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국문요약

흰쥐 췌장 선세포에서 H2O2가 아밀라제

분비과정에 미치는 영향

활성산소종 은 생체내 대사과정 중에 생성되는 부산(reactive oxygen species)

물로서 당뇨병과 신경퇴행성질환과 같은 질병 유발에 관련이 있으며 동시에 세포

의 생리적 작용을 매개하는 이차전령체로서의 역할도 가지고 있다 그러나 활성산.

소종의 외분비 선세포에서의 생리학적인 역할에 대해서는 많은 연구가 이루어지

지 않았다 그러므로 본 연구에서는 흰쥐 췌장 선세포에서 활성산소종인. H2O2가

에 의한 아밀라제 유리에 미치는 영향과 그 기전을 알아보CCK (cholecystokinin)

고자 하였다.

세포는 흰쥐의 췌장에서 과정을 통해 얻었으며 아밀라제 유collagen digestion

리는 전분을 기질로 이용하여 의 방법에 따라 측정하였다 먼저 췌장 선Bernfeld .

세포를 로 자극하여 아밀라제 유리에 대한 농도 반응 곡선을 구하고CCK - 30 Mμ

H2O2을 함께 처리하여 에 대한 반응과 비교하였다CCK . 30 M Hμ 2O2을 함께 처리

하였을 때 저농도의 에서는 아밀라제 유리를 항진시키고CCK ( 10 pM CCK)≦
이상 농도의 에서는 아밀라제 유리를 억제하였다 췌장 선세포가100 pM CCK .

에 의해 활성화될 때 활성산소종이 생성되어 아밀라제 유리에 영향을 미치는CCK

지를 확인하기 위하여 세포내 활성산소종을 없애는 항산화제인 를 처리MnTBAP

하였다 는 저농도의 에 대한 효과는 거의 없었으나 고농도. 10 M MnTBAP CCKμ

의 에 의한 아밀라제 유리는 를 단독 처리했을 때의 반응보다 증가하였CCK CCK

다.

H2O2의 영향으로 에 의한 아밀라제 유리 변화가 세포내 칼슘농도의 변화CCK

와 관련이 있는지 알아보기 위하여 칼슘 농도에 민감하게 반응하는 형광물질인

를 이용하여 세포내 칼슘 농도를 측정하였다 에 의해 칼슘fura-2 . 20 pM CCK

이 나타날 때oscillations 30 M Hμ 2O2의 처리는 칼슘 의 빈도와 크기가oscillations
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증가하는 양상을 보였지만 에 의한 세포내 칼슘의 증가에는 영향을 미2 nM CCK

치지 못하였다 또한 에 의해 세포내 칼슘 가 유발될 때 항. 10 pM CCK oscillations

산화제인 의 첨가는 칼슘 의 빈도에는 아무런 영향을 미치1 mM NAC oscillations

지 않았다.

이상의 결과를 토대로 췌장 선세포에서 30 M Hμ 2O2가 직접 칼슘 oscillations

를 유발하지는 않았지만 저농도의 가, CCK IP3 의존성 칼슘 저장고로부터 칼슘

을 유발할 때oscillations 30 M Hμ 2O2가 IP3 의존성 칼슘저장고에 작용하여 칼슘

를 증가시키고 아밀라제 유리를 항진시킨 것으로 생각된다 그러나 고oscillations .

농도의 에서CCK 30 M Hμ 2O2가 아밀라제 유리를 감소시킨 작용은 세포내에 아밀

라제 유리에 관련된 단백에 직접 영향을 미치는 것으로 생각된다 이는 앞으로 더.

연구되어질 부분이다.

핵심되는 말 : H2O2 활성산소종 항산화제 아밀라제 칼슘, (ROS), , CCK, ,

췌장 선세포oscillations,
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서론.Ⅰ

활성산소종 은 생체 내 대사과정의 부산물(reactive oxygen species, ROS)

로 생성되며 superoxide radical anion, singlet oxygen, hydrogen peroxide

(H2O2 과 등이 속한다 또), hydroxyl radical hypochlorous acid (Kourie, 1998).

한 활성산소종은 등과 같은 특정한 효소작NADPH oxidase, xanthine oxidase

용에 의해서도 생성된다 그동안 활성산소종은 주로 근육 내피(Droge, 2002). ,

세포 신경세포 등의 많은 세포에서 세포독성을 야기하고 다양한 질환의 발생,

에 관여하는 물질로 연구 대상이 되어왔다 등 세포 내 독성(Hussain , 1994).

작용이 세포 내 활성산소종의 증가에 의해 이루어지고 세포에 활성산소종을,

첨가하거나 항산화제를 없앴을 때 세포고사가 일어나며 많은 항산화제나,

과 같은 의 처리로N-acetyl-L-cysteine (NAC) free-radical scavenger TNF- ,α

항암제 그리고 등에 의해서 유발되는 세포고사를 막거나 연장시킨irradiation

다는 연구들을 통해서 활성산소종이 세포고사에 관련이 있다는 것이 보고 되

어져 왔다.

그러나 근래에는 활성산소종이 세포의 생리적 작용을 매개하는 이차전령체

로서 역할을 하는 것으로 보고 되고 있다 처음으로 활성산소종이 생리학적으.
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로 중요하다는 것은 활성화된 이 박테리아에 대한 방어기전으로 활neutrophils

성산소종을 이용한다는 보고를 통해서였다 그 후 많은 연구를(Babior, 1978).

