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ABSTRACT

Effects of green tea catechin on proliferation of

aortic smooth muscle cell in diabetic rat

Lee JungIn

Advisor : Prof. Lee Byoung-rai, Ph.D.

Department of Medicine,

Graduate School of Chosun University

The incidence of diabetic complication is closely related to the

vascular dysfunction. The aim of this study is to investigate the

effects of tea catechin on proliferation of vascular smooth muscle

cells(VSMC) in diabetic rats. Diabetes mellitus of SD rats was induced

by high fat diet/low-dose streptozotocin(STZ). The experimental group

was divided into 3 different groups, non-diabetes control(NC) group,

diabetes mellitus(DM) group, diabetes mellitus+green tea catechin

(DM+GTC) group. GTC, polyphenon 60, administered with dissolved in

0.2%(W/V) dringking water. After 16 weeks of GTC administration, the

altered-angiogenesis in diabetic rats examined by aortic ring assay and

the expression of contractile and synthetic proteins in VSMC of

thoractic aorta were also examined by qPCR and wastern blot.

Fasting blood glucose level increased in the DM group compared to the

NC group. In the DM+GTC group, it decreased by 31% compared to the DC

group. The serum creatinine and blood urea nitrogen(BUN) levels were

increased in the DM group and it decreased in the DM+P60 group compared
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to the DM group. Aortic ring assay using thoractic aorta showed that

the length of cell sprout significantly increased in DM group compared

with NC group and that of the DM+GTC group was decreased compared to

the DM group.

qRT-PCR for VSMC synthetic phenotype protein, cellular retinol binding

protein 1(CRBP-1) and connexin 43, from thoratic aorta showed that

CRBP-1 expression was increased by 70% in DM group, and decreased by

70% in DM+GTC compared to DM group. Connexin43 was not different

between DM and NC group, and decreased in DM+GTC compared to DM group.

qRT-PCR of VSMC contractile phenotype protein, Smooth muscle-myosin

heavy chain(SM-MHC), myocardin, -smooth muscle actin(α -SMA), were asα

follows. SM-MHC was increased 160% and 170% in DM group and DM+GTC

group respectively, myocardin was increased by 75% in DM+GTC group

compared with DM group. -SMA was increased by 70% in DM group andα

DM+GTC group by 80% compared to NC group.

The results of wetern blot of VSMC phenotype protein, ki-67, myocardin,

-SMA, were as follows. Ki-67 was increased by 277% in DM group andα

DM+GTC group decreased by 77% compared to DM group, myocardin was

increased 240% and 540% in DM and DM+GTC group compared with NC group

and -SMA was increased by 120% in DM group compared to NC group.α

Immunohistochemical assay of thoratic aorta showed that MMP2 and Ki

were increased in dibetes mellitus and decreased GTC treatments.

This study shows that synthetic phenotype of VSMC in aorta was incresed

in diabetes mellitus and GTC administration showed a decrease in the

expression of synthetic phenotype specific protein. Dietary

supplementation with GTC could potentially contribute to nutritional

strategies for suppression of diabetic vascular complications.

Key words: Diabetes mellitus, catechin, Vascular smooth muscle cell
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1.

당뇨병 병 매 높 제 당뇨병 연맹 계에, (IDF)

하 년 당뇨병 수 전체 억 정 추정2015 8.8% 4.1

고 년에 계 억 정 가 것 상 고, 2040 10.4% 6.4

다 경제가 전 에 당뇨병 슐 비 존(1). 87-91%

제 당뇨병 고 슐 존 제 당뇨병 당뇨병2 1

차 하고 저 개 가 제 당뇨병과 제 당뇨병1-3% , 1 2

비 아 보고 어 않다 당뇨병 에 심 계(2). 2

병 보다 정 가 어 당뇨병 심4-6 ,

병 당뇨병 합병 나 사망 가에 접적 연 어

다 당뇨병 에 생하 심 고 당 나 슐 저항(3).

가 해 신생 전 가 당뇨병 합병 생

과 연 것 알 져 다 신생 내피 포(4).

근 포가 여하 제 당뇨병에 나타나 근 포, 2

합병 하 한 병 견 라 할 수 다(5,6).

근 포 조 하여 탄 하 역할 하

수축 포 식에 여하 합( contractile phenotype)

포가 다 수축 포 근(synthetic phenotype) (5).

포 정상적 생 적 담당하고 합 수축,

탈 근 포(dedifferentiated smooth muscle cells)

식할 수 상 나 생과 다 식(5,7).

물에 함 어 폴 놀 당뇨병 암 심 등 생 억,

제 할 수 다고 알 많 연 가 행 고 폴 놀(8), 2

당뇨병 생 억제 하거나 슐 저항 감 시킬 수 다고(9),
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한다 녹차 료 계적 널(10). (Camellia sinensis L.)

고 녹차 건조 에 폴 놀 킨, (catechin) 10 15%∼

정 함 어 다 등 녹차 과 당뇨병 생 상 계(11). Iso (12)

역학 조사한 결과 녹차 제 당뇨병 생 억제한다고 하 고2 ,

등 녹차 킨 에 당 흡수 억제하여 식Ishikawa (13)

당 가 저하시킨다고 하 고 등 녹차 킨 제, Wolfram (14) 2

당뇨병 과 료에 과가 다고 하 다 녹차 킨 제 당. 2

뇨병 과 당 가 억제 과에 한 연 결과 많 보고 어

나 상과 연 아 매 적다, . 근 포

내피 포 함께 루 주 포 수축 (contractile

과 합 가 나타낼phenotype) (synthetic phenotype)

수 만 정상 생 적 조건에 수축 가,

포 식과 동 거 어나 않 만 에 가해 물 적 학적, ,

극에 해 식 나타내 식 동 에 가 나타난

다 근 포 가 에 특 적 단(5,7).

