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초록

  콩팥 허혈-재관류 손상(ischemia-reperfusion injury, IRI)은 급성콩팥손상(acute 

kidney injury, AKI)의 대표적인 모델로서 요세관 상피세포(tubular epithelial cell)

의 세포사(cell death)를 유도한다.  DNA 이중가닥 절단(DNA double-strand 

breaks)은 허혈-재관류 손상으로 인한 요세관 세포사의 주요 원인 중 하나이다.  

다른 연구팀에서는 머캅토에탄올(2-mercaptoethanol, 2-ME)이 송아지의 가슴샘

(thymus)과 소 배아(embryo)에서 정제된 DNA에서 DNA 이중가닥 절단을 보호한

다고 보고하였다.  이를 바탕으로 본 연구자는 머캅토에탄올 투여가 DNA 이중가

닥 절단을 약화시켜 허혈-재관류로 인한 콩팥의 기능 저하와 조직학적 손상을 

감소시키는지 여부를 확인하였다.  콩팥 허혈-재관류 손상 이후 콩팥 기능이 저

하되고 조직학적 손상이 유발되었다.  그러나 머캅토에탄올의 전처치

(pre-treatment)와 후처치(post-treatment)는 허혈-재관류로 인한 콩팥의 기능 저

하와 요세관 손상을 유의하게 감소시켰다.  그리고 콩팥에서 허혈-재관류 손상은 

DNA 이중가닥 절단을 유도하였으며 주로 콩팥 요세관 상피세포에서 관찰되었다.  

그러나 머캅토에탄올을 투여한 생쥐의 콩팥에서는 허혈-재관류로 인한 DNA 이

중가닥 절단이 억제되었다.  허혈-재관류 손상 후 DNA 손상 반응(DNA damage 

response, DDR)의 신호전달경로(signaling pathway)의 upstream sensor kinase인 

ataxia telangiectasia mutated(ATM)와 ataxia telangiectasia and Rad3 

related(ATR)의 활성이 증가하였고, 머캅토에탄올을 투여한 콩팥에서는 ATM의 활

성만 더욱 향상되었다.  또한 ATM 단백질의 신호전달경로에서 downstream 

effector kinase를 측정하였을 때, 머캅토에탄올 투여는 허혈-재관류로 인해 감소

된 checkpoint kinase 1(Chk1), checkpoint kinase 2(Chk2), X-ray repair 

cross-complementing protein 1(XRCC1)의 활성을 현저하게 증가시켰다.  이는 

허혈-재관류 손상에서 머캅토에탄올이 ATM 신호전달경로의 활성을 유도시킨다

는 사실을 알 수 있다.  다음으로 허혈-재관류 손상을 받은 콩팥에서 glutathione 

peroxidase 4(GPX4), catalase, copper-zinc superoxide dismutase(CuZnSOD), 

manganese superoxide dismutase(MnSOD)의 단백질 발현이 모두 감소하였다.  
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그러나 허혈-재관류 손상에 노출된 콩팥에서 머캅토에탄올 투여는 GPX4 단백질

의 발현만 유의하게 향상시켰다.  머캅토에탄올에 의해 증가된 GPX4 발현을 억

제하였을 때, 머캅토에탄올 투여로 인해 감소된 DNA 이중가닥 절단이 다시 유발

되었고, ATM 관련 신호전달경로가 감소하였으며, 이를 통해 허혈-재관류로 인한 

콩팥의 기능 저하와 요세관 손상을 다시 유도하였다.  마지막으로, 허혈-재관류 

손상은 mitogen-activated protein kianse(MAPK) 중 p38과 extracellular 

signal-regulated kinase(ERK)의 활성을 증가시켰고, protein kinase B(AKT)의 활성

을 유도하였다.  그리고 콩팥 허혈-재관류로 손상받은 생쥐에서 머캅토에탄올 투

여는 p38, ERK, AKT의 활성을 더욱 증가시켰다.  그러나 머캅토에탄올에 의해 활

성화된 p38, ERK, AKT가 GPX 발현과 관련이 있는지 알아보기 위해서는 추가적

인 연구가 필요하다.  결론적으로 본 연구자는 머캅토에탄올이 콩팥 허혈-재관류 

손상에서 GPX4의 발현을 증가시키고 ATM 관련 신호전달의 활성을 통해 DNA 

이중가닥 절단을 억제함으로써 콩팥의 기능 저하와 요세관 손상을 보호함을 입

증하였다.
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용어

우리말 영어 (약어)

DNA 손상 반응 DNA damage response (DDR)

균질화 homogenization

근위세뇨관 proximal tubule

급성콩팥손상 acute kidney injury (AKI)

기능이상 dysfunction

기전 mechanism

단일가닥 절단 single strand break

머캅토에탄올 2-mercaptoethanol (2-ME)

면역조직화학염색 immunohistochemical stain

면역형광염색 immunofluorescent stain

바깥수질 outer medulla

바깥수질 바깥줄무늬층 outer stripe of the outer medulla (OSOM)

배아 embryo

분비 secretion

비모수 검정 non-parametric test

사구체 glomerulus

사구체여과율 glomerular filtration rate (GFR)

사후 post hoc

산화 oxidation

산화환원 redox

산화 스트레스 oxidative stress

상피세포 epithelial cell

세 번째 구역 S3 segment

세포분화 cell differentiation

세포사 cell death
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우리말 영어 (약어)

세포사멸 apoptosis

세포주기 정지 cell cycle arrest

세포증식 cell proliferation

세포질 cytoplasm

세포핵 nucleus

손실 loss

솔가장자리 brush border

신호전달경로 signaling pathway

억제제 inhibitor

여과 filtration

염색체 chromosome

요관싹 ureteric bud

요세관 tubule

요세관 상피세포 tubular epithelial cell

요세관 속공간 tubular lumen

요세관 손상 점수 tubular injury score

요세관 위축 tubular atrophy

원위요세관 distal tubule

원주 cast

이중가닥 절단 double strand break

이중 면역형광염색 double immunofluorescent stain

인산화 phosphorylation

자유도 degree of freedom

재관류 reperfusion

재수화 rehydration

재흡수 reabsorption

전처치 pre-treatment



5

우리말 영어 (약어)

정규 분포 normal distribution

조직병리학 histopathology

지질과산화 lipid peroxidation

지표 parameter

집합관 collecting duct

체외 in vitro

치사량 lethal dose

탈파라핀화 deparaffinization

투여 injection

펜토바르비탈 나트륨 pentobarbital sodium

피질 cortex

콩팥단위 nephron

콩팥동맥 renal artery

콩팥섬유화 renal fibrosis

콩팥 요세관 renal tubule

콩팥정맥 renal vein

콩팥 허혈 kidney ischemia

평균 mean

표준오차 standard error of the mean (SEM)

항산화제 antioxidant

항원 복구 antigen retrieval

허혈-재관류 손상 ischemia-reperfusion injury (IRI)

헨레고리 loop of Henle

혈관희박화 vascular rarefaction

혈장 plasma

활성산소종 reactive oxygen species (ROS)

활성 activation
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우리말 영어 (약어)

후처치 post-treatment

희생 sacrifice
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Ⅰ. 서론

  급성콩팥손상(acute kidney injury, AKI)은 콩팥 기능이 급격하게 악화되는 상황

을 말하며 콩팥 대체 요법이 필요한 환자의 높은 사망률(mortality rate)과 관련

이 있다1-3.  콩팥 허혈-재관류 손상(ischemia-reperfusion injury, IRI)은 급성콩팥

손상의 주요 원인이며, 콩팥의 혈류가 중단 또는 급격히 감소하거나 독성에 의해 

발생한다4.  콩팥 허혈(kidney ischemia)이 일어나는 동안 바깥수질(outer 

medulla)에 존재하는 치밀한 모세혈관얼기(capiilary plexus)에서 적혈구들이 정체

되기 때문에 저산소증(hypoxia)이 유발되고, 이후 혈액이 콩팥으로 재관류

(reperfusion)되면서 공급된 산소(oxygen)로부터 활성산소종(reactive oxygen 

species, ROS)이 생성된다3,5.  이로 인해, 바깥수질 바깥줄무늬층(outer stripe of 

the outer medulla, OSOM)에 위치하는 여러 가지 요세관(tubule)들이 손상을 받

는다6.  콩팥 요세관(renal tubule)은 크게 콩팥발생모체(metanephrogenic 

blastema)에서 기원한 콩팥단위(nephron)와 요관싹(ureteric bud)에서 기원한 집

합관(collecting duct)으로 나누어지고, 콩팥단위는 다시 사구체(glomerulus)를 감

싸고 있는 콩팥소체(renal corpuscle)부터 근위요세관(proximal tubule), 헨레고리

(loop of Henle) 및 원위요세관(distal tubule)으로 나눌 수 있다7.  이중 허혈-재

관류 손상에 상대적으로 손상을 받는 요세관은 근위요세관이며 특히 바깥수질 

바깥줄무늬층에 위치하는 세 번째 구역(S3 segment)이 가장 심한 손상을 받는 

요세관이다3.  조직병리학(histopathology)적 관점에서 살펴보면, 콩팥 허혈-재관

류 손상의 주요한 특징은 요세관 상피세포(tubular epithelial cell)의 세포사(cell 

death)이며 이는 사구체여과율(glomerular filtration rate, GFR)의 감소, 나트륨 배

설의 증가 및 포도당 재흡수 억제 등과 같은 콩팥의 기능이상(dysfunction) 정도

와 정비례한다2,8.  허혈-재관류로 인해 손상된 콩팥은 뇌 또는 심장과는 달리 회

복 능력이 뛰어나지만, 손상이 심할 경우 회복 능력이 급격히 저하되고 콩팥섬유

화(renal fibrosis), 사구체경화증(glomerulosclerosis), 혈관희박화(vascular 

rarefaction) 등의 만성질환 특징을 나타낼 수 있다9,10.  따라서, 급성콩팥손상으로

부터 방어할 수 있고 손상 이후 콩팥 요세관의 세포사와 콩팥의 기능이상을 회
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복하여 만성질환으로의 이행을 막을 수 있는 신호전달경로를 밝히는 것이 중요

하다.

  세포에서 가장 중요한 요소이며 유전정보를 지니고 있는 DNA의 손상은 급성

콩팥손상으로 인한 요세관 세포사의 주요 원인 중 하나이며 다른 여러 형태의 

조직 손상에서도 발견된다11-13.  급성콩팥손상이 진행되는 동안 다양한 유형의 

DNA 손상이 나타나는데, 염기쌍의 불일치(mismatched base pair), 염기 손실

(base loss), 단일 또는 이중가닥 절단(single or double strand break), 산화

(oxidation) 또는 메틸화(methylation) 같은 염기의 화학적 변화 등으로 나타난다

14.  특히 DNA 이중가닥 절단은 DNA 단일가닥 절단보다 복구가 복잡하기 때문

에 더 위험한 유형으로 간주된다15.  DNA 이중가닥 절단이 유도되면 세포는 즉

각적으로 반응하기 위해 특정한 신호전달경로(signaling pathway)를 통해 세포증

식(cell proliferation) 및 세포분열(cell division)을 멈추고 손상된 DNA를 복구하게 

된다.  그러나 복구를 할 수 없을 정도로 비가역적인(irreversible) DNA 손상을 

가진 세포는 세포사멸(apoptosis) 및 세포노화(cellular senescence)와 같은 과정

으로 진행된다.  이러한 DNA 손상에 반응하는 세포 내 일련의 과정을 DNA 손

상 반응(DNA damage response, DDR)이라고 한다.  이 DNA 손상 반응을 조절

하는 신호전달경로는 DNA 손상의 유형과 정도에 따라 선택적으로 활성

(activation)이 일어난다16.  DNA 손상반응은 ataxia telangiectasia mutated(ATM), 

ataxia telangiectasia and Rad3 related(ATR) 및 DNA-dependent protein 

kinase(DNA-PK)를 포함한 upstream sensor kinase 중 하나 이상의 단백질 활성

을 통해 시작된다17.  이후 upstream sensor kinase 단백질의 활성은 checkpoint 

kinase 1(Chk1) 및 checkpoint kinase 2(Chk2)를 포함하는 downstream effector 

kinase의 활성을 유도하고 DNA 복구 또는 세포주기 정지(cell cycle arrest)를 일

으킨다18.  이전에 보고된  체외(in vitro) 실험결과들을 살펴보면, 일부 체세포배

양(somatic cell culture)에서 항산화제(antioxidant)로 이용되고 있는 thiol 화합물

인 머캅토에탄올(2-mercaptoethanol, 2-ME)은 송아지의 가슴샘(thymus) 조직에서 

정제된 DNA19, 혐기성(anaerobic) 조건 하의 DNA20, 저온에 저장된 소 배아

(embryo)의 DNA21에서 DNA 이중가닥 절단을 보호하였다.  머캅토에탄올의 효과



11

를 나타내는 이전 실험결과들을 토대로, 콩팥 허혈-재관류 손상의 생쥐 모델에서 

머캅토에탄올을 투여하면 DNA 이중가닥 절단이 감소하는지, 그리고 DNA 손상

반응이 일어나게 되는지, 결론적으로 급성콩팥손상이 감소하는지를 확인하고자 

하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험동물 및 허혈-재관류 손상 수술

  본 동물실험에 사용된 8~10주령의 수컷 C57BL/6 생쥐는 오리엔트 바이오(경

기도 성남시)에서 구입하였다.  동물실험은 제주대학교 동물실험윤리위원회에서 

승인한 계획서(승인번호: 2018-0022 및 2021-0045)에 따라 수행하였다.  모든 생

쥐는 제주대학교 실험동물센터에서 온도 22℃, 습도 55% 내외에서 12시간 동안 

명암 주기를 유지하고 생쥐 전용 표준사료와 멸균된 물을 자유롭게 섭취할 수 

있도록 하였다.  콩팥 허혈-재관류 손상 수술은 이전에 보고된 방법을 그대로 사

용하였다9-10,22-24.  간단히 설명하면, 펜토바르비탈 나트륨(pentobarbital sodium; 

60 mg/kg body weight; 한림제약)을 복강 내 주사하여 마취하였다.  마취된 생

쥐의 양측 옆구리를 절개하여 콩팥을 노출시킨 뒤, 콩팥문(renal hilum)으로 접근

하여 콩팥동맥(renal artery)과 콩팥정맥(renal vein)을 핀셋으로 분리하였다.  그리

고 생쥐용 microclip(Roboz 회사, 미국)으로 콩팥동맥과 콩팥정맥을 30분 동안 

막는 허혈을 진행하였다.  양측 콩팥들을 허혈시키는 동안 DC temperature 

control system(FHC 회사, 미국)을 이용하여 생쥐의 체온을 36.5~37.5℃로 유지하

였다.  이후 microclip을 제거하고 허혈로 인해 검붉은색을 띄는 콩팥 색깔이 재

관류 과정을 통해 선홍색으로 되돌아오는지 관찰하였다.  허혈 이후 재관류는 24

시간 및 48시간 동안 이루어졌다.  Sham 수술은 microclip을 이용한 허혈 과정

을 제외한 모든 허혈 수술 과정과 동일하게 진행되었다.

