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Abstract

Objective: Glycation of LDL is significantly increased in diabetic patients. There is accumulating evidence that glycation of

circulating lipoproteins, is implicated in the pathogenesis of diabetic atherosclerosis. Glycation, the nonenzymatic binding of glucose

to protein molecules, can increase the atherogenic potential of certain plasma constituents, including low-density lipoprotein (LDL).

In the present experiment, we investigated the proliferation of macrophage with glycated-LDL in the presence of several effectors such as

M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor), PMA (Phorbol-12 Myristate 13-Acetate), LPS (Lipopolysaccharide) and dexamethasone.

Methods: Fresh LDL was glycated for 0, 10, 30, 60 and 180 days and differentiation of human monocyte derived

macrophage(HMDM) was tested. Also, glycated-LDL (50㎍/mL) with effectors such as M-CSF(15 ng/mL), PMA(120 ng/mL),

LPS(10ng/ml) and dexamethason(1㎍/ml) were incubated on HMDM and compared differentiation with MTT assay.

Results: From the results, glycation of LDL increased differentiation of macrophage. And, M-CSF and PMA increased the

differentiation of macrophage whereas LPS and dexamethason decreased.

Conclusion: It is thought that several effectors are involved in development of atherosclerosis, and we obtained the following

conclusion that M-CSF and PMA might influence the development of atheroclerosis because they increased the viability of

macrophage.
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서 론

동맥경화는 오랜 기간에 걸쳐 발병하는 질병

으로 혈관벽에 지질성분이 축적되어 쌓이는 것

을 특징으로 들 수 있으며 현재까지도 높은 사망

원인이 되는 질병으로 분류되고 있다
1
. 동맥경화

와 관련된 많은 위험 인자들이 알려져 왔는데,

대표적으로 높은 혈청 콜레스테롤 농도, 흡연,

비만, 고혈압 등을 들수 있으며, 이러한 인자들

은 관상동맥질환에 영향을 주게 된다
2
. 혈청 콜

레스테롤은 대부분이 LDL이 운반하기 때문에

동맥경화의 병변에는 cholesterol ester가 많은 양

발견되고 있다. 최근, 동맥경화와 관련된 당뇨병

(Diabetes)의 합병증세는 주요 연구대상이 되고

잇다. 당뇨병 환자인 경우 사망원인의 2/3 이상

이 Coronary Heart Disease (CHD)에 의한 것으로

알려지고 있으며, 최근의 Joslin Clinic의 보고에

의하면, insulin-dependent-diabetes mellitus (IDDM)

환자의 1/3이 CHD증세를 가지고 있다. Diabetes

에서 다량 존재하는 glucose는, 환원당과 환원대

사물질에 의한 생체단백질의 Glycosylation은 노

화현상의 주요현상의 하나가 된다.

동맥경화의 발병기작을 살펴보면 혈중에 있는

lipoprotein의 농도가 높아지거나 혹은 여러 요인

에 의해 lipoprotein에 변화가 일어나게 되면 endo-

thelial cell에 손상을 주게 된다. endothelium은

lipoprotein의 운반을 조절하는 carrier의 역할 이

외에 LPL (lipoprotein lipase)이 분포되어 있어 TG

(triacylglycerol)를 distribution하는데 중요한 역할

을 한다
1,3,14

. TG-rich lipoprotein, chylomicron,

hepatic VLDL, LDL 등의 과도한 혈중내 농도는

endothelial cell에 직·간접적으로 손상을 일으키

게 된다
4
. endothelium이 손상을 입게되면 LDL이

endothelial cell을 통과하여 subintimal space에 축

적 되며 circulating monocyte가 endothelial cell에

달라붙게 되고 subintimal space에 자리잡게 되어

macrophage로 분화하게 되고 cholesterol-rich LDL

을 uptake하게 되는데 여기에는 scavenger receptor

가 관여한다
5
. macrophage에 의해 생성, 분비되는

cytokine으로는 TNF, IL-6, M-CSF, IL-1 등이 있

는데 특히 IL-1 의 경우 양의 적고 많음에 따라

동맥경화의 진행상황을 측정하는 지표로 쓰이기

도 한다
6,7,8

.

