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Erythropoietin의 투여가 신생백서 저산소허혈뇌손상에 미치는 영향
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The effect of erythropoietin in neonatal rat model of hypoxic-ischemic brain injury
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Purpose : Perinatal asphyxia is an important cause of neonatal mortality and subsequent lifelong neurodevelopmental 
handicaps. Although many treatment strategies have been tested, there is currently no clinically effective treatment to prevent 
or reduce the harmful effects of hypoxia and ischemia in humans. Erythropoietin (Epo) has been shown to exert neuro-
protective effects in various brain injury models although the exact mechanisms through which Epo functions are not 
completely understood. This study investigates the effect of Epo on hypoxic-ischemic (HI) brain injury and the possibility that 
its neuroprotective actions may be associated with iron-mediated metabolism. 
Methods : HI brain injury was produced in 7-day-old rats by unilateral carotid artery ligation followed by hypoxia with 8% 
oxygen for 2 h. At the end of HI brain injury, the rats received an intraperitoneal injection of 5,000 units/kg erythropoietin. 
Random premedication with iron, deferoxamine, iron-deferoxamine, or saline were performed 23 d before HI brain injury. The 
severity of the brain injury was assessed at 7 d after HI. 
Results : Single Epo treatment post-HI brain injury reduced the gross and histopathological findings of brain injury. Iron 
premedication did not increase the incidence or severity of the injury as measured by the damage score. Deferoxamine 
administration before HI brain injury improved the brain injury as compared to no treatment or Epo treatment. 
Conclusion : These findings indicate that Epo provides neuroprotective benefits after HI in the developing brain. These 
findings suggest that Epos neuroprotective actions may involve reducing iron in tissues that mediate the formation of free 
radicals. (Korean J Pediatr 2009;52:105-110)
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주산기 질식은 신생아 사망과 뇌성마비, 신경늦됨, 학습장애

및 경련 등 장기적 신경발달 장애의 중요한 원인이다. 최근 질식

에 의한 저산소 허혈시 뇌손상이 일어나는 기전에 대한 지식과

이해가 현저히 진전되었음에도 불구하고 임상에 적용할 치료법

은 현재까지 개발되지 못하고 있는 실정이다.

저산소 허혈에 의한 뇌손상에 관여하는 glutamate, 산화질소

(nitric oxide)의 신경 독성, 자유 래디칼 형성, 칼슘 축적, 면역/

염증 활성화는 산소와 혈류가 재공급된 후에도 지속적으로 뇌손
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상을 일으킨다. 따라서 이 기간 동안 손상의 하나 혹은 여러 과

정을 억제하는 약제는 저산소 허혈 뇌손상의 경감 혹은 예방 효

과를 가질 것으로 기대된다1). Erythropoietin (Epo)은 콩팥에서

형성되는 cytokine으로 적혈구 생성을 자극하는 기능 외에 중추

신경계에서의 신경 보호기능과 신경발달에 대한 영향이 알려지

고 있으나2-4) 그 작용 기전은 명확하게 밝혀져 있지 않으며 신생

동물에서의 연구 역시 부족한 실정이다5, 6).

철은 세포 손상의 주된 중개자 역할을 한다. 질식과 산혈증 상

태에서 세포내 단백 비결합 철은 혈청내로 방출되며 관류가 재기

되어 자유 래디칼이 생성되는 상황에서 촉매로 작용하여 강력한

활성화 산소를 만들어 저산소 허혈 손상을 증가시킨다7). Epo 투

여는 철 요구량을 증가시켜 조직 내 철을 감소시키므로8) Epo의

신경 보호 기전에 철 대사가 관여할 가능성이 있으나 이에 대한

조사는 없다.

이에 저자들은 신생 동물의 저산소 허혈 뇌손상에서 Epo의

신경 보호 효과를 가지며 신경 보호 기전에 철 대사가 관여한다
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Fig. 1. Incidence of gross morphologic brain damage in rat
pups subjected to hypoxic ischemia (HI) and treated with pre-
and post-HI injection of Epo, iron and deferoxamine. Abbre-
viations : Control, pre-saline and post-saline injection; Epo,
pre-saline and post-Epo injection; Iron+Epo, pre-iron and
post-Epo injection; Def+Epo, pre-deferoxamine and post-Epo
injection; Iron+Def+Epo, pre-iron and deferoxamine and post-
Epo injection.

