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            Abstract
          
        

        
          
            목적
            성체 토끼 방향특이성 망막 신경절세포의 수상돌기에서의 nAChR α7 and β4 소단위의 존재와 분포에 대해서 연구를 시행하였다.

          

          
            방법
            방향특이성 망막신경절세포의 수상돌기의 형태를 확인하기 위해 Lucifer yellow를 세포에 주사하였다. 토끼 망막의 방향특이성 망막신경절세포의 수상돌기상에 있는 nAChR α7와 β4 소단위는 면역조직화학법을 사용하여 확인하였다. 수상돌기와 nAChR 소단위의 이중 이미지는 고해상도의 공초점현미경을 사용하여 분석하였다.

          

          
            결과
            방향특이성 신경절세포 수상돌기의 ON층과 OFF층 모두 nAChR α7 and β4 소단위 의 분포는 비대칭적인 패턴을 보이지 않았다.

          

          
            결론
            본 연구는 방향특이성 신경절세포의 수상돌기에 있는 nAChR 소단위의 분포 패턴이 성체 토끼 망막에서 비대칭이 아니라는 것을 시사하지만, 콜린성 입력의 방향 선택성에 대한 해부학적 증거를 제공하고 있다.

          

        

        
          
            초록
          
        

        
          
            Purpose
            We investigated the existence and distribution of the nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) α7 and β4 subunits on the dendritic arbors of direction-selective retinal ganglion cells (DSRGCs) in the adult rabbit retina.

          

          
            Methods
            DSRGCs were injected with 5% Lucifer yellow to identify their dendritic morphology. The nAChR α7 and β4 subunits on the dendritic arbors of the DSRGCs in the adult rabbit retina were identified using immunocytochemistry. The double-labeled images of dendrites and nAChR α7 and β4 subunits were visualized for reconstruction using high-resolution confocal microscopy.

          

          
            Results
            The distribution of nAChR α7 and β4 subunits on dendritic arbors in both the ON and OFF layers of the DSRGCs did not reveal an asymmetrical pattern in adult animals.

          

          
            Conclusions
            Although the present study suggests that the distributional pattern of the nAChR α7 and β4 subunits on the dendritic arbors of the DSRGCs was not asymmetric in the adult rabbit retina, the findings provide anatomical evidence of nAChR subunits for direction selectivity of cholinergic input.
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      서 론
      망막에는 40종류 이상의 고유한 유형의 망막 신경절세포(retinal ganglion cell)들이 존재하며 각각의 신경절세포들은 색상, 모양 및 동작 방향과 같은 개별적인 시각적 특징들을 인코드(encode) 한다.[1,2] 시각적 움직임의 방향을 인코딩하는 기능을 ‘방향선택(direction-selective)’이라고 하며 그 역할을 하는 신경절세포를 방향특이성 신경절세포(direction selective retinal ganglion cell, DSRGC)라고 한다. 방향특이성 신경절세포는 외부에서 전달되는 정보에서 움직이는 사물을 감지하여 시각피질에 운동정보를 제공하고 이를 통해 반사적인 안구 운동과 적절한 신체 반응을 할 수 있다.[3,4] 방향특이성이란 정방향(preferred direction)으로 움직이는 물체에는 강하게 반응하고, 반대방향(null direction)으로 움직이는 물체에 대해서는 반응이 일어나지 않는 특성으로 1965년 Barlow와 Levick의 방향특이성에 대한 첫 발표를 시작으로 방향특이성에 대한 여러 연구들이 진행되고 있다.[5] 망막에서 방향특이성 신경절세포가 발견된 지 반세기가 지났지만 아직도 방향특이성 신경절세포가 방향의 속도와 방향을 세포수준에서 어떻게 계산하는지는 여러 부분에서 알려져 있지 않다.[6-8]

