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국문국문국문국문    요약요약요약요약    

    

족세포에서족세포에서족세포에서족세포에서    고포도당과고포도당과고포도당과고포도당과    싸이클로스포린이싸이클로스포린이싸이클로스포린이싸이클로스포린이    

세포사멸에세포사멸에세포사멸에세포사멸에    미치는미치는미치는미치는    영향영향영향영향    

 

싸이클로스포린 (CsA)은 신이식 후 사용하는 강력한 면역억제제

로 이식신 생존율을 유의하게 호전시켰다. 그러나 CsA을 장기간 

사용할 경우 구심성 신소동맥 병변, 세뇨관 위축, 세뇨관-간질성 

섬유화, 그리고 사구체경화증 등이 동반되는 만성 CsA 신독성이 

발생하게 되는데, 이러한 만성 CsA 신독성의 병인으로는 구심성 

세동맥의 수축으로 인한 허혈과 세포사멸 등이 있다. 또한, 세포

사멸은 당뇨병성 신병증의 특징 중 하나인 족세포 수의 감소와도 

밀접하게 관련되어 있는 것으로 알려져 있다. 당뇨병성 신병증은 

전 세계적으로 말기 신부전증의 가장 흔한 원인 질환으로, 당뇨병

성 신병증에 의한 말기 신부전증 환자의 증가와 함께 신이식을 받

는 당뇨병 환자도 더욱 증가할 것으로 예상된다. 그러나 당뇨병을 

동반한 말기 신부전증 환자에서의 이식 후 신생존율은 감염이나 

급성 거부반응으로 인하여 비당뇨병 말기 신부전증 환자에 비하여 

낮은 것으로 보고되고 있다. 

이에 본 연구자는 당뇨병 신이식 환자에서의 낮은 신생존율과 

족세포 사멸 사이의 연관성을 규명하기 위하여 고포도당과 CsA으

로 자극한 족세포에서의 세포사멸을 알아보고자 하였다. 족세포를 

33℃에서 감마인터페론이 포함된 배양액으로 계대 배양하였으며, 

이후 37℃에서 감마인터페론이 없는 배양액으로 배양하면서 분화

를 시켰다. 족세포의 분화를 확인한 후 우태아혈청이 없는 배양액

으로 24시간 동안 배양한 다음, 5.6 mM 포도당 (NG), NG + 24.4 

mM 만니톨  (NG + M), NG + 10-6 M CsA (NG + CsA), 30 mM 포도당 
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(HG), 그리고 HG + 10-6 M CsA (HG + CsA) 배양액으로 72시간 동

안 배양하였다. mRNA 발현은 RT-PCR로, 단백 발현은 Western blot

로, 그리고 세포사멸은 Hoechst 33258 염색과 FACS를 이용하여 분

석하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

 

1. 족세포에서 Bax/Bcl-2 mRNA 발현비는 NG + CsA군과 HG + 

CsA군에서 NG군에 비하여 각각 3배, 2.8배 증가되었으며 

(p<0.05), Bax/Bcl-2의 단백 발현비도 NG군에 비하여 NG + 

CsA군과 HG + CsA군에서 2.2배, 1.7배 증가되었다 (p<0.01). 

그러나 고포도당이나 만니톨은 족세포의 Bax와 Bcl-2 mRNA 

및 단백 발현에 영향을 미치지 않았다. 

2. TGF-β mRNA 및 단백 발현은 NG군과 HG군에 비하여 NG + 

CsA군과 HG + CsA군에서 의의있게 증가되었다 (p<0.05). 그

러나 고포도당이나 만니톨은 족세포의 TGF-β 발현에 영향

을 미치지 않았다. 

3. Hoechst 33258 염색에 의한 apoptotic cell의 수는 CsA 처

치군에서 의의있게 증가되었으며, FACS 분석상으로도 CsA 

처치군에서 apoptotic cell의 비율이 유의하게 높게 나타났

다 (p<0.01). 

 

이상의 결과로 족세포에서 싸이클로스포린이 세포사멸을 증가시

켰으며, 싸이클로스포린에 의한 세포사멸이 고포도당 조건 하에서 

더 심화되지는 않을 것으로 생각된다. 

 

 

핵심되는 말: 족세포, 세포사멸, 고포도당, 싸이클로스포린 
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족세포에서 고포도당과 싸이클로스포린이  

세포사멸에 미치는 영향 

 

<지도교수  강강강강    신신신신    욱욱욱욱> 

 

연세대학교 대학원 의과학과 

    

정정정정        동동동동        섭섭섭섭    

 

 

I. I. I. I. 서서서서    론론론론    

 

최근에 당뇨병성 신병증은 투석이나 신이식이 필요한 말기 신부

전증의 원인 질환 중 가장 많은 빈도를 차지하는 질환으로 대두되

었다. 국내외적으로 새로 투석을 시작하는 환자의 약 40-45%가 당

뇨병성 신병증에 의한 말기 신부전증 환자인 것으로 보고되고 있을 

정도로 투석 환자에서 당뇨병성 신병증의 빈도는 계속 증가하고 있

으며1,2, 같은 맥락에서 당뇨병 환자를 대상으로 한 신이식도 점차 

증가하고 있다.  
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신이식 후 사용하는 면역 억제제는 세월이 지남에 따라 크게 변

화되었는데, 그 중에서도 1980년대에 들어서 사용하기 시작한 싸이

클로스포린 (CsA)이 이식신의 생존율 증가에 크게 공헌하였다. CsA 

은 11개의 아미노산으로 구성된 약제로 T 림프구에서 calcineurin

의 활성화를 억제함으로써3 interleukin-2를 비롯한 여러 싸이토카

인의 작용을 차단하여 면역 억제 작용을 나타나게 된다. 그러나 장

기간 CsA을 사용하는 경우 신장 내 간질의 섬유화, 세뇨관 위축, 

그리고 구심성 세동맥의 hyalinosis가 특징인 만성 CsA 신병증이 

유발된다4-6. 이러한 만성 CsA 신병증이 발생하는 병태생리학 기전

에 대해서는 아직 명확하지는 않으나 레닌-안지오텐신계의 활성화, 

endothelin, 그리고 활성 산소족의 변화에 의한 신장 내 구심성 혈

관의 수축에 의한 허혈이 관여하는 것으로 알려져 있으며7-9, 최근

에는 생체 내 및 생체 외 실험을 통하여 세포사멸 (apoptosis)이 

CsA에 의한 신독성과 밀접한 관련이 있는 것으로 보고되고 있다10. 

