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서 론

글루타티온(glutathione)은 ubiquitous thiol-contain-
ing tripeptide (L-cysteine, l-glutamic acid 및 glycine)로
서 세포 내 대표적인 항산화제이다[1,2]. 글루타티온

의 항산화 효과는 세포의 주요 산화 환원 조절 신호

전달 경로의 매개를 통해 세포 증식과 세포사멸(a-
poptosis)을 조절하는 데 중요한 역할을 하는 것으로 

알려졌다[3,4]. 많은 선행 연구에서 글루타티온은 산

화적 및 염증성 스트레스로 인한 세포 손상을 예방
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넙치 배아세포에서 tacrolimus에 의한 DNA 손상, 세포사멸 및 
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Abstract Tacrolimus, a type of macrolide produced by Streptomyces tsukubaensis, is widely used 
as an immunosuppressant. However, continuous exposure to tacrolimus causes oxidative stress 
in normal cells, ultimately inducing cell injury. Therefore, this study investigated whether luthione, 
a reduced glutathione, could inhibit tacrolimus-induced cytotoxicity in olive flounder (hirame) 
natural embryo (HINAE) cells. According to the results, luthione significantly inhibited tacroli-
mus-induced reduction in cell viability in a concentration-dependent manner. Additinally, although 
luthione unaffected autophagy by tacrolimus, tacrolimus-induced apoptosis was significantly sup-
pressed in the presence of luthione. Luthione also markedly blocked DNA damage in tacroli-
mus-treated HINAE cells, associated with the inhibition of reactive oxygen species (ROS) 
generation. Additionally, tacrolimus cytotoxicity in HINAE cells was correlated with increased 
inflammatory response, also attenuated by luthione. Collectively, these results show that at least 
luthione protects HINAE cells against tacrolimus-induced DNA damage, apoptosis, and in-
flammation, but not autophagy, by scavenging ROS. Although additional in-vivo studies are re-
quired, this study’s results can be used as a basis for utilizing luthione to reduce the toxicity 
of fish cells caused by excessive immune responses. 
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하는 반면, 글루타티온 의존성 효소 경로의 손실은 

많은 질병의 발병 및 진행에 기여한다는 것을 보여

주었다[2,5]. 특히, 세포 내 환원형 글루타티온

(reduced glutathione)과 산화형 글루타티온(oxidized 
glutathione)의 균형은 세포 면역 반응을 조절하는 데 

중요한 역할을 한다[4,6]. 최근 글루타티온의 유익한 

효과는 다양한 종류의 어류에서도 보고되고 있는데, 
예를 들어 잉어과 어류인 Ctenopharyngodon idella에
서 글루타티온은 reactive oxygen species (ROS)의 생

성과 lipopolysaccharide에 의한 염증성 반응이 감소

시켰다[7]. 그리고 zebrafish 모델에서 식품과 오염된 

환경에 주로 존재하는 유해 물질인 2-amino-3-meth-
ylimidazole[4,5-f]quinoline에 의한 간 독성은 항산화 

활성에 기여하는 다양한 효소들과 염증 인자들의 발

현 저하와 연관이 있었으며, 글루타티온 수준의 감

소가 동반되었다[8]. 이러한 글루타티온의 활성 저

하는 고콜레스테롤 식이에 노출된 zebrafish에서와 

arsenic에 장기간 노출된 잉어 신장에서도 유사하였

음이 보고된 바 있다[9,10]. 특히 Liu et al. [11]는 최

근 넙치(olive flounder, Paralichthys olivaceus) 근육세

포에서 타우린(taurine)은 high glucose에 의한 super-
oxide dismutase 활성의 감소 및 산화형 글루타티온

의 양을 유의적으로 개선시켰음을 보고한 바 있다. 
이러한 결과들은 포유동물에서 뿐만 아니라 어류에

서도 글루타티온은 산화적 및 염증성 스트레스 제어

에 핵심 인자로 작용할 수 있음을 의미한다.
대표적인 calcineurin 억제제인 ​​tacrolimus (FK506)

