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1)

서 론

신장이식에서 급성거부반응을 조기에 정확히 진단

하는 것은 이식신장의 생존을 위한 가장 중요한 요소

중의 하나이다. 이식신의 급성거부반응은 혈청 크레아

티닌 수치가 상승할 때 의심할 수 있으며, 확진은 이

식신 조직검사로 이루어진다. 그러나 조직검사는 위험
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도가 있는 침습적인 검사법이며, 때로는 조직검사로도

거부반응을 확신할 수 없을 때가 있다. 실제로 신조직

으로 침윤하는 염증세포가 있다고 하여 항상 급성거

부반응으로 진단할 수 있는 것은 아니며, 조직소견은

항상 임상적 소견을 고려하여 해석하여야 한다
1)
. 그러

므로 급성거부반응을 안전하게 정확히 진단할 수 있

는 검사법의 개발이 매우 필요하다고 하겠다.

급성거부반응에서 신장 세포는 세포 독성 T 림프

구에 의해 칼슘 의존성 또는 칼슘 비 의존성 apop-

tosis 경로를 거쳐 파괴된다. 칼슘 의존성 경로는 세

포 독성 T 림프구의 세포질내 과립에 있는 perforin

과 granzyme을 이용하여 이루어진다. Perforin은 표

적 세포막에 통로를 형성하거나, 구멍을 만드는 단백
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<요 약>

배 경:최근의 여러 연구를 통하여 신이식 환자의 급성거부반응 시에 세포독성 물질들의 발현

이 증가한다고 알려져 있다. 본 연구에서 저자 등은 신이식 환자의 말초 혈액 림프구에서 per-

forin, granzyme B와 Fas ligand(FasL)의 mRNA 발현을 순차적으로 검사하여, 이들이 급성

거부반응을 진단할 수 있는 지표로서 유용한지 평가하고자 하 다.

방 법:말초혈액 림프구를 신이식후 2, 4, 6, 8, 10, 12일에 환자의 혈액으로부터 분리하여,

perforin, granzyme B, FasL의 mRNA에 대한 발현 정도를 competitive polymerase chain

reaction으로 평가하 다. 결과는 β-Actin의 값으로 나누어 보정하 다(fg/pg). 대조군에서

perforin, granzyme B, FasL 각각의 평균값＋2×표준편차를 기준상한치로 설정하 다.

결 과: Perforin mRNA 발현의 평균치는 대조군(8명, 47개)에 비해 급성거부반응 군(7명, 41

개) 에서 현저히 높게 나타났다(1.84±3.01 vs 0.71±0.48, p=0.01). 기준상한치(1.67)를 초과하

는 perforin mRNA 발현의 수도 급성거부반응군에서 현저히 높았다(12/41 vs. 1/47, p=0.0003).

급성거부반응 군에서 5명이 기준상한치를 초과하는 perforin mRNA 발현을 보인 반면(5명/7명,

71.4%), 대조군에서는 한 명만이 이러한 결과를 보 다(1명/8명, 12.5%, p=0.02). 거부반응 0-1

일째의 perforin mRNA 발현이 연구 기간 중 가장 높게 나타났다. Granzyme B와 FasL

mRNA 발현은 급성거부반응 시기와 일정한 연관성을 보이지 않았다.

결 론:본 연구에서 말초혈액 림프구의 perforin mRNA 발현이 급성거부반응시에 유의하게

증가되었으며, perforin mRNA 발현을 급성거부반응의 진단에 이용할 가능성을 제시하 다.
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질로서
2-4)

, 삼투압에 의한 세포 용해나 granzyme에

의해 유발된 apoptosis를 이용하여 세포를 파괴한다.

Granzyme은 serine protease에 속하는 단백질로서,

perforin이 만든 구멍을 통해 표적 세포에 들어가서

apoptosis 경로를 활성화시킨다
5)
. 세포를 파괴할 수

있는 인간의 세포 독성 림프구 clone은 두 가지의

serine protease, 즉 50-kDa homodimer인 granzy-

me A와 27-kDa monomer인 granzyme B를 가지고

있다
6)
. 칼슘 비 의존성 apoptosis 경로는 tumor ne-

crosis factor(TNF) 수용체의 일종인
7)

Fas receptor

(Fas, CD95/Apo-1)와 TNF의 일종인 Fas ligand

(FasL, CD95/Apo-1 ligand)라는 type II 세포막 단

백질에 의하여 이루어진다
8-11)

. FasL은 주로 활성화된

T 세포나 natural killer 세포에 존재하는 반면
12)

Fas

는 여러 조직에서 나타난다
7)
. 세포 독성 T 림프구의

FasL이 표적 세포의 Fas와 결합하면 표적 세포에

apoptosis가 일어난다.

