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Background : Doxorubicin is considered to be one of the most effective drugs to treat a vari-
ety of human cancers. However, the dose-dependent cardiotoxicity of doxorubicin limits its clini-
cal usefulness. This study aimed to evaluate the effect of probucol and verapamil on the car-
diac neurotoxicity and cardiomyopathy induced by the long-term use of doxorubicin. Methods :
Sprague-Dawley male rats were grouped as the control group, the doxorubicin treated group,
the doxorubicin treated with probucol group, and the doxorubicin treated with verapamil group.
The rats were treated for 4, 6, 8 and 10 weeks. H&E staining and immunohistochemical stain-
ing for protein gene product 9.5, caspase-3, heat shock protein 70, and hsp 25 were per-
formed. Results : The degree of interstitial inflammatory cell infiltration was mildest in the
probucol treated group. The reduction in the number of nerve fibers in the probucol treated
group was less than the other treatment groups. There was a negative correlation between
the treatment duration and stained nerve fibers in all the treatment groups. The number of
caspase-3 positive cells was more increased in the doxorubicin group and the verapamil
treated group than in the control and probucol treated group. Conclusions : It is suggested
that probucol partly contributed to the inhibition of doxorubicin-induced cardiac neurotoxicity
and cardiomyopathy, whereas the verapamil had no effect.
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Doxorubicin 투여 백서 심장의 심근과 신경 손상에 대한

Probucol과 Verapamil의 효과

Doxorubicin은 인체 암종에 매우 효과적인 치료제 중의 하나

이며, 특히 백혈병, 림프종 및 충실성 암종에 탁월한 효과가 있

는 것으로 알려져 있다.1 그러나 doxorubicin은 부정맥 등의 급성

부작용, 또는 울혈성 심부전을 초래하는 만성 심근병증 등의 심

장 독성을 유발할 수 있기 때문에 사용에 주의를 요한다.2 울혈

성 심부전 등의 독성은 doxorubicin의 투여량에 비례하며, dox-

orubicin으로 치료하여 암종이 완치된 시기에는 심장 독성의 증

상이 없었으나 그 후 4에서 20년 내에 심근병증 등의 심장혈관

계 합병증이 현저히 높은 비율로 발생한다는 보고가 있다.3 이러

한 위험에도 불구하고 doxorubicin은 높은 항암효과 때문에 아

직도 암종 치료에 많이 사용되고 있다.

Doxorubicin에 의한 심근병증이 처음 보고된 이래,4 doxoru-

bicin에 의한 울혈성 심부전의 병태 생리를 이해하기 위하여 기

초 및 임상 연구가 광범위하게 이루어졌다. Doxorubicin에 의한

심근병증의 병인에 대하여 여러 가지 기전이 제시되고 있음을 볼

때 그 원인이 매우 다양하고 복잡하다는 것을 알 수 있다. 그 중

의 하나로, 산소 자유라디칼의 형성과 지질 과산화의 증가에 의

한 산화성 스트레스의 증가가 항산화제 및 sulfhydryl군의 감소

와 함께 작용한다는 견해가 대두되고 있다.5 또한 Doxorubicin에

의한 심근독성은 심근세포의 세포자멸사를 수반한다는 연구 결

과도 보고되었다.6 Doxorubicin의 신경 독성에 대한 연구에서, 신

경세포는 doxorubicin이 만들어낸 산소 자유라디칼에 의해 손상

되며 그 기전에 DNA의 손상이 포함된다고 하였다.7 또한 dox-

orubicin은 포유류 심장 조직에서 세포 내 Ca2+의 이동을 변화

시킨다.8 그 외에도 쥐에서는 doxorubicin의 투여량에 비례하여

신경섬유 수가 감소하였으며,9 악성 림프종의 치료를 위해 사용

한 doxorubicin 때문에 심근병증으로 사망한 환자의 심장에서는

신경섬유의 위축과 섬유화가 일어났다는 보고도 있다.10

한편, 지질 감소 효과와 강력한 항산화 작용으로 각광을 받게

된 probucol은 지질 용해성으로, 산소 자유라디칼 생성에는 영향

378378

접 수 : 2004년 8월 19일

게재승인 : 2004년10월 27일

책임저자 : 양 우 익
우 120-752 서울시 서대문구 신촌동 134
연세대학교 의과대학 병리학교실
전화: 02-361-5262
Fax: 02-362-0860 
E-mail: wiyang9660@yumc.yonsei.ac.kr

