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OObbjjeeccttiivveess : Manganese is cytotoxic to the central nervous system including basal gan-

glia. Its toxic mechanism is related to oxidative stress, mediated by toxic free radicals but

is specultives. In the present study , we have investigated to manifest apoptosis in man-

ganese-induced cytotoxicity in primary neuronal cell culture of rat basal ganglia.

MMeetthhooddss : To detect apoptotic neuronal cells were stained by the terminal deoxynu-

cleotide(TdT)-mediated dUTP nick end-labelling(TUNEL) method and apoptotic changes

in nuclei of neurons were observed by electron microscopy.

RReessuullttss : We showed that TUNEL immunostain showed brownish signal in the nuclei

of apoptotic cells and the proportions of apoptotic cells in Manganese treatment groups

were more higher than controls. On transmission electron microscopy, there were chroma-

tine condensation with margination toward nuclear membrane and condensation of cyto-

plasm in the treated with 1uM MnCl2 for 48 hours in a basal ganglia neurons. Apoptotic

bodies were found and consisted of semilunar-like condensed nuclei with relatively intact

cytoplasmic organelles.

CCoonncclluussiioonnss : Apoptosis appears to be one mechanism in the manganese-induced neu-

ronal cell death. Manganese intoxication is a convenient model for apoptosis study.
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서 론

자연환경이나 산업장에 많은 양의 망간이 산재하고

있으며 많은 근로자들이 직업적 폭로로 만성 망간중독

의 위험에 처해 있다. 또한 가솔린의 항노크제로 사용

되는 MMT(methylcyclopentandienyl manganese

tricarbonyl)와 농약 등에 함유된 망간화합물에 의한

환경오염은 망간의 만성독성에 대한 관심을 증대 시키

고 있다. 만성 망간중독은 특발성 Parkinson씨 병의

추체외로계 징후나 증상과 비슷한 기능성장애를 일으

키고(Cotzias, 1958; Mena 등, 1967; Barbeau,

1984; Donaldson, 1987; Calne 등 1994), 망간의

이가이온(Mn2+)이 세포내 superoxide의 주요근원으

로 알려진 사립체 전자전달체계인 세포의 안쪽 막에

결합하여(Gunter 등, 1975) 산소자유기에 의해 3가

이온(Mn3+)으로 산화되어 세포독성에(Graham,

1984; Halliwell, 1984; Archibald와 Tyree, 1987;

Donaldson, 1987) 관여하는 것으로 알려져 있으나

신경세포에 대한 손상기전과 세포사(cell death)의 양

상에 대해 확실하게 정립된 것이 없다.

세포사에는 두가지가 알려져 있다. 즉 괴사 와

apoptosis이다. 세포는 내부의 단백질 분해효소의 활

성을 통하여 세포예정사(programmed cell death)

가 시작되며, 이는 세포골격의 붕괴, 세포위축 등을

초래한다. 그리고 apoptosis는 핵내에 특징적인 변화

가 초래되는데 핵은 endogenous nuclease의 활성화

에 의해 DNA변성이 시작되어 응축이 일어난다. 대

부분의 세포에서는 DNA가 변성되어 oligonucleo-

some정도의 크기로 분절된 DNA분절이 생겨나기도

한다(Martin과 Green, 1995). Apoptosis는 정상적

인 생리학적 조건 또는 병리학적인 상태 모두에서 관

찰되는데 신경세포의 apoptosis는 많은 논란의 여지

가 있지만 Alzheimer 병, Parkinson씨 병,

Amyotrophic lateral sclerosis(ALS) 및 여러형태

의 소뇌변성질환 등에서는 특정한 신경세포의 소실이

특징적으로 관찰된다(Heintz, 1993; Steller,

1995). 이러한 질환에 있어서 세포사는 특징적인 운

동장애 및 중추신경계 기능장애를 초래하며, 세포사

의 주된 기전은 괴사에 의한 것이 아니라 염증반응을

수반하지 않는 사멸로 oxidative stress, calcium

toxicity, 생존 인자의 결핍 등이 병태생리에 관여하

는 apoptosis에 의해 일어날 것이라는 가능성이 제시

되고 있다(Choi, 1992). 또한 사립체의 기능 소실

또한 apoptosis에서 나타나는 특징적인 소견이므로

사립체는 apoptosis를 조절하는 중요한 기능을 가지

고 있을 것으로 생각된다. 그러므로 Mn2+이 축적되는

주요 세포소기관이 사립체이기 때문에 망간중독으로

인한 신경세포의 사망은 괴사보다는 apoptosis의 가

능성이 높을 것으로 생각된다.

