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Purpose : Nuclear factor-κB(NF-κB) is now recognized as playing a potential role in pro-

grammed cell death and the adaptive response to various stress. Cellular hypoxia is a primary

manifestation of many cardiovascular diseases. It seems that vascular endothelial growth factor

(VEGF) and insulin like growth factor-I(IGF-I) have a function as a protective molecule in the

heart against several stress including hypoxia. In this study, the role of NF-κB to the cellular

response and regulation of protective molecules against the acute hypoxia in the heart was studied.

Methods : To cause acute hypoxic stress to the heart, Sprague Dawley rats were exposed to

hypoxic chamer(N2 92% and O2 8%). After the hypoxic exposure, nuclear proteins, total proteins

and mRNA were isolated from heart. Translocation of the transcription factors NF-κB, NF-ATc,

AP-1 and NKX-2.5 were evaluated by electrophoretic mobility shift assay(EMSA). The expres-

sion of IGF-I and VEGF were studied before and after the hypoxic stress by competitive-PCR,

Northern hybridization and Western hybridization. To confirm the role of the NF-κB in the

heart, the rats also were pretreated with diethyl-dithiocarbamic acid(DDTC) into peritoneal cavity

to block NF-κB translocation into nucleus.

Results : The expression of NF-κB, AP-1 and NF-ATc were increased by the hypoxic stress.

Increased expression of the VEGF and IGF-I were also observed by the hypoxic stress. However,

the blocking of the NF-κB translocation reduced those expressions of VEGF and IGF-I.

Conclusion : These results suggest that NF-κB has a protective role against the acute hypoxia

through several gene expression, especially VEGF and IGF-I in heart muscle. (J Korean Pediatr

Soc 2002;45:1106-1113)
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뿐만 아니라 심근 비대와 관련된 여러 유전자의 구체

적 역할에 관한 많은 연구 결과가 소개되고 있다. 특

히 발생단계에 심장의 형성에 관여하는 유전자로는

전사인자(nuclear factor, NF) NF-ATc, NKX-2.5,

GATA-4 등이 보고되어지고 있는데 이들 유전자는

심장 발생 이후에도 지속적으로 발현하고 있지만 그

기능에 관해서는 정확히 밝혀지고 있지 않다
1)
. 한편

심근 조직으로의 혈류 장애 시 심근 세포의 저산소증

상태가 초래되며, 이러한 저산소증 상태 후 발현되는

심근세포의 핵 내 전사인자로는 nuclear factor-κB

(NF-κB)가 알려지고 있는데, 이 전사인사 NF-κB

는 여러 장기에서 질환이나 급격한 상황을 제어하는

기능에 관련된 중요한 인자로 알려지고 있다
2)
. 여러

조직에서 NF-κB는 IκB와 결합체를 이루고 세포질

에 평상 시 존재하다가 저산소증과 같은 외부적인 자

극이 있는 경우 IκB 인산화가 이루어지면서 NF-κ

B가 유리되어 핵 내로 이동하게 된다
3)
. 핵 내로 이동

된 NF-κB는 여러 cytokines과 세포접착인자인

ELAM-1과 VCAM-1 등과 신호전달 중간자인 nitric

oxide synthase(NOS)의 발현을 촉진시키며 세포 자

멸사(apoptosis)로부터 세포를 보호하는 것으로 추측

되고 있다
4, 5)
. 그러나 심장에서 여러 자극에 대한

NF-κB의 역할은 잘 알려져 있지 않았다.

저산소증은 혈관의 생성을 유발시키는 것으로 알려

지고 있는데 이러한 혈관의 신생에는 여러 성장인자

가 상호 작용을 하며 특히 vascular endothelial

growth factor(VEGF)의 작용이 중요한 기능을 하는

것으로 보고되고 있다
6, 7)
. VEGF를 비롯하여 IGF는

혈관의 신생과 혈관 자체의 투과성을 향상시키는 작

용이외에 여러 조직에서 여러 인산화 효소를 자극하

여 세포의 생존력을 향상시킨다. 그러나 심장에서 이

들의 인자가 어떻게 심근 세포를 보호하는지에 대한

연구와 기전 설명이 아직까지 미진한 상태이다.

