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명 세 서

청구범위

청구항 1 

항산화제를 포함하는, 디티아논에 의해 유도된 도파민 신경 손상 관련 증상의 경감용 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 항산화제는 N-아세틸시스테인(N-acetylcysteine)인, 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 도파민 신경 손상 관련 증상은 파킨슨병인, 조성물. 

청구항 4 

제1항에 있어서,

상기 디티아논에 의해 산화 스트레스가 증가되는, 조성물.

청구항 5 

제1항에 있어서,

상기 산화 스트레스의 증가는 활성산소종 또는 gst-4 발현의 증가에 의한 것인, 조성물.

청구항 6 

제1항에 있어서,

상기 조성물은 디티아논에 의해 유도된 산화 스트레스를 경감시키는, 조성물.

청구항 7 

디티아논에 의해 신경독성이 유도된 동물 모델에 항산화제를 처리하여 도파민 신경 손상 관련 증상을 경감시키

는, 신경 손상 관련 증상의 경감 방법

청구항 8 

제7항에 있어서,

상기 항산화제는 N-아세틸시스테인인, 신경 손상 관련 증상의 경감 방법.

청구항 9 

제7항에 있어서,

상기 동물 모델은 예쁜꼬마선충 동물 모델인, 신경 손상 관련 증상의 경감 방법.

청구항 10 

제7항에 있어서,

상기 디티아논에 의해 도파민성 신경 독성이 유도되는, 신경 손상 관련 증상의 경감 방법.

청구항 11 
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제7항에 있어서,

상기 디티아논에 의해 산화 스트레스가 증가되는, 신경 손상 관련 증상의 경감 방법.

청구항 12 

제7항에 있어서,

상기 산화 스트레스의 증가는 활성산소종 또는 gst-4 발현의 증가에 의한 것인, 신경 손상 관련 증상의 경감 방

법.

청구항 13 

하기 단계를 포함하는 디티아논에 의해 유도된 신경 손상 관련 증상의 예방 또는 치료용 조성물 후보물질의 스

크리닝 방법:

디티아논을 예쁜꼬마선충에 처리하여 동물 모델을 제조하는 단계;

상기 동물 모델에서 도파민성 신경 독성 및 산화 스트레스의 수준을 측정하는 단계;

대조군(미처리군)에 비하여 상기 도파민성 신경 독성, 산화 스트레스의 수준을 감소시키는 물질을 후보 물질로

선별하는 단계.

청구항 14 

제13항에 있어서,

상기 산화 스트레스의 수준은 활성산소종 또는 gst-4의 발현량을 측정하는 것인, 스크리닝 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 항산화제를 이용한 디티아논에 의해 유도된 도파민 신경 손상 관련 증상의 경감 방법에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

살충제는 곤충, 선충류, 곰팡이, 박테리아 및 잡초를 죽임으로써 작물 성장을 촉진하기 위해 농업에서 일반적으[0002]

로 사용되는 화학 물질이다. 디티아논(dithianon)은 1963년부터 사과, 배, 포도 및 기타 과일과 채소의 광범위

한 곰팡이 질병을 방제하기 위해 광범위하게 사용된 퀴논 기반의 다중 부위 살진균제이다. 정확한 작용 방식은

알려져 있지 않지만 많은 단백질의 시스테인 잔기에서 발견되는 티올(설프하이드릴) 그룹에 비특이적으로 부착

하여 단백질 구조 변화 및 효소 억제를 유발한다. 디티아논은 식물 병원성 진균의 포자 발아를 억제한다. 그러

나 디티아논은 비식물성 Saccharomyces cerevisiae에도 독성이 있어 미토콘드리아 막 전위를 변경하여 막 무결

성을 저하시키고 활성 산소 종(Reactive Oxygen Species; ROS)의 축적을 유발한다. 또한 디티아논은 인간 단핵

구 유래 대식세포에도 독성이 있어 면역 조절 효과가 있음을 암시한다. 또한, 디티아논은 티올 반응성이 있는

다중 부위 살진균제로서 미토콘드리아 무결성을 변경하고 세포 내 ROS 생산을 증가시킬 가능성이 있으므로 비식

물병원성 효모, 땅벌, 심지어 인간과 같은 비표적 유기체에 의도하지 않은 결과를 초래할 수 있다.

살충제는 곤충이나 균류를 죽이는 것 외에도 종종 환경에 남아 있으며 대상이 아닌 식물과 동물에 독성을 나타[0003]

낼 수 있다. 이러한 살충제는 또한 인간 건강에 심각한 악영향을 미치며 농업 종사자, 임산부 및 유아에게 특히

위험한다. 만성적으로 인체에 노출되면 면역체계를 파괴하고 생식기능을 손상시키며 퇴행성 신경질환을 일으킬

수 있다. 특히 살충제 노출은 파킨슨병(PD)의 위험 증가와 관련이 있다. PD는 중뇌에서 도파민 방출 뉴런의 손

실로 인해 떨림, 느린 움직임, 경직된 근육, 손상된 자세 및 균형을 포함한 움직임에 영향을 미치는 진행성 신

경계 장애이다. 모든 파킨슨병 환자의 10~15%만이 유전적 요인으로 발생하며 나머지는 주로 살충제, 중금속, 유

기 오염물질과 같은 환경 독소로 인한 환경적 요인이다.

본 발명에서는 디티아논이 예쁜꼬마선충(Caenorhabditis elegans)에서 신경 독성에 미치는 영향을 확인하고, 디[0004]

티아논에 의해 유도된 신경 독성을 감소시키는 방법에 대해 연구하였다.
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해결하려는 과제

본 발명은 항산화제를 포함하는, 디티아논에 의해 유도된 도파민 신경 손상 관련 증상의 경감용 조성물을 제공[0089]

하는 것을 목적으로 한다.

또한, 본 발명은 디티아논에 의해 신경독성이 유도된 동물 모델에 항산화제를 처리하여 도파민 신경 손상 관련[0090]

증상을 경감시키는, 신경 손상 관련 증상의 경감 방법을 제공하는 것을 목적으로 한다.

