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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

TheRoleofOxygen-DerivedFreeRadicalsinVascularRelaxations
toPinacidilinRenalHypertensiveRats

byYYYooooooIIImmm---JJJuuunnneee
Advisor:Prof.Yeum Cheol-Ho,Ph.D.

Evidence has emerged thatoxygen-derived free radicals may
inducevascularrelaxationsviaATP-sensitiveK+ (KATP)channels
and the leveloffree radicals is increased in animalmodels of
hypertension.Thepresentstudywasconductedtodeterminewhether
relaxationstoanKATP channelopner,pinacidil,areincreasedinthe
aorta from two-kidney,one clip (2KIC) hypertensive rats and
whether free radial scavengers reduce these relaxations.2KIC
hypertension was induced by clipping the leftrenalartery and
age-matchedcontrolratsreceivedasham treatment.Ringsofaortae
withoutendothelium weresuspendedforisometricforcerecording.
Relaxationstopinacidil(10-8 to10-5 M),which areabolished by
glibenclamide(10-5M),wereaugmentedintheaortafrom 2KICrats,
comparedtothosefrom controlrats.Intheaortafrom 2KIC rats,
catalase(1200U/mL),butneithersuperoxidedismutase(150U/mL)
nordeferoxamine(10-4M),reducedrelaxationstopinacidil,whereas
intheaortafrom controlrats,thefreeradicalscavengersdidnot



- 9 -

affect these relaxations. These results suggest that in 2KIC
hypertension,vasorelaxationtoanKATP channelopnerisaugmented
and thathydrogen peroxide in smooth muscle cells may partly
contributetotheserelaxations.

KKKeeeyyywwwooorrrdddsss:::KATPchannel,Hydrogenperoxide,Vasorelaxation,Renal
hypertension.
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ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

산소유리기 (oxygenfreeradical)는 생체내에서 호기성 세포의 대사
과정중 생성되어1)여러가지 생리적 기능에 영향을 미치며 혈관에도 강
력하게 작용함이 알려져 있다2-4).세포내 ATP감소에 의해 활성화되는
ATP-의존성 K+(KATP)통로는 그 실체가 심근세포를 통해 처음으로 시
사된 후5)혈관 평활근 세포를 포함한 다른 조직에도 존재함이 확인되었
다6).KATP 통로는 glibenclamide나 tolbutamide와 같은 sulfonylurea유
도체에 의해 특이하게 차단되며7)pinacidil을 비롯한 여러 가지 KATP통
로 개방제 (opner)에 의해 활성화 된다8-10).KATP통로의 활성화는 세포
막의 과분극 및 혈관 평활근 확장을 야기시키므로 KATP개방제는 임상
적으로 고혈압이나 협심증 치료에 사용될 수 있다11).
Hydrogenperoxide및 peroxynitrite와 같은 산소유리기는 뇌혈관에

서 KATP통로를 경유하여 이완작용을 나타낸다고 하며12)KATP통로 개
방제에 의해 야기된 뇌혈관 확장효과가 비특이성 항산화제
(antioxidant)에 의해 억제됨이 보고된 바 있다13).또한 심근세포에서
xanthineoxidase로 유발시킨 KATP 전류가 유리기 소거제 (scavenger)
로 알려진 superoxidedismutase(SOD)나 catalase에 의해 소실됨이 확
인됨으로써14)이러한 결과들은 산소유리기가 KATP 통로의 활성화에 관
여함을 시사한다.
고혈압이나 동맥경화증과 같은 병적인 상태에서는 산소유리기의 생성

