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ABSTRACT

Preventive effect of

Green Tea Polyphenol Component

on Diabetic Nephropathy

Ahn Hee Jung

Advisor : Prof. Kim Jin Hwa M.D.

Department of Medicine,

Graduate School of Chosun University

Introduction: Diabetic nephropathy is a serious complication of diabetes

mellitus and many studies have been conducted to prevent progression of

nephropathy. Recently, there has been a search for natural products for

the prevention and treatment of diabetic nephropathy. Polyphenol has two

or more phenolic ring structures and is known to have physiological

activities such as antioxidative action, antibacterial action and anticancer

action. Catechin is a type of polyphenols and has been known to lower

blood sugar levels in diabetes. The purpose of this study was to

investigate the effect of catechin on the protection of diabetic nephropathy.

Methods: Diabetes mellitus was induced in SD rats by high fat diet and

low dose streptozotocin injection. The experimental group was divided into

three groups: control group, diabetes mellitus(DM) group and diabetes

mellitus + catechin(DM+CA) group.

In the control group and the DM group, tap water was supplied as

drinking water, and 0.2% catechin tap water was supplied to the DM+CA
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group for 16 weeks with drinking water. Blood glucose, blood urea

nitrogen and creatinine levels were measured in the blood, alkaline

phosphatase and gamma glutamyl transpeptidase activity and renal

transcriptome were analyzed in renal tissue.

Results: Blood creatinine and BUN in DM group were higher than control

group, and blood creatinine and BUN in DM+CA group were lower than

DM group.

The transcriptomes of the kidneys showed 5 genes related to gas

transport, 10 genes related to response to extracellular stimulus, 13 genes

related to response to organic substance, 4 genes related to response to

starvation, 6, genes related to water transport, 3 genes for response to

vitamins, and 9 genes for response to hormone stimulus were changes in

the DM group compared to the control group. These changes in gene

expression may be related to the development of diabetic nephropathy.

Compared to the DM group and DM + CA kidney transcripts, the genes

with different RNA expression levels were nine genes related to oxidation

reduction, seven genes related to response to endogenous stimulation, six

genes related to response to wounding, 8 genes involved in the response

to organic substance, 4 genes involved in the inflammation response, 5

genes involved in defense reactions, and 2 genes related to glycine

metabolism. These results suggest that administration of catechine to

diabetic rats reduces BUN and creatinine levels and in kidney AP and

GGT activity.

In addition, transcriptomes analysis showed that changes in the gene

expression of diabetic rat kidney were associated with the development of

diabetic nephropathy.

Genes with different gene expression levels in diabetes + catechin and

diabetic groups were thought to have undergone changes in renal tissue
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gene expression by the action of catechin, and reduced renal damage in

diabetic rats treated with catechin may be associated with changes in

gene expression.

Conclusion: Catechin seems to be effective in the prevention of diabetic

nephropathy, and changes in transcripts of diabetic kidney by catechin

administration may be related to the prevention of diabetic nephropathy.

There is a continuing need for further study of whether diabetic

nephropathy is induced or prevented by altered expression of a gene

KEY WORDS : Green tea polyphenol; Diabetic nephropathy; Preventive

effect
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I. 서 론

당뇨병은 만성 대사성질환으로 전 세계적으로 유병율이 계속 증가되고 있

는데, 국제당뇨병연맹(IDF)의 보고에 의하면 2016년 당뇨병 환자 수는 3.8억

명 정도로 추정되며, 2035년에는 5.9억 명 정도로 증가 될 것으로 예상되고

있다(1). 우리나라 국민건강보험공단이 발표한 당뇨병 현황 자료에 따르면,

당뇨병 환자수는 2010년 201만9000명에서 2015년 251만5000명으로 5년 사이

약 25% 가 증가되었다(2). 당뇨병 환자는 40대부터 급속히 증가되어 남자는

50대(40만여 명, 전체의 30%), 여자는 60대(32만여 명, 28%)에 가장 많으며,

현재의 추세로 당뇨병 발병이 진행된다면 2020년도에는 30대 이상 인구 10명

중 1명이 당뇨병 환자가 될 것으로 추정된다(2). 대한당뇨병학회에서는 당뇨

병 전 단계인 내당능장애가 있는 사람이 700만~800만명이 될 것으로 추산하

고 있다(3). 당뇨병 증가 원인으로는 고령화, 비만 증가, 운동 부족, 지방질

과다 섭취 및 스트레스 등 다양한 요인이 작용하며(4,5), 아시아인에서 과체

중이나 비만에 의한 당뇨병 발병 위험율이 더 높은 것으로 추측되고 있다(5).

당뇨병은 제 1형 당뇨병과 제 2형 당뇨병이 있는데, 당뇨병 환자의 대부분은

인슐린 비의존형인 제 2형 당뇨병이다(6). 제 2형 당뇨병은 췌장 인슐린 분비

량과 간, 골격근 및 지방세포에서 인슐린 작용의 불균형에 의해서 혈당조절

의 이상 발생하는 것으로 알려져 있다(7). 당뇨병 환자의 혈당조절을 위해서

현재 사용되고 있는 혈당강하제는 sulphonylureas, biguanides,

thiazolidinediones, α-glucosidase inhibitor, glucagon-like peptide-1 agonists,

dipeptidyl peptidase-IV inhibitors 및 amylin analogues 등이 있다(8). 당뇨병

환자에서 지속적인 고혈당은 당질뿐만 아니라 지질 및 단백질 대사에도 이상

을 초래할 수 있고, 신장 기능의 저하, 동맥경화, 망막 출혈로 인한 시력 저

하, 족부 궤양, 말초신경병증 등 다양한 합병증을 유발할 수 있는데(9), 국민

건강보험공단이 발표한 당뇨병 현황 자료에 따르면, 2016년 당뇨병 합병증

환자는 84만여 명으로 5년 새 26% 늘었으며, 당뇨병성 망막증 환자가 36만

명, 말초 신경병증 환자가 34만명 그리고 당뇨병으로 인한 만성 신부전증환

자가 14만 명이다(2). 당뇨병성 신병증은 당뇨병 환자 사망 원인에 많은 부분
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을 차지하는 중요한 당뇨병 합병증이다(10). 당뇨병성 신병증은 단백(알부민)

뇨증이 주요한 증상으로 나타나는데, 이는 사구체의 지속적인 비가역적 손

상이 진행되어 나타난다. 당뇨병성 신증 신장의 병리학적 소견는 사구체 기

저막의 두께가 증가하고, mesangial matrix 확장, 사구체 경화

(glomerulosclerosis), 및 세뇨관 간질 섬유화 증이 나타난다(11). 당뇨병성 신

증의 이러한 변화에 대한 기전은 명확히 알려져 있지는 않지만 산화적 손상

이 주요한 요인으로 알려져 있어서 당뇨환자들은 말기 신장병으로의 진행을

막는 것이 환자관리의 가장 중요한 목표이다. 따라서 당뇨병 환자에서 당뇨

병성 신병증의 진행을 예방하기 위한 많은 연구들이 이루어지고 있으며 이는

경구혈당강하제 등의 약물적인 부분 이외에도 천연 식물 소재 기능성 물질에

대한 탐색으로까지 이어지고 있다(12).

폴리페놀(polyphenols)은 페놀링 구조를 2개이상 가진 물질로서 식물이나

및 식물 가공식품 등에 포함되어 있으며 항산화 작용, 항균작용 및 항암작용

등 생리활성이 알려지면서 많은 연구자들의 관심을 끌고 있다(13,14).

Hanhineva 등(15)은 폴리페놀이 전분의 소화, 흡수를 억제하고 당질대사에도

영향을 미친다고 하였고, Wedick 등(16)은 폴리페놀을 지속적으로 섭취하면

2형 당뇨병의 발생을 억제한다고 하였으며, Song 등(17)은 폴리페놀 함량이

높은 식품을 섭취하면 폴리페놀이 인슐린 저항성을 감소시켜서 2형 당뇨병

발생이 억제된다고 하였다. 녹차(Camellia sinensis L.)에는 폴리페놀류인 카

테킨이 함유되어 있는데, 녹차잎에 함유된 카테킨은 수용성 물질의 30∼42%

를 차지 할 정도로 매우 높다(18). 녹차에 함유된 카테킨은 epicatechin(EC),

epicatechin-3-gallate(ECG), epigallocatechin(EGC) 및

epigallocatechin-3-gallate (EGCG) 등 이 있는데 이들 중 EGCG 함량이 가

장 높다(18). 녹차 카테킨은 지방이나 당질의 대사에 작용하여 고지방식이에

의한 비만을 억제고, 당뇨병으로 인한 당질의 대사 장애를 조절하며, 심혈관

질환의 위험성을 감소시키는 작용이 있는 것으로 알려져 있다(19). Iso 등(20)

이 일본사람을 상대로 2형 당뇨병의 발생에 대한 역학조사 결과에 따르면

녹차를 하루에 6컵 이상 마시는 사람이 일주일에 1컵 이하로 마시는 사람보

다 제 2형 당뇨병 발생율이 유의하게 낮게 나타나서 녹차음용이 2형 당뇨병
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발생을 억제한다고 하였다. 녹차 카테킨을 STZ로 당뇨병이 유도된 흰쥐에