      방향특이성 신경절세포의 기작에 대해서는 방향특이성이 망막신경절세포 이전 수준에서 결정된다는 Presynaptic model과 망막신경절세포 수상돌기(dendrite)내에서 일어난다는 Postsynaptic model로 제시되고 있다.[9,10] 방향특이성이 망막신경절세포 이전 수준에서 결정된다는 것은 이극세포(bipolar cell)와 무축삭세포(amacrine cell)의 신호에 의해 결정된다는 것이며, 망막의 성상 무축삭세포(starburst amacrine cell)에서 방출되는 억제성 신경전달물질인 γ-아미노부티르산(γ-aminobutyric acid, GABA)이 망막신경절세포의 방향특이성에 관여한다고 알려져 있다.[11-13] 방향특이성 신경절세포는 이극세포부터 글루타메이트(glutamate)와 성상 무축삭세포로부터 아세틸콜린(acetylcholine) 흥분 입력을 받는다.[8,14] 최근 연구는 방향특이성이 방향특이성 신경절세포에서 흥분과 억제(excitation and inhibition) 사이의 시간 균형에서 비롯될 수 있음을 시사하며, 이는 성상 무축삭세포의 응답 타이밍이 방향 선택성을 지시함을 의미하고 있다. 방향특이성이 망막신경절세포 이전 수준에서 결정되는 것인지 망막신경절세포의 수상돌기에서 결정되는 것인지에 대한 연구는 이어지고 있으며 성상형 무축삭세포가 방향특이성 결정에 영향을 준다는 가설에 더 무게가 실리고 있다.[13,16]

      따라서 방향특이성 신경절세포의 방향특이성 기작을 이해하기 위해 시냅스 수준에서 방향특이성 신경절세포의 수상돌기에서 신경전달물질의 수용체들이 어떤 형태의 패턴으로 존재하는지 그 발현 양상에 대해 연구할 필요가 있다. 이온성 아세틸콜린 수용체(ionotropic acetylcholine receptors)인 니코티닉(nicotinic) 아세틸콜린 수용체 소단위(nAChR subunit)는 α(α2-α10)와 β(β2-β4)가 존재하며,[17] 다양한 소단위들이 망막과 시각피질에 존재하고 있다. β4 nAChR 소단위는 망막의 특정세포 아형(subpopulation)에서 발현되어지며,[18] α7 소단위를 제거한 유전자 결손 쥐에서는 시력이 감소되는 것을 볼 수 있는데 이는 nAChR의 부재로 인해 발생되었다. nAChR 소단위는 시각과 중요한 관계성이 있음을 알 수 있다.[19] 이러한 신경전달물질 수용체의 시냅스 패턴 연구를 통해 방향특이성의 기작을 이해하는데 기초자료를 제공할 수 있다. 본 연구자들은 이전 연구에서 nAChR α4와 β2 소단위의 망막신경절세포 수상돌기에 분포하는 패턴에 대해 연구를 진행을 하였으며[20] 본 연구에서는 아세틸콜린 수용체 중 nAChR α7과 β4 소단위의 공간적 분포 패턴을 알아보기 위해 연구하였다.

    

    

  
    
      대상 및 방법
      
        1. 실험 준비 및 망막 분리
        실험 24시간 전 뉴질랜드 흰 토끼를 ketamine hydrochloride(75 mg/kg)와 xylazine(15 mg/kg) 혼합물 이용하여 마취하였고, 망막 신경절세포를 찾기 위해 핵 염색 물질인 4',6-diamidino-2-phenylindole(DAPI) 10 μg을 안구내로 주입하였다. DAPI 주입 24시간 뒤 재마취하여 안구를 적출 한 후 적도 부분에서 반으로 자르고, 수정체와 유리체를 분리하여 제거하였다. 망막 적출의 전체 과정은 Ames' medium(Sigma-Aldrich, USA) 안에서 시행하였으며, 분리된 망막은 산소 95%와 이산화탄소 5%로 유지되는 Ames' medium(Sigma-Aldrich, USA)에서 살아있는 상태가 유지되게 하였다.[21] 동물 실험과정은 Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research의 ARVO Statement 가이드에 따랐다.

