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국문초록

배경: 비만 환자의 지방조직에서는 흔히 대식세포의 침윤이 관찰되며,

그 중 전염증성 특징을 가진 M1 대식세포 분극화가 항염증성 M2 대식

세포의 분극화보다 두드러짐이 최근 보고되고 있다. 이에 비만형 당뇨병

환자에서 비만수술 중 얻어진 내장지방을 통하여 M1 대식세포의 분극화

양상과 염증반응을 비만이면서 당뇨병을 동반하지 않은 환자와 비교해

분석해보고 수술 전 예측인자로서 M1 분극화의 가능성을 모색해 보고자

한다.

방법: 연구대상자는 실험군(체질량지수 30 kg/m2 이상의 비만이면서

당뇨병을 동반한 환자), 대조군1 (체질량지수 30 kg/m2 이상의 비만이면

서 당뇨병을 동반하지 않은 환자), 대조군2 (정상 체중의 당뇨병을 동반

한 조기위암 환자), 대조군3 (정상 체중의 당뇨병을 동반하지 않은 조기

위암 환자)으로 정하였다. 비만대사수술 또는 위암수술 중 얻어지는 내

장지방조직에서 stromal vascular fraction (SVF)세포를 분리하여 유세

포분석을 통한 M1, M2 분극화 양상을 분석하고, 면역조직화학검사를 통

한 대식세포 숫자 및 crown like structures (CLS)를 확인하였으며, 실시

간 중합효소연쇄반응법을 통하여 M1 대식세포 연관 유전자(NOS2,

PELI1)와 M2 대식세포 연관 유전자(ARG1)를 측정하였다. 각 군에서 혈

액검사를 실시하여 염증지표(백혈구 수, 중성구 수, 림프구 수, C-반응성

단백)을 측정하고, 컴퓨터 단층촬영을 통하여 내장지방량, 피하지방량을

측정하였다. 실험군에서 기존의 수술임상지표 및 수술 전, 수술 3개월 후

당화혈색소를 측정하여 차이값을 구하고, 수술 전 내장지방의 M1 대식
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세포와의 연관성을 확인하였다.

결과: 실험군 12명, 대조군1 8명, 대조군2 3명, 대조군3 11명이 등록되

었다. 유세포분석 결과 대식세포는 실험군에서 대조군에 비해 유의하게

증가되어 있었다(5.77±2.49, P=0.0032). 면역조직화학검사 결과, 대식세포

및 CLS 개수는 실험군에서 대조군들에 비해 유의하게 증가되어 있었다

(2.71±1.7, P<0.0001). 실험군에서 실시간 중합효소연쇄반응에서 M2

gene (ARG1)이 유의하게 낮게 나타났고(P=0.0085), 혈액검사에서는 실

험군에서 백혈구 수(9.51±1.82, P=0.0009), 중성구 수(603.21±154.52,

P=0.0047), 림프구 수(258.14±69.13, P=0.0020)가 유의하게 높게 나타났

다. 컴퓨터 단층촬영에서는 실험군에서 내장지방량(23.39±7.25,

P<0.0001)이 유의하게 높게 나타났다. M1 분극화와 수술 후 3개월 당화

혈색소의 감소 폭은 유의한 양의 상관 관계를 보였다(R=0.9048,

P=0.0020).

결론: 비만형 당뇨병 환자의 내장지방에서 비만이면서 당뇨병을 동반하

지 않은 환자에 비해서 염증반응 및 M1 대식세포 분극화 양상이 유의하

게 높게 확인되었다. 비만 환자에서, 비만으로 인한 지방조직의 M1 분극

화 및 염증반응이 당뇨병과의 관련이 있음을 확인하였고, 비만수술의 결

과에 대한 예측인자로서 M1 분극화의 가능성을 제시하였다.

핵심어: 비만, 당뇨병, 비만수술, 대사수술, 당뇨병수술, 대식세포, M1분

극화, 유세포분석, 염증, 내장지방, 내장지방 피하지방 비율

학번: 2012-30783
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서론

당뇨병은 전 세계적으로 인류의 건강을 위협하는 중요한 질병이다 (1).

세계당뇨병연맹(International Diabetes Federation)의 발표를 보면 전 세

계적으로 당뇨병은 급속하게 증가하고 있으며, 그로 인한 개인적, 사회적

부담도 증가하여 당뇨병을 예방하고 치료하기 위한 노력이 전 세계적으

로 급속하게 이루어져야 한다고 보고하고 있다(2-3). 한편 서구와 달리

우리나라를 포함한 동양권의 제2형 당뇨병 환자는 고도비만이 동반된 경

우가 많지 않고, 인슐린 분비능의 감소가 심하며, 조기에 발병하고, 합병

증이 많이 나타나는 것이 특징이라고 할 수 있다(4-5). 국내에서 당뇨병

은 2017년 사망원인 순위에서 악성 신생물, 심장 질환, 뇌혈관질환, 폐렴,

고의적 자해에 이어 6번째를 차지하고 있고(6), 대한당뇨병학회에 따르면

2018년 당뇨병 유병율은 30세 이상 성인 7명 중의 1명 꼴로(13.8%), 당

뇨병 전단계인 공복혈당장애 유병률까지 합친다면 30세 이상 성인 4명중

의 1명 꼴로(26.9%), 당뇨병으로 인한 사회적 의료비 역시 크게 증가하

고 있다. 한편 당뇨병 유병자 중 절반(53.2%)의 환자에서 체질량지수가

25 kg/m2이상이었고 그중 체질량지수 30 kg/m2이상이 11.7%였다(7).

당뇨병의 치료로는 크게 내과적인 약물치료와 수술적인 치료로 나눌

수 있다. 최근 비만수술은 제2형 당뇨병이 있는 비만 환자에 치료 대안

으로 관심을 끌고 있는데 당뇨병 관해를 동반하는 당개선 효과를 보여주

고 있기 때문이다(8). 2019년 미국당뇨병협회(American diabetes

association)에서는 체질량 지수 35 kg/m2이상이면서 적절한 체중감소와

비수술적 치료에도 개선이 없는 경우 또는 체질량 지수가 30 kg/m2이상
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인 경우 수술적 치료가 제2형 당뇨병의 치료로 권고하고 있다(9). 국내

에서도 2019년부터 건강보험적용이 확대되어 체질량 지수 35 kg/m2이상

이거나 30 kg/m2이상이면서 당뇨병이 있는 경우에는 수술적 치료에 건

강보험혜택을 받을 수 있게 되었다(10).