수축 나타내 단, SM-MHC(smooth

muscle-myosin heavy chain), Myocardin -SMA ( -smooth muscleα α

고 합 나타내 단actin) , CRBP-1

과 등 들 단(cellular retinol binding protein 1) Connexine 43

각각 에 가한다(5,7). 본 연 녹차 킨

당뇨병 합병 에 미 향 알 한 연 당뇨병 흰

에 녹차 킨 시킨 상에 미 향 내피 포

식과 근 포 비 찰하 다.
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료2.

실험 료A.

본 실험에 사 polyphenon60(P60), streptozotocin(STZ), sodium

슐 정 에citrate kit Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, MO, USA)

매하여 사 하 다.

실험동물B.

본 실험에 사 한 흰 체 종 수컷180 200 g Sprague-Dawely∼

샘타 에 매하여 시간 암 주(Samtako, Daejeon, Korea) , 12 ,

상 습 경에 사 하 고 고 식20± 2 60± 5% , 45%℃

샘타 에 매하여 사 하 다 동물실험 조(Samtako, Daejeon, Korea) .

학 동물실험 원 승 승 아( : CIACUC2015-A0003)

규정에 라 실험 실시하 다 제 당뇨병 고 식. 2

저 량 사 하여 하 다 실험동물에 고 식 공STZ . 45%

하여 주 간 사 한 당뇨 에 에4 STZ 0.05M citrate buffer(pH 4.5)

해시 흰 복강에 주사하 고 조(STZ 35 mg/kg BW) , 0.05M

복강에 주사하 다 주사 실험동물 실citrate buffer . STZ

험동물 사 사료 공 하여 사 하 다 주사 주 정맥에. STZ 2

정한 공복 당 상 동물 당뇨 하 다 실험300 mg/dL .

조 당뇨병(none diabetic control : NC), (diabetes mellitus : DM)

당뇨병 녹차 킨 등+ (diabetes mellitus+green tea catechin : DM+GTC)

총 나 었고 각 실험 동물 수 하 녹차3 , 5 ,

킨 사 하 다 과 식수(green tea catechin : GTC) P60 . NC DM

수돗물 공 하 고 수돗물에 농, DM+GTC P60 0.2%(w/v)

해시 식수 공 하여 주 동안 사 하 다16 .
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액 채취C.

실험동물 실험 시 주 간격 공복 당 정하 다 공복 당2 .

동물 시간 식시키고 절제하여 액 채취하고 당 정12

해 정하 다 녹ACCU-CHEK(Roche Diagnostics, Manheim, Germany) .

차 킨 투여 주 경과 실험동물 에 취시 개복 복16

정맥에 액 채취하 다 채취 액 시 하여.

슐 정에 하고 나 고시킨 청 하여 크,

아틴 정량 시료 사(creatine), BUN(blood urea nitrogen)

하 다 슐 슐 정. kit(Insulin ELISA kit) Sigma-Aidrich

에 매하여 제조사 에 라 시킨Co.(St. Louis, MO, USA)

흡 정하여ELISA plate reader(TECAN. Männedorf, Switzerland)

계산하 다 청 량 액 동. , BUN creatinine

하여 정하 다 슐 저항 수(Hitachi 7180, Tokyo, Japan) .

homeostasis model assessment for insulin resistance(HOMA-IR) Matthews

등 에 라 다 식에 해 계산하 다(15) .

HOMA-IR = Insulin( units/mL) x glucose(mmol/L)/22.5μ

D. Aortic ring sprouting assay

신생 찰하 한 등aortic ring assay Baker (16)

하여 실시하 다 흰 에 취시킨 흉복 절개하여. ․

흉 동맥 적출하 다 척출 흉 동맥 냉각. 4 PBS℃

(phosphated buffer saline, PH7.2, Welgene, Gyeongsan-si, korea 에 겨)

액과 조 제거하고 께 절단하여 동맥 고 비하1mm

다. Matrigel Matrix (growth factor reduced, Corning, N.Y., USA)
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에 씩 넣어96well plate 50 37 CO㎕ ℃ 2 에 양시 겔incubator 30

힌 비 동맥 고 앙에 놓고 에 간, Matrigel 37 10℃

양 다시 각 동맥 고 에 넣어 에50 Matrigel Matrix 37㎕ ℃

간 양하여 다 에 포 양액30 . Matrigel (10% FBS, 100 mg/mL

포함 넣고 동안penicillin, 0.1 mg/mL streptomycin DMEM) 100 7㎕

양하 라난 신생 찰 하 고 프 그, Image J

램 사 하여 포 정하 다.