      

      
        2. 살아있는 세포 주사기법
        분리된 망막은 10분간 DAPI 잔류물을 제거하기 위해 Ames' medium에서 세척단계를 거치고 난 후 Millipore filter paper(0.45 μm, Black, HABP 47 mm, Millipore, USA)에 신경절세포를 위쪽 방향으로 펼친 후 superfusion chamber로 옮겨 실험을 수행하였으며 망막을 살아있는 상태로 지속시키기 위해서 Ames' medium으로 계속 관류시켜주었다. 망막 조직은 Zeiss fixed stage fluorescence 현미경에 특수 제작한 스테이지에 mounting 한 후 5% Lucifer yellow를 미세전극에 채운 후 전류 발생기를 이용하여 주사하였으며, 이 방법은 이 실험방법을 처음으로 개발한 Dr. Masland의 방법을 따랐다.[22] 방향특이성 신경절세포는 큰 세포체와 신장모양의 핵을 가지고 있어서 다른 신경절세포와 구분이 가능하여 현미경 상에서 세포체 형태를 확인하여 살아있는 세포에 방향특이성 신경절세포를 선택적으로 주사할 수 있다.[23]

      

      
        3. 형광 면역조직화학법
        방향특이성 신경절세포에 Lucifer yellow를 주입한 후망막은 고정액(4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer pH 7.4)에서 2시간동안 고정시켰다. ON-OFF 방향 특이성 신경절세포 상의 nAChR α7과 β4를 확인하기 위해 1차 항체로 anti nAChR subunits α7(1:100-200, Santa Cruz Biotechnology, USA)과 β4(1:100-200, Santa Cruz Bio-technology, USA)을 이용하였으며, 2차 항체로 Cy5-conjugated goat anti-rabbit IgG(1:50, Jackson Immuno-Research Labora-tories, USA)를 이용하였다. 형광 면역조직화학법이 단계를 마친 조직은 Vectashield mounting medium(Vector Laboratories, USA)을 이용하여 슬라이드를 고정하였다. nAChR α7과 β4의 분포를 살펴보기 위해 일부 망막들은 Millipore filter paper에 신경절세포층(ganglion cell layer)을 위로 오게 한 후 2시간동안 고정을 하였다. 이후 4% agarose gel을 이용하여 포매(embedding)한 후, 수직단면의 분포를 관찰하기 위해 Vibratome(Vibratome 3000, The Vibratome Company, USA)을 이용해서 50 μm 두께로 coronal section 한 뒤 형광 면역조직화학법을 실시하였다. 음성대조군 실험은 망막 조직을 1차 항체 없이 면역조직화학법을 진행하였다.

      

      
        4. 데이터분석
        방향특이성 신경절세포는 공초점현미경(MRC 1024; Bio-Rad Laboratories, Inc., USA)을 이용하여 분석하였다. 방향특이성 신경절세포의 전체 수상돌기를 관찰하기 위해서 Z-stack으로 ON-OFF층의 이미지를 획득하였다. 수상돌기 위에 위치한 nAChR 소단위 면역반응 반점을 표기하여 분포 패턴을 분석하였다. 면역반응반점 분석과정과 상세한 실험 방법은 연구실의 다른 논문에서 상세히 설명하였다.[20,24-25]

      

    

    

  
    
      결 과
      ON-OFF 방향특이성 신경절세포의 수상돌기는 독특한 분지패턴을 가지는데 벌집모양 형태의 특징을 가지고 규칙적인 격자무늬를 만들면서 잔가지들이 closed loop을 형성하여 세포체를 향해 꺾여 있어 다른 타입의 신경절세포와 형태적 구별이 가능하다. 수상돌기는 ON층과 OFF층의 두 층에 걸쳐 뻗어있는 특이한 형태를 지니고 있는데 망막의 내망상층(inner plexiform layer, IPL)의 20%(sublaminar a) 및 70%(sublaminar b)지역에서 2개의 층으로 분포되어있다. Fig. 1은 Lucifer yellow를 주입한 방향특이성 신경절세포로 전체적인 형태에서 벌집모양의 특징적인 분지패턴을 확인할 수 있다. 본 연구에서는 이 두 개의 세포를 사용하여 nAChR α7(Fig. 1A)과 β4(Fig. 1B) 소단위의 시냅스 분포 패턴을 분석하였다.

