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            초록
          
        

        
          This study was designed to establish an atopic dermatitis (AD) model using MC903 and was conducted to find out the optimal challenge concentration that can cause dermatitis symptoms enough to be experimentally verified while reducing adverse effects such as weight loss. MC903 was treated at concentrations of 2, 3, and 4 nmol/day, and evaluation of skin surface symptoms, water contents, histopathological changes, body weight changes, and spleen/body weight ratio was conducted. In addition, the expression level of thymic stromal lymphopoietin (TSLP) was also observed. In our results, MC903 induced AD skin lesions such as erythema, scab and fissure and lowered skin moisture level significantly. In addition, water holding capacities in the 3 or 4 nmol groups were diminished significantly compared to that in the control group. On the other hand, 4 nmol treatment induced a weight loss of up to 20% compared to control group. Finally, a higher level of TSLP expression was observed in the 3 nmol group than in the 2 nmol group or the 4 nmol group. Taken together, we propose a total 14-day protocol consisting of 3 days of sensitization (2 nmol/day) and 6 days of challenge (3 nmol/day).
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      서 론
      아토피피부염 (Atopic dermatitis, AD)은 알레르기 반응으로 인한 홍반, 건조, 인설, 태선화 등 피부의 여러 증상과 함께 심한 가려움증을 동반하는 염증성 피부 질환이다1). AD는 주로 유아기에 발병하여 스트레스와 같은 다양한 심리적 요인이나 계절 등과 같은 환경적 요인들에 의해 증상의 재발과 지속이 반복됨으로써 유병 기간이 장기화된다. 이러한 이유로 AD는 사회 · 심리적인 문제와 함께 환자와 보호자의 경제적 부담 또한 중요하게 다뤄지고 있는 범사회적 질환의 범주에 속한다2). 또한 AD의 조기 발병은 알레르기성 비염과 천식 등으로 이어지는 경향이 잦으며, 이러한 현상은 아토피 행진 (atopic march)으로 지칭된다2,3).

      최근 연구에 따르면, 많은 연구자들이 AD의 주요 요인으로 thymic stromal lymphopoietin (TSLP)을 강조하고 있다4). TSLP는 피부, 폐 및 흉선 등에서 발현되는 상피 세포 유래 cytokine의 일종으로, Th2 매개 염증을 유도함으로써 염증성 장 질환 (Inflammatory bowel disease, IBD)이나 천식 혹은 AD의 주요 염증 매개 인자로 알려져 있다4,5). 이와 같이 AD의 발병과 증상에 많은 영향을 미치는 요인인 TSLP가 AD의 주요 치료 표적으로 대두되면서 TSLP의 발현을 중심으로 한 AD 실험 모델의 필요성 또한 중요해지고 있다.

      이러한 이유로 최근, Mei와 Martinz 등은 1,25-(OH)2D3 (Vitamin D3)와 그 유도체인 calcipotriol (MC903)을 이용하여 AD를 유발하는 동물 실험 모델을 제시하였다6,7). MC903은 Vitamin D3의 유도체로 Vitamin D3보다 칼슘 활성이 낮으며, 건선의 치료제로 사용되어 왔다. MC903을 이용한 AD 모델은 AD 환자에게서 주로 관찰되는 혈청 IgE 수치의 증가와 함께 AD 환자의 급성 병변에서 관찰되는 것과 유사한 피부 형태 및 염증을 유발하면서도 oxazolone 또는 2,4-dinitrofluorobenzene (DNFB) 등과 같은 유해 물질을 사용하지 않아도 된다는 등의 장점으로 인해 주목받고 있다7).

      2017년 Martinz 등은 총 19일 (제모 후 피부 회복기 3일을 포함)에 달하는 프로토콜을 제시한 바 있다7). 본 연구진은 이 프로토콜을 적용하여 수행한 실험 과정에서 몇 가지 문제점이 발견할 수 있었다. 그 중 첫째는 제모 후 16일에 달하는 MC903 처리 기간으로 인해 유발 부위에 털이 자라 나오기 시작하는 것이었고, 두 번째는 실험 과정에서 MC903을 처리한 군의 체중이 용매만 처리한 대조군과 비교하여 20% 이상 감소하는 것이었다.

