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Abstract

Effects of glucocorticoid treatment on gene expression in astrocytes and microglia

Yan-Ji Cui ，Sung-Cherl Jung ，Su-Yong Eun
Department이 Physiology，Jeju NationalUniversilySch∞ 1이 Medicine，Jeju，K，αea

In the present study. we investigated cell type-specific effects 01 glucocorticoid on cellular lunction and gene expression in
diflerenl brain cells. Dexamelhasone (DEX，1jjM)，a synlhetic glucocorticoid ，was Irealed for 24 h in HT-22 neurons，C6
astrocytes and BV-2 microg1ial cells. DEX Irealment significantly increased cellular mRNA levels 01 crystallin alpha B in C6
astrocytes‘and the effecls were reversed by glucocorticoid receptor (GR) an1agonis! RU486 (Mifeprisfone). Upopolysaccharide
(LPS，200 ngfmlHnduced NO release，nuclei Iranslocalion 01 NF-rd3，degradalion 이 cyto∞ I IKB.and mRNA expression 이 TNF-
alpha in microglia，a well-known phenomenon presenling pro-inflammatory capacity of microglia，was suppressed by DEX
treatmen1. These effects were reversed by RU486 treatment. Our results suggest that glucoc。이coid might deteriorate neuronal
survival and maintenance of’unction. Astrocytes and microglia might protect damaged neurons vulnerable to stress hormone
Taken together，we postulate neuron-g1ia interaclion and the specific roles of neurons，astrocytes，and microglia in stress
respenses and slress-relaled psychialric disorders such as depression. (J Med Lffe sci 2012;9(2):97-1 02)
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서 론

Stress란 sσessful event나 sσessor에 대한 유기체의 만웅으

로 득이적인 생화학적‘ 생리학적 빛 행동연의 변화가 관짤되는

것으로 정의되고 있다” 따라서 sσess를 보다 근원적인 측연에

서 이해하기 위해서는 사회‘문화적 요소플 포함한 심리적 변인

에 대한 이해와 더불어 생윤학적 연구가 보다 광범위하게 요구된

다 하겠다껴 생물학적인 측연에서 스트레스 기전올 살며보연， 인

체가 스트레스에 직연하연 즘각적인 반응으로 교감신경계가 작

통되며 이후 부신수점에서 epinephrine올 분벼하고， 이어서 시상

하부 (hypothalamus)- 뇌，，~수체(pituitary gland)- 부신피질
(adrenal gland) 의 HPA 내분비축을 용하여 부신피질에서

glucocor “coid hormone 분비가 촉진되어 epinephrine 과
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glucoc。며coid hormone에 의한 전신적 스트레스 반용이 나타난

대’

인체의 스트레스 반웅은 위급한 상횡에 대하여 인체의 항상성

(homeos!asis)을 유지하기 위하여 발생하나 지속적이고 정도가

과도한 경우 위궤양， 빈왜，연역저하 둥 전신적인 장기에 심각한

장애와 짐병올 초래한다 본 논문에서는 과도하고 지속적인 스트

레스로 인하여 유발되는 우울충 등 정신짐환에서 스트레스 호르

몬이 뇌세포에 어떠한 영향을 끼첼 수 있는지를 분자 수준과 세

포 수준에서 뇌세포의 스트레스 반웅에 관심을 두고 있다 스트

레스 상횡에서 뇌초직에 스트레스 호르몬이 증가하면 신경세포

(neuron) 뿐만 아니라 주요한 뇌세포인 성상교세포 (astrocyte)，

미세신경교세포 (rnicro따 a) 둥도 스트레스 호르몬의 영향올 받게

휠 것이다 각각의 세포가 독립적으로 반웅하기도 하겠지만 신경

세포-신경교세포 상효작용 (neuron-ω-glia interacüon) 을 용하

여 봉합적인 스트레스 호르몬반용올 초현한다고 본다

온 싣험에서는 스트레스 상횡에서의 뇌세포의 반용올 조사하

기 위한 in vitro 세포배양 실헝모헨올 구축하기 위하여

Glucoc。며coid Receptor (GR)에 특이적인 합성 스트레스 호르몬
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인 dexametbasone (DEX)올 1-2일 투여 및 반복 투여 둥의 약