투여하면 아라키돈산 캐스캐이드 시스템(arachidonic acid cascade system)을

조절하여 혈전생성을 방지하여 신장의 기능이 개선되는 것으로 알려져 있다

(21). 또한 Yokozawa et al.(22) 등은 시스플라틴에 의한 신장손상 유발실험

에서 녹차 카테킨이 BUN과 혈액 creatinine 을 감소시켜서 신장손상 기능을

회복시킨다고 하였다. 또한 Alloxan-diabetic rat 에서도 녹차 카테킨이 혈당

과 혈액 creatinine 을 감소시킨다고 하였는데, 이는 카테킨의 항산화작용으로

산화적 세포손상으로 억제하여 나타난 결과라 하였으며(23), Renno 등(24)은

스트렙토조토신으로 유발된 당뇨쥐에서 녹차카테킨이 신장 mesangial cell의

성장을 억제함으로서 당뇨병성 신병증의 진행을 억제한다고 하여 녹차 카테

킨이 당뇨병성 신장합병증의 예방에 유의한 작용을 한다는 보고가 있다. 유

전자를 분석하여 질병의 발생과 연관시키려는 연구가 많이 진행되고 있는데,

최근에 세포에서 일정시점에 발현되는 전체 RNA 즉 전사체(transcriptome)

에 대한 연구가 많이 진행되고 있다(25,26). 전사체는 세포나 조직에서 한 순

간 발현되는 전체 RNA의 모음을 의미하며, 전사체를 분석하면 조직이나 세

포에 따라 발현되는 유전자들의 정보를 얻을 수 있으며, 이러한 전사체 분석

을 통해서 정상 세포와 비정상 세포 간의 발현되는 RNA 차이를 알 수 있으

며 질병과 관련한 유전자를 파악하고, 그에 알맞은 치료를 실시할 수 있는

자료로 활용 될 수 있다.

본 연구는 고지방식이와 스트렙토조토신을 이용하여 유발된 당뇨병 흰쥐에

카테킨을 16주 동안 음용시킨 후 혈액과 신장의 생화학적 소견을 비교하여

신장손상에 미치는 카테킨의 영향을 관찰하고, 신장조직 전사체를 분석하여

녹차 카테킨이 당뇨병성 신병증에 미치는 유전자 발현의 변화를 관찰하였다.
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II. 재료 및 방법

1. 재료

본 실험에 사용된 카테킨은 polyphenon 60(P60)로서 Sigma-Aidrich

Co.(St. Louis, MO, USA)에서 구매하여 사용하였다. Streptozotocin(STZ),

sodium citrate, γ-glutamyl-nitroanilide, p-nitrophenyl phosphate, 단백질 측

정 kit 및 인슐린 측정 kit 는 Sigma-Aidrich Co.(St. Louis, MO, USA)에서

구매하여 사용하였다.

2. 동물실험

실험동물은 체중 180∼200 g 되는 Sprague-Dawely 종 수컷흰쥐로 샘타코

(Samtako, Daejeon, Korea)에서 구매하였고, 12시간 명암주기, 온도 20± 2℃

상대습도 60± 5% 의 환경에서 사육하였다. 고지방 식이(Table 1)는 전체 열

량소중 지방의 열량비율이 45%가 되도록 조성된 제품을 샘타코(Samtako,

Daejeon, Korea)에서 구매하여 실험동물사육에 이용하였다. 동물실험은 조선

대학교 동물실험 윤리 위원회 승인(승인번호: CIACUC2017-S0037)을 받아

실험윤리 규정에 따라서 동물실험을 실시하였다. 제 2형 당뇨병의 유발은 고

지방식이와 저용량 스트렙토조토신을 사용하여 유발하였다. 실험동물을 45%

고지방 식이를 투여하여 4주일간 사육한 후 스트렙토조토신(streptozotocin)를

0.05M citrate buffer(pH 4.5)에 용해시켜 흰쥐(STZ 35 mg/kg BW)의 복강에

주사하여 당뇨병을 유도하였고, 대조군에는 0.05M citrate buffer를 복강에 주

사하였다. 스트렙토조토신 주사 후부터 실험동물은 일반 사료를 공급하여 사

육하였다. 스트렙토조토신 주사 1주일 후 혈당을 측정하여 혈당이 300

mg/dL이상인 쥐를 당뇨군으로 분류하였다. 실험군은 대조군(control), 당뇨군

(diabetes mellitus: DM), 당뇨+카테킨(DM+CA)군등 총 3 군으로 나누었고,

각 실험군의 동물 수는 5마리로 하였다. 대조군과 당뇨군은 식수로 수돗물을

공급하였고, 당뇨+카테킨군은 수돗물에 P60을 0.1%(w/v) 농도로 용해시켜서
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식수로 공급하여 16주일 동안 사육하였다.

3. 혈액 채취 및 분석

실험 시작 후 2주 간격으로 16주까지 실험동물의 공복혈당을 측정하였다.

공복혈당은 실험동물을 12시간 금식시킨 뒤 꼬리정맥에서 혈액을 채혈하여

혈당측정기 ACCU-CHEK(Roche Diagnostics, Manheim, Germany)를 이용해

측정하였다. 실험동물은 질소가스로 마취시켜 개복 후 복부 정맥에서 혈액을

채취하고, 신장을 절제하였다. 채취된 혈액의 일부는 즉시 혈장을 분리하여

인슐린을 측정하고, 나머지는 응고시킨 후 혈청을 분리하여 중성지질,

BUN(blood urea nitrogen) 및 creatinine 정량을 위한 시료로 사용하였다.

혈장 인슐린은 인슐린 측정 킷(Insulin ELISA kit)은 Sigma-Aidrich

Co.(St. Louis, MO, USA)에서 구매하여 제조사의 방법에 따라서 반응시킨

후 ELISA plate reader(TECAN. Männedorf, Switzerland)로 흡광도를 측정

하여 인슐린 량을 계산하였다. 혈청 중성지질, BUN 및 creatinine 량은 혈액

자동분석기(Hitachi 7180, Tokyo, Japan)을 이용하여 측정하였다. 인슐린저항

성 지수인 homeostasis model assessment for insulin resistance

(HOMA-IR)는 Matthews 등(27)의 방법에 따라 산출하였다. 인슐린저항지수

계산식은 다음 과 같다.

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

4. 신장 효소 활성 측정

신장조직 0.2 g에 0.1M 인산염완충액(pH 7.4) 2mL을 첨가하여 균질화시킨

후 alkaline phosphatase(AP)와 γ-glutamyltranspeptidase(GGT) 측정을 위한

시료로 이용하였다. GGT 활성도는 Tate 등(28)의 방법으로 γ

-glutamyl-nitroanilide으로부터 생성되는 p-nitroanilide 량을 정량하는 방법

으로, AP 는 Tenenhouse 등(29)의 방법에 따라 p-nitrophenyl phosphate 로

부터 생성되는 p-nitrophenol 량을 정량하는 방법으로 측정하였고, 단백질은
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Sigma-Aidrich Co.(St. Louis, MO, USA)의 단백질 정량 킷(total protein

kit)을 이용하여 측정하였다. 효소의 활성은 μmoles/mg protein/hour 로 표시

하였다.

5. 실험 결과의 분석

모든 측정결과는 평균±표준편차(mean± SD)로 표시하였고, 실험결과는

SPSS 14 를 이용하여 one way ANOVA test로 분석하였고, 시료간 유의성

은 Duncan's multiple range test에 의해서 p<0.05 수준에서 비교하였다.

6. 신장 조직 전사체(transcriptome) 검사

신장조직을 일부 절제하여 TRIzol® RNA Isolation Reagents (Life

technologies, Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 total RNA를 분리하였다. 신

장조직에서 분리한 total RNA의 안정성은 Agilent RNA 6000 Pico Kit

(Agilent, Santa Clara, CA, USA)를 사용하여 BioAnalyzer 2100 automated

electrophoresis system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)을 이용하여 분석하였

다. 안정성이 확인된 신장조직 RNA는 TruSeq stranded mRNA sample

preparation kit (illumina, San Diego, CA, USA) 을 이용하여 제조사의 방법

에 따라서 mRNA sequencing library를 만들었다. 신장조직 mRNA library는

Agilent DNA High sensitivity Kit (Agilent, Santa Clara, CA, USA) 를 이

용하여 BioAnalyzer 2100로 분석하고, CFX96 real time system (BioRad,

Hercules, CA, USA)을 이용하여 정량분석 하였다. 각각의 신장조직 mRNA

library 는 Illumina HiSeq 2500를 이용하여 RNA sequencing 분석을 실시하

였다. 신장조직 cDNA libraries는 TruSeq flow cell을 이용하여 cDNA

libraries의 clusters를 만든 다음 TruSeq 200 cycle SBS kit (Illumina, San

Diego, CA, USA) 를 이용하여 100bp-end read 로서 염기서열을 분석하였다.