2. 약물 투여

  머캅토에탄올(Sigma-Aldrich 회사, 미국)의 최적 투여량을 확인하기 위해 0.9% 

식염수(vehicle)에 용해된 머캅토에탄올을 몸무게 kg당 3, 10, 또는 30 mg을 수

술 24시간 전부터 매일 복강으로 투여(injection)하였다.  머캅토에탄올의 50% 치

사량(lethal dose)이 생쥐에게 복강 내 투여하였을 때 몸무게 kg당 약 322 mg이

기 때문에 위 투여량을 선택하였다25.  추가적으로 허혈-재관류 손상 이후 머캅토

에탄올의 치료 효과를 살펴보기 위해 허혈 후 6시간 또는 24시간부터 몸무게 kg
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당 30 mg의 머캅토에탄올을 매일 복강으로 투여하였다.  마지막으로, 항산화 효

소 glutathione peroxidase 4(GPX4)의 기능을 억제하기 위해 Ras-selective lethal 

3(RSL3, Sigma-Aldrich 회사, 미국)를 사용하였다.  0.9% 식염수를 함유한 2% 

dimethyl sulfoxide(DMSO)에 용해된 RSL3(10 mg/kg body weight/day26)는 머캅

토에탄올을 투여한 후 1시간 뒤에 매일 복강으로 투여하였다.

3. 콩팥 기능 검사

  헤파린(heparin)이 처리된 micro-hematocrit capillary tube(Kimble Chase 회사, 

미국)를 이용하여 수술 후 24시간과 48시간에 생쥐의 눈뒤굴(retro-obital sinus)

에서 혈액을 채취하였다.  혈액이 담긴 tube를 상온에서 17,000ｘg으로 10분 동

안 원심분리한 후 상층액에 분리되어 있는 혈장(plasma)을 가지고 콩팥 기능을 

검사하였다.  혈장 내 creatinine과 blood urea nitrogen(BUN)의 농도는 각각 

QuantiChrom 분석 키트를 사용하여 측정되었다(BioAssay System 회사, 미국)27,28.  

간단히 설명하면, 혈장 creatinine의 농도는 혈장 30 ㎕를 96-well plate로 옮겨 

담고 분석 키트의 working 시약 200 ㎕를 바로 96-well plate에 분주한 후 

SpectraMax i3x multi-mode micro plate reader(Molecular Devices 회사, 미국)에

서 510 nm 파장으로 흡광도를 측정하였다.  혈장의 blood urea nitrogen 농도는 

혈장 5 ㎕를 이용하여 520 nm 파장으로 동일한 과정을 통해 흡광도를 측정하였

다.

4. 면역조직염색

  적출한 콩팥은 4℃ 온도에서 4% paraformaldehyde(Tech and Innovation 회사, 

대한민국)에 넣고 18시간 동안 고정되었다.  콩팥 조직의 파라핀 절편을 이용한 

면역조직화학염색(immunohistochemical stain)은 이전에 보고된 방법과 동일하게 

수행되었다3,24,29,30,31.  요약하면, 콩팥 조직의 파라핀 절편은 xylene을 이용하여 

탈파라핀화(deparaffinization)하고 ethanol 농도 변화를 통해 재수화(rehydration)

시킨 후, 항원 복구(antigen retrieval)를 위해 20 mM sodium citrate에서 1분간 

100℃에서 고압증기멸균하였다.  이후, periodic acid-Schiff(PAS) 염색 또는 
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H2A.X variant histone phosphorylated at serine 139(γH2AX) 항체(Santa Cruz 

Biotechnology 회사, 미국)를 이용하여 4℃에서 18시간 동안 반응시켰다.  1차 항

체로 반응시킨 조직 절편은 phosphate-buffered saline(PBS)을 이용하여 씻어낸 

후, 2차 항체 peroxidase anti-mouse IgG 또는 peroxidase anti-rabbit IgG(Vector 

Laboratories 회사, 미국)를 상온에서 1시간 동안 반응시켰다.  그리고 DAB 

Substrate 키트(Vector Laboratories 회사)를 이용하여 발색을 유도하였다.  콩팥 

내 γH2AX가 염색된 요세관의 종류를 감별하기 위해 면역형광염색

(immunofluorescent stain) 방법으로 이전에 보고된 방법과 동일하게 수행하였다

2,6,24,30,32.  콩팥 조직의 파라핀 절편은 탈파라핀화, 재수화, 항원 복구 과정을 거

친 후, γH2AX(Santa Cruz Biotechnology 회사), aquaporin 1(AQP1, Alomone 

Labs 회사, 이스라엘) 또는 Na-K-Cl cotransporter 2(NKCC2, Proteintech 회사, 미

국) 항체를 4℃에서 18시간 동안 반응시켰다.  AQP1 항체는 근위세뇨관을 구분

하기 위해, NKCC2 항체는 원위세뇨관을 구분하기 위해 각각 사용되었다.  2차 

항체로 Texas-red anti-mouse IgG 또는 Fluorescein anti-rabbit IgG (Vector 

Laboratories 회사)를 상온에서 60분 동안 반응시키고 세포핵(nucleus) 염색을 위

해 4′,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride(DAPI, Sigma-Aldrich 회사)를 1

분 동안 반응시켰다.  Eclips Ni 형광현미경(니콘 회사, 일본)을 이용하여 400배에

서 관찰하였다.

5. 콩팥 요세관 손상 평가

  요세관 손상 점수(tubular injury score)는 요세관 위축(tubular atrophy) 및 원

주(cast)가 관찰되는 요세관 속공간(tubular lumen)의 백분율을 콩팥 요세관 손상

으로 나타내었다.  광학현미경의 400배 배율을 통해 PAS로 염색된 콩팥 피질

(cortex)과 바깥수질 바깥줄무늬층에서 전체 요세관의 수와 손상된 요세관의 수를 

각각 세었다.  조직 절편 당 무작위로 선택된 5개의 시야에서 계산되었다.  또한, 

γH2AX가 염색된 요세관 상피세포의 수도 조직 절편 당 무작위로 선택된 5개의 

시야에서 계산되었다.  위 모든 과정은 블라인드 방식으로 진행되었다.



15

6. Western blot 분석

  액체 질소에서 급속 냉동시킨 콩팥 조직을 차가운 lysis buffer(Thermo Fisher 

Scientific 회사, 미국)에 넣고 얼음 속에서 균질화(homogenization) 하였다.  균질

화된 샘플은 4℃에서 20분 동안 17,000×g에서 원심분리한 후, 균질액의 상층액

에서 단백질을 얻었다.  단백질의 농도는 Bradford reagent(sigma-Aldrich 회사)

을 이용하여 측정한 후, lane marker reducing sample buffer(Thermo Fisher 

Scientific 회사)와 혼합하였다.  이 단백질 샘플들은 TGX FastCast acrylamide 키

트(Bio-Rad Laboratories 회사, 미국)를 가지고 제조한 12% 및 7% 

polyacrylamide gel에서 전기영동(electrophoresis)하였고 blotting 과정을 통해 단

백질을 polyvinylidene fluoride membrane(Bio-Rad Laboratories 회사)으로 옮겼

다28,33-36.  이후 γH2AX(Signalway Antibody 회사, 미국), phospho-ATM(p-ATM; 

Novus Biologicals 회사, 미국), phospho-ATR(p-ATR; ABclonal Technology 회사, 

미국), phospho-Chk1(p-Chk1; ABclonal Technology 회사), 

phospho-Chk2(p-Chk2; Signalway Antibody 회사), phospho-Xray repair cross 

complementing protein 1(p-XRCC1; Bethyl Laboratories 회사, 미국), GPX4 

(Santa Cruz Biotechnology 회사), catalase(Santa Cruz Biotechnology 회사), 

copper-zinc superoxide dismutase(CuZnSOD, Santa Cruz Biotechnology 회사), 

manganese superoxide dismutase(MnSOD; Santa Cruz Biotechnology 회사), 

solute carrier family 7 member 11(SLC7A11, ABclonal 회사), 

phospho-p38(p-p38; Cell Signaling Technology 회사, 미국), phospho-c-Jun 

N-terminal kinase(p-JNK; Cell Signaling Technology 회사), phospho-extracellular 

signal-regulated kinase(p-ERK; Cell Signaling Technology 회사), 

phospho-protein kinase B(p-AKT; ABclonal Technology 회사), 또는 β

-actin(Santa Cruz Biotechnology 회사) 항체를 4℃에서 18시간 동안 처리하였다.  

TBS-T로 membrane을 씻은 후, 2차 항체 peroxidase anti-rabbit IgG(Vector 

Laboratories 회사) 또는 peroxidase anti-mouse IgG(Vector Laboratories 회사)를 

상온에서 60분 동안 반응시켰다.  Western Lightning chemiluminescence 

reagent(PerkinElmer 회사, 미국)와 Azure c300 imaging 시스템(Azure Biosystem 
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회사, 미국)을 이용하여 단백질의 발현을 측정하였다.  측정된 단백질 발현의 정

도는 AzureSpot 분석 소프트웨어(Azure Biosystems 회사)를 사용하여 수치화되었

다.

7. 통계 분석

  모든 데이터의 통계 분석은 SigmaPlot 14.0 소프트웨어(Systat Software 회사, 

미국)를 사용하였다.  정규 분포(normal distribution)는 Shapiro-Wilk 정규성 검정

으로 평가되었다.  만약, 데이터가 정규 분포를 나타내지 않으면 로그(log)로 변

환시킨 뒤 다시 정규 분포를 평가하였다.  정규성 테스트를 통과한 데이터는 

one-way 또는 two-way analysis of variance(ANOVA)를 이용하여 분석하였고, 각 

그룹 비교는 Tukey 사후(post hoc)검정을 이용하여 분석하였다.  ANOVA에 대한 

결과를 Fα,β=γ으로 나타냈으며, 여기서 α, β, γ는 각각 설명된 분산에 대한 자유

도(degree of freedom for explained variance), 잔여 분산에 대한 자유도(degree 

of freedom for residual variance), F 값을 가리킨다.  정규성 가정이 만족되지 

않은 데이터는 비모수 검정(non-parametric test) 중 Kruskal-Wallis 검정을 이용

하여 분석하였고, 각 그룹 비교는 Student-Newman-Keuls 사후(post hoc)검정을 

이용하여 분석하였다.  Kruskal Wallis 검정에 대한 결과를 H=α, Nβ=γ으로 나타

냈으며, 여기서 α, β, γ는 각각 H 값, 그룹 수, 그룹 당 생쥐의 마리 수를 가리킨

다.  모든 데이터는 평균(mean) ± 표준오차(standard error of the mean, SEM)로 

표시하였다.  p 값이 0.05보다 작을 때 통계적으로 유의한 것으로 간주하였다.
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Ⅲ. 결과

1. 머캅토에탄올의 전처치는 허혈-재관류 손상으로 인한 콩팥의 기능 저하와 조

직학적 손상을 보호한다.