CsA에 의한 세포사멸은 주로 세뇨관 세포를 대상으로 한 연구에서 

증명되었으나, 최근에는 사구체 메산지움 세포뿐만 아니라 족세포

를 이용한 실험에서도 CsA이 세포사멸을 유도하였다는 보고가 있다

11,12. 

세포사멸은 모든 다세포 기관의 정상 발달과 항상성에 필수적인 

자연적 세포사로, 과소, 또는 과대한 세포사멸은 악성 종양, 류마

티스 관절염, Alzheimer 병을 포함한 각종 질환과 밀접하게 연관되

어 있다. 신장 질환 중에는 허혈-재관류 손상, 폐쇄성 신장 질환, 

다낭성 신질환, 그리고 당뇨병성 신병증 등의 병태 생리에 세포사

멸이 관여한다는 것으로 이야기 되어지고 있다13-19. 당뇨병성 신병

증의 경우, 생체 내 및 생체 외 실험을 통하여 당뇨 조건 하에서 

사구체 메산지움 세포와 세뇨관 세포에서 세포사멸이 일어났다는 

보고가 있으며20, 당뇨 조건 하에서 생성이 증가되는 TGF-β로 자극
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한 족세포에서도 세포사멸이 유도되었다는 연구 결과가 있다21-23. 

그러나 족세포에서 고포도당 자체가 세포사멸을 일으키는 지에 대

한 연구는 현재까지 전무한 실정이다. 

이에 본 연구자는 고포도당으로 자극한 족세포에서 세포사멸의 

발생 여부를 관찰함과 동시에 계속 증가할 것으로 예상되는 당뇨병 

환자에서의 신이식을 대비하여 당뇨 조건이 CsA에 의한 족세포 사

멸에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. 

 

 

    

    

    

    

    

    

    

    

II. II. II. II. 재료재료재료재료    및및및및    방법방법방법방법    

    

1. 1. 1. 1. 족세포족세포족세포족세포 (conditionally immortalized mouse podo (conditionally immortalized mouse podo (conditionally immortalized mouse podo (conditionally immortalized mouse podocyte)cyte)cyte)cyte)의의의의    배양배양배양배양  

실험에 이용한 족세포는 Dr. Mundel (Albert Einstein College of 

Medicine, Bronx, NY)로부터 기증받은 세포로, 33℃에서 γ-

interferon이 포함된 배양액으로 배양하면 일반적인 상피세포와 

유사하게 증식을 하지만 (permissive condition), 37℃에서 γ-

interferon이 없는 배양액으로 배양하면 생체 내 족세포와 

유사하게 증식이 정지되면서 족돌기를 갖는 세포로 분화된다 (non-

permissive condition). 2주 동안 non-permissive condition 
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하에서 배양한 족세포에서 synaptopodin mRNA의 발현을 역전사-

중합효소 연쇄 반응 (reverse transcription-polymerase chain 

reaction, 이하 RT-PCR)으로 분석하여 분화를 확인하였다.  

 

2. 2. 2. 2. 세포세포세포세포    실험실험실험실험    

  모든 실험은 족세포를 37℃에서 14일간 배양하여 충분히 분화가 

된 상태에서 시행하였다. 10% 우태아혈청 (GIBCO BRL, 

Gaithersburg, MD, USA)을 함유하고 있는 RPMI-1640 배양액 (GIBCO 

BRL)을 우태아혈청이 없는 배양액으로 교환하여 24시간 동안 배양

한 후 포도당 농도가 5.6 mM (NG, 정상포도당군) 또는 30 mM (HG, 

고포도당군)인 배양액으로 72시간 동안 처리하였다.  

  싸이클로스포린 (Cyclosporine A, Sigma Chemical Co., St. 

Louis, MO, USA)은 배양액 내 최종 농도가 10-6 M이 되도록 일부 정

상 포도당군 (NG + CsA)과 고포도당군 (HG + CsA)에 첨가하였다. 

또한, 고포도당에 의한 삼투압 효과를 배제하기 위하여 정상 포도

당군에 24.4 mM 만니톨을 첨가한 실험도 동시에 시행하였다. 자극 

72시간 후에 족세포로부터 RNA 및 단백을 추출하였으며, 세포사멸

을 알아보기 위하여 Hoechst 33258 염색과 FACS (Fluorescence 

Activated Cell Sorting)를 시행하였다. 