이식신의 급성거부반응에서 항상 림프구가 신조직

에 침윤하고, 이런 림프구가 세포를 파괴하는 주원인

으로 알려져 있다. 따라서, perforin, FasL, granzyme

과 같은 세포를 파괴하는 물질을 말초 혈액의 림프구

에서 분석하면 급성거부반응을 진단할 수 있지 않을

까 하는 의문이 최근 제기되어 왔다. 본 연구에서 저

자 등은 신장이식 후 처음 12일간 신이식 환자의 말

초혈액 림프구을 검사하여, 이들 물질이 급성거부반응

의 지표로서 이용될 수 있는 가능성을 알아보고자 하

다.

대상 및 방법

1. 대 상

모든 연구대상 환자에서 서면 동의를 받았으며, 이

식 후 2, 4, 6, 8, 10, 12일째에 혈액을 채취하 다. 환

자는 수술 후 상태에 따라 급성거부반응군과 대조군

으로 나누었다. 대조군에는 연구 기간 동안 임상적으

로 별다른 문제를 보이지 않은 8명의 신이식 환자

(생체신이식 5명, 사체신이식 3명)가, 급성거부반응군

에는 연구 기간 동안 급성거부반응을 경험한 7명의

환자(생체신이식 4명, 사체신이식 3명)가 포함되었다.

이들에서 모두 88개의(급성거부반응군 41개, 대조군

47개) 혈액 검체를 얻었다. 면역억제제로 cyclosporin

A, prednisolone과 mycophenolate mofetil 또는

azathioprine이 사용되었고, monoclonal 혹은 poly-

clonal antibody 투여를 받은 환자는 없었다. 거부반

응은 혈청 크레아티닌의 지속적 상승, cyclosporin A

혈청농도, 이식신 초음파 및 이식신 스캔 등의 임상적

기준 또는 조직학적 검사에 의해 진단하 고, 항거부

반응치료에 대한 신기능 호전으로 확진하 다. 항거부

반응치료는 methylprednisolone 500 mg을 3일 동안

매일 1회 정주 후, prednisolone을 경구로 감량하면서

투여하는 것으로 하 다.

2. RNA 분리

말초혈액 림프구를 헤파린 처리된 혈액으로부터

Ficoll-Paque
Ⓡ
(Sigma, MO, USA) gradient 방법으

로 분리한 다음, Trizol
Ⓡ
(Life Technologies, MD,

USA)에 용해시켰다. RNA를 chloroform을 가하여

추출한 후, isopropanol로 침전시키고, 75% ethanol로

세척 후, TE buffer에 용해 시켰다. 분리된 RNA는

spectrophotometry로 정량 하 다.

3. Reverse transcription(RT)

1 μg의 RNA를 50 mM Tris-HCl(pH 8.3), 75

mM KCl, 10 mM DTT, 3 mM MgCl2, 200 units

Moloney murine leukemia virus reverse transcrip-

tase, 100 ng random hexanucleotide primers, 각각

0.5 mM 의 dATP, dCTP, dGTP, dTTP를 포함하는

20 μL의 반응 혼합물에서 cDNA로 역전사 하 다.

반응 혼합물은 37℃에서 1시간 반응시킨 후, 65℃에

서 10분 동안 RT 효소를 비활성화 시켰다. cDNA는

TE buffer(pH 8.0)로 부피를 50 μL로 채운 후 -20

℃에 보관하 다.

4. Competitive polymerase chain reaction
(PCR)

mRNA의 정량화를 위해 β-actin, perforin, gran-

zyme B, FasL의 competitor(Competitive DNA Con-

struction Kit
Ⓡ
, Takara Biomedicals, Japan)를 이용

하여 PCR을 시행하 다(Table 1). 각 cDNA 일정량

을 연속적인 여러 농도의 해당 competitor 10 μL와

함께 83.5 mM KCl, 16.7 mM Tris-HCl(pH 8.3),

2.5 mM MgCl2, 0.01% gelatin, 0.33 μM의 각 β-

actin
13)
, perforin

14)
, granzyme B

15)
, FasL

16)
primer

(Table 1), 1 U Taq DNA polymerase, 67.5 μM의
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결 과