는 가설을 세우고 이를 증명하기 위해 신생 백서의 저산소 허혈

뇌손상 모형을 사용해 이 연구를 시행하였다.

대상 및 방법

실험동물은 7마리의 Sprague-Dawley종 백서 어미에서 태어

난 73마리의 신생 백서를 사용하였다. 신생 백서는 생후 4-5일에

무작위로 철, deferoxamine, 철과 deferoxamine 혹은 생리 식염

수를 복강내 투여하였고 생후 7일에 편측 온목동맥(carotid

artery) 결찰 후 산소농도 8%에 2시간 노출시켜 저산소 허혈 모

형을 만들었다. 백서는 허혈 유도전 투여 약제에 따라 Epo군(유

도 전 생리식염수, 유도후 Epo 투여), Iron+Epo군(유도 전 철,

유도 후 Epo 투여), Def+Epo군(유도 전 Deferoxamine, 유도 후

Epo 투여), Iron+Def+Epo군(유도 전 철과 Deferoxamine, 유도

후 Epo 투여)과 대조군(유도 전후 생리식염수 투여)을 만들었다.

Epo는 recombinant human erythropoietin (Recomon, Roche

사, 스위스)을 체중 kg 당 5,000 IU, 철은 Iron dextran (Cosmo-

FerⓇ Nebo A/S사, 덴마크) 100 mg/kg, deferoxamine은 defer-

oxamine mesylate (Desferal InjⓇ. 한국 노바티스, 한국) 500

mg/kg를 복강내 투여하였고 대조군은 Epo 투여와 동일한 방법

으로 동량의 생리식염수를 투여하였다. 투여군과 대조군 모두 이

후 어미와 함께 양육하였으며 저산소 허혈 유발 7일째인 생후 14

일에 뇌를 적출하여 hematoxylin-eosin 염색을 하여 광학현미

경으로 관찰하였다.

뇌손상 정도는 Cataltepe 등9)의 방법으로 전교련(anterior

commissure) 부위와 infundibulum 부위를 선택하여 전방 대뇌

피질, 후방 대뇌피질, 해마의 CA1, CA2, CA3, CA4, 치아막

(fascia dentata), 줄무늬체(striatum) 및 시상을 점수화하여 손

상 정도를 판독하고 이들 점수의 합을 총 손상점수로 하였다. 점

수화 방법은 관찰 부위의 신경세포가 정상인 경우=0점; 신경세포

손상이 1-5%=1점; 6-25%=2점; 26-50%=3점; 51-75%=4점; 75

% 이상=5점으로 하였다. 또한 손상 점수의 총점으로 15점 이하

는 경증, 16-30점은 중등도, 31-45점을 증증 손상으로 판독하였

다. 각군의 손상 정도는 SPSS 10.0을 사용해 각각 공분산분석

(ANCOVA)과 Mann-Whitney 검정을 시행하였다.

결 과

73마리의 신생 백서 중 Epo군, Iron+Epo군, Def+Epo군 그리

고 Iron+Def+Epo 투여군은 각각 34, 13, 10 그리고 6마리였으며

대조군은 10마리였다.

1. 육안적 뇌손상

적출한 뇌 조직의 육안 관찰상 온목동맥 결찰 반대측 뇌반구

는 전예에서 정상소견을 보였다. 결찰 반대측 뇌는 경색이 일어

난 경우 대뇌 반구의 부종과 뇌연화증 등이 관찰되었으며 뇌조직

의 상당부분이 없어진 경우도 있었다. 대뇌의 경색 양상은 Epo

군 및 대조군, Epo군과 Iron+Epo군, Def+Epo군 사이에 뚜렷한

차이를 보이지 않았다. 이들 육안적 손상은 수적으로 Epo군 34

마리 중 21마리(61.8%), Iron+Epo군 13마리 중 8마리(61.5%),

Def+Epo군 10마리 중 5마리(50%) 그리고 Iron+Def+Epo군 6마

리 중 2마리(33.3%)에서 관찰할 수 있었다. 반면 대조군은 10마

리 중 8마리 (80%)에서 손상이 관찰되어 Epo 투여시 대조군에

비해 손상 빈도가 감소하는 양상을 보였다(P<0.05) (Fig. 1).

