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Effect s of g lucos e on nutrients metabolism and

In sulin - like g row th factor binding protein - 3 and

- 5 ex pres s ion in hum an fibroblasts
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D ep artm ent of F ood and L if e S cience, Graduate S chool,

P uky ong N ational Univers ity

A b s trac t

Insulin - like growth factor - I(IGF - I) and IGF -Ⅱ are peptides

structur ally related to insulin . T hey exert a wide variety of

metabolic and mitogenic effect s, acting in autocrine, paracrine, and

endocrine manner s through specific IGF receptor s as well as

insulin receptors . In contrast to insulin , however , the bioavaility of

IGFs to target cells is modulated by the IGF - binding

protein (IGFBPs). Six human IGFBPs with different molecular

masses, biological char acteristics , and immunological properties

have been characterized. IGFBPs affect the actions of IGF in both



a positive and negative manner . T he level of IGFBP expression is

modulated by a variety of systemic and local factors .

In diabetes, most study of the study of IGF systems have been

investigated in insulin- dependent diabetes mellitus (IDDM),

non- insulin- dependent diabetes mellitus (NIDDM), and

streptozotocin- induced diabetes animals in v ivo. Recently , little

research regarding the IGF s system has been proposed in a

portion of cells in v itro.

Human fibroblasts secrete IGFBPs that can modify IGF - I

action . Previous to our study using either Northern blotting, and

immunoblotting have shown that fibroblasts express mRNA

IGFBP- 3, - 4, - 5 and synthesize these proteins . In addition,

fibroblast cell lysates revealed that the IGFBP - 3 and IGFBP - 5

were most abundant . For these reasons, we undertook to gain

further insight into the effects of high and low glucose on

metabolism and IGFBP- 3, IGFBP- 5 expression .

IGFBP- 3 and - 5 level are more decreased in cell ly sates

cultured at a high glucose level. IGFBP- 3 mRNA of fibroblast

cultured in low glucose is increased, whereas IGFBP - 5 mRNA

remained const ant . Although high glucose and low glucose

cultures expressed similar levels of IGFBP- 5 mRNA, in v itro

protease assays demonstr ated an increase in IGFBP - 5 proteolysis

in high glucose compared with low glucose cultures . In contrast ,

IGFBP- 3 is not affected by proteolysis . In summary, high glucose

acts on human fibroblast to induce a change in IGFBP- 3 and - 5



mRNA abundance or peptide stability . Our study may be used as

a model to investigate the potential roles of IGF - I and IGFBPs in

pathophysiologic processes such as diabetes mellitus .



제 1장 서 론

경제적 생활수준의 향상과 더불어 식생활이 개선되고 생활양식이

서구화되면서 영양과잉, 운동부족, 흡연, 음주 및 스트레스 등으로

비만증, 당뇨병, 고혈압, 관상동맥성 질환 등의 만성퇴행성 질환이

증가하는 추세이다(1∼3). 그 중에서도 국가적인 차원에서 관심을 가

지고 있는 당뇨병은 체내 혈당 조절기관인 췌장 내에 존재하는 랑게

르한스 섬의 β세포에서 분비되는 인슐린 분비량의 부족, 인슐린 작

용 및 기능 저하로 당의 이동이 감소되어 혈당이 높아지는 질병으로

서 이로 인해 심혈관계질환, 신경질환 등 복합적인 만성합병증이 유

발된다(4).

일반적으로 당뇨병은 크게 두 가지 형태로 분류되고 있는데, 인슐

린의존형 당뇨병(Insulin- Dependent Diabetes Mellitus, IDDM)과 인슐

린비의존형 당뇨병(Noninsulin- Dependent Diabetes Mellitus, NIDDM)

으로 나눌 수 있다. 인슐린의존형 당뇨병은 소아, 청소년 및 젊은 성

인에서 주로 나타나는 당뇨병으로 인슐린을 생산하는 췌장 베타세포

의 파괴로 인하여 인슐린이 절대적으로 부족하여 발생한다. 인슐린

비의존형 당뇨병은 근육세포나 지방세포의 인슐린 수용체의 복합적

결함, 미토콘드리아 유전자 결함, 포도당 전달체 등의 이상에 의한

복합적인 요인으로 생각되고 있으며, 우리나라의 경우 대부분의 당

뇨병 환자가 이에 속한다고 알려져 있다.

당뇨병은 에너지 생성의 주역인 당질의 대사장애를 일으키는 것이

며, 그리고 지질대사 또는 단백질대사도 이상을 초래한다(5∼7). 이

와 같은 대사이상은 기본적으로 인슐린 부족에 의해 일어나며, 인슐

린은 근육조직과 지방조직의 포도당 이용을 촉진시키고, 간장에서는



당 신생 및 포도당의 방출억제, 글리코겐 합성 및 포도당 이용의 촉

진 , 단백질과 지방합성을 촉진한다. 한편 Insulin- like Growth

Factors (IGFs) 역시 insulin과 화학적 구조가 유사하기 때문에 당 대사

를 조절하는 작용과 세포성장을 촉진시키는 공통된 두 가지 생물학

적 작용을 가지고 있다 (8∼12). 그러나 인슐린은 혈액 내에서 자

유형의 형태로 존재하므로 체내 대사상태에 따라 혈중 농도의 변

화를 초래하며 , 주로 급성 당 대사 조절작용에 관여한다 . IGF s는

혈액 내에서 운반단백질 (IGF Binding proteins , IGF BP s )과 비전

자공유 결합에 의하여 고분자 결합체로 존재하기 때문에 항상 일

정한 수준의 농도를 유지하므로 동화작용 중 주로 세포 성장을

촉진시키는 작용에 관여하는 것으로 알려져 있다 .

IGF - I과 IGF -Ⅱ는 분자량이 적은 펩타이드계 호르몬으로, 세포성

장 및 대사에 관여하는 중요한 분열원질성(mitogenic) 인자 및 대사

성 인자이며, 이들은 prolinsulin과 구조상 아주 많은 유사성을 갖고

있다(13,14). IGF s는 내분비 기전에 의한 작용뿐만 아니라 자가분비

(autocrine) 경로나 방계분비(par acrine) 경로를 통하여 대부분의 세

포에 생물학적 효과를 나타낸다(15,16). 이들 호르몬은 거의 모든 조

직에서 생성되나 혈중에 존재하는 대부분의 IGF - I은 간에서 합성되

며 성장호르몬 의존성이다. IGF - I은 성장호르몬의 성장 촉진작용을

중재하는 중요한 매개체이고, 탄수화물 및 지방대사에도 인슐린과는

다른 작용을 나타낸다. 최근에는 recombinant human IGF- I(rhIGF- I)을

이용한 임상적 실험이 가능해지면서 IGF- I의 metabolic, anabolic 효과

와 인슐린 및 성장호르몬과의 관계를 직접 연구할 수 있게 되었다. I

인슐린과 성장호르몬은 간에서 IGF - I의 지속적인 분비를 촉진시킨

반면, IGF - I은 인슐린 분비를 억제시킨다. 따라서 사람에 있어서 적



은 양의 rhIGF - I 투여는 혈중 glucose에는 변화 없이 인슐린 분비를

감소시킨다.

당뇨병 환자에 있어서 혈중 IGF - I 농도에 관한 연구들을 살펴보

면, Yde H (1969)는 혈중 IGF - I 농도는 당뇨병 환자의 경우에 낮다

고 보고하였다(17,18). Maes M등은 인슐린의존형 당뇨병 환자의 혈

중 성장호르몬이 상승했음에도 불구하고 혈중 IGF - I은 오히려 정상

인보다 떨어져 있음을 보고하였다(19). 또한 Baxter (20)에 의하면 혈

당 조절이 잘 되지 않는 당뇨병 환자에서 혈중 IGF - I은 감소되어 있

고, Rieu와 Binous (21)는 당조절이 되지 않아 대사장애가 동반된 환

자에서 IGF s 및 IGFBPs는 감소된다고 하였다..

최근에 IGFs에 높은 특이성 및 친화력을 갖는 일군의 In sulin - like

grow th factor binding pr oteins (IGFBPs)이라는 단백질이 밝혀진 후

지금까지 여섯 개의 IGFBPs(IGFBP- 1∼6)이 증명되었다(22). 이들 IGFBPs

는 모두 비슷한 구조와 특성을 갖고 있는데, IGFBP- 1, 3 및 4는 IGF- I과

IGF-Ⅱ에 비슷한 친화력을 갖고 있고, IGFBP- 2, 5 및 6는 IGF- I 보다는

IGF-Ⅱ에 더 높은 친화력을 갖고 있다(23). IGFBPs의 가장 중요한 기능

은 여러 체액과 조직에 IGF s를 운반해주고 수용체와의 IGF s 결합을

조절하는 것이다. IGFBPs의 합성과 분비의 조절은 미세환경에서의

세포증식을 조절하고, IGF s의 반감기를 조절할 수 있다(24∼28). 이

러한 IGFBPs 중 특히 IGFBP - 1은 free IGF - I의 효과 조절에 관여하

여 IGFBP- 1이 과다하면 IGF의 인슐린 작용이 억제된다(29,30). 또한

IGFBP- 1은 IGF s의 hypoglycemic activity를 조절하여 glucose 대사

에 관여하는 것으로 확인되었으며(29∼32), 성장호르몬에 비의존적이

고, in sulin에 의해 조절을 받으며(33), glucose(34)와 인슐린(35) 사

이에 IGFBP- 1은 역상관관계가 있는 것으로 알려져 있다(20,27,36,37).



