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서 론

대표적인 신경계 퇴행성 질환인 근위축성측삭경화증

(amyotrophic lateral sclerosis: ALS)은 대뇌피질의

상부운동신경원과 뇌간 및 척수 하부운동신경원의 선택적

인 퇴행을 특징으로 하는 질환이다.1 서서히 진행하는 사

지의 위약 및 위축으로 시작하여 결국 호흡근 마비로 수

Cu/Zn Superoxide Dismutase 유전자 발현 운동신경세포
주에서 NO 독성에 대한 Testosterone의 보호효과
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Testosterone-mediated Neuroprotection in NO Induced Cell 
Death of Motor Neuron Cells Expressing Wild Type 

or Mutant Cu/Zn Superoxide Dismutase
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Background: Testosterone is reported to have neuroprotective effect in various neurological diseases. Recently, the
mechanism involved in nitric oxide (NO)-mediated motor neuron death is under extensive investigation. The Cu/Zn-
superoxide dismutase (SOD1) mutations has been implicated in selective motor neuron death of amyotrophic lateral
sclerosis (ALS) and it is said to play an important role in NO-mediated motor neuron death. However, neuroprotective
effect of testosterone on motor neuron exposed to NO has rarely been studied. Methods: Motor neuron-neuroblastoma
hybrid cells expressing wild-type or mutant (G93A or A4V) SOD gene were treated with 200 μΜ S-nitrosoglutathione.
After 24 hr, cell viability was measured by MTT assay. To see the neuroprotective effect of testosterone, pretreatment
with 1 nM testosterone was done 1 hr before S-nitroglutathione treatment. To study the mechanism of protective effect,
20 μΜ flutamide (androgen receptor antagonist) was also pretreated with testosterone 1 hr before S-nitroglutathione
treatment. Results: S-nitrosoglutathione showed significant neurotoxic effect in all three cell lines. Percentage of cell
death was somewhat different in each cell line. 1 nM testosterone showed neuroprotective effect in G93A and wild-type
cell line. In A4V cell line, testosterone did not showed neuroprotective effect. The neuroprotective effect of testosterone
was reversed by 20 μΜ flutamide. Conclusions: These results indicate that testosterone induces neuroprotection in NO-
mediated motor neuron death directly through the androgen receptor. This neuroprotective effect of testosterone varies
according to the types of SOD1 gene mutation. These data suggest that testosterone may be of therapeutic value against
ALS.
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년 내에 사망하게 되는 치명적인 질환으로 그 병태생리학

적 기전에 대한 많은 연구가 이루어져 왔으나 아직 그 원

인은 밝혀져 있지 않다. 

ALS 환자의 10%는 가족성 근위축성측삭경화증

(Familial ALS, FALS)이고, 이 중 20%에서 Cu/Zn

superoxide dismutase (SOD) 유전자의 돌연변이가 원

인임이 밝혀졌다.2 이러한 FALS와 산발적 ALS는 병인

기전이 공통될 것으로 추측되고 있어, SOD1 돌연변이는

ALS의 병태생리기전의 대표적인 연구 모델로 생각되고

있다.1 현재까지 ALS와 연관된 100여종이 넘는 Cu/Zn

SOD1 유전자의 돌연변이가 발견되었으며,3 변형된

Cu/Zn SOD1 단백질의 비정상적인 기능 획득에 의한 산

화성 손상,4 또는 세포내 응집체 형성,5 glutamate로 인

한 흥분독성,6 neurofilament의 이상,7 미토콘드리아의

장애8 등이 ALS의 발병 기전으로 제시되고 있다. 근래에

nitric oxide (NO)와 ALS의 관계에 대한 연구가 활발히

이루어지고 있다. NO는 nitric oxide synthase (NOS)

에 의해 형성되며 superoxide anion (O2
-)과 반응하여

독성 중간 물질인 peroxynitrite (ONOO-)를 형성한다.