관동대학교 의과대학 병리학교실
1연세대학교 의과대학 병리학교실



Doxorubicin 심장 독성과 Probucol과 Verapamil의 작용 379

을 주지 않지만 doxorubicin이 유발하는 심근병증의 방지에 효

과적이었고 동물 모델에서도 신뢰할 만한 결과를 얻었다.11 또한

probucol은 단독 또는 doxorubicin과 혼합하여 투여하였을 때

심장의 내인성 항산화 효소인 과산소 디스뮤타아제, 글루타티온

과산화효소의 활성을 증가시킨다.5 Verapamil은 칼슘통로 차단

제로서 칼슘의 저속통로 유입과 카테콜라민의 분비를 억제하며,

doxorubicin에 의한 일반 독성과 기능성 심장 독성에 제한적으

로 효과적인 작용을 한다. 그리고, 세포 내 칼슘 과축적을 억제

하여 심장 독성을 막아주므로, verapamil을 적정량으로 투여한

다면 doxorubicin에 의한 심장독성을 감소시킬 수 있을 것이라

고 보고된 바 있다.12 반면에 P당단백질 유출 펌프를 효과적으

로 봉쇄하여 doxorubicin의 독성을 증가시킨다는 보고도 있다.13

Doxorubicin에 의한 심장 독성의 기전으로 세포자멸사에 대한

연구가 활발하게 이루어지고 있는데, caspase는 세포자멸사의 과

정에 중요한 역할을 담당하고 있다. Caspase는 세포 내에 비활성

procaspase 형태로 존재하며, 세포자멸사 신호에 반응하여 여러

단계를 거쳐 caspase-3이 활성화 된다. 이 활성 caspase-3은 세

포자멸사 과정의 중요 효과기 단백질로 작용한다.14 Heat shock

protein (hsp)은 다양한 스트레스성 자극에 반응하여 생성된다.

Hsp의 발현은 세포 손상에 대한 저항의 증가와 부합하는데, 이

저항성은 세포자멸사의 억제에 부분적으로 작용한다. 최근의 연

구에 따르면 hsp70은 세포자멸사 과정 중 cytochrome c 분비

로부터 일어나는 apoptosome 형성을 방해한다.15 Hsp27은 사립

체에서 cytochrome c의 분비를 방해하거나16 cytochrome c 또

는 procaspase-3과 작용하여 apoptosome 형성과 caspase-3 활

성을 방해한다.17

지금까지 장기간 투여한 doxorubicin의 신경 독성에 대한 실

험이 소수 있으나 독성을 억제하는 약물을 병행 투여한 실험은

없으며, 심근에 대한 병행 투여 실험은 단기간의 실험이 대부분

이다. 세포자멸사에 관한 실험도 배양한 심근세포에 doxorubicin

을 투여하고 밤 사이 배양한 다음 측정하거나 단기간 동안 동물

에 투여한 다음 관찰한 결과가 대부분이며, 장기간 투여 후 관

찰한 경우는 거의 없다. 따라서 본 연구에서는 probucol과 ver-

apamil이, 장기간 투여한 doxorubicin에 의해 유발되는 심장의

신경 독성과 심근병증에 어떤 영향을 미치는지 분석하고, 최근

심근과 신경 독성의 기전으로 대두되고 있는 세포자멸사 과정의

중요 효과기 단백질인 caspase-3의 발현과, 억제 인자인 hsp70

과 hsp27의 발현에 어떤 영향을 미치는지 알아보고자 하였다.

재료와 방법

재료

실험군에는 doxorubicin RDF (Pharmacia and Upjohn, Milan,

Italy), probucol (SIGMA, St. Louis, MO, USA), verapamil

(Keun Wha, Seoul, Korea)을 투여하였다. 면역조직화학 염색에

는 protein gene product (PGP) 9.5 (Ultraclone, Cambridge,

UK), 활성화된 caspase-3 (R&D Systems, Minneapolis, MN,

USA), hsp70, hsp25 (Stressgen Biotechnologies Corporation,

Victoria, Canada) 항체를 일차 항체로 사용하였다. 실험동물은

Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐(평균 체중 220±26 g)를 실험

전 1주일간 고형사료로 사육하면서 환경에 적응시킨 후 실험하

였다. 동물의 사육 환경은 온도 섭씨 22°, 습도 50%로 항상 일

정하게 유지하였으며, 이들의 사육 및 관리는 본 기관의 실험 동

물 사용 및 관리에 관한 지침을 준수하여 시행하였다.

