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ABSTRACT 

 

The Antiproteinuric Effects of Green Tea Polyphenol  

on Cyclosporine A- Induced Acute Renal Injury in Mice 

 

Park, Kyung Hee 

Adviser; Chung, Chun-Hae M.D., PhD 

Department of Internal Medicine, 

Graduate School of Chosun University 

 

Purpose 

  It has been reported that there is association between cyclosporine(CsA) 

nephrotoxicity and proteinuria. Green tea polyphenol, (-)-epigallocatechin 3-O-gallate 

(EGCG), has potent antioxidants. The aims of this study were to investigate the anti-

proteinuric effects of green tea polyphenol on CsA-induced acute renal injury in mice.  

Method  

 The mice (n=20) were divided into 4 groups (n=5/group); group 1 (control group) mice 

were intraperitoneal (IP) injected 0.9% saline 3 times at 4 day intervals, group 2 (CsA 

group) mice were IP injected CsA 50 mg/kg 3 times at 4 day intervals, group 3 (iNOS 

group) mice were received in addition L-NAME 12 mmol/L by subcutaneous injection 3 

times at 4 day intervals. Group 4 (polyphenol group) mice were received CsA by IP 

injection and green tea polyphenol 100mg/Kg by subcutaneous injection 3 times at 4 day 



 

 iv 

intervals. The urine samples were collected to measure urine protein and creatinine. At 

last day, upon sacrifice of the mice, blood sampling for measurement of blood CsA level, 

blood urea nitrogen (BUN), creatinine and nephrectomy for morphological study, 

malondialdehyde and antioxidative enzyme analysis. 

Results 

The levels of BUN (20.2 ± 5.2 mg/dL vs 18.9 ± 6.4 mg/dL, p>0.05 ), serum creatinine 

(0.45 ± 0.33 mg/dL vs 0.39 ± 0.29 mg/dL, p<0.01)and serum CsA level (5,432 ± 1,089 

ng/mL vs 5,765 ± 1,320 ng/mL, p>0.05) of CsA group(group 2, only CsA) and 

polyphenol group(group 4, green tea polyphenol with CsA) were no significantly 

increased compared to control group(group 1). In the urine protein, there were 

significantly increased in group 2 (28.6 ± 11.1 g/kg/day vs 9.1 ± 5.5 g/kg/day) compared 

to group 1 and significantly decreased in group 4 (12.1 ± 8.8 g/kg/day) compared to 

group 2 but there were no significant increasement in comparison group 4 with group 1. 

Renal tissue malondialdehyde level of group 2 was significantly increased compared to 

group 1 but, there were no significant increasement in comparison group 4 with group 1. 

In the histologic examination, there are proximal tubular necrosis and mild interstitial 

inflammation in the kidney of mice after CsA injection group but no significant 

pathologic change in green tea polyphenol and L-NAME injected group.  

Conclusion 

This study provide that proteinuria is early sign of the CsA induced nephrotoxicity and 

is associated with lipid peroxidation and nitric oxide production. Green tea polyphenol 
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treatment has significantly antiproteinuric effects by antioxidative effect in the kidney 

from CsA-induced acute renal injury. 
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I. 서론서론서론서론 

사이클로스포린은 fungi imperfecti인 Tolypocladium inflatum에서 추출된 11

개의 아미노산으로 구성된 분자량 1202의 환상 펩타이드이다 1). 사이클로스포

린은 Borel 에 의해 강력한 면역억제 효과가 있음이 밝혀졌으며 T 세포에 선

택적으로 작용하므로 2,3) 골수 독성이 없는 약제로서 임상의사들의 관심을 끌

게 되었다. 사이클로스포린이 임상에 처음 적용된 것은 1978 년 Calne4)과 

Powels 5)등에 의한 신장 및 골수 이식으로서 좋은 결과가 발표되면서 이후 점

차 그 적용 범위가 확대되어 현재는 장기 이식 이외에도 자가면역 질환 6) 및 

기존의 치료에 반응하지 않는 신증후군 치료에도 사용되고 있다 7,8).  

사이클로스포린 사용으로 가장 문제가 되고 있는 점은 신독성이 있다는 것

으로 사이클로스포린의 사용에 중요한 제한 요인이 되고있다. 사이클로스포린

의 급성 신독성을 일으키는 기전은 여러 가지로 알려져 있는데, 주로 신장내 

미세혈관의 수축으로 신혈관 저항이 증가되어 이에 따른 혈류량 감소와 사구

체 여과율 감소로 나타나지만 아직 정확한 혈관 수축의 기전은 밝혀지지 않

고 있다. 최근 사이클로스포린 신독성에 신장 조직의 지질 과산화(lipid 

peroxidation)가 관여된다고 보고되고 있으며 9,10), Wang 등 9)은 사이클로스포린

이 주로 미토콘드리아 cytochrome P-450에서 대사 되고 이 cytochrome P-450이 

활성화되는 동안 과도하게 반응성 산소종(reactive oxygen species; ROS)이 생성

되어 지질 과산화에 의해 사이클로스포린 신독성을 일으킨다고 주장하였다. 



