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Sirtuin proteins have emerged as important modulators of several age-associated diseases. These in-
clude cancer and diabetes, as well as cardiovascular and neurodegenerative diseases. Among the sir-
tuin family members, SIRT2 mRNA is strongly expressed. To investigate the pathophysiological sig-
nificance of SIRT2 as a primary regulator of angiogenesis, we focused on the biological role of SIRT2
under hypoxic conditions, examining the gene expression pattern of sirtuin family members in human
umbilical vein endothelial cells (HUVECs). SIRT2 was expressed primarily in the cytoplasm, but it
was dynamically trans-localized in the nuclear by hypoxia stimuli. Interestingly, both SIRT2 and the
pro-angiogenic factor, VEGF, were up- regulated by hypoxia. A Matrigel assay demonstrated that the
HUVECs formed a tube-like structure under hypoxia. The SIRT2 inhibitor, AK-1, significantly de-
creased the tube-forming activity of the HUVECs under either normoxia or hypoxia conditions. These
findings suggest that SIRT2 might be a key regulator of angiogenesis.
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서 론

Silent Information Regulator-2 (SIR2)는 박테리아부터 식

물, 동물에 이르기까지, 다양한 종에서 생명을 연장하고 노화

를 지연시키는 효과가 있는 것으로 알려져 있다[7]. 포유류에

서는 sirtuin으로 명명되는데, sirtuin 단백질이 암, 당뇨병, 뇌

신경계 질환 같은 노화와 관련한 질병과 연관이 있다는 연구

결과들에 의해서 이들 단백질에 대한 관심이 증가하고 있다.

Sirtuin 단백질은 SIRT1-7의 총 7종이 보고되어 있고, 이 단백

질들은 중심부위에 NAD+-binging site와 catalytic domain을

가진다[6,10,21,22]. Sirtuin 단백질 중 SIRT1, 2, 3, 5는 NAD+

-dependent deacetylase, SIRT4와 6는 ADP-ribosyl-trans-

ferase로 작용하는 것으로 알려져 있으나, SIRT7의 기능에 대

해서는 아직 잘 알려져 있지 않다[1, 12, 13, 15, 20]

인체의 각 조직은 다양한 산소농도를 가지는데, 동맥혈의

경우 14%의 pO2를 유지하나, 대부분의 조직은 5% 이하의

pO2로 유지되고 있다[4]. 조직 내의 낮은 산소상태는

Hypoxia-inducible factors (HIFs)를 안정화시키고, 이 전사인

자에 의해서 혈관신생 성장인자(pro-angiogenic factor)들이

유도되며, 혈관신생(angiogenesis)이 촉진된다고 알려져 있다

[8,23,24]. Hypoxia에서의 Sirtuin 단백질에 대한 연구는 SIRT1

에 대한 결과가 보고되었는데, NAD+-dependent deacetylase

인 SIRT1은 HIF-1α의 transcriptional activity를 억제하고,

HIF-2α를 탈아세틸화 시켜 그것의 transcriptional activity를

증가시킴으로써 HIF-α의 발현을 조절하는 것으로 알려져 있

다[5,11].

본 연구에서는, HUVEC을 이용하여 hypoxia에 의한

Sirtuin 단백질의 발현 정도를 비교하고 가장 강하게 발현되는

SIRT2 단백질에 초점을 두고 실험하였다. 그리고 Hypoxia에

의한 SIRT2의 세포 내 발현양상과 혈관신생에 관여하는 성장

인자 발현을 확인하고, SIRT2 특이억제제인 AK-1을 사용하여

혈관형성능력의 변화를 조사함으로써 Hypoxia상태에서 증진

되는 혈관신생에서의 SIRT 기능을 밝히고자 하였다.

재료 및 방법

세포배양

인간 제대혈 유래의 혈관내피세포인 Human Umbilical

Vein Endothelial Cell (HUVEC)은 5% FBS가 포함된 EGM™

-2MV BulletKit™ (Lonza)에 100 μg/ml penicillin streptomy-

cin (Welgene)을 첨가하여 사용하였다. 세포는 1% gelatin

(sigma)로 코팅한 culture dish에 깔아 37℃, 5% CO2 배양기에
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Fig. 1. Morphological change of HUVEC under normoxia or hypoxia. HUVEC incubated under 5% CO2 incubator or 2% O2 hypoxia

chamber. After incubation for 18 hours, morphological change of hypoxic or normoxia conditioned HUVEC was examined

using microscopy (x40 magnification).