E. Quantitative reverse transcription polymerase

chain reaction(qRT-PCR)

흰 에 적출 흉 동맥 주 결합조 과 조 액 제거하

고 하여 전체 추출하TRIzol Reagent (QIAGEN, Tokyo Japan) RNA

다 추출 계 에 흡 정하여 정량한. RNA 260nm 1μ

취해 합g RNA cDNA kit(Prime Script 1st strand cDNA synthesis

하여 합 하 다 합kit, TaKaRa Bio Inc, Japan) cDNA . cDNA

조건 1 g RNA Random 6 mers (50 M) 1 , dNTP mixture (10mM) 1μ μ ㎕

에 균 수 첨가해 총 액 하여 에 간10 65 5㎕ ㎕ ℃

시킨 , 5X Prime Script buffer 4 , RNase inhibitor (40U/ ) 0.5㎕ ㎕ ㎕

첨가하여Prime Script RTase (200U/ ) 1 30 10 , 42 50 , 70㎕ ㎕ ℃ ℃ ℃

순 조건 수행하여 합 하 다 합15 cDNA . cDNA SYBR

Premix Ex Taq (2X) (TaKaRa Bio Inc, Kusatsu, 전Japan) (CRBP1,

특 적 사 하여Connexin43, SM-MHC, Myocardin, -SMA) primer qPCRα

수행하 다 조건. 100ng cDNA 1 , 10 pmol Forward & Reverse㎕

각 에 균 수 첨가하여 총 액primer 2 , SYBR premix 10 20㎕ ㎕

가 게 한 초 에 동안denaturation 95 15 ,㎕ ℃

에 초 에 초denaturation 95 30 , annealing 60 30 , extention℃ ℃
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에 초 수행하 다 전 정72 20 40 cycles . housekeeping℃

전 계산하 다GAPDH delta-delta Ct ( ct ) .ΔΔ

F. Western blotting

흰 흉 동맥 조 에 가 포1mM protease inhibitor(PMSF)

함 lysis buffer (50 mMTris pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1%

액 가하여NP-40, 0.1% SDS) 3mL homogenizer (BioMasher, Tokyo,

하여 게 순 에 간 원심 상 액Japan) 14,000rpm 10

수집하여 시료 사 하 다 수집 상 액 단. Bradford

하여 정량하고 동량 단protein assay kit (Bio-Rad, CA) ,

에SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamidegel electrophoresis)

전 동하여 단 크 한 다 Polyvinylidene fluoride

에(PVDF) transfer membrane transfer buffer (20 mMTrizma® base, 190 mM

하여 시간 동안glycine, 20% methanol) electrotransfer kit 1 30

동시 다 전 동. membrane blocking buffer (5% skim milk in

에 시 비특 적 결TBS-T [1x Tris-bufferd saline, 0.1% tween-20])

합 한 차 항체, 1 (myocardin; Santa Cruz Biotechnology, ki-67;

첨가한 에 시킨 차Bioworld, -SMA; abcam) 4 overnight 2α ℃

항체 첨가 한 상 에 시간(horseradish peroxidase conjugated-Ab) 1

시 다. ECL (enhanced chemiluminescence)kit (BIONOTE, korea)

하여 단 정 상에 드 크 하 다 드X-ray .

정량 프 그램 사 하여 하 다Image J .

G. Immunohistochemistry

흰 흉 동맥 절단하여0.5 cm 10%

액에 고정시킨 탈수과정 거처 라핀에 포매paraformaldehyde

한 절 라 슬라 드 라스 에 여 라핀(embedding) 6 mμ
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제거하 과정(xylene , , 100% EtoH , 95% EtoH , 90%Ⅰ Ⅱ Ⅲ→ Ⅰ Ⅱ→ Ⅰ Ⅱ→

각 씩 행하 다 수에 간 척EtoH 80% EtoH 70% EtoH , 10 ) . 5→ →

하 동안 미 비해 놓(washing) retrieval solution(sodium citrate

buffer : stock A-0.1M citric acid 9ml, stock B-0.1M sodium citrate

비 커에 담아dehydrate 41mL ; total of 500mL D.W, pH 6.0) microwave

하여 조 샘플 넣고 총 내 가열하여 조 에 숨겨 항원20

복하 과정 행한 다 실 에 시간 정 냉각시 다1 . 0.3%

H2O2 포함한 에 간 담가 내 차단하고60% methanol 25 peroxidase ,

수 각각 씩 척 슬라 드 라스 조2 , 1X PBS 2 , 7 ,

에 충 히 어뜨 상 에 시간동안 하 다 슬라normal serum 1 .

드 라스 조 에 차 항체1 (PCNA 1:1000 dilution-Cell Signaling,

처 하여 에Ki-67 1:100 dilution, MMP2 1:200 dilution-abcam) 4℃

시킨 씩 척하 다 차 항체overnight 1X PBS 7 4 . 2 (1:200 in 1X

첨가하여 간 처 하고 씩 척하 동안 전PBS) 30 1X PBS 7 3 30

에 미 결합시킨 간 처 하고 씩 척ABC reagent 50 1X PBS 7 2

DAB(diamino benzidine, 0.2mg DAB , 3% H2O2 10 l in 1X PBS 1ml) 5μ

간 처 하여 갈색 염색 상태 하 행시킨 수

간 척하고 에 간 조염색한 탈수과정10 hematoxylin 1 (70% EtoH→

80% EtoH 90% EtoH 95% EtoH , 100% EtoH , xylene , , ,→ → Ⅰ Ⅱ→ Ⅰ Ⅱ→ Ⅰ Ⅱ Ⅲ

각 씩 거 미경 찰한다5 ) .