약물 투여

Doxorubicin 주사액은 속효성 용해형으로 제조된 50 mg의

doxorubicin 바이알을 25 mL의 생리식염수에 용해하여 2 mg/

mL 농도의 용액을 만든 다음 체중 100 g 당 0.1 mL씩 사용하

였으며, probucol 주사액은 야자유 5 mL에 160 mg의 probucol

을 녹여 32 mg/mL 농도의 용액을 만든 다음 체중 100 g 당

0.05 mL씩 사용하였다. 그리고, verapamil 투여액은 10% 포도

당액 10 mL에 verapamil 10 mg을 녹여 1 mg/mL 농도의 용액

을 만들어서 체중 100 g당 0.1 mL씩 사용하였다. 흰쥐는 무작위

로 배정하였으며, doxorubicin 단독 투여군은 2 mg/kg의 dox-

orubicin 주사액과 유산염나트륨 부형제를, doxorubicin과 probu-

col 동시 투여군(이하 probucol 치료군)은 16 mg/kg의 probucol

주사액과 2 mg/kg의 doxorubicin 주사액을, doxorubicin과 ver-

apamil 동시 투여군(이하 verapamil 치료군)은 1 mg/kg의 ver-

apamil 투여액과 2 mg/kg의 doxorubicin 주사액을, 대조군은 유

산염나트륨 부형제와 생리식염수를 각각 투여하였다. Doxoru-

bicin, probucol, 유산염나트륨 부형제, 생리식염수는 일주일에 한

번씩 각각 4주, 6주, 8주, 10주 동안 복강 내로 주사하였다. Ver-

apamil은 실험 기간 동안 격일로 기구를 이용하여 강제로 경구

투여하였다. Probucol, verapamil, 유산염나트륨 부형제는 dox-

orubicin 또는 생리식염수를 주사하기 1시간 전에 투여하였다. 실

험동물은 각 시기별로 약물 투여 완료 후 2주 후에 희생시켰다. 

조직화학 염색

적출한 심장을 10% 중성포르말린에 고정시키고 일정 간격의

절편으로 육안 검사한 후 파라핀에 포매하였다. 그 다음 4 m

두께로 박절하고 통상의 탈파라핀과 함수과정을 거친 뒤 hema-

toxylin & eosin (H&E) 염색을 시행하였다.

면역조직화학 염색

항체 반응 전 공통과정

10% 중성포르말린에 고정하고 파라핀에 포매한 심장 절편
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조직을 4 m 두께로 박절하고, poly-L-lysine으로 처리한 유리

슬라이드 위에 조직을 부착하여 60℃에서 2시간 건조하였다.

Xylene에 10분간 2회 두어 파라핀을 제거하고 계열 알코올에서

함수한 다음, 3% 과산화수소수에 10분간 전처치하여 내인성 과

산화효소를 억제하였다.

항체 반응 과정

PGP 9.5: 수세 후 인산염 완충액에 5분간 담근 다음 1:1,200

비율로 희석시킨 PGP 9.5 (토끼, 다클론)에 대한 항체를 일차

항체로 하여, 4℃로 하룻밤 동안 반응시켰다. 인산염 완충액으

로 세척하고 Elite ABC Kit (Vector Laboratories, Burlingame,

CA, USA)를 이용하여 비오틴이 부착된 항-토끼 항체와 과산

화효소가 부착된 스트렙트아비딘을 순서대로 반응시켰다.

Caspase-3: 수세 후 0.1 M citrate buffer (pH 6.0)에서 압

력용기를 이용하여 전자오븐(750 w)에서 20분간 가열하였다. 20

분간 실온에서 식힌 후 인산염 완충액에 5분간 담근 다음 1:20

비율로 희석시킨 활성화된 caspase-3 (토끼, 다클론)에 대한 항

체를 일차 항체로 하여, 4℃로 하룻밤 동안 반응시켰다. 인산염

완충액으로 세척하고 Elite ABC Kit를 이용하여 비오틴이 부

착된 항-토끼 항체와 과산화효소가 부착된 스트렙트아비딘을 순

서대로 반응시켰다.

Hsp70: 수세 후 인산염 완충액에 5분간 담근 다음에 차단

혈청과 배양한 후 1:100 비율로 희석시킨 hsp70 (생쥐, 단클론)

에 대한 항체를 일차 항체로 하여, 4℃로 하룻밤 동안 반응시켰

다. 인산염 완충액으로 세척하고 MOM kit (Vector Labora-

tories, Burlingame, CA, USA)를 이용하여 비오틴이 부착된

항-생쥐 항체와 과산화효소가 부착된 스트렙트아비딘을 순서대

로 반응시켰다.

Hsp25: 수세 후 0.1 M citrate buffer (pH 6.0)에서 압력용

기를 이용하여 전자오븐(750 w)에서 20분간 가열하였다. 20분

간 실온에서 식힌 후 인산염 완충액에 5분간 담근 다음에 1:100

비율로 희석시킨 hsp25 (토끼, 다클론)에 대한 항체를 일차 항체

로 하여, 4℃로 하룻밤 동안 반응시켰다. 인산염 완충액으로 세척

하고 Elite ABC Kit를 이용하여 비오틴이 부착된 항-토끼 항체

와 과산화효소가 부착된 스트렙트아비딘을 순서대로 반응시켰다.

