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연구 계획서를 작성할 때만 해도 가볍고 단순한 호기심에 가까운 마음으로 

시작했던 연구가 만성 신부전증의 동물모델 만들기의 잇따른 실패, 백서에서의 

효과적인 채혈법과 정맥로 확보의 어려움, 대사 상자를 관리할 때의 체력적인 부담, 

mRNA 와 단백질 정량 때의 수 많은 시행착오 등의 난관에 부딪히면서, 부담스럽고 

때로는 포기하고 싶은 난제가 되어 갔습니다. 그러나 양재원 선배님의 도움으로 백서 

관리와 수술에 필요한 기분 술기를 익히고, 최승옥 교수님과 한병근 교수님의 배려로 

여유 있게 연구실 공간과 실험 기자재를 사용할 수 있게 되면서 한결 쉽게 연구를 

진행할 수 있었습니다. 특히 mRNA 와 단백질의 추출과 정량 과정에서 착오가 생길 

때마다, 열정적이고 아낌없는 조언으로 문제를 해결할 수 있게 도와준 중앙연구실 

여러 동료 연구자들은 제게 큰 힘이 되었습니다. 그리고 생리학 교실 차승규 

교수님의 예리한 지적과 조언은 연구과정과 논문작성법 상에 산재한 다양한 오류들을 

찾아내고 수정하는데 많은 도움이 되었습니다. 이 연구를 마치면서, 그 동안 국내외 

학회지를 통해 접했던, 너무 익숙하여 친근감 조차 느껴지던 연구자들도 이와 같은 

난관을 만났고 남모르는 노력과 인내를 통해 연구를 완료했을 것을 생각 하면 그 

분들께 새삼 머리를 숙여 존경심을 표하고 싶습니다.  

마지막으로, 만삭의 배를 하고 새벽 귀가를 기다려 주었고 생애 첫 출산의 

고통과 육아의 고단함에도 무심한 남편을 이해해준 아내와, 연구에만 몰두 할 수 

있게 탈없이 무럭무럭 자라주는 딸 민영이에게 고마운 마음을 전합니다. 
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국 문  요 약 

 

배경 : 방사선 조영제는 신세동맥 수축과 활성산소 발생으로 신세뇨관 손상을 초래한

다. Phosphodiesterase 5 길항제는 혈관 이완 작용과 더불어 최근에는 조직의 허혈-

재관류 손상을 막는 항산화 작용도 있음이 보고 되고 있다. 이에 본 연구는 방사선 

조영제 의 독성에 취약한 만성 신부전증 동물모델을 이용하여, phosphodiesterase 5 

길항제가 방사선 조영제의 신독성을 완화할 수 있는지, 또한 기존에 예방적 목적으로 

사용되고 있는 NAC 와 상승 작용이 있는 지를 알아보고자 한다. 

방법 : 8-9주령 백서에서 5/6 신적출술을 시행하고 6-8주 경과 후, 혈충 크레아티닌

이 0.5mg/dL 이상 상승한 백서를 무작위로 선별하여 각각 12마리씩 식염수 투여군, 

PDE-5i(phosphodiesterase 5 inhibitor)투여군, NAC(N-acetylcy-steine)투여군, PDE-

5i와 NAC를 병합 투여한 군으로 나눈다. 방사선 조영제를 투여 전 24시간부터 12시간 

간격으로 PDE-5i을 15mg/kg, NAC를 60mg/kg 각각 투여하며, 3번째 투약은 방사선 조

영제 투여 1시간 전에 투약한다. 방사선 조영제 투여 후에는 48시간 간격으로 채혈과 

24시간 소변검사를 시행하며 48시간에 각군에서 6마리씩 희생하여 조직을 얻는다. 

결과 : 각군에서 48시간 간격으로 3회 측정한 BUN(blood urea nitrogen), 크레아티닌

에는 의미 있는 차이가 없었으며, 6일째 측정한 크레아티닌 청소율에서 식염수 투여

군의 0.25±0.87 mg/mL/100g 비해 PDE-5i 투여군(0.43±0.13mg/mL/100g)과 NAC 투여

군0.39±0.79mg/mL/100g)에서 유의한 호전을 보였다. 방사선 조영제 투여 2일째와 4

일째 측정한 혈청 NGAL(neutrophil gelatinase associated lipocalin)은 식염수 투여 

군은 각각 82.79±11.25pg/mL, 83.6±7.6pg/mL 인데 비해 PDE-5i 투여군은 각각

68.3±5.5pg/mL, 64.1±10.1pg/mL 로, 병합 투여군은 각각 58.3±19.6pg/mL, 

53.8±19.3pg/mL 로 의미 있게 감소되어 있었다. 혈청 cystatin C 의 경우, 2일째 식

염수 투여군은 7.53±1.3ng/mL 인데 비해서 PDE-5i 투여군은 5.28±0.9ng/mL, 병합 

투여군은 5.8±0.66ng/mL 로 감소되어 있었으며, 방사선 조영제 투여 4일째 식염수 

투여군의 cystatin C 는 7.6±0.9ng/mL 인데 비해 PDE-5i 투여군은 6.15±1.6ng/mL 

로 의미 있는 차이를 보였다. 방사선 조영제 투여 2일째에 적출한 신장에서 iNOS의 

mRNA 표현이나 단백질 발현에는 각 실험군 간의 차이가 없었으며, eNOS의 mRNA 표현

과 단백질 발현에서는 식염수 투여군과 NAC 단독 투여군에 비해 PDE-5i 투여군과 
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PDE-5i 와 NAC 병합 투여군에서 의미 있게 감소되어 있었고, MCP-1(monocyte 

chemoattract-ant protein 1) 또한 eNOS 발현과 유사한 양상을 보였고, 

nitrotyrosine 발현은 식염수 투여군에 비해 PDE-5i 투여군, PDE-5i 와 NAC 를 병합 

투여한 군, NAC 단독 투여군 모두에서 감소되어 있었다. 6일째 적출한 각군의 신장에

서는 iNOS 발현에는 차이가 없었고, eNOS 발현은 다른 군에 비해 NAC 투여군에서 의

미 있게 증가되어 있었고, MCP-1 발현 또한 유사한 양상을 보였으며, nitrotyrosine 

발현은 모든 군에서 의미 있는 차이가 없었다. TUNEL 염색을 통해 알아본 세포 고사 

과정은 실험 2일째에 PDE-5i 투여군과 PDE-5i와 NAC 병합 투여군에서 의미 있게 줄어

들었으나 실험 6일째 각 실험군 간에 차이는 소실되었다. 

결론 : PDE-5i를 이용한 전처치 와 후처치는 방사선 조영제로 인한 급성 신세관 손상

을 막아주며 추후 발생하는 조직 내 염증반응과 세포 고사 과정도 완화시켜준다. NAC 

단독 투여는 nitrotyrosine 발현을 억제하는 항산화 작용은 있지만 급성 신세뇨관 손

상, 염증반응, 세포 고사 과정을 억제하지는 못한다. 그리고 NAC 와 PDE-5i의 병합 

시에 의미 있는 상승 작용은 없었다. 