 

 ２ 

신장 내에서 NO 는 사구체 혈관 평활근의 긴장도를 이완시키고 11), 세뇨관에

서의 sodium 재흡수를 억제하며 12,13), 메산지움 세포의 수축 및 증식을 억제하

는 기능을 가지고있다 14,15). 그러나, 병적인 조건하에서 다양한 cytokine에 의

하여 사구체 메산지움 세포 및 활성 단핵구와 대식 세포, 혈관 평활근 세포 

등에 존재하는 iNOS 경로가 활성화 됨으로써 국소적으로 다량의 NO 가 생성

되는 경우에는 오히려 신장의 손상을 유발할 수 있는 것으로 알려져 있다 16). 

NO를 생성하는 효소 (NOS: nitric oxide synthase)는 정상적인 생리적 기능을 위

한 NO 생성을 담당하는 constitutive NOS(c-NOS)와 특별한 상황에서 유도되는 

inducible NOS (i-NOS)의 두 가지로 크게 분류된다 17). 그리고, c-NOS는 다시 

neural NOS(n-NOS)와 endothelial NOS(e-NOS)로 나누어 진다. 이 중 e-NOS는 

Ca2+과 calmodulin 의존성이며 혈관 내피세포에서 L-arginine을 기질로 NO 와 

citrulline 을 생성하고 NO 는 인접한 평활근을 이완함으로써 혈관을 확장시킨

다. 그런데, e-NOS는 세포 내 Ca2+의 농도가 효소에 calmodulin이 결합될 수 

있을 일정 수준 이상이 되어야 활성화되고 NO 의 생성도 짧은 시간동안 소량

에 그친다. 한편 i-NOS 는 Ca2+ 의존성이 없으며, 평소에도 세포 내에 존재하

지 않으나 일단 유도되면 장시간 동안 다량의 NO 를 생성한다. 이와 같은 i-

NOS 는 외부상처에 대한 반응 및 염증 같은 면역방어기전의 다양한 과정을 

매개하는 cytokines인 interleukin-1이나 tumor necrosis factor(TNF), 염증원인 내

독소(lipopolysaccharide: LPS) 등에 의해 유도되고 glucocorticoids에 의해 그 효

소의 유도가 저해되는 것으로 알려져 있다 18). 
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 Mayer-Lehnert와 Schrier19)에 의하면 사이클로스포린이 혈관세포에서 Ca2+이 

세포로 유입되는 곳을 자극하여 arginine vasopressin-sensitive Ca2+ ion pool이 증

가되어 혈관이 수축된다고 하였고, Scherrer 등 20)은 사이클로스포린이 교감신

경 활성도를 증가시키고 시냅스 전후의 혈관 반응을 증가시켜 혈관 수축이 

일어난다고 하지만 혈중에 카테콜라민의 증가가 증명되지 않았다 

사이클로스포린을 장기간 투여시 발생할 수 있는 신독성은 임상적 독성과 

조직학적 신독성이 있다. 임상적 독성은 사구체 여과율의 감소, 혈중 크레아

티닌치의 상승 등으로 사이클로스포린의 용량을 감소시키면 대부분 정상화된

다. 따라서 사이클로스포린을 투여하는 환자에서는 정기적으로 사이클로스포

린의 농도와 신기능을 검사하게 된다. 그러나 조직학적 독성은 임상 독성이 

나타나지 않는 예에서도 출현할 수 있으며 임상 소견으로 조직 변화를 예측

할 수 없는 경우도 흔히 있다. 만성적인 조직학적 변화는 비가역적이라고 추

정되므로 사이클로스포린을 장기 투여하는 환자에서는 조직 검사가 독성 진

단에 필수적일 뿐 아니라 비가역적인 조직 손상 정도를 판단하는데 도움이 

된다. 

녹차 성분 중 하나인 Polyphenol은 flavanols, flavandiols, flavonoids 그리고 

phenolic acids 등을 포함한다 21). 특히, flavanols 은 녹차의 주요 성분으로 

epigallocatechin-3-gallate (EGCG), epigallocatechin, epicatechin-3-gallate, epicatechin, 

gallocatechin 그리고 catechin 등으로 구성되어 있다. 그 중에서 EGCG는 강력

한 항산화 물질로 알려져 있었으나 그 정확한 기전은 아직까지 밝혀져 있지 
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않고 있다. 

본 연구에서는 사이클로스포린의 사용에 의한 신독성으로 혈청 크레아티닌

치의 상승, 사구체 여과율의 감소 및 고혈압 등의 임상 소견이 나타나기 전에 

단백뇨가 먼저 관찰되는 경우를 임상에서 흔히 관찰하므로, 실험 동물을 대상

으로 사이클로스포린에 의한 급성 신장 손상을 유발시켜 혈중 크레아티닌과 

사구체여과율이 정상인 상태에서 단백뇨가 나오는 것을 관찰하고 이에 관련

된 기전을 알아보기 위하여 신장 조직에서 지질 과산화의 지표인 

malondialdehyde를 측정하고 항산화 효소의 지표들을 검사하였다. 

 또한 항산화제로 알려진 green tea polyphenol과 사이클로스포린을 병용 투

여하여 사이클로스포린 신독성 기전으로써 지질 과산화의 관여 여부와 항산

화 효소 활성도를 관찰하고 신장 조직의 형태학적 검사를 실시하여 green tea 

polyphenol의 사이클로스포린 신독성에 의한 항단백뇨 효과가 있는지를 알아

보고자 하였다.  
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II. 재료재료재료재료 및및및및 방법방법방법방법    

A. Green Tea Polyphenol 

 녹차 추출물은 전남 보성산이며 녹차로부터 hot-water extract 방법을 이용하여 추

출하였다. 구성 성분은 polyphenol (57%), amino acid (11%), 유리당 (maltose, fructose, 

glucose) (9%), inorganic substance (kallium, calcium, magnesium) (16%) caffeine (1%)이다. 

