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서 론

만성 이식신 부전증은 환자의 사망을 제외하고는 이식신

실패의 가장 많은 원인으로 면역학적 요인과 비면역학적인

요인에 의해 발생한다.(1,2) 진단은 임상적으로 진행성 이식

신 기능 저하와 비특이적 병리조직학적 소견인 세뇨관의

위축, 간질성 섬유화, 동맥 혈관 내벽의 섬유성 비후 등이

동반될 때 가능하다.(3) 조직적합 항원의 불일치나 적절하

지 못한 면역억제에 기인한 면역학적 원인이나 고혈압, 고

지혈증, 고포도당 및 허혈/재관류 등 비면역학적 원인에 의

한 혈관내피세포의 손상은 각종 사이토카인과 키모카인 및

접촉분자의 표현을 상향 조절하여 백혈구의 부착과 지질이

나 단백질 등 혈액 내 거대분자에 대한 투과성을 증가시키

고 혈관 평활근 세포의 이동과 증식 및 세포외 기질의 축적

을 초래한다. 침윤된 대식세포와 T 세포의 활성화 역시 혈

관내피세포의 활성화를 증폭시키고 혈관 평활근 세포가 혈

관내막으로 이동하고 증식하게 하는 각종 사이토카인과 키

모카인 생산의 증폭에 기여하여 결국 혈관내막의 증식과

경화로 이어지는 혈관 병변을 일으켜 장기에 필요한 산소

와 영양공급을 제한하는 허혈성 기능 손상을 유발한다.(1,2)
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Purpose: Vascular smooth muscle cell (VSMC) proliferation
plays an important role in the development and progression
of chronic allograft vasculopathy. Mycophenolic acid (MPA)
inhibits various mesenchymal cell proliferation, and reactive
oxygen species (ROS) are involved in the anti-pro-liferative
effect of MPA. In this study, we investigated the effects of
MPA on oleic acid (OA)-induced VSMC proliferation and also
the role of ROS in these processes.
Methods: Primary cultured rat VSMCs from Sprague-Dawley
were stimulated with OA 100μM. MPA 0.1∼10μM and
N-acetylcystein (NAC) 5 mM were administered 1 hour
before adding the OA. Cell proliferation was measured by
Methylthiazoletetrazolium (MTT) assay, proliferating cell
nuclear antigen (PCNA) expression by Western blot analysis,
and dichlorofluorescein (DCF)-sensitive cellular ROS by flow
cytometry.
Results: OA at 100μM significantly increased MTT level by
1.6-fold as well as PCNA expression at 48 hours in rat
VSMCs. OA also induced DCF-sensitive cellular ROS by
1.6-fold at 5 minutes and the increment of cellular ROS
remained for up to 1 hour. MPA at above 1μM inhibited
OA- induced VSMC proliferation and cellular ROS in a dose-

dependent manner. NAC 5 mM also inhibited OA-induced
rat VSMC activation.
Conclusion: These results suggest that MPA inhibits
OA-induced VSMC proliferation partially through the inhibition
of cellular ROS. (J Korean Surg Soc 2007;72:171-176)
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1990년대 후반부터 사용되기 시작한 강력한 면역억제제

인 mycophenolic acid (MPA)는 선택적이고, 비경쟁적인 2형

inosine monophosphate dehydrogenase (IMPDH) 억제제로서

림프구의 증식을 억제할 뿐 아니라, 혈관 평활근 세포 및

사구체 혈관간세포 등의 비림프구 세포에서도 증식 억제효

과를 지니고 있고,(4-6) 또한 혈관 내막증식의 억제효과를

가지고 있어, 현재 만성 이식신 부전증의 진행을 억제할 수

있는 면역억제제로 관심의 대상이 되고 있다.

면역억제제의 근간을 이루고 있는 calcineurin 억제제

(calcineurin inhibitor, CNI)는 이식 후 급성거부반응의 빈도

를 줄여서 이식 후 단기 생존율의 향상에 크게 기여하였다.

