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국문요약국문요약국문요약국문요약    

 

고포도당으로 자극한 복막 중피세포에서 collagenase와 

TIMP의 변화 

 

지속성 외래 복막투석은 말기 신부전증 환자의 치료 방법으로 널

리 이용되고 있으나, 장기간 시행하면 복막 섬유화로 인한 복막의 

투과성 증가 및 한외여과부전으로 인하여 복막투석을 더 이상 시행

하지 못하는 상태까지 이르게 되는 것이 큰 제한점이라고 할 수 있

다. 복막 섬유화는 병리학적으로 중피세포의 탈락과 세포 외 기질의 

축적이 특징적인 소견이다. 세포 외 기질의 축적은 기질의 합성과 

분해의 불균형에 의하여 나타나는 현상으로, 당뇨병성 신병증을 대

상으로 이에 대한 많은 연구가 있어 왔다. 또한, 복막 중피세포에서

도 고포도당 조건 하에서 세포 외 기질의 합성 증가를 확인한 연구

들은 종종 있지만, 복막 섬유화의 기전을 합성이 아닌 분해의 측면

에서 규명한 연구는 극히 미미한 실정이다. 

            이에 본 연구자는 복막 중피세포에서 고포도당이 세포 외 기질의 

분해에 미치는 영향을 알아보기 위하여 복막 섬유화에서 주로 축적

되는 세포 외 기질인 제 1형 및 제 3형 collagen을 분해하는 것으로 

알려져 있는 collagenanses (MMP-1, MMP-8, 그리고 MMP-13)와 
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tissue inhibitor of matrix metalloproteinases (TIMPs; TIMP-1과 

TIMP-2)의 발현과 활성도를 측정하였다. 사람의 복막으로부터 분리

한 복막 중피세포를 이용하여 정상 포도당 (5.6 mM 포도당), 정상 

포도당+만니톨 (34.4 mM 만니톨), 그리고 고포도당 (40 mM 포도당) 

배양액으로 72시간 동안 배양한 후 세포와 배양액을 수집하였다. 

Collagenases와 TIMPs의 mRNA 발현은 real time-PCR, 단백 발현은 

Western blot, 그리고 collagenases의 활성도는 ELISA로 측정하여, 

다음과 같은 결과를 얻었다.  

              

1. 제 1형 collagen의 단백 발현은 정상 포도당군에 비하여 고포

도당군에서 1.4배 증가되었던 반면 (P<0.05), 고포도당에 의

한 제 3형 collagen의 단백 발현에는 의미있는 변화가 없었다.  

2. MMP-1과 MMP-8의 mRNA 발현은 고포도당군에서 정상 포도당군

에 비하여 각각 2.10배, 2.03배 감소하였다(P<0.05). 그러나 

양군 사이에 MMP-13의 mRNA 발현에는 유의한 차이가 없었다. 

3. 세포 배양액 내 collagenases (MMP-1, MMP-8, 그리고 MMP-13)

의 단백 발현은 세포 배양액에서는 고포도당군에서 정상 포도

당군에 비하여 의미있게 감소되었다 (고포도당군 vs. 정상 포

도당군: MMP-1, 32.6%; MMP-8, 21.3%; MMP-13, 

23.8%)(P<0.05). 그러나 양군 사이에 세포 용해액 내 
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collagenase의 단백 발현에는 유의한 차이가 없었다. 

4. 복막 중피세포 배양액 내 MMP-1및 MMP-8의 그리고 MMP-13의 

활성도는 고포도당군에서 각각 12.6±0.3 pg/ml, 14.9±0.93 

pg/ml로 정상 포도당군의 36.0±4.7 pg/ml, 31.3±7.03 pg/ml

에 비하여 의미있게 감소되어 있었다(P<0.05). 그러나 양군 

사이에 MMP-13의 활성도는 각각 37.5±0.43 pg/ml, 35.6±

0.52 pg/ml로 유의한 차이가 없었다. 

5.  TIMP-1과 TIMP-2의 mRNA 발현은 정상 포도당군에 비하여 고

포도당군에서 각각 1.8배, 1.5배 증가되었다 (P<0.05).  

6. 세포 배양액 내 TIMP-1과 TIMP-2의 단백 발현은 고포도당군에

서 정상 포도당군에 비하여 각각 1.7배, 1.6배 증가되었다 

(P<0.05). 그러나 양군 사이에 세포 용해액 내 TIMP-1과 

TIMP-2의 단백 발현에는 의미있는 차이는 없었다. 

 

   이상의 실험 결과로 미루어, 복막 중피세포에서 고포도당에 의한 

collagenases의 발현 감소와 TIMPs의 발현 증가로 인한 세포 외 

기질의 분해 감소도 복막 섬유화의 병태생리에 일부 관여할 것으

로 생각된다. 
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핵심되는 말: 복막 섬유화, 고포도당, 복막 중피세포, collagenase, 

TIMP 
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고포도당으로 자극한 복막 중피세포에서 collagenase와 

TIMP의 변화 

 

<지도교수 강 신 욱> 

 

연세대학교 대학원 의과학과 

 

김 진 주 

    

ⅠⅠⅠⅠ. . . . 서론서론서론서론    

    

지속성 외래 복막투석 (continuous ambulatory peritoneal 

dialysis, 이하 복막투석)은 1978년 Popovich 등1에 의하여 처음 소

개된 이후 신이식, 혈액투석과 함께 말기 신부전증의 치료로 널리 

이용되고 있으나, 장기간 시행하면 복막 섬유화로 인한 복막의 투과

성 증가 및 한외여과부전으로 인하여 복막투석을 더 이상 시행하지 

못하는 상태까지 이르게 되는 것이 큰 제한점이라고 할 수 있다2-4. 

이러한 복막 섬유화가 일어나는 원인으로는 반복적인 복막염5, 생체 

부적합 투석액에의 반복적인 노출 등이 있으며6, 7, 특히 고농도의 

포도당 함유 투석액을 장기간 사용하는 경우 복막의 기능부전이 발
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생할 가능성이 높은 것으로 알려져 있다8-11.   