본 연구에서는 modified LDL의 일종인 glycated-

LDL에 몇 가지의 effector들을 첨가하여 macro-

phage의 differentiation을 비교하여 보았다. 사용

한 effector로는 M-CSF (Macrophage-Colony Stimu-

lating Factor), LPS (Lipopolysaccharide), PMA

(Phorbol-12 Myristate 13-Acetate), dexamethasone

등이며, 이들은 cell의 분화에 촉진 혹은 억제하

는지 알아보았다. 시간별로 incubation된 glycated-

LDL을 사용하여 최적의 effector 농도를 알아본

실험도 병행하였다. macrophage의 증가는 직접적

으로 동맥경화 또는 당뇨에 의한 동맥경화의 발병

원인으로 볼 수 있으므로, 본 실험에서는 glycated-

LDL (gly-LDL)과 effector들을 이용하여 이들이

macrophage에 미치는 영향을 in vitro에서 비교하

였다.

재료 및 방법

1. 시약

M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor),

PMA(Phorbol-12 Myristate 13-Acetate), LPS (Lipo-

polysaccharide), Dexamethasone, RPMI 1640, HBSS

(Hank's Balanced Salt Solution), RBC lysis buffer,

Penicillin, Ficoll/Hypaque, MTT (3-[4,5-dimethyl-

thiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 등은

Sigma Chemical Company (St, Louis, MO, U.S.A)

에서 구입하였고, 15, 50 mL tube와 12 well plate

는 Corning (U.S.A)에서 구입하였다. FBS (Fetal

Bovine Serum)는 Cal Biochem (La, Jolla, CA)에서

구입하여 사용하였으며 Whole blood와 plasma는

대한적십자사 혈액원에서 구입하여 본 실험에
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사용하였다.

2. LDL의 분리와 Glycation.

혈액원으로부터 구입한 정상인의 혈장을 재료

로 하여 KBr로 density (1.019∼1.063 g/mL)를 맞

춘 후 초원심분리기를 이용하여 분리하였다. 원

심분리 과정에는 0.05% EDTA, 0.05% NaN3 그리

고 aprotinin을 첨가하였다. 위의 과정을 통해 분

리된 LDL을 phosphate-buffered saline (PBS, pH

7.4)으로 24시간 동안 4℃에서 투석한 뒤 농도는

Lowry method를 통해 결정하였다
17
. LDL glyca-

tion
22
은 먼저 LDL (4 mg/mL)에 100 mM의 glucose

와 pH 7.4의 PBS를 넣어준 후 배양기의 온도를

37℃로 고정시켜서 실험에 필요로 되는 시간만

큼 배양하였다. 단백질과 반응하지 않은 glucose

를 제거하기 위해 pH 7.4의 PBS를 이용하여 투

석 한후에 본 실험에 사용하였으며 glycation은

Seishi의 방법
18
과 agarose gel electrophoresis로 확

인하였다.

3. Whole blood로 부터의 HMDM(human

monocyte derived macrophage)의분리

채혈한지 24시간 이내의 혈액을 구입하여

Fogelman
20
의 방법에 따라 Ficoll/Hypaque gradient

Fig. 1. Effects of A) cell numbers, and B) amount of glycated-LDL

A. Indicated cell numbers were incubated with 50 g/mL of glycated-LDL for

30hours and tested after that time

B. Macrophage cells were incubated with indicated amount of glycated-LDL. After

30hours of incubation, macrophage cells were tested as MTT method

- 444 -



Macrophage 분화에 미치는 Glycated-LDL 및 몇 가지 Effector의 영향

centrifugation을 이용하여 분리하였다. 동량의 혈

액을 Ficoll/Hypaque위에 pasteur pipet으로 섞이지

않게 조심스럽게 올려놓고 2,500 RPM에서 20분

간 원심분리한다. 이렇게 하면 네 개의 층으로

분리되는데 mononuclear cell을 얻은 후, HBSS로

씻어준 후 다시 순차적으로 2,100, 1,800, 1,500,

1,100 RPM에서 10분간 원심분리한다. 이것을 다

시 적정량의 HBSS로 희석한 후 소량을 취해

trypan blue로 염색하여 hemacytometer로 cell수를

결정한 후 plating한다. 본 실험에 사용된 cell의

Fig. 2. Effects of degree of glycation on macrophage differentiation

Macrophage cells were incubated with 50 g/mL of each

glycated-LDL. Differentiation and viability of macrophages were

determined as described in the method sections.