  허혈-재관류 손상으로 인한 급성콩팥손상에서 머캅토에탄올의 효과를 알아보

기 위해 콩팥 허혈을 유도하고 24시간과 48시간 동안 재관류 시킨 후 콩팥의 기

능을 먼저 조사하였다.  콩팥 허혈-재관류 손상이 24시간과 48시간 동안 진행되

었을 때, 혈장 creatinine의 수치가 현저하게 증가였지만, 손상 24시간 이전부터 

머캅토에탄올을 농도별로 전처치(pre-treatment)한 생쥐의 혈장 creatinine의 수치

는 유의한 감소를 보였다(그림 1B).  Sham 수술한 생쥐에서는 머캅토에탄올 전

처치에 대한 혈장 creatinine 수치의 유의한 변화가 관찰되지 않았다.  혈장 

creatinine 수치의 결과를 two-way ANOVA로 통계 분석하였을 때, 허혈-재관류 

손상(F2,60=175.679, p<0.001), 머캅토에탄올(F3,60=11.417, p<0.001), 허혈-재관류 

손상과 머캅토에탄올 간의 상호작용(F6,60=2.408, p=0.038)에서 유의한 차이를 보

였다.  추가적으로 BUN 수치를 측정하였을 때,  허혈-재관류가 24시간과 48시간 

동안 진행된 생쥐에서 BUN 수치가 현저하게 증가하였다(그림 1C).  하지만 수술 

24시간 이전부터 머캅토에탄올을 농도별로 전처치한 생쥐에서는 허혈-재관류 손

상 이후 24시간에서는 유의한 차이가 없었고 48시간에서 BUN 수치가 상당히 감

소하였다(그림 1C).  특이한 점은 sham 수술한 생쥐에서 머캅토에탄올을 농도별

로 투여하였을 때, BUN 수치가 유의하게 소폭 증가하였다(그림 1C).  혈중BUN 

수치의 결과를 two-way ANOVA로 통계 분석하였을 때, 허혈-재관류 손상

(F2,60=60.227, p<0.001) 그리고 허혈 재관류 손상과 머캅토에탄올 간의 상호작용

(F2,60=12.058, p<0.001)에서 유의한 차이를 보였고, 머캅토에탄올(F2,60=2.303, 

p=0.089)에서는 유의한 차이를 보이지 않았다.   비록 sham 수술한 생쥐에서 머

캅토에탄올 투여에 의한 혈장 creatinine 수치의 변화는 없었지만, BUN 농도의 

증가가 관찰되었기 때문에, 이러한 변화가 머캅토에탄올의 독성으로 유발된 것인

지 확인하기 위해 체중 변화를 관찰하였다.  측정 결과, 허혈-재관류 손상 이후 
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생쥐의 체중이 급격히 감소하였지만, 머캅토에탄올 전처치로 인한 체중 변화는 

없었다(그림 1D).  체중 변화 결과에 대한 two-way ANOVA 통계 분석에서도 허

혈-재관류 손상(F1,40=1308.412, p<0.001)에만 유의한 차이를 보였고 머캅토에탄

올(F3,30=0.274, p=0.844) 및 허혈-재관류 손상과 머캅토에탄올 간의 상호작용

(F3,30=0.165, p=0.919)에서는 유의한 차이가 없었다.  이러한 결과들을 종합해보

면, 머캅토에탄올의 전처치는 허혈-재관류 손상으로 유발된 콩팥의 기능 저하에 

방어 효과를 나타낸다는 사실을 보여준다.

  다음으로 허혈-재관류로 인한 콩팥의 조직학적 손상에서 머캅토에탄올의 효과

를 알아보기 위해 PAS 염색을 이용한 콩팥 요세관의 구조적 손상 정도를 측정하

였다.  콩팥의 기능 지표 중 혈장 creatinine 수치 결과와 유사하게, 허혈-재관류 

손상이 24시간과 48시간 동안 진행되었을 때, 콩팥의 피질과 바깥수질 바깥줄무

늬층의 요세관에서 심각한 손상을 유발하였다(그림 2A).  정상 콩팥 조직을 PAS 

염색하면, 요세관 상피세포의 세포질(cytoplasm)은 연보라색으로 보이고, 근위요

세관 상피세포의 꼭대기쪽 세포막(apical membrane)에 위치한 솔가장자리(brush 

border)는 빨간색으로 보인다.  특히, 바깥수질 바깥줄무늬층에 위치하는 세 번째 

구역 근위요세관의 솔가장자리는 첫 번째와 두 번째 구역 근위요세관의 솔가장

자리와 비교하였을 때, 솔가장자리를 구성하는 미세융모(microvilli)의 길이가 두드

러지게 길어지기 때문에 PAS 염색에 의해 빨간색이 더욱 두드러지게 나타난다.  

그림 2B처럼, 콩팥 허혈-재관류 손상은 요세관 위축, 요세관 속공간의 원주 형성, 

그리고 요세관 상피세포의 세포핵 상실을 유도하였다.  피질의 요세관 손상 점수

는 허혈-재관류 손상 이후 24시간에서 48시간까지 점차적으로 증가하는 패턴을 

보이지만, 바깥수질 바깥줄무늬층의 요세관 손상 점수는 손상 이후 24시간에서도 

급격하게 증가하였다(그림 2A).  이는 피질보다도 바깥수질 바깥줄무늬층의 요세

관에서 허혈-재관류 손상에 더 민감하게 반응한다는 것을 알 수 있다.  그러나, 

손상 24시간 이전부터 머캅토에탄올을 농도별로 전처치한 생쥐의 콩팥은 허혈-

재관류 손상에 노출되었을 때, vehicle을 투여한 생쥐의 콩팥에 비해 피질과 바깥

수질 바깥줄무뉘층의 요세관 손상 점수가 모두 유의하게 낮게 나타났다(그림 

2A).  그리고 sham 수술 이후 머캅토에탄올을 투여한 그룹과 vehicle을 투여한 
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그룹의 요세관 손상 점수에서는 유의한 차이가 없었다(그림 2A).  본 요세관 손

상 점수를 Kruskal-Wallis 검정으로 통계 분석하고 각 그룹 간의 비교를 

Student-Newman-Keuls 사후검정으로 분석하였을 때, 콩팥 피질과 바깥수질 바

깥줄무늬층에서 각각 H=66.067, N1-12=6, p=<0.001와 H=61.063, N1-12=6, 

p=<0.001으로서 통계적으로 유의한 차이를 보였다.  그림 2B는 허혈-재관류와 

sham 수술 이후 48시간에서 30 mg 용량의 머캅토에탄올 또는 vehicle을 투여한 

생쥐의 콩팥 피질과 바깥수질 바깥줄무늬층의 대표적인 조직학적 변화를 PAS 염

색으로 보여 주었다(그림 2B).  위 결과들은 머캅토에탄올의 전처치가 허혈-재관

류 손상으로 인한 콩팥 요세관의 조직학적 손상을 예방하고 있음을 말해준다.
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그림 1.  허혈-재관류 손상으로 유발된 콩팥 기능 저하에 대한 머캅토에탄올의 

보호 효과

  생쥐의 양측 콩팥을 30분 동안 허혈(ischemia) 또는 sham 수술한 후 24시간 

및 48시간 동안 재관류(reperfusion)하였다.  허혈-재관류 손상(IRI) 24시간 전부터 

매일 0.9% 식염수(vehicle)에 용해된 머캅토에탄올(2-mercaptoethanol, 2-ME)을 

몸무게 kg 당 3, 10, 또는 30 mg을 복강으로 투여하였다. 그룹 당 6마리.  (A) 

머캅토에탄올의 골격 구조식.  머캅토에탄올의 화학식은 C2H6OS이다.  (B, C) 혈

장 creatinine 수치와 blood urea nitrogen 수치는 콩팥 기능의 지표로 사용되었

다.  (D) 체중 변화는 생쥐를 희생(sacrifice)시키기 전 4시간 때의 체중에서 수술 

전 24시간 때의 체중을 뺀 값으로 나타냈다.  (B-D) 모든 결과는 two-way 

ANOVA와 Tukey 사후(post hoc)검정으로 통계 분석하였다.  평균(mean) ± 표준

오차(standard error of the mean, SEM)로 표시하였다.  ***, p<0.001 versus 

sham; #, p<0.05; ##, p<0.01; ###, p<0.001 versus vehicle.
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그림 2.  허혈-재관류 손상으로 유발된 콩팥 요세관의 조직학적 손상에 대한 머

캅토에탄올의 보호 효과

  생쥐의 양측 콩팥을 30분 동안 허혈(ischemia) 또는 sham 수술한 후 24시간 

및 48시간 동안 재관류(reperfusion)하였다.  허혈-재관류 손상(IRI) 24시간 전부터 

매일 0.9% 식염수(vehicle)에 용해된 머캅토에탄올(2-mercaptoethanol, 2-ME)을 

몸무게 kg 당 3, 10, 또는 30 mg을 복강으로 투여하였다.  그룹 당 6마리.  (A) 

피질(cortex)과 바깥수질 바깥줄무늬층(outer stripe of the outer medulla, 

OSOM)의 요세관 손상 점수.  (B) 콩팥의 피질과 바깥수질 바깥줄무늬층에서 

PAS 염색으로 나타낸 대표적인 사진.  Scale bar, 50 ㎛.  ***, p<0.001 versus 

sham; ###, p<0.001 versus vehicle.
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2. 머캅토에탄올의 후처치는 허혈-재관류 손상으로 인한 콩팥의 기능 저하와 조

직학적 손상을 감소시킨다.

  허혈-재관류 손상에 대한 머캅토에탄올의 치료적 효능을 알아보기 위해 콩팥 

허혈-재관류 이후 6시간 또는 24시간 때 머캅토에탄올을 후처치(post-treatment)

하여 콩팥 기능을 조사하였다.  허혈-재관류 손상이 48시간 동안 진행되었을 때, 

혈장 creatinine 수치는 허혈-재관류 이후 6시간부터 머캅토에탄올을 후처치한 생

쥐에서 유의하게 감소되었지만, 24시간부터 머캅토에탄올을 후처치한 생쥐에서는 

유의한 차이가 없었다(그림 3A).  본 혈장 creatinine 수치 결과를 one-way 

ANOVA로 통계 분석하였을 때, 유의한 차이를 보였다(F2,15=13.4, p<0.001).  추가

적으로, BUN 수치를 측정하였을 때,  혈장 creatinine 수치 결과와 유사하게 나

왔다.  허혈-재관류 이후 6시간부터 머캅토에탄올을 후처치한 생쥐에서는 유의한 

감소를 보였지만, 24시간부터 머캅토에탄올을 후처치한 생쥐에서는 유의한 차이

를 보이지 않았다(그림 3B).  본 BUN 수치 결과를 one-way ANOVA로 통계 분석

하였을 때도 유의한 차이를 보였다(F2,15=2400.6, p=0.005).  이러한 결과들은 콩

팥 허혈-재관류로 인해 급성콩팥손상이 발생하는 초기 단계에 머캅토에탄올을 

투여하면 콩팥 기능 저하를 효과적으로 막을 수 있지만, 이미 손상이 진행되는 

단계에서는 머캅토에탄올 투여의 효과가 없음을 보여 준다.

  다음으로 머캅토에탄올의 후처치에서 콩팥 허혈-재관류 손상으로 인한 조직학

적 변화를 살펴보았을 때, 콩팥의 기능 결과와 유사하게, 허혈-재관류 이후 6시

간부터 머캅토에탄올을 후처치한 생쥐에서 콩팥의 피질과 바깥수질 바깥줄무늬

층의 요세관 손상 점수가 현저하게 낮았다(그림 4A).  그러나 허혈-재관류 이후 

24시간부터 머캅토에탄올을 후처치한 생쥐에서는 요세관 손상 점수에 대한 유의

한 차이가 없었다(그림 4A).  특히, 콩팥의 바깥수질 바깥줄무늬층 보다 피질 부

위에서 머캅토에탄올 후처치에 의한 요세관의 구조적 손상이 상당히 억제되었다

(그림 4A, B).  이는 허혈-재관류 손상이 빠르게 진행하는 바깥수질 바깥줄무늬층 

보다 점증적으로 손상이 진행되는 피질 부위에서 머캅토에탄올의 치료가 효과적

으로 작용함을 말해준다.  그림 4B는 콩팥 허혈-재관류 손상 이후 6시간 또는 
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24시간 후부터 머캅토에탄올을 후처치한 생쥐 콩팥의 피질과 바깥수질 바깥줄무

늬층 부위에서 PAS로 염색한 대표적인 현미경 사진을 보여주고 있다.  콩팥 허

혈-재관류 손상으로 인해 요세관 위축, 요세관 속공간 내 원주 형성, 그리고 세포

핵 손실이 허혈-재관류 손상 6시간 후부터 머캅토에탄올을 투여한 콩팥에서는 

드물게 관찰되었다.  본 요세관 손상 점수 결과를 one-way ANOVA로 통계 분석

하였을 때, 콩팥 피질과 바깥수질 바깥줄무늬층에서 각각 F2,15=11.877, p<0.001

와 F2,15=4.647, p=0.027으로 나타남으로서 유의한 변화를 보였다.  위 결과들을 

종합해보면, 콩팥 허혈-재관류 손상 이후 진행되는 급성콩팥손상에 대한 머캅토

에탄올의 초기 치료는 요세관의 조직학적 손상 진행을 효과적으로 막아준다는 

사실을 알 수 있다.
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그림 3.  허혈-재관류 손상으로 유발된 콩팥 기능 저하에 대한 머캅토에탄올의 

치료 효과

  생쥐의 양측 콩팥을 30분 동안 허혈(ischemia) 또는 sham 수술한 후 48시간 

동안 재관류(reperfustion)하였다.  콩팥 허혈-재관류 손상(ischemia-reperfusion 

injury, IRI) 후 6시간 또는 24시간 후부터 매일 0.9% 식염수(vehicle)에 용해된 머

캅토에탄올(2-mercaptoethanol, 2-ME)을 몸무게 kg 당 30 mg 용량으로 복강 투

여하였다.  그룹 당 6마리.  (A, B) 혈장(plasma) creatinine 농도와 blood urea 

nitrogen(BUN) 농도는 콩팥 기능의 지표로 사용되었다.  모든 결과는 one-way 

analysis of variance(ANOVA)으로 통계 분석하였고, Tukey 사후(post hoc)검정으

로 그룹 간의 차이를 분석하였다.  그래프는 평균(mean) ± 표준오차(standard 

error of the mean, SEM)로 표시하였다.  #, p<0.05; ###, p<0.001 versus 

vehicle.
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그림 4.  허혈-재관류 손상으로 유발된 콩팥 요세관의 조직학적 손상에 대한 머

캅토에탄올의 치료 효과

  생쥐의 양측 콩팥을 30분 동안 허혈(ischemia) 수술한 후 48시간 동안 재관류

(reperfustion)하였다.  콩팥 허혈-재관류 손상(ischemia-reperfusion injury, IRI) 후 

6시간 또는 24시간 후부터 매일 0.9% 식염수(vehicle)에 용해된 머캅토에탄올

(2-mercaptoethanol, 2-ME)을 몸무게 kg 당 30 mg 용량으로 복강 투여하였다.  