본 연구에서는 심장이 저산소증 자극에 대해 심장

의 적응 반응을 검토하여 전사인자 NF-κB 및

VEGF와 같은 관련 분자의 기능을 밝히고자 하 다.

또한 이러한 자극 시에 NF-κB 뿐만 아니라 다른

전사인자 NF-ATc, AP-1, NKX-2.5의 발현을 아울

러 조사하 다. 특히 전사인자 NF-κB가 심장의 저

산소증 자극시 보호 물질로서의 기능을 가진 VEGF

와 IGF-I의 발현을 어떻게 조절하는지를 검토하 다.

대상 및 방법

1. 실험동물과 저산소증 유도

출생시기가 동일한 Sprague-Dawley계 수컷 6-7

주령(체중 170-200 g)을 실험대상으로 하 다. 심근

저산소증을 유도하기 위한 hypoxia chamber는

12,000 cm
3
부피로, 질소 92%와 산소 8%의 혼합 형

태를 분당 5 L로 연속적으로 관류시켰다. 이러한 저

산소 환경에 1, 2, 3, 6, 12, 24시간 동안까지 실험동

물을 넣어 저산소 자극을 유도 후 노출 시간에 따른

각각의 심장 조직을 얻기 위해 경추 탈골을 시킨 후

심장을 적출하여 분석 할 때까지 -80℃에 보관하 다.

2. Electrophoretic Mobility Shift Assay
(EMSA)

심장 핵 내 단백질을 다음과 같이 분리하 다. 심

장조직 1 g 정도를 200 μL ice-cold PBS 용액을 넣

어서 조직을 분쇄 후 14,000 rpm에서 2분간 원심 분

리하여 상층의 PBS 용액을 제거시켜 세척하 다. 분

쇄된 조직에 저장성 완충액(10 mM HEPES, pH 7.9;

1.5 mM MgCl2, 0.2 mM KCl, 0.2 mM PMSF, 0.5

mM DTT) 800 μL를 넣어서 원심분리로 1차 세척하

다. 저장액 용액 500 μL를 넣고 세포간 기질과 세

포질을 용해시키고, 4,000 rpm에서 원심 분리하여 이

를 제거하 다. 저염 완충액(20 mM HEPES, pH

7.9, 25% glycerol, 1.5 mM MgCl2, 20 mM KCl,

0.2 mM EDTA, 0.2 mM PMSF, 0.5 mM DTT)

200 μL를 넣고 강하게 교반 후, 여기에 고염 완충액

(20 mM HEPES, pH 7.9, 25% glycerol, 1.5 mM

MgCl2, 800 mM KCl, 0.2 mM EDTA, 0.2 mM

PMSF, 0.5 mM DTT) 200 μL를 넣고 혼합시키고

다시 원심 분리하여 상층액 만을 취하 다. 상층액을

투석용액(20 mM HEPES, pH 7.9, 20% glycerol,

100 mM KCl, 0.2 mM EDTA, 0.2 mM PMSF, 0.5

mM DTT)에서 투석시키고, 14,000 rpm에서 20분간

원심분리하여 상층액을 얻어 이를 핵 내 단백질로 하

며, Bladford 방법으로 전 단백질량을 정량하고 -80

℃에 보관하 다.

NF-κB의 핵 내 이동을 정량하기 위하여 5'-AGT

TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3' 염기 배열

을 double strand로 합성하 으며, 각각 2.5 μg의
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up-strand와 down-strand에 5 unit의 T4 polynu-

cleotide kines, 50 μCi(γ-
32
P) ATP를 첨가 5' 말단

에 인산화를 시켰다. 10 μg의 핵단백질과 poly(dI/

dC) 3 μg을 혼합시키고 실온에 10분간 방치시켰다.

