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국문요약

111333---ccciiisssrrreeetttiiinnnoooiiicccaaaccciiiddd가가가 OOOLLLEEETTTFFF쥐쥐쥐를를를 이이이용용용한한한
제제제222형형형 당당당뇨뇨뇨병병병성성성 신신신경경경병병병증증증에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향

연연연구구구목목목적적적:최근 당뇨병성 신경병증에 효과가 있는 여러 신약 후보
물질들이 대두되고 있으나,그 작용 기전과 효과에 대한 연구는 아직
미흡한 상태이다.따라서 본 연구는 제 2형 당뇨병의 동물모델인
OLETF쥐에서 현재 당뇨병성 신경병증 치료의 후보 물질로서의 가
능성이 제시되고 있는 Retinoicacid receptor(RAR)및 retinoid X
receptor(RXR) agonist(RARA)들 중에서 RAR 효현제인 13-cis
retinoicacid투여에 따른 당뇨병성 신경병증 발생 억제효과와 그 기
전을 분석하고자 하였다.
연연연구구구방방방법법법:OLETF쥐 20마리와 대조군 LETO 쥐 10마리를 각각 반

씩 나누어 반은 13-cis-retinoicacid를 arachisoil에 섞어 매일 12주간
경구 투여하고,나머지 반은 arachisoil만 같은 시간에 경구 투여하였다.
신경 모세혈관 밀도(Nervercapillarydensity)는 신경조직을 절제하여
morphometry방법으로 각 군 간의 총 신경 면적을 정량화하였고,모세
혈관의 수를 총 신경면적으로 나누어 신경 모세혈관 밀도를 계산하였다.
연연연구구구결결결과과과:당뇨병 개체인 OLETF군과 비 당뇨병 개체인 LETO군

을 비교하였을 때 OLETF군에서는 혈중 IGF-I/IGFBP-3molarratio
가 높게 측정되었다.13-cis-retinoic acid의 투여가 OLETF 군에서
IGF-I에는 영향이 없으나 혈중 IGFBP-3를 증가시켜 IGF-I/IGFBP-3
molarratio를 감소시키는 것을 확인하였다.LETO,OLETF두 군 모두
에서 13-cis retinoic acid 투여 후에 신경 모세혈관 밀도(nerve
capillarydensity)의 평균값은 감소하였으나 통계학적인 의미는 없었
다.
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결결결론론론:13-cisretinoicacid의 투여는 IGFBP-3의 수치를 상승시켜
IGF-I/IGF-BP3molarratio를 감소시키고,또한 병변의 진행에 따른
hypoperfusion과 hypoxia를 개선시켜 신경 모세혈관 밀도를 증가시키는
것으로 생각된다.

KeyWords:당뇨병성 신경병증,RAR(retinoicacidreceptor)agonist,
13-cis-retinoicacid,IGF-I/IGFBP-3molarratio,신경 모
세혈관 밀도
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<<<지지지도도도교교교수수수 안안안 철철철 우우우>>>

연연연세세세대대대학학학교교교 대대대학학학원원원 의의의학학학과과과

이이이 상상상 훈훈훈

ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

1980년대부터 국내의 당뇨병 환자는 급격히 증가하여 유병률이 7-8%에
육박하면서 당뇨병 및 당뇨병성 만성 합병증으로 인한 노동력 상실과 이
로 인한 의료비 지출이 연간 220억원에 이르고 있는 등 사회적으로 심각
한 문제가 되고 있고,당뇨병의 유병률과 발생률은 이미 구미 선진국을
앞지르고 있는 실정이다.최근의 국내 당뇨병 역학 보고에 의하면 당뇨
병 유병률 조사 당시 진단되지 않았던 환자가 다수 존재하며,또한 당뇨
병의 전단계로 알려진 내당능 장애의 유병률도 상당히 높게 조사되었다.
알려진 바로는 내당능장애에 속하는 환자는 연간 5-12%에서 현성 당뇨
병으로 이행되는 고위험군이다.따라서 현시점에서 한국인 당뇨병 환자
의 임상특성,혈당 및 합병증 관리에 있어서 병인기전에 근거한 새로운
치료지침의 수립이 필요한 상황이다.111

당뇨병에 대한 인식변화와 치료방법의 급속한 발전과 더불어 당뇨병 환
자의 평균 수명이 연장되면서 당뇨병성 만성합병증이 현저히 증가하고
있다.최근 국내에서도 당뇨병 환자의 대혈관 합병증으로 인한 관상동맥
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이나 뇌혈관의 죽상경화증이 급속히 증가하고 있어 이에 대한 대책이 시
급한 실정이다.특히,당뇨병의 여러 만성 합병증 중에서 당뇨병성 신경
병증은 비교적 일찍 발병하고 자율신경병증 등 복잡하고 난치성 합병증
으로 진행되어 당뇨병성 족부질환의 주요한 원인이 되고 있다.이미 국
내에서는 1980년대 후반 이후부터 당뇨병성 족부질환으로 상당수의 환자
가 절단 등의 위험에 직면하고,이러한 상황의 배경에 당뇨병성 신경병
증이 현재 가장 많은 원인을 차지하고 있는 상황이다.222따라서 이를 예
방하고 치료효과를 보이는 약제의 개발이 필요한 시점이나 당뇨병성 신
경병증은 현재로서는 표준적인 치료방법이 확립되지 않아,당뇨병성 신
경병증의 기전규명을 통한 신약개발의 기반 구축이 필요한 상태이다.최
근에는 peroxisomeproliferator-activatedreceptor(PPAR)agonist계열
의 약물들이 인슐린 저항성을 근간으로 하는 대사성 증후군에서 효과적
으로 사용되고 있는데,RXR-PPARheterodimer에 의한 인슐린 저항성
억제 유전자의 조절은 이들 약물의 주요 작용 기전 중의 하나이다,444

