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국문요약

Carvedilol 단독 또는 cyclosporine과의

혼합투여가 백서 대동맥 평활근 배양세포의

증식에 미치는 영향

신장이식후 발생하는 만성거부반응이나 동맥재건술 또는 동맥풍선 확장술이

후에 발생하는 동맥의 경화성병변은 비록 원인에는 차이가 있으나 손상에 의한

내막증식과 섬유화가 특징적이며, 기본병태생리로서 각종 cytokin e에 의한 혈관

평활근세포의 증식과 세포내막으로의 유주/ 이동에 의한 것으로 알려져 있다. 현재

까지 이러한 현상을 의의 있게 억제한다고 알려진 약제는 매우 제한적이다. 최근

들어 면역억제제인 r apamy cin과 my cophen olic acid 뿐만 아니라 α- 및 β- 수용

체 block er인 carv edilol이 혈관 평활근세포의 증식과 유주/ 이동억제작용을 하는

것으로 밝혀지고 있다. 이에 저자들은 carv edilol의 단독투여 또는 면역억제제인

cy closporine과의 혼합투여가 각종 혈관 평활근세포의 증식유발인자의 존재 하에

서 혈관 평활근세포의 증식에 미치는 영향을 관찰하고자 본 연구를 기획하였다.

백서의 대동맥에서 혈관 평활근세포를 분리 및 배양하여 (1) PDGF (10 ng/ ml) 단

독, (2) PDGF +cy closporine (100 nM ), (3) PDGF +carv edilol (1μM , 10μM ), (4)

PDGF +cy closporin e (100 nM )+carv edilol(1μM , 10 μM ) 등으로 증식유발인자와

약제를 투여한 후 혈관 평활근세포의 증식정도를 측정하였다. 혈관 평활근세포의

증식유발인자로서는 PDGF이외도 en doth elin - 1(10 nM )과 angioten sion - II (100

nM )를 같은 요령으로 사용하였으며 혈관 평활근세포의 증식정도는 H 3 - thymidine

in corporat ion을 이용한 DNA 합성능 측정으로 시행하였다. 혈관 평활근세포의 증

식유발인자로 PDGF (10 n g/ ml)를 사용한 경우 carv edilol 1μM에서는 PDGF 단독

투여군의 65.2 ± 5.9%의 증식정도를 보였으며 carv edilol 10 μM에서는 18.3 ±
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7.8%의 증식정도를 보여 통계학적으로 유의한 증식억제효과를 보였다 (p< 0.05).

이러한 carv edilol의 혈관 평활근세포 증식억제효과은 다른 증식유발인자인

en doth elin - 1과 angiot en sin - II를 사용한 경우에서도 비슷한 결과를 보였다.

Cy closporin e의 병합투여는 carv edilol의 혈관 평활근세포 증식억제효과에 영향을

미치지 않아, cy closporine과 carv edilol의 병합투여군의 증식정도는 carv edilol 단

독투여군과 비교하여 통계학적으로 유의한 차이를 보이지 않았다 (p > 0.05).

결론적으로 carv edilol은 혈압강하효과이외도 혈관 평활근세포에 대하여 증식억

제효과가 뚜렷하며 cy closporin e을 동시에 사용하는 경우에도 증식억제효과가 그

대로 잘 유지되었다. 이는 향후 인체를 대상으로 한 carv edilol의 전향적인 임상연

구를 시행할 수 있는 이론적인 근거를 제시해 주고 있다.

핵심되는 말 : 만성거부반응, 혈관 평활근세포 증식, cy closporine, carv edilol
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I. 서 론

