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

Backgroud:Backgroud:Backgroud:Backgroud: Insulin resistance and oxidative stress have been reported to play essential

pathophysiological roles in diabetic cardiovascular complication. The relationship between

insulin resistance and oxidative stress in vasculature remains unclear. The study was

conducted to assess whether oxidative stress induce vascular insulin resistance in OLETF rat,

a model of type 2 diabetes

Methods:Methods:Methods:Methods: We used OLETF rats (20/30/40 weeks, n = 5/5/5), as models of type 2 DM, and

LETO rats (20/30/40 weeks, n = 5/5/5) as controls. Aortas of each rats were extracted.

Superoxide anion production was detected by NBT assay and lucigenin assay.

8-hydroxyguanosine (OHdG) and nitrotyrosine were detected as markers of oxidative stress

in 20 and 40 weeks groups. The glucose uptake of aortas was measured by detecting

2-deoxyglucose uptake in both groups. The expression of IR, IRS-1, PI3-K and Akt/PKB were

detected by immuno precipitation and immunoblotting in 20, 30 and 40 weeks groups

Results:Results:Results:Results: Superoxide anion production and markers of oxidative stress (8-OHdG,

nitrotyrosine) were significantly increased in aortas of OLETF rats compared with controls.

Aortas of OLETF rats exhibited decreased IRS-1 content and increased phosphorylation of

IRS-1 at Ser307 compared with LETO rats. There were no significant differences in

expressions of IR, PI3-K and Akt/PKB between two groups

Conclusion:Conclusion:Conclusion:Conclusion: These results suggest that oxidative stress induces insulin resistance in

vasculature of OLETF rat specifically through increasing serine phosphorylation of IRS-1 and

its degradation by a proteasome-dependent pathway, providing an alternative

mechanism that may explain the association with insulin resistance and diabetic vascular

complications. (J Kor Diabetes Assoc 31:22~32, 2007)(J Kor Diabetes Assoc 31:22~32, 2007)(J Kor Diabetes Assoc 31:22~32, 2007)(J Kor Diabetes Assoc 31:22~32, 2007)
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서 론

당뇨병환자에서관상동맥질환 뇌혈관질환등의혈관합,

병증으로 인한 사망률이 높은 것으로 알려져 있고 고혈당,

이 이러한 혈관합병증과 직접적인 관계가 있다
1,2)
여러 연.

구에서당뇨병환자와당뇨병동물모델에서고혈당이반응성

산소유리기를 증가시킴이 밝혀졌고3-5) 이러한 산화스트레,

스가 당뇨병에서 혈관합병증의 발생에 중요한 원인으로 생

각되고 있다6).

최근 혈관조직의 내피세포 평활근세포 대동맥 외막의, ,

섬유아세포에서반응성산소유리기등의산화스트레스가증

가됨이밝혀졌고7-9) 이중특히 음이온은유전, superoxide

자 발현의 유도 세포의 증식 세포의 고사 세포의 비대 등, , ,

을 야기한다고 알려져 있으며
10-12)

이러한 산화스트레스들,

이 혈관조직에서 고혈압과 죽상경화증과 같은 혈관 재형성

과정에 중요한 역할을 한다고 생각되고 있다13).

한편 인슐린저항성은 제 형 당뇨병의 발생에 필수적인, 2

요소이며 또한 인슐린저항성은 심혈관 질환의 독립적인 위,

험인자로 알려져 있고14) 혈관조직에서의 인슐린저항성이,

죽상경화증과혈관조직의긴장도조절능력에관여할것으로

생각되고 있다15).

최근 산화스트레스가 인슐린저항성과 연관이 있음이 밝

혀졌고
16)

등, Gardner
17)
은 H2O2가혈관평활근세포에서인

슐린신호전달체계중 이전단계의이상으로인Akt/PKB

슐린저항성을유발함을보고하였으나 아직까지혈관조직에,

서 산화스트레스가인슐린저항성을유발하는기전은명확히

알려져 있지 않다.

따라서본연구에서는제 형당뇨병모델인 쥐2 OLETF

를 이용하여 고혈당으로 유발된 산화스트레스가 혈관조직,

에서 인슐린저항성을 유도하는 기전을 알아보고자 하였다.

