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국문요약

Microarray및 Real-TimeRT-PCR을 이용한
후경골 건증 관련 유전자 발현 분석

후경골 건 기능장애는 성인의 족부 동통 및 기능 이상의 흔한 원인
으로,식생활의 서구화와 비만 인구와 당뇨 및 고혈압 환자의 증가로
인해 국내에서도 발생 빈도가 증가하고 있다.
본 연구에서는 Johnson's분류 제 2기로 진단되어 수술을 받은 총 11예의
22검체(후경골 건증 건과 정상 장족지 굴건)를 대상으로 하였으며,
oligomermicroarray방법을 이용하여 유의한 발현 변화를 보이는 질
병 관련 유전자를 발굴하고,이 결과와 현재까지 보고된 자료를 바탕
으로 건증 발생과 관련이 있는 것으로 알려진 유전자들의 mRNA 발
현을 real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction
(RT-PCR)기법을 이용하여 확인하였다.
수술을 통해 얻은 조직은 RNAlater에 담근 후 액체질소로 급냉동시
켜 -80℃에 보관하였으며,RNeasyminikit을 이용하여 totalRNA 추출
및 정제하였다.Oligomermicroarray는 2예,4개의 검체에서 추출한 total
RNA를 HumanGenomeU133A 2.0Gene-Chip(Affymetrix)을 이용
하여 분석하였으며,정상 건과 비교해 지수 함수로 두 배 이상 발현
의 변화를 보인 유의 발현 유전자(differentially expressed gene,
DEG)를 선별하였고,발현이 증가,또는 감소한 상위 200개의 유전자를
BiologicalNetworksGeneOntology(BiNGO)Bioinformaticsprogram을
이용하여 생물학적 연관성에 따라 분류하였다.나머지 9예,18개의 검
체에서 추출한 totalRNA는 real-timeRT-PCR을 통한 특정 mRNA
의 발현분석에 이용하였다.
Oligomermicroarray결과에서는 matrix metalloproteinase (MMP)
-1,-2,-9,-11,-13,-14,-15,-19,matrixmetalloendoppeptidase,a
disintegrin and metalloproteinase (ADAM) -12, IL-2, -11, -13R,
fibroblastgrowthfactor-2,insulin-likegrowthfactor-1,heatshockprotein
70(Hsp70),collagentypeIalpha1(COL1A1),COL3A1유전자의 발현이
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유의하게 증가하였으며,MMP-3, -10, -17, -27, tissue inhibitor of
metalloproteinase(TIMP)-3,-4,IL-6R,-7,-8,-16,vascularendothelial
growth factor,decorin 유전자의 발현은 유의하게 감소하였다.BiNGO
Bioinformatics program을 이용한 분류에 의하면, 공통적으로
metalloendopeptidase와 metallopeptidase활성 및 세포외 기질 관련
유전자 군의 발현이 증가하였고,세포외 영역 관련 유전자군의 발현
이 공통적으로 감소하였다.
Real-timeRT-PCR결과에서는 MMP-1,-2,-3,-8,-9,-10,-11,
-13,ADAM withthrombospondinmodifs(ADAMTS)-4,TIMP-
1,-2,-4,IL-4R,-6,-6R,-8,-13,caspase-8,Hsp70,poly(ADP-
ribose)polymerase(PARP)의 mRNA가 결과가 나온 예의 과반수이
상에서 정상 건과 비교 두 배 이상의 발현 변화를 보였으며,이들 중
IL-6과 caspase-8,Hsp70,PARP를 제외한 나머지는 발현이 주로
증가하는 경향을 보였다.이외에도 COL3A1은 발현이 주로 증가하였
으며,decorin은 발현이 주로 감소하였다.통계 분석에서는 MMP-1,
-11,TIMP-1,-2,-4및 caspase-8의 발현이 정상 건에 비해 의미
있는 변화를 보였다 (p<0.05).
이러한 결과는 장기적으로 가해진 부하로 인해 유발된 후경골 건증
에서 MMP,염증성 사이토카인,스트레스 및 세포사멸 관련 유전자
복합적으로 발현됨을 의미하고,이는 세포외 기질의 분해 및 교원질
구성의 변화와 인장강도의 감소와 같은 물리적 성질의 변화와 관련이
있는 것으로 사료된다.그러나 유전자의 mRNA 발현을 실제 기능의
단위인 단백질의 발현으로 해석하기에는 무리가 있기 때문에 추후
Westernblot등의 방법을 이용한 단백질 발현 연구가 진행되어야 할
것으로 사료된다.

����������������������������������������������������������������������

핵심 되는 말 :후경골 건증,oligomermicroarray,real-timeRT-PCR,
유의 발현 유전자,matrixmetalloproteinase(MMP),
사이토카인,세포사멸
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Microarray및 Real-TimeRT-PCR을 이용한
후경골 건증 관련 유전자 발현 분석

<지도교수 한수봉>

연세대학교 대학원 의학과

최최최 윤윤윤 락락락

ⅠⅠⅠ...서서서론론론

후경골 건 기능장애는 성인의 족부 동통 및 기능 이상의 흔한 원
인이다1.후경골 건 병변의 유병율은 현재까지 잘 알려져 있지 않지
만,이는 성인의 후천성 평편족의 가장 흔한 원인이며2,서양에서는
많은 중년 여성이 후경골 건병변(tendinopathy)으로 고통을 받고 있
다고 한다3.이는 하지에 발생하는 슬개 건염이나 아킬레스 건염과
는 달리,특징적으로 장시간 앉아서 생활하는 중년 이상의 여성에게
주로 발생하고1,4-6,비만,고혈압,당뇨병과 같은 성인병과의 연관성
도 제시되고 있다7.최근 들어 식생활의 서구화와 성인병의 증가로
인해 우리나라에서도 후경골 건병변이 증가하고 있는 추세이다.
후경골 건 기능장애는 과거 염증 반응의 결과로 여겨졌으나,조직
학적으로 대식세포와 같은 염증세포는 없이 섬유아세포 증식과 뮤
신 변성,신생혈관형성으로 특징지어지는 소견을 보여 염증에 관련
된 임상적 또는 조직학적 특징은 관찰되지 않는다고 하였다8.이러
한 조직학적 변화는 건증(tendinosis)의 특징적 소견이며8,9,결과적
으로 교원질 다발의 선상 배열의 파괴와 건 조직의 치유반응을 저
하시키는 것으로 여겨지고 있다10.
건병변은 심한 통증을 동반하고,염증세포가 발견되지 않으며,저
조한 치유반응으로 특징지어지는 건의 질환으로,이 중 하나인 건증
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은 염증의 임상적 또는 조직학적 증상이 없는 건 조직의 퇴행성 질
환의 기술에 사용되는 용어이며11,12,건병변에서 발견되는 비정상적
인 세포외 기질(extracellularmatrix,ECM)의 병리학적 특징을 보인
다13.건증은 조직의 치유반응이 없이 과도한 건의 사용과 과도한 기
계적 부하로 인하여 일어나며,이로 인해 제 1형 교원질 파괴,세포
외 기질의 감소,단백다당(glycosaminoglycan)의 증가 및 건 세포의
세포사멸이 일어남으로써 건 조직이 손상되고 건증이 유발되는 것으
로 알려져 있다14.그러나 현재까지 진행되어 온 많은 연구에도 불구
하고,아직 분자생물학적 기전이 명확히 밝혀지지 않고 있다13,15.
몇몇 연구자들은 건병변 발생과 밀접한 연관성이 있는 유발 인자
로 혈관 내피세포 성장 인자(vascularendothelialgrowth factor,
VEGF)와 혈관신생에 초점을 맞추고 있다.특히 젊은 운동선수들에
게서 비정상 혈관신생(angiogenesis)은 슬개 건의 건증 발생에 민감
한 영향을 끼쳤으며14,16,아킬레스 건의 건증이나 파열 환자의 조직
에서 VEGF의 발현이 증가된다는 보고들이 있다17-19.또한,저산소
조건,주기적 부하 조건 등에서의 건 세포 배양을 통해,hypoxia
induciblefactor-1(HIF-1)의 매개로 건 세포에서 VEGF가 과발현
되고,이는 matrix mellaloproteinase (MMP)발현은 증가시키고
tissueinhibitorofmetalloproteinase(TIMP)의 발현은 억제시킨다
는 증거들도 제시되고 있다18-22.이를 근거로 건의 저혈관성 부위에
서 과부하나 과사용의 결과로 HIF-1이 생성되고,이는 VEGF의 발
현을 유발하며,이를 통해 MMP의 활성증가와 건증이 발생한다는
가설이 제시된 바 있다23.
이외에도 건 세포의 배양 조건하에서 IL-1β나 기계적 자극을 가함
으로써, IL-1β, IL-6, cyclooxygenases (COX-1, COX-2),
prostaglandin-E2(PGE-2)및 다양한 MMP등의 발현이 유의하게
증가하였다는 보고들이 있다23-26.이는 건 세포의 자극을 통해 생성
되는 염증 매개 물질이 기질분해효소의 발현 증가로 이어지는 분자
생물학적 기전이 존재함을 암시한다.
최근 들어서 파열된 극상 건 조직에서 과도하게 증가된 세포사멸
이 관찰됨으로써27,세포사멸과 건병변과의 연관성에 관심이 모아지
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고 있다.Molloy등28은 쥐의 과사용 극상 건에서 글루탐산 신호전달
계의 활성화 조절에 관여하는 여러 유전자의 발현이 증가,또는 감
소함을 밝혔으며,이 글루탐산이 건 섬유아세포의 세포사멸을 유발
시킨다고 보고하였다.Arnoczky 등29은 건 섬유아세포에 주기적인
부하를 가하여 세포사멸을 유발하는 stress-activatedproteinkinase
(SAPK)의 활성이 증가함 확인하였다.이와 같은 결과를 근거로 장
기간 지속되는 건의 과부하가 SAPK를 활성화시키고,결국 세포사멸
을 유발하며,증가된 세포사멸은 교원질을 약화시켜 쉽게 건이 파열
된다는 가설이 제시되었다30.그러나 이들 연구에서는 건증 유발에
관련이 있는 것으로 알려진 MMP와 염증성 사이토카인 등과 같은
다른 후보 유전자에 대해 언급되지 않았다.
현재까지 진행되어 온 유전자 발현 및 조절에 대한 연구는 특정
유전자의 발현에만 국한되어 있었다.또한,대부분의 연구가 배양된
정상 건 세포에 생화학적,물리적 외부 자극을 가한 후 변화를 관찰
한 것이기 때문에 인체에서 발생된 건증을 설명하는데 한계가 있다
31,32.이러한 수많은 연구에도 불구하고 후경골 건증의 인체 조직을
이용한 분자생물학적 연구는 시도된 바 없다.
따라서 본 연구에서는 환자의 수술 중 획득한 후경골 건증 건과 정
상 장족지 굴건을 대상으로 연구를 계획하였으며,동시에 2만개 이
상의 유전자 발현 분석이 가능한 oligomermicroarray방법을 이용하
여 건증에서 정상 건과 비교,유의한 발현 변화를 보이는 질병 관련
유전자를 발굴하고,이 결과와 현재까지 보고된 자료를 바탕으로 건
증 발생과 관련이 있는 것으로 알려진 유전자들의 발현을 real-time
reversetranscriptase-polymerasechainreaction(RT-PCR)기법을
이용하여 확인하고자 하였다.
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...연연연구구구 대대대상상상