정상적인 복막은 중피세포와 중피 하 결체조직층 (submesothelial 

connective tissue layer)으로 이루어져 있는데, 중피 하 결체조직

층에는 collagen이 주를 이루면서 섬유아세포와 유리세포 (대식세포, 

과립구 등)가 존재하며, 혈관과 임파관도 분포하고 있다12. 정상 복

막과 비교하여, 고농도의 포도당 용액으로 투석을 시행받은 백서의 

복막은 혈관의 변형과 collagen 섬유의 증가로 인하여 중피 하 조직

의 확장이 동반되며13, 14, 지속성 외래 복막투석을 시행받고 있는 사

람의 복막에서도 이와 유사한 변화가 관찰되었다15.  

세포 외 기질의 항상성은 합성과 분해의 균형에 의하여 이루어지

게 되는데, 세포 외 기질의 합성 증가에 관여하는 대표적인 인자로

는 TGF-β, 그리고 분해에 관여하는 대표적인 인자로는 matrix 

metalloproteinases (MMPs)와 MMPs의 내부 억제제 (endogenous 

inhibitor)인 tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs)가  

있다16, 17. 현재까지 세포 외 기질의 합성 및 분해에 관한 연구는 주

로 당뇨병성 신병증 모델을 중심으로 이루어져 왔다. 세포 외 기질

의 축적이 특징인 당뇨병성 신병증에서도 TGF-ß에 의한 기질의 합

성 증가뿐만 아니라, MMPs와 TIMPs의 변화에 의한 기질의 분해 감소

가 신병증의 발생 및 진행에 관여하는 것으로 보고되고 있다18, 19. 

당뇨병성 신병증의 경우에는 축적되는 세포 외 기질이 주로 제 4형 
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collagen이기 때문에, 제 4형 collagen의 분해에 관여하는 것으로 

알려져 있는 MMP-2와 MMP-9, 그리고 TIMP-1과 TIMP-2의 변화를 관찰

한 연구가 대부분이다19-23. 복막 섬유화 역시 병리학적으로 세포 외 

기질의 축적이 특징적인 소견으로, 병태생리학적으로 기질의 합성 

증가가 관련이 있다는 보고는 종종 있어 왔다. 최근에는 기질의 분

해 감소도 복막 섬유화에 관여할 것이라는 가정 하에 연구가 진행되

어 MMP-2, MMP-9, 그리고 TIMP-1이 세포 외 기질의 축적에 관여한다

는 보고가 있었다24. 그러나 복막 중피세포의 경우, 여러 종류의 세

포 외 기질 중에서도 제 1형과 제 3형 collagen을 주로 합성하는 것

으로 알려져 있으며, 세균성 복막염과 유사한 병리학적 소견을 보이

는 silica에 의한 화학성 복막염 (chemical peritonitis)에서도 제 

1형과 제 3형 collagen이 주로 축적되었다는 보고가 있다25. 제 1형

과 제 3형 collagen의 분해에는 현재까지 주로 연구되어 온 MMP-2와 

MMP-9과는 다른 collagenases (MMP-1,MMP-8,그리고 MMP-13)와 TIMPs 

(TIMP-1과 TIMP-2)가 관여하는 것으로 알려져 있음에도 불구하고26, 

복막 섬유화의 병태생리를 밝히기 위한 연구 중에서 이들의 변화를 

관찰한 연구는 거의 없는 실정이다. 

 이에 본 연구자는 복막 중피세포를 고포도당 배양액으로 배양한 

후 제 1형과 제 3형 collagen의 변화를 관찰하였으며, 제 1형과 제 

3형 collagen의 분해와 관련이 있는 collagenases (MMP-1, MMP-8, 
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그리고 MMP-13)와 TIMPs (TIMP-1과 TIMP-2)의 변화를 연구함으로써 

세포 외 기질의 합성 측면이 아닌 분해 측면에서 복막 섬유화의 병

태생리를 재조명하고자 하였다.  
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ⅡⅡⅡⅡ. . . . 재료재료재료재료    및및및및    방법방법방법방법 

 

1. 1. 1. 1. 복막복막복막복막    중피세포중피세포중피세포중피세포    (human peritoneal mesothelial cell)(human peritoneal mesothelial cell)(human peritoneal mesothelial cell)(human peritoneal mesothelial cell)    배양배양배양배양    

복막 중피세포는 Stylianou 등27의 방법을 이용하여 분리하였다. 

간단히 기술하면, 외과적 개복 수술을 시행받은 환자로부터 서면 동

의서를 받은 후 수술실에서 채취한 장막 (약 5 X 5 cm 크기)으로부

터 복막 중피세포를 분리하였다. 무균 인산 –완충 식염수 

(phosphate buffered saline, PBS)를 이용하여 장막을 3회 세척한 

후 37℃에서 0.05% trypsin-0.02% ethylenediaminetetraacetic acid 

용액으로 20분간 처리하였다. 이후 장막 잔존물을 제거한 다음 4℃

에서 1,200 rpm으로 10분간 원심분리한 후 침전물을 10% 우태아혈청, 

100 U/ml penicillin, 100 ㎍/ml streptomycin, 그리고 26 mM 

NaHCO3 함유 M-199 배양액으로 처리한 다음 100 mm 배양용기에 분주

하여, 37℃, 5% CO2 조건 하에서 배양하였다. 배양액은 분주 24시간 

후에, 그리고 이후에는 3일마다 교환하였다. 복막 중피세포는 역상 

위상차 현미경 하에서의 형태와 vimentin과 cytokeratin의 존재 및 

desmin과 제 Ⅷ 인자의 부재를 면역형광 현미경으로 확인함으로써 

증명하였다. 모든 실험은 제 1 또는 제 2 계대배양 중피세포를 이용

하여 시행하였다. 
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2.2.2.2.    세포세포세포세포    실험실험실험실험    

복막 중피세포가 100 mm 배양 용기에 subconfluent한 상태에서 고

포도당 자극 실험을 시행하였다. 24시간 동안 0.5% 우태아혈청이 함

유된 M-199 배양액을 처리한 후 정상 포도당 (5.6 mM,정상포도당군) 

과 고포도당 (40 mM, 고포도당군) 배양액으로 교체하였으며, 3일 후

에 세포들을 sacrifice하여 실험에 이용하였다. 삼투압에 의한 효과

를 배제하기 위하여 고포도당군과 동일한 삼투압이 되도록 34.4 mM 

mannitol을 첨가한 배양액을 이용한 실험도 병행하였다. 

