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Abstract—The aim of this study was to investigate the effect of resveratrol on the pharmacokinetics of nifedipine in rats.

The pharmacokinetic parameters of nifedipine were measured after the oral administration of nifenipine (6 mg/kg) in the

presence or absence of resveratrol (0.5, 2.5 and 10 mg/kg, respectively). The effect of resveratrol on the P-glycoprotein (P-

gp), CYP 3A4 activity was also evaluated. Resveratrol inhibited CYP3A4 enzyme activity in a concentration-dependent man-

ner with 50% inhibition concentration (IC50) of 0.94 µM. In addition, resveratrol significantly enhanced the cellular accu-

mulation of rhodamine 123 in MCF-7/ADR cells overexpressing P-gp. Compared to the control groups, the presence of

2.5 mg/kg and 10 mg/kg of resveratrol significantly (p<0.05, p<0.01) increased the area under the plasma concentration-

time curve (AUC) of nifedipine by 49~75%, and the peak concentration (Cmax) of nifedipine by 48~66%. The absolute bio-

availability (AB%) of nifedipine was significantly (p<0.05) increased by 22.9-34.8% compared to the control (19.8%). The

terminal half-life (T1/2) of nifedipine was significantly (p<0.05) increased compared to the control. While there was no sig-

nificant change in the time to reach the peak plasma concentration (Tmax) of nifedipine in the presence of resveratrol. It

might be suggested that resveratrol altered disposition of nifedipine by inhibition of both the CYP3A and P-glycoprotein

efflux pump in the small intestine of rats. In conclusion, the presence of resveratrol significantly enhanced the oral bio-

availability of nifedipine, suggesting that concurrent use of resveratrol or resveratrol-containing dietary supplenment with

nifedipine should require close monitoring for potential drug interation.
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Resveratrol(레스베라트롤)은 피토알렉신으로 뽕나무, 땅콩, 포

도, 적포도주 등에 널리 분포되여 있으며 특히 적포도주는 일상

생활에서 널리 이용된다.1,2) 또한 resveratrol의 항산화작용에 의

해 심혈관질질환 및 대사증후군 등을 예방한다.3,4) Resveratrol

은 간의 아포지단백과 지질의 합성을 조절하고5) 혈소판 응집을

억제하며 혈소판과 중성구에서의 에이코사노이드 생산을 저해한

다.6) 게다가 resveratrol은 암의 발생도 억제한다고 보고되었다.7,8)

Resveratrol은 1상 대사효소인 CYP3A4 활성을 억제하므로

사람과 쥐의 간마이크로솜에서 CYP3A subfamily와 CYP1A

subfamily를 억제한다.9,10) Resveratrol은 piceatannol으로 대사되

어 쥐에서 CYP1A1와 CYP1A2를 억제한다.11) Resveratrol은

KB-C2 세포에서 농도 의존적으로 다우노루비신의 축적을 증가

시키므로 P-gp와 관련이 있다고 보고되었다.12) 그러나 이런 결

과들이 일괄성이 결여되어 resveratrol이 CYP3A subfamily 및

P-gp 활성 억제효과를 재평가 하였다.

Nifedipine(니페디핀)은 지용성 약물로서 경구투여시 장관막에

서 신속하게 흡수되며 전신순환에 도달하기 전에 초회통과효과

로 인해 생체이용률이 45~60%로 낮고 개체간 차이도 크다.13.14)

이 약물은 장관 막에서 흡수 후 소장 및 간에서 극성대사체로 대

사되어 신장으로 약 80% 정도 배설된다.13) Nifedipine은 칼슘채

널 차단제로서 협심증, 고혈압, 레이노증후군 등 많은 혈관성 질

환에 사용하고 있다.15,16) Nifedipine은 cytochome P-450(CYP3A4)

에 의해 대사된다.17,18) CYP3A4는 주로 간에 존재하지만 장관막

에도 존재한다.19,20) 소장 장관막 세포에서 CYP3A4는 P-당단백
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질과 함께 존재하여21) CYP3A4에 의해 대사되는 약물의 생체이

용률을 협동적으로 감소시킨다고 한다.22-25) 즉 P-glycoprotein(당

단백질)은 약물을 장관 세포에서 장관 내로 배출(분비)시켜 흡수

를 저해시킬뿐만 아니라 CYP3A4와 접촉 시간을 연장시킴으로

써 약물의 대사를 증가시킨다. P-당단백질(P-gp)은 장관강막, 담

낭내막, 신장 및 혈액-뇌관문 등의 혈관 내 분비성세포에 존재하

며 약물의 유입을 차단하는 방어 작용이 있다.26,27) P-당단백질은

종양 세포막에도 다량 존재하며 파크리탁셀, 독소루비신, 도노마

이신, 빈크리스틴 및 빈플라스틴 등 많은 약물들의 세포내 유입

을 저해시킨다는 것이 보고되었다.28-30) Nifedipine은 베라파밀 및

딜티아젬 등 다른 칼슘채널 차단제와 같이 P-당단백질의 기질이

며 이를 억제하는 작용을 가지고 있다.