후경골 건의 비대 및 신장으로 인한 기능 이상으로 중족부 종아치의 함몰
과 전족부 외전,후족부 외반 등의 변형이 있으나 도수 교정이 가능하여,
Johnson's분류1제 2기로 진단되어 장족지 굴건 이전술(flexordigitorum
longustendontransfer)의 적응증이 되어 수술을 시행 받은 환자 중 본 실
험에 검체 사용을 허락한 경우를 대상으로 하였다.이들 중 일부 스포츠
손상이 원인인 경우나 병변 부위에 감염의 과거력이 있는 경우,3개월 이
상 스테로이드를 복용하였거나 병변 부위 스테로이드 국소 주사의 경력이
있는 경우,당뇨병이나 전신 염증 관절염,교원질 관련 유전자 질환을 동반
하여 본 연구의 목적에 부합되지 않는 경우를 제외한,총 11예에서 획득한
검체를 대상으로 하였다.대상 환자 중 여자가 9예,남자가 2예였으며,평
균 연령은 41.2세(범위,34-87세),평균 유병 기간은 23.3개월(범위,8-72개
월)이었다.
수술은 척추 또는 전신 마취 하에서 진행하였다.족부의 내측에서 후경골
건을 따라 족관절 내과에서 주상골을 지나 내측 설상골 하부까지 절개를
하고,후경골 건을 노출시켰다.건증이 확인된 후경골 건은 근건 경계부위
부터 거주상 관절부위까지 제거하였고,남은 후경골 근의 원위부를 장족지
굴근과 봉합하였다.주상골 결절의 후경골 건 부착부를 원위부로 젖히고,
스프링 인대 복합체를 절개 및 전진시켰다.족관절 내과 부위에서 장족지
굴건을 확인하고,이를 따라 원위부로 추적하여 MasterKnotofHenry를
절개하고 최대한 원위부에서 절단하였다.후경골 건의 건초가 깨끗하면 장
족지 굴건을 이 건초 내로 위치시켰고,그렇지 않으면 장족지 굴건의 건초
내에 그대로 두었다.드릴을 이용하여 주상골의 상부에서 하부로 구멍을
내고,장족지 굴건은 하부에서 상부로 빼낸 후 제거 가능한 건의 원위부
일부를 제거하였다.족부를 최대한 회외전 시키고,장족지 굴건을 충분히
당긴 후 주위 조직과 후경골 건의 남은 부분을 이용하여 고정시켰다.피부
봉합 후 족부를 회외전 자세에서 부목고정하고 수술을 마쳤다.수술 후 얻
어진 후경골 건증 조직을 실험군으로,체취한 정상 장족지 굴건을 대조군
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으로 이용하였다.
수술을 통해 얻은 조직은 즉시 Dulbecco's phosphate buffered
saline(GibcoBRL,GrandIsland,NY,USA)으로 충분히 세척하여
혈액 등의 오염을 제거하였고,조직을 5x5mm 미만의 크기로 절
제하여,15㎖ conicaltransporttube에 넣고,RNase로부터 RNA의
파괴를 막기 위해 RNAlater(Invitrogen,Carlsbad,CA,USA)에 담
가 4℃에서 48시간 처리한 후 RNAlater를 제거하고 액체질소로 급
냉동시켜 -80℃에서 보관하였다.

222...TTToootttaaalllRRRNNNAAA추추추출출출

500mg의 건증 또는 정상 건 조직을 각각 액체질소가 담긴 멸균된
막자사발과 막자를 이용하여 최대한 잘게 부쉈다.잘게 부순 조직은
homogenizerglasstube로 옮긴 후,TRIZOLⓇ reagent(Invitrogen,
Carlsbad,CA,USA)5ml을 넣고 4℃에서 homogenizer(Glas-Col,
TerreHaute,IN,USA)를 이용하여 곱게 갈았다.다음으로 0.2㎖의
chloroform (Sigma,St.Louis,MO,USA)을 첨가하여 15초간 고루
섞어 준 후 상온,12,000rpm에서 15분간 원심분리하고 상층액을 분
리하였다.분리한 상층액에 0.5㎖의 isopropanol을 첨가한 후 고르
게 섞어 상온에서 10분간 방치한 다음 12,000rpm에서 10분간 원심
분리하고 75% ethanol1㎖를 첨가하여 12,000rpm에서 5분간 원심
분리한 다음 상층액을 버렸다.이렇게 얻은 totalRNA는 RNeasymini
kit(Qiagen,Valencia,CA,USA)를 이용하여 분리 및 정제하였으며,분광
광도계를 이용하여 260nm 파장에서의 흡광도를 측정하여 total
RNA를 정량한 후 -20℃에 보관하였다.

333...OOOllliiigggooommmeeerrrmmmiiicccrrroooaaarrrrrraaayyy를를를 이이이용용용한한한 유유유전전전자자자 발발발현현현 분분분석석석

총 11예 중,2예에서 획득한 각각 2개의 건증 및 정상 건 조직에서 추출
한 totalRNA를 총 22,277개의 gene이 표현되어 있으며,99.9%의 재
현성을 보이는 Human Genome U133A 2.0 Gene-Chip
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(Affymetrix,SantaClara,CA,USA)을 이용하여 분석하였다.이는
건증 조직과 정상 건 조직에서 추출한 totalRNA 5㎍을 표지한 후,total
RNA sample로부터 probe 합성과 hybridization,detection,scanning을
Affymetrix사의 표준 protocol에 따라 진행하는 과정이다.간단히 과정을
기술하면,totalRNA로부터 One-CyclecDNA Kit(Affymetrix)를 이용하
여 cDNA를 합성하였다.SinglestrandedcDNA는 SuperscriptⅡ reverse
transcriptase와 T7-(dT)24primer(Affymetrix)를 이용해 42℃에서 1시간
동안 반응시켜 합성하였고,doublestrandedcDNA는 DNA ligase과 DNA
polymeraseⅠ,RNaseH를 이용해 16℃에서 2시간동안 반응시켜 합성하였
다.이후 gapfilling을 위해 T4DNA polymerase와 16℃에서 5분 동안 반
응시키고,Sample Cleanup Module (Affymetrix)로 처리하였으며,이
ds-cDNA를 in vitro transcription (IVT)에 이용하였다. cDNA를
biotin-labeled CTP와 UTP 존재 하에 GeneChip IVT Labeling Kit
(Affymetrix)로 전사시킨 다음,SampleCleanupModule(Affymetrix)로 처
리하였고, 이후 10-15 ㎍의 labeled cRNA는 fragmentation buffer
(Affymetrix)로 35bp에서 200bp의 크기로 분절시켰다.이 분절된 cRNA
는 Affymetrix표준 protocol에 따라 HumenGenomeU133A2.0genechip
(Affymetrix)과 hybridization시켰다.이후 array들은 25℃에서 GeneChip
FluidicsStation450와 non-stringentwashbuffer로 처리한 다음,50℃에
서 stringent wash buffer로 처리하였다.세척이 끝나면 streptavidin
R-phycoerythrin으로 염색하였고,그 강도를 GeneChip scanner 3000
(Affymetrix)을 이용하여 기록 후 GeneChip Operating Software
(Affymetrix)를 통해 분석하였다.