변이 SOD1은 세포 내 단백질의 tyrosine기와 perox-

ynitrite의 반응을 매개하여 단백질의 질소화를 일으킨

다.9 이러한 질소화는 세포 내 단백질의 변성 및 이에 따

른 세포 내 신호 전달의 장애를 초래함으로써 세포사를

일으킨다.10

최근 들어 신경퇴행성질환에서 생식샘스테로이드의 작

용이 점차 밝혀지고 있다.11,12 Estrogen은 알쯔하이머병,

파킨슨병 등의 신경퇴행성질환에서 신경보호효과가 있음

이 이미 알려져 있으며, 돌연변이 Cu/Zn SOD 유전자를

발현하는 운동신경세포에서 NO에 의한 세포사에 대해서

도 보호효과가 있음이 보고된 바가 있다.13 반면 testos-

terone은 척수구 근위축증(spinobulbar muscular

atrophy, SBMA; Kennedy’s disease) 외의 신경퇴행성

질환에 대해서는 그 관련성이 연구된 바가 거의 없으며,

특히 ALS와 관련해서는 연구가 매우 미흡한 실정이다. 

Testosterone은 운동신경세포에 대하여 영양효과를

나타내며,14 척수와 뇌간의 운동신경세포의 형태, 기능, 그

리고 생존에 관여한다.15 운동신경세포에서 유전자 발현을

조절하여,16 척수전각세포의 성장과 유지, 단백질 합성에

중요한 작용을 한다.17 또한 손상된 운동신경세포의 생존

을 증가시키며, 운동신경축삭의 재생을 촉진한다.18,19

Testosterone은 인간의 신경원세포에서 androgen 수용

체를 통한 신경보호작용을 나타내며,20 척수구근 근위축증

의 androgen 수용체를 발현시킨 운동신경세포주

NSC34에서는 testosterone이 세포 생존을 유의하게 증

가시킨다.21

이와 같이 testosterone이 운동신경세포에 대하여 신

경보호효과를 나타내며, 생식샘스테로이드의 신경퇴행성

질환들에서의 보호작용에 대한 최근 결과들을 감안할 때

ALS에서도 testosterone이 보호효과를 나타낼 가능성이

있다. 이에 저자들은 본 실험에서 정상 또는 변이 인간

SOD1 유전자를 발현하는 운동신경세포를 이용하여 사람

의 혈중 농도에 가까운 testosterone이 NO를 생성하는

S-nitrosoglutathion (GSNO)에 의해 가해진 세포 손상

에 대하여 보호효과가 있는지를 관찰하였으며 이러한 보

호작용이 SOD1 유전자의 돌연변이에 따라 어떠한 양상

으로 나타나는지를 함께 관찰하였다. 

대상과 방법

1. 세포배양과 SOD1 유전자 조작 세포주 확립

운동신경세포-신경모세포종 잡종 세포(VSC 4.1)를

poly-(L-ornithine)로 처리한 배양접시에서 Dulbecco’

s modified Eagles’medium (DMEM) /F-12 growth

medium (Gibco, Grand Island, NY, USA)에 Sato’s

components (Sigma, St. Louis, MD, USA)와 2% 우

혈청 (HyClone)을 첨가한 배양액으로 37℃에서 배양하

였다. VSC 4.1 세포주는 Appel 박사의 연구소(Baylor

university, USA)에서 제공한 것으로, 운동신경세포의

특성을 보유하도록 15일된 쥐의 배아의 운동신경세포와

마우스 N18TG2의 신경모세포종 세포를 융합하여 만든

세포주이다. 사람의 정상(wild-type, WT)과 돌연변이

SOD1 유전자는 Hayward 박사 (University of

Massachusetts, Boston, USA)가 기증한 것으로, 정상

또는 돌연변이(G93A or A4V) 인간 Cu/Zn SOD를 발현

하는 운동신경세포를 만들기 위해 정상 또는 변이 Cu/Zn

SOD cDNA를 pcDNA 3.0 (Invitrogen, Carlsbad,

CA)에 BamH1과 EchoRI1의 제한효소를 이용하여 첨가

하여 cloning을 하였다. WT SOD1의 4번째 아미노산이

alanine이 valine으로 바뀐 유전자(A4V), 그리고 93번

째 glycine이 alanine으로 바뀐 SOD1 유전자(G93A)를

전입시킨 세포를 각각 WT, A4V, G93A로 칭하였다. 유

전자전입(Superfect, Qiagen, Valencia, CA)을 시켜서

G418 (Gibco, Grand Island, NY)이 400 μg/ml의 농도

로 있는 배양액에서 키운 집락의 세포를 사용하였으며 실

험하기 전에 유전자전달한 SOD1이 발현되고 있는지를

항인간 SOD1 다클론 항체(1: 500; Binding Site,

England)를 사용한 Western blot으로 확인하였다.22

2. 세포 배양 및 생존율 분석

1) Testosterone의 적정 농도 결정

WT 세포와 G93A 세포, A4V 세포를 사용하여 각각 2

회의 실험을 하였으며 각각의 실험은 3배수로 시행하였다

(n=6). 먼저 각각의 세포주를 96-well plate 에 분주하

고 24시간 동안 배양한 후 새로운 배양액으로 갈아 주었
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다. Testosterone의 적정 농도를 확인하기 위하여 각각