 

3333. RNA . RNA . RNA . RNA 추출추출추출추출    및및및및 real time real time real time real time----PCRPCRPCRPCR을을을을    이용한이용한이용한이용한 mRNA  mRNA  mRNA  mRNA 발현발현발현발현의의의의    측정측정측정측정  

정상 포도당 또는 고포도당으로 자극한 복막 중피세포로부터 총 

RNA를 추출하기 위하여 100 mm 배양 용기에 800 ㎕의 RNA STAT-60 

reagent (Tel-Test, Inc., Freiendswood, TX, USA)를 첨가한 후 실

온에 5분간 보관하였다. 이후 160 ㎕의 chloroform을 첨가하고 30초

간 충분히 흔들어 섞은 후 실온에 3분간 보관한 다음, 4℃에서 

12,000 rpm으로 15분간 원심분리한 후 상층액을 새로운 tube로 옮겼

다. 여기에 400 ㎕의 isopropanol을 첨가하고 4℃에서 12,000 rpm으

로 30분간 원심분리를 시행하였다. RNA 침전물은 70% ice-cold 

ethanol로 세척, SpeedVac (Savant, Farming-Dale, NY, USA)을 이용
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하여 건조시킨 후 diethyl pyrocarbonate (DEPC) 증류수로 희석하였

다. 분리된 RNA 양과 순도는 spectrophotometry상 260 nm와 280 nm

에서 측정된 optical density (O.D). 값을 이용하여 확인하였다.  

cDNA는 cDNA synthesis kit (Boehringer Mannheim GmbH, Manngeim, 

Germany)를 이용하여 제작하였다. 세포로부터 분리한 총 RNA 중 2 

㎍의 RNA에 10μM random hexanucleotide primer, 1 mM dNTP, 8 mM 

MgCl2, 30 mM KCl, 50 mM Tris-HCl, pH 8.5, 0.2 mM 

dithiothreithol, 25 U RNAse inhibitor, 그리고 40 U AMV reverse 

transcriptase가 포함된 20 ㎕ 혼합물을 30℃에서 10분, 42℃에서 1

시간, 그리고 99℃에서 5분간 반응시켜 역전사 (reverse 

transcription) 과정을 종료하였다. 

Collagenases와 TIMPs의 mRNA 발현은 real time-PCR을 이용하여 

분석하였다. Primer는 Life Technologies (Rockville, MD, USA)에 

의뢰하여 제작하였으며, 각각의 PCR 산물은 0.05 ㎍/mL ethidium 

bromide가 함유된 2% agarose gel에서 전기영동하여 증폭된 유전자

의 크기를 확인하였다.  

Real time-PCR은 25 ng RNA에 해당하는 cDNA 5 ㎕, 10 ㎕의 SYBR 

Green PCR master mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 

그리고 각각 5 pmol의 sense와 antisense primer가 포함된 20 ㎕ 반

응 혼합물과 ABI PRISM 7700 Sequence Detection System (Applied 
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Biosystems)을 이용하여 시행하였다. PCR 조건은 95℃에서 9분간 반

응시킨 후, 94.5℃에서 45초, 60℃에서 45초, 그리고 72℃에서 1분

간 반응시키는 과정을 35회 시행하였다. PCR을 시행한 후 온도를 

60℃에서 95℃로 서서히 높여 melting curve를 구하였다. 모든 실험

은 각 sample당 triplicate로 시행하였다. Comparative CT 방법을 

이용하여 각각의 mRNA 양을 추정하였으며, GAPDH의 결과로 보정하였

다. 정상 포도당군에서의 GAPDH와 collagenases mRNA 또는 GAPDH와 

TIMPs mRNA 발현의 비를 1로 정의한 후, 만니톨군과 고포도당군에서

의 mRNA 발현을 상대적으로 비교하였다. 
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Table 1. SequencTable 1. SequencTable 1. SequencTable 1. Sequences of primers and sizes ofes of primers and sizes ofes of primers and sizes ofes of primers and sizes of PCR products PCR products PCR products PCR products 

    

CCA ACA GTG TAG GTC TTG GTG AAG Antisense
67CTG TGG CTC CCT GGA ACA Sense

TIMP-1
TGC TCC AGG GTC CTT GGA Antisense

61TGT TGC TGC GCA TGA GTT C Sense
MMP-13

AGC CCA GTA TTG GTT GCC TTTAntisense

88GCC ATC CCT TCC AAC TGG TASense

MMP-8

GGG CCT GGT TCA AAA GCA TAntisense
72

GGG AGA TCA TCG GGA CAA CTCSense
MMP-1

PCR size (bp)Sequences (5’→3’)

CGG ACC GAC CGA TTG CAntisense
63AAG AGT TGT TGA AAG TTG ACA AGC ASense

TIMP-2

CCA ACA GTG TAG GTC TTG GTG AAG Antisense
67CTG TGG CTC CCT GGA ACA Sense

TIMP-1
TGC TCC AGG GTC CTT GGA Antisense

61TGT TGC TGC GCA TGA GTT C Sense
MMP-13

AGC CCA GTA TTG GTT GCC TTTAntisense

88GCC ATC CCT TCC AAC TGG TASense

MMP-8

GGG CCT GGT TCA AAA GCA TAntisense
72

GGG AGA TCA TCG GGA CAA CTCSense
MMP-1

PCR size (bp)Sequences (5’→3’)