이중 polyphenol 의 구성요소는 (-)-epigallocatechin 3-O-gallate (28.0%), (-)-

epigallocatechin (15.0%), (+)-gallocatechin (14.8%), (-)-epicatechin (7.0%), (+)-catechin 

(3.5%), (-)-gallocatechin 3-O-gallate (9.6%), (-)-epicatechin 3-O-gallate (4.6%)이다. 

 

B. 실험용실험용실험용실험용 mice 준비와준비와준비와준비와 처치처치처치처치 

 실험용 mice는 다물사이언스 (Damool Science, Daejeon, Korea)에서 주문 받았으며 

숫컷 20 마리로 몸무게는 20-25g이었다. 실험군은 4 군으로 분류하였는데 1 군은 

대조군(Control, n=5)으로 생리식염수를 복강에 투여하였고, 2군은 사이클로스포린 

단독 투여군 (n=5)으로 사이클로스포린 50 mg/kg을 복강내 3 차례 4 일 간격으로 

투여하였으며, 3군은 iNOS inhibitor병합 투여군(n=5)으로 사이클로스포린 50 mg/kg

과 같이 iNOS inhibitor (L-NAME, N-nitro-L-arginine-methylester, Sigma)을 12mmol/L

을 피하로 3회에 거쳐 투여하였다. 4군은 green tea polyphenol 병합 투여군(n=5)으

로 사이클로스포린 50 mg/kg 을 복강으로 투여한 후 green tea polyphenol은 

100mg/Kg을 3회에 거쳐 4일 간격으로 등을 이용한 피하주사를 통해 투여하였다. 

Green tea polyphenol을 피하 주사한 이유는 혈중 농도를 보다 안정하게 유지하고 
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사이클로스포린과의 직접적인 약리 작용을 방지하기 위해서였다. 

 실험 마지막 날에 소변을 채취하여 소변에서 단백질과 크레아티닌을 측정하였으

며 mice 를 개복하여 하부 복부 대동맥을 통하여 실험에 필요한 채혈을 하고, 신

장을 적출하였다. 조직의 채취를 위한 조작은 ice jar 에서 실시하여 조직의 손상

을 최소화하였으며 -70℃ 상태로 냉동시켜 보관하였으며 이들의 검사는 정한 같

은 날에 실시하였다.   

  형태학적 검사를 위하여 저장된 조직을 신조직 1gm 당 0.1M potassium phosphate 

buffer(pH 7.5) 9배량을 가하고 ice jar에서 분쇄하였다. 이 homogenate를 600ⅹg에

서 10분간 원심 분리한 후 상층액을 취하여 다시 10,000ⅹg에서 30분간 원심 분

리하여 상층액을 버리고 mitochondria 분획을 취하여 malondialdehyde를 측정하였

다. Malondialdehyde 측정은 Buege 등 3)의 방법을 이용하여 working TCA-TBA-HCL 

reagent 를 사용하여 측정하였다. 총 glutathione(GSH)은 Ellman 방법을 이용하였다. 

신조직의 homogenate 에서 Catalase, superoxide dismutase(SOD), glutathione 

peroxidase(GPx), glutathione reductase(GR), glutathione-S-transferase(GST)을 각각 측정

하였다.  

 

C. 병리조직학적병리조직학적병리조직학적병리조직학적 검사검사검사검사 

 형태학적인 변화는 광학현미경 검사를 실시하였다. 표본은 절반씩 분할하여 

10% 중성 포르말린 용액에 고정한 다음 파라핀 블록을 제작하고 신장 조직은 3-

4 µm의 박편을 만들어 hematoxylin & eosin(H&E) 및 periodic acid-Schiff (PAS) 염색
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을 실시하고 ×100와 ×400 현미경 시야에서 관찰하였다.  

 

D. 통계분석통계분석통계분석통계분석 

  얻어진 결과의 통계학적 분석은 SPSS(Statistical Package for Social Science v 10.0)

를 이용하였으며, 모든 결과는 평균±표준편차(mean±SD)로 기술하였다. 각 군간의 

평균치의 비교는 Mann-Whitney test와 Kruskal-Wallis test를 이용하였고, 표본들의 

평균값은 95% 신뢰구간으로 설정하였다 
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III. 결과결과결과결과        

 

1. 혈청혈청혈청혈청 BUN과과과과 크레아티닌크레아티닌크레아티닌크레아티닌 값값값값 

 신기능 검사 지표로서 혈청 BUN 과 크레아티닌을 측정하였다 (ADVIA 1650, 

Bayer, USA). 대조군에서 혈청 BUN 은 (19.1 ± 5.6 mg/dL)이고 혈청 creatinine은 

(0.38 ± 0.25 mg/dL)이었다. 혈청 BUN 과 크레아티닌 값은 모든 군에서 통계학적으

로 의의있는 변화를 보이지 않았다. (Table 1) 

 