대부분의 환자에서 효과를 보여주는 비만수술과는 달리 당뇨병 개선을

위한 비만대사수술은 비만 환자에서도 그 효과가 일관적이지 않고 때로

는 정상체중 환자에서도 당뇨병 조절 효과를 보는 경우가 있는데 그에

대한 기전은 아직 밝혀진 바가 없다. 기존 연구에 따르면 제2형 당뇨병

의 25%에서 65%의 환자들이 비만대사수술 후에 당뇨병 관해를 경험하

지 못했다고 보고하고 있다(11,12). 이에 임상적으로 비만대사수술 후 당

뇨병 치료에 효과를 예측하기 위한 다양한 방법들이 시도되어 왔는데 대

표적으로 ABCD 스코어, DiaRem 스코어, Ad-DiaRem 스코어,

Indivisualized metabolic surgery (IMS) 스코어, 등의 임상지표를 이용해

서 대사수술의 당뇨병관해 가능성을 예측하고 있다. ABCD score는 나

이, 체질량지수, C-펩타이드(C-peptide), 당뇨병의 이환기간 4가지 요소

의 전체 점수를 더하여 점수가 높을수록 수술 후 예후가 좋을 것으로 판

단한다(13). DiaRem 스코어는 나이, 당화혈색소, 인슐린치료 여부, 경구

당뇨병치료제 복용에 따른 점수를 합산하며(14), Ad-DiaRem 스코어는

Dia-Rem 스코어에 경구 당뇨병 약제 복용 개수, 당뇨병의 이환기간등의

요소를 추가하여 계산하는데 점수의 체계가 DiaRem 스코어와는 차이가

있다(15). IMS 스코어는 수술 전 당뇨병약 개수, 수술 전 인슐린 사용,

수술 전 당뇨병의 이환기간으로 점수를 합산한다(16). ABCD 스코어와는

달리 IMS, DiaRem과 Ad-DiaRem 스코어는 점수가 높을수록 수술 예후

가 나쁨을 나타낸다. 이러한 예측방법들은 당뇨병과 관련되어 알려진 몇

가지 임상지표의 점수를 합하여 보는 것으로 수술 후 당뇨병 관해와 어
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느 정도 관련성은 있으나 정확도에 있어서는 아직 논의 중에 있다

(17-19). 최근에는 수술성공 여부에 대한 예측을 위해서 기존의 임상스

코어 뿐 아니라 생체표지자들이 연구되고 있는데, Ceperuelo-Mallafre 등

(20)은 비만대사수술 후 당뇨병 관해에 대한 생체표지자로서 혈액내

succinate 기저 수치의 가능성을 언급하였고, Ha 등(21)은 당뇨병과 관

련된 amino acid metabolites (AAM)가 대사수술 후 제2형 당뇨병 관해

의 예측에 기존의 임상예측모델보다 더 효과적임을 보여주었다.

인슐린 저항성은 제2형 당뇨병 환자의 대부분에서 특징적이고 공통적

으로 관찰되며(22-24), 전향적 연구에서 인슐린 저항성이 제2형 당뇨병

발생의 가장 강력한 예측인자이다(25). 제2형 당뇨병 및 대사증후군은

비만인구의 증가와 밀접한 상관관계를 보이며 인슐린 저항성을 나타낸

다. 비만은 인슐린 저항성을 악화시키며 당뇨병의 위험을 증가시킨다

(26).

비만환자에서 지방조직 내에 염증세포 특히 대식세포의 침윤이 두드러

지며 만성적으로 낮은 수준의 염증상태를 보이며 이는 전신적인 인슐린

저항성을 촉진한다(27-29). 지방조직 대식세포(adipose tissue

macrophages, ATMs)는 M1 (classically, inflammatory)과 M2

(alternative, anti-inflammatory) 분극화(polarization)가 이루어지는데

(30-31) 비만인의 지방조직의 경우 M1 분극화, 마른 사람의 지방조직에

서는 M2 분극화의 특징을 보인다(32). M1 대식세포는 TNF-α, IL-6,

iNOS 등의 염증성 사이토카인을 분비하며 전염증성 특징을 보이는 반면

M2 대식세포는 IL-10등을 분비하며 항염증성 특징을 보인다(33). 기존

연구에서 M1 대식세포의 분극화는 PELI1이 IRF5와의 상호작용을 통하

여 핵 속으로 이동함으로 염증반응과 함께 유도된다는 것은 확인한 바

있다. 이 연구에서 비만한 사람의 지방조직의 대식세포에서 PELI1의 발
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현이 증가되어 있음을 확인할 수 있었고 PELI1은 M1 분극화를 유발하

는 염증유발인자로 확인되었다(34).

비만 환자에서 대식세포의 침윤 및 M1 분극화가 보고되고 있지만, 동

물실험이 아닌 사람 연구에서 비만형 당뇨병 환자의 M1 분극화가 밝혀

진 적은 없다. 당뇨병 발생의 주요기전이 췌장의 베타세포 파괴로 인한

인슐린 분비능 저하와 근육 및 지방조직 등 말초조직에서 인슐린 저항성

이 높아진 점을 감안하면, 비만에서 인슐린 저항성을 유발하는 염증반응

과 M1 분극화 양상은 당뇨병이 없는 비만 환자와 비교하여 비만형 당뇨

병 환자에서 다르게 나타날 것이라고 예측해 볼 수 있다. 또한 이와 같

은 M1 분극화가 비만형 당뇨병 환자의 인슐린 저항성을 높이는데 관여

를 한다면, 비만대사수술 후 당뇨병 호전을 예측하는 인자로서 작용할

가능성이 있다고 생각된다.

연구 목적

비만 환자에서 나타나는 지방조직의 만성 염증과 M1 대식세포의 분극

화 양상이 비만형 당뇨병 환자에서 당뇨병의 발생 및 악화와 관련이 있

을 것으로 생각된다. 따라서 비만형 당뇨병 환자에서 염증반응과 M1 대

식세포의 분극화 양상을 비만이면서 당뇨병이 없는 환자와 비교하여 분

석하고, 당뇨병 개선의 예측인자로서의 M1 분극화의 가능성을 살펴보고

자 하였다.
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연구 방법

환자수집 및 분석

서울대학교병원에서 2019년 11월부터 2020년 8월까지 체질량지수 30

kg/m2 이상인 병적 비만으로 비만대사수술을 받거나, 조기위암으로 진단

되어 위절제술을 받을 정상 체중 환자를 대상으로 하였다. 조기위암 환

자의 경우 위점막 절제술과 같이 염증을 유발할 수 있는 처치가 시행되

지 않은 환자를 대상으로 하였다. 또한, 위암이 T2 이상이거나 림프절

전이 또는 선행화학요법이 이루어진 환자는 연구 대상에서 제외시켰다.

환자의 신장과 체중은 입원 시에 측정하였으며, 제2형 당뇨병의 이환기

간, 당뇨병 약 투약 여부는 전자의무기록에서 확인하였다.

본 연구는 총 네 개의 군으로 진행되었다(실험군, 대조군1-3). 실험군

은 비만형(체질량지수 >30 kg/m2) 당뇨병 환자, 대조군1은 비만형(체질

량지수 >30 kg/m2) 비당뇨병 환자로, 실험군과 대조군1은 비만대사수술

을 받을 예정인 환자로 구성되었다. 대조군2은 정상체중(체질량지수

18.5-24.9 kg/m2)의 당뇨병 환자, 대조군3은 정상체중(체질량지수

18.5-24.9 kg/m2)의 비당뇨병 환자로, 조기위암을 진단받고, 선행치료가

시행되지 않았으며, 근치적 위절제술을 받을 예정인 환자로 구성되었다.

내장지방 조직은 비만대사수술 또는 위암수술 중 제거되는 대망

(greater omentum)에서 얻었다.

이 연구는 세계 의사회의 권고와 헬싱키 선언을 준수하였으며, 모든

연구대상자로부터 동의서를 받아 진행되었다. 이 연구는 서울대학교병원
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연구윤리 심의위원회(the Institutional Review Board)의 승인을 받았다

(1909-061-1064).

혈액검사

모든 참여 환자는 12시간 이상 공복 상태에서 채혈하여 측정하였다.

당뇨병 관련인자로 공복혈당, 혈청 인슐린 농도, 당화혈색소, C-펩타이드

를 측정하였다. 이외에 염증관련 인자로, 백혈구 수, 중성구 수, 림프구

수, 단구 수를 측정하고 백혈구 관련 지표인 중성구 림프구 비율

(Neutorphil lymphocyte ratio, NLR)값을 구하였다. 중성구 림프구 비율

은 중성구 수를 림프구 수로 나누어 산출하였고 C-반응성단백

(C-reactive protein, CRP)도 함께 측정하였다.