본 실험에서는 대뇌 기저핵의 신경세포를 배양하

여 망간에 의한 apoptosis 유도 여부를 전자현미경

학적 및 세포면역학적인 방법으로 관찰하였다.

대상 및 방법

1. 대뇌기저핵 신경세포분리 및 배양

임신후 13~15일의 흰쥐(Sprauge-Dawley Rat)

의 복강을 70% alcohol로 소독후 절개하여 자궁을

적출하고 태아의 두경부를 절단후 HBSS(Hank’s

Balanced salt solution)에 모았다. 뇌조직 주위의

뇌막을 제거후 기저핵 부위을 분리하였다. 분리한 조

직에 0.25% trypsin을 첨가하고 37○C 수조에서 15

분간 배양한 다음 HBSS로 수차례 씻어내어 trypsin

을 완전히 제거하고 조직 덩어리를 작은 입자덩어리

로 만든후 상층액을 취하여 HBSS을 첨가 후 세포를

분리하였다. 수차례 반복후 상층액은 버리고 배지에

부유시켰다. 부유시킨 일부 세포를 취하여 trypan

blue로 염색한 후 현미경하에서 hemocytometer를

이용하여 세포의 수를 측정하고, poly-D-lysine을

처리한 chamber slide와 세포배양 접시에 104~107

개의 세포수를 배양하였다. 배양일로 부터 4일 후 배

지를 glutamate가 없는 배지로 반씩 교환하고 2~3

주간 배양 후 신경세포가 성숙한 다음 0.01~10 μM

MnCl2를 48시간 처리하여 다음 실험을 실시하였다.

2. Apoptosis의 관찰

1) TUNEL assay(TdT-mediated dUTP Nick

End Labelling)

In Situ Cell Death Detection kit,

AP(Boehringer Mannheim)를 사 용 하 여

TUNEL 반응에 양성으로 나타는 apoptotic cell을

관찰하였고, 정량적인 변화를 알아보기 위해 apop-

tosis 율을 계산하였다. Chamber slide에 배양한
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신경세포를 PBS용액으로 씻은후 고정액(4% PFA;

paraformaldehyde)에 30분간 고정한 후 PBS용액

으로 씻어냈다. 0.1% Triton X-100으로 Ice에서 2

분간 처리하고 TUNEL mixtures를 50㎕씩 넣고

37○C 배양기에서 60분간 방치하였다. TUNEL

mixtures용액을 제거후 TB buffer (1×)용액에 5

분간 담구어 반응을 중지시키고, PBS용액으로 수차

례 씻은 후 converter-AP를 50 ㎕씩 넣고 37○C 배

양기에서 20분간 방치하였다. BufferIII (100 mM

Tris HCl; 100 mM NaCl: 50 mM MgCl2) 10

㎖에 substrate인 NBT/X-phosphate(BCIP)

solution 200 ㎕를 넣어 만든 substrate 용액을

100 ㎕를 첨가하고 상온에서 10분 간 둔 다음 PBS

로 3번 세척한 후 methyl green으로 대조염색하여

광학현미경으로 관찰하였다. 결과판독은 핵이 갈색

으로 염색되는 것을 양성으로 판정하였고, 200배 현

미경시야당 양성으로 관찰되는 세포의 수를 세어

apoptosis의 정도를 정량화 하였다.