------------------------------------------------------------------------------ 

핵심 되는 말 : 방사선 조영제, Phosphodiesterase 5 길항제,  

활성 산소, 세포고사, NGAL, Cystatin C 
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방사선 조영제 유발 신경병증에서 phoshodiesterase 

5 길항제와 N-acetylcysteine 이 나타내는 신장 보호 

효과와 그 상승 작용 

 

<지도 최 승 옥 교수> 
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제1장 서 론 

 

요오드 함유 방사선 조영제에 의한 급성 신부전증은 병원 내 신부전증의 세 번째 

흔한 요인이며
1
, 최근 증가 추세에 있는 영상의학적 진단 및 치료법의 발달로 방사선 

조영제 유발 신병증의 예방과 치료는 그 중요도가 점점 커지고 있다. 특히 만성 

신부전증 환자들의 경우 컴퓨터 단층촬영이나 혈관 조영술 등의 검사 후 응급 

혈액투석치료가 필요하거나 사망에까지 이르는 합병증 발생율이 높아서
2-5
, 적절한 

검사와 치료의 진행에 소극적일 수 밖에 없다. 지금까지 알려진 예방법으로는 등장성 

생리식염수 정주, N-acetylcysteine(NAC), theophylline, sodium bicarbonate 투여 

등이 있으며
6-9
, NAC의 경우 아직도 논란의 여지는 있지만 여러 임상연구를 통해서 

고위험군 환자에 투여했을 때 잇점이 있다고 알려져 있다
10
. 방사선 조영제 신독성의 

주요기전은 endothelin을 매개로 한 혈관수축, ATP과다 소모에 의한 신수질 내 

허혈과 그로 인한 활성 산소에 의한 손상, 세뇨관 상피세포에 대한 직접적인 독작용 

등으로 알려져 있다
11-13

. 여기서 NAC는 주로 세포 내 glutathione 생합성을 증가시켜 
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활성 산소로부터 세포 내 단백질과 DNA를 보호하고 세포 내 세포 고사 신호 

전달계(apoptotic signal transduction pathway)를 차단해 주며, 또한 경-중등도의 

혈관이완 작용을 통해서 신장 기능을 보호해 주는 것으로 알려져 있다
14-16

. 

최근 여러 동물 실험연구에서 신장과 심근에 대한 허혈-재관류 손상에 관한 

연구들이나 당뇨병성 신병증에 대한 연구에서 제5형 phosphodiesterase 5 

길항제(PDE-5i)가 nitric oxide 발현을 조절하여 신조직 내 허혈과 산화적 

스트레스를 줄여주며
17-20

, cyclic GMP - ERK1/2 pathway를 통한 항-세포 고사(anti-

apoptotic effect)효과가 있다고 보고 되었다
21
. Endothelin, prostaglandin E2, 

adenosine, nitric oxide 등의 긴밀한 균형에 의해 조절 받던 신세동맥은 방사선 

조영제가 투여된 후에 주로 endothelin 생성이 증가되어 수축이 발생하고 신수질과 

원위 세뇨관의 허혈이 조장되므로 endothelin의 길항제인 nitric oxide의 효과를 

증강시킬 수 있는 PDE-5i는 신수질 내 허혈을 개선할 수 있을 것으로 기대된다. 또한 

항산화 효과를 통해 신수질 내 산화적 스트레스를 줄여 주고, 세포 고사 신호 

전달계를 차단하여 허혈과 활성산소에 의해 손상된 세뇨관 세포의 고사를 완화시켜 

신기능의 빠른 회복을 도와줄 것으로 기대된다. 또한 NAC와 PDE-5i는 작용기전 상에 

상호보완적 측면이 있으므로 이들 약제를 동시 투여 하였을 때에 신장보호 효과의 

상승작용이 있을 것으로 예측된다. 한편 임상연구에서 흔히 사용하는 방사선 조영제 

유발 신병증의 기준은 방사선 조영제 투여 48시간 내에 혈중 크레아티닌이 0.5mg/dL 

이상 상승하거나 기저치에서 25% 이상 상승했을 경우로 정하고 있으나
22
, 혈중 

크레아티닌 수치 자체가 신장 손상의 정도나 기능평가에 한계점이 많아 좀 더 

예민하고 특이성이 높은 cystatin C나 neutrophil gelatinase associated lipocalin 

(NGAL)과 같은 조기 표지자를 통한 평가가 적합하다는 연구들이 있다
35
.  

본 연구에서는 방사선 조영제 유발 신병증의 고위험군이라고 할 수 있는 만성 

신부전증의 동물모델로써 5/6 신장절제 백서를 이용하였으며, PDE-5i 투여가 만성 

신병증 상태의 신장에서 요오드 함유 조영제에 의한 초기 신장 손상을 보호하는지를 

다음의 항목들을 통해 살펴보았다. 측정 항목들은 1)전통적인 신기능 표지자인 blood 

urea nitrogen (BUN), 크레아티닌, 크레아티닌 청소율의 변화, 2)최근 주목 받고 

있는 신손상의 조기 표지자인 cystatin C와 NGAL과 전통적인 신기능 표지자와 비교, 

3)inducible nitric oxide synthase (iNOS)와 endothelial nitric oxide synthase 
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(eNOS) 발현 정도를 통한 조직 내 산화적 스트레스의 정도 평가, 4)산화적 손상으로 

생성되는 세포질 내의 변성 단백질인 nitrotyrosine 측정을 통한 산화적 손상의 양적 

비교, 5)monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1)의 발현 측정을 통한 조직의 

염증반응 관찰, 및 6)terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick 

end labeling (TUNEL) 염색을 통해 손상된 세포의 고사 과정을 비교 등 이다. 
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제2장 재료 및 방법 

 

2.1.  만성 신부전증 동물 모델 

 

9주령 수컷 백서 (Sprague-Dawley rat, 250-300g)에서 측부 절개법을 

이용하여 좌측 신장은 완전히 제거하고 우측 신장은 신장 경부 (pedicle)와 

중엽이 손상되지 않도록 주의하면서 상엽과 하엽을 절제해 내고, 절제면은 

지혈을 위해 써지셀 (Surgicel
®
, 존슨 앤 존슨)로 덮고 5분간 압박하였다. 

수술 후 일반 식이를 주면서 6-8주 경과 후 혈중 크레아티닌 수치를 

확인하여 0.5-1.5mg/dL 범위에 속하는 백서만을 실험에 사용하였다. 

