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Purpose: Recently, massive proteinuria has been observed in some transplant patients

after switching cyclosporine A (CsA) to sirolimus. To evaluate the pathogenesis of siroli-

mus-associated proteinuria, we investigated the early changes in slit diaphragm molecules

by various administrative conditions of sirolimus and CsA.

Methods: In vitro-Mouse podocytes were incubated with buffer (C), sirolimus (10 g/mL)μ

after CsA (10 g/mL) (C-S), sirolimus only (S) and CsA and sirolimus simultaneouslyμ

(C+S) for 12, 24, and 48 hours. In vivo- twenty four SPF female Wistar rats were divided

into 4 groups buffer (C), sirolimus after 2 weeks of CsA (C-S), sirolimus only (S) and

CsA and sirolimus simultaneously (C+S). All groups were treated by intraperitoneal injec-

tion every other day for 4 weeks (CsA: 25 mg/kg, sirolimus: 0.5 mg/kg). The changes in

mRNA of slit diaphragm molecules were examined by RT-PCR.

Results: The mRNA of nephrin was significantly decreased in group C-S and C+S in vitro.

In vivo, the mRNA of nephrin in all groups using sirolimus and the mRNA of podocin in

group C-S and C+S were decreased. Microscopically, group C-S and C+S showed small

vacuolization and calcification in proximal tubular epithelial cells. Immunohistochemistry

using nephrin and podocin antibodies did not show remarkable decrease of staining along

the glomerular capillaries. Electron-microscopically, focal fusion of foot processes was

seen in group C-S and C+S.

Conclusion: This study suggests the decrease of slit diaphragm molecules (nephrin and

podocin) in podocyte may be one of the causes of sirolimus associated proteinuria, and

podocyte injury by sirolimus may need a primary hit by CsA to develop the proteinuria.

(J Korean Soc Pediatr Nephrol 2010;14:143-153)
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서 론

신이식을 받은 환자에서 보다 강력한 면역억제제

인 의 사용은 급성 거부반응cyclosporine A (CsA)

으로 인한 신기능 소실의 빈도를 현저히 감소시켰다.

그러나 고혈압 고지혈증 이차적 암 발생 및 만성 이, ,

식병증을 포함한 신독성 등의 부작용으로 장기CsA

신생존율은 이전과 비교하여 큰 향상을 보이지 못하

다[1, 따라서 신이식 후 장기적 신기능 유지를2].

위해서는 외에 다른 면역억제제가 필요하 는CsA

데 직접적인 신독성은 가지지 않으며 항암 및 면역,

억제 활동을 동시에 가졌다는 mammalian target

억제제인 가 새of rapamycin (mTOR) sirolimus

로운 면역억제제로 소개되었다[3-6].

는 와 유사한 구Sirolimus tacrolimus (FK506)

조를 가진 제제로서 세포내 수용체인 FK506 bin-

과 결합하여 표적 단백질인ding protein (FKB12)

을 억제하여 시기의 세포주기를 정지mTOR G1-S

시키며 에 의한 신호 전달을 방, interleukin (IL)-2

해한다 이로 인해 사이토카인에 의한 림프구와. T B

림프구의 활성화를 억제하며 세포 주기의 진행을 방,

해하고 림프구 증식을 억제하여 면역억제작용을 나

타낸다 또한 평활근과 섬유모세포의 증식을 감소시.

켜 이식신 소실의 주요 원인인 만성 이식병증을 일으

키는 주요 병리 기전인 간질 섬유화를 억제하기도 한

다 등 은 이식한 쥐에서 주 동안[5-8]. He [9] 8 CsA

을 사용 후 로 대체한 군에서 를 계속sirolimus CsA

사용한 군과 비교하 을 때 주 후에는 단백뇨 및24

감소transforming growth factor (TGF) mRNA

가 관찰되었으며 가 낮아 만성 이Banff sum score

식병증의 진행 속도를 늦춘다고 보고하 다 다른 연.