서 배양하였으며, 세포가 80~90% confluence가 되면 Trypsin-

EDTA (Welgene)을 처리하여 계대배양하였다.

Hypoxia유도실험

세포에 저산소 상태를 유발하기 위해서 50 μM의 CoCl2

(Sigma)나 100 μM의 DFO (Deferoxaminemesylate salt,

Sigma)를 처리하여 저산소 상태와 유사한 환경을 조성하거나,

2% O2, 5% CO2, 93% N2로 이루어진 혼합가스를 주입한 hypo-

xia chamber를 사용하였다.

RNA 추출 및 역전사 중합효소 연쇄반응(Reverse

Transcriptase-Polymerase Chain Reaction; RT-PCR)

RNA는 Trizol
®

(TAKARA)을 사용하여 분리하고 멸균한

3차 증류수에 녹여 사용하였다. cDNA합성은 PrimScript
™

1
st

strand cDNA Synthesis Kit (TAKARA)를 사용하여RNA 1 μg

을 포함하는 반응액으로 60분 동안 42℃에서 진행하였다.

HUVEC에서의 SIRT1-7의 발현은 TaKaRa Ex Taq™ (TAKARA)

를 이용하여 타겟 DNA를 합성하여 전기영동을 통해 확인하

였다.

면역조직화학염색 및 관찰

HUVEC을 6-well plate에 HUVEC을 2.5x104개로 심고 안정

화된 후, 100 μM의 CoCl2를 처리하여 24시간 배양하였다. 세

포를 phosphate buffered saline (PBS)로 3번 세척하고 2%

paraformaldehyde (Wako)에 5분간 반응시킨 후 PBS로 5분간

세척하고 0.1% Triton X-100 (Sigma)에 5분간 반응시켰다. an-

ti-SIRT2 (1:100; abcam)를 2% BSA가 첨가된 PBS 용액에 희석

하여 4℃에서 12시간 처리하고 PBS로 세척 후, 형광이 부착된

2차항체(1:200; anti-rabbit Alexafluor 488 anti-rabbit IgG, in-

vitrogen)를 상온에서 1시간 반응시켰다. 핵 염색을 위하여 상

온에서 1분간 4',6-diamidino-2-(DAPI; Invitrogen)를 반응시

켰다. 염색된 샘플은 형광현미경(Olympus)을 사용하여 관찰

하였다.

Matrigel을 이용한 저산소환경(hypoxia condition)에서

의 혈관튜브형성능력 비교실험

Matrigel Matrix (Becton Dickinson)를 96 well plate에 40

μl씩 넣어 37℃ CO2 incubator에서 30분 배양시켜 겔로 굳혔

다. Matrigel위에 10,000개의 HUVEC과 1%의 FBS를 포함한

EBM-2 배지 100 μl를 넣어 3시간 30분 배양하였다. Hypoxia는

hypoxia chamber를 이용하였으며, SIRT2 inhibitor인 AK-1

(3-(azepan-1-ylsulfonyl)-N-(3-nitrophenyl) benzamide, Cal-

biochem)을 10 μM 처리하였다. HUVEC의 혈관형성능력은

Image J 프로그램을 사용하여, 세포의 길이를 측정하고 Excel

로 통계처리 하였다.

결 과

저산소상태에서의 인간 제대혈 유래의 혈관내피세포

(HUVEC)의 세포형태

Hypoxia에 의해 세포의 성장(growth), 부착(attachment),

증식(proliferation) 능력이 증진된다는 보고를 바탕으로, 먼저

HUVEC을 hypoxia 상태에서 배양하였을때, 세포의 형태를

확인하였다. 광학현미경으로 관찰한 결과, 정상산소상태

(normoxia)에서 보다 hypoxia chamber에서 18시간 배양한 세

포의 부착능력과 세포상태가 더 양호하였다(Fig. 1).

저산소상태에서의 HUVEC세포의 SIRT family member

의 발현

Hypoxia에 의해 인간 제대혈 유래의 혈관내피세포에서의
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Fig. 3. Trans-localization of SIRT2 by hypoxia. HUVEC were cultured under normoxia for 24 hours with or without CoCl2 50 μM.