항체 반응 후 공통과정

3,3 -diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB, DAKO,

Glostrup, Denmark)를 이용하여 발색한 뒤 Harris’hematoxylin

으로 대조 염색하고 봉입하였다. 

염색 결과의 판정 및 결과 분석

H&E 염색을 시행한 슬라이드를 검색하여 간질 내 염증세포

의 침윤 정도와 심근세포의 공포성 변화를 분석하였다. 면역조

직화학 염색 결과를 판정하기 위하여 심장의 횡단면을 8등분하

고, 각 구역을 심내벽, 심근벽, 심외벽으로 구분하여 총 24구역

의 관심 영역을 설정하였다(Fig. 1).

PGP 9.5 면역조직화학 염색 결과의 판정: 설정한 각각의 관

심 영역에서 광학현미경 400배 시야의 10×5 격자 내에 포함된

PGP 9.5 면역조직화학 염색에 반응한 신경섬유의 수를 계수하

였다.

Caspase-3 면역조직화학 염색 결과의 판정: 설정한 각각의

관심 영역에서 광학현미경 고배율 시야의 10×10 격자 내에 포

함된 세포 중 세포질에 과립상의 양성반응을 보인 세포의 수를

계수하였다.

Hsp70과 hsp25 면역조직화학 염색 결과의 판정: Hsp는 전

층의 심근세포 세포질에 미만성으로 양성반응을 보였기 때문에

계수를 통한 정량적 분석이 불가능하였다. 이에 전반적인 면역조

직화학 염색의 양성반응 정도를 판정하고자 총 24구역의 관심 영

역에서 동일한 크기의 영역을 선택하여 흡광도(optical density)

분석을 시도하였다. 필름 스캐너(SprintScan 35 Plus, Polaroid

corporation, Cambridge, MA, USA)를 컴퓨터의 small com-

puter system interface 카드에 연결하고, 편광필터를 사용하여

특수 제작한 어댑터에 면역조직화학 염색한 유리 슬라이드를 넣은

뒤, 필름 스캐너와 PolaColor Insight 3.5 (Polaroid corporation,

Cambridge, MA, USA) 프로그램을 사용하여 2,700 DPI의 해

상도로 획득한 유리 슬라이드의 1:1 디지털 사진을 Tagged-

Image File Format으로 컴퓨터에 저장하였다. 저장된 사진은

Image Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD,

USA) 프로그램을 이용하여 각각의 관심 영역에서 흡광도를 측

정하였다. 흡광도 분석은 물질을 투과하는 빛의 양을 측정함으

로써 재료에서 물질의 양을 판별하는 방법으로 다음과 같이 계

산하였다.

Optical density(x, y)=-log((Intensity(x, y)-Black)/(Inci-

dent-Black))

′

Fig. 1. The 24 regions of interest of left ventricle are defined at the
8 sectors in the subendocardium, mid-myocardium, and subepi-
cardium.

Subendocardium
Mid-myocardium
Subepicardium

Myocardial layers
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Intensity(x, y): 픽셀 휘도값(x, y)

Black: 빛이 재료를 전혀 투과하지 못하는 상태의 픽셀 휘도값

Incident: 빛이 재료를 완전히 투과하는 상태의 픽셀 휘도값

자료는 평균(mean)±표준편차(standard deviation of the

mean, SD)로 표시하였다. 실험군 사이의 통계학적 비교는 일원

분산분석(one-way ANOVA)을 시행하고, 각 집단 간의 개별

비교를 위한 다중비교는 쉐페 검정(Scheffe test)을 사용하였

다. 심외벽/심내벽 비율은 비모수통계 검정법인 맨-휘트니 검정

(Mann-Whitney U test)9을 시행하여 비교하였다. 

결 과

광학현미경 소견

간질 내 염증세포 침윤의 정도는 doxorubicin 단독 투여군이

가장 심하였으며, verapamil 치료군, probucol 치료군 순으로 정

도가 약한 소견을 보였다. 침윤된 염증세포는 주로 림프구 등 단

핵구로 구성되어 있었으며, 일부 심근 세포에서 괴사소견을 보

였으나 투여 기간에 따른 차이는 발견할 수 없었다. 심근세포의

공포성 변화는 doxorubicin 단독 투여군과 probucol 치료군에서

국소적으로 관찰되었다(Fig. 2).

PGP 9.5에 대한 면역조직화학 염색 결과

PGP 9.5에 양성반응을 보인 대조군의 신경섬유 수는 투여

기간에 따른 유의한 차이가 없었다. Doxorubicin 단독 투여군과

verapamil 치료군의 경우 4주부터 신경섬유의 수가 감소하기

시작하였다. 신경섬유 수는 투여 기간에 비례하여 감소하였다.