PPARagonist에 대한 연구와 실용화는 상당히 진행되어 있으나 α,β 그
리고 γ 의 아형으로 구성되어 있는 retinoidacidreceptor(RAR)또는
retinoidXreceptor(RXR)에 선택적인 retinoicacid유도체의 개발은 최
근에 시작되었으며 내분비 영역의 약물 개발에서 현재 주요 연구소 및
제약회사들이 이 분야를 선점하려고 노력하고 있다.333---555

당뇨병성 자율신경병증의 병인은 아직 명확하게 규명되지 않았으며,
고혈당의 조절상태에 따른 대사 장애설,신경미세혈관 장애설,Nerve
growthfactor(NGF)부족설,및 교감신경절에 대한 항체 및 항미주
(anti-vagus)신경 항체의 발현 등 자가면역설 등이 있다.그 외에 고
혈당에 의한 폴리올 경로의 활성화,proteinkinaseC의 활성화에 의
한 혈관 수축 및 신경 혈류 감소,산화스트레스에 의한 내피세포 손
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상,AGE(advancedglycosylationendproducts)형성,필수 지방산 결
핍 등이 관여한다고 알려져 있다.Retinoicacid유도체가 당뇨병성 신
경병증의 병인의 매개체인 TGF-β,IGF-axis와 같은 성장 인자에 직접
적 또는 간접적인 작용을 미친다는 분자 생물학적 연구 보고가 최근 나
오면서,666---888retinoicacid유도체들을 통한 성장인자들의 조절을 통해서 당
뇨병선 신경병증의 예방 또는 개선의 효과를 기대할 수 있다.특히,성장
인자 중에서 IGF-axis는 인슐린의 기능을 조절하는데 핵심적인 역할을
하고 있으며,999 이러한 결과를 바탕으로 retinoid acid receptor
agonist(RARA)는 제2형 당뇨병 및 당뇨병성 합병증(신경병증)의 좋은
치료제가 될 가능성이 매우 높다.최근에 산화성 스트레스,AGE,NGF
도 신경병증의 발병기전에 역할을 하고 있다는 연구결과의 측면에서도
RARA가 산화성 스트레스를 비롯하여 여러 관련 인자들의 개선의 가능
성에서,당뇨병성 신경병증의 치료 및 예방 효과의 가능성도 기대할 수
있겠다.본 연구과제의 목표는 RARA의 당뇨병성 신경병증의 예방 효과
와 신경병증의 진행 억제 약리작용과 기전을 확인하여,당뇨병성 신경병
증의 치료제로서의 가능성을 연구하고자 하였다.
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...재재재료료료
가가가...111333---ccciiisss---rrreeetttiiinnnoooiiicccaaaccciiiddd(((111333---ccciiisss---RRRAAA)))
RAR 효현제는 Sigma 회사에서 제조한 13-cis-retinoic
acid(isotretinoin)를 사용하였다.용량은 kg당 2mg을 arachisoil에
섞어 총량을 0.2mL로 하였다.
13-cis-retinoic acid(isotretinoin)FW :300.4 Sigma co.St.

Louis,MO,USA

<Thechemicalstructureof13-cis-retinoicacid(isotretinoin)>

나나나...실실실험험험동동동물물물
제2형 당뇨병의 실험동물 모델인 생후 6주된 OLETF 쥐
(Otsuka-Long-Evans-Tokushima Fatty rats, Tokushima
ResearchInstituteOtsuka,Pharmaceutical;Tokushima,Japan)
20마리와, 대조군으로써 생후 6주된 LETO rats
(Long-Evans-Tokushima-Otsuka rats, Tokushima Research
InstituteOtsuka,Pharmaceutical;Tokushima,Japan)10마리를
온도가 25℃,실내습도가 40～60%로 잘 유지되는 사육실에서 충
분한 사료 및 식수를 제공하면서 사육하였다.
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222...방방방법법법
가가가...111333---ccciiisss---rrreeetttiiinnnoooiiicccaaaccciiiddd의의의 투투투여여여방방방법법법

OLETF쥐 20마리와 대조군 LETO쥐 10마리를 각각 반씩 나누
어 반은 13-cis-retinoicacid를 arachisoil에 섞어 매일 12주간 경
구 투여하고,나머지 반은 arachisoil만 같은 시간에 경구 투여하
였다.