이 증가됨이 보고된 바15)KATP통로를 경유한 혈관 이완효과도 항진될
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것이다.실제로 고혈압 동물의 혈관에서 KATP통로 개방제에 의한 이완
작용이 증가됨이 확인되었으며16)Kinoshita등17)은 고혈압 상태에서 산
소유리기의 역할을 검토하여 자발성 고혈압쥐 (spontaneous
hypertensive rats, SHR)의 경우 산소유리기 중 특히 hydrogen
peroxide가 KATP통로 개방제에 의한 항진된 혈관 이완효과에 관여함을
시사하였다.더불어 세포내 hydrogenperoxide의 농도는 혈관 수축인자
이면서 동시에 평활근 세포의 성장인자인 angiotensinⅡ에 의해 병태
생리 상태에서 증가된다고 한다18). 따라서 인위적으로
renin-angiotensin system (RAS)을 항진시킨 two-kidney,one clip
(2KIC)신성고혈압 상태에서도 KATP 통로 개방제에 의한 혈관 이완작
용 및 산소유리기의 역할이 변이될 가능성을 배제할 수 없으나 그에 대
해서는 아직 보고되지 않은 듯하다.
본 연구는 적출 흰쥐 흉부 대동맥 표본을 통하여 KATP 통로 개방제

인 pinacidil에 의한 이완효과가 신성고혈압 상태에서 차이가 있는지 확
인하고 나아가서 혈관 이완작용에 미치는 산소유리기의 역할을 구명하
고자 시도하였다.
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ⅡⅡⅡ...실실실 험험험 방방방 법법법

111...실실실험험험동동동물물물

1)2K1C신성고혈압의 유발
동일한 조건에서 번식 사육한 체중 160～180 g의 흰쥐

(Sprague-Dawley,♂)를 thiopental(40㎎/㎏,IP)마취하에 개복한 후
좌측 신동맥에 내경 0.2㎜의 silverclip을 장치하고 신속히 봉합하였다.
마취에서 깨어난 후 사료와 물을 충분히 공급하면서 1주 간격으로 꼬리
혈압을 간접법으로 (Harvard,K10766)측정하여 고혈압 유발과정을 확
인하였고 RAS활성의 영향을 배제하기 위하여 6주 후에19)사용하였으
며 수축기혈압이 160mmHg이하인 경우는 실험대상에서 제외하였다.
2)정상혈압쥐
신성고혈압쥐와 동일한 조건이나 다만 clip을 장치하지 않는 군

(sham-clipped)을 대조군으로 하였다.

222...혈혈혈관관관의의의 장장장력력력기기기록록록

흉부 대동맥 혈관을 적출하여 길이 2-3㎜의 환상표본을 만들어 내피
층을 제거한 후 15mL수조에 매달고 37±0.5oC를 유지하면서 95% O2
와 5% CO2의 혼합기체를 지속적으로 공급하였다.동맥환 표본의 한쪽
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끝은 수조 하단에 고정하고 반대쪽은 등장성 장력변환기 (Grass,FT03)
에 연결하여 그 장력변동을 Polygraph(Grass,Model79)상에 기록하였
다.사용한 영양액의 조성은 NaCl118.3,KCl4.7,NaHCO325,MgCl2
1.2,KH2PO41.2,CaCl22.5,glucose11.1mM 이었으며 pH는 7.4±0.1로
유지되도록 하였다(Fig.1).혈관표본에 2g의 장력을 주어 약 90～120
분 동안 평형시키고 장력이 일정하게 되면 먼저 60mM KCl(영양액
조성을 KCl변동양 만큼 NaCl로 치환시킴)에 대한 수축반응을 확인한
후 본 실험을 시작하였다.한편 혈관 내피층은 phenylephrine(PE,10-6

M)으로 수축시킨 후 acetylcholine(10-5M)으로 이완되지 않으면 내피
층이 제거된 것으로 간주하였다.
PE(3×10-7M)로 수축시켜 수축의 크기가 안정되었을 때 KATP통로

개방제인 pinacidil (10-8～10-5 M)에 의한 이완반응을 기록하였다.
Cyclooxygenase억제제인 indomethacin(10-5M),KATP통로 차단제인
glibenclamide (10-5 M) 및 산소 유리기 소거제인 catalase (1200
U/mL),superoxidedismutase(SOD,150U/mL),deferoxamine(10-4

M)을 PE수축 30분,15분 또는 5분 전에 각각 전처치17)하여 그 영향을
2K1C 고혈압군과 대조군에서 비교 검토하였다.사용된 약물은 모두
Sigma사 (미국 미주리주, ST. Louis) 제품이었다. Pinacidil,
indomethacin및 glibenclamide는 dimethylsulfoxide(DMSO)에 용해하
였으며 그 외의 시약은 3차 증류수에 용해하였다.수조내 DMSO의 최
종농도는 0.05% 이내로 하였다.
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Fig.1.A schematicrepresentationoftherecordingsystem forisometric
contractionwith15mLtissuebath.



