Cfor3minutes
Cycle2(50cycles)

Step1:95°Cfor10seconds
Step2:55°Cfor45seconds
Datacollectionandreal-timeanalysis

Cycle3:95°Cfor1minute
Cycle4:55°Cfor1minute
Cycle5(80cycles)

Step1:55°Cfor10seconds
Increasessetpointtemperatureafter2ndcycleby0.5°C
Meltcurvedatacollectionanalysisenabled.
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각 mRNA level은 referencehousekeepinggene으로 β-actin을
사용하여 Ct값을 기반으로 2-ΔΔCt방법을 사용하여 계산하였다.

5.Westernblot
SDS-PAGE은 10-15% SDS-polyacrylamide gel을 만들어서 각
lane에 celllysate50μg을 loading하였다.전기영동 후 Immobilion-P
Transfermembrane(Millipore,Bilerica,MA)에 200mA하에 2시간동
안 electrotransfer하였다.3% BSA(Amresco,Solon,OH)를 사용하여
비특이적 결합을 억제하였다.Westernblot시 사용한 일차항체는 다
음과 같다.

표 2.Westernblots에 사용된 항체

Target Type Source

Hsp27 Polyclonal Rabbit

Hsp70 Monoclonal Mouse

Hsp90 Monoclonal Mouse

Bad Polyclonal Rabbit

Bax Polyclonal Rabbit

Bcl-2 Polyclonal Rabbit

Bcl-XL Polyclonal Rabbit

β-actin Monoclonal Mouse
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ⅢⅢⅢ...결결결과과과
1.RGC-5세포의 적절한 분화를 위한 staurosporine

농도 및 노출시간
단백질인산화억제제인 staurosporine의 농도와 처리시간에 변화를
주어 관찰했을 때에 축삭과 multiplesynapse를 갖는 neuron과 가장
유사한 모습을 보이는 것은 staurosporine1.0μg의 농도에 2시간 노출
시켰을 때 관찰되었다(그림 3).

그림 3.RGC-5세포의 분화를 위한 staurosporine의 적정농도와
노출시간 :Staurosporine1.0μg의 농도에 2시간 노출되었을 때 축삭
과 multiplesynapse를 보이는 neuron에 가장 근접한 모양변화를 관
찰할 수 있었다.
Staurosporine 0μg:1hr(A),2hrs(B),6hrs(C),24hrs(D)
Staurosporine0.5μg:1hr(E),2hrs(F),6hrs(G),24hrs(H)
Staurosporine1.0μg:1hr(I),2hrs(J),6hrs(K),24hrs(L)
Staurosporine2.0μg:1hr(M),2hrs(N),6hrs(O),24hrs(P)
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2.허혈전처치 시간에 따른 세포생존률 변화
저산소배양기(0.3% O2)를 이용하여 허혈전처치 시간을 0시간부터
24시간까지로 변화시킨 후 800μM H2O2를 이용한 산화스트레스로
RGC-5세포에 손상을 야기하고 세포독성은 LDH assay를 사용하여
알아보았다.허혈전처치를 시행한 경우 대조군(허혈전처치 0시간)에
비해 모두 세포독성이 감소하는 것을 확인할 수 있었고 이것으로 보
아 다른 세포의 도움 없이 분화시킨 RGC-5세포 자체에서 허혈전처
치에 의한 세포보호효과가 발생함을 확인할 수 있었다.또한 이러한
허혈전처치에 의한 세포보호효과는 8시간의 허혈전처치가 가장 크게
나타남을 알 수 있었다.허혈전처치 시간이 8시간보다 길어지면 세포
보호효과가 다시 감소함도 관찰할 수 있었다(그림 4).