계처H.

제 한 든 정 결과 균 차 시하RNA-seq ± (mean±SD)

고 실험결과, SPSS (Statistical Package for the Social Science, Ver.

계 프 그램 하여 산12.0. SPSS Inc., Chicago, IL, USA)

실시하 고 시료 간 에(ANOVA) , Duncan's multiple range test

해 수 에 검 하 다P<0.05 .
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결 과3.

당뇨병 흰 생 적 견A.

고 식 저 량 투여하여 당뇨병 흰 체 식 취STZ ,

량 액 견 정한 결과 같다 흰 체Table 2 . NC

체 과 사278.5± 16.2 g, DM 263.4± 14.3 g NC DM

에 한 차 가 없었고 식 취량, NC 13.2± 3.2 g/24 h, DM

보다 가 가 었다 공복 당22.8± 6.6 g/24 h DM NC 72% . DM

에 에 비하여 약 가24.2± 2.1 mmol/L NC 4.7± 0.8 mmol/L 4

가 었고 슐, NC 7.6± 0.7 U/L, DM 8.2± 0.7 U/Lμ μ

간에 차 가 없었 보다 에 약 높, HOMA-IR NC DM 3.8

게 나타났다 량 에 에 에. DM NC 78.2± 7.5 mg/dL, DM

에 약 가 가 었다168.2± 17.9 mg/dL DM 1.1 .

녹차 킨 투여 당뇨병 흰 생 적 견B.

녹차 킨투여가 당뇨병에 미 향 찰하 해 당뇨병 흰P60

에 주간 투여한 찰한 식 취량 수량 체 액 견16 , ,

과 같다 식 취량Table 3 . NC 22.7± 3.6 g/24 h, DM 31.7± 6.5

각각 나타내 에 비하여g/24 h, DM+GTC 28.7± 5.6 g/24 h NC DM

과 가 각각 가 었 나 과 사DM+GTC 39% 26% DM DM+GTC

에 식 취량 차 없었다 수량 과 에. NC , DM DM+GTC

각각 나17.8± 3.5 mL/24 h, 42.1± 7.3 mL/24 h 33.5± 6.5 mL/24 h

타내 에 비하여 에 가 가 었고 수량NC DM 136 % , DM+GTC

에 비하여 정 감 었다 공복 당 과DM 20% . NC , DM

에DM+GTC 4.8± 0.7 mmol/L, 25.2± 2.6 mmol/L 17.2± 2.1 mmol/L
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각각 나타내 에 비하여 가 가 었고NC DM 425% , DM+GTC

공복 당 에 비하여 가 감 어 당뇨흰 에 녹차 킨 투여DM 31%

공복 당 감 가 나타남 알 수 었다 청 슐 량. NC , DM

과 사 에 한 차 가 없DM+GTC , HOMA-IR NC 1.8± 0.3, DM

각각 나타나 에 비하여8.7± 0.9, DM+GTC 6.1± 0.6 NC DM

에 하게 가 었고 수 에 비하여, DM+GTC HOMA-IR DM

가 감 었다 청 량 과 에29% . NC , DM DM+GTC

각각 나타79.4± 11.9 mg/dL, 182.2± 15.8 mg/dL 141.2± 14.2 mg/dL

내 에 비하여 에 가 가 었고 량NC DM 130% , DM+GTC

에 비하여 가 감 어 녹차 킨 투여 당뇨병 흰DM 22%

량 감 가 나타남 알 수 다 청 량 과. BUN NC , DM

에DM+GTC 27.5± 5.5 mg/dL, 81.4± 11.8 mg/dL 65.1± 10.1 mg/dL

각각 나타내 에 비하여 에 가 가 었고NC DM 196% , DM+GTC

량 에 비하여 가 감 어 녹차 킨 투여 당뇨병 흰BUN DM 20%

청 량 감 가 나타남 알 수 다 청 량BUN . creatinine NC

과 에, DM DM+GTC 0.31± 0.08 mg/dL, 1.25± 0.14 mg/dL

각각 나타내 에 비하여 에 가 가0.85± 0.11 mg/dL NC DM 303%

었고 량 에 비하여 가 감 어 녹차 킨, DM+GTC BUN DM 32%

투여 당뇨병 흰 청 량 감 가 나타남 알 수 다creatinine .

녹차 킨 투여 당뇨병 흰 동맥 신생C.

에 미 향

녹차 킨 당뇨병 흰 동맥 신생 에 미 향

찰하 하여 당뇨병 흰 에 녹차 킨 액0.2%(W/V) 16

주 동안 경 투여한 흰 희생시 흉 동맥 채취하여 약 1mm

정 께 절단하여 동맥 고 만들었다 동맥 고(aortic ring) .

에 양하여 시간 경과에 라 내피 포 아 정Matrigel (EC sprouting)

라나 포 정하여 찰한 결과 그 같다1, 2 .

동맥 고 양하 째에 찰한 결과1, 3, 5, 7 NC , DM
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에 째 내피 포 아가 나타나 째 식DM+GTC 3 7

계 었 식 어 나 신생 포 에 비하여, NC DM

저히 가 었고 신생 포 보다 가, DM+GTC NC

어 나 보다 저히 감 어 었다 포 식 신생, DM .