생체실험에서 nifedipine을 항산화제인 세친, 모린 및 나린

진과 병용경구투여시 nifedipine의 Cmax와 AUC 등은 유의성 있

게 증가하였다.31-33) Resveratrol과 딜티아젬 및 니칼르디핀과 병

용경구투여시 딜티아젬 및 니칼르디핀의 Cmax와 AUC 등은 유

의성 있게 증가하였다.34,35)

항산화제인 resveratrol과 nifedipine은 심혈관계 질환의 치료

와 예방을 위해 combination therapy로써 병용처방이 가능하다.

그러나 resveratrol과 nifedipine의 병용투여에 대한 보고된바가

없다. 그러므로 본 실험에서 resveratrol이 CYP3A subfamily 및

P-gp 활성 억제효과와, 더불어 resveratrol과 nifedipine을 병용경

구투여시 resveratrol이 고혈압치료제인 nifedipine의 약물동태에

미치는 영향을 연구하고자 하였다.

실험방법

시료, 시약 및 기기

Nifedipine, resveratrol과 내부표준물질인 nisoldipine은

Sigma-Aldrich사(St. Louis, MO, 미국)의 것을, 메탄올, tert-

butylmethylether과 핵산은 Merck사(Darmstadt, 독일)의 HPLC

등급을, 인산 및 수산화나트륨은 Junshei사(Tokyo, 일본)의 것을

사용하였다.

기기로는 Shimadzu사의 HPLC CBM 10A series를, 질소기류

증발장치(dry thermo bath)는 Rikakikai Co., LTD(Tokyo, Japan),

교반기는 Scientific Industries, INC.(Bohemia, N.Y., USA), 원

심분리기는 Hitachi Co., Ltd.(Tokyo, Japan)것을 사용하였다.

실험동물

일정한 조건하에서 사육한 체중 270~300 mg의 Sprague-

Dawle계 웅성 흰쥐를 1군을 6마리씩으로, 물은 자유로이 공급하

면서 24시간 절식시킨다. 우측 대퇴동맥에 폴리에칠렌관을 삽입

하여 혈액을 채취하였으며 혈액응고를 방지하기 위해 관내에 주

사용 생리식염수에 녹인 헤파린(75 IU/ml)을 주입하였다. 그리고

채취한 혈액량 만큼의 생리 식염수를 피하주사로 보충해 주었다.

약물투여

대조군(control)은 nifedipine 6 mg/kg을 경구투여하였다.

Resveratrol 병용투여군(coadministration)에서는 resveratrol 0.5,

2.5 및 10 mg/kg을 각각 nifedipine 6 mg/kg과 증류수에 용해시

켜 경구투여하였다. 정맥주사투여군(I.V.)은 nifedipine 1.5 mg/kg

을 우측대퇴정맥으로 1분에 투여하였다.

혈액채취는 경구투여군에서 약물투여 후 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4,

8, 12 및 24시간에서, 그리고 정맥 투여군은 약물투여 후 0, 0.1,

0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 8, 12 및 24시간에서 각각 혈액 0.4 ml 채

취하여 130,000 rpm에서 5분간 원심분리한 후 혈장 0.2 ml을 취

해 분석 시까지 -40oC에서 냉동 보관하였다.

혈장 중 nifedipine 분석

혈장 중 nifedipine 농도는 Grundy 등36)의 방법을 수정하여 측

정하였다. 혈장 0.2 ml에 nisoldipine(0.005 mg/ml) 0.02 ml, 1 M

NaOH 용액 0.2 ml와 tert-butylmethylether :헥산(75 : 25, v/v)

1.2 ml를 가하고 vortex로 2분 추출하였다. 이것을 10분간 방치

한 후 130,000 rpm에서 10분간 원심분리를 한 다음 유기용매층

1.0 ml를 다른 시험관으로 옮긴 후 질소가스 기류 하에 30oC에

서 날려 보냈다. 잔사에 0.01 N 염산 0.2 ml를 넣고 교반기에서

2분간 용해시킨 후 0.05 ml를 HPLC에 주입하였다.