그림 4.LDH assay로 측정한 허혈전처치의 세포보호효과.산화
스트레스(800μM H2O2for15hrs)를 RGC-5세포에 주었을 때 허혈전
처치를 시행하지 않은 대조군에 비해 허혈전처치군(0.3% O2)이 세포
생존률이 증가하였으며 8시간의 허혈전처치가 가장 높은 세포보호효
과를 보였다.
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3.허혈전처치 후 열충격단백질 mRNA 변화
허혈전처치(8시간)후 열충격단백질 mRNA의 변화를 알아보아 허
혈전처치와 열충격단백질의 관계를 살펴보고자 realtimeRT-PCR을
이용하여 열충격단백질 mRNA 변화를 관찰하였다.허혈전처치 후 상
승한 열충격단백질 mRNA(Hsp90,70,27)는 2시간째까지 상승하다가
하강하였으며 이중 Hsp27이 가장 많은 상승을 보였으며 허혈전처치
후 24시간까지도 시행 전보다 증가한 소견을 유지하였다(그림 5).

그림 5.RealtimeRT-PCR을 이용한 허혈전처치 후 열충격단백
질의 mRNA 변화.산화스트레스(800μM H2O2 for15hrs)를 RGC-5
세포에 주었을 때 허혈전처치를 시행하지 않은 대조군에 비해서 허혈
전처치군(0.3% oxygenstate)의 Hsp27,70,90이 모두 증가하였으며
특히 Hsp27의 상승이 두드러졌다.허혈전처치 2시간 후까지 증가하다
가 감소하였다.
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4.허혈전처치 후 열충격단백질 발현
열충격단백질들의 단백질발현이 허혈전처치 후 어떻게 변화하는지
Westernblot을 사용하여 관찰 하였다.열충격단백질 family중 Hsp
56이 미세하게 증가하였다가 감소하였고 Hsp60,70,90은 허혈전처치
전후로 큰 변화를 보이지 않았다.하지만 Hsp27은 허혈전처치 후 크
게 증가하였고 이러한 증가 추세가 24시간까지 상승하여 있음을 관찰
할 수 있었다 (그림 6).

그림 6.허혈전처치 후 열충격단백질의 변화.Westernblot상에
서는Hsp27이 허혈전처치 직후부터 상승하여 24시간까지 증가하였다.
그 외의 열충격단백질은 상승이나 감소소견을 보이지 않았다.대조군
은 허혈전처치를 시행하지 않은 RGC-5세포이며 시간은 허혈전처치
시행 직후(0hr),2시간 후(2hrs),15시간 후(15hrs),24시간 후(24hrs)
임.

Control       0 hr          1 hr         2 hrs        15 hrs    24 hrs

Ischemic Preconditioning

Hsp27

Hsp70

Hsp90

ββββ-actin
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5.허혈전처치 후 BclfamilymRNA 변화
허혈전처치 후 발생한 세포사 정도와 이에 밀접한 연관이 있는 Bcl
familymRNA 변화를 알아보고자 하였다.세포사를 일으키는데 관여
하는 Bad는 허혈전처치 후 다소간 증가하였지만 정도가 크지 않았고
곧 감소하였다.그에 반하여 세포사를 막는 Bcl-2,Bcl-XLmRNA 발
현은 허혈전처치 직후부터 크게 증가하였다가 서서히 감소하였다 (그
림 7).
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그림 7.RealtimeRT-PCR을 이용한 허혈전처치 후 Bclfamily
의 mRNA 변화.산화스트레스(800μM H2O2for15hrs)를 RGC-5세
포에 가했을 때 허혈전처치를 시행한 직후부터 대조군에 비해 세포생
존을 증진시키는 Bcl-2와 Bcl-XL가 증가하였다가 점점 감소하였다.
Bad와 Bax의 변화는 거의 보이지 않았다.

6.허혈전처치 후 Bclfamily단백질 발현
허혈전처치 후 세포사 발생과 밀접한 연관이 있는 Bclfamily단백
질 발현을 Western blot으로 알아보았다.허혈전처치 후 Bax와
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Bcl-XL의 단백질 발현은 큰 변화를 보이지 않았다.그렇지만 세포사
를 야기하는 Bad의 발현은 급격히 감소하였다.또한 세포사를 억제하
는 Bcl-2의 발현이 증가하는 것을 확인할 수 있었다 (그림 8,9).