여기에 인산화 된 probe 2 μL, GRAB buffer(10X :

10 mM Tris-HCl, pH 7.9; 500 mM KCl; 100 mM

EDTA; 50% glycerol)를 1X 조건으로 첨가하여 총

20 μL를 되게 하여 10분간 방치시켰다. 6%의 non-

denature acrylamide gel을 만든 후 100 V에서 pre-

running 시키고, 위의 전사인자와 probe 결합액 전량

을 gel에 loading하여 150 V 1시간 전기 동하 다.

Gel을 건조시키고, X-ray film에 결합된 소식자를 확

인하 다.

3. Northern Hybridization

Total RNA를 분리하기 위하여 심장조직(50-100

mg)에 TRI reagent(MRC Co, U.S.A) 1 mL을 첨가

한 후 homogenizer(Polytron Co, U.S.A)를 이용하여

5,000 rpm 이상에서 30초 동안 분쇄하 다. 분쇄된

조직을 Eppendorf tube에 옮겨 상온에서 5분간 방치

한 다음 chloroform을 200 μL 첨가하여 교반한 다음

15분간 방치시켰다. 그 후 원심 분리하여 조직내의

DNA, 단백질 등을 제거하 다. 다시 상층액에 500

μL의 isoprophanol를 첨가하고 원심 분리하여 RNA

pellet을 획득하 다. RNA pellet에 75%의 ethanol(1

mL)을 첨가하여 세척 후 건조시킨 다음 DEPC(die-

thylpyrocarbonate; Sigma, USA)를 처리한 증류수에

용해시키고 -70℃에 보관하 다.

VEGF 및 IGF-I 발현을 검토하기 위해 total

RNA 20 μg에 formamide(10 μL), formaldehyde(4

μL), 10×gel running buffer(2 μL), ethidium bro-

mide(2 μL; 400 μg/mL)를 첨가하여 65℃에서 10분

간 변성시켰다. 얼음에서 5분 동안 방치한 후 2×

loading dye(20 μL)를 첨가하여 formaldehyde가 포

함된 1.2% agarose gel에서 15 V로 12시간 전기 동

하 다. 전기 동 후 agarose gel을 nylon mem-

brane에 전이시켜 실온에서 건조시킨 다음 cross-

linking(Ultraviolet cross-linker, Fisher Scientific

Co, USA)하여 hybridization에 이용할 때까지 실온

에 보관하 다.

VEGF와 IGF-I probe 표식은 template DNA 50

ng을 열 변성시킨 후 5× labelling buffer(Promega

Co, USA) 10 μL, 5 μM dNTP, 0.8 μg bovine se-

rum albumin(BSA), 50 μCi α-
32
P dCTP, DNA

polymerase I와 Klenow fragment 5 unit를 첨가하

여 실온에서 60분간 반응시켜 probe를 label화 시켰

다. Hybridization 용액 10 mL(5×SSC, 0.1% SDS,

5% dextran sulphate)을 65℃로 맞추고, RNA가

transfer된 membrane을 넣고 hybridizer에서 1시간

동안 pre-hybridization을 시켰다. 여기에 VEGF 및

IGF-I
32
P cDNA probe를 첨가한 다음 18시간 동안

hybridization을 시켰다. Membrane은 1×SSC와 0.1

% SDS solution이 함유된 세척액으로 65℃에서 세

척한 다음 건조하여 X-ray film(Kodak Co, Japan)

에 -70℃에서 72시간 동안 감광하 다.