- 15 -

333...분분분석석석 및및및 통통통계계계

실험결과는 평균±표준오차로 나타내었으며 pinacidil에 의한 이완반응
의 크기는 PE 수축반응에 대한 %로 표시하였다.IC50 값은 p 치
(themeanofthenegativelogmolarconcentration)로 환산하였다.각
군간 차이는 ANOVA (analysisofvariance)또는 t-test를 이용하여
검정하였으며 p<0.05인 경우 통계적 유의성이 있는 것으로 판단하였
다.
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ⅢⅢⅢ...결결결 과과과

6주째에 간접법으로 측정한 수축기 혈압은 2K1C 고혈압군 (185±5.7
mmHg,n=37)이 대조군 (130±6.3 mmHg,n=28)에 비해 유의하게
(p<0.05)높았다(Fig.2).
PE로 수축시킨 후 pinacidil투여는 용량의존 이완반응을 보였으며

pinacidil에 의한 혈관 이완반응은 2K1C 고혈압군에서 대조군에 비해
항진되었다(p : 6.44±0.08 및 6.06±0.07, p<0.05, Fig. 3).
Glibenclamide를 전처치할 경우 고혈압군과 대조군 모두 pinacidil에 의
한 이완반응이 소실되었다(Fig.4).2K1C고혈압군에서 pinacidil에 의한
이완반응은 hydrogen peroxide소거제인 catalase전처치시 유의하게
억제되었으나 (p : 6.45±0.09에서 6.09±0.07, p<0.05, Fig. 5)
superoxide anion 소거제인 SOD 및 hydroxyl radical 소거제인
deferoxamine은 pinacidil의 이완반응에 영향을 미치지 않았다(p :
6.37±0.09에서 6.43±0.11및 6.37±0.13에서 6.29±0.10,Fig.6,7).한편 대
조군에서는 어느 경우에나 유리기 소거제의 영향을 받지 않았다(Table
1).유리기 소거제 단독투여는 고혈압군과 대조군 모두 혈관의 기초장
력에 변화를 주지 않았으며 또한 indomethacin은 고혈압군에서
pinacidil에 의한 혈관 이완반응에 영향을 미치지 않았다(수치 보이지
않음).
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Fig.2.Systolic blood pressure in sham-operated controland 2K1C
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Fig. 3. Dose-relaxation curves to pinacidil in aortic rings from
sham-clipped and 2KIC rats.Relaxation is expressed as a
percent change from the maximum contraction attained by
phenylephrine.Valuesaremean±SE ofnexperiments.*P<0.05,
comparedwithsham values
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Fig.5.Dose-relaxation curves to pinacidilin the absence and in the
presenceofcatalaseinaorticringsfrom 2KICrats.Relaxationis
expressed asapercentchangefrom themaximum contraction
attained by phenylephrine. Values are means±SE of n
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Fig.6.Dose-relaxation curves to pinacidilin the absence and in the
presence ofsuperoxide dismutase (SOD)in aortic rings from
2KICrats.OtherlegendsasinFig.5.
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legendsasinFig.5.
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Table1.Effectsofcatalase(1200U/mL),superoxidedismutase(SOD,150
U/mL)anddeferoxamine(10-4M)onrelaxationstopinacidilinaorticrings
from sham-clippedrats

Resultsaremeans±SEofnexperiments.p denotesIC50valueswhichare
expressedasthenegativelogmolarconcentration.

n p maximal
relaxation(%)

Control 7 6.06±0.07 85.2±6.2

Catalase(1200U/mL) 7 5.97±0.09 89.7±7.3

SOD(150U/mL) 6 6.03±0.07 79.8±5.7

Deferoxamine(10-4M) 6 5.92±0.12 83.5±6.6
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ⅣⅣⅣ...고고고 찰찰찰