Fig. 3. Effects of M-CSF and gly-LDL on macrophagedifferentiation

M-CSF (15 ng/mL) and gly-LDL were added after 4 hour preincubation Cells were

washed three times with 100 L of RPMI 1640 (10% FBS), and then MTT added for assay.
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수는 2×10
6
/well이다.

2×10
6
/well의 세포를 plating한 후 약 3시간 가

량 serum이 없는 RPMI 1640을 이용하여 prein-

cubation한 후에 상층액을 제거하고 10% FBS를

포함한 RPMI 1640 100 L로 세 번 washing한 후,

5% CO2 gas를 포함하고 있는 배양기에서 2일 배

Fig. 4. Effects of PMA and gly-LDL on macrophage differentiation

PMA (120 ng/mL) and g-LDL were added after 4 hours preincubation. Cells were washed

three times with 100 L of RPMI 1640 (10% FBS), and then MTT added for assay.

Fig. 5. Effects of LPS and gly-LDL on macrophage differentiation

LPS (10 ng/mL) and gly-LDL were added after 4 hours preincubation. Cells were washed

three times by 100 L of RPMI 1640 (10% FBS). and then MTT added for assay.
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양하여 macrophage로 전환시킨 후 각각의 실험을

하였다.

4. MTT assay

macrophage의 분화를 측정한 방법으로, 30시간

배양한 macrophage에 MTT시약을 넣고 다시 4시

간 배양한 후 여기서 생긴 blue formazan을

dissolve하기 위해 0.01N HCl에 희석된 10% SDS

로 반응을 중지 시켰다. 다시 16시간 배양후 spec-

trophotometer를 이용하여 570 nm에서 흡광을 측

정하였다
22
.

결 과

1. Glycated LDL이 macrophage의 분

화와 생존력에 미치는 영향

본 실험에서는 glucose 100 mM과 LDL을 incuba-

tion한 후, PBS buffer로 dialysis시켜 glycated LDL

을 만들었으며, incubation 시간을 조절하여 몇 종

류의 glycated-LDL (10, 30, 60 및 180일)을 in vitro

에서 제조하여 사용하였다. 먼저 최적의 cell수와

glycated-LDL의 양을 알아보기 위한 실험의 결과

는 Fig. 1과 같았다. Fig. 1-A는 macrophage수의

증가에 따른 cell의 분화과 여기에 60일된 glycated-

LDL의 첨가에 따른 cell의 분화 변화를 나타낸

것으로, cell의 수가 증가할 때 및 macrophage에

glycated-LDL을 첨가하였을 때 모두, cell이 증가

하는 결과를 나타내고 있다. Fig. 1-B는 일정수 (2

×10
6
)의 macrophage와 glycated-LDL의 양을 변화

시킴으로써 glycated-LDL이 macrophage의 분화에

나타내는 영향을 알아 본 실험이다. 첨가된

glycated-LDL의 양이 증가할수록 cell의 분화가

증가되는 모습을 나타내고 있다. Fig. 1에 나타난

결과로 glycated-LDL이 macrophage의 생존과 분

화에 영향을 끼친다는 것과 또한 glycated-LDL의

유무에 따른 cell의 분화정도를 비교하였을 때,

Fig. 6. Effects of dexamethasone and gly-LDL on macrophage differentiation

Dexamethason (1 g/mL) and gly-LDL were added after 4 hours preincubation. Cells were washed

three times by 100 L of RPMI 1640 (10% FBS medium), and then MTT added for assay.
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glycated-LDL이 macrophage에 영향을 주기 때문

에, 이와 관련된 질병에 연관성이 있음을 알 수

있었다.

glycation time의 변화에 따른 macrophage의 분

화를 비교하여 보았으며 (Fig. 2), 결과와 같이

glycation의 시간이 길어질 수록 cell의 분화가 증

가됨을 보여주고 있다. 이러한 결과는 이미 발표

된 논문
22
에 나타낸 결과와 유사한 결과를 보여

주고 있다. 즉, glycation의 정도가 커질수록 AGE

product의 하나로 알려져 있는 pentosidine의 생성

량이 native-LDL에 비해 높아져 간다는 것이며,

또한 glycation이진행될수록변화되는 NH2 residue의

양이 감소됨을 TNBS시약을 이용하여 확인하였다
22
.

