
한e쁘뻔뻔뻗 ici띤뻔nd U엄 Scie땐 ---- Vol. 6，No. 5. 200뀐

전신 고열자극이 랫트 자가면역성 뇌척수염에 미치는 영향

안미정
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Whole-body hyperthermia attenuates rat experimentaI autoimmune encephalomyeIitis

MeejungAhn
Depa끼ment이 Anatomy，Jeju Nation히 UniversitySch∞I 01Medicine.Jeju，Korea

Hyperthermia has been known 10 induce transient expression 01 27 kDa heal shock protein (HSP27) in several types 01 ceUs
in the central nervous system 니tt1e is known aboul the effecls 01 whole-body hyperthermia in the pathogenesis 01 experimental
auloimmune encephalomyelitis (EAE) in the rat. The a;rn 01 this study was 10 examine whether wholebody hyperthermia aflect
the clinical symptoms of EAE in rals. EAE was induced ;n Lewis rats that were immunized with gulnea pig myelin basic protein
(MBPl and complete Freund’s adμvant. At 7 days after immunizatlon，the immunized r히5 were divided inlo three groups
including placed into a 42t lncubator for 10 minutes，for 20 minutes and room temperature. The onset，severity，and duration。f EAE paralysis in the wholebody hype끼hermia treated groups in the day 7 Pl-treated rats were significantly delayed，
S니ppressed，and reduced，respectively，compared 에th those of the EAE control group. Moreover，the clinical amelioration
coincided with decreased infiltralion 이 inflammatory cells in the EAE-affected spinal cord. Collectively，wholebody hyperthermia
has shown 10 reduce paralysis in EAE，an anlmal model 01 human demyelinalin9 diseases. (J Med Ute SCi 2009;6:308-311)
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서 론

자가연역성뇌척수엽 (experimental autoimmune

encephalornyelitis，EAE)은 T세포매개성 짙명으로 사람의 다발

성 정화중(multiple sclerosis ，MS)의 동윤모렐로 환용된다 il

이러한 EAE의 칠영의 초기에는 중추신경계에 T세포와 다른

염중세포가 칩윤되며， 영종의 과도기에는 미세아고!세포

(micro빼a)와 멸아교세포(astr。양tes)가 환성화 되고 수초탈락을

특정으로 한다2). EAE의 발영은 뇌의 조직 내에 칭윤원 영중세포

로부터 분비된 pro-n 띠없nmatory 양tokine (IL-1ß ，TNF-a 둥)에

의해 야기되며3)，싱한 마비기틀 지니게 되연 anti-inflammaωry

cytokine (IL-4 ，IL-lO ，TGF β동)의작용~)과침윤된 염증세포의

세포자열사 (apoptosis)에 의해 자연 회복하는 것으로 얄려지고

있다4) 그러나 심한 영종세포의 침윤은 오히려 칠영 상태와 입상

증상을 악화시킬 수도 있다고 암려져 었다ól 그러므로 EAE에서

영종세포의 조쟁은 치료의 복표가 된다
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Heat shock proteins (HSI굉는 다OJ'한 세포자극에 의해 유도
되는 단백질로 크기에 따라 다양하게 분류된다7l. HSPs는 특히

고연지극으호 강하게 유도되는데，세포나 기관 내에서 분비되는

HSPs.는 대사과정에서 생산되는 열에 대하여 세포릎 보호하기

위하여 유도원다고 얀려져 있다.~n.Marber 동~)의보고에 의하면，

허혈성 손상에서 고열자극을 주었을 때 HSP70의 발현이 종가하

고‘증가된 HSP70에 의해 세포 보호효과가 나타난다고 하었다

그리고 HSP27도 랫트의 중추신경계에서 여러 자극에 의해 유도

되어 세포 보호효과가 있다고 알려져 있다10).

그러나 아직까지 EAE에서 고열지극에 의한 HSP27의 반웅과

그 효쐐 대해서는 알려진바 없다

그러므로본 연구에서는랫트에서 EAE흘 유발시카고 전신 고열

자극에 의한 치료 효과와 HSP27의 발현올 확인하고자 하였다

재료및 방업

1. 실험동물

앙수 구별 없이 160-200 g 이 되는 7-12주령의 Lewis 햇트

를 Harlan (Indianapolìs 이.USA)에서 구엽 후에 제주대학교

싣협동을-관련 규정에 의거하여 사좌 후 실험하였다
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2. EAE의 유발과 임상증상의 평가

EAE의 유발은 기니픽의 myelin basic protein (MBP)과
complete Freuf!.d's adjuvant (CFA; Mycobacterium
tuberculosis H37Ra; 3 mg/mL; Difco}를 통량 혼합한 후 연억원