또한, 본 발명은 디티아논에 의해 유도된 신경 손상 관련 증상의 예방 또는 치료용 조성물 후보물질의 스크리닝[0091]

방법을 제공하는 것을 목적으로 한다.

본 개시의 목적들은 이상에서 언급한 목적으로 제한되지 않으며, 언급되지 않은 본 개시의 다른 목적 및 장점들[0092]

은 하기의 설명에 의해서 이해될 수 있고, 본 개시의 실시 예에 의해 보다 분명하게 이해될 것이다. 또한, 본

개시의 목적 및 장점들은 특허 청구 범위에 나타낸 수단 및 그 조합에 의해 실현될 수 있음을 쉽게 알 수 있을

것이다.

과제의 해결 수단

본 발명은 항산화제를 포함하는, 디티아논에 의해 유도된 도파민 신경 손상 관련 증상의 경감용 조성물을 제공[0093]

한다.

상기 항산화제는 N-아세틸시스테인(N-acetylcysteine)일 수 있다.[0094]

상기 도파민 신경 손상 관련 증상은 파킨슨병일 수 있다.[0095]

상기 디티아논에 의해 산화 스트레스가 증가될 수 있다.[0096]

상기 산화 스트레스의 증가는 활성산소종 또는 gst-4 발현의 증가에 의한 것일 수 있다.[0097]

상기 조성물은 디티아논에 의해 유도된 산화 스트레스를 경감시키는 것일 수 있다.[0098]

본 발명은 또한, 디티아논에 의해 신경독성이 유도된 동물 모델에 항산화제를 처리하여 도파민 신경 손상 관련[0099]

증상을 경감시키는, 신경 손상 관련 증상의 경감 방법을 제공한다.

상기 항산화제는 N-아세틸시스테인일 수 있다.[0100]

상기 동물 모델은 예쁜꼬마선충 동물 모델일 수 있다.[0101]

상기 디티아논에 의해 도파민성 신경 독성이 유도되는 것일 수 있다.[0102]

상기 디티아논에 의해 산화 스트레스가 증가될 수 있다.[0103]

상기 산화 스트레스의 증가는 활성산소종 또는 gst-4 발현의 증가에 의한 것 일 수 있다.[0104]

본 발명은 또한, 하기 단계를 포함하는 디티아논에 의해 유도된 신경 손상 관련 증상의 예방 또는 치료용 조성[0105]

물 후보물질의 스크리닝 방법을 제공한다: 디티아논을 예쁜꼬마선충에 처리하여 동물 모델을 제조하는 단계; 상

기 동물 모델에서 도파민성 신경 독성 및 산화 스트레스의 수준을 측정하는 단계; 및 대조군(미처리군)에 비하

여 상기 도파민성 신경 독성, 산화 스트레스의 수준을 감소시키는 물질을 후보 물질로 선별하는 단계.

상기 산화 스트레스의 수준은 활성산소종 또는 gst-4의 발현량을 측정하는 것일 수 있다.[0106]

발명의 효과

본 발명은 항산화제를 포함하는, 디티아논에 의해 유도된 도파민 신경 손상 관련 증상의 경감용 조성물을 제공[0107]

할 수 있다.

또한, 본 발명은 디티아논에 의해 신경독성이 유도된 동물 모델에 항산화제를 처리하여 도파민 신경 손상 관련[0108]

증상을 경감시키는, 신경 손상 관련 증상의 경감 방법을 제공할 수 있다.

또한, 본 발명은 디티아논에 의해 유도된 신경 손상 관련 증상의 예방 또는 치료용 조성물 후보물질의 스크리닝[0109]

방법을 제공할 수 있다.

도면의 간단한 설명
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도 1은 디티아논이 예쁜꼬마선충에서 도파민성 신경변성을 유도한 결과를 나타낸 도이다: (A) 실험 절차의 개략[0110]

도. (B) 도파민성 뉴런에서 GFP를 발현하는 형질전환 선충의 형광 현미경 사진(왼쪽 패널). 노란색 화살표는 기

포를 나타내고 노란색 화살표는 둥근 세포체를 나타내고 빨간색 화살표는 세포 손실을 나타낸다. 축척 막대=20

μm. 디티아논에 의해 유도된 도파민성 CEP 신경 손상의 정량화(오른쪽 패널). (C) GABAergic 뉴런에서 GFP를

발현하는 형질전환 선충의 형광 현미경 사진(왼쪽). 축척 막대=50μm. 디티아논에 의해 유도된 GABAergic 신경

변성의 정량화(오른쪽). (D) 콜린성 뉴런에서 GFP를 발현하는 형질전환 선충의 형광 현미경 사진(왼쪽). 축척

막대=50μm. 디티아논에 의해 유도된 콜린성 신경퇴행의 정량화(오른쪽). 총 샘플 크기는 막대에 표시된다. 모

든  실험은  독립적으로  세  번  반복되었다.  통계:  Fisher의  정확  검정;  중요하지  않음(n.s.),  *p<0.05,

***p<0.001.

도 2는, 디티아논에 노출된 선충의 발달 실험 결과를 나타낸 도이다: (A) 실험 절차의 개략도. L1 단계의 선충

은 48시간 동안 디티아논에 노출되었고 발달 단계는 즉시(0시간), 24시간 후 또는 48시간 후의 세 가지 다른 시

점에서 결정되었다. (B) 예쁜꼬마선충의 발달 단계. (C) 디티아논 노출 후 0시간(상단 패널) 및 24시간(하단 패

널)에서 시드된 NGM 플레이트에서 성장하는 예쁜꼬마선충의 대표 이미지.