는 Streptomyces tsukubaensis 균의 발효액에서 유래

한 면역 억제제로 장기이식 후 이식된 장기의 거부

반응을 억제하는 데 널리 사용된다[12,13]. 이 억제

제는 T 세포 수용체 유도 림프구 활성화의 주요 조

절 인자인 calcineurin 또는 calcineurin에 의해 조절되

는 전사 인자의 활성을 억제하여 nuclear factor of 
activated T cells (NFAT)의 탈인산화 및 핵으로 전위

를 방지한다[14-16]. NFAT는 림프구에서 T 세포 수

용체 매개 신호에 대한 반응으로 초기 유전자 전사

를 조절하는 데 중요한 전사 인자 계열이며[14,17], 
이 기전을 통해 ​​tacrolimus은 T 림프구의 과도한 활성

화를 억제한다. 그러나 tacrolimus은 신독성, 고혈압, 
이식 후 당뇨병 발병, 이상지질혈증 및 심혈관 위험 

등을 포함한 광범위한 부작용을 나타낼 수 있다

[18,19]. 이러한 tacrolimus의 부작용은 산화적 스트

레스 증가에 따른 DNA 손상 및 세포사멸과 세포자

식(autophagy) 유도와 연관성이 매우 높다[20-22]. 비
록 tacrolimus가 적절한 항염증 효능이 있음에도 불

구하고[23,24], cyclooxygenase-2 (COX-2) 및 trans-
forming growth factor-α와 같은 염증 유도 인자의 과

도한 생성은 사구체 및 세뇨관 세포의 손상을 촉진

하는 요인으로 보고되고 있다[25,26]. 특히, ROS의 

과잉 생산과 연관된 미토콘드리아의 기능 손상은 ta-
crolimus에 의한 세포독성의 주요 원인으로 제안되

었다[22,27]. 최근 본 연구실에서는 항산화 및 항염

증 물질의 도출을 위한 어류 세포 검출 시스템을 정

립하기 위하여 넙치 배아(flounder embryo)에서 유래

된 HINAE 세포(hirame natural embryonic cells)에서 

tacrolimus가 미치는 영향을 조사한 바 있다[22]. 우
리의 결과에 의하면 tacrolimus는 HINAE 세포에서 

ROS의 생성을 증가시키면서 DNA 손상과 미토콘드

리아 기능 부전에 연계된 세포사멸을 유도하였다. 
또한, 항산화 및 항염증 효능이 입증된 Nocardia sp.
에서 분리된 항균성 macrolide 계열 물질인 nargeni-
cin A1은 tacrolimus에 의해 유도된 HINAE 세포의 

세포사멸을 유의적으로 억제하였다[22]. 따라서 본 

연구에서는 어류 in vitro 검출 시스템으로서 HINAE 
세포의 확장성을 추가로 확보하기 위하여 tacrolimus
에 의한 세포독성에 미치는 환원형 글루타티온인 

luthione의 영향을 조사하였으며, 유의적인 결과를 

얻었기에 이를 보고하고자 한다

재료 및 방법

세포 배양 및 약물 처리
HINAE 세포는 부산대학교 정재훈 교수에게서 분

양받았으며, 10% fetal bovine serum (WelGENE Inc., 
Gyeongsan, Republic of Korea), 100 U/mL penicillin 
및 100 U/mL streptomycin (WelGENE Inc.)를 포함하

는 Leibovitz's L-15 배지(Life Technologies, Carlsbad, 
CA, USA)를 이용하여 20oC 조건에서 배양하였다. 
Luthione® (DaehanNewPharm. Co., Ltd., Seoul, 
Republic of Korea)과 tacrolimus (Sigma-Aldrich 
Chemical Co., St. Louis, MO, USA)은 dimethyl sulf-
oxide (DMSO, Sigma-Aldrich Chemical Co.)에 녹여 

stock solution을 만든 후, 세포 배양 배지에 적절한 
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농도로 희석하여 처리하였다. DMSO의 최종 농도는 

세포독성이 없는 0.5%를 넘지 않게 사용하였다.