 

3. 3. 3. 3. 역전사역전사역전사역전사 (reverse transcription) (reverse transcription) (reverse transcription) (reverse transcription)    

세포로부터 총 RNA를 추출하기 위하여 RNA STAT-60 (Tel-Test, 

Inc., Friendswood, TX, USA)을 사용하였다. RNA STAT-60 reagent 

100 μl로 세포를 처리한 후 700 μl의 RNA STAT-60 reagent를 첨

가하고 vortex한 후 실온에 5분간 두었다. 이후 160 μl의 

chroloform (Sigma Chemical Co.)을 첨가하고 30초간 충분히 흔들

어 섞은 후 실온에 3분간 보관한 다음, 4℃에서 12,000 rpm으로 15
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분간 원심분리한 후 상층액을 새로운 tube로 옮겼다. 여기에 400 

μl의 isopropanol (Sigma Chemical Co.)을 첨가하고 4℃에 20분간 

보관한 다음 4℃, 12,000 rpm으로 20분간 원심분리하였다. RNA 침

전물은 70% ice-cold ethanol로 세척, Speed Vac (Savant, 

Farming-Dale, NY, USA)을 이용하여 건조시킨 후 diethyl 

pyrocarbonate (DEPC)로 처리된 증류수로 희석시켰다. 분리된 RNA 

양과 순도는 spectrophotometer (Eppendorf Scientific, Inc., 

Westbury, NY, USA)상 260 nm과 280 nm에서 측정된 optical 

density (O.D.) 값을 이용하여 확인하였다. 

 c-DNA는 Roche Diagnostics c-DNA synthesis kit (Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)를 이용하여 제작하였다. 세

포로부터 분리한 총 RNA 중 2 μg의 RNA에 10 μM random 

hexanucleotide primer, 1 mM dNTP, 8 mM MgCl2, 30 mM KCl, 50 mM 

Tris-HCl, pH 8.5, 0.2 mM dithiothreithol, 25 U RNase inhibitor, 

그리고 40 U AMV reverse transcriptase를 첨가하였다. 이 혼합물

은 Eppendorf Mastercycler gradient (Eppendorf Scientific, Inc., 

Westbury, NY, USA)로 30℃에서 10분, 42℃에서 1시간, 그리고 

99℃에서 5분간 반응시켜 first-strand c-DNA를 합성한 후, -70℃ 

에 보관하였다. 

    

4. 4. 4. 4. PCRPCRPCRPCR을을을을    이용한이용한이용한이용한 mRNA  mRNA  mRNA  mRNA 발현의발현의발현의발현의    측정측정측정측정    

mRNA의 발현은 역전사 효율의 차이를 보정하기 위하여 모든 

검체의 PCR 산물의 O.D.를 GAPDH의 O.D.로 보정하였는데, 이를 

위하여 실험에서 얻은 PCR 산물과 GAPDH 비의 예민도가 가장 높은 

c-DNA의 양과 PCR cycle의 수를 결정한 후 본 실험을 시행하였다. 

House keeping 유전자인 GAPDH는 다른 시험관에서 동시에 

시행하였다. PCR이 끝난 후 개개의 증폭된 PCR 산물 중 30 μl를 
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취하여 0.05 μg/ml ethidium bromide를 함유한 2% agarose 

gel에서 전기영동을 하였다. PCR 산물과 GAPDH의 O.D.는 TINA 

image software (Ver2.01, Raytest, Straubenhardt, Germany)를 

이용하여 측정하였다. Bax, Bcl-2 및 TGF-β에 대한 primer는 설계 

후 Life Technologies (Rockville, MD, USA)에 의뢰하여 

제작하였다 (Table 1). PCR은 20 ng (GAPDH) 또는 40 ng (Bax, 

Bcl-2, TGF-β)에 해당하는 c-DNA, 1.5 U Taq Gold DNA polymerase 

(Applied Biosystems, Inc., Foster, CA, USA), 20 μM dNTP, 각각 

25 pmol sense와 antisense primer, 1.5 mM MgCl2를 포함한 50 μl 

반응 혼합물을 이용, 95℃에서 9분간 가열한 후 94℃에서 45초, 

annealing 온도인 62℃ (GAPDH, TGF-β) 또는 56℃ (Bax, Bcl-

2)에서 45초, 그리고 72℃에서 1분간 36 cycles (GAPDH, TGF-β) 

또는 45 cycles (Bax, Bcl-2)을 시행하였으며, 이후 72℃에서 

7분간 더 반응시켰다. 상술한 PCR 과정을 거쳐 고포도당과 CsA에 

의한 Bax, Bcl-2 및 TGF-β mRNA의 발현 변화를 관찰하였다. 

 

 

 

 

Table 1. Primers of mouse Table 1. Primers of mouse Table 1. Primers of mouse Table 1. Primers of mouse Bax, BclBax, BclBax, BclBax, Bcl----2, TGF2, TGF2, TGF2, TGF----ββββ and GAPDH and GAPDH and GAPDH and GAPDH    

    

  Sequence (5' Sequence (5' Sequence (5' Sequence (5' →→→→ 3') 3') 3') 3')    

Sense TCC CCC CGA GAG GTC TTC T BaxBaxBaxBax    

Antisense CCC AGT TGA AGT TGC CAT CA 

Sense TGG GAT GCC TTT GTG GAA CT BclBclBclBcl----2222    

Antisense GAG ACA GCC AGG AGA AAT CAA AC 
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Sense CGA GGT GAC CTG GGC ACC ATC C TGFTGFTGFTGF----ββββ    

Antisense GCT CCA CCT TGG GCT TGC GAC C 

Sense GAC AAG ATG GTG AAG GTC GG GAPDHGAPDHGAPDHGAPDH    

Antisense CAT GGA CTG TGG TCA TGA GC 

 

5.5.5.5. Western blot Western blot Western blot Western blot을을을을    이용한이용한이용한이용한    단백단백단백단백    발현의발현의발현의발현의    측정측정측정측정    

각 군의 족세포를 sodium dodecyl sulfate (SDS) sample buffer 

(2% sodium dodecyl sulfate, 10 mM Tris-HCl, pH 6.8, 10% 

[vol/vol] glycerol)를 이용하여 용해시킨 후, 세포 용해액을 4℃ 

에서 12,000 rpm으로 10분간 원심분리하였다. 상층액 내 단백은 

Bio-Rad assay (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, 

USA)를 이용하여 농도를 결정한 후 50 μg씩 등분하여 -70℃에 

보관하였다.    