도 3은. 디티아논에 의해 유도된 산화 스트레스 실험 결과를 나타낸 도이다: (A) 실험 절차의 개략도. (B) 특정

ROS 감지 형광 프로브인 CellROX deep red를 사용하여 총 세포 ROS 수준을 측정했다. 선충의 형광 현미경 사진

(머리 영역). 축척 막대=20μm. 마이크로플레이트 리더를 사용한 형광 강도의 정량화(오른쪽). (C) 산화 스트레

스 반응 리포터를 표현하는 형질전환 선충의 형광 현미경 사진(왼쪽). 축척 막대=50μm. 마이크로플레이트 판독

기로 자동화된 방법을 사용한 GFP 형광 강도의 정량화(오른쪽). 모든 실험은 독립적으로 세 번 반복되었다. 데

이터는 평균 ± SEM으로 표시된다. 통계: one-way ANOVA, **p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001. (D) NAC는

디티아논 유발 도파민성 신경변성을 예방했다. 도파민성 뉴런에서 GFP를 발현하는 형질전환 선충의 형광 현미경

사진(왼쪽). 노란색 화살촉은 물집을 나타냅니다. 축척 막대=20μm. NAC 보충 후 CEP 신경 손상의 정량화(오른

쪽). 모든 실험은 독립적으로 세 번 반복되었다. 통계: Fisher의 정확 검정; 중요하지 않음(n.s.), *p<0.05,

***p<0.001.

도 4는, 디티아논은 미토콘드리아 절편화를 유도하고 drp-1 발현을 증가시킨 결과를 나타낸 도이다: (A) 표피

미토콘드리아의 대표적인 공초점 이미지. 축척 막대=10μm. (B) 표피에서 미토콘드리아 형태의 각 카테고리를

갖는  선충의  백분율.  총  샘플  크기는  막대에  표시된다.  모든  실험은  독립적으로  세  번  반복되었다.  통계:

Fisher의 정확 검정; ***p<0.001, ****p<0.0001. (C) gpd-1/4로 정규화된 미처리 및 처리 조건에서 drp-1의 전

사체 풍부성을 나타내는 qRT-PCR의 상대적 정량화. 데이터는 두 생물학적 복제의 평균 ± SEM으로 표시된다. 통

계: unpaired 스튜던트 t-테스트; *p<0.05. (D) 도파민성 뉴런에서 GFP를 발현하는 형질전환 선충의 형광 현미

경 사진(왼쪽). 노란색 화살표는 기포를 나타내고 빨간색 화살표는 셀 손실을 나타낸다. 축척 막대=20μm. drp-

1 RNAi 처리 후 도파민성 CEP 신경 손상의 정량화(오른쪽). 총 샘플 크기는 막대에 표시된다. 모든 실험은 독립

적으로 세 번 반복되었다. 통계: Fisher의 정확 검정; 중요하지 않음(n.s.), **p<0.01, ***p<0.001

도 5는, 디티아논은 스래싱 횟수를 감소시키고 기본 느린 응답을 손상시키는 결과를 나타낸 도이다: (A) 스래싱

동작의 도식. 스래싱 동작은 30초 동안 C자 모양의 중간 몸체 굽힘 수를 세어 평가한다. (B) 디티아논에 노출

시 스래싱 속도(30초 동안 몸이 구부러짐)의 정량화. 총 샘플 크기는 막대에 표시된다. 데이터는 평균 ± SEM으

로 표시된다. 모든 실험은 독립적으로 세 번 반복되었다. 통계: Dunnett의 다중 비교 테스트를 통한 one-way

ANOVA; *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001. (C) BSR 분석의 개략도. (D) 디티아논에 노출 시 BSR의 정량화. 잘

먹은 동물을 박테리아가 있거나 없는 NGM 플레이트로 옮기고 각 동물의 운동 속도를 세었다. 데이터는 평균 ±

SEM으로 표시된다. 통계: unpaired 스튜던트 t-테스트; 중요하지 않음(n.s.), ****p <0.0001.

도 6은, 디티아논은 산화 스트레스와 미토콘드리아 절편화를 통해 도파민성 신경변성을 유발하는 실험 결과를

나타낸 도이다. 예쁜꼬마선충 모델에서 디티아논은 도파민성 신경독성 및 도파민 관련 행동의 결손을 유발한다.

만성 디티아논 노출은 예쁜꼬마선충에서 산화 스트레스와 미토콘드리아 분열을 일으켜 미토콘드리아 기능 장애

와 신경 퇴화를 촉진하는 악순환을 유발할 수 있다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명에서 사용되는 용어 "예방"은 증상, 질환 또는 질병을 보유하고 있다고 진단된 적은 없으나, 이러한 증[0111]

상, 질환 또는 질병에 걸리기 쉬운 경향이 있는 개체에서 증상, 질환 또는 질병의 발생을 억제하는 것을 의미한

다.
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본 명세서에서 사용되는 용어 "치료"는 개체에서 (a) 증상, 질환 또는 질병의 발전의 억제 (b) 증상, 질환 또는[0112]

질병의 경감 및 (c) 증상, 질환 또는 질병의 제거를 의미한다. 

이하 본원을 실시예 및 실험예를 통하여 보다 상세하게 설명한다. 그러나 이들 실시예 및 시험예는 본 발명을[0113]

예시적으로 설명하기 위한 것으로 본원의 범위가 이들 실시예 및 시험예에 한정되는 것은 아니다. 

재료 및 방법[0115]

1. 예쁜꼬마선충 균주 및 유지[0117]

모든  예쁜꼬마선충  균주는  살아있는  Escherichia  coli  OP50(Brenner,  1974)이  접종된  Nematode  Growth[0118]

Medium(NGM)  플레이트에서  20°C로  유지되었다.  본  연구에서는  N2(야생형;  WT),  CZ22632(juSi274[dat-

1p::GFP])  IV),  CZ13799(juIs76[unc-25p::GFP]  II),  CZ631(juIs14[  acr-2p::GFP]  IV),  CL2166(dvIs19[gst-

4p::GFP::NLS]) III), SHX2157(zjuSi197[col-19p::mitoGFP] I) 및 SD1347(ccIs4251[myo-3p ::mitoGFP + myo-

3p::GFP::LacZ::NLS]  I).  일부  균주는  샌디에이고  캘리포니아  대학교의  Yishi  Jin  실험실,  Zhejiang

University의 Suhong Xu 실험실 및 NIH Office of Research Infrastructure Programs(P40 OD010440)에서 자금

을 지원하는 CGC에서 제공되었다.