2. 혈청혈청혈청혈청 사이클로스포린사이클로스포린사이클로스포린사이클로스포린 농도농도농도농도 검사검사검사검사 

 사이클로스포린 투여군에서 혈청 사이클로스포린 농도를 측정하였다. 사이클로

스포린 단독 투여군에서 혈청 사이클로스포린 농도는 (5,432 ± 1,089 ng/dL) 이었다. 

iNOS inhibitor 병용 투여군(5,621 ± 1,289 ng/dL)과 green tea polyphenol 병용 투여군

(5,765 ± 1,320 ng/dL)에서도 사이클로스포린 단독 투여군에 비하여 통계학적으로 

의의있는 변화는 없었다. (Table 2) 

 

3. 소변에서소변에서소변에서소변에서 단백질단백질단백질단백질 정량정량정량정량 검사검사검사검사 

 모든 실험군에서 소변 단백질 정량 검사를 실시하였다 (Cobas Integra 800, Roche, 

Swiss). 단백뇨 양은 정상 대조군에서는 (9.1 ± 5.5 g/kg/day)였으며, 사이클로스포린 

단독 투여군에서는 대조군에 비하여 의의있게 상승하였으며 (28.6 ± 11.1 g/kg/day), 

iNOS inhibitor 병용 투여군(18.5 ± 9.4 g/kg/day)에서와 green tea polyphenol 병용 투여
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군(12.1 ± 8.8 g/kg/day)에서 사이클로스포린 단독 투여군에 비하여 의의있게 감소하

였고, 특히 green tea polyphenol 병용 투여군에서 정상 대조군에 비해 유의한 증가 

소견이 없을 정도로 회복되었다. (Figure 1) 

 

4. 신장신장신장신장 조직의조직의조직의조직의 malondialdehyde  

 지질 과산화 지표로서 malondialdehyde를 측정하였다. 혈청 malondialdehyde 농도

는 정상 대조군에서는 (0.80 ± 0.21 nmol/mg protein)였으며, 사이클로스포린 단독 

투여군에서는 대조군에 비하여 의의있게 상승하였으며 (2.53 ± 0.94 nmol/mg 

protein), iNOS inhibitor 병용 투여군(1.12 ± 0.34 nmol/mg protein)에서와 green tea 

polyphenol 병용 투여군(0.99 ± 0.32 nmol/mg protein)에서 사이클로스포린 단독 투여

군에 비하여 의의있게 감소하였고 정상 대조군에 비해 유의한 증가 소견은 없었

다. (Figure 2) 

 

5. 항산화항산화항산화항산화 효소효소효소효소 활성도활성도활성도활성도 분석분석분석분석  

항산화 효과 대한 지표로서 glutathione(GSH), Catalase, superoxide dismutase(SOD), 

glutathione peroxidase(GPx), glutathione reductase(GR), glutathione-S-transferase(GST)을 

각각 측정하였다. GSH는 사이클로스포린 단독 투여군에서 대조군에 비하여 의의

있게 감소하였으며(p<0.05), green tea polyphenol 병용 투여군에서 사이클로스포린 

단독 투여군에 비하여 의의있게 회복되었다(p<0.05). 그러나, 정상 대조군에 비해

서 완전하지는 않지만 더 낮은 수치를 보였다. 사이클로스포린 단독 투여군에서 
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catalase, superoxide dismutase(SOD), glutathione peroxidase(GPx), glutathione 

reductase(GR), glutathione-S-transferase(GST) 활성도가 정상 대조군에 비하여 의의있

게 낮았으며(p<0.05), 이러한 효소 억제 기능은 green tea polyphenol 병용 투여군에

서 의의있게 예방됨을 관찰하였다. (Table 3) 

 

6. 신장신장신장신장 병리조직검사병리조직검사병리조직검사병리조직검사 결과결과결과결과  

사이클로스포린 단독 투여군에서는 근위 세뇨관들이 위축되었으며 이들 주변으

로 섬유화와 염증 세포들이 침윤되어 있었다. 그러나 green tea polyphenol 병용 투

여군에서는 이러한 소견들을 찾아 볼 수 없었으며 정상 대조군과 유사한 소견을 

보였다. (Figure 3) 
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Table 1. The effect of green tea polyphenol on serum creatinine and blood urea nitrogen 

in CsA-treated mice. 

 Serum BUN 
(mg/dL) 

Serum Creatinine 
(mg/dL) 

Group 1 

(Control) 
19.1 ±±±± 5.6  0.38 ±±±± 0.25 

Group 2 

(CsA) 
20.2 ±±±± 5.2 0.45 ±±±± 0.33 

Group 3 

(CsA + iNOS I) 
20.3 ±±±± 5.8  0.41 ±±±± 0.18 

Group 4 

(CsA + green tea polyphenol) 
18.9 ±±±± 6.4 0.39 ±±±± 0.29 

CsA : Cyclosporine-A, iNOS I : inducible nitric oxide synthase inhibitor, BUN : blood 
urea nitrogen. 
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Table 2. The effects of green tea polyphenol on serum CsA level in CsA-treated mice. 

 Serum cyclosporine  

(ng/dL) 

Group 1 

(Control) 
NS 

Group 2 

(CsA) 
5432 ±±±±    1089 

Group 3 

(CsA + iNOS I) 
5621 ±±±± 1289 

Group 4 

(CsA + green tea polyphenol) 
5765 ±±±± 1320 

CsA : Cyclosporine-A, iNOS I : inducible nitric oxide synthase inhibitor 
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Table 3. The antioxidant effects of green tea polyphenol in CsA-treated mice. 