444...OOOllliiigggooommmeeerrrmmmiiicccrrroooaaarrrrrraaayyydddaaatttaaa분분분석석석

Raw signal data의 plotting과 이의 정규화(normalization)를 위해
GenePlexsoftware(Affymetrix)의 기본 정규화 알고리즘인 Globalscaling
을 적용하였다.정상 건과 비교해 지수 함수로 두 배 이상 발현이 증
가,또는 감소한 전체 유전자를 유의 발현 유전자(Differentially
ExpressedGene,DEG)로 선별하였으며,이들 중 발현이 증가,또는
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감소된 상위 200개의 유전자만을 선택하여 이들의 생물학적 연관성을
BiNGOBioinformaticsprogram (Affymetrix)으로 분류하였다.주석
(annotation) 데이터 정보로 UG :Human #184,SP:Release
48.0(09/12/2005), Gene: 8/30/2005, GO: 8/26/2005, KEGG:
March/2005,OMIM:May/2005를 이용하였다.

555...RRReeeaaalll---tttiiimmmeeeRRRTTT---PPPCCCRRR을을을 이이이용용용한한한 mmmRRRNNNAAA 발발발현현현 검검검증증증

총 11예 중,나머지 9예에서 획득한 각각 9개(총 18개의 표본)의
건증 및 정상 건 조직으로부터 추출한 totalRNA를 이용하여,
oligomermicroarray로부터 얻은 결과를 참고로,현재까지 건증 발현
과 연관된 것으로 알려진 유전자들의 mRNA 발현을 Alfredson33이
기술한 real-timeRT-PCR 방법으로,iQ5 MulticolorReal-Time
PCRDetectionSystem과 software(Bio-Rad,Hercules,PA,USA)
을 이용하여 정량적 검증을 하였다.
추출한 totalRNA 중 1㎍을 moloney murineleukemiavirus
(MMLV)reverse transcriptase (Promega,Madison,IN,USA),
oligo(dT)primer을 포함하고 있는 mastermix50㎕와 혼합한 다
음,25℃에서 10분,48℃에서 30분,95℃에서 5분 동안 역전사반응을
수행하여 cDNA를 합성하였다.이후 이에 반응하는 forwardprimer
및 reverseprimer와 그 사이에 결합할 수 있는 target-specific
DNA probe를 PrimerExpressTM (AppliedBiosystems,Foster,CA,
USA)을 이용하여 디자인하고,이 probe의 5’end에는 VICTM
(AppliedBiosystems)형광 염료를,3’end에는 quencher형광 염료
인 6-carboxy-tetramethyl rhodamine (TAMRATM, Applied
Biosystems)을 부착시켰다.PCR반응을 위해 20㎕ 부피의 96-well
로 구성된 ICycleriQ PCRPlates(Bio-Rad)를 이용하였으며,정량
하고자 하는 각 mRNA에 마다 3개의 well에 반응 시켜,이 발현 값
의 평균치를 결과에 사용하였다. 각 well에 2 × TaqManⓇ
UniversalPCR MasterMix (Applied Biosystems)10 ㎕와 각각
300nM의 forwardprimer와 reverseprimer,100nM의 probe,1
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㎕의 cDNA를 넣고,50℃에서 2분,95℃ 15분 동안 초기 incubation후에
각 주기(cycle)마다 95℃에서 15초,56℃에서 30초,72℃에서 30초 동안의
denaturation,annealing,extension과정을 40-50회 반복하여 시행하였다.
각 주기의 PCRextension단계에서,형광 부착된 probe가 TaqDNA
polymerase의 5’nuclease의 작용으로 분리되면서 처음 존재하던
RNA양에 비례하는 신호를 내게 되는데,이 상대적 신호는 iQ5
MulticolorReal-TimePCRDetectionSystem과 software(Bio-Rad)
를 이용하여 측정하였다.각각의 primer에 대한 real-timePCR의 조
건을 최적화하였고 internal control 유전자로 glyceraldehyde
3-phosphatedehydrogenase(GAPDH)를 사용하였다.
현재까지 보고된 자료와 oligomermicroarray결과를 바탕으로 건
증과 관련된 mRNA 발현을 검증한 유전자들의 primer와 probe의
염기서열을 정리하였다(Table1).
각 환자의 후경골 건증 건에서의 질병 관련 유전자의 발현 정도는
정상 건 조직에서의 발현 정도에 대한 비로 환산하여 분석하였으며,
정상 건 조직과 비교하여 2배 이상의 발현 변화를 보이는 것을 유
의한 발현 변화로 판단하였다.또한 건증 건 조직과 정상 건 조직에
서 발현된 각 유전자의 mRNA 절대값을 이용하여 통계 분석을 하
였으며,이를 위해 비모수적 방법인 One-Sided Wilcoxon'sSigned
Ranktest(p-value<0.05)를 이용하였다.
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Table1.Primerandprobesequencesforreal-timeRT-PCR

Gene   Primer/Probe        Oligonucleotide sequence

Metalloproteinase family

MMP-1     Forward 5'-GATGGACCTGGAGGAAATCTTG-3'
    Reverse 5'-TGAGCATCCCCTCCAATACC-3'
    Probe 5'-TCATGCTTTTCAACCAGGCCC-3'

MMP-2     Forward 5'-GCCCAAGAATAGATGCTGACTGT-3'
    Reverse 5'-GAGGGTTGGTGGGATTGGA-3'
    Probe 5'-CTCCTCCCAGGCGCCCCT-3'

MMP-3     Forward 5'-CCTGGTACCCACGGAACCT-3'
    Reverse 5'-GGACAAAGCAGGATCACAGTTG-3'
    Probe 5'-CCCTCCAGAACCTGGGACGCC-3'

MMP-8     Forward 5'-GACCAACACCTCCGCAAATT-3'
    Reverse 5'-GAGCGAGCCCCAAAGAATG-3'
    Probe 5'-CAACTTGTTTCTTGTTGCTGCTC-3'

MMP-9     Forward 5'-GGACGATGCCTGCAACGT-3'
    Reverse 5'-ACAAATACAGCTGGTTCCCAATC-3'
    Probe 5'-TCTTCGACGCCATCGCGG-3'

MMP-10    Forward 5'-GATGCATCTTGCATTCCTTGTG-3'
    Reverse 5'-GCTGCCCCACTCAGAGGATA-3'
    Probe 5'-TTGTGTCTGCCAGTCTGCTCTG-3'

MMP-11    Forward 5'-CAGCCAAGGCCCTGATGT-3'
    Reverse 5'-AGTCATCTGGGCTGAGACTCAGT-3'
    Probe 5'-CGCCTTCTACACCTTTCGCTACC-3'

MMP-13    Forward 5'-TGGCATTGCTGACATCATGA-3'
    Reverse 5'-GCCAGAGGGCCCATCAA-3'
    Probe 5'-CTTTTGGAATTAAGGAGCATGG

 -CGACTTCTAC-3'
ADAMTS-4  Forward 5'-ACTGGTGGTGGCAGATGACA-3'

    Reverse 5'-TCACTGTTAGCAGGTAGCGCTTT-3'
    Probe 5'-TGGCCGCATTCCACGGTGC-3'

Tissue inhibitors of metalloproteinase family

TIMP-1     Forward 5'-CACTGATGGTGGGTGGATGA-3'
    Reverse 5'-AGCGGGTGCGGAAACC-3'
    Probe 5'-ATGCATCCAGGAAGCCTGGAGG-3'

TIMP-2     Forward 5'-AAGCCTCCAAGGGTTTCGA-3'
    Reverse 5'-GAGTGTTTTATTCATGCTGTTTCCA-3'
    Probe 5'-TGGTCCAGCTCTGACATCCCTT-3'

TIMP-3     Forward 5'-AACTTGGGTGAAGGCTGAGTGT-3'     
    Reverse 5'-CCTCACCAAGGCCTAACAGATG-3'
    Probe 5'-AAGTTTCCCTGCGGAGTCGATAAA-3'

TIMP-4     Forward 5'-GATGGTATATCCTTGCGATGTACAGT-3'    
    Reverse 5'-TCCTGCCAGTCAGCCTGTTT-3'
    Probe 5'-TCAGAAGGTGGTTTGACAGCATCA-3'
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Inflammatory cytokines        

COX-1     Forward 5'-CCACCGGCGTCAAAGTATTT-3'
    Reverse 5'-TGCAGCAGATCATTTCATATTGC-3'
    Probe 5'-CTGACTCGCCACACTCCACGGA-3'

COX-2     Forward 5'-GCTGTCCCCACATTAGGCTTAA-3'
    Reverse 5'-GCGGTGAAAGTGGTTTGGTT-3'
    Probe 5'-ACAGATGCAATTCCCGGACGTC-3'

IL-4R     Forward 5'-TTGGGCACCTCGACTTGTG-3'
    Reverse 5'-GGACAGTCTGCTGCAGAAGCT-3'
    Probe 5'-ACGAGTTGTTGGCTGCTCCCT-3'

IL-6     Forward 5'-CCAGGAGCCCAGCTATGAAC-3'
    Reverse 5'-CCCAGGGAGAAGGCAACTG-3'
    Probe 5'-TTCTCCACAAGCGCCTTCGG-3'

IL-6R     Forward 5'-GCGAAAGGATGAAAGTGACCAT-3'
    Reverse 5'-AGACAAGCCCAGCAATGAAAA-3'
    Probe   5'-CGGTTTTCCAGGTTTAAGCTGTTACTGTCTTCA-3'