구들에서도 신이식 후 를 조기에 로CsA sirolimus

대체하여 사용했을 때 만성 이식병증의 진행이 완화

되고 고혈압 발생의 빈도가 낮으며 이식신의 신기능

이 개선되는 등의 장기적 이점을 보고하 으며 최근

에는 신이식 후 의 대체 면역 억제제로CsA siroli-

가 널리 사용되고 있다mus [10-13].

그러나 최근 여러 연구에서 의 대체로CsA siroli-

를 투여 받은 일부 신이식 환자들에서 심한 단mus

백뇨가 발생하 다는 임상보고가 발표되었다 이러.

한 로 발생한 단백뇨는 주로 이식 전에 단sirolimus

백뇨나 사구체병증에 의해 이식신이 이미 손상된 경

우나 이식 후 국소분절사구체경화증과 같은 일차적,

질환이 재발한 환자에서 주로 유발되었다[10, 14-

지속적인 단백뇨 자체로 만성 신질환이 악화될17].

수 있기 때문에 로 발생한 단백뇨 또한 만sirolimus

성 이식 신기능부전을 조장하여 신기능을 악화시킬

수 있다 현재까지 에 의한 급성 신기능장. sirolimus

애는 세포증식 억제가 주요한 원인으로 여겨지고 있

으나 로 발생한 단백뇨는 한 가지 원인에, sirolimus

의한 것이라기보다는 다인자성인 것으로 생각되고

있다 의 제거에 따른 사구체 모세혈관 내[18]. CsA

압의 증가 세뇨관의 단백 재흡수 감소 그리고, , siro-

의 족세포 에 대한 직접적인 향limus (podocyte)

등이 단백뇨의 원인으로 보고되고 있으나 이런 기전,

에 대한 결정적 단서는 아직까지 없는 상황이다[19].

이에 본 연구에서는 사구체 상피세포 세포주인

족세포를 이용한 생체 외 실험 및 동물모델mouse

을 이용한 생체 내 실험을 통하여 와CsA sirolimus

의 비교 투여 실험을 통해 세극막 관련 분자의 변화

를 살펴봄으로써 지금까지 명확하게 밝혀지지 않은

에 의한 단백뇨 발생기전 중 족세포에 대sirolimus

한 직접적인 향에 대해 알아보고자 하 다.

대상 및 방법

생체 외 실험1.

의 족세포를 배양Mundel mouse immortalized

하여실험에이용하 다 족세포는. 10% FBS (Gibco,

USA), 100 unit/mL penicillin (Banyu Pharma-

과ceutical, Tokyo, Japan) 100 mg/mL strepto-

을 추가한 배지mycin (Gibco, USA) RPMI 1640
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에서 유지되었다 족세포 증식을 위(Gibco, USA) .

해 에서 세포를 배33 (permissive conditions)℃

양하 으며 온도에 민감한 항원의 표현을 촉진하기,

위해 배양된 배지에 20 U/mL mouse IFN- (Peγ -

를 추가하 다 최소 실험proTech EC, England) .

에 사용하기 주전에 의 이 없는1 37 -interferon℃ γ

배양액 을 사용하여(non-permissive condition)

족세포를 분화시켰다 배양된 족세포는 대조군[20].

인 완충액 처리 후(C), CsA (10 g/mL) sirolimusμ

처리군(10 g/mL) (C-S), sirolimus (10 g/mL)μ μ

단독군 과(S), CsA (10 g/mL) sirolimus (10 g/μ μ

병합군 으로 분류하여 시간 시간mL) (C+S) 12 , 24 ,

시간 동안 배양되었다48 . Novartis (Switzerland)

에서 구입한 는 에 에서 구CsA PBS , Wyeth Korea

입한 는 및 에 각각 용해하sirolimus DMSO ethanol

여 사용하 다 족세포와 관련된 분자의 발. mRNA

현 변화를 알기 위해 을 사용하 다RT-PCR .

