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국문 요약

자발성 뇌출혈 (이하 뇌출혈, spontaneous intracerebral hemorrhage, ICH) 이후

발생하는 출혈 주변 부종은 신경학적 악화의 주요 원인으로 작용한다. 뇌출혈

주변 부종의 발생 기전은 혈액으로부터 유리되는 단백질에 의한 염증반응-유도

세포독성 부종과 이차적으로 발생하는 혈관인성 부종의 복합 작용에 의해

발생하는 것으로 알려져 왔다. 출혈 초기에 발생하는 세포독성 부종의

원인으로는 혈액 유래 thrombin, plasminogen, ferritin, ferrous, reactive oxygen species 

(ROS) 등에 의한 면역세포의 침윤과 이로 인한 이차성 염증반응이 관여하는

것으로 보고되었다. 반면에 혈관인성 부종의 원인에 대해서는 염증 반응에 의해

유도된 vascular endothelial growth factors 이 관여하는 것으로 알려져 있으나 이와

연관된 blood-brain barrier (BBB)의 미세구조 변화에 대해서는 잘 알려져 있지

않다. 또한 출혈 초기에 발생하는 부종과 지연성으로 발생하는 부종 간의

연관성에 대해서는 연구가 부족하다. 

본 연구는 자가 혈액 주입 방법으로 뇌출혈 동물모델 (마우스)을 제작하여

실험군과 대조군으로 나누어서 진행하였다. 자기공명영상과 컴퓨터 단층 촬영을

이용하여 출혈 주변 부종의 크기를 측정하였으며, 면역형광염색 후 조직 샘플을

획득하여 뇌출혈 주변의 혈관 구조를 확인하였다. 또한, 혈관 구조를 확인하는

과정에서 혈관 유출 분석을 시행하였으며, 주변의 ROS 분석을 시행하였다. 

그리고, 마우스의 행동실험 및 분석 역시 시행하였다. 추가적으로 실제

임상에서의 적용 가능성을 확인해 보기 위해서, 실제 뇌출혈 환자들의 자기공명

영상, 컴퓨터 단층 촬영 및 임상기록을 대조 분석하였다.

본 연구에서는 뇌출혈 동물모델에서 출혈 주위 부종과 높은 ROS 발현부위

그리고, 성상세포의 활성화 부위가 전반적으로 일치하는 경향을 확인하였다. 

또한, 출혈 초기 출혈 산출물로부터 유리되는 ROS 에 의한 BBB 미세구조
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변화를 관찰하였고, 성상세포의 aquaporin 4 라는 water channel 의 발현이 감소되는

것을 확인하였다. Aquaporin 4 발현 감소로 인해 성상세포의 end-feet 이

혈관으로부터 분리되어 BBB 의 구조가 불안정해지며 부종이 증가하는 것을

확인하였다. 이것은 BBB 구성 세포 중의 하나인 성상세포의 coverage 가

감소하여 동적 누수 (dynamic leakage)가 증가하여 발생한 결과로 확인되었다.

하지만, ROS scavenger 를 투여한 그룹에서는 대조군에 비하여 aquaporin 4 발현

감소 폭이 적고, aquaporin 4 의 회복도 빨리 나타났다. 그리고, Aquaporin 4 inhibitor 

(TGN-020) 투여 시에는 부종의 발생이 심해지고 뇌출혈 마우스의 운동 능력이

감소하였으며 성상세포의 end-feet 의 혈관으로부터 분리가 심해졌다. 이를 통해

출혈 주변 부종의 발생에 있어 aquaporin 4 의 역할을 확인할 수 있었다.

기존의 논문에서는 중추신경계의 BBB 에서 밀착연접 (tight junction)과

혈관주위세포의 역할에 대해서는 많은 연구가 되어 있으나 성상세포의 역할에

대해서는 과소평가된 경향이 있다. 임상적으로 출혈 이후 발생하는 출혈 주변

부종은 환자의 예후에 밀접한 연관이 있으나 새로운 치료 타겟의 발굴의

발굴보다는 비특이적으로 뇌압을 낮추는 hyperosmolar therapy, 수술적 치료에

의존해 왔다. 본 연구를 바탕으로 출혈 주변 부종을 줄이는 target 으로 aquaporin 

4 를 적용할 수 있을 것이다.
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Chapter 1. 서론

1.1 연구의 배경

1.1.1 뇌출혈 관련 부종의 일반적인 개념

자발성 뇌출혈 (이하 뇌출혈, spontaneous intracerebral hemorrhage, ICH)에 의한

이차적 뇌 손상은 출혈 이후 발생하는 출혈 주변 부종과 연관이 있다. 출혈 주변

부종이 발생하는 기전은 출혈에 의한 출혈 주변 조직의 직접 손상과 간접

손상으로 나눌 수 있다. 직접 손상 관련 부종은 혈종에 의해 주변 미세혈관이 뇌

조직과 동시에 파괴되거나 혈종 확장에 의한 종괴 효과로 유발된 세포독성 부종

(cytotoxic edema)과 혈관인성 부종 (vasogenic edema)으로 나뉜다 [1]. 뇌출혈 간접

관련 부종은 출혈에 대한 염증반응으로 blood-brain barrier (BBB) 가 파괴되거나, 

혈종의 응고 과정에서 발생하는 vascular endothelial growth factor (VEGF)로 인한

효과로 혈관의 투과성 증가로 발생한다. 또한 혈종의 용해 과정에서 발생한 철

성분 유래 free radical 들에 의해 BBB 가 손상되어 이차성 혈관인성 부종이

발생하기도 한다 [2]. 