대상 및 방법

약물1.

본 연구에 사용된 약물은 다음과 같다: lucigenin,

nitroblue tetrazolium, diphenyleneiodonium (Sigma

Chemical Co., St. Luois); antibodies against IRS-1,

Akt/PKB, phospho-Akt/PKB (Cell Signaling, Beverly);

antibodies against phospho-IRS-1, IR, PI3-K and actin

(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz).

실험동물2.

제 형 당뇨병의자연발생모델로생후 주 주와2 20 , 30 40

주 쥐를각Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF)

각 마리씩사용하였고 대조군으로생후 주 주와5 , 20 , 30 40

주된 쥐를각각Long-Evans Tokushima Otsuka (LETO) 5

마리씩 사용하였다 실험동물들은 일본 오츠카 제약회사.

로부터(Otsuka Pharmaceutical Co. Ltd, Tokushima, Japan)

생후 주에 분양받았다5 .

실험방법3.

실험기간동안일정한온도 와일정한습도(23 ± 2 ) (55℃

조건에서 사료와 물은 자유롭게 섭취할 수 있도록± 5%)

하였다 최소 시간금식시킨후 주와 주에공복혈당. 8 20 40

과 체중을 측정하였고 주 주와 주에 희생시켜, 20 , 30 40

쥐와 쥐에서 대동맥을 적출하였다LETO OLETF .

혈관조작4.

적출한 흉부 대동맥을 완충액 조성Krebs/Hepes (

[mmol/L]: NaCl, 99.01; KCl, 4.69; CaCl2, 1.87; MgSO4,

1.2; K2HPO4, 1.03; NaHCO3, 25.0; Na-Hepes, 20.0;

에 넣어세척한후혈관조직에서생glucose, 11.1; pH 7.4)

성되는 음이온의양과산화스트레스표지자 포superoxide ,

도당 섭취 염색, NBT , insulin receptor (IR), insulin

receptor substrate-1 (IRS-1), phosphatidylinositol-3-kinase

을측정하기위해 간격으로절단하(PI3-K), Atk/PKB 5 mm

여 동맥환 을 만들었다(aortic ring) .

혈관조직에서 음이온 생성량의 측정5. superoxide

을이용하여혈관의 음이온Lucigenin assay superoxide

의 생성 정도를 측정하였다 은. Lucigenin acridylium

복합체로 음이온과반응하여환원시발dinitrate superoxide

광반응이일어나며이때발광량을 luminometer (EG & G

로측정하여 음이온의생성Berthold, Germany) superoxide

량을 계산하였다18) 혈관조직에서생성된 음이. superoxide

온 양의측정방법은다음과같다 혈관조직을. Krebs/Hepes

완충액에넣어 에서 분간처리하여안정시킨후37 30 250℃

을첨가하고 에넣었다 혈관mol/L lucigenin luminometer .μ

조직에서측정되는화학발광 을(chemiluminescence) 37℃

에서 분간 계속해서 측정하였다 측정한 후 혈관조직을60 .

오븐에넣어 시간동안 에서건조시켜건조질량을측24 90℃

정하였다 알려져있는 과 를사용. xanthine xanthine oxidase

해서 측정된 음이온의 표준곡선과 비교하여superoxide

음이온의 생성량을 계산하였다superoxide 19).

또한 음이온의생성정도를알기위해대동맥, superoxide

환을 와 시켜 가NBT (nitroblue tetrazolium) incubation NBT

음이온과반응하여 으로환원되는superoxide blue formazan

정도를이용하였고 의 파장하에흡, blue formazan 540 nm

광도를 로 측정하였고 환원spectrophoto meter , NBT

은 다음과 같이 계산하였다(reduction) 20).
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NBT reduction = A × V/(T × Wt × E × L)

(picomoles per minute per miligram wet weight of ring)

A: absorbance

V: volume of solubilizing solution

T: time of incubation with NBT(min)

Wt: blotted wet weight of the aortic ring

E: extinction coefficient= 0.72 mmol/min

L: length of light path

혈관조직에서 산화스트레스 표지자6. (oxidative

의 측정stress marker)

산화스트레스 표지자로는 의 산화 손상정도를 반영DNA

하는 을8-OHdG (8-hydroxydeoxyguanosine) 8-OHdG-EIA

를사용하여kit (Nikken SEIL Corporation, Fukuroi, Japan)

측정하였고 음이온이 와반응하여생기는, superoxide NO

의 생성을반영하는 을peroxynitrite nitrotyrosine (NT)

를이용하여측정하였NT-EIA kit (OxisResearch, Portland)

다.