생체 내 실험2.

에서 구입한 의Samtako (Korea) 140-180 g 6

주 된 암컷 쥐를specific pathogen-free Wistar

사용하 다 총 마리의 쥐를 각 군당 마리씩 완. 24 6

충액을 사용한 대조군 주간(C), CsA (25 mg/kg) 2

사용 후 를 주간 사용한 군sirolimus (0.5 mg/kg) 2

를 주간 단독으로 사용한 군(C-S), sirolimus 4 (S),

와 를 병합하여 주간 사용한 군CsA sirolimus 4 (C+

으로 분류하여 모든 시약을 하루 걸러서 복강 내S)

에 주사하 다 시약 주입 주 후에 모든 쥐를 희생. 4

하 고 양측 신장은 즉시 를 이용하여DEPC-PBS

세정한 뒤 막을 벗겨내고 적당하게 절개한 후 오른,

쪽 신장 중 일부는 광학현미경 면역형광현미경과 전,

자현미경 등의 조직검사에 사용하 으며 나머지 신,

장은 신피질만 잘라내어 가위 및 메스를 이용하여 잘

게 조각낸 뒤 체질법 에 따라 차례(sieving method)

대로 으로 분쇄하mesh #60 (pore size 250 m)μ

고 에 통과시켜 세뇨관#150 (pore size 150 m)μ

을 걸러내고 로 사mesh #200 (pore size 75 m)μ

구체를 걸러내어 걸러진 사구체들을 원심분리를 통

해 정제하 다 족세포와 관련된 분자의 변화를 알기.

위해 을 이용하여 총 사구체 를 측RT-PCR mRNA

정하 다 모든 쥐들을 대상으로 희생하기 전 시. 24

간 뇨 수집을 시행하 다.

면역조직검체 준비3.

신장조직은 두께로 박절한 후 으로3 m acetoneμ

분간 고정시키고 일차항체와1 FITC-conjugated

이차항체로 염색한 뒤 면역형광현미경으로 관IgG

찰하 다.

4. RT-PCR

세포를 분리하고 TRIZOL (RNA isolation solu-

과 으로 추출한 후 과tion) chloroform isopropanol

을 이용하여3% sodium acetate, 100% ethanol

시킨 다음 전체 를 분리하 다precipitation mRNA .

전체 를 의 농도로mRNA 5 g M-MLV reverseμ

transcriptase (Intron, Korea), oligo-dT (KDR,

그리고Korea), 2.5 mM dNTP (Intron, Korea),

증류수로 최종 의 부피를 맞춘 후 에서20 L 37μ ℃

분간 반응 후 에서 효소의 반응을 불활성화20 90℃

시켜 합성된 를 주형으로 족세포 기능유지에cDNA ,

필수적인 관련 분자인slit diaphragm nephrin, po-

에대한 를이용하여docin, CD2AP primer RT-PCR

을 수행하 다 생성된 를. PCR products 20 L 1%μ

에 시킨 후agarose gel running ethidium bromide

로 염색하고 으로, quantitative densitometer scan

측정하여 정량화하 으며 검체 내 역전사 효율 차이

를 보정하기 위하여 를 로GAPDH internal control

하여 상대적인 로 보정하 다density .

각각의 결과는 평균 표준편차로 표시하 으며,±

를 이용하여unpaired t-test P 인 경우를 통<0.05

계적으로 유의성이 있는 것으로 판정하 다.
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결 과

생체 외 실험1.

대조군 과 비교하 을 때 은 처(C) nephrin CsA

리 후 처리군 과 와sirolimus (C-S) CsA sirolimus

병합군 에서 시간 시간의 발현(C+S) 24 , 48 mRNA

이 유의하게 감소하 다 단독군에서는. Sirolimus

시간 시간에 의 발현이 증가24 , 48 nephrin mRNA

하 다 는 대조군과 비교하 을 때(Fig. 1). CD2AP

군 단독군과 군 모두에서 시C-S , sirolimus C+S 24

간 시간의 발현이 증가하 다, 48 mRNA (Fig. 2).