통해서 활성산소종의 생성이 세포에서non-phagocytic epidermal growth

수용체 등 수용체factor (EGF) (Bae , 1997), fibroblast growth factor (FGF)

등 성장인자수용체(Lo and Cruz, 1995) [RTKs (receptor tyrosine kinases)]

를 통한 세포내 신호전환기전 의 활성화로 이루어짐이 밝(signaling cascades)

혀졌다 그 외. tumor necrosis factor (Lo and Cruz, 1995), -interferon (Tikuγ

등 과 같은 과 등 이 활성산소종의 유, 1990) cytokine interleukin (Meier , 1989)

도물질로 알려졌다 세포 내 신호전환과정 중에서 활성산소종은. extracellular

를 비롯하여signal-regulated kinase (ERK) nuclear factor ĸB (NF-ĸB),

등에 관여하는 것으로 알려져 있는데 그 중에서도 거의 모protein kinase C ,

든 종류의 세포에서 가장 널리 사용되고 있는 신호계인 칼슘신호계도 활성화

시키는 것으로 보고 되었다 등(Sauer , 2001).

세포내 칼슘은 세포의 수정 분화 성장 뿐 아니라 근육의 수축 분비선세포, , ,

로부터의 분비 기억과 배움 나아가 세포 고사에 이르기까지 다양한 세포기능, ,

을 조절하는 이차전령체이다 등 췌장 및 타액선세포와 같은(Berridge , 1998).

외분비선세포는 음식물의 소화과정에서 및 소화효소를 분비하여 고등동fluid

물의 에너지 섭취에 필수적인 역할을 하는데 이러한 외분비 과정에서도 세포

내 칼슘증가가 중요한 역할을 한다 즉 췌장 선세포에서 아밀라제 등을 포함. ,

하고 있는 분비과립의 과정이 칼슘의존적이며 타액선세포에서는exocytosis

분비의 직접적인 원동력이 되는fluid Cl- 통로의 개방이 칼슘 의존적이다 외.

분비세포에서 세포내 칼슘농도를 증가시키는 기전은 주로 세포내 IP3 수용체

활성화를 통한 세포내 칼슘 저장고로부터의 칼슘유리가 중요한 역할을 하는

것으로 알려져 있는데, IP3 수용체를 통한 칼슘 유리는 단백 연결 수용체G-

또는 자극으로 또는receptor tyrosine kinase phospholipase C phospholipaseβ

가 활성화되어 세포막 인지질인C phosphatidyl inositol 4,5-bisphosphateγ
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(PIP2 로부터) IP3가 생성됨으로써 이루어진다.

췌장 선세포 는 비흥분성인 외분비 선세포로서 구(pancreatic acinar cells)

조적으로 명확한 극성 첨단부위 와 기저부위, (apical domain) (basolateral

를 갖고 있다 또한 다양한 효소를 생성하고 저장하며 십이지장에 있domain) .

는 음식물을 소화시키기 위해 이 효소들을 분비하는 분비세포이다 소화 효소.

는 효소원 과립 이라 일컫는 과립에 저장되어 있으며 대부(zymogen granule)

분 첨단부위에 위치해있다 췌장 선세포는 세포내 칼슘을 증가시키는 와. CCK

같은 호르몬이나 신경전달물질에 대한 수용체를 갖고 있으며 칼슘의 증가가

도관 내 효소원 과립의 분비에 중요한 역할을 하기 때문에 칼슘과 분(lumen)

비과정에 관련된 연구에 유용한 모델이 되고 있다 등(Tsunoda , 1990). CCK

와 같이 췌장 선세포에 작용하는 분비촉진제 에 대한 수용체는(secretagogues)

모두 단백과 연결되어 있는데 이것은 세 개의 으로 구성되어G- , , subunitα β γ

있다 그 중 은 또 다시 네 개의 로 나뉘게 되는데. subunit family Gα q, Gs, Gi/o

그리고 G12가 그것이다 칼슘에 의한 소화효소 분(Morris and Malbon, 1999).

비에 관여하는 단백은G- Gq단백이라 알려지고 있지만 최근에는 Gs단백도 경

우에 따라 이 과정에 참여하는 것으로 보고 되고 있다 등(Williams , 2001).

에 의해 생성된CCK IP3는 칼슘저장고인 소포체 막의 IP3 수용체와 결합하면

그로부터 칼슘이 세포질내로 유리된다 소포체는 주로 세포의 기저부위에 밀집.

되어 있으나 효소원 과립이 고농도로 존재하는 첨단부위까지 뻗어 있으므로

칼슘은 그곳에서 집중적으로 증가하여 효소원과립의 유출을 일으킨다.

활성산소종이 칼슘통로를 활성화한다거나 를 활성화하여phospholipase C

IP3를 생성함으로써 세포내 칼슘을 증가시킨다는 보고가 있다 이러한 보고의.

대부분은 활성산소종에 의해 증가된 세포내 칼슘이 세포독성을 나타내거나 세

포고사를 매개함을 보여주지만 등 등 등(Okabe , 1989; Maki , 1992; Bielefeldt ,

최근 활성산소종이 수용체 활성화에 의한 세포내 칼슘증가를 매개한다1997),

는 보고도 있다 즉 혈관내피세포에서 수용체 자극으로. , histamine NADPH
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가 활성화되어 활성산소종을 생성하고 이렇게 생성된 활성산소종 또는oxidase

외부에서 첨가한 H2O2가 칼슘 을 유발한다는 보고가 있다 등oscillation (Hu ,

이러한 실험적 근거는 활성산소종이 혈관내피세포에서 생리1998; 2000; 2002).

적 범위의 칼슘신호계를 활성화함을 보여주는 중요한 발견이라고 할 수 있으

나 아직까지 혈관내피세포 이외에 활성산소종이 생리적으로 의미 있는 칼슘

을 발생시킨 보고는 거의 없으며 또한 활성산소종이 작용하는 표적oscillation

단백 이 어디인지도 알려져 있지 않다(target protein) .