나나나...혈혈혈액액액 및및및 요요요 검검검사사사와와와 방방방법법법
동물실험은 총 12주간 시행하였으며 매주 1회의 체중과 혈당을 측
정하고 총 2회의 경구 당 부하 검사를 시행하였다.13-cis-retinoic
acid의 당뇨병성 신경병증에 대한 치료 효과가 있는지를 조사하기
위하여,48시간 소변 수집검사 및 실험 종료 시 쥐를 희생시키면서
심장에서 혈액을 채취하여 각종 생화학 검사를 시행하였다.검사의
내용은 아래와 같다.
(1)혈액 및 요 검사
(가)혈청학적 검사 :혈중 glucose,BUN,creatinine,SGOT,

SGPT,총 콜레스테롤,중성지방,고밀도 지단백 콜레스테롤,
유리지방산의 농도를 측정하였다.

(나)Enzymelinkedimmunosorbentassay(ELISA)검사 :IGF-1,
IGFBP-3,TGF-β,insulin,c-peptide의 수치를 측정하였다.

(다)방사선 면역 조사법 :요중 알부민 양을 측정하였다.
(2)방법
(가)13-cis-retinoicacid의 혈중 지질대사에 미치는 영향을 알아
보기 위하여 혈중 총 콜레스테롤,중성지방,고밀도 지단백 콜
레스테롤,유리지방산을 측정하였다.

(나)48시간 요량을 측정하고 동시에 방사선 면역 조사법으로 요중
단백(알부민)배설량을 측정.요 시료는 3000rpm에서 10분간
원심분리한 후 상층액을 취하여 요 creatinine및 단백뇨를 측
정하는데 이용하였다.
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(다) 간장에 미치는 영향을 알아보기 위하여 간 효소 수치
(SGOT/SGPT)를 검사하였다.

다.신경 모세혈관 밀도(Nervercapillarydensity)
동물실험이 종료된 상태에서 신경조직을 절제하여 morphometry
방법으로 각 군 간의 총 신경 면적을 정량화하였다.각각의 rat에
서 신경조직을 절제하여 횡단면으로 3μm 두께의 조직을 얻어
Hematoxylin-Eosin염색을 시행하였고 분석할 신경조직은 자동
형태 분석시스템(automatedimageanalysissystem)으로 다음
의 사항을 측정하였다.
(1)총 신경 면적(totalnervearea,mm2)
(2)모세혈관 수(capillarynumber)

333...통통통계계계 분분분석석석
연구종료 시점까지 LETO쥐는 총 5마리(13-cisretinoicacid투
여군 3마리,대조군 2마리)OLETF쥐는 총 13마리(13-cis-retinoic
acid투여군 5마리,대조군 8마리)가 생존하였고,각 군의 개체수가
적어 비모수적인 통계분석을 시행하였다.4군을 통합하여 통계분석
을 하였을 경우는 Kruskal-Wallis검정을 시행하였고,두 군 간의
비교시,예를 들어 13-cisretinoicacid투여와 관련되어 LETO혹
은 OLETF군 내에서의 차이를 비교하거나,13-cisretinoicacid
투여군과 비 투여군으로 나눌 때,혹은 OLETF와 LETO두 군으로
나눌 때는 Mann-Whitney검정을 사용하였다.통계결과는 p-value
0.05를 기준으로 하여 이 값보다 작을 때 대립 가설을 의미 있는
것으로 판단하였다.
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ⅢⅢⅢ...결결결 과과과

111...몸몸몸무무무게게게의의의 변변변화화화

LETO군보다 OLETF군,즉 당뇨병이 있는 군에서 몸무게가 의미
있게 높은 값으로 측정되었다.(LETO군:519.5±28.7g,OLETF군
631.0±21.3g,p<0.05,그림 1)각각의 군 안에서 13-cisretinoic
acid 투여에 의한 차이나,각 군에 상관없이 전체적으로 13-cis
retinoicacid투여,대조군으로 나누어서 비교 시에는 통계적으로 의
미있는 결과를 보이지 않았다.(p>0.05)
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그림 1.OLETF군와 LETO군의 몸무게 비교 그래프.

222...혈혈혈당당당의의의 변변변화화화

OLETF,LETO두 군 간에 측정시작 3주부터 통계적으로 의미있는
혈당의 차이를 보였다.(p<0.05,그림 2)OLETF군은 2주부터 혈당이
120mg/dL이상을 보이기 시작하여 당뇨병으로의 진행을 확인할 수
있었다.(그림 2)
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그림 2.OLETF군과 LETO군 간의 혈당비교.
OLETF,LETO 두 군 간에 측정시작 3주부터 의미있는 혈당의 차이를
보였다

그러나 각 군 내에서 13-cisretinoicacid투여에 의한 차이나,각 군
에 상관없이 13-cisretinoicacid투여,대조군으로 나누어서 비교 시
에는 통계적으로 의미있는 결과를 보이지 않았다.(p>0.05)내당능 검
사에서도 혈당처럼 13-cisretinoicacid투여에 의한 차이를 확인할
수 없었고(p>0.05),13-cisretinoicacid투여와 상관없이 OLETF군
에서만 AUC(area under the curve)가 의미있게 차이를 보였
다.(p<0.05,그림 3)
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13-cisretinoicacid투약 전