신장이식후 장기생존자에게 발생하는 이식장기의 만성거부반응은 이식신 소

실의 주요 원인으로 이로 인하여 매년 3- 5%의 이식 신소실이 발생하고 있다. 강

력한 면역억제제인 cy closporin e의 투여에도 불구하고 이러한 만성거부반응의 빈

도는 전혀 감소하지 않고 있어 향후 신장이식후 장기생존을 위하여서는 만성거부

반응의 해결이 가장 시급한 현안으로 대두되고 있다.1

만성거부반응의 병리생태는 아직까지 명확하게 알려져 있지 않으나 급성거부

반응의 기왕력, 조직적합 항원의 불일치, 충분치 않은 면역억제 (suboptim al

immunosuppression ) 등의 면역학적인 원인은 물론 고혈압, 고지혈증, 공여신의 기

능적인 신원용량 부족(r edu ced fun ct ional nephron m as s ) 등의 비면역학적인 원인

과 바이러스 감염증 등의 모두가 함께 작용하여 혈관 내피세포(endoth elial cell)에

서 여러 종류의 cytokine이 과다 분비되어2 그 결과 혈관중막(m edia )내에 위치한

혈관 평활근세포 (v a scular smooth mu scle cell )의 증식(proliferat ion )과 내피세포층

으로의 혈관 평활근세포의 이동/ 유주현상 (migrat ion )이 항진되며 동시에 세포외

기질(ex tracellular m atrix )이 침착하여 내막증식증 (int im al hyperplasia ), 혈관경화

증 (t r an splant v a scular sclerosis )과 섬유화 (fibrosis )를 초래하여 혈관내강의 폐색

(proliferat iv e ob struct iv e angiopathy )을 야기하고 사구체경화증

(glom erulosclerosis )을 초래하여 궁극적으로는 장기의 허혈성 기능손상(ischemic

injury )을 일으키는 것으로 설명되고 있다.3 - 5 즉 혈관 내피세포, 혈관 평활근세포,

대식세포 (m acrophag e) 그리고 림프구 등의 세포가 여러 단계에서 각종 cytokine

[Interleukin - 1(IL - 1), Interleukin - 6(IL - 6), P lat elet deriv ed grow th factor (PDGF ),

basic- F ibroblast grow th factor (b - F GF ), En dothelin 등]을 분비하고 분비된

cytokine들은 autocrin e 또는 paracrin e으로 작용하여 이 과정에 관여한다. 따라서

이러한 혈관경화증을 방지하기 위하여서는 각 단계에서 분비되는 cytokine의 분비

를 억제하거나 혈관 평활근세포의 증식이나 이동 내지는 유주현상을 억제하여야

하여야 한다. 그러나 각 단계에서의 cytokine는 분비되는 cytokin e이 다양하고 그
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기전과 작용이 복잡하면서 상호관련되어 있어 이를 억제시켜 혈관병변의 억제시

키는 효과적인 방법은 아직 확인된 바가 없다.1 ,6

현재까지 이식후 주면역억제제로 사용하고 있는 cy closporine에 의한 혈관 평

활근세포의 증식억제효과는 미미한 것으로 보고된 반면7 ,8 my cophenolic acid9 - 1 1나

r apamy cin 1 0 - 1 3 등의 새로운 면역억제제를 비롯하여 HM G- CoA reduct ase

inhibit or ,1 4 ,1 5 angioten sin conv ert ing en zym e inhibit or인 en alapril,16 ,17 혈관 확장제

인 dox azocin 18 그리고 새로운 β- blocker인 carv edilol19 - 2 3 등의 제제가 세포실험과

동물실험에서 혈관 평활근세포의 증식을 억제할 수 있음이 최근에 알려지고 여기

에 더하여 r apamy cin ,2 4 dox azocin 18 그리고 carv edilol19 등의 제제는 혈관 평활근

세포에 대한 증식억제이외도 혈관 평활근세포에 대한 뚜렷한 이동/ 유주억제효과도

가지고 있는 것으로 보고되어 임상적으로는 만성거부반응의 억제제로서의 유용성

을 제시해 주고 있다.

그러나 새로운 면역억제제인 my cophenolic acid나 r apamy cin의 사용은 그에

상응하는 부작용과 제한점으로 모든 이식환자에게 적용하기에는 어려움이 있다.

반면 신장이식후에는 25- 60%정도의 환자가 여러 원인에 의한 고혈압 치료제를

복용하여야 하는 현황을 고려해 보건대 신장이식후 carv edilol의 투여는 혈압 강하

효과는 물론 혈관 평활근세포의 증식억제효과로 만성이식신 혈관병변의 발생을

현저하게 감소시킬 수 있을 것으로 기대할 수 있다. 따라서 본 연구는 현재 사용

중인 주면역억제제인 cy closporine과 함께 고혈압 치료제인 carv edilol을 혼합 투여

하여 혈관 평활근세포의 증식억제효과를 in vitro 실험으로 규명하기 위하여 기획

되었다.
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II. 대상 및 방법

1. 백서 대동맥 혈관 평활근세포의 분리 및 배양

기존의 세포분리방법8 ,14을 기본으로 약간 변형하였다. 백서(m ale,

Sprague- Daw ley rat , 200- 250 gm )를 단두하여 희생시킨 다음, 복부와 흉부에 정

중절개창을 만들고 척추로부터 대동맥을 박리 하였다. 적출된 대동맥을

penicillin (100 U/ ml)과 str eptomy cin (100 μg/ ml)이 함유된 4 C phosphate

buffered salin e (PBS )에 담아 대동맥으로부터 지방조직과 혈액 등을 제거한 다음,

준비한 collagen ase (act iv ity 253 U/ m g ; W orthington Biochemical Co., Greehold,