생체 내 실험2.

대조군과 비교하 을 때 은 군nephrin C-S , si-

단독군과 군 모두에서 발현이rolimus C+S mRNA

유의하게 감소하 다 은 대조군과 비교하. Podocin

을 때 군과 군에서 발현이 유의C-S C+S mRNA

하게 감소하 다 의 경우 군에서만 그. CD2AP C-S

발현이 유의하게 감소하 으며 군에서mRNA , C+S

는 큰 변화가 없었으며 오히려 단독군에, sirolimus

서 증가하 다(Fig. 3).

광학현미경소견에서 군과 군에서는 간C-S C+S

질 섬유화 세뇨관, 상피세포의 석회화 및 들globule

이 관찰되었으며 대조군 및 단독군에서, sirolimus

는 특이 소견이 없었다 면역조직화학검사(Fig. 4).

소견에서는 모든 군에서 모세 혈관 주변의 podocin

과 항체 침착은 감소하지 않았다nephrin (Fig. 5).

전자현미경소견에서는 대조군 및 단독군sirolimus

은 특이 소견이 없었으나 군과 군에서 부, C-S C+S

분적인 족돌기 소실이 관찰되었다 시간 뇨 단백. 24

은 모든 군에서 미만이었다100 mg .

Fig. 1. The mRNA expressions of nephrin at 24
and 48 hours were significantly decreased in
group C-S and C+S in vitro. The mRNA ex-
pressions of nephrin in group S were increased
at 24 and 48 hours (

*
p<0.05,

†
p<0.01,

‡
p<0.001

compared with control).

Fig. 2. The mRNA expressions of CD2AP at 24
and 48 hours were significantly increased in
group C-S, S and C+S in vitro (*p<0.05, †p<
0.01,

‡
p<0.001 compared with control).

Fig. 3. In vivo, the mRNA expressions of ne-
phrin were decreased in all groups of using si-
rolimus, and the mRNA expressions of podocin
were decreased in group C-S and C+S. The
mRNA expression of CD2AP was only signifi-
cantly decreased in group C-S and increased
in group S (

*
p<0.05,

†
p<0.01,

‡
p<0.001 com-

pared with control).
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고 찰

단백뇨성 신질환이 있는 환자에서 심한 사구체 단

백뇨는 신손상의 진행과 신부전 발생의 독립적인 주

요 예측인자이다 다량. 의 사구체 단백뇨가 지속되면

단백이 세뇨관 상피세포와 접촉하여 사구체 기저막

의 손실이 있음을 세포내 신호전달을 통해 알리게 된

다 이 후 알부민 보체 및 기타 단백질의 독성에 의. ,

해 급성 염증 반응이 일어나고 세포간질의 염증을 유

발하여 결국 사구체 손상 종류에 관계없이 신손상을

초래하게 된다[21].

로 발생한 단백뇨는 아직까지 그 기전Sirolimus

이 뚜렷이 밝혀지지 않았으며 단백뇨의 발생부위가

사구체인지 세뇨관인지 제거 효과로 인한 것, CsA

인지 아니면 자체의 독성으로 인해 발생sirolimus

하는지 등에 대한 논란이 계속되고 있다[18, 19].

등 은 한 증례에서Straathof-Galema [22] FITC

가 부착된 항 알부민 항체를 이용하여 사sirolimus

용 후 단백뇨가 발생한 환자에서 근위 세뇨관의 알부

민 흡수가 감소된 것을 관찰하 으며 이는 sirolimus

로 발생한 단백뇨가 세뇨관 기원임을 시사하는 소견

이라고 제시하 다 하지만 이는 한 증례로 단백뇨. ,

발생의 인과 관계를 뚜렷이 밝히지는 못하 다.