NIDDM 환자에서 IGFBP- 1은 증가하며(38∼43), 다른 이화상태에서도

증가함을 보고하였다 (43∼46). IGF BP - 2는 급성대사조절 영향을

거의 받지 않으며 (47), 당뇨병에서는 증가하지 않는다 (48)고하였

으나 , st reptozotocin (ST Z)로 유도한 당뇨쥐에서 IGF BP - 2 mRNA

수준이 6∼8배 증가하였으며(49), NIDDM 환자에서도 그 양이 증가

하였고, GH과 IGF - I처리에 의해 감소된다고 한다(50). IGFBPs 중

혈중에서 가장 높은 농도를 차지하고 있는 IGFBP- 3는 IGF - I과 결

합하여 150kDa의 복합체를 형성하여 IGF - I의 반감기를 연장시키며,

IGF의 저장소로서의 역할을 한다(20,51). 인슐린의존형 당뇨병 환자

들은 insulin 결핍으로 cat abolic상태이기 때문에 혈중 IGF - I 농도는

감소하며 IGFBP - 3 proteolytic activity는 증가되어 free IGF - I 농도

가 증가된다고 하였다. 또한 인슐린 치료시 IGF - I의 증가 및

IGFBP- 3 proteolytic activity가 정상화되고 인슐린과 IGFBP - 3

proteolytic activity는 역상관관계가 있다. 혈당조절이 불완전한 당뇨

환자에서 IGFBP - 3는 감소되어 있으며(52,53), 당뇨쥐에서도

IGFBP- 3는 낮았다(54). 이밖에도 NIDDM과 IDDM 환자의 human

skin fibroblast에 있어서 IGFBP - 2, - 3, - 5는 감소하였으며,

IGFBP- 4는 유의적인 차이를 나타내지 않았다(55). 또한 당뇨상태에

서 IGFBP - 1, - 2 mRNA는 증가한 반면, IGFBP- 3 mRNA는 감소하

였으며, IGFBP - 4는 당뇨병과 정상 상태 모두 변화가 없었다(38).

Heo YR 등(56)은 ST Z로 유발된 당뇨쥐에 있어서 IGFBP- 3는 감소

하였고 IGFBP- 2는 증가하였으며, 혈중 IGFBP- 4는 유의적인 차이가

없다고 하였다.

지금까지 당뇨병과 관련된 연구는 당뇨병 환자나 당뇨병을 유발시

킨 쥐를 대상으로 하는 in v ivo 연구가 거의 대부분이었으며, 당뇨병



이 가지는 생리적 작용에 관한 in v itro 연구는 대단히 부족한 실정

이다. 본 연구의 선행연구에서는 glucose 농도를 달리한 조건에서 배

양한 GM 10 세포의 배양액 중에는 IGFBP- 3가 가장 많이 존재하고

IGFBP- 4와 - 5는 미미하게 존재하는 것으로 나타난 반면, cell ly sate

중에서는 IGFBP - 3와 - 5가 양적으로 많이 분포하고 있었으며,

IGFBP- 4는 아주 적은 양이 존재한다고 보고하였다(57). 이에 본 연

구에서는 human fibroblast (GM 10)에서 glucose 농도에 따른 물질대

사 및 IGFBP - 3 와 - 5의 존재와 발현에 미치는 영향에 대하여 살펴

보았으며, GM 10 세포를 이용한 실험결과를 토대로 당뇨병과 관련된

in v itro model system으로서의 활용 가능성을 검토하고자 하였다.



제 2장 실험방법

1 . 재료

1.1 세포 및 세포배양

Human fibroblast s인 GM 10 세포를 사용하였다. GM 10 세포를 고

농도 glucose DMEM (25 mM glucose, Gibco)과 저농도 glucose

DMEM (5 mM glucose, Gibco)에 sodium bicarbonate 3.7 ㎎/㎖,

penicillin 100 U/㎖, streptomycin 100 ㎍/㎖와 10% fetal bovine

serum (FBS, Gibco)를 첨가하여 37℃, 5% CO2 조건 하에서 배양하

였다. 세포가 90% confluent되면 무혈청 DMEM으로 배지를 교환하

고 시간별(24 h, 72 h, 120 h)로 배양한 후 세포배양액을 3000 rpm

에서 15분간 원심분리하여 그 상층액을 시료로 사용하였다 . 또한

IGF - I(100 ng/㎕), insulin (100 ng/㎕)를 처리하여 24시간 배양한 후

배양액을 회수하여 원심분리(3,000 rpm, 15 min)하고 그 상층액을

취해 - 70℃에 보관하면서 실험에 사용하였다. 배양액을 회수하고 남

은 세포는 PBS로 2번 세척한 후, cell ly sis buffer (100 mM NaF , 10

mM EDT A, 1 mM benzamidin , 1 mM PMSF, 50 mM T ris - HCl,

pH 7.5)를 넣고 스크래핑하여 원심분리(12,000 rpm, 4℃, 3 min )하였

다. 원심분리 후 얻어진 cell lysates 상층액은 - 70℃에 보관하면서

triglycerides(T G) 농도, tot al protein (T P) 농도 측정에 사용하였고, 1

×sample buffer를 넣고 스크래핑하여 회수한 cell ly sate는

IGFBP- 3와 IGFBP- 5 immunoblotting 실험에 사용하였다.



2 . 실험방법

2 .1 시약 및 기구

DMEM (Dulbeco ' s Modified Eagle Medium ), FBS (fet al bovine

serum )은 Gibco 제품을 사용하였으며, sodium bicarbonate, penicillin

100 U/㎖과 streptomycin 100 ㎍/㎖을 포함하는 antibiotics solution,

BSA(bovine serum albumin), 1×T rpsin - EDT A, insulin , T RI- reagent ,

cell extraction buffer에 사용된 시약은 Sigma제품을 사용하였다.

Rainbow high molecular marker는 Amer sharm (RPN756), BCIP , NBT

는 Promega(S3771) 제품을 사용하였으며, 전기영동에 사용되는 모든

시약은 Sigma 전기영동용 시약을 사용하였다. 전기영동은 Mighty

Small Ⅱ gel device(Hoefer Scentific Instruments, CA, U.S.A.)를 이

용하여 행하였으며 , 젤 중의 단백질은 Imm obilon - P S Q tr an sfer

menbrane(Millipore, pore size; 0.1 ㎛, U.S.A)위에 Hoefer semidary

electroblotter (Hoefer Scentific Instruments, CA, U.S.A.)로 이동 고정시

켰다.

2 .2 세포수 측정

Human fibroblast (GM 10)를 고농도 glucose (25 mM ) DMEM과 저

농도 glucose(5 mM ) DMEM에서 배양한 후, 90% confluent되면 무

혈청 배지로 처리하여 하룻밤 배양하였다. 배양액 제거 후 세포

monolyer를 PBS- EDT A로 2회 세척하고 trypsin 처리한 후 무혈청 배

지로 세포를 회수하였다. 회수한 세포의 수는 Brightline

hemacytometer (Hausser Scientific. U.S.A.)를 사용하여 현미경으로 측

정하였다.



2 .3 Glucos e 농도 측정

실험방법 1.1에서 설명한 바와 같이 GM 10 human fibroblast를

glucose농도에 따라 시간별로 배양한 후 세포 배양액을 10 ㎕ 취해

혈당 측정용 GLZYME kit를 이용하여 glucose 농도를 측정하였다.

Kit의 menual에 따라 효소시액을 조제하였으며, kit내 표준액을

st andard로 하여 37℃에서 15분 가온 후 500 nm에서 배양액 내 함

유된 glucose 양을 UV- visible spectrophotometer (Varian 1C cary 300.

U.S.A .)를 이용하여 측정하였다.