여러 농도(0.25~128 nM)의 testosterone을 포함하는

배양액을 첨가하였다. 다시 24시간이 지난 후에 각 well

에서의 세포생존율을 측정하였다. 이를 통해 적정한

testosterone의 농도 범위를 구하였다. 

2) GSNO가 운동신경세포의 생존율에 미치는 영향

WT 세포와 G93A 세포, A4V 세포를 사용하여 각각 2

회의 실험을 하였으며 각각의 실험은 3배수로 시행하였다

(n=6). 먼저 각각의 세포주를 96-well 배지에 1×104

cells/well 농도로 각 well당 200 μL가 되도록 분주하고

37�C, 5% CO2 조건 하에서 24시간 동안 배양한 후 새로

운 배양액으로 갈아 주었다. GSNO의 용량에 따른 독성

작용은 200 μM 과 2 mM의 GSNO를 사용하여 이전에

시행된 실험의13 결과를 참고로 하였다. 이를 토대로 이번

실험에서는 각 well당 200 μM 의 GSNO가 포함된 배양

액을 첨가하였다. 다시 24시간이 지난 후에 각 well에서

세포생존율을 측정하였으며, 이후 실험에서도 GSNO의

농도를 각 well당 200 μM로 하였다. 

3) Testosterone이 GSNO독성에 미치는 영향

WT 세포와 G93A 세포, A4V 세포를 사용하여 각각 2

회의 실험을 하였으며 각각의 실험은 3배수로 시행하였다

(n=6). 먼저 각각의 세포주를 96-well 배지에 분주하고

24시간 동안 배양한 후 새로운 배양액으로 갈아 주었다.

Testosterone의 효과를 보기 위한 경우 예비 실험의 결

과를 토대로 1 nM 의 testosterone을 포함하는 배양액

으로 갈아 주었다. 배양액을 갈아준 뒤 1시간이 지난 후에

각각의 well에 새로운 배양액을 첨가하였다. GSNO의 세

포독성을 보기 위한 경우에는 200 μM GSNO를 포함한

배양액을 첨가하여 well당 GSNO농도가 200 μM이 되도

록 하였다. 다시 24시간이 지난 후에 각 well에서의 세포

생존율을 측정하였다. 

4) Testosterone의 GSNO독성에 대한 작용의 androgen

수용체 매개성의 여부

WT 세포와 G93A 세포, A4V 세포를 사용하여 각각 3

회의 실험을 하였으며 각각의 실험은 2배수로 시행하였다

(n=6). 먼저 각각의 세포주를 96-well 배지에 분주하고

24시간 동안 배양한 후 새로운 배양액으로 갈아 주었다.

Androgen 수용체 차단제인 20 μM flutamide를

testosterone과 동시에 포함하는 배양액으로 갈아 주었

다. 배양액을 갈아준 뒤 1시간이 지난 후에 각각의 well에

새로운 배양액을 첨가하였다. GSNO의 세포독성을 보기

위한 경우에는 200 μM GSNO을 포함한 배양액을 첨가

하였다. 다시 24시간이 지난 후에 각 well에서의 세포생

존율을 측정하였다. 

5) 세포생존율 측정

세포생존율은 3-[4,5-dimethylthazol-2-yl]-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT)가 생존해 있는

세포의 미토콘드리아 산화-환원 효소계와 반응하여 환원

될 때 청보라색 색소가 침착되는 원리를 이용한 생존세포

검사법으로 측정하였다. MTT 용액(5 mg/ml in PBS,

Amresco, Solon, OH)을 세포에 처리하여 3시간 동안

작용시킨 후 MTT 용액을 제거하고, formazan 침전색소

를 200 μl 의 dimethyl sulfoxide (DMSO, Merck,

Darmstadf, Germany) 에 용해시켜, DMSO를 대조로

삼아 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

3. 자료 처리 및 분석

SPSS 프로그램 (Release 11.5)를 이용하여 Wilcoxon

Signed Ranks Test로 평가하였으며 p < 0.05인 경우를

통계적으로 의미 있는 것으로 보았다.