1.1.2 뇌출혈 관련 부종의 임상적 중요성

뇌출혈 이후 발생하는 뇌손상은 혈종의 종괴 효과로 인한 일차적 요인과

혈종 주변 부종으로 인한 이차적 요인에 의해 복합적으로 발생한다. 뇌출혈 주변

부종은 출혈 24 시간 이내 급격히 발생하여 이후 서서히 진행하여 10-14 일

사이에 최고조에 이른다. 뇌출혈 주변 부종은 뇌압 상승을 유발하기 때문에

환자의 지연성 신경학적 악화의 중요 원인이 되며 뇌출혈 치료의 주요 대상이
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된다. 뇌출혈 주변 부종이 조절이 잘되는 경우, 장기적 임상경과가 양호함은

이미 알려져 있으며 이를 감소시키기 위해서 statin 계열 약물 투여

(혈관주위세포 안정화 (pericyte stabilizer), endothelial nitric oxide synthase (eNOS)

enhancer , reactive oxygen species (ROS) scavenger 투여 (oleuropein, selenium, Vitamin C, 

E, N-acetylcystein (NAC)) [3-5], 면역 조절 치료(immune modulation) (Spingosine-1-

phosphate receptor 1, S1PR1) [6], 출혈 연관 염증(NLRP3 inflammasome inhibitor) [7]을

줄이기 위한 치료 등이 임상에서 사용되었으나 기전에 대해서는 제한적으로

연구되어 있다.

1.2 최근 연구의 동향

뇌출혈 주변 부종과 연관된 세포학적, 분자생물학적 기전은 활발히 연구되고

있으나 여전히 불확실하다. 뇌출혈 주변 부종이 발생하는 주요 기전은 염증에

의한 세포독성 부종과 BBB 손상에 의한 혈관인성 부종이다. 뇌출혈 이후에

발생하는 염증 반응은 모집된 면역세포가 분비한 tumor necrosis factor-alpha 와

같은 면역 유도 cytokine 들과 [8] matrix metallopeptidase (MMP) [9], ROS [10] 등과

연관이 있는 것으로 알려져 있다. 이러한 면역 반응과 더불어 출혈과 연관된

thrombin, heme, ferrous 는 미세아교세포를 활성화시키고 이차적으로 성상세포

(astrocyte)를 활성화하여 부종을 가속화하는 것으로 알려져 있다 [11].

1.3 연구의 목적

뇌출혈 주변 부종의 발생은 세포독성 부종과 BBB 손상에 의해서 복합적으로

발생하는 것으로 여겨진다. 하지만 이를 설명할 수 있는 분자생물학적 기전은

모호하다. 뇌출혈 주변 부종을 심도 있게 이해하기 위해서는 BBB 를 구성하는
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세포들의 상호작용 (cellular interaction)과 완결성(integrity)을 유지하는 기전에

대해서 연구가 필요하다.  BBB 는 endothelial cell 을 접합하는 밀착연접 (tight

junction), 성상세포의 end-foot, endothelial cell 과의 완결성을 유지하며 edema 

clearance 역할을 하는 aquaporin 4, 혈관주위세포, 기저막 (basement membrane)로

구성된다 [12]. 이 중에서 aquaporin 4 는 뇌부종의 발생과 제거에 있어서 중요한

channel 로서 작용한다 [13]. 하지만, 출혈 주변 부종 발생에 있어서 aquaporin 4 의

역할은 아직 많이 알려져 있지 않다.

본 연구에서는 출혈 주변 부종 발생에 있어서 성상세포에서 aquaporin4 의

역할을 확인하였다. 뇌출혈 이후에 발생하는 aquaporin 4 의 기능 변화를

확인하였고 이를 유발하는 원인을 규명하고자 한다. 또한, Aquaporin 4 변화로

인한 BBB 변화를 확인하고, 이와 연관된 세포학적, 분자생물학적 기전을

확인하고자 한다.
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Chapter 2. 연구 재료 및 방법

2.1 뇌출혈 마우스 모델 제작

수컷 C57BL/6 마우스 (8-10 주령) 를 케타민(100mg/kg)과 xylazine hydrochloride 

(10mg/kg)을 사용하여 마취를 유도 하였다. 뇌 심부 고정 장치를 사용하여

정수리점 (bregma)부터 오른쪽으로 2.0mm 앞쪽으로 0.2mm 위치에 1mm hole 을

만든 이후 50ul 의 안와 채혈을 통하여 얻은 자가 혈액을 해밀턴 주사기를

사용하여 3.7mm 깊이에 주입하였다. 주입 속도는 1.25ul/min 으로 26 gauge 시린지

펌프를 통하여 주입하였다. 주입이 끝난 이후, 약물 투여군은 NAC 를 생리

식염수에 희석한 후 200mg/kg 의 용량으로 복강을 통해 투여하였다. 이후

NAC 는 48 시간에 한 번씩 뇌출혈 발생 후 8 일간 투여하였다. 또한 모델 제작

이후 생존율을 확인하기 위하여 뇌출혈 마우스를 대조군, 실험군 (NAC 처리군) 

각각 10-15 마리를 모델 제작 이후 2 주 동안 관찰하여 뇌출혈 이후 생존율을

측정하였다. 실험 동물은 아산생명과학연구원 실험동물 연구실 동물실험 윤리

위원회 Institutional Animal Care and Use Committee 규정에 따라 관리 및 사육하였다.