그러므로 본 연구에서는 활성산소종이 흰쥐 췌장 선세포에서 아밀라제 유

리에 어떤 영향을 미치는지 와 비교하여 확인하고 그 기전이 세포의 생리CCK

적 작용을 매개하는 이차전령체로서 칼슘신호전달계를 활성화시켜 영향을 미

치는를 확인하고자 하였다.
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재료 및 방법.Ⅱ

재료1.

실험동물은 계 수컷 흰쥐를 구입하여 충분한 물과200-300 g Sprague-Dawley

먹이를 공급하여 실험에 사용하였다.

Cholecystokinin (CCK), collagenase (type IV), soybean trypsin inhibitor

(SBTI), N-[2-hydroxyethyl]piperazine-N`-[2-ethanesulfonic acid] (HEPES),

등은D-glucose, N-acetyl-cysteine (NAC), glutathione (GSH) Sigma (St. Louis,

에서 구입하였다 과 는MO, USA) . Bovine serum albumin (BSA) pyruvic acid

에서Amresco (Solon, OH, USA) , Mn( )tetrakis(4-Benzoic acid)porphyrinⅢ

는 에서 그리고Chloride [MnTBAP] Calbiochem (San Diego, CA, USA) ,

는 에서 구입하였다Fura-2/AM Molecular Probes (Eugene, OR, USA) .

실험방법2.

가 췌장 선세포 분리.

수컷 흰쥐를 로 마취시켜 경추 탈골로 희생시킨 후 즉시 췌장을diethyl ether

적출 지방조직을 제거하여 가 포함된 용액, BSA HEPES-buffered saline (140 mM

NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 11.1 mM D-glucose, 10 mM

에 넣고 가위로HEPES, 0.1 % BSA, 0.1 % pyruvic acid, 0.015 % SBTI, pH 7.4)

최대한 잘게 잘랐다 이것을 의 가 포함된 용액이 들어. 37 75 U/ml collagenase℃

있는 시험관에 넣은 후 분간 세게 흔들면서 세포를 분리시켰다 를10 . Collagenase

제거하기 위해 가 포함된 용액으로 씻어준 후BSA HEPES-buffered saline nylon

로 걸러주어 큰 조직을 제거하였다 다시 같은 용액으로 회 씻어준 후 얻어mesh . 2

진 세포들을 의 용액에 넣어 실험에 이용할 때까지 얼음에 넣어두었다5 ml .
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나 아밀라제 유리 측정.

아밀라제 유리 실험을 위해서 췌장 선세포 분리 마지막 단계에서 분리한 세포

를 분리용액에서 만 뺀 용액으로 넣어주었다 각각의 처리된 에BSA . silicon vial 1

씩 담고 각 효현제를 처리하여ml 37 o 에서 회 분으로 에서C 60 / shaking waterbath

반응시켰다 항산화제를 이용한 실험에서는 항산화제를 분 동안 미리 세포에 전. 30

처리한 세포를 이용하였다 반응이 끝난 후 일정량을 얻어 원심분리. (500 x g, 2

분 하여 상층액과 세포층으로 분리하고 상층액은 얼음에 보관하여 아밀라제 유리)

측정에 이용하였다 세포층은 분리용액에서 만 뺀 용액을 넣어 초음파 분쇄기. BSA

로 파괴하여 실험에 이용하였다 아밀라제는 의 방법에 따라 전분. Bernfeld (1955)

기질에서 유리되는 를 로 발색시켜maltose dinitrosalicylic acid spectrophotometer

를 이용하여 로 측정하였다 상층액과 세포내에서 측정된 아밀라제 양의540 nm .

합을 총 아밀라제 양으로 하여 분간 자극유리 후 용액 내로 유리된 아밀라제30

양을 총 아밀라제 양에 대한 백분율로 표시하고 기초유리시 용액으로 유리된 아

밀라제 양을 빼주어 순수 자극에 의한 아밀라제 유리량을 계산하여 나타내었다.

아밀라제 유리량 (%) = [(A-B)/(A+C)] 100∗
는 자극유리 후 상층액내의 아밀라제 양 는 기초유리 후 상층액내의 아밀A , B

라제 양 그리고 는 자극유리 후 세포 내의 아밀라제 양을 의미한다, C .

다 세포내 칼슘 농도 측정.

칼슘 농도 변화에 민감하게 반응하는 형광물질인 를 세포내에 축적시키fura-2

기 위하여 을 최종 농도가 이 되도록 세포가 있는 를 포함한fura-2/AM 2 M BSAμ

용액에 넣고 실온에서 분 동안 산소를 공급하면서 기다HEPES-buffered saline 40

렸다 의 세포 내 축적이 끝나면 위와 같은 용액으로 세포를 씻어 의. Fura-2 1 ml

용액에 넣고 실험에 사용할 때까지 얼음에 보관하였다 세포를. perfusion chamber

내 위에 올려놓고 세포가 부착될 때까지 약 분 기다린 후 세glass coverslip 2-3 ,

포가 에 부착되면 와 연결된 역상현미coverslip spectrofluorometer (PTI, NJ, USA)

경 위에 고정시키고 분당 의 속도로 용액을 흘려주었다 세포(Nikon, Japan) 2 ml .
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내 칼슘 농도의 변화는 컴퓨터와 연결된 카메라를 이용하여 연속적으로 기CCD

록하였다 세포내 칼슘 농도를 측정하기 위하여 는. excitation wave length 340 nm

와 로 그리고 는 가 되도록 하였다380 nm emission wavelength 510 nm . F340/F380

의 비는 다음과 같은 공식을 이용하여 세포 내 칼슘 농도로 환산하였다

(Grynkiewicz, 1985).