1. Perforin

모든 검체를 비교하 을 때, 급성거부반응군의(41

개) perforin mRNA 발현이 대조군(47개) 보다 현저

히 높았고 표준 편차가 상당히 커서 perforin 유전자

발현이 환자마다 시기에 따라 많은 변화가 있음을 알

수 있었다(1.84±3.01 vs 0.71±0.48, p=0.01). 기준

상한치는 1.67이었고, 이를 초과하는 perforin mRNA

발현은 급성거부반응 군의 41개의 검체 중 12개에서,

대조군에서는 47개의 검체 중 1개에서만 볼 수 있었

다(p=0.0003). 급성거부반응군의 기준 상한치를 초과

하는 검체 중 11개는 급성거부반응의 시작시에 혹은

그 후에 관찰되었다(Fig. 2). 기준 상한치를 초과하는

perforin mRNA 발현을 보이는 환자의 수는 거부반

Fig. 2. The pattern of perforin expression
in each patient(n=7) who suffered
from an acute rejection. The verti-
cal axis represents ratios of perfo-
rin(fg) to β-actin(pg). The hori-
zontal axis represents days after
transplantation. The discriminatory
level(see the text) was 1.67(dashed
line) : o indicates values above this
level. The vertical bars represent
the time of onset of acute rejec-
tion. The horizontal bars represent
methylprednisolone pulse treatment.
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응군 7명 중 5명(71.4%)이었다. 이들 환자 모두는 급

성거부반응 초기, 즉 거부반응이 일어난 0-1일째에

이들 값의 상승을 보 다(Fig. 2). 반대로 대조군에서

는 오직 한 명(12.5%)에서만이 기준 상한치보다 높은

perforin 발현을 보 다(p=0.02)(Fig. 3). 연구 기간

중 perforin mRNA 발현이 가장 높았던 시기는 급성

거부반응 0-1일째 다(Fig. 4).

2. Granzyme B

모든 검체를 비교하 을 때, 급성거부반응 군과 대

조군 사이에서 granzyme B mRNA의 발현은 유의한

차이를 보이지 않았다(0.12±0.25 vs 0.08±0.06, p=

0.36). 기준 상한치는 0.2 다. 이 값을 넘는 경우는

급성거부반응군 중 2명에서 뽑은 3개의 검체에서, 대

조군의 경우는 2명의 환자에서 뽑은 2개의 검체에서

각각 관찰되었다. 급성거부반응 시기와 granzyme B

mRNA 발현은 일정한 연관성을 보이지 않았다.

3. FasL

급성거부반응군과 대조군은 FasL의 mRNA 발현에

있어서 차이를 보이지 않았다(0.05±0.10 vs 0.04±

0.06, p=0.63). 급성거부반응군 중 한 검체에서만 기준

상한치인 0.16을 넘는 값이 관찰되었고, 급성거부반응

과 연관된 특이한 변화 양상을 보이지 않았다. FasL

의 발현은 급성거부반응 시작 전보다 시작 후에 더

높은 경향을 보 다(Fig. 4).

고 찰

본 연구에서 말초혈액 림프구의 perforin 유전자

발현은 급성거부반응과 연관되어, 특히 거부반응 시작

시점에서 유의하게 증가함을 알 수 있었다. 반면에,

granzyme B와 FasL의 유전자 발현은 급성거부반응

Fig. 4. The gene expression of cytotoxic molecules
in the acute rejection group(Mean±SD).
Day 0 was defined as the day when the
concentration of serum creatinine started to
rise. Panel (A) perforin :

*
p<0.05 versus

days -1 & -2, 2 & 3, 4 & 5 and 6 & 7
(paired T test), Panel (B) granzyme B,
Panel (C) FasL :

*
p<0.05 versus days -3 &

-4 and -1 & -2, †p<0.05 versus days -3
& -4 and -1 & -2(paired T test).

Fig. 3. The pattern of perforin expression in con-
trol patients(n=8). The dashed line indi-
cates the discriminatory level(see the text).
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시기와 일정한 연관성을 보이지 않았다.

최근의 보고에 따르면 perforin, granzyme B와

FasL 발현은 심장
18, 19)

, 폐
20)
, 신장

21-23)
같은 이식장기

의 급성거부반응시에 증가하는 것으로 알려져 있다.