2. 광학 현미경학적 뇌손상

Hematoxylin-eosin 염색 후 실물크기로 관찰하였을 때 경색

부위는 염색성이 현저하게 떨어졌으며 주위와의 경계가 비교적

명확하게 구별되었다. 투약군과 대조군 모두에서 온목동맥 결찰

측의 대뇌 피질을 중심으로 경색이 관찰되었으며 결찰 반대측은

전예에서 정상 소견을 보였다. 광범위한 괴사가 일어난 경색 주

변부는 조직의 부종과 염증세포 침윤이 있었으며 신경세포의 허

혈손상을 시사하는 red neuron도 다수 관찰되었다. 염증세포는

주로 호중구와 대식세포 등이었다(Fig. 2, 3).

각 군의 총 손상 점수에 따라 경증. 중등도 및 중증으로 나누

어 비교한 결과 대조군은 경증 1예(12.5%), 증등도 3예(37.5%)

및 중증 4예(50.0%)이며 Epo 투여군은 각각 9예(42.9%), 10예

(47.6%) 및 중증 2예(9.5%)로서 Epo 투여시 대조군에 비해 중

증 손상의 빈도가 감소하고 경증 손상이 증가하는 양상이 관찰되

었다(P<0.05). 또한 철 투여에 의해 손상 정도가 증가하는 양상

은 보이지 않았으나 Def+Epo군 및 Iron+Def+Epo군에서는 중증

손상이 관찰되지 않고 경증 손상이 증가하여 Def 투여시 Epo의

손상 경감 효과가 증가하였으나 통계적 유의성은 없었다(Fig. 2,

3, 4).

전, 후 대뇌피질의 평균 손상점수, 해마 여러 부위의 평균 손

상 점수, striatum 및 시상의 손상 점수 등 결찰 반대측 뇌 각 부

위의 손상 점수를 관찰한 결과, 투약에 관계없이 각 부위에 손상

이 고루 초래된 것을 알 수 있었다(Fig. 5).

이들 각 부위의 손상 점수와 각군의 총 손상 점수는 통계상
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Fig. 2. (A) Normal neonatal rat brain. Cerebral cortex (c), hippocampus (h), and
a part of basal ganglia (bg) is demonstrated. (B) Seven days after hypoxic-
ischemic damage of the neonatal rat brain. Cystic degeneration of cortex (*) and
diffuse neuronal death in the hippocampus (h) and a part of basal ganglia (arrows)
are observed (Hematoxylin & Eosin, 40 magnification).

Fig. 3. (A) Erythropoietin-treated neonatal rat brain after hypoxic-ischemic insult.
Diffuse neuronal death with focal cystic degeneration of cerebral cortex is noted.
Death of many pyramidal neurons is observed, but granular cells of dentate fascia
persist. (B) Iron-pretreated and erythropoietin-treated brains show cystic degene-
ration of cerebral cortex and profound loss of pyramidal neurons and granular
cells in the hippocampus. (C) Deferoxamine-pretreated and erythropoietin-treated
brains show focal neuronal death without prominent cystic degeneration of cerebral
cortex. More than half of the pyramidal neurons and most of the granular cells
are still alive. (D) Higher magnification of inset image of C. Geographic neuronal
death (*) is seen (Hematoxylin & Eosin, A,B,C: ×40, D: ×200 magnification).
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Fig. 5. Severity of brain damage in selected brain structures
of rat pups subjected to hypoxic ischemia according to pre-
and post-hypoxic ischemia.
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Fig. 4. Incidence and severity of brain damage in rat pups
subjected to hypoxic ischemia (HI) and treated with pre- and
post-HI injection of Epo, iron and deferoxamine. Bars repre-
sent percentage of animals exhibiting brain damage, ranging
from mild to severe. Abbreviations : Control, pre-saline and
post-saline injection; Epo, pre-saline and post-Epo injection;
Iron+Epo, pre-iron and post-Epo injection; Def+Epo, pre-de-
feroxamine and post-Epo injection; Iron+Def+Epo, pre-iron and
deferoxamine and post-Epo injection.