      이상의 연구 결과를 바탕으로 본 연구진은 제모 후 MC903 처리 기간을 단축시키기 위한 사전 연구를 진행하였다. 그 결과를 바탕으로 감작 (sensitization) 과정을 추가한 프로토콜을 제안 하였는데, 제모 이전에 감작 처리를 함으로써, 제모 이후의 유발 기간을 줄여 털이 자라나오는 부작용을 개선할 목적이었다.

      본 연구에서는 몇 가지 농도의 MC903을 생쥐의 등에 처리 (challenge)하여 AD를 유발하고, 육안적 관찰을 통해 AD가 유발된 피부 표면의 병변 정도와 홍반 지수, 수분 함량 및 수분 보유능에 미치는 영향을 확인하였다. 또한, 면역세포의 침윤 및 표피, 진피층의 상태를 중심으로 면역조직화학적 변화를 관찰하였으며, 체중 및 비장/체중의 비율에 미치는 영향에 대하여 확인하였다. 마지막으로 AD가 유발된 조직에서 TSLP 발현에 미치는 영향을 관찰하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 동물
        8주령의 수컷 Balb/c 마우스를 ㈜하나바이오테크 (Gyeonggi, Korea)로부터 구입하였고, 일주일 동안 온도와 습도가 적절하게 조절되는 환경 (22 ± 2℃, 50%, 12 hours light and dark cycle) 에서 고형 사료와 물을 자유롭게 섭취하게 하며 적응시킨 후 같은 환경에서 본 실험을 진행하였다. 모든 실험 과정은 부산대학교 실험동물 윤리위원회의 승인을 얻었으며, 정해진 규정에 의하여 진행되었다 (PNU-2022-0195).

      

      
        2. AD 유발을 위한 실험설계 및 실험군 선정
        AD 유발을 위하여 MC903 (MedChemExpress, NJ, USA)을 100% ethanol에 0.1 mM로 녹인 다음, 마우스의 양쪽 귀에 각각 10 ㎕씩 총 20 ㎕를 3일간 처리하여 감작하였다 (2 nmol/day). 실험 4일 째, 마우스의 등을 제모하고 2일간의 안정기를 준 뒤 실험 7일 째부터 0.1 mM 농도의 MC903을 제모 된 등에 각각 20, 30, 40 ㎕씩 7일간 총 6회 처리하여 AD를 유발하였다.

        본 연구에는 총 15 마리의 생쥐가 사용되었으며, 다음의 4개 군으로 임의분류 되었다. 대조군 (control)은 용매만 도포 하였고 (n=3), 2 nmol 투여군 (2 nmol), 3 nmol 투여군 (3 nmol) 및 4 nmol 투여군 (4 nmol)은 MC903을 각각 2, 3, 4 nmol/day 농도로 6회 도포하였다 (n=4). 실험의 전체적인 일정은 Fig. 1과 같다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Experimental design. All mice were shaved on day 4, then topically treated with MC903 on days 7, 8, 9, 11, 12, and 13 for the challenge. The mice in the control group were treated with vehicle in the same way. All animals were sacrificed on day 14. Sac means sacrifice.
          
          

          

        

      

      
        3. 피부 표면 증상 정도 관찰 및 피부 표면 점수 평가
        실험 마지막 날 (day 14), 디지털카메라 (Olympus, Tokyo, Japan)를 이용하여 생쥐의 등 피부를 촬영하였으며, 피부 표면 점수 평가는 Amano 등의 방법을 변형하여 사용하였다8). 간략하게 설명하면, 각 유발 부위의 유발 특성 정도에 따라 피부 표면의 홍반, 딱지, 경화, 갈라짐의 정도를 4점 척도를 이용하여 육안으로 평가하였으며, 측정값 4개를 합산하여 해당 개체의 대푯값으로 사용하였다.

      

      
        4. 홍반 및 멜라닌 지수 측정
        홍반 및 멜라닌 지수의 측정에는 dermo-spectrophotometer (Cortex Technology, Hadsund, Denmark)가 사용되었다. 측정은 서로 다른 세 부위에서 진행되었으며, 세 값의 평균을 해당 개체의 대푯값으로 사용하였다.