IL-8     Forward 5'-GGAAGAAACCACCGGAAGGA-3'
    Reverse 5'-AGAGCCACGGCCAGCTT-3'
    Probe 5'-CCATCTCACTGTGTGTAAACATGACTTC-3'

IL-13R     Forward 5'-TGCTTGGCTATCGGATGCTT-3'
    Reverse 5'-CTCGGTGTCTGAAGATGAAGTACAG-3'
    Probe 5'-TATACCTTTCTGATAAGCACAACATTTG-3'

Apoptosis related genes

Caspase-1   Forward 5'-CAAGAATATGCCTGTTCCTGTGAT-3'
    Reverse 5'-TGGCTGCTCAAATGAAAATCG-3'
    Probe 5'-TGGAGGAAATTTTCCGCAAGGT-3'

Caspase-3   Forward 5'-TGAGCCTGAGCAGAGACATGA-3'
    Reverse 5'-CCTTCCTGCGTGGTCCAT-3'
    Probe 5'-CAGCCTGTTCCATGAAGGCAGAG-3'

Caspase-8   Forward 5'-ATCGCCCAGCACCAAGTC-3'
    Reverse 5'-GAAGGCGCACCCAAGATG-3'
    Probe 5'-AGGCTTTCGGTTTCTTTGCC-3'

Hsp27     Forward 5'-TCCCTGGATGTCAACCACTTC-3'
    Reverse 5'-TCTCCACCACGCCATCCT-3'
    Probe 5'-CCGGACGAGCTGACGGTCAAGA-3'

Hsp70     Forward 5'-CAAGAAATTGATGAGTGCAAATGC-3'
    Reverse 5'-GTTCCAGATACATCAACATCATTCATAA-3'
    Probe 5'-AGATCTCCCTTTGAGCATTGAATGT-3'

PARP      Forward 5'-GCCAGTTAACAGGCAATTGAAGT-3'
           Reverse 5'-GGCTGGTGGACTGCTGAGA-3'

    Probe 5'-TATGCATACTCCACATCAGTTCCTTC-3'

Extracellular matrix related genes

COL3A1    Forward 5'-TCTTGGTCAGTCCTATGCGGATA-3'
    Reverse 5'-CGGATCCTGAGTCACAGACACA-3'
    Probe 5'-AGATGTCTGGAAGCCAGAACCATGCC-3'

Decorin     Forward 5'-GCCAGAAAAAATGCCCAAAA-3'
    Reverse 5'-TCGCACTTTGGTGATCTCATTC-3'
    Probe 5'-TCTTCAGGAGCTGCGTGCCCATG-3'
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ⅢⅢⅢ...결결결과과과

111...OOOllliiigggooommmeeerrrmmmiiicccrrroooaaarrrrrraaayyy결결결과과과

총 11례 중 2명의 환자에서 획득된 각각의 건증 조직과 정상 건
조직으로 Human GenomeU133A 2.0Gene-Chip(Affymetrix)을
이용하여 발현된 모든 유전자 목록을 획득하였다.정상 건과 비교해
지수 함수로 두 배 이상 발현이 증가,또는 감소한 DEGs와 이들
중 유전정보를 가지고 있는 유전자를 선별하였다(Table2).상위 200
개의 발현 증가 유전자들 중 유전정보가 알려진 것은 각각 179,167개였으
며,상위 200개의 발현 감소 유전자들 중에서는 각각 175,185개였다.이들
유전자 목록에는 MMP와 TIMP유전자들과 염증성 cytokine유전자들,그
리고 세포사멸과 연관된 유전자들이 다수 포함되어 있었다.특히 matrix
metalloproteinase(MMP)-1,-2,-9,-11,-13,-14,-15,-19,matrix
metalloendoppeptidase,a disintegrin and metalloproteinase (ADAM)
-12,IL-2,-11,-13R,fibroblastgrowthfactor-2,insulin-likegrowth
factor-1,heatshock protein 70 (Hsp70),collagen type I alpha 1
(COL1A1),COL3A1유전자의 발현이 유의하게 증가하였으며,MMP-3,
-10,-17,-27,tissueinhibitorofmetalloproteinase (TIMP)-3,-4,
IL-6R,-7,-8,-16,vascularendothelialgrowthfactor(VEGF),decorin
유전자의 발현은 유의하게 감소하였다.
BiNGO Bioinformaticsprogram (Affymetrix)를 이용한 생물학적
연관성에 따른 분류에 의하면,두 환자의 건증 조직에서 공통적으로
metalloendopeptidase와 metallopeptidase활성 및 세포외 기질 관련
유전자 군의 발현이 증가하였고(Table3,4),세포외 영역 관련 유
전자군의 발현이 공통적으로 감소하였다(Table5,6).또한 특징적
으로 인체의 발생과 연관이 있는 유전자들의 발현이 정상 건에 비
유의한 변화를 보였다(Table3,5,6).
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Table2.Totalnumbersofdifferentiallyexpressedgenes(DEGs)in
tendinosistendonscomparedwithnormaltendons

Table 3.Functionalgrouping ofthe 200 ranked up regulated
DEGsintendinosiscase1

GOC :geneontologycategory
C :numberoftotalprobeshavinggivengeneontologyinallgenes
K :numberoftotalprobeshavinggivengeneontologyinDEGs
BP :biologicalprocess
CC :cellularcomponents
MF :molecularfunction

GOC Rank P-value GOID GOTerm c k
BP 1 2.79E-06 GO:0007275 development 2416 45
BP 2 1.41E-05 GO:0048628 myoblastmaturation 6 4
BP 3 1.41E-05 GO:0007520 myoblastfusion 6 4
BP 4 1.41E-05 GO:0048627 myoblastdevelopment 6 4
BP 5 7.08E-05 GO:0048513 organdevelopment 1123 25
CC 1 7.98E-15 GO:0005578 extracellularmatrix(sensu

Metazoa) 542 21
CC 2 1.07E-15 GO:0031012 extracellularmatrix 545 21
CC 3 8.03E-08 GO:0005576 extracellularorgan 1592 31
CC 4 0.000550078 GO:0016020 membrane 5931 75
CC 5 0.00111482 GO:0005583 fibrillarcollagen 23 4
MF 1 2.63E-05 GO:0004222 metalloendopeptidase

activity 132 9
MF 2 3.83E-05 GO:0008237 metallopeptidaseactivity 225 11
MF 3 5.52E-05 GO:0030246 carbohydratebinding 336 13
MF 4 0.000701895 GO:0008201 heparinbinding 118 7
MF 5 0.000848356 GO:0005007 fibroblastgrowthfactor

receptoractivity 21 4

TotalNumberofDEGs
UpRegulated/
KnownInfo.

DownRegulated/
KnownInfo.

Case1 2684/2303 2270/1974
Case2 1745/1488 1424/1254
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Table 4.Functionalgrouping ofthe 200 ranked up regulated
DEGsintendinosiscase2

GOC :geneontologycategory
C :numberoftotalprobeshavinggivengeneontologyinallgenes
K :numberoftotalprobeshavinggivengeneontologyinDEGs
BP :biologicalprocess
CC :cellularcomponents
MF :molecularfunction

GOC Rank P-value GOID GOTerm c k
BP 1 2.86E-06 GO:0006817 phosphatetransport 122 10
BP 2 3.27E-05 GO:0015698 inorganicaniontransport 206 11
BP 3 4.43E-05 GO:0000270 peptidoglycanmetabolism 21 5
BP 4 7.98E-05 GO:0007155 celladhesion 919 23
BP 5 0.000180486 GO:0006820 aniontransport 253 11
CC 1 1.06E-15 GO:0005578 extracellularmatrix(sensu

Mentazoa) 542 32
CC 2 2.07E-15 GO:0031012 extracellularmatrix 545 32
CC 3 4.59E-08 GO:0005576 extracellularregion 1592 40
CC 4 3.67E-07 GO:0005581 collagen 70 9
CC 5 6.46E-05 GO:0005583 fibrillarcollagen 23 5
MF 1 5.81E-09 GO:0004222 metalloendopeptidase

activity 132 13
MF 2 4.07E-08 GO:0008237 metallopeptidaseactivity 225 15
MF 3 2.69E-06 GO:0005201 extracellularmatrix

structuralconstituent 155 11
MF 4 0.000482914 GO:0004175 endopeptidaseactivity 454 14
MF 5 0.000551364 GO:0008270 zincionbinding 1575 30
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Table5.Functionalgrouping ofthe200rankeddown regulated
DEGsintendinosiscase1

GOC :geneontologycategory
C :numberoftotalprobeshavinggivengeneontologyinallgenes
K :numberoftotalprobeshavinggivengeneontologyinDEGs
BP :biologicalprocess
CC :cellularcomponents
MF :molecularfunction

GGGOOOCCC Rank P-value GOID GOTerm c k
BP 1 4.81E-09 GO:0007275 development 2416 53
BP 2 7.75E-06 GO:0009653 morphogenesis 1267 30
BP 3 0.00010082 GO:0001501 skeletaldevelopment 195 10
BP 4 0.000128692 GO:0006112 energyreserve

metabolism 52 6
BP 5 0.000379608 GO:0048513 organdevelopment 1123 24
CC 1 7.41E-09 GO:0005576 extracellularregion 1592 41
CC 2 3.64E-07 GO:0005615 extracellularspace 669 23
CC 3 0.000488235 GO:0030017 sarcomere 39 5
CC 4 0.000649683 GO:0005578 extracellularmatrix