[Ca2+]i = Kd [(R-Rmin)/(Rmax-R)] F0/FS

은 세포에서 측정된 형광 강도 비율이고R Rmax와 Rmin은 세포 내 칼슘이 최대,

최저로 존재할 때 두 파장의 비율이며 Kd는 형광물질과 측정이온 결합체 해리상

수로 는 칼슘에 대해 의 값을 갖는다fura-2 224 nM . F0는 칼슘이 없을 때, FS는 칼

슘이 포화되었을 때 에서의 파장강도를 의미한다380 nm .
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결과.Ⅲ

췌장 선세포에서 아밀라제 유리에 대한1. H2O2의 영향

췌장 선세포에서 는 생리학적 작용으로 아밀라제 분비를 자극한다고 알려CCK

져 있다 우선 본 실험에서 췌장 선세포를 부터 까지 여러 농도의. 1 pM 10 nM

로 자극하였을 때의 아밀라제 유리에 대한 영향을 확인하였다 를 처리CCK . CCK

하지 않은 대조군에서는 세포에 포함되어 있는 전체 아밀라제 양에 대하여 5 %

정도의 아밀라제 분비가 이루어짐을 보였고 농도 반응 곡선을 구한 결과 부, - 1 pM

터 까지 아밀라제 유리를 증가시키고 그 이상의 농도에서는 오히려 아밀100 pM

라제 유리를 감소시키는 결과를 얻었다 이와 같은 의 아밀라제 유리(Fig. 1). CCK

효과가 활성산소종에 의해 어떤 영향을 받는지 확인하기 위하여 30 M Hμ 2O2를

와 함께 처리하여 위의 결과와 비교하였다 에서 보는 바와 같CCK (Fig. 2). Fig. 2

이 에 의한 아밀라제 유리는10 pM CCK 30 M Hμ 2O2에 의해 항진되는 양상을 보

였지만 이상의 자극에서의 효과는 오히려 억제하는 것으로 나타났100 pM CCK

다 이러한 결과는 활성산소종이 생리적인 농도 저농도 의 에 의한 아밀라제. ( ) CCK

유리는 항진시키고 고농도의 에 의한 아밀라제 유리는 억제함을 의미한다CCK .

췌장 선세포에서 에 의한 아밀라제 유리에 대한2. CCK

항산화제의 영향

활성산소종이 에 의한 아밀라제 유리에 영향을 미치므로 로 췌장 선CCK CCK

세포가 활성화될 때 활성산소종이 생성되어 아밀라제 유리를 항진시키거나 억제

할 가능성이 있다 이를 확인하기 위하여 항산화제인. 1 mM N-acetyl-cysteine

와 를 처리하여 에 의한 아밀라제 유리가 억제 또는(NAC) 10 µM MnTBAP CCK

증가되는지 알아보았다 항산화제는 얻어진 세포에 와 함께 처리하기 전에. CCK 30
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Fig 1. CCK-induced amylase release in rat pancreatic acinar cells.
CCK caused amylase release dose-dependently at concentrations lower than

100 pM. Higher concentrations of CCK than 100 pM induced an inhibition of

amylase release in rat pancreatic acinar cells (n = 5).
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Fig 2. Effect of H2O2 on CCK-induced amylase release in rat pancreatic

acinar cells.

CCK (10 pM)-induced amylase release was enhanced by the addition of 30 Mμ

H2O2 but higher concentration of CCK ( 100 pM)-induced amylase release was≧
inhibited by 30 M Hμ 2O2 (n = 5).
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Fig 3. Effect of ROS scavengers on CCK-induced amylase release in rat

pancreatic acinar cells.

ROS scavengers such as n-acetyl cysteine (NAC) and MnTBAP exerted

different effect on CCK-induced amylase release in rat pancreatic acinar cells

(n = 5, each).
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분 동안 전처리를 한 후 사용하였다 에서 보는 바와 같이 를 와. Fig. 3 NAC CCK

함께 처리했을 때 에 의한 아밀라제 유리를 크게 감소시키는 결과를 얻었다CCK .

그러나 의 경우에는 이상의 고농도 에 의한 아밀라제 유리MnTBAP 100 pM CCK

를 항진시키는 결과를 보여 두 항산화제는 에 의한 아밀라제 유리에 일치하CCK

지 않는 결과를 나타내었다.

실험에 사용한 항산화제가 의 아밀라제 유리 효과에 미치는 영향이 약물CCK

에 따라 다르게 나타나므로 항산화제가 아밀라제 측정 과정에 직접 영향을 미칠

가능성이 있어 이를 확인하였다 각각의 시험관에 아밀라제 을 넣고. 1 unit 1 mM

와 등의 항NAC, 10 µM MnTBAP, 100 µM rebamipide 1 mM glutathione (GSH)

산제를 첨가하여 분 동안 에서 반응시킨 후 흡광도를 측정한 결과15 37 ℃

와 는 흡광도에 영향을 미치지 않았으나 과 는 흡광MnTBAP rebamipide NAC GSH

도 측정을 크게 간섭하여 값이 크게 감소하였다 따라서OD (Fig. 4). 1 mM NAC

과 가 첨가된 경우에는 아밀라제의 양을 정확히 나타낼 수 없음을 확1 mM GSH

인하였다 또한 는 흡광도 측정을 간섭하지는 않았으나 췌장선세포의. rebamipide

수용체에 작용하여 칼슘 를 유발하는 것으로 알려져 있어 본 실CCK oscillations

험에 사용하기에 적절하지 않았다 따라서 본 연구에서 아밀라제 측정을 위해 사.