이러한 결과로 부터 glycated-LDL과 같은 modify된

LDL (glycated-LDL)이 정상 LDL에 비해 macrophage

의 분황에 영향을 준다는 것을 확인하였다.

2. Macrophage의 분화에 미치는 glycated-

LDL 및 effector의 영향

Macrophage의 분화에 영향을 주는 4개의 effector

Fig. 7. Influences of effectors on cell viabillity and differentiation.

A. Each effector was added to macrophage cell and incubated for 30hours. Then MTT

assay was performed

B. Glycated-LDLs were added to the same condition of A and MTT assay was tested
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를 이용하여 glycated LDL과의 관계를 알아보았

다 (Fig. 3∼6). 먼저 Fig. 4의 경우는 macrophage

에 glycated-LDL과 M-CSF를 넣은 후 시간에 따

라 배양한 결과이다. cell만 존재하는 control보다

M-CSF를 같이 넣어 주었을 경우, cell의 생존력

이 2∼3배 정도 증가한다는 것을 알 수 있으며,

이 결과는 M-CSF와 glycated-LDL이 직접적으로

세포의 분화에 영향이 있음을 보여주고 있다.

effector의 최적농도 조건을 알아내기 위한 M-

CSF의 선행한 실험의 결과 최적농도는 15 ng/mL

이었다. Fig. 4에서는 effector로서 PMA를 사용하

였으며 PMA도 cell의 분화와 생존력에 끼치는

영향면에 있어서, M-CSF와 유사한 결과를 나타

내고 있다. 첨가된 PMA의 농도는 120 ng/mL이

다. Fig. 5, 6은 Fig. 3, 4의 결과와 반대의 pattern

을 보였으며, PMA와 M-CSF를 처리하였을 때 나

타난 결과와는 다른 결과를 보였다. 즉, LPS와

dexamethasone을 처리했을 경우 전반적으로 cell

만을 배양한 control보다 cell의 분화가 감소된다

는 결과를 나타내주고 있다.

Macrophage 분화에 미치는 각 effect의 영향을

비교하기 위하여 네 개의 effector를 이용하여 얻

은 결과를 기초로, 각각의 effector에 의한 세포의

분화정도를 비교 분석한 결과는 Fig. 7에서 잘 보

여주고 있다. Fig. 7-A는, 먼저 각각의 well에 네

개의 effector만 처리하여 얻은 결과이며, 시간의

경과에 따라 control을 기준으로 하여 각각의

effector에 의한 cell의 differentiation을 백분율로

나타낸 결과이다. M-CSF와 PMA의 경우는 control

에 비해 시간이 경과함에 따라 cell의 분화가 현저

히 증가하는 곡선을 보여주는 반면, dexamethasone

과 LPS의 경우는 오히려 control보다 cell의 분화

가 급격하게 감소되고 있음을 보이고 있다. Fig.

7-B의 경우는 Fig. 7-A와 같은 실험조건에 90 L

의 60일 된 glycated LDL을 첨가하였을 때 나타

난 결과를 보여주고 있다. Fig. 7-B도 Fig. 7-A와

유사한 결과를 보이지만 Fig. 7-A보다도 더 높은

정도를 나타내므로서, glycated-LDL의 coincubation

에 의해, macrophage cell의 분화에 현저한 차이

를 보여주었다.