결 과

1. Testosterone의 농도에 따른 세포생존율의 변

화 (Fig. 1)

세 가지 세포주에 testosterone을 다양한 농도로 처치

하고 24시간 동안 배양한 후 세포 생존율을 보기 위해 시

행한 MTT assay에서 testosterone의 농도 변화에 따라

모든 세포주의 생존율이 비슷한 경향으로 변화됨을 알 수

있었다. 사람의 혈중에 정상적으로 존재할 수 있는 농도

Cu/Zn Superoxide Dismutase 유전자 발현 운동신경세포주에서 NO 독성에 대한 Testosterone의 보호효과

J Korean Society for Clinical Neurophysiology / Volume 8 / June, 2006 65

Figure 1. Cell viability changes in WT, A4V and G93A cells
by different testosterone doses. At the dose between 0.25 and 8
nM of testosterone (testosterone propionate), cells presented no
significant change in cell viability. Increased testosterone treat-
ment reduced the viabilities of all three cell groups in a dose
dependent manner from the 16 nM of testosterone. Filled trian-
gle, filled diamond, and filled box indicate wild type, A4V, and
G93A, respectively. Each point represents the mean viability
ratio to the control value of each cell group with SEM (error
bar), and was calculated from the results of 6 sets of experi-
ments.
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(10 nM 이하)에서는 생존율의 감소가 없었으며 그 이상

의 농도에서 생존율이 점차 감소함을 알 수 있었다.

WT 세포주의 경우 0.125 nM과 8 nM 사이의 농도에

서는 생존율의 큰 변화가 없었으며 16 nM 이상의 농도에

서 생존율이 감소되는 경향(16 nM에서 12% 감소, 64

nM에서 17% 감소, 128 nM에서 22% 감소)이 있음을 알

수 있었다(p<0.05). A4V 세포주의 경우도 0.125 nM과

8 nM 사이의 농도에서는 생존율의 변화가 없었으며 16

nM 이상의 농도에서 생존율이 감소되는 경향(16 nM에서

17% 감소, 64 nM에서 18% 감소, 128 nM에서 30% 감

소)이 있음을 알 수 있었다(p<0.05). G93A 세포주의 경

우도 대체로 16 nM 이상의 농도에서 생존율이 감소되는

경향(64 nM에서 18% 감소, 128 nM에서 17% 감소)이 있

었다(p<0.05). Testosterone이 고농도(16 nM 이상)로

처리되면 세 가지 세포주 모두에서 세포의 생존도가 저하

되며, testosterone의 농도 증가에 따라 세포생존율이 점

차 감소되는 경향을 보였다

2. GSNO가 운동신경세포의 생존율에 미치는 영향

(Fig. 2)

GSNO를 처리한 경우 WT 세포주는 세포 생존율이

80.77±1.77%로 각각 감소되었고, A4V 세포주는 69.21

±4.14%, G93A 세포주는 73.90±4.83%로 세포생존율

이 감소됨을 관찰할 수 있다. 각각의 경우에서의 세포생

존율은 대조군과 비교하여 통계적으로 의미 있는 차이를

보였다. 대개 변이세포주에서 더 많은 세포수의 감소 추

세를 보였고, 이는 이전의 실험과도 비슷한 양상이었다.13

3. Testosterone이 GSNO에 의한 세포독성에

미치는 영향 (Fig. 2)

WT 세포의 배양 결과 GSNO로 처리한 군은 대조군에

비해 80.77±1.77%의 세포생존율을 보인데 비해 GSNO

로 처리 1시간 전에 1 nM testosterone을 전처치한 군은

92.50±2.07%로서 testosterone에 의해 세포생존율이

증가됨을 관찰하였다. G93A 세포의 배양 결과에서도

GSNO로 처리한 군은 대조군에 비해 73.90±4.83%의

세포생존율을 보인데 비해 1 nM testosterone을 전처치

한 군은 93.26±7.64% 서 testosterone에 의해 세포생

존율이 증가됨을 관찰하였다. A4V 세포의 배양 결과

GSNO로 처리한 군은 대조군에 비해 69.21±4.14%의 세

포생존율을 보였으며 1 nM testosterone을 전처치한 군

은 74.27±3.62%로서 통계적으로 유의한 세포생존율의

차이를 보이지 않았다.