50 μg의 단백은 Laemmli sample buffer로 처치, 100℃에서 

5분간 가열한 후, 15% acrylamide denaturing SDS-polyacrylamide 

gel을 이용하여 전기영동을 하였다. 전기영동 후 gel 내 단백은 

semidry blotting 기계를 이용하여 Hybond-ECL nitrocellulose 

membrane (Amersham Life Science, Inc., Arlington Heights, IL, 

USA)에 이전시켰다. Membrane을 실온에서 1시간 동안 blocking 

buffer A (1x PBS, 0.1% Tween-20, 그리고 5% nonfat milk)로 

처치한 후 4℃에서 하룻밤 동안 Bax (Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, USA), Bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology), 그리고 

TGF-β (Santa Cruz Biotechnology)에 대한 일차 항체를 처리하여 

반응시켰다. Membrane을 1x 인산 완충 식염수 (phosphate buffered 

saline, PBS)와 0.1% Tween-20으로 15분간 1회, 5분간 2회 처치한 

후, 1:1000으로 희석된 goat anti-rabbit IgG (Santa Cruz 
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Biotechnology)가 첨가된 buffer A에 1시간 동안 반응시킨 다음 

ECL chemiluminescent 시약 (Amersham Life Science, Inc.)을 

이용하여 가시화하였다. Signal은 TINA image software를 이용하여 

O.D.로 정량화하였다. 

 

6666. . . . 배양배양배양배양    족세포의족세포의족세포의족세포의    사멸사멸사멸사멸    측정측정측정측정    

가가가가.... Hoechst 33258  Hoechst 33258  Hoechst 33258  Hoechst 33258 염색염색염색염색    

배양 슬라이드 용기에 배양한 족세포를 PBS로 2회 세척한 후 2% 

paraformaldehyde와 20% sucrose가 첨가된 PBS로 실온에서 30분간 

고정시킨 다음 PBS로 2회 세척하였다. 이후 0.1% Triton X-100 용

액이 첨가된 PBS로 실온에서 2분간 처리한 다음 배양된 족세포를 

DNA와 결합하는 형광 색소 Hoechst 33258 (Sigma Chemical Co.)가 

5 μg/ml 농도로 첨가된 PBS와 암실에서 20분간 반응시킨 후 자외

선 filter를 이용하여 형광현미경 (Olympus Optical Co., Tokyo, 

Japan)으로 핵의 형태를 관찰하였다. 최소한 300개 이상의 세포를 

관찰하였으며, 핵 내 chromatin이 농축 (condensation)된 사멸체 

(apoptotic body)가 존재하는 세포를 세포사멸이 일어난 세포로 간

주하였다. 

 

나나나나.... FACS  FACS  FACS  FACS 분석분석분석분석    

배양한 족세포를 차가운 PBS로 2회 세척한 후 trypsin을 이용하

여 배양 용기로부터 탈락시킨 후 우태아혈청을 첨가하여 trypsin을 

불활성화시킨 다음 12,000 rpm으로 5분간 원심분리하여 세포 

pellet을 수집하였다. 수집된 세포는 1x106 개/ml이 되도록 annexin 

완충액 (10 mM HEPES, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2, pH 7.4)을 첨가

하였다. 이후 세포 현탁액 100 μl에 FITC-annexin V (AV; BD 

Biosciences, Franklin Lakes, NY, USA) 5 μl (annexin 완충액을 
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이용하여 1:250으로 희석)와 1 μg/ml propidium iodide (PI; BD 

Biosciences) 5 μl를 첨가하여 vortex를 시행한 후 암실에서 15분

간 반응시켰다. 세포는 flow cytometer (BD Biosciences)와 WinMDI 

(Ver. 2.8, TRSI, La Jolla, CA, USA)를 이용하여 분석하였으며, 

AV와 PI 모두에 표지되지 않은 세포는 생존, PI에만 표지된 세포는 

괴사, AV에만 표지된 세포는 초기 세포사멸, 그리고 AV와 PI 모두

에 표지된 세포는 후기 세포사멸로 간주하였다.    

    

7777. . . . 통계통계통계통계    분석분석분석분석    

모든 결과는 평균 ± 표준오차 (SEM)로 표시하였다. 통계 분석은 

개인용 컴퓨터 통계 프로그램 SPSS 윈도우용 11.0판 (SPSS, Inc., 

Chicago, IL, USA)을 이용하여 수행하였다. 각 처치군에서의 

결과는 Kruskal-Wallis 다중 비교용 비모수 검정을 사용하여 

비교하였으며, Kruskal-Wallis 검정상 통계학적 차이가 있었던 

경우에는 Mann-Whitney U-test로 확인하였다. p 값이 0.05 미만인 

경우에 의미있는 것으로 간주하였다. 

 

 

 

 

 

 

III. III. III. III. 결결결결    과과과과    

    

1.1.1.1. BaxBaxBaxBax와와와와 Bcl Bcl Bcl Bcl----2 mRNA 2 mRNA 2 mRNA 2 mRNA 및및및및    단백의단백의단백의단백의    발현발현발현발현    

  세포사멸과 관련된 Bax/Bcl-2의 mRNA 발현비는 NG군에 비하여  

NG + CsA군과 HG + CsA군에서 각각 3배, 2.8배 증가되었다 
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(p<0.05) (Fig. 1).  
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Figure 1. Bax/BclFigure 1. Bax/BclFigure 1. Bax/BclFigure 1. Bax/Bcl----2 mRNA expression in NG, NG2 mRNA expression in NG, NG2 mRNA expression in NG, NG2 mRNA expression in NG, NG    ++++    CsA, HG and CsA, HG and CsA, HG and CsA, HG and     

HGHGHGHG    ++++    CsACsACsACsA groups assessed by RT groups assessed by RT groups assessed by RT groups assessed by RT----PCRPCRPCRPCR (p<0.05) (p<0.05) (p<0.05) (p<0.05)....    