그룹 당 6마리.  (A) 피질(cortex)과 바깥수질 바깥줄무늬층(outer stripe of the 
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outer medulla; OSOM)의 요세관 손상 점수(tubular injury score)는 periodic 

acid-Schiff(PAS)로 염색된 콩팥 절편 당 무작위로 선택된 5개의 400배 배율 시야

에서 측정하였다.  요세관 손상 점수 데이터는 정규 분포(normal distribution)를 

나타내기 때문에 one-way analysis of variance(ANOVA)와 Tukey 사후(post hoc)

검정으로 통계 분석하였고, 평균(mean) ± 표준오차(standard error of the mean, 

SEM)로 표현하였다.  #, p<0.05; ###, p<0.001 versus vehicle.  (B) Eclipse Ni 현

미경과 DS-Ri2 카메라와 NIS Elements imaging 소프트웨어를 이용하여 콩팥의 

피질과 바깥수질 바깥줄무늬층에서 PAS 염색으로 나타낸 대표적인 현미경 사진

을 촬영하였다.  Scale bar, 50 ㎛.
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3. 머캅토에탄올은 허혈-재관류 손상으로 인한 요세관 상피세포의 DNA 이중가닥 

절단을 막는다.

  H2A.X variant histone 단백질 내 서열 139번 serine의 인산화(phosphrylation)

를 통해 γH2AX가 생성되며, 이는 DNA 이중가닥 절단에 대한 세포의 초기 단계

에 일어나는 반응으로서 DNA 이중가닥 절단의 직접적인 마커로 사용된다37.  콩

팥 허혈-재관류 손상으로 유도된 DNA 이중가닥 절단에 대한 머캅토에탄올의 효

과를 알아보기 위해 먼저 western blot 분석을 이용하여 콩팥 내 γH2AX 단백질

의 전체 발현량을 측정하였다.  그 결과, 허혈-재관류 손상이 48시간 동안 진행

되었을 때, γH2AX 발현이 크게 증가하였지만, 머캅토에탄올을 투여한 생쥐의 콩

팥에서는 이러한 발현 증가가 현저하게 줄어들었다(그림 5A, B).  그리고 sham 

수술을 시행한 콩팥에서의 γH2AX 발현은 머캅토에탄올 투여에 의한 유의한 차

이를 나타내지 않았다(그림 5A, B).  콩팥 내 γH2AX 단백질 발현을 수치화한 결

과를 two-way AMOVA로 통계 분석하였을 때, 허혈-재관류 손상(F1,20=47.962, 

p<0.001), 머캅토에탄올(F1,20=12.927, p=0.002), 허혈-재관류 손상과 머캅토에탄올 

간의 상호작용(F1,20=11.755, p=0.003)에서 모두 유의한 차이를 보였다.  이는 머

캅토에탄올이 콩팥 허혈-재관류 손상으로 유발된 DNA 이중가닥 절단을 효과적

으로 억제함을 의미한다.

  콩팥 허혈-재관류 손상으로 유발된 DNA 이중가닥 절단이 발생하는 요세관에

서 머캅토에탄올의 효과를 알아보기 위해 면역조직화학염색을 이용하여 γH2AX

가 염색된 요세관 상피세포의 수를 측정하였다.  그림 6A는 콩팥의 피질과 바깥

수질 바깥줄무늬층의 요세관 상피세포에서 각각 염색된 γH2AX의 대표적인 사진

을 보여주고 있다.  추가적으로 이중 면역형광염색(double immunofluorescent 

stain)을 이용하여 γH2AX가 발현하는 요세관의 종류를 관찰하였다.  AQP1을 발

현하는 근위요세관38과 NKCC2를  발현하는 헨레고리의 굵은오름다리(thick 

ascending limb) 및 원위요세관39,40의 상피세포 내 세포핵에서 γH2AX 발현이 주

로 관찰되었다(그림 6B).  γH2AX가 염색된 요세관 상피세포의 수는 콩팥 허혈-

재관류 손상이 48시간 동안 진행되었을 때, γH2AX가 염색된 세포의 수가 콩팥의 
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피질과 바깥수질 바깥줄무늬층에서 크게 증가하였다(그림 6A, C).  특히, 피질 부

위와 비교하였을 때, 바깥수질 바깥줄무늬층 부위에서 γH2AX의 염색이 더 많이 

관찰되었다(그림 6A, C).  이를 통해, 허혈-재관류 손상에 노출된 콩팥에서 바깥

수질 바깥줄무늬층이 요세관 손상에 가장 취약한 부위인 것처럼 DNA 이중가닥 

절단도 가장 빈번하게 발생하는 부위임을 알 수 있다.  그러나 머캅토에탄올을 

투여한 생쥐의 콩팥에서는 이렇게 γH2AX가 염색된 세포의 수가 현저하게 적게 

관찰되었다(그림 6A, C).  본  γH2AX가 염색된 요세관 상피세포의 수를 

Kruskal-Wallis 검정으로 통계 분석하였고 각 그룹 간의 차이는 

Student-Newman-Keuls 사후검정으로 분석하였다.  콩팥 피질과 바깥수질 바깥

줄무늬층에서 각각 H=19.391, N1-4=6, p=<0.001과 H=19.925, N1-4=6, p=<0.001

으로서 통계적으로 유의한 차이를 보였다.  이러한 결과들은 허혈-재관류 손상에

서 머캅토에탄올에 의한 DNA 이중가닥 절단의 억제 효과가 콩팥 요세관 상피세

포에서 나타남을 제시한다.
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그림 5.  콩팥 허혈-재관류 손상으로 유발된 γH2AX의 발현 증가에 대한 머캅토

에탄올의 억제 효과

  생쥐의 양측 콩팥을 30분 동안 허혈(ischemia) 또는 sham 수술한 후 48시간 

동안 재관류(reperfusion)하였다.  콩팥 허혈-재관류 손상(ischemia-reperfusion 

injury, IRI) 24시간 전부터 매일 0.9% 식염수(vehicle)에 용해된 머캅토에탄올

(2-mercaptoethanol, 2-ME)을 몸무게 kg 당 30 mg 용량만큼 복강으로 투여하였

다.  그룹 당 6마리.  (A) 콩팥 내 H2A.X variant histone phosphorylated at 

serine 139(γH2AX)의 발현을 보여주는 western blot의 대표적인 결과.  Anti-β

-actin 항체는 동일한 단백질 용량으로 western blot 실험이 진행되었음을 보여준

다.  (B) AzureSpot 분석 소프트웨어(Azure Biosystems 회사)를 사용하여 콩팥 내 

γH2AX의 발현을 수치화하였다.  본 결과는 정규 분포(normal distribution)를 나

타냄으로서 two-way analysis of variance(ANOVA)를 이용하여 통계 분석하였고 

Tukey 사후(post hoc)검정으로 그룹 간의 차이를 분석하였다.  그래프는 평균

(mean) ± 표준오차(standard error of the mean, SEM)로 표시하였다.  *, 

p<0.05; ***, p<0.001 versus sham; #, p<0.05 versus vehicle.
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그림 6.  콩팥 허혈-재관류 손상으로 유발된 γH2AX가 발현하는 세포 수 증가에 

대한 머캅토에탄올의 억제 효과

  생쥐의 양측 콩팥을 30분 동안 허혈(ischemia) 또는 sham 수술한 후 48시간 

동안 재관류(reperfusion)하였다.  콩팥 허혈-재관류 손상(ischemia-reperfusion 

injury, IRI) 24시간 전부터 매일 0.9% 식염수(vehicle)에 용해된 머캅토에탄올

(2-mercaptoethanol, 2-ME)을 몸무게 kg 당 30 mg 용량으로 복강 투여하였다.  

그룹 당 6마리.  (A) Eclipse Ni 현미경과 DS-Ri2 카메라와 NIS Elements 

imaging 소프트웨어를 이용하여 콩팥의 피질(cortex)과 바깥수질 바깥줄무늬층
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(outer stripe of the outer medulla, OSOM)에서 발현하는 H2A.X variant histone 

phosphorylated at serine 139(γH2AX)의 대표적인 사진을 보여준다.  면역조직화

학염색(immuohistochemical stain) 방법을 사용하였다.  노란색 화살표는 γH2AX

가 염색된 요세관 상피세포를 가리킨다.  (B) 허혈-재관류로 손상된 콩팥 절편에

서 γH2AX 항체와 aquaporin 1(AQP1) 항체 및 Na-K-Cl cotransporter 2(NKCC2) 

항체를 이용하여 이중 면역형광염색(double immunofluorescent stain)을 실시하

였고, 이들을 형광현미경으로 관찰하였다.  하얀색 화살표는 AQP1이 발현하는 

근위요세관(proximal tubule)과 NKCC2가 발현하는 원위요세관(distal tubule)에서 

관찰되는 대표적인 γH2AX 발현을 가리킨다.  (A, B) Scale bar, 50 ㎛.  (C) 피질

과 바깥수질 바깥줄무늬층에서 γH2AX가 염색된 세포의 수는 400배 배율 시야에

서 계산되었다.  본 결과는 정규 분포(normal distribution)를 나타내지 않기 때문

에 비모수 검정(nonparametric test) 중 Kruskal-Wallis 검정으로 통계 분석하였고 

Student-Newman-Keuls 사후(post hoc)검정으로 그룹 간의 차이를 분석하였다.  

모든 결과는 평균(mean) ± 표준오차(standard error of the mean, SEM)로 표현

하였다.  *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001 versus sham; #, p<0.05; ##, 

p<0.01 versus vehicle.
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4. 허혈-재관류 손상을 받은 콩팥에서 머캅토에탄올은 ATM 신호전달경로의 활성

을 유도한다.

  DNA 이중가닥 절단에 대한 반응으로 DNA 복구와 관련된 특별한 신호전달 단

백질들이 활성 되는데41, 다음으로는 허혈-재관류 손상을 받은 콩팥에서 머캅토에

탄올에 의해 활성이 일어나는 DNA 손상 반응 관련 신호전달경로는 무엇인지 알

아보기 위해, western blot 분석을 이용하여 관련 단백질들의 인산화를 조사하였

다.  DNA 손상 반응에 작용하는 단백질 중 초기 단계에서 작용하는 upstream 

sensor kinase인 ATM와 ATR의 인산화를 측정하였을 때, 콩팥 허혈-재관류 손상 

이후 48시간에서 ATM과 ATR의 인산화가 모두 두드러지게 증가하였다(그림 7A, 

B).  그리고 머캅토에탄올의 투여는 콩팥 허혈-재관류 손상으로 인한 ATM의 인

산화를 더욱 증가시켰다(그림 7A, B).  그러나 허혈-재관류로 손상받은 콩팥에서 

증가된 ATR의 인산화는 머캅토에탄올에 의한 유의한 변화가 관찰되지 않았다.  

이 결과는 허혈-재관류 손상을 받은 콩팥에서 머캅토에탄올이 DNA 손상 반응의 

초기 단계에 반응하는 단백질 중 ATM의 활성을 선택적으로 더욱 높인다는 것을 

보여준다.  즉, 머캅토에탄올이 ATM의 DNA 손상 반응을 더욱 활성 시킴으로서 

허혈-재관류 손상으로 인한 DNA 이중가닥 절단을 보호한다고 제시할 수 있다.  

ATM 인산화의 결과를 two-way ANOVA로 통계 분석하였을 때, 허혈-재관류 손

상(F1,20=39.460, p<0.001)과 허혈-재관류 손상과 머캅토에탄올 간의 상호작용

(F1,20=6.207, p=0.022)에서는 유의한 차이를 보였지만, 머캅토에탄올(F1,20=3.496, 

p=0.076)에서는 차이가 없었다.  그리고 ATR 인산화의 결과를 two-way ANOVA

로 통계 분석하였을 때, 허혈-재관류 손상(F1,20=69.138, p<0.001)에서만 유의한 

차이가 보였고 머캅토에탄올(F1,20=1.077, p=0.312)과 허혈-재관류 손상과 머캅토

에탄올 간의 상호작용(F1,20=0.0453, p=0.834)에서는 차이가 없었다.