혈관조직의 염색7. NBT

대동맥환을 와반응시킨후 포르말린과파라핀NBT 4%

으로고정하여파라핀블록을만든후 H&E (Hematoxylin

염색을하여저배율에서대동맥조직의 염and eosin) NBT

색 소견을 관찰하였다.

8. 혈관조직에서 포도당 섭취 의 측정(glucose uptake)

포도당 섭취 정도를 측정하기 위해 추출한 대동맥 조직

을5.6 mmol/L glucose, 0.2 Ci/mL 2-deoxy-D-[2,6-3H]μ

을포함한 에glucose Krebs-Ringer buffer 95% O2/5% CO2

하에서 분간 시켰고 와 하에서120 incubation , 37 120 rpm℃

원심분리후 의섭취정도를2-deoxy-D-[2,6-3H] glucose

로 에 의해 측정하였다liquid scintillation counting .

9. 과Immunoprecipitation Western immunoblotting

각 군의 대동맥 환을 잘게 썰어 차가운 인산 완충 용액

으로세척한후(phosphate buffered saline, PBS) Triton

lysis buffer [pH 7.4, 50 mmol/L HEPES, 5 mmol/L

EDTA, 50 mmol/L NaCl, 1% Triton X-100, protease

inhibitors (10 g/mL aprotinin, 1 mmol/Lμ

phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 g/mL leupeptin),μ

phosphatase inhibitors (50 mmol/L sodium fluoride, 1

mmol/L sodium orthovanadate, 10 mmol/L sodium

을이용하여용해시킨후세포용해액을pyrophosphate)] 4℃

에서 로 분간원심분리하여상층액을 에14,000 × g 15 -70℃

보관하였다 추출된단백은 법으로농도를. Bradford assay

결정하였고 각각의검체를, SDS-PAGE (sodium dodecyl

로전기영동후sulfate-polyacryamide gel electrophoresis)

겔내의 단백질은 볼트에서 시간동안100 1 Hybond-ECL

에이동시켰다 을하룻nitrocellulose membrane . Membrane

밤동안 에서 와 을4 5% non-fat dry milk 0.1% Tween 20℃

함유한 로처리하였다PBS . IR, IRS-1, PI3-K, Akt/PKB,

에대phospho-Thr308-Akt/PKB, phospho-Ser473-Akt/PKB

한 차 항체로 시간동안반응시킨후 을1 1 membrane 0.1%

을 함유한 로 분간 회세척하였고Tween 20 PBS 10 3 , 1%

와 을 함유한 에non-fat dry milk 0.1% Tween 20 PBS

차항체를넣어 시간동안반응시horseradish peroxidasa 2 1

킨후 을이ECL solution kit (Amersham Life Science Inc)

용하여 발현정도를측정하였다 의인산화를알아보. IRS-1

기 위해추출한각각의단백을 에대한항체와 시간IRS-1 2

동안반응시킨후 에서 시간동안 의4 1 15 L protein A/G℃ μ

를첨가하여 시간더agarose (Santa Cruz Biotechnology) 1

반응을시켰다 원심분리후가라앉은 를 로. bead lysis buffer

회 세척하고 번 더 세척을 하였다 전기영동 후 겔내의3 2 .

단백질은 볼트에서 시간 동안100 1 Hybond-ECL

에이동시켰다 을하룻nitrocellulose membrane . Membrane

밤동안 에서 와 을4 5% non-fat dry milk 0.1% Tween 20℃

함유한 로 처리하였다PBS . Phospho-tyrosine-IRS-1,

와 에대한phospho-Ser307-IRS-1 phospho-Ser612-IRS-1 1

차항체로 시간동안반응시킨후1 horseradish peroxidase

차 항체를넣어 시간동안반응시킨후2 1 ECL solution kit

을 이용하여 발현 정도를 측정하였다.

통계분석10.