풀처리 방법을 시도하였다 Dose study 와 time course 실험 질

과는 조사한 유전자에 따라 조금씩 달랐으냐 일관된 경향성이 나

타냐서， 약운농도는 111M로 결정하였고 약물처리 기간은 1일로
결정하였다 뇌에는 신경세포 뿐만 아니라 성상교세포， 미세신경

교세포가 존재하며 각각의 고유한 기능올 수행하고 또한 상호 작

용 (neuron-glia interaction}올 하고 있기 때문에 뇌조직 내에서

스트레스 호르몬에 대한 반용도 각각의 기능과 관련되어 나타날

것이고 서로 유기적으로 연결되어 있을 것으로 생각되기 때문에

각각의 cell line인 HT-22 "~neurons. C6 astrocytes. BV-2
microglia 에서의 DEX처리원 용한 스트레스 호르온 반웅의 비

교분석올시도하였다

재료및방법

세포배앙

신경세포， 성상교세포， 미세신경교세포는 10%(v/v) fetal
bovine serum (Gibco，Grand Island，NY，16αJO얘44꾀 1%
penicillinlsíreptomycin이 함유된 Dulecco'‘ s modified Eagle
medium (DMEM，Gibco，Grand Island，Nη 배지틀 사용하여

37t 5% CO，항온기에서 배양하였으며， BV-2 microglia는 매

일 계대 하였고 밤-22 neuron렉C6 astro양tes는 2일에 한번

씩 계대 하였다

NitricOxide 혹정
Ni1ricOxide의 생채 내 전변붙질인 m미te(NO'-) 륜 간접적으

로 측정함으로써 Nitric Oxide 양올 측갱하였다 즉，

S띠fanil밍nide가 nitrite와 반응을 하게 되고 여기에 다시 N-[J -
naphthyI]-ethylene이amine 이hydroch1oride이 결합되게 되연서

colorimeσIC이ange가 일어나게 되는 원리로 되어 있다 각 시

료의 세포 상충액 100때에 동량의 Griess reagent (1%
sulfanilamide and 0，1% N-[I-naphthyI]-etbylenediamine
dihYdr。이Joride in 2，5% phosphoric acid)블 청가 후 앙섣초건
에서 10분간 반응시켰다 다음 540nm애서 홉광도플 측정하였다

NO，의농도는 NaNO，standard cuπe 로 계산하였다

억전사종합효소연쇄반응 {RT-PC에
Dexamethasone의 chronic σeatment'어|의한 유전자 받현융

초사하기 위하여 Rr-PCR 기계음 사용하였다 서1포배양 plate에
서 media뜯 제거한 후 1m! TRIZOL Reagent (Jnvitrogen ，
Molecular Research Center)로 세포에서 DNA와 RNA를 유리하

였다 Oligo (dT)륜 이용하여 역전사효소로 cDNA를 합성하고 이

cDNA등 주형 DNA로 하여 PCR 반웅과 전기영동을 실시하였다

Primer.의 영기서열은 아래와 갇다 η1F-a: (까 ATG AGC ACA

GAA GCA TGA T: (R) TGA CTT TCT CCT GGT TGA，
Crystalline B: (F) TI'C CAC TCC CCA AGC CGC CTC TIT:
(R) CTG ATG GGA AAC TI'C CTT GT，GAPDH: (F) GTC
CAC ATTGTT GCC ATC AACGAC: (R) TIT CTC GTG GTT
CAC ACC'CAT CAC 밴드의。ptical densities는 image J로 분
석하였고 해당하는 GAPDH로 보정하였다

세포핵，서|포질의단백질 분리 및 Western blot analysis
세포배양 plate에서media륜 제거한 다응 NE-PER~ Nu이ear

and Cyloplasmic Exσ'action Reagenls (PIERCE)륜 이용하여 각

각의 핵과 세포질을 분리， 단액질융 얻었다 25맹 단백질을

SDS-PAGE틀 이용하여 SIZ8별로 분리하였다 전기영동이 끝난
후 쟁 상의 단액짙올 mσ。cellulose 막에 이동시컸다 여기에 5%
skim m파렐 lh 처리하여 비 득이적인 반용을 출인 다응 iKB
(Santa Cruz，1:500)，NF-KB (Santa Cruz，1: 500)，GAPDH
(cell sig뼈lng，J:1αXl) 항체를 결합시키고 다시 그 항체에 득이

적인 HRP-coniugated anti rabbit 2차 항체를 결합시켰다 ECL
로 발색 반옹이 나타나는 형광반웅융 X-ray film으로 이미지화