Stromal vascular fraction (SVF)세포 분리

연구대상자로부터 적출된 지방 조직을 멸균된 가위를 이용하여 작은

절편으로 자른 후 collagenase 0.1% w/v (Worthington Industries,

USA)가 첨가된 RPMI 1640을 넣어 37˚C 진탕 배양기에서 60분간 반응

시켰다. 150 µm strainer (pluriSelect, Leipzig, Germany)을 이용하여 걸

러준 후 4˚C, 2000 rpm에서 5분간 원심분리하여 상층액을 버리고

stromal vascular fraction (SVF) 세포를 얻었다. 멸균된 DPBS를 이용하

여 재부유시킨 후 70 µm cell strainer (SPL Life Sciences, South

Korea)을 이용하여 거른 다음 4˚C, 2000 rpm에서 5분 간 원심분리하였

다. 원심분리 후 상층액은 버리고 남은 SVF 세포에 RBC lysis solution

(QIAZEN, Germany)을 첨가 후 10분간 상온에서 incubation 시켰으며

그 후 4˚C, 2000 rpm에서 5분간 원심분리하였다. 멸균된 DPBS로 재부

유시킨 후 FACS tube (Falcon, Glendale, AZ, USA)의 cell strainer cap
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에 거른 SVF 세포는 -80°C에 보관하였다.

유세포분석

지방에서 유래된 SVF 세포에 각각 Alexa Fluor 700이 접합된

anti-human CD45 (면역세포 표지자, BD, USA), FITC이 접합된

anti-human CD14 (대식세포 표지자, BD, USA), PE-Cy7이 접합된

mouse anti-human CD11c (M1 표지자, BD, USA), PE가 접합된

anti-human CD163 (M2 표지자, BD, USA)를 4°C에서 30분간 반응시켰

다 (35). 1% FBS가 첨가된 DPBS로 1회 수세 후에 BD FACS Canto™

Flow Cytometer (BD Biosciences, Bergen County, NJ, USA)로 측정하

였으며 FACS 데이터는 BD FACS Diva software (BD Biosciences)를

이용하여 분석하였다.

면역조직화학검사

지방 조직을 10% formalin에 고정한 후 파라핀 블록을 제작하였다. 파

라핀포매를 이용하여 파라핀 블록을 4 µm 두께의 절편으로 잘라 각각

hematoxylin과 anti-human CD68 항체를 염색하여 병리학적 분석 및 면

역조직화학검사법을 시행하였다. 슬라이드 내의 지방조직에서 무작위하

게 최소 2군데 이상을 선정하여 고배율(400X)에서 CLS의 개수를 산출하

였다.

대식세포의 정확한 식별을 위해 CD68 양성 세포는 CLS 분석과 동일

한 방법으로 진행되었으며, 1차 항체는 anti-human CD68 항체(DAKO,

mouse mAb, cat no:M0876)에 염색하였고 항체 diluent로 GBI Labs

diluent (#E09-500)이 사용되었다.
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RNA분리, cDNA 합성, 및 실시간 중합효소연쇄반응

(qRT-PCR)

지방으로부터 유래된 SVF 세포에 TRIzol 시약을 처리하여 RNA를 추

출하였으며 complementary DNA는 TOPscript™ cDNA Synthesis kit

(Enzynomics, South Korea)을 이용하여 합성하였다. RNA 정량은

NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, Madison, WI, USA)을 이용

하였다. Real-time PCR은 TaqMan™ Fast Advanced Master Mix

(Applied Biosystems)와 TaqMan™ Gene Expression Assay (Applied

Biosystems: human NOS2 (Hs01075529_m1), ARG1 (Hs00163660_m1),

PELI1 (Hs00900505_m1), GAPDH (Hs99999905_m1))를 이용하여

StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster

City, CA, USA)로 진행하였다. 유전자 발현 정도는 세포유지 유전자

(housekeeping gene)인 GAPDH의 발현 값으로 정규화하였다.

내장지방량과 피하지방량 측정 및 내장지방 피하지방

비율

지방량은 환자의 복부 및 골반의 컴퓨터 단층촬영 중 portal phase를

가공하여 Medip software (Medicalipceo, Seoul, Korea)로 측정하였다.

컴퓨터 단층촬영의 두 개의 층을 선택하였고, 선택한 지점은 L3와 L4의

중간이다. Hounsfield units (HU)값을 -250에서 -50으로 설정하여 지방

분획을 진행한 후, 요추 근육과 장 안쪽까지 잡힌 부분은 매뉴얼로 수정

하여 총 지방량 값을 구하였다. 총지방량에서 내장지방량을 제외하여 피

하지방량을 구했다. 각각의 값을 [2(층수) X a (컴퓨터단층촬영 컷 mm)]
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로 나누어 면적 값을 구하였다(36). 내장지방 피하지방 비율 (visceral

subcutaneous fat ratio, VSR)은 내장지방량을 피하지방량으로 나누어

산출하였다(Figure 1).

인슐린 저항성평가

인슐린 저항성(HOMA-IR)에 대한 항상성 모델 평가는 다음과 같이

계산했다. HOMA-IR = (공복 인슐린 [µU/mL] x 공복 혈당

[mg/dL])/405 (37).

통계분석

결과 값은 Kruskal-Wallis test로 평가되었으며 유의 수준 P<0.05에서

연구 그룹 간의 차이를 발견했다. 또한 Kruskal-Wallis test 결과 유의한

변수에 대해 어떤 군에서 차이가 있었는지 확인하기 위해 사후분석을 수

행하였다. 사후분석은 Wilcoxon Rank sum test로 진행하였으며 다중 검

정으로 인한 1종 오류 증가를 보정 해 주기 위해 0.05가 아닌

0.05/6=0.008과 비교하였다. 상관관계분석에서는 스피어만 상관분석기법

(Spearman correlation)을 사용하였다. 모든 계산은 Prism 7.0

(GraphPad, San Diego, CA, USA)을 이용하였다.
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Figure 1. Computed tomography images of subcutaneous and

visceral fat areas. (A) Native image (B) Total fat volume (C)

Subcutaneous fat area (D) Visceral fat area.
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결과

환자군 특성

총 34명의 환자가 등록되었다. 실험군(비만형 당뇨병 환자) 12명, 대조

군1 (비만형 비당뇨병 환자) 8명, 대조군2 (정상 체중의 당뇨병 환자) 3

명, 대조군3 (정상 체중의 비당뇨병 환자) 11명이 등록되었다. 환자군의

특성은 Table 1과 같다.

유세포분석

수술 중 얻어진 지방 조직을 이용하여 유세포분석을 통하여 각각의 군

에서 SVF 세포 중의 대식세포가 차지하는 비율을 보고, 그 중 전염증성

특징을 보이는 M1 대식세포와 항염증성 특징을 가지는 M2 대식세포의

분극화와, 그리고 M1 M2 비율(M1/M2)를 조사하였다. SVF 세포 중의

대식세포의 %는 실험군이 5.8±2.5%으로 가장 높았고 다음으로 대조군1,

대조군2, 대조군3에서 5.3±1.2%, 2.8±1.2%, 3.0±1.0%를 보였으며, 실험군

의 대식세포 상승은 다른 군과 비교하여 통계적으로 유의하였다

(P-value=0.0032). 대식세포(% of SVF 세포)는 비만 환자군인 실험군에

서 정상 체중인 대조군2, 대조군3 (P-value=0.0056)에 비해서 높은 수치

를 보였고, 역시 비만을 동반한 대조군1에서도 대조군2

(P-value=0.0408), 대조군3 (P-value=0.0025)보다 높았다.