13-cisretinoicacid투약 후

그림 3.13-cisRA 투약 전․후 OGTT결과에 대한 AUC의 비교.
OLETF군에서 LETO군보다 투약 전과 후 모두에서 AUC가 높은 값을
보여 (투약전 p=0.002,투약 후 0.001)당뇨병이 지속되고 있음을 알 수
있다.
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333...ccc---pppeeeppptttiiidddeee,,,iiinnnsssuuullliiinnn의의의 변변변화화화

OLETF군에서 c-peptide,insulin수치가 높게 측정되었다.(p<0.05,
표 1)13-cisretinoicacid의 투여는 OLETF군에서만 혈청 c-peptide
농도의 의미있는 차이를 유발하였다.(p=0.03,표 2)

표 1.LETO,OLETF군에서 Insulin1,c-peptide2

LETO OLETF pvalue
Insulin 5.7±2.5 10.8±3.7 <0.05
c-peptide 0.21±0.07 0.29±0.07 <0.05
1:단위는 μIU/mL이고 그 값은 평균 ±표준편차로 나타냄.
2:단위는 ng/mL이고 그 값은 평균 ±표준편차로 나타냄.

표 2.OLETF군에서 13-cisRA*투여에 따른 Insulin1,c-peptide2

OOOLLLEEETTTFFF군군군 13-cisRA
투여전

13-cisRA
투여 후 pvalue

Insulin(μIU/mL) 9.8±4.1 12.6±2.2 >0.05
c-peptide(ng/mL) 0.26±0.07 0.34±0.04 <0.05
*Retinoicacid
1:단위는 μIU/mL이고 그 값은 평균 ±표준편차로 나타냄.
2:단위는 ng/mL이고 그 값은 평균 ±표준편차로 나타냄

444...신신신장장장기기기능능능의의의 변변변화화화...

LETO군에서 혈중 BUN,creatinine수치가 OLETF군보다 높게 측
정되었다.(표 3)소변 내 creatinine의 농도는 OLETF군에서 통계적
으로 의미있게 높게 측정되었다.(datanotshown)13-cisretinoic
acid투여 유무에 따라 비교하였을 때,투여군에서 소변 내 albumin
농도가 낮았지만(p=0.09,표 4),소변 내 albumin/creatinineratio는
통계적으로 의미있는 차이를 보이지 않았다.(p=0.07)
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표 3.LETO,OLETF군에서 BUN,creatinine1

LETO OLETF pvalue
BUN 5.7±2.5 10.8±3.7 0.01
Creatinie 0.2±0.1 0.3±0.1 0.01
1:각각의 단위는 mg/dL이며 그 값은 평균 ±표준편차로 나타냄

표 4.OLELTF군에서 13-cisRA투여에 따른 urinealbumin1,urine
creatinine2,urinealbumin/creatinineratio

13-cisRA
투여전

13-cisRA
투여 후 pvalue

urinealbumin 3.7±0.3 3.4±0.1 0.09
urinecreatinine 89.8±38.4 100.7±21.5 0.28
urinealbumin/creatinine
×100 163.7±39.2 353.2±70.4 0.07
1,2:각각의 단위는 mg/dL이고 그 값은 평균 ±표준편차로 나타냄

그림 4.OLETF,LETO군에 관계없이 13-cisRA 투여군과
비 투여군 간의 소변 내 albumin농도의 비교.
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555...IIIGGGFFF---III,,,IIIGGGFFFBBBPPP333의의의 변변변화화화

111)))IIIGGGFFF---III

OLETF군에서 IGF-I이 높게 측정되었고(p=0.001,그림 5,표 5),
13-cisretinoicacid투여는 LETO군에서만 혈중 IGF-I수치를 의미
있게 감소시켰다.(p=0.02,표 6)

그림 5.OLETF,LETO군의 혈중 IGF-I수치 비교.
OLETF군에서 IGF-I이 LETO군보다 높게 측정되었다.(p=0.001)

222)))IIIGGGFFFBBBPPP---333

OLETF군에서 LETO군보다 IGFBP-3수치가 낮았고(p=0.001,그림
6,표 5)OLETF군에서는 13-cisretinoicacid투여가 IGFBP-3를 상
승시키는 결과를 보였으나(p=0.002,그림 7,표 7),LETO군에서는
IGFBP-3의 수치 차이가 없었다.(p=0.61,표 6)
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그림 6.OLETF,LETO군 간의 혈중 IGFBP-3수치 비교.
OLETF군에서 IGFBP-3수치가 낮게 측정되어 당뇨병이 발생할 경우,
IGF-I/IGFBP-3molarratio가 증가함을 알 수 있다.(p=0.001)

그림 7.OLETF군에서 13-cisRA의 투여 후 IGFBP-3수치
13-cisRA의 투여가 OLETF군에서만 혈중 IGFBP-3의 수치를 상승시
키는 효과를 확인하였다.(p=0.002)
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333)))IIIGGGFFF---III///IIIGGGFFFBBBPPP---333mmmooolllaaarrrrrraaatttiiiooo