Doxorubicin 단독 투여군의 경우에는 8주(142.20±41.95)와 10

주(96.00±23.62)에서 4주(361.40±109.08)에 비하여 유의한 차

이를 보였고, verapamil 치료군의 경우에는 8주(147.80±36.02)

에서 4주(354.20±110.83)에 비하여 유의한 차이를 보였으며(p<

Fig. 2. Light microphotographs of the rat heart at 6 weeks. (A) There is no specific lesion in control group. (B) In a case of doxorubicin
group, it shows mild lymphocytic and histiocytic infiltration with focal necrosis in the myocardium. (C) Doxorubicin with probucol group,
there are scattered focal vacuolization of the myocytes. (D) Doxorubicin with verapamil group, it reveals focal lymphocytic infiltration in
the myocardium.
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0.05), 10주(115.75±34.75)의 경우 4주 및 6주(277.67±79.99)

와 유의한 차이를 보였다(p<0.05). Probucol 치료군의 경우 역

시 4주부터 신경섬유의 수가 감소하였는데, 다른 두 군에 비하

여 신경섬유의 감소 정도가 덜 심한 소견을 보였으며, 투여 기

간에 따른 유의한 차이를 보이지 않았다(Fig. 3).

Doxorubicin 투여 기간, 즉 누적용량과 염색된 신경섬유의 수

사이의 관계를 보기 위하여 상관분석을 시행하였다. Pearson 상

관계수는 doxorubicin 단독투여군과 verapamil 치료군의 경우 각

Fig. 3. Immunohistochemical stains for PGP 9.5 of the rat heart. The numbers of positively-reacted nerve fibers are not decreased at 4
weeks (A) and 10 weeks (B) in the control group. The nerve fibers are decreased at 4 weeks (C) and decreased markedly at 10 weeks
(D) in the doxorubicin group. In the doxorubicin with probucol group, the nerve fibers are decreased minimally at 4 weeks (E) and decreased
mildly at 10 weeks (F). (Fig. 3 continued next).
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각 -0.8279와 -0.7956이었으며, probucol 치료군의 경우 -0.4598

으로 역 상관관계를 보였다(p<0.05).
투여 기간별로 분산분석을 시행한 결과, 4주군의 경우에는 집

단간에 평균값의 차이가 없었으나, 6주군부터 doxorubicin 단독

투여군과 verapamil 치료군이 대조군에 비하여 유의한 차이로

감소하였다(p<0.05). 8주군부터는 doxorubicin 단독 투여군과

verapamil 치료군이 probucol 치료군에 비하여 유의한 차이로

감소하였다(p<0.05)(Fig. 4).
심근을 심내벽, 심근벽, 심외벽의 3층으로 나누어 비교한 결

과, 3층 모두 전체 신경섬유의 수를 비교한 경우와 비슷한 양상

을 보였다. 심근의 3층 중 심외벽과 심내벽의 심경섬유의 수 비

율은 Mann-Whitney U test를 이용하여 분석하였다.9 투여군

별로 비교하였을 때 doxorubicin 단독 투여군과 verapamil 치료

군에서, 10주(6.24±1.15 및 6.08±1.05)의 경우는 4주(3.71±

0.73 및 3.73±0.58) 및 6주(3.95±0.63 및 3.87±0.56)에 비하

여 유의한 차이를 보였다(p<0.05). 투여 기간별로 비교하였을

때는 10주군에서, doxorubicin 단독 투여군과 verapamil 치료군

이 대조군(3.64±0.49)에 비하여 유의한 차이가 있었고(p<0.05),
verapamil 치료군은 probucol 치료군(4.05±0.76)과도 유의한

차이가 있었다(p<0.05)(Fig. 5).

Caspase-3에 대한 면역조직화학 염색 결과

Caspase-3은 심근세포의 세포질에 과립상의 양성반응을 보였
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Fig. 3. (Continued from the previous page) The nerve fibers are decreased at 4 weeks (G) and decreased markedly at 10 weeks (H) in the
doxorubicin with verapamil group.