그러나 CNI의 장기간 사용은 만성 이식신 부전증을 유발하

는 위험인자들 중 하나이며, 또한 동반되는 고지혈증 및 당

뇨의 발생은 이식 후 혈관 합병증을 가속화시켜 이식신 실

패를 초래한다. 따라서 이식 후 고지혈증의 엄격한 관리는

만성 이식신 부전증으로의 진행을 예방할 수 있는 하나의

치료 방침이다.(2)

혈관 평활근세포의 증식 및 혈관 내강의 축소는 동맥경

화 형성에 중요 기전 중의 하나로 동맥 경화가 있는 병변의

혈관 평활근세포는 fatty streak의 형성에 중요한 역할을 한

다. 최근에 nonesterified fatty acids (NEFA)는 동맥경화증에

중요한 위험인자로 인식되고 있다. 특히 올레산(oleic acid,

OA, 18-carbon lipid with one double bond in the cis position

(18:1 [cis]))은 혈장에서 가장 높은 농도로 존재하는 지방산

으로 혈관 평활근세포에서 angiotensin II,(7) endothelin-1,(8)

및 insulin-like growth factor-I(9)의 growth promoting activity

를 증가시킨다. OA는 쥐의 대동맥 혈관 평활근세포의

protein kinase C (PKC)-의존성 및 extracellular signal-regu-

lated kinase (ERK)-의존성 mitogenic response를 유도한다는

사실이 알려져 있으며,(10) 최근에는 PKC의 활성화, 활성산

소족(reactive oxygen species, ROS)의 생성 및 ERK의 활성화

와 같은 일련의 신호과정을 통해 혈관 평활근세포의 이동

을 촉진한다.(11)

ROS는 과거에 반응성이 높은 독성물질로 인식되어 왔으

나, platelet-derived growth factor (PDGF)에 의한 혈관평활근

세포의 증식에서 중요한 역할을 함이 보고된 이후 세포 내

신호전달자로 관심이 집중되어 왔다.(12) 특히, superoxide

anion과 hydrogen peroxide (과산화수소)는 세포증식과 세포

외기질 합성뿐만 아니라 다양한 생물학적 현상의 주된 기

전으로 인식되고 있다. OA에 의한 혈관 평활근 세포의 증

식과 이동에도 ROS가 관여한다.(10) MPA는 림프구에서

IMPDH에 의존적인 방식으로 세포 증식을 억제하지만(5)

상대적으로 IMDPH의 발현이 적은 혈관 평활근 세포에서

는 IMPDH 의존적 또는 비의존적인 경로로 PDGF에 의하여

유도된 ROS 및 하위 신호전달자를 억제하여 세포 증식과

세포외기질 단백 합성을 억제한다.(13,14)

본 연구의 목적은 MPA가 지방산의 일종인 OA로 유도한

혈관 평활근 세포의 증식에 미치는 영향 및 이에 관여하는

신호전달계로서 OA에 의하여 유발되는 세포 내 ROS 증가

에 미치는 효과를 관찰하였다.

방 법

1) 시약 및 기구

실험에 사용한 시약 및 기구는 따로 제시되지 않은 한 각

각 Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA)와 Nalge

Nunc International (Naper Ville, IL, USA)에서 구입하였다.

2) 세포 배양

몸무게 200∼250 g의 Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐를 단두

하여 희생시킨 후 복부와 흉부에 정중 절개창을 만들고 척

추로부터 대동맥을 박리하였다. 적출된 대동맥을 penicillin

(100 U/ml)과 streptomycin (100 mg/ml)이 함유된 인산완충액

(phosphate buffered saline, PBS)에 담아 대동맥으로부터 지

방 조직과 혈액 등을 제거한 다음, collagenase (Worthington

Biochemical Co., Greehold, NJ, USA)가 함유된 Eagle’s min-

imum essential medium (EMEM) 배양액에 넣고 37
o
C에서 30

분 동안 반응시켰다. 대동맥의 외막과 내막을 dissecting mi-

croscope (Olympus SZ 40, Olympus Optical Co., Tokyo, Japan)

하에서 박리한 후 잘게 잘랐다.절편들을 collagenase가 함유

된 EMEM 배양액에 넣고 37
o
C에서 1∼1.5시간 동안 반응시

킨 다음 1,000 rpm에서 5분간 원심 분리하여 상층액은 버리

고 남은 세포는 collagenase가 포함되어 있지 않은 EMEM에

재부유시켰다. 이러한 과정을 2회 반복한 다음, 원심 분리

하여 상층액은 버리고, 남은 세포를 10% 우태아혈청(fetal

bovine serum, FBS)이 함유된 EMEM과 함께 배양 용기에 분

주하여 370C, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 배양된 세포

는 anti-α1-actin antibody (DAKO Japan Co., Kyoto, Japan)를

이용한 면역조직화학염색을 시행하여 혈관 평활근 세포임

을 확인하였다.