세포 생존율 분석 
Tacrolimus과 luthione이 HINAE 세포의 생존에 미

치는 영향은 3-(4,5-Dimethylthiazol–2-yl)-2,5- diphe-
nyltetra-zolium bromide (MTT) assay조 조사하였다. 
이를 위하여 HINAE 세포에 적정 농도별로 두 약물

을 처리하여 24시간 동안 배양하거나, tacrolimus에 

의한 HINAE 세포의 생존율 억제에 미치는 luthione
의 영향을 평가하기 위해서는 luthione을 1시간 전처

리한 후, 적정 농도의 tacrolimus을 첨가하여 24시간 

추가 배양하였다. 배양이 끝난 후, 각 well에 MTT 
용액(0.5 mg/mL, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 넣

은 후 2시간 동안 반응시키고 DMSO를 첨가하여 

well에 생성된 formazan을 녹였다. 그 후, microplate 
reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이

용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였고, 각 약물 

처리에 따른 세포 생존율은 대조군과 비교하여 백분

율로 환산하여 제시하였다. 아울러 동일 조건에서 

배양된 세포의 형태는 위상차 현미경(Carl Zeiss, 
Oberkochen, Germany) 하에서 관찰하였다.

세포자식 유도의 평가 
다양한 조건에서 배양된 세포에서의 세포자식 유

발 여부를 평가하기 위해 Cyto-ID® autophagy de-
tection kit (Enzo Life Sciences Inc, Farmingdale, NY, 
USA)를 제조업체의 지침에 따라 사용하였다. 이를 

위하여 luthione을 1시간 전처리한 후, tacrolimus을 

첨가하여 24시간 추가 배양한 세포를 수집하여 현탁

하고, kit에 제공된 Cyto-ID 염색 용액으로 염색한 

다음, 유세포 분석기(flow cytometer, Becton 
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)를 이용하여 세포

자식이 유도를 정량적으로 분석하였다. 이와 함께, 
Cyto-ID 염색 후, 핵의 염색을 위하여 1.0 mg/mL의 

4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich 
Chemical Co.) 용액으로 10분 동안 염색하고 다시 

phosphate buffered saline (PBS)로 2회 세척하였다. 각 

세포의 녹색 Cyto-ID 형광 강도는 형광현미경(Carl 
Zeiss) 하에서 관찰하였다.

유세포 분석기를 이용한 세포사멸의 평가

상기와 동일한 조건에서 배양된 HINAE 세포의 세

포사멸 유발 정도의 정량적 분석하기 위하여 fluo-
rescein isothiocyanate (FITC)-conjugated annexin V 
and propidium iodide (PI) double staining kit (Becton 
Dickinson)를 이용하였다. 이를 위하여 처리가 끝난 

세포들을 모아서 kit에 제공된 binding buffer를 넣고 

혼합한 후, annexin V/PI 용액을 첨가하여 암실에서 

20분간 반응시켰다. 반응이 끝난 후, binding buffer를 

첨가하고 유세포 분석기를 이용하여 세포사멸 유도

의 빈도를 비교하였다.

핵의 형태 변화에 따른 세포사멸의 평가
추가적인 세포사멸 유도의 평가를 위하여 핵의 형

태학적 변화를 관찰하였다. 다양한 조건에서 배양된 

HINAE 세포를 모아서 PBS로 세척한 후, 4% paraf-
ormaldehyde (Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 이용하

여 30분 동안 실온에서 고정하였다. 고정된 세포를 

5분 동안 0.1% Triton X-100 용액(Sigma-Aldrich 
Chemical Co.)에 노출시킨 후, 1.0 mg/mL의 DAPI  
용액으로 염색하고 PBS로 세척하고, 핵 형태 변화는 

형광현미경 하에서 관찰하였다.