      

      
        5. 피부 수분량 및 보유능 측정
        실험 마지막 날, 럼푼 (Elanco Korea, Seoul, Korea)과 케타민 (Yuhan Corporation, Seoul, Korea)을 이용하여 마우스를 마취하고 피부 습도 측정기 (Scalar Corporation, Tokyo, Japan)를 이용하여 피부 수분량과 보유능을 측정하였다9). 측정 방법을 간단하게 설명하면, 유발 부위 내의 서로 다른 세 부의에서 함유량을 측정하여 평균값을 피부 수분량으로 제시하였다. 보유능은 유발 부위에 일정량의 수분을 공급하고, 30초 간격으로 4회 측정한 결과를 제시하였으며, 수분 공급을 위해 증류수를 적신 거즈 (1cm × 1cm)를 30초간 유발 부위에 덮어 두었다. 모든 측정은 실내온도 24.3℃, 습도 43%의 환경에서 이루어졌다.

      

      
        6. 조직병리학적 소견 관찰
        생쥐의 피부 조직은 10% formaldehyde 용액에서 고정되어 파라핀으로 포매된 다음, 4 ㎛ 두께로 절편되었다. Hematoxylin과 eosin으로 염색된 조직은 육안적 관찰을 위해 광학 현미경 (Zeiss, Württemberg, Germany)으로 촬영되었다 (x100).

      

      
        7. 체중 및 비장/체중 비의 관찰
        생쥐의 체중은 실험 시작일과 마지막 날, 체중계 (A&D Company, Ltd., Tokyo, Japan)를 이용하여 측정하였다. 체중 변화량은 마지막 날 측정한 체중을 실험 시작일 체중에 대한 백분율로 나타냈다. 비장의 무게는 실험 마지막 날, 비장을 적출하여 미량 저울 (Sartorius, Göttingen, Germany)로 측정하였다. 비장/체중의 비는 측정된 비장의 무게를 마지막 날 측정된 체중에 대한 비율로 제시하였다.

      

      
        8. RNA 분리 및 quantitative real-time PCR
        Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA)을 이용하여 실험동물 모델의 등 조직으로부터 total RNA를 분리하였다. Lyu 등의 방법으로 cDNA를 합성하였으며10), TOPreal SYBR Green qPCR premix (Enzynomics, Daejeon)를 이용하여 Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden)에서 quantitative real-time PCR을 실시하였다. GAPDH를 house keeping gene으로 사용하였고, 정량적 분석을 위해 2-ΔCt 공식을 사용하여 역치값(Ct value)을 정규화하였다. 본 연구에서 사용한 primer sets는 Table 1과 같다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Oligonucleotide primers used for the PCR analysis.
          
          

        

        
          
            
              	Target Gene
              	Oligonucleotide sequences
(5’ to 3’ direction)
            

          
          
            	TSLP
            	F : GGAGATTTGAAAGGGGCTAA
          

          
            	R : CATTTCCTGAGTACCGTCAT
          

          
            	GAPDH
            	F : GATGACATCAAGAAGGTGGT
          

          
            	R : TACCAGGAAATGAGCTTGAC
          

        

        

      

      
        9. 단백질 추출과 Western blot 분석
        채취된 등 조직은 PRO-PREP protein solution을 300 ㎕와 함께 Bullet blender homogenizer (Next Advance, NY, USA)로 분쇄되었으며, 추출된 단백질의 정량을 위해 Bradford assay를 이용하였다. 샘플 (50 μg)은 10% Sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide (SDS) gel 상에서 분리되었으며, Polyvinylidene fluoride (PVDF; Merk Millipore, Darmstadt, Germany) membrane으로 transfer 되었다. TSLP 단백질 검출을 위해 5%로 희석한 BSA를 이용하여 membrane을 blocking하고, 1차 항체 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., TX, USA)를 처리하여 4℃에서 반응시켰다 (1:1000). 이후 2차 항체 (goat anti-mouse antibody, Enzo Life Sciences, NY, USA)를 처리한 뒤, 이미지 분석 시스템 (Amersham™ Imager 600, UK)을 통해 해당 단백질의 발현 정도를 분석하였다.