4. 역 전사 중합효소연쇄 반응(reverse
transcription-PCR, RT-PCR) 및
Competitive-PCR

Total RNA의 분리는 위와 동일하게 수행하 으며,

RNA 3 μg을 65℃ 10분간 변성시키고 역 전사 효소

반응액을 첨가하여 cDNA를 제작하 다. 합성된

VEGF 및 IGF-I cDNA(10 μL)에 Taq-polymerase

효소 반응액을 첨가하고 VEGF cDNA에 특이적으로

반응하는 primer 5'-GAC CCT GGC TTT ACT

GCT-3'(sense)과 5'-AAT GCT TTC TCC GCT

CTG-3'(anti-sense)를 사용하 다. IGF-I cDNA에

특이적으로 반응하는 primer 5'-CAC AGG CTA

TGG CTC-3'(sense)과 5'-CTT CTG AGT CTT

GGG-3'(anti-sense)를 각각 1 μL(10 pM) 첨가하여

증폭한 후 2% agarose gel 상에서 발현 량을 조사하

다. 역 전사 반응 후 존재하는 VEGF mRNA를 정

량하기 위해 competitive PCR을 수행하 고, 필요로

하는 standard VEGF cDNA의 제작은 RT-PCR로

증폭된 432 bp의 중간부분 210 bp를 제거하 다.

Standard IGF cDNA의 제작은 RT-PCR로 증폭된

175 bp의 중간부분 53 bp를 제거하여 제작하 다. 각

각의 역 전사 산물 cDNA 10 μL와 제작된 standard

VEGF 및 IGF cDNA를 1 ng을 같은 PCR tube에

넣은 후 전 과정은 위의 RT-PCR과 같은 조건으로

중합효소연쇄 반응을 시켰으며, 증폭된 산물은 2%

agarose gel 상에서 발현 량을 조사하 다.

5. Western Hybridization

심장조직 100 mg 정도에 150 mM NaCl, 5 mM
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EDTA, 50 mM Tri-HCl(pH 8.0), 1%-NP 40, 1

mM aprotinin, 0.1 mM leupeptin, 1 mM pepstatin

가 함유된 용액을 1 mL 첨가한 후 분쇄한 다음

14,000 rpm에서 30 분 동안 원심 분리하 다. 단백질

(20 μg)은 10% SDS-polyacrylamide gels을 이용한

전기 동을 통해 변성된 후 polyvinyl difluoride

membrane에 전이시켰다. Membrane은 Phosphate-

buffered saline(PBS)에 5% skim milk가 첨가된 용

액에서 차단시키고, polyclonal anti-VEGF antibody

(Santacruz, CA)가 첨가된 용액에서 1시간 동안 반

응된 후 PBS에 0.1% tween-20이 함유된 용액에서

15분 동안 세척하 다. Membrane을 goat anti-rab-

bit IgG conjugated secondary antiboby가 첨가된

용액에서 1시간 동안 반응한 다음 Kodak 필름을 통

해 immunoreactive bands를 측정하 으며, bands의

상대적 강도는 densitometer(Sci-Scan, USB)를 통해

정량화 하 다.

결 과

1. 저산소증에 의해서 유도되는 심근 내
전사인자들의 변화

실험용 쥐에 저산소증을 유도 후 1시간부터 24시간

까지 저산소 상태 노출 후 경과 시간에 따른 심장의

핵 내에 변화되는 전사인자 NF-κB, AP-1, NF-

ATc, NKX-2.5를 EMSA로 분석하 다. 저산소증 유

도 1시간부터 심장의 핵 내에로 NF-κB의 이동에

따른 이 전사인자 NF-κB의 증가가 나타났는데 저산

소증 노출 시간으로 3시간과 6시간 동안 노출 경우에

가장 많은 발현이 나타났다(Fig. 1A). 이러한 NF-

κB의 저산소 노출시 증가된 핵 내 발현은 본 실험에

서 관찰한 최장시간인 24시간까지도 지속되는 결과를

보 다. 전사조절인자 AP-1은 c-Jun과 fos가 결합된

dimer의 단백질로 일반적으로 외부자극에 민감히 발

현되는 특징을 가지고 있는데 저산소증 노출 시 AP-

1 또한 지속적으로 핵 내에 발현되었다. 발생초기부터

심장에서 주로 발현하여 심장의 형성에 관여하는 전

사인자로 알려진 NF-ATc와 NKX-2.5의 핵 내 변화

를 역시 관찰하 다. 저산소증 유도 전에는 NF-ATc

의 핵 내 발현이 거의 없었고, NKX-2.5는 저산소 자

극 전에도 그 발현이 관찰되었다. 저산소증의 유도로

NF-ATc는 심장의 핵 내에서 급격히 증가되었으며

24시간까지 초기 발현 변화를 지속적으로 나타냈다.