본 연구에서 pinacidil에 의한 혈관 이완작용은 2KIC고혈압군에서 대
조군에 비해 증가되었으며 pinacidil에 의한 이완효과가 KATP통로를 선
택적으로 차단하는 glibenclamide에20)의해 양군 모두 소실됨을 보임으
로써 KATP통로 개방제에 의한 혈관 이완효과가 만성적 신성 고혈압쥐
에서도 SHR의 경우와 유사하게16,17)항진됨을 의미한다.고혈압 동물에
서 KATP 통로 개방제에 의한 혈관 이완반응이 정상혈압 동물에 비해
증가된 기전에 대해서는 아직 명확히 밝혀진 바 없으나,고혈압 상태에
서 KATP통로의 특성이 달라지거나21)또는 다양한 화학적 구조를 지닌
통로 개방제에 의한 세포내 KATP를 비롯한 여러가지 이온들의 감응성
(sensitivity)변화22)및 신호전달 체계의 변이23)등이 제시되어 있다.
2KIC고혈압군에서 pinacidil에 의한 혈관 이완반응은 산소유리기 소

거제인 SOD 및 deferoxamine전처치시 영향 받지 않았으나 catalase에
의해 유의하게 억제됨으로써 고혈압 상태에서 pinacidil로 유발시킨 혈
관 이완효과에 있어 산소유리기 중 superoxideanion 이나 hydroxyl
radical보다는 hydrogenperoxide가 관여함을 시사한다.이와 관련되어
hydrogenperoxide가 KATP 통로를 경유하여 대뇌혈관을 이완시키거나
12) 신 상피세포에서 KATP 통로를 활성화시킴이24) 보고된 바 있으며,
SHR의 경우에도 또 다른 KATP 통로 개방제인 levcromakalim에 의한
혈관 이완반응이 고혈압 상태에서 증가되는데 있어 혈관 평활근 세포에
서 생성된 hydrogenperoxide가 부분적으로 관여함이 시사된 바 있다
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17). 더불어 고혈압 동물의 대동맥 혈관벽에는 다량의 hydrogen
peroxide생성이 가능한 단핵세포가 존재함이 밝혀졌으며25)또한 혈관
수축인자이면서 동시에 평활근 세포의 성장인자인 angiotensinⅡ에 의
해 병태생리 상태에서 세포내 hydrogenperoxide의 농도가 증가됨이 대
동맥 혈관 평활근 세포배양을 통해 확인되었다18).따라서 본 실험에서
유발시킨 2KIC 고혈압군에서 angiotensinⅡ의 활성이 hydrogen
peroxide생성에 직접적으로 영향을 미쳤는지는 알수 없으나 고혈압 상
태에서 항진된 pinacidil에 의한 혈관 이완효과는 부분적으로 체내에서
생성된 hydrogenperoxide경로를 통해 나타났을 것으로 추측된다.나
아가서 catalase가 혈관 기초장력에 영향을 미치지 않는 것으로 보아
기초상태에서 유리된 hydrogenperoxide는 pinacidil의 항진된 이완반응
에 관여하지 않은 듯하며,고혈압 동물의 평활근 세포에서 pinacidil자
체가 hydrogenperoxide의 생성을 촉진시키거나 hydrogenperoxide에
대한 KATP통로의 감응성이 증가될 가능성17)도 배제할 수 없으나 그에
대해서는 추후 검토되어져야 할 것으로 생각된다.
산소유리기가 KATP 통로를 활성화 시키는 확실한 기전은 아직 밝혀