3) 약물 투여

세포들로 배양용기가 찼을 때 혈청배제 EMEM 배양액으

로 교환하여 48시간 배양하여 세포성장을 동일화하였다.

이후 새로운 혈청배제 배양액으로 교환하면서 vehicle로 에

탄올을 사용한 OA를 투여하여 배양하였다. MPA, N-acetyl-

cystein (NAC)는 OA 투여 1시간 전에 투여하였다. NAC의

유효 농도는 예비실험으로 결정하였다.

4) Methylthiazoletetrazolium (MTT)

실험 종료 후 MTT 1 mg/ml을 첨가하여 세포배양기에서

2시간 동안 반응시킨 후 extraction buffer (20% SDS, 50% N,

N-dimethylformamide, pH 4.7)를 첨가한다. 24시간 경과 후

microplate reader (SpectraMax 340, Molecular Devices Co.,
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CA, USA)를 이용하여 562 nm에서 MTT 양을 측정하였다.

5) Flow cytometry

세포를 PBS로 2회 세척한 후 산화에 민감한 5-(and-6)-

chloromethyl-2’, 7’-dichlorodihydro-fluorescein diacetate (DC-

FH-DA; Molecular probe, Eugene, Oregon, USA) 5μM을 첨

가하여 20분 동안 세포 배양기에 방치하여 세포 내로 염료

를 유입시켰다. 유입되지 않은 염료를 세척하여 제거한 후

FACS (Becton Dickinson Immunocytometry system, Mountain

View, CA, USA)로 형광(excitation, 485 nm; emission, 530

nm)을 측정하였다.

6) Western blot 분석

실험이 종료된 세포는 냉장보관 PBS로 1회 세척한 후

lysis buffer (20 mM Tris, pH 7.0, 137 mM NaCl, 5 mM EDTA,

1% Triton X-100, 10% glycerol, 0.2 mM PMSF, 1μg/ml apro-

tinin, 20μM leupeptin, 1 mM Na3VO4, 10 mM NaF, 1 mM

EGTA, pH 8.0, 1 mM pyrophosphate, 1 mMβ-glyceropho-

sphate)를 넣고 얼음 위에서 10분간 반응시켰다. 세포를

12,000 rpm, 4
o
C에서 15분간 원심 분리하여 상층액을 취하

여 Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)을

사용하여 단백을 정량하였다. 시료는 sample buffer (12 mM

Tris-HCl, pH 8.0, 0.5% glycerol, 0.4% SDS, 2.88 mM 2-

mercaptoethanol, 0.02% bromophenol blue)와 혼합하여

95
o
C에서 5분 동안 가열하였다. SDS-polyacrylamide gel

electrophoresis (SDS-PAGE)에서 전개 분리한 후 nitrocel-

lulose 흡착지(Bio-Rad)에 전이시켰다. 단백에 대한 mole-

cular marker를 사용하여 전개와 전이 정도를 확인하였다.

흡착지를 5% non fat dry milk blocking 용액에 넣고 상온에

서 1시간 동안 반응시켰다. 0.1% Tween 20을 포함한 Tris

완충액으로 2회 세척한 후 일차 항체로 2시간 동안 반응시

킨 후 15분씩 4회 세척하였다. Proliferating-cell nuclear anti-

gen (PCNA) 항체는 β-actin 항체로 보정하였다. 이차 항체

(HRP-conjugated anti-mouse IgG; Santacruz, Santacruz, CA,

USA)는 상온에서 1시간 동안 반응시킨 후 15분씩 4회 세척

하였다. Enhanced chemiluminescence (ECL; Amersham, Buck-

inghamshire, UK) kit을 이용하여 이차 항체를 검출하였다.

7) 통계처리

모든 실험결과의 측정치는 “평균(mean)±표준오차(stan-

dard error)”로 나타내었으며, 여러 군 간의 통계학적인 비교

는 ANOVA로, 두 군 간의 통계학적인 비교는 Student’s

T-test를 시행하여 P값이 0.05 미만인 경우에 유의성이 있는

것으로 판정하였다.

결 과

1) MPA가 OA에의한 흰쥐 혈관평활근 세포의 증식에

미치는 영향

OA의 유효농도를 검색하기 위하여 OA 50, 100, 200μM

을 투여하고 48시간 후에 세포증식을 MTT로 측정하였다.