표백 용액(1% NaOCl, 0.5M NaOH)을 사용하여 임신한 자웅동체를 표백 처리하여 선충 배양물의 동기화를 얻었다.[0119]

동기화된 첫 번째 애벌레(L1) 단계 개체군을 얻기 위해 배아를 M9  완충액(42mM Na2HPO4,  22mM  KH2PO4,  8.5mM

NaCl 및 1mM MgSO4)에 재현탁하고 20°C에서 밤새 부화했다.

2. 예쁜꼬마선충의 디티아논 노출[0121]

동기화된 L1 선충을 증류수로 한 번 세척한 다음 대장균 OP50이 보충된 완전 K-배지(32mM KCl, 51mM NaCl, 1mM[0122]

CaCl2, 1mM MgSO4 및 13μM 콜레스테롤)로 희석했다. 디티아논(Sigma-Aldrich, cat# 45462)을 완전한 K-배지에

서 준비하고 노출 전 5분 동안 초음파 처리했다(그림 S1A). 투명한 48웰 플레이트에 웰당 약 50마리의 선충을

넣고 다양한 양의 디티아논(0, 100, 500, 1000μg/ml)을 최종 부피 200μL로 노출시켰다. 선충은 실험 기간 동

안 가끔 흔들면서 20°C에서 배양되었다.

3. 신경 변성 분석 및 선충 이미징[0124]

우리는  다음  GFP  리포터  선충  변종을  사용하여  신경  형태를  관찰했다:  도파민성  뉴런의  경우[0125]

CZ22632(juSi274[dat-1p::GFP]), GABAergic 뉴런의 경우 CZ13799(juIs76[unc-25p::GFP]) 및 콜린성 뉴런의 경

우 CZ631(juIs14[acr -2p::GFP]). 요약하면, 동기화된 L1 선충을 다양한 양의 디티아논에 노출시키고 액체 배지

에서 72시간 동안 배양했다. M9 완충액으로 두 번 세척한 후 선충을 OP50 시드 NGM 플레이트에 올려 복구했다.

30분의 회복 기간 후, 각 조건에서 약 10마리의 선충을 10% 아가로스 패드가 포함된 현미경 슬라이드에 장착하

고 표면형광 현미경(Leica DM 2000)으로 관찰했다. Leica DFC 7000 GT 카메라를 사용하여 이미지를 얻었다(이미

지화를 위해 선충을 5mM levamisole(Sigma, cat# L9756)이 포함된 10% 아가로스 패드에 장착함). 하나 이상의

뉴런에서 신경변성 표현형을 나타내는 선충은 영향을 받는 것으로 계산되었다. Dopaminergic cephalic sensilla

(CEP) 뉴런은 다음과 같은 표현형이 있는 경우 퇴행하는 것으로 생각되었다: 수포(수상돌기에서 비정상적 분기

또는 점상 형성), 둥글림(세포체가 둥글고 수축) 또는 신경 손실(수상돌기 또는 세포체의 손실). 각 표현형을

가진 개인의 수를 세었다. 신경변성은 다음 기준에 따라 점수를 매겼다: '마일드' = 수포 또는 둥근 유형; '보

통' = 수포 및 둥근 유형, '심각' = 신경돌기 또는 세포체의 완전한 손실. GABAergic 및 cholinergic 운동 뉴런

은 선충에 복부 신경 코드 간격이 있으면 퇴화되는 것으로 생각되었다.

4. 예쁜꼬마선충 발달 분석[0127]

48시간 동안 디티아논으로 처리된 L1 단계의 선충을 OP50 시드 NGM 플레이트로 옮기고 발달 단계를 세 가지 다[0128]
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른 시점에서 결정했다: 즉시(0시간; L1에서 48시간), 24시간 후(L1에서 72시간) , 그리고 48시간 후(L1에서 96

시간).

5. CellROX 프로브를 사용한 ROS 검출 분석[0130]

세포질 ROS는 CellROX 프로브에 의해 검출되었다. L4 단계의 선충을 디티아논에 24시간 동안 노출시키고 M9 완[0131]

충액으로 2회 세척하였다. 그런 다음 이 선충을 바닥이 투명한 96웰 블랙 플레이트로 옮겼다(웰당 M9 버퍼 200

μL에 ~200마리의 선충). 이 선충을 5 μM CellROX Deep Red 프로브 염색 용액(Invitrogen, cat# C10422)과 함

께 20°C에서 30분 동안 배양했다. 형광 마이크로플레이트 판독기(Molecular Devices SpectraMax iD3)를 사용

하여 여기의 경우 630nm에서, 방출의 경우 670nm에서 형광 강도를 측정했다. 형광 현미경 이미징을 위해 이 선

충을 5mM levamisole이 포함된 10% 아가로즈 패드가 포함된 현미경 슬라이드에 장착한 다음 OP50 시드 NGM 플레

이트에서 30분 동안 복구했다. Leica DFC 7000 GT 카메라를 사용하여 형광 현미경(Leica DM 2000)에서 이미지를

얻었다.

6. 상대적 gst-4p::예쁜꼬마선충의 GFP 형광 강도[0133]

glutathione-S-transferase-4(gst-4)는 ROS에 의해 유도될 수 있기 때문에 CL2166(dvIs19[gst-4p::GFP::NLS])[0134]

균주를 사용하여 산화 스트레스에 대한 마커로서 형광 강도를 측정했다. 형광 강도는 두 가지 방법으로 측정되

었다. (1) 다중 모드 마이크로플레이트 리더를 사용하여 더 많은 선충 집단을 위한 자동화된 방법 및 (2) 형광

현미경을 사용하여 개별 선충에 대한 이미징 방법.

자동화 방법의 경우, L4 단계에서 24시간 동안 디티아논 처리된 선충을 M9 완충액으로 두 번 세척하고 바닥이[0135]

깨끗한 96웰 블랙 플레이트로 옮겼다(웰당 200 μL의 K-배지에서 ~200 선충). 5분의 회복 기간 후, 형광 마이크

로플레이트 판독기(BioTek  Synergy  H1)를 사용하여 선충의 GFP  강도를 여기의 경우 485nm에서, 방출의 경우

530nm에서 측정했다.