(sensuMetazoa) 542 15
CC 5 0.000649943 GO:0030016 myofibril 42 5

MF 1 0.000185881 GO:0004896
hematopoietin/interferon-
class(D200-domain)
receptoractivity

88 7

MF 2 0.000525408 GO:0030346 proteinphosphatase2B
binding 4 3

MF 3 0.00369433 GO:0016491 oxidoreductaseactivity 797 17
MF 4 0.00379615 GO:0043121 neurotrophinbinding 10 3
MF 5 0.00403569 GO:0005198 structuralmolecule

activity 1030 20
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Table6.Functionalgrouping ofthe200rankeddown regulated
DEGsintendinosiscase2

GOC :geneontologycategory
C :numberoftotalprobeshavinggivengeneontologyinallgenes
K :numberoftotalprobeshavinggivengeneontologyinDEGs
BP :biologicalprocess
CC :cellularcomponents
MF :molecularfunction

GGGOOOCCC Rank P-value GOID GOTerm c k
BP 1 1.01E-07 GO:0007275 development 2416 53
BP 2 3.01E-06 GO:0009653 morphogenesis 1267 32
BP 3 0.00013024 GO:0001501 celladhesion 919 23
BP 4 0.000760911 GO:0006112 responsetoexternal

stimulus 1331 27
BP 5 0.000834192 GO:0048513 organdevelopment 1123 24
CC 0 below

2.2204E-016 GO:0005576 extracellularregion 1592 56
CC 1 3.02E-09 GO:0005615 extracellularspace 669 27
CC 2 2.55E-08 GO:0005578 extracellularmatrix

(sensuMetazoa) 542 23
CC 3 2.82E-08 GO:0031012 extracellularmatrix 545 23
CC 4 9.65E-06 GO:0001527 microfibril 5 4
CC 5 9.65E-06 GO:0043205 fibril 5 4
MF 1 0.000167314 GO:0005201 extracellularmatrix

structuralconstituent 155 9

MF 2 0.000251012 GO:0004896
hematopoietin/interferon
-class(D200-domain)
receptoractivity

88 7

MF 3 0.00344145 GO:0008083 growthfactoractivity 247 9
MF 4 0.00528849 GO:0005539 glycosaminoglycan

binding 159 7
MF 5 0.00611289 GO:0005102 receptorbinding 866 18
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222...RRReeeaaalll---tttiiimmmeeeRRRTTT---PPPCCCRRR을을을 이이이용용용한한한 특특특정정정 mmmRRRNNNAAA 발발발현현현 검검검증증증

현재까지 건증의 발생과 연관이 있는 것으로 보고된 MMP 계열
유전자와 TIMP계열 유전자,염증 사이토카인 유전자,세포사멸 관
련 유전자,그리고 세포외 기질 관련 유전자의 mRNA 발현을 9명
의 환자에서 획득한 건증 조직과 정상 건 조직에서 real-time
RT-PCR기법을 이용하여 정량적으로 측정하였다.이들 결과를 정상
조직에서의 mRNA 발현 정도의 비로 환산하여 분석하였으며,정상
건 조직과 비교하여 2배 이상의 발현 변화를 보이는 것을 유의한
발현 변화로 판단하였다.
MMP계열 유전자들 중 MMP-1은 8예 중 6예에서 유의한 발현
변화를 보였고,이 중 5예는 발현이 증가하였다.MMP-2는 8예 중
4예에서 유의한 발현 변화를 보였고,이 중 3예에서 발현 증가를 나
타냈다.MMP-3은 8예 중 6예에서 유의한 발현 변화를 보였고,4
예에서 발현 증가를 보였다.MMP-9는 8예 중 5예에서 유의한 발
현 변화가 나타났으며,이 중 4예에서 발현 증가를 보였다.
MMP-10은 8예 중 7예에서 유의한 발현 변화를 보였고,이 중 4예
에서 발현 증가를 보였다.MMP-11은 8예 중 1예를 제외한 7예에
서 유의한 발현 증가를 보였다.MMP-13은 8예 중 7예에서 유의한
발현 변화를 보였으며,이 중 5예에서 발현 증가를 보였다.
ADAMTS-4는 8예 중 5예에서 유의한 발현 변화를 보였으며,이
중 4예에서 발현 증가를 나타냈다(Table7).
TIMP계열 유전자들 중 TIMP-1은 8예 중 7예에서 유의한 발현
변화를 보였으며,이 중 5예에서 유의한 발현 증가를 보였다.
TIMP-2는 8예 중 4예에서 유의한 발현 증가를 보였으며,TIMP-3
은 8예 중 2예에서 의미있는 발현 변화를 나타냈다.TIMP-4는 7예
중 6예에서 유의한 발현 증가를 나타냈다(Table7).
염증 관련 사이토카인 유전자들 중 COX-1은 8예 중 3예에서 의
미있는 발현 변화를 보였으며,COX-2는 7예 중 2예에서 유의한 발
현 변화를 나타냈다.IL-4R은 7예 중 5예에서 유의한 발현 변화를
보였으며,이 중 3예에서 발현 증가를 보였다.IL-6은 8예 중 6예에
서 유의한 발현 변화를 보였고,이 중 5예 발현 감소를 나타냈다.
IL-6R은 8예 중 7예에서 유의한 발현 변화를 보였으며,이 중 5예
에서 유의한 발현 증가를 보였다.IL-8은 8예 모두에서 유의한 발
현 증가를 보였다.IL-13R은 7예 중 5예에서 유의하게 발현이 증가
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하였다(Table7).
세포사멸 관련 유전자들 중 caspase-1은 8예 중 3예에서 유의한
발현 변화를 보였으며,이들 모두 발현이 감소하였다.Caspase-3은
8예 중 3예에서 유의한 발현 변화를 보였으며,이들 모두 발현 증가
하였다.Caspase-8은 8예 중 4예에서 유의한 발현 변화를 보였으
며,이 중 2예에서 발현 증가를 보였다.Hsp27은 8예 중 3예에서
유의한 발현 변화를 나타냈고,이 중 2예에서 발현이 증가하였다.
Hsp70은 8예 중 5예에서 유의한 발현 변화를 보였으며,이 중 3예
에서 발현 감소를 보였다.Poly(ADP-ribose)polymerase(PARP)
는 8예 중 6예에서 유의한 발현 변화를 보였고,이 중 4예에서 발현
이 감소하였다(Table7).
세포외 기질 관련 유전자들 중 COL3A1은 8예 중 6예에서 유의한
발현 변화를 보였고,이 중 4예에서 발현이 증가하였다.Decorin은
8예 중 4예에서 유의한 발현 변화를 보였으며,이 중 3예에서 발현
감소를 보였다(Table7).
이 결과들을 정리하면,MMP-8,-10,-11,-13,TIMP-1,-4,
IL-4R,-6R,-8유전자는 건증 건의 80% 이상에서,MMP-1,-2,
-3,-9,ADAMTS-4,TIMP-2,IL-6,-13R,caspase-8,Hsp70,
PARP,COL3A1,decorin은 건증 건의 50% 이상에서 유의한 발현
변화를 보였으며,나머지 TIMP-3,COX-1,-2,caspase-1,-3,
Hsp27유전자는 건증 건의 50% 미만에서 유의한 발현 변화를 보
였다.
각 유전자에 대한 발현 절대 값을 이용한 통계 분석에서는
MMP-1,-11,TIMP-1,-2,-4,IL-8,caspase-8유전자의 발현이
정상 건 조직에 비해 통계적으로 의미 있는 변화를 보인 것으로 나
타났다 (p<0.05).
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Table7.Differenceingeneexpressionbetweentendinosistissue
andnormaltendonwithreal-timeRT-PCR

Note:Negative numbers denote lower and positive numbers
denote higher gene expression in tendinosis tissue,
comparedtonormaltendon.Geneexpression differences
are presented as ratios between tendinosis tissue and
normaltendon.

