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- Abstract -

Background: Exposure to large amounts of glucose causes a characteristic dys-

function and morphologic changes of the endothelium by an increased production

of reactive oxygen species (ROS) in diabetes. The plasminogen activator inhibitor-1

(PAI-1), which modulates fibrinolysis and cell migration, may influence proteolysis

and neointimal formation in vascular smooth muscle cells (VSMC). Antioxidants

have been proposed to inhibit multiple proatherogenic events. This study inves-

tigated the effect of -lipoic acid on PAI-1 expression and VSMC proliferation andα

migration both in vivo and in vitro.

Methods: In the in vitro study, cultured rat aortic smooth muscle cells (RASMC)

were incubated in a medium containing high glucose (22 mM) and 100 nM

angiotensin II for 4 hour. After -lipoic acidtreatment, a -migration and growthα

assay of the RASMC, and a gel mobility shift assay and reporter gene analysis for

nuclear factor- Bκ (NF- B) and northern blot analysis for PAI-1 were performed. Inκ

the in vivo study, the effect of -lipoic acid on neointimal hyperplasia in a ratα

carotid balloon injury model was evaluated.

Results: RASMC migration was inhibited significantly by -lipoic acidα (p<0.01), but

their proliferation was not inhibited. The NF- B DNA binding activity and NF- Bκ κ

promoter activity was inhibited by -lipoic acid significantlyα (p<0.01). -lipoic acidα

inhibited PAI-1 mRNA expression by high glucose and angiotensin II in dose

dependent manner (p<0.05). In the rat carotid artery balloon injury model, neointimal
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서 론

동맥경화증의위험인자인당뇨병 고혈압 고지혈증, ,

등은 산화스트레스를 증가시켜 혈관 내에 동맥경화성

병변을유발하는것으로알려져있다1 3)˜ 이러한 산화.

스트레스는산화스트레스에민감한전사인자인 nuclear

factor-kappa B (NF- B), activator protein-1κ (AP-1)

등을 활성화시키고 이러한 전사인자에 의해 동맥경화

증과 관련되는 여러 유전자의 발현을 증가시킨다4 5)˜ .

산화스트레스가 당뇨병을 비롯한 여러 성인병에서

혈관병변을 일으키는 중요한 매개체로 알려지면서 이

런 산화스트레스를 줄일 수 있는 약제에 대한 연구가

많이진행되고있다6 11)˜ 현재까지알려진항산화제로.

는토코페롤 아스코르빈산(tocopherol), (ascorbic acid),

글루타티온(glutathione), superoxide dismutase, dithio-

등이있으며threitol, N-ethylmaleinimide 1,12 13)˜ 현재

당뇨병 환자의 말초신경병증의 치료제로 사용되고 있

는알파 리포산- ( -lipoic acid, Thioctic acidα Ⓡ, 6,8-
dithiooctanoic acid, 1,2-dithiolane-3-pentanoic acid)

도 강력한 항산화능이 있는 것으로 알려져 있다14 20)˜ .

알파 리포산은 생체 내에서 쉽게 흡수되며 미토콘- ,

드리아에서 탈수소 효소반응을 매개하여 에너지를 생

성하는데 조효소로서 필수적인 역할을 한다15) 알파. -

리포산은 그 자체보다 환원형인 디하이드로리포산

에의해더강력한항산화(dihydrolipoic acid, DHLA)

효과를 나타낸다 알파 리포산의 경우는 히드록시 라. -

디칼 하이포아염소산(hydroxyl radical), (hypochlorous

과 단일항산소acid) 을 제거하며철(singlet oxygen) ,

구리등과 결합하여 킬레이트 화합물을 형성한다 이에.

반해 의 경우는 하이포아염소산과 과산화 라디DHLA

칼 그리고히드록시라디칼을제거할(peroxyl radical)

뿐만 아니라 다른 항산화제인 토코페롤 아스코르빈, ,

산 글루타티온 을 환원형으로 변화시켜, , thioredoxin

항산화 효과를 증가시킨다16).