2 .4 T rig ly ceride s (T G) 농도 측정

Human fibroblast (GM 10)를 glucose 농도에 따라 시간별로 배양한

후 세포 monolayer를 PBS- EDT A로 2회 세척하고 trypsin 처리 후

PBS로 cell를 모은 다음 원심분리(3,000 rpm, 4℃, 3 min )하여 상층

액을 제거하고 남은 세포에 methanol : chloroform : H 2O = 2 : 1 :

8 용액을 가하여 세포 내 T G를 추출하였다. 세포 내 T G농도는 트

리글리자임 브이 kit를 이용하여 UV- visible spectrophotometer

(Varian 1C cary 300. U.S.A .)로 505 nm에서 측정하였다.

2 .5 총 단백질 농도 측정

Human fibroblast를 glucose 농도에 따라 시간별로 배양한 후 cell

lysate를 회수하였다. 25 ㎕의 cell lysate를 취해 시크디아 총단백 시약

을 사용하여 Biuret법으로 세포 내 총단백질량을 측정하였다.

UV- visible spectrophotometer (Varian 1C cary 300. U.S.A.)를 이용

하여 450 nm에서 측정한 후 단백질 함량을 계산하였다.



2 .6 유리아미노산 분석

GM 10 세포를 고농도 glucose(25 mM )과 저농도 glucose(5 mM )

DMEM에 배양한 후 세포가 90% confluent되면 무혈청 DMEM으로

배지를 교환하고 5일(120 h)동안 배양한 세포배양액을 lithum

loading buffer (pH 2.2)로 정용(10 ml)하여 아미노산 전용분석기

(Sykam amino acid analyzer . S433)로 분석하였다.

2 .7 IGFBP - 3 mRN A 분석

2.7.1 T otal RNA 추출

각 처리조건별로 배양한 human fibroblast는 배양액을 제거한 다

음, T RI reagent (Sigma) 1 ㎖을 첨가하고 스크래핑하여 cell ly sate

를 회수하였다. Chloroform : isoamyl alcohol (24:1) 200 ㎕를 첨가

하여 실온에서 30분간 방치하였다가 원심분리(4℃, 12,000 rpm, 15

분)하여 RNA가 포함된 상층을 멸균한 새 튜브에 옮겼다. 여기에 동

량의 isopropanol을 첨가하여 - 70℃에서 overnight 침전시키고 원심

분리하여 상층을 제거한 후, 남아있는 tot al RNA를 70% ice- cold

ethanol로 2번 세척하여 건조시켰다. 건조된 total RNA는 0.1%

DEPC로 처리한 물에 녹여서 260 nm/ 280 nm에서 흡광도를 측정 정

량한 다음, 3 ㎍을 1% formaldehyde agarose gel에 전기영동하여

tot al RNA band를 확인하였다.

2.7.2 T otal RNA의 전기영동

T otal RNA 10 ㎍에 RNA loading buffer (Sigma, USA )를 첨가하

여 65℃에서 10분간 변성시키고 얼음에서 식힌 후 1% formaldehyde

agarose gel에 전기영동 하였다. 전기영동 후, transilluminater

(VILBER LOURMAT , FRANCE )에서 UV로 RNA band를 확인하고

nylon membr ane(ICN BIOT RANST M )에 18시간동안 transfer 하였

다. T r ansfer가 끝난 membrane은 75℃에서 2시간동안 baking하여



hybridization에 사용하였다.

2.7.3 Probe labeling

실험에 사용한 IGFBP - 3 DNA는 미국 North Carolina 대학교 의

과대학 내분비 연구실 David R. Clemmons 박사로부터 제공받았으

며, probe 제조에는 PCR DIG Probe synthesis Kit (Boehringer

Mannheim )를 사용하였다. MgCl2를 포함하는 1× PCR reaction

buffer , 200 ㎛ dNT P mixture, PCR DIG- dUT P mixture, 2.6 U

enzyme mixture(ExpandT M High Fidelity ), IGFBP- 3 sense,

antisense primer 각각 40 pmol, 0.1 U AMV- optimized T ag,

IGFBP- 3 DNA를 함유하는 PCR 반응 혼합물은 PCR T hermal

Cycler 480(T AKARA )를 사용하여 PCR을 행하였다. PCR 프로그램

은 95℃에서 45초, 55℃에서 45초, 72℃에서 2분간 10 cycles, 95℃에

서 45초, 55℃에서 45초, 72℃에서는 2분을 시작으로 1 cycle 돌 때마

다 20초씩 늘어나도록 20 cycles을 구성하였다. PCR 후, EtBr (10

mg/ ml)을 함유하는 2% agarose gel에 전기영동하여 PCR 생성물의

band를 확인하고 gel에서 잘라내었다. QIAEXII Gel Extr action

Kit (QIAGEN)를 사용하여 잘라낸 gel로부터 DIG- dUT P label된

probe DNA를 추출하였다.

2.7.4 Hybridization

Baking한 membrane은 68℃에서 1시간동안 pre- hybridization (30%

formamide, 0.15 M NaCl, 0.12 M Na2HPO4 , 7% SDS, 1 mM

EDT A )한 다음 pre- hybridization 용액에 DIG- dUT P label된 DNA

20 ㎕를 첨가한 hybridization 용액으로 68℃에서 18시간동안

hybridization 하였다.

2.7.5 W ashing과 blocking



Hybridization이 끝난 membr ane을 0.1% SDS를 함유하는 2×SSC

용액으로 실온에서 15분간 2회, 68℃에서 0.5×SSC 용액으로 15분간

2회 세척하고 w ashing buffer (0.1 M Maleic acid, 0.15 M NaCl; pH

7.5; 0.3%(v/ v ) T ween 20)로 실온에서 5분간 세척하였다.

hybridization 후, blocking buffer (0.1 M Maleic acid, 0.15 M NaCl;

pH 7.5; 1%(w/ v ) blocking reagent )를 사용하여 실온에서 30분간

membrane을 blocking시켰다.

2.7.6 Detection

Anti- Digoxigenin - AP를 75 mU/㎖(1:10000)의 농도로 blocking

buffer (0.1 M Maleic acid, 0.15 M NaCl; pH 7.5; 1%(w/ v ) reagent )

에 희석하여 실온에서 30분간 shaking incubation한 후, w ashing

buffer (0.1 M Maleic acid, 0.15 M NaCl; pH 7.5; 0.3%(v/ v ) T ween

20)로 실온에서 15분간 2회 세척하였다. 세척한 membr ane은

detection buffer (0.1 M T ris HCl, 0.1 M NaCl, pH 9.5)에 담궈 5분

간 평형화시킨 다음, detection buffer에 1:100의 농도로 희석한

chemiluminescence substr ate CSPD solution으로 5분간 반응시켰다.

luminescent 반응 후, 물기를 제거한 membrane을 37℃에서 30분∼1

시간정도 방치하였다가 X- r ay 필름에 노출시켰다.

2 .8 IGFBP s 분석

GM 10 human fibroblast를 glucose 농도에 따른 처리조건별로 배

양한 후 cell ly sate를 회수하였다. 회수한 cell ly sate에 4×Laemmli

sample buffer (13.3% SDS, 0.4 M T ris, 0.013% bromophenol blue,

40% glycerol pH 6.5)를 1×의 농도가 되도록 1M DDT (최종농도

0.1 M )와 함께 첨가하여 Mighty Small II Appar atus (Hofer Science



Instrument )로 12.5% nonreducing SDS- polyacrylamide gel에 전기

영동 하였다. 전기영동 시의 표준분자량 maker로는 Rainbow high

molecular marker (Amer sham)를 사용하였다. 전기영동 후 gel상에

분리되어진 단백질은 Hoefer Semi- dry T r an sfer Unit를 사용하여

Im m obilon - P S Q t r an sfer m em br ane (Millipore, pore size; 0.1 ㎛,

U .S.A .)으로 tr ansfer하였다.

2.8.1 IGFBP - 3 western immunoblot

T ransfer한 membr ane은 5% non fat dry milk T BS- T buffer (20

mM T ris - base, 137 mM NaCl, 1 M HCl, 0.1% T ween 20, pH 7.6)

로 실온에서 1시간동안 blocking한 다음 T BS- T로 10분간 3번 세척

하였다. 세척한 membrane은 T BS- T에 1:1,500으로 희석한 IGFBP- 3

anti- rabbit 1차 항체로 실온에서 1시간 반응시켰다. 1차 항체 반응

후, T BS- T로 10분간 3번 세척하고 T BS- T에 1:15,000으로 희석한

anti- rabbit IgG- conjugated horseradish peroxidase 2차 항체를 사용

하여 실온에서 1시간 반응시켰다. T BS- T로 10분간 3번 세척하고

enhanced chemiluminiescence sustrate (ECL Western blotting

detection reagent , Amersham, RPN 2209)를 사용하여 IGFBP - 3의

존재를 확인하였다.