CCCaaassseee111 CCCaaassseee222 CCCaaassseee333 CCCaaassseee444 CCCaaassseee555 CCCaaassseee666 CCCaaassseee777 CCCaaassseee888 CCCaaassseee999
MMP-1 4.51 154.34 20.02 1.74 5.68 1.30 -4.08 31.85
MMP-2 1.48 4.14 -11.26 1.32 1.28 -1.69 2.08 5.40
MMP-3 3.80 10.78 -2.00 29.31 -6.03 -1.54 7.19 1.01
MMP-8 -47.85 5.35 -15.97
MMP-9 8.84 18.68 1.23 -1.20 -2.52 4.23 16.22 -1.58
MMP-10 4.45 103.73 16.15 27.54 -66.67 -16.45 -1.83 -558.24
MMP-11 6.35 16.19 3.27 8.40 24890.94 5.75 -10.71 10.70
MMP-13 -1.91 12.24 19.45 36.34 1302.14 -11.24 -83.33 146.36
ADAMTS-4 8.65 13.36 -1.92 -1.02 -3.79 2.66 1.13 6.68
TIMP1 4.14 2.50 1.86 4.11 4.94 -2.37 -2.99 8.65
TIMP2 1.77 2.25 -1.08 3.12 3.42 1.53 -1.25 5.13
TIMP3 1.18 1.27 1.22 3.87 -1.04 -1.82 -4.77 -1.80
TIMP4 5.67 12.61 7.23 3.15 4.02 1.02 19.74
COX-1 1.27 1.32 -2.01 1.30 3.74 -5.02 1.30 1.99
COX-2 1.67 6.67 -1.81 2.18 -1.95 -1.22 1.84
IL-4R 6.81 7.16 -2.89 -102.04 1.03 51.86
IL-6 -2.62 -1.46 -128.21 -23.81 -10000 -16.84 -1.42 5.26
IL-6R 3.41 7.36 2.96 -1.62 -2.22 2.04 -3.78 3.00
IL-8 3.36 121.38 10.73 48.28 3.30 3.88 2.55 11.47
IL-13R 1.87 48.28 21.86 2.99 22.11 4.27 -1.31
Caspase-1 -3.19 1.57 -1.36 1.77 -2.13 1.13 -2.01 1.36
Caspase-3 4.61 14.19 -1.10 1.33 1.07 1.30 1.36 5.84
Caspase-8 3.46 1.29 1.62 1.35 -24.45 1.55 -4.20 2.17
Hsp27 1.09 -1.43 2.08 2.42 -1.84 -1.84 -3.03 1.70
Hsp70 2.31 5.18 -5.05 1.69 1.05 -9.74 -2.90 1.38
PARP -2.42 39.22 -28.17 1.78 1.02 -3.78 -2.08 317.37
COL3A1 2.26 10.41 4.24 1.17 -1.02 5.15 -4.70 9.17
Decorin 1.12 -18.87 -1.59 -1.02 1.13 2.73 -10.41 -2.55
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ⅣⅣⅣ...고고고찰찰찰