알파 리포산은항산화작용외에도 를활성- GLUT4

화시켜 인슐린 감수성을 증가시키고21) 활성화된 전사

인자 를 억제시켜 혈관접착물질인 혈관세포유NF- Bκ

착분자(vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1)

와세포간유착분자(intercellular adhesion molecule-1,

을 억제시키는 등ICAM-1) 3) 다양한 작용이알려지고

있다 그러나 아직까지 동맥경화증 등의 혈관병변에서.

알파 리포산의 역할에 대한 연구보고는 국내외적으로-

미미한 실정이다.

이에 저자들은 산화스트레스가 중요한 병인으로 알

려져 있는 동맥경화증에 대한 알파 리포산의 효과를-

알아보고자 이 연구를 시작하였다 알파 리포산이 동. -

맥경화증에미치는영향을알아보기위해 In vitro실험

으로 동맥경화증의 발생과정 중 가장 중요한 역할을

한다고알려진혈관평활근세포를이용하여알파 리포-

산이 발현에미치는효과와혈관평활근세포의NF- Bκ

증식속도와 유주능에 미치는 영향을 조사하였으며 이

와 동시에 In vivo실험으로 백서의 혈관 손상 모델을

이용하여알파 리포산이신생내막증식에미치는효과-

를 관찰하였다.

formation was reduced by -lipoic acid treatment in a dose dependent mannerα

significantly (p<0.01).

Conclusion: α-lipoic acid suppresses migration, but not proliferation in RASMC. α

-lipoic acid also reduce neointima formation in a rat carotid balloon injured

model. This effect might be related to the blocking of NF- B which increase theκ

expression of the genes associated with atherosclerosis including TNF- , IL-1, IL-6,α

endothelin-1, MCP-1, VCAM-1, ICAM-1, E-selectin, tissue factor (J Kor Diabetes Asso

25:446 459˜ , 2001).

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

Key Word: Rat aortic smooth muscle cell, Neointimal hyperplasia, Oxidative stress,

Nuclear factor- B, -lipoic acidκ α
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재료 및 방법

세포 배양1.

실험에사용한혈관평활근세포는 Sprague-Dawley

백서(200 250˜ 의흉부대동맥에서분리하여사용하g)

였다 이혈관평활근세포를. 20% fetal bovine serum

을함유한(Gibco, Grand Island, NY, USA) Dulbecco's

modified Eagle's medium (DMEM; Gibco, Grand

에서배양하였다 배양된혈관평활Island, NY, USA) .

근세포의확인은평활근세포특이 단일클론항-actinα

체 로염색하(Sigma -Aldrich, St. Louis, MO, USA)

여 확인하였다.

배양된혈관평활근세포가 100 조직배양접시에mm

가량 자랐을 때 이들 세포를 시간동안 혈80 90% 24˜

청이 없는 배지에 둔 후 과2% serum 5.5 mmol/L

를 포함한 정상농도 포도당 배양액과D-glucose 2%

과serum 22 를포함한고농도포도mmol/L D-glucose

당 배양액의 조건을 주어 실험하였다 그리고 안지오.

텐신 의효과를보기위해II 100 의 안지오텐신nmol/L

를 고농도의 포도당 배양액에 추가하여 실험을 진행II

하였다.

노던 블롯2. (Northern blot analysis)

노던 블롯에 사용된 에 대한 방사선 표지 소PAI-1

식자 는(radiolabelled probe) [ -α 32 를이용한임P]dCTP

의프라이머라벨방법(Amersham, Arlington Heights,

를 이용하여제작하였다 상기처치후 방사IL, USA) .

선 표지소식자는 칼럼NAP-5 (Pharmacia, Uppsala,

에서정제하였다 노던블롯에사용된 는Sweden) . RNA

추출키트RNeasy RNA (Qiagen, Hilden, Germany)

을 이용하여분리하였다. 10 의 를 포름알g RNA 1%μ

데하이드 아가로스겔에서전기영동을시행한후나일-

론 막으로 이동시켰다 나일론 막을 방사선 표지 소식.

자와함께 Express HybTM 용액에서 시간동안2 65℃

에서보합결합 시킨후여러차례정해(hybridization)

진 규칙에따라세정을시행하였다 이막을 시. 24 48˜

간동안 선필름에노출시킨후 발현을밀도계X mRNA

측기 를 이용하여 분석하였다(densitometer) .