그러나 NKX-2.5는 저산소증 유도에 따른 의의 있는

변화를 나타내지 않았다. NF-κB의 핵 내 이동을 억

제하기 위하여 IκB의 분해억제 작용이 보고된 di-

ethyl-dithiocarbamic acid(DDTC)를 사용하 는데,

저산소증 유도 15분 전에 실험 동물 복강 내로 DDTC

를 투여하 고 처치 후 6시간까지 NF-κB의 핵 내

이동을 관찰하 다. DDTC 투여 군은 6시간까지 핵

내의 NF-κB의 이동이 거의 없었다(Fig. 1B).

2. 저산소증에 의한 NF-κB 발현 및 VEGF와
IGF-I의 변화

저산소증에 대한 적응 반응으로 추정되는 심장의

NF-κB의 핵내 이동이 관찰되었다. 이러한 NF-κB

의 변화와 더불어 저산소증 상태에 노출 시 심장 보

호 기능을 할 것으로 예측되는 VEGF와 IGF-I의 발

현을 아울러 검토하 다. NF-κB의 핵 내 발현이 증

가되는 저산소증 실험 군과 DDTC 투여로 NF-κB

의 핵 내 발현이 억제된 실험 군에서 VEGF와 IGF-I

의 발현을 각각 측정하 다. 이들의 발현을 정량발현

의 정도를 측정할 수 있는 competitive-PCR로 확인

하 는데, VEGF는 저산소증 유도 후 1시간째부터 발

현이 나타났다. NF-κB의 핵 내 이동이 정점에 달하

Fig. 1. (A) Induction of nuclear factor kappa B
(NF-κB) activation according to the different
lengths of hypoxic exposure in heart muscle. The
expression of NF-κB was increased by hypoxic
stress. (B) Blocking of the NF-κB activation was
shown by pretreatment with diethyl-dithiocarbamic
acid(DDTC), a inhibitor of NF-κB.
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는 3시간에 VEGF의 발현이 증가되었으며 이러한 증

가가 12시간까지 지속되었다. 그러나 DDTC 전 처치

실험 군에서는 이러한 저산소증에 의한 VEGF의 발

현 증가가 나타나지 않았으며 오히려 감소하는 경향

을 보 다(Fig. 2A). IGF-I의 발현도 저산소증 시에

유도되었지만, DDTC 전 처치 실험 군에서는 상당히

감소하 다(Fig. 2B). 이상의 VEGF의 발현의 변화를

Northern hybridization과 단백질의 변화를 예측할

수 있는 Western hybridization으로 다시 확인하

다. Competitive-PCR과 동일하게 저산소증 군에서

VEGF mRNA와 protein 모두 발현이 증가되었으며

DDTC 전 처치 실험 군은 감소하 다(Fig. 3, 4).

고 찰

심 비대는 심장에 압력 또는 용적 과부하에 의해

초래되는 현상으로 여러 심 질환에서 관찰된다. 이러

한 심 비대 초래 시에 유도되는 각종 분자들에 대한

연구는 심장병과 관련된 분자기전의 연구모델이 될

수 있다. 심근에 대한 기계적 자극은 세포 내 여러 이

차 신호전달 체계를 활성화시키는데 이러한 활성화

과정은 성장인자 신호전달 체계와 유사하며 결국에는

신전(stretch) 자극에 의한 비후가 초래됨이 보고되었

다
8)
. 또한 비대 심장에 저산소증 상태를 부가할 때

Fig. 2. (A) Changes of vascular endothelial growth factor(VEGF) mRNA
expression by NF-κB activation according to the hypoxic exposure in
heart muscle. Increased VEGF expression in the hypoxic exposure was
shown. The expression was inhibited by pretreatment with diethyl-dicar-
bamic acid(DDTC). (B) Changes of insulin-like growth-I(IGF-I) mRNA
expression by NF-κB activation according to the hypoxic exposure.
Increased IGF-I expression in the hypoxic exposure was shown. The ex-
pression was inhibited by DDTC.