2.2 뇌출혈 모델 자기공명영상 촬영 및 부종 영역 분석

자기공명영상은 뇌출혈 이후 뇌부종의 크기의 변화를 확인하기 위하여 1 일,

3 일, 7 일 이후 각각 촬영하였으며, T2 강조 영상은 소동물 자기공명영상 촬영

장비인 Bruker Pharmascan 7.0T/160mm (Ettlingen, Germany) 를 통하여 획득 하였다. 

자기공명영상 촬영 조건은 repetition time=4500.00ms, echo time=50.00 ms, averages=2, 

echo spacing=16.667 ms, matrix size=256x256, slice thickness=0.5mm 로 촬영하여

영상을 획득 하였다. 촬영 이후 뇌부종 및 출혈 부위는 ImageJ (National Institutes 
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of Health, USA)를 사용하여 측정 하였으며, 뇌출혈 연관 부종 영역의 부피

(relative perihematomal edema, rPHE) 는 다음의 방법으로 계산하였다

rPHE = �
����� ����������������� ������

�/�×�

�
  −  �

���������� ������

�/�×�

�

2.3 면역형광염색

뇌출혈 모델 제작 이후. 1 일, 3 일, 7 일 이후 시간에 맞추어 뇌 조직을

적출하였다. 뇌 조직 적출 전, 혈관의 구조를 분석하기 위하여 Dylight 649 labeled 

lectin (Vector Laboratories) 100ul 을 심장에 관류시켜 5 분정도 지난 이후, 4% 

paraformaldehyde 를 좌심실에 주입하여 조직을 고정하였다. 적출한 조직을

24 시간동안 4% paraformaldehyde 에 고정한 이후, sucrose 저농도에서 고농도로 20% 

sucrose, 30% sucrose 각각 24 시간 이상 농도에 따라 담가두어 뇌 조직의 수분을

제거하고 O.C.T (optimal cutting temperature) compound 에 넣어 동결 조직을 제작

하였다. Cryomicrotome 을 사용하여 60um 두께로 뇌출혈이 있는 뇌 조직을

잘라내었다. 조직 샘플은 phosphate buffered saline (PBS) 을 사용하여 세척한 이후, 

1% bovine serum albumin 이 포함된 PBS-T (0.3% Triton x-100 in PBS)를 통하여

blocking 하였다. 1 차 항체는 24 시간이상 4℃에서 배양하였으며 24 시간이 지난

이후 PBS-T (0.1% Triton x-100 in PBS)를 사용하여 세척 하였다. 사용한 1 차

항체는 다음과 같다; CD31 (BD 1:100), CD31 (Merck 1;100), CD13 (R&D 1:200), 

platelet derived growth factor receptor-beta (PDGFR-β) (eBioscience 1:100), glial fibrillary 

acidic protein (GFAP) (NOVUS 1:1000），Aquaporin 4 (Santa cruz 1:100), vascular 

endothelial cadherin (VE-cadherin) (BD 1:100), Claudin-5 (Thermo 1:100), 8-hydroxy-2' -

deoxyguanosine (8-OHDG) (Santa cruz 1:100), neuronal nuclei (NeuN) (Merck 1:100), 

Ter119 (eBioscience 1:100). 2 차 항체는 2 시간동안 상온에서 incubation 하였으며



- 6 -

사용한 2 차 항체는 다음과 같다; Donkey anti-goat IgG, Donkey anti-mouse IgG 

Donkey anti-rabbit IgG, Donkey anti-rat IgG, Goat anti-hamster IgG FITC 및 Cy3 (Bethyl 

1:500). 2 시간이 지난 이후 0.1% PBS-T 를 사용하여 30 분 동안 non-specific 

binding 을 제거하기 위하여 세척하여 주었다. 이후 핵 염색을 위하여 DAPI (4′, 6-

Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) 1ug/ml 을 상온에서 5 분 동안 배양한 이후

Prolong gold anti-fade solution (Thermo) 을 통하여 마운팅 하였다. 형광 염색이 된

뇌조직은 LSM 780 공초점 현미경 (Zeiss)을 통하여 이미지를 획득 하였고 혈관의

구조를 나타내기 위하여 Z-stack 을 하여 결과를 획득하고 ZEN image software 

(Zeiss) 를 통하여 분석하였다.