성장속도 분석3. (Growth assay)

백서의 대동맥평활근세포를 조직배양접96-well

시에 접종시킨후 앞에서언급했듯이정상농도의포도

당 고농도의 포도당 고농도의 포도당과 안지오텐신, ,

의 조건을 주고 배양시킨 후 각각에 알파 리포산II - 2

을 처리하여 다시 일간 배양하였다 상기조건에mM 3 .

서 배양한 세포의 증식을 알아보기 위해 세포WST

계측키트 을이용하여각(Wako, Osaka, Japan) well

에 WST 10 씩을주입한후L 37 , COμ ℃ 2 배양기에서

시간동안 정색반응을 일으켰다 그 후 방법을4 . ELISA

사용해 410 의 파장에서흡광도를측정하여비교하nm

였다.

유주능 분석4. (Migration assay)

챔버 슬라이드에 백서의 대동맥 평활근세포를 배양

한 후 정도 세포가 자랐을 때 마이크로피펫80 90%˜

의 황색끝부분을 이용하여직선으로세포의일부분을

긁어낸후 용액으로두세차례세척을하였다 각PBS .

각의세포에배양액을조건별로처리한후 시간동안60

세포를 배양하였다 그 후 세포가 이동한 정도를 디지.

타이저 를이용하여측정한후(WACOM. Co, Japan)

이동한 면적을계산하고이를백분율로환산하여비교

하였다.

보고 유전자 분석5. NF- Bκ (NF- B reporterκ

gene analysis)

알파 리포산에의한 의활성억제정도를알- NF- Bκ

아보기위해 개의 결합부위를가진4 NF- B luciferaseκ

인construct pNF- B-Lucκ (Clonetech. Palo Alto, Cali-

를백서의대동맥평활근세포에fornia, USA) Hemag-

glutinating Virus of Japan 방법을이(HVJ)-liposome

용하여 하였다tansfection 17) 하루전날. Transfection ,

의각 마다6 well plate well 2×105개의세포를접종하

였다 시간후 세포를 용액으로두. transfection 24 , PBS

번 세척한 후 250 의L Reporter Lysis Bufferμ

를가하여세포추출물(Promega, Medison, WI, USA)

을얻어서 활성도를 를이용하luciferase luminometer

여 측정하였다.
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겔 지연 분석법6. (Gel Mobility Shift Assay)

핵산추출물 은전에기술한것과(nuclear extracts)

같이 혈관평활근세포로부터분리하였다22) 간단히 기.

술하면 백서의혈관평활근세포가 수준으로, 80 90%˜

배양되었을때차가운 용액으로두번세척후모PBS

은다 이세포들을. 400 의L ice-cold buffer Aμ (10

mmol/L HEPES, 10mmol/L KCl, 0.1mmol/L EDTA,

1mmol/L DTT, 0.5mmol/L PMSF, 10 g/ Lμ μ aprotinin

과 10 에서균질화시킨후얼음위에g/ L leupeptin)μ μ

서 분동안방치하였다 이세포를15 . NP-40 25 로Lμ

처치후에 buffer B (20 mmol/L HEPES, 0.4 mol/L

NaCl, 1mmol/L EDTA, 1 와mmol/L DTT 1mmol/L

에 넣어서 분동안PMSF) 10 12,000 으로원심분리를g

시행하였다 원심분리 후 상층액은 핵산 추출물로 수.

집하였고 핵산 단백질의 양은 단백 분석 키트(Bio-

로 측정하였다Rad, Richmond, CA, USA) .

에 대한방사선표지소식자NF- Bκ (5 -AGTTGA＇

는GGGGACTTTCCCAGGC-3 )＇ [ -γ 32 와P] ATP T4

를이용하여제작하였다polynucleotide kinase . 32 표P

지 소식자는 칼럼에서 정제하였으며 단백질NAP-5

반응은 분 동안 실온에서 시행하였다 반응-DNA 20 .

