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- Abstract -- Abstract -- Abstract -- Abstract -

BackgroundBackgroundBackgroundBackground: The regulation of tyrosine phosphorylation/dephosphorylation is an important

mechanism in various intracellular metabolism. Also impaired insulin signal transduction is

important in pathogenesis of type 2 diabetes. It has been reported that PTP1B is a

negative regulator of insulin action, and Giα2-protein is related to the regulation of PTP1B.

Herein we investigated the long-term effects of ramipril on PTP1B/insulin signal protein

interaction and the relation between Giα2 and PTP1B in animal model of type 2 diabetes

(OLETF rat).

MethodsMethodsMethodsMethods: OLETF rats and age-matched LETO rats were divided into two groups. One group

of rats received ramipril (10 mg/kg body weight) for 12 weeks, and another group did not.

Finally, each group was divided into 2 subgroups, with or without insulin injection

intravenously, before sacrifice. After sacrifice, tissues extracts of liver, hind limb muscle, and

epididymal fat were obtained for quantification of PTP1B, Giα2, and several insulin signal

proteins by western blotting.

Results:Results:Results:Results: In liver and muscle, the levels of basal PTP1B and activated PTP1B of OLETF rats

treated with ramipril and insulin were significantly decreased. The levels of Giα2, activated

IRS-2, and activated p-85α were significantly increased in OLETF rats treated with ramipril

and insulin. In adipose tissue, the levels of Giα2 and activated p-85α of OLETF rats treated

with ramipril and insulin were slightly increased as in liver and muscle. But, the levels of

basal PTP1B and activated PTP1B were significantly increased. And, the levels of activated

IRS-1 and activated IRS-2 were decreased.

Conclusion:Conclusion:Conclusion:Conclusion: These results suggest that the improvement of insulin sensitivity by treatment

with ramipril was related to the decreased level of activated PTP1B. Also, we could

suggest that the changes of activated PTP1B level was related with the changes of Giα

2-protein. However, the results of adipose tissue were different from those of liver and

muscle. So it seemed likely that there would be various major modulators for regulation of

insulin signal pathway according to tissue (J Kor Diabetes Assoc 30:25~38, 2006).(J Kor Diabetes Assoc 30:25~38, 2006).(J Kor Diabetes Assoc 30:25~38, 2006).(J Kor Diabetes Assoc 30:25~38, 2006).
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서 론

제 형 당뇨병은간 지방 근육등과같은인슐린의표적2 , ,

장기의 인슐린저항성에의하여발생하는질환이다1) 정상적.

인 인슐린의 작용은 복잡한 세포내 신호전달계를 경유하여

글리코겐의 합성 포도당 수송 지방형성 등을 증가시키고, ,

포도당생성 지방분해 글리코겐분해 등을 감소시키는 작용, ,

을 한다2,3) 제 형 당뇨병의 원인인 인슐린저항성의 발생기. 2

전을 알아보기 위하여 인슐린수용체의 분자구조 및 기능과

다양한 인슐린의 세포내 신호전달 물질의 작용기전에 대한

연구가이미수십년동안진행되어왔다 그결과인슐린에.

의하여 유도되는 세포내 여러 가지 작용과 관련된 다양한

신호전달계가 규명되었다 그러나 이런 신호전달계들 사이.

에 복잡한 연관성이 관찰되고 조직이나 실험 방법에 따라

상이한결과를나타내고있어정확하게 어떤과정에의하여

인슐린저항성이 발생되는지는 향후 해결해야할 중요한 과

제로 남아있다 인슐린수용체는 인슐린과 결합하면 인슐린.

수용체의 β 에서자가인산화-subunit (autophosphorylation)

가 진행되어 활성도를가지게된다 인슐린tyrosine kinase .

수용체 는인슐린수용체기질tyrosine kinase (IRS-1, IRS-2)

들을 활성화 시키면서 하부 신호전달계의 이차적인 인산화

와 탈인산화 연쇄작용을 유도한다고 알려져 있다4) 활성화.

된 과 에의하여IRS-1 IRS-2 phosphatidylinositol-3 kinase

가활성화되고이 에의하여(PI-3 kinase) PI-3 kinase serin

인 가활성화e/threonine kinase Akt/PKB (protein kinase B)

되면 인슐린의 표적세포에서 인슐린의 세포내 작용이 일어

나게 되는 것이다 인슐린수용체는 인슐린의 작용과 밀접하.

게연결되어있지만이수용체가갖는 작용tyrosine kinase

만으로는 다양한 세포내 인슐린 작용을 모두 설명할 수는

없다 그러나 인슐린수용체는 인슐린 자극에 의하여 나타나.

는 각종 세포내 대사들을 연결시켜줄 수 있는 독특한 신호

전달 물질을 규제 또는 조절할 것으로 믿어지고 있다.

인슐린 표적세포에 널리 발현되는
5)
protein tyrosine

는과발현세포를이용한실험에phosphatase 1B (PTP1B)

서 인슐린의신호전달계가억제되며6-9) 를억제하, PTP1B

는 경우인슐린의작용이증강된다고보고되었다
10,11)

그러.