CoCl2 induced hypoxia-mimic condition in the cells. Representative immunofluorescence of SIRT2 (Green) in HUVEC. SIRT2

expressed in the cytoplasm under normoxia (A-C), but translocalized into nucleus by hypoxic signals (D-F).

SIRT family member의 발현을 확인하기 위해서, hypoxia 상

태에서 4시간 배양한 세포에서의 SIRT family의 mRNA 발현

을 측정한 결과, hypoxia상태의 HUVEC에서 SIRT1-5가 발현

되며, SIRT1, 3, 4는 SIRT2, 5에 비해 현저하게 약하게 발현됨

을 확인하였다. 그 중 SIRT2의 mRNA 발현이 가장 강한 것을

확인할 수 있었다(Fig. 2). 이 사실을 바탕으로 하여, hypoxia와

SIRT2의 연관성을 알아보고자 다음의 실험을 진행하였다.

저산소상태에서의 SIRT2의 핵 내 이동현상

SIRT2 단백질은 주로 세포질 내에 존재하며, 세포주기에

의존하여 세포분열의 간기(interphase)와 유사분열(mitosis)동

안에 핵 내로 이동한다고 보고되었다[15, 16]. 이러한 연구결과

들을 바탕으로 hypoxia에 의해 SIRT2 단백질이 세포질에서

핵 내로 이동하는지 확인하기 위하여, CoCl2를 50 μM의 농도

로 처리하여 hypoxia와 유사한 상태를 HUVEC에 주어 24시

간 배양하였다. 그리고 면역조직화학염색법을 이용하여

Fig. 2. mRNA expression of SIRT family members in HUVEC.

HUVEC were cultured under hypoxia chamber for 4

hours. The mRNA expression pattern of SIRTs (1-7) was

analyzed by RT-PCR.

SIRT2가 세포 내에 발현되는 위치를 확인한 결과, Normoxia

에서는 SIRT2가 세포질에서 발현되었으나, Hypoxia에 의해

세포질에 위치해 있던 SIRT2가 핵 내로 이동된 것을 확인하였

다(Fig. 3).

저산소상태에서의 SIRT2 발현과 혈관신생성장인자의 발현

증가

기존의 연구들은 Hypoxia가 HIF-1α를 안정화시키고, 안정

화된 HIF-1α에 의해 혈관신생성장인자의 발현을 유도하여 혈

관신생을 일으킴을 보고하였다. 이러한 결과들을 바탕으로 하

여 Hypoxia에의해 HUVEC에서 SIRT2와 혈관신생성장인자

가 유도되는지를 mRNA발현을 확인하였다. DFO를 100 μM

의 농도로 처리하여 세포에 hypoxia를 유도하여 24시간 배양

한 결과, 기존 연구결과와 마찬가지로 hypoxia에 의해 HIF-1α

의 mRNA발현이 강하게 증가하였다(Fig. 4).

SIRT2 억제제에 의한 HUVEC의 혈관튜브형성능력 감소

Fig. 4에서 Hypoxia에 의해 SIRT2와 VEGF의 발현이 증가

한 사실을 바탕으로 하여, SIRT2의 발현에 의해서 혈관신생이

조절되는지 알아보기 위하여, Matrigel assay를 수행하였다.

Matrigel에 HUVEC을 심고, SIRT2 억제제인 AK-1을 10 μM을

배지에 처리하여 normoxia와 hypoxia chamber를 이용한 hy-

poxia상태에서 3시간 30분을 배양하였다. 그 결과, normoxia

배양에서 보다 hypoxia배양에 의해 HUVEC의 혈관튜브형성

능력이 현저하게 증가한 것을 관찰하였으며, 산소농도가 다른
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Fig. 5. Inhibitory tubular formation activity of HUVEC by SIRT2 inhibitor, AK-1. HUVEC were cultured on matrigel matrix under

normoxia or hypoxia for 3 hours with or without AK-1 (SIRT2 inhibitor, 10 μM). The images show tube like structure (x40

magnification). Quantitative analysis measured tube length using Image J program. * p<0.05 vs. normoxia, ** p<0.01 vs.

normoxia,
##p<0.01 vs. hypoxia. n=3.

Fig. 4. Enhanced expression of SIRT2 and VEGF by hypoxia.