2.4 3차원 혈관 구조 및 뇌출혈 이후 혈관 누출 분석

뇌출혈 이후 혈관구조를 3 차원적으로 분석하기 위하여 488-lectin 과

Tetramethylrhodamine-Dextran 10,000 MW (Thermo) 을 심장과 꼬리정맥에 다른

경로로 주입한 이후 5 분정도 지난 이후 뇌 조직을 적출하여 4% 

paraformaldehyde 에 넣어 24 시간 고정 하였다. 이후 출혈 부분을 포함하여 대략

3mm 정도의 두께로 자른 이후 고정액에 24 시간 담가두어 조직이 가라앉을

때까지 두었다. 24 시간이 지난 이후 clearing buffer 에 24 시간이상 37℃ water 

bath 에 담가두어 조직이 투명해질 때까지 clearing buffer 를 교체해 주며 실험을

진행 하였다. 조직이 투명해진 이후 가변 평면 레이저 형광 현미경 촬영을 위한

굴절률을 맞추기 위하여 굴절률이 1.45 로 맞추어진 mounting solution 에 24 시간

이상 담가 두었다. 24 시간이 지난 이후 1% agarose 에 투명해진 뇌 조직을

고정하여 가변 평면 레이저 형광 현미경 (Light sheet microscopy Z.1, Zeiss)을

통하여 촬영 하였다. 이미징 획득 조건은 488nm, 561nm 두가지 레이저를 통하여

이미지를 획득 하였고 사용한 렌즈는 5x/0.16, 노출 시간은 99.9ms, zoom factor 0.7 
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조건으로 이미지를 획득 하였다. 이미지 획득 이후 ZEN software (Zeizz)를 통하여

분석하였다.

2.5 활성 산소종 (Reactive Oxygen Species, ROS) 분석

  뇌출혈 모델 제작 이후 출혈 주변의 부종 부위에서의 ROS 의 변화를 확인하기

위하여 1 일, 3 일, 7 일 이후 얻어진 뇌 조직을 CellROX green (Thermo)과

Dihydroethidium (Thermo), 을 통하여 분석하였다. PBS 로 조직을 세척한 이후 최종

농도 1uM 이 되도록 CellROX green 과 Dihydroethidium 시약을 PBS 에 희석한

이후, 37℃에서 15 분간 배양하였다. 이후 DAPI 를 사용하여 핵 염색을 한 이후, 

Prolong gold anti-fade solution (Thermo)를 통하여 마운팅 한 이후, 공초점 현미경을

통하여 결과를 획득 하였다.

2.6 행동 실험 및 분석

뇌출혈 모델 제작 이후, 대조군과 실험군을 통하여 각각 행동실험을 하여

약물의 효과를 분석 하였다. 모델 제작 이후 시간에 맞추어 마우스를 30 도 각도, 

5mm 간격으로 만들어진 아크릴판 사이에 위치시킨 후, 아크릴판 사이에서 몸을

완전히 돌아 나오는 방향을 측정하여 분석 하였다. 총 측정 횟수는 마리당

10 회로 통일 하였으며 출혈 방향과 출혈 반대방향으로 몸을 돌려 코너에서

탈출하여 나오는 횟수를 확인하였다. 측정 방법은 다음과 같이 계산 하여 수치화

하였다 [14].

오른쪽 회전 횟수

오른쪽 회전 횟수+ 왼쪽 회전 횟수
× 100
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Chapter 3. 연구결과

3.1. 출혈 주변 부종의 발생 패턴과 세포학적 발생 기전

3.1.1 마우스 뇌출혈 모델에서의 혈종 주변 부종의 자연사

사람에서 뇌출혈 주변 부종은 출혈 발생 후 24 시간 이내 시작하여 10~14 일

이내에 최대에 이르며 이후 서서히 감소하는 패턴을 보인다. 본 연구의 마우스

뇌출혈 모델에서는 뇌출혈 발생 수 시간 뒤부터 진행하여 2~4 일째 뇌출혈 주변

부종이 최대에 이르고 8~10 일 사이에 완화되는 양상을 보였다 (Figure 1,2). 

흥미롭게도 뇌출혈 주변 부종 부위에서 ROS 발현이 높게 관찰되었고

성상세포의 활성화 범위와 일치되는 양상을 보였다 (Figure 3).
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Figure 1. 마우스 뇌출혈 모델에서의 혈종의 자연사 (자기공명영상)
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Figure 2. 마우스 뇌출혈 모델에서의 출혈 주변 부종의 변화 (자기공명영상)

ICH, intracerebral hemorrhage
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Figure 3. 뇌출혈 (혈종) 부위와 주변 부종 (A), 출혈 주변의 활성화된 성상세포 

(B), 출혈 주변의 증가된 reactive oxygen species (ROS) (CellRox) (C), 출혈 주변의 

증가된 ROS (DHE) (D)

HE, hematoma; GFAP, glial fibrillary acid protein; ROS, reactive oxygen species; DHE, 

dihydroethidium
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3.1.2. 출혈 주변 부종 발생에 있어 ROS scavenger 효과

본 연구에서 어떤 약제도 투약하지 않은 뇌출혈 마우스 그룹의 치사율

(overall mortality)은 60% (n=20) 였으며 대부분 뇌출혈 부종이 최대화하는 2-4 일

이내에 발생하였다. 반면에 ROS scavenger 를 사용한 그룹에서의 치사율은 20%

(n=20)으로 40%가량 감소하였다 (p=0.0240). ROS scavenger 처리에 따른 출혈

자체의 크기(hematoma size)에 미치는 영향은 없었고 출혈 주변의 edema 는 출혈

1 일째, 4 일째, 7 일째 관찰하였을 때 ROS scavenger 를 투약한 그룹에서 1 일째

60%, 4 일째 70%, 7 일째 60% 작게 관찰되었다. ROS scavenger 에 의해서 출혈

주변 부종은 감소하였고 mortality 도 감소하였다 (Figure 4,5). ROS scavenger 인

NAC 에 의한 출혈 주변 감소, mortality 향상 효과는 다른 기전의 ROS 

scavenger 인 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox, water-

soluble analog of vitamin E)에서도 관찰함으로써 ROS scavenger 에 의해서 나타나는

특이적 효과임을 확인할 수 있었다 (Figure 6).
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Figure 4. 뇌출혈 마우스 모델 ROS scavenger (NAC, N-acetylcystein)에 의한 생존율 

향상(A), 출혈 주변 부종의 감소 (자기공명영상) (B). 출혈 자체에 미치는 효과는 

없었으며 (C), 출혈 주변 부종의 크기를 감소 시킴 (D, E).