Fig. 3. Northern blot analysis of VEGF mRNA expression by NF-κB activation accord-
ing to the hypoxic exposure in heart muscle. Increased VEGF expression in the hypoxic
exposure was shown. The expression was inhibited by diethyl-dicarbamic acid(DDTC).
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심장의 발생 시 나타나는 일부 유전자가 재발현되어

이들이 심장 기능을 보호 할 것으로 추측되어진다
9)
.

본 연구에서는 저산소증으로 심장 세포 물질의 변화

를 유도하 는데 특히 NF-κB의 변화와 함께, 초기

심장의 발생과 관련 있는 전사인자인 NKX-2.5와

NF-ATc의 변화를 관찰하 다. 심 비대를 비롯하여

여러 질환 시에 NF-κB의 활성화는 나타난다. NF-

κB는 핵 내로 이동하여 여러 성장 인자와 lympho-

kine 등을 발현시키는 것으로 생각된다
4)
. Fig. 1에서

나타난 바와 같이 전사인자 NF-κB는 저산소증 노출

과 동시에 발현이 유도되었다. 이러한 NF-κB의 발

현이 심장의 보호기능과 관련된 유전인자들의 발현을

검증하 다.

전사인자 NF-AT는 활성화된 T 세포에서 lym-

phokines과 cytokines의 발현을 유도하는 유전자로

발견되었다
10)
. 이러한 NF-AT는 4개의 isotypes이 있

는데 심장 판막과 심실중격을 형성하는데 관여되는

isotype으로는 NF-ATc이 보고되고 있다
11, 12)
. 그런

데 현재까지 저산소증이나 심 비대와 관련하여 NF-

ATc의 발현에 관한 문헌상 보고는 없었다. 본 연구

결과에서는 저산소증에 의해 NF-ATc의 심장 내 발

현이 유도되고 본 실험의 최장 노출 시간인 저산소

자극 24시간까지도 이러한 NF-ATc의 심장 내 발현

이 지속적으로 유지됨을 나타냈다. NF-AT는 평상시

세포질에 phosphate 상태로 존재하며 외부적인 자극

에 세포질 내 calcium의 농도가 증가하면 calcineurin

의 dephosphrylation 활성이 유도되면서 핵 내로 이

동한다
13)
. 한편 Sussman 등

14)
에 의하면 이러한 cal-

cineurin의 작용을 방해하면 심장의 비대를 억제시킬

수 있다고 보고하 는데 이는 NF-AT가 심장 비대의

진행에 필수적인 여러 인자의 발현을 발현시키는 것으

로 가정 될 수 있다. NF-ATc의 knock out mouse가

심장 판막과 심실중격 형성 이상이 관찰되어 초기의

심장의 발생과정에 이러한 NF-ATc가 중요한 기능을

수행을 나타냄을 보 지만, 심 비대와 관련하여서는

NF-ATc의 작용의 억제가 관련됨이 가정되고 있다
12)
.

이를 증명하기 위해서는 NF-ATc의 핵 내 이동을 저

해시키면서 운동자극 등을 이용한 심 비대 유발 시

심장 내에 VEGF 등의 변화에 대한 연구가 필요할

것으로 사료된다. 한편 전사인자 NKX-2.5는 저산소

증 자극 전후에 그 발현의 변화가 없었다. 지금까지의

보고도 NKX-2.5의 발현은 심장 발생에 국한되어 있

으며, 특히 모든 척추동물에서 이 전사인자의 단백질

배열이 거의 일치하는 점으로 모든 척추동물에서 초기

심장 발생에 중요한 작용을 하는 것으로 인식된다
15)
.