므로 는인슐린수용체 의활성화에의한신호PTP1B kinase

전달이 시작된후에신호전달이더이상과다하게 진행하지

못하게하고불충분한 신호전달을방지할수있는 생리적인

조절작용을한다고알려져있다 이외에 도활. PTP1B SHP2

성화된수용체 의탈인산화에영향을주는kinase phospha-

라고알려졌지만현재까지는 가가장중요한역tase PTP1B

할을 한다고생각되고있다 한편 의활성도는 단. PTP1B G

백에 의하여조절된다고보고된바있다12) 단백은많은. G

수용체들의 세포내 작용기전에서 신호전달의 조절 및 증폭

기능을수행한다 또한 단백의몇몇 들은인슐린. G subunit

작용에 관여하며인슐린의 작용에매우다양한물질이 관여

할 것이라는 점을 감안하면 Gi 단백이 의 활성도를PTP1B

조절하여 인슐린의 세포내 작용에 관여할 가능성을 생각할

수 있다.

최근 대사성증후군의요소들인고혈압 비만 고지질혈증, ,

도 인슐린저항성과 관련되어 발생한다는 사실이 밝혀졌고

항고혈압제인 안지오텐신전환효소억제제를 이용한 임상연

구들 중 이 약제에 의해 제 형 당뇨병의 발생 위험도 감소2

가 관찰되어13-15) 이 약제가인슐린저항성을 개선시키는작

용에 대한 많은 연구가 진행되고 있다 안지오텐신 는 인. -II

슐린 작용과 반대하여 간에서의 당생성을 증가시키고

를억제하여혈당을증가시킨다고보고되glycogen synthase

기도 하였고
16)
초기 인슐린 신호 전달계에 대한 영향을 주

기보다는 를증가시켜 이후의oxidative stress PI-3 kinase

전달계에 영향을 주어 인슐린저항성을 증가시킨다고 보고

하기도 하였다
17)
그러나 안지오텐신 가 인슐린저항성을. -II

일으키는 기전이 다양하게 제시되고 있고 안지오텐신전환

효소억제제를 이용한 연구에서 안지오텐신전환효소억제제

가 안지오텐신을 감소시키는 한 가지 작용이 아니라

의증가와같은부가적인작용이모두인슐린저bradykinin

항성을 감소시키는기전과 연관이있을것으로보고하는등

다양한 결과를 보이고 있다 이에 인슐린저항성에 의한 제. 2

형 당뇨병의 자연 발생 동물모델에서 안지오텐신전환효소

억제제인 의장기투여가ramipril Gi 단백과 와인슐PTP1B

린 신호전달계에미치는효과를관찰하여 이인슐린ramipril

저항성 개선에 영향을 주는 기전으로 인슐린의 포도당대사

신호전달계와 Gi 단백과 의 관계를 알아보고자 이- PTP1B

연구를 계획하였다.

방 법

실험동물1.

실험동물로는 제 형 당뇨병의 유전적 자연 발생 모델인2

수컷쥐와Otsuka-Long-Evans-Tokushima Fatty (OLETF)

대조군인 수컷쥐Long-Evans-Tokushima Otsuka (LETO)

를 Otsuka Pharmaceutical Tokushima Research Institute

에서출생후 주가지난상태로공급받(Tokushima, Japan) 4

았다 이 실험동물을 가톨릭대학교 의과학연구원 실험동물.

실에서실험실조건하 에서표준쥐(23 ± 1 , 12L:12D)℃

사료 와물로출생후 주까지(Samyangsa, Seoul, Korea) 20

키웠다 출생후 주된총 마리의 쥐와. 20 27 OLETF LETO

쥐는 그룹으로 나누어 실험을 진행하였다 무작위로 추출4 .

된 쥐는OLETF ramipril (Aventis Pharmaceutical, Frank-

처리군 과비처리군furt, Germany) (10 mg/kg, n=8) (n=8)

으로 나누어 실험을 실시하였다 은 물에 녹여 공. Ramipril
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급하였으며 먹이는일정량만을공급하였다 쥐도동. LETO

일한조건하에서 처리군 과비처리군 으ramipril (n=6) (n=5)

로 나누어 실시하였다 매일 먹이와 물의 양을 기록하였고. ,

일주일 간격으로체중과혈당을측정하였다 처리. Ramipril

주 후 각각의 실험동물들은 마취를 하고 인슐린의 주요12

표적세포인간 근육 부고환지방을분, (hindlimb muscle),

리하였다 이때 각 실험군마다 희생 전에 다시 무작위로 인.

슐린 처리군과 비처리군으로 나누어 인슐린 처리군은 인슐

린 을정맥주사한뒤 초후에조직을분리하였(10U/kg) 90

다 적출한 조직은 에 저장한 후에 용해질 침전과 단. -80℃

백질 정량에 사용하였다.

경구당부하검사2. (Oral glucose tolerance test)

처리 전과처리시작 후 주에경구당부하검Ramipril 12

사를 실시하였다 시간을 먹이를 주지 않고 물만 공급한. 12

뒤에 포도당용액을 투여한후에혈당의변화25% (2 g/kg)

를 측정하였다 꼬리에서 얻은 혈액 시료는 휴대용 혈당 측.

정기 (Precision glucose meter, Abbott Laboratories, North

를 이용하여 혈당을 측정하였다Chicago, IL) .