OLETF,LETO군을 IGF-I/IGFBP-3molarratio로 비교하였을 때
OLETF군에서 높은 값을 보였다.(p=0.001,그림 8,표 5)각 군 내에
서(LETO,OLETF군)13-cisretinoicacid투여에 의한 molarratio
의 변화가 있는지 보고자 하였다.OLETF군에서는 13-cisretinoic
acid에 의하여 molarratio가 감소하였지만(p=0.002,그림 9,표 7)
LETO군에서는 통계적으로 의미있는 차이를 보이지 않았다.(p=0.2,
그림 9,표 7)한편,혈중 TGF-β는 각 군 간에 통계적으로 의미 있
는 차이를 보이지 않았다.(datanotshown)

그림 8.OLETF,LETO군 간의 IGF-I/IGFBP-3molarratio비교
OLETF군에서 더 높은 수치를 보여 당뇨병이 있을 경우 molarratio가
증가함을 알 수 있었다.(p=0.001)
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그림 9.각 군에서 13-cisRA의 투여가 IGF-I/IGFBP-3molar
ratio에 미치는 영향.

OLETF군에서는 13-cisretinoicacid의 투여로 IGF-I/IGFBP-3molar
ratio가 감소하고(p=0.002),LETO군에서는 13-cisretinoicacid투여가
IGF-I/IGFBP-3molarratio에 영향을 주지 못하였다.(p=0.2)

표 5.LETO,OLETF군에서 IGF-I1,IGFBP-32,IGF-I/IGFBP-3
molarratio

LETO OLETF pvalue
IGF-I 2127.6±209.3 2825.9±182.8 <0.01
IGFBP-3 95.2±6.4 60.9±15.2 <0.01
IGF-I/IGFBP-3
ratio 81.1±10.2 176.5±39.3 0.01
1:단위는 ng/mL이고 그 값은 평균 ±표준편차로 나타냄
2:단위는 μg/mL이고 그 값은 평균 ±표준편차로 나타냄
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표 6.LETO군에서 13-cisRA*투여에 따른 IGF-I1,IGFBP-32,
IGF-I/IGFBP-3molarratio

LETO군 13-cisRA
투여전

13-cisRA
투여 후 pvalue

IGF-I 2353.5±55.9 1977.0±31.9 <0.01
IGFBP-3 93.10±5.7 96.7±7.6 0.61
IGF-I/IGFBP-3
molarratio 91.5±3.4 74.1±4.6 0.2
*:Retinoicacid
1:단위는 ng/mL이고 그 값은 평균 ±표준편차로 나타냄
2:단위는 μg/mL이고 그 값은 평균 ±표준편차로 나타냄

표 7.OLELTF군에서 13-cisRA 투여에 따른 IGF-I1,IGFBP-32,
IGF-I/IGFBP-3molarratio

OLETF군 13-cisRA
투여전

13-cisRA
투여 후 pvalue

IGF-I 2815.4±148.3 2842.6±247.4 0.81
IGFBP-3 50.0±0.1 78.2±9.0 <0.01
IGF-I/IGFBP-3
molarratio 203.3±10.7 133.6±26.5 <0.01
*:Retinoicacid
1:단위는 ng/mL이고 그 값은 평균 ±표준편차로 나타냄
2:단위는 μg/mL이고 그 값은 평균 ±표준편차로 나타냄

666...신신신경경경 모모모세세세혈혈혈관관관 밀밀밀도도도(((NNNeeerrrvvveeecccaaapppiiillllllaaarrryyydddeeennnsssiiitttyyy)))의의의 변변변화화화

OLETF,LETO군 간의 비교에서 신경 모세혈관 밀도는 OLETF군
에서 낮게 측정되었다.(p=0.005,그림 10,표 8)OLETF,LETO군 모
두에서 13-cisretinoicacid투여 후에 신경 모세혈관 밀도의 평균값
은 감소하였으나 통계학적으로 의미있는 변화는 보이지 않았
다.(LETO군,p=0.8;OLETF군,p=0.18,그림 11,표 9)
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그림 10.OLETF,LETO군에서 신경 모세혈관 밀도의 비교.
OLETF군에서 LETO군보다 신경 모세혈관 밀도가 낮다.당뇨가 있는
경우 신경 모세혈관 밀도가 감소함을 알 수 있다.(p=0.005)

그림 11.OLETF,LETO각각의 군내에서 13-cisRA의 투여가
신경 모세혈관 밀도에 미치는 영향.
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표 8.LETO,OLETF군에서 신경 모세혈관 밀도
LETO OLETF pvalue

NCD* 278.4±22.0 199.0±51.9 0.005
*:Nervecapillarydensity(신경 모세혈관 밀도,number/mm2)

표 9.LETO,OLETF각 군에서 13-cisretinoicacid투여 전․후에
따른 신경 모세혈관 밀도

13-cisRA
투여전

13-cisRA
투여 후 pvalue

LETO군 NCD* 288.5±28.1 271.7±20.1 0.8
OLETF군 NCD* 212.1±53.1 178.0±47.4 0.18
*:Nervecapillarydensity(신경 모세혈관 밀도,capillarynumber/mm2)

777...지지지방방방대대대사사사 표표표지지지자자자의의의 변변변화화화...
LETO군과 OLETF군으로 나누어 비교하였을 때,OLETF군에서 총
콜레스테롤,중성지방,유리지방산 수치가 통계학적으로 의미 있게 높
은 값을 보였다.(총콜레스테롤,p=0.026;중성지방,p<0.001;유리지방
산,p<0.001)OLETF,LETO군 각각의 군내에서 13-cisretinoicacid
의 투여는 위 3가지 검사결과에서 통계적으로 의미 있는 차이를 보이
지 않았다.