Parameter Group 1 
(Control) 

Group 2 
(CsA) 

Group 3 
(CsA + iNOS I) 

Group 4 
(CsA + green tea 

polyphenol) 

GSH 
240 ± 8.0 60 ± 5.2* 183 ± 11.5** 201 ± 12.3** 

Catalase 
64.7 ± 3.2 42.5 ± 2.0* 55.4 ± 2.2** 59.8 ± 2.3** 

SOD 
55.5 ± 1.5 30.7 ± 1.1* 50.1 ± 1.2** 57.8 ± 1.7** 

GPx 
160.4 ± 8.5 115.1 ± 7.5* 148.7 ± 8.1** 170.1 ± 9.2** 

GR 
15.3 ± 0.33 5.88 ± 0.22* 9.21 ± 0.28** 12.1 ± 0.29** 

GST 
120 ± 7.4 99 ± 8.8* 115 ± 5.1** 118 ± 6.5** 

CsA : Cyclosporine-A, iNOS I : inducible nitric oxide synthase inhibitor 
GSH : glutathione, SOD : superoxide dismutase, GPx : glutathione peroxidase, GR : 
glutathione reductase, GST :  glutathione-S-transferase. *p<0.05 compared CsA group 
with control group; **p<0.05 compared iNOS inhibitor and green tea polyphenol group 
with cyclosporine group 
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Figure 1. The effects of green tea polyphenol on urine protein amount in 
CsA-treated mice. The 24hr proteinuria level were increased in kidney with 
cyclosporine-A group but significantly decreased in iNOS inhibitor and green tea 
polyphenol group. * p<0.01 compared CsA group with control group; **p<0.01 
compared iNOS inhibitor and green tea polyphenol group with cyclosporine group.   
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Figure 2. The effects of green tea polyphenol on CsA-treated lipid peroxidation 
in mice kidney.  The malondialdehyde level were increased in kidney with 
cyclosporine-A group but significantly decreased in iNOS inhibitor and green tea 
polyphenol group. *p<0.01 compared cyclosporine group with control group; 
**p<0.01 compared iNOS inhibitor and green tea polyphenol group with cyclosporine 
group. 
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 Figure 3. Light microscopic findings of mice kidney (PAS staining). (A,B) 0.9% saline 
injected control group. (C,D) CsA injected group. (E,F) CsA and L-NAME (iNOS inhibitor) injected 
group. (G,H) CsA and green tea polyphenol injected group. Microscopic magnification (A,C,E,G) 40×, 
(B,D,F,H) 100×. There are proximal tubular necrosis and mild interstitial inflammation in the kidney 
of mice after CsA injection (C,D) but no significant pathologic change by green tea polyphenol 
injection(E,F) and L-NAME injected group(G,H). 
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IV. 고찰고찰고찰고찰  

 

 본 연구는 흰쥐에 사이클로스포린을 투여하여 급성 신장 손상을 유발하고 단백

뇨를 발생시켰으며 이에 대해 green tea polyphenol의 병합 투여가 항단백뇨 효과

를 나타내는지에 알아보고자 하였다. 신장 손상의 정도를 알아보기 위해 흰쥐 혈

액에서 BUN, 크레아티닌을 측정하였으며, 혈청 사이클로스포린 농도를 측정하여 

사이클로스포린 농도에 변화를 주는지 여부를 관찰하였다. 신장에서 지질 과산화 

손상 지표로 malondialdehyde를 측정하였으며, 항산화 효과를 파악하기 위해 항산

화 효소의 활성도를 측정하였다. 또한 흰쥐 신장의 조직학적 검사를 실시하여 형

태학적으로도 급성 세뇨관 괴사 및 염증 소견이 호전됨을 관찰하였다.  

 사이클로스포린은 1980년대 처음 소개되면서 장기이식, 특히 신장 이식의 1 년 

생존율을 획기적으로 올린 약제로 스테로이드와 함께 현재까지 가장 많이 사용되

고 있는 면역억제제이다 22). 사이클로스포린은 11 개의 아미노산으로 이루어진 분

자량이 1203 인 면역억제제로서 23) 작용기전은 T 림프구의 세포질내에 존재하는 

cyclophilin 과 결합한 후 phosphatase의 한가지인 calcineurin의 기능을 억제함으로

써, nuclear factor of activating T cell(NFAT)이 세포질내에서 핵안으로 이동하여 IL-2 

유전자를 활성화 시킬 수 없도록 함으로써 면역억제제의 기능을 나타낸다. 

 강력한 면역억제제로써 장기 이식의 성공률을 획기적으로 높인 사이클로스포린

은 사이클로스포린의 신독성 때문에 환자 치료를 위하여 사용하는데 중요한 제한 
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요인이 된다. 정상 신장에서는 세포외 기질(extracellular matrix)의 합성과 분해가 

역동적인 평형 상태에 있어 일정한 상태를 유지하지만, 신장의 섬유화는 과도하

게 세포외 기질이 많이 생성되거나 24, 25), 혹은 생성된 기질이 효과적으로 분해가 

되지 않아 26) 세포외 기질이 축적됨으로써 섬유화가 발생한다.  