 

2.2.  실험 조작 

 

무작위 선별을 통해 48마리의 백서를 각군에 12마리씩 4군으로 나눠, 

실험 시작 1일전에 대사상자 (metabolic cage)로 옮겨 24시간 소변채집과 

혈압측정을 시행하였다. 모든 실험군에 방사선 조영제 투여 24시간 전에 

각각 식염수 5ml, phosphodiesterase 5 길항제 (Viagra
®
, Pfizer pharm., 

Korea) 1.5mg/kg, N-acetylcysteine (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

60mg/kg 와 Pphospodiesterase 5 길항제 병합, N-acetylcysteine 60mg/kg 을 

정해진 시간 순서대로 경구 투여하였다(표1). 제 3번째 투약 1시간 경과 후 

모든 실험군에 외경정맥 혹은 꼬리 측부정맥를 통해 방사선 조영제 

(Ultravist
®
,
 
한국

 
쉐링)를 8mL/kg 용량으로 투여하였다. 방사선 조영제 투여 

후 대사상자에서 일반 식이를 공급하였다. 첫 48시간 경과 후, 각군에서 

6마리씩 희생시켜 잔여 신장을 적출하고 -80℃ 급속 냉동 및 5% 포르말린 

용액에 나눠 보관하였다. 각군의 나머지는 6일간 매 48시간 간격으로 24시간 

소변채집과 채혈을 시행하며, 6일째 모든 실험군을 희생시켜 같은 방법으로 

잔여 신장조직을 보관하였다. 
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2.3.  생화학적 인자 측정 

 

혈중 BUN과 크레아티닌, 소변내 크레아티닌은 Jaffe 반응을 응용한 

kinetic colometric assay (Hitachi High-Technologies, Tokyo, Japan)로 

측정하였으며, cystatin C 과 NGAL은 ELISA kit (Biovendor, Czech 

Republic)를 사용하여 측정하였다. 

 

 

2.4.  mRNA 발현의 측정 

 

2.4.1.  총 RNA 추출 

 

냉동 보관되어 있는 각 실험군의 신장조직을 30-50mg 정도 잘라내어 

TRIzol solution (Invetrogen Life Science, USA) 1ml에 넣고 분쇄기로 

충분히 분쇄한 후 chlorform 200ul을 혼합하여 4℃ 에서 12,000rpm으로 

원심분리를 하였다. 원심분리 후 상층액 만을 분리하여 Isopropanol과 1:1의 

부피 비율로 혼합하고 다시 4℃에서 12,000rpm으로 15분간 원심분리하며, 

튜브의 바닥에 침전물만 취하여 75% alcohol로 정제한 후 Spectrophotometer 

(Bio-rad, CA, USA)를 이용하여 정량하였다. 추출한 총 RNA는 Quantitect 

Reverse transcription kit (Qiagen, Germany)으로 complementary DNA 

(cDNA)를 합성하였다. 

 

2.4.2.  Primer 제작과 확인 

 

Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov)를 통해 백서에서 확인된 β-actin, iNOS, 

eNOS, MCP-1의 총기염기서열로 Primer 3 (soureforge.net) 프로그램을 

이용하여 (Melting temperature 55℃, 20 base-pairs, GC contents 55%) 

다음과 같은 primer를 제작하였다. 
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• Beta-actin : Sense  5’-TGT GTT CTT GCC CTC TTT GC -3’ 

             Antisense  3’- CTA CGT ACA TGG CTG GGG TG -5’ 

• iNOS :     Sense  5’-TCA GCT ACG CCT TCA ACA CC -3’ 

             Antisense  3’- GTC TCC ATT GCC AAA TGT GC -5’ 

• eNOS :    Sense  GAG GCC TTG GTA TTG GTG GT -3’ 

            Antisense  3’- CCA GCC CAA ACA CAC AGA AC -5’ 

• MCP-1 :   Sense  5’-TGG GCC TGT TGT TCA CAG TT -3’ 

            Antisense  3’- TCC TTA TTG GGG TCA GCA CA -5’ 

 

상기 primer의 sense 10pmol, antisense 10pmol과 각 실험군의 cDNA 

2uL를 Maxime PCR PreMix kit (iNtRon Biotechnology, Korea)에 혼합하여 

55-60℃ 의 annealing 온도 구간에서 Gradient PCR 시행하고, 생성물은 

ethidium bromide가 혼합된 2% agarose gel에서 전기영동을 시행하였으며 

365nm 파장의 자외선으로 DNA 띠를 확인한 결과 제작된 primer 의 최적 

annealing 온도는 59.5℃ 였다. 

 

2.4.3.  mRNA 발현량의 상대적 비교 

 

제작된 primer를 이용하여 Quantitect Sybr-green PCR Master Mix 

(Qiagen, Germany)에 각군의 cDNA를 400ng씩 분주하고 RotorGene Real-Time 

Q-PCR system (Corbett, Australia)에서 Annealing 온도를 59.5℃ 로 

설정하고 PCR를 시행하였다. Real time RT-PCR 결과는 2–[delta][delta]Ct 방법으로 

참조유전자로 상대 정량 하였다. 
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2.5. 단백질 발현의 측정 

 

2.5.1. 단백질 추출과 정량 

 

냉동 보관된 조직에서 75mg 정도의 조직을 잘라내어 RIPA (Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA) buffer 용액 500ul에 넣고 분쇄기로 분쇄하고 

4℃에서 14,000rpm으로 20분간 원심분리 하였다. 상층액 중 일부 (5-10uL)를 

Bradford assay buffer (Bio-rad, CA, USA)에 혼합하여 Biotek microplate 

reader (US Biotek, WA, USA)를 이용하여 595nm에서 흡광도를 측정하고 

Bovine serum albumin (USB corporation, OH, USA)으로 만든 표준그래프를 

통해서 각 시료의 단백질을 정량 하였다. 

 

2.5.2. 단백질 전기영동 

 

각 실험군의 단백질 추출물에서 총 단백질량이 30ug 되도록 분리 분주한 

후 Sampling buffer (Bio-rad, CA, USA)와 1:1의 부피 비율로 혼합하고 95℃ 

에서 5분간 끓인 후 7.5% 혹은 10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 

gel (SDS-PAGE)에서 전기영동 (100V, 60-90min)을 시행하였다. 

 

 

2.5.3. 단백질 발현량의 상대적 비교 

 

전기영동이 끝난 겔은 polyvinylidene difluoride (PVDF)막으로 

이동(100V, 60분)시킨 후 TBST (10mM Tris-HCl, NaCl 0.05%, Tween 20%, 1mM 

EDTA, ph 7.4) 용액에 5%가 되도록 Skim milk (Merck, Germany)를 첨가하여 

1시간 동안 blocking을 시행하였다. Blocking된 겔은 실온에서 2시간 동안 

다음과 같은 일차항체 용액에 담가 두었다. 
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• β-actin (Santa Cruz, 1:500 dilution in 5% skim milk) 

• iNOS (Novus, 1:1000 dilution in 5% skim milk) 

• eNOS (Santa Cruz, 1:500 dilution in 5% skim milk) 

• MCP-1 (Novus, 1:1000 dilution in 5% skim milk) 

• Nitrotyrosine (Milipore, 1:2000 dilution in 5% skim milk) 

 

일차항체를 붙인 후 TBST로 15씩 3회 세척을 시행하고 실온에서 goat 

anti-rabbit IgG HRP (1:1000 dilution, Santa Cruz, CA, USA) 용액에 1시간 

동안 담가 이차항체를 붙였다. 이차항체가 붙은 막에 산화제 (peroxidase)에 

의한 화학발광을 유발하기 위해 ECL (Amersham Life science, IL, USA) 

용액에 1분간 담가두었다가 FluorChem FC2(Alpha innotech, CA, USA)에서 

화학발광으로 만들어진 단백질 띠를 확인하였으며, 정량화를 위해 FluorChem 

FC2 software에서 band-analysis를 시행하였다. 