888...간간간효효효소소소(((SSSGGGOOOTTT,,,SSSGGGPPPTTT)))수수수치치치의의의 변변변화화화
당뇨병의 존재유무나 13-cisretinoicacid투여가 간효소 수치에 미치
는 영향은 없었다.(datanotshown)
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ⅣⅣⅣ...고고고찰찰찰

OLETF쥐의 당뇨병은 인슐린 저항성이 발생되고,그 후에 췌장의
베타세포의 기능부전으로 이어져 발생한다고 알려져 있는데,시기적
으로 태생 16주에 인슐린 저항성이 발생되고 40주면 베타세포 기능부
전으로 이어진다고 한다.111000본 연구에서 OLETF 쥐와 LETO 쥐에서
태생 2주부터 혈당과 몸무게에서 차이를 보이기 시작하였고,쥐를 희
생시키기 직전인 12주째의 OGTT 검사결과의 AUC(areaunderthe
curve)에 대한 비교에서도 차이를 보여,두 군 간의 비교가 당뇨병의
연구에 적합함을 알 수 있었다.
지방조직은 호르몬의 중요한 원천으로 adipokine(adiponectin,leptin,
TNF-α,resistin)을 분비하는데,이중 adiponectin수치가 인슐린 민감성,
지방조직양 등과 비례관계를 보이는 것으로 보고 되고 있다.444,,,111111---111333최근
당뇨병의 치료제로 각광받는 것 중의 하나가 PPAR(peroxisome
proliferator-actvatedreceptor)효현제인 TZDs(thiazolidinediones)계통의
약이다.이 약은 PPAR-γ가 지방조직 형성과 관련되어 FFA(freefatty
acid)와 TG(triglyceride)가 지방세포 내로 축적되게 하여 간이나 골격근
으로의 축적되는 양을 감소시켜 인슐린 민감도를 증가시킨다.또한
TZDs는 PPAR를 통하여 adiponectin유전자의 발현을 증가시킴으로서
인슐린 민감도 향상에 기여하리라고 추측된다.111444,,,111555

PPAR-γ의 경우 adiponectin의 유전자 발현을 증가시켜,adipokine이
PPAR-γ와 작용하여 insulin저항성 개선에 중요한 역할을 할 것으로
생각되는데,증거로 PPAR-γ 기능소실 돌연변이를 보이는 개체에서
혈중 adiponectin이 매우 낮아,PPAR-γ의 활성도와 adiponectin발현
사이의 밀접한 관계에 대하여 보고 된 바 있다.111555지질대사의 개선에
대한 기전으로 인슐린의 지방분해 억제작용과 연관지어 생각해 볼 수 있
는데,이러한 인슐린의 작용에 이상이 발생하면 FFA가 말초조직에서 간
으로 전달되는 양이 증가하여 간에서 중성지방으로 저장되거나 TG-rich
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VLDL(verylow densitylipoprotein)로 저장되어 혈중 중성지방의 상승,
VLDL과 HDL(highdensitylipoprotein)사이의 cholesterolester의 교환
이 일어나 HDL감소,VLDL의 증가가 발생하고 결과적으로 지방간이
발생한다.그러나 PPAR-γ 효현제는 인슐린 저항성을 개선하여 인슐
린의 작용을 증가시켜 지방분해를 억제하여 혈중 중성지방의 농도를
낮추고 HDL의 농도를 상승시켜,지질대사의 개선에도 영향을 줄 것
으로 생각되고 있다.111666

13-cisretinoicacid의 인슐린저항성과 지질대사 개선에 대한 가능한
기전으로,9-cisretinoicacid를 성숙된 지방세포에 투여하여 배양 하
였을 때 retinoidX receptor/PPAR gammaheterodimer의 활성화를
통하여 지방세포 형성과 당 축적을 유발하고,leptin의 분비를 억제 하
여 혈당을 감소시키고,중성지방이나 유리지방산이 지방세포로 축적되
게 하는 것이며,이런 작용은 투여용량에 비례한 효과를 보인다.또한
RAR 효현제 중 ATRA 보다 9-cisretinoicacid가 PPAR-γ와 서로
상승작용을 한다고 보고 되었다.111777,,,111888 본 연구에서는 13-cisretinoic
acid의 투여가 혈당이나 지방대사에 변화를 유발하는 것을 확인할 수
는 없었다.
IGF-I은 singlechainpeptide로 구성되어 있고 pro-insulin과 비슷한 구
조적 유사성을 가지고 있으며 여러 조직에서 합성되지만 대부분은 간에
서 만들어진다.이러한 IGF-I은 성장 호르몬,insulin,영양섭취 등에 의
해서 조절 받으며 여러 세포들의 증식과 분화에 관여하며 insulin과 비슷
한 대사 효과를 보이며111999인슐린의 약 1/12의 혈당강하 효과가 있다고
알려져 있다.222000,,,222111