  다음으로 ATM 신호전달경로에서 downstream effector kinase로 작용하는 단

백질들의 인산화를 western blot 분석을 이용하여 측정하였다.  허혈-재관류 손

상 이후 48시간이 경과된 콩팥에서 downstream effector kinase 중 Chk1, Chk2, 

XRCC1의 인산화는 감소하였지만, 이들 모두 머캅토에탄올을 투여받은 생쥐의 콩
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팥에서는 vehicle을 투여받은 생쥐의 콩팥보다 유의하게 높았다(그림 7A, C).  그

리고 sham 수술을 받은 콩팥에서 이들 Chk1, Chk2, XRCC1의 인산화는 머캅토

에탄올 투여와 vehicle 투여 사이에 유의한 차이가 없었다(그림 7A, C).  Chk1 인

산화에 대한 two-way ANOVA의 통계 분석은 허혈-재관류 (F1,20=4.702, p<0.042)

에서 유의한 차이를 보여주었지만, 머캅토에탄올(F1,20=3.527, p=0.075)에서는 차

이가 없었다.  그리고 Chk2 인산화에 대한 two-way ANOVA의 통계 분석은 허혈

-재관류 손상(F1,20=5.618, p=0.028), 머캅토에탄올(F1,20=9.727, p=0.005), 허혈-재

관류 손상과 머캅토에탄올 사이의 상호작용(F1,20=4.692, p=0.043) 모두 유의한 차

이를 나타냈다.  마지막으로 XRCC1 인산화에 대한 two-way ANOVA의 통계 분

석은 머캅토에탄올(F1,20=10.703, p=0.004)과 허혈-재관류 손상과 머캅토에탄올 사

이의 상호작용(F1,20=4.514, p=0.046)에서 유의한 차이를 나타냈지만, 허혈-재관류 

손상(F1,20=1.075, p=0.312)에서는 차이가 없었다.  이러한 결과들은 머캅토에탄올

이 허혈-재관류 손상 후 ATM 관련 신호전달경로를 통해 DNA 손상 반응을 일으

킴을 알 수 있다.
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그림 7.  허혈-재관류 손상 받은 콩팥에서 머캅토에탄올에 의한 ATM 신호전달경

로의 활성

  생쥐의 양측 콩팥을 30분 동안 허혈(ischemia) 또는 sham 수술한 후 48시간 

동안 재관류(reperfusion)하였다.  콩팥 허혈-재관류 손상(ischemia-reperfusion 
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injury, IRI) 24시간 전부터 매일 0.9% 식염수(vehicle)에 용해된 머캅토에탄올

(2-mercaptoethanol, 2-ME)을 몸무게 kg 당 30 mg 용량으로 복강으로 투여하였

다.  그룹 당 6마리.  (A) Ataxia telangiectasia mutated(ATM), ataxia 

telangiectasia and Rad3 related(ATR), checkpoint kinase 1(Chk1), checkpoint 

kinase 2(Chk2), X-ray repair cross-complementing protein 1(XRCC1)의 인산화

(phosphorylation)를 측정하기 위해 western blot 분석을 실시하였다.  β-Actin의 

발현은 동일한 용량의 단백질을 사용하였음을 보여준다.  (B) ATM과 ATR 단백질

의 인산화를 수치화하였다.  (C) Chk1, Chk2, 그리고 XRCC1 단백질의 인산화를 

수치화하였다.  (B, C) 단백질 인산화를 수치화하기 위해 AzureSpot 분석 소프트

웨어(Azure Biosystems 회사)를 사용하였다.  모든 결과는 정규 분포(normal 

distribution)를 나타내기 때문에, two-way analysis of variance(ANOVA)로 통계 

분석하였고 Tukey 사후(post hoc)검정으로 그룹 간의 차이를 분석하였다.  모든 

그래프는 평균(mean) ± 표준오차(standard error of the mean, SEM)로 표시하였

다.  *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001 versus sham; #, p<0.05; ##, p<0.01 

versus vehicle.
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5. 허혈-재관류 손상에 노출된 콩팥에서 머캅토에탄올은 GPX4 항산화 단백질을 

선택적으로 과발현 시킨다.

  산화 스트레스(oxidative stress)는 DNA 이중가닥 절단의 중요한 원인42이며 허

혈-재관류 손상의 핵심 제공자이다43.  콩팥 허혈-재관류 손상으로 인한 산화 스

트레스에서 머캅토에탄올의 효과를 알아보기 위해 western blot 분석을 이용하여 

콩팥 내 항산화 단백질들의 전체 발현량을 측정하였다.  그 결과, 허혈-재관류 손

상이 48시간 동안 진행되었을 때, GPX4, catalase, CuZnSOD 그리고 MnSOD의 

단백질 발현이 모두 유의하게 감소하였다.  그러나 머캅토에탄올을 투여한 생쥐

의 콩팥에서 GPX4 단백질의 발현만 현저하게 증가하였다(그림 8A, B).   그리고 

sham 수술을 시행한 콩팥에서 항산화 단백질들의 발현은 머캅토에탄올 투여에 

의한 유의한 차이를 나타내지 않았다(그림 8A, B).  GPX4의 발현 결과를 

two-way ANOVA를 이용하여 통계 분석하면 머캅토에탄올(F1,20=11.763, p=0.003)

과 허혈-재관류 손상과 머캅토에탄올 사이의 상호작용(F1,20=17.306, p<0.001)에서

는 유의한 차이를 나타냈지만, 허혈-재관류 손상(F1,20=0.0204, p=0.888)에서는 차

이가 없었다.  Catalase의 발현 결과를 two-way ANOVA로 통계 분석하면 허혈-

재관류 손상(F1,20=32.415, p<0.001)에서 유의한 차이를 나타냈지만, 머캅토에탄올

(F1,20=1.247, p=0.277)과 허혈-재관류 손상과 머캅토에탄올 사이의 상호작용

(F1,20=0.244, p=0.626)에서는 유의한 차이가 없었다.  CuZnSOD의 발현 결과를 

two-way ANOVA의 통계 분석은 허혈-재관류 손상(F1,20=40.121, p<0.001)에서 유

의한 차이를 나타냈지만 머캅토에탄올(F1,20=1.317, p=0.265)과 허혈-재관류 손상

과 머캅토에탄올 사이의 상호작용(F1,20=0.444, p=0.513)에서는 차이가 없었다.  

MnSOD의 발현 결과를 two-way ANOVA로 통계 분석하면 허혈-재관류 손상

(F1,20=52.641, p<0.001)에서 유의한 차이를 나타냈고 반대로 머캅토에탄올

(F1,20=1.352, p=0.259)과 허혈-재관류 손상과 머캅토에탄올 사이의 상호작용

(F1,20=0.0346, p=0.854)에서는 차이가 없었다.  이는 허혈-재관류 손상을 받은 콩

팥에서 머캅토에탄올이 GPX4 단백질의 발현을 선택적으로 과발현 시킴을 시사

한다.
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그림 8.  콩팥 허혈-재관류 손상으로 유발된 GPX4 발현 감소에 대한 머캅토에탄

의 억제 효과

  생쥐의 양측 콩팥을 30분 동안 허혈(ischemia) 또는 sham 수술한 후 48시간 

동안 재관류(reperfusion)하였다.  허혈-재관류 손상(ischemia-reperfusion injury, 

IRI) 유도하기 24시간 전부터 매일 0.9% 식염수(vehicle)에 용해된 머캅토에탄올

(2-mercaptoethanol, 2-ME)을 몸무게 kg 당 30 mg 용량으로 복강 투여하였다.  

그룹 당 6마리.  (A) Glutathione peroxidase 4(GPX4), catalase, copper-zinc 

superoxide dismutase(CuZnSOD), manganese superoxide dismutase(MnSOD) 단

백질의 발현을 western blot으로 나타내었다.  β-Actin 항체는 동일한 단백질 정

량을 나타내기 위해 사용되었다.  (B) GPX4, catalase, CuZnSOD, MnSOD의 발현

을 수치화하였다.  *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001 versus sham; ###, 

p<0.001 versus vehicle.
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6. 허혈-재관류 손상에 노출된 콩팥에서 머캅토에탄올은 ferroptosis에 영향을 주

지 않는다.

  Ferroptosis는 환원된(reduced) glutathione(GSH)의 감소로 인해 유발되어 지질

과산화(lipid peroxidation)의 축적으로 이어지는 세포사이다44,45.  ferroptosis는 허

혈-재관류 손상의 발생과 진행에 관여한다는 보고가 있다46,47.  다음으로, 허혈-재

관류 손상을 받은 콩팥에서 ferroptosis에 대한 머캅토에탄올의 효과를 알아보기 

위해 western blot 분석을 이용하여 ferroptosis 관련 단백질로 알려진 SLC7A11 

단백질의 발현을 측정하였다.  콩팥 허혈-재관류가 24시간과 48시간 동안 진행되

었을 때, SLC7A11 단백질의 발현이 유의하게 감소하였다(그림 9A, B).  그리고 

수술 이전 24시간부터 머캅토에탄올을 농도별로 투여하였을 때 허혈-재관류 손

상에 노출된 콩팥과 sham 수술한 콩팥 모두에서 유의한 차이가 없었다.  

SLC7A11 단백질의 발현 결과를 two-way ANOVA로 통계 분석하였을 때 허혈-재

관류 손상(F2,60=47.065, p<0.001)에서는 유의한 차이를 나타냈지만 머캅토에탄올

(F2,60=1.512, p=0.220)과 허혈-재관류 손상과 머캅토에탄올 사이의 상호작용

(F2,60=0.577, p=0.747)에서는 유의한 차이가 없었다.  이러한 결과는 머캅토에탄

올이 허혈-재관류 손상에서 SLC7A11 단백질의 변화에 영향을 미치지 않는다는 

사실을 보여 준다.  즉, 머캅토에탄올이 콩팥 허혈-재관류 손상으로 유발된 

ferroptosis에 영향을 미치지 않음을 시사한다.
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그림 9.  허혈-재관류 손상 후 머캅토에탄올에 의한 SLC7A11 발현 변화

  생쥐의 양측 콩팥을 30분 동안 허혈(ischemia) 또는 sham 수술한 후 24시간 

및 48시간 동안 재관류(reperfusion)하였다.  허혈-재관류 손상(IRI) 24시간 전부터 

매일 0.9% 식염수(vehicle)에 용해된 머캅토에탄올(2-mercaptoethanol, 2-ME)을 

몸무게 kg 당 3, 10, 또는 30 mg 용량으로 복강 투여하였다.  그룹 당 6마리.  

(A) Solute carrier family 7 member 11(SLC7A11)의 발현을 western blot 분석으

로 측정하였다.  Anti-β-actin 항체는 단백질 정량 확인을 위해 사용되었다.  (B) 

SLC7A11 발현을 수치화하였다.  본 결과는 정규 분포(normal distribution)를 나

타내지 않아 Kruskal-Wallis 검정과 Student-Newman-Keuls 사후(post hoc)검정으

로 통계 분석하였다.  ***, p<0.001 versus sham.
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7. GPX4 억제는 허혈-재관류 손상 동안 머캅토에탄올에 의한 DNA 손상의 보호 

효과를 상쇄 시킨다.

  GPX4는 지질과산화를 감소시킬 뿐만 아니라 nucleoside 중 thymidine의 과산

화(peroxidation) 작용도 억제한다48.  콩팥 허혈-재관류 손상에서 머캅토에탄올에 

의한 GPX4의 과발현이 DNA 손상에 대한 보호 효과와 관련 있는지 알아보기 위

해, 머캅토에탄올을 전처치하고 콩팥 허혈-재관류 손상을 받은 생쥐에서 RSL3라

는 GPX4 억제제(inhibitor)를 이용하였다.  먼저, GPX4 발현을 조사하였을 때, 콩

팥 허혈-재관류 손상 48시간 이후, RSL3와 머캅토에탄올을 같이 투여받은 생쥐

의 콩팥은 머캅토에탄올만 단독으로 투여받은 생쥐의 콩팥보다 GPX4 단백질의 

발현이 상당히 억제되었다(그림 10A, B).  GPX4 단백질의 발현 결과를 one-way 

ANOVA로 통계 분석하였을 때, F1,10=6.606, p=0.028으로 나타남으로서 그룹별로 

유의한 차이를 보였다.  이는 RSL3 투여가 GPX4의 발현을 효과적으로 억제하였

음을 알 수 있다.  다음으로는 γH2AX의 발현을 조사함으로서 DNA 이중가닥 절

단 정도를 조사하였다.  콩팥 허혈-재관류 손상 48시간 이후, RSL3와 머캅토에탄

올을 동시에 투여받은 생쥐의 콩팥은 머캅토에탄올만 단독으로 투여받은 생쥐의 

콩팥보다 γH2AX의 발현이 현저하게 증가하였다(그림 10A, B).  본 γH2AX 단백

질의 발현 결과를 one-way ANOVA로 통계 분석하였을 때, F1,10=7.411, p=0.021

으로 나타남으로서 그룹별로 유의한 차이를 보였다.  이러한 결과를 통해 머캅토

에탄올에 의해 억제되었던 DNA 이중가닥 절단이 GPX4 억제를 통해 다시 유발

되었음을 보여준다.  즉 GPX4 발현의 억제가 허혈-재관류 손상 동안 머캅토에탄

올에 의한 DNA 손상에 대한 보호 효과를 상쇄시킴을 시사한다.