대식세포 중의 M1 값은 각각 36.8±16.7%, 28.5±18.5%, 28.5±18.5%,

37.1±17.8% (P-value=0.0563)를, M2 값은 각각 17.3±11.4%, 34.2±14.2%,
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21.6±2.3%, 26.5±14.5% (P-value=0.0258)를 보였다. 전염증성의 특징을

보이는 M1 대식세포는 실험군에서 대조군1보다 높았고, 또한 대조군2,

대조군3에 비해 가장 높은 수치를 나타냈다. 한편 항염증성을 나타내는

M2 대식세포는 실험군에서 대조군1보다 낮았다. M2 대식세포는 대조군

1에서 대조군2 (P-value=0.0321), 대조군3 (P-value=0.0044)보다 유의하

게 높은 수치를 보였다. 항염증성 대비 전염증의 정도를 비교해 보고자

M1 M2 비율(M1/M2) 값을 조사하였고 이는 각각 5.4±10.0, 1.0±0.6,

1.3±0.8, 2.3±2.2를 보였다. M1/M2값은 실험군에서 비만인 대조군1보다

높았고, 정상체중인 대조군2, 대조군3과 비교하여 높은 수치를 나타내었

다(Figure 2A, B).

면역조직화학검사

각 군의 염증반응 정도를 보고자 면역조직화학검사로 대식세포의 숫자

및 CLS의 개수를 확인하였다. 확인한 대식세포의 평균 숫자는 실험군,

대조군1, 대조군2, 대조군3에서 각각 13.83, 8.58, 2.50, 1.38개로 환자군에

서 유의하게 증가되어 있었다(P-value=0.0016). 대식세포의 숫자는 비만

이 있는 실험군과 대조군1에서 정상체중인 대조군2와 대조군3보다 높았

다. 실험군에서 대조군1 (P-value=0.0372), 대조군3 (P-value=0.0014) 대

비 유의미하게 높았다.

CLS의 평균 숫자는 각각 2.92, 1.10, 0.00, 0.00개(P-value<0.0001)를

보였다. 실험군과 대조군1에서만 CLS가 보였고 정상체중인 대조군2, 대

조군3에서는 나타나지 않았다. 비만이 있는 실험군에 비해 정상체중인

대조군2 (P-value=0.0196), 대조군3 (P-value=0.0001)와 유의한 차이를

보였고, 비만이 있는 대조군1과 대조군2 (P-value=0.0362), 대조군3

(P-value=0.0008)도 유의한 차이를 보였다. 비만이 있는 실험군과 대조
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군1을 비교해 볼 때, 비만과 당뇨병이 있는 실험군에서 비만은 있지만

당뇨병은 없는 대조군1보다 유의하게 높았다(P-value=0.0249), (Figure

3A, B).

실시간 중합효소연쇄반응

실시간 중합효소연쇄반응을 이용하여 각 군에서 염증성 유전자(PELI1,

NOS2)과 항염증성유전자(ARG1)을 살펴보았다. PELI1은 각 군 간에 유

의한 차이를 보였다(P-value=0.0199). 대조군1에서 실험군보다 높은 값

을 보였으나 통계적으로 유의하지는 않았다(P-value=0.5357). NOS2에서

는 군별 유의한 차이를 보여주지 않았다(P-value=0.5093). 항염증성 유

전자인 ARG1은 각 군 간의 유의한 차이를 보여주었고(P-value=0.0085),

대조군1에서 환자군보다 높았으나 그 차이는 유의하지 않았다

(P-value=0.0905) (Figure 4).

혈액검사: 백혈구, 중성구, 임파구, 단구, C-반응성단

백

염증반응의 정도를 보고자 혈액에서 백혈구 수(109/L), 중성구 수

(109/L), 림프구 수(109/L), 단구 수(109/L), C-반응성단백(mg/dL)을 검사

하였다. 이중 백혈구 수(P-value=0.0009), 중성구 수(P-value=0.0047), 림

프구 수(P-value=0.0020), 단구 수(P-value=0.0432), C-반응성단백

(P-value=0.0018)에서 유의한 차이를 보였다. 백혈구 수(109/L)는 실험군,

대조군1, 대조군2, 대조군3에서 각각 9.51±1.83, 8.32±1.50, 6.76±1.25,

5.75±1.61을 나타내었고, 중성구 수(109/L)는 각각 603.21±154,

529.23±121.67, 451.13±83.30, 301.94±187.44, 림프구 수(109/L)는 각각
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258.14±69.13, 222.82±26.55, 180.40±71.91, 158.56±35.90, C-반응성단백

(mg/dL)은 각각 0.76±0.79, 0.56±0.30, 0.19±0.26, 0.07±0.05을 나타내었다.

백혈구 수(109/L), 중성구 수(109/L), 림프구 수(109/L), C-반응성단백

(mg/dL)에서 실험군이 가장 높은 수치를 보였으며, 다음으로 대조군1,

대조군2, 대조군3의 순서를 보였다. NLR은 통계적으로 유의한 차이를

보이지 않았다(P-value=0.3146) (Figure 5).

내장지방량과 피하지방량 및 내장지방 피하지방 비율

각 군에서 내장지방 및 피하지방과의 상관성을 보기 위하여 내장지방

량, 피하지방량 및 내장지방 피하지방 비율을 조사하였다. 각 군 간의 차

이는 내장지방(P-value<0.0001), 피하지방(P-value<0.0001)에서 유의한

차이를 보였다. 내장지방량은 실험군, 대조군1, 대조군2, 대조군3에서 각

각 23.39±7.25, 20.35±7.69, 9.67±6.95, 6.43±5.43, 피하지방은 각각

44.09+13.05, 51.13±14.97, 7.94±1.70, 12.80±3.98, 내장지방 피하지방 비율

은 0.59±0.3, 0.42±0.18, 1.13±0.62, 0.55±0.48을 보였다. 내장지방은 비만인

실험군에서 정상 체중인 대조군2 (P-value=0.0172), 대조군3

(P-value=0.0001)에 유의한 차이를 보였고, 비만인 대조군1 에서는 대조

군3 (P-value=0.3146) 과 유의한 차이를 보였다. 피하지방은 비만인 실

험군에서 정상 체중인 대조군2 (P-value=0.0115), 대조군3

(P-value<0.0001)에 유의한 차이를 보였고, 비만인 대조군1에서는 대조

군2 (P-value=0.0189), 대조군3 (P-value=0.0003)과 유의한 차이를 보였

다. 그러나 실험군과 대조군1 사이에서는 내장지방(P-value=0.3749) 및

피하지방(P-value=0.2633) 둘 다 유의한 차이를 보여주지 않았다.

비만 환자군에서 볼 때, 당뇨병이 있는 실험군에서 당뇨병이 없는 대

조군1보다 내장지방 피하지방 비율이 높음을 보였다. 또한 비만인 당뇨
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병 환자와 정상 체중인 당뇨병 환자에서 정상 체중인 당뇨병 환자의 내

장지방 피하지방 비율이 더 높았다. 그러나 내장지방 피하지방 비율은

통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았다(P-value = 0.1860) (Figure

6).