하였다

통계처리

실험결과는 뼈ge J와 Ori삐 50 프로그랩으로 분석했다 풍계

처리한 후 명균 ± 표준오채 standard error)로 나타내었다 두

집단 사이의 명균율 비교함 때는 Student' s-test 될 실시하여 p
값음 비교했다 P(O，05인 경우룬 홍계적으로 유의 하다고 명가하

였다

결 과

1. HT-22 neurons 과 C6 ast，α:ytes 에서의 dexametha ∞ne
에 의한 crystalline aB의 유전자 알현상의 연화

Crystallin aB는 Alzheiheimer"s disease，cerebral abscess 둥
여러 가지 병리적 상태에서 발현되는 것으로 알려져 있다” 또

세포골격의 형생과 분자적 샤프론 (molecLÙar chaperone)에서
중요한 작용을 환뿐만 아니라 세포 사멸로부터 보호해준다고 알

려져 있다""，.，때문에 먼저 스트레스 호르몽의 자극올 주었올 때

cηs 뻐IIine aB가 어떻게 변하는지 연구하여 보았다‘ HT-22
neurons (Figure lA) 과 C6 astrocytes (Figure lB) 에 1 야A
DEX을 24b 처리 혹은 DEX와 RU486을 함께 처리 하였을 때.

뉴런에서는 DEX에 의해 crys어llin aB mRNA가 변화가 없게 나

왔지만 astrocytes 에서는 유의성 있게 중가하였고 GR
antagonist'인 RU486에 의해 감소됨올 확인함으로써 스트레스에

의해 성상교세포가 활성화띔을 보여준다
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2. C6 astrocytes 의 dexamethasoneOlI 의한 crystalline
aB 발현 증가에 대한 PKC와 PI3 kinase 의 영향 조사

GR할 환성화 시키는 DEX의 작용에는 PKC와PI3 kinase가
관여한다는 보고가 있어 본 주제륜 설험하기 위하여 우선적으

로 PKC와 PI3 kinase 의 저해체를 사용해 보았다 C6
astrocytes 에서 DEX에 의한 crysta1line aB의 발현중가에 PKC

Fi밍JrC 1. GR-mediated crystallin aB mRNA levels in JIT-22 neurons and C6 astro앙tes. !IT-22 neurons (A) and C6
as1Toeytes (B) were pre-treated with GR antBgonist RU4S6 (]O !'M) for 3 h and then stimulated with 1 !'M DEX in the
presence or ahsence of RU뼈6 for 24 h 끼1e crystaJline aB mRNA levels were detennîned by RT-PCR. Optical densities of
individual mRNA bands were normalized to the corresponding levels of GAPDH. Values are the mean :t S.E.M. of four
samples in one independent experiment. The data were replicated in three repeated independent experiments. ###P <
0.001. BS compared to untreated conσ。I group and **P < 0.01 as compared to DEX alone-treated group

와 PI3 kinase가 관여송}는지 알아보기 위하여 PKC i빼ibitor인
Bisindolylmaleimide 1. PI3 kinase inhibitor 인 Wortmannin과
LY294oo2틀 처리하였다 (Figure 2) 본 실험 결과에 의하면

DEX 처리에 의한 as1T，∞ytes의 잉-ystallin aB 유전자 발현에는

이 두 가지 path얘 y가 관여하지 않응을 알 수 있다

'"..._..-ι- ，ιI 흙임R톨!’!톨!륭l"'I
A CrystnllinαBI"-~_JI. .•.._~ JI

GAPDH

B Cryst띠lin aß
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훨 :1 •ι.) ft .•L _
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Figure 2. Inhibitor studies of PKC and PI3 Kinase on dexamethasone-induced crystallin aB mRNA expression in C6
asσ'Ocyt.es. C6 astrocytes were pre-treated with PKC inhibitor (A: Bisindolylmaleimide. 1 μM) or Pl3 kinase inhibitors (B
Wortmannin，100 nM and LY294oo2，50 !'M) for 3 h and then stimulated 써 thl 마~DEX for 24 h 까1e crγstBlIine aB mRNA
levels were detennined by RT-PCR. Optical densities of individual mRNA bands were nonnalized to the coπesponding
levels of GAPDH. Values are the mean :tS.E.M. of fOUTsamples in one independent experiment. The data were replicated
in three repeated independent experiments. ###P < 0.001，as compared to untreated control group
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3. BV-2 microglia 에서의 LPS어|의한 염중조절인자들에