물질은핵산추출물6 g, polyμ (dI:dC) 100 g/mL,μ Tris/

HCl (pH 7.5) 10 mmol/L, NaCl 50mmol/L, EDTA

0.5mmol/L, DTT 0.5mmol/L, MgCl2 1mmol/L, 4%

과glycerol 60,000 cpm 32 라벨탐침 를사용하P- DNA

였다 반응을시킨후샘플을. 0.5×TRIS-borate-EDTA

내에서 천연폴리아릴아마이드겔에접종한buffer 4%

후 볼트에서 시간동안전기영동을시행한후분150 2

석하였다.

백서의 혈관손상모델1)

실험대상으로는체중 300 전후의수컷g Sprague-

백서 마리를사용하였다 실험동물은대조Dawley 29 .

군 마리와 실험군 마리로 나누고 마리는 정상혈4 25 4

관을 얻는 데 사용하였다 실험군은 다시 투여용량에.

따른 변화를 보기 위한 투여용량 변화군 과 투(n=15)

여시간에 따른 변화를 보기 위한 투여시간 변화군

으로나누었다 투여용량변화군은알파 리포산(n=10) . -

을각각 25mg/kg, 50mg/kg, 100 로처리한mg/kg 3

군 으로나누어실험을진행하였다 이군에서는(n=5) .

혈관손상 일전부터 혈관손상후 일까지백서의복3 14

강을 통해알파 리포산을투여하였다 시간차이에의- .

한 실험은 100 의 알파 리포산을이용하였으며mg/kg -

혈관손상 주기 전 일간만 투여한 손상전 투여군3

과혈관손상준후 주간만투여한손상후투여(n=5) 2

군 으로 나누어실험을진행하였다 그리고손상(n=5) .

전과 후에 모두 투여한 손상 전후 투여군에 대한 자료

는 투여 용량 변화군에서 100 로 처리한 군의mg/kg

실험결과를 같이 사용하였다.

혈관손상방법은백서의복강에펜토바비탈(pento-

을그람당barbital) 0.9 투여하여전신마취시킨후Lμ

경부 좌측의 피부를 절개하고 경동맥을 분리하였다.

경동맥을노출시킨후 총경동맥기저부와내경동맥원

위부를 실을 이용하여 결찰하였다 그 후 외경동맥의.

원위부를묶고그 근위부의혈관을부분적으로절개한

후 풍선카테타2F Fogarty (Baxter. Co. Irvine, CA,

를 절개부위를 통해 총경동맥 근위부까지 삽입USA)

하였다 카테타에. 0.4 의 생리식염수를주입하여풍mL

선을 부풀린 후 천천히 당겨서 삽입부위 직전까지 오

도록 하고 이 조작을 회 반복 실시하여 혈관에 손상3

을 주었다 풍선 카테타를 혈관으로부터 제거한 후 혈.

관 내에 있는 혈액을 두세 번 흘려보낸 후 외경동맥의

절개부위 근위부를 묶고 총경동맥과 내경동맥의 결찰

을 풀어 혈류를 통하게 한 후 피부를 봉합하였다.

혈관 내막 비후의 측정2)

광학현미경으로 염색된혈관절편을 배확H&E 40

대한 후 촬영한 사진을 디지타이저(WACOM. Co,

를 이용하여컴퓨터에입력시키고각부위의내Japan)

경 및 두께를 측정하였다 신생내막 안쪽의 내경과 신.

생내피와중피의경계부위로구성된곡면의내경을측

정하여 각각의 면적을 계산한 후 후자에서전자를빼

어신생내막의면적을 프로그램을이용하여계산NIH

하였다.
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통계처리(1)

자료의통계분석은 을이용하였으며 통SPSS 10.0 ,

계수치는 평균 표준오차로 표시하였다 각 통계수치± .

는 로 분석하고 변수의 분석은one-way ANOVA

를사용하였다 값이 미만인경우Duncan's test . p 0.05

에 통계적으로유의하다고판정하였으며모든실험은

독립적으로 차례 이상 실시하여 통계처리 하였다3 .

연구 결과

혈관 평활근 세포의 증식속도와 유주능 억제1.