  

 

2.6. 조직 검사 

 

2.6.1. Hematoxylin-eosin 염색 

 

각 실험군의 5% 포르말린에 고정했던 조직을 paraffin-block으로 

제작하여 5um 두께의 박편으로 잘라 유리판 위에 붙여서 50℃ 건조기에서 

2시간 동안 paraffin을 제거하였다. 다음으로 유리판 위의 조직을 Alcohol로 

세척한 후 6분간 Hematoxylin에 담가두었다가 식염수로 세척했으며, 70% 

alcohol과 1% HCl로 재수화과정 (rehydrate)을 거친 후 3분간 eosin에 

노출시키고 다시 재수화를 시행했다. 마지막으로 xylene 용액에 3분간 

담가두었다가 덮개유리로 덮어 현미경으로 관찰하였다. 
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2.6.2. 면역조직화학 염색 

 

Paraffin block으로 제작된 조직을 5um 두께의 박편으로 잘라 유리판에 

고정하여 paraffin 제거 과정을 거친 후 99℃ 에서 15분간 열을 가하여 

항원성을 회복시켰다. 조직내 산화제 (endogenous peroxidase)를 비활성화 

시키기 위해서 hydrogen peroxide block (Thermo Fisher Scientific, CA, 

USA)으로 10분간 처리하고 비특이적 항원성을 억제하기 위해 ultra V block 

(Thermo Fisher Scientific, CA, USA)으로 5분간 처리하였다. 일차항체를 

아래와 같은 조성으로 2시간 동안 붙였다. 

 

• β-actin (1:200, Thermo scientific, CA, USA) 

• iNOS (1:100, Novus) 

• eNOS (1:200, Thermo scientific, CA, USA) 

• MCP-1 (1:100, Novus) 

• Nitrotyrosine (1:200, Milipore) 

 

충분히 세척한 조직에 HRP polymer 이차항체 (Thermo Fisher scientitif, 

CA, USA)로 30분간 처리하고 3-amino-9-ethylcarazole (LabVision, CA, 

USA)로 10분간 염색하였고, 마지막으로 Mayer’s hematoxyin 으로 

배경염색을 시행했다. 염색된 조직은 analySIS 3.1 (Soft Imaging System, 

Germany) 프로그램으로 총면적당 염색된 부분의 백분율로 정량 하였다. 

 

2.6.3. TUNEL 염색 

 

DeadEnd Colorimetric System kit (Promega, WI, USA)의 권장 지침에 

따라서, 파라핀 블록에서 5um 두께의 조직박편을 잘라내어 파라핀을 제거한 

후 proteinase K (20ug/ml) 용액에 15분간 담가두었다. Phosphate buffered 

saline (PBS)으로 세척 후 4% paraformaldehyde 용액으로 5분간 다시 
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고정하였다. 고정된 각각의 조직박편을 equilibration buffer 100uL 에 5분 

동안 담가두었다가 rTdT 혼합용액 (Equilibration buffer 98uL, 

Biotinylated Neucleotide mix 1uL and rTdT Enzyme 1uL)에 옮겨 1시간 동안 

반응시켰다. 다음으로 PBS에서 5분간 세척 후 streptavidin-HRP 용액 (1:500 

in PBS) 100uL 씩 각 조직박편에 분주하여 실온에서 30분간 반응시켰다. 

마지막으로 세가지 DAB 구성용액 (substrate buffer 50uL, chromogen 50uL 

and hydrogen peroxide 50uL in deionized water)을 혼합하여 10분간 

발색반응을 시킨 후 슬라이드를 영구보존처리 하였다. 

 

 

2.7.   통계 처리 

 

SPSS 12.0 버전을 사용하여 측정치는 평균값과 표준편차로 표현하였으며, 

실험군 간의 평균값 비교를 위해서 Kruskal-Wallis 검사와 Mann-Whitney U 

검사를 시행하였고 p 값이 0.05미만 인 경우에 통계학적 의미가 있는 것으로 

판정하였다. 
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제3장 결 과 

  

3.1. 생화학적 표지자 

 

무작위 선별된 각 실험군에서 실험 시작 시 체중, 수축기 혈압, 혈중 

BUN과 크레아티닌, 크레아티닌 청소율에는 유의한 차이가 없었다 (표2). 

방사선 조영제 투여후 혈중 BUN과 크레아티닌은 2일째와 4일째 상승하는 

경향은 있으나 모든 실험기간 내에 각 실험군 간의 의미 있는 차이는 없었다 

(그림1A 및 B). 크레아틴 청소율은 2일째 증가는 경향을 보이나 각 실험군 

간의 의미 있는 차이는 없었으며 6일째 측정치에서 PDE-5i 투여군 (P = 

0.025)과 NAC와 PDE-5i를 병용 투여한 군 (P = 0.028)에서 식염수 투여군에 

비해 방사선 조영제 투여로 감소되었던 크레아틴 청소율이 의미 있게 회복되는 

소견을 보였다(그림1C). 혈중 NGAL 은 모든 실험군에서 2일부터 4일까지 

기저치의 2-3배 상승되었다가 6일째에는 기저치로 회복되었으며, 특히 2일과 

4일에는 식염수 투여군이 PDE-5i 투여군 (P = 0.018, P = 0.006)과 NAC 및 

PDE-5i 병합 투여군 (P = 0.018, P = 0.028)에 비해 의미 있게 큰 상승치를 

보였다 (그림1D). 혈중 cystatin C 은 NAC 투여군을 제외하고 방사선 조영제 

투여 후 서서히 상승되는 경향을 보이며, 특히 2일째 식염수 투여군에 비해 

PDE-5i 투여군 (P = 0.011)과 PDE-5i 와 NAC 병합 투여군 (P = 0.028)에서 

유의하게 적은 상승치를 보였다 (그림1E). 