용해질 침전과 단백질 정량3. (Lysate precipitation

and protein assays)

얼린 각 조직들은조직부피보다 배많은차가운용해10

완충액 [150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 2 mM

EDTA, 1% NP-40, 10 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 10 mM

sodium pyrophosphate, 1 mM PMSF, 10 mg/mL aprotinin,

을10 mg/mL leupeptin, and 0.1 mg/mL soybean Inhibitor]

넣고 Polytron homogenizer (Brinkmann Instrument,

를 사용하여 파쇄 하였다 파쇄된 시료는Westbury, NY) .

냉장고에서 시간동안용해시킨후에 에서4 1 4 15,000℃ ℃

으로 분간원심분리하였다 지방과침전물을제거한rpm 10 .

후에상층액만을모았다 를. BSA (Bovine serum albumin)

표준시료로 사용하여 각각의 단백질을 법Bradford
19)
으로

정량하였다.

면역침전4. (Immunoprecipitation)

면역침전을위하여 500 μg/50 μ 의시료를 완충액L Tris-

(20 mM Tris, pH 7.4, 5 mM EDTA, 10 mM Na2P2O7,

100 mM NaF, 2 mM Na3VO4, 1% NP-40, 1 mM PMSF,

에넣어녹인다10 mg/mL aprotinin, 10 mg/mL leupeptin)

음 시료와, 30 μL sephadex protein A (Amersham

또는Bioscience, Piscataway, NJ) protein G (Sigma

와-Aldrich, St. Louis, MO) 2~4 mg/mL anti-PY99

monoclonal antibody, anti-IR-β polyclonal antibody (Santa

를잘섞은다음Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) 4℃

에서밤새배양하였다 배양후 에서 으로. 4 15,000 rpm 1℃

분간 원심분리를 하여 상층액은 제거하고 침전물만 모았다.

단백효소억제제 가포함되지(PMSF, aprotinin, leupeptin)

않은 용해완충액Tris- 1 μ 로 번L 2 , 2 mM Na3VO4 을포함

하는 완충액PBS 1 μ 로 번세척하고원심분리를병행하L 2

였다 마지막 원심분리 후 상층액은 버리고 남은 침전물에.

20 μ 완충액L 4 X Lammlie sample (0.625 M Tris-HCl,

pH 6.8, 2% SDS, 5% β 을넣어 에-mercaptoethanol) 100℃

서 분간끓였다 에서 분간원심분리한후상5 . 15,000 rpm 1

층액만 모아 전기영동 시료로 사용하였다.

5. Western blotting

면역침전을 실시한 후 얻은 시료 외에 단백질 정량을 한

시료는 완충액으로녹여 에서 분간Lammlie sample 100 5℃

끓인 후상층액만전기영동에사용하였다 전기영동은. 10%

또는 로실시하였고 전기영동SDS-PAGE 8% SDS-PAGE ,

한젤을 0.45 μ 막에전이시켰다m nitrocellulose . Nitrocellu

막은 탈지분유를함유한 완충식염수lose 5% Tris- (TBS; 2

로 시간동안차0 mM Tris/HCl, 137mM NaCl, pH 7.5) 1

단시킨다음 각각의일차항체용액, : anti-IRS-1 polyclonal

antibody, anti-phospho-IRS-1 polyclonal antibody, anti-PT

P1B polyclonal antibody (Upstate Biotechnology, Lake Pl

acid, NY), anti-IRS-2 polyclonal antibody, anti-p-85α poly

clonal antibody, anti-PY99 monoclonal antibody, anti-IR-β

polyclonal antibody, anti-Giα2 polyclonal antibody (Santa

에넣어 에서밤Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) 4℃

새배양한후 로 회세척TBST (TBS + 0.1% Tween 20) 3

하였다 그이후 이. HRP-conjugated anti-rabbit or mouse

차항체용액 희석으로 시간동안상온에서배양(1:1,000 ) 1

하였으며 상기와동일하게다시세척한후, enhanced che-

miluminescence (Amersham Bioscience, Piscataway, NJ)

를 사용하여 선 필름으로 발색시켰다 단백질 밴드 강도X - .

는 densitometer VSD (Amersham Bioscience, Piscataway,

를 사용하여 측정하였다NJ) .

통계적 검정6.

각 실험은 회이상반복하였고실험결과는평균 표준3 ±

오차 로표시하였다 통계적인유의성검정은(mean ± S.E.) .

및one way ANOVA unpaired Student's t 를이용하였test

으며 유의성은 P 로 하였다< 0.05 .

결 과

처리에 의한 실험동물의 체중 변화와 당1. Ramipril

대사

체중은 대조군인 쥐와 비교하여 쥐에서LETO OLETF
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시간이경과함에따라유의하게증가하였다 처리. Ramipirl

군과 비처리군의 체중은 쥐와LETO (502.3 ± 14.0 vs.

532.1 ± 15.8 g, P 쥐에서< 0.05) OLETF (598.8 ± 46.1

g vs. 643.5 ± 43.2 g , P 모두 처리군의< 0.05) ramipril

체중이비처리군에비하여적었다 처리(Fig. 1A). Ramipril

주 후 희생 전에 시행한 당 부하 검사 결과에서12 LETO

쥐에서는 처리군과 비처리군 간의 유의한 차이를ramipril

보이지않았지만 쥐에서당부하후 분 분OLETF 30 , 60 , 90

분 분의 혈당치 모두가 처리군이비처리군에, 120 ramipril

비해 낮았다 (Fig. 1B).