Illumina HiSeq 2500에서 수집된 cDNA libraries의 염기서열 정보는 FASTQ

format에 저장된 정보와 비교하여 분석하였다. Gene set의 분석은 DAVID
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Bioinformatics Resources6.7, NIH(http://david.abcc.ncifcrf.gov)에서

Functional Annotation Tool을 이용 하였다(30). 실험군간의 유전자 발현 차

이는 reads per kilobase per million mapped reads (RPKM) 값을을 이용하여

fold-change false discovery rate (FDR)을 측정하여 p<0.05 인 것을 유의한

것으로 하였다.

7. 통계 처리

RNA-seq를 제외한 모든 측정 결과는 평균± 표준편차(mean± SD)로 표시

하였고, 실험결과는 SPSS (Statistical Package for the Social Science, Ver.

12.0. SPSS Inc., Chicago, IL, USA) 통계 프로그램을 이용하여 분산분석

(ANOVA)을 실시하였고, 시료 간 유의성은 Duncan's multiple range test에

의해서 P<0.05 수준에서 검증하였다.
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III. 결 과

1. 흰쥐에서 고지방식이와 저용량 스트렙토조토신에 의한 당뇨병 유도

고지방식이 투여와 저용량 스트렙토조토신 주사로 유도된 당뇨병 흰쥐의

특성을 관찰한 결과는 Table 2와 같다. 당뇨군 식이섭취량은 대조군보다

59%가 증가되었고, 체중은 대조군과 당뇨군 사이에 유의한 차이가 없었다.

당뇨군의 공복혈당은 385.4± 21.8 mg/dL로 대조군군의 89.7± 9.4 mg/dL에

비하여 약 3.3배가 증가되었고, 혈장인슐린은 대조군 8.6± 0.6 μU/L, 당뇨군

8.2± 0.7 μU/L로 두군 간에 차이가 없었으며, 인슐린 저항성 지수인

HOMA-IR은 대조군 1.8± 0.4, 당뇨군 8.1± 0.9 로 당뇨군에서 약 4.5배 높게

나타났고, 중성지질량은 대조군에 비하여 당뇨군에서 약 2,5배가 증가되었다.

2. 카테킨투여 당뇨병 흰쥐의 신체적 및 혈액소견에 미치는 영향

카테킨투여가 당뇨병에 미치는 영향을 관찰하기 위해 P60 을 당뇨병 흰쥐

에 16주간 경구투여한 후 관찰한 신체적 및 혈액소견 결과는 Table 3과 같

다. 일일식이섭취량은 당뇨군에서 대조군보다 약 28%가 증가되었고, 당뇨군

과 당뇨+카테킨군 사이에 식이섭취량의 차이가 없었다. 체중은 대조군과 당

뇨군사이에 유의한 차이가 없었고, 당뇨군과 당뇨+카테킨군 사이에 체중의

차이는 없었다. 공복혈당은 당뇨군에서 407.8± 32.1 mg/dL로 대조군에 비하

여 약 4.6배로 증가되었고, 당뇨+카테킨군은 312.7± 27.8 mg/dL로 당뇨군보다

23% 정도 감소되어 카테킨 투여로 당뇨 흰쥐의 증가된 공복혈당이 감소됨을

보여주고 있다. 혈청 인슐린 량은 대조군, 당뇨군 및 당뇨+카테킨군 사이에

유의한 차이가 없었으며, 인슐린저항성 지수인 HOMA-IR은 당뇨군에서 대조

군보다 4.6배 증가되었고, 당뇨군과 당뇨+카테킨군 사이에 유의한 차이가 없

어서 카테킨에 의한 인슐린 분비량의 차이는 없는 것으로 추측된다. 혈장 중
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성지질량은 당뇨군에서 189.8± 15.2 mg/dL 로 대조군에 비하여 1.4배가 증가

되었고, 당뇨+카테킨군은 당뇨군보다 25% 정도 감소된 141.2± 13.1 mg/dL

를 나타내서 카테킨 투여로 당뇨쥐의 증가된 중성지질량이 감소됨을 보여주

고 있다.

3. 카테킨 투여가 당뇨병 흰쥐의 공복혈당에 미치는 영향

카테킨 투여가 당뇨병의 공복혈당에 미치는 영향을 관찰하기 위해 당뇨 흰

쥐에 카테킨을 경구 투여하면서 16주간 공복혈당을 측정 결과는 Fig. 1과 같

다. 대조군의 공복혈당은 실험시작 할 때인 0주에 92± 6 mg/dL이었고, 16주

까지 유의한 변화를 나타내지 않았다. 당뇨군의 공복혈당은 0주에 372± 28

mg/dL, 16주에 405± 27 mg/dL로 유의한 변화가 없었다. 당뇨+카테킨군의

공복혈당은 0주 381± 31 mg/dL이었으며 4주, 8주, 12주및 16주에 12%, 15%,

19%및 18%가 감소되어 당뇨 흰쥐에 카테킨을 경구 투여하면 공복혈당이 감

소됨을 보여주고 있다.

4. 카테킨투여가 당뇨병 흰쥐의 신장손상에 미치는 영향

카테킨 투여가 당뇨병 흰쥐의 신장손상에 미치는 영향을 관찰하기 위해 당

뇨병 흰쥐에 카테킨을 16주 동안 경구투여한 후 혈청 creatinine, BUN 량과

신장 효소(AP와 GGT) 활성도를 측정 결과는 Fig. 2, 3 및 Table 4와 같다.

혈청 creatinine 량은 당뇨군에서 1.21± 0.12 mg/dL로 대조군보다 3.9배로 증

가되었고, 당뇨+카테킨군은 0.89± 0.1 mg/dL로 당뇨군보다 26% 가 감소되었

다. 혈청 BUN 량은 당뇨군에서 82.7±7.1 mg/dL로 대조군보다 221%가 증가

되었고, 당뇨+카테킨군은 68.7± 6.3 mg/dL로 당뇨군보다 17% 정도가 감소되

었다. 신장 GGT 활성도는 당뇨군에서 32.1± 4.1 units(moles/mg

protein/hour)로 대조군보다 28% 정도가 감소되었고, 당뇨+카테킨군은 42.7±
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4.2 units(moles/mg protein/hour)로 당뇨군보다 24% 정도가 증가되었다. 신

장 AP 활성도는 당뇨군에서 12.1± 1.3 units(moles/mg protein/hour)로 대조

군보다 25%가 감소되었고, 당뇨+카테킨군은 15.2± 1.0 units(moles/mg

protein/hour)로 당뇨군보다 25% 정도가 증가되었다.

5. 대조군과 당뇨군의 신장조직 유전자 세트(Gene set) 발현 비교

당뇨병성 신병증의 유전자 발현에 차이를 관찰하기 위하여 당뇨병 발생 16

주일 후 흰쥐를 희생시켜 신장조직을 절제하고 total RNA를 분리하여 전사

체를 분석하여 대조군과 당뇨군의 신장조직 RNA 발현량의 차이를 비교한

결과 log2(FC) 값이 1 이상이고 p 값이 0.05 이하인 유전자 세트는 Table 5

와 같다. 가스운반(Gas transport) 관련 유전자 5개는 p 값이 0.000001 이하면

서 log2(FC) 값이 61.2 이었다. 세포외인성 자극에 대한 반응(response to

extracellular stimulus)관련 유전자 10개, 유기물질에 대한 반응(response to

organic substance) 관련 유전자 13개, 기아에 대한 반응(response to

starvation) 관련 유전자 4개, 금속이온에 대한 반응(response to metal ion)관

련 유전자 6개, 수분이동(water transport) 관련 유전자 3개, 비타민에 대한

반응(response to vitamin) 관련 유전자 5개 및 호르몬 자극에 대한 반응

(response to hormone stimulus) 관련 유전자 9개였다.

6. 당뇨군과 당뇨+카테킨군의 신장조직 유전자 세트(Gene set) 발현 비교

카테킨이 당뇨병성 신병증의 유전자 발현에 미치는 영향을 관찰하기 위하

여 당뇨병 발생 후 16주일 동안 카테킨을 경구투여 하고 흰쥐를 희생시켜 신

장조직을 절제하고 total RNA를 분리하여 전사체를 분석하여 당뇨군의 신장

조직 RNA 발현량의 차이를 비교한 결과 log2(FC) 값이 1 이상이고 p 값이

0.05 이하인 유전자 세트는 Table 6와 같다. 산화환원(oxidation reduction) 관
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련 유전자 9개는 p 값이 0.00052 이하면서 log2(FC) 값이 4.56 이었다. 내인

성 자극에 대한 반응(response to endogenous stimulus)관련 유전자 7개, 손

상에 대한 반응(response to wounding) 관련 유전자 6개, 유기물질에 대한

반응(response to organic substance) 관련 유전자 8개, 염증 반응

(inflammatory response)관련 유전자 4개, 방어 반응(defense response) 관련

유전자 5개 및 글리신 대사과정(glycin metabolic process) 관련 유전자 2개

였다.