2.8.2 IGFBP - 5 western immunoblot

T ransfer한 menbr ane을 1×T BS로 실온에서 10분간 세척한 다음,

3% BSA가 함유된 1×T BS에 IGFBP- 5 (1:1,000) 1차 항체로 하룻밤

반응시켰다. 1×T BS ＋ 0.1% IGEPAL CA - 630 ＋ 0.03%

T ritonX- 100으로 세척하고 1×T BS로 세척한 후 2차 항체 (1:1,000,

anti- guina pig alkaline phosphase conjugate)를 넣어 3시간 반응시

켰다. 1×T BS ＋ 0.1% IGEPAL CA - 630 ＋ 0.03% T ritonX- 100,



AP buffer (100 mM T ris , 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2 , pH 9.5) 순

으로 세척한 후 color substr ate solution (NBT / BCIP, Promega)으로

발색하였다. 보라색 밴드를 확인한 후, stop buffer (20 mM T ris, 5

mM EDT A, pH 8.0)로 반응을 종결하였다.

2 .9 IGFBP s proteoly s is

2.9.1 IGFBP - 3 proteolysis

GM 10 human fibroblasts를 저농도 glucose(5 mM )와 고농도

glucose(25 mM )에 배양한 후 90% confluent되면 무혈청 DMEM으

로 배지를 교환하고 고농도 glucose DMEM에 IGF - I(100 ng/ ml),

insulin (100 ng/ ml)를 처리하여 24시간 배양한 세포배양액 50 ㎕를

취해서 0.5 M tris 10 ㎕와 100 mM CaCl2 2 ㎕를 첨가하고 int act

IGFBP- 3 100 ng을 혼합한 후 37℃ w ater bath에서 하룻밤 반응시

킨다. 4×sample buffer로 반응을 중지시켜 시료로 이용하였다.

12.5% nonreducing SDS- polyacrylamide gel에 전기영동 하였다. 전

기영동 후 tr ansfer한 membrane을 1×T BS로 5분간 세척하고 3%

BSA를 함유한 1×T BS로 30분 blocking 시켰다. 1×BSA가 함유된

1×T BS에 IGFBP - 3(1:1500) 1차 항체로 하룻밤 반응시켰다. 1×

T BS ＋ 0.1% IGEPAL CA- 630 ＋ 0.03% T ritonX- 100으로 세척하

고 1×T BS로 세척한 후 2차 항체(1:2000, anti- r abbit IgG alkaline

phosphatase conjugate)를 넣어 3시간 반응시켰다. 1×T BS ＋ 0.1%

IGEPAL CA- 630 ＋ 0.03% T ritonX- 100, 1×T BS, AP buffer (100

mM T ris, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2 , pH 9.5) 순으로 세척한 후

color substrate solution (NBT / BCIP, Promega)으로 발색하였다. 보



라색 band를 확인한 후 stop buffer (20 mM T ris, 5 mM EDT A, pH

8.0)로 반응을 종결하였다. membrane은 건조하여 보관하였다.

2.9.2 IGFBP - 5 proteolysis

고농도 glucose(25 mM )에서 배양하여 90% confluent되면 무혈청

배지로 교환하고 IGF - I(100 ng/ ml), in sulin (100 ng/ ml)을 처리한 배

양액 50 ㎕와 저농도 glucose(5 mM )와 고농도 glucose(25 mM )에서

배양한 세포배양액 50 ㎕에 0.5 M tris 10 ㎕, 100 mM CaCl2 2 ㎕

를 첨가한 반응 혼합액에 효소의 성질을 검토하기 위해 저해제(50

mM EDT A, 2 mM PMSF , 1 mM 1,10- phenathroline, 5 mM

aprotinin, 0.2 mM E64, 3 mM Benzamide, 1 ㎍/㎖ heparin )를 처리

하여 실온에서 30분 반응시킨 후 int act IGFBP- 5를 100 ng 첨가하

여 37℃ w ater bath에서 하룻밤 반응시켰다. 4×sample buffer로 반

응을 중지시킨 후 12.5% nonreducing SDS- polyacrylamide gel에 전

기영동하여 tr ansfer한 membr ane을 western immunoblot으로

IGFBP- 5의 분해 정도를 확인하였으며, 또한 각각의 inhibitor에 의

한 IGFBP- 5의 저해정도를 확인하였다.

2 .10 IGFB P - 5 mRN A 분석

2.10.1 T otal RNA 추출

각 처리조건별로 배양한 GM 10 human fibroblast는 배양액을 제거

한 다음, T RI reagent (Sigma) 1 ㎖을 첨가하고 scrapping하여 cell

lysate를 회수하였다. Chloroform : isoamyl alcohol (24:1) 200 ㎕를

첨가하여 실온에서 30분간 방치하고 원심분리(4℃, 12,000 rpm, 15

분)한 다음 멸균한 새 튜브에 RNA가 포함된 상층을 옮기고 동량의



isopropanol을 첨가하여 - 70℃에서 overnight 침전시켰다. overnight

후, 원심분리하여 상층을 제거하고 남은 total RNA는 70% ice- cold

ethanol로 2번 세척한 후 건조시켰다. 건조된 tot al RNA는 0.1%

DEPC로 처리한 물에 녹여서 260 nm/ 280 nm에서 흡광도를 측정 정

량한 다음, 3 ㎍을 1% formaldehyde agarose gel에 전기영동하여

tot al RNA band를 확인하고 - 70℃에 보관하면서 RT - PCR에 사용하

였다.

2.10.2 Reverse transcription - polymer ase chain reaction (RT - PCR)

Rever se transcription - polymerase chain reaction (RT - PCR)은

T AKARA one step RNA PCR kit를 사용하였다. T otal RNA (10

㎍)를 1×one step RNA PCR reaction buffer , 5 mM MgCl2 , 1 mM

dNT P mixture, 0.8 U RNase inhibitor , IGFBP- 5 sense, antisense

primer 각각 40 pmol, 0.1 U AMV rever se transcriptase, 0.1 U

AMV- optimized T ag과 혼합하였다. 이 반응 혼합물을 PCR T hermal

Cycler 480(T AKARA )를 사용하여 50℃에서 30분, 94℃에서 2분간

reverse transcription 시킨 다음 94℃에서 30초, 65℃에서 30초, 72℃

에서 30초간 30 cycles, 72℃에서 5분간 반응시켜 증폭시켰다.

RT - PCR에 사용한 IGFBP - 5 sense, antisense primer는 아래와 같

다.

5 - GAA GGC T GA AGC AGT GAA GAA GGA CCG - 3'

(Sense)

5 ' - ACT CAA CGT T GC T GC T GT CGA AGG T GT - 3'

(Antisense)

RT - PCR 반응 후, EtBr (10 mg/ ml)을 함유하는 2% agarose gel에

RT - PCR 생성물을 전기영동하여 양을 비교하고, 100 bp molecular



weight marker (Bio Labs , 100 bp DNA Ladder )를 사용하여 크기를

확인하였다.

2 .11 Gelatin zy m og raphy

GM10 human fibroblast를 고농도(25 mM)와 저농도(5 mM)의

glucose가 포함된 DMEM에서 배양하여 90% confluent되면 무혈청

DMEM으로 교환하고 고농도 glucose DMEM에 각각 IGF- I(100 ng/ml),

insulin(100 ng/ml)을 첨가하여 하룻밤 배양하였다. 또한 고농도와 저농도

glucose에서 시간별로 처리한 배양액을 회수하여 4×sample buffer와

섞어 60℃에서 10분간 열 변성시킨 후 10% gelatin이 함유된 10%

SDS- polyacrylamide gel에 전기영동하였다. 전기영동한 gel을 2.5%

T riton X- 100으로 4℃에서 10분간 4회 세척하고 탈 이온수로 2분간

5- 6회 세척한 다음, 4 mM CaCl2를 함유한 50 mM T ris buffer (pH

7.4)에 담궈 37℃에서 하룻밤 방치시킨 후 fix solution (7% acetic

acid, 40% methanol)으로 고정하고 staining solution (0.1%

coomassie brilliant blue G- 250, 10% acetic acid)로 염색한 후

destaining solution (7% acetic acid, 20% methanol)로 탈색시켰다.



제 3장 결과 및 고찰

1. Gluco s e 농도가 세포증식에 미치는 영향

Human fibroblast를 저농도 glucose(5 mM)와 고농도 glucose(25

mM)로 처리하였을 때의 세포수를 측정한 결과, 고농도와 저농도

glucose에 있어서 세포 수는 각각 47.9±5×104 , 45.1±4.3×104 cells/

㎠으로 glucose 농도에 따른 cell growth에는 유의적인 차이가 나타나

지 않았다(T able 1).