ICH, intracerebral hemorrhage; NAC, N-acetylcystein
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Figure 5. ROS scavenger (N-acetylcystein, NAC)에 의한 출혈 주변 부종 감소 

자기공명영상

ICH, intracerebral hemorrhage; NAC, N-acetylcystein
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Figure 6. ROS scavenger (Trolox, 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid)

에 의한 생존율 향상(A), 출혈 주변 부종의 감소 (B). 출혈 자체에 미치는 효과는 

없었으며 (C), 출혈 주변 부종의 크기를 감소 시킴 (D, E).

Blue line: control group, Green line: ICH treated with Trolox

Red bar: control group, Green bar: ICH treated with Trolox

ICH, intracerebral hemorrhage
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3.1.3 출혈 주변 부종에서의 동적 누수 (Dynamic leakage) 평가

뇌출혈 주변 부종을 유발하는 BBB 의 구조적 변화를 확인하기 위해서 부종

부위의 혈관 구조적 완결성(vascular integrity)을 평가하였다. 우선 lectin 을

관류하였을 때 부종 부위 혈관에서 누출된 lectin 이 관찰되었으며 10 KD 

dextran 을 관류하였을 때에도 부종 부위에서 혈관에서 누출이 관찰되었다 (Figure 

7). Lectin, 10KD dextran leakage 를 확인하여 기능저하, 즉 동적 누수 (dynamic 

leakage)가 있음을 확인하였고, ROS scavenger (NAC) 투여한 그룹에서 출혈 주변

부종뿐 만 아니라 lectin, dextran 10 KD leakage 도 감소하였다. ROS scavenger 

투여에 따른 출혈 주변 부종 감소의 세포학적 기전을 확인하기 위해 BBB(Blood 

Brain Barrier)의 구성 요소들을 체계적으로 조사하였다. 또한 ROS scavenger 에

의한 BBB 구조 변화를 확인하였다.
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Figure 7. 출혈 주변 부종 부위에서의 동적 누수: lectin leakage 가 관찰됨.



- 18 -

3.1.4 BBB 완결성 (Integrity) 분석을 통한 세포학적 기전 확인

출혈 주변 부종 부위 BBB 의 cellular component 의 구조 변화를 확인하기

위해서 endothelial cell adherence junction (VEcad), 밀착연접 (claudin5), 혈관주위세포

(NG2 proteoglycan, PDGFR-β, CD31), 기저막, 성상세포 coverage 를 분석하였다

(Figure 8). 출혈 주변 부종 부위에서 혈관주위세포 coverage 는 출혈 이후

감소하였다가 7 일 째부터 회복되는 경향을 보였으며 ROS scavenger 투여

그룹에서는 혈관주위세포 coverage 소실이 적었으며 이후에도 지속적으로

coverage 가 높게 유지되었다. Endothelial cell adherence junction 과 밀착연접은 출혈

이후에 감소하였다가 7 일 이후에 회복하기 시작하고 ROS scavenger 투여에

의해서 영향을 받지 않았다 (Figure 9). 

출혈 이후 부종 부위의 성상세포는 3 일 이후에 현저하게 발현이 증가하였다. 

3 일 이후에는 성상세포의 수상돌기 (dendrite) 가 증가하고 형태가 변하여 반응성

성상세포 (reactive astrocyte)로 전환(conversion)되는 것을 확인할 수 있었다 (Figure 

10). 흥미롭게도 출혈 주변 부종 부위와 성상세포의 활성화 부위가 일치하였다

(Figure 3). 반응성 성상세포에서 발현하는 S100-beta (S100-β) 발현은 출혈 이후

증가하였는데 ROS scavenger 를 투여한 그룹에서 감소하였다. 출혈 주변 부종

부위에서 성상세포의 반응성 성상세포로의 전환을 확인할 수 있었으나 ROS 

scavenger 그룹에서는 적게 관찰되었다 (Figure 10). 또한 성상세포의 end-feet 에

발현하는 aquaporin 4 의 발현이 출혈 1 일째부터 감소하였다가 7 일 이후에 서서히

회복하는 패턴을 보이나 ROS scavenger 투여 그룹에서는 aquaporin 4 발현 감소가

적었고, 회복도 빠르게 나타났다 (Figure 11).
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Figure 8. Blood Brain Barrier 의 세포 구성과 구조
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Figure 9. ROS scavenger (NAC, N-acetylcystein) 투여 이후 BBB 구성 세포, 구조의 

변화
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Figure 10. 출혈 이후 출혈 부위 성상세포의 활성화 (형태학적 변화, S100-β 발현 

증가)와 ROS scavenger (NAC, N-acetylcystein )에 의한 안정화
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Figure 11. 출혈 주변 부종 부위의 성상세포 활성화와 aquaporin 4 의 발현 감소, 

NAC (N-acetylcystein )에 의한 성상세포의 안정화 및 aquaporin 4 발현 회복
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3.2. Aquaporin 4 억제에 의한 출혈 주위 부종, 생존율, 행동학적 변화 및 BBB 

완결성의 변화: Aquaporin 4 inhibitor (TGN-020) study 

앞서, 뇌출혈 마우스 모델에서 부종 부위에서 성상세포의 활성화를

확인하였고 in vitro experiment 에서 ROS 에 의해서 유도되는 것을 확인하였다. 