7. 대조군과 당뇨군의 신장조직 산화 환원(oxidation reduction)관련 유전

자 발현 변화

당뇨병성 신병증의 신장 유전자 발현 변화를 관찰하기 위하여 당뇨병 발생

16주후에 흰쥐를 희생시켜 신장조직 전사체를 분석하여 산화 환원 관련 유전

자 RNA 발현량의 차이를 비교한 결과 log2(FC) 값이 1 이상이거나 -1 이하

이고 p 값이 0.005 이하인 유전자는 Table 7과 같다. 당뇨군의 신장조직

cytochrome P450 1A1(Cyp1a1), delta(24)-sterol reductase

precursor(Dhcr24), aldose reductase(Akr1b1), cytochrome P450 2C11

precursor(Cyp2c11), aldehyde dehydrogenase family 1 member

A3(Aldh1a3), acyl-CoA desaturase 2(Scd), retinol dehydrogenase 2

precursor(Rdh16), urea transporter 2 isoform c(Slc14a2), prostaglandin G/H

synthase 1 precursor(Ptgs1) 및 sulfhydryl oxidase 1 precursor(Qsox1)

mRNA 량은 대조군에 비하여 감소되었다. 당뇨군의 신장조직 proline

dehydrogenase 1, mitochondrial precursor(Prodh) 와 short/branched chain

specific acyl-CoA dehydrogenase(Acadsb) mRNA 량은 대조군에 비하여 증

가되었다.

8. 당뇨군과 당뇨+카테킨군의 신장조직 산화 환원(oxidation reduction)관

련 유전자 발현 변화
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카테킨이 당뇨병성 신병증의 유전자 발현에 미치는 영향을 관찰하기 위하

여 당뇨병 발생 후 16주일 동안 카테킨을 경구투여 하고 흰쥐를 희생시켜 신

장조직 전사체를 분석하여 산화 환원 관련 유전자 RNA 발현량의 차이를 비

교한 결과 log2(FC) 값이 1 이상이거나 -1 이하이고 p 값이 0.001 이하인 유

전자는 Table 8과 같다. 당뇨+카테킨군의 신장조직 elta(24)-sterol reductase

precursor(Dhcr24), aldose reductase-related protein 2(Akr1b8), fatty acid

desaturase 1(Fads1), short/branched chain specific acyl-CoA

dehydrogenase, mitochondrial(Acadsb), cytochrome P450 2C11

precursor(Cyp2c11), retinol dehydrogenase 2 precursor(Rdh16) 및 lysyl

oxidase homolog 1 precursor(Loxl1) mRNA 량은 당뇨군에 비하여 증가되었

다. 당뇨+카테킨군의 신장조직 dihydrofolate reductase, isoform A(Dhfr) 와

sulfiredoxin-1(Srxn1) mRNA 량은 당뇨군에 비하여 감소되었다.

9. 대조군과 당뇨군의 신장조직 내인성 자극에 대한 반응(response to

endogenous stimulus)관련 유전자 발현 변화

당뇨병성 신병증의 신장 유전자 발현 변화를 관찰하기 위하여 당뇨병 발생

16주후에 흰쥐를 희생시켜 신장조직 전사체를 분석하여 내인성 자극에 대한

반응 관련 유전자 RNA 발현량의 차이를 비교한 결과 log2(FC) 값이 1 이상

이거나 -1 이하이고 p 값이 0.005 이하인 유전자는 Table 9와 같다. 당뇨군의

신장조직 alpha-1-antitrypsin precursor(Serpina1), mitochondrial brown fat

uncoupling protein 1(Ucp1), sonic hedgehog protein precursor(Shh),

haptoglobin precursor(Hp), nuclear receptor subfamily 4 group A member

3(Nr4a3), prostaglandin G/H synthase 1 precursor(Ptgs1) 및

prostaglandin-H2 D-isomerase precursor(Ptgds) mRNA 량은 대조군에 비하

여 감소되었다.

당뇨군의 신장조직 insulin-like growth factor-binding protein 1

precursor(Igfbp1) mRNA 량은 대조군에 비하여 증가되었다.
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10. 당뇨군과 당뇨+카테킨군의 신장조직 내인성 자극에 대한 반응

(response to endogenous stimulus)관련 유전자 발현 변화

카테킨이 당뇨병성 신병증의 유전자 발현에 미치는 영향을 관찰하기 위하

여 당뇨병 발생 후 16주일 동안 카테킨을 경구투여 하고 흰쥐를 희생시켜 신

장조직 전사체를 분석하여 내인성 자극에 대한 반응 관련 유전자 RNA 발현

량의 차이를 비교한 결과 log2(FC) 값이 1 이상이거나 -1 이하이고 p 값이

0.001 이하인 유전자는 Table 10과 같다. 당뇨+카테킨군의 신장조직

proto-oncogene c-Fos(IFos) 와 insulin-like growth factor-binding protein 1

precursor(gfbp1) mRNA 량은 당뇨군에 비하여 감소되었다. 당뇨+카테킨군의

신장조직 gap junction protein, alpha 1(Gja1), fatty acid desaturase

1(Fads1), matrix Gla protein precursor(Mgp), nicotinamide

N-methyltransferase(Nnmt) 및 prostaglandin-H2 D-isomerase

precursor(Ptgds) mRNA 량은 당뇨군에 비하여 증가되었다.

11. 대조군과 당뇨군의 신장조직 손상에 대한 반응(response to

wounding)관련 유전자 발현 변화

당뇨병성 신병증의 신장 유전자 발현 변화를 관찰하기 위하여 당뇨병 발생

16주후에 흰쥐를 희생시켜 신장조직 전사체를 분석하여 손상에 대한 반응 관

련 유전자 RNA 발현량의 차이를 비교한 결과 log2(FC) 값이 1 이상이거나

-1 이하이고 p 값이 0.005 이하인 유전자는 Table 11과 같다. 당뇨군의 신장

조직 cytochrome P450 1A1(Cyp1a1), insulin-like growth factor-binding

protein 4 precursor(Igfbp4), bone morphogenetic protein 2

preproprotein(Bmp2), alpha-1-antitrypsin precursor(Serpina1),

alpha-1-inhibitor 3 precursor(A1i3), sonic hedgehog protein precursor(Shh),

haptoglobin precursor(Hp), complement factor B isoform 1 precursor(Cfb),

C-C motif chemokine 7 precursor(Ccl7) 및 plasminogen activator inhibitor

1 precursor(Serpine1) mRNA 량은 대조군에 비하여 감소되었다. 당뇨군의
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신장조직 insulin-like growth factor-binding protein 1 precursor(Igfbp1) 와

clusterin precursor(Clu) mRNA 량은 대조군에 비하여 증가되었다.

12. 당뇨군과 당뇨+카테킨군의 신장조직 손상에 대한 반응(response to

wounding)관련 유전자 발현 변화

카테킨이 당뇨병성 신병증의 유전자 발현에 미치는 영향을 관찰하기 위하

여 당뇨병 발생 후 16주일 동안 카테킨을 경구투여 하고 흰쥐를 희생시켜 신

장조직 전사체를 분석하여 손상에 대한 반응 관련 유전자 RNA 발현량의 차

이를 비교한 결과 log2(FC) 값이 1 이상이거나 -1 이하이고 p 값이 0.001 이

하인 유전자는 Table 12와 같다. 당뇨+카테킨군의 신장조직 gap junction

protein, alpha 1(Gja1), insulin-like growth factor-binding protein 4

precursor(Igfbp4) 및 C-C motif chemokine 7 precursor(Ccl7) mRNA 량은

당뇨군에 비하여 증가되었다. 당뇨+카테킨군의 신장조직 pantetheinase

precursor(Vnn1), silk fibroin 2 precursor(F2) 및 insulin-like growth

factor-binding protein 1 precursor(Igfbp1) mRNA 량은 당뇨군에 비하여 감

소되었다.

13. 대조군과 당뇨군의 신장조직 호르몬 자극에 대한 반응(response to

hormone stimulus)관련 유전자 발현 변화

당뇨병성 신병증의 신장 유전자 발현 변화를 관찰하기 위하여 당뇨병 발생

16주후에 흰쥐를 희생시켜 신장조직 전사체를 분석하여 호르몬 자극에 대한

반응 관련 유전자 RNA 발현량의 차이를 비교한 결과 log2(FC) 값이 1 이상

이거나 -1 이하이고 p 값이 0.005 이하인 유전자는 Table 13과 같다. 당뇨군

의 신장조직 alpha-1-antitrypsin precursor(Serpina1), mitochondrial brown

fat uncoupling protein 1(Ucp1), sonic hedgehog protein precursor(Shh),

haptoglobin precursor(Hp), nuclear receptor subfamily 4 group A member

3(Nr4a3), prostaglandin G/H synthase 1 precursor(Ptgs1) 및
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prostaglandin-H2 D-isomerase precursor(Ptgds) mRNA 량은 대조군에 비하

여 감소되었다. 당뇨군의 신장조직 insulin-like growth factor-binding

protein 1 precursor(Igfbp1) mRNA 량은 대조군에 비하여 증가되었다.