대사수술 임상예측지표와 M1 분극화

실험군에서 전염증성 지표인 M1 분극화와 비만대사수술의 예측인자로

사용되고 있는 ABCD, DiaRem, Ad-diaRem, IMS 스코어를 비교하여 스

피어만 상관분석기법으로 상관관계를 보고자 하였다. M1은 ABCD 스코

어와 음의 상관관계 (R=–0.2057, P-value=0.5440), DiaRem (R=0.1827,

P-value=0.5909), Ad-DiaRem score (R=0.2603, P-value=0.3295), IMS

(R=0.4727, P-value=0.1420)와 음의 상관관계를 보여주었으나 관련성은

통계적으로 유의하지 않았다(Figure 7).

수술 3개월 후 당화혈색소와 M1 분극화

실험군으로 등록된 12명의 환자 중에서 수술 후 3개월 당화혈색소(%)

수치를 확보한 8명을 대상으로, 수술 전과 3개월 후의 당화혈색소 감소

폭과 M1 분극화 사이의 상관관계를 보고자 하였다. 분석에 포함된 대상

수가 8명으로 작아 정규분포 결과와 상관없이 스피어만 상관계수를 이용

하여 관련성을 평가하였다. 8명의 환자 중 7명은 당화혈색소가 감소하였

으나 1명은 증가하였다. 수술 전 값과 수술 후 3개월 값은 한 사람에게

서 짝지어진 자료이므로 두 값이 차이가 있는지 Wilcoxon’s signed rank

test (비모수 paired t-test)를 사용하여 분석하였고 그 값은 유의하였다

(P-value=0.0078). 당화혈색소 감소 폭과 M1 분극화는 스피어만 상관관
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계에서 양의 상관관계를 나타내었고(R=0.9048), 통계적으로 유의하였다

(P-value=0.0020). 당화혈색소 감소 폭과 M1/M2에서도 유의미한 양의

상관 관계를 나타내었다(R=0.8333, P-value=0.0102) (Figure 8).

임상적 활용을 위해 M1 분극화와 혈액검사 중의 염증지표(백혈구 수,

중성구 수, 림프구 수, 단구 수, 중성구 림프구 비율, C-반응성단백) 및

C-펩타이드와 스피어만 상관관계분석을 하였다. 이 중 중성구 수

(R=0.7381, P-vaule=0.0366)와 중성구 림프구 비율(R=0.7785,

P-vaule=0.0229)에서 양의 상관 관계를 보였고 통계적으로 유의하였다.

그러나 M1과 C-펩타이드 사이에서는 유의미한 상관관계를 보이지 않았

다(R=0.0000, P-vaule=1.0000).
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Figure 2. Flow cytometry analysis. (A) The percentage of CD11c+

M1 macrophages and CD163+ M2 macrophages in stromal vascular

fraction (SVF) cells was determined in the visceral adipose tissues

from each group. (B) The percentage of M1 macrophages and M2

macrophages among CD14+ cells from each group. P<0.05 as per the

Kruskal-Wallis test for macrophage, M1 and M2.
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Figure 3. Hematoxylin staining and immunohistochemistry.

Microscopic examination was performed using visceral adipose tissues

from humans. Scale bars represent 100 µm. (A) Hematoxylin staining

in LPF (200X) (B) immunohistochemistry in HPF (400X).

Immunohistochemistry was performed for CD68 using the visceral

adipose tissues obtained from each group. CD68+ macrophages

(brown color) are organized into crown like structures (CLS)

(indicated by arrows) (C) The number of CD68+ macrophage and

CLS was calculated for each group. P<0.05 as per the Kruskal-Wallis

test.
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Figure 4. Identification of M1 and M2 markers using qRT-PCR.

The expression levels of M1 and M2 markers were estimated in the

stromal vascular fraction (SVF) cells from the visceral adipose

tissues in each group. P<0.05 as per the Kruskal-Wallis test for

PELI1 and ARG1. Each graph is normalized to GAPDH.
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Figure 5. WBC, neutrophil, lymphocyte, monocyte, neutrophil

lymphocyte Ratio (NLR), and C-reactive protein (CRP) in blood

test. Serum WBC, neutrophil, lymphocyte, monocyte, and CRP test

was performed to examine inflammation levels in each group. Results

are shown in a box plot graph. P<0.05 as pet the Kruskal-Wallis

test for WBC, neutrophil, lymphocyte, monocyte, and CRP. All error

bars represent maximum and minimum data.
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Figure 6. Visceral and subcutaneous fat areas, and visceral

subcutaneous fat ratio (VSR). Visceral and subcutaneous fat areas

were measured using computed tomography scanning, and visceral

subcutaneous ratio was calculated in each group. P<0.05 as per the

Kruskal-Wallis test for visceral and subcutaneous fat area. P=0.1860

(statistically insignificant) for VSR. All error bars represent maximum

and minimum data.
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Figure 7. Correlation between M1 proportion and clinical scores.

ABCD, indivisualized metabolic surgery (IMS), DiaRem, and

Ad-DiaRem score were calculated in obese diabetes experimental

group. Correlation between each clinical score and percentage of M1

macrophages among CD14+ cells in the experimental group was

analysed. All data are statistically insignificant.
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Fig 8. Correlation between M1 polarization and postop HbA1c 3

months postoperatively in the experimental group. Changes in

HbA1c between preoperative levels at 3 months postoperative, and

correlation between HbA1c reduction volume and percentage of M1

macrophage among CD14+ cells, correlation between HbA1c reduction

volume percent and percentage of M1 macrophage among CD14+

cells, and correlation between HbA1c reduction volume and M1 M2

ratio in the experimental group was analysed using Spearman

correlation.
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고찰

이 연구에서는 비만형 당뇨병 환자에서 비만으로 인한 염증과 M1 대

식세포 분극화 양상이 당뇨병에 미치는 영향을 알아보고자 하였고, 비만

형 비당뇨병 환자와 비교하여 염증 수준과 M1 대식세포 분극화에서 차

이를 확인하고자 하였다. 기존에 사람 대상 연구에서 당뇨병이 있는 비

만환자에서 유세포분석으로 M1 대식세포 분극화 양상을 분석한 연구는

없었고, 이를 당뇨병이 없는 비만 환자와 비교하여 분석한 것은 M1 대

식세포 분극화와 당뇨병과의 관련성을 밝힐 뿐 아니라 M1 분극화의 비

만대사수술의 예측인자로서 활용 가능성을 제시하는 연구이다.

비만은 지속적인 염증을 유발하는 병적 상태이며, 과도한 당 섭취로

인해 몸에 산화적 스트레스를 유발하고 이렇게 증가한 산화적 스트레스

는 염증 상태를 촉발시키며, 비만으로 인한 만성 염증은 대사적 부하를

증가시키고 인슐린 신호 전달을 억제하며 인슐린 저항성을 유발시켜 당

뇨병 발병의 위험을 증가시킨다 (38-39). 인슐린 저항성이 유발되는 기

전으로 Shoelson (40) 등은 염증을 제시하였으며 여러 연구에서 당뇨병

군이 대조군에 비해 전염증성 사이토카인 및 C-반응성단백의 농도가 높

으며 백혈구 수 및 적혈구 침강속도가 인슐린 감수성과 역의 상관성을

나타냄을 밝혀 만성적인 저수준의 염증이 인슐린 저항성과 관련됨을 뒷

받침하였다 (41-42).

최근 고도비만을 동반한 제2형 당뇨병에서 수술적 치료가 효과적임을

보고한 이래 제2형 당뇨병에 대한 수술적 치료의 관심이 높아지고 있다.