NJ , U .S .A .)가 함유된 Eagle ' s minimum essent ial m edium (EMEM ; Sigm a

Chemical Co., St . Louis , M O, U .S .A .)배양액 7.5 ml와 같이 15 ml 시험관

(Corning , Cornin g , NY , U .S .A .)에 넣고 37 C에서 30분동안 반응시켰다. 이후 대

동맥의 외막(adv entitia )과 내막 (en dothelium )을 dissect in g microscope (Olympu s

SZ 40, Olympu s Optical Co.,T oky o, Japan )하에서 forcep을 이용하여 박리한 후

r azor blade로 잘게 자랐다. 이 절편들을 다시 collagen ase가 함유된 EMEM 배양

액 7.5 ml에 넣고 37 C에서 1- 1.5시간동안 반응시킨 다음, 1,000 rpm에서 5분간

원심분리하여 상층액은 버리고 남은 세포는 collagen ase가 포함되어 있지 않은

EMEM에 재부유시켰다. 이러한 과정을 2회 반복한 다음, 원심분리하여 상층액은

버리고 남은 세포를 10% 우태아혈청 (fet al calf serum )이 함유된 EMEM과 함께

35 mm 배양용기에 분주하여 37 C, 5% CO2 humidified incubator에서 배양하였

다. 배양된 세포는 anti- α1 - act in antibody (DA KO Japan Co.,Ky oto, Japan )를 이

용한 면역 조직 화학염색을 시행하여 혈관 평활근세포임을 확인하였으며 (그림 1),

pas sag e 5부터 9 사이의 세포를 실험에 사용하였다.
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2. 세포 증식의 평가 : [3 H]thymidin e in corporat ion을 이용한 DNA 합성능 측

정

배양기에서 충분히 자란 세포를 t ryp sin/ EDT A (0.25% / 0.05% )로 처리한 후

96 w ell 배양용기 (Corning )에 각 w ell당 1x 104 개의 세포가 되도록 분주하여

conflu ence를 이루게 하였다. 이 세포들을 in sulin (5 μg/ ml; Sigm a Chemical Co.)

과 tr an sferrin ( 5 μg/ ml; Sigma Chemical Co.)이 첨가된 10% 우태아혈청이 함유

된 EMEM 배양액으로 72시간 배양한 후, EMEM으로 2차례 세척한 다음 혈청배

제 EMEM으로 48시간동안 배양하여 증식을 억제한 후 PDGF - BB (Sigm a

Chemical Co.)를 w ell내의 농도가 10 n g/ ml으로 되도록 첨가하여 24시간동안 증

식을 유발시킨 후 [3 H]thymidin e (Du Pont Co., W ilmin gton , DE , U .S .A .)을 각

w ell에 1 μCi/ ml의 농도로 첨가하고, 6시간후 배양세포를 cell harv est er (T it ertek

Cell H arv est er 550, F low Laboratories , Irvin e, Scotlan d, U .K .)를 이용하여 cell

그림 1. 배양된 백서 대동맥 혈관 평활근세포(anti- α1 - actin ant ibody
면역조직화학염색, x 40)
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harv est er filt er (F low Lab oratories )에 흡착시켜 실온에서 6시간동안 건조시킨 다

음, 3ml scint illat ion cocktail에 넣고 b eta - counter (T L 5000s , Beckm an

In strum ent s In c., Fullert on , CA , U .S .A .)로 총 방사능을 측정하였다.

상기실험을 증식유발인자로 PDGF (10 n g/ ml)8를 사용하는 이외에 기존의

cy closporine에 의한 신독성 및 혈관변증의 유발인자로 알려진 en dothelin - 1(10

nM ; Sigm a Chemical Co.)2 1 ,2 5과 an giot en sin - II (100 nM ; Sigm a Chemical Co.)2 6를

각각 같은 방법으로 하여 사용하였다.

3. 약제투여와 실험군의 설정

Cy closporine은 50 m g/ ml의 정주용 약제를 dim ethyl sulfoxide (DM SO)를 이

용하여 0.042 M로 희석하여 사용하였다. Carv edilol은 DM SO에 녹여 1 mM로 만

든 다음 후 20 μL씩 분주하여 - 70 C에 보관하였다. Carv edilol의 주요실험농도

는 1 μM과 10 μM으로 고정하였고, cy closporin e의 농도는 100 nM로 고정하였

다. Cy closporine과 carv edilol등의 약제는 증식유발인자 투여 15분 전에 투여하였

다.