ROS 생성의 측정
Tacrolimus에 의한 HINAE 세포에서의 ROS의 생

성에 미치는 luthione의 영향을 조사하기 위하여 ta-
crolimus과 luthione을 1시간 동안 단독 처리하거나, 
luthione을 1시간 처리한 후, tacrolimus을 처리하여 

1시간 추가 배양하였다. 처리가 끝난 세포들을 PBS
로 수세하고 10 μM의 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein 
diacetate (DCF-DA, Invitrogen) 용액을 첨가하여 20
분간 반응시켰다. 반응이 끝난 후, 유세포 분석기를 

이용하여 ROS 생성 변화를 정량적으로 평가하였다.

Comet assay
Tacrolimus에 의한 HINAE 세포의 DNA 손상에 미

치는 luthione의 영향을 조사하기 위하여 tacrolimus
과 luthione을 24시간 동안 단독 처리하거나, luthione
을 1시간 전에 처리한 후, tacrolimus을 처리하여 24
시간 추가 배양하였다. 처리가 끝난 세포를 comet 
assay kit (Trevigen, Inc., Gaithersburg, MD, USA)의 

지침에 따라 0.5% low-melting agarose에 혼합하여 

1.0% normal-melting agarose가 미리 코팅된 슬라이
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드 위로 펼쳤다. Agarose를 응고시킨 후, 슬라이드를 

덮고 lysis solution (2.5 M NaCl, 100 mM Na-ethyl-
enediaminetetraacetic acid, 10 mM Tris, 1% Triton 
X-100 및 10% DMSO, pH 10)에 4oC에 1시간 동안 

방치하였다. 그 후, 슬라이드를 electrophoresis buffer 
(300 mM NaOH, 10 mM Na-EDTA, pH 10)를 이용하

여 전기영동을 실시하고, 40 g/m의 ethidium bromide 
(EtBr, Sigma-Aldrich Chemical Co.) 용액으로 염색 

후, 형광현미경 하에서 관찰하였다.

Nitric oxide (NO) 및 prostaglandin E2 (PGE2)
생성에 미치는 영향 평가

Tacrolimus에 의한 염증 반응에 미치는 luthione의 

영향을 평가하기 위하여 tacrolimus과 luthione을 24
시간 동안 처리하거나, luthione을 1시간 동안 전처리

한 다음 tacrolimus을 24시간 동안 처리하였다. NO의 

생성은 Griess 시약(Sigma-Aldrich Chemical Co.)을 

이용하여 생성된 아질산염(NaNO2)의 양으로 측정

하였으며, 이를 위하여 100 μL의 세포 배양 상층액

과 동량의 Griess 시약과 혼합하여 10분 동안 반응시

킨 후 microplate reader를 이용하여 540 nm 파장에서 

흡광도 비교하였다. PGE2의 생성 수준은 en-
zyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (R&D 
Systems Inc., Minneapolis, MN, USA)를 사용하여 제

조사의 지침에 따라 세포 배양 상층액을 반응시킨 

후 450 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다.

통계 처리
실험 결과의 유의성 분석을 위한 통계 처리를 위

해 GraphPad Prism® version 5.0 (Graphpad Inc., San 
Diego, CA, USA)의 one-way ANOVA를 사용하였으

며, Tukey's test로 사후 검정하여 p<0.05의 값을 유의

한 값으로 처리하였다.

결과 및 고찰

HINAE 세포의 생존에 미치는 tacrolimus과 lu-
thione의 영향

Luthione이 tacrolimus 유도 세포독성에 미치는 영

향을 조사하기 위한 실험 조건의 설정을 위하여 

HINAE 세포의 생존에 미치는 tacrolimus과 luthione
의 영향을 먼저 조사하였다. 이를 위하여 다양한 농

도의 tacrolimus과 luthione이 존재하는 배지에서 24
시간 동안 배양된 HINAE 세포를 대상으로 MTT as-
say를 실시하였다. Fig. 1A에 나타낸 바와 같이 tacro-
limus은 처리 농도 의존적으로 HINAE 세포의 생존