처리가 의 발현에 미치는 효과2. Ramipril PTP1B

간(1)

희생전인슐린을주사하지않은 쥐에서OLETF ramipril

처리군과비처리군의기저상태의 의양은비슷하였PTP1B

다 그러나 인슐린을 주사한 쥐에서 기저 상태. OLETF

의 양은 처리군에서유의하게감소하였다PTP1B ramipril

마찬가지로활성화된 의양을(Fig. 2A, left panel). PTP1B

비교한 결과에서도인슐린을 주사하지않은 쥐에서OLETF

처리에따른차이는보이지않았지만인슐린주사ramipril

한 쥐에서는 처리군에서활성화된OLETF ramipril PTP1B

의 양이 유의하게 낮았다 (Fig. 2A, right panel).

근육(2)

희생 전에인슐린을주사하지않은 쥐의후지근OLETF

에서는기저상태 와활성화된 의(hind limb) PTP1B PTP1B

양은 모두 오히려 을처리한 쥐에서약간ramipril OLETF

증가되는 경향을 보였지만 통계적인 의의는 없었다 그러나.
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Fig. 1.Fig. 1.Fig. 1.Fig. 1. The changes of body weight (A), and the differences of oral glucose tolerance test (B) of LETO and OLETF rats with or without

ramipril treatment. Oral glucose tolerance tests were done at 12 weeks after ramipril treatment. Data were expressed as mean

± SE. * P < 0.05
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인슐린을주사한 쥐에서는기저상태 와활OLETF PTP1B

성화된 의양은모두 을처리한 쥐PTP1B ramipril OLETF

에서 낮았다 (Fig. 2B).

지방(3)

인슐린처리와상관없이 을처리한 쥐에ramipril OLETF

서기저상태의 와활성화된 양이모두인슐PTP1B PTP1B

A. LiverA. LiverA. LiverA. Liver

IR-ββββ + PTP1B

IP  : IR- ββββ

IB  : PTP1B

0.0

0.4

0.8

1.2

1.6

*

– + – +

– – + +
Insulin

Ramipril

PY-99 + PTP1B

0.0

0.5

1.0

1.5
*

IP  : PY99

IB  : PTP1B

– + – +

– – + +

Insulin

Ramipril

F
o
ld
 i
n
c
re
a
s
e

P
h
o
s
p
h
o
ry
la
ti
o
n
le
v
e
l

(F
o
ld
 i
n
c
re
a
s
e
)

# #

A. LiverA. LiverA. LiverA. Liver

IR-ββββ + PTP1B

IP  : IR- ββββ

IB  : PTP1B

0.0

0.4

0.8

1.2

1.6

*

– + – +

– – + +
Insulin

Ramipril

PY-99 + PTP1B

0.0

0.5

1.0

1.5
*

IP  : PY99

IB  : PTP1B

– + – +

– – + +

Insulin

Ramipril

F
o
ld
 i
n
c
re
a
s
e

P
h
o
s
p
h
o
ry
la
ti
o
n
le
v
e
l

(F
o
ld
 i
n
c
re
a
s
e
)

# #

B. MuscleB. MuscleB. MuscleB. Muscle

– + – +

– – + +

Insulin

Ramipril

– + – +

– – + +
Insulin
Ramipril

IP  : IR- ββββ

IB  : PTP1B

0.0

0.5

1.0

1.5
*

PY-99 + PTP1BIR- ββββ + PTP1B

IP  : PY99

IB  : PTP1B

0.0

0.4

0.8

1.2

*

P
h
o
s
p
h
o
ry
la
ti
o
n
le
v
e
l

(F
o
ld
 i
n
c
re
a
s
e
)

F
o
ld
 i
n
c
re
a
s
e

#
#

B. MuscleB. MuscleB. MuscleB. Muscle

– + – +

– – + +

Insulin

Ramipril

– + – +

– – + +
Insulin
Ramipril

IP  : IR- ββββ

IB  : PTP1B

0.0

0.5

1.0

1.5
*

PY-99 + PTP1BIR- ββββ + PTP1B

IP  : PY99

IB  : PTP1B

0.0

0.4

0.8

1.2

*

P
h
o
s
p
h
o
ry
la
ti
o
n
le
v
e
l

(F
o
ld
 i
n
c
re
a
s
e
)

F
o
ld
 i
n
c
re
a
s
e

#
#

C. FatC. FatC. FatC. Fat

– + – +

– – + +

Insulin

Ramipril

IP  : IR- ββββ

IB  : PTP1B

PY-99 + PTP1B
IR- ββββ + PTP1B

IP  : PY99

IB  : PTP1B

P
h
o
s
p
h
o
ry
la
ti
o
n
 l
e
v
e
l

(F
o
ld
 i
n
c
re
a
s
e
)

F
o
ld
 i
n
c
re
a
s
e

0.0

0.4

0.8

1.2

1.6

2.0

*

– + – +

– – + +

Insulin

Ramipril

0.0

0.4

0.8

1.2

1.6

2.0 *

# #

C. FatC. FatC. FatC. Fat

– + – +

– – + +

Insulin

Ramipril

IP  : IR- ββββ

IB  : PTP1B

PY-99 + PTP1B
IR- ββββ + PTP1B

IP  : PY99

IB  : PTP1B

P
h
o
s
p
h
o
ry
la
ti
o
n
 l
e
v
e
l

(F
o
ld
 i
n
c
re
a
s
e
)