등 은 이 증례에 반박하여 근위 세뇨관Mreich [23]

세포 및 쥐 실험을 통해 근위 세뇨관에서 알부민의

Fig. 4. LM findings: group C-S and C+S showed small vacuolization, globules
and calcification in proximal tubular epithelial cells (A: PAS, 400, B: HE,×
200).×

Fig. 5. Immunohistochemistry by using nephrin and podocin antibodies did not
show a remarkable decrease of staining along the glomerular capillaries in all
groups.
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재흡수가 감소되지 않음을 증명하 으며, Letaver-

등 의 연구에서도 단백질의 전기 동을 통nier [14]

해 로 발생한 단백뇨는 사구체 기원임을sirolimus

제시하 다 단백뇨의 발생 기원이 사구체라면. CsA

의 혈관 수축 효과 소실로 인해 단백뇨가 발생하는

지 자체가 사구체 구조 및 투과에 직접적, sirolimus

인 향을 미쳐 단백뇨가 발생하는 것인지에 대해서

도명확히 밝혀진것은 없다 는[19]. CsA endothelin,

와 를 억thromboxane A2 nitric oxide synthase

제하고 교감 신경을 항진시켜 구심 세동맥의 수축을

일으킨다 로 발생한 단백뇨를 최초[24]. Sirolimus

로 기술한 등 및 등Letavernier [14] Franco [16]

의 여러 다른 임상 연구에서 이식 후 를CsA siroli-

로 전환 후 단백뇨가 발생하 고 를mus sirolimus

중단하고 다시 로 전환하 을 때에는 단백뇨가CsA

다시 소실됨을 보고하 다 등 은 만성. Saurina [25]

이식병증 환자에서 를 로 전환 후 혈CsA sirolimus

역학적으로 구심 세동맥의 저항이 감소하여 신혈류

및 사구체 내 압력이 증가함을 입증하여 의 제, CsA

거에 따른 사구체 내압의 증가로 사구체 투과성이 증

가하여 단백뇨가 발생한다는 이론을 뒷받침하 다.

하지만 사용 없이 에서CsA azathioprine sirolimus

로 전환하여 비교한 연구와 mycophenolate mofetil

단독 및 와 병합한 군을 비(MMF) sirolimus MMF

교한 연구들에서는 모두 투여 후에 단백sirolimus

뇨가 발생하 다 즉 이는 제거효과 만으로는. , CsA

관련 단백뇨가 설명될 수 없음을 보여 준sirolimus

다[26, 등 은 일차적인 국소27]. Letavernier [28]

분절사구체경화증 혹은 만성 이식병증이 없는 환자

명에서 이식 후에 고농도의 를 사용한 후3 sirolimus

새로 신증후군의 단백뇨 및 국소분절사구체경화증

이 발생하 으며 족세포의 조절 장애를 의미하는 족,

세포내의 과synaptopodin, P57, cytokeratin

등이 감소되어 가 족세포에 직접적PAX2 sirolimus

인 향을 줄 수 있음을 처음으로 제시하 다 이후.

등 은 족세Letaverneir [29] human immortalized

포를 로 처리한 생체 외 실험에서 족세포sirolimus

생존에 관여하는 경로 및 합성 및 족세Akt VEGF

포 분화에 필수적인 전사 요소인 의 감소를 관WT1

찰하 으며 이러한 기전으로 고농도의 가sirolimus

생체 내에서 국소분절사구체경화증을 발생시킬 수

있다고 하 다.

족세포는 사구체의 선택적 투과 장벽을 유지하는

데 중요한 역할을 한다 족세포의 족돌기는 서로 손.