용하기 적절한 항산화제는 이었다 에서 얻은 결과에서 보면MnTBAP . Fig. 3

가 저농도의 에 의한 아밀라제 유리에는 거의 영향을 미치지 않았MnTBAP CCK

으나 고농도의 에 의한 아밀라제 유리는 만 사용했을 때 보다 증가하여CCK CCK

고농도의 가 아밀라제 유리를 억제하는 기전에 항산화제의 생성이 관여할 가CCK

능성이 있음을 보였다.

3. H2O2가 세포내 칼슘 변동에 미치는 영향

췌장 선세포에서 분비과정은 세포내 증가된 칼슘에 의해서 유도된다고 알려져

있다 따라서. H2O2를 처리하여 아밀라제 분비의 영향을 본 실험 에서 저농(Fig. 2)



13

Fig 4. Effect of various ROS scavengers on optical density.

Some ROS scavengers such as n-acetyl-cysteine (NAC) and glutathione

(GSH) significantly lowered the optical densities measured using 1 unit

amylase (n = 5).
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도의 만을 처리한 것과 비교하였을 때 아밀라제 분비가 증가한 결과를 토대CCK ,

로 H2O2 처리시의 세포내 칼슘변동에 대하여 알아보았다 세포 내 칼슘의 변화는.

세포내에서 칼슘과 결합하여 형광을 내는 에 의해서 측정되어질 수 있다fura-2 .

췌장 선세포를 을 이용하여 를 축적시키고 에fura-2/AM fura-2 perfusion chamber

장착한 후 우선 용액으로 흘려주었다 세포를 안정화시키고 분HEPES buffer . 2

이 지난 후 30 µM H2O2가 포함된 용액으로 흘려주었고 계속해서 100 µM H2O2,

1 mM H2O2,를 처리하였다 에서 보는 바와 같이. Fig. 5 H2O2를 첨가하지 않은 상

태에서 췌장 선세포의 세포내 칼슘 농도는 이었으며53 ± 6.8 nM H2O2의 농도가

이하인 경우에 세포내 칼슘 농도의 증가가 거의 나타나지 않았으나30 µM (10

µM H2O2 : 53 ± 7.6 nM, 30 µM H2O2 : 58 ± 8.7 nM) 100 µM H2O2,에 의해서는

세포내 칼슘 농도가 천천히 증가하여 에 도달하였으며95 ± 15.4 nM 1 mM H2O2,

의 투여로는 세포내 칼슘 농도가 즉시 증가하여 에 도달한 후 유지288 ± 35.2 nM

되거나 더욱 증가하는 양상을 보임으로써 세포에 손상이 가해졌음을 암시하였다.

췌장 선세포에서 에 의한 칼슘변동에4. CCK H2O2의 영향

췌장 선세포에서 활성산소종 (30 µM H2O2 에 의하여 저농도의) CCK (10-30

에서는 아밀라제 유리가 증가하고 고농도의 에µM CCK) CCK ( 100 pM CCK)≧
의한 아밀라제 유리를 감소시킨 결과 를 토대로 에 의한 칼슘 변동에(Fig. 2) CCK

대한 활성산소종의 영향을 확인하였다 에서 보는 바와 같이 췌장 선세포에. Fig. 6

로 처리하면 칼슘 이 나타났는데 이 때20 pM CCK oscillations 30 µM H2O2을 첨

가하면 칼슘 의 빈도 또는 크기가 증가하는 양상을 보였다 이는oscillations . 30

µM H2O2가 단독으로 투여되었을 때에는 세포내 칼슘에 큰 영향을 나타내지 않지

만 에 의한 칼슘 은 좀 더 활성화시킴을 확인하였다 췌장(Fig. 5) CCK oscillations .

선세포에 고농도의 이상 를 처리하면 세포 내에 급격한 칼슘증가가CCK (1 nM )

이루어진 후 서서히 감소하여 를 처리하지 않았을 때와 비교하여 높은 상태CCK

를 유지하는 경향을 보였다 본 실험에서 를 처리하여 칼슘이 증가했다. 2 nM CCK
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Fig 5. Effect of H2O2 on intracellular calcium concentration in rat pancreatic

acinar cells.

H2O2 increased [Ca
2+]i at concentrations higher than 100 µM (n = 4, upper

panel). Lower panel shows the dose-response curve for H2O2 in rat

pancreatic acinar cells.
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가 감소한 상태에서 30 µM H2O2을 첨가하여 세포 내 칼슘 변동을 확인하였는데

고농도의 에 의한 세포내 칼슘의 증가에는CCK 30 µM H2O2가 아무런 영향을 미

치지 못하였다 (Fig. 7).

에 의한 췌장 선세포내 칼슘변동에 항산화제의5. CCK

영향

저농도의 에 의해 세포내 칼슘 가 유발될 때 항산화제가 영향CCK oscillations

을 미치는지 알아보기 위하여 세포내 칼슘농도를 를 이용하여 측정하였다fura-2 .

췌장 선세포에 를 처리하여 세포내 칼슘 를 유발시키고 이10 pM CCK oscillations

때 를 첨가하였다 에서 보는 바와 같이 에 의해 유1 mM NAC . Fig. 8 10 pM CCK

발된 칼슘 는 처리에 의해 빈도와 크기에 아무런 영향을oscillations 1 mM NAC

받지 않았다.
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Fig 6. Effect of H2O2 on CCK-induced [Ca
2+]i oscillations in rat pancreatic

acinar cells.

The frequency and amplitude of Ca2+ oscillations caused by 20 pM CCK was

increased by 30 µM H2O2 in rat pancreatic acinar cells. The result is a

representative of four independent experiments.
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Fig 7. Effect of H2O2 on CCK-induced [Ca
2+]i increases in rat pancreatic

acinar cells.