14. 당뇨군과 당뇨+카테킨군의 신장조직 호르몬 자극에 대한 반응

(response to hormone stimulus)관련 유전자 발현 변화

카테킨이 당뇨병성 신병증의 유전자 발현에 미치는 영향을 관찰하기 위하

여 당뇨병 발생 후 16주일 동안 카테킨을 경구투여 하고 흰쥐를 희생시켜 신

장조직 전사체를 분석하여 호르몬 자극에 대한 반응 관련 유전자 RNA 발현

량의 차이를 비교한 결과 log2(FC) 값이 1 이상이거나 -1 이하이고 p 값이

0.001 이하인 유전자는 Table 14와 같다. 당뇨+카테킨군의 신장조직 gap

junction protein, alpha 1(Gja1), insulin-like growth factor-binding protein 4

precursor(Fads1) 및 C-C motif chemokine 7 precursor(Mgp) mRNA 량은

당뇨군에 비하여 증가되었다. 당뇨+카테킨군의 신장조직 pantetheinase

precursor(Ptgds), silk fibroin 2 precursor(Fos) 및 insulin-like growth

factor-binding protein 1 precursor(Igfbp1) mRNA 량은 당뇨군에 비하여 감

소되었다.

15. 대조군과 당뇨군의 신장조직 유기물질에 대한 반응(response to

organic substance)관련 유전자 발현 변화

당뇨병성 신병증의 신장 유전자 발현 변화를 관찰하기 위하여 당뇨병 발생

16주후에 흰쥐를 희생시켜 신장조직 전사체를 분석하여 유기물질에 대한 반

응 관련 유전자 RNA 발현량의 차이를 비교한 결과 log2(FC) 값이 1 이상이

거나 -1 이하이고 p 값이 0.005 이하인 유전자는 Table 15와 같다. 당뇨군의

신장조직 cytochrome P450 1A1(Cyp1a1), aldose reductase(Akr1b1),

alpha-1-antitrypsin precursor(Serpina1), mitochondrial brown fat

uncoupling protein 1(Ucp1), sonic hedgehog protein precursor(Shh),
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haptoglobin precursor(Hp), nuclear receptor subfamily 4 group A member

3(Nr4a3), complement factor B isoform 1 precursor(Cfb), prostaglandin

G/H synthase 1 precursor(Ptgs1) 및 prostaglandin-H2 D-isomerase

precursor(Ptgds) mRNA 량은 대조군에 비하여 감소되었다. 당뇨군의 신장조

직 insulin-like growth factor-binding protein 1 precursor(Igfbp1) 와

potassium-transporting ATPase alpha chain 2 b(Atp12a) mRNA 량은 대

조군에 비하여 증가되었다.

16. 당뇨군과 당뇨+카테킨군의 신장조직 유기물질에 대한 반응(response

to organic substance)관련 유전자 발현 변화

카테킨이 당뇨병성 신병증의 유전자 발현에 미치는 영향을 관찰하기 위하

여 당뇨병 발생 후 16주일 동안 카테킨을 경구투여 하고 흰쥐를 희생시켜 신

장조직 전사체를 분석하여 유기물질에 대한 반응 관련 유전자 RNA 발현량

의 차이를 비교한 결과 log2(FC) 값이 1 이상이거나 -1 이하이고 p 값이

0.001 이하인 유전자는 Table 16와 같다. 당뇨+카테킨군의 신장조직

dihydrofolate reductase, isoform A(Dhfr), proto-oncogene c-Fos(Fos) 및

insulin-like growth factor-binding protein 1 precursor(Igfbp1) mRNA 량은

당뇨군에 비하여 감소되었다. 당뇨+카테킨군의 신장조직 matrix Gla protein

precursor(Mgp), nicotinamide N-methyltransferase(Nnmt), fatty acid

desaturase 1(Fads1), gap junction protein, alpha 1(Gja1) 및

prostaglandin-H2 D-isomerase precursor(Ptgds) mRNA 량은 당뇨군에 비하

여 증가되었다.

17. 대조군과 당뇨군의 신장조직 염증반응(Inflammatory response)관련

유전자 발현 변화

당뇨병성 신병증의 신장 유전자 발현 변화를 관찰하기 위하여 당뇨병 발생

16주후에 흰쥐를 희생시켜 신장조직 전사체를 분석하여 염증반응 관련 유전
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자 RNA 발현량의 차이를 비교한 결과 log2(FC) 값이 1 이상, p 값이 0.005

이하인 유전자는 Table 17과 같다. 당뇨군의 신장조직 insulin-like growth

factor-binding protein 4 precursor(Igfbp4), bone morphogenetic protein 2

preproprotein(Bmp2), alpha-1-antitrypsin precursor(Serpina1),

alpha-1-inhibitor 3 precursor(A1i3), haptoglobin precursor(Hp),

complement factor B isoform 1 precursor(Cfb) 및 C-C motif chemokine 7

precursor(Ccl7) mRNA 량은 대조군에 비하여 감소되었다.

18. 당뇨군과 당뇨+카테킨군의 신장조직 염증반응(Inflammatory

response)관련 유전자 발현 변화

카테킨이 당뇨병성 신병증의 유전자 발현에 미치는 영향을 관찰하기 위하

여 당뇨병 발생 후 16주일 동안 카테킨을 경구투여 하고 흰쥐를 희생시켜 신

장조직 전사체를 분석하여 염증반응 관련 유전자 RNA 발현량의 차이를 비

교한 결과 log2(FC) 값이 1 이상이거나 -1 이하이고 p 값이 0.001 이하인 유

전자는 Table 18과 같다. 당뇨+카테킨군의 신장조직 insulin-like growth

factor-binding protein 4 precursor(Igfbp4) 와 C-C motif chemokine 7

precursor(Ccl7) mRNA 량은 당뇨군에 비하여 증가되었고, pantetheinase

precursor(Vnn1) 와 silk fibroin 2 precursor(F2) mRNA 량은 당뇨군에 비하

여 감소되었다.
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IV. 고 찰

본 연구 결과 카테킨을 당뇨병 흰쥐에 음용시키면 공복혈당이 감소되고 신

장 손상이 억제되는 것으로 나타났다. 고지방식이와 저용량 스트렙토조토신

은 2형 당뇨병 유발에 이용되고 있는데(31,32), 본 실험에서 이용된 당뇨병

흰쥐는 당뇨병이 유도되지 않은 대조군에 비하여 1일 식이섭취량이 59% 증

가, 공복혈당이 약 3.3배 증가, 혈청 인슐린의 량은 변화가 없었으나 인슐린

저항성 지수인 HOMA-IR은 약 4.5배 높게 나타나 제 2형 당뇨병과 유사한

질환이 유발된 것으로 생각된다. 혈청 BUN과 creatinine 량은 신장 기능을

나타내는 소견으로서 시스플라틴과 같은 항암제에 의한 신장손상이나(33), 당

뇨병성 신장손상이 나타나면 증가되는 것으로 알려져 있는데(34), 본 실험결

과 당뇨병이 유발되고 16주 후에 당뇨병이 유발되지 않은 대조군에 비하여

혈청 creatinine 량은 2.2배 증가, 혈청 BUN 량은 2.9 배가 증가되어 신장손

상이 나타났음을 보여 주고 있다. Khan 등(33)은 항암제 시스플라틴에 의한

신장독성이 녹차 추출물에 의해서 억제된다고 하였고, Ahad 등(34)은 항산화

물질인 ellagic acid가 2형 당뇨병 흰쥐에서 신장손상을 억제한다고 하였는데,

본 실험에서 당뇨쥐에 카테킨을 투여한 경우 creatinine 과 BUN이 감소되어

신장손상이 감소된 것으로 생각된다. Yamabe 등(35)은 당뇨병 흰쥐에 EGCG

를 투여하면 크레아티닌 과 BUN 량이 유의하게 감소되었다고 하여 본 실험

결과와 유사하였다. 당뇨병에서 고혈당은 신장의 구조적 변화를 초래하는 주

요 요인이며 고혈당증이 당뇨병성 미세 혈관 합병증이 당뇨병성 신병증의 유

발과 직접적으로 관련된 것으로 알려져 있다(36). 따라서 혈당 조절은 당뇨병

성 신병증의 예방에 주요한 목표로서 본 실험에서 당뇨병이 유발된 흰쥐를

16주일동안 사육하면서 혈당을 측정한 결과 당뇨+카테킨군의 공복혈당이 당

뇨군에 비하여 4주, 8주, 12주및 16주에 12%, 15%, 19%및 18%가 각각 감소

되어 당뇨 흰쥐에 카테킨을 경구 투여하면 공복혈당이 감소됨을 보여주고 있

다. 카테킨은 당질의 소화 흡수를 억제하고, 당신생을 억제하며, 근육조직과

지방조직에서 당의 사용을 촉진시키는 등의 효과가 있는 것으로 알려져 있어

이러한 기전을 통해 공복혈당의 조절에 긍정적인 영향을 미칠 것으로 사료된
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다(37). 혈당의 감소는 당뇨병성 신병증의 예방에 빌접한 연관이 있기 때문에

카테킨 투여로 인한 공복혈당의 감소는 당뇨병성 신장손상을 억제하는 요인

으로 작용할 것으로 생각된다.