율을 유의적으로 억제하였다. 그러나 luthione의 경

우, 최고 처리 농도인 200 μg/mL 처리군에서도 세포

독성 효과는 관찰되지 않았으며, 오히려 처리 농도

의 증가에 따라 유의적이지는 않았지만, 약간의 세

포 생존율의 향상 효과를 보였다(Fig. 1B). 비록 본 

연구에서는 luthione의 최고 처리 농도를 200 μg/mL
으로 제한하였으나, 대식세포를 이용한 선행 연구의 

결과와 비교해 볼 때[29], 이 보다 더 높은 농도에서

는 아마도 세포독성이 유발될 수 있을 것으로 추측

된다. 따라서 본 연구에서 tacrolimus에 의한 세포독

성 유발 농도는 60% 정도의 세포 생존율을 보인 50 
nM을 최고 농도로 설정하였으며, 이에 대한 보호 

효과 조사를 위한 luthione의 최고 농도는 100 μg/mL
로 설정하였다. 

Figure 1. Effect of tacrolimus and luthione on the cell viabilit
y in HINAE cells. HINAE cells were treated with 
the indicated concentration of tacrolimus (0~100 nM) 
and luthione (0~200 μg/ml) for 24 h. And then cell 
viability was measured by the MTT assay. Data are 
expressed as the mean ± SD. The statistical analyses 
were conducted using analysis of variance (ANOVA-
Tukey's post-hoc test) between groups (*p<0.05 and 
***p<0.001 when compared to control).

HINAE 세포에서 tacrolimus에 의한 세포독성 및
세포자식에 미치는 luthione의 영향

HINAE 세포에서 luthione이 tacrolimus에 의한 세
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포독성을 억제할 수 있는지를 조사하기 위하여 100 
μg/mL의 luthione을 1시간 동안 전처리한 후, 25 및 

50 nM의 tacrolimus를 처리하여 24시간 동안 배양하

였다. Fig. 2A에 나타낸 MTT assay의 결과에 의하면, 
25 nM의 tacrolimus을 처리한 세포에서는 유의적인 

차이점이 없었으나, 50 nM의 tacrolimus이 처리된 세

포에의 생존율 저하는 100 μg/mL의 luthione의 전처

리에 의하여 유의적으로 억제되었다. Tacrolimus에 

의한 세포의 손상은 세포사멸뿐만 아니라 세포자식

의 유도와도 연관성이 있기 때문에[30-32] HINAE 
세포에서도 tacrolimus가 세포자식을 유발하는지 관

찰하였으며, 이에 미치는 luthione의 영향을 조사하

였다. Fig. 2B의 결과에서 알 수 있듯이, tacrolimus이 

처리된 세포에서는 세포의 밀도 감소와 함께 부유된 

세포의 수가 증가하였으며, 전형적인 세포자식이 유

도된 세포에서 관찰되는 공포(cytoplasm vacuoliza-
tion)의 형성 빈도가 매우 증가되었다. 비록 luthione
이 전처리된 조건에서 tacrolimus이 처리된 경우, ta-
crolimus 단독 처리군에 비하여 세포의 밀도가 높게 

유지되었으나, 공포의 형성을 여전히 유지되었다

(Fig. 2B). 

Figure 2. Luthione inhibited the decrease in cell viability in 
tacrolimus-treated HINAE cells. Cells were pretreate
d with or without 100 μg/ml luthione for 1 h and 
then treated with 25 or 50 nM tacrolimus for another 
24 h. (A) After the MTT assay was performed and 
data are graphically presented as mean ± SD (***p˂0.
001, compared with the control group; ###p˂0.01 com
pared with tacrolimus treatment group). (B) Morphol
ogic changes were photographed under an inverted-m
icroscope (x200).

이상에서 관찰된 세포의 형태학적 변화가 세포자

식에 의한 것임을 정량적으로 평가하기 위하여 동일 

조건에서 배양된 세포를 Cyto ID로 염색한 후, 유세

포 분석을 수행하였으나, tacrolimus에 의한 세포자

식은 luthione에 의하여 유의적으로 차단되지 못하였

다(Fig. 3A). 아울러 Cyto ID의 형광 강도를 형광현미

경 하에서 관찰하였을 경우에도 유사한 결과로 나타

났다(Fig. 3B). 이는 luthione이 tacrolimus에 의한 세

포독성을 유의적으로 차단하였음에도 불구하고 세

포자식 현상의 억제와는 무관함을 보여주는 것이다. 