모든 실험치는 평균치 평균의 표준오차로 표시하였고±

통계분석은 프로그램 을SPSS 11.0 (SPSS Inc, Chicago, IL)

사용하였다 실험결과의통계는경우에따라. Student's t-test

와 를적용하여분석하여ANOVA test P 인경우를통< 0.05

계적으로 유의성이 있는 것으로 판정하였다.

결 과

실험동물의 체중 및 혈당변화1.

쥐와 쥐의공복시혈당과체중의변화는OLETF LETO

표 에서보이는바와같았고 주 쥐와 쥐1 , 20 OLETF LETO

사이의공복시혈당과 체중의변화는의미있는차이가없었

으나 주에서는 군에서공복혈당과체중이유의40 OLETF

하게 증가되어 있었다 (P < 0.01, Table 1).

음이온 생성량의 측정2. Superoxide

쥐와 쥐의 대동맥 조직에서OLETF LETO Lucigenin

로 의활성도를측정하였는데 주assay NAD(P)H oxidase , 20
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에는두군간의의미있는차이는없었으나 주 쥐40 OLETF

의 대동맥조직에서의 음이온의생성이superoxide LETO

쥐에비해의미있게증가했으며 의활성, NAD(P)H oxidase

이 현저하게증가된것을알수있었다 (P < 0.01, Fig. 1).

환원을이용해측정한 음이온의생성은NBT superoxide

주 쥐의대동맥조직에서 쥐에비해의미20 OLETF LETO

있게증가되어있었고 (P 주에서는 쥐< 0.05), 40 OLEFT

의 대동맥 조직에서 쥐에 비해 현저하게 증가된 소LETO

견을 보였다 (P < 0.01, Fig. 2).

염색을 통한 혈관조직의 음이온3. NBT superoxide

의 생성 위치

쥐와 쥐의흉부대동맥환을 와반OLETF LETO NBT

응시킨후파라핀블럭을만들어두군을비교해보았을때,

쥐의대동맥중막에서는 쥐에비해 염OLETF LETO NBT

색이감소된소견을보였으나 외막에서는 쥐에비해, LETO

현저하게 염색이증가된소견이관찰되었다NBT (Fig. 3).

산화스트레스 표지자인 와4. 8-OHdG nitrotyrosine

의 측정

산화스트레스의 표지자로 대동맥 조직의 의 산화DNA

손상정도를반영하는 의농도를측정하였을때8-OHdG , 20

주 쥐와 쥐의 대동맥조직사이에서는 유의OLETF LETO

한 차이가없었으나 주에서두군간에현저한차이를보40

였고 쥐의대동맥조직의 의양이유의하, OLETF 8-OHdG

게더높았다 (P 의생성을< 0.01, Fig. 4A). Peroxynitirite

Table 1.Table 1.Table 1.Table 1. Fasting Glucose and Body Weight of OLETF and LETO Rats

Weeks
LETO OLETF

20 wks 40 wks 20 wks 40 wks

Blood glucose (mg/dL) 80.7 ± 7.6 125.9 ± 15.7 118.7 ± 4.8 198.6 ± 11.8
*

Body weight (g) 277.5 ± 3.2 518.0 ± 17.3 328.7 ± 8.3 618.3 ± 63.0*

* P < 0.01 vs. LETO at 40 weeks.

Fig. 2.Fig. 2.Fig. 2.Fig. 2. NAD(P)H oxidase-stimulated superoxide production in aortic segments by NBT reduction. Bars

represent mean ± SEM of 4 experiments in each group.

* P < 0.05 compared with LETO rats at 20 weeks.

** P < 0.01 compared with LETO rats at 40 weeks.

Fig. 1Fig. 1Fig. 1Fig. 1. Vascular superoxide production in the aortic segments from LETO and OLETF rats was assessed

by lucigenin chemiluminescence assay. Data were expressed as nmol/min/mg of dry weight of vessels. Bars

represent mean ± SEM of 4 experiments in each group.

* P < 0.01 compared with LETO rats at 40 weeks.
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반영하는 의농도도 주 쥐의대동맥nitrotyrosine 40 OLETF

조직에서 주 쥐에 비해 유의하게 증가된 소견을40 LETO

보였다 (P < 0.01, Fig. 4B).