    

    

Western blot을 이용하여 분석한 Bax/Bcl-2의 단백 발현비도 NG

군에 비하여 NG + CsA군과 HG + CsA군에서 각각 2.2배, 1.7배 증가

되었다 (p<0.01) (Fig. 2). 그러나 고포도당이나 만니톨은 족세포

의 Bax와 Bcl-2의 mRNA 및 단백 발현에 큰 영향을 주지 않았다. 
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Figure 2. Bax/BclFigure 2. Bax/BclFigure 2. Bax/BclFigure 2. Bax/Bcl----2 protein expressio2 protein expressio2 protein expressio2 protein expression in NG, NGn in NG, NGn in NG, NGn in NG, NG    ++++    CsA, HGCsA, HGCsA, HGCsA, HG and  and  and  and 

HGHGHGHG    ++++    CsA groups assessed by WCsA groups assessed by WCsA groups assessed by WCsA groups assessed by Western blotestern blotestern blotestern blot (p<0.01) (p<0.01) (p<0.01) (p<0.01)....    

    

    

2.2.2.2. TGFTGFTGFTGF----ββββ mRNA mRNA mRNA mRNA와와와와    단백의단백의단백의단백의    발현발현발현발현    

NG군에 비하여 NG + CsA군과 HG + CsA군에서 TGF-β mRNA의 발현

은 각각 1.7배, 1.5배 증가되었으며 (p<0.05) (Fig. 3), TGF-β 단

백의 발현도 각각 1.4배, 1.8배 증가되었다 (p<0.05) (Fig. 4). 그

러나 고포도당이나 만니톨은 족세포의 TGF-β mRNA와 단백의 발현

에 영향을 주지 않았다. 
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Figure 3. TGFFigure 3. TGFFigure 3. TGFFigure 3. TGF----ββββ mRNA expres mRNA expres mRNA expres mRNA expression in NG, NGsion in NG, NGsion in NG, NGsion in NG, NG    ++++    CsA, HG and CsA, HG and CsA, HG and CsA, HG and                 

HGHGHGHG    ++++    CsA groups assessed by RTCsA groups assessed by RTCsA groups assessed by RTCsA groups assessed by RT----PCRPCRPCRPCR (p<0.05) (p<0.05) (p<0.05) (p<0.05)....    
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Figure 4. TGFFigure 4. TGFFigure 4. TGFFigure 4. TGF----ββββ protein expression in NG, NG protein expression in NG, NG protein expression in NG, NG protein expression in NG, NG    ++++    CsA, HGCsA, HGCsA, HGCsA, HG and  and  and  and     

HGHGHGHG    ++++    CsA groups assessed by WCsA groups assessed by WCsA groups assessed by WCsA groups assessed by Western blotestern blotestern blotestern blot (p< (p< (p< (p<0.05)0.05)0.05)0.05)....    

    

3.3.3.3. 세포사멸세포사멸세포사멸세포사멸    분석분석분석분석    

가가가가. . . . Hoechst 33258 Hoechst 33258 Hoechst 33258 Hoechst 33258 염색염색염색염색    

Hoechst 33258 염색상 세포사멸이 일어난 세포는 CsA 처치군에서 

의의있게 많았다 (p<0.05) (Fig. 5, Fig. 6). 반면에, 고포도당이

나 만니톨은 족세포에서 Hoechst 33258 염색으로 분석한 세포사멸

에 큰 영향을 주지 않았다. 
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Figure 5. Fluorescent photographic assessment of apoptosis in Figure 5. Fluorescent photographic assessment of apoptosis in Figure 5. Fluorescent photographic assessment of apoptosis in Figure 5. Fluorescent photographic assessment of apoptosis in 

podocytepodocytepodocytepodocytes. Cells were stained with DNAs. Cells were stained with DNAs. Cells were stained with DNAs. Cells were stained with DNA----binding fluobinding fluobinding fluobinding fluorochrome rochrome rochrome rochrome 

Hoechst 33258 (x400, AHoechst 33258 (x400, AHoechst 33258 (x400, AHoechst 33258 (x400, A: NG, B: NG: NG, B: NG: NG, B: NG: NG, B: NG    ++++    CsA, C: HG, DCsA, C: HG, DCsA, C: HG, DCsA, C: HG, D: HG: HG: HG: HG    ++++    CsA).CsA).CsA).CsA).    
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Figure 6. Apoptotic podocytes in NG, NGFigure 6. Apoptotic podocytes in NG, NGFigure 6. Apoptotic podocytes in NG, NGFigure 6. Apoptotic podocytes in NG, NG    ++++    CsA, HG and HGCsA, HG and HGCsA, HG and HGCsA, HG and HG    ++++    CsA CsA CsA CsA 

assessed by Hoechst 33258 stainingassessed by Hoechst 33258 stainingassessed by Hoechst 33258 stainingassessed by Hoechst 33258 staining (p<0.05) (p<0.05) (p<0.05) (p<0.05)....    