Stefano Giannini등(55)은 정상상태, 인슐린비의존형 당뇨병

(Noninsulin- Dependent Diabetes Mellitus, NIDDM), 인슐린의존형 당뇨

병(Insulin- Dependent Diabetes Mellitus, IDDM ), 그리고 비만환자로

부터 얻은 fibroblasts의 세포 수는 각각 3.8±0.7×104 , 4.5±0.7×104 ,

4.1±0.6×104 , 그리고 3.8±0.7×104 cells/㎠로 cell growth에 차이를

나타내지 않았으며, Busiguina S 등(58)도 정상대조군과 당뇨쥐의

세포수는 각각 19.4±0.5×104 , 18.7±1.0×104 cells/㎠으로 유의적인

차이를 나타내지 않았다고 보고하고 있어, 본 연구의 결과와 거의

일치함을 알 수 있다. 이와 같은 결과는 두 그룹에 있어서 glucose

농도 차이 외에 기초영양소는 모두 조건이 동일하기 때문에 짧은 시

간 내에 glucose 농도만으로는 세포증식에 큰 영향을 미치지 못하는

것으로 생각되어진다.



T able 1 . E f f e c t of g lu c o s e le v e l s on c e ll num b e rs

Glucose concentration Cell number (cells/㎠)

5 mM 45.1±4.3×104

25 mM 47.9±5.0×104

· Values are the mean ± SE (n=3)

· Cell : Human fibroblast (GM 10)
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2 . Gluco s e 농도가 세포배양액 중의 물질대사에 미치는 영향

2 .1 당질 대사

Figure 1은 hum an fibroblast (GM 10)를 고농도 glucose(25 mM)와

저농도 glucose(5 mM)에서 배양했을 때, 시간의 경과에 따른 glucose

의 소비를 살펴보았다(Figure 1). 그 결과 고농도 glucose에서 72시

간 배양했을 때 glucose 농도는 24시간 배양했을 때 보다 약 10%

감소하였으며, 배양 120시간째에는 약 25%의 감소를 나타냈다. 그러

나 저농도 glucose에서 배양한 경우 배양 72시간째 약 35% 감소하

였고, 배양 120시간에서는 약 84%감소를 나타냈다. 실제 감소되는

경향은 상대적으로 저농도 glucose군에서 많이 소모되는 것 같지만,

절대적인 값으로 보면 고농도 glucose에서 더 많은 glucose를 소비

한 것으로 나타났다. Henry RP 등(59)은 당뇨병 상태에서 인슐린이

생성되지 않거나 그 기능이 저하될 때 glycogen 형성이 감소하며,

말초조직에 있어 포도당의 유용률이 저하되어 각종 급원에서 혈류로

들어온 포도당은 서서히 제거되고 고혈당이 뒤따른다고 하였으며,

Kahn CR(60)은 streptozotocin (STZ)을 처리한 당뇨쥐에서 고혈당이 일

어나는데, 이는 ST Z이 췌장 Langerhan 's 섬의 β-세포를 손상시킴으로

써 인슐린 분비가 감소되며, 이로 인해 당질대사가 비정상화되어 당 이

용은 줄어드는 대신 당신생이 증가되어 발생하는 것으로 보고하였으며,

이수자 등(61)은 STZ- diabetic rats에 있어서 정상대조군과 비교할 때,

혈당수준은 유의적으로 높은 수준을 나타낸다고 하였다. 또한 Luclano

R 등(62)은 정상상태의 쥐에 있어서 IGF- I은 glucose uptake와 같은 대

사적 효과를 가지지만 당뇨가 유발된 쥐의 경우 IGF- I의 감소로

glucose 이용이 줄어든다고 보고하였다. 결론적으로 본 연구 결과는 당
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뇨상태에서 혈당 수준이 유의적으로 높게 나타나는 in vivo의 결과와 일

치함을 알 수 있다.
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F ig ure 1 . T im e c ours e of g lu c o s e c on s um ption in c on dit ion e d

m e dium of hum an fibrob la s t .

Cells w ere cultured for 24, 48, and 120 h in a medium
containing either high glucose(25 mM) and low glucose(5 mM).
conditioned medium were collected after the indicated hours of
cultures and analysed by GLZYME kit as described in
materials and methods.
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2 .2 지질 대사

Figure 2에서는 Figure 1에서와 마찬가지로 고농도와 저농도

glucose에서 시간의 경과에 따른 triglyceride의 수준를 나타낸 것이

다. 그 결과 고농도 glucose에서 보다 고농도 glucose에서 배양했을

때 triglyceride가 많이 생성됨을 알 수 있다. 이는 고농도 glucose

조건에서 저농도 조건에 비해 보다 많이 흡수되어진 glucose는 세포

내에서 triglyceride(T G)로 축적되며, 시간의 경과에 따른 T G의 증

가는 고농도 glucose 조건의 지속에 의해 일어나는 것으로 생각된다.

Mardar Z 등(65)은 당뇨병이 유발된 쥐들은 정상 쥐보다 혈중 중성

지방의 수준이 높아지고 총콜레스테롤 수준이 낮아진다고 보고한 바

있으며, Niall 등(66)의 연구에서도 고혈당일 때 매우 높은 혈장 중성

지방함량을 보였다고 하였다. 인슐린의존형(IDDM )당뇨병에서는 인

슐린 결핍에 따른 lipoprotein lipase의 활성 감소로 인하여 중성지방의

가수분해가 저하되어, 중성지방을 주로 포함하고 있는 VLDL 및

chyromicron이 축적된다고 보고하였으며(67), 당뇨병 환자의 약 90% 이

상을 차지하는 인슐린비의존형 환자에서 가장 많은 지질대사이상은 중

성지방의 증가 및 HDL-콜레스테롤의 감소이며(62,63), 이와 같은 고중

성지방혈증과 혈장 HDL-콜레스테롤 농도의 감소는 주요 합병증인 관상

동맥질환의 위험을 높이는 요인으로 확인되었다(64). 결론적으로, 본 연

구 결과는 in v ivo에서 나타나는 고혈당 상태와 유사하게 세포에서도

지질대사는 어느 정도 glucose에 의해 영향을 받는다는 것을 알 수

있다.
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F ig ure 2 . T im e c ours e of trig ly c e ride lev e l s in hum an

f ibrob la s t .

Cells were cultured for 24, 48, and 120 h in a medium
containing either high glucose(25 mM) and low glucose(5 mM).
cell lysate were collected after the indicated hours of
cultures and analysed TRIGLYZYME- V kit as described in
Materials and Methods.
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2 .3 단백질 대사

Figure 3에서는 GM 10 세포를 고농도와 저농도 glucose 조건에서

tot al protein 농도 변화를 측정한 결과, 저농도 glucose에서 배양한

경우 세포내 tot al protein 함량이 시간에 의존적으로 증가한 반면,

고농도 glucose는 반대의 경향을 나타냈으나 유의적인 차이는 없었

다. Insulin 작용 부족에 의한 당뇨병에서는 조직의 포도당 이용이

낮아져서 해당계에서 얻어진 자유에너지가 부족하게 된다. 이와 같

은 상태가 지속되면 단백질 분해가 일어나 그 에너지 부족을 보상하

려는 현상이 생긴다. 즉 인슐린 작용부족으로 포도당의 대사장애가

단백질분해 촉진을 일으키며, 인슐린 작용부족이 단백질 대사를

glucogenesis의 방향으로 유도하여 결국은 단백질 합성장애를 가져

오게 된다(68). Green M 등(69)은 ST Z을 투여하여 당뇨병을 유발시

킨 쥐의 경우 insulin 결핍에 의한 체 단백질 분해 항진과 함께 근육

에서 아미노산 방출이 촉진된다고 하였다. 또한 당뇨병 발병 때 단

백질 합성이 저하된다고 보고하였다(70∼72). 따라서, 본 연구 결과

는 과다한 glucose로 인해 단백질 합성장애가 일어나 단백질 대사가

이화작용으로 기울어진 것으로 생각된다.

T able 2에서는 고농도와 저농도 glucose 조건에서 5일(120 h)동안

배양하였을 때, 세포 배양액 내에 함유된 유리아미노산을 살펴본 결

과, 저농도 glucose를 함유하는 배지의 총 유리아미노산 함량은 고농

도 glucose에 비해 매우 낮게 나타났다. 이는 에너지원으로 이용할

수 있는 glucose 양이 부족한 저농도 glucose 조건에서는 고농도

glucose 조건에서 보다 아미노산을 에너지원으로서 더 많이 소모하

기 때문에 나타나는 결과로 앞서 살펴본 저농도 glucose 조건에서

총 단백질의 축적과 관련되는 것으로 생각된다. 따라서 단백질 대사
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에 미치는 glucose의 영향은 지질대사에 비해 절대적이지 않음을 알

수 있다. 또한 아미노산중 cystine, glut amine, serine 등은 고농도

glucose에서 각각 58%, 80%, 49%의 감소를 나타냈으며, 저농도

glucose에서도 각각 60%, 81%, 61%의 감소로 고농도와 저농도

glucose 모두에 있어서 크게 감소하였다. 이는 cystine, glutamine,

serine 등의 아미노산이 에너지원으로 많이 이용되었음을 알 수 있

다. 반면, control과 비교하였을 때 glycine, phenylalanine, threonine

등의 아미노산은 고농도와 저농도 glucose에서 증가를 나타냈다.
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F i g u re 3 . T im e c o u r s e o f t o t a l pro t e in c o n c e n t ra t i o n in c e ll

ly s a t e o f h u m a n f ib ro b la s t .