대한 dexamethasone 의 억제작용

뇌의 염증유발붙잔인 lipopoiysaccharide (마S) 약울처리에 의
하여 분비된 NO는 신경세포의 손상과 사멸을 유도하는 것￡로
알려져 었다.9J. LPS가 유도하는 NO 분비 기능에 대한 DEX의 영
향을 조사하기 위뼈 BV-2 ceU에서 분비하는 nibic oxide월
NO assay틀 몽하여 측정하였다 BV-2 cell에서 LPS 처리 전에
DEX툴 전처리 하였을 때 LPS어l 의한 NO 방출이 DEX어|의해
현저히 감소되었응을 알 수 있다 (Fïgtπe3A) 이 효과는 DEX의
antagonist인 RU486에 의하여 사라진다.이는 DEX'에의 장시간

노출이 microglia의 손상을 초래했거나 세포 내 신호 전달계륜

변경시걱 염증닦발붙칠 I.J정에 대한 NO방충을 억쩨히는 것으로

생각되고 이는 스트레스 호르몽이 신경염중에 대한 항영 효과가

있어 신경세포 보호작용이 있올수 있응을 시사한다

LPS에 의하여 분비되는 중요한 영종유발조절인자 (pro-
inf1ammatorγ ageht)인 1'NF-a.도 신경세포의 손상과 사멸을 유

도한다10l.1llDEX가 TNF-a 의 중7써l 어떤 영향을 미치는가흘

RJ'-PCR71계를 시용하여 유전자발현에서의 변화플 조사하였다

LPS 처리 전에 DEX를 전처리 하었을 때 I.J객S에 의한π</F-a
mRNA발현 증가가 DEX에 의해 되툴。}용을확인하였다 (Fïgure
3B). DEX의 이러한 작용은 DEX의 antagonist인 RU486에 의하
여 억제된다.DEX의 미세신경교세포의기능 억제 반옹은 LPS에
의해 유도되는 NO방출의 저해뿐만이 아니라 LPS애 의해 유도되
는 π</F-a 발현의 감소와도 관련이 있음윌 시사한다
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Figure 3. Effects of dexamethasone on the LPS-induced microglial activation. Micro밍ial cells were preσ'eated with 1 tLM
DEX for 3 h and then stimulated with LPS (200 ng/m1) in the presence or ahsence of DEX for 24 h. GR antagonist RU486
(10 M) was co-treated with DEX. (A) Effects of DEX on NO release were examined in LPS-stimulated BV-2 cells using
Griess reagent. (B) The TNF-amRNA levels were determined hy RJ'-PCR. (C 뼈 d D) BV-2 cells were pre-σeated with DEX
for 3 h and then stimulated with LPS (200 ng/m1) in the presence or absence of DEX for 30 min. Leve1s of NF-.B p65
subunit in nuclear fraction (C) and lB in cyWsol fraction (D) were determined using Westem blotanalysis: Optical densities
of individual protein bands were nonnalized ω U1ecorresponding levels of 8-actin. Va1ues are U1e~mean :t S.E.M. of four
samples in one independent experiment ， πle data were replicated in Urree repeated independent .experiments. #P < 0.05:
##P < 0.01: ###P < 0.001. as compared to untreatedconσ01 group，'p < 0.05: "P < 0.01: "'P < 0.001 as compared to LPS
a10ne-treated group. and $P < 0.05‘$$P < 0.01: $$$P < 0.001 as compared to LPS+DEX-treated group
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4. BV-2 microglia 에서의 LSP어|의한 NF-K8와 1-κB의
발현에 대한 dexamethasone 의 작용

NF-κB는 염중반웅， 스트레스 등 상흥에1 반용하여 에F-a블
포함한 많은 유전지을올 한성화 시키는 중요 전사인자이다 .12).131.\‘l
벼환성 시에는 세포칠에 NF-κB/JKB결합체로 존재하다 각종 자

극에 노출된 뒤 복합체에서 !KB는 분리되고 환성화 된 NF-KB는
핵 내로 뜰어가 각종 염중매개윌질 동의 함성에 전시불젤로 핵심

적인 작용을 하는 것￡로 얄려져 있다 151. NF-"B의 한성을 억제

한다연 TNF-a의 환성올 억제할 가능성이 매우 크다는 관점에서

Westem blot 방법으로 세포핵에서의 NF-KB의 반현상 변화월

조사하였다 LPS 처리 전에 DEX블 전처리 하였운 때 그핍에서

보여 주는 것처럽 DEX는 매S에 의한 NF-KB의 세포핵으로의

이통뭘 유의성 있게 억제하며 이는 GR antagonist 인 RU486에
의해 억제된다 (Figure 3C)
l뼈가 인산화 되어 degrade되연 k양}견협하여 있던 NF-KB