이미징 방법은 위에서 언급한 디티아논 처리 및 선충 회수 후 각 조건에서 약 10마리의 선충을 5mM levamisole[0136]

이 포함된 10% agarose 패드가 포함된 현미경 슬라이드에 장착하고 epifluorescence 현미경(Leica DM 2000)으

로 관찰했다. 각 선충은 이전에 설명한 대로 '낮음', '중간' 또는 '높음'으로 분류되었다. '낮음' = GFP 신호가

약하거나 없음, '중간' = 선충의 전방 및 후방 끝(즉, 인두 및 꼬리)에서 비교적 높은 신호, '높음' = 선충 본

체 전체에 걸쳐 강한 GFP 강도.

7. NAC(N-acetylcysteine)로 항산화 치료[0138]

우리는 NAC를 사용한 항산화 처리에 의한 도파민 신경세포의 회복을 관찰했다. 동기화된 CZ22632(juSi274[dat-[0139]

1p::GFP]) L1 선충은 대장균 OP50이 보충된 완전한 K-배지에서 준비되었다. 디티아논은 완전한 K-배지에서 준비

되었고 노출 전에 5분 동안 초음파 처리되었다. NAC(Sigma-Aldrich, cat# A9165)도 완전한 K-배지로 준비했다.

노출된 선충 그룹을 1000 μg/ml 디티아논 및/또는 1 mM NAC로 처리한 다음 20°C에서 72시간 동안 배양했다.

M9 완충액으로 두 번 세척한 후 선충을 OP50 시드 NGM 플레이트에 올려 복구했다. 30분의 복구 기간 후 위에서

설명한 대로 선충이 관찰되었다.

8. 미토콘드리아 형태 분석[0141]

표피용 SHX2157(zjuSi197[col-19p::mitoGFP])  및 체벽 근육용 SD1347(ccIs4251[myo-3p::mitoGFP])의 두 가지[0142]

미토콘드리아 리포터 계통을 사용하여 미토콘드리아 형태를 관찰했다. 간단히, 동기화된 L4 선충은 24시간 동안

다양한 양의 디티아논에 노출되었다. M9 완충액으로 두 번 세척한 후 선충을 OP50 시드 NGM 플레이트에 올려 복

구했다. 30분의 회복 기간 후, 각 조건에서 약 10마리의 선충을 M9 완충액이 포함된 10% 아가로스 패드를 포함

하는 현미경 슬라이드에 장착하고 형광 현미경(Leica DM 2000)으로 관찰했다. 우리는 이전에 설명한 대로 다음

과 같은 미토콘드리아 형태를 나타내는 선충에 점수를 매겼다: '튜브형' = 미토콘드리아가 그물 모양으로 연결

되어 있는 형태, '절편형' = 모든 미토콘드리아가 핵분열에 의해 구형 또는 타원형 형태, '중간형' = '튜브형'

과 '절편형'의 혼합 표현형. Nikon Eclipse Ti2 공초점 현미경을 사용하여 표피 미토콘드리아 이미지를 촬영했
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다.

9. 정량적 RT-PCR(qRT-PCR)[0144]

하우스키핑 유전자로서 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase(gpd-1/4)에 대해 정상화하는 dynamin 관련[0145]

단백질-1(dynamin-related protein-1; drp-1)의 상대적인 mRNA 발현 수준을 정량화했다. Trizol(Ambion)을 사

용한 RNA 추출 후, gDNA  제거 키트(Toyobo)가 포함된 ReverTra  Ace  qPCR  RT  Master  Mix를 사용하여 총 RNA

500ng에서 cDNA를 합성했다. Bioneer  exicycler  96에서 KOD SYBR  qPCR  Mix(Toyobo)로 PCR을 수행했다. 상대

RNA 발현 수준은 RQ(2-ddCt) 값으로 계산되었다. qRT-PCR에 사용되는 프라이머는 표 1에 나열되어 있다.

표 1

Gene[0146] Gene function Forward Primer(5`-3` Reverse Primer(3`-5`)

gpd-1 Housekeeping gene GGACCAATGAAGGGAATCCTC CATTGTCGTACCAAGAGACGAG

drp-1 Mitochondrial
dynamics
regulator

GAAAGAGCGCAGCTACAACC TCTTGTGGGGACGTCTTGCT

10.  2.10.  RNA  간섭(RNAi)  공급  실험우리는  RNAi에  의한  도파민성  뉴런  회복을  관찰했다.  동기화된[0147]

CZ22632(juSi274[dat-1p::GFP]) L1 선충은 디티아논 및/또는 drp-1 RNAi 박테리아가 보충된 완전한 K-배지에서

준비되었다. RNAi 공급 박테리아는 50 μg/ml 암피실린 및 4mM IPTG가 포함된 LB에서 drp-1 RNAi 플라스미드를

포함하는 HT115 박테리아를 성장시켜 준비했다. 박테리아를 펠릿화하고 K-배지에 재현탁시켰다. 노출된 선충 그

룹을 48웰 플레이트에서 1000 μg/ml 디티아논 및 drp-1 RNAi 박테리아로 처리했으며 최종 부피는 25 μg/ml 암

피실린 및 1 mM IPTG가 보충된 완전한 K-배지 200 μL로 처리했다. 선충이 성충이 될 때까지 20°C에서 배양하

는 동안 배지는 매일 교체되었다. M9 완충액으로 두 번 세척한 후 선충을 OP50 시드 NGM 플레이트에 올려 복구

했다. 30분의 복구 기간 후 위에서 설명한 대로 선충이 관찰되었다.

11. 스레싱 분석[0149]

운동 능력을 평가하기 위해 N2 선충을 사용하여 thrashing assay를 수행했다. 동기화된 L1 선충을 다양한 양의[0150]

디티아논에 노출시키고 액체 배지에서 48시간 동안 배양했다. M9 완충액으로 2회 세척한 후 선충을 종자가 없는

NGM 플레이트로 옮기고 2 μl의 M9 완충액에 떨어뜨렸다. 30초의 적응 기간 후, 동영상 녹화기를 사용하여 선충

의 움직임을 기록했다. 스래시는 헤드 투 테일 정현파 움직임으로 기록되었다.