F
o
ld
 i
n
c
re
a
s
e

0.0

0.4

0.8

1.2

1.6

2.0

*

– + – +

– – + +

Insulin

Ramipril

0.0

0.4

0.8

1.2

1.6

2.0 *

# #

Fig. 2.Fig. 2.Fig. 2.Fig. 2. Effects of ramipril on tyrosine phosphorylation of PTP1B in liver (A), muscle (B), and fat tissue (C) of OLETF rats with or

without ramipril treatment. The proteins were isolated with extraction buffer as described in methods and kept on ice. After

centrifugation, aliquots of the supernatant were immunoprecipitated (IP) with anti-IR- and immunoblotted (IB) with anti-PTP1B

antibodies (left panel of A, B, C), IP with anti-phosphotyrosine antibodies and IB with anti-PTP1B antibodies (right panel of A,

B, C). Data were expressed as mean ± SE and represented by fold increase comparing with the control protein (#) that were

normalized to 1. * P < 0.05
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린 자극에 의하여 유의하게 증가하였다 (Fig. 2C).

처리가3. Ramipril Giα2 단백의 발현에 미치는 효과

인슐린을 주사하지 않은 쥐의 간과 근육에서는OLETF

처리에의한ramipril Giα2 단백의양적인현저한차이는없

었으나 지방조직에서는 Giα2 단백이 증가된 경향을 보였다.

그러나인슐린을주사한 쥐에서는 처리에OLETF ramipril

의하여 간과 근육과 지방조직 모두에서 인산화된 Giα2 단백

의 양이 유의하게 증가되었다 (Fig. 3A-C).

처리에 의한4. Ramipril IR-β, IRS-1, IRS-2,

p-85α 활성도의 변화(PI-3 kinase)

간(1)

인슐린 신호 전달계를 자극하기 위하여 인슐린을 주사한

쥐에서 활성화된OLETF IR-β와 의 양은 오히려IRS-1

처리군에서낮았다 그러나활성화ramipril (Fig. 4A & B)

된 와IRS-2 p-85α의양은 처리군에서증가되었다ramipril

(Fig. 4C & D).

근육(2)

희생전에인슐린을주사한 쥐에서활성화된OLETF IR-β

의양은유의하게감소하였지만 (P 활성화된< 0.05) IRS-1

과 p-85α의양은 을처리한 쥐에서증가되ramipril OLETF

었다 (Fig. 5A-C).

지방(3)

인슐린 주사한 경우 활성화된 IR-β와 이 모두IRS-1

을처리한 쥐에서낮았다 그ramipril OLETF (Fig. 6A-C).

러나활성화된 p-85α의양은 을처리한 쥐ramipril OLETF

에서 증가되었다 (Fig. 6D).
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Fig. 3.Fig. 3.Fig. 3.Fig. 3. Effects of ramipril on Giα2-protein in live r (A), muscle (B), and adipose tissue (C) of OLETF rats with or without ramipril

treatment. The proteins were isolated with extraction buffer as described in methods and kept on ice. After centrifugation,

aliquots of the supernatant were immunoblotted (IB) with anti-Giα2 antibodies (upper blot), and were immunoprecipitated (IP)

with anti-phosphotyrosine antibodies and immunoblotted with anti-Giα2 antibodies (lower blot). Data were expressed as mean ±

SE and represented by fold increase comparing with the control protein (#) that were normalized to 1. * P < 0.05
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고 찰

은세포내대사를조절Protein tyrosine phosphorylation

하는데 필수적인 기전으로 많은 다양한 질환에서 tyrosine

을 포함하는신호전달계의증가또는감소phosphorylation

가 특징적으로 관찰된다 제 형 당뇨병의 원인인 인슐린저. 2

항성은 인슐린 수용체로부터의 하부 전달계로 진행되는 신

호 전달에 장애가 발생되어 나타난다 인슐린 신호 전달계.

는 인슐린의 자극이 종료되면 인산화에 의해 활성화되었던

인슐린수용체나수용체하부신호전달계의물질들은다시

탈인산화되어 기저 상태로 돌아가게 되는데 이때 작용하는

것이 들이다 그러므로PTP (protein tyrosine phosphatase) .

인슐린신호전달계의음성적인조절인자 (negative regu-

로 알려진lator) 7) 의인슐린신호전달계에대한조PTP1B

절 기능에이상이오는경우에도인슐린저항성이발생할가

능성이있다 개의. 3 subunit (α, β, and γ로구성된 단백) G

은 세포내 신호 전달의 조절 및 증폭기능을 수행하는 물질

로 의 조절 작용도 가지고 있다고 알려져 있다PTP1B
12)
.

를 활성화시키는 여부에 따라Adenylate cyclase Gs

단백과(stimulatory) Gi 단백으로분류되며특(inhibitory)

히 Gi 단백은 인슐린 작용과 밀접한 연관성이 있다고 알려

졌다
20)

그러므로. Gi 단백이 인슐린 작용에 관여하며

의조절작용도가지고있다는점에서인슐린저항성PTP1B

의 발생과도 관계가 있을 것이다 안지오텐신 전환효소 억.