CGG ACC GAC CGA TTG CAntisense
63AAG AGT TGT TGA AAG TTG ACA AGC ASense

TIMP-2

    

    

    

4444. Western blot. Western blot. Western blot. Western blot을을을을    이용한이용한이용한이용한    단백단백단백단백    발현발현발현발현의의의의    측정측정측정측정        

배양 용기의 세포들을 sodium dodecyl sulfate (SDS) sample 

buffer [2% sodium dodecyl sulfate, 10 mM Tris-HCl, pH 6.8, 10% 

(vol/vol) glycerol]를 이용하여 용해시킨 후, lysate를 4℃에서 

12,000 rpm으로 10분간 원심분리한 다음 상층액을 취하였다. 추출된 

단백은 Bio-Rad kit (Bio-Rad Laboratories)를 이용하여 농도를 결

정한 후 각각 50 ㎍씩 aliquot하여 보관하였다. 50 ㎍의 단백은 

Laemmli sample buffer와 혼합한 후 100℃에서 5분간 가열한 다음, 
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SDS-polyacrylamide gel을 이용하여 전기영동을 하였다. 전기영동 

후 gel내 단백은 semidry blotting 기계를 이용하여 Hybond-ECL 

membrane (Amersham Life Science, Inc., Arlington Heights, IL,  

USA)에 전이시켰으며,실온에서 1시간 동안 blocking buffer A (1 X 

PBS, 0.1% Tween-20, and 8% nonfat milk)로 처치한 후, 하룻밤 동

안 4℃에서 1:200~1:1,000으로 희석한 제 1형 collagen, 제 3형 

collagen, MMP-1, MMP-8, MMP-13, TIMP-1 또는 TIMP-2에 대한 

monoclonal 또는 polyclonal 항체 (Calbiochem, Darmstadt, 

Germany)와 반응시켰다. Membrane을 1 X PBS와 0.1% Tween-20로 15

분간 1회, 5분간 2회 세척한 후, 1:1000으로 희석된 horseradish 

peroxidase-linked goat anti-mouse IgG (Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., SantaCruz, CA, USA) 또는 horseradish peroxidase-linked 

goat anti-rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)가 포함된 

buffer A와 1시간 동안 반응시켰다. 최종적으로 membrane은 ECL 

chemiluminescent 용액 (Amersham Life Science, Inc.)을 이용하여 

감광시켰으며, densitometer로 O.D.를 측정하였다.  

MMP-1, MMP-8, 그리고 MMP-13 단백 발현은 세포 용해액 외에도 배

양액을 이용한 실험도 병행하였다.  
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4. ELISA4. ELISA4. ELISA4. ELISA    분석분석분석분석        

 배양액 내 MMP-1, MMP-8, 그리고 MMP-13의 활성도는 ELISA kit 

(R&D systems, Inc., Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 측정하였다. 

간단히 기술하면, 각 kit에서 제공한 standard collagenase (MMP-1, 

MMP-8, 또는 MMP-13)와 동결건조 과정을 통하여 농축한 배양액을 각

각 150 ㎕씩 96-well multiplate에 넣고 상온에서 3시간 동안 반응

시킨 후, 300 ㎕의 세척 완충액으로 4회 세척한 다음 standard에는 

200 ㎕의 p-aminophenylmercuric acetate (APMA)를, 그리고 실험 배

양액에는 diluent를 첨가한 후 37℃에서 2시간 동안 반응시켰다. 이

후 300 ㎕의 세척 완충액으로 4회 세척한 다음 quenched 

fluorogenic substrate 200 ㎕를 첨가하고, 37℃에서 빛이 차단된 

조건 하에 18시간 동안 반응시킨 후 luminescence spectrometry상 

320 nm (excitation wavelength)와 405 nm (emission wavelength)에

서 측정된 O.D 값을 이용하여 판독 하였다.  

 

5. 5. 5. 5. 통계통계통계통계    분석분석분석분석        

모든 결과는 평균 ± 표준오차 (SEM)로 표시하였다. 통계 분석은 

SPSS 통계 프로그램 윈도우용 11.0 판 (SPSS, Inc., Chicago, IL, 

USA)을 이용하여 수행하였다. 각 군간의 비교에는 Kruskal-Wallis 

다중 비교용 비모수 검정을 이용하였으며, Kruskal-Wallis 검정상 
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통계학적 의의가 있는 경우 Mann-Whitney U 검정으로 확인하였다. P 

값이 0.05 미만인 경우 통계학적으로 의미있는 것으로 간주하였다.  
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ⅢⅢⅢⅢ. . . . 결과결과결과결과    

    

1.1.1.1. 고포도당에고포도당에고포도당에고포도당에    의한의한의한의한    제제제제 1 1 1 1형과형과형과형과    제제제제 3 3 3 3형형형형 collagen  collagen  collagen  collagen 단백의단백의단백의단백의    발현발현발현발현    변화변화변화변화    

  제 1형 collagen의 단백 발현은 정상 포도당군에 비하여 고포

도당군에서 유의하게 증가된 반면에, 고포도당에 의한 제 3형 

collagen의 단백 발현에는 의미있는 변화가 없었다 (Fig. 1).  

 

TypeTypeTypeTypeⅠⅠⅠⅠcollagencollagencollagencollagen

Type Type Type Type ⅢⅢⅢⅢ collagencollagencollagencollagen

ββββ----actinactinactinactin

LGLGLGLG LG+MNLG+MNLG+MNLG+MN HGHGHGHG

TypeTypeTypeTypeⅠⅠⅠⅠcollagencollagencollagencollagen

Type Type Type Type ⅢⅢⅢⅢ collagencollagencollagencollagen

ββββ----actinactinactinactin

LGLGLGLG LG+MNLG+MNLG+MNLG+MN HGHGHGHG

 

Figure 1. Representative Western blot of type Ⅰcollagen and 

type Ⅲ collagen in cultured HPMC exposed to LG, LG+MN, and HG 

(cell lysates). 
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2. 2. 2. 2. 고포도당으로고포도당으로고포도당으로고포도당으로    자극한자극한자극한자극한    복막복막복막복막    중피세포에서중피세포에서중피세포에서중피세포에서 collagenases mRNA  collagenases mRNA  collagenases mRNA  collagenases mRNA 및및및및    