4. Testosterone 의 GSNO-induced toxici-

ty에 대한 작용의 androgen 수용체 매개성의

여부 (Fig. 3)

WT 세포의 배양 결과 GSNO와 1 nM testosterone을

처치한 군은 92.50±2.07%의 생존율을 보이나 flu-

tamide를 함께 처리하면 64.78±3.18%로서 flutamide

에 의해 testosterone의 세포생존율 증가 효과가 없어짐

을 관찰하였다. G93A 세포의 배양 결과 GSNO와 1 nM

testosterone을 처치한 군은 93.26±7.64%의 생존율을

보이고 flutamide를 함께 처리 시에는 80.43±6.75%로

서 flutamide에 의해 testosterone의 세포생존율 증가

Figure 2. Protective effect of testosterone on wild-type or
mutant  SOD1-transfected VSC 4.1 cells treated with GSNO.
GSNO induced significant cytotoxicity in all cells.
Testosterone inhibit nitric oxide induced cytotoxicity in wild-
type and G93A. an=6, P<0.05 (when viability is compared with
that of control group); bn=6, P<0.05 (when viability is com-
pared with that of SOD1 cells treated with 200 μM GSNO).

Figure 3. Protective effect of testosterone against GSNO-
induced cytotoxicity in G93A and wild-type cells was reversed
by flutamide (androgen receptor blocker). an=6, P<0.05 (when
viability is compared with that of SOD1 cells treated with 200
μM GSNO and 1nM testosterone enanthate).



효과가 없어짐을 관찰하였다. 

고 찰

본 연구에서 testosterone은 생리적 농도의 범위 내에

서 SOD1 운동신경세포주에 대하여 세포생존율의 변화를

일으키지 않으나 고농도로 처리하면 생존율이 감소되는

현상을 나타내었다. 고농도에서의 생존율의 감소 현상은

세포자멸사가 testosterone에 의해 유도되어 생존율이

감소되었다고 추측될 수도 있으나, 고농도의 testos-

terone이 세포사에 직접적인 영향을 주는지, 세포의 분화

유도에 의한 이차적인 효과인지는 감별되어야 할 필요성

이 있다. 향후 고농도에서 세포생존율 감소의 원인 감별

을 위해서는 형태 관찰 등의 추가적인 연구가 필요하겠

다. 고농도로 처리시의 세포생존율의 감소는 치료 목적으

로 고용량의 testosterone 사용시 세포 재생을 억제하고

생존을 감소시킬 수 있는 부작용에 대한 가능성을 시사한

다. 따라서 임상 적용 시 적절한 testosterone의 사용농

도에 대한 기초적인 자료로 이용될 수 있겠다. 이러한 현

상에 대해서는 앞으로 추가적인 연구가 필요한 부분이다.