Cells were cultured for 24, 48, and 120 h in a medium
containing either high glucose(25 mM) and low glucose(5 mM).
Cell lysate were collected after the indicated hours of cultures
and analysed by T P- M kit as described in materials and
methods.
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T able 2 . F re e am in o a cid c om po s it ion of hum an f ibrob la s t h ig h

an d lo w g lu c o s e c on dit ion e d m e dium .

(㎎/ℓ)

A m in o a cid S am ple

Cont rol H ig h (120h ) L o w (120h )

Arginine 84 68 61

Cystine 63 27 25

Glutamine 584 114 111

Glycine 30 55 54

Histidine 42 28 26

Leucine 105 97 84

Lysine 146 125 117

Methionine 30 29 27

Phenylalanine 66 73 68

Serine 42 21 16

T hreonine 95 107 102

T ryptophan 16 - -

T yrosine 104 73 67

Valine 94 95 88

T ot al 1 ,5 0 1 9 12 846
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3 . Gluco s e 농도가 IGFB P - 3에 미치는 영향

Figure 4에서는 GM 10 세포에 있어서 고농도와 저농도 glucose 조

건에 따른 단백질 수준에서 IGFBP - 3를 살펴본 결과, 고농도

glucose에서 다소 감소를 보였다. Baxter와 Martin (20)은 혈당조절이

되지 않은 당뇨병 환자에서 IGFBP- 3는 정상인에 비해 감소되어 있다고

보고하였고, Rine와 Binoux (76)는 혈당조절이 불완전한 당뇨병 환자에서

IGFBP- 3가 감소되어 있으며, 고혈당 상태와는 역상관관계를 관찰한 바

있으며, IGFBP- 3는 임신(77)이나 수술 후 또는 당뇨병(20)과 같은 특정

병리상태에서 부분적으로 분해되는 것으로 보고되고 있다(78∼82). 또한

ST Z을 투여하여 당뇨병을 유발시킨 쥐의 경우 혈장이나 간에서

IGFBP- 3는 감소되어 있었으며(54,56), 인슐린의존형 당뇨병에 있어

서 혈중 IGFBP- 3 protease activity 증가로 intact IGFBP - 3가 감소

되어 있으며(83), GH 결핍시(84)나 당뇨병(54)이나 식이 단백질 제한

(85)과 같은 이화상태에서 IGFBP- 3가 감소하였다. 이러한 in v ivo의

연구 결과와 본 논문에서 살펴본 고농도 glucose에서 IGFBP - 3의 수

준의 감소와 일치함을 알 수 있었다.

Figure 5에서는 고농도와 저농도 glucose 조건에서 IGFBP - 3

mRNA의 발현정도를 살펴본 결과 , 고농도 glucose에서 IGFBP - 3

mRNA 수준이 다소 감소되었음을 확인할 수 있었다. 당뇨병을 유

발시킨 쥐에 있어서 IGFBP - 3 mRNA 발현이 저하된다고 보고하였

으나(38) Spoerri PE 등(86)은 당뇨병 환자에서 IGFBP- 3 mRNA 수

준에는 거의 변화가 없다고 보고하였다.

F igure 6에서는 고농도와 저농도 glucose 조건에서와 고농도

glucose 상태에서 IGF - I과 insulin을 처리한 세포배양액에 있어서
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IGFBP- 3 proteolysis의 결과를 나타낸 것으로 human fibroblast

(GM 10)의 세포배양액에서 IGFBP- 3 protease의 영향을 받지 않는다

는 것을 확인할 수 있었다. Clemmons (81)는 human dermal

fibroblasts와 porcine aortic smooth muscle cells을 배양한 세포배양

액에서 IGFBP- 3는 안정하며, IGFBP- 3 proteolytic의 활성이 나타나

지 않는다고 보고하였는데 이는 본 논문의 결과와 일치함을 알 수

있다. 이상의 결과로서 IGFBPs 중에서 양적으로 가장 많이 분비되

고 있는 IGFBP- 3의 경우, glucose가 단백질 수준뿐만 아니라 분자

적 수준에 있어서 보여지는 IGFBP- 3의 감소는 protease 활성과 관

련한 것이 아니라, 분자적 수준의 전사단계에서부터 glucose에 의해

조절되어진 것임을 알 수 있다.

- 32 -



F ig ure 4 . IGF B P - 3 E CL w e s t ern im m un oblott in g of hum an

fibrob la s t c e ll ly s at e s .

Collected cell lysates from medium containing either high
glucose or low glucose, after 48 h culture, w ere subjected
to SDS - polyacrylamide gel electrophoresis, blotted onto a
nitrocellulose membrane, and analyzed ECL immunoblotting,
as described in M aterials and M ethods. Molecular marker
are indicated on the lef t .

lane 1 : High glucose (25 mM )
lane 2 : Low glucose(5 mM )
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F ig ure 5 . E f f e ct of g lu c o s e on IGF B P - 3 g e n e ex pre s s ion .

Cells were cultured for 24 h in a medium containing high
glucose and low glucose. T otal RNA was extracted from
clultures of human fibroblast (GM10) and was analyzed by
northern blotting using a specific IGFBP - 3 cDNA as described
in M aterials and M ethods.

lane 1 : high glucose(25 mM )
lane 2 : low glucose(5 mM )
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F ig ure 6 . Effe ct s of hig h g luc os e , IGF - I, ins ulin low g luco s e on

IGFB P - 3 prot eas e activ ity .

Cells were cultured for 24 h in a medium containing high
glucose, high glucose treated with IGF- I, high glucose treated
with insulin and low glucose. Conditioned medium were
incubated with intact IGFBP- 3(100 ng) for 14 h at 37℃, and
the products were analyzed by immunoblotting .

lane 1 : Conditioned medium plus intact IGFBP - 3 and no
incubation

lane 2 : Conditioned medium containing high glucose(25 mM)
plus intact IGFBP- 3

lane 3 : Conditioned medium containing high glucose(25 mM)
treated with IGF - I(100 ng/㎖) plus intact IGFBP- 3

lane 4 : Conditioned medium containing high glucose(25 mM)
treated with insulin (100 ng/㎖) plus intact IGFBP- 3

lane 5 : Conditioned medium containing low glucose(5 mM )
plus intact IGFBP- 3
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4 . Gluco s e 농도가 IGFB P - 5에 미치는 영향

고농도와 저농도 glucose 조건에서 배양한 human fibroblast의 cell

lysate에 있어서 IGFBP- 5의 단백질 수준을 살펴본 것으로 고농도

glucose에서 IGFBP- 5 수준이 감소되어 있음을 볼 수 있었다(Figure 7).

정상인의 human fibroblast에 IGF - I과 IGF -Ⅱ 첨가시 IGFBP - 5

mRNA 합성에는 protease활성의 저하로 IGFBP - 5 수준이 증가한 반

면(73), IGFBP - 5 mRNA의 발현은 증가하였으며(74,75), 또한

smooth muscle cell(88), chondrocytes 그리고 osteoblast (89)에서도

IGF - I 첨가시 IGFBP - 5 mRNA 발현이 현저히 증가한다고 보고하였

다. 이와 같이 정상상태의 human fibroblast에 있어서 IGF - I 첨가는

단백질 수준에서뿐만 아니라 분자적 수준에서 IGFBP- 5의 합성을 증

가시키지만 고농도 glucose 상태에서는 IGF - I을 첨가하더라도

IGFBP- 5를 감소시킨다고 하였다. 정상상태와 비교할 때 인슐린의존

형 당뇨병(IDDM ), 인슐린비의존형 당뇨병(NIDDM ) 환자의 human

skin fibroblast에 있어서 IGFBP - 5는 저하되는 것으로 나타났다(55).