가락 깍지 끼듯 맞물려 사구체내 모세혈관 의loop

표면을 덮고 있으며 독특한 세포 대 세포 접촉인 세

극막을 형성하게 된다 과거에는 간격의 전. 300 nm

기적으로 음성을 띠고 있는 사구체 기저막만이 사구

체내 모세혈관 내의 전기적 양성을 띤 단백의 소실을

막는 장벽 역할을 한다고 설명되었으나 최근의 연구,

결과에 따르면 간격의 세극막 또한 최종35-45 nm

여과 장벽 역할을 가지며 혹은, actin cytoskeleton

세극막의 손상 또한 족세포와 사구체 기저막이 손상

되었을 때와 마찬가지로 족돌기 소실 및 단백뇨를 유

발하게 된다고 하 다 세극막 관련 분자들은. ne-

등이 밝혀져phrin, podocin, CD2AP, ZO-1, Nck

있으며 이들 분자는 족세포의 조절cytoskeleton

역할도 가진다[30-33].

Vollenbrö 등 의 연구에서는ker [34] sirolimus

를 시간 시간 처리한24 , 120 human immortalized

족세포에서 발현의 차이는 없었지만CD2AP , ne-

과 발현의 유의한 감소가 있어phrin Nck sirolimus

가 족세포의 세극막 관련분자에 직접적인 향을 줄

수 있음을 보여주었다 본 연구에서 은 생체. nephrin

외 실험의 경우 와 동시처리한 군과CsA sirolimus

처리 후 를 처리한 군에서 생체 내CsA sirolimus ,

실험에서는 를 처리한 모든 군에서 대조군sirolimus

과 비교하여 발현이 감소하 으며 생체 내mRNA ,

실험에서 은 와 동시처리한podocin CsA sirolimus

군과 처리 후 를 처리한 군에서CsA sirolimus

발현이 현저하게 감소하 다 이러한 결과는mRNA .

과 동시처리한 군에서도 과CsA sirolimus nephrin

의 감소가 있었으므로 의 제거에 따른podocin CsA

혈관 수축 효과로 설명될 수는 없으며, Vollenbröker
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등 의 연구에서처럼 가 직접 족세포[34] sirolimus

관련분자에 향을 줄 수 있으나 단독보sirolimus

다는 와 함께 작용했을 때 그 효과가 더 커질 수CsA

있음을 보여주었다 특히 이러한 와. CsA sirolimus

의 세극막 관련 분자들에 대한 직접적인 향은 족세

포의 에 존재하는 보다는cytoplasmic site CD2AP

사구체상피세포의 족돌기 사이의 세극막을 구성하

는 과 하나의 세포막 관통부를 가지며nephrin ne-

과 직접 결합하고 세극막의 구조를 담당하는phrin

에서 두드러지는 것으로 생각된다 본 연구podocin .

의 의 발현이 과 의 발현변CD2AP nephrin podocin

화와 다르게 나타난 것은 이러한 가 위치하CD2AP

는 구조적 차이에서 온 것으로 생각된다[30-32].

이식 후 과 스테로이드를기초로CsA azathioprine

및 를 병합하는 비교 연구에서sirolimus sirolimus

와 를 병합한 군에서만 약물역동학적 상호 작용CsA

으로 의 농도가 높아져 급성 거부반응은 낮아졌CsA

으나 혈중 크레아티닌은 증가한다고 하 다 그[35].

러나 본 연구의 및 상호작용은 위의sirolimus CsA

연구에서처럼 단순히 의 증대로만 해석될 수는CsA

없다 등 은 쥐를 이용한 실험에서 고농. Kokui [36]

도의 를 주 사용하 을CsA (30 mg/kg/day) 2-3

때 사구체 여과가 감소한다고 하 으며 등Faul [37]

은 가 형성 단백인 의 분해CsA actin synaptopodin

를 방지하는 기전으로 항 단백뇨 효과를 나타낸다고

보고하 다 이와 같이 는 면역억제 효과 뿐 아. CsA

니라 사구체 기저막의 투과성 감소 기전과 족세포 내

을 안정화시켜 단백뇨를 감소시키는cytoskeleton

효과가 있으며 이미 임상적으로 미세변화형 신증후

군 특발성 막증식사구체신염 뿐만 아니라 세극막 이,

상 유전성 신증후군 등의 단백뇨 치료에 사용되고 있

다 그러므로 본 연구에서 의 항 단백뇨 효[38]. CsA

과와는 반대로 와 모두 사용한 두 군sirolimus CsA

에서 과 이 감소한 것은podocin nephrin sirolimus

와 관련된 단백뇨는 증대효과가 아님을 보여주CsA

며 와 사이에 다른 상호작용이 있을sirolimus CsA

수 있음을 제시한다.