대조군은 증식유발인자나 약제를 투여하지 않은 군으로 설정하였으며, 실험군

의 설정은 증식유발인자와 더불어 투여되는 cy closporine 및 carv edilol의 병합여부

와 농도에 따라서 ① 유발인자 단독 투여군, ② cy closporine 투여군, ③ carv edilol

1 μM 투여군, ④ carv edilol 10 μM 투여군, ⑤ cy closporin e과 carv edilol 1 μM

병합투여군, ⑥ cy closporin e과 carv edilol 10 μM 병합투여군 으로 설정하였다.

상기실험은 tr iplicat e 방법으로 각각 5회 시행하였다.

4. 세포융해분석(cytoly sis assay )- lactate dehy drog en ase (LDH ) 분비정도

손상을 입은 세포로부터 배양액내로 유리되는 LDH를 측정함으로서 세포융해

정도를 정량적으로 측정하였다. 세포융해정도는 증식유발 및 약제처치후 세포증식

정도를 측정한 시점에 세포외 배양액으로 유리되는 LDH양과 T riton X - 100으로
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처리하여 혈관 평활근세포를 모두 파괴시켰을 때 배양액내의 총 LDH양과의 비율

로 표시하였다. 배양액내의 LDH는 pyruvic acid (Sigm a Chemical Co.), β

- nicot inamide adenine dinu cleot ide, r edu ced form (β- NADH ; Sigma Chemical

Co.)등과 반응시켜 multiplate reader (ELISA leader , M olecular Dev ices Co.,

U .S .A .)로 340 nm에서 측정하였다.

5. 통계방법

1회의 측정치는 tr iplicat e로 측정된 [3H ]thymidine incorporation의 측정치의

평균값으로 대표하였으며, 각 실험 측정치는 5회의 측정치에 대한 평균 ± 표준편

차 (st an dard dev iat ion )로 표시하였다. 아울러 증식정도의 비교를 위하여 측정치이

외의 증식유발인자 단독투여군에 대한 증식백분률 (percent ag e proliferat ion ; cpm

in st imulator plu s drug - tr eat ed sample x 100 / cpm in st imulator - t r eat ed

sample)로 상대적인 증식정도 (r elat iv e proliferation )를 표시하였다. 두 군간의 통계

학적인 비교는 비모수적 통계방법인 M ann - W hitney U - t est를, 3군 이상의 통계학

적인 비교는 Kru scal- W allis t est를 이용하여 P값이 0.05미만인 경우에 유의성이

있는 것으로 판정하였다.
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III. 결 과

1. 증식유발인자에 의한 혈관 평활근세포의 증식효과

대조군의 [3H ]thymidine incorporat ion 측정치는 4,809.4±1,763.0 cpm이었으며

증식후의 측정치는 PDGF 10 n g/ ml 사용군은 17,237.6±7,600.8 cpm , en dothelin - 1

10nM 사용군은 7903.6±2,371.4 cpm , an giot en sin - II 100 nM 사용군은 9,330.2±

3,170.0 cpm이었다. 유발인자의 증식효과는 PDGF 사용군은 대조군의 3.58배 (±

0.72), en doth elin - 1 사용군은 1.69배 (±0.25), an giot en sin - II 사용군은 2.01배(±

0.47)로 통계학적으로 유의한 증식유발효과를 보였다(p< 0.05). PDGF 사용군에서의

증식효과는 en dothelin - 1 사용군과 angioten sin - II 사용군과 비하여 통계학적으로

유의한 차이를 보여 PDGF 10 n g/ ml에서의 증식유발효과가 가장 강력하였다 (그림

2).

그림 2. PDGF , endoth elin - 1 및 angioten sin - II 이 혈관 평활근세포 증식에 미치는

영향.
* p< 0.05 v s . control
** p< 0.05 v s . control and endoth elin - 1/ an giot en sin - II group
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2. Cy closporine의 증식억제효과

임상에서 사용 가능한 cy closporin e 100 nM의 농도하에서의 [3H ]thymidine

in corporat ion 측정치는 PDGF 사용군은 11,049.0±3,311.9 cpm (67.4±10.2% ),

en doth elin - 1 사용군은 5,512.2±1,729.0 cpm (71.6±16.9% ), angioten sin - II 사용군

은 7,085.2±1,633.0 cpm (78.7±11.2% )으로 증식을 유도한 cytokine의 종류에 따라

서 cy closporin e의 증식억제효과에 차이가 있었다. 즉 PDGF를 증식유발인자로 사

용한 경우에는 평균 67.4%의 증식이 이루어져 통계학적으로 유의한 증식억제효과

를 보인 반면 (그림 3. p < 0.05), endothelin - 1과 angiot en sion - II를 증식유발인자로

사용한 경우에는 통계학적으로 유의한 증식억제효과를 발견할 수가 없었다 (그림

3. p> 0.05).