12. 기초 둔화 반응(BSR) 분석[0152]

도파민 의존성 행동 결함을 평가하기 위해 N2 선충을 사용하여 BSR 분석을 수행했다. 위에서 언급한 바와 같이[0153]

디티아논 처리 및 선충 회복 후, 선충을 OP50 시드 또는 시드되지 않은 NGM 플레이트로 옮겼습니다. 초기 5분의

적응 기간 후 BSR은 20초 동안 몸을 구부린 횟수를 세어 평가했다.

13. 통계 분석[0155]

통계 분석은 GraphPad Prism, 버전 9(USA)를 사용하여 수행되었다. 모든 실험에서 p < 0.05는 통계적 유의성으[0156]

로 간주되었다.

결과[0158]

1. 디티아논 노출은 예쁜꼬마선충에서 도파민 신경 독성을 유발한다[0159]

디티아논의 신경독성학적 효과를 조사하기 위해 우리는 먼저 디티아논에 예쁜꼬마선충의 만성 노출 시 도파민[0160]

신경세포를 검사했다. 우리는 첫 번째 애벌레로부터 72시간 노출 후 도파민 신경세포(juSi274[dat-1p::GFP])에
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서 GFP를 발현하는 선충에서 다양한 농도의 디티아논(0, 100, 500 및 1000 μg/ml)의 효과를 확인했다(L1) 단계

(도 1A). 농업적 적용을 위해서는 75% 디티아논이 함유된 살충제를 800~1000배 또는 600~750 μg/ml의 디티아논

으로 희석하는 것이 좋다. 따라서 우리는 100~1000μg/ml(0.333~3.33mM) 범위의 농도에서 디티아논을 테스트하

기로 결정했다. 디티아논 치료 시 도파민성 신경변성을 확인하기 위해 선충의 머리 부분에 위치한 감각 섬모가

있는 4개의 CEP 도파민성 뉴런을 모두 관찰했다. 디티아논 노출은 기포, 파손, 세포체 반올림 또는 신경돌기 또

는 세포체의 완전한 손실과 같은 다양한 형태학적 변화를 초래했다(도 1B). 우리는 퇴행성 CEP 도파민 뉴런을

퇴행 정도에 따라 세 가지 범주로 나누었다: '마일드' = 기포 또는 둥근 유형; '보통' = 기포 및 둥근 유형, '

심각' = 신경돌기 또는 세포체의 완전한 손실. 우리는 선충이 농도 의존적 방식으로 도파민성 뉴런의 변성을 나

타내어 100 μg/ml의 디티아논만큼 낮은 용량에서 신경 변성을 나타내는 것을 발견했다(도 1B).

GABAergic 또는 cholinergic 운동 뉴런 변성을 평가하기 위해 우리는 L1 단계부터 72시간 노출 후 GABAergic[0161]

뉴런(juIs76[unc-25p::GFP]) 또는 cholinergic 뉴런(juIs14[acr-2p:: GFP])에서 GFP를 발현하는 선충에서 복부

신경 코드 간격이 있는 선충의 수를 카운트했다. 놀랍게도 디티아논 치료는 두 운동 뉴런 모두에 유의미한 효과

를 나타내지 않았다(GABAergic 뉴런의 경우 도 1C, 콜린성 뉴런의 경우 도 1D). 따라서 우리는 도파민 작동성

뉴런이 운동 뉴런에 비해 디티아논 유발 신경 퇴행에 더 취약하다는 결론을 내렸다.

디티아논이 심각한 발달 독성을 일으키는지 여부를 테스트하기 위해 디티아논 처리된 선충의 발달을 관찰했다[0162]

(도 2A). 우리는 선충이 발달이 약간 지연되었지만 모든 처리 조건에서 생존 가능하고 번식력이 있음을 발견했

다(도 2B 및 2C). 처리된 선충의 발달 단계는 48시간 노출에서 처리되지 않은 선충에 비해 더 가변적이었다(L3

에서 성체까지). 그러나 대부분의 선충은 노출된 지 72시간 만에 성충이 되었다.

함께 찍은, 예쁜꼬마선충의 디티아논에 대한 만성 노출은 운동 뉴런보다 디티아논 노출에 더 취약한 도파민성[0163]

뉴런의 농도 의존적 신경 변성을 유도한다. 또한 디티아논은 발달 독성이 낮지만 선충 발달을 지연시킨다.

2. 디티아논은 산화 스트레스를 유발한다.[0165]

ROS 수준을 감지하는 데 사용되는 형광 프로브인 CellROX 시약을 사용하여 예쁜꼬마선충의 ROS 수준을 측정하였[0166]

다(도 3A). 우리는 디티아논 노출이 농도 의존적 방식으로 세포 ROS 수준을 유의하게 증가시킨다는 것을 발견했

다(도 3B). 100μg/ml의 낮은 농도에서도 디티아논에 장기간 노출되면 ROS가 크게 유도되었다.

이어서 디티아논이 산화 스트레스 반응을 유도하는지 알아보기 위해 산화 스트레스 반응 유전자인 gst-4의 발현[0167]

을 조사하였다. gst-4는 핵 인자 E2 관련 인자 2(Nrf2)의 포유류 동족체이자 산화 스트레스 방어 메커니즘의 마

스터 조절자인 SKN-1의 주요 다운스트림 표적이다. gst-4는 ROS에 의해 유도될 수 있는 것으로 알려져 있기 때

문에, 우리는 gst-4 리포터 균주(dvIs19[gst-4p::GFP])를 사용하여 디티아논이 노출은 산화 스트레스 수준을 증

가시킵니다. 형광 강도는 디티아논을 100 μg/ml만큼 낮은 용량으로 처리한 선충에서 극적으로 증가했다(자동

분석의 경우 도 3C).

ROS 유도가 디티아논에 의해 유발된 도파민성 신경변성에서 역할을 하는지 여부를 테스트하기 위해 우리는 ROS[0168]

스캐빈저인 N-아세틸시스테인(NAC)을 보충하려고 시도했다. 흥미롭게도 NAC는 디티아논에 의해 유도된 신경변성

을 부분적으로 회복시켰다(도 3D). 우리는 또한 NAC 자체가 상당한 도파민성 신경변성(1 및 3mM)을 일으킨다는

것을 발견했다.