유의한 차이를 보이지 않았으나 이는 조사 대상군의 개체수가 작

았기 때문으로 생각된다.

고 찰

저산소 허혈 뇌 손상의 생화학적 연쇄 정폭 반응에는 흥분성

아미노산, 칼슘, 자유 래디칼, 산화질소(nitric oxide), proinflam-

matory cytokine 및 bioactive lipid 등이 관여하며 저산소 허혈

후 관류가 재개되면서 자유 래디칼 형성이 급증하여 산화 스트레

스가 일어난다1, 10). 이러한 손상 과정 중 철은 중요한 중개자로서

산화 환원 과정에서 강력한 촉매작용(Fenton 반응)을 통해 수산

화 래디칼 생성을 조장한다. 가사와 산혈증 환경에서는 세포내

단백질 비결합 철이 혈청으로 방출되므로 산화 환원에 더욱 관여

하게 된다11). 분화하는 희소돌기아교세포(oligodendrocyte)가 자

유 래디칼 손상에 취약한 것은 이 세포가 분화에 필요한 철을 다

량 함유하고 있기 때문이며, 출혈이 동반된 백질연화증에서 후유

증이 호발하는 것 역시 철 공급이 증가되기 때문이다10).

Erythropoietin (Epo)은 콩팥에서 생성되는 30.4-kD의 혈액

형성 성장인자로서 적혈구 생성을 조절하는 기능을 가진다. 재조

합사람 Epo (recombinant human erythropoietin, rEPo)는 1985년

부터 사용되기 시작하여 현재까지 만성 신부전, 암, 만성 염증성

질환 및 HIV 감염 등과 동반된 많은 빈혈 환자에게 사용되고 있

으며2) 신생아 영역에서는 미숙아 빈혈의 예방 목적으로 널리 사

용되고 있다12). 최근 배양 신경세포에서 Epo 수용체(Epo recep-

tor, EpoR)가 발현하고 별아교세포(astrocyte)에서 Epo 생성이

관찰되며 여러 동물의 중추신경계와 사람의 태아 뇌에서 Epo 및

EpoR이 발견됨으로써 Epo의 중추신경계 작용 기능이 알려지기

시작하였다2). Epo와 EpoR는 배아와 태아에게 광범위하게 분포

하며 발생 중 일시적으로 성인 골수 수준으로 증가하여 출생 시

수준의 100배에 이르게 된다13). Epo knock out 쥐는 Epo 혹은

EpoR의 결손으로 인해 neuronal progenitor cell의 수와 신경발

생(neurogenesis)이 감소하고, 신경세포 자멸사가 증가하며 낮은

산소 분압에의 감수성이 증가한다14).

시험관 실험과 생체내 실험에서 Epo 투여로 일어나는 신경

보호 작용과 긍정적 신경발달 영향이 관찰되기도 하나2, 5) 이와

상반되게 효과가 없거나 병변이 악화하는 양상 역시 관찰되고 있

다15-17). 따라서 Epo의 신경계 관련 효과는 그 효과의 검정 뿐 아

니라 투여 방법 및 투여 용량 그리고 작용 기전에 대한 연구가

필요한 실정이다2). 이들 조사 중 손상 후에 투여한 경우에 있어

서는 다수의 연구에서 구조적, 행동적 호전4, 18-19, 21)을 보고하고

있으나 Wiessner 등16)은 Epo에 의한 뇌경색의 악화를 보고하였

고 Weber 등17)은 Epo 단독 투여는 배양 신경세포의 생활력을

증가시키는 반면 저산소 환경에서 투여하는 경우 생활력 감소가

일어남을 보고하였다. 현재 신생 동물의 rEpo 투여 조사는 많지

않으며5, 6, 8, 20) 철 대사 과정과 rEpo의 신경 보호 효과를 조사한

연구는 없다. 이에 저자들은 생체내 철 대사가 Epo의 신경 보호

작용에 관여한다는 가설을 설정하고 본 연구를 시행하였다.