신장에서 AP와 GGT는 신장 세뇨관의 솔가장자리 막(brush border

membrane)에 많이 존재하는 효소로서 신세뇨관 손상이 일어나면 효소가 감

소되는 것으로 알려져 있다(33,38). 이들 효소들은 융모상구조 (microvillus

structure) 에 손상을 입게 될 경우 소변으로 분비되게 되는데 이들의 이런

특징과 관련하여 급만성 신장 질환에 있어 이들 효소들과의 연관성에 대한

연구들이 이루어 진 바 있었으며, 당뇨병성 신병증을 진단하는데 있어 소변

GGT, AP를 측정하는 것이 의의가 있을 수 있다는 연구도 있었다(39,40).본

실험에서 당뇨군의 신장 AP와 GGT 활성도가 대조군보다 감소된 것으로 나

타나 당뇨군에서 신세뇨관 손상이 나타나고 있음을 보여 주고 있다. 항암제

시스플라틴이나 항생제 gentamycin 을 투여하면 신장 AP와 GGT 활성도 감

소가 나타나고 녹차 추출물이 AP와 GGT 활성도 감소를 억제하는 것으로 알

려져 있는데(33,41), 본 실험에서 당뇨+카테킨군에서 신장 GGT 와 AP 활성

도가 병뇨군보다 높게 나타나서 카테킨이 신장 손상을 억제하는 작용이 있음

을 보여주고 있다.

세포나 조직에서 어떤 시간을 기준으로 발현되는 유전자의 전체 RNA의

모음을 전사체(transcriptome)라 하고, 전사체 분석을 통하여 세포나 조직에

서 발현되는 유전자들의 정보를 얻을 수 있다. 전사체 분석을 통해 정상 세

포와 비정상 세포 간에 발현되는 RNA 차이를 분석하여 질병과 관련한 유전

자를 파악할 수 있다. 전사체 분석은 RNA 염기서열 분석(Sequencing), 정열

(Alignment) 및 분석(Analysis) 등 세 단계로 나눌 수 있다. RNA 염기서열

분석은 RNA를 cDNA로 만들어서 염기서열을 읽어내는 단계이고, 정열은 염

기서열이 분석된 RNA를 표준 유전체와 비교하여 일치하는 서열을 찾아 어

떤 유전자들이 얼마만큼 발현되었는지 알아내는 단계이며, 분석은 조사된 유

전자의 종류와 발현된 량을 이용하여 세포나 조직과 유전자 사이의 연관성을

찾는 작업을 말한다. 전사체 분석은 여러 가지 질병의 발병기전을 알아내고

치료제를 검색하기 위한 방법으로 이용되고 있는데, 본 실험에서도 당뇨병성
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신병증 발생시에 발현이 변화되는 유전자를 전사체 분석으로 알아보았다. 당

뇨병 발생 16주일 후 흰쥐를 희생시켜 신장조직을 절제하고 total RNA를 분

리하여 전사체를 분석하여 대조군의 신장조직 RNA 발현량의 차이를 비교한

결과 log2(FC) 값이 1 이상이고 p 값이 0.05 이하인 유전자 세트는 가스운반

관련 유전자 5개, 세포외인성 자극에 대한 반응 관련 유전자 10개, 유기물질

에 대한 반응 관련 유전자 13개, 기아에 대한 반응 관련 유전자 4개, 금속이

온에 대한 반응 관련 유전자 6개, 수분이동 관련 유전자 3개, 비타민에 대한

반응관련 유전자 5개 및 호르몬 자극에 대한반응 관련 유전자 9개였다. 본

실험에 사용된 당뇨병 발생 16주일 된 흰쥐는 BUN과 creatinine 이 증가되어

있고, 신장조직 AP와 GGT 효소 활성도가 감소되어 있어서 신장손상이 초래

되었음을 나타내고 있다. 따라서 본 실험에서 당뇨군은 당뇨병성 신병증이

나타났다고 할 수 있고, 전사체 분석결과 정상군과 차이가 있는 유전자는 당

뇨병성 신증으로 인하여 변화가 일어났다고 추측 할 수 있다.

카테킨이 당뇨병 흰쥐의 신장조직 유전자 발현에 미치는 영향을 관찰하기

위하여 당뇨병 발생 후 16주일 동안 카테킨 투여한 흰쥐와 당뇨군 흰쥐의 신

장조직 전사체를 분석하여 신장조직 RNA 발현량의 차이를 비교한 결과

log2(FC) 값이 1 이상이고 p 값이 0.05 이하인 유전자 세트는 산화환원 관련

유전자 9개, 내인성 자극에 대한 반응 관련 유전자 7개, 손상에 대한 반응 관

련 유전자 6개, 유기물질에 대한 반응 관련 유전자 8개, 염증 반응 관련 유전

자 4개, 방어 반응 관련 유전자 5개 및 글리신 대사과정 관련 유전자 2개였

다. 전사체 분석결과 당뇨+카테킨군에서 당뇨군과 차이가 있는 유전자는 카

테킨이 작용하여 신장조직 유전자 발현의 변화가 일어났다고 생각된다.

당뇨병군 신장조직 전사체를 분석하여 산화 환원관련 유전자 RNA 발현량

의 차이를 대조군과 비교한 결과 log2(FC) 값이 1 이상이거나 -1 이하이고 p

값이 0.005 이하인 유전자는 Cyp1a1, Dhcr24, Akr1b1, Cyp2c11, Aldh1a3,

Scd, Rdh16, Slc14a2, Ptgs1 및 Qsox1 mRNA 량은 대조군에 비하여 감소되

었고, Prodh 와 Acadsb mRNA 량은 대조군에 비하여 증가되었다. 산화 환원

반응은 세포나 조직의 대사에 중추적 역할을 하는 반응으로 산화 환원상태의

균형유지는 세포의 기능 유지에 매우 중요한 요소인데, 당뇨병군에서 산화
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환원 관련 유전자의 발현 변화는 산화 환원 균형을 변화시킬 수 있는 요인으

로 작용할 수 있다. 당뇨+카테킨군의 신장조직 전사체를 분석하여 산화 환원

관련 유전자 RNA 발현량의 차이를 당뇨군과 비교한 결과 log2(FC) 값이 1

이상이거나 -1 이하이고 p 값이 0.005 이하인 유전자는 Dhcr24, Akr1b8,

Fads1, Acadsb, Cyp2c11, Rdh16 및 Loxl1 mRNA 량은 당뇨군에 비하여 증

가되었고, 당뇨+카테킨군의 신장조직 Dhfr 와 Srxn1 mRNA 량은 당뇨군에

비하여 감소되었다. delta(24)-sterol reductase는 콜레스테롤 합성대사에 관여

하며 산화적 자극시에 caspase 3를 억제하여 산화적 손상으로부터 세포를 보

호하는 작용을 하는 것으로 알려진 효소로서(42) 당뇨군에서 유전자 발현이

감소되고 카테킨 투여로 유전자 발현이 일부분 회복되는 것으로 나타났다.

cytochrome P450 2C11 은 testosterone 대사에 관여하는 효소로서(43) 당뇨

군에서 유전자 발현이 감소되고 카테킨 투여로 유전자 발현이 회복되는 것으

로 나타났다. short/branched chain specific acyl-CoA dehydrogenase는 지질

의 대사에 관여하는 효소로서(44) 당뇨군에서 유전자 발현이 증가되고 카테

킨 투여로 유전자 발현이 회복되는 것으로 나타났다. 당뇨+카테킨군에서 산

화 환원관련 단백질의 회복은 당뇨병으로 인해서 초래될 수 있는 산화환원

균형의 변화를 회복시키는데 작용할 수 있을 것으로 추측된다.

당뇨병군 신장조직 전사체를 분석하여 내인성 자극에 대한 반응관련 유전

자 RNA 발현량의 차이를 대조군과 비교한 결과 log2(FC) 값이 1 이상이거

나 -1 이하이고 p 값이 0.005 이하인 유전자 중 Serpina1, Ucp1, Shh, Hp,

Nr4a3, Ptgs1 및 Ptgds mRNA 량은 대조군에 비하여 감소되었고, 당뇨군의

Igfbp1 mRNA 량은 대조군에 비하여 증가되었다. 내인성 자극은 세포나 조

직의 수축, 이완과 같은 움직임, 분비, 효소활성 및 유전자 발현등에 의해서

유발될 수 있는 세포나 장기의 상태나 활성의 변화로서 당뇨병군에서 이에

관여하는 단백질의 유전자발현이 감소되면 세포는 내인성 자극에 대한 적응

력이 감소된다고 할 수 있다. 당뇨+카테킨군의 신장조직 전사체를 분석하여

내인성 자극에 대한 반응관련 유전자 RNA 발현량의 차이를 당뇨군과 비교

한 결과 log2(FC) 값이 1 이상이거나 -1 이하이고 p 값이 0.005 이하인 유전

자 중 IFos 와 Igfbp1 mRNA 량은 감소되었고, Gja1, Fads1, Mgp, Nnmt 및
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Ptgds mRNA 량은 증가되었다. Igfbp1은 insulin like growth factor(IGF)에

결합하여 IGF의 수명을 늘려주고, 세포막 수용체에 결합하는 것을 억제하는

역할을 하는 단백질로서(45) 당뇨병군에서 증가되었고, 당뇨+카테킨군의 신장

조직에서는 당뇨군보다 감소되었으며, PGD2 합성에 관여하는 Ptgds는(46)

당뇨군 신장에서 감소되었고, 당뇨+카테킨군에서는 당뇨군보다 증가되어 당

뇨군에 의한 내인성 자극에 대한 반응관련 유전자 발현의 변화가 카테킨에

의해서 일부 회복되는 것을 보여주고 있다.