 Truong 등 27)은 사이클로스포린을 투여하면 신장에서 혈류 역동학적인 변화가 생

겨 이로 인한 신장의 혈류 감소가 신장 섬유화의 기전이라고 하였으나, Nast 등 28)

과 Benigni 등 29)은 신장의 혈류 변화 없이 사이클로스포린이 직접적인 섬유화 작

용을 일으킨다고 보고하였다. Benigni 등 29)은 사이클로스포린을 투여한 후 축적된 

세포에서 분비되는 물질이나 성장 인자가 섬유화에 관련이 있을 것이라고 하였다. 

 사이클로스포린 관련성 세동맥 병증은 특징적으로 세동맥 벽을 따라 결절성의 

단백이 환상으로 침착되는데 이 단백은 IgM 이나 보체로 구성되어 있고 약 20%

에서는 섬유소도 관찰된다. 세동맥병증은 레닌이 풍부한 부위를 침범하여 30) 세동

맥병증이 심화고 괴사가 심할수록 레닌 양성 세포가 감소한다. 혈관 병변의 발생

은 사이클로스포린 trough 치 및 용량과 관계가 있다. Palestine 등 31)은 17 명의 포

도막염 환자에서 사이클로스포린의 치료 기간이 길면 약을 끊어도 혈관 병변이 

지속될 빈도가 높다고 보고하여 사이클로스포린 투여 기간과 혈관 병변의 관련성

을 간접적으로 증명하였다. 

 사이클로스포린에 의한 세포 독성 기전 중의 하나로 반응성 산소종의 역할이 제

시되고 있다 32, 33). 인체의 대사 과정에서 발생하는 이 반응성 산소종 (reactive 

oxygen species; ROS)은 여러 가지로 다양한 작용을 나타내는 것으로 알려져 있다. 
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즉 고농도에서는 세포에 직접적인 독성을 나타내지만 34), 낮은 농도에서는 세포 

신호 전달 분자로 작용하거나 유전자의 전사 인자에 영향을 미치며 35, 36), 효소의 

활성에도 영향을 미치고 37), 세포의 증식을 촉진 38), 또는 apoptosis를 유도하는 등 

39, 40) 다양한 작용을 하는 것으로 알려져 있다. 반응성 산소종과 섬유화의 관계를 

보면 반응성 산소종을 배양 중인 혈관간세포에 투여하면 collgen III, IV 와 TGF-b

의 mRNA 발현을 증가시키고 37), 반응성 산소종의 대사물인 페록시아질산염 

(peroxynitrite)은 섬유모세포에서 MMP(matrix metallopreteinase)의 해독 후 활성도 

(post-translational activity)를 억제하는 것으로 알려지고 있다 41). 본 연구에서도 사

이클로스포린 투여군에서 단백뇨가 증가하였으며 iNOS 억제제 병합 투여 군에서 

단백뇨 양이 통계학적으로 의의있게 감소하는 것을 관찰하였으며 이는 사이클로

스포린 급성 신손상에 의한 단백뇨 증가에도 반응성 산소종인 NO 가 관련되어 

있다는 것을 수 있었다. NO scavenger로 알려진 green tea polyphenol을 병용 투여 

했을 때 증가하였던 단백뇨가 거의 정상군에 가깝게 감소하는 것은 이런 사실을 

더욱 뒷받침해 주었으며 iNOS 억제제 보다 더 의미있게 단백뇨가 감소하는 것으

로 보아 green tea polyphenol은 NO scavenger 이외에도 다른 효과가 있음을 알 수 

있었다.  

 NO 연구의 시초는 19 세기로 거슬러 올라가는데, 당시 nitroglycerin 등의 organic 

nitrate는 협심증에 진통효과가 있는 것으로 알려져 있었다. 1980년대 초 NO 는 

혈관이완 효과를 갖는 endothelial-derived relaxing factor (EDRF)가 혈관의 내피세포

에서 분리됨이 관찰되었고, 이 인자의 정체가 NO 임이 밝혀졌으며, NO 가 혈압 
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조절의 중요한 인자임이 제시되었다. 1980년 Furchgott와 Zawadzki 42)가 혈관내피

세포가 있어야만 혈관 확장인자에 의하여 혈관이 acetylcholine에 반응하여 이완

된다는 사실을 처음으로 보고하였으며, 그 이후 이 매우 불안정하고 잘 확산되는 

혈관확장인자의 생물학적 기능이 일산화질소의 기능과 매우 흡사하다고 알려지게 

되었다. 1985년 Stuehr와 Marletta 43)는 포유류 세포에서 일산화질소가 생성된다고 

처음으로 보고한 이후 쥐의 활성화된 거대세포에서 nitrite(NO2)와 nitrate(NO3)를 

생성한다는 사실을 확인하였다.   

 Nitric oxide (NO)는 제 2 전령 물질의 하나로 세포질 내에서 L-arginine 의 

guanidino nitrogen으로부터 L-citrulline을 합성하는 과정에서 생성된다.  NO의 주

요 기능은 혈관 평활근을 이완시키는 endothelium-derived relaxing factor로서 처음 

보고되었으나 44) 그 외에 국소 신경 전달 물질로서의 역할을 담당하며 45), 혈소판

의 응집과 부착을 억제하고 46), 대식 세포의 항염증 작용이나 항암 작용 등에도 

관여 10) 하는 것으로 알려져 있다. 