 

3.2. mRNA 및 단백질 발현 

 

모든 실험군에서 방사선 조영제 투여 2일째 (48시간)와 6일째 (144시간) 

적출한 조직으로 iNOS, eNOS, MCP-1, nitrotyrosine 발현량을 측정하였다. 

iNOS 의 mRNA 발현은 모든 실험군에서 2일째 상승되었다가 6일째 감소하는 

경향을 보이나 각 군간의 의미 있는 차이는 없었다 (그림3A). iNOS 단백질 

발현도 동일한 소견을 보였다 (그림3B 및 C). eNOS의 mRNA 발현은 2일째 PDE-
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5i 투여군 (P = 0.004)과 NAC와 PDE-5i 병합투여군 (P = 0.004)에 비해 식염 

투여군과 NAC 단독 투여군에서 의미 있게 상승되어 있었으며, 6일째는 다른 군 

(P < 0.017)에 비해 NAC 단독 투여군에서 eNOS 발현이 증가되어 있었다 

(그림4A). eNOS 단백질 발현은 2일째는 mRNA 발현과 동일한 소견을 보이지만 

6일째에서는 각 실험군의 차이는 뚜렷하지 않았다(그림4B 및 C). 실험 2일째에 

MCP-1 mRNA발현은 식염수 투여군 (P = 0.004)과 NAC 단독 투여군 (P = 

0.004)에서 의미 있게 증가되어 있었고, 6일째는 NAC 단독 투여군은 다른 

실험군 (P < 0.001)에 비해 의미 있게 증가되어 있었다 (그림5A). 단백질 

발현에서도 실험 2일째 식염수군과 NAC 군에서 MCP-1 이 증가되며 6일째는 

다른 실험군에 비해 NAC 군에서 높게 유지 되었다 (그림5B 및 C). 

nitrotyrosine 단백 발현에서는 실험 2일째 식염수 투여군과 NAC 단독 

투여군에서 유의하게 증가된 소견을 보이나 실험 6일째는 모든 실험군에서 

유의한 차이를 보이지 않았다 (그림6A 및 B). 

 

 

3.3. 조직 변화 

 

3.3.1. Hematoxylin-eosin 염색 

 

근위 및 원위 세뇨관을 동시에 관찰할 수 있는 외측 수질을 중심으로 

관찰한 결과, 모든 실험군에서 세뇨관 세포의 공포화, 융모 소실, 유리질성 

원주에 의한 내강 폐쇄 소견이 보였다. 그러나 식염수 군과 NAC 군에서는 75% 

이상의 광범위한 손상이 나타난 반면 PDE-5i 군과 PDE-5i 와 NAC 동시 

투여군에서는 50% 이하의 미만성 손상을 보였다 (그림2A 및 B). 내측 

수질에서의 관찰에서는 모든 실험군에서 특이 변화의 소견은 없었다. 

      

     3.3.2. 면역조직화학 염색 

 

iNOS 염색에서 실험 2일째 조직은 주로 사구체와 간질내 혈관내피세포에 
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iNOS 발현이 증가된 소견이 보이나 (그림3C), analySIS을 이용한 분석에서는 

각 군간의 차이는 없었으며, 실험 6일째 조직에서는 iNOS 염색을 거의 확인할 

수 없었다. eNOS 염색 상에서 공포화와 확장 등의 세뇨관 손상이 심한 

부위에서 발현이 증가된 소견을 보이고 있으며 (그림4D 및 E), analySIS 

분석에서, 2일째 식염수군 과 NAC 단독 투여군에서 의미 있게 증가되어 있었고, 

6일째에는 식염수군에서 PDE-5i 군과 PDE-5i 와 NAC 병합한 군에 비해 

유의하게 높은 발현을 보이고 있었다 (그림4F). MCP-1 염색 상에서는 2일째 

PDE-5i군이 식염수군에 비해서 유의하게 낮게 발현되었으며 (그림5D 및 F), 

6일째는 NAC 단독 투여군에서 식염수 투여군을 포함한 다른 군에 비해 MCP-1의 

발현이 증가되어 있었다 (그림5E 및 F). Nitrotyrosine 염색에서 실험 2일째 

PDE-5i군과 PDE-5i 와 NAC 병합한 군에 비해 식염수군과 NAC 단독 투여군에서 

높게 발현되고 있었으나 (그림6C 및 D), 6일째 모든 실험군의 조직에서는 

nitrotyrosine 염색이 뚜렷하게 차이가 없었다. 

 

     3.3.3. TUNEL 염색 

   

   실험 2일째 식염수 투여군과 NAC 투여군에서 다른 실험군에 비해 TUNEL 

염색도가 증가되어 있었으며 통계적으로 유의한 차이를 보였다 (그림7A 및 C). 

6일째에는 식염수 투여군과 PDE-5i 와 NAC 병합 투여군에서 다소 TUNEL 

양성율이 높아 보이지만 이미지 분석 상에서는 모든 실험군에서 유의한 차이를 

보이지 않았다 (그림7B  및 C). 
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표1. Animal groups of experimental design 

 

Group N Modulation 

Vehicle 12 Distilled water 5mL , 4 times for 2 days 

PDE-5i 12 Sildenafil 1.5mg/kg in Distilled water, 4 times for 2 days 

PDE-5i + NAC  12 Sildenafil 1.5mg/kg with NAC 60mg/kg in distilled water,  

4 times for 2 days  

NAC 12 NAC 60mg/kg in distilled water, 4 times for 2 days 

Vehicle : Normal saline, NAC : N-acetylcysteine, PDE-5i : phosphodiesterase type 5 inhibitor 

(Sildenafil, Viagra® ) 

 

 

 

표2. The physical and biochemical parameters 

 

 

Group 

Body weight 

(g) 

Systolic blood 

pressure 

(mmHg) 

Blood urea 

nitrogen 

(mg/dL) 

Creatinine 

(mg/dL) 

Creatinine 

clearance 

(mg/mL/100g) 

Vehicle 519.7 ± 81 137.4 ± 16 30.7 ± 9 0.8 ± 0.44 0.26 ± 0.09 

PDE-5i 505.4 ± 28 133.7 ± 19 27.3 ± 11 0.66 ± 0.56 0.49 ± 0.19 

PDE5i + NAC  532.2 ± 51  125.6 ± 14  31.5 ± 10   0.59 ± 0.17  0.24 ± 0.75  

NAC 472.2 ± 69 132.3 ± 11 41.5 ± 37 0.87 ± 0.72 0.19 ± 0.12 

Vehicle : Normal saline, NAC : N-acetylcysteine, PDE-5i : phosphodiesterase type 5 inhibitor 

(Sildenafil, Viagra® ) 
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●

A 는 혈중 크레아티닌의 변화량으로, SIL 

+ NAC 군을 제외한 나머지 군에서 실험 

48시간과 96시간 사이에 상승하였고 이

후로는 변화가 없었으며 모든 실험군에서 

의미 있는 차이는 보이지 않았다. B 는 

혈중 BUN 변화량으로, 시간 경과에 따른 

각 실험군 간의 차이는 없었다. C 는 크

레아티닌 청소율의 변화로 실험 144시간 

경과 시에 SIL 및 SIL + NAC 군에서 의미 

있게 보존 되었다 ( ● : P < 0.05).  