증식속도 분석은 고농도의 포도당 상태와 고농도의

포도당에 안지오텐신 를 추가한 상태에서 배양한 백II

서의 평활근세포에 각각 알파 리포산- 2 와mM 4 mM

을 처리하여 정상 포도당 상태에서 배양한 세포를 비

교하였으며 2 의 알파 리포산을 처리하였을 경우mM -

에는 성장속도에 차이가 없었으며 고농도의 포도당에

안지오텐신 를 추가한 상태에서 배양한 백서의 평활II

근세포에 4 의 알파 리포산을처리한경우에만성mM -

장속도의 유의한 감소가 있었다(p<0.05) (Fig. 1).

그러나 유주능 분석에서는 에서 보듯이 고농Fig. 2

도의 포도당에 안지오텐신 를 추가한 상태에서 배양II

한 백서의평활근세포에 2 의 알파 리포산을처리mM -

한 경우 유주능의 유의한 감소를 보였으며 를TNF-α

조건으로 주고 배양한 평활근세포에서도 2 의 알mM

파 리포산을 처리한 경우 유주능의 유의한 감소를 보-

였다(p<0.01) (Fig. 2).

발현의 감소2. PAI-1 mRNA

알파 리포산이고혈당상태의백서의대동맥세포에-

서 발현에미치는영향을보기위해노던블롯PAI-1 분

석을시행하였다 알파 리포산을각각(Fig. 3). - 250 M,μ

500 M, 1μ mM, 2 mM, 4 로 처리하였을때고혈mM

당 상태에서 증가한 의 발현은 용량에PAI-1 mRNA

비례하여감소하였다 그리고. 2 이상으로알파 리mM -

포산의 농도를 더 올려도 더 이상의 의미있는 PAI-1
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Fig. 1. Effect of -lipoic acid on cell proliferation in RASMC by growth assay.α

Degree of cell proliferation was measured by WST cell counting kit

(Wako, Osaka, Japan). Data are given as mean ± standard error (n=3

different cell lines). NG, VSMC cultured with normal glucose; HG,

VSMC cultured with high glucose; HG+AII, VSMC cultured with high

glucose and Angiotensin II; ALA, -lipoic acid. *p<0.05 compared HG.α
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발현감소는 없었으므로 이후의 실험에서는 알mRNA

파 리포산- 2 로 실험을 진행하였다 또한 고혈당mM .

상태에안지오텐신 를첨가하여배양한세포에알파II -

리포산 2 을처리한경우에도 가유mM PAI-1 mRNA
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Fig. 2. A. Effect of -lipoic acid on cell migration in RASMC by migration assay. B. Degree of cellα

migration was analyzed by Digitizer (WACOM. Co, Japan). Data are given as mean ± standard

error (n=3 different cell lines). TNF- , tumor necrosis factor- . *p<0.01 compared HG+AII,α α

**p<0.01 compared TNF
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의하게 감소하였다(p<0.05) (Fig. 4).

의 발현에 미치는 영향3. NF- Bκ

알파 리포산이 의발현에미치는효과를알- NF- Bκ

아보기 위해 겔 지연 분석을 시행하였으며 백서 평활

근세포를 고농도의 포도당 상태와 여기에 안지오텐신

를 추가한 상태에서 배양하여II 2 의 알파 리포산mM -

을 처리한 경우에는 알파 리포산을 처리하지 않은 경-

우에비해 결합활성도가유의하게감소NF- B DNAκ

하였다. 그리고 정상포도당상태에서 를처리TNF-α

B
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Fig. 4. Effect of -lipoic acid on PAI-1 expression on high glucose and angiotension II by northen blot analysis. -lipoicα α

acid suppressed PAI-1 mRNA expression which increased in high glucose and angiotension II. Data are given as

mean ± standard error (n=3 different cell lines). *p<0.01 compared HG, **p<0.01 compared HG+AII
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Fig. 3. Effect of -lipoic acid on PAI-1 expression on high glucose condition by northen blot analysis.α

-lipoic acid suppressed PAI-1 mRNA expression in dose dependent manner.α
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한 세포에 2 의 알파 리포산을 처리한 경우에도mM -

결합 활성도가 유의하게 감소하였다NF- B DNAκ

추가적으로시행한 보고유전자분석(Fig. 5). NF- Bκ

에서도 위와 같은 조건으로 실험을 진행하였으며 2

의알파 리포산을처리한세포에서 프로모mM - NF- Bκ

터 활성도가 유의하게 감소하였다(p<0.01) (Fig. 6).