섭취량 측정5. 2-deoxyglucoe

대동맥조직에서의 의섭취를비교해보2-deoxyglucose

았을때 쥐의대동맥조직에서 주에비해 주에서LETO 20 40

섭취가감소되어있었고 주 쥐의대동맥조직에, 40 OLETF

서 대조군인 주의 쥐의 대동맥 조직에 비해40 LETO

의 섭취가현저히감소되어있었다2-deoxyglucose (P <

0.01, Fig. 5).

Fig. 4Fig. 4Fig. 4Fig. 4. 8-OHdG content in the aortic tissue DNA (A) and nitrotyrosine content in the aortic tissue lysate

(B). Bars represent mean ± SEM of 4 experiments in each group.

* P < 0.01 compared with LETO rats at 40 weeks.

** P < 0.01 compared with LETO rats at 40 weeks.

Fig. 3.Fig. 3.Fig. 3.Fig. 3. Localization of superoxide anion production in aortic rings from LETO and OLETF rats by NBT

reduction. Cross-sections of a rat thoracic aorta stained with NBT in LETO (A) and OLETF (B) rats were

embedded in paraffin, and photographed.

Fig. 5.Fig. 5.Fig. 5.Fig. 5. Aortic tissues were exposed to 100 nmol/L insulin for 120 minutes. Uptake of

2-deoxy-D-[3H]glucose was measured. Bar graph represents means ± SEM (n = 4) of percent change in

2-deoxy-D-[3H]glucose uptake.

* P < 0.05 compared with LETO rats at 20 weeks.

** P < 0.01 compared with LETO rats at 40 weeks.
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와 의 발현6. IR IRS-1

주 주와 주의 쥐와 쥐의대동맥20 , 30 40 OLETF LETO

조직의 와 의발현을확인하였는데 두군에서 의IR IRS-1 , IR

발현은 주령에 상관없이 서로 차이를 보이지 않았으나

의 경우 주와 주에서 쥐의 이IRS-1 30 40 OLETF IRS-1

쥐에 비해 현저히 발현이 감소되어 있는 소견을 보LETO

였다 (Fig. 6).

대동맥 조직의 의 인산화7. IRS-1

주 쥐와 쥐의대동맥조직에서40 OLETF LETO IRS-1

의발현과 인산화와 의인산화을보tyrosine Ser612, Ser307

았는데 쥐의대동맥조직에서 의 인, OLETF IRS-1 tyrosine

산화 의인산화는대조군인 쥐에비해차이, Ser612 LETO

가없었으나 의인산화가현저히증가된소견을보였Ser307

다 (Fig. 7).

의 발현과 의 인산화8. PI3-K, Akt/PKB Akt/PKB

주 주와 주의대동맥조직에서의 의발현을20 , 30 40 PI3-K

비교해보았을때 두 군에서 발현의 차이를 보이지 않았다

(Fig. 8A).

주 주 쥐와 쥐의대동맥조직에서20 , 40 OLETF LETO

의 발현을보았는데두군에서차이를보이지않았Akt/PKB

고 는 주 쥐의대동맥조직에서, Threonine 308 40 OLETF

약간감소한결과를보였으나 의인산화정도는Serine 473

주령에 상관없이 두 군간에 차이가 없었다 (Fig. 8B).

고 찰

본연구에서제 형당뇨병모델인 쥐의혈관조직2 OLETF

에서 산화스트레스가 인슐린저항성을 유발하는 기전을 규명

하였다 본연구에서관찰된주요한결과는. 1) superoxide

B
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Fig. 6.Fig. 6.Fig. 6.Fig. 6. IR (A) and IRS-1 (B) expressions on aortas of LETO and OLETF rats.

Western blotting with anti-IR or anti-IRS-1 antibody was performed.

Bars represent mean ± SEM of 4 experiments in each group.

* P < 0.05 compared with LETO rats at 30 weeks.

** P < 0.01 compared with LETO rats at 40 weeks.

Fig. 7.Fig. 7.Fig. 7.Fig. 7. Phosphorylation of IRS-1 on aorta of LETO and OLETF rats. Aortic tissues were lysed and

immunoprecipitated with anti IRS-1 antibody. Western analysis was performed using–

phospho-tyrosine-IRS-1, phospho-Ser307 IRS-1 or phospho-Ser612 IRS-1 antibody.– –

Bars represent mean ± SEM of 4 experiments in each group.