신독성의 특징적인 병리 소견은 세뇨관 간질CsA

섬유화 세뇨관 위축 구심 동맥병증 등이 있으며, , ,

본 연구에서도 와 동시처리 한 군과CsA sirolimus

처리 후 를 사용한 군에서는 간질 섬CsA sirolimus

유화 세뇨관 세포의 석회화와 공포형성 등의 특징적,

인 신독성의 병리 소견이 관찰 되었다CsA [24].

등 은 신독성을 나타낸 신이식 환자Nacar [39] CsA

에서 전자현미경상 내피 세포의 변화 미토콘드리아,

팽창 두꺼워 지거나 이중화 된 사구체기저막의 변,

화 족돌기의 소실 공포형성 등의 족세포 변화를 기, ,

술하 으며 본 연구에서도 역시 전자현미경소견에

서 와 를 동시처리한 군과 처리CsA sirolimus CsA

후 를 처리한 군에서 족돌기의 소실이 관sirolimus

찰되었다 면역조직화학현미경소견에서는 모든 군에.

서 세극막 관련 단백 변화는 관찰되지 않았다 결론.

적으로 병리학적으로는 사용군에서 사용CsA CsA

에 따른 특징적인 변화만 관찰되었을 뿐, DiJoseph

등 이 발표한 것과 같이 와 관련된 특[40] sirolimus

징적인 변화는 관찰되지 않았다.

로 발생한 단백뇨는 를 사용Sirolimus sirolimus

한 환자 모두에게서 일어나는 것은 아니며 그 기전,

또한 하나로만 설명되기 어렵다 등 은. Franco [16]

그들의 연구에서 에서 로 전환하 을CsA sirolimus

때 처음부터 사용하 을 때25.4%, sirolimus 13.3

로 관련 단백뇨가 전체의 에서% sirolimus 23.1%

발생한다고 보고하 으며 등 은, Liew [41] siroli-

관련 단백뇨 발생은 여성보다는 남성에서 남성mus ,

이 여성의 신장을 이식 받은 경우 급성 거부증이 있,

을 때 증가하며 와 병합시 구심 세동맥의 수축, CsA

효과로 그리고 을 함께 사용하 을 때는 항염, statin

증 항섬유화 기전으로 관련 단백뇨가 감, sirolimus

소한다고 보고하 다 등 은 장기간의. Ruiz [42] CsA

사용으로 의 병리적 소견이 관찰되어야 의CsA , CsA

혈관 수축 효과 소실 기전으로 에서CsA sirolimus

로 전환 후 단백뇨가 발생하며 제거 및, CsA siro-

의 사용이 조기에 이루어진다면 단백뇨는 발생limus

하지 않는다고 보고하 다 본 연구에서도 사. CsA



최정연 외 인3 : 사용 후 사구체 기저막 세극막 관련 분자의 변화Sirolimus

용군에서는 특징적 병리 소견이 관찰되었으며 역시,

노출이 있었던 군에서CsA sirolimus po 및docin

의 감소가 있어 등 의 결과와 일치nephrin Ruiz [42]

하나 그 기전은 의 혈관 수축 효과 소실이 아닌CsA

및 의 다른 상호 작용에 의해 단백뇨CsA sirolimus

가 발생한다는 것으로 다르다.