그림 3. Cy closporine이 PDGF , endothelin - 1 및 an giot en sin - II 로 유도된 혈관

평활근세포 증식에 미치는 영향.
* p - v alue calculated by M ann - W hitney U - t est
** in dicat e the control lev el

CsA : cy closporine A
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3. Carv edilol의 증식억제효과 - carv edilol 단독투여군

PDGF 사용군에서 carv edilol 투여군의 [3H ]thymidin e in corporat ion 측정치는

1 μM 농도에서는 9,807.8±2,649.6 cpm , 10 μM 농도에서는 3,032.4±1,155.0 cpm

으로 carv edilol의 농도가 증가할수록 증식억제효과가 뚜렷하였다. 즉 1 μM의

carv edilol 투여군에서는 증식유발인자 단독투여군에 비하여 60.3±10.4%의 증식

이, 10 μM의 carv edilol 투여군에서는 18.3±5.9%의 증식만이 관찰되어 각군마다

통계학적으로 유의한 차이를 보였다(p< 0.05)(그림 4).

이러한 carv edilol의 PDGF로 유도된 혈관 평활근세포의 증식억제효과는 다른

증식유발인자 사용군에서도 동일한 결과를 얻어 en dothelin - 1과 an giot en sin - II 사

용군에서 1 μM의 carv edilol 투여군의 상대적인 증식정도은 각각 54.8±15.3%

와 68.7±16.6%이었으며, 10 μM의 carv edilol 투여군의 상대적 증식률은 각각

11.6±3.2%와 15.3±4.2%로 증식유발인자 단독투여군은 물론 1 μM의 carv edilol

투여군과도 통계학적으로 유의한 차이를 보였다 (p< 0.05)(그림 4). 아울러

en doth elin - 1과 angioten sin - II 사용군의 carv edilol의 농도에 따른 상대적인 증식정

도는 PDGF 사용군과 비교하여 통계학적으로 유의한 차이가 없어 carv edilol은 증

식유발인자의 종류에 관계없이 일정한 증식억제효과를 가짐을 알 수 있었다.

본 연구결과에 의하면 carv edilol의 IC5 0 (Inhibit ory concentrat ion 50% )은 1 μ

M과 10 μM사이임을 추정할 수 있었다.

- 11 -



4. Carv edilol과 cy closporin e 병합투여의 증식억제효과

PDGF 사용군에서 cy closporin e과 carv edilol 1μM을 병합투여한 경우,

[3H ]thymidin e incorporation 측정치는 9,807.8±2,649.6 cpm (51.7±6.4% )으로 증식

유발인자 단독투여군에 비하여 통계학적으로 유의한 증식억제효과를 보였으며,

cy closporine과 carv edilol 10μM을 병합투여한 경우에도 3,025.6±1,347.4 cpm

(17.8±5.9% )의 증식을 보여 증식유발인자 단독투여군은 물론 cy closporine과

carv edilol 1 μM의 병합투여군과 비교하여 통계학적으로 유의한 증식억제효과를

보였다 (p < 0.05)(그림 5). 그러나 cy closporin e과 carv edilol 병합투여군의 증식정도

를 같은 농도의 carv edilol 단독투여군의 증식정도와 비교하면 통계학적으로 유의

한 차이를 발견할 수가 없었다 (p> 0.05)(그림 5). 즉 carv edilol의 증식억제효과는

cy closporine의 유무에 관계없이 carv edilol의 농도에 따라서 결정됨을 알 수 있었

그림 4. PDGF , endoth elin - 1 및 an giot en sin - II로 유도된 혈관 평활근세포에

대한 carv edilol의 증식억제효과.
* p - v alue calculat ed by Kru scal- W allis t est
** proliferat ion percent ag e (% ) = (cpm in stimulator +drug treated sample /

cpm in stimulator tr eated sample) x 100
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다.

이러한 PDGF 사용군에서의 cy closporin e과 carv edilol의 병합투여의 증식억제

효과는 다른 증식유발인자인 endothelin - 1 과 an giot en sin - II 사용군에서도 같은

결과를 얻어, cy closporine과 carv edilol의 병합투여군의 증식억제효과는 carv edilol

의 단독투여군과 비교하여 통계학적으로 유의한 차이를 발견할 수 없었다

(p > 0.05)(그림 6,7). 결론적으로 임상적으로 사용이 가능한 농도의 cy closporin e은

carv edilol의 혈관 평활근세포 증식억제효과에 어떠한 영향도 미치지 않았다.