D 는 시간경과에 따른 NGAL 의 변화로, 실험 48시간에 식염수(CM only)군이 SIL 및 SIL + 

NAC 군에 비해 의미 있게 높았으며 (* : P < 0.05), 실험 96시간에는 식염수군이 모든 군에 

비해 증가되어 있었고 (** : P < 0.05), 실험 종료 시에는 모든 군에서 CM 투여 전 상태로 

감소되었다. E 는 cystatin C 의 변화로, 모든 실험 군에서 CM 투여와 함께 상승하기 시작하

였으며, 실험 96시간에는 감소하였다. 실험 48시간에는 다른 군에 비해 식염수군과 NAC 군

에서 의미 있게 증가되어 있었다 (€ : P < 0.05). 

 

그림 1. The biochemical parameters 
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A 

근위 및 원위 세뇨관을 동시에

일째 A 조직소견에서는, 모든

에 의한 내강 폐쇄 소견이

위한 손상이 나타난 반면 

만성 손상을 보였다. 실험 

구조를 회복하였으나 식염수군과

소견을 보인다. 

그림 2. Histologic feature of kidneys

B 

PDEVehicle 

Vehicle PDE
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동시에 관찰할 수 있는 외측 수질을 중심으로 관찰한 

모든 실험군에서 세뇨관 세포의 공포화, 융모 소실, 유리질성

소견이 보였으나 식염수(Vehicle)군과 NAC 군에서는 75% 

 PDE-5i 군과 PDE-5i 와 NAC 동시 투여군에서는 50% 

 6일째 조직소견 B 에서, PDE-5i 군과 PDE-5i + NAC 

식염수군과 NAC 군에서는 세뇨관의 위축과 광범위한 

. Histologic feature of kidneys 

PDE-5i PDE-5i + NAC NAC 

PDE-5i PDE-5i + NAC NAC 

 결과, 실험 2

유리질성 원주

75% 이상의 광범

50% 이하의 미

5i + NAC 군은 정상

 간질 섬유화 
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B 

A 는 실험 2일째와 6일째 iNOS 의 mRNA 발현율 나타낸 것으로, 2일째 모든 실험군에서 증

가되었다가 6일째 모두 기저치로 떨어지는 양상을 보였으며, 실험 2일째에 단백질 전기영동 

결과 B 와 면역조직화학 염색법 C 를 이용해 측정한 iNOS 발현은 주로 세뇨관 상피세포에

서 나타났으며 발현율에서 각 군간에 차이가 없었다. 

A 

그림 3. The biomolecular expression of iNOS and immunohistochemical  

staining for iNOS 

Vehicle PDE-5i PDE-5i +NAC NAC 
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A 에서 실험 2일째 SIL 군과

으며(* : p < 0.001), 6일째는

어 있었다(** : p < 0.05)). B

단백질 발현을 보여준다. 특히

뇨관에서 보다는 중등도 손상을

와 E 는 실험 6일째에 각 

여주고 있으나, F 의 이미지

eNOS 발현율이 증가되어 

그림 4. The biomolecular expression of e

staining for eNOS
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C 

군과 SIL + NAC 군에서 의미 있게 eNOS mRNA 발현이

일째는 다른 군에 비해서 NAC 군에서 eNOS mRNA 발현율이

B, D 및 F 에서는 실험 2일째 mRNA 발현과 유사한 

특히 식염수(vehicle)군과 NAC 군의 조직에서는 파괴가

손상을 보이는 세뇨관 상피세포에서 eNOS 가 발현되고

 실험군 간의 eNOS 단백질 발현율의 차이가 많이 줄어든

이미지 분석기를 이용한 분석에서는 다른 군에 비해 

 있다(€ : p < 0.05). 

The biomolecular expression of eNOS and immunohistochemical 

NOS 

PDE-5i PDE-5i +NAC NAC 

PDE-5i PDE-5i +NAC NAC 

발현이 감소 되었

발현율이 증가되

 양상의 eNOS 

파괴가 심각한 세

발현되고 있다. C 

줄어든 것을 보

 식염수군에서 

NOS and immunohistochemical  
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A 에서 MCP-1 의 mRNA 

증가되었으며 (*:P < 0.001), 6

(●: P < 0.001, ●●: P < 0.05). 

과 유사한 양상을 보였으며

서 MCP-1 단백질 발현이 의미

F 

그림 5.  The biomolecular expression of MCP

staining for MCP
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의미 있게 감소되어 있었다 ( * : P < 0.001). 또한 NAC 

통계학적으로 의미 있게 감소되어 있었다 ( ** : P < 0.05). nitrotyrosine 

주로 파괴가 심한 세뇨관에서 발현되고 있었다. 실험

nitrotyrosine 발현 양상의 차이는 없었다. 
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세뇨관 상피세포에서 TUNEL 양성율이 높게 나타남을

비교했을 때 C 에서 보여지듯이 실험 2일째 PDE-5i 

양성율이 의미 있게 줄어들었다 ( * : P < 0.001, ** : p < 0.05). 
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제4장 고 찰 

 

만성 신부전증은 신세뇨관 주위 모세혈관의 감소, 간질의 섬유화, renin-

angiotensin system 의 활성에 따른 혈관 수축과 증식된 세뇨관에 의한 과다한 산소 

소모 등의 이유로 만성적인 허혈 상태에 있게 된다
23
. 허혈 상태의 대사과정에서는 

다량의 활성 산소가 발생하고 이는 신부전증의 진행에 주요한 악화인자이다
24
. 

요오드를 함유한 방사선 조영제는 수입 세동맥의 수축을 유발하여 신세뇨관 전장에 

걸친 허혈을 유발할 뿐만 아니라, 사구체에서 여과된 후 신세뇨관 내에서 활성 

산소를 유발하여 상피세포에 직접적인 독작용을 일으킨다
25
. 세뇨관 상피세포는 

조직의 허혈 상태에서는 활성 산소를 효과적으로 제거하지 못하며, 혈중 조영제의 

농도가 감소하여 수입 세동맥의 수축이 해소되어도 재관류에 의한 2차적인 활성 산소 

발생과정 때문에 세포 내에는 과도한 활성 산소가 축적되게 된다
26
. 이런 이유로 

방사선 조영제 사용 후 발생하는 신병증 발생률이 정상에서 4-11% 인데 비해 만성 

신부전증 환자에서는 50% 에 이른다
27
. 