(11-12), 그러나 고도비만을 동반하지 않는 환자에서는 인슐린 분비능이

손상된 경우가 많고, 체중감소를 유도하기 어렵기 때문에 어느 정도 인
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슐린 분비능이 남아 있거나 수술 후 뛰어난 인슐린 분비능 향상이 있어

야 제2형 당뇨병의 호전을 기대할 수 있는데, 여러 연구에서 비만을 동

반하지 않은 환자는 비만대사수술 후 완치율이 낮음을 보고하고 있고,

이는 손상된 인슐린 분비능이 원인일 수 있다(43).

비만대사수술과 제2형 당뇨병 관해와의 연관성이 잘 확립되어 있지만

정확한 기전은 아직 밝혀져 있지 않고 주요 기전에 대해서는 아직 협의

가 부족하다(39). 수술 후 장내 환경과 호르몬 개선 뿐 아니라, 염증반응

이 줄어듬이 보고된 바 있는데 2011년 Zhang 등은 동물실험에서 당뇨병

쥐에서 비만대사수술 후 내장지방의 대식세포 침윤이 줄고, 대식세포에

서 분비하는 염증성 사이토카인인 monocyte chemoattractant protein-1

(MCP-1)의 발현이 줄어드는 것으로 비만대사수술이 내장지방의 염증을

줄임을 증명하였다(44). 따라서 비만으로 인한 염증반응이 당뇨병의 발

생 및 비만대사 수술의 결과에 영향을 미치리라고 가정해볼 수 있다. 비

만형 당뇨병 환자에서, 비만으로 인한 염증 상태가 당뇨병 및 비만대사

수술의 결과에 관련성을 밝혀낼 수 있다면 대사 수술의 당뇨병 치료에

대한 새로운 기작을 밝혀냄과 동시에 수술의 성공 가능성을 미리 예측해

볼 수 있는 표지자가 될 수 있을 것이다.

비만형 당뇨병 환자에서 비만으로 인한 염증 상태에 대한 평가를 위해

지방조직 내의 염증반응과 M1 대식세포 분극화를 살펴보고자 하였다.

이의 의미를 조금 더 객관적인 평가를 위해서 비만이면서 당뇨병이 없는

환자와 정상체중의 당뇨병 환자와 비교하여 차이점을 비교하여 밝혀보려

고 하였다.

비만형 당뇨병 환자의 염증 상태를 전체적으로 평가하기 위해서, 비만

대사수술 중 얻어지는 비만 조직에서 얻어진 SVF 세포를 이용한 유세

포분석으로 M1 대식세포와 M2 대식세포의 분극화 정도를 확인하였고,
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면역조직화학검사를 통한 대식세포와 CLS의 확인, M1, M2 대식세포의

유전자, 혈액검사를 통한 백혈구 수, 중성구 수, 림프구 수, C-반응성단

백 등과 부가적으로 내장지방, 피하지방, 내장지방 피하지방 비율을 통하

여 지방량과의 관련성 또한 확인하였다.

본 연구에서 유세포분석 결과 비만 환자(실험군, 대조군1)에서 정상체

중 환자(대조군2, 대조군3)에 비해서 대식세포의 숫자가 유의하게 증가되

었음이 확인되었고 이는 기존의 연구와 일치하는 것으로 비만 환자에서

지방 조직의 염증이 증가해 있음을 의미한다. 비만환자 중에서 당뇨병이

있는 실험군에서 당뇨병이 없는 실험군1에 비해서 대식세포의 수가 더

높은 %로 나타나는데 차이를 보이고 있다. 이는 비만 환자에서 당뇨병

이 있는 경우 지방 조직의 염증의 수준이 더 높다고 볼 수 있는 것으로

지방 조직의 염증이 당뇨병의 발병과 관련이 있음을 시사한다. 대식세포

에서 아형을 보면 실험군에서 M1 대식세포가 대조군1에 비해서 증가되

어 있는 양상을 보이고, 항염증성인 M2를 보았을 때 대조군1에 비해서

오히려 감소되어 있음을 알 수 있다. 이는 M1/M2 비로 보았을 때 차이

는 더욱 극명히 드러난다. 따라서 당뇨병이 있는 비만환자의 경우 염증

의 정도가 당뇨가 없는 비만 환자에 비해 높다. 이는 체질량지수를 고려

하더라도 비만형 당뇨병 환자(평균 체질량지수 41.51 kg/m2)와 당뇨병이

없는 비만 환자(평균 체질량지수 41.45 kg/m2)의 차이가 거의 없음을 볼

때, 체질량지수와는 상관없이 당뇨병이 있는 비만환자의 지방조직의 염

증 수준이 높음을 시사하며 비만형 당뇨병 환자의 당뇨병 발병에 염증이

미치는 영향을 증명한 것이다.

지방조직의 면역조직화학검사에서도 유세포분석과 일치하는 소견을 보

여주고 있다. 비만으로 인한 염증의 표지자로, 지방조직에서 대식세포가

증가되어 있고 그 아형중 특히 전염증성 특징을 지니는 M1 대식세포 분
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극화의 증가가 두드러지는 것 뿐 아니라, 지방조직에서 대식세포의 축적

으로 인해 특징적으로 CLS를 형성하며 이는 지방조직 단백 발현의 변

화, 사이토카인 과생성, 전신적 인슐린 저항성 및 혈관 벽의 기능 이상과

관련됨이 잘 알려져 있다(45-47). 따라서 CLS는 지방 조직의 염증을 판

단하는 중요한 기준이 된다. Chylikova 등(48)은 제2형 당뇨병 환자의

내장지방조직에서 대식세포의 수가 현저히 증가되어 있음이 밝혔다. 본

연구에서 대식세포의 숫자는 비만환자군(실험군, 대조군1)에서 정상체중

환자군(대조군2, 대조군3)에서 유의하게 높게 나타났으며, 지방조직의 염

증의 정도를 보여주는 CLS는 정상 체중인 대조군2와 대조군3에서는 나

타나지 않았고, 비만 환자군에서 나타났는데 특히 당뇨병이 있는 실험군

에서 대조군1에 비해서 훨씬 많은 수치를 보였다.

실시간 중합효소연쇄반응 상 M1 대식세포를 나타내는 유전자인

PELI1과 NOS2에서는 뚜렷한 차이를 보이지 않았으나, 당뇨병이 없는

대조군1에서 항염증을 나타내는 M2 대식세포가 실험군보다 훨씬 높아져

있어 염증의 수준은 실험군에서 높음을 짐작할 수 있었다.

말초혈액 내 백혈구 수치와 대사증후군 및 당뇨병과는 밀접한 관련을

보이는데, Targher 등(49)은 말초혈액 백혈구와 인슐린 저항성이 유의한

상관관계가 있음을 보고하였고, Nakanishi 등(50)은 중년의 일본 남성들

을 대상으로 말초혈액 백혈구 수와 대사증후군 항목과의 연관성 및 상대

위험도를 보고하였다. 또한 제2형 당뇨병을 가진 중국인을 대상으로 한

대규모 연구(51)에서 백혈구 수의 증가가 당뇨병에 동반되는 혈관 합병

증의 발생증가와 연관된다고 보고하였다. 본 연구에서도 전체적인 염증

수치를 나타내는 혈액검사에서 비만 환자군은 정상체중 환자군에 비해

높은 백혈구, 중성구, 림프구, C-반응성단백 수치를 보여주었다. 이는 비

만 환자군에서 정상체중 환자군보다 염증 상태에 있음을 반영한다. 또한
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비만환자 중에서도 당뇨병이 있는 실험군에서 당뇨병이 없는 대조군1에