본 연구의 한계점으로는 발현 변화만 실mRNA

험하여 단백 발현의 차이는 비교하지 못하 다는 것

과 를 단독으로 사용한 군이 없어 단독 사CsA CsA

용이 세극막 및 족세포 구성에 어떤 향을 비교하지

못하 다는 것으로 향후 단백 발현 및 단독군CsA

에 대한 추가 실험이 필요하다 또한 본 연구에서는. ,

생체 내 의 농도를 따로 측정하지 않았으sirolimus

며 단백뇨는 모두 발생하지 않아 다양한, sirolimus

의 농도 차이에 따른 세극막 및 족세포 구성 차이 및

단백뇨 발생 등에 대한 비교연구가 더 추가되어야 할

것으로 생각된다.

결론적으로 본 연구에서는 로 발생한sirolimus

단백뇨의 기전은 여러 가지 원인이 관련된 다인자성

이며 여러 기전 중 하나로 가 세극막 관련, sirolimus

분자 중 및 의 발현을 감소nephrin podocin mRNA

시킬 수 있으며 단독보다는 와 함께sirolimus CsA

작용했을 때 효과가 더 커질 수 있음을 제시하는 바

이다.

요 약

목 적:최근 신이식 환자들에서 cyclosporine A

의 대체로 를 투여 받은 후 단백뇨(CsA) sirolimus

가 발생한다는 임상보고가 있으나 단백뇨 발생기전

의 정확한 메커니즘에 대한 연구가 없다 이에. siro-

에 의한 여러 단백뇨 발생기전 중 와limus sirolimus

투여 후 족세포의 세극막 관련 분자 변화를 조CsA

사하여 족세포와의 직접적인 향에 대해 알아보고

자 하 다.

방 법:생체 외 실험 마우스 족세포를 완충액- ,

처리 후CsA (10 g/mL) sirolimus (10 g/mL)μ μ

처리군 단독군 와 동시, sirolimus , CsA sirolimus

처리한 군으로 나누어 을 이용하여RT-PCR 12,

시간에 족세포의 세극막 관련 분자 변화를 측24, 48

정하 다 생체 내 실험 쥐 마리를. - SPF Wistar 24

각각 군 완충액 주 투여 후 주4 ( , CsA 2 sirolimus 2

간 투여 주간 투여 와, sirolimus 4 , CsA sirolimus

를 주간 동시투여 으로 분류하여 하루 걸러서 한번4 )

복강 내 약물을 주입하 다(CsA: 25 mg/kg, siro-

모든 쥐는 약물주입 후 주에limus: 0.5 mg/kg). 4

희생되어 병리조직은 오른쪽 신장의 일부분을 이용

하고 나머지 신장은 을 이용하여 세극막, RT-PCR

관련 분자의 발현 변화를 측정하 다mRNA .

결 과:생체 외 실험에서 와 동시CsA sirolimus

투여 또는 처리 후 처리군에서CsA sirolimus ne-

발현이 의미 있게 감소하 다 생체 내 실험에phrin .

서 발현은 를 사용한 모든 군에nephrin sirolimus

서 발현은 와 동시투여 또, podocin CsA sirolimus

는 처리 후 처리군에서 의미 있게 감CsA sirolimus

소하 다 광학현미경에서 투여군은 세뇨관 상. CsA

피세포에서 공포형성 및 석회화가 관찰되었으며 면,

역 조직화학검사에서 사구체 모세혈관의 nephrin,

항체 침착은 감소되지 않았다 투여군podocin . CsA

의 전자 현미경소견에서 사구체 족돌기의 국소적 융

합이 있었으며 단독군에서는 특이소견이, sirolimus

없었다.

결 론:본 연구를 통해 로 발생한 단백sirolimus

뇨의 많은 기전 중 하나로 가 세극막 관련sirolimus

분자 중 및 의 발현을 감소nephrin podocin mRNA

시킬 수 있으며 단독보다는 와 함께sirolimus CsA

작용했을 때 효과가 더 커질 수 있음을 제시하는 바

이다.
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