단백단백단백단백의의의의    발현발현발현발현    변화변화변화변화 

정상 포도당군, 만니톨군, 그리고 고포도당군사이에서 GAPDH mRNA

로 보정한 MMP-1과 MMP-8 mRNA의 발현은 정상 포도당군에 비하여 고

포도당군에서 각각 55%와 51% 감소되었다 (P<0.05). 이에 반해 만니

톨군과 정상 포도당군 사이에 MMP-1과 MMP-8의 mRNA 발현에는 유의

한 차이가 없었다. 또한 MMP-13 mRNA의 발현은 세 군간에 의미있는 

차이가 없었다 (Fig. 2). 
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Figure 2.    MMP-1, MMP-8 and MMP-13 mRNA expression assessed by 

real time-PCR in cultured HPMC exposed to LG, LG+MN, and HG 

(cell lysates).    

 

정상 포도당군, 만니톨군, 그리고 고포도당군사이에 세포 용해액 

내 collagenases (MMP-1, MMP-8, 그리고 MMP-13) 단백의 발현에는 
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의미있는 차이가 없었다 (Fig. 3). 

   

MMP MMP MMP MMP ---- 1 1 1 1 

MMP MMP MMP MMP ---- 8 8 8 8 

MMP MMP MMP MMP ---- 13131313

ββββ----actinactinactinactin

LGLGLGLG LG+MNLG+MNLG+MNLG+MN HGHGHGHG

MMP MMP MMP MMP ---- 1 1 1 1 

MMP MMP MMP MMP ---- 8 8 8 8 

MMP MMP MMP MMP ---- 13131313

ββββ----actinactinactinactin

LGLGLGLG LG+MNLG+MNLG+MNLG+MN HGHGHGHG

 

Figure 3. Representative Western blot of MMP-1, MMP-8, and MMP-

13 in cultured HPMC exposed to LG, LG+MN, and HG (cell lysates). 

 

3.3.3.3. 고포도당으로고포도당으로고포도당으로고포도당으로    자극한자극한자극한자극한    복막복막복막복막    중피세포에서중피세포에서중피세포에서중피세포에서 TIMPs mRNA  TIMPs mRNA  TIMPs mRNA  TIMPs mRNA 및및및및    단백의단백의단백의단백의    

발현발현발현발현    변화변화변화변화    

GAPDH mRNA로 보정한 TIMP-1과 TIMP-2 mRNA의 발현은 정상 포도당

군에 비하여 고포도당군에서 각각 1.78와 1.50배 증가되었다 

(P<0.05). 이에 반해 만니톨군과 정상 포도당군 사이에 TIMP-1과 

TIMP-2의 mRNA 발현에는 유의한 차이가 없었다 (Fig. 4). 

mRNA의 발현과는 달리 고포도당이나 만니톨이 복막 중피세포에서 

TIMP-1이나 TIMP-2의 단백 발현에는 영향을 주지는 않았다 (Fig. 5). 
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Figure 4. TIMP-1 and TIMP-2 mRNA expression assessed by real 

time-PCR in cultured HPMC exposed to LG, LG+MN, and HG (cell 

lysates). 

 

ββββ----actinactinactinactin

TIMPTIMPTIMPTIMP----1111

TIMPTIMPTIMPTIMP----2222

LGLGLGLG LG + MNLG + MNLG + MNLG + MN HGHGHGHG

ββββ----actinactinactinactin

TIMPTIMPTIMPTIMP----1111

TIMPTIMPTIMPTIMP----2222

LGLGLGLG LG + MNLG + MNLG + MNLG + MN HGHGHGHG

 

Figure 5. Representative Western blot of TIMP-1 and TIMP-2 in 

cultured HPMC exposed to LG,  LG+MN, and HG (cell lysates). 
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4.4.4.4. 복막복막복막복막    중피중피중피중피세포세포세포세포    배양액배양액배양액배양액    내내내내    colcolcolcollagenaseslagenaseslagenaseslagenases    단백과단백과단백과단백과    활성도의활성도의활성도의활성도의    변화변화변화변화    

복막 중피세포 배양액 내 MMP-1, MMP-8, 그리고 MMP-13의 단백 발

현은 고포도당군에서 정상 포도당군에 비하여 의미있게 감소되었다 

(P<0.01) (Fig. 6). 

 

MMP MMP MMP MMP ---- 1 1 1 1 

MMP MMP MMP MMP ---- 8 8 8 8 

LGLGLGLG LG+MNLG+MNLG+MNLG+MN HGHGHGHG

MMP MMP MMP MMP ---- 13131313

MMP MMP MMP MMP ---- 1 1 1 1 

MMP MMP MMP MMP ---- 8 8 8 8 

LGLGLGLG LG+MNLG+MNLG+MNLG+MN HGHGHGHG

MMP MMP MMP MMP ---- 13131313

LGLGLGLG LG+MNLG+MNLG+MNLG+MN HGHGHGHG

MMP MMP MMP MMP ---- 13131313

 

Figure 6. Representative Western blot of MMP-1, MMP-8, and MMP-

13 in cultured HPMC exposed to LG, LG+MN, and HG (media). 

 

또한, 복막 중피세포 배양액 내 MMP-1과 MMP-8의 활성도는 고포도

당군에서 정상 포도당군에 비하여 유의하게 감소되었다. 활성 MMP-1

의 농도는 정상 포도당군 36.0±4.7 pg/ml, 고포도당군 12.6±0.3 

pg/ml (P<0.01)이었으며, MMP-8은 각각 31.3±7.03 pg/ml, 14.9±

0.93 pg/ml (P<0.04)로 고포도당군에서 MMP-1과 MMP-8의 활성도는 

의미있게 감소되었다. 그러나 MMP-13의 활성도는 각각 37.5±0.43 
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pg/ml, 35.6±0.52 pg/ml로 양군 사이에 의미있는 차이는 없었다 

(Fig. 7). 
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Figure 7. ELISA of MMP-1, MMP-8, and MMP-13 in cultured HPMC 

exposed to LG, LG+MN, and HG (media). 