 Nitric oxide (NO)는 nitric oxide synthase (NOS) 에 의해 아미노산 L-arginine 으로 부

터 생성이 되며 NOS에는 endothelial(eNOS), inducible(iNOS), neural(nNOS) 3가지가 

존재하며 특히, iNOS는 Ca2+ - calmodulin에 독립적으로 작용하고 NO를 생성하여 

많은 병리학적 자극을 유발하는 것으로 알려져 있다. NO는 세포내 cGMP의 농도

를 변화시켜 혈관 이완에 관여하고 혈관의 평활근 세포 증식을 억제하며, 혈관 

내피 세포에의 혈소판 응집을 억제하며, 만성적으로 NO 합성을 억제할 경우에 

고혈압과 신장의 손상을 가져온다는 보고가 있다 47). 신기능의 감소에 관여하는 
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여러 가지 요인들 중 혈역학적 변화가 중요하며, NO 는 신장의 혈역학적 변화와 

염증반응을 조절하는데 중요한 인자로 알려져있다 48). 신장에서 3 가지 모두 발현 

되는 것으로 알려져 있으며 13)  NOS의 다른 아형들에 의존한다. Inducible NOS에 

의하여 다량으로 생성된 NO 가 세포 및 조직의 손상을 유발하는 기전으로 제시

된 것은 첫째, superoxide와의 반응에 의하여 peroxynitrite를 생산하고 지질의 과산

화를 유발함으로써 조직의 손상을 유발할 수 있으며 49) 둘째, 미토콘드리아의 세

포 호흡이나 DNA 합성에 관여하는 주요 효소의 철 함유 부위 (iron containing 

moiety)에 결합함으로써 세포에 대한 독성을 유발하고 50) 셋째, proinflammatory 

cytokine인 TNF 나 IL-1 을 유도하여 염증 반응을 촉진시킬 수 있다는 것 51) 등이

다. Noiri 등 52)도 허혈에 의한 rat 신장에서 antisense oligodeoxynucleotide에 의해 

iNOS의 활동을 감소시켜 iNOS mRNA를 억제함으로서 신장 세뇨관 손상이 감소

를 보여주었다. 더구나 iNOS 가 없는 mice 에서 얻어진 신장 세뇨관은 허혈성 손

상에 대한 저항성이 있음을 보여주었다 53). 본 연구에서도 사이클로스포린 반응성 

산소종의 발생을 관찰할 수 있었으며 iNOS 억제제와 green tea polyphenol 투여군

에서 반응성 산소종의 발생이 줄고 신장 세포가 회복됨을 관찰할 수 있었다. 

 근래에 lipid peroxidation이 중요한 인자로 보고되고 있는데, 세포막에서 고농도

의 포화지방산이 함유되어 있으며 세포의 정상 방어기계인 glutathion, superoxide 

dismutase와 glutathione peroxidase system이 적절한 기능을 못할 때 oxygen free 

radical 이 생성되어 lipid peroxidation이 초래됨으로써 신손상을 유발하게 된다는 

것이다 54-56). 한편 Wang 등 9)은 uninephrectomized rat에서 사이클로스포린을 복용
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시켰을 때 신피질 malondialdehyde가 사이클로스포린의 투여용량을 늘일수록 증

가함을 관찰하였고, 사이클로스포린과 lipid scavenger인 비타민 E 를 동시에 투여

하니 malondialdehyde 증가와 사구체 여과율의 감소가 억제되었으며 항산화제인 

비타민 E 와 세레늄이 결핍된 쥐에서 사이클로스포린 투여시 malondialdehyde가 

증가하고 신독성이 증가하는 것을 관찰하였다. 본 연구에서도 사이클로스포린 투

여 흰쥐에서 malondialdehyde가 증가함을 관찰하였으며 green tea polyphenol을 투

여하였을 때 의의있게 malondialdehyde가 감소함을 관찰하였고 항산화 효과를 나

타내는 지표들이 모두 회복됨을 관찰할 수 있었다.  

 Green tee polyphenol은 (-)-epigallocatechin 3-O-gallate, (-)-gallocatechin 3-O-gallate, (-)-

epicatechin 3-O-gallate, (-)-epigallocatechin, (+)-gallocatechin, (-)-epicatechin 그리고 

catechin 등으로 구성되어 있다. 이중에서 (-)-epigallocatechin 3-O-gallate (EGCG)가 

green tea polyphenol의 주된 성분이며 arginine에 의해 유발된 신손상을 요독으로

부터 회복시켜주는 중요한 성분이다 57). EGCG가 생체에 미치는 영향에 대한 작용

기전은 PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate)에 의하여 유도한 피부세포의 

microsome 내에 prostaglandins(PGs)의 증가 차단, orotidine 5-phosphate decarboxylase 

(ODC) 생산의 억제 혹은 차단하거나 free radical formation을 억제, protein kinase C

와 cellular proliferation을 억제한다고 알려져 있다. EGCG 와 Glutamyl pyruvic 

transaminase (GPT)는 phase II 효소들인 glutamyl S-trasferase (GST), glutathione 

peroxidase, catalase 등을 증가시키는 한편 tumor promoter와 호르몬 등이 수용체와 

결합하는 것을 차단하는 효과가 있는 것으로 알려져 있다 58). 본 연구에서도 사
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이클로스포린 단독 투여군에서 항산화 효소인 glutathione(GSH), Catalase, superoxide 

dismutase(SOD), glutathione peroxidase(GPx), glutathione reductase(GR), glutathione-S-

transferase(GST)의 활성도가 감소하는 것을 관찰하였으며, green tea polyphenol 병합 

투여 했을 때 항산화 효소들이 상승하고 회복되는 것을 관찰 할 수 있었다. 