포 정하여 비 한 결과 째에7 DM NC 306 %

가 었고 가 어 어 포, DM+GTC NC 306 % DM

식 보다 가 고 보다 감 것 나타내고NC , DM+GTC DM

다.

녹차 킨 당뇨병 흰 동맥 근 포 합D.

단 에 미(synthetic phenotype)

향

당뇨병 흰 에 녹차 킨 액 주 동안 경 투0.2%(W/V) 16

여한 흰 희생시 흉 동맥 절제하여 한RNA

근 포 합 단(synthetic phenotype) 과CRBP-1 Connexine

에43 한 시행한 결과 그 과 같다qRT-PCR 3 . 에 한CRBP-1 mRNA

시행하여 과 비 한 결과qRT-PCR NC 보다 정 가DM NC 70%

었고 보다 정 가 감 어, DM+GTC DM 70% 전CRBP-1

당뇨병 생 하여 가 고 녹차 킨투여가 당뇨병 한 CRBP-1

전 가 억제하 것 나타났다 에 한. Connexine 43

시행하여 과 비 한 결과qRT-PCR NC 과 한 차 가DM NC

없었 나 보다 정 가 감 어 당뇨병에 동맥, DM+GTC DM 33%

Connexine 43 전 녹차 킨투여 억제 것 보여주고

다.
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녹차 킨 당뇨병 흰 동맥 근 포 수축E.

단 에 미(contractile phenotype)

향

당뇨병 흰 에 녹차 킨 액 주 동안 경 투여한0.2%(W/V) 16

흰 희생시 흉 동맥 절제하여 정제한RNA ,

근 포 수축 단(contractile phenotype) SM-MHC, myocardin

에-SMAα 한 시행한 결과 그 같다qRT-PCR 4 . 에SM-MHC mRNA

한 시행하여 과 비 한 결과 에 비하여qRT-PCR NC NC 과DM

에 각각 가 각각 가 었고 과DM+GTC 160% 170% , DM DM+GTC

한 차 가 없었다. 에 한 시행한 결과Myocardin mRNA qRT-PCR DM

과 한 차 가 없었 나 보다 정 가NC , DM+GTC DM 75%

가 어 당뇨병에 동맥 myocardin 전 녹차 킨투여 가

것 보여주고 다 에 한 시행한 결과. -SMA mRNA qRT-PCR NCα

에 비하여 과 에 각각 가 각각 가 었고DM DM+GTC 70% 80% , DM

과 한 차 가 없었다DM+GTC .

녹차 킨 당뇨병 흰 동맥 근 포F.

단 에 미 향

당뇨병 흰 에 녹차 킨 액 주 동안 경 투여한0.2%(W/V) 16

흰 희생시 흉 동맥 절제하여 근 포

단(phenotype) Ki-67 에, myocardin -SMAα 한 시western blot

행한 결과 그 과 같다5, 6, 7 . 흉 동맥 에 비하여Ki-67 NC DM

에 가 가 었고 에 비하여 가 감 어277% , DM+GTC DM 77%
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당뇨병 흰 동맥에 단 가 고 녹차 킨 투여Ki-67 ,

하게 감 보여주고 다. 흉 동맥 에 비하여-SMA NCα DM

에 가 가 어 당뇨 에120% 가 가 보여주고 고-SMA ,α DM

과 사 에 한 차 없었다DM+GTC . 흉 동맥 myocardin NC

에 비하여 과 에 각각 가 각각 가 었고DM DM+GTC 240% 540% ,

에 비하여 가 가 어 당뇨병 흰 동맥에DM+GTC DM 91%

가 고 녹차 킨 투여 하게 가 보여주고myocardin ,

다 당뇨병 흰 에 녹차 킨 액 주 동안 경 투여. 0.2%(W/V) 16

한 흰 희생시 흉 동맥 절제하여 고정시킨 MMP2, Ki-67

에 한 역조 학검사 시행하여 한 결과 그 과 같PCNA 8

다. 흉 동맥 에 비하여MMP2 Ki-67 NC 에 가 었고DM ,

에 비하여 감 어 당뇨병 흰 동맥에DM+GTC DM , MMP2

가 가 고 녹차 킨 투여 감 보여주고Ki-67 , , PCNA

사 에 한 차 없었다NC , DM DM+GTC .
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고 찰4.

본 연 녹차 킨 당뇨병 합병 에 미 향

찰하 한 실험 당뇨병 흰 에 녹차 킨 주간 투여16

한 신생 근 조사하 다 고 식 저.

량 에 해 제 당뇨병 것 알 져STZ 2 (17),

본 실험에 흰 에 고 식 주간 공 한 주사하4 STZ(35 mg/kg)

여 주경과 흰 공복 당 주사하 않 조 보다2 STZ (NC) 4

가 가 었고 슐 과 차 가 없었 슐 저항, NC ,

수 보다 가 가 어 슐 저항 당뇨병HOMA-IR NC 3.8

것 생각 다 녹차 킨 당뇨병에 미 향 찰하.