 

5555. . . . 복막복막복막복막    중피중피중피중피세포세포세포세포    배양액배양액배양액배양액    내내내내 TIMPs  TIMPs  TIMPs  TIMPs 단백단백단백단백의의의의    변화변화변화변화 

세포 용해액 결과와는 달리 배양액 내 TIMP-1과 TIMP-2의 단백 

발현은 고포도당군에서 정상 포도당군에 비하여 각각 1.7배와 1.6배 

증가되었다 (P<0.05)(Fig. 8). 
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Figure 8. Representative Western blot of TIMP-1 and TIMP-2 in 

cultured HPMC exposed to LG, LG+MN, and HG (media). 
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ⅣⅣⅣⅣ....    고찰고찰고찰고찰    

 

복막 섬유화는 장기간 복막투석을 시행받고 있는 말기 신부전증 

환자에서 발생하는 심각한 합병증 중 하나로, 복막의 기능부전을 야

기시켜 더 이상 복막투석을 시행하지 못하는 상태까지 이르게 한다. 

복막 섬유화는 병리학적으로는 복막 중피세포의 탈락으로 인한 중피

세포 수의 감소와 더불어 세포 외 기질의 축적이 특징적인 소견인데, 

이러한 섬유화가 발생하는 병태생리학적 기전은 아직까지 명확하게 

밝혀져 있지 않은 실정이다. 정상 상태의 복막에서는 세포 외 기질

의 합성과 분해의 균형에 의하여 기질의 축적이 일어나지 않지만, 

일부 병적인 상태에서는 합성과 분해의 불균형에 의하여 세포 외 기

질이 축적되는 것으로 보고되고 있다. 

 세포 외 기질의 축적에 대한 병태생리학적 기전을 규명하기 위한 

수 많은 연구들 가운데 가장 대표적인 것은 당뇨병성 신병증 모델을 

대상으로 한 연구이다. 당뇨병성 신병증도 사구체 내 세포 외 기질

의 축적이 특징적인 병리학적 소견으로, 과거에는 주로 고혈당이나 

TGF-ß에 의한 세포 외 기질의 합성 증가가 병인으로 이야기되어

져 왔으나 최근에는 단백 분해 효소의 생성 감소도 관련이 있다는 

연구 결과들이 종종 보고되고 있다18, 28. Streptozotocin으로 당뇨가 

유발된 백서를 대상으로 당뇨 유발 6개월 후 적출한 신장에서 
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MMP-2와 MMP-9의 활성도는 감소 된 반면에 TIMP mRNA의 

발현은 증가되었다는 보고가 있으며28, 제 2형 당뇨 환자로부터 채

취한 신생검 조직의 사구체를 이용하여 RT-PCR을 시행한 결과 

MMP-2 mRNA의 발현이 대조군 사구체에 비하여 유의하게 감소되

어 있었다는 보고도 있다29. 생체 외 실험상으로도 고포도당으로 자

극한 메산지움 세포와 사구체 상피 세포에서 MMP-2의 발현은 감

소되는 반면에 TIMP-2의 발현은 오히려 증가되어 세포 외 기질의 

축적이 일어난다고 알려져 있다29. 

 고포도당 투석액을 사용하는 복막투석 환자에서 발생하는 복막 

섬유화도 당뇨병성 신병증과 유사하게 세포 외 기질의 축적이 특징

적인 소견이기 때문에 병태생리를 당뇨병성 신병증과 유사하게 기질

의 합성 증가 측면과 기질의 분해 감소 측면에서 연구하게 된다. 복

막 중피세포에서 고포도당은 protein kinase C나 p38 mitogen-

activated protein kinase 경로의 활성화를 통하여 세포 외 기질의 

합성 증가를 유도하는 것으로 알려져 있다30, 31. 복막 중피세포 역시 

MMP-2, MMP-3, 그리고 MMP-9를 분비하며 동시에 TIMP-1, 

TIMP-2, 그리고 TIMP-3도 합성하는 것으로 알려져 있기 때문에 

세포 외 기질의 분해 감소가 복막 섬유화와 관련이 있을 것으로 생

각되나 이에 대한 연구는 아직까지 미미한 실정이다24. Hirahara 등

은 chlorhexidine gluconate을 백서의 복강내로 주입하여 손상이 
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유발된 복막을 이용하여 in situ film zymography를 시행한 결과, 

대조군에 비하여 chlorhexidine을 투여받은 백서의 복막 조직 내 

MMP-2 활성도가 의미있게 증가되어 있었다고 보고하였다. 그러나 

그들은 zymography를 이용한 MMP-2 활성도가 복막 중피 배양 

세포에서는 관찰되지 않았다고 하였다32. 이 외에도 복막 중피세포

에서 고삼투압 자극에 의하여 MMP-9 단백 발현과 활성도가 감소

되었다는 보고가 있으며, 복막염이 동반된 복막투석 환자에서 투석

액 내 MMP-9과 TIMP-1의 활성도가 증가되어 있는 것으로 미루

어 보아 MMP-9과 TIMP-1이 복막염에 의한 복막의 세포 외 기

질의 재구성과 관련이 있다는 연구 결과도 있다33. 

   MMPs는 아연-의존형 endopeptidases로 세포 외 기질의 분해 

및 재구성에 관여하며, 기질 특이성에 따라 여섯 군으로 분류된다 : 

(1) Collagenase (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18); (2) 

Gelatinases (MMP-2, MMP-9); (3) Stromelysins (MMP-3, 

MMP-10, MMP-11); (4) Matrilysins (MMP-7, MMP-26);  

(5) Membrane type MMPs (MT-1, MT-2, MT-3, MT-4, MT-

5-MMPs); (6) 기타 MMPs (MMP-12, MMP-19, MMP-22)34. 