  다음으로는 허혈-재관류 손상을 받은 콩팥에서 머캅토에탄올에 의해 유도된 

ATM 신호전달경로의 활성과 관련하여 GPX4 억제 효과를 살펴보기 위해, 

western blot 분석을 이용하여 upstream sensor kinase 단백질들의 인산화를 측

정하였다.  콩팥 허혈-재관류 손상 48시간 이후, RSL3와 머캅토에탄올를 동시에 

투여받은 생쥐의 콩팥에서는 머캅토에탄올을 단독으로 투여받은 생쥐의 콩팥보

다 ATM 단백질의 인산화가 현저하게 감소하였지만, ATR 단백질의 인산화는 차
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이가 없었다(그림 10A, C).  ATM 인산화에 대한 one-way ANOVA의 통계 분석

은 F1,10=6.278, p=0.031으로 그룹별로 유의한 차이를 보였다.  그러나 ATR에 대

한 one-way ANOVA의 통계 분석은 F1,10=0.307, p=0.592으로 그룹별로 차이가 

없었다.  이 결과를 통해, 허혈-재관류 손상을 받은 콩팥에서 GPX4 억제는 DNA 

손상 초기에 반응하는 단백질 중 ATM의 활성을 유의하게 감소시킨다는 것을 알 

수 있다.  즉, GPX4 억제가 ATM 관련 DNA 손상 반응을 감소시킴으로써 머캅토

에탄올에 의한 DNA 이중가닥 절단의 보호 효과를 상쇄시킴을 보여주고 있다.  

다음으로 ATM 신호전달경로에서 downstream effector kinase로 작용하는 단백

질들의 인산화를 측정하였다.  콩팥 허혈-재관류 손상 이후 48시간 동안 진행된 

콩팥에서 RSL3와 머캅토에탄올을 함께 투여받은 생쥐의 콩팥은 머캅토에탄올만 

투여받은 생쥐의 콩팥과 비교하여 Chk1, Chk2, XRCC1의 인산화가 모두 현저하

게 감소하였다(그림 10A, C).  이들 인산화 결과들을 one-way ANOVA로 통계 분

석하였을 때, Chk1과 Chk2, XRCC1에서 각각 F1,10=7.665, p=0.020와 F1,10=7.977, 

p=0.018 그리고 F1,10=6.056, p=0.034으로 나타남으로서 그룹별로 유의한 차이를 

보였다.  이상의 결과들은 콩팥 허혈-재관류 손상 후 머캅토에탄올에 의한 ATM 

관련 DNA 손상 반응의 활성이 GPX4 과발현과 연관되어 있음을 시사한다.
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그림 10.  허혈-재관류로 손상된 콩팥에서 머캅토에탄올의 DNA 보호에 대한 

GPX4 억제제의 상쇄 효과

  생쥐의 양측 콩팥을 30분 동안 허혈(ischemia) 또는 sham 수술한 후 48시간 

동안 재관류(reperfusion)하였다.  콩팥 허혈-재관류 손상(ischemia-reperfusion 

injury, IRI) 24시간 전부터 매일 0.9% 식염수(vehicle)에 용해된 머캅토에탄올

(2-mercaptoethanol, 2-ME)을 몸무게 kg 당 30 mg 용량으로 복강 투여하였다.  

그리고 2% dimethyl sulfoxide(DMSO)를 함유한 0.9% 식염수에 Ras-selective 

lethal 3(RSL3)를 용해시켜 몸무게 kg 당 10 mg 용량으로 함께 복강 투여하였다.  

(A) Glutathione peroxidase 4(GPX4), H2A.X variant histone phosphorylated at 

serine 139(γH2AX), phospho-ataxia telangiectasia mutated(p-ATM), 

phospho-checkpoint kinase 1(p-Chk1),  phospho-checkpoint kinase 2(p-Chk2), 

phospho-X-ray repair cross-complementing protein 1(p-XRCC1), 

phospho-ataxia telangiectasia and Rad3 related(p-ATR)를 western blot 분석 방

법으로 확인하였다.  그리고 Anti-β-actin 항체는 동일한 단백질 정량을 보여주기 

위해 사용되었다.  (B, C) AzureSpot 분석 소프트웨어(Azure Biosystems 회사)를 

이용하여 GPX4, γH2AX, p-ATM, p-Chk1, p-Chk2, p-XRCC1, p-ATR의 활성 및 발

현을 수치화하였다.  모든 결과들은 정규 분포(normal distribution)를 나타내기 

때문에 one-way analysis of variance(ANOVA)와 Tukey 사후(post hoc)검정으로 

통계 분석하였고, 평균(mean) ± 표준오차(standard error of the mean, SEM)로 

표시하였다.  §, p<0.05 versus 2% DMSO.
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8. GPX4 억제는 허혈-재관류 손상 동안 머캅토에탄올에 의한 콩팥 기능 저하와 

요세관 손상의 보호 효과를 상쇄 시킨다.

  다음으로 머캅토에탄올을 투여받은 생쥐의 콩팥에서 허혈-재관류 손상 이후 

GPX4 억제제가 콩팥의 기능에 어떻게 영향을 미치는지 조사하였다.  RSL3와 머

캅토에탄올을 동시에 투여받은 생쥐를 머캅토에탄올만 투여받은 생쥐와 비교하

였을 때, 혈장 creatinine 수치가 훨씬 더 높게 증가하였다(그림 11A).  혈장 

creatinine 수치 결과를 one-way ANOVA로 통계 분석하였을 때, F1,10=32.808, 

p<0.001으로 나타남으로서 그룹 간에 유의한 차이를 보였다.  추가적으로 BUN 

수치를 측정하였을 때도 콩팥 허혈-재관류 손상 동안 RSL3와 머캅토에탄올을 동

시에 투여받은 생쥐의 BUN 수치가 유의하게 증가하였다(그림 11B).  BUN 수치 

결과를 one-way ANOVA로 통계 분석하였을 때, F1,10=30.665, p<0.001으로 나타

남으로서 그룹 간에 유의한 차이를 보였다.  이상의 콩팥 기능 결과들을 종합해

보면, 허혈-재관류 손상에 노출된 콩팥이 머캅토에탄올에 의해 콩팥 기능이 보호

되었지만, GPX4 억제에 의해 그 보호 효과가 상쇄되었음을 알 수 있다.

  다음으로 머캅토에탄올을 투여받은 생쥐의 콩팥에서 허혈-재관류 손상 이후 

GPX4 억제에 의한 구조적 손상 변화를 관찰하였다.  콩팥 기능 결과와 유사하게, 

콩팥 허혈-재관류 손상 동안 RSL3와 머캅토에탄올을 동시에 투여받은 생쥐의 콩

팥과 머캅토에탄올을 단독으로 투여받은 생쥐의 콩팥을 비교하였을 때 콩팥의 

수질과 바깥수질 바깥줄무늬층에 존재하는 요세관에서 심각한 손상이 유발되었

다(그림 12A).  그림 12B처럼, 손상을 유도하기 24시간 전부터 머캅토에탄올과 

RSL3를 동시에 투여받은 콩팥의 요세관에서 요세관 위축과 요세관 속공간의 원

주가 다시 형성되는 것을 관찰하였다.  요세관 손상 점수 결과를 one-way 

ANOVA로 통계 분석하였을 때, 콩팥 피질과 바깥수질 바깥줄무늬층에서 각각 

F1,10=18.476, p<0.001와 F1,10=4.969, p=0.022으로 나타남으로서 그룹 간에 유의

한 차이를 보였다.  위 결과들을 종합해보면, GPX4의 억제가 머캅토에탄올을 투

여받은 생쥐의 콩팥에서 나타나는 허혈-재관류 손상에 대한 보호 효과를 감소시

키고 다시 요세관 손상을 유발시킴을 알 수 있다.
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그림 11.  허혈-재관류로 손상된 콩팥에서 머캅토에탄올의 콩팥 기능 보호에 대

한 GPX4 억제제의 상쇄 효과

  생쥐의 양측 콩팥을 30분 동안 허혈(ischemia) 또는 sham 수술한 후 48시간 

동안 재관류(reperfusion)하였다.  콩팥 허혈-재관류 손상(ischemia-reperfusion, 

IRI)을 유도하기 24시간 전부터 매일 0.9% 식염수(vehicle)에 용해된 머캅토에탄

올(2-mercaptoethanol, 2-ME)을 몸무게 kg 당 30 mg 용량으로 복강 투여하였다.  

그리고 2% dimethyl sulfoxide(DMSO)를 함유한 0.9% 식염수에 용해된 

Ras-selective lethal 3(RSL3)를 몸무게 kg 당 10 mg 용량으로 복강 투여하였다.  

(A, B) 혈장 creatinine 수치와 blood urea nitrogen 수치는 콩팥 기능의 지표로 

사용되었다.  각각  30 ㎕과 5 ㎕의 혈장을 가지고 분석 키트를 이용하여 측정하

였다.  (A) 혈장 creatinine 수치는 정규 분포(normal distribution)를 나타내기 때

문에 one-way analysis of variance(ANOVA)와 Tukey 사후(post hoc)검정으로 통

계 분석하였다.  (B) Blood urea nitrogen 수치는 one-way analysis of 

variance(ANOVA)와 Dunnett’s 사후(post hoc)검정으로 통계 분석하였다.  평균

(mean) ± 표준오차(standard error of the mean, SEM)로 표시하였다.  §, 

p<0.05; §§, p<0.01; §§§, p<0.001 versus 2% DMSO.
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그림 12.  허혈-재관류로 손상된 콩팥에서 머캅토에탄올의 조직학적 요세관 손상

에 대한 GPX4 억제제의 상쇄 효과

  생쥐의 양측 콩팥을 30분 동안 허혈(ischemia) 또는 sham 수술한 후 48시간 

동안 재관류(reperfusion)하였다.  콩팥 허혈-재관류 손상(ischemia-reperfusion, 

IRI)을 유도하기 24시간 전부터 매일 0.9% 식염수(vehicle)에 용해된 머캅토에탄

올(2-mercaptoethanol, 2-ME)을 몸무게 kg 당 30 mg 용량으로 복강 투여하였다.  

그리고 2% dimethyl sulfoxide(DMSO)를 함유한 0.9% 식염수에 용해된 

Ras-selective lethal 3(RSL3)를 몸무게 kg 당 10 mg 용량으로 복강 투여하였다.  

(A) 피질(cortex) 및 바깥수질 바깥줄무늬층(outer stripe of the outer medulla; 

OSOM)에 위치하는 요세관 손상 점수(tubular injury score)는 periodic 

acid-Schiff(PAS)로 염색된 콩팥 절편에서 측정되었다.  (B) Nikon Eclipse Ni 현미

경과 DS-Ri2 카메라, 그리고 NIS Elements imaging 소프트웨어를 이용하여 콩팥

의 피질과 바깥수질 바깥줄무늬층에서 PAS 염색으로 나타낸 대표적인 현미경 사

진을 촬영하였다.  Scale bar, 50 ㎛.  §, p<0.05; §§, p<0.01 vs 2% DMSO.
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9. 허혈-재관류 손상에 노출된 콩팥에서 머캅토에탄올이 p38, ERK, AKT의 활성을 

유도한다.

  콩팥 허혈-재관류 손상으로 생성된 활성산소종이 mitogen-activated protein 

kinase (MAPK)의 활성을 유도한다는 보고는 잘 알려져 있다49.  그리고 이 MAPK

는 GPX4를 포함한 다양한 유전자들의 발현을 조절한다50,51.  본 실험에서는 허혈

-재관류 손상을 받은 콩팥에서 MAPK 활성에 대한 머캅토에탄올의 역할을 알아

보기 위해, western blot 분석을 이용하여 관련 단백질들의 인산화를 조사하였다.  

콩팥 허혈-재관류 손상은 시간에 따라 p38과 ERK의 인산화를 두드러지게 증가시

켰으나 JNK의 인산화에서는 유의한 차이가 없었다(그림 13A, B).  그리고 손상 

24시간 전부터 머캅토에탄올을 투여받은 생쥐의 콩팥에서는 p38과 ERK의 인산

화가 유의하게 더욱 증가하였고, JNK의 인산화는 머캅토에탄올 투여에 의한 유

의한 차이를 나타내지 않았다(그림 13A, B).  Sham 수술을 시행한 콩팥에서 p38

과 ERK의 인산화는 머캅토에탄올에 의해 유의한 차이를 나타내지 않았다(그림 

13A, B).  p38 인산화에 대한 결과를 two-way ANOVA로 통계 분석하였을 때, 허

혈-재관류 손상 (F2,60=24.454, p<0.001), 머캅토에탄올(F2,60=38.407, p<0.001), 허

혈-재관류 손상과 머캅토에탄올 사이의 상호작용(F2,60=2.736, p=0.020) 모두 유의

한 차이를 나타냈다.  JNK의 인산화 결과를 Kruskal-Wallis 검정과 

Student-Newman-Keuls 사후검정으로 통계 분석하였을 때, H=10.151, N1-12=6, 

p=0.517으로서 그룹 간에 통계적으로 유의한 차이가 없었다.  마지막으로 ERK의 

인산화 결과를  Kruskal-Wallis 검정과 Student-Newman-Keuls 사후검정으로 통

계 분석하였을 때, H=51.727, N1-12=6, p<0.001로서 그룹 간에  통계적으로 유의

한 차이를 보였다.  이러한 결과들은 콩팥 허혈-재관류 손상 후 머캅토에탄올에 

의한 MAPK 활성 증가를 보여준다.