OA 50과 200μM은 유의한 혈관 평활근 세포의 증식을 유

도하지 못하였지만, OA 100μM은 대조군에 비하여 혈관

평활근 세포증식을 1.6±0.1배 증가시켰다.(Fig. 1A, P＜

0.05) 또한 OA 100μM 투여 후 48시간에 세포증식의 다른

지표인 PCNA 표현이 유의하게 증가되었다(Fig. 1C). MPA

는 0.1, 1, 10μM을 투여하여 OA가 있는 군과 없는 군으로

분류하여 실험하였다. MPA 10μM 이하는 기저수준의

MTT에 영향을 미치지 않음으로써 혈관 평활근 세포에 독

성이 없었다. MPA 1μM 이상은 OA에 의하여 유도된

MTT(Fig. 1B, P＜0.05) 및 PCNA 표현(Fig. 1C) 증가를 농도

의존적으로 감소시켰다.

2) MPA가 OA에 의해 유도된 혈관 평활근 세포의 세

포 내 ROS에 미치는 영향

세포 내 ROS는 OA 100μM 투여 후 5분부터 대조군에

비하여 1.6±0.1배 증가하였고, 한 시간까지 대조군과 비교

하여 유의하게 지속되었다(Fig. 2A, P＜0.05). MPA 1μM 이

상은 OA 100μM 투여 후 5분에 증가한 세포 내 ROS를 농

도의존적으로 억제하였고, 항산화제인 NAC 5 mM 또한 유

의한 억제효과를 보였다(Fig. 2B, P＜0.05).

3) NAC에 의한 혈관 평활근 세포의 세포 내 ROS에

미치는 영향

세포 내 ROS가 OA에 의하여 유도된 혈관 평활근 세포의

증식에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 항산화제인 NAC

5 mM을 OA 투여 한 시간 전에 투여하였다. NAC 5 mM은

OA 100μM에 의하여 유도된 혈관평활근 세포의 MTT와

PCNA 표현증가를 유의하게 억제하였다(Fig. 3).

고 찰

신장이식 후 발생하는 만성 이식신 부전증은 이식신 실

패의 주된 원인으로 현재까지 만성 이식신 부전증의 발생

을 차단하고 만성병증을 회복시키는 약제의 개발성과는 제

한적이다. Rapamycin과 mycophenolate mofetil (MMF)은 이

식신 생존율을 증가시키고 만성 이식신 부전증으로의 진행

을 억제한다는 보고가 있다.(15,16) 현재까지의 만성 이식신

부전증의 치료 방향은 회복을 시키는 쪽보다는, 만성 이식
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신 부전증을 유발할 수 있는 위험요인을 제거하면서 신독

성이 적은 면역 억제제를 병합 투여하는 것이다.(2) 면역억

제제의 근간을 이루고 있는 CNI는 혈관 수축과 신장 혈류

감소를 일으켜 이식신 부전증의 원인이 된다.(15) 결국 장

기간 CNI에 노출될 때 이식 후 수개월 또는 수년에 걸쳐

만성 이식신 부전증을 유발할 수 있다. 이식신장의 반복적

인 손상은 다양한 성장인자의 분비를 촉진시켜 간질과 혈

관 섬유화를 유발한다.(17-22) 즉 CNI는 우수한 면역억제제

이나 만성 이식신병증의 관점에서 보면 가능한 한 적은 용

량의 투여가 권장되며 신독성이 적은 다른 면역억제제로의

대치 투여가 필요하다.(23) 최근 임상에서 사용되기 시작한

rapamycin은 mTOR과 결합하여 면역억제 작용을 하는 약제

로서 항증식 효과가 있어 만성거부반응의 병리소견인 평활

근 세포와 혈관내피세포의 증식을 억제하는 효과가 있으

며,(24) 임상에서 만성 이식신 부전증의 진행을 억제하는

데 사용하고 있다. 또한 만성 이식신 부전증에 효과가 있는

것으로 알려진 MMF의 활성물질인 MPA는 IMPDH의 억제

를 통한 de novo purine DNA 합성 중 guanosine의 생성 경로

를 차단하는 것으로 알려져 있다.(5) 동물 실험에서 MMF가

평활근 세포의 성장을 억제하여 혈관내막의 증식을 억제한

다는 보고가 있다.(25) 본 연구에서는 이식 후 흔히 발생하

Fig. 1. Effects of MPA on OA-induced rat VSMC proliferation.