예를 들어, Suthanthiran 등
23)
은 신장조직 granzyme

B 발현이 신이식 후 급성거부반응과 접한 상관 관

계가 있음을 보고하 다. 다른 보고에서도 급성거부반

응을 보이는 신이식 환자
24)
와 마우스 이식심장의 거

부반응시
25)
에 이식장기에서 FasL 발현의 증가를 보고

하 다. Strehlau 등
26)
은 perforin, granzyme B,

FasL 등이 이식신의 급성거부반응 동안 조직에서 증

가함을 보여주었다. 한편, 이러한 현상에는 급성거부

반응 시에 이식 장기 내에 침윤하는 활성화 된 림프

구가 주된 역할을 하는 것으로 보이며, 실제 Griffiths

등
27)
은 granzyme A와 perforin을 발현하는 림프구가

급성거부반응시에 이식 심장 조직에 침윤하는 것을

관찰하 다. 또 다른 보고에서도 granzyme mRNA
21)

와 granzyme 단백질
22)
이 급성거부반응시에 이식신에

존재하는 세포독성 T림프구에 발현됨이 관찰되었다.

이러한 연구들에 기초하여, 급성거부반응에서 조직 침

윤 림프구와 더불어 말초혈액 림프구에서의 세포독성

물질 증가에 대한 가능성이 제기되어 왔다. 이러한 가

능성이 사실이라면, 말초 혈액의 세포독성 물질 증가

는 조직의 세포독성 물질 증가를 반 하게 되고, 이것

을 급성거부반응을 진단하는 데 이용할 수 있을 것이

다. 이와 같은 가능성을 부인하는 연구들도 있는 데,

세포독성 물질이 거부반응 조직에서 국소적으로 만들

어 질 가능성과, 말초 혈액과 이식 장기에서 림프구의

group 조성이 다르다는 점등이 그 것이다
28, 29)

. 그러

나 어쨌든 몇 연구에서, 이식신의 거부반응 시에 말초

혈액 림프구에서 세포독성 물질의 발현의 증가가 나

타남을 보고하 다. Vasconcellos 등
30)
은 급성거부반

응 시에 신조직검사와 동시에 채혈된 말초혈액 림프

구에서, perforin, FasL, granzyme B의 유전자 발현

이 증가함을 관찰하 다. Rukavina 등
31)
은 거부반응

시에 말초혈액 CD8＋ T 림프구에서의 perforin 발현

의 증가를 cytofluorimetric assay를 이용하여 확인하

다.

본 연구에서 저자는 신이식 후 12일 동안 연속적으

로 신이식 환자의 혈액을 검사하 고, competitive

RT-PCR을 사용하여 급성거부반응시에 perforin

mRNA 발현이 유의하게 증가함을 관찰하 다. 이러

한 현상은 혈청 크레아티닌 상승을 보인 당일에 혹은

그 이후에 관찰할 수 있었다. 이렇게 크레아티닌 보다

perforin mRNA 상승이 늦은 경향을 보이는 것은, T

림프구 매개 세포독성이 이식 장기에 침윤된 T 림프

구에서는 초기에 나타나는 반면, 말초혈액 T 림프구에

서는 이식 장기의 조직이 파괴된 후 나타난다는 이전

연구의 결과와 일치한다 할 수 있다
28)
. 또한 본 연구에

서 methylprednisolone 투여 후 perforin mRNA 발

현이 감소하는 것을 관찰할 수 있었는 바(Fig. 2) 이

는 Rukavina 등
31)
의 연구에서도 같은 결과를 보 다.

반면, granzyme B와 FasL은 저자 등이 설정한 기

준에 합당한 급성거부반응의 지표로 사용될 수 있는

특이적 변화를 나타내지 않았다. 말초혈액 림프구와

이식장기 침윤 림프구의 조성이 다른 것을 고려할 때
28, 29)

, 본 결과가 급성거부반응시에 이식 장기에서

granzyme B와 FasL의 발현의 증가를 보 던 이전

연구 결과와 상충된다 할 수는 없다. 다만 말초혈액

림프구에서도 perforin, granzyme B, FasL 모두의

증가를 보 던 Vasconcellos 등
30)
의 연구와는 일부

상이한 결과인 것이 사실이나, 이것은 혈액 채취의 시

점, 림프구 분리 방법 등이 다른 것이 그 원인이라 추

정된다. 또한 본 연구에서는 대조군에서 연구 물질들

이 비특이적으로 변화하는 범위를 설정하여 연구 결

과를 분석한 바, 이 또한 그들 연구와 다른 점이라고

할 수 있다. 급성거부반응 후기에 FasL이 증가하는

양상을 보이는 데 이는 이시기에 증가된 세포 독성 림

프구의 활성을 억제하기 위해 CD4＋ 림프구의 FasL

발현이 증가된 결과라고 생각해 볼 수 있다.