G H

Fig. 4. The numbers of the nerve fibers positively reacted to immu-
nohistochemical stain for PGP 9.5 are decreased gradually accord-
ing to the duration of doxorubicin administration. The values are
expressed as mean±standard deviation. The nerve fibers in the
doxorubicin and doxorubicin with verapamil groups are lower than
control (*) and doxorubicin with probucol groups (�) (p<0.05).
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Fig. 5. The ratio of nerve fibers positively reacted to immunohis-
tochemical stain for PGP 9.5 in the subepicardium to subendo-
cardium is increased gradually according to the duration of dox-
orubicin administration in the doxorubicin and doxorubicin with
verapamil groups. The values are expressed as mean±standard
deviation. The ratio of nerve fibers in the doxorubicin and doxoru-
bicin with verapamil groups are higher than control (*) and dox-
orubicin with probucol groups (�) (p<0.05).
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으며, 염색 강도는 균일하지 않고 다양하였다. 양성반응을 보인

심근세포의 분포는 균일하지 않았으나 혈관과 가까운 부위에서

양성반응을 보인 심근세포를 비교적 자주 관찰할 수 있었다. 심내

벽, 심근벽, 심외벽등 구역에 따른 유의한 차이는 없었다(Fig. 6).

Caspase-3에 양성반응을 보인 세포의 수는 doxorubicin 단독

투여군과 verapamil 치료군이 대조군 및 probucol 치료군에 비

하여 전반적으로 많았다. Probucol 치료군의 경우 대조군과 유

의한 차이를 보이지 않았으며, 투여 기간에 따른 변화도 유의한

차이를 보이지 않았다. Doxorubicin 단독 투여군과 verapamil

치료군의 경우, 4주와 8주에 비하여 6주와 10주에 더 증가한 결

과를 보였다. 그러나 투여 기간에 따른 유의한 차이나 상관관계

는 보이지 않았다. 투여 기간별로 분산분석을 시행한 결과, 6주

에서 doxorubicin 단독 투여군(55.60±6.54)이 대조군(40.20±

7.46)에 비하여 caspase-3에 양성반응을 보인 세포의 수가 유의

한 차이를 보였고(p<0.05), verapamil 치료군(61.17±9.28)은

대조군 및 probucol 치료군(46.83±5.42)과 유의한 차이를 보였

다(p<0.05). 그리고 10주에서는 doxorubicin 단독 투여군(64.25

±13.07)이 대조군(44.80±7.09) 및 probucol 치료군(43.40±

6.54)과 유의한 차이가 있었다(p<0.05)(Fig. 7).

Hsp에 대한 면역조직화학 염색 결과

Hsp70과 hsp25는 심벽 전 층의 심근세포 세포질에 양성반응

을 보였고, 심내벽, 심근벽, 심외벽 등 구역에 따른 유의한 차이

는 없었다.

Hsp70에 대한 면역조직화학 염색을 시행한 슬라이드에서 측

정한 흡광도는, 약물별로 비교하였을 때 doxorubicin 단독 투여

군, probucol 치료군, verapamil 치료군의 경우 4주와 8주에 비

하여 6주와 10주에 더 감소한 결과를 보였으나 투여 기간에 따

른 유의한 차이는 없었다. 투여 기간별로 분석하였을 때에도 대

조군과 유의한 차이를 보이지 않았다. Hsp25에 대한 면역조직

화학 염색을 시행한 슬라이드에서 측정한 흡광도는 약물별로 비

교하였을 때 투여 기간에 따른 유의한 차이는 없었으며, 투여 기

간별로 분석하였을 때는 doxorubicin 단독 투여군이 4주와 6주
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Fig. 6. Immunohistochemical stains for caspase-3 of the rat heart. The positive-reacted cells are usually located near the blood vessels.
The numbers of positive-reacted cells in the doxorubicin (B) and doxorubicin with verapamil (D) groups are generally higher than control
(A) and doxorubicin with probucol (C) groups. 
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군에서 감소한 수치를 보였으나 대조군과 유의한 차이를 보이지

는 않았다.

고 찰

Doxorubicin의 항암 작용을 방해하지 않으면서 심장 독성을 방

지할 수 있는 효과적인 혼합 요법의 개발을 위한 연구가 지속적

으로 이루어지고 있다. 그러나 이들 연구는 배양한 심근세포를

이용하거나 단기간의 동물 실험이 대부분이어서,11,12,18,19 본 연구

에서는 약물을 장기간 투여한 동물 실험을 시행하였다.