IGF-1geneknock-outmouse에서 혈청내의 IGF-I의 수치가 정상의
15～20% 까지 감소하고 성장 호르몬은 6배까지 증가하여 결국 혈당이
증가되는데,이런 쥐의 fasting/glucosechallengetest시 정상 쥐와 같은
혈청 내 혈당수치를 보이지만 혈청내의 인슐린은 높아,즉 고인슐린혈증
을 보여 인슐린에 대한 저항성을 보인 것으로 보고한 바 있다.222222,,,222333그러
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나 이런 인슐린 저항성은 IGF-I의 감소 때문인지 성장호르몬의 증가에
의한 몸의 구성성분의 변화인지는 확실하지 않다.또한 쥐를 이용한 다
른 실험에서 IGF-I,IGF-II또는 IGF-I수용체가 결핍된 경우,당뇨나
케톤산혈증은 발생하지 않는다고 보고 된 바 있어222444,당뇨병의 현증 및
합병증의 발생도 IGF-I과 관련이 되리라 추측할 수 있다.만일 당뇨병에
서 IGF-I을 외부에서 투여해 준다면 성장호르몬의 감소를 통하여,또는
IGF-I의 직접적인 작용으로 인슐린 저항성을 개선시켜 혈당강하를 유발
할 수 있을 것으로 생각된다.실제 임상실험에서 IGF-I을 주입시,IGF-I
은 인슐린 감수성을 증가시켜 말초에서 당수입이 증가되고,당의 분해
및 글리코겐의 합성이 증가되어 혈당 강하 작용이 일어나고,간에서의
당 배출을 억제한다는 보고가 있다.222555---333000

당뇨병에서는 IGFBP-3의 단백질분해(proteolysis)가 증가되고 이 과정에
의해서 생성된 IGFBP-3의 aminoterminalfragment가 인슐린과 IGF-I
수용체의 자가 인산화(autophosphorylation)를 억제함으로써 인슐린 저항
성을 증가시킨다.이러한 IGFBP-3의 단백질분해(proteolysis)의 증가는
인슐린 결핍 또는 인슐린 저항성이 있는 경우에 IGF-I의 합성 감소에
따른 보상작용으로 생각되며 실제 1형 당뇨병,인슐린 치료를 받고 있지
않는 2형 당뇨병에서 단백분해된 IGFBP-3의 수치가 상승되어 있어
IGF-I/IGFBP-3molarratio는 변화가 없거나 상승되어 있다고 한다.333111,,,333222

RAR효현제의 IGF-axis에 미치는 영향에 대한 연구도 활발히 진행되
고 있는데 IGF-I의 활성화에 의한 IRS-I(insulinreceptorsubstrate1)의
인산화에 의한 세포증식자극 과정 중 인산화 과정을 retinoicacid가 억
제한다고 보고 되었다.666---888 Retinoic acid가 IGF-I의 down stream
signaling억제를 통하여 MCF-7(breastcancercellline)의 증식을 억
제한다는 보고도 있다.333333이러한 Retinoicacid의 항 증식 효과는 종양분
야에서 많이 연구되고 있다.특히 폐암이나 유방암 분야에서 retinoic
acid유도체인 9-cisretinoicacid의 IGF-I/IGFBP-3molarratio조절을
통한 항 증식 효과는 최근에 보고 되고 있다.333444---333666그러나 IGF-I은 암세
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포 연구나 동물의 IGF-Igeneknock-outmouse의 연구에서 보고 되었
듯이,IGFBP-3와 연관되어 항 증식 작용을 나타내기도 하고,당뇨병의
발생이나 합병증의 발생에 관여되는데,이것은 혈당을 조절하는 것과
다른 방향으로 작용한다고 생각할 수 있다.222666,,,333444---333666