당뇨병성 신병증의 경우에는 사구체내 축적되는 세포 외 기질이 주

로 제 4형 collagen이기 때문에 제 4형 collagen 분해에 관여하는 

MMP-2와 MMP-9를 대상으로 연구를 해 왔다는 것이 적절하다고 
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생각되지만35, 복막 중피세포가 주로 생성하고, 복막 섬유화 조직에

서 주로 관찰되는 세포 외 기질이 제 1형과 제 3형 collagen이라는 

사실을 감안하면36, 37, 복막 섬유화의 병태생리를 규명하는데 있어 

MMP-2와 MMP-9의 변화를 연구 주제로 하였다는 것은 타당하지 

않았다고 생각된다. 이러한 이유에서 본 연구자는 고포도당으로 자

극한 복막 중피세포에서 제 1형과 제 3형 collagen의 분해에 관여

하는 것으로 알려져 있는 collagenase의 변화에 대한 연구를 시행

한 결과, 고포도당에 의하여 복막 중피 배양세포에서 collagenase계 

MMPs 중 MMP-1과 MMP-8의 mRNA, 단백 발현과 배양액 내 

collagenase계 MMPs의 활성도가 감소되었으며, 이러한 감소가 세

포 외 기질의 축적과 관련이 있을 것으로 생각된다. 

   Collagenase계 MMPs는 주로 종양의 전이 , 구강 질환, 관절염 

등의 병태생리에 관여하는 것으로 알려져 있으며16, 38, 최근에는 본 

연구와 유사한 복막 섬유화에서 plasminogen activator inhibitor-1 

(PAI-1)과 collagenase의 역할에 대한 연구 결과가 발표되었다. 

Higuchi 등39은 복막 중피세포와 섬유아세포를 대상으로 고포도당이 

PAI-1, MMP-13, 그리고 TIMP-1의 발현에 미치는 영향을 관찰

한 결과, 섬유아세포에서는 MMP-13 mRNA의 발현이 증가되었으

나 복막 중피세포에서는 유의한 변화가 없었다고 하였다. 또한 그들

은 복막 중피세포에서 고포도당에 의하여 제 1형과 제 3형 
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collagen mRNA의 발현이 오히려 감소되었다고 보고하였다39. 이는 

고포도당에 의하여 제 1형과 제 3형 collagen 단백의 발현이 증가

된 본 연구 결과나 고포도당에 의한 제 1형 collagen mRNA의 발

현 증가를 관찰한 Morgera등의 연구와는 상반된 결과로40, 이는 실

험에 사용한 배양액 내 포도당 농도, 자극 시간, 그리고 중피세포의 

종류 (사람 vs. 백서) 등의 차이에 기인할 것으로 생각된다. 

 MMPs 유전자는 여러 성장 인자나 염증성 싸이토카인에 의하여 

발현이 증가되는 것으로 보고되고 있다. 당뇨병성 신병증 모델에서

는 고포도당이 protein kinase C 경로나 TGF-ß를 통하여 MMP 

유전자 발현을 조절한다고 알려져 있으며30, 41, 42, 안지오텐신-전환 

효소 억제제나 안지오텐신 수용체 차단제에 의하여 고혈당이나 고포

도당에 의한 MMPs의 변화가 억제되었다는 실험 결과들로 미루어 

보아 안지오텐신도 MMPs의 발현에 관여할 것으로 여겨지고 있다21, 

43. 당뇨병성 신병증 모델과 유사하게 고포도당으로 자극한 복막 중

피세포에서도 protein kinase C 경로의 활성화, TGF-ß의 발현 증

가, 그리고 안지오텐신 Ⅱ의 합성 증가가 관찰되기 때문에 고포도당

으로 자극한 복막 중피세포에서도 MMPs의 발현 변화가 이들 인자

에 의하여 조절될 것으로 생각되나 이를 증명하기 위해서는 향후 추

가적인 연구가 필요할 것으로 사료된다. 

 세포 내에서 합성된 MMPs는 잠재 (latent) 상태로 분비된 후 단
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백 분해효소(proteinase)나 plasmin과 같은 물질에 의하여 활성화

되며, TIMPs에 의하여 작용이 억제된다. Plasmin은 불활성 상태의 

plasminogen으로부터 전환되는데, 이 과정에 PAI-1과 PAI-2가 

관여하는 것으로 되어있다44. 당뇨 조건 하에서 시행한 기존의 실험 

결과들을 보면 PAI-1의 발현 증가에 의한 plasmin의 생성 감소로 

인하여 MMPs의 활성화가 억제될 뿐만 아니라 TIMPs의 발현 증가

에 의하여 MMPs의 작용이 억제되는 것으로 보고되고 있다45-49. 

Higuchi 등39은 고포도당으로 자극한 복막 중피세포에서 PAI-1과 

TIMP-1 mRNA의 발현에 변화가 없었다고 하여 본 연구 결과와는 

차이가 있었는데, 이러한 차이는 전술한 바와 같이 실험 대상과 실

험 조건의 차이에 기인한 것으로 생각된다.  

 결론적으로 복막투석을 시행받고 있는 환자에서 발생하는 합병증 

중 하나인 복막 섬유화의 병태생리에 일부 collagenase의 발현 감

소와 TIMPs의 발현 증가로 인한 collagen의 분해 감소가 일부 관

여할 것으로 생각된다. 향후 본 연구의 결과를 복막 섬유화 예방을 

위한 약제의 적용과 새로운 투석액의 개발을 위한 기초 자료로 활용

할 수 있을 것으로 사료된다.  
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ⅤⅤⅤⅤ. . . . 결론결론결론결론    

    

고포도당 조건 하에서 72시간 동안 배양한 복막 중피세포에서 제 

1형 collagen과 제 3형 collagen, collagenases (MMP-1, MMP-8, 그

리고 MMP-13), 그리고 TIMPs (TIMP-1 and TIMP-2)의 발현과 활성도

를 측정하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

 

1. 제 1형 collagen의 단백 발현은 정상 포도당군에 비하여 고포

도당군에서 1.4배 증가되었던 반면 (P<0.05), 고포도당에 의

한 제 3형 collagen의 단백 발현에는 의미있는 변화가 없었다.  