제제가제 형당뇨병의원인인인슐린저항성2 을개선시켜제

형당뇨병의발생위험도를감소시킨다고보고되면서2 13-15)
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Fig. 4.Fig. 4.Fig. 4.Fig. 4. Effects of ramipril on insulin-induced tyrosine phosphorylation of IR-, IRS-1, IRS-2, and p-85 in liver of OLETF rats with or

without ramipril treatment. The proteins were isolated with extraction buffer as described in methods and kept on ice. After

centrifugation, aliquots of the supernatant were immunoprecipitated (IP) with anti-IR- and immunoblotted (IB) with anti-IR-

antibodies (A, upper blot), IP with anti-IR- and IB with anti-phosphotyrosine antibodies (A, lower blot), IP with

anti-phosphotyrosine and IB with anti-IRS1 antibodies (B), IP with anti-phosphotyrosine and IB with IRS-2 antibodies (C), IP

with anti-phosphotyrosine and IB with anti- p-85 antibodies (D). Data were expressed as mean ± SE and represented by fold

increase comparing with the control protein (#) that were normalized to 1. * P < 0.05
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인슐린감수성이회복되는기전에대한 많은연구가이루어

지고 있다 안지오텐신 전환효소 억제제에 의한 의. PTP1B

활성도와 인산화의변화IRS-1
18)
혈관저항성의감소,

21)
여,

러 가지 들의축적kinin 22) 등다양한기전들을보고하고있

으나 등에의한연구에서는단기간의 처리Ludvik ramipril

와 인슐린 감수성 증가와는 관련이 없다는 연구 결과를 발

표한 바도 있어23) 아직 정확한 기전은 밝혀지지않았다 이.

에본연구에서는제 형당뇨쥐에서장기간의 처리2 ramipril

가 인슐린 신호 전달체계에 미치는 효과를 관찰하였다.

쥐는유전적으로제 형당뇨병이자연발생하는OLETF 2

동물모델로 비만하고 고인슐린혈증을 보이며 인슐린저항성

이증가하여당뇨가발생한다 대조군인 쥐와비교했. LETO

을 때 쥐는 체중 증가가 현저했고 혈당도 공복 시OLETF

혈당 보다는 당 부하 후의 혈당이 높게 나와 (Fig. 1A, B)

인슐린저항성이증가된것으로생각되었다 또한 을. ramipril

처리한 쥐에서 을처리하지않은OLETF ramipril OLETF

쥐에비하여당부하후 분 분 분 분의혈당이30 , 60 , 90 , 120

낮게측정된것으로보아 에의해인슐린(Fig. 1B) ramipril

저항성이개선되었다고생각할수있었다 다만 처. ramipril

리를 한 쥐의 체중 증가가 둔화되어 비만 정도가OLETF

낮아 체중 조절 효과에 의해 혈당 수준이 낮아졌을 것이라

는 가능성을완전히배제할수는 없었다 그렇지만. PTP1B

의 활성도 변화가 제 형 당뇨병뿐만이 아니라 비만에도 영2

향을 준다는 보고도 있고24) 비만이 포함되어 있는 대사성

증후군의 근본적인 원인이 인슐린저항성이기 때문에 체중

증가량이 적은 것으로도 인슐린저항성이 개선된 것을 기대

할수있었다 본실험에서혈당과더불어혈중인슐린농도.

를 같이 측정하고 과같은인슐린저항성지수를HOMA-IR

측정하였다면 인슐린저항성의 증가 및 개선을 더 정확하게

확인할 수 있었을 것이지만 쥐가 인슐린저항성의OLETF

증가에 의해 제 형 당뇨병이 발생하는 것으로 알려진 동물2

모델이라는 점을 고려해 인슐린저항성을 혈당의 변화만으
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Fig. 5.Fig. 5.Fig. 5.Fig. 5. Effects of ramipril on insulin-induced tyrosine phosphorylation of IR-, IRS-2, and p-85 in muscle of OLETF rats with or without

ramipril treatment. Other procedures were similar in figure 4. Data were expressed as mean ± SE and represented by fold increase

comparing with the control protein(#) that were normalized to 1. * P < 0.05
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로 관찰한 것은 제한점으로 생각되었다.

당 대사에 관련된 인슐린의 세포내 신호 전달계는 거의

비슷하지만 조직마다 다양한 경로들의 복합적인 상호 작용

에 의하여 당 대사 작용이 나타나기 때문에 이번 연구에서

는인슐린의대표적인표적기관인간 근육 지방에인슐린, ,

자극을 주어 실험에 사용하였다.

간과근육에서는희생전에인슐린자극을한 쥐OLETF

에서 처리군의기저 와활성화된 의ramipril PTP1B PTP1B

수준이 비처리군보다현저하게감소되어ramipril ramipril

장기 처리에의하여 의인슐린신호전달에대한음PTP1B

성적인 조절 기능이 저하된 것을 알 수 있었다 (Fig. 2A,

또한 등에 의한 연구 보고에 따르면 인슐린은B). Tao

인산화를촉진시키고 를불활성화시킨다고tyrosine PTP1B

하였는데
25)
우리의결과에서도활성화된 의수준이PTP1B

현저히 낮아진 것으로 미루어 처리를 한ramipril OLETF

쥐에서는인슐린의 에대한불활성화작용이증강되PTP1B

어 인슐린저항성이 개선되었을 것으로 생각되었다 그러나.