 

나나나나. . . . FACS FACS FACS FACS 분석분석분석분석    

FACS를 이용한 세포사멸 분석에서도 CsA 처치군에서 세포사멸이 

일어난 족세포가 의의있게 많았다 (Fig. 7) (Table 2). NG + CsA군

과 HG + CsA군에서 세포사멸이 일어난 세포는 각각 60.51 ± 6.72%

와 49.34 ± 8.25%로, NG군의 21.87 ± 3.2% 비하여 의의있게 많았

다 (p<0.01). 고포도당이나 mannitol은 배양 족세포에서 FACS를 이

용하여 분석한 세포사멸에 큰 영향을 주지 않았다. 
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HGHGHGHG    (C) and HG(C) and HG(C) and HG(C) and HG    ++++    CsACsACsACsA    (D) groups.(D) groups.(D) groups.(D) groups.    

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 2.Table 2.Table 2.Table 2. FACS analysis of apoptosis in NG, NGFACS analysis of apoptosis in NG, NGFACS analysis of apoptosis in NG, NGFACS analysis of apoptosis in NG, NG    ++++    CsA, HG and HGCsA, HG and HGCsA, HG and HGCsA, HG and HG    

++++    CsA groups.CsA groups.CsA groups.CsA groups.    

 

 ViableViableViableViable    

(LL)(LL)(LL)(LL)    

NNNNecrosisecrosisecrosisecrosis    

(UL)(UL)(UL)(UL)    

EEEEarly apoptosisarly apoptosisarly apoptosisarly apoptosis    

(LR)(LR)(LR)(LR)    

LLLLate apoptosisate apoptosisate apoptosisate apoptosis    

(UR)(UR)(UR)(UR)    

AAAApoptosispoptosispoptosispoptosis    

(Early(Early(Early(Early    ++++    LLLLate)ate)ate)ate)    

NGNGNGNG    72727272....2222    

±±±± 2.84 2.84 2.84 2.84    

6666.1.1.1.18888        

±±±± 5.47 5.47 5.47 5.47    

2.24 2.24 2.24 2.24     

±±±± 0.78 0.78 0.78 0.78    

19.63 19.63 19.63 19.63     

±±±± 2.42 2.42 2.42 2.42    

21.87 21.87 21.87 21.87     

±±±± 3.2 3.2 3.2 3.2    

NGNGNGNG+CsA+CsA+CsA+CsA    22222222.8.8.8.83333    

±±±± 5.62 5.62 5.62 5.62    

8888.01.01.01.01        

±±±± 2.6 2.6 2.6 2.6    

15151515.83.83.83.83        

±±±± 4.22 4.22 4.22 4.22    

44.68 44.68 44.68 44.68     

±±±± 2.3 2.3 2.3 2.3    

60.51 60.51 60.51 60.51     

±±±± 6.72 6.72 6.72 6.72    

HHHHGGGG    70707070.91.91.91.91    

±±±± 2.01 2.01 2.01 2.01    

10101010.93.93.93.93        

±±±± 4.88 4.88 4.88 4.88    

3.63.63.63.6        

±±±± 1.49 1.49 1.49 1.49    

13.5613.5613.5613.56        

±±±± 4.3 4.3 4.3 4.3    

17.1617.1617.1617.16        

±±±± 5.79 5.79 5.79 5.79    

HHHHGGGG+CsA+CsA+CsA+CsA    28282828.88.88.88.88        

±±±± 4.24 4.24 4.24 4.24    

11.5711.5711.5711.57        

±±±± 7.25 7.25 7.25 7.25    

6666.16.16.16.16        

±±±± 2. 2. 2. 2.5555    

43.18 43.18 43.18 43.18     

±±±± 5.75 5.75 5.75 5.75    

49.34 49.34 49.34 49.34     

±±±± 8.25 8.25 8.25 8.25    
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IVIVIVIV. . . . 고고고고    찰찰찰찰    

    

  1980년대 초에 CsA과 muromonab-CD3 (OKT3 단일 클론 항체)가 임

상에 널리 사용되기 시작한 이후, 신이식 후 이식신 1년 생존율이 

약 60%에서 약 90%로 급성장하였다24. CsA은 11개의 아미노산으로 

구성된 강력한 면역억제제로3 신이식 환자뿐만 아니라 각종 자가면

역성 질환과 신증후군 환자에서도 흔히 사용되고 있는데25, 이 약제

를 장기간 사용하는 환자에서 신독성은 가장 심각한 문제로 되어 

있다4,5,26. 이러한 만성 CsA 신독성의 병태생리는 아직 명확하게 밝

혀져 있지 않지만, 장기간의 허혈과 세포사멸이 관여하는 것으로 

알려져 있다27.  

Dempsey 등이 세뇨관 배양세포에서 CsA에 의한 세포사멸을 처음

보고한 이후로 CsA에 의한 세포사멸은 주로 세뇨관 세포를 중심으

로 이루어져 왔다28. Healy 등은 LLC-PK1 세포에서 저용량의 CsA에 

의해서는 세포사멸이 유도되었던 반면에 고용량의 CsA에 의해서는 

오히려 세포괴사가 유도된 것으로 미루어 CsA에 의한 세포 독성의 

기전이 용량에 따라 달라진다고 하였다29. 이와는 반대로 Bakker 등

은 사람의 신장으로부터 분리 배양한 근위세뇨관 세포와 LLC-PK1 세

포에서 CsA에 의한 세포사는 세포사멸이 아닌 세포괴사에 의한 것

이라고 하였다30. 이렇게 상이한 결과는 실험에 사용한 CsA의 용매

가 하나의 원인일 수 있는데, 전자의 경우에는 용매로 ethanol만을 

사용하였던 반면에 후자의 경우에는 ethanol과 Cremorphore EL을 

동시에 사용하였던 것으로 미루어보아 Cremorphore EL에 의하여 세

포괴사가 유도되었을 것으로 생각된다. 본 연구에서는 세포사멸을 

관찰하고자 하였기 때문에 CsA 용매로는 ethanol만을 사용하였다. 
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CsA에 의한 세포사멸에는 여러 인자가 관여하는 것으로 알려져 

있는데, 그 중에서도 가장 많이 거론되어 있는 인자는 nitric 

oxide와 TGF-β이다31,32. 사람의 근위세뇨관 배양세포에서 CsA에 의

한 세포사멸이 nitric oxide 억제제인 L-nitromethylarginine과 

cycloheximide에 의하여 억제되었다는 연구 결과33가 있는가 하면 

CsA 신독성이 동반된 쥐에서 TGF-β 중화 항체가 세뇨관 세포의 세

포사멸을 억제시켰다는 연구 보고도 있다34. 이러한 nitric oxide와 

TGF-β는 서로 밀접하게 연관되어 있는 것으로 알려져 있다35. 