Figure 3. Luthione had no protective effect against tacrolimus
-induced autophagy in HINAE cells. Cells were incub
ated with 100 μg/ml luthione for 1 h, and then incubat
ed with 50 nM tacrolimus for additional 24 h. (A) 
Cells were stained with Cyto-ID and then analyzed 
using flow cytometry. The averages of the frequencie
s of autophagic cells were presented. Significant diffe
rences compared to the control cells (***p ˂ 0.001, 
compared with the control group; N.S., not significan
t). (B) Cells were labeled for Cyto-ID (green) and 
DAPI (blue), and representative immunofluorescence 
images are presented.

HINAE 세포에서 tacrolimus에 의한 세포사멸에
미치는 luthione의 영향
다음은 tacrolimus에 의한 HINAE 세포에서의 세포

독성 유발과 세포사멸 유도와의 연관성 및 그에 미

치는 luthione의 영향을 조사하였다. 이를 위하여 ta-
crolimus과 luthione을 각각 24시간 처리하거나, lu-
thione을 1시간 동안 전처리한 후, tacrolimus를 추가

로 처리하여 24시간 동안 배양시킨 세포를 대상으로 

유세포 분석에 의한 세포사멸 유도 빈도를 정량적으
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로 평가하였다. Fig. 4A에 제시한 결과에 의하면, 대
조군 및 luthione의 단독 처리군에 비하여 tacrolimus
이 단독 처리된 세포에서는 세포사멸 유도가 매우 

증가하였음을 알 수 있다. 그러나 luthione이 존재하

는 조건에서 tacrolimus을 처리하였을 경우, luthione 
전처리 농도 의존적으로 세포사멸 유도 빈도가 유의

적으로 감소되었다. 아울러 핵의 형태학적 변화 관

찰에서도 tacrolimus은 전형적인 세포사멸이 유도된 

세포에서 관찰되는 염색질의 응축과 세포 사멸체 형

성을 증가시켰지만, luthione은 이를 억제시켰다(Fig. 
4B). 이러한 결과는 다양한 자극에 의하여 유도된 

세포사멸을 luthione이 유의적으로 차단하였다는 선

행 연구 결과들과 잘 일치된다[33,34].

Figure 4. Luthione attenuated apoptosis in tacrolimus-treated 
HINAE cells. Cells were stimulated with or without 
25, 50 or 100 μg/ml luthione for 1 h and then treated 
with 50 nM tacrolimus for another 24 h. (A) After 
treatment, flow cytometry with annexin V/PI dual stai
ning was performed. All bar graphs represent mean 
± SD (***p˂0.001 compared with control group; #p˂0.
01 and ###p˂0.01 compared with tacrolimus treatment 
group). (B) Cells were stained with DAPI for nuclear 
morphological observation. Representative images of 
DAPI-stained nuclei are shown.