지방조직에서는 간이나 근육과는 달리 인슐린 자극을 한

쥐에서 처리군의기저 와활성화된OLETF ramipril PTP1B

의 수준이 비처리군보다오히려증가되는PTP1B ramipril

것이 관찰되었다 이는인슐린저항성의개선이간(Fig. 2C).

과 근육에서의 의변화와는관련이있으나지방에서PTP1B

는 와 관계가 없다는 사실을 나타내는 결과로PTP1B

등이 유전자결손쥐를이용한실험에서도Elchebly PTP1B

조직 특이성 인슐린 감수성으로 인하여 의 결손이PTP1B

간과 근육에서만 인슐린 감수성을 증가시키고 지방조직에

서는 변화가 없었다는26) 결과와도 일치하였다.

을처리후인슐린저항성의개선에 가관Ramipril PTP1B

여되어 있다는 결과로 미루어 의 조절 기능을 가진PTP1B

Giα2 단백도 인슐린의 저항성의 개선되는 기전에 작용할 것
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Fig. 6.Fig. 6.Fig. 6.Fig. 6. Effects of ramipril on insulin-induced tyrosine phosphorylation of IR-, IRS-1, IRS-2, and p-85 in adipose tissue of OLETF rats

with or without ramipril treatment. Other procedures were similar in figure 4. Data were expressed as mean ± SE and represented

by fold increase comparing with the control protein (#) that were normalized to 1. * P < 0.05
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으로 생각되었다 과거 여러 연구에서 단백이 인슐린 수. G

용체의신호전달에관여하며
27,28)
, ras

29)
, RhoGEF

30)
, MAP

신호전달계(mitogen-activated protein) kinase
31)
, Akt/

protein kinase B32) 등의신호전달기전에도초기조절인

자로작용한다고보고되었다 특히. Giα2 단백과인슐린작용

이나인슐린신호전달계와의밀접한 관련성을보여준 많은

연구결과가있었으나
20),32,33)

실험에사용한조직이나방법

에 따라 다양한 결과를 보여 주었다 아직까지. Giα2 단백이
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Fig. 7.Fig. 7.Fig. 7.Fig. 7. Schematic representation of molecular mechanisms for insulin resistance (A) and improvement of insulin sensitivity by ramipril

treatment (B). IR: insulin receptor, PI3-K: phosphatidylinositide-3 kinase, PTP1B: protein tyrosine phosphatase, IRS-1/-2: insulin

receptor substrate-1/-2, PKA: protein kinase A.
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인슐린신호전달계와 연결된정확한기전에대해서는밝혀

지지 않았지만 Giα2 단백에의한 의조절기능이인PTP1B

슐린 신호전달계와의연결고리로알려지고있기에12) 이번

연구에서도 Giα2 단백과 의연관성을알아보았다 희PTP1B .

생 전 인슐린을준 쥐에서는 처리군에서OLETF ramipril

비처리군보다 활성화된 Giα2 단백 양이 현저하게 증가하였

다 이결과로 처리에의해간과근육에서(Fig. 3). Ramipril

활성화된 Giα2 단백이현저히증가하게되고 Giα2 단백의증

가로 에대한억제작용이강화되어인슐린저항성이PTP1B

개선되었다고 생각 할 수 있으나 지방조직에서는 Giα2 단백

과 간의관련성을볼수없었다 한편 등이PTP1B . Pandey

고혈압쥐의심장근육과 을이용한실험에서는안captopril

지오텐신전환효소억제제인 이증가된captopril Gi 단백을

정상으로감소시켜 활성도에영향을준다adenylyl cyclase

고 보고한 바 있어34) 안지오텐신 전환효소 억제제가 Gi 단

백의 발현에 미치는 영향에 대해서는 좀 더 연구해보아야

할 문제이다.

활성화된 Giα2 단백이증가와활성화된 의감소가PTP1B

인슐린신호전달계에 영향을주었는지 확인하기위하여 활

성화된인슐린수용체, IRS-1, IRS-2, p-85α (PI-3 kinase)

등의 변화를 관찰하였다 간과 근육에서는 활성화된 인슐린.

수용체와 의양은오히려 처리군에서낮았지IRS-1 ramipril

만 활성화된 와IRS-2 p-85α의양은높았다 (Fig. 4A-D,

인슐린신호전달에서가장중요한역할을하는활성5A-C).

화된 p-85α가증가되었다는결과로인슐린저항성이개선되

었음을알수가있었다 지방조직에서도 처리군에. ramipril

서 활성화된 p-85α가 높아 인슐린저항성의 개선을 확인할

수 있었지만 간이나 근육과는 다르게 인슐린 수(Fig. 6D)

용체와 의양이모두감소하는양상을보였다IRS-1, IRS-2

이결과는쥐의지방조직을사용한이전의연(Fig. 6A-C).

구에서 가 지방조직에서 인슐린 수용체 와PTP1B kinase

과 같은 인슐린수용체하부전달계의전달자들을불IRS-1

활성화시켜 인슐린 신호를 조절한다고 보고한 것과는35) 일

치하지않았다 의결과와같이보면간과근육에서. PTP1B

는 의 음성적인 조절 역할이 감소되어 인슐린의 신PTP1B

호 전달연쇄반응이강화되는것을보여주지만지방조직에

서는 의음성적인조절역할이증가했음에도불구하PTP1B

고 활성화된 p-85α만증가되어 이외에 다른 조절PTP1B

인자의 존재 가능성을 보여주었다.