저자들은 본 실험에서 NO를 발생시키는 GSNO가 정상

또는 변이 인간 Cu/Zn SOD를 발현하는 운동신경세포의

생존율을 저하시키며 이러한 생존율의 저하는 Cu/Zn

SOD의 변이 여부 또는 변이의 종류에 따라 다르게 나타

난다는 것을 확인하였으며 WT과 G93A 세포에서

testosterone 전처치를 통해 이러한 세포사를 부분적으

로 억제할 수 있다는 것을 확인하였다. GSNO는 용액 내

에서 NO 공여체로 작용하여 세포의 세포자멸사를 유발하

는 것으로 알려져 있다. 이러한 GSNO에 의한 세포자멸

사는 Bcl-2, p53, p21 modulation과 cytochrome c 유

리, caspase 3 활성화의 과정을 포함하며,23 Cu/Zn SOD

유전자가 GSNO에 의한 세포자멸사에 영향을 미치는 것

으로 보고되어 있다.24 Ciriolo 등23 은 인간의 신경모세포

종 세포주에 WT 또는 G93A 변이 Cu/Zn SOD 유전자를

유전자전달한 뒤 GSNO를 처리하였을 때 G93A 변이

Cu/Zn SOD 유전자를 가진 세포가 WT Cu/Zn SOD 유

전자를 가진 세포보다 세포자멸사에 더 민감하다는 것을

발견하였으며 이러한 결과를 통해 NO에 의한 세포자멸사

에 Cu/Zn SOD가 관여하며 세포의 NO에 대한 반응에

Cu/Zn SOD의 변이가 영향을 미침을 발견하였다. 이상

의 결과를 종합해 볼 때 NO에 의한 세포사 기전에

Cu/Zn SOD가 중요한 역할을 함을 다시 한 번 확인할 수

있었으며 변이의 여부 또는 변이의 위치에 따라 NO-매개

독성에 민감도가 다르다는 사실은 각각의 변이 Cu/Zn

SOD가 세포 내에서 NO에 의해 초래되는 반응을 각각 다

르게 조절하고 있음을 시사하는 소견이라고 할 수 있겠 다. 

Testosterone은 세포내 또는 세포막에 존재하는 수용

체와 결합하여 작용한다. Testosterone이 세포내의 수용

체와 결합하면 그 결합체 자체가 전사인자로 작용하여 표

적유전자의 발현을 증가시키는 양상의 유전자 활성기능을

한다.25 Testosterone에 의해 전사가 증가되는 표적 유전

자는 운동신경세포의 영양 효과에 관련된 작용을 한다.

그러나 그 구체적인 표적 유전자는 RNA processing에

관련된 두 종류의 유전자 외에는 아직 밝혀져 있지 않다.26

이러한 유전자 활성기능 외에 testosterone은 MAPK

family 인 ERK1/2를 활성화시키는 비유전자 활성기능도

나타낸다.27 그리고 testosterone은 세포막에 존재하는

testosterone의 수용체에 작용하여 세포내 칼슘을 증가

시키고 이에 따라 lipopolysaccharide (LPS) 대사계의

활성화가 감소되며 결국 mitogen-activated protein

kinase (MAPK) family 중 p38을 활성화시킨다.28 또한

testosterone이 세포내의 수용체와 결합 시에, 일부

(<5%)의 testosterone은 국소 조직에서 5-alpha-

reductase에 의해 그 작용이 더욱 강화된 dihy-

drotestosterone (DHT)으로 변하여 수용체에 더욱 강하

게 작용하기도 하며, 극히 일부(0.1%)의 testosterone은

aromatase에 의해 estradiol로 변형되어 estrogen 수

용체에 작용하여 estrogen의 유전자 활성기능을 나타내

기도 한다.25 본 연구에서 testosterone은 운동신경세포

의 세포사에 대하여 G93A와 WT 세포주에서 보호효과를

나타내었다. 이러한 세포보호작용은 androgen 수용체

차단제인 flutamide에 의하여 이러한 작용이 억제되는

양상을 보이는 바, androgen 수용체 매개 작용임을 확인

할 수 있었다. 본 실험에서 testosterone을 단지 독성손

상 1시간 전에 전처치하였을 때(단기간에) 보호효과가 나

타난 점을 감안하면 testosterone이 전사를 조절하는 유

전자 활성화보다는 비유전자 활성에 의한 작용을 통하여

NO에 대한 보호작용을 나타내었을 가능성이 더 높겠다.

따라서 앞에서 설명한 testosterone의 작용 기전 가운데

비유전자 활성의 부분과의 관련성이 있겠고 이 부분에 대

해서는 향후 추가적인 연구가 필요하다. 

본 실험에서 세포주에 따른 testosterone의 세포보호

작용이 다르게 나타난 기전은 확실하지 않다. 한 가지 가

능성은, GSNO에 대한 세포사가 각각의 세포주에서 다른

정도로 나타난 점을 고려한다면 세포 손상의 단계에서 각

각의 세포주의 Cu/Zn SOD 유전자의 차이로 인해 서로

다른 대사과정을 통해 세포사를 일으키고 testosterone

은 이러한 세포사의 기전 중 일부에만 선택적으로 작용하

였을 가능성을 생각할 수 있겠다. 즉, 현재까지 알려진

NO에 의한 세포사의 기전은 다양한 경로를 포함하고 있

는 바, 특정한 Cu/Zn SOD 변이는 이러한 경로 중 특정

부분을 선택적으로 강화시키고 다른 경로는 상대적으로

적게 기여하게 하여 결과적으로 Cu/Zn SOD의 변이 여

부 또는 변이의 종류에 따라 NO에 의해 세포사가 일어나

Cu/Zn Superoxide Dismutase 유전자 발현 운동신경세포주에서 NO 독성에 대한 Testosterone의 보호효과
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는 기전이 각 세포주마다 차이가 있을 가능성이다. 이러