      

      
        10. 통계처리
        실험 결과에 대한 통계적 분석에는 Prism 5 for window version 5.01 (GraphPad Software Inc, CA, USA)가 이용되었다. 실험 성적은 평균 ± 표준편차 (mean ± SD)로 나타냈으며, 결과의 차이를 검증할 때에는 One-way ANOVA 방법을 통해 평가하고, Dunnett’s 검증법으로 사후 검증하여 p-값이 0.05 미만일 때 유의한 차이가 있는 것으로 판정하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 농도별 MC903 처리가 육안적 소견에 미치는 영향
        실험 마지막 날의 피부 표면의 증상을 관찰한 결과, 용매만 도포한 대조군에서는 AD의 증상이 나타나지 않았으나 MC903 도포군에서는 홍반, 건조, 인설 등의 AD 증상이 나타났다. 특히 홍반의 경우 3 nmol과 4 nmol 투여군에서 유의성 있게 증가하였다 (Fig. 2C). 반면 2 nmol 군에서는 대조군에 비해 약간의 붉어짐이나 인설 등 아토피피부염으로 보이는 증상이 나타나기는 하였으나 증상의 발현 정도가 다른 군에 비해 경미하였다 (Fig. 2A and 2B). 모든 군의 멜라닌 지수는 유사한 수준으로 나타났다 (Fig. 2D).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            The severities of skin lesions in mice according to the concentration of MC903. (A), The control group (a), 2 nmol/day group (b), 3 nmol/day group (c), and 4 nmol/day group (d). (B), Skin surface score. (C), Erythema index. (D), Melanin index. All values were represented as mean ± SD. **P < 0.01 and ***P < 0.001 vs. control group. N.D. means not detected.
          
          

          

        

      

      
        2. 농도별 MC903 처리가 수분 함량과 보유능에 미치는 영향
        MC903을 농도 별로 도포한 부위의 수분 함량을 측정한 결과, 모든 MC903 도포군에서 유의한 수분 함량의 감소가 나타났으며, 4 nmol 군의 수분 함량은 대조군의 절반 이하였다 (Fig. 3A). 시간에 따른 수분 보유능의 변화를 살펴본 결과, 2 nmol 군의 경우 대조군과 비슷한 수준의 보유능이 관찰되었으나, 3 nmol과 4 nmol 군의 경우 시간이 지날수록 보유능이 감소되는 것을 확인할 수 있었으며, 90초 경과 후의 결과에서 유의한 수준의 수분량 감소가 관찰되었다(Fig. 3B).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            The effects of MC903 on water contents and water-holding capacity on dorsal skin in AD mice. (A), Water contents. (B), Water-holding capacity. All values were represented as mean ± SD. *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 vs. control group.
          
          

          

        

      

      
        3. 농도별 MC903 처리가 조직병리학적 변화에 미치는 영향
        생쥐 등 조직의 조직병리학적 변화를 관찰한 결과, 3 nmol 및 4 nmol 군에서 유두층 및 기저층의 손상으로 인한 표피와 진피의 불분명한 경계부가 관찰되었으며, 일부 조직에서는 부종으로 인한 조직 팽창의 흔적이 발견되었다 (spongiotic change). 이에 부가하여, 3 nmol 및 4 nmol 군에서는 과다하게 각화된 각질층 또한 관찰되었다 (Fig. 4A). MC903이 면역세포의 침윤에 미치는 영향을 관찰한 결과, 2 nmol 군 이상에서 경미한 면역세포 침윤 현상이 관찰되었고, 3 nmol 군과 4 nmol 군에서는 진피 조직과 표재성 혈관 주변으로 면역세포의 침윤이 발생하였다 (Fig. 4B).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            The effects of MC903 on histopathological changes in inflamed tissues. (A), The control group (a), 2 nmol/day group (b), 3 nmol/day group (c), and 4 nmol/day group (d). All observations were made at a magnification of x 100. (B), Immune cell infiltration. All values were represented as mean ± SD. **P < 0.01 vs. control group.
          
          

          

        

      

      
        4. 농도별 MC903 처리가 체중 변화 및 비장/체중의 비율에 미치는 영향
        실험 시작일과 마지막 날의 체중을 비교한 결과, 대조군은 3.88%의 체중 증가를 보였으며, 2 nmol 군의 체중 증가율은 0.63%로 실험 시작일의 체중에서 크게 벗어나지 않았다. 그에 반해 3 nmol 군의 평균 체중은 실험 시작일에 비해 7.63%가 감소하였고 4 nmol 군은 16.38%로 크게 감소하였다. 이를 실험 마지막 날의 대조군과 비교해 보면, 2 nmol 군은 3.13%, 3 nmol 군은 11.08%, 4 nmol 군은 19.51% 차이를 보였다 (Fig. 5A). 체중에 대한 비장의 무게 비율을 확인한 결과, 3 nmol 군과 4 nmol 군에서 증가하는 경향을 보였으나, 통계적 유의성은 없었다 (Fig. 5B).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            The effects of MC903 on changes in body weight and spleen/body weight ratio. (A), Changes in body weights. (B), Spleen body weight ratio. All values were represented as mean ± SD. ***P < 0.001 vs. control group. 
          