HINAE 세포에서 tacrolimus에 의한 ROS 생성 및
DNA 손상에 미치는 luthione의 영향

Tacrolimus에 의한 세포 손상은 산화적 스트레스 

유도와 직접 연관성이 있음은 이미 몇몇 선행연구에

서 제시된 바 있다[22,32,35]. 따라서 이상에서 관찰

된 luthione의 세포독성 차단력이 산화적 스트레스 

차단과 연관성이 있는지를 조사하기 위하여 ROS 생
성의 정도를 분석하였다. 이를 위하여 DCF-DA 염색

에 따른 유세포 분석을 하였으며, tacrolimus가 단독 

처리된 HINAE 세포에서는 ROS의 생성이 매우 높게 

증가하였지만, luthione은 이를 효과적으로 차단시켰

다(Fig. 5A). 과도한 ROS의 생성에 따른 산화적 스트

레스는 미토콘드리아 및 DNA 손상과 직접적인 연

관성을 지닌다[36,37]. 비록 본 연구에서 tacrolimus
에 의한 ROS의 생성이 미토콘드리아 손상과 직접 

연관성이 있는지는 조사하지 못하였으나, tacrolimus
에 의한 세포사멸은 DNA 손상과도 연계되었기에

[38,39], 이를 확인하기 위하여 개별 세포에서 DNA 
가닥 파손을 측정하기 위하여 가장 널리 사용되는 

방법인 comet assay를 실시하였다[40]. Fig. 5B에 제

시한 바와 같이, 대조군 및 luthione 단독 처리군에 

비하여 tacrolimus가 단독 처리된 세포에서는 DNA 
손상의 지표인 comet tail의 형성이 뚜렷하게 관찰되

어 DNA 손상이 유발되었음을 알 수 있었다. 그러나 

luthione의 존재하에서는 comet tail의 길이가 매우 감

소되어 DNA 손상이 차단되었음을 알 수 있었다. 따
라서 본 연구의 결과는 tacrolimus에 의한 HINAE 세
포의 세포사멸은 ROS 생성 증가에 따른 DNA 손상

과 밀접한 연관성이 있음을 의미한다.

Figure 5. Luthione protected HINAE cells against tacrolimus-
induced ROS generation and DNA damage. Cells wer
e pretreated with or without 25, 50 or 100 μg/ml luthi
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one for 1 h and then treated with 50 nM tacrolimus 
for another 1 h (A) or 24 h (B). (A) The intracellular 
ROS production levels were determined using flow 
cytometyr after DCF-DA staining. Values are present
ed as mean ± SD (***p˂0.001 compared with the cont
rol group; ###p˂0.001 compared with tacrolimus treat
ment group). (B) After treatment, comet assay was 
performed to analyze DNA damage. Representative 
immunofluorescence microscopic images are shown. 