본 연구에서는 당뇨병 개체인 OLETF군과 정상개체인 LETO군을 비교
하였을 때 LETO군보다 OLETF군에서 IGF-I의 수치는 높고,IGFBP-3
는 낮아져 IGF-I/IGFBP-3molarratio가 높게 유지되는 것을 확인하였
다.한편 OLETF군에서 13-cisretinoicacid투여 후에 IGF-I의 수치는
변화가 없고 IGFBP-3는 증가하여 결국 IGF-I/IGFBP-3molarratio가
투여전보다 감소하였다.만일 13-cisretinoicacid의 투여로 IGFBP-3
의 단백질분해(proteolysis)가 감소하여 IGFBP-3의 수치가 상승되었다면
인슐린 저항성이 개선되어 혈당 개선효과가 동반될 것으로 예상되지만
본 연구에서는 통계적으로 의미 있는 혈당개선 효과는 나타나지 않았다.
Endoneurialcapillarydensity(신경내막 모세혈관 밀도)와 intercapillary
distance는 epineuralperfusion을 반영하고333777당뇨병성 신경병증 환자에
서는 의미 있는 luminalarea의 변화나 신경내막 모세혈관 밀도의 변화
없이 suralnerve에서 산소압(oxygentension)이 감소되어 있다.333888---444333또
한 subclinicalneuropathy에서는 epineurialnerve의 혈류량이 증가하고
이는 동정맥 shunting과 관련이 있다고 한다.333이러한 사실로 미루어 볼
때 신경내막 모세혈관 밀도의 증가는 hyperperfusion이나 hypoxia의 보
상적인 반응이라고 추측할 수 있다.일부 연구에서는 당뇨병성 신경병증
을 포함한 진행성 신경병증에서 신경내막 모세혈관의 변화 없이 신경외
막 모세혈관(epineurialcapillary)만 증가한다고 보고하였고,신경내막 모
세혈관 밀도가 신경기능과 반비례 관계에 있다고 이야기되고 있기도 하
다.444555또한 초기의 당뇨병성 신경병증의 경우 신경내막 모세혈관 밀도가
보상적인 반응으로 인해서 증가하지만 신경병증이 있으면 이러한 신경
모세혈관 밀도(Nervecapillarydensity)의 변화는 소실되며333888---444333만일 진
행된 당뇨병성 신경증의 경우에는 신경 모세혈관 밀도가 감소될 것이다.
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본 연구에서는 총 12주 간의 실험기간을 통하여 신경조직의 변화를 보
기위하여 시행한 형태분석(morphometry)에서 LETO군과 OLETF군에서
신경 모세혈관 밀도의 차이는 없었으며 13-cisretinoicacid투여에 의
한 통계적 의미를 가지는 신경 모세혈관 밀도 차이도 확인할 수는 없었
다.아마도 이는 연구 진행기간이 형태학적 변화를 보기에는 충분치 못
했고 대상 실험군의 수가 적었기 때문일 가능성과 13-cisretinoicacid
의 투여로 인해서 산화스트레스(oxidativestress)가 감소하고 동정맥
shunting을 감소시켜 혈류량의 증가와 함께 결과적으로 신경 모세혈
관 밀도의 증가를 가져온 것으로 생각된다.
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ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

1.본 연구에서 당뇨병 개체인 OLETF쥐와 비 당뇨병 개체인 LETO
쥐을 이용하여 당뇨병 개체에서는 혈중 IGF-I/IGFBP-3molarratio
가 높음을 확인하였다.

2,당뇨병 개체인 OLETF군과 정상개체인 LETO 군을 비교하였을 때
OLETF군에서 IGF-I은 높고,IGFBP-3는 낮아져서 IGF-I/IGFBP-3
molarratio가 높게 유지되는 것을 확인하였다.13-cisretinoicacid투
여 후에 OLETF군에서 IGF-I은 변화가 없는 상태에서 IGFBP-3가 증
가하였고 이는 결국에 IGF-I/IGFBP-3molarratio를 낮게 하였다.

3.LETO,OLETF군에서 13-cisretinoicacid투여 후에 신경 모세혈관
밀도(nervecapillarydensity)는 변하지 않은 것으로 나타났다.아마도
13-cisretinoicacid의 투여가 동정맥 shunting을 감소시키고 결과적
으로 감소되어야 할 신경모세혈관 밀도를 증가시켰기 때문에 신경 모
세혈관 밀도의 변화가 없는 것처럼 나타났다고 추측할 수 있다.
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Abstract

Theeffectsof13-cisretinoicacidon
Type2diabeticneuropathyinOLETFrat

SangHunLee

DepartmentofMedicine
TheGraduateSchool,YonseiUniversity

(DirectedbyProfessorChulWooAhn)

PPPuuurrrpppooossseee:Somereportedseveralnew drugsthathaveeffecton
theDM neuropathy,buttheaction mechanismsarenotknown.
Retinoicacidreceptor(RAR)& retinoidX receptor(RXR)agonists
aredeveloped asthecandidatesfortherapeuticagentsforDM
neuropathy.Westudiedabouttheactionmechanism & effecton
theDM neuropathyofRARagonist(13-cisretinoicacid).
MMMeeettthhhoooddd:::Among 20OLETF ratsand10LETO rats,halfof
eachgroupreceived13-cis-retinoicacidadmixedtoarachisoilfor
12weeksbyenteralfeeding,whiletheotherhalfreceivedarachis
oilonlyforthesameperiod.Nervecapillarydensitywascalculated
bydividingthenumberofcapillarybytotalnervearea,whichwas
quantifiedusingmorphometrymethodinresectednervetissue.
RRReeesssuuulllttt:::The13-cisretinoicacidmodulatedtheIGF-I/IGFBP-3
molarratiobyincreasingtheserum levelofIGFBP-3onOLETF
group,without modulating the serum level of IGF-I.Nerve
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capillarydensityofbothgroupdidnotchangeaftermedicationof
13-cisretinoicacid
CCCooonnncccllluuussstttiiiooonnn:::13-cisretinoicaciddecreaseIGF-I/IGFBP-3molar
ratiobyincreasingtheserum levelofIGFBP-3andincreasenerve
capillary density by improvement of the tissue hypoxia and
hypoperfusion.Thiseffectsuggestthat13-cisretinoicacid can
delaytheprogresisonofdiabeticneuropathy.

KeyWords:Diabeticneuropathy,RAR(retinoicacidreceptor)agonist,
13-cis-retinoicacid,IGF-I/IGFBP-3molarratio,Nerve
capillarydensity
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