2) 투과전자현미경학적 관찰

세포배양 접시에 배양된 신경세포를 원심분리하여

시험관에 모은 후 2.5% glutaraldehyde용액(0.1

M phosphate buffer, pH 7.4)으로 1~4○C에서 2

시간 전고정을 하고 0.1 M phosphate buffer로

세척한 후 1% OsO4용액에 2시간 동안 세포를 고정

시켰다. 고정시킨 세포를 buffer용액으로 세척 한

다음 계열 ethanol으로 탈수하고 propylene oxide

로 치환한 후 Luft(1961)방법에 따라 epoxy혼합물

로 포맷하였다. 37○C에 12시간, 45○C에 12시간, 60
○C에 48시간 동안 방치하여 열중합 시킨 후 포맷한

세포를 1 ㎛ 두께로 박절한 후 toluidine blue 염색

을 실시하여 관찰 부위를 선택하였다. Sorvall MT-

5000형 ultramicrotome에 Dupont diamond

knife를 부착하여 회백색(40~60 ㎚)의 간접색을 나

타내는 초박절편을 얻어 grid에 부착시킨 뒤, wat-

son(1958) 및 Reynolds(1963)방법에 의한 uranyl

acetate와 lead citrate로 이중 전자염색을 실시하

여 Hitachi-600형 투과전자현미경으로 관찰하였다.

3. 통계처리

자료의 통계학적인 처리는 두 군간 또는 그 이상

의 군간의 평균은 평균±표준오차(SEM:standard

error of mean)로 표시하여 비교하였고, 통계학적

인 유의성은 t-test와 일원분산분석(oneway

ANOVA)후 Duncan’s multiple comparison

test를 실시하였으며 유의수준은 0.05로 정하였다.

결 과

망간의 세포독성에 의한 신경세포 사멸양상을

TUNEL방법을 이용하여 관찰한 결과 TUNEL반응

에 갈색으로 양성반응을 나타내는 apoptotic 세포의

수가 대조군에 비해 MnCl2를 0.01~1μM 처리한
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Fig. 1. TUNEL immunostain demonstrates posi-

tive reaction in the nucleus of apoptotic neu-

rons(arrows). A:control(x100), B and C:1.0μM

MnCl2 treated for 48 hours(X100, 200).



군에서 유의하게 높게 나타났으며(P<0.05), MnCl2

농도에 따른 apoptotic 세포수의 변화에서 용량-반

응관계는 관찰할 수 없었다(Fig. 1,2).

대조군의 신경세포들은 핵인(nucleolus)이 두드

러지게 특징적으로 보이면서 핵막과 세포질내 소기

관들이 잘 보존되어 있으며, 세포질내망(ER) 과 사

립체(mitochondria)를 특히 많이 가지고 있었다

(Fig. 3A). 1.0μM MnCl2를 48시간 동안 처리한

실험군에서는 이질염색질(heterochromatin)이 핵

막으로 이동하면서 응집되어 있었으며, 핵내 불규칙

한 형태의 염색질이 나타나 분절이 진행되는 소견을

보였고, 세포질은 농축되어 있으면서 공포(vacule)

가 나타났다(Fig. 3B). Apoptosis의 가장 특징적

인 초기 소견인 막으로 둘러싸인 반달모양의 핵내염

색질의 분절편(fragmented chromatin)과 주위의

상대적으로 정상적인 소기관으로 구성된 apoptotic

body를 관찰할 수 있었다(Fig. 3C ).

고 찰

망간의 신경독성은 Parkinson씨 병과 유사하여

Parkinsonism을 만성 망간중독의 한 형태로 생각
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Fig. 2. Quantitative analysis of apoptosis in cul-

tured neuronal cells treated with MnCl2 for 48

hours. Data are means±SEM(N=3). * P<0.05:

compared with the apoptotic cell count in control

group.