하여 당뇨병 흰 에 액 만들어 식수 주간 공 한P60 0.2% 16

공복 당 에 보다 가 가 었고 공복DM NC 425% , DM+GTC

당 에 비하여 가 감 어 녹차 킨 투여 공복 당 감DM 31%

가 나타남 알 수 , Wein 등 당뇨병 생 에 녹차(18)

킨 탄수 물 흡수 억제하여 당 감 시키 다고,

한 결과나 등 당뇨병 에게 녹차 킨 투여하 공복, Nagao (19) 2

당 감 다고 한 결과 사한 견 녹차 킨 당뇨병에 공

복 당 감 시키 것 생각 다. 청 과BUN creatinine

량 신 나타내 견 당뇨병 신 상 나타나 가

것 알 져 본 실험결과에 당뇨병 주가(20), 16

난 에 청 과 량 가 어 신 애가DM BUN creatinine

나타내고 다 당뇨병에 한 신 상 당뇨병 신 초래하.

당뇨병 신 신 사 체 상 초래하여,

상 시 합병 하 것 알 져 어 본 실험에,
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당뇨병 흰 에 청 과 가 것 신 감BUN creatinine

어 나타나 것 사 체 상에 한 결과 추 다 당뇨병.

에 한 사 체 감 사 체 상 동 함 과BUN

가 사 체 상 나타나 보여주 결과라creatinine

할 수 다 청 과 량 에 비하여. DM+GTC BUN creatinine DM

하게 감 어 녹차 킨 투여 당뇨병 신 상 과 나타남 알

수 다 녹차추출물 항암제. 시스플라틴 투여에 한 청 과creatinine

가 억제하여 시스플라틴에 한 신 상 억제한다고 보고가BUN

다(21). 당뇨병 에 상 당뇨병 합병 생과 접한 연

당뇨병 합병 고 당 나 슐 저항 가 초래 수,

신생 가 한 알 져 다 신생에(4,22).

내피 포 근 포가 여하 신생 가 생과

연 므 본 실험에 당뇨병 생 한 신생(22, 23),

찰하 하여 동맥 아 실험(Aortic ring sprouting assay)

흉 동맥 절제하여 실시하 다 동맥 아 주 내피 포.

가 식 어 나타나 결과 본 실험결과 아 포 가 에 비하여NC

저히 가 어 당뇨병 생 신생 가 알 수DM

다 에 흉 동맥 신생 가 상 어나. DM

한 당뇨병 상과 연 당뇨병 합병,

에 것 추 다 라 아 포 가. DM+GTC

보다 저히 감 결과 녹차 킨 투여 당뇨병 포DM

상 감 어 나타난 결과 추 녹차 킨 당뇨병에 한

상 하 과가 것 생각 다. 근 포

내피 포 함께 루 주 포 과 조절에

여하 것 알 져 다 근 포 수축(3). (contractile
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과 합 가 나타낼phenotype) (synthetic phenotype)

수 다 정상 상태에 근 포 수축 가.

포 식과 동 거 어나 않 만 에 물 적 학적 극, ,

가해 합 포 어나 단 합 과 포

식 동 가하게 다 근 포 나타내 특(3,4).

적 단 , 본 실험에 흉 동맥에 하여 합RNA

단(synthetic phenotype) 과 에CRBP-1 Connexine 43 한

시행한 결과qRT-PCR CRBP-1 에 보다 가 어DM NC 70%

전CRBP-1 당뇨병 생 하여 가 었고, DM+GTC DM

보다 정 가 감 어 녹차 킨 당뇨병 한70% 전CRBP-1

가 억제하 것 나타났고, Connexine 43 과 과DM NC

한 차 가 없었 나 보다 정 가 감 어 당뇨병, DM+GTC DM 33%

에 동맥 Connexine 43 전 녹차 킨에 해 억제 것

보여주고 다 또한. 수축 단(contractile phenotype)

에SM-MHC, myocardin -SMAα 한 시행한 결과qRT-PCR SM-MHC NC

에 비하여 과 에 각각 가 각각 가 었고DM DM+GTC 160% 170% ,

과 차 가 없었고DM DM+GTC , Myocardin 과 한DM NC

차 가 없었 나 보다 정 가 가 었, DM+GTC DM 75% , -SMAα

에 비하여NC 과 에 각각 가 각각 가DM DM+GTC 70% 80%

었고 과 차 가 없었다 러한 결과 당뇨병, DM DM+GTC .

하여 수축 과 합 단 전 가 것 나타났고,

녹차 킨 합 단 감 나 수축 단 에

향 적 것 나타났다 근 포 단. (phenotype)

Ki-67 에, myocardin -SMAα 한 시행한 결과western blot Ki-67

에 보다 가 가 었고 보다 가DM NC 277% , DM+GTC DM 77%
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감 어 당뇨병 생 동맥 단 가 고 녹차 킨 투Ki-67 ,

여 감 었다. 에 비하여-SMA NCα 에 가 가 어 당DM 120%

뇨병 가 가-SMA ,α 과 사 에 차 가 없어 녹DM DM+GTC

차 킨에 한 향 적 것 추 다 또한. 에myocardin NC

비하여 과 에 가 각각 가 었고DM DM+GTC 240% 540% , DM+GTC

보다 가 가 어 당뇨병 하여 동맥 가DM 91% myocardin

고 녹차 킨 투여 하게 가 보여주고 다, . Ki-67 포

식 시 과 핵단 (nuclear protein) 합

(synthetic phenotype) 포에 가하 본 실험에 에(24) DM

량 가 것 당뇨병 생 하여 합 가Ki-67

나타내고 고 녹차 킨 투여 량 감 므 당뇨병 한 합, ki-67

전 억제하여 나타난 결과 추 다 또한 수축.