컬럼은 Symmetry®C18(4.6×150 mm, particle size 5 µm,

Waters)을, 이동상은 메탄올 :삼차증류수 :아세트산 :트리에틸아민

을 600 : 400 : 4 : 0.8(v/v/v/v) 비율로 섞고 초음파로 기포를 제거한

후 사용하였으며, 유속은 1.5ml/min으로 350 nm에서 측정하였다.

혈장 중 니페디핀 및 내부표준물질의 크로마토그램은 양호하게 분

리되었고, 공혈장의 크로마토그램은 측정에 영향을 주지 않았다.

검량곡선은 nifedipine이 혈장에서 10, 20, 50, 100, 200, 500

및 1,000 ng/ml에 해당하는 양을 각 시험관에 0.05 ml씩 넣어 정

상 흰쥐에서 채취한 혈장 0.2 ml를 가하여 교반기로 2분 교반한

후 위의 측정방법과 동일한 방법으로 정량하여 검량선을 작성하

였다. 이렇게 작성한 검량선은 y=0.0052x+0.005(r=0.9993)으

로 좋은 직선성을 나타내었다.

CYP inhibition assay

인체의 CYP3A4 효소 활성의 inhibition assay는 전에 보고된

방법인37)CYP inhibition assay kit를 사용한 multiwell plate에서

시행하였다. 간단히 설명하자면 인간의 CYP 효소는 baculovirus

에 감염된 곤충세포를 통해 얻었다. CYP 기질은 potassium

phosphate buffer에서 1 pmol의 CYP3A4 효소와 NADPH 생산

체계(1.3 µM NADP, 3.54 mM glucose 6-phosphate, 04 U/ml

glucose 6-phosphate dehydrogenase와 3.3 mM MgCl2)의 반응
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혼합물을 첨가한 것과 첨가하지 않을 것을 배양하였다. 반응은

stop solution을 첨가한 후 45분 후 종결되었다. 대사체의 농도

는 여기파장(excitation wavelength) 409 nm 형광파장(emission

wavelength) 530 nm로 설정하여 형광광도계(spectrofluorometer)

로 측정하였다. Positive control(1 µM ketoconazole)은 같은

plate에서 시행되었고 99% 저해를 나타냈다. 모든 실험은 동일

하게 수행하였고 결과는 저해 퍼센트지로 표현하였다.

Rhodamine-123 retention assay

MCF-7/ADR cell을 105의 seeding 농도로 24-well plates에

seed한다. 80%의 융합지점에서 FBS-free DMEM을 18시간 동

안 배양한다. 배지를 Hanks' balanced salt solution으로 바꾸고

cell을 37도에서 30분간 배양한다. Cell에 20 µM의 rhodamine-

123을 첨가하여 90분 동안 배양한 후 배지를 완전히 제거한다.

cell은 ice-cold phosphate buffer(pH 7.0)으로 3번 씻는다. cell

lysis 후 lysate된 cell 안의 rhodamine-123은 여기파장(excitation

wavelength 480 nm 형광파장(emission wavelength) 540 nm으

로 측정한다. 형광값은 각각 sample의 총단백질 함량으로 정규

화(normalized)하고 control 값에 대한 비율로 표시한다.

Nifedipine 약물동태학적 분석

모델 비의존적인 Lagrange 방법을 이용한 LAGRAN computer

program38)을 사용하여 nifedipine의 약물동태학적 파라미터를 구

하였다. 무한대까지의 혈장중농도곡선하면적(area under the

plasma concentration-time curve; AUC)은 사다리꼴공식에 의해

통상의 방법에 따라 계산하였다. 최고혈중농도(Cmax)와 최고혈중

농도 도달시간(Tmax)은 실험동물 각 개체의 실제 측정치에서 구

했으며, 반감기(T1/2)는 0.693/Kel로 구했다.

그리고 절대생체이용률(A.B.)은 정맥투여군의 AUC에 대한 병

용투여군 AUC의 백분율로 구했으며, 상대생체이용률(R.B.)은 대

조군의 AUC에 대한 병용투여군 AUC의 백분율로 구했다. 즉 정

맥투여한 nifedipine과 경구투여한 nifedipine을 비교한 절대적 생

체이용률 계산법은 다음과 같다.

경구투여한 nifedipine 상대적 생체이용률의 계산법은 다음과

같다.

통계 처리

각 실험군의 약물동태학적 파라미터의 유의성 검정은 ANOVA

를 적용하여 대조군과 비교해 p<0.05일 때 유의성 있는 것으로

처리하였다.