당뇨군 신장조직 전사체를 분석하여 손상에 대한 반응관련 유전자 RNA

발현량의 차이를 대조군과 비교한 결과 log2(FC) 값이 1 이상이거나 -1 이하

이고 p 값이 0.005 이하인 유전자 중 Cyp1a1, Igfbp4, Bmp2, Serpina1, A1i3,

Shh, Hp, Cfb, Ccl7 및 Serpine1 mRNA 량은 감소되었고, Igfbp1 와 Clu

mRNA 량은 증가되었다. 손상에 대한반응은 세포나 장기의 손상을 초래하는

자극의 결과로서 이동(movement), 분비, 효소합성, 유전자 발현 등의 측면에

서 세포 또는 장기의 활성이나 상태의 변화가 일어나게 되는 모든 과정을 말

한다. 당뇨군에서 손상에 대한 반응관련 유전자의 감소는 장기나 세포의 적

응력 감소가 일어난다고 할 수 있다. 당뇨+카테킨군의 신장조직 전사체를 분

석하여 손상에 대한 반응관련 유전자 RNA 발현량의 차이를 당뇨군과 비교

한 결과 log2(FC) 값이 1 이상이거나 -1 이하이고 p 값이 0.005 이하인 유전

자 중 Gja1, Igfbp4 및 Ccl7 mRNA 량은 증가되고, Vnn1, F2 및 Igfbp1

mRNA 량은 감소되었는데, 당뇨군에서 Igfbp4 및 Ccl7 mRNA 량은 감소되

고, Igfbp1 mRNA 량은 증가되어 있어서 카테킨에 의해서 당뇨병으로 인해

서 초래되는 변화가 예방된 것으로 생각된다.

당뇨군 신장조직 전사체를 분석하여 호르몬자극에 대한 반응관련 유전자

RNA 발현량의 차이를 대조군과 비교한 결과 Serpina1, Ucp1, Shh, Hp,

Nr4a3, Ptgs1 및 Ptgds mRNA 량은 대조군에 비하여 감소되었고, Igfbp1

mRNA 량은 증가되었으며, 당뇨+카테킨군의 신장조직 Gja1, Fads1 및 Mgp

mRNA 량은 당뇨군에 비하여 증가되고, Ptgds, Fos 및 Igfbp1 mRNA 량은

감소되었다. 호르몬자극에 대한 반응은 세포나 장기에서 호르몬의 자극 결과

로서 이동(movement), 분비, 효소합성, 유전자 발현 등의 측면에서 세포 또는
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장기의 활성이나 상태의 변화가 일어나는 모든 과정을 말한다. 당뇨군에서

호르몬자극에 대한 반응관련 유전자의 감소는 장기나 세포의 호르몬작용에

변화가 일어난다고 할 수 있다.

당뇨군 신장조직 유기물질에 대한 반응관련 유전자 RNA 발현량의 차이를

대조군과 비교한 결과 Cyp1a1, Akr1b1, Serpina1, Ucp1, Shh, Hp, nNr4a3,

Cfb, Ptgs1 및 Ptgds mRNA 량은 대조군에 비하여 감소되었고, Igfbp1 와

Atp12a mRNA 량은 증가되었다. 당뇨+카테킨군의 신장조직 유기물에 대한

반응관련 유전자 Dhfr, Fos 및 Igfbp1 mRNA 량은 당뇨군에 비하여 감소되

었고, Mgp, Nnmt, Fads1, Gja1 및 Ptgds mRNA 량은 증가되었다. 유기물질

에 대한 반응은 세포나 장기에서 유기물질에 의해서 움직임(movement), 분

비, 효소합성, 유전자 발현 등의 측면에서 세포 또는 장기의 활성이나 상태의

변화가 일어나는 모든 과정을 말한다. 당뇨군에서 유기물질에 대한 반응관련

유전자의 감소는 장기나 세포의 유기물질에 대한 반응이 변화가 일어나므로

세포나 장기의 항상성에 변화가 일어난다고 할 수 있다.

당뇨군 신장조직 염증반응관련 유전자 Igfbp4, Bmp2, Serpina1, A1i3, Hp,

Cfb 및 Ccl7 mRNA 량은 대조군 보다 감소되었고, 당뇨+카테킨군의 염증관

련 유전자 신장조직 Igfbp4 와 Ccl7 mRNA 량은 당뇨군에 비하여 증가되었

고, Vnn1 와 F2 mRNA 량은 감소되었다. 염증에 대한반응은 화학 물질이나

물리적 자극에 의한 상해나 감염에 대한 초기 방어 반응으로서 국소적 혈관

확장, 부종 및 식세포의 집결등이 일어나는 반응이다.

이상의 실험결과 당뇨병 흰쥐에 카테킨을 음용시키면 카테킨을 투여하지

않은 당뇨병 흰쥐에 비하여 신장손상의 지표로 이용되는 creatinine 과 BUN

이 낮게 나타났고, 신장조직의 AP와 GGT는 활성도가 높게 나타나서, 카테킨

이 당뇨병으로 인한 신장손상을 억제하는 작용이 있는 것으로 추측된다. 또

한 신장의 전사체 조사결과 가스운반 관련 유전자 5개, 세포외인성 자극에

대한 반응 관련 유전자 10개, 유기물질에 대한 반응관련 유전자 13개, 기아에

대한 반응관련 유전자 4개, 금속이온에 대한 반응관련 유전자 6개, 수분이동

관련 유전자 3개, 비타민에 대한 반응관련 유전자 5개 및 호르몬 자극에 대

한 반응관련 유전자 9개 등이 당뇨병 흰쥐의 신장에서 유의하게 변화되어 있
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어서 이들 유전자 발현의 변화는 당뇨병성 신병증의 발생과 관련이 있을 것

으로 추측된다.

카테킨을 투여한 당뇨병 흰쥐의 신장조직 전사체를 분석하여 RNA 발현량

의 차이를 비교한 결과 유의한 차이를 나타내는 유전자 세트는 산화환원 관

련 유전자 9개, 내인성 자극에 대한 반응관련 유전자 7개, 손상에 대한 반응

관련 유전자 6개, 유기물질에 대한 반응관련 유전자 8개, 염증 반응관련 유전

자 4개, 방어 반응관련 유전자 5개 및 글리신 대사과정관련 유전자 2개였는

데, 당뇨+카테킨군에서 당뇨군과 차이가 있는 유전자는 카테킨의 작용으로

신장조직 유전자 발현의 변화가 일어났다고 생각되며, 카테킨 투여 당뇨흰쥐

의 신장손상이 감소된 것은 이들 유전자 발현의 변화와 연관이 있을 것으로

생각된다. 어떤 유전자의 발현변화에 의해서 당뇨병성 신병증이 유발되고, 예

방되는지에 대해서는 추후 계속적인 연구가 있어야 할 것으로 생각된다.
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V. 결 론

이상의 실험 결과로서 당뇨+카테킨군은 당뇨군에 비하여 공복혈당이 더 낮

았고, BUN과 creatinine 이 더 높았으며, AP와 GGT 활성도가 더 높게 나타

나서 신장손상이 감소된 것으로 추측된다. 신장 전사체 조사결과 당뇨병군에

서 증가되거나 감소된 유전자군은 카테킨 투여로 일부분 회복된 것으로 나타

나서 카테킨 투여에 의한 신장손상의 감소는 이들 유전자 발현의 변화와 연

관이 있을 것으로 추측 된다. 유전자 발현의 변화가 일어난 유전자 중에서

어떤 유전자의 발현변화에 의해서 당뇨병성 신병증이 유발되고, 예방되는지

에 대해서는 추후 계속적인 연구가 있어야 할 것으로 생각된다.
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Table 1. Diet formula
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Table 2. Physical and biochemical parameters of experimental

animals

1)
FBG: fasting blood glucose.

2)
HOMA-IR: homeostasis model assessment of insulin resistance.

Values are mean±SD (n=5). Values with different letters(a,b) within the
same raw are significantly different the level of p<0.05 by Duncan's
multiple range test.
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Table 3. Effect of catechin on physical and biochemical parameters

in experimental animals

1)DM: diabetes mellitus.