이번실험에서 처리에의해조직에따라ramipril IRS-1

과 가차이가있음을알수있었다 과 는IRS-2 . IRS-1 IRS-2

두 가지모두인슐린수용체와결합할수있는NPXY motif

를 가지고있지만 는부가적인 을더가지고IRS-2 domain

있고36,37) 보다빠르게탈인산화되며 를IRS-1 PI-3 kinase

활성화시키는 작용도 보다 더 일시적이라고 알려져IRS-1

있다
38)

그러므로 과 의 탈인산화기전에는. IRS-1 IRS-2

한가지가작용하는것이아니라서로다른PTP1B tyrosine

가 작용할가능성이있다 여러인슐린표적장phosphatase .

기에서 이인슐린신호전달계에서더주도적인역할IRS-1

을 할 것으로 기대되고 있지만 간에서의 인슐린 신호 전달

역할에는 가 보다더주도적인역할을담당하IRS-2 IRS-1

여 를활성화시킨다는연구보고도있었고PI-3 kinase 39,40)

이는 우리의 실험에서도 일치하였다.

이상의 결과를종합해 보면 이 간과 근육에서는ramipril

의 활성도를조절하는PTP1B Giα2 단백을증가시키고신호

전달자들의 인산화탈인산화를 조절하는 를 감소시/ PTP1B

킴으로써 인슐린 신호 전달의 증강 효과를 보이는 것으로

생각된다 그러므로향후제 형당뇨병의치료(Fig. 7A,B). 2

에 있어서 또한 대사성 증후군의 치료적인 면에 있어서도

를 억제하거나 감소시키는 방향으로의 접근이 가능PTP1B

할 것으로 생각된다.

요 약

연구배경: 제 형당뇨병은간 지방 근육등과같은인슐2 , ,

린의 표적 장기의 인슐린저항성에 의하여 발생하는 질환이

다 인슐린저항성의 원인을 규명하기 위한 인슐린 신호 전.

달계에 대한많은연구가진행되어왔으나현재까지정확한

기전에 대해서는 확실하게 밝혀지지 않고 있다 다양한 세.

포내작용을조절하는 은포도당대tyrosine phosphorylation

사와 관련된인슐린의신호전달에도역시중요한역할을담

당하고 있어 인산화탈인산화를 조절하는 역할을tyrosine /

담당하는 의 변화가 인슐린저항성의 발생과 연관이PTP1B

있을 것으로 생각된다 한편 다양한 세포내 신호 전달의 매.

개 역할을 하는 Gi 단백은 인슐린의 작용과도 연관성을 보

이고있고 의조절역할도가지고있는것으로알려PTP1B

져 있어 Gi 단백의변화와이에따른 의변화가인슐PTP1B

린저항성의발생기전에연관되어있을것으로생각되어제

형당뇨병의 자연 발생동물모델인 쥐에서 안지2 OLETF

오텐신전환효소억제제인 을장기투여하여인슐ramipril

린저항성이개선되는과정에서 Gi 단백과인슐린신호전달

계의 변화를 관찰하였다.

대상 및 방법 쥐와대조군인 쥐를출생: OLETF LETO

후 주까지키워 무작위로 처리군 과20 , ramipril (10 mg/kg)

비처리군으로나누어 주간유지시킨후희생전인슐린을12

정주하고 간 근육 지방조직을 적출하여 각각의 조직의 분, ,

획을얻었다 각조직의분획을전기영동후. PTP1B, Gi 단

백, IR-β, IRS-1/2, p-85α 에대한면역침전과(PI-3 kinase)

을시행후 측정을하Western blotting protein densitometry

여 비교하였다.

결과 경구당부하검사에서 을처리한 쥐: ramipril OLETF

가 을 처리하지않은 쥐보다혈당이낮았ramipril OLETF
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다 희생전에인슐린을주사한 쥐의간과근육에서. OLETF

기저 의양은 처리군과비처리군간의유의PTP1B ramipril

한 차이는 관찰되지는 않았지만 활성화된 의 양은PTP1B

처리군에서유의하게낮았고ramipril Giα2 단백은증가되어

있었다 인슐린신호전달계에서는활성화된 와. IRS-2 p-85α

가증가되어있었다 반면 지방조직에서는 을처리. , ramipril

하고희생전인슐린을주사한 쥐에서기저OLETF PTP1B

와 활성화된 와PTP1B Giα2 단백이 모두 증가되어 있었고,

인슐린신호전달계에서는활성화된 는감소하였으IRS-1/2

나 활성화된 p-85α는 약간 증가하는 결과를 보였다.

결론: 이실험에서 을처리하고희생전인슐린을ramipril

준 쥐의 간과 근육에서는 Giα2 단백의 증가와 활성화된

의 감소와 인슐린 신호 전달계 활성도의 증가가 관PTP1B

찰되어 인슐린저항성이 개선되는 기전과 관련되어 있을 것

으로 생각되었다 그러나 지방조직은 간이나 근육에서의 결.

과와는 다른 양상을 보여 인슐린 신호 전달계의 조절 기전

에는 조직마다 주된 작용을 하는 다양한 신호 전달계가 있

을 것으로 생각되었다.
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