으로 사용하였다 2) 연역원은 레트의 좌우뒷발바닥에 100 마씩

접종하였다 대조군은 고열을 처리하지 않았고，실험군은 면역원

을 접종한 후 7일째에 42'(: 에 10분 동안 전신 노출한 군과 20분

동안 전신 노출한 군으로 나누었다 EAE가 유발된 랫트는 EAE
의 특정적인 임상증상으로 구분하였다 증상 없으면 Grade 0

꼬려가 힘없이 늘어지변 Grade 1，한쪽 뒷다리가 마비되연

Grade 2，양쪽 뒷다리가 마비되연 Grade 3，사지가 마비되면

Grade 4，폐사한 경우 Grade 5로 구분하였마 2)

3. 조직표본 준비와 조직 검사

로 처리한 대조군과 고열을 처리한 실험군에서 모두 마비증상을

나타내었으나，고열을 처리한 두 실헝문에서 모두 마비의 정도가

대조군에 비해 염증의 과도기인 16일째에서 유의성 있게 완화되

었음을 확인하였다 (Fig. 1) 마비가 시작된 날을 기준으로 비교

할 때，대조군은 13일부터 마비가 시작되었고，고열을 치료한 두

실험군은 약 14일부터 마비가 시작되어 큼 차이를 보이지 않았

다 그러나 단계별로 임상증상을 확인한 결과，대조군은 뒷다려

한쪽 또는 뒷다리가 모두 마비가 되는 단계인 grade 2-3 정도를

나타낸 반연에 10분과 20분 동안 고열을 처리한 두 실험군에서

는 각가 밍딩de 1 이하로 유의성있게 마비 증상이 완화되었다

(p<0.05) 마비 기간을 비교한 결과，대조군은 약 6일 동안 마비

가 지속되었고， 10분 동안 고열을 처리한 실험군에서는 약 3일，
20분간 고열을 처리한 실험군에서는 약 4일로 두 실험군 모두

대조군에 비해 유의성 있게 마비 기간이 줄어들었다

(p<0.05)(Table 1)
랫트를 CO，로마취하여 방혈하였고，조직채취는 EAE가 유발

된 랫트를 12-14 일경에 임상증상이 Grade 3 시기와 21일 이후

회복기로 냐누어 각각의 실험군 3마리씩 희생시켜 척수를 채취

하였마 그리고 현미경 관참을 위한 조직은 10% 포르말린 고정

하고，에탄올과 자일렌으로 탈수와 투명화 과정을 거쳐 파라핀에

포뱃한 후 5 Mm의 두께로 조직절펀을 만들어 hematoxylin-eosin

염색을실시하였다

Figure 1. IClinicai score of EAE induced in Lewis rats with。r without hyperthermia treatment. At 7 days post-
immunization ，the immunized rats were divided into three
groups including placed into a 42'C incubator for 10
minutes ，for 20 minutes and room temperature. The values
were reported as the mean :t SE of four rats in each
group ， *p(0 ，05 vs ，EAE-room temperature group ，
respectiveiy

Table 1. Effect of hyperthermia on the clinical signs of
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)
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4. 연역조직화학

슬라이드 준비된 조직의 파라핀을 제거하고 내재성 peroxidasE

를 제거하기 위해 0.3% I-h02가 포함된 메탄올에 20분간 반응시

켰다 H뜩이적 반응을 방지하기 위해 10% normal goat serum
으로 l시간 반응시켰다 1차 항체로 HSP27 (1:200)(Santa Cruz

Biotechnology ，Santa Cruz，CA‘U. S. A). 랫트의 대식세포

표식자인 ED1 (1:200)(Seroooc. London. U. K.) 그리고 rabbit
anti-GFAP (1:400)(Dako ，Denmark) 를 설온에서 1시간 반응시킨

후 biotinylated goat anti-rabbit IgG (1:20 이(Vector
Laboratories ，Buriingame ，CA) 또는 biotinyiated goat anti
mouse IgG (l:200)(Vector Laboratories ，Buriingame ，CA)로 45
분간 반응시켰다 이어 avidin-biotin peroxidase complex Elite
kit (Vector Laboratories ，Burlingame ，CA)로 실온에서 45분간
반응시켰다 각 단계가 끝나고 PBS (pH 7.4)로 5분간 3회 충분

히 세척했으며， 면역반응이 끝난 조직절편은 3，3
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)(Sigma，8t. Louis，
MO，USA) 용액으로 발색했다 그리고 hematoxylin 용액으로

대조염색을 한 후，에탄올과 자일렌으로 탈수와 투명화 과정을

거쳐 봉입하여 광학현미정으로 관참하였다

1 고열지극에 의한 EAE 임상증상의 완화

EAE 유도 후에 고열에 의한 치료 효과를 확인한 결과，실온으

Dat.a are expressed as the means :t SEM
']'(0.05 、s. control (Student st-1est)
• Paralyzed/total animals
b On.set야 paralysis
，ln days

결과 1

42"C，20끼 In 4/4 14.0 :t 1.2 .0.75 :t 0.3* 4.25 :t 1.5*
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3. HSP27 의 발현

EAE유도 후에 고열의 자극에 의해 발현할 수 있는 HSP27의
받현은 고열을 전신 조사한 실험군과 대조군에서 별아교세포

신경원 세포체 뇌싣막 세포 현관내피세포등에서 HSP27이 강하
게 발현하였으나두 그룹간의 차이는 분명하지 않았다 (Fig. 4)