  AKT의 활성은 콩팥 허혈-재관류 손상 이후 회복을 위해 유도되고 nuclear 

factor erythroid-2-related factor 2(Nrf2)를 통하여 GPX4 등의 항산화 단백질들

을 발현하는데 매개자(mediator)로 작용할 수 있다52.  본 western blot 분석 결

과, 콩팥 허혈-재관류 손상 이후 증가된 AKT 인산화가 머캅토에탄올에 의해 더
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욱 증가하였다(그림 14A, B).  그러나 AKT 인산화의 증가는 고농도(몸무게 kg 당 

10~30 mg)의 머캅토에탄올을 투여한 생쥐의 콩팥에서만 관찰되었다(그림 14A, 

B).  Sham 수술을 시행한 콩팥에서는 머캅토에탄올 투여가 AKT 인산화에 영향

을 주지 않았다(그림 14A, B).  AKT 인산화의 결과를 Kruskal-Wallis 검정과 

Student-Newman-Keuls 사후검정으로 통계 분석하였을 때, H=60.178, N1-12=6, 

p<0.001로서 그룹 간에 통계적으로 유의한 차이를 보였다.  이를 통해 머캅토에

탄올이 허혈-재관류 손상을 받은 콩팥에서 AKT 단백질의 활성을 증가시킴을 알 

수 있다.
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그림 13.  허혈-재관류로 손상된 콩팥에서 머캅토에탄올에 의한 MAPK 활성

  생쥐의 양측 콩팥을 30분 동안 허혈(ischemia) 또는 sham 수술한 후 24시간 

및 48시간 동안 재관류(reperfusion)하였다.  콩팥 허혈-재관류 손상

(ischemia-reperfusion, IRI)을 유도하기 24시간 전부터 매일 0.9% 식염수(vehicle)

에 용해된 머캅토에탄올(2-mercaptoethanol, 2-ME)을 몸무게 kg당 3, 10, 또는 

30 mg을 복강으로 투여하였다.  (A) Mitogen-activated protein kinase(MAPK) 중

p38 (p38), extracellular signal-regulated kinases(ERK), c-Jun N-terminal 

kinases(JNK)의 인산화(phosphorylation)를 western blot 분석 방법으로 측정하였

다.  Anti-β-actin 항체는 동일한 단백질 정량을 나타내기 위해 사용되었다.  (B) 

p38, ERK, JNK 인산화를 수치화하였다.  p38 인산화 결과는 정규 분포(normal 

distribution)를 나타냄으로서 two-way analysis of variance(ANOVA)와 Tukey 사

후(post hoc)검정을 이용하여 통계 분석하였다.  JNK와 ERK 인산화는 정규 분포

(normal distribution)를 나타내지 않았기 때문에 비모수 검정(non-parametric 

test) 중 Kruskal-Wallis 검정과 Student-Newman-Keuls 사후(post hoc)검정으로 

통계 분석하였다.  모든 그래프는 평균(mean) ± 표준오차(standard error of the 

mean, SEM)로 표시되었다.  *, p<0.05; ***, p<0.001 versus sham; #, p<0.05; 

###, p<0.001 versus vehicle.
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그림 14.  허혈-재관류로 손상된 콩팥에서 머캅토에탄올 투여에 의한 AKT 활성

  생쥐의 양측 콩팥을 30분 동안 허혈(ischemia) 또는 sham 수술한 후 24시간 

및 48시간 동안 재관류(reperfusion)하였다.  콩팥 허혈-재관류 손상

(ischemia-reperfusion, IRI)을 유도하기 24시간 전부터 매일 0.9% 식염수(vehicle)

에 용해된 머캅토에탄올(2-mercaptoethanol, 2-ME)을 몸무게 kg당 3, 10, 30 mg 

용량으로 복강 투여하였다.  (A) Protein kinase B(AKT) 인산화(phosphorylation)

는 western blot 분석 방법으로 측정하였다.  (B) AKT 인산화를 수치화하였다.  

모든 결과는 Kruskal-Wallis와 Student-Newman-Keuls 사후(post hoc)검정으로 통

계 분석하였다.  ***, p<0.001 versus sham; #, p<0.05 versus vehicle.
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Ⅳ. 고찰

  콩팥 허혈-재관류 손상은 종, 성별, 연령에 상관없이 급성콩팥손상의 가장 흔한 

원인 중 하나로 여러 연구와 치료의 발달에도 불구하고 급성콩팥손상의 사망률

은 여전히 높다.  콩팥 허혈-재관류 손상의 기전(mechanism)은 저산소증 이후 산

소가 다시 공급되면서 활성산소종 및 관련 물질들이 요세관 상피세포의 세포사

를 야기하는 것이다.  이 과정에서 요세관 상피세포는 심각한 DNA 손상을 받게 

되며, 특히 DNA 이중가닥 절단은 다른 유형의 DNA 손상보다 복구가 상대적으

로 더 어렵기 때문에 병리적으로 중요하게 간주한다15.  왜냐하면 절단된 DNA 

이중가닥에서 손실(loss), 증폭(amplification) 또는 자리옮김(translocation)이 쉽게 

발생할 수 있으며, 이는 비전형적 염색체(chromosome)의 모양을 가지는 원인이 

되기 때문이다53.  콩팥 허혈-재관류 손상으로 인한 염색체 이상 및 염색체 손상

은 요세관 상피세포의 세포사를 일으키게 된다41,54.  그러나 콩팥 허혈-재관류 손

상에서 DNA 이중가닥 절단을 보호하거나 이미 진행된 DNA 이중가닥 절단을 올

바르게 복구시키기 위한 연구는 여전히 필요하다.  본 연구에서는 다음 몇 가지 

새로운 결과들을 보여주었다.  첫째, 머캅토에탄올의 전처치와 후처치는 허혈-재

관류로 인한 콩팥의 기능적 저하와 구조적 손상을 예방하였다.  둘째, 머캅토에

탄올 투여는 콩팥 허혈-재관류 손상으로 유도된 요세관 상피세포의 DNA 이중가

닥 절단을 방지하였다.  셋째, 허혈-재관류로 손상된 콩팥에서 머캅토에탄올 투여

는 ATM 신호전달경로의 활성을 유도하였다.  넷째, 허혈-재관류 손상을 받은 콩

팥에서 머캅토에탄올 투여는 GPX4 단백질의 과발현을 유도하였고 이는 콩팥의 

기능적 및 구조적 손상을 보호하는 기전과 연관되어 있는 것으로 보였다.  마지

막으로, 허혈-재관류 손상을 받은 콩팥에서 머캅토에탄올 투여는 MAPK와 AKT 

활성을 더욱 높였다.

  콩팥은 사구체에서 혈액을 여과(filtration)하고 요세관에서 재흡수(reabsorption) 

또는 분비(secretion)를 통해 노폐물을 제거하여 몸의 항상성(homeostasis)을 유

지하는 중요한 장기이다.  그러므로 콩팥 기능의 저하는 다양한 질환에서 이환률
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(morbidity rate)과 사망률의 증가와 관련이 있다55.  콩팥 기능의 대표적 지표인 

creatinine은 근육에서 생성되는 노폐물로 대부분 콩팥을 통해 배출되며 콩팥 이

외 다른 장기들의 영향을 받지 않는다56.  즉 콩팥에서 creatinine을 여과시키지 

못하면 혈액 내 creatinine이 축적되기 때문에 혈액 내 creatinine의 높은 농도로 

콩팥 기능이 저하되었다는 사실을 알 수 있다57.  본 연구에서 콩팥 허혈-재관류 

손상을 받은 생쥐의 혈액 내 혈장 creatinine 수치가 증가함으로서 콩팥 기능이 

저하되었음을 알 수 있었다.  그러나 머캅토에탄올 투여는 허혈-재관류로 인한 

혈장 creatinine 수치의 증가를 유의하게 감소시켰다.  콩팥 기능의 또 다른 지표

인 BUN 수치는 허혈-재관류 후 24 시간과 48시간에서 유의하게 증가하였지만, 

머캅토에탄올 투여의 효과는 48시간에서만 나타났다.  특이한 점은 sham 수술을 

시행한 생쥐에서 오히려 머캅토에탄올 투여가 BUN 수치를 유의하게 증가시켰다.  

이 BUN 수치의 증가가 머캅토에탄올의 독성으로 인한 것인지 조사하기 위해 추

가적으로 체중 변화를 비교하였다.  Sham 수술한 생쥐에서 머캅토에탄올을 투여

한 그룹과 vehicle을 투여한 그룹을 비교하였을 때, 유의한 차이가 없었다.  그리

고 동일한 생쥐의 콩팥에서 PAS 염색을 이용한 조직학적 손상과 γH2AX 항체를 

이용한 DNA 이중가닥 절단도 관찰되지 않았다.  이는 sham 수술한 생쥐에서 머

캅토에탄올 투여에 의한 BUN 수치의 증가가 머캅토에탄올의 독성과 연관이 없

음을 나타낸다.  Creatinine과 마찬가지로 BUN도 콩팥을 통해 배설되기 때문에 

콩팥 기능의 지표로 사용될 수 있지만, 고단백 식이요법, 나이, 신경호르몬 등의 

영향으로 BUN 수치가 달라질 수 있으므로 주된 콩팥 기능 지표로 사용되는데 

한계가 있는 것으로 보인다58.  더욱이 BUN 수치는 심장병, 쇼크, 스트레스, 위장

관 출혈 등 여러 가지 질환에 따라 증가할 수 있고, 반대로 간 기능 저하 및 영

양실조 상태에서 BUN 수치가 낮아질 수 있다59.

  이황화결합(disulfide bond)을 환원시키는 물질로 잘 알려진 머캅토에탄올은 냄

새가 역하고 기도(airway) 등에도 자극을 주기 때문에 독성이 있는 것으로 알려

져 있지만, 전임상 모델을 이용한 연구에서 저농도의 머캅토에탄올은 종양 및 염

증 억제와 수명 연장 등의 이점을 가진 것으로 보고된 바가 있다60.  그리고 머

캅토에탄올의 50% 치사량은 생쥐에게 경구 투여 시 최대 일일 평균 섭취량이 
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몸무게 kg 당 345 mg이고, 복강으로 투여 시 몸무게 kg 당 322 mg이므로25 상

대적으로 치사량이 높지 않다.  이를 바탕으로 본 실험에서는 몸무게 kg 당 

3~30 mg을 사용하였다.  그리고 머캅토에탄올에서는 환원된(reduced) GSH에 보

이는 thiol을 가지고 있다.  이 thiol은 단백질, 특히 전사인자(transcription factor)

의 활성을 조절하고 단백질의 구조를 결정할 수 있다61.  이전 다른 연구팀에서

는 thiol을 포함하고 있는 dithiothereitol과 cystein이 방사선 조사로 유발된 

hydroxyl radical 제거를 통해 DNA 손상을 보호한다고 보고하였다62-64.  본 연구

에서는 다른 thiol 화합물과 상대적으로 비교하였을 때, 높은 수용성을 갖는 단순

한 화학구조의 thiol 화합물인 머캅토에탄올을 생쥐에게 투여하여 콩팥 허혈-재

관류 손상으로 인한 DNA 이중가닥 절단의 변화를 관찰하였다.  γH2AX 염색을 

이용한 DNA 이중가닥 절단은 vehicle을 투여한 생쥐의 콩팥과 비교하였을 때, 

머캅토에탄올을 투여한 생쥐의 콩팥에서 현저하게 줄어들었다.  특히 머캅토에탄

올은 콩팥 허혈-재관류 손상 후 DNA 손상 반응 단백질인 ATM, Chk1, Chk2의 

활성을 증가시켰고 그 결과, 콩팥 기능 저하 및 요세관 손상을 감소시켰다.  본 

연구 결과와 유사하게, 다른 thiol 화합물인 N-acetylcysteine을 투여하면 이온화 

방사선(ionizing radiation)65, 구리(Cu)의 과다 노출66, 담배 연기67로 인한 γH2AX 

발현과 조직 손상을 감소시켰다.  그리고 N-acetylcysteine는 doxorubicin으로 유

발된 세포 손상에서 DNA 손상 반응 단백질인 ATM의 활성을 증가시켰다68.