본 실험에서는 생리적 환경에서 강력한 항산화제로 작용하는 NAC(N-acetylcyst-

eine)는 방사선 조영제에 의한 NOS(nitric oxide synthase) 증가를 억제하지 못하는 

것으로 나타났다. 허혈 상태 혹은 활성 산소가 증가하는 상황에서 이를 개선하기 

위해 활성화 되는 NOS는 역작용으로 세포 내에 다량의 nitric oxide  (NO)를 

축적시키고 여러 기능성 단백질과 효소의 변성을 일으킨다고 알려져 있다
28-29

. 특히 

단백질의 tyrosine 기와 반응하여 생성된 nitrotyrosine 은 안정된 구조를 갖게 되어 

조직처리 과정에서도 변성되지 않고 소변에서도 쉽게 측정이 가능하다
29
. NAC을 

단독으로 투여한 실험군에서 nitrotyrosine 발현이 증가된 것은 eNOS 증가와 연관된 

결과로 볼 수 있으며, MCP-1 발현의 증가, 조직 내에 다수의 염증세포 침윤 등 

일련의 과정 또한 eNOS 증가에 의한 것으로 설명할 수 있다. 결국 NAC의 항산화 

작용으로는 신세뇨관 상피세포를 효과적으로 보호할 수 없었다고 판단된다.  

그러나 실험 6일째 다른 실험군에 비해 NAC 군에서 MCP-1 발현이 유의하게 증가된 

것은 주목할 만하다. MCP-1은 손상된 세뇨관 상피세포에서 자분비 (autocrane) 혹은 

부분비 (paracrane) 형태로 분비되어 단핵구와 같은 염증세포의 조직내 침윤을 

조장하고 IL-6와 같은 염증성 cytokine 분비를 촉진한다고 알려져 있다
30
. 따라서 
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식염수 투여군에 비해 NAC 군에서 손상의 정도가 치명적이지 않았고 괴사와 탈락의 

정도가 적었기 때문에 나타난 현상으로 판단된다. 이것은 실험 2일째 nitrotyrosine 

발현에서도 관찰할 수 있는데, 면역조직화학 염색에서 식염수 투여군에 비해 NAC 

군에서 유의하게 발현율이 감소 되어 있다. 비록 통계학적으로 유의한 차이는 

아니지만, 세포 고사 정도를 확인하기 위한 TUNEL 염색에서도 식염수 투여군에 

비해서 세포고사 정도가 감소된 것을 관찰할 수 있다. 따라서 본 실험에서도 기존 

Gong 등이 보고한 NAC 의 항산화 작용 및 항-세포고사 작용을 미약하게나마 확인할 

수 있었다
31
.  

한편 본 실험에서 PDE-5i 투여군은 eNOS 및 nitrotyrosine 의 발현과 급성 세뇨관 

괴사 범위가 감소되었다.  급성 세뇨관 괴사가 감소된 것은 Guan 등의 연구에서 

보고하였듯이 PDE-5i가 급성 허혈 상태에서도 국소적으로 신혈류량을 증가시켰기 

때문으로 판단된다
32
. 또한 PDE-5i가 eNOS 활성화를 억제하고 세포내 기능성 단백질의 

peroxynitrite 과정을 줄여준 것은, Jeong 등이 당뇨병성 신병증과 같은 활성 산소 

스트레스 상태에서 PDE-5i를 사용하여 nitrotyrosine 발현을 감소 시킨 연구와 

일치한다
18
. 그리고 TUNEL 염색의 비교에서도 손상 되었던 세뇨관 상피세포의 

세포고사 과정을 의미 있게 줄여준 것으로 나타난다. 그러나 기대했던 PDE-5i의 

강력한 혈관 확장작용과 NAC의 항산화 작용의 상승효과는 확인할 수 없었으며 PDE-

5i와 NAC을 병합 투여한 실험군에서 PDE-5i 단독 투여군과 의미 있는 차이를 보이지 

않는 것은 두 제제간에 길항작용이 없었다는 것을 의미한다. 

Kukreja 등은 허혈성 손상을 받은 심근에서 PDE-5i가 iNOS 및 eNOS 발현을 

증가시켜 세포고사 과정을 억제한다도 보고하였으며
19
, Choi 등은 PDE-5i가 허혈-

재관류 신손상 시에 iNOS와 eNOS 발현을 유도하여 손상을 감소시켰다고 보고하였다
20
. 

그러나 다른 연구들에서 NOS 활성화는 세포 손상과 세포 고사를 유발한다는 보고도 

있다
33-34

. 즉 iNOS 와 eNOS 활성화가 세포 대사과정과 신호전달계에 어떠한 영향을 

미치는지는 아직 명확히 정립되지는 않았다고 볼 수 있다. 또한 PDE-5i가 cyclic 

guanosine monophosphate (cGMP)를 통해 세포 내에 P38 MAPK, ERK1/2 인산화 과정, 

JNK/ATF2 과정, GSK-3β 억제 과정을 거쳐 항-세포고사 작용을 한다는 보고들도 

있어서
17,19,21

, PDE-5i의 항-세포고사 작용은 NOS 이외에도 다양한 세포내 

신호전달계를 통해 이루어짐을 짐작할 수 있다. 그리고 본 연구에서와 같은 iNOS 와 
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eNOS 변화는 5/6 신절제술 시행 후 6-8주간 경과된 만성 신병증 상태의 신장에서 

시행된 것이라는 점에서 기존 연구들과 다른 결과를 나타냈을 수도 있으며, 

추가적으로 만성 신병증 상태에서의 NOS 활성화에 영향을 미치는 인자들에 대한 

연구가 필요하겠다. 

전통적으로 신기능 평가에 사용되던 BUN과 크레아티닌은 신손상 2-3일 후 최고치에 

도달한다
35
. 즉 급성으로 진행되는 신손상의 정도를 평가하기에는 한계가 있다는 

점에는 많은 연구자들이 동의한다
22,35

. 예민도를 높이기 위해서, 일부 연구자들은 

방사선 조영제 유발 신병증의 정의로 크레아티닌 절대치 상승을 0.3mg/dL으로 

낮추거나 NGAL, cystatin C, KIM-1 (kidney injury molecule 1)과 같은 조기 신손상 

표지자를 사용하자는 제안을 하고 있다
35-37

. NGAL은 주로 근위세뇨관 상피세포에 

존재하며 손상이 발생하면 초기 2시간 내에 상승하고 6시간 내에 최고치에 이른다
35,36

. 