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          The unique shape of the direction-selective retinal ganglion cells (DSRGCs). In these photomicrographs, which are taken at a low magnification; both the ON and OFF dendritic arbors are visible. The two dendritic arbors in panels (A) and (B) are used to analyze the distributions of immunoreactivity for the nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) α7 and β4 subunits, respectively. Bar=100 μm
        
        

        

      

      nAChR α7과 β4 소단위의 망막 층 별 분포 위치를 분석하였다. Fig. 2는 망막 수직단면에서 nAChR α7과 β4 소단위의 면역반응반점(immunopuncta)을 나타낸 그림으로 대조군(Fig 2B, 2D)과 비교하였을 때 많은 면역반응반점이 관찰되며 대조군 조직에서는 어떠한 면역반응도 관찰되지 않았다. nAChR α7(Fig 2A)과 β4(Fig 2C) 소단위는 대부분 내망상층(IPL)과 신경절세포층(ganglion cell layer, GCL)층에 분포하고 있으며 외망상층(outer plexiform layer, OPL)과 내핵층(inner plexiform layer, INL)에서도 관찰되는 것을 확인하였다. 방향특이성 신경절세포의 수상돌기 ON층과 OFF층이 위치하는 망막의 층에 면역반응반점이 관찰되었다. 수직단면이 아닌 망막의 수평면에서의 면역반응반점을 확인하기 위해 망막 전체에서의 nAChR α7과 β4 소단위 면역반응반점을 확인하였다. 내망상층의 ON층과 OFF층 모두에서 nAChR α7(Fig 3A, 3B)과 β4(Fig 3C, 3D) 소단위가 존재하고 있음을 확인하였다.

      
        
        

        Fig. 2. 
				
        

        
          Immunoreactivity of the nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) α7 and β4 subunits in vertical slices of the mid-peripheral rabbit retinas. Confocal micrographs demonstrate the immunopuncta labeled with antibodies against nAChR α7 (A) and nAChR β4 (C) subunits. Incubated vertical sections without the primary antibodies demonstrating no specific immunoreactivity (B, D). Bar=10 μm
        
        

        

      

      
        
        

        Fig. 3. 
				
        

        
          Fluorescence confocal micrographs of the mid-peripheral rabbit retinal whole mounts that are immunolabeled with antibodies against the nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) α7 and β4 subunits. The images in panels (A) and (C) are taken from the ON layer, and the images in panels (B) and (D) are taken from the OFF layer. Bar=10 μm
        
        

        

      

      방향특이성 신경절세포의 수상돌기에 위치하는 nAChR α7과 β4 소단위의 분포를 도식화 하였다(Fig. 4). 수상돌기의 전체 영역에서 위치하는 nAChR α7과 β4 소단위를 분석하였다. 검은색으로 표현된 수상돌기는 ON층(Fig. 4A, 4D)을 나타내고, 녹색으로 표현된 수상돌기는 OFF층(Fig. 4B, 4E)을 나타낸다. 붉은색 점은 ON층에 위치하고 있는 nAChR α7과 β4 소단위를 나타내고, 파란색 점은 OFF층에 위치하고 있는 nAChR α7과 β4 소단위를 나타낸 것이다. Fig. 4C와 4F는 ON-OFF층을 함께 병합시킨 이미지이다. ON층과 OFF층 모두 수상돌기의 특정 영역에 수용체 소단위가 비대칭적으로 존재하지 않고 nAChR α7과 β4 소단위가 전체 수상돌기에 고르게 분포하고 있음을 알 수 있다.

      
        
        

        Fig. 4. 
				