또한 부종 부위-ROS 발현 부위-성상세포 활성화 범위의 연관성이 확인되었는데,

이는 상호 관련이 있음을 의미한다. 그리고, ROS scavenger 에 의해서 부종이

감소하였다. ROS scavenger 에 의한 출혈 주변 부종 감소의 세포학적 기전 규명을

위해서 BBB 구조 분석을 하였다. ROS scavenger 에 의해서 성상세포의 end-feet 에

발현하는 aquaporin 4 의 발현이 상당히 복원되는 것을 확인하였다. 따라서 출혈

주변 부종 발생에 있어서 aquaporin4 의 역할을 조사하였다. 

먼저 aquaporin 4 inhibitor(TGN-020)을 뇌출혈 마우스 모델에 투약 후 전반적인

생존율, 행동 실험 분석, 출혈 주변 부종의 변화, BBB 구조를 분석하였다.

Aquaporin 4 inhibitor (TGN-020) 투약 후에 혈종 자체 크기의 차이는 없었으나

edema 는 출혈 1 일째부터 지속적으로 증가하였고 이후에도 지속적으로 유지되어

감소되지 않음을 확인하였다 (Figure 12). 또한, aquaporin 4 inhibitor 를 투여한

그룹에서는 성상세포 end-feet 의 BBB coverage 가 대조군에 비하여 감소 (60%) 

하였다 (Figure 13). 흥미로운 점은, 성상세포의 활성화가 되지 않음에도 aquaporin 

4 inhibitor 에 의해서 성상세포가 혈관에서 분리가 증가되었고 (Figure 13), 출혈

주변 부종이 증가하였다. 하지만, 전반적인 생존율과 운동능력은 두 그룹 간의

통계적으로 유의한 차이는 없었다.
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Figure 12. Aquaporin 4 inhibitor (TGN-020)에 의한 출혈 주변 부종 및 생존율의 

변화

Red bar: control group, Orange bar: ICH treated with TGN-200
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Figure 13. Aquaporin 4 inhibitor (TGN-020)에 의한 성상세포 end-feet의 BBB coverage 

감
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Chapter 4. 고찰

뇌출혈 이후에 발생하는 출혈 주위의 부종은 크게 세포독성 부종과 혈관인성

부종으로 나눌 수 있다. 세포독성 부종은 세포 내로의 빠른 수분의 이동으로

세포 부종으로 발생한다. 반면에 혈관인성 부종은 BBB 손상으로 인해서

혈관으로부터 세포 바깥 공간으로의 water leakage 에 의해서 발생한다. 특정

질환에서 특정 부종이 우세할 수 있지만 대부분의 경우에는 두 기전은 공존한다. 

최근 aquaporin 4 의 발견으로 출혈 주변 부종 발생, 수분 이동에 대한 새로운

인식이 증가하고 있다[13, 15]. 

뇌출혈에 의한 초기 부종은 혈종의 정수압 (hydrostatic effect)에 의한 물리적

손상과 누출된 혈액(clot) 유래 단백질과 vasoactive substance 에 의해서 BBB 의

완결성 손상이 발생한다[16, 17]. 동물 모델에서 혈액에서 유래된 thrombin, 

plasminogen activator, urokinase 에 의해서 면역세포의 침윤이 유도되고, 이어서

염증 반응이 일어난다[18]. 염증 반응으로 인해 BBB 의 균열이 발생하고

proteinaceous ultrafiltration 이 발생하여 출혈 주변 지연성 부종이 발생하는 것으로

알려져 있다. 출혈 주변 지연성 부종은 BBB 손상에 의해서 발생하며, 빠르게

회복되지 않으면 뇌압 상승 상태를 유지하여 합병증의 원인이 된다 [19]. 

본 연구에서 출혈 주변 부종 부위는 높은 ROS 발현 부위와 일치하였다. 

부종 부위의 성상세포는 형태학적으로 수상돌기가 증가하고 두꺼워져 있었으며

S100-β 발현이 특이적으로 높아 반응성 성상세포로 전환되어 있음을 확인할 수

있었다. 성상세포를 in vitro condition 에서 일차 배양하여 ROS stress 를 주었을 때

성상세포의 수상돌기가 증가하고 두께가 증가하였으며 S100-β 발현이 증가하는

동일한 형태적 변화를 관찰할 수 있었다. 이러한 결과를 바탕으로 출혈에 의한

ROS 증가로 성상세포가 활성화되는 것을 확인할 수 있었다. 출혈 이후 ferritin 이

Fe2+ + ROS 로 전환되는 것은 Gao 등에 의해 보고되었고 [20], ROS 에 의해서
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성상세포가 기능적 결함이 생기는 것으로 보고되었다. 그러나, 본 연구진은

성상세포가 활성화되는 것을 확인하였다 [21].