신생내막 형성의 억제4.

상 투여용량변화군에서는알파 리포산H&E stain -

의 모든 농도에서 풍선손상만 준 군과 비교하여 신생
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Fig. 5. Gel mobility shift assay. -lipoic acid suppress NF B DNA binging activity increased by high glucoseα κ

and angiotension II (competition).
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Fig. 6. NF B reporter gene assay. -lipoic acid suppress NF B promotor activity increased by highκ α κ

glucose and angiotension II. Data are given as mean ± standard error (n=3 different cell

lines). *p<0.01 compared HG, **p<0.01 compared HG+AII, ***p<0.01 compared NG+TNF.
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내막의 비후가 유의하게 감소되었다 위의(Fig. 7A).

결과를 신생내막중막의 비를 이용하여 도식화하였을/

경우 25mg/kg, 50mg/kg, 100 를사용한모든mg/kg

군에서 통계적으로유의한 차이를보였으며이결과는

용량이 증가 할 수록 신생내막의 형성이 더욱 억제됨

을보여주었다(p<0.01) 그리고투여시간변(Fig. 7B).
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Balloon
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Fig. 7. A. Photomicrographs of representative rat carotid artery cross sections at day 14 after balloon injury(hematoxylin-eosin

statin, ×100). B. Schematic diagram of neointimal proliferation measured by Digitizer (WACOM. Co, Japan). Data

are given as mean ± standard error (n=3 different cell lines). Control: normal artery, Balloon injury: artery injured

with balloon catheter, 25mg/kg ALA: artery treated with -lipoic acid 25α mg/kg, 50mg/kg ALA: artery treated with

-lipoic acid 50α mg/kg, 100mg/kg ALA : artery treated with -lipoic acid 100α mg/kg
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화군에서는 손상 전 투여군과 손상 후 투여군에 비하

여 손상 전과후 모두투여한 군에서 신생내막의 형성

을 가장 유의하게 억제하는 결과를 보여주었다(Fig.

8).

고 찰

본연구에서알파 리포산투여는- In vitro상태에서

혈관 평활근세포의 유주능을 유의하게 감소시켰으며

혈관손상모델을 이용한 In vivo 연구에서도 신생내막

의 형성을 성공적으로 억제하였다 또한 알파 리포산. -

투여로 산화스트레스에 민감한 전사인자인 의NF- Bκ

프로모터 활성도와 결합 활성도가 억제됨을 관DNA

찰할 수있었다 그러나예상과는달리알파 리포산을. -

투여하여 혈관 평활근세포의 증식을 억제시키는 것은

고농도의알파 리포산- 처리상태에서만가능하(4mM)

였다 현재까지 알파 리포산 투여가 혈관 평활근세포. -

의 증식에 미치는 직접적인 영향에 대한 연구는 없는

상태이다 그러나 등. Bierhaus 2)은 사람의 태반 정맥

내피세포를 이용한 실험에서 알파 리포산을 처리하면-

활성도는감소하나 활성도는감소하지NF- B AP-1κ

않는다고 보고하고 있다 이러한 내용을 토대로 볼 때.

알파 리포산이평활근세포의증식에영향을미치지않-

은 것은 세포의 증식을 조절하는 유전자들과 관계가

큰 경로는억제하지 못함으로서 이러한 결과를AP-1

나타낼수있을것으로사료된다 그러나이부분은향.

후 추가적인 연구를 통해 정확한 기전의 규명이 필요

할 것이다.

이에반해알파 리포산은- 2 의 농도에서고혈당mM

과 안지오텐신 처리로 증가된 세포의 유주능을 유II

의하게 억제하였다 이러한결과는 등. Kunt 3)이 알파-

리포산이최종당화산물에의해 자극된사람의태반정

맥내피세포에서 의발현과단핵구의유주를VCAM-1

억제하였다는 보고와 잘 일치한다 그러므로 알파 리. -

Control
Balloon
injured

Pre- ALA Post- ALA Pre & Post ALA 

Fig. 8. Photomicrographs of representative rat carotid artery cross sections at day 14 after balloon injury(BI) (hematoxylin-

eosin statin, ×100). Control: normal artery, Balloon injury: artery injured with balloon catheter, Pre-ALA: artery

treated only before BI with -lipoic acid 100α mg/kg, Post-ALA: artery treated only after BI with -lipoic acid 100α

mg/kg, Pre & Post ALA: artery treated before and after BI with -lipoic acid 100α mg/kg
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포산은단핵구세포의유주 뿐만아니라혈관평활근세

포의 유주도 강력하게 억제하여 동맥경화증의 진행을

방지하는 것으로 보인다.