가 분리 되어 핵 내로 이통합으로써 TNF-a 풍 유전지들의 전사

쉴 유도한다 1ft)，’".LPS어1 의하여 현저하게 감소 되었던 IKB가
DEX에 의하여 되돌아응훈 알 수 있다 (Figure 3D) 이는 NO 분
비 및 π'!F-a 발현과 갇은 microglia 기능에 대한 DEX의 억제효

과가 NF-KB신호전달 경로륜 몽하여 이루어 집을 설명해준다

L →~~~----고 찰

합성화한 성상교세포의 기능올 수행하기 위õt여 autocrine 방식
으로 신경호보인지플올 방흉하여 성상교세포의 확대된 기능을

강화한다고 원 수도 있고. paracnne 방식으로 스트레스 상황에

서 신경세포의 신경효보인자 발현 감소흩 보완한다고 추측해 불

수있다

성상교세포의 환성화에 관한 연구결과는 아주 고도의 스트레

스 상햄서 성상교세포가 손상 받아서 성상교세포의 신경보호

적 기능이 저하되연， 스트레스 상횡에서 어느 정도 유지가 되고

있던 항상성이 깨져서 갑자기 신경세포의 기능이 소설되연 스트

레스와 관련된 정신질환이 발생필 가농성이 있음올 추측해 봉 수

있게 한다 이러한 결과는 성상교세포의 환성화 빛 신경보호 효

과가 스트레스 관련 젤환의 치료제 개반의 표적이 원 수 있응을

시사한다

본 연구결과흘 종합하여 보면，스트레스 상홍에서 스트레스 호

프온이 중가하연 뇌에 존재하는 신경세포. 성상교세포와 미세신

경교세포는 각각 GR'에 매개하는 신호전딸계한 용하여 반응하는

데，신정세포는 스트레스 취약성올 드러내며 성상교세포와 미세

신경교세포는 일차적으로 스트레스 효르온에 대한 신경세포 보

호기능을 나타내어 전반적으로 신경세포， 성상교세포， 미세신경

교세포 간의 상호작용과 네프워크 체계를 구성하는 것으로 이해

된다.신경세포륜 보효하기 위한 이러한 상호작용체계가 손상되

면 스트레스 호르몬에 의한 신경세포의 손상이 가속화되고 스트

레스 유발성 정신질환의 발병혈이 높아질 것으로 사료된다

본 연구는 스트레스 호르온인 gluc∞orti.coid에 대한 neuron.
astrocyte와 microglia의 유전자 발현을 비교함으로써 microglia
의 NO 분비 기능，스트레스 상황이 뇌에 있는 여러 세포블의 세

포 득이적 유전자 발현과 세포기능윌 조사하고자 하였으며 이월

몽하여 neuron-glia 간의 스프페스 상횡에서의 상호작용과 네트

워크활 이해하고자 하였다 스트레스 호르온 DEX처치 (l/lM. 24
h)에 의하여 C6 astrl。양tes의 구조단백잔인 crystaIIin뼈 mRNA
발현이 중가하였음올 확인하였다 또한 미세신경교세포는 염증닦

발윌질인 뻐S어1의한 NO 분비，매F-alpha 발현증가， 염증유받

전사인자인 NF-KB의 핵으로 이동，세포진에서의 IKB의 발현량

감소 둥의 척도가 DEX처치에 의해 억체됨을 확인하였다 이는

스트페스 호르몬은 뇌의 면역세포인 미세신경교세포의 황성을

억제하여 신경영중에 대한 항염 작용을 억제한 수 있음올 말하

며，실제로 Glucocorticoid Steroid 제제가 고용량의 처치에 의하

여 항엽제， 연역억제제로 임상에서 그 약리적 효과관 환용하고

있는 정과 연관이 있다 본 실험올 동해서는 뇌조직에 거주하는

미세신경교세포가 혈액과 뇌 이외의 인체 조직에 상주하는

monocytes. macrophage댐유사한 작용기전이 존재함을 확인

한 정이 의미가 있다 미세신경교세포에 관한 이상의 연구 결과

릎 동하여 스트레스 상황에서 뇌조직에서는 미세신경괴세포가

신경영중에 의한 항염 작용을 용하여 신경세포플 보호하는 기작

(neurotrophic eπ"ect 혹은 neuron-protec 니ve effect}올 가침 수

있음을추측해볼수있다

성상교세포의 환성화와 관련된 crystaIIine aB 발현 중7에 관

한 결과는 스트레스 상횡에서의 신경보호 효과로 보여진다‘ 이는
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