          

          

        

      

      
        5. 농도별 MC903 처리가 TSLP의 발현에 미치는 영향
        TSLP의 단백질과 mRNA 발현 정도를 확인하고자 생쥐의 등 조직을 이용하여 western blot과 quantitative real-time PCR을 실시하였다. mRNA에서는 대조군에 비해 MC903을 도포한 군에서 모두 유의한 수준으로 TSLP가 발현하였다. 3 nmol 군에서 TSLP의 상대 발현 정도는 최고점을 나타내었으며 4 nmol 군에서는 오히려 발현 정도가 감소하여 2 nmol 군과 유사한 발현 정도를 나타내었다 (Fig. 6A). 단백질에서는 대조군과 비교하여 3 nmol과 4 nmol 군에서 유의한 수준으로 TSLP가 증가하는 양상을 보였으며, mRNA와 마찬가지로 3 nmol 군에서의 발현 정도가 가장 높았음을 확인하였다 (Fig. 6B).
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            The effects of MC903 in TSLP expression in AD mice. (A), TSLP mRNA. All values were represented as mean ± SD. **P<0.01 vs. control group. (B), TSLP protein. TSLP means thymic stromal lymphopoietin.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      Martinz7) 등은 AD 동물 모델을 만드는 데 있어, 전신칼슘대사에 부작용을 일으킬 수 있는 Vitamin D3보다 체중에 주는 영향이 덜한 MC903의 사용을 권장하고 있다. 또한, MC903을 사용하는 경우, 귀가 아닌 등 부위에도 AD를 유발할 수 있음을 주장한 바 있다7).

      본 연구진은 그들이 제시한 프로토콜에 따라 AD를 유발하는 예비실험을 진행한 바 있는데 제모 된 등 부위의 털이 다시 자라 나와 결과 분석에 어려움이 있었다. 이에 상기한 문제의 개선을 위해 유발 기간을 줄일 필요가 있다고 판단하고, 동일한 용량의 MC903을 단축된 기간 동안 처리하는 연구를 수행하였다. 그 결과에서 다음과 같은 몇 가지 문제점을 발견할 수 있었다. 첫째로 실험 도중 생쥐가 폐사하거나, 폐사하지 않은 생쥐들 역시 무기력해지고 움직임이 둔해지는 현상이 관찰되었다. MC903의 처리는 약 20%에 달하는 체중감소를 유발하였는데, 이는 인도적 실험종료 기준 (PNU-2022-0195)에 해당하는 수치였다. 둘째로 수분 측정이 불가능할 정도로 심한 피부 장벽 기능 손상이 발생하였으며, 이외에도 표피층에서는 각질이 계속해서 떨어져 나오고, 염증으로 인해 형성된 딱지가 탈락되면서 피부가 건조해지고 얇아지는 등의 현상이 관찰되었다.

      위의 결과는 단기간에 고용량의 MC903을 지속적으로 처리하는 것이 또 다른 문제를 야기한다는 사실을 의미한다. 이에 본 연구진은 유발 기간을 단축하면서도 적정 수준의 조직 손상을 유발하면서도 체중 감소의 부작용을 최소화 할 수 있는 새로운 프로토콜의 정립이 필요하다고 판단하였다.

      상기한 이유로 본 연구진은 기존의 DNFB 피부염 모델을 참고하여, 양쪽 귓등에 3일간 감작하는 과정11)이 적용된 새로운 프로토콜을 적용해 보았다. 해당 실험의 결과를 살펴보면, 감작 기간을 도입함으로써 제모 후 유발 기간이 단축됨에 따라 실험 마지막 날까지 생쥐의 등 표면에 털이 자라 나오지 않았고, 2 nmol/day 농도로 감작한 군에서, 1 nmol/day 농도로 감작한 군과 감작을 하지 않은 군에 비해 심한 피부 표면 증상이 발생하는 것을 확인할 수 있었다. 상기한 결과를 바탕으로 본 연구진은 2 nmol/day 농도의 감작 기간 (3일)과, 제모 및 2일 간의 안정기를 포함하는 프로토콜을 확립하였다. 해당 실험의 결과로 확립된 실험 일정은 Fig. 1과 같다. 상기된 내용을 바탕으로 본 연구에서는 다양한 항아토피 후보 물질의 효능 검증에 적합한 수준의 AD 증상을 유발하면서도, 부작용을 최소화할 수 있는 MC903의 Challenge 농도를 결정하고자 하였다.