그림 8.허혈전처치 후 Bclfamily단백질의 변화.Westernblot
상에서 Bcl-2가 허혈전처치 직후부터 증가하여 24시간 후까지 지속되
었고 Bcl-XL은 변화가 없었으며 Bad는 감소하는 양상을 보였다.대
조군은 허혈전처치를 시행하지 않은 RGC-5세포이며 시간은 허혈전
처치 시행직후(0hr),2시간 후(2hrs),15시간 후(15hrs),24시간 후
(24hrs)임.
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(Bcl-2+Bcl-XL)/(Bad+Bax)
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그림 9.허혈전처치 후 BclfamilymRNA 변화비율. 허혈전처치
후 세포생존과 관계되는 Bcl-2,Bcl-XL이 세포사와 관계되는 Bad,
Bax에 비해 상승된 소견을 보인다.대조군(Pre-PC)은 허혈전처치를
시행하지 않은 RGC-5세포이며 시간은 허혈전처치 시행 직후(0hr),
2시간 후(2hrs),15시간 후(15hrs),24시간 후(24hrs)임.

ⅣⅣⅣ...고고고찰찰찰
본 연구에서는 허혈전처치가 망막신경절세포에서 다른 세포의 도움
없이도 일어날 수가 있는지 알아보고 이것이 열충격단백질발현과 어
떠한 연관이 있는지 알아보고자 하였다.그 결과 허혈전처치가 다른
세포 없이도 망막신경절세포가 산화스트레스에 의한 손상을 받을 때
에 세포보호효과를 야기함을 확인할 수 있었다.기존의 망막에서의
허혈전처치 효과는 이미 일부 보고되었었다31-36.하지만 이것은 다른
교세포나 또는 망막의 다른 세포들이 함께 존재하는 조건에서의 결과
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이기 때문에 망막신경절세포 자체의 효과인지 다른 세포의 도움인지
를 구별하기 어려운 점이 있었다.본 실험에서는 망막신경절세포만을
가지고 시행하였기 때문에 망막신경절세포 단독만으로도 허혈전처치
로 인한 세포보호효과가 있음을 확인할 수 있었다.이는 또한 망막신
경절세포의 산화스트레스에 대한 보호효과를 관찰할 수 있는 향후 생
체외실험모델을 제시했다는 데에 큰 의미가 있다.두 번째 목적으로
본 실험에서는 이러한 허혈전처치의 세포보호효과와 열충격단백질발
현과의 관계를 알아보고자 하였다.열충격단백질은 대략적인 분자량
에 따라 Hsp60,70,90family및 smallHsp등으로 분류되며 세포내
에서 단백질의 접힘(folding)과 조립(assembly)을 매개하며 단백질의
변성을 방지하거나 변성된 단백질을 재생하는데 관여한다고 알려져
있다.열충격단백질은 이러한 작용으로 여러 가지 종류의 손상을 야
기할 수 있는 스트레스에 대하여 세포를 보호하는 효과를 나타내게
되는데 어떤 종류의 열충격단백질이 어떠한 기능을 가지는 지에 대해
서는 아직 확실하게 알려지지 않고 있다.쥐에서 망막을 허혈전처치
한 경우에는 Hsp27,70,90중에 Hsp27만이 발현되었고,포유류 신
경세포에서 α-synuclein에 의한 세포사를 막는 데는 Hsp70보다 더
강력한 효과를 가지는 것으로 보고되었다25,26.Hsp27은 세포자멸사를
억제하는 단백질로서 허혈전처치에서 상승 발현되어 망막신경절세포
의 세포자멸사를 막는 역할을 담당하는데 쥐를 대상으로 한 실험에서
caspase에 의존적으로 또는 비의존적으로 관여한다고 알려져 있다27.
그에 반하여 일부 쥐 실험에서는 Hsp72의 발현유도가 망막세포 손상
을 방지하였다는 보고도 있다28.본 실험결과에서는 여러 가지 열충격
단백질 중에서 Hsp27의 mRNA,단백질 발현이 허혈전처치의 보호효
과와 시간적으로 밀접한 연관이 있음을 확인할 수 있었다.
이러한 Hsp27의 변화는 다시 세포자멸사와 깊이 연관이 있는 Bcl
family의 발현,그 중에서도 Bcl-2의 발현과 밀접한 상관관계를 보여
주었다.이러한 결과는 Hsp27이 허혈전처치의 보호효과 기전과 밀접
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한 연관이 있음을 시사하는 결과라고 생각된다.이러한 열충격단백질
과 허혈전처치 및 Bclfamily의 시험관내 변화를 동시에 관찰한 연구
논문은 거의 찾아볼 수 없었고 향후 어떠한 기전으로 허혈전처치와
Hsp27이 연관되어지는가에 대해서 siRNA 등의 실험을 통해서 추후
에 연구가 더 필요하리라 생각된다.
이러한 허혈전처치의 기전에 대한 연구는 향후 직접적인 녹내장에
서 세포치료의 방법을 탐색하는데 큰 기여를 하리라 생각된다.