Mason 등 59)에 의하면 사이클로스포린의 신독성에 레닌-안지오텐신-알도스테론 

계의 활성화가 그 기전이라고 주장하였다. 그 근거로 사이클로스포린 투여 후 방

사구체장치가 비후되며 수입 소동맥내 레닌 염색이 증가하는 점이며 60) 이와 함

께 간질의 섬유화가 발생하는 것이다. 또 장기간 안지오텐신 II 를 투여한 백서에

서 사이클로스포린 신독성이 있는 사람 및 동물 신조직 및 혈장 내 레닌 치가 증

가되어 있고, 사이클로스포린 신독성시 안지오텐신 전환효소 억제제 또는 안지오

텐신 수용체 길항제를 쓰면 간질의 섬유화가 줄어든다는 점 61)도 레닌-안지오텐

신-알도스테론 계의 관여를 뒷받침한다. Green tea polyphenol이 레닌-안지오텐신-알

도스테론 계에 어떠한 영향을 미치는 지에 대해서는 보다 추가적인 연구가 필요

할 것으로 생각된다. 

 사이클로스포린 급성 독성의 특징적인 형태학적 변화로는 내형질 세망의 부종, 

근위 세뇨관 상피 세포질 내 공포 형성의 소견이 알려져 있다 62). 본 연구에서도 

광학 현미경상 사이클로스포린 단독 투여군에서 근위세뇨관 부위의 부종과 괴사 

소견을 관찰할 수 있었으며 green tea polyphenol 병용 투여군에서는 사구체와 세뇨

관에서 이러한 소견들을 찾아볼 수 없었고 대조군과 유사한 소견을 관찰하였다. 
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V. 결론결론결론결론 

본 연구에서 green tea polyphenol의 혈중 농도를 보다 안정하게 유지하고 사이클

로스포린과 직접적인 약리 작용을 방지하기 위하여 다른 경로로 흰쥐에 투여하였

다. 사이클로스포린의 신독성에 대한 신손상의 지표로서 혈청 BUN, 크레아티닌

을 측정하였으며 사이클로스포린 투여군을 포함한 모든 군에서 의의있는 차이를 

보이지 않았다. 혈청 사이클로스포린 농도를 측정하여 사이클로스포린 농도에 변

화를 주는지 여부를 알아보았고 green tea polyphenol 병합 투여군과 iNOS inhibitor 

병합 투여군에서 사이클로스포린 단독 투여군과 의의있는 차이를 보이지 않아 

green tea polyphenol은 혈청 사이클로스포린 농도에는 아무런 영향을 미치지 않는

다는 관찰하였다. 모든 실험 대상 흰쥐에서 소변 단백질 정량 검사를 실시하였으

며 사이클로스포린 군에서 대조군에 비하여 의의있게 상승하였고, green tea 

polyphenol 병합 투여군에서 사이클로스포린 투여군에 비하여 의의있게 감소하고 

대조군과는 거의 차이가 없는 것을 관찰하였다. 이는 iNOS inhibitor를 투여 했을 

때와 유사한 결과를 보여 작용 기전에 NO 와 관련이 있음을 알 수 있었다. 특히, 

green tea polyphenol 병합 투여군이 iNOS inhibitor 군에 비하여 단백뇨 감소 효과가 

뛰어난 것으로 보아 green tea polyphenol의 항단백뇨 효과가 NO 이외의 다른 효

과도 함께 가지고 있음을 시사하였다. 지질 과산화에 미치는 영향을 관찰하기 위

하여 신장 조직의 mitochondria를 분리하여 malondialdehyde를 측정하였으며 사이

클로스포린 투여군에서 정상 대조군에 비하여 유의하게 증가하였으나, 사이클로
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스포린과 green tea polyphenol 병용 투여군에서는 사이클로스포린 투여군에 비하여 

의의있게 감소하였고 정상 대조군에 비하여 의의있게 증가한 소견은 없었다. 이

는 green tea polyphenol의 항단백뇨 효과가 NO scavenger로서 지질 과산화를 억제

하는 것임을 보여주는 것이다. 또한 green tea polyphenol의 항단백뇨 효과에 레닌-

안지오텐신-알도스테론 계를 억제시키는 기전의 관여 여부와 안지오텐신 전환효

소 억제제나 안지오텐신 수용체 차단제와 병합 투여에 대한 추가적인 연구는 더 

필요할 것을 생각된다.  

 결론적으로 본 연구에 의하면 사이클로스포린 급성 신장 손상에 의한 단백뇨

의 기전이 지질 과산화에 관여하고 NO 생성과 연관이 있으며, green tea polyphenol

을 병용 투여 하였을 때 산소 유리기를 제거하고 지질 과산화를 차단하며 사이클

로스포린의 급성 신장 손상에 대한 단백뇨를 줄일 수 있으며 사이클로스포린 농

도에는 영향을 미치지 않음을 관찰하였다. 이에 사이클로스포린을 복용하는 신장

이식 환자에 green tea polyphenol을 병용투여 함으로써 사이클로스포린 급성 신장 

손상에 따른 단백뇨를 예방적으로 줄일 수 것으로 생각된다 
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