이는 NKX-2.5가 급격한 심장의 변화 혹은 심 질환

등과 관련된 심장 내에서의 기능은 없는 것으로 여겨

진다. 다만 in vitro의 결과이지만 NKX-2.5가 α-

cardiac actin과 ANF의 발현에 관여하는 것이 보고

된 바 있어
16, 17)

이 인자가 심장의 항상성을 유지하는

기능에 관련되는 인자로도 추정된다. 저산소증과 관련

되어 발현의 변화가 나타나는 전사인자로 잘 알려진

인자로는 NF-κB이지만
2)
, 그 외의 전사조절 인자로

AP-1이 역시 알려져 있으며
18)
이러한 AP-1은 TGF-

β의 발현에 관여하는 것으로 예측된다
19)
. AP-1은 저

산소증 상태에서 특히 내피세포에 많은 작용이 예측

되며, 세포주기의 진행을 억제하는 기능을 보인다
19)
.

또한 심근세포에서 염증 상태 경우에 NO가 활성화되

며 이는 세포 자멸사를 유도시키는데 이때에 관여하

는 전사인자로 AP-1이 매개된다고 보고되고 있다
20)
.

따라서 심장에 대한 저산소 자극 시 AP-1은 세포 주

기의 진행을 억제하고 궁극적으로 자멸사 유도 분자의

발현에 작용하는 것으로 사료된다. 본 연구 결과에서

도 AP-1이 저산소증에 따른 발현유도가 관찰되었다.

저산소증 및 허혈성 자극은 심근세포 내 nitric ox-

ide(NO)의 생성을 유발하며 이어서 protein kinase C

Fig. 4. Western blot analysis of VEGF protein expression by NF-κB activation
according to the hypoxic exposure in heart muscle. Increased VEGF expression in
the hypoxic exposure was shown. The expression was inhibited by diethyl-dicar-
bamic acid(DDTC).
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(PKC)의 활성과 기타의 여러 kinase의 활성화가 유

도된다고 알려지고 있다
21, 22)
. NO의 활성과 여러 pro-

tein kinase의 활성화는 성장인자이며 조직을 보호하

는 VEGF와 IGF-I의 발현 증가를 유도하는데 결국

저산소증은 혈관의 구조 및 재생에 관여하는 분자의

발현을 유도하여, 이러한 VEGF의 발현으로 angio-

genesis와 vasculogenesis가 일어난다고 보고되고 있

다
6)
. 또한 저산소증 자극 시는 심근세포의 생존력 향

상을 위한 IGF-I의 발현을 유도하는데 이러한 발현

유도가 Akt/PKB 신호전달체계를 활성화하는 것으로

알려지고 있다
23)
. 본 연구 결과에서도 저산소증 자극

과 동시에 VEGF와 IGF-I의 발현이 유도되었다. 결국

저산소증은 VEGF의 발현을 촉진하고 심혈관 내피세

포의 remodeling을 유발시키는 것으로 사료된다. 따라

서 심장이 여러 자극으로부터 보호되는 신호체계는

NO를 경유하여 NF-κB의 활성이 유도되며, NF-κB

는 VEGF와 IGF-I 등을 발현시키며 이러한 심 기능

보호 기능 분자는 2차적으로 세포 생존력을 유지하는

Akt/PKB의 경로를 활성 시키는 것으로 추정된다.