Fig. 3. Electron microscopic findings of cultured

neuronal cells. (A) The control neuronal cell. The

nucleus and intracytoplasmic organelles are well

preserved, TEM, X 17,000. (B and C) The neu-

ronal cell treated with 1 μM MnCl2 for 48 hours

shows margination of heterochromatin and con-

densed cytoplasm, TEM, X17,000. Membrane-

bound apoptotic body shows semilunar like con-

densed nucleus with relatively intact intracyto-

plasmic organelle ,TEM, X17,000. Abbreviations,

No: Nucleolus, N: Nucleus, MI: Mitochondria,

RER: Rough endoplasmic reticulum, AB:

Apoptotic body



하였으며, 망간의 중독기전을 신경퇴행성질환의 모

델로 삼은 연구가 이루어져 왔다(Cotzias, 1961:

1966; Donaldson, 1987) 망간의 신경독성 기전은

복합적으로 작용하며, 사립체내의 Ca2+의 유입이 증

가, Mn2+이 반응성 산소종의 생성을 자극하고 이들

이 dopamin수용체나 dopaminergic cell, 그리고

dopamine에 직접적으로 작용하여 신경세포 손상을

초래한다는 등의 연구보고가 있으나(Graham,

1984; Konji 등, 1985; Gavin 등, 1990) 망간에

의한 신경세포 손상기전은 확실하게 규명하지 못하

고 있다. 고농도의 망간은 세포에서 핵산의 대사에

영향을 미친다(Niyogi 등, 1981: Singh, 1983:

Rudnykh 와 Saichenko, 1986). 그러나 apopto-

sis를 유도하는 망간의 용량은 알려져 있지 않다.

Ambramova 등(1988)은 DNase는 망간 의존성

효 소 라 고 보 고 하 였 고 , Zhavoronkov와

Lugovskoy(1992)는 망간의 과다로 인해 DNase의

활성도가 증가되어 apoptosis가 일어난다고 보고 하

였으며 또한 망간중독이 apoptosis의 연구에 적합한

모델이라고 하였다. 현재까지 가장 널리 인정되는

apoptosis의 표지자는 전자현미경으로 관찰한

chromatin의 농축과 핵의 fragmentation이지만,

형광 현미경으로 DNA의 양 또는 핵의 fragmen-

tation정도를 평가하거나 DNA laddering을 관찰

하는 방법, 유세포분석(flow cytometry)을 이용하

여 세포의 성상변화를 알아보는 법, 최근의 termi-

nal deoxyuridyl transferase(TdT)를 이용하여

조각난 DNA의 3’-OH 말단에 발색제가 부착된

nucleotide를 표지한 후 면역조직화학적인 방법으

로 찾아내는 TUNEL(TdT-mediated dUTP-

biotin nick end labelling)법이 각광받고 있는

apoptosis 측정법의 하나이다.

본 연구에서는 DNase에 의한 DNA 절편화를 확

인하는 TUNEL 염색방법을 이용하여 apoptosis를

관찰하였으며 그 소견은 대조군에 비해 0.01에서 1μ

M MnCl2를 처리한 군에서 apoptotic cell의 비율이

유의하게 높게 나타남을 관찰 함으로써 망간에 의해

DNA 절편화를 관찰할 수 있었다. 그러나 망간의 농

도에 다른 apoptosis의 용량-반응은 나타나지 않았

다. 10 μM MnCl2를 처리한 군에서는 대조군과 비교

하여 apoptotic cell의 비율이 높았으나 통계학적으로

유의하게 나타나지는 않았다. 본문에 자료를 제시하

지는 않았지만, 상대적으로 고농도인 10 μM MnCl2

를 처리한 군에서 저농도의 0.01~1 μM MnCl2를 처

리한 군에 비해서 MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-

2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) 방법을

이용하여 측정한 세포활성도가 통계적으로 유의하지

는 않았지만 낮게 나타났으므로 괴사에 의한 세포사

가 저농도의 0.01~1 μM MnCl2 처리한 군에 비해

많이 나타나고 있음을 알 수 있었다.

그러나 TUNEL 염색법은 괴사가 일어난 세포들

또한 염색이 되며, 단백질 합성억제재나 신경세포 영

양인자에 의해 세포사가 줄어드는 경우 또한 DNA

절편화가 나타나기 때문에 DNA 절편화단독으로는

apoptosis의 증거로 충분하지 못하다는 연구보고가

있다(Grazl-Kraupp 등, 1995; Gwag 등, 1997).