  세포핵(nucleus) 내 DNA 이중가닥 절단이 발생하는 초기 단계에 H2A.X 

variant histone 단백질이 서열 139번 serine의 인산화 과정을 통해 γH2AX로 생

성된다69.  γH2AX는 DNA 손상 반응을 감지하는 중요한 역할을 담당하고 있으며, 

DNA 이중가닥 절단 부위에서 DNA 복구와 관련된 upstream sensor kinase와 

downstream effector kinase를 불러들이고 이들의 활성을 유도한다70.  따라서 γ

H2AX는 일반적으로 DNA 이중가닥 절단에 대한 정량적 마커로 사용된다.  이전 

다른 연구팀에서 시스플라틴(cisplatin) 투여로 유도된 급성콩팥손상에서 γH2AX 

발현의 증가에 대한 보고를 하였다11,12.  이와 유사하게 본 연구에서도 허혈-재관

류 손상을 받은 콩팥에서 γH2AX의 발현이 두드러지게 증가하였고, 특히 면역화

학염색을 이용한 조직학적 관찰 결과, γH2AX의 발현(염색)이 콩팥 요세관 상피
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세포에서 주로 관찰되었다.  그러나 머캅토에탄올을 투여한 생쥐의 콩팥에서는 

허혈-재관류로 인한 γH2AX의 발현이 현저하게 줄어들었다.

  염색체 이상이 발생하기 전, γH2AX가 발현하는 DNA 이중가닥 절단 주변에서 

DNA 손상 반응이 시작된다41.  DNA 손상 반응의 신호전달경로에서 upstream 

sensor kinase로 분류되는 ATM, ATR, DNA-PK는 DNA 복구를 개시(initiation)하

는 역할을 수행하고 DNA 손상이 상대적으로 심각할 경우 이들의 활성이 증가할 

수 있다71.  그러나 DNA 손상에 대한 회복이 불가능할 경우, 이 세포들은 비가역

적인 세포주기 정지 또는 세포사멸로 진행될 수 있다71.  본 연구에서는 허혈-재

관류 손상으로 인한 기능 저하 및 조직 손상을 가진 콩팥에서 upstream sensor 

kinase 중 ATM과 ATR의 활성이 증가하였다.  그러나 ATM 단백질의 신호전달경

로에서 downstream effector kinase로 작용하는 Chk1과 Chk2의 활성은 콩팥 허

혈-재관류 손상을 받은 콩팥에서 감소하였다.  본 실험 결과와 유사하게, 허혈-재

관류 손상을 받은 간(liver) 조직에서 γH2AX 발현과 ATR 활성은 증가하였지만 

Chk1 활성은 반대로 감소하였다72.  그리고 심근 세포를 이용한 체외(in vitro) 실

험에서 ATM 활성은 doxorubicin으로 유발된 세포사멸이 진행되는 동안 증가하

였지만, Chk1 활성은 반대로 감소하였다73.  따라서 본 연구와 다른 팀의 연구 

결과들을 토대로 허혈-재관류 손상 또는 독성으로 유발된 심각한 DNA 손상은 

비록 upstream sensor kinase가 지속적으로 활성되더라도 downstream effector 

kinase 활성의 감소를 통해 DNA 손상 반응의 신호전달경로가 억제되는 것으로 

보인다.

  콩팥 허혈-재관류 손상을 받은 생쥐에서 머캅토에탄올 투여는 upstream 

sensor kinase 중 ATM과 ATM 관련 downstream effector kinase의 활성을 증가

시킨다.  DNA 이중가닥 절단에 대한 반응으로 ATM은 스스로 인산화가 될 수 

있으며, 인산화된 ATM은 downstream effector kinase 중 Chk1과 Chk2의 인산화

를 유도한다74.  이 과정에서 세포주기는 정지되고 DNA 복구와 관련된 단백질들

의 기능은 촉진된다.  Upstream sensor kinase 중 ATR과 DNA-PK의 활성은 

DNA 단일 가닥 절단75, DNA 복제 스트레스(replication stress)76, 그리고 세포사
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멸로 유도된 DNA 단편화(fragmentation)77가 진행되는 동안 유도된다.  한편, 

XRCC1은 DNA 단일가닥 절단에 대한 복구에 관여하는 단백질로 인식되었지만78, 

XRCC1의 인산화는 ATM과 Chk2에 의해 유도된다79.  본 연구에서는 콩팥 허혈-

재관류 손상이 XRCC1의 인산화를 감소시켰지만, 머캅토에탄올 투여로 인해 

XRCC1의 인산화가 유의하게 증가되었다.  이상의 연구 결과는 콩팥 허혈-재관류 

손상에 노출된 콩팥에서 머캅토에탄올이 DNA 손상 반응에 관여하는 upstream 

sensor kinase 중 ATM의 활성을 유도하고 Chk1, Chk2, XRCC1의 활성을 향상시

켜 DNA 이중가닥 절단을 보호함을 보여 준다.

  콩팥 허혈-재관류 손상이 진행될 때 DNA 이중가닥 절단을 유발시키는 주요한 

물질 중 활성산소종이 있다.  이때 손상된 콩팥의 항산화 단백질의 발현과 활성

은 감소한다80-82.  본 연구에서 콩팥 허혈-재관류 손상은 CuZnSOD, MnSOD, 

catalase, GPX4의 발현을 모두 감소시키지만, 흥미롭게도 머캅토에탄올을 투여하

면 허혈-재관류 손상에 의해 감소된 GPX4의 발현이 증가하였다.  GPX4는 세포

막(plasma membrane)에서 발생하는 과산화수소(hydrogen peroxide)를 해독하여 

물로 변환시키는 항산화 단백질로 알려져 있고, 뿐만 아니라 thymidine peroxide

를 억제하는 역할도 보고된 바가 있다48.  그리고 GPX4는 세포 내 세포질, 핵, 소

포체, 미토콘드리아 등 다양한 세포소기관(organelle)에서 관찰되기 때문에, 핵 내 

존재하는 GPX4가 DNA 손상을 보호할 수 있을 것이다.  본 연구에서는 GPX4 억

제가 머캅토에탄올에 의해 약화된 DNA 이중가닥 절단을 다시 악화시키고, ATM 

관련 신호전달경로를 감소시켰으며, 결과적으로 허혈-재관류로 인한 콩팥의 기능 

저하와 요세관의 구조 손상을 다시 유발시켰다.  다른 연구팀에서는 세포실험에

서 GPX4 발현을 증가시켰을 때, DNA 손상에 대한 방어 효과가 높아짐을 보고하

였고83, 손상받은 생쥐의 뇌에서 N-acetylcysteine가 GPX4 mRNA의 발현을 증가

시킴을 보고하였다84.  비록 머캅토에탄올이 어떻게 선택적으로 GPX4 단백질의 

발현과 upstream sensor kinase 중 ATM의 활성을 증가시키는지를 입증하는 연

구가 남아있지만, 본 연구와 이전 다른팀의 연구 결과들을 토대로, 머캅토에탄올

에 의해 유도된 GPX4 발현의 증가가 허혈-재관류로 인한 DNA 손상을 억제하기 

위한 ATM 관련 신호전달경로를 활성화 시키는 것으로 보인다.  이는 결론적으로 
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허혈-재관류로 인한 콩팥의 기능 저하와 요세관의 구조적 손상에 대한 보호 효

과의 결과를 가져오게 된다.

  Ferroptosis는 지질과산화와 철(iron)과 연관된 세포사를 말한다44,45.  

Ferroptosis의 역할과 조절은 SLC7A11와 solute carrier family 3 member 

2(SLC3A2)로 구성되어있는 아미노산 수송체와 관련이 있다59.  그리고 이 수송체

를 통해 cystine은 cysteine으로 환원되어 GSH를 합성하는데 사용된다.  머캅토

에탄올이 사람으로부터 유래된 fibrosarcoma 세포에서 SLC7A11의 기능 저하로 

유도된 ferroptosis를 억제한다는 연구 보고가 있다85.  그러나 본 연구에서는 콩

팥 허혈-재관류 손상으로 인한 SLC7A11 발현의 감소가 머캅토에탄올에 의해 영

향을 받지 않았다.  이를 통해 허혈-재관류 손상에서 나타나는 머캅토에탄올의 

보호 효과가 ferroptosis와는 독립적으로 작용함을 시사한다.

  그렇다면, 머캅토에탄올은 어떻게 GPX4의 발현을 증가시킬까?  MAPK와 AKT

는 직접적으로 또는 간접적으로 GPX4의 발현을 증가시킬 수 있다50,51.  MAPK 

신호전달경로는 세포분화(cell differentiation), 세포증식 및 세포사멸을 포함한 여

러 과정들을 조절하는데 중요한 역할을 하고 있다86,87.  콩팥 허혈-재관류 손상이 

MAPK 활성을 증가시킨다는 보고들은 잘 알려져 있으며88,89, 본 연구에서도 p38

과 ERK의 활성이 증가하는 동일한 결과를 확인하였다.  흥미로운 부분은 허혈-재

관류로 손상받은 콩팥에서 머캅토에탄올이 p38과 ERK의 활성을 더욱 증가시킨

다는 결과이다.  일반적으로 p38은 스트레스 자극에 반응하여 세포사멸 및 세포

분화에 관여하지만87,90, DNA 이중가닥 절단에 의해 p38의 활성이 유도되어 핵으

로 이동되고 G2/M 세포주기 정지와 함께 DNA 복구를 유도한다는 연구 결과도 

있다91.  그리고 ERK는 주로 세포증식과 관련하여 여러 조직의 세포 손상을 보호

한다87,90.  한편, AKT는 세포증식, 세포사멸 및 세포분화를 조절하는데 중요한 역

할을 하고, MAPK의 활성을 유도하기도 한다92.  본 연구 결과에서는 콩팥 허혈-

재관류 손상 이후 24시간에서 머캅토에탄올에 의해 AKT의 활성이 증가되었다.  

하지만, 허혈-재관류로 손상받은 콩팥에서 머캅토에탄올에 의해 활성화된 p38, 

ERK, AKT가 GPX4 발현과 연관이 있는지 확인하기 위해서는 관련 억제제 투여 
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및 유전자 결손 시스템을 이용한 추가적인 연구가 필요할 것이다.

  결론적으로 머캅토에탄올은 GPX4 발현의 증가 및 ATM 관련 신호전달경로의 

활성을 통해 콩팥 허혈-재관류 손상으로 유발된 DNA 이중가닥 절단에 대한 보

호 효과가 있음을 증명하였다.  본 연구 결과는 다양한 장기에서 허혈-재관류 손

상으로 유발된 DNA 손상 예방을 위한 새로운 치료 전략을 제공할 것이다.
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영문 초록

  Kidney ischemia-reperfusion injury (IRI) is a major cause of acute kidney injury 

(AKI) and is characterized by tubular cell death.  DNA double-strand breaks is one 

of major sources of tubular cell death induced by IRI.  2-Mercaptoethanol (2-ME) is 

protective against DNA damage in some cell line.  The aims of this study were to 

determine whether treatment with 2-ME attenuated DNA double-strand breaks, 

resulting in reduced kidney dysfunction and tubular injury.  Kidney IRI or 

sham-operation in mice was carried out.  The mice were treated with 2-ME, 

Ras-selective lethal 3 (RSL3, a potent inhibitor of glutathione peroxidase 4 (GPX4)), 

or vehicle.  Kidney function were assessed by plasma creatinine and blood urea 

nitrogen (BUN) concentration.  Kidney tubular injury was assessed percentage of 

injured tubules.  DNA double-strand breaks were detected by western blot analysis, 

immunohistochemistry, and immunofluorescenc using antibody for H2A.X variant 

histone phosphorylated at serin 139 (γH2AX).  Phosphorylation of DNA damage 

response (DDR) kinases, mitogen-activated protein kinase (MAPK), and protein kinase 

B (AKT) and expression of antioxidant enzymes, and solute carrier family 7 member 

11 (SLC7A11) were measured by western blot analysis.  Treatment with 2-ME 

significantly attenuated kidney dysfunction and tubular injury after IRI.  Furthermore, 

post-treatment with 2-ME improved kidney dysfunction and tubular damage during 

IRI.  Treatment with 2-ME significantly reduced DNA double-strand breaks after IRI.  

Among upstream sensor kinase of DNA damage response (DDR), IRI induced ataxia 

telangiectasia mutated (ATM) and ataxia telangiectasia and Rad3 related (ATR) 

phosphorylation, but treatment with 2-ME more activated ATM after IRI.  IRI 

decreased phosphorylated of downstream effector kinase including checkpoint kinase 1 

(Chk1), checkpoint kinase 2 (Chk2), and X-ray repair cross-complementing protein 1 

(XRCC1) in IRI-subjected kidneys.  However, treatment with 2-ME significantly 

activated downstream kinase after IRI.  Theses data suggest that 2-ME activates 
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ATM-mediated DDR signaling pathway.  IRI reduced expression of kidney 

antioxidant enzymes including catalase, GPX4, and superoxide dismutases (SOD).  

However, 2-ME dramatically upregulated GPX4 in IRI-subjected kidneys.  

Furthermore, inhibition of GPX4 developed adverse IRI consequences including 

kidney dysfunction, tubular injury, and DNA double-strand breaks as well as 

inactivation of ATM-mediated DDR signaling pathway after IRI in 2-ME-treated 

kidneys.  In addition, IRI increased activation of p38 (p38), extracellular 

signal-regulated kinase (ERK) and AKT, but 2-ME significantly more increased their 

activation after IRI-subjected kidneys.  Taken together with these data, 2-ME 

contributes to protection against DNA double-strand breaks after kidney IRI through 

GPX4 upregulation and ATM activation, resulting in protect kidney dysfunction and 

tubular injury.
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