실제로 평활근세포의 유주에 관련된 물질로는

VCAM-1, ICAM-1, E-selectin, monocyte chemoat-

tractant protein-1 등이관련이있다(MCP-1) 1 3)˜ 이.

러한 세포접착 물질들은 산화스트레스에 민감한 전사

인자인 에의해조절을받고있으며그외에도NF- Bκ

에의해조절되는물질로NF- B TNF- , IL-1 ,κ α β M-CSF,

등이있다tissue factor 1 3,23 27)˜ ˜ 본연구팀도알파 리. -

포산이 경로에미치는영향에대해조사하였으NF- Bκ

며 와 에서보는것과같이겔지연분석과보Fig. 5 6

고 유전자 분석을 통해 혈관 평활근세포에서 알파 리-

포산 처리로 의발현을감소시킬수있다는것NF- Bκ

을 확인하였다 이것은 등. Bierhaus 2)의 정맥내피세포

를 이용한 연구에서 밝혀진 결과와 동일한 결과로 알

파 리포산의 경로에 대한 영향을 잘 보여주고- NF- Bκ

있다 그리고 이번 연구는 정맥내피세포 뿐만 아니라.

혈관 평활근세포에서도 동일한 결과가 일어난다는 것

을 보여주고 있다.

본 연구팀은 동맥경화증과 관련된 중요한 인자중의

하나인 에미치는알파 리포산의영향에대한연PAI-1 -

구도 진행하였다 과 에서보듯이혈관평활근. Fig. 3 4

세포에서 고농도 포도당과 안지오텐신 를 처리한 경II

우 의 발현이 증가하며 이러한 증가는PAI-1 mRNA

알파 리포산의 처리로 억제된다는 사실을 알 수 있었-

다 은당뇨병과고혈압을가진환자의혈청에서. PAI-1

증가되어있으며 수치의증가는동맥경화증의, PAI-1

발생과도관련이있는것으로알려져있다6,28 32)˜ 그러.

므로알파 리포산에의해 의발현이억제된다는- PAI-1

것은 알파 리포산이 동맥경화증의 진행을 방지할 수-

있다는 것을 뒷받침해주는 또 다른 하나의 소견이다.

그러나알파 리포산이어떤경로로 유전자의발- PAI-1

현을 억제하는지에대해서는아직알려져있지 않으며

이에 대해서는 추가적인 연구가 진행되어야 할 것이다.

알파 리포산을당뇨병환자의합병증방지나- PTCA

후에 재협착 방지 등에서와 같이 임상에서 직접 사용

하기위해서는사람의경우에는어느정도의용량에서

이러한 효과가 나타나는 지 알아보는 것이 중요하다.

백서를이용한실험에서는각각 25mg/kg, 50 mg/kg,

100 의 용량을 사용하였으며 이러한 용량은mg/kg ,

등Yutaka Kishi 19)이스트렙토조토신으로당뇨병을유

도한쥐에서당뇨병성신경병증에미치는알파 리포- 산

의영향을본실험에서사용한용량중에서(10 mg/kg,

25mg/kg, 50mg/kg, 100 신경전도에유의한mg/kg)

차이를 보이기 시작한 25 부터 본 실험에 사용mg/kg

하였다 현재까지 사람에게 안전성이 입증된 용량은.

연구에서경구로ALADIN III 1800 를사용한mg/day

경우이며20) 이를 체중 60 기준으로보면kg 30 mg/kg

의 용량을 사용한 것이다 본 실험의 결과에서. 25

를 사용한 경우에도 신생내막의 형성을 유의하mg/kg

게 감소시켰으나용량 의존적으로그효과는증가하여

100 에서가장큰효과가있었다 그리고사용한mg/kg .