HUVEC were cultured in condition of normoxia for 24

hours with or without DFO 100 μM. DFO can induce

hypoxia-mimic condition in the cells. Hypoxia up-regu-

lated HIF-1α, SIRT2, and pro-angiogenic factor, VEGF.

두 배양조건에 SIRT2 억제제인 AK-1을 처리하였을 때 모두

HUVEC의 혈관튜브형성능력이 감소됨을 관찰하였다(Fig. 5).

이를 통해서 SIRT2의 발현억제를 통해서 HUVEC의 혈관형성

능력이 억제됨을 확인하였다.

고 찰

Sirtuin family 단백질은 암, 당뇨, 심혈관 질환, 뇌신경계

질환과 같은 노화와 연관된 질병들의 발병에 중요한 역할을

하는 것으로 알려져 있다[2, 3, 9, 13, 14, 18, 19]. Sirtuin 단백질

중 SIRT2 단백질은 파킨슨병과 같은 퇴행성 신경질환의 치료

제로, 이 단백질의 억제제를 사용할 수 있음을 보고한 연구결

과가 있다[17]. 또한, SIRT2가 세포주기 진행을 조절하고, α

-tubulin을 디아세틸화시킨다는 보고가 있다[15]. 최근 SIRT2

억제제를 분석한 논문에서는 SIRT2 유전자 억제와 약물을 이

용한 발현억제를 통해서 세포배양 동안 쌓이는 α-synuclein

독성을 줄여줌을 보고하였다[17]. 하지만 혈관형성과정에서의

SIRT family의 발현양상과 그 기능에 대해서는 알려진 바가

없어 본 연구에서는 혈관내피세포인 HUVEC을 이용하여

Hypoxia에서의 sirtuin family의 발현확인을 통해, 혈관형성

과정에서의 SIRT 단백질의 역할을 규명하고자 하였다.

HUVEC에 hypoxia 자극을 주어 7가지의 SIRT family 단백질

의 발현양상을 확인한 결과, Hypoxia에 의해서 SIRT family

단백질 중 SIRT2가 가장 강하게 발현이 되었다(Fig. 2). 이 결과

를 바탕으로 하여 Hypoxia 상태에서의 SIRT2의 기능을 밝히

고자 면역조직화학염색을 사용하여 SIRT2의 세포 내 발현양

상을 관찰하였다. 정상산소상태에서의 SIRT2는 대부분 세포

질에 존재하고 있으나, hypoxia에 의해서 SIRT 단백질이 핵
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내로 이동이 일어남을 확인할 수 있었다(Fig. 3). SIRT2 단백질

은 세포질에 주로 발현되며, 이는 binding partner인 미세소관

디아세틸화효소(microtubule deacetylase)인 HDAC6과 결합

하여, 미세소관(microtubule)과 co-localization 되어있고 미세

소관의 디아세틸화는 세포의 이동(migration)에 중요한 역할

을 하는 것으로 보고되어 있다[15]. Fig. 4와 5의 실험결과에서

hypoxia 자극에 의해 안정화된 HIF-1α가 SIRT2의 발현을 증

가시켜 HUVEC의 tube formation 능력이 증가됨을 관찰할

수 있었다. 하지만 SIRT2 억제제인 AK-1을 처리한 HUVEC에

서는 normoxia와 hypoxia 상태 모두에서 혈관형성능력이 현

저하게 감소되었다. 이전 결과들과 본 연구결과를 종합해보

면, 미세소관 디아세틸화효소인 SIRT2 단백질은 hypoxia에 의

해서 발현이 증가되고, SIRT2 발현증가에 의해 HUVEC의 혈

관형성능력이 증가되며, SIRT2 발현억제에 의해 혈관튜브형

성능력이 감소됨을 알 수 있다. 본 실험결과는 시험관 내의

현상을 관찰한 것으로 앞으로 어떤 신호분자인자가 관여되며,

이런 현상 이 실제로 혈관신생 과정에서 어떤 의미를 가지는

지를 고찰할 필요가 있다. 본 연구결과를 통하여 혈관신생을

조절하는 SIRT2의 새로운 역할의 가능성과 암 혈관신생 및

다양한 여러 혈관관련 질환에서의 역할에 대한 기초적인 단서

를 제공하는데 의의가 있다.
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