그림 5. Carv edilol 단독 혹은 cy closporine 과의 병합투여가 PDGF로 유도된

혈관 평활근세포의 증식에 미치는 영향.
* m ean s p< 0.05, v s . stimulat ed control

** m ean s p< 0.05, v s . stimulat ed control and carv edilol 1 μM group
CsA : Cy closporine A
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그림 6. Carv edilol 단독 혹은 cy closporine 과의 병합투여가 endothelin - 1 으

로 유도된 혈관 평활근세포의 증식에 미치는 영향.
* m ean s p< 0.05, v s . stimulated control
** m ean s p< 0.05, v s . st imulated control and carv edilol 1 μM group
CsA : Cy closporin e A
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5. 세포융해검사(cytoly sis assay )결과

PDGF로 증식유도된 실험군의 LDH 분비정도는 10.9±1.5%로 약제투여군들의

LDH 분비와 비교하여 통계학적으로 유의한 차이를 발견할 수 없었다 (그림 8). 즉

cy closporine 100 nM 단독투여군에서의 LDH 분비는 9.3±6.6%, carv edilol 10 μ

M 투여군은 11.3±7.4% , cy closporin e 100 nM과 carv edilol 10 μM 병합투여군은

9.3±4.3%로 PDGF 단독투여군과 비교하여 통계학적으로 유의한 차이를 발견할

수 없었다. 이는 cy closporin e 이나 carv edilol에 의한 세포융해가 없었음을 의미한

다. 이러한 세포융해검사는 증식유발인자로 endoth elin - 1이나 angioten sin - II를 사

용한 경우에도 같은 결과를 얻을 수 있었다(자료 제시하지 않음).

그림 7. Carv edilol 단독 혹은 cy closporin e 과의 병합투여가 an giot en sion - II
로 유도된 혈관 평활근세포의 증식에 미치는 영향.

* m ean s p =0.047, v s . st imulat ed control
** m ean s p< 0.05, v s . stimulat ed control and carv edilol 1 μM group
CsA : Cy closporine A
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그림 8. PDGF로 증식유도된 대동맥 혈관 평활근 세포에서 약제에 의한

세포융해정도.
* LDH release (% )

= 배양액내의 LDH농도 x 100 / 전체 LDH농도

CsA : cy closporin e A
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IV . 고 찰

만성거부반응이 발생한 이식 장기의 가장 특징적인 조직 병리 소견은 혈관

내벽의 증식에 의한 동맥협착이다. 이러한 조직 소견은 풍선 확장술 치료 후 재협

착이 발생한 혈관의 조직 소견과 비슷한데1 ,3 ,9 이는 비록 그 유발 인자는 다를지라

도 양군 모두의 진행 기전은 유사함을 시사한다. 따라서 이식신에 발생하는 만성

거부반응의 기전을 밝히려는 많은 학자들이 풍선 확장술 후 발생하는 혈관 재협

착의 기전으로 만성거부반응의 기전을 설명하려고 하는 시도가 있어 왔다. 여러

실험에서 밝혀진 바에 따르면 풍선 확장술 후 발생하는 혈관 재협착은 혈관 확장

에 따른 혈관벽의 손상이 발생한 후 수시간 이내에 혈관 중막내 평활근세포의

증식이 시작되고, 증식된 혈관 평활근세포가 혈관 내막으로 이동하여 세포외 기질

의 침착과 함께 혈관 내막에서 평활근세포가 더욱 증식하게 되어 결국 혈관 내강

이 폐쇄되어 나타난다. 이 과정에서 발생하는 혈관 평활근세포의 증식 및 형태 변

형에 대한 연구에 따르면 PDGF를 비롯하여 b - F GF , epiderm al grow th

factor (E GF ), endoth elin - 1, an giot en sin - II 등이 증식에 관여하는 것으로 알려져

있다.2 ,6 ,7 따라서 본 연구에서도 혈관 평활근의 증식을 유발하는 인자로 PDGF ,

en doth elin - 1 및 angioten sin - II를 각각 사용하였고 각 유발인자의 처치농도는 기

존의 보고8 ,2 1 ,2 6를 참조하여 결정하였다. 본 in v itro 실험과정중 확인된 증식정도는

증식유발인자의 종류에 따라 차이가 있어 PDGF 10 n g/ ml 사용군의 증식유발효과

가 endoth elin - 1 10 nM 사용군이나 an giot en sin - II 100 nM 사용군에 비하여 강하

였으나 모든 증식유발인자에서 분명한 증식유발효과를 확인할 수 있었다. 본 연구

에서 이용한 [3H ]thymidin e incorporation은 DNA 합성능으로 증식유발인자에 의

한 혈관 평활근세포수와는 유의한 상관관계가 있음이 이미 여러 연구결과에서 보

고된 바가 있어2 1 ,2 7 본 연구에서는 이를 증식의 지표로 사용하였다.