본 연구의 문제점으로는 다음과 같은 것을 생각해

볼 수 있다. 첫째, 급성거부군 환자가 7명으로서 앞으

로 더 많은 환자에서 연구 결과를 확인할 필요가 있

다는 것이다. 또한 여러 번 PCR을 반복하거나 nor-

then blot 등으로 결과를 확인하는 것이 좀 더 정확

한 결과를 위해 필요하다는 것이다. 둘째, ATN, cy-

closporine 독성, 요로폐쇄 등 다른 크레아티닌 상승

의 감별 진단도 연구에 포함되어야 할 것이다. 물론

이런 질환들에서는 림프구의 역할이 없으므로, 말초

혈액 림프구에서의 세포 독성 물질의 변화가 있을 가

능성이 없을 것으로 추정된다. 셋째, 매일 혈액을 채

취하는 것이 거부 반응과의 시간적 관계 파악에서 격

일제 보다 더 나을 것은 당연한 사실이나, 본 연구에

서는 현실적 어려움 때문에 그렇게 하지 못 했다는
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것이다.

요약하면, 본 연구는 말초혈액 림프구에서의 per-

forin의 RT-PCR 분석이 이식 후 처음 2주 내에서

이식신 급성거부반응을 진단하는 방법으로 사용될 수

있음을 제시하 다. 따라서 이러한 검사는 혈청 크레

아티닌이 증가하여 급성거부반응이 의심될 때나, 신조

직검사에도 불구하고 명확한 진단이 나오지 않을 때

도움이 될 수 있을 것이다. 특히, 이식신 조직검사 없

이 항거부 반응치료가 시행 될 때 급성거부반응에 대

한 임상적 소견을 뒷받침하는 데 많은 도움이 될 것

으로 생각된다.

결론적으로, 본 연구에서 말초혈액 림프구의 per-

forin mRNA 발현이 급성거부반응 시에 유의하게 증

가되었으며, perforin mRNA 발현을 급성거부반응의

진단에 이용할 가능성을 제시하 다.

= Abstract =

The Expression of Peforin,

Fas-ligand, and Granzyme B in

Peripheral Blood Lymphocytes of

Renal Allograft Recipients

Gyu-Tae Shin, M.D., Seung-Jung Kim, M.D.

Kyung-Ai Ma, M.D., Youngil Choi, M.D.
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Background : Previous findings demonstrated that

the expression of cytotoxic effector molecules is in-

creased in acute rejection of renal allografts. In the

present study, we serially examined the gene expres-

sion of perforin, granzyme B and Fas ligand(FasL)

in peripheral blood lymphocytes(PBLs) of renal allo-

graft recipients to assess the potential of their ex-

pression as a marker of acute rejection.

Methods : PBLs were isolated from blood sam-

ples taken on days 2, 4, 6, 8, 10 and 12 after trans-

plantation. Competitive PCR was performed to eval-

uate the abundance of mRNA of perforin, granzyme

B and FasL. The mean value of each molecule plus

2 SD for the control group was set as a discrimina-

tory level.

Results :When all measured samples were com-

pared, perforin expression was significantly higher in

patients with acute rejection than in the control

group(1.84±3.01 versus 0.71±0.48, p=0.01). The per-

centage of perforin expression exceeding the discrim-

inatory level was also significantly higher in patients

with acute rejection(p=0.0003). Five patients in the

rejection group(5/7, 71.4%) showed perforin expres-

sion exceeding the discriminatory level, while only 1

patient in the control group did so(1/8, 12.5%)(p=

0.02). Perforin expression of days 0 and 1 of rejec-

tion crisis was the highest over the study period. No

consistent pattern of granzyme B and FasL expres-

sion was identified in relation to rejection crisis.

Conclusion : Gene expression of perforin by PBLs

was upregulated in accordance with acute rejection,

thus offering the possibility that it may be utilized

as a marker of acute rejection. (Korean J Nephrol

2002;21(3):414-422)

Key Words : Perforin, Granzyme B, Fas-ligand,

Acute rejection, Renal transplanta-

tion
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