한편 여러 자극에 대한 NF-κB의 심장 보호기능

에 대한 검증을 위해서 본 실험에서는 NF-κB의 핵

내로의 이동 저해제로 DDTC를 복강 내에 투여하면

서, 저산소증과 같은 심장 자극으로 인한 VEGF와

IGF-I 변화와 함께 NF-κB의 핵 내 발현과의 상호

관련성을 관찰하 다. DDTC 투여 군은 NF-κB의

핵 내 이동이 없었는데 이들 군에서는 IGF-I과

VEGF의 발현이 오히려 감소하 다. 결국 NF-κB

핵 내 활성은 VEGF와 IGF-I의 발현을 유도시켰으

며, DDTC 투여로 인한 NF-κB의 활성저해는 이들

분자의 발현을 감소시키는 결과를 얻었다. 따라서

NF-κB는 여러 자극에 의한 초기 심장을 보호하는데

중요한 작용을 하고 있음을 확인하 다. 그 동안 여러

질병과 관련하여 NF-κB의 활성은 보고되었으며, 질

병의 상황에서 NF-κB는 anti-apoptosis의 기능을

수행하는 것으로 인식되고 있다
4, 24)
. 또한 IGF가 심근

세포의 anti-apoptotic 인자로서의 기능을 수행하고

있음이 보고된 바 있다
23)
. 또 다른 성장인자의 하나인

VEGF는 주로 심혈관 내피세포에 국한되어 보고되고

있지만, 이 또한 Akt/PKB 경로를 경유하여 심근세포

의 생존력을 향상시켜 궁극적으로 VEGF의 심장 보

호 기능이 추정된다. 우리 몸의 여러 암 세포에서도

NF-κB의 활성을 저해하면 암세포의 전이와 침윤에

관련 분자인 VEGF의 발현이 저하되고 있음이 보고

되고 있다
25)
. 결국 저산소증 등의 자극 시 심장에서

NF-κB가 직접 VEGF와 IGF의 발현에 관여하는 것

으로 사료된다. 본 연구에서는 NF-κB의 활성과 관

련하여 세포간 접착인자나 cardiac-actin 등의 발현을

관찰하지 않았지만, 저산소증에 대한 심장의 보호기능

으로 NF-κB의 활성과 VEGF와 IGF-I의 발현이 중

요한 기능을 수행하는 기본적인 체계임을 추정할 수

있다.

요 약

목 적:전사인자 NF-κB는 스트레스 등으로부터

세포 자멸사를 조절하여 적응을 유지하는 기본적인

분자로 인식되고 있다. 저산소증 상태는 많은 심장병

에서 동반되는 병변으로 성장인자 VEGF와 IGF-I는

저산소증 시에 심장을 보호하는 작용을 할 것으로 추

측되고 있다. 본 연구에서는 저산소증과 같은 자극으

로부터 심장의 보호 기능이 추정된 NF-κB의 발현과

함께 VEGF와 IGF-I의 발현 연관성을 검토하여 분자

생물학적인 기전을 이해하고자 하 다.

방 법:실험동물로 Sprague Dawley rat을 이용하

여, 저산소 자극은 8%의 산소와 92% 질소를 hypox-

ic chamber로 관류시키며 유도하 다. 심장에 대한

저산소증 자극 후 심근세포로부터 측정 인자들과 관련

된 핵 내 단백질, 전단백질 그리고 mRNA를 분리하

다. 핵 내의 전사인자는 EMSA로 측정하 으며,

VEGF와 IGF-I의 발현은 competitive-PCR, West-

ern hybridization, Northern hybridization으로 확인

하 다. 또한 이러한 성장인자의 발현과 관련된 NF-

κB의 기능을 확인하기 위하여 NF-κB의 핵 내 이동

억제제인 DDTC를 전 처치로 복강 내 주사하여 그에

따른 VEGF 및 IGF-I의 발현 양상을 비교하 다.

결 과:저산소 자극 후에 심근 세포 내에 전사인자

NF-κB, AP-1, NF-ATc의 활성이 증가되었다.

VEGF와 IGF-I의 발현도 저산소증 자극 시 증가되었

지만, DDTC 전 처치에 의한 NF-κB의 핵 내 이동

차단 후 이들 인자의 발현은 의의 있게 감소하 다.

결 론:전사인자 NF-κB는 저산소증 상태에서 그

활성이 증가하고 저산소증 상태와 같은 심장에 대한

이상 자극 시 VEGF와 IGF-I의 발현을 증가시켜 심

장을 보호하는 것으로 추정된다.
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