(contractile phenotype) 포에 -SMA myocardinα 에DM

가 고 녹차 킨 투여 가 거나 가 없어 수축 에 미,

향 전 촉 하거나 양 없 것 추 다 또한. MMP2,

에 한 역조 학검사 시행하여 한 결과Ki-67 PCNA 흉 동

맥 에 비하여MMP2 Ki-67 NC 에 가 었고DM , DM+GTC DM

에 비하여 감 어 당뇨병 가 가 고 녹차 킨 투, MMP2 Ki-67 ,

여 감 보여주고 사 에, PCNA NC , DM DM+GTC

한 차 없었다. MMP2 포 해하 므 본 실험에

근 포 동에 여하 본 실험에 당뇨병 가

것 나타나 당뇨병 하여 포 동 어나고 포 식 어날 수

보여주고 녹차 킨 투여 감 것 나타나 포,

동 억제하 나타낼 것 추 다. 과 포Ki-67 PCNA 식

포핵에 가하 단 가 고 녹차 킨 투Ki-67

여 감 것 나타났다 러한 실험 결과 당뇨병 하.
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여 동맥 근 포 합 (synthetic phenotype) 포 특

단 가 어 합 포가 가 알 수 고 녹차,

킨 억제하 것 나타나 녹차 킨 당뇨병

한 상 하여 합병 억제하 과가 것 추

에 한 연 가 어야 할 것 생각 다.
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요 약5.

본 연 녹차 킨 당뇨병 합병 에 미 향

찰하 하여 당뇨병 흰 에 녹차 킨 주간 투여한16

신생 근 찰 하 다 공복 당 에. DM

보다 가 가 었고 에 비하여 가 감NC 425% , DM+GTC DM 31%

어 녹차 킨 투여 공복 당 감 가 나타남 알 수 었다. 청

과 량BUN creatinine 에 보다 가 었고 에DM NC , DM+GTC DM

비하여 감 어 녹차 킨 투여 신 상 과 나타남 알 수

다 신생 찰하 하여 흉 동맥 하여 동맥.

아 실험 실시한 결과 아 포 가 에 비하여 저히NC DM

가 었고 보다 감 었다 흉 동맥에, DM+GTC DM . RNA

하여 근 포 합 단(synthetic phenotype)

과 에CRBP-1 Connexine 43 한 시행한 결과qRT-PCR CRBP-1 에DM

가 고 보다 감 었고70% , DM+GTC DM 70% , Connexine 43

과 차 가 없었 나 보다 정 가 감DM NC , DM+GTC DM 33%

었다 수축 단. (contractile phenotype) SM-MHC, myocardin

에-SMAα 한 시행한 결과qRT-PCR SM-MHC 과 에DM DM+GTC

각각 가 각각 가 었고 과 사 에 차 없160% 170% , DM DM+GTC

었고, Myocardin 과 차 가 없었 나 보DM NC , DM+GTC DM

다 정 가 가 었75% , 에 비하여-SMA NCα 과 에DM DM+GTC

각각 가 각각 가 었고 과 차 가 없었70% 80% , DM DM+GTC

다 근 포 단. (phenotype) Ki-67 에, myocardin -SMAα

한 시행한 결과western blot Ki-67 에 가 가 었고DM 277% ,

보다 가 감 었고DM+GTC DM 77% , -SMAα 에 가DM 120%
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가 었고 과 차 가 없었다, DM DM+GTC . Myocardin 과DM

에 가 각각 가 었다 에DM+GTC 240% 540% . MMP2, Ki-67 PCNA

한 역조 학검사 시행하여 한 결과 흉 동맥 MMP2 Ki-67

에 비하여NC 에 가 었고 에 비하여 감DM , DM+GTC DM

어 당뇨병 가 가 고 녹차 킨 투여 감 보, MMP2 Ki-67 ,

여주고 사 에 한 차 없, PCNA NC , DM DM+GTC

었다.

상 실험 결과 당뇨병 하여 동맥 근 포 합

(synthetic phenotype) 포 특 단 가 어 합

포가 가 알 수 고 녹차 킨 억제하,

것 나타나 녹차 킨 당뇨병 한 상 하

여 합병 생 억제하 과가 것 추 에 한 연 가

어야 할 것 생각 다.
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Table 1. The primers sequence for qRT-PCR

GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

CRBP-1 : cellular retinol binding protein 1

SM-MHC : smooth muscle-myosin heavy chain

-SMA : -smooth muscle actinα α

Gene Forward primer sequence Reverse primer sequence

GAPDH 5’-CAGTGCCAGCCTCGTCTCAT-3’ 5’-TGGTAACCAGGCGTCCGATA-3’

CRBP1 5’-CACCATGCCTGTGGACTTCA-3’ 5’-TCAGTGTACTTTCTTGAACAC-3’

Connexin43 5’-GGCCTTCCTGCTCATCCA-3’ 5’-GGGATCTCTCTTGCAGGTGTAGA-3’

SM-MHC 5’-ATGGAGACAAATGCTAATCAGCC-3’ 5’-CAGTTGGACACTATGTCAGGGAAA-3’

Myocardin 5’-CAGAAAGTGACAAGAACCATACAG-3’ 5’-TGAAGCAGCCGAGCATAGG-3’

-SMAα 5’-AACTGGTATTGTGCTGGACTCTGG-3’ 5’-CACGGACGATCTCACGCTCAG-3’
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Table 2. Physical and biochemical parameters of experimental animals

1)NC: None diabetic control.