Figure 2. HistopaU1olgical examination of U1e spinal cords。f rats witb EAE (Day 21PO tbat were u-eated witb eitber
rooin temperature (EAE control. A) 01' hyperthennia (B. C)
。n 42"(: incubaωr for 10 minutes. for 20 minu"tes and
room tcmperalure. lbe values were reported as the mean
:t Sr~ of four rats in each grouP. lJp(O.05 vs. EAE-room
tcmperature group‘respectively

~...-

고찰

본 연구에서 EAE유도 후 고열을 처리한 두 실험군 모두에서

대초군에 비해 임상증상이 현저히 완화되었다 마비룹 유도하는

가장 큰 원인이 되는 척수 내 영중세포의 칭윤도 고열을 처리한

실혐군에서 대조군에 비해 현저히 감소하였다 그러므로 고열

자극이 영중성 질환어l 효과척일 수 있고，특히 EAE에서 고열

자극이 임상 중상의 완화에 효과적일 수 있다고 생각된다

고열자극 후 HSP는 랫트와 마우스틀 포함한 다양한 종에서

분비된다고 알려져 있다1I) 항생계에 대해 반용한 때나 마취상태

에 있는 동울에서는 체온이 증가한다고 알려져 있고‘이러한

경우에는 중추신경계의 세포손상이냐 초직변성이 형태학적 변화

로 나타냐지는 않는다12) 그러므로 고열을 이용한 치료 시에

HSP와 갇은 반웅 인자틀에 의해 세포 보호 효과가 있윤 것으로

생각된다 13.14). EAE에서도 이러한 고열을 이용하였을 경우

HSP의 발현을 동해 신경세포의 보호 효과 및 염중세포의 칭윤

완화 효과가 있올 것으로 생각된다

정상 랫트의 중추신경계에서 HSP27은 별아교세포와 신경세포

에서 받현하고，외부적 자극에 의해 더욱 강하게 발현하여

HSP27의 발현이 이러한 세포들이 한성화되었다는 충거가 원 수

었다15) 또한 HSP27의 발현의 충가는 caspase 반웅으로 인해

유도된 세포자멸사를 억제한다고 알려져 있다16) 본 연구에서도

고열에 의해 분비되는 HSP27의 발현은 연아교세포와 신경세포

에서 경송}게발현하였다 그러나 온 연구에서는 HSP27의 발현을
연역조직화학볍으로 확인하여 정량화하지 않았기에 고열융 조사

한 심협군과 대조군에서의 HSP27의 발현의 차이룹 확인할 수

없었다 고열 자극에 의한 HSP27의 신경세포 보호 효과휠 확인

하기 위해서는 추가적인 연구가 펼요한 것으로 생각된다

결흔적으로 EAE에서 고열 자극이 염증세포의 침윤과 임상

중상의 완화필 유도하였고，세포 보호 효과가 암려져 있는

HSP27이 고열 지극에 의해 발현되어 "f:가연역성 염충성 질환에

서 고열 치료 효과플 매개하는 중요한 인자 충 하나일 것으로

생각된다

Figure 4. Immunohistochemical Jocalization of HSP27 in
spina! cord of rats witb !';AE (day 21 PO. HSP27 WBS

delected in thc astrocytes (A). ependymaJ cells and
neuronal body (B). but the differences of intensity between
groups were not cJear. Scale bar = 50 띠n

Heal20mlnHeat1lß11nEAEconuol

2. 고얼자극후 척수조직내 열증의 완화

척수에 나타나는 조직학적 영변은 EAE 유도 후 9-11일경의
발영초기에는 자기면역 반용한 영중세포들이 수막주위에 나타났

으며，수막근처 실점 내로도 염중세포가 칭윤되었다 12-15일경
의 EAE 대조군의 척수조칙에서는 영중세포뜰이 주로 수악과

혈관주위에 침윤되었고，조직 내 부총올 보였다{Fig. 2A)
그러나 10분간 고열올 처리한 섣혐군{Fig. 2B)과 20분간 고열

을 처리한 실험군{Fig. 2C)에서 모두 대조군에 비해 영중세포의

칭윤이 완화되었다{Fig. 2)
척수 조직 싣짙 내의 혈관주위에 칭윤원 염증세포의 수룹

조사한 결과 역시 대조군에 비해 10분 동안 고열흘 처리한 실험
군에서 현관주위 염증세포의 칭윤이 유의성 있게 감소되었다

(p(O.OI) (Fig. 3)

쪽聊헬?펠
Figure 3. Number of perivasc비ar cuffïng in U1e spinal
cords of rats witb EAE (Day 21PO tbat were u-eated 뻐 tb
eiU1er room temperatμre 01' hyperthermia on 42t: for JO
min and for 20 min π1e number of penvascular cuffïng
was signifïcantly decreased in U1ehyperlhennia for 10 min
group comparcd with EAE control group ‘'p(O.Ol vs
EAE-room temperawre group
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