결과 및 고찰

Inhibitory effect of apigenin on CYP3A4

CYP3A4 활동에 대한 resveratrol의 저해 효과는 Fig. 1에서

볼수 있다. Resveratrol은 CYP3A4 효소의 활성을 저해하고

CYP3A4에 대한 resveratrol의 50% 저해 농도값(IC50)은 0.94 µM

이었다.

Rhodamine-123 retention assay

Fig. 2에서 보여지듯 MCF-7/ADR cell에 p-gp가 overexpressing

되면 P-gp가 부족한 MCF-7 cell에 비해 Rhodamine-123의 축적

이 감소함을 알수 있다. Resveratrol을 병용사용할때 농도 의존

적 방법으로 Rhodamine-123의 cellular uptake가 증가하였고

100 µM에서 통계확적으로 유의성(p<0.01)을 보였다. 이번 결과

는 resveratrol이 P-gp의 활동을 유의성있게 저해함을 암시한다.

Resveratrol이 nifedipine의 약동학 변수에 미치는 영향

Nifedipine 대조군과 병용투여군의 평균혈장농도 추이는 Fig.

3과 같았으며, 약물동태학적 파라미터는 각각 Table I과 같았다.

혈장중농도곡선하면적(AUC)은 대조군에서 3058±714 ng/ml·

hr, resveratrol 병용투여군(2.5 및 10 mg/kg)에서 각각 4547±

1109 ng/ml·hr 및 5365±1312 ng/ml·hr로 유의성(p<0.05,

Absolute bioavailability A B%,( )=
AUCoral

AUCIV

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

IV dose

Pral dose
-----------------------× 100×

Relative bioavailability R B%,( )=
AUCcombined

AUCcontral

---------------------------- 100×

Fig. 1 − Inhibitory effect of resveratrol on CYP3A4 activity. All

experiments were performed in duplicate, and results are

expressed as the percent of inhibition (IC50; 0.94 µM).
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p<0.01)있게 증가하였다. 최고혈중농도(Cmax)는 대조군에서 248±

60.1 ng/ml, resveratrol 병용투여군(2.5 및 10 mg/kg)에서 각각

367±77.6 ng/ml 및 412±84.3 ng/ml로 유의성(p<0.05, p<0.01)

있게 증가하였으며, t1/2는 대조군에 비해 병용투여군에서 유의성

있게 연장되었다. Nifedipine의 절대생체이용률(AB%)은 대조군

에서 19.8±4.2%, resveratrol 병용투여군(2.5 및 10 mg/kg)에서

각각 29.5±6.3% 및 34.8±7.0%로 유의성(p<0.05, p<0.01)있게

증가하였다. Nifedipine의 상대생체이용률(RB%)은 대조군에 비

해 resveratrol 병용투여군에서는 1.15~1.75배로 현저히 증가하

였다.

이러한 결과는 P-당단백질과 CYP3A4이 소장막의 내피세포에

같이 존재하고 있으므로32) 많은 약물들의 흡수를 저해하며 흡수

전 대사(first-pass effect)를 받는데 협동작용을 한다고 보고된 것

같이,33) resveratrol은 CYP3A4와 P-당단백질 억제약물로서

nifedipine과 병용투여시 증가된 생체이용률은 resveratrol이 흰

쥐의 장관막 세포에서 P-당단백질의 유출작용을 억제하며, CYP3A

로 인한 대사를 감소시킨 것으로 사료된다.

본 실험 결과는 모린, 나린진 및 세친과 병용투여시 흰쥐에서

nifedipine의 생체이용률을 증가시켰다는 보고와 일치하였다.19-21)

또한 Hong22) 등의 연구결과인 resveratrol과 딜티아젬을 병용투

Fig. 2 − Rhodamine-123 retention. After incubation of MCF-7/ADR

cells with 20 µM R-123 for 90 min. Data represents

means±SEM of 4 separate samples (significant versus the

control MCF-7 cells, **p<0.01). Verapamil (100 µM) was

used as a positive control.

Fig. 3 −Mean plasma concentration of nifedipine after oral admin-

istration of nifedipine (6 mg/kg) coadministered with

resveratrol and after intravenous administration of nifedipine

(1.5 mg/kg) in rats. (●) Control (nifedipine, 6 mg/kg); (○)

Coadministered with resveratrol, 0.5 mg/kg; (▼) Coadmin-

istered with resveratrol, 2.5 mg/kg; (△), Coadministered

with resveratrol, 10 mg/kg; (■) I.V. (nifedipine 1.5 mg/kg).