뇌출혈 주변 부종 부위에서 성상세포는 3 일 후에 활성화되었는데 ROS 

scavenger 를 사용한 그룹에서는 S100-β 발현이 낮고, 형태학적으로 활성화가

통계적으로 유의하게 감소하였다. 또한 성상세포의 end-feet 에서 발현하는

aquaporin 4 는 유사하게 출혈 1 일째에는 발현이 감소하지 않고 3 일 이후에

발현이 감소하기 시작하였다. 그러나, ROS scavenger 를 사용한 그룹에서는

aquaporin 4 의 발현이 감소하지 않고 높게 유지되었다. 이러한 결과를 바탕으로

ROS scavenger 는 endothelial cell junction, 혈관주위세포에 미치는 영향보다는

성상세포의 활성화를 억제하여 aquaporin 4 의 발현을 유지하는데 기여하는

것으로 보인다. Aquaporin 4 는 부종 발생에 양면적인 (Janus) 역할을 한다[22]. 

높게 발현되는 경우에는 세포 내로의 수분 유입을 유도하여 세포독성 부종을

유도하지만, 한편으로는 세포 바깥 공간의 수분을 제거하는 역할을 한다. 따라서

이미 형성된 부종의 제거 (edema clearance)에 있어서 중요한 역할을 하는데

성상세포의 활성화에 의해서 발현이 감소하는 경우에는 부종의 제거가 적절히

되지 않아 지연성 부종 발생과 유지에 중요한 역할을 하는 것으로 여겨진다[23]. 

타 연구에서 산화스트레스 (oxidative stress)에 의해서 caveolin-1 의 tyrosine 

phosphorylation 에 의해서 성상세포의 aquaporin4 발현이 증가하고 [24] 부종을

악화시키는 것으로 보고하였으나 이는 초기 부종의 발생과 연관이 있는 것으로

보인다. 본 연구에서는 출혈 직후에는 aquaporin 4 발현이 유지되나 3 일 이후에는

감소하였으며 ROS scavenger 를 사용하였을 때 aquaporin 4 회복이 더 빨랐다. ROS 

scavenger 를 사용한 그룹에서 출혈의 크기는 대조군과 차이가 없으나 출혈 주변

부종의 크기는 더 작았고 생존율, 행동학적으로 개선되는 효과를 확인하였다. 

출혈 주변 부종 발생에 있어 aquaporin 4 의 직접적 효과를 확인하기 위해서

뇌출혈 마우스 모델에서 aquaporin 4 inhibitor (TGN-020)을 투여하고 출혈 주변
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부종의 정도, 마우스 생존율, 행동학적 변화, 혈관 구조의 변화를 확인하였다. 

흥미롭게도 aquaporin 4 inhibitor 를 투약한 그룹은 출혈 자체의 크기 변화는

없으나 출혈 주변 부종이 대조군에 비해서 증가하였고 운동 능력도 감소하는

것을 확인할 수 있었다. 이러한 변화는 출혈 주변 부종 형성에 있어서 aquaporin 

4 의 중요성을 유추할 수 있게 하였다. 

허혈성 뇌졸중에서는 TGN-020 이 뇌부종을 감소시키는 것으로

보고되었으나[25] 이는 허혈성 뇌졸중 발생의 15-20min 이내 결과로 지연성

부종의 상황과는 다르고 뇌출혈과의 기전적 차이점을 배제하기 어렵다. 반면에

Cheng-Di et al.은 뇌출혈에서는 aquaporin 4 의 발현 감소로 혈관인성 부종이

증가하는 것으로 보고하였는데 이것은 자기공명영상 기반으로 분석한 결과로

미세구조에 관한 분석 (microstructure analysis)은 이루어지지 않았으나 본 연구

결과와 유사하다[26]. Aquaporin 4 inhibitor 투여 그룹에서는 성상세포의 end-feet 이

혈관에서부터 분리되는 되는 것을 확인하였는데 aquaporin 4 가 water 

channel 로써의 역할 외에도 BBB 완결성 유지에도 중요한 역할을 함을 의미한다. 

본 연구에서는 ROS 에 의해서 aquaporin 4 의 발현이 감소하였고 이것은 출혈

주변 부종의 발생에 중요한 역할을 하는 것을 확인하였다. 하지만, ROS scavenger 

투여군 에 의해서 aquaporin 4 의 발현 감소가 최소화 되었으며, aquaporin 4 의

발현 회복 속도를 빠르게 해 주었다. 그리고, ROS scavenger 투여군에서 출혈

주변 부종이 감소하였고 운동 능력이 향상되었다. 또한 성상세포의 end-feet 

부착이 증가하여 BBB 완결성을 향상시키는 결과를 확인하였다.  