지지 않았으나 심실근 세포를 통하여 활동전위기간 (action potential
duration)의 감소와 더불어 생성된 산소유리기가 Ca++ 전류의 감소 및
외향성 전류 (outwardcurrent)의 증가를 야기시켜 KATP통로를 개방시
킴이 제시된 바 있으며26)보다 구체적인 기전으로서는 산화제가 직접적
으로 ATP 농도를 감소시켜 세포 대사활동에 영향을 미치거나 또는
KATP 통로내에 산화제와 민감하게 작용하는 부위가 존재할 가능성12)을
생각할 수 있다.
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한편 2KIC 고혈압군과 달리 대조군에서는 본 실험에서 사용한 유리
기 소거제들이 어느 경우에나 pinacidil에 의한 혈관 이완반응에 영향을
미치지 않았다.이는 이전의 보고와 유사한 결과로서 정상 혈압동물에
서는 산소유리기가 혈관 평활근 세포에서 KATP 통로를 경유한 이완효
과에 관여하지 않음을 시사하며 간접적으로는 본 연구에서 사용한 유리
기 소거제가 선택적으로 작용하였음을 의미한다.
나아가서 고혈압 동물의 혈관에서는 superoxideanion의 생성이 증가

된다고 하며27) 고혈압 상태에서 혈관 이완효과가 억제되는데 있어
superoxide anion이 관여함이 보고된 바28,29) 이는 고혈압상태에서
pinacidil의 혈관 이완반응이 SOD의 영향을 받지 않은 본 실험의 결과
와는 차이를 보이고 있다.이러한 차이는 이전의 보고27-29)들의 경우 혈
관 내피층 존재하의 실험결과인 반면에 본 연구에서는 내피층이 제거된
상태의 결과인 바 실험방법의 차이에 기인할 것으로 생각되며 실제로
superoxideradical은 혈관 내피층에서 nitricoxide(NO)와 반응하여
peroxynitrite를 생성함으로써 NO를 불활성화시켜 혈관이완을 억제시킴
이 알려져 있다30).더불어 KATP통로가 혈관 내피세포에도 존재함이 시
사되어 있으며31)또한 2KIC 고혈압 상태에서는 내피층의 기능이 변이
됨이 확인된 바32,33)혈관 내피세포에서도 KATP 통로의 활성에 미치는
산소유리기의 역할이 달라질 가능성을 배제할 수 없을 듯하다.
만성적 고혈압동물의 모델에서 prostaglandin계는 혈관 이완을 억제

시킬 수 있으므로34)2KIC고혈압 상태에서 pinacidil의 혈관 이완효과가
항진되는데 있어 prostaglandin계의 영향이 나타날 가능성을 생각할 수
있으나 본 실험에서 pinacidil에 의한 혈관 이완반응이 indomethacin에
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의해 영향받지 않는 것으로 보아 prostaglandin계가 KATP 통로 개방제
에 의한 혈관 이완반응에 관여하지 않음을 의미한다.
이상의 실험결과를 요약하면 2KIC 신성고혈압 상태에서 KATP 통로

개방제인 pinacidil에 의한 혈관 이완작용이 항진되며 고혈압상태에서
증가된 이완효과는 부분적으로 평활근 세포에서 생성된 hydrogen
peroxide가 매개할 것으로 사료된다.
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ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

Pinacidil에 의한 혈관 이완반응이 two-kidney,oneclip(2K1C)신성
고혈압 모델에서 차이가 있는지 확인하고 또한 혈관 이완효과에 미치는
산소유리기의 역할을 규명하고자 흰쥐 흉부 대동맥 표본을 적출하여
pinacidil에 의한 혈관 이완반응을 기록하면서 glibenclamide및 산소유
리기 소거제들을 각각 전처치하여 다음과 같은 결과를 얻었다.
1)Pinacidil에 의한 혈관 이완반응은 2K1C 고혈압군에서 대조군에 비
해 항진되었다.
2)Glibenclamide전처치시 pinacidil에 의한 이완반응은 소실되었다.
3)고혈압군에서 pinacidil에 의한 이완반응은 catalase처치시 억제되었
으나 superoxidedismutase(SOD)및 deferoxamine은 pinacidil의 이완
반응에 영향을 미치지 않았다.
4)Indomethacin은 고혈압군에서 pinacidil에 의한 혈관 이완반응에 영
향을 미치지 않았다.
5)대조군에서는 어느 경우에나 유리기 소거제의 영향을 받지 않았다.
이상의 실험결과는 pinacidil의 혈관 이완반응이 2K1C신성고혈압 상

태에서 항진되며 고혈압 상태의 이완효과에 부분적으로 hydrogen
peroxide가 관여함을 시사한다.
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