      AD의 증상과 양상은 매우 다양하고 연령, 환경 등에 따라 개개인의 차이를 나타내지만 일반적으로 홍반, 건조, 인설 등의 증상이 나타난다1). 본 연구의 결과를 살펴보면, 3 nmol 군과 4 nmol 군에서 전형적인 AD의 피부 증상이 나타나고 홍반 지수도 유사한 경향을 보였다. 반면, 2 nmol 군에서는 유의한 수준의 홍반 지수 상승이 나타났으나 표면 증상의 경우 다른 군에 비해 상대적으로 경미한 수준이었다 (Fig. 2). 이러한 결과는 후보 물질의 효능 검증에 적합한 수준의 AD 증상을 유발하기 위해서는 3 nmol/day 이상의 MC903 challenge가 필요함을 의미한다.

      피부 건조는 AD의 증상임과 동시에 악화 요인으로 작용하기도 한다. 또한, 피부 수분량과 보유능, 경피수분손실량 등은 피부 장벽 기능을 측정하는 유용한 도구이기도 하다12,13). 농도별 MC903 처리가 수분 함량에 미치는 영향을 살펴본 결과, 모든 군에서 유의한 수준으로 피부 수분량이 감소하였으며, 4 nmol 군에서는 대조군의 절반 수준으로 감소하였다. 수분 보유능에서는 3 nmol군 이상에서 유의한 수준의 감소를 보였으며, 2 nmol 군은 대조군과 유사한 수준의 보유능을 보였다 (Fig. 3) 이러한 결과는 3 nmol/day 농도 이상에서 이상적인 수준의 피부 장벽 기능의 손상이 발생한 다는 것을 의미한다.

      조직병리학적 관찰의 결과를 살펴보면, 3 nmol 및 4 nmol 군에서 유두층과 기저층의 파괴, spongiotic change 등으로 인하여 표피와 진피의 경계부가 불분명해지는 현상이 발견되었으며, 진피 조직의 표재성 혈관 주위로 면역세포의 침윤이 관찰되었다 (Fig. 4) 이러한 결과 역시 상기한 결과들과 마찬가지로 3 nmol/day 이상의 농도에서 조직병리학적으로 유의미한 변화가 발생한다는 사실을 의미한다.

      선행 연구를 통해 실험동물의 체중 감소와 체력 저하와 같은 부작용이 관찰된 바 있는데, 이는 고농도의 Vitamin D 혹은 analogue 처리에 따른 고칼슘혈증으로 인한 부작용이다14). 본 연구의 결과에서 3 nmol 군은 대조군과 비교하여 약 10%, 4 nmol 군은 대략 20%에 달하는 체중감소가 관찰되었다 (Fig. 5). 이러한 결과는 MC903이 농도 의존적으로 체중 감소를 일으킬 수 있음을 시사한다. 또한, 동물실험계획서 상의 인도적 실험종료 기준이 20% 이상의 체중감소라는 점을 감안한다면 이상적인 처리 농도는 4 nmol/day보다 낮아야 함을 의미한다.

      피부각질형성세포에서 피부면역반응을 유도하는 초기자극 인자인 TSLP의 발현은 다양한 염증성 cytokine의 분비를 유도한다. 이러한 이유로 TSLP는 AD 치료의 주요한 표적 중의 하나이다4,5). 본 연구 결과에서 mRNA의 TSLP 발현 정도는 모든 군에서 대조군에 비해 증가하였으나, 3 nmol 군에서 가장 높은 증가를 보였다 (Fig. 6A). TSLP 단백질의 발현 정도를 살펴본 결과 2 nmol 군은 대조군 수준의 발현량을 보였으며, 3 nmol 군과 4 nmol 군에서는 확연한 발현량 증가가 관찰되었다 (Fig. 6B), 이러한 결과 역시 상기한 결과들과 함께 3 nmol/day의 농도가 이상적인 challenge 농도임을 의미한다.