* P < 0.01 compared with LETO rats at 40 weeks.
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음이온과 같은산화스트레스의표지8-OHdG, nitrotyrosine

자가 대조군에 비해 쥐의 대동맥 조직에서 현저히OLETF

증가되어있었다 염색을했을때 쥐의대. 2) NBT OLETF

동맥 중막의 염색은 쥐에 비해 감소되어 있는 소견LETO

을 보였으나 외막에서는 쥐에 비해 현저히 염색이, LETO

증가되어있음을볼수있었다 의섭취. 3) 2-deoxyglucose

가 쥐의 대동맥조직에서현저히감소되어있었다OLETF .

쥐와 쥐의대동맥조직에서의4) OLETF LETO IR, PI3-K,

의 발현은차이가없었다 쥐의대동맥Akt/PKB . 5) OLETF

조직에서 의발현이 에비해감소되어있었고IRS-1 LETO ,

의 의 인산화가 증가되어 있었다IRS-1 Ser307 .

다양한 산화스트레스들이 당뇨병에서 증가되어 있으며,

고혈당 포도당의자가산화 비효소적당, (auto-oxidation),

화 의증가 유리지방산이이러한(nonenzymatic glycation) ,

산화스트레스의 발생에 관여한다고 알려져 있고21,22) 혈관,

조직에서도 음이온의생성이 증가하며증가된superoxide

음이온은 와 반응하여superoxide NO peroxynitirite

( 을 형성하여혈관이완반응의장애 내피세포의고ONOO-) ,

사을야기한다고밝혀져있으나
23,24)

는생체내, peroxynitrite

반감기가짧아 과의반응물인 을측L-tyrosine 3-nitrotyrosine

정하여 간접적으로 생성 정도를 측정하는데 당뇨병환자와

당뇨병 동물모델에서 증가하는 소견를 보이고 있으며
25,26)
,

또한 산화스트레스는 에도 손상을 가져오는데DNA

등을측정하여알수있고당뇨병에서도8-deoxyguanosine

증가한다고 알려져 있다
27)

본 연구에서 환원과. NBT

을사용한화학발광분석법으로 음이온lucigenin superoxide

의 생성량을측정하였을때 주에서 쥐의대동맥40 OLETF

조직에서의미있게증가하였고 과 산화, nitrotyrosine DNA

물인 의생성량도대조군인 쥐에2-deoxyguanosine LETO

비해 의미있게 증가되어 있었다.

최근 연구에서혈관조직의 음이온의생성이superoxide

내피세포 평활근세포 외막섬유아세포 에서생, , (fibroblast)

성됨이 밝혀졌고
28,29)

등, Wang
30)
은 쥐의 대동맥 조직을

화학발광분석법으로측정하였을때lucigenin superoxide

음이온의 생성량이 외막에서 가장 현저함을 보였고 또한,

로 대동맥 조직을 염색하였을 때 중막에서는 염색이NBT

감소된 소견과 외막에서 현저히 염색됨을 보고하였다 본.

연구에서 을 이용하여 대동맥 환을 염색하였을 때 대NBT

조군인 쥐에비해 쥐의중막에서염색이감LETO OLETF

소한 소견과 외막에서 염색이 현저히 유의하게 증가된 결,

과를 보였다 이러한 결과는 당뇨병 환경 하에서 혈관조직.

의주된 음이온의생성장소가외막임을암시하superoxide

고 있다.

인슐린저항성 발생에는 표적세포 내 여러가지 작용과 관

련하여다양한신호전달체계와이런신호전달체계들사이의

복잡한 연관성이 관찰되고 있다.

인슐린수용체 는인슐린과결합하면내재성(IR) tyrosine

의 활성도를증가시켜수용체의인산화를촉진시키고kinase

이는 를인산화시킨다IRS-1, 2 31) 인산화된 는 를. IRS PI3-K

활성화시키고 이는 인 와, serine/threonine kinase Akt/PKB

를 차례로활성화시켜 인슐린의세포내작용이일GLUT-4 ,

어나게 된다31,32) 현재까지많은연구에도불구하고인슐린.