기존의 면역억제제중 가장 광범위하게 사용되는 cy closporin e의 혈관 평활근

세포 증식효과에 관한 기존의 보고는 부정적이다.7 ,8 즉 고농도의 cy closporine하에

서는 유의한 증식억제효과가 입증되었으나 IC5 0가 cy closporine에 의한 세포독성이
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나타날 수 있는 수준으로 임상적으로는 적용하기에는 어려움이 있는 것으로 보고

되고 있다. 본 연구에서도 임상적으로 사용 가능하며 세포독성을 보이지 않는 혈

중농도에 해당하는 cy closporine 100 nM로 실험농도를 고정하였던 바,2 8 이는 본

실험에서 LDH 농도측정을 통하여 cy closporine에 의한 세포융해현상이 없음이 분

명히 확인되었다(그림 8). 본 연구에서는 PDGF로 증식이 유도된 경우에서만

cy closporine에 의한 혈관 평활근세포의 증식억제를 통계학적으로 확인할 수 있었

으나 이 역시 증식억제정도가 50%미만으로 임상적으로 그 효과를 기대할 수 있는

수준은 아니었으며, 다른 증식유발인자에서는 cy closporine의 유의한 증식억제효과

를 발견할 수 없었다.

본 연구에서 확인된 carv edilol의 혈관 평활근세포의 증식억제효과는 1993년

이후 보고된 기존의 보고19 - 2 2와 비슷하여, carv edilol 1 μM과 10 μM 모두에서

cytokine의 종류에 관계없이 유의한 증식억제효과를 보였다. 즉 이는 carv edilol의

증식억제효과를 나타내는 기전이 각각의 증식유발인자의 수용체에 길항제에 작용

한다기보다는 유발인자로 시작되는 세포증식의 공통과정을 억제한다는 것을 시사

한다. 실제로 백서 혈관 평활근세포를 이용한 세포실험에서 carv edilol은 세포증식

의 필수효소인 mitog en - act iv at ed prot ein (MAP ) kinase을 억제하고 세포주기의 진

행을 억제한다고 보고된 바가 있다.2 9 본 연구를 포함한 대부분의 세포실험에서

carv edilol의 증식억제효과는 carv edilol의 농도에 따라서 비례적으로 증가함을 보

고하고 있다.19 - 2 1 비슷한 실험모델로 시행된 보고19 ,3 0들에서 carv edilol의 IC5 0 은 1

μM보다 약간 높은 것으로 보고되고 있으며 본 연구에서도 1 μM과 10 μM사이

에 있음을 알 수 있었다. 더구나 본 연구에서는 carv edilol에 의한 세포독성여부를

확인하고자 PDGF로 유도된 실험군에 대하여 LDH 분비정도를 측정하였던 바

carv edilol의 실험농도안에서는 유의한 세포융해현상을 발견할 수 없었다. 따라서

본 실험은 혈관 평활근세포 증식억제을 위한 carv edilol의 임상적 시도를 위한 적

절한 실험적인 근거를 제공해 주고 있다. 특히 본 in vitro 실험에서는 신장이식환

자에게서 임상적으로 많이 사용할 수 있는 상황인 cy closporin e과의 병합투여의

경우를 가정하였는데 carv edilol의 증식억제효과는 cy closporin e의 병합투여와는 관

계없이 carv edilol의 농도에 따라 비례적으로 나타남을 확인하였다.
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그러나 이러한 carv edilol의 혈관 평활근세포에 대한 증식억제효과에도 불구하

고 carv edilol의 만성거부반응이나 풍선 확장술후 혈관 재협착을 억제할 지에 대하

여서는 논란의 여지는 있다. 이미 널리 알려진 대로 만성적으로 발생하는 혈관경

화증은 혈관 평활근세포의 증식은 물론 혈관 평활근세포의 내막층으로의 이동현

상에 기인하는 것으로 보고되고 있으나3 - 5 현재까지의 in v itro 실험중 carv edilol의

이동억제효과에 대한 보고는 증식억제효과에 대한 보고에 비하여 매우 제한적이

다.19 더구나 carv edilol이 억제하는 것으로 알려진 MAP kin ase가 세포증식에 관

여하는 기간과 세포이동에 관여하는 기간에는 차이가 있다는 최근보고2 7와

carv edilol의 증식억제를 위한 IC5 0와 이동억제를 위한 IC5 0간의 차이를 보인다는

보고1 9를 감안하면 혈관 평활근세포의 증식과정과 이동과정간에는 분명히 차이가

있을 것으로 추정할 수가 있다. 따라서 carv edilol의 혈관 평활근세포 이동억제효

과에 대한 in vitro 내지는 in viv o 실험은 물론 혈관 평활근세포의 증식이나 이동

의 기전에 관한 연구가 향후 진행되어야 할 것으로 사료된다.
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V . 결 론