비해서 백혈구 수, 중성구 수, 림프구 수, C-반응성단백에서 모두 유의하

게 증가되어 있어서 지방조직의 염증 뿐 아니라, 전신적인 염증 상태가

높음을 의미한다. 이는 지방조직의 염증이 전신적인 염증상태에 영향을

미칠 수 있다고 볼 수 있을 것이다. 한편 Imtiaz 등(52)은 높은 중성구

임파구 비율을 나타내는 인구 표본군에서 당뇨병 이환의 상대적 위험도

가 1.65로 유의하게 높았다고 하였다. 최근 중성구 림프구 비율이 비만대

사수술의 예후와 관련성이 보고되고 있는데, Mari 등(53)은 중성구 림프

구 비율이 비만대사수술 후 조기 합병증을 예측할 수 있다고 하였고,

Bonaventura 등(54)은 낮은 중성구 림프구 비율 기저수치가 비만환자에

서 대사수술 후에 5년 경과에서 제2형 당뇨병 관해와 관련이 있다고 하

였다. 또한 혈중 호중구 같은 염증세포는 제2형 당뇨병 관해에 부정적인

영향을 미칠 수 있다고 하였다. 본 연구에서 중성구 림프구 비율은 비만

형 당뇨병 환자와 다른 그룹에서 유의한 차이는 발견되지 않았다(P =

0.3146).

내장지방은 당뇨병과 밀접한 관련성이 있음이 잘 알려져 있는데, 내장

지방의 축적은 대사성 질환과 밀접하게 연관되어 있다(55-56). Jung 등

(57)은 한국의 성인에서 비만관련 인자 중에서 내장지방이 당뇨병 및 당

뇨병 전상태와 가장 관련이 있다고 하였다. 본 연구에서 내장지방 및 피

하지방량은 비만인 환자군에서 높게 나타났다. 체질량지수가 거의 같은

두 비만 환자군에서 보면 당뇨병이 있는 실험군에서는 당뇨병이 없는 대

조군1보다 내장지방량이 많고, 반면 피하지방량은 적었다. 내장지방 피하

지방 비율은 피하지방 대비 내장지방량을 평가하는 지표로 많이 사용되

고 있고, 실제로 내장지방 피하지방 비율은 대사질환에 있어서 내장지방

보다 더욱 연관성이 높다고 보고하고 있다 (58-60). 본 연구에서 내장지
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방 피하지방 비율에서 실험군이 대조군1에 비해서 높게 나타났다. 이는

같은 비만 환자라 하더라도 대사질환인 당뇨병이 있는 경우에 내장지방

피하지방 비율이 높음을 할 수 있다. 흥미롭게도 정상체중의 당뇨병이

있는 대조군2에서 내장지방 피하지방 비율은 비만이 있는 당뇨병 환자인

실험군보다도 훨씬 높게 나타났다. 따라서 비만형 당뇨병 환자와 비교하

여, 정상체중의 당뇨병 환자는 지방조직 자체의 염증보다는 내장지방 피

하지방 비율이 정상체중 당뇨병의 발병과 더욱 관련이 있음을 보여준 것

이라 할 수 있다.

결과적으로 당뇨병이 없는 비만군에 비해서 당뇨병이 있는 비만환자는

체질량지수가 차이가 없음에도 전신적인 염증 수치가 높을 뿐 아니라,

내장지방량이 많고, 내장지방 내에 염증 및 전염증성 성질을 가진 대식

세포 및 M1 대식세포 분극화가 더 높게 나타났다. 이는 비만환자 중에

서도 당뇨병이 발생한 환자는 지방조직의 염증 정도가 높다는 것을 보여

준 것으로, 지방조직의 염증이 비만형 당뇨병의 발생기전에 관여하고 있

다는 것을 나타낸다. 이는 비만대사수술 후 당뇨병의 개선이 염증의 정

도와 관련성이 있음을 시사한다.

이 같은 사실을 바탕으로 M1 분극화와 수술 후 당뇨병 개선과의 관계

를 보고자 하였으며 이를 위해서 기존의 수술예측인자와 수술 중 얻어진

지방조직에서 M1 대식세포 분극화와의 비교에서 ABCD 스코어와는 음

의 상관관계를, DiaRem, Ad-DiaRem, IMS 스코어는 양의 상관관계를

보여서 이는 M1 대식세포 분극화가 증가해 있을수록 수술 예후가 좋지

않음을 나타내고 있으나 통계적인 유의성은 보이지 않았다.

실험군 12명 중에서 3개월 추척 관찰한 8명을 대상으로 비만대사수술

전과 후의 당화혈색소를 비교하였다. 실험군 8명 중 1명을 제외하고 수

술 후 당화혈색소는 7명에서 감소하였다. 수술 전과 수술 3개월 후 당화
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혈색소 감소 폭을 M1 분극화와 스피어스만 상관관계 분석을 하였을 때

양의 상관관계를 보였다. 이는 비만으로 인한 M1 분극화가 높을수록 수

술 후의 당화혈색소 감소 폭이 증가함을 나타내는 것으로 비만대사수술

후 당뇨병의 개선 정도가 높음을 의미한다. 비만형 당뇨병 환자에서 비

만형 비당뇨병 환자보다 M1 분극화가 높게 나타나 M1 분극화가 당뇨병

의 발병 및 악화와 관련이 있다고 볼 수 있으나, 반면 M1 분극화가 높

을수록 수술 후 당뇨병 개선 결과가 좋을 것으로 예측해 볼 수 있다. 이

는 비만형 당뇨병 환자에서 M1 분극화의 증가로 인한 당뇨병 환자의 경

우 비만대사수술의 성공 가능성이 높음을 의미하는데, 이는 비만으로 인

해 염증이 과다하여 인슐린저항성 및 당뇨병이 악화된 경우에 수술적 치

료로 염증이 감소하게 되면 당뇨병의 호전가능성이 높아진다고 볼 수 있

는 것으로 M1 분극화가 대사 수술의 당뇨병 개선에 대한 예측인자로서

의 가능성을 제시한 것이다. 이를 바탕으로 추후 장기간의 추적 관찰과

좀 더 많은 수의 환자를 통해서 M1 분극화와 비만대사수술의 당뇨병 개

선 및 관해와 좀 더 명확한 연관성을 밝혀낼 수 있을 것이다.

M1 분극화의 임상적인 활용을 위해서 혈액검사 상의 염증 수치(백혈

구 수, 중성구 수, 림프구 수, 단구 수, 중성구 림프구 비율, C-반응성단

백) 및 C-펩타이드와 상관관계분석을 하였다. 이중 중성구 수와 중성구

림프구 비율은 유의미하게 양의 상관관계를 보이고 있어 임상적으로 M1

분극화의 증가를 혈액검사에서 중성구 수를 통해서 예측해 볼 수 있을

것이다. 수술예측지표인자로 사용되는 C-펩타이드는 M1 분극화와 유의

미한 상관관계를 보이지 않았다.

본 연구는 다음과 같은 제한점이 있다. 첫 번째로 연구 대상자 수가

작다는 것이다. 두 번째는 실험 중 실시간 중합효소연쇄반응에 있어서
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세포 수의 제한으로 대식세포를 분리해서 유전자 검사를 하지 못하고

SVF 세포에서 M1, M2 유전자를 보았다는 점, M1과 M2를 나타내는 다

양한 유전자를 확인하지 못했다는 점, PELI1은 지방조직이 아닌 다른

염증 세포에서도 발현을 보일 수 있다는 점이 제한점이라고 할 수 있다.