2. MMP-1과 MMP-8의 mRNA 발현은 고포도당군에서 정상 포도당군

에 비하여 각각 55%, 51% 감소하였다 (P<0.05). 그러나 양군 

사이에 MMP-13 mRNA의 발현에는 유의한 차이가 없었다. 

3. 세포 배양액 내 collagenases (MMP-1, MMP-8, 그리고 MMP-13)

의 단백 발현은 고포도당군에서 정상 포도당군에 비하여 의미

있게 감소되었다 (고포도당군 vs. 정상 포도당군: MMP-1, 

32.6%; MMP-8, 21.3%; MMP-13, 23.8%)(P<0.05). 그러나 양군 

사이에 세포 용해액 내 collagenase의 단백 발현에는 유의한 

차이가 없었다. 

4. 복막 중피세포 배양액 내 MMP-1, MMP-8의 활성도는 고포도당
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군에서 각각 12.6±0.3 pg/ml, 14.9±0.93 pg/ml로 정상 포도

당군의 36.0±4.7 pg/ml, 31.3±7.03 pg/ml 에 비하여 의미있

게 감소되어 있었다 (p<0.05). 그러나 양군 사이에 MMP-13의 

활성도는 37.5±0.43 pg/ml, 35.6±0.52 pg/ml로 의미있는 차

이는 없었다. 

5.  TIMP-1과 TIMP-2의 mRNA 발현은 정상 포도당군에 비하여 고

포도당군에서 각각 1.8배, 1.5배 증가되었다 (P<0.05).  

6. 세포 배양액 내 TIMP-1과 TIMP-2의 단백 발현은 고포도당군에

서 정상 포도당군에 비하여 각각 1.7배, 1.6배 증가되었다 

(P<0.05). 그러나 양군 사이에 세포 용해액 내 TIMP-1과 

TIMP-2의 단백 발현에는 의미있는 차이는 없었다. 

 

   이상의 실험 결과로 미루어, 복막 중피세포에서 고포도당에 의한 

collagenases의 발현 감소와 TIMPs의 발현 증가로 인한 세포 외 

기질의 분해 감소도 복막 섬유화의 병태생리에 일부 관여할 것으

로 생각된다.  
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    Continuous ambulatory peritoneal dialysis (CAPD) has been used 

as a long-term renal replacement therapy for patients with end-

stage renal disease. However, after long-term treatment with 

CAPD, peritoneal fibrosis (PF) has been observed in some 

patients, resulting in membrane failure. In vitro and in vivo 

studies have demonstrated that denudation of mesothelial cells 
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from the peritoneum and excessive deposition of extracellular 

matrix (ECM) are the structural determinants of PF. ECM 

accumulation results from imbalanced matrix protein metabolism 

between synthesis and degradation, which has been widely 

investigated in diabetic nephropathy. Previous studies have 

demonstrated that ECM synthesis is increased in human 

peritoneal mesothelial cells (HPMCs) under high glucose 

conditions, but the effects of high glucose on degradative 

pathways, which is mediated by matrix metalloproteinases (MMPs) 

and tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs), have not 

fully explored. 

The purpose of this study was to elucidate the effects of 

high glucose on these proteolytic processes in cultured HMPCs. 

Since the main ECMs accumulated in PF are type I and type III 

collagen, I investigated collagenases (MMP-1, MMP-8, and MMP-

13) activity, expression and TIMPs (TIMP-1 and TIMP-2) 

expression, which are known to be involved in the degradation 

of type I and type III collagen. In addition, I determined type 

I and type III collagen levels in high glucose-stimulated HPMCs. 

HPMCs were isolated from a piece of human omentum and were 
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incubated with M199 media containing 5.6 mM glucose (LG), 5.6 

mM glucose + 34.4 mM mannitol (LG+M), or 40 mM glucose (HG). 

After 72 hours, cells were harvested for messenger RNA and 

protein, and media were collected. mRNA expressions was 

determined by real time-PCR, protein expressions by Western 

blot, and collagenase activities by ELISA. The results were as 

follows; 

 

1. Type I collagen protein expression was significantly higher 

in HPMC exposed to HG compared to LG cells (average 1.4-fold, 

p<0.05), whereas there was no difference in type III 

collagen protein expression. 

2. MMP-1 and MMP-8 mRNA expression in HG-stimulated HPMCs were 

decreased by 55% and 51%, respectively, compared to LG cells 

(P<0.05). However, there was no difference in MMP-13 mRNA 

expression between LG and HG cells. 

3. Collagenase protein expressions were significantly lower in 

HG media compared to LG media (MMP-1, 32.6%; MMP-8, 21.3%; 

MMP-13, 23.8% of LG) (p<0.05), but there were no differences 

in collagenases protein expression in cell lysates. 
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4. MMP-1 and MMP-8 activities in HG media (12.6 ± 0.3 pg/ml, 

14.9 ± 0.93 pg/ml, respectively) were significantly lower 

than those in LG media (36.0 ± 4.7 pg/ml, 31.3 ± 7.0 pg/ml, 

respectively) (p<0.05). but there was no difference in MMP-

13 acitivity between LG and HG media. 

5. TIMP-1 and TIMP-2 mRNA expression in HG stimulated HPMCs 

were 1.8-fold and 1.5-fold higher, respectively, compared to 

LG cells (P<0.05). 

6. TIMP-1 and TIMP-2 protein expression in HG media were 1.7-

fold and 1.6-fold higher, respectively, compared to LG media 

(p<0.05), but there were no differences in TIMP protein 

expression in cell lysates. 

 

In conclusion, these results suggest that the impairment of 

matrix degradation may contribute to ECM accumulation in 

peritoneal fibrosis. 

 

Key Words: pertitoneal fibrosis, collagen, matrix metallopro- 

teinase, tissue inhibitor of matrix metalloproteinase.  
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