Carv edilol의 단독투여 또는 면역억제제인 cy closporine과의 병합투여가 각종

혈관 평활근세포의 증식유발인자의 존재하에서 혈관 평활근세포의 in v itro 증식에

미치는 영향을 관찰한 결과, carv edilol은 증식유발인자로 유도되는 백서 혈관

평활근세포의 증식을 용량 비례적으로 억제하며 이러한 증식억제효과는

cy closporine의 병합투여와는 관계없이 일정하였다. 본 연구에서 확인된 carv edilol

의 혈관 평활근세포 증식억제효과는 고혈압을 동반하는 이식환자에서 만성거부반

응의 예방책으로 carv edilol의 사용 가능성을 시사하여 주고 있다.
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ABST RACT

Effect of carvedilol alone or with cyclosporine on

the proliferation of rat vascular smooth muscle cell

My oung Soo Kim

Brain Korea 21 Proj ect for M edical Scien ces

T h e Gradu at e School, Yon sei Univ er sity

(Directed by Profes sor Kiil Park )

B ac k g rou n d : T ypical pathologic lesion s of chronic allograft r ej ect ion or

tran splant v ascular sclerosis are similar to art eriosclerot ic v ascular lesion of

non - tr an splant pat ient s or v ascular rem odeling process aft er v a scular injury .

Abn orm al an d ex ces s proliferat ion of v ascular sm ooth mu scle cells (V SM C)

w hich are tr ig gered by endoth elium - deriv ed cytokin es or grow th factor s , play s

a major role during these proces s . Effect iv e prophylactic or therapeutic

str at egies again st chronic rejection or tr an splant v asculopathy are n ot y et

clearly est ablish ed. Recent in v itro cell culture stu dy show ed th at carv edilol, a

nov el ant ihypert en siv e agent , has the significant inhibit ory act ivit ies ag ain st th e

proliferat ion of V SM C.

M ate ria l s an d m eth od s : U sing in v itro cultured V SM C, w e m easured the

anti- proliferat iv e act ivity of carv edilol alone , or in combination w ith

cy closporine. Grow th - arrested cultured V SM C (5- 9 passage) from the aort a of
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r at (Spragu e- Daw ley ) w ere ex posed to plat elet deriv ed grow th factor (PDGF ),

en doth elin - l, or an giot en sin - II. Carv edilol and/ or cy closporin e w ere added as

inhibit or s . Proliferat ion w as a sses sed by in corporat ed [3H ]- thymidine act ivity .

R e s u lt s : PDGF stimulat ed mitogenesis m ost effectiv ely . Carv edilol inhibit ed

mitog en esis in a dose- depen dent m anner in the presence of PDGF (10 ng/ ml).

Compared to control, proliferat ion w as significant ly decreased to 60.3(±10.4)%

an d 18.3 (±5.9)% in the presence of 1μM an d 10μM of carv edilol, respectiv ely

(p < 0.05, each ). Carv edilol also produced significant con centrat ion - depen dent

inhibit ory act ivit ies ag ain st V SM C proliferat ion in du ced by endoth elin - 1 (10

nM ) an d angiot en sin - II (100 nM ). T he IC5 0 of carv edilol in PDGF - ,

en doth elin - l an d angioten sin - ll- st imulated V SM C w ere 1 ~ 10μM .

Cy closporin e (100 nM ) did n ot show significant inhibit ion of V SM C

proliferat ion reg ardless of the kinds of cytokines . How ev er , combined addition

of carv edilol an d cy closporine inhibited significant ly VSM C proliferat ion . T he

pat t ern of inhibit ion in combin ed group w as v ery similar w ith that of

carv edilol alon e group reg ardless of the kin d of cytokin es .

Con clu s ion s : T he present study dem on strat ed that carv edilol significant ly

inhibit ed the proliferat ion of VSM Cs reg ardles s of the kin d of cytokin es , an d

ev en under the presen ce of cy closporin e in cultured V SM C. T h ese in dicat e that

carv edilol h as the unique potent ial t o reduce the dev elopm ent of tr an splant

v asculopathy in hypert en siv e renal tr an splant recipient s un der

cy closporine- ba sed immun osuppression .

K ey W ords : chronic rejection , v ascular sm ooth mu scle cells proliferat ion ,

cy closporine, carv edilol
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