ⅤⅤⅤ...결결결론론론
망막신경절세포 단독으로 다른 세포의 도움 없이도 허혈전처치에
의하여 산화스트레스에 대한 세포보호효과가 발생함을 확인할 수 있
었다.또한 이러한 허혈전처치 후 열충격단백질중 Hsp27의 발현이 세
포보호효과 발생의 시간과 일치하게 증가하는 현상으로 미루어
Hsp27의 발현이 허혈성 전처치의 기전과 연관이 있을 것으로 생각된
다.
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Abstract

Neuroprotectiveeffectsofischemicpreconditioningagainst
oxidativestressinduceddeathofretinalganglioncellsand

relevancetoheatshockprotein

SeungHyuckLee

DepartmentofMedicine
TheGraduateSchool,YonseiUniversity

(DirectedbyProfessorGongJeSeong)

Glaucoma,characterizedbyaxonallossoftheopticnerve
andapoptosisofretinalganglioncells,isamajorcauseof
blindnessworldwide.Althoughvariousriskfactorsincluding
increased intraocular pressure, optic nerve ischemia and
oxidative stress have been identified,the precise etiologic
natureofthediseaseremainselusive.Ischemicpreconditioning
seemstobeanadaptiveprocessforcellsurvivalagainsta
sustainedischemicinsultfollowinganinitialbriefischemia.
Theaim ofthepresentstudywastodeterminetheexistence
ofsuchaprotectiveprocessinretinalganglioncellsinanin
vitro modelofglaucoma and to find any relevance with
expression ofheatshock proteins(Hsp).A retinalganglion
celllinewasputthroughoxidativestresswithhydrogenperoxide
and the effects were analyzed through lactic dehydrogenase
(LDH)assay,western blotand realtime RT-PCR.Cellular
protectiveeffectsofischemicpreconditioningwereshownto
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begreatestaftereighthoursofpreconditioning.Hspexpression
wasfoundtoincreaseimmediatelyafterischemicpreconditioning
andremainedatmaximalelevationattwohoursafterinsult
from whenexpressionwasfoundtodecrease.Hsp27showedthe
mostincrease.Theexpression ofBcl-2and Bcl-XL mRNA,
believed to influence cell survival, increased dramatically
immediately afterinsultthen slowly declined.Bad and Bax
mRNA expression,thoughtto determine cellularapoptosis,
showednegligiblechange.Westernblotanalysisforprotein
expression demonstrated an immediate increase of Bcl-2
which was maintained for twenty four hours,while the
expression of Bcl-XL failed to show any demonstrable
changeandBaddecreased.Inconclusion,oxidativestressto
retinalganglioncellsseemstopossessaprotectivequality
through ischemic preconditioning,which seems atleastin
parttobeassociatedwithHsp27expressionafterexposure
tosuchstress.Suchcellularprotectionmechanismsseem to
applyattheleveloftheretinalganglioncellinvitroand
thisstudycanserveasabasisforfurtherinvestigationsinto
the association of ischemic preconditioning and increased
expressionofHsp27.
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