건은 근육을 뼈에 부착시키는 조직으로써,강한 장력에 견디도록
인대와 매우 비슷한 구조를 하고 있으며,또한 뛰어난 유연성을 지
닌 조직이다.건의 구조,성분 그리고 기질의 조직화는 건 조직의
물리적인 특성을 유지하는 데 매우 중요하다.건은 주로 건 세포와
가늘고 긴 형태의 교원질 분자들로 구성된 원섬유(fibril),원섬유들
로 구성된 교원질섬유(fiber),다수의 교원질섬유가 모여진 섬유다발
(fiberbundle)로 이루어진다.섬유다발들은 각각 건내 결합조직섬유
(endotenon)에 의해 싸여 있으며,가장 외부는 상건막(epitenon)이
싸고 있다34.이렇게 구성된 건은 건주위조직에 따라,아킬레스 건과
같은 활막이 존재하지 않는 건과 후경골 건과 같이 활막에 싸여있
는 건으로 구분된다.교원질 중에서는 제 1형 교원질이 건 조직의
60%이상을 차지하며,총 교원질의 95%이상을 구성한다.그 외에도
몇몇 다른 형태의 교원질(제 3형,제 4형,제 6형,제 12형,제 14형
등)과 프로테오글리칸(proteoglycan),당단백질(glycoprotein)로 구성
되어 있다35,36.그러나 역학적 부하가 가해지면,그에 반응하여 대사
뿐만 아니라 구조적,역학적인 변화를 보이는 것으로 알려져 있다35.
이러한 변화의 중심에 세포외 기질 내에 존재하는 건 세포와 건 섬
유아세포가 있다.
본 연구의 대상이 된 후경골 근은 하퇴부 근위 1/3의 경골 후외측,
비골 후내측 및 골간 막에서 기시한다.후경골 건은 경골의 중앙부
에서 나타나기 시작하여 족근 관절 내과의 근위부까지 근 섬유를
받는다.이 건은 족근 관절 내과의 후방에서 장족지 굴건의 전방에
위치하며,굴건 지지대의 심부에 위치한다.이 후 원통형의 건은 삼
각 인대의 외측을 지나면서 납작해지며,배측 종주상 인대의 하방을
지나는 부위에는 섬유연골성 종자골이 존재한다.이 건은 족저부에
서 여러 갈래로 나뉘어 주상골의 결절과 종주상 관절 하방의 관절
막,세 개의 설상골,입방골,그리고 제 2,3,4중족골의 기저부에
부착된다36.활막은 족근 관절 내과의 근위 약 5.5cm에서 시작하여
굴근 지지대의 심부를 지나 주상골 결절의 건 부착부까지 존재한다.
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활막에 싸여 있는 건임에도 mesotenon이 존재하지 않아 근위부에
서는 후경골 동맥의 가지를 통해,원위부에서는 골 부착부에서 족배
동맥의 가지를 통해 혈액 공급을 받는다.이러한 해부학적 특징으로
인해 주상골 결절의 근위 약 4cm에서부터 14mm 범위의 저혈성
(hypovascular)영역이 존재한다37.또한 이 부위는 기능적인 면에서
활강 건인 후경골 건이 족근 관절 내과에 의해 접촉부위에는 압력
을,그 반대편에는 긴장력이 작용하게 되기 때문에,건의 단면상 이
두 힘의 이행부에 전단력이 발생하는 부위와 일치하며23,병변이 가
장 흔하게 발견되는 부위이기도 하다.
후경골 건은 후족부의 강한 내번과 전족부의 내회전이 주된 기능
이며,이차적으로 족근 관절을 족저 굴곡시키는 기능을 한다38.이는
보행 중 몸을 앞으로 전진시키기 위한 준비 과정으로,거골하 관절
의 내번을 일으켜 발이 경직된 지렛대(rigidlever)로 작용하게 한
다.이는 입각기 말에 후경골 건이 수축하여,아킬레스 건 수축으로
발생한 힘이 중족골 두를 작용점으로 하여 발전체를 들어 올릴 수
있게 함을 의미한다39.그러나 후경골 건의 기능이 어떠한 이유로
상실되면 아킬레스 건의 수축으로 발생한 힘이 중족부,특히 거주상
관절에 작용하게 됨으로써,발전체를 들어 올리지 못하고 중족부의
외번을 일으킨다.보행 중 발생하는 이러한 반복적인 생역학적 변화
는 중족부의 함몰,전족부의 외전,후족부의 외반으로 특징져지는
평편족을 유발시키게 된다4,6,32,36.
최근 개발된 여러 기술들로 질병 발생과 연관된 유전자의 발현 연
구를 가능하게 되었다.특히 oligomermicroarray의 개발로 짧은 시
간에 수많은 유전자의 발현 여부를 동시에 측정이 가능하게 되었으
며,real-timeRT-PCR 기법을 통해 특정 유전자의 mRNA 발현을
좀 더 정확하게 정량화할 수 있게 되었다.본 연구에서는 이 두 기
법을 이용하여 후경골 건증 조직에서 정상 건 조직과 비교하여 유
의한 발현 변화를 보이는 유전자를 알아보고자 하였다.
건의 생역학적 성질은 세포외 기질의 영향을 받으며,정상적으로 세
포외 기질은 합성과 분해의 동적 평형상태를 유지하고 있다39.이들
세포외 기질의 분해는 기본적으로 단백 분해 효소들에 의해 매개되
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어지며,이들은 세포내의 유전자 전사나,이를 통한 단백질 합성,또
는 단백 분해 효소 억제인자들에 의해 조절된다.Metalloproteinase
집단은 세포외 단백 분해에 직접적 연관이 있는 것으로 알려져 왔
으며,이들 집단에는 MMP 계열 이외에도 a disintegrin and
metalloproteinase(ADAM),ADAM withthrombo-spondinmodifs
(ADAMTS)계열이 포함된다40-42.본 연구에서 oligomermicroarray로
선별된 DEG 중 발현이 증가,또는 감소한 상위 200개 유전자에서 유전
정보가 알려진 유전자들의 생물학적 기능에 따른 분류에 의하면(Table
3,5),두 환자의 건증 조직에서 공통적으로 metalloendopeptidase와
metallopeptidase관련 유전자의 발현이 증가하였으며,이는 건증 발
생에 있어 이들의 발현이 중요한 역할을 한다는 사실을 의미한다.
MMP계열의 효소들은 세포외 기질 구성요소들에 대한 분해능이
있으며,건의 성형(remodelling)에도 관계하는 것으로 되어 있다40-42.
여기에는 23개의 서로 다른 아형이 존재하며,MMP-1,-2,-8,-13,
-14등은 교원질 분해능이 있다.ADAM 계열에는 30개 이상의 아
형이 존재하며,단백 분해뿐만 아니라 세포의 신호 전달에도 연관이
있는 것으로 알려져 있다43,44.ADAMTS 계열에는 19개의 아형이
존재하며,N-terminalprocollagenpropeptidase(ADAMTS-2,-3,
-14)과 aggrecanase(ADAMTS-1,-4,-5,-8,-9,-15)등이 있다.
이들은 관절염 연골의 초기 분해와 건 기질의 교체에 관여한다고
한다45-47.Aggrecanase들은 aggrecan의 C-terminal의 특정 부위를
분해하여 글루탐산 잔여물을 만드는 과정을 통해 기능을 발휘하며,
일부의 aggrecanase는 versican이나 brevican과 같은 유사 단백당에
대한 분해능도 있는 것으로 알려져 있다48-51.이중 ADAMTS-4는
연골의 oligomericmatrixprotein과 fibromodulin,decorin의 분해도
가능하다52,53.TIMP계열은 일반적으로 기능과 정도의 차이는 있지
만 MMP계열 효소들을 생리학적으로 억제하는 4개의 아형이 존재
한다54.상대적으로 ADAM 및 ADAMTS계열 효소에 대한 반응은
제한적이다55-57.
본 연구에서는 건증 조직뿐만 아니라 정상 건 조직에서도 MMP,
TIMP,ADAM,ADAMTS계열의 유전자 발현이 확인되었으며,이
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는 이들 효소가 정상 건 조직의 세포외 기질 생성과 분해의 평형
상태의 유지에 필요함을 의미한다.Oligomermicroarray결과에서는
건증 조직에서 MMP-1,-2,-9,-11,-13,-14,ADAM-12,
TIMP-2유전자의 발현이 정상 건 조직에 비해 유의한 발현 증가
를 보였으며,MMP-3,-10,-17,-27,TIMP-4유전자는 유의하게
발현이 감소하였다.Real-timeRT-PCR 결과에서는 이와는 다소
차이를 보였으나,MMP-1,-9,-11,-13은 과반수이상에서 유의한
발현 증가를 보여 microarray결과와 일치했다.반면 MMP-3,-10,
TIMP-1,-2,-4는 microarray결과와 달리 과반수이상에서 유의한
발현 감소를 보였다.또한 microarray에서는 유의한 발현 변화를 보
이지 않았던 ADAMTS-4는 과반수이상에서 유의한 발현 증가를
보였다.그러나 여러 MMP와 TIMP유전자 사이에 역의 상관관계
는 없었다.이러한 결과는 후경골 건증의 발생에 있어서 MMP,
ADAM,ADAMTS및 TIMP유전자의 발현 변화가 각 환자에 있
어서 정도의 차이는 있지만 밀접하게 관련되어 있음을 의미한다.
건 손상에 있어서 염증 관련 요소 또한 존재하는데,IL-1β와 같이 염증
반응 중 나타나는 사이토카인은 latentMMPs의 발현을 증가시키며,이는
여러 효소와 사이토카인,reagent와 반응하여 활성화된다58.IL-1β는
강력한 염증 사이토카인으로써,COX-2,IL-6,MMP-1,-3와 같은
다른 염증 매개 물질의 발현을 증가시킨다59.생체 내에서 정상 건
조직에 주기적인 자극을 가했을 때,건 세포로부터 PGE2와 IL-1β,
IL-6이 분비된다는 보고도 있다15.본 연구의 oligomermicroarray결
과에서 IL-2,-11,-13R 유전자의 유의한 발현 증가와 IL-6R,-7,
-8,-16유전자의 유의한 발현 감소를 보였다.Real-timeRT-PCR결과에
서는 IL-4R,-6,-6R,-8,-13R 유전자가 건증의 과반수이상에서 유의한
발현 변화를 보였다.이렇게 건증 조직에서 여러 사이토카인의 발현이
유의하게 변화된 것은 건증 발현 과정에서 이들의 발현 및 활동이
존재한다는 것을 의미한다.
최근 들어서 회전근개 건병변 환자의 파열된 극상 건 조직에서 과
도하게 증가된 세포사멸이 관찰됨으로써27,세포사멸과 건병변과의
연관성에 관심이 모아지고 있다.세포사멸은 괴사와 달리 다세포 생
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물의 정상 발육과 성체의 세포 교체를 통해 항상성을 유지시키는
중추적인 과정이다60.세포사멸 과정에서 세포는 급속히 수축하여
세포간의 접촉이 소실되고,세포내에서는 고밀도의 염색질 응축과
핵의 분절화,세포질의 농포화 과정을 거쳐 세포 자체가 분절화 되
며,결국에는 다수의 세포사멸체를 형성하게 된다.세포사멸체들은
주위의 세포나 대식세포에 의해 신속히 포식되기 때문에 염증 반응
은 유발되지 않는다.또한 nuclearDNA의 nucleosome사이의 분절
은 세포사멸의 생화학적 특징으로 알려져 있다61.세포사멸에는
cysteineproteinase의 한 계열인 caspase가 필수적이다62.Caspase
는 구조에 따라 14개의 아형이 존재하며 주요 기능에 따라 크게 사
이토카인 처리 효소인 caspase-1,-4,-5,-11,-12,-13,-14와 세
포사멸 관련 효소인 caspase-2,-3,-6,-7,-8,-9,-10로 나뉜다.
세포사멸 관련 효소들은 세포사멸의 초기에 세포사멸 개시(initiator)
역할을 하는 caspase-2,-8,-9과 세포사멸 실행(effector)역할을
하는 caspase-3,-6,-7로 분류된다63-66.세포사멸 스트레스에 의한
세포사멸은 세포 표면의 사멸 수용체 경로(deathreceptor-mediated
pathway)나 미토콘드리아 경로(mitochondrialdeathpathway)를 통
해 이루어진다.이 두 경로 모두 결국에는 세포사멸 실행 caspase를
활성화함으로써 세포사멸이 이루어진다67.사멸 수용체 경로에 의한
세포사멸은 TNF-α, Fas ligand 〔FasL〕/Apo1L/CD95L,
Trail/Apo2L,Apo3L와 같은 ligand가 TNFR-1(TNFreceptor-1)이
나 Fas수용체에 결합하여 세포사멸 유발 신호 복합체(Death
InducingSignalComplex,DISC)가 형성되면,이들 수용체의 세포
사멸 영역(deathdomains,DDs)에서 procaspase-8을 caspase-8으로
활성화시키고,이어서 caspase-3이 활성화되어 세포사멸이 일어나게
된다68-70.미토콘드리아 경로에 의한 세포사멸은 사멸 신호에 의해
미토콘드리아의 막 전위(membranepotential)가 소실됨으로써 막
투과성이 증가하고,이로 인해 cytochromec와 Sma/Diablo와 같은
세포사멸 유발 인자들이 세포질로 이동하게 된다.Cytochromec는
Apaf-1 (Apoptotic proteinase activation factor-1)과 결합하여
apoptosome을 형성하여 procaspase-9을 caspase-9으로 활성화시키
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며,이는 다시 caspase-3의 활성화를 통해 세포사멸이 일어나게 된
다67,70-72.본 연구에서는 세포사멸 실행 caspase인 caspase-3에 대한
real-timeRT-PCR결과에서 유의한 발현 변화를 보인 3예 모두에서
유전자의 발현이 증가하였으며,개시 caspase인 caspase-8은 과반
수이상에서 유의한 발현 변화를 보였다.이와 같은 결과는 정도의
차이는 있지만,후경골 건증의 발생에 있어 세포사멸이 연관되어 있
음을 의미한다.
세포는 스트레스 상황에서 heatshockprotein(Hsp),PARP와 같
은 스트레스 반응 단백질을 발현하여 세포 손상을 최소화하고 세포
사멸을 조절하고자 한다.가장 대표적인 스트레스 반응 단백질인
Hsp는 세포사멸 유도 단백질과는 구별되는,표면적으로는 상반되는
기능을 보이는 단백질로 분자량,아미노산의 배열 및 그 기능에 따
라 Hsp90,Hsp70,Hsp60,sHsp,Hsp10군으로 분류된다73.이 중
Hsp70은 주로 세포사멸 억제 기능을 하며,이는 세포질에 존재하는
Bax의 미토콘드리아 내부로의 이동 억제74,75,Apaf-1과 직접 상호작
용을 통한 apoptosome복합체 형성 억제76,77,caspase에 의한 세포
질 phospholipaseA2의 활성화 억제78와 같은 다양한 방법으로 세포
사멸을 방해한다.이외에도 Hsp70은 JNK,NF-κB,Akt신호전달
체계의 조절에도 관여한다79.Hsp27은 smallHsp군에 속하며 세포
사멸을 억제하는데,이는 세포내 산화환원 반응의 평형과 미토콘드
리아 막의 안정성을 유지,미토콘드리아로부터 cytochomec의 이동
의 제한 및 이미 이동된 cytochromec의 Apaf-1으로부터 고립을
통한 apoptosome복합체 형성의 방해를 통해 기능을 발휘한다80,81.
또한 caspase-9과 같은 세포사멸 개시 caspase의 활성 억제를 통한
기전도 밝혀진 바 있다82.또한 poly(ADP-ribosylation)은 스트레스
상황에서 세포내 genome의 integrity를 유지하는데 필수적인 반응
이다83.일단 DNA 손상되면 PARP가 활성화되어 손상된 DNA 부위
에 결합하고 이후 연쇄적으로 nicotinamide adenine dinucleotide
(NAD+)와 반응하면서 poly(ADP-ribose)를 형성한다84. 따라서
PARP는 스트레스 반응 단백질의 일종이라 하겠다.정상적으로
poly(ADP-ribose)은 곧 poly(ADP-ribose)glycohydrolaze(PARG)
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의 가수분해로 세포내에서는 일시적으로 존재하게 된다84.중등도
이하의 스트레스에서는 이 반응을 통한 전사 조절로 손상된 세포의
회복에 기여하지만,과도한 스트레스에서는 PARP가 과활성화되고,
결과적으로 poly(ADP-ribose)가 세포내에 과축적되어 세포사멸이
일어나게 된다85.또한 PARP는 apoptosis-inducingfactor-1(AIF-1)
을 미토콘드리아에서 세포질로 이동시켜 caspase-independent세포
사멸 경로의 활성화에도 관여한다86.
본 연구에서는 oligomermicroarray에서 후경골 건증 조직에서 Hsp70
의 유의한 발현 증가를 보였으며,real-timeRT-PCR에서는 과반수
이상에서 Hsp70,PARP 유전자의 유의한 발현 변화를 보였다.이
는 후경골 건증의 발생 과정에서 건 세포가 능동적으로 건증 유발
스트레스에 반응하여 세포사멸 과정에 관여하였음을 의미한다.
이외에도 oligomermicroarray로 선별된 유의 발현 유전자 상위 200개
유전자들의 생물학적 연관성에 따른 분류에 의하면,인체의 발생과
연관이 있는 유전자들의 발현이 의미 있는 변화를 보였다.이는 인
체 발생 시 작용하는 기전들이 건증의 발생에 있어서 재현됨을 의
미한다.
일단 건 손상이 일어나면 초기 치유과정에서 제 3형 교원질의 함
량이 증가하며,이는 병적인 소견으로87,제 3형 교원질은 무작위로
직경이 작은 섬유를 형성하고,이러한 저밀도의 교원질은 인장강도
의 감소로 이어져 정상 생리적 부하에 의해서도 건 파열 및 기능
소실이 가능하게 된다고 한다88.본 연구의 세포외 기질 관련 유전
자의 발현 결과를 보면,우선 microarray에서 COL1A1과 COL3A1
유전자가 유의하게 발현이 증가하였고,decorin유전자는 유의하게
발현이 감소하였다.Real-timeRT-PCR에서는 COL3A1과 decorin
유전자가 과반수이상에서 발현 변화를 보였으며,특히 COL3A1은
유의한 발현 변화를 보인 6예 중 5예에서 발현이 증가하였다.반면
decorin은 유의한 발현 변화를 보인 4예 중 3예에서 발현이 감소하
였다.이는 후경골 건증에서 발견되는 교원질 및 세포외 기질의 구
성 변화와 일치한다.
본 연구 결과에서 각 환자의 건증 조직에서 MMP와 TIMP뿐만
아니라 염증 사이토카인 및 세포사멸과 세포외 기질 관련 유전자들
의 mRNA 발현 양상이 서로 일치하지 않은 것은 각 유전자의 발현
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및 작용이 각 개체에 따라 특이적이거나,각 환자가 임상적으로 같
은 John's분류상 2기로 분류되었더라도 분자 생물학적으로 넓은
건증 스펙트럼의 서로 다른 위치에 존재하였음을 의미한다.
본 연구는 후경골 건증 환자의 인체 표본을 대상으로 matched
pair연구를 진행한 최초의 시도로 최신 기법인 oligomermicroarray
와 real-timeRT-PCR을 이용하여 현재까지 건증 발생에 관련이 있
다고 알려진 MMP,염증 사이토카인,세포사멸,스트레스 반응 단백
질에 대해 총체적으로 검증하였다.연구 결과를 정리하면,후경골
건에 장기적으로 가해진 부하에 의해 염증 사이토카인과 MMP의
발현이 변화한다.이는 제 1형 교원질이 주된 구성 성분인 세포외
기질의 교원질 구성에 있어서 제 3형 교원질의 증가와 같은 변화를
가져오고,이러한 변화는 건의 인장강도의 감소와 같은 물리적 성질
의 변화와 건의 비후 및 신장,또는 미세 파열과 같은 외형 및 기능
의 변화를 유발한다.이와 함께 건의 주된 세포 성분인 건 세포에서
는 건증 유발 자극에 의해 Hsps와 PARP와 같은 스트레스 반응 단
백질의 발현 변화를 유발하고 세포사멸 경로의 자극이 일어나게 된
다.이와 같은 결과는 후경골 건증의 발생에 있어서 MMP,염증 사
이토카인,세포사멸 등에 관여하는 여러 유전자의 발현이 복합적으
로 작용함을 의미한다(Fig.1).
본 연구에서는 개체간 유전자 발현차이를 극복하기 위해 matched-pair
sample을 사용하였으며,정상 대조군으로 장족지 굴건을 획득하여
사용하였다.그러나 정상 후경골 건과 장족지 굴건 사이의 유전자
발현의 차이가 없음을 증명하지는 못한 한계를 갖는다.그러나 이
두 건 모두 활막에 싸여 있는 환경에 존재하기 때문에 이러한 문제
점을 어느 정도 극복할 수 있을 것으로 사료된다.또한 유전자의
mRNA 발현 정도를 실제 기능을 갖는 단백질의 발현으로 해석하기
에는 무리가 있기 때문에 추후 Westernblot등의 단백질 발현에
대한 연구가 진행되어야 한다.
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Figure 1.A Schematic Flow Diagram ofthe Pathogenesis for
PosteriorTibialTendinosis.
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ⅤⅤⅤ...결결결론론론