병리학적으로 CsA에 의한 신독성은 신장 내 간질의 섬유화, 세뇨

관 위축, 그리고 구심성 세동맥의 hyalinosis가 특징적인 소견으로 

되어 있으며, 종종 사구체경화증도 동반되는데, 최근에는 사구체경

화증의 병태생리학적 면에서 족세포의 역할이 크게 강조되고 있다36. 

족세포는 발생기에는 증식을 하지만 성인이 되면 정상 상태에서는 

증식을 하지 않는 최종 분화된 상태의 세포이다. 그러나 각종 자극

에 의하여 족세포가 손상을 받을 경우 족세포 탈락과 세포 증식이 

일어나게 되며, 이 과정에 세포사멸이 관여하는 것으로 알려져 있

다. 최근에 Fornoni 등은 CsA에 의한 신독성의 병태생리에 족세포

의 세포사멸도 관련이 있을 것이라고 하였다. 그들은 족세포에서 

CsA이 용량-의존적으로 ELISA와 flow cytometry로 분석한 세포사멸

을 유도하였으며, hepatocyte growth factor가 CsA에 의하여 유도

된 세포사멸을 억제시켰다고 보고하였다12. 본 연구에서는 비록 CsA

의 용량에 따른 세포사멸의 정도에 관한 실험을 시행하지는 않았지

만, 기존의 연구에서 세포사멸이 유도되었던 용량을 사용하여 족세

포에서 세포사멸의 발생을 Hoechst 33258 염색과 FACS로 증명하였

다. 

족세포의 세포사멸에 대한 연구는 아직 많지 않은 실정으로 기존

의 연구 결과에 의하면 족세포에서도 TGF-β가 세포사멸과 밀접하
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게 연관되어 있는 것으로 알려져 있다. Schiffer 등은 배양 족세포

에서 TGF-β1과 Smad7이 세포사멸을 유도하였다고 하였으며,    

TGF-β1에 의한 세포사멸에 p38 MAPK가 관여한다고 하였다37. Wada 

등도 족세포에서 TGF-β1에 의한 세포사멸을 관찰하였는데, 그들은 

이 과정에 cyclin-dependent kinase 억제제인 p21이 관여한다고 보

고하였다38. TGF-β는 세포사멸 이외에도 각종 질환의 병태생리에 

관여하는 것으로 알려져 있는데, 특히 당뇨병성 신병증에서 병리학

적 특징인 세포 비후와 세포 외 기질의 합성에 관여하는 가장 중요

한 인자로 되어 있다39,40. 이러한 TGF-β는 메산지움 세포를 비롯하

여 세뇨관 세포와 평활근 세포에서 고포도당에 의하여 발현이 증가

되며41-44, 당뇨병성 신병증의 병태생리에 세포사멸이 관련이 있다는 

여러 증거들이 있는 상황을 고려해 볼 때13, 족세포에서도 고포도당

에 의하여 TGF-β의 발현이 증가하고, 이러한 TGF-β 증가에 의하

여 세포사멸이 유도될 수 있을 것으로 생각되나 아직까지 족세포에

서 고포도당에 의한 세포사멸에 대한 보고는 전무한 실정이다.  

본 연구 결과상 배양 족세포에서 고포도당에 의한 세포사멸의 유

도를 관찰할 수 없었는데, 이는 아마도 고포도당이 다른 신장 세포

와는 달리 족세포에서 TGF-β의 발현을 증가시키지 않았기 때문으

로 생각된다. 

최근에 당뇨병성 신병증은 투석이나 이식이 필요한 말기 신부전

증의 가장 흔한 원인 질환으로 대두되었으며, 그 빈도는 계속적으

로 증가하고 있다. 이러한 이유로 당뇨병 환자에서의 신이식도 지

속적으로 증가할 것으로 예상된다. 일반적으로 당뇨병 환자에서의 

이식신 생존율은 비당뇨병 환자에 비하여 낮은 편인데, 이러한 차

이는 감염과 급성 거부 반응의 빈도 차에 기인하는 것으로 알려져 

있다. 보고자에 따라서는 급성 거부 반응도 세포사멸과 관련이 있

는 것으로 이야기하고 있기 때문에 본 연구에서는 고포도당과 CsA
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의 세포사멸에 대한 복합적인 효과를 규명하고자 하였다. 그 결과 

족세포에서 고포도당이 CsA에 의하여 유도된 세포사멸을 더 증가시

키지는 않았는데, 이러한 결과가 본 실험에서 사용한 용량의 CsA에 

의하여 유도된 세포사멸이 너무 광범위하여 고포도당에 의한 효과

가 masking되었을 가능성을 완전히 배제할 수는 없을 것으로 생각

된다. 