      본 AD 모델에서 두드러지게 나타나는 홍반과 인설 같은 증상은 급성기 혹은 아급성기에 주로 나타난다2). 이에 반해 AD의 만성기 대표 증상인 태선화 현상은 나타나지 않았으며, 홍반 지수가 유의성 있게 증가한 것에 비해 멜라닌 지수는 특별한 변화를 나타내지 않았다 (Fig. 2D). 이러한 결과는 본 연구를 통하여 확립된 모델이 급성 혹은 아급성기의 AD 모델임을 의미하며, 만성기의 AD 연구에는 적절하지 않음을 의미한다. 또한 TSLP가 주로 AD의 급성기 T helper cell type 2 (Th2) 매개 염증 반응을 유도한다는 사실7,15) 역시 본 연구에서 제시하고 있는 동물 모델이 급성기 혹은 아급성기 모델임을 뒷받침한다.

      AD의 증상은 계절과 환경의 영향을 많이 받는 것으로 알려져 있다. 그 중에서도 습도는 피부 상태에 직접적으로 영향을 미치며, 피부 건조가 가려움증을 유발하여 AD를 악화시키는 것은 잘 알려진 사실이다16,17). DNFB 모델이 습도의 차이에 특별한 영향을 받지 않았던 것과 달리 MC903을 이용한 AD 모델은 습도에 증상 유발 정도에 차이를 나타냈다. 습도가 다른 조건에서 동일한 프로토콜을 사용하여 연구를 진행한 결과, 습도가 높은 환경 (40 ~ 50%)에서는 낮은 환경 (20 ~ 30%)에서 보다 상대적으로 유발의 정도가 약하게 나타났다 (data not shown). 이처럼 MC903을 이용한 AD 모델은, DNFB와 같은 유해 물질을 이용한 AD 모델과는 다르게 온도와 습도 등의 환경적 요인의 영향을 받는다. 이는 AD 환자들이 습도가 낮은 가을과 겨울철에 증상이 심해지는 현상18)을 반영하는 것으로 해석 될 수 있으며, MC903으로 유발된 AD가 DNFB과 같은 물질을 사용하여 유발된 피부염 보다 인간의 AD와 유사할 가능성을 확인하기 위한 후속 연구가 필요하다고 생각된다.

      본 연구에서 4 nmol 투여군의 체중 감소를 언급하였는데, 이는 일반적으로 사용하는 6주 혹은 7주령의 생쥐 (20 g 내외)를 사용하는 것을 전제로 한 것이다. 생쥐의 체중 증가량을 고려하였을 때, 9주령 혹은 10주령의 생쥐를 사용한다면 3 nmol/day 보다 더 높은 농도를 사용할 수 있을 것으로 판단된다. 본 연구결과에서 도출된 3 nmol/day는 14일의 기한 안에 적정한 수준의 피부염을 유발하는 최소 농도라고 할 수 있다.

      이상의 결과를 통하여, 본 연구진은 수정된 프로토콜이 체중 감소 등의 부작용을 감소시키면서도, 적정한 수준의 증상 유발이 가능한 것을 확인 할 수 있었다. 본 프로토콜은 다양한 항아토피 후보물질들이 가지는 증상 완화 효능 및 TSLP 억제 활성을 검증하는 데에 활용 될 수 있을 것이다.

    

    

  
    
      결 론
      본 연구는 MC903을 이용한 아토피피부염 모델의 부작용을 줄이면서도 적정한 수준의 증상을 유발할 수 있는 새로운 프로토콜의 확립을 위해 수행되었다. 본 연구를 통해, 3 nmol 이상의 MC903 처리가 아토피피부염의 대표 증상인 홍반, 인설, 피부 건조 및 유두층 파괴, 면역세포 침윤 등의 전형적인 조직병리학적 변화를 일으킬 수 있음을 확인하였으나, 4 nmol 군에서는 20%에 달하는 체중 감소가 발생하였고, 3 nmol 군에 비해 상대적으로 낮은 TSLP 발현을 보였다. 이는 3 nmol/day의 MC903 처리가 적정한 수준의 아토피피부염을 유발하면서도 용인될 수 있는 부작용을 보이는 적정 농도임을 의미한다. 이상의 결과를 바탕으로 본 저자들은 2 nmol/day 농도의 감작 기간 3일과 제모 및 제모 후 안정기 3일, 3 nmol/day 농도 처리 기간 6일 및 휴지기 1일을 포함한 총 14일 간의 새로운 프로토콜을 제안하는 바이다.
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