본 연구는 후경골 건증 환자의 인체 표본을 대상으로 matched
pair연구를 진행한 최초의 시도로 최신 기법인 oligomermicroarray
와 real-timeRT-PCR을 이용하여 현재까지 건증 발생에 관련이 있
다고 알려진 MMP,염증 사이토카인,세포사멸,스트레스 반응 단백
질에 대해 총체적으로 검증하였다.결과에서 이들 대상 유전자들이
다양하게 발현이 증가 또는 감소하였으며,이는 후경골 건증의 발생
에 있어 이들 유전자가 관계하는 여러 분자생물학적 기전이 복합적
으로 작용한다는 것을 의미한다.이 연구는 향후 건증의 분자생물학적
발병 기전을 밝히는데 기여할 것으로 사료된다.
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Abstract

AnalysisofAlteredGeneExpressionusingMicroarrayand
Real-TimeRT-PCRinPosteriorTibialisTendinosis

YunRakChoi

DepartmentofMedicine
TheGraduateSchool,YonseiUniversity

(DirectedbyProfessorSooBongHahn)

Theposteriortibialistendondysfunctionisacommoncauseof
foot pain and dysfunction in adults,and the incidence have
increased in accordance with the popularity of hypertension,
diabetesmellitus,andobesityindomesticpopulation.
Theobjectiveofthisstudy istocharacterizethealteredgene
expressionsinmatchedpairsofnormalandPT tendinosistissue
acquired from the corrective operation,flexordigitorum longus
tendontransfer,usingoligomermicroarrayandreal-timeRT-PCR
in11patientswithJohnson'sstage2PTTD.
Atthetimeofsurgery,paired samplesofposteriortibial/FDL
tendonsweretreatedwithRNAlater.Preparedsampleswerefrozen
with liquid nitrogen and stored at-80°C untilperforming RNA
extraction.TotalRNA wasextractedusingTRIZOLⓇ Reagentand
theRNeasyMinikit.
Gene expression profiles in 2 patients were examined using
Human Genome U133A 2.0 Gene-Chip array (Affymetrix).The
differentiallyexpressedgenes(DEGs)wereselectedonthebasisof
twofoldinlogscalewhencomparedtonormaldata.Also,upto
200rankedupanddownregulatedDEGsweregroupedaccording
to theirfunctionalrelationshipsusing aBiologicalNetworksGene
Ontology(BiNGO)Bioinformaticsprogram.TotalRNA isolatedfrom
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another9patientswasassayedbyreal-timeRT-PCR formRNA 

of matrix-degrading enzymes, inflammatory cytokines and
apoptosis-relatedfactors.
OligomermicroarrayshowedmanyupregulatedDEGs,especially
formatrixmetalloproteinase(MMP)-1,-2,-9,-11,-13,-14,-15,
-19,matrixmetalloendoppeptidase,adisintegrin and metalloproteinase
(ADAM)-12,IL-2,-11,-13R,fibroblastgrowthfactor-2,insulin-like
growthfactor-1,heatshockprotein70(Hsp70),collagentypeIalpha1
(COL1A1),andCOL3A1intendinosistissue.However,MMP-3,-10,-17,
-27,tissueinhibitorofmetalloproteinase(TIMP)-3,-4,IL-6R,-7,-8,
-16, vascular endothelial growth factor, and decorin genes were
differetiallydownregulated.UsingaBiNGO Bioinformaticsprogram,
the metalloendopeptidase,metallopeptidase activity related genes
weredominantlyupregulatedintendinosistissueandextracellular
matrix relatedgenesweredown regulated. Real-timeRT-PCR
showed a significantincreased expression ofeach mRNA for
MMP-1,-2,-3,-8,-9,-10,-11,-13,ADAMTS-4,TIMP-1,-2,
-4,IL-4R,-6R,-8,-13,andCOL3A1,however,expression of
each mRNA forIL-6,caspase-8,Hsp70,PARP,and decorin
decreased significantly in amajority oftendinosissampleswith
meaningfulchangescomparedwithnormaltendontissue.Inthese
genes,statistically significant(p < 0.05)differences in mRNA
expressionincludedMMP-1,-11,TIMP-1,-2,-4,andcaspase-8.
Our results support that repetitive load with long duration
changes the expression ofmany cytokines,MMP,stress and
apoptosis-relatedgenesinthetendinosis.Thesechangesseemsto
beresponsibleforthechangeofbiomechanicalpropertiesinthe
PT tendonandapoptosisoftenocyteinthePTtendinosis.
����������������������������������������������������������������

KeyWords:posteriortibialtendinosis,oligomermicroarray,real-time
RT-PCR,differentiallyexpressedgenes,MMP,cytokine,
apoptosis
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