High concentration (2 nM) of CCK induced a rapid increase in Ca2+ followed

by a decrease to a sustained elevated level (upper panel). The amplitude of

Ca2+ increase caused by 2 nM CCK was not affected by the addition of 30

µM H2O2 or 1 mM NAC in rat pancreatic acinar cells (n = 5, lower panel).
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Fig 8. Effect of NAC on CCK-induced [Ca2+]i oscillations in rat pancreatic

acinar cells.

The frequency and amplitude of Ca2+ oscillations caused by 10 pM CCK was

not affected by 1 mM NAC in rat pancreatic acinar cells. The result is a

representative of four independent experiments.
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고찰.Ⅳ

활성산소종은 세포독성을 유발하는 작용과 세포의 생리적 역할을 매개하는 서

로 상반된 작용을 동시에 가지고 있다 현재까지 주로 세포독성과 관련된 연구가.

주종을 이루어 많은 연구업적을 이루었으나 생리적 기능을 매개하는 이차전령체

로서의 역할에 관한 연구는 아직 시작단계에 있다고 할 수 있다.

본 연구에서는 외분비선 세포인 췌장 선세포에서 에 의한 아밀라제의 유CCK

리 및 칼슘농도변화에 활성산소종이 어떤 영향을 미치는지 알고자 하였다 췌장.

선세포를 우선 로 자극하여 아밀라제 유리에 대한 실험을 하였다CCK (Fig. 1).

는 위내장관계 와 신경계 에서 호CCK (gastrointestinal system) (nervous system)

르몬과 신경전달단백 으로써 주요한 역할을 한다 등(neuropeptide) (Poosti , 2000).

의 수용체는 크게 수용체와 수용체로 나누는데 흰쥐 췌장 선세CCK CCK1 CCK2

포에는 수용체가 존재한다 또한 수용체는 에 대한 상대적인CCK1 . CCK1 CCK

친화도 에 따라 두 가지의 형태로 나누는데 고친화성 수용체(affinity) (high

와 저친화성 수용체 로 나눈다 흰쥐 췌장affinity receptor) (low affinity receptor) .

선세포에서 각 수용체가 아밀라제 유리에 미치는 영향에는 차이가 있는데 100

이하의 는 고친화성 수용체에 결합함으로써 아밀라제 유리를 증가시키고pM CCK

그 이상 농도의 는 저친화성 수용체에 결합함으로써 아밀라제 유리를 억제하CCK

는 양상을 보이는 것으로 알려져 있다 등 본 실험에서도 저농도(Bianchi , 1994).

의 즉 부터 까지의 는 흰쥐 췌장 선세포로부터 아밀라제CCK, 1 pM 100 pM CCK

유리를 농도에 비례하여 증가시키고 이상의 농도에서는 아밀라제 유리를100 pM

억제하는 양상을 보였다 에 의한 아밀라제의 유리에 활성산소종의 역할을 알. CCK

아보고자 30 M Hμ 2O2를 처리한 결과 저농도 에 의한 아밀라제 유리는 증진CCK

되었고 고농도의 와 함께 처리한 경우에는 단독 처리에 의한 아밀라제CCK CCK

유리 보다 감소되는 경향을 보였다 외부에서 인위적으로 투여한. H2O2가 에CCK

의한 아밀라제 유리양을 변동시켰으므로 만약 로 세포를 활성화시킬 때 세포CCK

내에서 활성산소종 생성이 증가한다면 생성된 활성산소종이 아밀라제 유리에 영
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향을 미칠 가능성도 있다 수용체 활성화로 활성산소종이 생성되고 이것이 세포의.

생리적 현상을 매개하는 예는 이미 존재하는데 혈관내피세포에서 수용histamine

체 자극으로 활성산소종을 생성하고 이렇게 생성된 활성산소종이 칼슘 oscillation

을 유발한다는 보고가 있다 등 따라서 에 의해 췌장(Hu , 1998; 2000; 2002). CCK

선세포가 활성화될 때 활성산소종이 생성되어 아밀라제 유리에 영향을 미치는지

확인하기 위하여 세포내 활성산소종을 없애는 항산화제 (1 mM NAC, 10 Mμ

를 처리하였다 의 경우 에 의한 아밀라제 유리를 억제하는MnTBAP) . NAC CCK

듯한 결과를 나타내었으나 자체가 흡광도를 측정하는데 간섭작용을 나타내NAC

는 것이 확인되어 에 의한 흡광도의 감소가 아밀라제 유리를 억제하여 나타NAC

난 결과가 아니었음을 알 수 있었다 이러한 현상은 에서만 나타나는 현상은. NAC

아니었으며 과 같은 항산화제도 과 마찬가지로 흡광도에 영향을 주었다GSH NAC .

따라서 흡광도에 영향을 주지 않는 항산화제로서 를 이용한 실험의 결과MnTBAP

를 분석하였는데 이 실험에서는 고농도의 에 의한 아밀라제 유리를 증가함을CCK

보였다 이와 같은 결과는 고농도의 가 아밀라제 유리를 억제하는 기전에 활. CCK

성산소종의 생성이 관여할 가능성이 있음을 나타낸다.