광학현미경 소견에서 심장 간질 내 염증세포의 침윤 정도는

doxorubicin 단독 투여군에서 가장 심했으며, 4주군부터 염증세

포의 침윤이 나타나기 시작해서 6주와 8주에 심한 소견을 보여

Jeon 등9이 보고한 결과와 유사하였다. Probucol 치료군과 ver-

apamil 치료군은 doxorubicin 단독 투여군에 비하여 간질 내 염

증세포의 침윤 정도가 경한 소견을 보였으며, probucol 치료군이

조금 더 경한 편이었다. 심부전을 동반한 심근에서 산소 자유라

디칼은 pro-inflammatory cytokine인 interleukin (IL)-1 와

IL-6의 발현을 자극하는데, probucol은 항산화 작용을 통하여 이

과정을 현저히 억제하는 효과를 나타낸다고 한다.20 Verapamil

은 pro-inflammatory gene signaling을 방해하여 대식세포의

반응성을 줄인다는 보고도 있으며,21 superoxide가 Ca2+ 의존성

방법으로 인간 단핵구를 활성화시킨다는 가정하에 superoxide의

자극에 의한 종양괴사인자- 의 분비를 verapamil 처치를 통하

여 억제하였다는 보고도 있다.22 본 연구에서도 probucol 치료군

과 verapamil 치료군이 doxorubicin 단독 투여군에 비하여 염증

세포 침윤 정도가 적게 나타나, 이들 약제가 어느 정도 염증 세

포의 침윤을 억제하는 효과가 있었다. 

실험군에서 PGP 9.5에 반응한 심장 내 신경섬유의 수는 4주

군부터 감소되기 시작하였다. Doxorubicin 단독 투여군과 vera-

pamil 치료군의 경우 8주부터는 4주에 비하여 유의한 차이의 감

소를 보여 다른 연구 결과와 유사하였다.9,10 Probucol 치료군의

경우에 역시 4주부터 신경섬유의 수가 감소하였지만, 다른 두 군

에 비하여 신경섬유의 감소 정도가 덜 심한 소견을 보였다. 이

는 probucol이 신경섬유 손상을 일부분 방지하는 것으로 해석할

수 있다. 그러나 이 결과는 probucol이 doxorubicin에 의한 심근

손상 및 기타 부작용을 완전히 방지하였다는 이전의 보고와는

일치하지 않으며,11 이는 신경섬유의 손상에 산소 자유라디칼의

작용 및 항산화 효소의 감소 외에도 다른 원인이 작용할 가능성

을 생각할 수 있기 때문에 지속적으로 연구를 해야 할 것이다.

모든 실험군에서 doxorubicin 투여 기간(누적 용량)과 염색된

신경섬유의 수 사이에는 역의 상관관계를 보였다. Doxorubicin

단독 투여군과 verapamil 치료군은 높은 상관관계를 보였고, pro-

bucol 치료군은 비교적 높은 상관관계를 보여 신경섬유의 손상

이 doxorubicin 투여 누적 용량에 비례하는 것을 알 수 있었으

며, 이는 다른 연구 결과와 일치하는 소견이다.9 투약 기간별로

비교했을 때 4주 군에서는 실험군과 대조군 사이에 유의한 차이

를 보이지 않다가 6주가 지나면서 doxorubicin 단독 투여군과

verapamil 치료군이 대조군과 유의한 차이를 보이기 시작했는

데, 이는 역시 Jeon 등9의 결과와 비슷한 소견이다. Probucol 치

료군의 신경섬유가 다른 실험군에 비해 작은 비율로 감소하였기

때문에, 8주 군에서는 doxorubicin 단독 투여군과 verapamil 치

료군이 probucol 치료군과도 유의한 차이를 보였다.

정상인 심장에서는 베타-아드레날린성 수용체가 심내벽과 심

외벽에서 분포의 차이가 없으나, 심부전 환자에서는 심내벽에 심

한 감소를 보인다.23 Doxorubicin을 투여한 쥐의 심장 신경섬유

에 대한 실험에서 심내벽이 심외벽에 비하여 doxorubicin에 취

약하다는 사실이 알려져 있다,9 Doxorubicin 치료 후 21일이 지

난 쥐의 심근에 세포자멸사가 증가하였는데, 특히 심내벽에 집

중적으로 나타났으며 이 세포들이 형태학적으로 Purkinje 세포

의 모양을 나타냈다는 보고가 있다.19 본 실험에서도 doxorubicin

투여량이 증가함에 따라 심내벽의 신경섬유 수가 심외벽에 비하

여 더 감소하여 신경섬유 수의 심외벽/심내벽 비율이 증가하였다.

그러나 probucol 치료군의 경우에는 증가 정도가 미약하였다. 이

는 probucol 치료군이 doxorubicin 단독 투여군에 비하여 세포

자멸사 비율이 현저히 낮았지만 대조군에 비해서는 유의하게 높

아, probucol이 doxorubicin에 의한 세포자멸사를 완전히 방지하

지는 못했다는 보고와 비슷하다.19

Doxorubicin에 의한 심근병증 환자와 동물의 심장에 대한 형

태학적 소견에서, 증가된 산화 스트레스에 의한 세포자멸사 과정

이 심근세포의 죽음에 관여한다는 보고가 있다.19,24 본 연구에서

doxorubicin 단독 투여군과 verapamil 치료군은 대조군 및 pro-

bucol 치료군에 비하여 전반적으로 caspase-3에 양성반응을 보

인 세포의 수가 많았으며, 6주와 10주의 경우에는 유의한 차이를
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Fig. 7. The numbers of the cells positively reacted to immunohis-
tochemical stain for caspase-3 in the doxorubicin and doxorubicin
with verapamil groups are higher than control (*) and doxorubicin
with probucol groups (�) (p<0.05). The values are expressed as
mean±standard deviation.
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보였다. 이는 doxorubicin을 단기간 투여한 동물실험에서 투여