HINAE 세포에서 tacrolimus에 의한 염증성 반응
에 미치는 luthione의 영향
염증은 일반적으로 박테리아 또는 바이러스 감염, 

유해 자극 및 세포 손상과 같은 다양한 독성 또는 

자극적 조건에 대한 보호 면역 반응으로 인식되지만

[41,42], 산화적 스트레스에 의한 DNA 손상 및 세포

사멸과도 밀접한 연관성이 가진다[28,43]. 비록 ta-
crolimus은 면역 억제제로서 항염증 효능도 가지지

만[44], 최근 Meyer et al. [45]은 tacrolimus에 의한 

내피 전구 세포의 기능 장애 유발에 염증 반응이 동

반됨을 보고한 바 있다. 이러한 과도한 염증 반응은 

in vitro 실험계에서는 처리 조건에 따라 상이한 결과

가 도출될 수 있겠지만, tacrolimus의 부작용으로 고

려해야 할 주요한 사항임이 동물실험 및 간 이식 환

자에게서도 제기된 바 있다[46,47]. 따라서 본 연구

에서는 HINAE 세포에서 tacrolimus에 의한 세포독성

이 염증성 반응을 동반하는지와 여기에 미치는 lu-
thione의 영향을 조사하였다. 이를 위하여 대표적인 

전염증 매개 인자(pro-inflammatory mediator)로 분류

되는 NO와 PGE2의 생성에 미치는 영향을 조사한 

결과, 두 염증성 매개 인자의 생성이 tacrolimus 처리

에 의하여 유의적으로 증가된 반면, luthione은 이들

의 생성을 전처리 농도 의존적으로 감소시켰다(Fig. 
6A 및 B). 이러한 tacrolimus에 대한 luthione의 항염

증 효과가 luthione의 항산화 활성과 직접적인 연관

성이 있는지를 추가로 확인하기 위하여 대표적인 

ROS scavenger로 알려진 N-acetyl cysteine (NAC)을 

전처리하였다. Fig. 6C 및 D에 나타낸 결과에서 알 

수 있듯이, NAC의 전처리 또한 tacrolimus에 의한 

NO와 PGE2의 생성을 유의적으로 억제하였으며, 
NAC과 luthione을 동시에 전처리하였을 경우, 각각

의 단독 전처리에 비하여 염증성 반응 억제 효과가 

더욱 증가하였다. 이는 luthione의 tacrolimus에 대한 

염증성 반응 억제 효과가 항산화 활성에 의한 것임

을 간접적으로 시사하는 결과이다. 질 알려진 바와 

같이, NO와 PGE2는 각각 inducible NO synthase 와 

Figure 6. Luthione neutralized tacrolimus-induced inflammatory response in HINAE cells. Cells were pretreated with or without 
25, 50 or 100 μg/ml luthione and/or 10 mM NAC for 1 h prior to incubation with 50 nM tacrolimus for 24 h. The 
levels of NO (A and C) and PGE2 (B and D) in the culture media were measured by Griess assay and an ELISA 
kit, respectively. Data are expressed as the mean ± SD obtained from three independent experiments. ***p˂0.001 compared 
with the control group; #p˂0.05, ##p˂0.01 and ###p˂0.001 compared with tacrolimus treatment group; $p˂0.05 and 
$$p˂0.01 compared with tacrolimus and NAC co-treatment group.
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COX-2에 의하여 생성되며, 이는 nuclear factor-κB 
(NF-κB) 신호계 의존적이다[48,49]. 따라서 tacroli-
mus에 의한 염증성 반응 경로의 활성화에 관한 NF-
κ를 포함한 세포 내 신호계의 역할과 염증성 cytokin
을 포함한 다양한 염증 유발 인자들의 연관성과 이

에 미치는 luthione의 역할 재정립에 관한 연구가 이

루어져야 할 것이다. 
본 연구에서는 HINAE 세포에서 tacrolimus에 의해 

매개되는 세포독성이 DNA 손상, 세포사멸 및 염증

성 반응과 직접적인 연관성이 있으며, luthione이 이

를 차단한 것은 아마도 luthione의 항산화 활성에 의

한 것임을 제시하였다. 그러나 현재까지 HINAE 세
포에서 다양한 세포 내 신호계의 역할을 조사할 수 

있는 항체를 포함한 연구 재료의 한계로 인하여 연

구의 범위가 제한적이었으며, 이는 향후 극복해야 

할 과제이다. 이울러 세포자식 억제제를 이용한 추

가 연구가 요구되지만, 본 연구의 결과 luthione이 세

포자식 비의존적으로 세포독성을 억제하였으며, 세
포자식의 유지는 아마도 세포 생존을 위한 기전으로 

작용할 가능성이 높음을 시사한다. 아울러 본 연구

결과는 HINAE 세포가 산화적 및 염증성 스트레스 

관련 연구를 위한 in vitro 시스템으로서 활용성의 

가치가 매우 높을 것으로 사료된다.

결 론

본 연구에서 우리는 넙치 배아세포인 HINAE 세포

에서 tacrolimus의 세포독성에 미치는 luthione의 영

향을 조사하였다. 본 연구의 결과에 의하면, luthione
은 tacrolimus에 의한 세포 생존율을 전처리 농도 의

존적으로 억제하였다. 비록 luthione은 tacrolimus에 

의해 유도된 세포자식에는 유의적인 억제 형상을 보

이지 않았지만, 세포사멸은 유의적으로 억제되었다. 
Luthione은 또한 tacrolimus이 처리된 세포에서 나타

나는 DNA 손상을 차단하였으며, 이는 ROS 생성의 

억제와 연관성이 있었다. 아울러 HINAE 세포에서 

tacrolimus의 세포독성은 염증성 반응의 증가와 상관

성이 있었으며, 이 또한 luthione에 의하여 감소되었

다. 비록 추가적인 in vivo 연구가 수행되어야겠지만, 
본 연구의 결과는 과도한 면역 반응에 의한 어류 세

포의 독성 경감에 luthione의 적용이 가능하다는 근

거로서 활용될 수 있을 것이다.
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