그러나 기존 연구에서 PELI1은 M1 분극화를 유발하는 인자임이 확인되

었고(34), M1 분극화를 나타내는 NOS2와 M2 분극화를 나타내는 ARG1

유전자를 함께 확인하였다. 세 번째는 정상체중의 대조군2와 대조군3에

서는 조기위암이라는 기저질환이 있어 M1 분극화에 영향을 미칠 수 있

다는 점이다. 그러나 기존 연구에서도 조기위암 환자군을 대상으로 내장

지방을 연구한 사례가 있고(34), 대조군2 와 대조군3의 모든 환자는 수술

후 확인 결과 원발암의 침범깊이가 위벽의 점막층 혹은 점막하층까지 침

범한 경우(T1)였고 림프절 전이와 원격전이는 없었으며(N0M0), 수술 중

내장지방의 절제는 위암병변의 영향을 최소화하기 위해서 위에서 4-5cm

떨어진 곳에서 이루어졌다. 네 번째는 비만대사수술 후 3개월 후 당화혈

색소 수치만을 분석하였다는 점이다. 당뇨병 관해와의 관련성을 보기 위

해서는 12개월 이상의 장기간 경과 관찰이 필요할 것이다. 다섯 번째로

M1 대식세포 분극화는 수술 중 지방조직에서 얻어서 분석하는 것으로

수술의 예측인자로서 직접 임상적으로 활용하기에는 무리가 있다. 이를

보완하기 위해서 혈액검사 중의 염증 인자와 상관관계분석을 하였지만,

혈액에서 M1 분극화를 직접 확인할 수 있는 방법이 개발된다면 임상적

인 활용도가 높아질 수 있을 것이다.

그러나 본 연구에서는 사람 대상으로 비만형 당뇨병 환자의 지방조직

에서 M1 분극화가 증가되어 있음을 처음으로 확인하였고 또한 수술 예

측인자로서의 가능성을 확인하였다는 데 의미가 있고 임상적 활용에 대

해서는 후속 연구에서 밝혀낼 수 있을 것으로 기대한다.
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결론

이 연구에서는 비만 환자에서 보이는 지방조직의 만성 염증과 M1 분

극화가 비만형 당뇨병 환자에서 더 높았고, M1 분극화가 높을수록 수술

후 3개월 째 당화혈색소 감소 폭의 증가를 보여주었다. 이는 M1 분극화

의 증가가 비만 환자에서 당뇨병의 발병 및 악화와 관련성을 가지며, 더

나아가 비만 대사 수술의 결과 예측지표로서 M1 대식세포 분극화의 활

용 가능성을 시사한다.
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ABSTRACT

Ji-Soo Kim
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Seoul National University

Background: In the adipose tissue of obese patients, infiltration of

macrophages is commonly observed, and among them, polarization of

M1 macrophages, which have proinflammatory characteristics, is more

prominent than that of anti-inflammatory M2 macrophages. Therefore,

the purpose of this study was to analyze the polarization pattern of

M1 macrophages and inflammation in visceral fat obtained during

bariatric surgery in obese patients with diabetes in comparison to

that of obese patients without diabetes, and to explore the possibility

of M1 polarization as a preoperative predictor.

Methods: The study subjects were the experimental group (obese

type patients with diabetes with a body mass index of 30 kg/m2 or

higher), control group 1 (obese type patients without diabetes with a

body mass index of 30 kg/m2 or higher), control group 2 (normal
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body weight early gastric cancer patients with diabetes), and control

group 3 (normal body weight early gastric cancer patients without

diabetes). Stromal vascular fraction cells were isolated from visceral

adipose tissue obtained during bariatric surgery (in control groups 2

and 3, during gastric cancer surgery), and M1 and M2 polarization

was analyzed using flow cytometry. The number of macrophages and

crown like structures (CLS) was confirmed by immunohistochemistry.

Expression levels of M1 macrophage-related genes (NOS2, PELI1),

and M2 macrophage-related genes (ARG1) were measured. Blood

tests were performed in each group to measure inflammation indices

(white blood cell count, neutrophil count, lymphocyte count, and

C-reactive protein), and visceral fat area and subcutaneous fat area

were measured usingl computed tomography. In the experimental

group, the difference was determined by measuring glycosylated

hemoglobin (HbA1c) levels before and 3 months after surgery, and

the existing predictive clinical scores of surgical results, and the

association of visceral fat with M1 polarization before surgery was

confirmed.

Results: In total, 12 experimental groups, 8 control groups 1, 3

control groups 2, and 11 control groups 3 were enrolled. Flow

cytometry results indicated that macrophages were the highest in the

experimental group (5.77±2.49, P=0.0032). Immunohistochemistry

analysis showed that the number of CLS was the significantly high

in the experimental group (2.71±1.7, P<0.0001). In the experimental
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group, a significant low expression level of the M2 gene (ARG1) was

observed in the qRT-PCR (P=0.0085), and in the blood test, the

leukocyte (9.51±1.82, P=0.0009), neutrophil (603.21±154.52, P=0.0047),

lymphocyte (258.14±69.13, P=0.0020 counts were significantly the

highest in the experimental group in comparing to the other groups.

Computed tomography showed that the visceral fat mass (23.39±7.25,

P<0.0001) was significantly the highest in the experimental group.

There was a positive correlation between M1 polarization and HbA1c

reduction at 3 months postoperatively (R=0.9048, P=0.0020).

Conclusion: In the visceral fat of obese type patients with diabetes,

inflammatory response and M1 macrophage polarization were

significantly higher than those observed in obese type patients

without diabetes. Thus, it was confirmed that M1 polarization and

inflammatory response of adipose tissue owing to obesity were

related to diabetes in obese patients, and the possibility of M1

polarization is suggested as a predictor of the outcome of bariatric

surgery.

Keywords: Obesity, Diabetes, Bariatric surgery, Metabolic surgery,

Macrophage, M1 polarization, Flow cytometry, inflammation, visceral

fat, visceral subcutaneous fat ratio

Student number: 2012-30783
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임상 연구를 위해 도움을 주신 이선주간호사님을 비롯 외과 전임의 선생님들께도

감사드립니다. 무엇보다 실험실에서 실험의 초기 셋업부터 진행될 수 있도록 초기



부터 도와주셨던 배성우선생님, 정경윤선생님, 구은희선생님, 김현명선생님, 특히 유

자은선생님께 감사드립니다. 또한 실험실에서 실험진행에 도움주셨던 고현수연구원

님, 최영주연구원님께도 감사 인사 드립니다. 이분들의 도움이 아니었다면 결코 논

문은 완성되지 못했을 것입니다.

무엇보다 이 논문이 나오기를 가장 기다리고 계셨던 부모님께도 감사의 말씀을

빼놓을 수 없습니다. 부모님의 헌신적인 지원과 지지로 박사학위를 받을 수 있었습

니다. 늘 저에게 격려와 응원을 아끼지 않은, 1년 먼저 서울의대 박사과정을 졸업한

형 김유수박사에게도 감사의 말씀을 드리고 싶습니다. 또한 저를 늘 믿고 지지해주

는 평생의 벗인 와인성형외과 김우람원장에게도 꼭 감사의 인사를 전하고 싶습니

다. Cuối cùng, tôi xin gửi lời cảm ơn vô hạn đến Hương, người bạn đời đã

mang tôi đến Việt Nam và ủng hộ tôi trong suốt thời gian qua. Cô ấy là động

lực để tôi hoàn thành chương trình Tiến sĩ.

일일이 언급은 못했지만 많이 부족한 저에게 도움을 주신 모든 분들께 진심으로

감사의 인사를 드립니다.
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