후 4일과 21일째에 세포자멸사 백분율이 유의하게 높고, probu-

col로 치료한 경우 치료 후 21일째에 세포자멸사 백분율이 dox-

orubicin 단독 투여군에 비하여 현저하게 낮은 수치를 보이고,

정상 대조군에 비해서는 유의하게 높은 수치를 보인 보고와 비

슷하였다.19

심장에서 Bax와 caspase-3의 발현은 세포자멸사를 촉진한다

고 보고되었는데,25,26 doxorubicin에 의한 심근병증 실험에서도

세포자멸사의 증가가 Bax 발현의 증가와 상관관계를 보였다. 동

일한 실험에서 caspase-3도 투여 후 4일째에 최고로 활성화되었

으며, 10일과 16일째에는 감소하였다.19 또한 bovine aortic endo-

thelial cell 세포배양을 통한 실험에서도 doxorubicin을 투여하

고 밤 사이 배양한 경우 caspase-3가 대조군에 비하여 4배 증가

된 소견을 보였다.27 본 연구에서는 caspase-3에 대한 계측치가

비교적 낮게 나타났다. 이는 본 실험에서 활성화된 caspase-3에

특이성을 갖는 항체를 사용하였고, 약물 투여 후 14일째에 희생

하여 조직을 채취하였기 때문에 caspase-3에 양성반응을 보인

세포의 수가 상당히 감소하였을 가능성이 있다.

식도의 편평상피암종 조직을 대상으로 시행한 hsp27과 hsp70

에 대한 면역조직화학 염색의 결과에서, hsp27과 hsp70 발현의

정도와 림프구 침윤의 정도가 서로 상관관계를 보여 hsp 발현

이 숙주의 면역력을 증가시키는 것으로 추정한 보고가 있다.28 그

러나 본 연구에서는 간질 내 염증세포 침윤 결과와 hsp 발현의

정도가 유의한 상관관계를 보이지는 않았다. 심근 세포 배양 실

험에서 doxorubicin은 shock protein의 합성을 억제하였고,29 갓

태어난 쥐에 단기간 doxorubicin을 투여하고 장기간 사육한 실

험에서 hsp25는 doxorubicin 투여 직후에는 심장에 대한 직접

독성에 대한 반응으로 증가하고, 8주의 경우에는 심실 벽 두께의

감소에 따른 스트레스성 자극에 대한 반응으로 증가한 것으로

분석되었다.30 본 연구에서는 현재 상품화된 hsp27 항체가 사람

과 원숭이 조직용만 있기 때문에, 쥐에 사용 가능한 hsp25 토끼

다클론 항체를 이용하여 실험하였다. Hsp70과 25에 대한 면역

조직화학 염색으로 얻은 결과는 각 실험군 및 투여 기간 사이에

유의한 차이를 보이지 않았는데, 이에 대하여 기존의 연구에서

관측한 시점과 본 연구의 관측 시점이 다르기 때문에 확실한 결

론을 내리기는 어렵다. 기간 및 용량에 따른 hsp의 발현 정도의

변화에 대한 자세한 연구가 필요할 것으로 생각한다.

이상의 결과를 통해 doxorubicin에 의한 심장 내 신경섬유 수

의 감소는 doxorubicin 누적 용량에 비례하며, doxorubicin을 투

여했을 때 심근세포에서 활성화된 caspase-3의 발현이 증가한 소

견을 보여 doxorubicin에 의한 심근 손상에 세포자멸사가 일부

관여한다는 점을 확인할 수 있었다. Verapamil은 doxorubicin

에 의한 심장 내 신경 독성을 줄이지 못했고, caspase-3, hsp70

및 hsp25의 발현에 영향을 주지 못하여 심장 보호 효과가 별로

없다는 사실을 알 수 있었다. 반면에 probucol은 각 시기별로

doxorubicin에 의한 심장 내 신경 독성의 억제에 부분적으로 기

여하고 심근병증의 억제에도 도움을 주며, 비록 hsp70과 hsp25

의 발현에는 영향을 주지 못했으나 활성화된 caspase-3 발현의

억제에 부분적으로 기여하여 세포자멸사의 억제에 일부 효과가

있음을 확인하였다.
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