2)DM+CA : Diabetes mellitus+catechin ; diabetic rats treated with
catechin(0.1% in drinking water). Values are mean±SD (n=5). Values with
different letters(a-c) within the same raw are significantly different the
level of p<0.05 by Duncan's multiple range test.
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Table 4. Effects of catechin on enzyme activities in kidney of

diabetic rats

1)GGT: γ-glutamyltranspeptidase.

2)AP: alkaline phosphatse.

Values are mean±SD (n=5). Values with different letters(a,b) within the
same column are significantly different the level of p<0.05 by Duncan's
multiple range test.
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Table 5. Gene set analysis from the kidney differential expressed

genes selected by log2(FC) ≥ 1 & P-value ≤ 0.05 in the

comparison unit of control vs diabetic rats
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Table 6. Gene set analysis from the kidney differential expressed

genes selected by log2(FC) ≥ 1 & P-value ≤ 0.05 in the

comparison unit of DM vs DM+catechin
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Table 7. Select kidney transcripts in control versus diabetic rats
related to oxidation reduction

Cyp1a1 : cytochrome P450 1A1, Dhcr24 : delta(24)-sterol reductase
precursor, Akr1b1 : aldose reductase, Cyp2c11 : cytochrome P450 2C11
precursor, Aldh1a3 : aldehyde dehydrogenase family 1 member A3, Scd :
acyl-CoA desaturase 2, Rdh16 : retinol dehydrogenase 2 precursor, Slc14a2
: urea transporter 2 isoform c, Ptgs1 : prostaglandin G/H synthase 1
precursor, Qsox1 : sulfhydryl oxidase 1 precursor, Prodh : proline
dehydrogenase 1, mitochondrial precursor, Acadsb : short/branched chain
specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial
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Table 8. Select kidney transcripts in DM versus DM+catechin rats
related to oxidation reduction.

Dhcr24 : delta(24)-sterol reductase precursor, Akr1b8 : aldose
reductase-related protein 2, Fads1 : fatty acid desaturase 1, Acadsb :
short/branched chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial,
Cyp2c11 : cytochrome P450 2C11 precursor, Rdh16 : retinol dehydrogenase
2 precursor, Loxl1 : lysyl oxidase homolog 1 precursor, Dhfr :
dihydrofolate reductase, isoform A, Srxn1 : sulfiredoxin-1
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Table 9. Select kidney transcripts in control versus diabetic rats
related to response to endogenous stimulus.

Serpina1 : alpha-1-antitrypsin precursor, Ucp1 : mitochondrial brown fat
uncoupling protein 1, Shh : sonic hedgehog protein precursor, Hp :
haptoglobin precursor, Nr4a3 : nuclear receptor subfamily 4 group A
member 3, Ptgs1 : prostaglandin G/H synthase 1 precursor ,Ptgds :
prostaglandin-H2 D-isomerase precursor, Igfbp1 : insulin-like growth
factor-binding protein 1 precursor.
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Table 10. Select kidney transcripts in DM versus DM+catechin rats
related to response to endogenous stimulus.

Fos : proto-oncogene c-Fos, Igfbp1 : insulin-like growth factor-binding
protein 1 precursor, Gja1 : gap junction protein, alpha 1, 43kDa, Fads1 :
fatty acid desaturase 1, Mgp : matrix Gla protein precursor, Nnmt :
nicotinamide N-methyltransferase, Ptgds : prostaglandin-H2 D-isomerase
precursor.
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Table 11. Select kidney transcripts in control versus diabetic rats
related to response to wounding.

Cyp1a1 : cytochrome P450 1A1, Igfbp4 : insulin-like growth factor-binding
protein 4 precursor, Bmp2 : bone morphogenetic protein 2 preproprotein,
Serpina1 : alpha-1-antitrypsin precursor, A1i3 : alpha-1-inhibitor 3
precursor, Shh : sonic hedgehog protein precursor, Hp : haptoglobin
precursor, Cfb : complement factor B isoform 1 precursor, Ccl7 : C-C
motif chemokine 7 precursor, Serpine1 : plasminogen activator inhibitor 1
precursor, Igfbp1 : insulin-like growth factor-binding protein 1 precursor,
Clu : clusterin precursor.
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Table 12. Select kidney transcripts in DM versus DM+catechin rats
related to response to wounding.

Gja1 : gap junction protein, alpha 1, 43kDa, Igfbp4 : insulin-like growth

factor-binding protein 4 precursor, Ccl7 : C-C motif chemokine 7
precursor, Vnn1 :pantetheinase precursor, F2 : silk fibroin 2 precursor,
Igfbp1 : insulin-like growth factor-binding protein 1 precursor.
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Table 13. Select kidney transcripts in control versus diabetic rats
related to response to hormone stimulus.

Serpina1 : alpha-1-antitrypsin precursor, Ucp1 : mitochondrial brown fat
uncoupling protein 1, Shh : sonic hedgehog protein precursor, Hp :
haptoglobin precursor, Nr4a3 : nuclear receptor subfamily 4 group A
member 3, Ptgs1 : prostaglandin G/H synthase 1 precursor, Ptgds :
prostaglandin-H2 D-isomerase precursor, Igfbp1 : insulin-like growth
factor-binding protein 1 precursor.
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Table 14. Select kidney transcripts in DM versus DM+catechin rats
related to response to hormone stimulus.

Gja1 : gap junction protein, alpha 1, 43kDa, Fads1 : insulin-like growth

factor-binding protein 4 precursor, Mgp : C-C motif chemokine 7
precursor, Ptgds : pantetheinase precursor, Fos : silk fibroin 2 precursor,
Igfbp1 : insulin-like growth factor-binding protein 1 precursor.
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Table 15. Select kidney transcripts in control versus diabetic rats
related to response to organic substance.

Cyp1a1 : cytochrome P450 1A1, Akr1b1 : aldose reductase, Serpina1 :
alpha-1-antitrypsin precursor, Ucp1 : mitochondrial brown fat uncoupling
protein 1, Shh : sonic hedgehog protein precursor, Hp : haptoglobin
precursor, Nr4a3 : nuclear receptor subfamily 4 group A member 3, Cfb :
complement factor B isoform 1 precursor, Ptgs1 : prostaglandin G/H
synthase 1 precursor, Ptgds : prostaglandin-H2 D-isomerase precursor,
Igfbp1 : insulin-like growth factor-binding protein 1 precursor, Atp12a :
potassium-transporting ATPase alpha chain 2 b.
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Table 16. Select kidney transcripts in DM versus DM+catechin rats
related to response to organic substance.

Dhfr : dihydrofolate reductase, isoform A, Fos : proto-oncogene c-Fos,
Igfbp1 : insulin-like growth factor-binding protein 1 precursor, Mgp :
matrix Gla protein precursor, Nnmt : nicotinamide N-methyltransferase,
Fads1 : fatty acid desaturase 1, Gja1 : gap junction protein, alpha 1,
43kDa, Ptgds : prostaglandin-H2 D-isomerase precursor.
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Table 17. Select kidney transcripts in control versus diabetic rats
related to inflammatory response.

Igfbp4 : insulin-like growth factor-binding protein 4 precursor, Bmp2 :
bone morphogenetic protein 2 preproprotein, Serpina1 : alpha-1-antitrypsin
precursor, A1i3 : alpha-1-inhibitor 3 precursor, Hp : haptoglobin precursor,
Cfb : complement factor B isoform 1 precursor, Ccl7 : C-C motif
chemokine 7 precursor.
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Table 18. Select kidney transcripts in DM versus DM+catechin rats
related to inflammatory response.

Igfbp4 : insulin-like growth factor-binding protein 4 precursor, Ccl7 : C-C
motif chemokine 7 precursor, Vnn1 : pantetheinase precursor, F2 : silk
fibroin 2 precursor.
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Fig. 1. Effects of catechin on blood glucose in diabetic rats.

Rats were administered catechin for 16 weeks, the fasting blood glucose
were determined after 12 hrs fasting. DM: diabetes mellitus, DM+CA:
diabetic rats treated with catechin (0.1% in drinking water). Values are
mean±SD (n=5). Values with different letters(a-c) above the bars within
the same weeks are significantly different at the level of p<0.05 by
Duncan's multiple range.
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Fig. 2. Effects of catechin on serum creatinine in diabetic rats

Rats were administered P60 for 16 weeks, the serum creatinine were
determined after these treatments. DM: diabetes mellitus, DM+CA: diabetic
rats treated with catechin(0.1% in drinking water). Values are mean±SD
(n=5). Values with different letters(a-c) above the bars are significantly
different at the p<0.05 by Duncan's multiple range test.
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Fig. 3. Effects of catechin on blood urea nitrogen (BUN) in diabetic

rats

Rats were administered catechin for 16 weeks, the BUN were determined
after these treatments. DM: diabetes mellitus, DM+CA: diabetic rats
treated with catechin (0.1% in drinking water). Values are mean±SD
(n=5). Values with different letters(a, b) above the bars are significantly
different at the level of p<0.05 by Duncan's multiple range test.
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