그러므로 본 연구에서는 apoptosis의 특징적인 형태

학적인 변화를 관찰하기 위하여 투과전자현미경학적

인 관찰을 통하여 apoptotic body와 chromatin의

핵막쪽으로의 이동, 응집 그리고 잘 보존된 세포내

소기관등의 소견을 관찰 할 수 있었다. 이상의 소견

은 투과전자현미경학적 상의 초기 apoptosis소견으로

Wyllie(1987), Zhavoronkov와 Lugovskoy(1992)

의 연구결과와 일치하는 소견이다.

Madiehe 등(1995)은 lithium에 의한 apoptosis

의 유도가 용량~반응관계를 나타내며, 시간에 따른

변화를 관찰하여 lithium-induced apoptosis는 단

백질 합성을 필요로 한다는 보고를 하였다. 본 실험

에서는 망간의 농도에 따른 용량`~반응을 보이지 않

았으며, apoptosis의 진행소견을 시간적으로 관찰하

지 못하였으므로 시간~용량에 따른 apoptosis에 대

한 연구가 이루어져야 보다 정확한 해석이 가능할 것

으로 생각되며, 실제로 이가 양이온들은 서로 반대의

작용을 나타내기도하고 또는 상호작용을 통해서 그

효과가 나타나기도 하며 특히 퇴행성 신경변성의 질

환에는 인체에 필수금속이온들 Fe2+, Zn2+등이 중요

한 역할을 하는 것으로 보고되고 있으므로, 추후 2가

양이온들의 특성과 이들의 상호연관성에 대한 연구가

필요할 것으로 생각된다. 본 연구의 결과는 신경세포

의 망간에 의한 apoptosis를 전자현미경을 통한 형

태학적인 소견과 TUNEL 염색을 이용한 internu-

cleosomal DNA 절편화를 관찰함으로서 망간이 신

경세포의 apoptosis를 유도함을 확인 할 수 있었다.
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요 약

목적 : 본 실험은 대뇌기저핵의 신경세포를 배양하

여 망간(MnCl2)을 투여한 후 망간독성에 의한 신경세

포의 apoptosis를 형태학적인 소견으로 관찰하였다.

방법 : 배양된 신경세포에 0.01에서 10 μM

MnCl2를 48시간동안 처리한 후 TUNEL(TdT-

mediated dUTP Nick End Labelling)법 및 투

과전자현미경학적으로 관찰하였다.

결과 : TUNEL방법을 이용하여 관찰한 결과

TUNEL반응에 갈색으로 양성반응을 나타내는

apoptotic 세포의 수가 대조군에 비해 MnCl2를 투

여한 군에서 유의하게 높게 나타났으며(P<0.05), 투

과전자현미경학적 소견상 대조군의 신경세포들은 핵

인(nucleolus)이 두드러지게 특징적으로 보이면서

핵막과 세포질내 소기관들이 잘 보존되어 있으며, 세

포질내망(ER)과 사립체(mitochondria)를 특히 많

이 가지고 있었다. MnCl2를 48시간 동안 처리한 군

에서 이질염색질(heterochromatin)이 핵막으로 이

동하면서 응집되어 있었으며, 핵내 불규칙한 형태의

염색질이 나타나 분절이 진행되는 소견을 보였고,

Apoptosis의 가장 특징적인 초기 소견인 막으로 둘

러싸인 반달모양의 핵내염색질의 분절편(fragment-

ed chromatin)과 주위의 상대적으로 정상적인 소기

관으로 구성된 apoptotic body를 관찰할 수 있었다.

결론 : 신경세포에서 망간에 의해 apoptosis가 유

도됨을 형태학적인 방법으로 확인할 수 있었으며 망

간에 의한 세포사망양상에 apoptosis가 하나의 기전

이 될 수 있을 것이다.
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