Figure 8은 분자적 수준에서의 IGFBP- 5 발현정도를 살펴본 결과, 고

농도와 저농도 glucose, 그리고 고농도 glucose하에서 IGF- I과 insulin을

첨가하여 배양한 GM10세포에 있어서 IGFBP - 5 mRNA 발현에는

IGFBP- 3와는 달리 유의적인 차이를 보이지 않았다. 그러나 당뇨병

쥐의 신사구체에 있어서 IGFBP - 5 mRNA의 발현은 증가하였으며

(14), 당뇨쥐의 신장세뇨관에서는 IGFBP - 5 mRNA 수준이 감소한다

고 보고하였다(90). Figure 7에서 IGFBP- 5가 약간의 감소를 나타냈

으며, F igure 8에서는 IGFBP - 5 mRNA의 발현은 고농도와 저농도

glucose에서 유의적인 차이가 없음을 확인하였다. 또한 Nam 등(91)
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은 human fibroblast에 있어서 IGFBP - 5를 분해시키는 protease가

분비된다고 보고함에 따라 본 연구에서는 고농도 glucose 상태에서

IGFBP- 5의 감소가 protease에 의한 것인지를 통해 IGFBP - 5

protease activity에 미치는 glucose의 영향을 살펴보았다(Figure 9).

그 결과, 고농도 glucose 조건에서 30 kDa의 int act IGFBP - 5가 저농

도에 비해 약간 감소했으며, 22 kDa 부근의 IGFBP - 5 가수분해물이

많이 생성되고 있음을 볼 때, 고농도 glucose에서 IGFBP- 5의 단백

분해가 촉진됨을 확인할 수 있었다. 따라서 고농도 glucose에서 보여

지는 IGFBP - 5의 감소는 IGFBP- 3와는 달리 protease에 의한 것임을

확인할 수 있었다.
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F ig ure 7 . IGF B P - 5 w e s t e rn im m un oblot of hum an fibrob la s t c e ll ' s

ly s at e s .

After SDS - polyacrylamide gel electrophoresis (12.5%
SDS - PAGE ) of cell ly sates were electroblotted onto
immobilon - PSQ membrane and incubated with IGFBP - 3
antibody . Molecular markers are indicated on the lef t.
lane 1 : high glucose (25 mM )
lane 2 : low glucose(5 mM )
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F ig ure 8 . Eff ect s of hig h g luco s e , IGF - I, in sulin low g luco s e on
of IGF B P - 5 g e n e ex pre s s ion .
Cells were cultured for 24 h in a medium containing high
glucose, high glucose treated with IGF - I, high glucose treated
with insulin and low glucose. T otal RNA was extracted from

clultures of human fibroblast (GM 10) and used for RT - PCR
as described in M aterals and M ethods .

lane 1 : high glucose (25 mM )
lane 2 : high glucose treated with IGF - I(100 ng/㎖)
lane 3 : high glucose treated with insulin (100 ng/㎖)
lane 4 : low glucose(5 mM )
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F ig ure 9 . E f f e ct of g lu c o s e on IGF B P - 5 prot e a s e a ct iv it y .

Cells were cultured for 24 h in a medium containing high glucose
and low glucose. Conditioned medium were incubated with intact
IGFBP- 5(100 ng) for 14 h at 37℃, and the products were
analyzed by immunoblotting. The relative migration position of
fragments are also noted by arrows.

lane 1 : Conditioned medium containing high glucose(25 mM)
plus intact IGFBP- 5

lane 2 : Conditioned medium containing low glucose(5 mM )
plus intact IGFBP - 5
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5 . Prote as e inhibitor에 의한 IGFBP - 5 prote as e의 특성

앞에서 살펴본 결과에서 고농도 glucose 조건에서 IGFBP- 5의 감

소가 protease activity의 증가로 인해 단백질 분해가 일어났음을 확

인할 수 있었다. 따라서 고농도, 저농도 glucose와 IGF - I, insulin을

첨가한 세포배양액에 있어서 IGFBP- 5의 분해에 관여하는 효소의 성

질을 살펴보고자 다양한 inhibitor를 처리하여 proteolysis 실험을 통

해 검토하였다.

Figure 10∼13에서는 고농도와 저농도 glucose 조건 하에서 IGF- I과

in sulin을 첨가하여 배양한 세포배양액에 EDT A , PM SF ,

1,10- phenathroline, aprotinin, E64, benzamide, heparin를 처리하여

protease의 특성을 western immunoblot으로 확인하였다. 그 결과,

metalloprotease inhibitor인 EDT A에 의해서는 거의 저해되었으며,

1,10- phenathroline에 의해서는 약간의 저해를 볼 수 있었다. Serine

protease inhibitor인 PMSF의 경우는 IGF- I을 처리한 세포배양액에서만

protease 활성을 저해시키지 못했으며, aprotinin의 경우 고농도

glucose 조건을 제외한 다른 조건에서 모두 protease 활성을 억제시

켰다. serine protease 및 metalloprotease를 동시에 저해시키는

inhibitor로 알려진 heparin에 의해서는 protease 활성이 모두 저해되

었다. 또한 E64, benzamide의 경우에는 단백질분해 억제작용이 약화

되어 있음을 확인할 수 있었다. 또한 어떤 기전을 통해 고농도

glucose에서 IGF - I과 insulin이 IGFBP- 5 protease에 작용하는지는

알 수 없지만, 본 논문에서는 고농도 glucose에서 IGF - I을 처리한

경우 22 kDa과 20 kDa의 fragment만 나타났으며, 다른 조건에서와

는 달리 heparin 처리시 20 kDa의 fragment가 진하게 나타났다. 그리고
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Insulin의 경우에서는 22 kDa과 17, 16 kDa의 fragment만이 확인되었다.

따라서, IGF- I과 insulin은 IGFBP- 5 protease activity에 관여하는 것으

로 생각되어지며, human fibroblast에 있어서 IGFBP- 5를 분해시키는데

는 serine protease 뿐만 아니라 metalloprotease 역시 관여함을 확인할

수 있었다. Human fibroblast에 있어서 IGFBP- 5를 분해시키는데는

serine protease와 metalloprotease가 모두 관여하며, 특히 serine

protease가 우세하게 작용하여 22, 17, 16 kDa의 fragment로 분해시킨다

고 보고하였으며, metalloprotease가 작용하여 20 kDa fragment로 분

해시킨다고 보고하였다. 또한 serine protease inhibitor인 aprotinin,

3,4- DCⅠ, phenylmethyl- sulfonyl fluoride(PMSF)와 metalloprotease

inhibitor인 ethylenediaminetetraacetic acid(EDT A), 10- phenathroline

등에 의해 IGFBP- 5 proteolysis 억제 효과를 나타냈으나, E64,

Benzamide, NEM, iodoacetic acid등은 protease 활성을 억제시키지 못

한다고 하였다(91,92)

이상의 결과에서 저농도 glucose의 배양에서 IGFBP- 5의 분해가

약하였으며, 고농도 glucose 조건의 배양에서는 같은 농도의

inhibitor를 사용하였음에도 불구하고 IGFBP- 5 분해를 크게 저해하

지 못하고 있음을 볼 때, 고농도 glucose 조건에서는 IGFBP - 5를 분

해시키는 효소의 활성이 강하다는 것을 알 수 있었다. 이러한 결과

는 당뇨상태의 in v ivo 연구에서 나타나는 결과와 일치하였으며, 더

나아가서 glucose 농도, IGF - I과 insulin의 첨가에 의해 유도되어지

는 IGFBP- 5 protease activity의 변화와 관련된 작용 기전의 규명과

IGFBP- 5 protease가 고농도 glucose 조건에서 왜 강한 활성을 나타

내는지에 대해서는 이들 효소를 분리 정제하여 다른 각도로 보다 많

은 연구가 진전되어야만 해석이 가능할 것이라고 생각된다.
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F ig ure 10 . A n aly s i s of ef f e ct s of prot e a s e inh ib it ors on IGF B P - 5

prot e a s e ac t iv ity in h ig h g lu c o s e c on dit ion e d m e dium .

Cells were cultured for 24 h in a medium containing high
glucose. Conditioned medium were incubated with intact
IGFBP - 5(100 ng ) and v ariou s protease inhibitor for 14 h
at 37℃ , and the products were analyzed by immunoblotting .
The relative migration positions of fragments are also
noted by arrow s .

lane 1 : Conditioned medium plus intact IGFBP - 5 and no
incubation

lane 2 : Conditioned medium containing high glucose(25 mM)
plus intact IGFBP-5

lane 3 : EDT A (50 mM )
lane 4 : PMSF (2 mM )
lane 5 : 1,10- phenanthroline(1 mM )
lane 6 : aprotinin (5 mM )
lane 7 : E64(0.2 mM )
lane 8 : benzamide(3 mM )
lane 9 : heparin (1 ㎕/㎖)
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F ig ure 11 . A n aly s i s of ef f e ct s of prot e a s e inh ib it ors on IGF B P - 5

prot e a s e ac t iv ity in hum an f ibrob la s t h ig h g lu c o s e

c on dit ion e d m e dium t re at e d w ith IGF - I .