결론적으로 신이식을 시행받은 당뇨병 환자에서 면역억제제로 사

용하는 CsA에 의한 족세포의 세포사멸이 비당뇨병 환자와 비교하여 

더 증가하지는 않을 것으로 생각되나, 향후 고포도당과 함께 다양

한 용량의 CsA으로 자극한 족세포에서의 세포사멸에 대한 추가적인 

연구를 통하여 반드시 재확인하여야 할 것으로 생각된다. 또한 CsA

에 의한 세포사멸이 주로 발생하는 세뇨관 세포를 이용한 추가 실

험도 필요할 것으로 사료된다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. V. V. V. 결론결론결론결론    

    

    본 연구에서는    당뇨병 신이식 환자에서의 낮은 신생존율과 족세포 

사멸 사이의 연관성을 규명하기 위하여 고포도당과 CsA으로 자극한 
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족세포에서의 세포사멸을 알아보고자 하였다. 5.6 mM 포도당 (NG), 

NG + 24.4 mM 만니톨  (NG + M), NG + 10-6 M CsA (NG + CsA), 30 

mM 포도당 (HG), 그리고 HG + 10-6 M CsA (HG + CsA) 배양액으로 72

시간 동안 배양하여 mRNA 발현은 RT-PCR로, 단백 발현은 Western 

blot로, 그리고 세포사멸은 Hoechst 33258 염색과 FACS를 이용하여 

분석하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

 

1. 족세포에서 Bax/Bcl-2 mRNA 발현비는 NG + CsA군과 HG + 

CsA군에서 NG군과 HG군에 비하여 각각 3배, 2.8배 증가되었

고 (p<0.05) 각 군 사이에 Bax/Bcl-2의 단백 발현비 또한 

NG군과 HG군에 비하여 NG + CsA군과 HG + CsA군에서 2.2배, 

1.7배 증가되었다 (p<0.01). 고포도당이나 만니톨은 족세포

의 Bax, Bcl-2 mRNA 및 단백 발현에 영향을 미치지 않았다. 

2. TGF-β mRNA 및 단백 발현은 NG군과 HG군에 비하여 NG + 

CsA군과 HG + CsA군에서 의의있게 증가되었다 (p<0.05). 고

포도당이나 만니톨은 족세포의 TGF-β 발현에 영향을 미치

지 않았다. 

3. Hoechst 33258 염색에 의한 apoptotic cell의 수는 CsA 처

치군에서 의의있게 증가되었으며, FACS 분석 상으로도 CsA 

처치군에서 apoptotic cell의 비율이 유의하게 높게 나타났

다 (p<0.01). 

 

이상의 결과로 족세포에서 CsA이 세포사멸을 증가시켰으며, CsA

에 의한 세포사멸이 고포도당 조건 하에서 더 심화되지는 않을 것

으로 생각된다. 
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Cyclosporine A (CsA) is a potent immunosuppressant for 

transplantation and various autoimmune diseases, and has 

markedly improved the success of organ transplantation. 

However, the major limiting problem in the long-term use of 

CsA is chronic nephrotoxicity, a histologic lesion 

characterized by affterent arteriolopathy, tubular atrophy, 

tubulointerstitial fibrosis, and finally glomerulosclerosis. 

The pathogenesis of chronic CsA nephrotoxicity is not fully 

understood, but several previous studies have suggested that 

it is attributed to sustained ischemia and apoptosis of 

tubular cells, mesangial cells, and podocytes. On the other 

hand, apoptosis of podocytes is also considered one of the 

pathophysiologic events in diabetic nephropathy, resulting in 

decrease in podocytes number. Diabetic nephropathy is the 

leading cause of end-stage renal disease (ESRD) in many 

countries, so more diabetic ESRD patients are supposed to 

receive a kidney transplant. However, the renal survival rates 

in diabetic ESRD patients are known to be worse than non-

diabetic ESRD patients due to more infection and acute 

rejection, in which apoptosis is known to be implicated. 

In this study, we evaluated the combined effect of high 

glucose and CsA on apoptosis in cultured podocytes to 
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determine whether high glucose and CsA exert synergistic 

deleterious effects on podocytes, leading to poor renal 

survival in diabetic transplant patients in clinical field. 

Conditionally immortalized mouse podocytes were cultured under 

permissive conditions at 33℃ with γ-interferon and were 

subcultured, and then allowed to differentiate at 37℃ without 

γ-interferon. After confirming differentiation of podocytes and 

serum restriction for 24 hours, podocytes were exposed to 

medium containing 5.6 mM glucose (NG), NG + 24.4 mM mannitol 

(NG + M), NG + 10-6 M CsA (NG + CsA), 30 mM glucose (HG), or HG 

+ 10-6 M CsA (HG + CsA) for 72 hours. mRNA expression was 

determined by RT-PCR, protein expression by Western blot, and 

apoptosis by Hoechst 33258 staining and FACS analysis. The 

results were as follows; 

 

1. Bax/Bcl-2 mRNA expression ratio was significantly 

increased in NG + CsA and HG + CsA cells by 3.0- and 

2.8-fold, respectively, compared to podocytes exposed 

to NG medium (p<0.05). Bax/Bcl-2 protein ratio was also 

significantly increased in NG + CsA and HG + CsA cells 

by 2.2- and 1.7-fold, respectively, compared to NG 

podocytes (p<0.01). However high glucose and mannitol 

had no effect on Bax and Bcl-2 mRNA and protein 

expression. 

2. TGF-β mRNA and protein expression were significantly 

higher in NG + CsA and HG + CsA podocytes than NG cells 

(p<0.05). However high glucose and mannitol had no 
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effect on TGF-β expression. 

3. The numbers of apoptotic cell determined by Hoechst 

33258 staining were significantly increased by CsA 

treatment, and FACS analysis also revealed 

significantly higher proportion of apoptotic cells in 

CsA-treated groups. 

 

In conclusion, these results suggest that CsA increases 

apoptosis in podocytes and diabetes status may not affect CsA-

induced apoptosis of podocytes. 
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