        

        
          Reconstructed figures from digital photomicrographs illustrate the distributions of the nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) α7 (A, B, C) and β4 (D, E, F) subunits on the ON (A, D, black line and red dots) and OFF (B, E, green line and blue dots) dendritic arbors of the direction-selective ganglion cells. Bar=100 μm
        
        

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      방향특이성 신경절세포는 이극세포로부터 글루타메이트 입력과 성상 무축삭세포로부터 아세틸콜린 흥분 입력을 받는다.[3,13,26] 아세틸콜린 수용체중 하나인 니코틴성 아세틸콜린수용체(nicotinic acetylcholine receptors, nAChR)는 지금까지 척추동물의 뇌에 존재하는 12개의 nAChR 소단위가 확인되었는데 α(α2-α10)와 β(β2-β4) 소단위로 구성되어 있다.[27] 뇌에서 발견되어지는 가장 풍부한 아형은 α7 동형 및 α4β2 이형 nAChR이다.[28] α3β4β2 및 α2β4/α4β4 nAChR형도 다양한 중추신경계에서 발견되고 있다.[27] 망막에서 방향특이성 신경절세포의 기작에 대한 아세틸콜린의 역할을 이해하기 위해 nAChR를 차단한 연구에 따르면 방향 특이성에 대한 반응이 감소함을 알 수 있었다.[29] 또한 망막에서 α7 nAChR 아형은 망막의 신경절세포의 하위집단(subpopulation)에서 발현되면서 신경절세포 반응에 영향을 미치는 것으로 나타났다.[30] 특별히 방향특이성 신경절세포는 α7 nAChR를 발현하며,[25] α7 및 특정 non-α7 nAChR 소단위의 발현은 방향특이성 신경절세포의 선호방향과 관련이 있다.[31] 이러한 사실들은 중추신경계 망막에는 nAChR의 다양한 이질성과 복잡성(receptor heterogeneity and complexity) 들이 존재하는 것을 의미하고 있다.

      신경전달물질 수용체의 시냅스 패턴 연구를 통해 방향특이성의 기작을 이해하기 위해 성체 토끼 망막의 ON-OFF 방향특이성 신경절세포 수상돌기 상에 위치한 nAChR α7와 β4 소단위(subunit)의 분포 패턴을 연구하였다. 이전 연구에서 nAChR α4와 β2 소단위의 발현에 대해 연구를 진행한 결과 토끼 망막의 ON-OFF 방향특이성 신경절세포의 수상돌기에서 비대칭적인 분포(asymmetric distribution)는 나타나지 않았다.[20] 본 연구에서 nAChR α7와 β4 소단위의 분포 패턴을 확인한 결과 수용체의 비대칭적 분포는 ON-OFF층 모두에서 역시 발견되지 않았다. 이와 아울러 N-methyl-d-aspartate(NMDA), α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionate(AMPA), kainate(KA) 수용체 패턴에 대한 연구에서도 수용체의 비대칭적인 해부학적 증거가 나타나지 않았다.[24,33-34] 이러한 연구결과들은 망막의 방향특이성 신경절세포의 수상돌기에 시냅스를 형성하는 이극세포 및 성상 무축삭세포의 다양한 흥분성 신경전달 수용체들은 비대칭적 분포를 이루고 있지 않다는 것을 가리키고 있다.

      본 연구는 nAChR α7 및 β4 분포와 토끼 망막에서 방향특이성 신경절세포의 시냅스 회로망 패턴이 비대칭이 아니라는 해부학적 증거를 통해 방향특이성을 이해하는데 있어 기초적인 자료를 제시한다.

    

    

  
    
      결 론
      이번 연구를 통해 nAChR α7 및 β24 소단위의 방향특이성 신경절세포의 수상돌기에서 분포 유형(pattern)을 밝혔다. 성인 토끼 망막에 방향특이성 신경절세포의 수상돌기 ON-OFF 층 모두에서 비대칭적 시냅스 분포 유형(synaptic pattern)은 관찰되지 않았다. 이러한 결과는 방향 선택성의 메커니즘을 설명하는데 핵심적인 요소 중 하나인 성상 무축삭세포로부터 방향특이성 신경절세포로 전달되는 흥분성 입력에 대한 기본적인 정보를 제공하고, 앞으로 보다 광범위한 해부학적, 생리학적 분석을 통한 방향인식의 복잡한 세포기작을 이해하는데 도움을 줄 것이라 사료된다.
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