그리고 cystatin C는 cysteine protease 길항제의 하나로 사구체에서 여과된 후 

근위세뇨관에서 재흡수 되어 일정 속도로 이화과정을 거친다
35,37

. 따라서 사구체 

여과율이 감소되거나 근위세뇨관의 손상되었을 때 cystatin C 혈중치가 상승하게 

된다. 이들 신손상의 조기 표지자들을 측정하여 고전적인 인자들과 비교해 봤을 때, 

모든 군에서 크레아티닌과 BUN이 실험 2일째 기저치보다 약간 상승하였다가 

6일째에는 기저치보다 낮아지는 경향을 보이는 반면, cystatin C는 PDE-5i 투여군을 

제외한 나머지 군에서 지속적으로 상승하였다. 크레아티닌 청소율은 실험 2일째는 

기저치보다 상승하였으나 실험 4일째 기저치에 가깝게 회복되었으며 6일째는 다시 

천천히 상승하여 각 군간에 차이를 보였다. 그리고 NGAL의 경우 실험 2일째 최고치에 

도달하여 4일째까지 유지되다가 6일째 기저치로 감소하는 경향을 보였다. 조직학적 

변화와 비교해 보면, 크레아티닌과 BUN은 실험 2일째 나타난 급성 세뇨관 괴사 정도 

또는 실험 6일째 나타난 세뇨관 위축과 간질 섬유화 정도를 반영하지 못하고 있으나 

cystatin C는 손상 이후 지속적으로 상승하여 신기능의 감소를 반영하였고 실험 

6일째는 각 군간에 손상의 정도에 따라 유의한 차이를 보이고 있다. NGAL은 첫 

48시간 경과 시에, 손상의 정도에 따라 실험군 간에 최고치 값에 유의한 차이가 

있었으며 조직학적 변화와 잘 부합되었다. 그러나 최종 144시간 경과 후 각 실험군 

간에는 차이를 보이지 않았다. 즉 크레아티닌과 BUN은 방사선 조영제에 의한 

신손상을 측정하기에는 적절하지 않으며, NGAL은 초기 신손상에 대해서는 어느 
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표지자보다도 예민하지만 신손상에 따른 최종 예후를 반영하지 못하는 것을 알 수 

있다. 또한 cystatin C는 NGAL과 같이 예민하지는 않지만 신손상에 따른 신기능의 

변화를 비교적 잘 반영해 준다는 것을 알 수 있다. 그리고 전통적인 인자들을 통해 

계산한 크레아티닌 청소율은 cystatin C와 유사한 경과를 보이고 있어 cystatin C와 

더불어 방사선 조영제 유발 신병증에서 신기능 평가에 유용한 측정치로 사용될 수 

있을 것으로 판단된다. 
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제5장 결 론 

 

이상의 실험 결과를 토대로, PDE-5i 투여는 만성 신병증 상태의 신장에서 요오드 

함유 조영제에 의한 초기 세뇨관 괴사를 완화해 주며, 후기 재생과정에서 염증반응과 

세포고사를 억제하여 정상적인 해부학적 구조를 회복시켜 줄 수 있었다. 이러한 

효과는 수입 세동맥에 대한 효과 이외에도 eNOS 발현을 억제하여 과도한 NO의 생성에 

따른 세포내 단백질 손상을 완화해 주며, cGMP를 통한 세포내 신호전달계 과정을 

거쳐 세포고사를 억제할 수 있다는 것일 보여준다. 항산화제인 NAC은 eNOS 발현 및 

세포 고사 과정을 차단하는 효과는 확인할 수 없었으며 PDE-5i 와의 상승효과도 

확인할 수 없었다. 이것은 방사선 조영제 유발 신병증에서 활성 산소의 역할보다는 

조직의 허혈성 손상 정도와 2차적 재관류 손상에 따른 세포고사 과정이 더 중요한 

역할을 한다고 볼 수도 있다. 그리고 크레아티닌 및 BUN과 같은 전통적인 신기능 

평가 인자는 방사선 조영제에 의한 신손상을 적절하게 반영하지 못하며, NGAL과 같은 

조기 신손상 표지자는 초기 최고치 값은 의미가 있으나 손상에 따른 예후를 

예측하기에는 적절하지 않았다. 반면 cystatin C 와 크레아티닌 청소율은 시간 

경과에 따라 신손상에 의한 신기능의 변화를 잘 반영하였다. 
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ABSTRACT 

 

Phosphodiesterase- 5 inhibitor can ameliorate radiocontrast-induced 

nephropathy 

in rat model of chronic kidney disease 

 

Jongmyeong Yu 

Department of Medicine, 

The Graduate School, Yonsei University 

 

(Directed by Professor Seung-Ok Choi) 

 

Radiocontrast agent damages the renal tubules both by contracting renal 

arterioles and by direct toxic effect to tubular epitheliae. In recent reports, 

phosphodiesterase-5 inhibitors (PDE-5i) are known to have not only vasodilative 

effect but also the anti-oxidative potentials. The aim of the present study was 

to investigate whether PDE-5i ameliorate radiocontrast-induced nephropathy (CIN) 

and N-acetylcysteine (NAC) which is used to prophylactic purpose to CIN 

popularly has true benefits and/or synergistic effects with PDE-5 inhibitors in 

rat model of chronic kidney disease. 

48 male Sprague-Dawley rats were performed 5/6 nephrectomy and divided into 4 

groups: vehicle, PDE-5i (1.5mg/kg, by cannula) treated group, NAC (60mg/kg, by 

cannula) treated group, and combination group. All rats received drugs 4 times 

every 12 hours. Radiocontrast agent (Iopromide 10ml/kg) was injected 1 hour 

after 3
rd
 injection. Blood and 24 hours urine samples were taken every 48 hours 

for 6 days. Rats were sacrificed at 2
nd
 day and 6

th
 day of experiment. For 

functional assay, serum NGAL, cystatin C, BUN, and creatinine were measured and 
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creatinine clearances were calculated. iNOS, eNOS, and MCP-1, were measured and 

nitrotyrosine expression, and TUNEL stain were performed in kidney to estimate 

the oxidative stress, inflammatory response and apoptosis. 

There were no significant changes of serum creatinine and BUN among the 

groups. But PDE-5i treated groups (0.43±0.13mg/ml/100g) and PDE-5i with NAC 

treated group (0.39±0.79mg/ml/100g) showed significant improvements of 

creatinine clearance compared to vehicle group (0.25±0.87 mg/ml/100g) at 6
th
 

day. Serum NGAL significantly decreased in PDE-5i treated group (68.3±5.5 vs 

82.79±11.25pg/ml, 64.1±10.1 vs 83.6±7.6pg/ml) and PDE-5i with NAC treated 

group (58.3±19.6 vs 82.79±11.25pg/ml, 53.8±19.3 vs 83.6±7.6pg/ml) compared 

to vehicle group at 2
nd
 and 4

th
 day respectively. Serum cystatin C also 

significantly decreased in PDE-5i treated group (5.28±0.9ng/ml) and PDE-5i  

with NAC treated group (5.8±0.66ng/ml) compared to vehicle group 

(7.53±1.3ng/ml) at 2
nd
 day. In kidney harvested at 2

nd
 day, eNOS expression was 

significantly decreased in PDE-5i treated group but there were no differences 

in iNOS expression among the groups. MCP-1 and nitrotyrosine expression 

decreased in PDE-5i and PDE-5i with NAC treated group. In kidney harvested at 

6
th
 day, MCP-1 and nitrotyrosine expression increased in vehicle group and NAC 

treated group. TUNEL stain showed decreased apoptotic feature in PDE-5i and 

PDE-5i with NAC treated group but not in other groups at 2th day. At 6
th
 day, 

there were no differences in TUNEL staining among the groups 

In conclusion, these results suggest that PDE-5i may prevent and ameliorate 

CIN via anti-oxidative and anti-apoptotic potentials, but there were no 

synergic effects of combination of PDE-5i and NAC on CIN. 
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