저항성을일으키는세포학적기전은잘알려져있지않은데,

의 인산화의증가가중요한원인이라는보고가IRS-1 serine

있다33).

인슐린의신호전달체계에서 과 의 인산화IR IRS tyrosine

를 억제하여 인슐린저항성을 일으키는 기전이 몇 가지 알려

져있는데 이중, protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B)

에의한 과 의탈인산화IR IRS (dephosphorylation) 및 의IRS

인산화의증가가중요한기전으로알려지고있다serine
34-36)
.

특히 의 의인산화는 으로부터 의IRS-1 Ser612 IRS-1 PI3-K

의해리 를일으켜더이상하부로p85 subunit (dissociation)

의 신호전달이되지못하도록유도하고
37)

의, IRS-1 Ser307

은 로부터 해리를 일으켜IR proteasome-dependent

Fig. 8.Fig. 8.Fig. 8.Fig. 8. PI3-K expression (A) and phosphorylation of Akt/PKB (B) on aortas of LETO and OLETF rats.

Aortic tissues were lysed and immunoblotted with PI3-K, phospho-Ser473-Akt/PKB, or phospho-Thr308–

Akt/PKB antibody. Bars represent mean ± SEM of 4 experiments in each group.
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을촉진함으로써신호전달장애를야기하는것degradation

으로 알려져 있다38-40).

한편 당뇨병에서 인슐린저항성으로 인해 말초조직으로,

의 포도당 수송이 감소함이 밝혀졌고 여러 연구에서 혈관,

내피세포 평활근세포에서 고혈당의 정도와 비례해서 포도,

당 수송이감소함을보여혈관조직이인슐린에민감하게 반

응하는 장기임을 보고하였다
41,42)

본 연구에서도 주. 40

쥐의 대동맥 조직에서 쥐에 비해OLETF LETO

섭취가현저히감소한소견을보여주었다2-deoxyglucose .

또한 당뇨병환자에서 혈관합병증의 빈도가 증가되어 있,

으며 이러한 합병증의 발생이 산화스트레스와 관련이 있음,

이 알려져있고43,44) 여러연구에서산화스트레스가심혈관,

질환의 인슐린저항성에 관여할 것으로 보고하고 있는데
45)
,

최근 쥐의혈관평활근을이용한배양실험Sprague-Dawley

에서산화스트레스가 이전단계에서 의활성Akt IR, IRS-1

화 방해와 의발현감소를통해인슐린저항성을유발IRS-1

할 가능성을보고하였으나17) 정확한기전에대해서는아직,

까지밝혀져있지않다 본연구에서당뇨병모델인. OLETF

쥐의혈관조직에서 의발현은대조군과IR, PI3-K, Akt/PKB

비교해차이가없었고 의인산화에도차이가없었Akt/PKB

으나 의 발현은 감소된 소견을 관찰할 수 있었는데IRS-1 ,

이러한 결과는 쥐의혈관조직에서 인슐린저항성의OLETF

발생원인이 의감소때문임을보여주는것이다 최근IRS-1 .

연구에서쥐의흉부대동맥평활근세포를 로angiotensin II

자극시 산화스트레스가 증가하고 증가된 산화스트레스가,

의 의인산화증가와 의감소의원인임을IRS-1 Ser307 IRS-1

보고하였고 또한 의억제제인, 26S proteasome lactacystin

등을 처치시용량의존적으로 의감소가차단되는결IRS-1

과를보여주어 의감소의원인이 을통한IRS-1 proteasome

의 임을보고하였다IRS-1 degradation 46) 본연구에서 주. 40

에 쥐의대동맥조직에서 의발현이대조군인OLETF IRS-1

쥐에 비해 유의하게 감소되어 있었고 의LETO IRS-1

인산화 의인산화는두군간에차이가없tyrosine , Ser612

었으나 의인산화가 쥐의대동맥조직에서Ser307 OLETF

현저히 증가되어 있었다 이러한 결과는 혈관조직에서.

의 인산화가 의감소의원인임을암시하는것Ser307 IRS-1

이다.