2)DM: Diabetes mellitus.

3)FBG: fasting blood glucose.

4)HOMA-IR: homeostasis model assessment of insulin resistance.

Values are mean± SD(n=5). p< 0.05 compared to the NC.∗

Parameter NC
1) DM

2)

Food intake(g/24h) 13.2± 3.2 22.8± 6.6
*

Body weight(g) 278.5± 16.2 263.4± 14.3

FBG
3)(mmol/L) 4.7± 0.8 24.2± 2.1

*

Plasma insulin( U/mL)μ 7.6± 0.7 8.2± 0.7

HOMA-IR4) 1.7± 0.2 8.2± 0.7*

Triglyceride(mg/dL) 78.2± 7.5 168.2± 17.9*
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Table 3. Effect of green tea catechin on physical and biochemical

parameters in diabetic rats

1)DM+GTC: diabetic rats treated with green tea catechin(0.1% Polyphenon

60 in drinking water) for 16 weeks.

1)BUN: blood urea nitrogen.

Values are mean± SD (n=5). p< 0.05 compared to the NC, # p < 0.05∗

compared to the DM group.

Parameter NC DM DM+GTC1)

Food intake

(g/24h)
22.7± 3.6 31.7± 6.5* 28.7± 5.6*

Fluid intake

(mL/24h)
17.8± 3.5 42.1± 7.3

* 33.5± 6.5
*#

Body weight(g) 372.4± 24.3 356.2± 21.2 345.1± 16.1

FBG(mmol/L) 4.8± 0.7 25.2± 2.6* 17.2± 2.1*#

Plasma insulin

( U/mL)μ
8.3± 0.9 7.8± 0.8 7.9± 0.9

HOMA-IR 1.8± 0.3 8.7± 0.9* 6.1± 0.6*#

Triglyceride

(mg/dL)
79.4± 11.9 182.2± 15.8* 141.2± 14.2*#

BUN2) 27.5± 5.5 81.4± 11.8* 65.1± 10.1*#

Creatinine

(mg/dL)
0.31± 0.08 1.25± 0.14* 0.85± 0.11*#
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Fig. 1. Effects of green tea catechin on endothelial cell(EC) sprouting

from aortic ring of diabetic rats. Type II diabetes of SD rats were

induced by high fat diet and low dose STZ (35 mg/kg). 16 weeks after

diabetes induction, thoracic aortas from control animal and diabetic

animal were explanted and dissected to make 1mm length aortic rings.∼

The aortic rings were embedded in Matrigel in a 96 well plate (one

aortic ring per well). Embedded aortic rings were cultured for up to 7

days. EC sprouting was monitored on a daily basis. Arrow indicates EC

sprouting from aortic ring. Scale bar=1mm.
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Fig. 2. Green tea catechin decrease EC sprouting from aortic ring of

diabetic rats. 7 days after aortic rings cultured, EC sprouting was

monitored and evaluated by Image J system. Arrow indicates EC sprouting

from aortic ring. Scale bar=1mm. The data represent the means ± SD of

three independent experiments. ∗p < 0.05 compared to the NC, # p <

0.05 compared to the DM group.
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Fig. 3. Effect of green tea catechin on proliferating proteins

expression in VSMC of thoratic aorta of diabetic rats. Total RNA was

extracted from thoratic aorta and subjected to RT-PCR using protein

specific primers. CRBP-1 : cellular retinol binding protein 1. The data

represent the means ± SD of three independent experiments.∗p < 0.05

compared to the NC, # p < 0.05 compared to the DM group.
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Fig. 4. Effect of green tea catechin on contractile proteins expression

in VSMC of thoratic aorta of diabetic rats. Total RNA was extracted

from thoratic aorta and subjected to qRT-PCR using protein specific

primers. SM-MHC : smooth muscle-myosin heavy chain, -SMA : -smoothα α

muscle actin. The data represent the means ± SD of three independent

experiments. ∗p < 0.05 compared to the NC, # p < 0.05 compared to the

DM group.
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Fig. 5. Effects of green tea catechin on Ki-67 level in VSMC of

thoratic aorta of diabetic rats. Rats aorta collected and subjected to

Western blot using Ki-67 specific antibody. The data represent the

means ± SD of three independent experiments. ∗p < 0.05 compared to

the NC, # p < 0.05 compared to the DM group.
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Fig. 6. Effects of green tea catechin on -SMA level in VSMC ofα

thoratic aorta of diabetic rats. Rats aorta collected and subjected to

Western blot using -SMA specific antibody. The data represent theα

means ± SEM of three independent experiments. ∗p < 0.05 compared to

the NC group.
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Fig. 7. Effects of green tea catechin on myocardin level in VSMC of

thoratic aorta of diabetic rats. Rats aorta collected and subjected to

Western blot using myocardin specific antibody. The data represent the

means ± SEM of three independent experiments. ∗p < 0.05 compared to

the NC, # p < 0.05 compared to the DM group.
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Fig. 8. Immunohitochemical assay of thoratic aorta from green tea

catechin treated diabetic rats. Thoratic aorta of rats were collected

and subjected to immunohistochemical examination using specific

antibody. MMP2 : matrix metalloproteinase 2. PCNA : proliferating cell

nuclear antigen.
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