췌장 선세포에서 아밀라제 분비에 관련한 이전의 연구들을 보면 대표적으로,

와 같은 다양한 호르몬과 신경자극에 의하여 이루어진다고 하CCK, secretin, ACh

였다 이와 같은 분비촉진제는 모두 단백 연결 수용체로서. G IP3 생성을 통한 칼

슘의 증가가 아밀라제 유리에 중요한 역할을 한다 단백(Williams, 1978; 2001). G

연결 수용체의 자극으로 가 활성화되고phospholipase C IPβ 3와 diacylglycerol

이 생성된다(DAG) . IP3는 세포내 소포체 막에 있는(endoplasmic reticulum) IP3

수용체와 결합하여 칼슘을 세포질 내로 유리시키고 유리된 칼슘은 아밀라제 분비

에 중요한 매개자로 역할을 한다 반면에 는 를 활성. DAG protein kinase C (PKC)

화시킨다 는 췌장 선세포에서 아밀라제 분비를 자극하고 칼슘에 의한 분비를. PKC

도울 수 있는데 중(Bruzzone, 1990; Hootman and Williams, 1987), PKC family

에 가 아밀라제 분비와 관련이 있다는 보고가 있다 등 따라서PKC- (Li , 2004).δ

세포 내 칼슘이 아밀라제 분비에 중요한 매개자 역할을 하는 것에 기초하여 활성

산소종이 세포 내 칼슘을 변동시켜 아밀라제 유리에 관여하는지를 확인하였다.
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H2O2를 첨가하지 않은 상태에서 췌장 선세포의 세포 내 칼슘 농도는 53 ± 6.8

이었으며nM H2O2의 농도가 이하인 경우에 세포내 칼슘 농도의 증가가30 µM

거의 나타나지 않았으나 (10 µM H2O2 : 53 ± 7.6 nM, 30 µM H2O2 : 58 ± 8.7

nM) 100 µM H2O2,에 의해서는 세포내 칼슘 농도가 천천히 증가하여 95 ± 15.4

에 도달하였으며nM 1 mM H2O2,의 투여로는 세포내 칼슘 농도가 즉시 증가하여

에 도달한 후 유지되거나 더욱 증가하는 양상을 보였다 이는 사람288 ± 35.2 nM .

의 대동맥 내피세포에서 100-500 µM H2O2에 의해 칼슘 이 나타나는oscillations

것 등 과 차이가 있어 췌장 선세포에서는 대동맥 내피세포에서와 같은(Hu , 1998)

칼슘 을 보이지 않고 고농도에서 지속적인 칼슘 증가만이 나타났다 이oscillations .

는 활성산소종 자체만으로는 세포의 생리적 작용을 매개하지 못하며 오히려 고농

도의 활성산소종이 세포에 손상을 주어 세포내 칼슘을 지속적으로 증가시키는 것

으로 생각된다 그러나 이와는 달리 췌장 선세포에서 저농도의. CCK (20 pM

에 의해 칼슘 이 나타날 때CCK) oscillations 30 µM H2O2의 첨가는 칼슘

의 빈도와 크기가 증가하는 양상을 보였다 따라서oscillations . 30 µM H2O2 자체는

아밀라제 유리시키지도 세포내 칼슘을 증가시키지도 못하지만 저농도의 에, CCK

의해 유도된 칼슘 에 대해서는oscillations 30 µM H2O2가 칼슘 의 빈도oscillations

와 크기를 증가시킴으로써 아밀라제 분비를 항진시킨 것으로 생각할 수 있다 그.

러나 고농도 에 의해 증가되는 세포 내 칼슘에 대해서는CCK 30 µM H2O2가 영향

을 미치지 못하였다 따라서 이와 같은 결과는 고농도의 에. CCK 30 µM H2O2를

첨가하였을 때 아밀라제 유리가 감소하는 현상은 H2O2가 세포내 칼슘증가를 억제

하기 때문이 아니라 다른 기전이 관여함을 암시한다.

자극으로 인해 활성산소종이 생성되어 아밀라제 유리를 조절할 가능성을 확CCK

인하였으므로 생성된 활성산소종이 세포내 칼슘변화에도 영향을 미치는지 확인하

기 위하여 항산화제가 에 의한 칼슘농도변화에 영향을 미치는지 실험한 결과CCK

에 의해 세포 내 칼슘 이 유발될 때 항산화제인10 pM CCK oscillations 1 mM

의 첨가는 칼슘 의 빈도에는 영향을 미치지 않았으며 고농도NAC oscillations (2

의 에 의한 칼슘농도 증가에도 영향을 미치지 못하였다 저농도의nM) CCK . CCK

에 의한 아밀라제 유리에 항산화제가 아무런 영향을 미치지 않은 결과와 종합해
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볼 때 저농도의 에 의해서는 활성산소종의 생성이 거의 없거나 마약하여 세CCK

포내 칼슘 발생이나 아밀라제 유리에 영향을 미치지 못할 가능성이oscillations

크다 그러나 고농도의 에 의한 아밀라제 유리는 항산화제에 의해 증가하여. CCK

고농도의 가 활성산소종을 생성하고 이것이 아밀라제 유리를 억제하지만 이CCK

러한 현상이 세포내 칼슘농도에 영향을 미치기 때문은 아님을 확인하였다 따라서.

고농도의 에 의해 생성되는 활성산소종은 아밀라제 유리 과정에 관여하는 세CCK

포내 신호변환과정 중 칼슘증가 이후의 과정에 작용하여 아밀라제 유리를 억제하

는 것으로 생각된다 그러나 세포 내 칼슘증가가 선세포에서 외분비 작용을 어떻.

게 조절하는가에 대한 연구가 미비한 상태여서 활성산소종의 표적단백이 무엇인

지 밝히기에는 큰 어려움이 따를 것으로 보인다 다만 아밀라제를 포함하고 있는. ,

분비과립의 과정에 칼슘이 과립 막에 존재하는 단백을 활성화exocytosis SNARE

시키는 것으로 알려져 있으므로 에 의해 생성되는 활성산소종이 이 부위를CCK

봉쇄함으로써 아밀라제 유리를 억제할 가능성이 있다.