그리고, 디티아논은 100μg/ml의 낮은 농도에서도 예쁜꼬마선충에서 ROS 및 gst-4 발현을 유도하여 디티아논이[0169]

선충에서 산화 스트레스를 유발함을 나타냈다. 또한, 항산화 보충제는 디티아논 유발 도파민성 신경퇴행을 예방

할 수 있다.

3. 디티아논은 미토콘드리아 절편화를 유도한다.[0171]

산화 스트레스가 미토콘드리아 분해와 밀접하게 관련되어 있다는 증거가 많은 기존 연구를 통해 알려지고 있다.[0172]

이전 연구에서는 디티아논이 석신산 탈수소효소(호흡기 복합체 II) 및 글리세롤-3-인산 탈수소효소를 억제함으

로써 미토콘드리아에 영향을 미친다는 것을 보여주었다. 이러한 발견을 바탕으로 우리는 미토콘드리아의 미세

구조를 조사했다. 우리는 표피(zjuSi197[col-19allon::mitoGFP])에서 형광 태그가 부착된 미토콘드리아 균주를

사용하여 미토콘드리아 역학을 관찰했다. 표피 세포에서 미토콘드리아는 길쭉한 미토콘드리아의 평행 트랙으로

존재한다. 절편화 정도에 따라 미토콘드리아 역학을 튜브형, 중간 또는 절편형의 세 가지 표현형으로 분류했다
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(도 4A). 처리되지 않은 선충에서 대다수의 미토콘드리아는 튜브형을 취했다(도 4B). 디티아논에 노출된 후 더

많은  비율의  선충이  미토콘드리아  절편화를  보였다(도  4B).  또한,  우리는  디티아논  노출  후  체벽  근육

(ccIs4251[myo-3p::mitoGFP])에서 유사한 미토콘드리아 절편형을 발견했다. 따라서 디티아논 노출은 표피와 근

육 세포 모두에서 농도 의존 방식으로 미토콘드리아 절편화를 증가시켰다.

Dynamin 관련 단백질 1(Drp1)은 미토콘드리아 핵분열 단백질이며, 증가된 Drp1 발현은 과도한 미토콘드리아 핵[0173]

분열을 촉진하여 PD로 이어진다. 우리는 qRT-PCR을 수행하여 drp-1 mRNA의 발현 수준을 정량화했으며 500 μ

g/ml 농도에서 디티아논 노출 시 2.7배 증가함을 발견했다(도 4C). 디티아논이 선충에 노출되면 drp-1 과발현으

로 인해 발생하는 미토콘드리아 절편화를 유발한다.

이어서 drp-1 하향 조절이 디티아논 유발 신경 독성으로부터 보호할 수 있는지 여부를 조사했다. 이를 위해 먹[0174]

이를 주어 drp-1 RNA 간섭(RNAi)을 수행했다. 디티아논에 노출된 선충에서, 도파민성 뉴런은 drp-1 RNAi 공급

후 신경돌기 형태가 상당히 개선된 것으로 나타났다(도 4D). 이러한 데이터는 미토콘드리아 절편화가 디티아논

유발 신경독성에서 중요한 역할을 한다는 것을 시사한다.

4. 디티아논 노출은 도파민 의존 반응을 감소시킨다.[0176]

미토콘드리아는 근육에 풍부하기 때문에 미토콘드리아 기능 장애는 동물의 운동성을 손상시킬 것으로 예상된다.[0177]

우리는 디티아논 노출이 선충의 운동성을 감소시키는지 확인하기 위해 스래싱(액체에서 측면 수영) 분석을 수행

했다(도 5A). 스래싱 분석은 운동성 결함을 식별하기 위한 민감한 방법이다. 야생형 동물의 몸부림은 지속적이

고 높은 빈도로 발생하며 분당 약 150번의 몸부림이 발생한다. 우리는 디티아논을 선충에 장기간 노출시키면 농

도 의존적으로 스래싱 빈도가 감소한다는 것을 발견했다(도 5B).

디티아논 노출이 도파민 신경 퇴행을 유발했기 때문에 우리는 디티아논 노출에 대한 반응으로 선충의 기저 반응[0178]

을 늦추는 도파민 의존성 행동 중 하나를 추가로 조사했다(도 5C). 잘 먹은 야생형 예쁜꼬마선충은 먹이가 없을

때보다 먹이가 있을 때 더 느리게 움직이며, 기본 둔화 반응으로 알려진 이 행동은 도파민 함유 신경 회로에 의

해 매개된다. 디티아논 처리된 선충을 처리되지 않은 선충과 비교했을 때 음식을 감지할 때 상당히 손상된 행동

을 보였다(도 5D). 디티아논에 대한 만성 노출은 예쁜꼬마선충의 스래싱 및 기본 느린 응답 동작을 모두 손상시

킨다.

결론[0180]

디티아논은 농업에서 널리 사용되는 일반적인 광범위 살균제이지만 동물에 대한 잠재적인 신경 독성 위험은 잘[0181]

알려져 있지 않았다. 도파민 신경세포에 대한 디티아논의 신경독성 효과를 연구했다. 예쁜꼬마선충 모델 시스템

을 사용하여 디티아논에 대한 만성 노출로 인한 신경 손상을 조사했다. 본 연구 결과에 따르면 디티아논은 산화

스트레스와 미토콘드리아 분열을 크게 증가시키고 도파민성 신경 퇴행을 유발하며 움직임과 도파민 관련 행동을

손상시킨다.

흥미롭게도, 우리는 디티아논 노출 시 변성에 대한 도파민성 뉴런의 더 높은 감수성을 관찰했다. 우리의 결과는[0182]

100 μg/ml의 낮은 농도에서도 디티아논에 장기간 노출되면 PD의 특징인 도파민성 신경변성을 유발한다는 것을

보여주었다. 놀랍게도 디티아논은 500μg/ml의 더 높은 농도에서도 GABAergic 또는 cholinergic 운동 뉴런에 눈

에 띄는 영향을 미치지 않았다(도 1). 이는 도파민 작동성 뉴런이 디티아논 노출에 더 취약하다는 것을 의미하

며, 예쁜꼬마선충의 도파민 작동성 시스템이 도파민 생합성, 방출, 재흡수 및 신호 전달을 담당하는 동일한 유

전자를 공유하기 때문에 인간과 상동적이라는 점은 주목할 가치가 있다.