고 찰

당뇨 환자의 경우 정상인보다 혈중의 glucose

농도가 적게는 2∼3배 높은 수준을 유지하고 있

으며, 높은 혈중의 glucose 농도는 lipoprotein,

hemoglobin, albumin, collagen 등과의 nonenzymatic

reaction을 통해 connective tissue나 단백질 등의

구조를 변화시키기도 하고 동맥경화 같은 혈관

질환을 일으키는 주된 원인으로 알려져 있다
11,12,13,15

. Glycation의 말기 생성물인 AGE (advanced

glycation end product) product는 aldose와 protein

의 상호작용에 의해 생성되며 특징적으로 yellow-

brown color를 나타내는 product이다
16,25

. 정상인

들도 나이가 들어감에 따라 혈관벽이나 조직 등

에서 glycated protein 이나 glycated lipid 등이 축적

되어 있는 것이 관찰되지만 혈중에 높은 glucose

농도를 갖는 당뇨병 환자의 경우 이러한 AGE의

형성과 침착이 훨씬 높아지는 것으로 보고되어

있다
25
. 본 연구에서는 macrophage, glycated-LDL

및 effector가 존재할 때와 존재하지 않을 때를

비교하여 effector들이 macrophage cell의 differen-

tiation에 미치는 영향을 연구 하였다. Effector로

는 M-CSF, PMA, LPS, dexamethasone을 사용하였

으며 macrophage는 인간의 혈액에서 분리한 단핵

구 (monocyte)를 분화시켜, 본 실험에 사용하였

다. 현재까지의 관련된 연구로서는, M-CSF는

macrophage에 의한 acetylated-LDL의 uptake와

degradation 및 cholesterol의 esterification을 촉진

시키고 또한 Watanabe Heritable Hyperlipidemic

(WHHL) rabbit에 M-CSF를 지속적으로 처리하면

aorta에 cholesterol ester의 축적이 크게 감소된다

는 것들이 보고되고 있다
9,10,19,26

. PMA는 macro-

phage의 scavenger receptor의 발현을 증가 시켜주

고, mRNA수준도 증가시켜주는 것으로 알려져
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있다
27
. LPS, dexamethasone 등은 macrophage scav-

enger receptor의 activity를 suppress하여 modified-

LDL의 uptake를 저해하는 물질로 알려져 있으며,

이러한 효과는 이들의 농도에 따라 다른 결과를

나타내기도 한다. 한편, LPS는 ox-LDL과 함께

macrophage의 분화를 촉진한다는 논문이 있기도

하다
21
. AGE product

24
또는 oxidized-LDL

28
는 GM-

CSF에 의하여 macrophage의 분화를 증가시킨다

는 보고도 있다. dexamethason은 동물실험에서

동맥경화를 억제한다는 보고도 있다
29
.

본 실험에서는 in vitro에서, macrophage에 effec-

tor가 미치는 영향을 비교 하였다. M-CSF와

PMA의 경우는 macrophage 혹은 macrophage와

glycated-LDL이 같이 존재할 때 높은 macrophage

의 분화 속도를 보였으며, LPS와 dexamethasone

은 그 반대의 효과를 보여주었다. 이러한 결과로,

effector들과 glycated-LDL이 체내에 공존할 때,

macrophage의 분화를 가속화하여 동맥경화의 발

병을 촉진시킨다는 것을 알 수 있었다. 또한

glucose와의 incubation에 의해 얻어지는 (당뇨에

서 발생하는) glycated-LDL은 glycation의 시간이

길어질수록 macrophage의 viability와 differen-

tiation을 증가시켰다 (Fig. 2). 위의 결과로 부터

modified-LDL에 의한 macrophage의 분화에 stimu-

lator로작용하는 M-CSF와 PMA는혈중에 glycated-

LDL이 존재할 경우, 동맥경화의 촉진인자로 작

용할 수 있음을 알 수 있었고, LPS와 dexame-

thasone의 경우는 반대의 효과를 나타냄을 알 수

있었다. 본 연구에서는 직접적으로 macrophage와

glycated-LDL 그리고 몇 개의 effector들을 통한

cell과의 coincubation을 통해 동맥경화에 끼치는

glycated-LDL의 영향 및 effector들의 효과를 알아

보았다. 여기서 얻어진 결과를 통해, 정확한

mechanism은 아직 알려져 있지 않지만, 사용된

effector들이 glycated-LDL과 존재할 때 macrophage

에 stimulator 혹은 inhibitor로서 역할을 나타낸다

는 것을 알 수 있었고, 혈중 glucose의 농도가 높

아지게 되면 여러 조직이나 혹은 단백질, 지질

등과의 결합을 통해 당뇨병과 관련된 합병증을

일으킬 수 있는 가능성이 높아진다는 사실을 다

시 한번 확인시켜 주었다.
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