또한 여러연구에서혈관평활근에서생성된산화스트레,

스가 의활성을주로자극하며 와산화스트레스가활Src Src

성화 시키는 주된 효소가 PDK1 (phosphoinositide

이고 이 과 의 과dependent kinase 1) , PDK1 IRS-1 Akt serine

을인산화시킴을보고하였고threonine 47-49) 등, Taniyama 46)

은 억제제인 로 전처치시와 활성이 없는Src PP1 PDK1

을가진평활근세포에서 의인산화Y9F-PDK1 IRS-1 Ser307

와 의감소를보고하여혈관조직에서인IRS-1 degradation

슐린저항성에 이관여함을제시하였으나아직까Src, PDK1

지 사이의정확한기전은알려져있지Src, PDK1, IRS-1

않다.

결론적으로 이상의결과를종합해보면제 형당뇨병모, 2

델인 쥐의 혈관조직에서의인슐린저항성은 산화스OLETF

트레스로 인한 의 인산화의 증가로 인해IRS-1 Ser307

의 의증가때문일IRS-1 proteasome-dependent degradation

것으로 생각되어 진다 그러나 본 연구에서 제 형 당뇨병. 2

모델인 쥐의 혈관조직에서산화스트레스의 증가와OLETF

의감소와의관련성을제시하였으나IRS-1 , N-acetylcysteine

등의항산화제를투여했을때산화스트레스의감소와 IRS-1

이감소하는지의여부를관찰하지않아향후산degradation

화스트레스와 의직접적인연관성의규명IRS-1 degradation

이 좀 더 필요할 것으로 생각되고 또한 의 감소가, IRS-1

을통해일어날것으로생각되나 억proteasome proteasome

제제의투여가 을차단하는지여부를직IRS-1 degradation

접적으로 규명하지 않은 제한점이 있어 추후 이에 대한 추

가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다.

요 약

연구배경: 당뇨병환자와 당뇨병 동물모델에서 산화스트

레스가증가하며이러한산화스트레스가당뇨병에서혈관합

병증의 발생에 중요한 원인임이 밝혀지고 있고 혈관조직의,

인슐린저항성에관여한다고알려져있다 따라서 본연구에. ,

서는 제 형당뇨병모델인 쥐에서산화스트레스가2 OLETF

혈관조직에서 인슐린저항성을 유도하는 기전을 알아보고자

하였다.

방법: 쥐수컷 주 마리 주 마리와 주OLETF 20 5 , 30 5 40 5

마리를사용하였고 대조군으로 쥐수컷 주 마리, LETO 20 5 ,

주 마리와 주 마리를사용하였고 각군의대동맥을30 5 40 5 ,

적출하여 주와 주군의 음이온20 40 superoxide , 8-OHdG,

생성량을측정하였고 각군의포도당섭취률nitrotyrosine ,

을 이용해측정하였으며 주 주 주2-deoxyglucose 20 , 30 , 40

군의 의발현정도 의IR, IRS-1, PI3K, Akt/PKB , Akt/PKB

인산화와 의 인산화를 비교해 보았다IRS-1 Ser307 .

결과: 음이온과 같은Superoxide 8-OHdG, nitrotyrosine

산화스트레스의표지자가대조군에비해 쥐의대동OLETF

맥 조직에서 현저히 증가되어 있었고 염색을 했을때, NBT

쥐의대동맥중막의염색은 쥐에비해감소OLETF LETO

되어 있는 결과를 보였으나 외막에서는 쥐에 비해, LETO

현저히 염색이 증가되어 있는 결과를 보였다 또한.

의섭취가 쥐의대동맥조직에서현2-deoxyglucose OLETF

저히 감소되어있었으며 쥐의대동맥조직에서OLETF IR,

의 발현과 인산화에는 차이가 없었으나PI3-K, Akt/PKB ,

의 발현이 에비해감소되어있었고 의IRS-1 LETO , IRS-1

의 인산화가 증가되어 있는 결과를 보였다Ser307 .
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결론: 이상의 결과로 쥐의혈관조직에서인슐린OLETF

저항성이 유발되는 기전은 산화스트레스로 인한 의IRS-1

을 인산화와 이로 인한 의 의Ser307 proteasome IRS-1

증가 때문일 것으로 생각되어 진다degradation .
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