한 상태에서 testosterone의 세포보호효과는 testos-

terone이 작용할 수 있는 경로를 통해 세포사가 일어나는

세포주에만 국한되어 나타날 것이다. 다른 가능성은, 각

각의 세포주에서 같은 과정을 통해 세포사가 일어나지만

Cu/Zn SOD 유전자의 차이로 인해 세포사와 관련된 세

포내 대사의 속도나 양의 차이가 발생하여 어떤 세포주에

서는 testosterone의 신경세포보호작용이 충분히 일어나

더라도 궁극적인 세포사에는 영향을 미치지 못하는 경우

이다. 이에 대한 정확한 기전은 본 연구만으로는 알 수 없

다. 임상적으로도 A4V 변이세포주를 가진 환자는 병의

진행 경과가 빠르며, G93A 변이세포주를 가진 환자와는

임상양상이 다르다. 따라서 같은 testosterone을 적용하

게 되더라도 A4V와 G93A 변이세포주를 가진 환자에선

각각 반응의 정도가 다를 수 있음을 예측할 수 있으며, 향

후 다양한 변이 위치에 대한 효과여부를 확인하는 것이

필요하다.

본 실험의 결과 외에도 ALS의 발병기전과 역학적인 측

면에서 ALS와 testosterone과의 관련성을 강력히 시사

하는 몇 가지의 증거들이 있다.29 첫째, 역학적인 측면에서

의 관련성으로 고령, 남성은 ALS의 위험인자이다.30 ALS

는 발병률에 있어서 남녀의 뚜렷한 차이가 있으며 남성에

서 1.5~2.5배 더 많이 발생한다.31 현재 ALS의 알려진 기

전 가운데 이러한 차이를 설명할 만한 이론은 없다. 그리

고 최근 주목되고 있는 남성갱년기와 호발 시기가 일치한

다. 정상 남성은 40대 이후에 testosterone이 점차 감소

하고, sex-hormone binding globulin (SHBG)은 60

대 이후에 증가하며 이에 따라 free testosterone은 감소

한다.32 최근 ALS transgenic mice model (mutant

hSOD1)을 이용한 연구에서도 수컷에서 암컷보다 더 일

찍 발병하는 성별에 따른 차이가 있었다.33 둘째, 해부학적

인 측면에서의 관련성으로 testosterone이 고농도로 분

포하는 부위와 ALS의 주요 침범부위가 잘 일치한다. 운

동신경원세포는 testosterone의 표적세포이며 또한 ALS

에서 주로 파괴되는 부분이다.34 해부학적으로 testos-

terone은 뇌신경 중 특히 운동기능에 관련된 5, 7, 11번

뇌신경, 그리고 10번 뇌신경의 nucleus ambiguus 부위

에 고농도로 분포하며, 척수 중 요수와 흉수 하부의 전각

의 lamina IX에 있는 α-motor neuron에 가장 높은 농

도로 분포하나, 눈의 움직임 등과 연관된 3, 4, 6번 뇌신

경, 청각, 전정, 삼차신경 등 감각에 관련된 뇌신경에는

저농도로 분포한다.34 이를 통해 testosterone의 분포 부

위가 ALS에서 주로 침범되는 척수, 특히 요수, 흉수의 운

동신경세포와 연수 기능에 관련된 뇌신경의 운동신경세포

와 그 분포가 매우 잘 일치함을 알 수 있다. 셋째, ALS와

유사한 양상의 질환에서 밝혀진 testosterone의 발병 관

련성이다. ALS와 유사하나 하부운동신경원세포만 주로

침범하는 질환인 SBMA는 androgen 수용체 (AR) 유전

자의 돌연변이로 발생한다.35 이 질환은 AR의 기능 변화

와 발병이 연관되며, AR의 발현이 감소되어 손상에 대한

재생능이 떨어져서 운동신경세포가 주로 손상되는 것으로

추측된다.21 또한 testosterone과 결합해서 유리 testos-

terone을 감소시키는 SHBG을 과발현시킨 형질전환 생

쥐에서 주로 뒷다리의 이상을 보이는 진행성 운동 장애가

보고된 바 있으며 이 또한 testosterone과 운동신경원질