(A) Dose response of OA on MTT level. (B) Effects of

MPA on OA-induced MTT level. Data are presented as the

mean±SE of five experiments. (C) Effects of MPA on

OA-induced PCNA expression. Data are presented as

representative Western blot. *P＜0.05 vs. control;
†
P＜

0.05 vs. OA alone.

Fig. 2. Effects of MPA on OA-induced cellular ROS in rat

VSMCs. (A) Time response of OA on cellular ROS. (B)

Effects of MPA on OA-induced cellular ROS. Data are

presented as the mean±SE of five experiments. *P＜0.05

vs. control;
†
P＜0.05 vs. OA alone.
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는 고지혈증이 혈관 합병증 및 만성 이식신 부전증으로의

진행을 촉진시키는 인자라고 가정하고, 지방산으로 유도된

혈관 평활근 세포의 증식에 대한 MPA의 억제 기전에 대하

여 조사하였다. 본 연구에서도 OA 100μM로 혈관 평활근

세포을 자극한 결과로 이전의 보고(10)처럼 혈관 평활근세

포의 증식 및 세포 내 ROS가 증가하였다. 또한 MPA의 사

용은 OA에 의한 세포증식을 용량의존적으로 통계적으로

유의하게 억제하였다. 본 실험에서 사용된 MPA의 농도는

임상적으로 사용이 가능하며 세포독성이 없는 범주 내에

있음을 기존 논문의 고찰을 통하여 확인하였으나,(26-28)

임상적 유용성에 대한 실험은 좀 더 필요할 것으로 생각한

다. Hauser 등(29)은 비림프구인 사구체 혈관간 세포를 사용

한 실험에서 MPA가 림프구에서처럼 guanosine 생성 억제

를 통해 세포 증식을 억제한다고 보고한 바 있고, Gu 등(30)

은 MPA에 의한 hematopoietic cell의 세포사멸 기전에서

guanine nucleotide 억제에 의한 ERK, Akt, 그리고 mammalian

target of rapamycin (mTOR) 관련 세포 내 신호전달계를 억

제함을 보고하였다. Lu 등은 최초로 OA에 의한 혈관 평활

근 세포의 증식에서 ROS가 관여함을 제시하였다.(10)본 연

구에서도 OA는 5분에 세포 내 ROS를 최대로 증가시켰고,

60분까지 효과가 지속되었다. MPA 1과 10μM에서 통계적

으로 유의하게 OA에 의하여 증가된 혈관 평활근 세포의

ROS 생성을 감소시켰고, 항산화제인 NAC 또한 유사한 효

과를 나타내었다. 세포 내 ROS에 대한 MPA의 유효 농도는

혈관 평활근 세포의 증식을 억제하는 효과와 유사한 농도

에서 관찰되었다. 이것은 MPA의 항산화 작용이 이식 후 만

성 이식신 부전증의 병태 생리현상인 혈관 평활근 세포의

증식을 억제하는 데 필요하다고 가정할 수 있다. OA에 의

한 혈관 평활근 세포의 ROS 생성에 대한 MPA의 항산화

효과는 본 연구에서 최초로 입증된 것이며, 세포 내 ROS에

대한 억제 기전을 밝힘으로써 보다 정확한 MPA의 작용기

전을 이해할 수 있을 것으로 기대된다. MPA가 OA에 의한

혈관 평활근 세포의 증식과 세포 내 ROS를 억제하는 기전

은 다른 IMPDH 억제제인 tiazofurin(31)과 ribavirin(32)의 예

와 함께 PDGF에 의한 혈관 평활근 세포의 ROS 증가를 억

제할 수 있다는 기존 논문(13,14)에서 추론해 볼 수 있다.

기본적으로 IMPDH 억제를 통하여 발생된 세포 내

guanosine 양의 감소는 다양한 세포 내 신호전달계의 이상

을 초래하고, 특히 small G 단백의 일종인 rac, ras 및 rho의

활성화 감소는 필연적으로 연관되어 있다.(33)

결 론

본 연구의 결과는 MPA가 OA에 의하여 유도된 흰쥐 혈

관 평활근 세포의 증식을 억제하며, MPA에 의한 ROS 억제

가 혈관 평활근 세포의 억제과정의 기전이 될 수 있음을

시사하고 있다.
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