Table I −Mean (±S.D.) Pharmacokinetic parameters of nifedipine after oral administration of nifedipine (6 mg/kg) coadministered with

resveratrol in rats (Mean±SD, n=6)

Parameters
Nifedipine
control

Resveratrol coadministration I.V.
1.5 mg/kg0.5 mg/kg 2.5 mg/kg 10 mg/kg

AUC (ng/ml·h) 3058±714 3529±772 04547±1109* 005365±1312** 3856±902

Cmax (ng/ml) 0.248±58.8 0.303±62.1 0.367±77.6* 00.412±84.3**

Tmax (h) 00.8±0.3 00.8±0.3 0.46±0.10 0.46±0.10

t1/2 (h) 11.6±2.8 12.5±3.0 14.0±3.3* 14.7±3.6* 08.7±2.3

AB (%) 19.8±4.2 22.9±4.5 29.5±6.3* 034.8±7.0** 100

RB (%) 100 115 148 175

*p<0.05 compared to control.
AUC: area under the plasma concentration-time curve from 0 h to infinity.
Cmax: peak plasma concentration; Tmax: time to reach peak concentration; t1/2: terminal half-life; RB (%): relative bioavailability,
compared AUCcombined to AUCcontrol; AB (%): absolute bioavailability.
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여시 딜티아젬의 생체이용률을 증가시켰다는 보고와도 일치하였

다 또한 Choi23) 등의 연구결과인 resveratrol과 니카르디핀을 병

용투여시 니카르디핀의 AUC와 Cmax을 증가시켰다는 보고와도

일치하였다.

소장에서 P-당단백질과 CYP3A4의 억제제인 퀄세친 및 모린

이 베라파밀과 및 딜티아젬의 생체이용률을 증가시켰다.30-31) 또

한 본 실험 결과는 Nabekura 등28)의 연구결과와 일치하다. 즉,

KB-C2 세포에서 resveratrol은 다우노루비신(P-당백질의 기질)

의 세포내 축척을 농도의존적으로 증가시켰다는 보고와 일치하였다.

항고혈압제인 nifedipine의 생체이용효율증가 즉 효과증가는

resveratrol이 소장 및 간장에서 cytochrome P450(CYP) 3A4를

억제하고 소장에서 P-당단백질의 유출작용(P-gp efflux trans-

porter)을 억제하여 나타난 것으로 사료된다. 동물 모델에서 이

런 결과가 인체실험에서 확인된다면, nifedipine을 resveratrol 과

병용투여시 nifedipine의 약물동태학적 상호작용을 고려하여 임

상에서 용량을 조절하는 것이 바람직하다고 사료된다.

결 론

Nifedipine 6 mg/kg을 경구투여한 대조군과 resveratrol(0.5,

2.5 및 10 mg/kg)을 nifedipine과 병용투여한군에서 nifedipine의

생체이용률 및 약물동태 파라미터의 변화와 resveratrol이

CYP3A4 효소의 활성억제 및 P-gp의 활성억제효과를 검토한 결

과는 다음과 같다.

1. Resveratrol은 CYP3A4 효소의 활성을 저해하고 CYP3A4

에 대한 resveratrol의 50% 저해 농도값(IC50)은 0.94 µM이었다.

2. Resveratrol을 병용사용할때 농도 의존적으로 Rhodamine-

123의 cellular uptake가 증가시킨 결과는 resveratrol이 P-gp의

활성을 유의성 있게 저해 하였다.

3. Nifedipine혈장중농도곡선하면적(AUC) 및 최고혈중농도

(Cmax)는 대조군에 비해 resveratrol 병용투여군(2.5 및 10 mg/kg)

에서 유의성(p<0.05, p<0.01)있게 증가하였다.

4. 반감기(t1/2)는 대조군에 비해 resveratrol 병용투여군에서 유

의성 있게 연장되엇다.

5. Nifedipine의 절대적 생체이용률(AB%)은 대조군에서 비해

resveratrol 병용투여군(2.5 및 10 mg/kg)에서 유의성(p<0.05,

p<0.01)있게 증가하였다.

6. Nifedipine의 상대적 생체이용률(RB%)은 대조군에 비해

resveratrol 병용투여군에서는 1.15~1.75배로 현저히 증가하였다.

Nifedipine의 생체이용효율증가 즉 효과증가는 resveratrol이

소장 및 간장에서 cytochrome P450(CYP) 3A4를 억제하고 소

장에서 P-당단백질의 유출작용(P-gp efflux transporter)을 억제

하여 나타난 것으로 사료된다.

본 연구에 의하면 resveratrol이 nifedipine의 생체이용률을 증

가시킬 가능성이 있으므로 임상에서 nifedipine을 resveratrol 또

는 resveratrol을 함유하는 식품과 병용하여 사용할 경우

nifedipine의 용량을 조절하는 것이 바람직하다고 사료된다.
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