환의 연관성을 시사한다.36 넷째, ALS환자에서 밝혀진

testosterone과의 관련성을 시사하는 소견이 있다. ALS

환자(35명)에서 정상에 비하여 유리 testosterone이 유

의하게 감소되어 있었고,37 ALS가 나타나는 여성은 초경

이 늦고 폐경이 빠른 양상을 보였다.38 임상실험으로는 4

명의 ALS 남성 환자에게 testosterone을 근육주사하여

관찰한 결과 2명은 진행이 느려져서 4개월간 변화가 없었

고,39 2명의 SBMA환자에 고용량 경구 testosterone 투

여와 운동요법을 시행하여 1명에서 근력의 회복을 보인

바가 있다.40 이와 같은 증거들을 감안하면 testosterone

이 ALS의 발병에 있어서도 관련성이 있을 것으로 생각되

며 testosterone의 보호작용의 기전에 있어서도 발병기

전과 관련하여 관련이 있을 것으로 추정된다. 

본 실험의 결과는 testosterone이 ALS와 관련된

SOD1 돌연변이 운동신경세포주에서 ALS와 연관된

GSNO에 의한 세포사에 있어서 androgen 수용체를 통

한 비유전자 활성으로 세포보호작용을 일부 나타낼 수 있

음을 시사하고 있으나, 이는 예비적 성격의 실험으로서

이러한 결과만으로 testosterone의 신경세포보호효과를

설명하기에는 한계가 있다. GSNO에 의한 세포사와

testosterone에 의한 세포보호작용에 대한 더욱 깊이 있

는 이해를 위해서는 WT과 G93A, A4V 세포 내에서의

GSNO 처리 이후 발생하는 세포사와 관련된 단백질들의

발현 양상의 확인이 필요하며, 돌연변이 SOD1을 지닌 미

분화 상태의 운동신경세포주를 이용한 바 향후 분화된 운

동신경세포에서의 작용도 확인할 필요가 있다. 또한 이러

한 세포수준의 실험의 결과를 토대로 이를 확인하기 위한

동물모델에서 돌연변이 유무에 따른 testosterone 농도

분포의 차이, 수용체 분포의 차이나 기능의 이상 여부에

대한 확인과 testosterone의 처리 후 발병 지연이나 양상

의 차이 등에 대한 추가적인 연구도 필요하다. 따라서 본

실험결과를 바탕으로 하여 SOD의 차이에 따른 세포사 기

전의 차이 및 testosterone처리 이후 세포사와 관련된 단

백질들의 발현 양상의 변화와 세포의 형태학적인 변화에

대한 연구, 그리고 이러한 단백질의 발현과 testosterone

에 의한 변화가 각 세포주마다 어떻게 다르게 나타나는지

에 대한 연구, 또한 동물실험을 통한 입증 등이 향후 이루

어져야 할 것으로 생각한다. 본 실험의 결과는 ALS 환자

에서 NO-매개 독성에 대한 반응은 Cu/Zn SOD 변이의
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여부 또는 변이의 종류에 따라 다르게 나타날 가능성이

있으며 그 중 일부 환자에서는 이러한 NO의 작용을

testosterone을 통해 부분적으로 억제할 수도 있음을 시

사한다. 다른 퇴행성 신경질환에 비해 ALS 환자군에서의

testosterone의 보호 효과에 대한 연구는 아직 없는 상태

이다. 특히 WT 세포에서 testosterone이 보호효과를 보

인 점은 ALS 환자의 대부분이 산발성이라는 점을 고려할

때 의미하는 바가 크다. 결론적으로 본 연구는 testos-

terone의 ALS에 대한 보호효과로 치료에 있어서의 가능

성을 제시하였으며, 또한 발병기전과 관련해서도 앞서 기

술한 바와 같이 어떤 연관성을 시사하는 증거들이 있는

바, 향후 이러한 작용들에 대한 보다 자세한 후속 연구가

필요하다고 생각된다.
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