용량에서 특별한 부작용은 관찰되지 않았다 그러나.

이러한 백서에서의 결과를 그대로 사람에게 적용한다

면 백서에서 나타나는 결과와 상이할 뿐만 아니라 예

기치 못한 부작용이 발생할 수도 있다 그러므로 위의.

결과를 임상에 접목시키기 위해서는 비침습적인 연구

를 통하여 사람에서는 어느 정도 용량에서 혈관 합병

증을예방할수 있는지에 대한 연구가 진행되어야할

것이다 본연구팀에서는 등. Celermajer 33)에 의해소

개된 초음파를 이용한 상완동맥 확장능 연구를 통해

이러한 효과를 증명하기 위해 실험을 진행하고 있다.

결론적으로 알파 리포산은 백서의 혈관손상모델에-

서 25 이상의 농도에서 의미 있게 신생내막의mg/kg

형성을억제하였으며이것은 경로를차단하여NF- Bκ

그것에 의해영향을받는유전자의발현을 억제시켜서

나타난 결과로 보여진다 그 기전에 대해서는 향후 추.

가적인 연구가 필요하겠으나 만일 신생내막 형성을,

억제하는 용량에서의 안정성만 확립된다면 이러한 결

과는알파 리포산이당뇨병 고혈압 고지혈증등과같- , ,

이 동맥경화를 유발하는 여러 상황에서 시도될 수 있

을 것이라는 가능성을 보여주는 것이며 그와 더불어

경피적관상동맥성형술후의재협착같이신생내막의

형성이 문제가 되는 상황에서도 사용될 수 있을 것으

로 사료된다.

요 약
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연구배경: 당뇨병의 혈관 합병증의 발생에 있어서

산화스트레스는중요한역할을 하는것으로알려져 있

다 혈관평활근세포에서고혈당은안지오텐신 와더. II

불어 활성산소족 을 증가시키며 산화스트레스(ROS) ,

에 민감한 전사인자들을 활성화시켜 동맥경화증을 유

발하는 것으로 알려져 있다 이에 저자들은 항산화제.

로 알려진알파 리포산이혈관평활근세포의증식속도-

와 이주에미치는영향과 발현에미치는영향을PAI-1

조사하였고 이와 동시에 백서의 혈관 손상 모델을 이

용하여 알파 리포산이 신생내막 증식을 억제시킬 수-

있는지를 알아보았다.

방법: In vitro 실험은백서의대동맥평활근세포를

고농도의포도당(22 과mM) 100 의 안지오텐신nM II

로 시간 배양하였다 알파 리포산을처리후4 . - , PAI-1

의 발현을 보기 위해 노던 블롯을 시행하였고mRNA

평활근세포의 유주능과 증식속도에 미치는 영향을 보

기 위해 성장속도와 유주능 분석을 시행하였다 또한.

평활근세포의유주능에 경로가미치는영향을NF- Bκ

보기 위해 겔 지연 분석과 보고유전자분석NF- Bκ

을 시행하였다. In vivo 실험으로는 백서의 혈관손상

모델을 이용하여 알파 리포산 처리 후 혈관의 신생내-

막 두께를 비교하였다.

결과: In vitro 실험에서고농도포도당과안지오텐신II

에의해유도된 발현증가는알파 리포산처PAI-1 mRNA -

리에의하여용량에비례하여억제되었다(p<0.05). 알파-

리포산 처리로 혈관 평활근세포의 유주능은 유의하게

억제되었으나 증식속도는유의하게억제되지(p<0.01),

않았다 또한알파 리포산처리로 발현도유의하. - NF- Bκ

게억제되었다(p<0.01). In vivo 실험에서는알파 리포산-

을 주입한군에서혈관손상에의한신생내막의증식이

유의하게 억제되는 것을 보여주었다(p<0.01).

결론: 알파 리포산은 백서의 대동맥 평활근 세포의-

증식속도는 억제하지 못했으나 유주능은 유의하게 억

제하였으며 혈관 손상 모델에서 신생 내막 증식도 유,

의하게 억제함을 확인할 수 있었다 이러한 작용은 알.

파 리포산에의한 경로의억제와연관이있는- NF- Bκ

것으로 사료된다.
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