본 연구에서 사용한 deferoxamine은 자유 철의 킬레이트

(chelate) 제제로 철 촉매 자유 래디칼을 감소시켜 산소로 인한

기관 손상을 감소시키는 것으로 기대되고 있으나21, 22) 동물 실험

에서 관찰된 deferoxamine의 저산소 허혈 후 손상 예방 혹은 경

감 효과는 일정하지 않다. 손상 후 호전을 보인 보고에서는 재관

류 초기의 해마, 시상, 시상하부 및 amygdala의 혈류 증가와

neurologic deficit score 호전23), 온목동맥 혈류와 대뇌 산소 대

사의 유지24), 신생동물의 고산소 노출로 인한 폐 발달 손상 의 호

전25) 소견이 관찰되었으나 효과를 보이지 않았다는 보고도 있다26).

본 조사에서 Epo 투여시 대조군에 비해 뇌손상의 빈도와 정

도가 감소하나 철 투여에 의한 손상의 증가는 관찰되지 않았다.

반면 Epo와 deferoxamine 투여시에는 Epo 단독보다 손상의 빈

도와 정도가 더 감소하였다. 이는 deferoxamine의 철 킬레이트

작용으로 Epo의 신경 보호 효과가 증가함으로써 Epo의 신경 보

호 효과 기전에 철의 감소가 일부 관여하는 것으로 추정할 수 있

다.
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반면 본 연구에서는 iron dextran 투여군과 Epo 단독 투여군

의 뇌손상 빈도와 정도에 차이를 보이지 않아 철 투여는 뇌손상

을 증가시키지 않았다. 본 연구에서 사용한 철 투여 방법과 투여

량은 통상적 미숙아 빈혈 예방 목적으로 rEpo 투여시 사용되는

철 투여량 보다 다량이며 다수의 철 독성 실험 연구에서 투여 효

과가 입증된 방법이며 투여량이다. 그러나 Legssyer 등27)에 의

하면 iron dextran, iron polymaltose, iron sucrose 및 iron

gluconate 등의 철분 제제를 투여 후 뇌조직을 제외한 조직에서

모든 제제 투여 후 철 함량이 현저히 증가한 반면 뇌조직은 철

함량이 증가하지 않음을 보고한 바 있다. 본 조사에서 철이 뇌손

상에 영향을 미치지 않은 것은 투여한 철이 뇌조직에 도달하지

못해 손상 기전에 관여하지 못한 것으로 추정되나 본 연구에서는

백서 뇌조직의 철 함량 변화를 측정 조사하지 못하였으므로 앞으

로 이에 대한 조사가 이루어져야 할 것으로 생각된다.

요 약

목 적:신생 백서의 저산소 허혈 뇌손상에 있어서의 erythro-

pietin (Epo) 투여의 손상 예방 효과와 보호 기전에 철 대사가

관여하는지를 조사하고자 하였다.

방 법:신생 백서를 암수 구별 없이 생후 7일째에 편측 온목

동맥 결찰 후 산소 농도 8%인 환경에 2시간 노출시켜 저산소 허

혈을 유도하였으며 저산소 노출 직후 Epo 5,000 u/kg를 복강내

투여하였다. 이들은 저산소 허혈 유도 전 투여한 생리식염수, 철,

deferoxamine 등에 따라 Epo군, Iron+Epo군, Def+Epo군, Iron+

Def+Epo군, 대조군으로 나누어 저산소 허혈 유도 후 7일에 뇌손

상 정도를 비교하였다.

결 과: Epo 투여시 뇌손상의 빈도와 정도는 대조군에 비해

감소하였다. 뇌손상의 빈도와 손상 점수로 뇌손상 정도를 비교한

결과 철 투여는 Epo의 뇌손상 예방 효과를 감소시키지 않았다.

Deferoxamine 투여는 Epo 단독 투여군에 비해 뇌손상의 빈도와

정도가 경감하였으나 통계적 유의성은 없었다.

결 론: Epo는 저산소 허혈 뇌손상에 있어 뇌손상 보호 효과

를 보인다. 철 투여는 뇌손상을 악화시키지 않았으나 deferoxa-

mine 동시 투여는 Epo 단독 투여에 비해 뇌손상의 빈도와 손상

점수가 감소하여 뇌손상 보호 효과에 철 대사가 관여할 가능성을

제시하였다.
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