췌장 선세포에서의 분비는 분비 과립이 세포막으로 이동 세포막에, docking,

세포막과 이 분비 과립의 과정을 포함하는 복잡한 과정이다fusion (Williams,

이 과정에는 다양한 와 가 관여하여 분1999). kinase serine/threonine phosphatase

비과정을 조절하고 있다 등 또한 도 외분(Meyer-Alber , 1995). actin cytoskeleton

비 과정에 중요한 역할을 하는데 결합 단백을 방해하는 물질을 사용함으로actin

써 효소 분비를 억제시킬 수 있다 등 등 따(Valentijin , 1999; Torgerson , 2000).

라서 에 의해 생성이 증가하는 활성산소종이 과립의 분비과정에 관여하는CCK

나 에 작용하거나 과립의 이동에 관여하는 에kinase phosphatase actin cytoskeleton

작용하여 궁극적으로 아밀라제 유리를 억제할 가능성 또한 배제할 수 없다.

이상의 결과를 바탕으로 췌장 선세포에서 활성산소종이 저농도의 가 세포CCK

내에 칼슘 을 나타낼 때 칼슘저장고에 작용하여 칼슘 을 증oscillations oscillations

가시켜 아밀라제 유리를 항진시키고 고농도의 는 활성산소종의 생성을 증가CCK

하여 아밀라제 유리를 오히려 감소시키는 경향이 있음을 밝혔다 그러나 활성산.

소종이 외분비 과정 중 어느 부분에 작용하여 영향을 주었는지에 대한 연구는 더

이루어져야 할 부분이다.



24

결론.Ⅴ

활성산소종의 생리적 역할로서 H2O2가 흰쥐 췌장 선세포에서 에 의한 아CCK

밀라제 유리에 미치는 영향과 그 기전에 대하여 알아보고자 하였다.

췌장 선세포에서 에 의한 아밀라제 유리에 대한 농도 반응 곡선을 구1. CCK -

하였으며 아밀라제 유리에 대한 활성산소종의 영향을 확인한 결과, 30 M Hμ 2O2를

처리하였을 때 저농도의 에서는 아밀라제 유리를 항진시키CCK ( 10 pM CCK)≦
고 이상 농도의 에서는 아밀라제 유리를 억제하였다100 pM CCK .

항산화제 의 처리는 저농도의 에 대한 아밀라제 유2. (10 M MnTBAP) CCKμ

리에는 영향을 미치지 않았으나 고농도의 에 의한 아밀라제 유리는 단독의CCK

에 의한 반응보다 증가시켰다CCK .

3. 30 M Hμ 2O2 단독으로는 세포내 칼슘 을 유발하지는 않았지만oscillation 20

에 의해 유도된 칼슘 의 빈도와 크기를 증가시키는 양상을 보pM CCK oscillations

였고 에 의한 세포내 칼슘의 증가에는 영향을 미치지 못하였다2 nM CCK .

에 의한 칼슘 와 에 의한 세포내 칼슘증가에 대4. 10 pM CCK oscillations 2 nM

해 는 아무런 영향을 미치지 않았다1 mM NAC .

결론적으로 췌장 선세포에서 30 M Hμ 2O2는 세포내 칼슘을 증가시켜 저농도의

에 의한 아밀라제 유리를 항진시킨 것으로 생각된다 그러나 고농도의CCK . CCK

에 의한 반응에 30 M Hμ 2O2의 작용은 세포내 아밀라제 유리에 관련된 단백에 직

접적으로 영향을 미쳐 아밀라제 유리를 억제하는 것으로 생각되지만 이는 앞으로

더 연구하여야 할 부분이다.
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Abstract

Effect of H2O2 on amylase secretion

in rat pancreatic acinar cells

Jin Hak Rhie

Department of Dentistry, The Graduate school,

Yonsei University

(Directed by Professor, Jeong Taeg Seo)

Reactive oxygen species (ROS) are known to be involved in the

mediation of physiological functions in a variety of cell types.

However, little has been known about the physiological role of ROS in

exocrine cells. Therefore, in the present study, the effect of ROS on

cholecystokinin (CCK)-evoked amylase release was investigated in rat

pancreatic acinar cells. Cells were obtained from rat pancreas and

amylase release from the cells was measured using a modification of

methods described by Bernfeld. Stimulation of the acinar cells with CCK

induced biphasic increase in amylase release. Addition of 30 M Hμ 2O2

enhanced amylase release caused by 10 pM CCK, but inhibited the amylase

release induced by CCK at concentrations higher than 100 pM. An ROS

scavenger, 10 M MnTBAP, increased amylase release caused by CCK atμ

concentrations higher than 100 pM, although lower concentrations of

CCK-induced amylase release was not affected by 10 M MnTBAP. To examineμ
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whether the effect of ROS on CCK-induced amylase release was due to the

modulation of intracellular Ca2+ signaling, we measured the changes in

intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]i) in fura-2 loaded acinar cells.

Addition of 30 M Hμ 2O2 increased the frequency and amplitude of [Ca
2+]i

oscillations caused by 20 pM CCK, but had little effect on 2 nM

CCK-induced increase in [Ca2+]i. ROS scavenger, 1 mM N-acetyl-cysteine,

did not affect [Ca2+]i changes induced by 20 pM or 2 nM CCK.

Therefore, it was concluded that, although 30 M Hμ 2O2 did not induce

[Ca2+]i oscillations, it increased the low concentrations of CCK-induced

[Ca2+]i oscillations and amylase release. However, the inhibitory effect

of ROS on high concentrations of CCK-induced amylase release did not

appear to be mediated by inhibition of Ca2+ signaling.

Key Words : H2O2, ROS, Antioxidant, CCK, amylase, [Ca
2+]i oscillations,

pancreatic acinar cells
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