도파민 뉴런은 산화 스트레스에 더 민감한 것으로 제안된다. 도파민 분해는 ROS를 생성하고 도파민 산화도 내인[0183]

성 신경독소를 유발할 수 있기 때문에 도파민 대사는 세포 내 ROS 생산의 주요 공급원으로 생각된다. 유사한 현

상이 6-하이드록시도파민(6-OHDA), 1-메틸-4-페닐-1,2,3,6-테트라하이드로피리딘(MPTP), 로테논 및 파라콰트를

포함하는 독소를 이용한 PD 동물 모델에서도 관찰된다. 이러한 독소는 산화 스트레스를 유발하고 미토콘드리아

기능을 방해한다. 이러한 독소가 모든 세포 유형에 해를 끼칠 수 있지만 도파민 신경세포는 다른 뇌 영역의 세

포보다 산화 스트레스 손상에 더 민감한다. 또한 인간의 매우 선택적인 흑질선조체 도파민성 변성 및 PD와 관련

이 있다. 따라서 디티아논 유도 도파민성 신경독성은 다른 많은 PD 동물 모델 및 인간 환자와 동일한 특징을 많

이 공유한다.
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본 연구는 디티아논의 신경 독성 효과가 PD의 두 가지 분리할 수 없는 구성 요소인 산화 스트레스와 미토콘드리[0184]

아 손상 증가에 기인할 수 있음을 발견했다. 우리는 디티아논이 세포 ROS 및 산화 스트레스 반응을 유의하게 증

가시켰음을 보여주었고(도 3), 이는 디티아논이 산화 스트레스를 유도함을 나타낸다. 디티아논은 또한 미토콘드

리아 절편화와 핵분열 유전자인 drp-1의 발현을 증가시켰다(도 4). 미토콘드리아가 ROS의 주요 공급원이고, 미

토콘드리아 미세구조가 ROS 생산과 밀접하게 관련되어 있다는 기존 연구가 늘어나고 있다. 따라서 핵분열과 융

합의 불균형에 의해 유도된 미토콘드리아 절편화는 과도한 ROS 생산과 미토콘드리아 기능 장애로 이어져 미토콘

드리아 건강을 악화시키고 악순환의 산화 스트레스를 증가시킬 수 있다. 디티아논은 ROS와 미토콘드리아 절편화

를 증가시켜 이 악순환을 촉발하는 것으로 보인다.

또한, 우리의 결과는 디티아논에 노출된 선충이 움직임과 도파민 의존적 행동에 결함이 있음을 보여주었다(도[0185]

5). 유전 및 독성 모델을 모두 포함하는 예쁜꼬마선충 PD 모델은 도파민 의존 행동의 이동 및 중단에 결함이 있

음을 보여준다. 디티아논은 액체에서 선충의 움직임 속도(thrashing rate)를 감소시켰고 PD의 주요 증상인 느린

움직임 및 보행 장애와 같은 운동 결함과 유사한다. 따라서 디티아논에 의해 유발된 선충의 느린 움직임은 근육

및/또는 운동 뉴런의 기능 장애로 인해 발생한 것일 수 있다. 디티아논은 체벽 근육의 미토콘드리아 미세구조에

상당한 영향을 미쳤지만 운동 뉴런에는 영향을 미치지 않았다. 따라서 근육 기능 장애는 근육 약화를 초래할 수

있다. 이전 연구에서는 디티아논이 땅벌의 비행 근육에서 미토콘드리아 호흡을 억제하는 것으로 나타났다. 이

모든 것은 디티아논이 미토콘드리아 건강에 영향을 미쳐 동물의 움직임을 손상시킨다는 것을 암시한다. 디티아

논에 의한 도파민성 신경퇴행과 일관되게, 연충은 또한 기초 둔화 반응이라고 하는 도파민 관련 음식 감지 행동

에서 결손을 보였다. 디티아논 유발 도파민성 신경 독성 및 행동 결함은 디티아논이 잠재적인 PD 관련 신경독성

임을 시사한다.

디티아논은 티올 반응성을 지닌 효과적인 살균제이다. 작용 방식은 아직 불분명하지만 ROS 증가를 유발하고 비[0186]

표적 유기체에서 미토콘드리아에 영향을 미치는 것으로 나타났다. 많은 PD 유발 신경 독성이 미토콘드리아 복합

체 I 활성을 억제하는 것으로 나타났다. 그러나 이전 연구에서는 디티아논이 호흡 복합체 II를 억제하지만 복합

체 I은 억제하지 않는 것으로 나타났다. 따라서 디티아논 유발 신경독성은 분명한 PD 모델을 제공할 수 있다.

디티아논에 의해 유도된 도파민성 신경독성이 과도한 ROS 때문인지 미토콘드리아 절편화 때문인지를 알아보기[0187]

위해 항산화제인 NAC를 사용하거나 drp-1 RNAi를 사용하여 차단했다. 두 치료법 모두 Dithianon 유발 도파민성

신경퇴행의 예방에 도움이 되는 것으로 밝혀졌으며, 이는 산화 스트레스와 미토콘드리아 절편화가 디티아논 유

발 신경독성의 중요한 구성 요소임을 시사한다.

결론적으로, 우리의 연구는 선충 모델에서 디티아논에 대한 만성 노출이 산화 스트레스 증가뿐만 아니라 증가된[0188]

도파민성 신경 변성 및 신경 행동 결손과 관련이 있음을 보여줍니다. 이러한 결과는 디티아논이 PD 증상에 신경

독성 효과가 있음을 의미한다. 디티아논이 급성 독성 측면에서 합리적으로 안전하더라도, 저용량 디티아논에 장

기간 노출되면 신경퇴행성 질환 발병 위험이 증가할 수 있다. 
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