기존의 논문에서는 중추신경계의 BBB 에서 밀착연접, 혈관주위세포의 역할에

대해서는 많은 연구가 되어 있으나 [27] 성상세포의 역할에 대해서는 과소평가된

경향이 있다.  파킨슨 병 (Parkinson’s disease) [28] 혹은 알츠하이머 병

(Alzheimer’s disease) [29] 에서 성상세포의 보호역할에 대해서 연구가 활발히

이루어지고 있으며 림프관의 주요 channel 로써 aquaporin 4 의 역할 또한 주목받고
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있다 [30].  임상적으로 출혈 이후 발생하는 뇌부종은 중요한 의미가 있으나

뇌부종을 낮출 수 있는 새로운 치료 타겟의 발굴보다는, 비특이적으로 뇌압을

낮추는 고 삼투압 약물의 투여와 수술적 치료에 의존해 왔다. 본 연구를

바탕으로 출혈 주변 부종을 줄이는 타겟으로 aquaporin 4 이 적용될 수 있을

것이다. 
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Chapter 5. 결론

본 연구에서는 뇌출혈 동물모델에서 출혈 주위 부종과 높은 ROS 발현부위

그리고, 성상세포의 활성화 부위가 전반적으로 일치하는 경향을 확인하였다.

또한, 출혈 초기 출혈 산출물로부터 유리되는 ROS 에 의한 BBB 미세구조

변화를 관찰하였고, 성상세포의 aquaporin 4 라는 water channel 의 발현이 감소되는

것을 확인하였다. Aquaporin 4 발현 감소로 인해 성상세포의 end-feet 이

혈관으로부터 분리되어 BBB 의 구조가 불안정해지며 부종이 증가하는 것을

확인하였다. 이것은 BBB 구성 세포 중의 하나인 성상세포의 coverage 가

감소하여 동적 누수 (dynamic leakage)가 증가하여 발생한 결과로 확인되었다. 

그리고, Aquaporin 4 inhibitor (TGN-020) 투여 시에는 부종의 발생이 심해지고

뇌출혈 마우스의 운동 능력이 감소하였으며 성상세포의 end-feet 의 혈관으로부터

분리가 심해졌다. 이를 통해 뇌출혈 주변 부종에서 aquaporin 4 의 역할을 확인할

수 있었다.

실제 뇌출혈 환자들 중, BBB 에서의 성상세포를 안정화시키고, aquaporin 4 의

발현을 증가시키는 ROS scavenger 를 투여한 환자군에서 대조군에 비하여, 출혈과

연관된 부종의 크기가 줄어 들었고, 의식회복 기간 및 중환자실 재실 기간이

줄어들었다.

임상적으로 출혈 이후 발생하는 출혈 주변 부종은 환자의 예후에 밀접한

연관이 있으나 새로운 치료 타겟의 발굴의 발굴보다는 비특이적으로 뇌압을

낮추는 hyperosmolar therapy, 수술적 치료에 의존해 왔다. 본 연구를 바탕으로

출혈 주변 부종을 줄이는 target 으로 aquaporin 4 를 적용할 수 있을 것이다.
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Abstract

Perihematomal edema (PHE) around spontaneous intracerebral hemorrhage (ICH) is one 

of major causes of neurological deterioration. PHE usually occurs due to the combined 

action of cytotoxic edema and vasogenic edema. It has been reported that the infiltration of 

immune cells and the secondary inflammatory response due to thrombin, plasminogen, 

ferritin, ferrous and reactive oxygen species (ROS) derived from the blood components may 

be involved in the cytotoxic edema that occurs early in the bleeding. On the other hand, 

vascular endothelial growth factors induced by inflammation are known to play an important 

role in vasogenic edema. However, the microstructure changes of the blood-brain barrier 

(BBB) are not well known. In addition, there is a lack of research on the relationship 

between early edema and delayed edema after ICH.

A mouse model of ICH is made by autologous blood infusion using stereotactic method 

in this study. Amount of PHE around was measured using magnetic resonance imaging and 

computed tomography. Tissue samples were obtained after immunofluorescence staining to 

confirm the change of vascular structures around the edema. In addition, vascular leakage 

and generation of ROS were also identified using tissue samples with various kinds of 

immunofluorescence staining. Behavioral test and analysis of mice of ICH were also 

performed. In addition, clinical and radiological characteristics of patients with ICH were 

also analyzed in order to confirm the applicability of the results of animal experiments in 

clinical medicine.

In this study, it was confirmed that the area of PHE, high ROS expression site, and 

astrocyte activation site in the mouse model of ICH were generally consistent. The changes 

of microstructure of BBB due to ROS derived from blood components were confirmed in the 

early stage of ICH. It was also identified that the expression of aquaporin 4 water channel in 
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astrocytes was decreased in resulting detachment of end-feet of astrocytes from blood 

vessels. As the results, the structure of BBB became unstable and the PHE in the mice with 

ICH increased. This phenomenon was resulted by the dynamic leakage due to a decrease in 

the coverage of astrocytes, one of BBB constituent cells. However, in the group treated with 

ROS scavenger, the decrease in aquaporin 4 expression was less and the recovery of 

aquaporin 4 was faster than in the control group. When Aquaporin 4 inhibitor (TGN-020) 

was administered, the PHE became more severe and the detachment of the end-feet of the 

astrocyte from blood vessels was increased in mice with ICH. In addition, the ability of 

exercise of mice also decreased.

In the previous studies, the role of tight junctions and pericytes in the BBB of the central 

nervous system has been studied, but the role of astrocytes tends to be underestimated. PHE 

is closely related to the prognosis of the patient with ICH. However, the treatment strategies

have relied on high osmotic drugs and surgery to lower the intracranial pressure

nonspecifically. Based on this study, aquaporin 4 could be applied as a novel specified 

treatment target to reduce the PHE.
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