Cells were cultured for 24 h in a medium containing high
glucose. Conditioned medium were incubated with intact
IGFBP - 5(100 ng ) and v ariou s protease inhibitor for 14 h
at 37℃ , and the products were analyzed by immunoblotting .
The relative migration positions of fragments are also
noted by arrow s .

lane 1 : Conditioned medium plus intact IGFBP - 5 and no
incubation

lane 2 : Conditioned medium containing high glucose(25 mM)
plus intact IGFBP-5

lane 3 : EDT A (50 mM )
lane 4 : PMSF (2 mM )
lane 5 : 1,10- phenanthroline(1 mM ),
lane 6 : aprotinin (5 mM )
lane 7 : E64(0.2 mM )
lane 8 : benzamide(3 mM )
lane 9 : heparin (1 ㎕/㎖)
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F ig ure 12 . A n aly s i s of ef f e ct s of prot e a s e inh ib it ors on IGF B P - 5

prot e a s e ac t iv ity in hum an f ibrob la s t h ig h g lu c o s e

c on dit ion e d m e dium t re at e d w ith in s u lin .

Cells were cultured for 24 h in a medium containing high
glucose. Conditioned medium were incubated with intact
IGFBP - 5(100 ng ) and v ariou s protease inhibitor for 14 h
at 37℃ , and the products were analyzed by immunoblotting .
The relative migration positions of fragments are also
noted by arrow s .

lane 1 : Conditioned medium plus intact IGFBP - 5 and no
incubation

lane 2 : Conditioned medium containing high glucose(25 mM)
plus intact IGFBP-5

lane 3 : EDT A (50 mM )
lane 4 : PMSF (2 mM )
lane 5 : 1,10- phenanthroline(1 mM )
lane 6 : aprotinin (5 mM )
lane 7 : E64(0.2 mM )
lane 8 : benzamide(3 mM )
lane 9 : heparin (1 ㎕/㎖)
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F ig ure 13 . A n aly s i s of ef f e ct s of prot e a s e inh ib it ors on IGF B P - 5

prot e a s e ac t iv it y in hum an fibrob la s t lo w g lu c o s e

c on dit ion e d m e dium .

Cells were cultured for 24 h in a medium containing high
glucose. Conditioned medium were incubated with intact
IGFBP - 5(100 ng ) and v ariou s protease inhibitor for 14 h
at 37℃ , and the products were analyzed by immunoblotting .
The relative migration positions of fragments are also
noted by arrow s .

lane 1 : Conditioned medium plus intact IGFBP - 5 and no
incubation

lane 2 : Conditioned medium containing high glucose(25 mM)
plus intact IGFBP-5

lane 3 : EDT A (50 mM )
lane 4 : PMSF (2 mM )
lane 5 : 1,10- phenanthroline(1 mM ),
lane 6 : aprotinin (5 mM )
lane 7 : E64(0.2 mM )
lane 8 : benzamide(3 mM )
lane 9 : heparin (1 ㎕/㎖)
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6 . IGFB P - 5 Proteas e의 크기

앞서 살펴본 결과에서 IGFBP- 5를 분해하는 metalloprotease가 활성화

됨을 확인하였으므로 metalloprotease의 크기를 알아보기 위해 gelatin

zymography를 실시하였다. 또한 고농도와 저농도 glucose 조건에 있어

서 시간의 경과에 따른 protease의 크기를 확인하였다. F igure 14에서

는 고농도와 저농도 glucose 조건에서와 고농도 glucose하에 IGF - I

과 insulin를 처리한 세포배양액에 있어 metalloprotease의 크기를 확

인한 결과 모든 조건에서 72, 69, 55 kDa의 gelatinase를 가지며, 그 중

에서도 69 kDa의 gelatinase가 가장 큰 활성을 가짐을 알 수 있었다.

또한 탈색된 band의 면적으로 보아 고농도 glucose 조건에서 효소활

성이 크게 나타남을 확인하였다. Figure 15에서는 고농도와 저농도

glucos에 있어서 시간의 경과에 따라 protease의 크기를 gelatin

zymogr aphy로 살펴본 결과, 고농도와 저농도 glucose에 있어서 시

간의 경과에 따른 protease 활성이 점점 증가함을 볼 수 있었으며,

Figure 14에서의 결과와 마찬가지로 고농도 glucose상태에서 protease의

활성이 크게 나타남을 확인 할 수 있었다.

이러한 결과는 정상인과 비교할 때 당뇨환자에서 metalloprotease

의 활성이 높게 나타난다(93)는 in v ivo 결과들과 마찬가지로 고농도

glucose에서 IGFBPs protease의 활성은 비슷한 현상을 나타내었다.
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F ig ure 14 . Chara ct eriz at ion of g e lat in - de g radin g prot e a s e act iv ity

in hum an fibrob la s t c on dit ion e d m e dium

Cells were cultured for 24 h in a medium containing high
glucose, high glucose treated with IGF - I, high glucose treated
with insulin and low glucose. Conditioned medium were

analyzed by gelation - substrate zymography . Sample w ere
electrophoresed on 10% SDS - polyacrylamide gels that
contained cross - linked gelatin . After electrophoresis, the gel
incubated for 14 h at 37℃. After fixing , staining , and
destaining , take a photography of gel. Areas of ly sis (clear
z one) represent gelatin - degrading protease activity in the
sample. Molecular markers are indicated on the lef t.

lane 1 : Conditioned medium containing high glucose(25 mM)
lane 2 : Conditioned medium containing high glucose(25 mM)

treated with IGF- I(100 ng/㎖)
lane 3 : Conditioned medium containing high glucose (25 mM )

treated with insulin (100 ng/㎖)
lane 4 : Conditioned medium containing low glucose(5 mM )
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F ig ure 15 . T im e c ours e of c h ara ct eriz at ion of g e lat in - de g radin g

prot e a s e a ct iv it y in hum an f ibrob la s t c on dit ion e d

m e dium .

Cells w ere cultured for 24 h in a medium containing high
glucose, high glucose treated with IGF - I, high glucose
treated with insulin and low glucose. Conditioned medium
were analyzed by gelation - substrate zymography . Sample
were electrophoresed on 10% SDS - polyacrylamide gels
that contained cross - linked gelatin . After electrophoresis,
the gel incubated for 14 h at 37℃. After fixing , staining ,
and destaining , take a photography of gel. Areas of
ly sis (clear z one) represent gelatin - degrading protease
activity in the sample. Molecular marker s are indicated on
the lef t.

lane 1(24 h), 2(72 h), 3(120 h) : Conditioned medium
containing high glucose(25 mM)

lane 4(24 h), 5(72 h), 6(120 h) : Conditioned medium
containing low glucose(5 mM)
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제 4장 요 약

Human fibroblasts에서 glucose농도가 물질대사 및 IGFBP- 3와 - 5

발현에 미치는 영향을 살펴본 결과는 다음과 같다.

1. GM 10 human fibroblast에 있어서 glucose 농도에 따른 세포 수

에는 유의적인 차이를 보이지 않았다.

2. 고농도 glucose(25 mM )와 저농도 glucose(5 mM ) 조건하에서 시

간의 경과에 따른 glucose 농도측정 결과, 저농도 glucose에 비해

고농도 glucose에서 절대적인 소비량이 많았다.

3. 시간의 경과에 따른 triglyceride 수준은 고농도 glucose에서 증가

한 반면, 저농도 glucose에서는 반대의 경향을 나타냈다.

4. 고농도 glucose 조건에서 총단백질 농도는 감소한 반면, 저농

도 glucose에서는 시간의 경과에 따라 단백질 수준이 증가하였다.

5. 고농도와 저농도 glucose 조건에서 5일 동안 배양한 세포배양액

내에 함유된 유리아미노산은 저농도 glucose에서 소비량이 증가

하였다.

6. 저농도 glucose와 비교할 때, 고농도 glucose에서 IGFBP- 3는 단

백질뿐만 아니라 분자적 수준에서 감소되어 있으며, human

fibroblast의 세포배양액에서 IGFBP - 3 protease 활성은 일어나지

않았다.

7. 고농도 glucose에서 IGFBP - 5 수준은 감소한 반면 IGFBP - 5
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mRNA 발현에는 유의적인 차이가 없었다.

8. 고농도 glucose에서 IGFBP - 5의 분해가 더욱 촉진되었으며,

GM 10 human fibroblast에 있어서 IGFBP- 5 분해에는 serine

protease 뿐만 아니라 metalloprotease 역시 관여한다.

9. Gelatin zymography를 통한 protease 활성은 고농도 glucose에서 크

게 나타났으며, 시간의 경과에 따라 점차 증가하였다.

이상의 결과에서 물질대사는 부분적으로 세포를 이용한 당뇨병 모

델 실험에서 in v ivo와 같은 결과를 얻지 못하였으나, IGF s와 같은

세포성장인자에 대한 연구는 세포수준의 당뇨병 모델화가 가능하다

고 생각된다.
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