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서 론

아드리아마이신은 널리 쓰이고 있는 항암제이나, 심장 독성으

로 인해 사용이 제한되고 있다. 아드리아마이신으로 인한 심장

독성의 급성 효과는 약 투여 중단 후에 사라지는 일시적인 심전

도 변화와 저혈압, 빈맥, 다양한 부정맥을 들 수 있다
1)
. 심장 독

성의 만성 효과는 심부전증으로 용량이 누적되어 일어나고, 증상
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Purpose : Changes in metalloproteinases(MMP) activity have been demonstrated in several disease

states, including rheumatoid arthritis and tumor metastasis. More importantly, increased myocardial

MMP activity has been reported to occur in both clinical and experimental forms of dilated cardio-

myopathy. There was no report about MMP in adriamycin(ADR)-induced cardiomyopathy. The

purpose of this study was to investigate gene expression of MMP and tissue inhibitor of metallo-

proteinases(TIMP) in ADR-induced cardiomyopathy and clarify the relationship between MMP and

cytokines.

Methods : Male Sprague-Dawley rats were divided into two groups. The first group was control.

The second group was given intraperitoneal injections of ADR(5 mg/kg) twice a week over two

weeks. Serum concentrations of MMP, TIMP, interleukin(IL)-6 and tumor necrosis factor(TNF)-α

were measured. RNA extraction was performed from frozen rat hearts. Reverse transcription poly-

merase chain reaction(RT-PCR) was employed. cDNA Microarray analysis was performed by using

a set of 5,184 sequence-verified rat cDNA clones.

Results : Serum MMP and TIMP levels were not significantly different between the two groups.

IL-6 was 36.8±2.8 pg/mL and TNF-α 2.2±2.7 pg/mL in the ADR group. They were significantly

higher than in the control group. Serum MMP correlated significantly with TNF-α(r=0.41, P<0.05).

There was no gene expression of MMP, IL-6 or TNF-α in the hearts of both groups. Gene expres-

sion of TIMP was significantly depressed in the hearts of the ADR group.

Conclusion : These results suggested a potential role for TNF-α in the regulation of extracellular

matrix remodeling in ADR induced cardiomyopathy. Rapid screening of multiple decreased gene ex-

pression by DNA chip may be a useful diagnostic test to detect early cardiac injury before develo-

ping ADR induced cardiomyopathy. (Korean J Pediatr 2005;48:197-203)
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이 점점 진행되고 비가역적으로 일어난다
2)
. 심부전증은 심근 조

직의 손상 정도와 직접 관계가 있다. 아드리아마이신으로 심근

손상이 오면 질병 경과가 진전함에 따라 심근 섬유화나 괴사 및

석회화가 일어나고 그 이후 좌심실 개조 과정을 거치면서 심실

벽 긴장의 증가, 연속적인 펌프 기능의 이상을 초래한다. 확장성

심근증으로 진행되면서 좌심실 안에서 콜라겐 구조와 성분의 변

화가 일어나고 이것이 좌심실 기하에 향을 미칠 수 있음이 보

고되었다
3-5)
.

최근에 cytokine은 만성 심부전
6)
, 바이러스 심근염

7-9)
, 심근증

10, 11)
, 심근 경색

12)
, 심장 이식

13)
, 패혈증에 인한 쇼크가 있을 때

에 증가하며 cytokine의 증가가 이들 질환의 병인과 진행에 관

계가 있다고 알려져 있다. 심부전증과 관련해서 전염증성(proin-

flammatory) cytokine에 대한 관심이 많아졌다
14-16)
. 만성 심부

전증 환자에서 TNF-α, IL-1, IL-6와 같은 cytokine이 증가되

어 있으나 증가되는 기전과 형성되는 장소에 대해서는 아직 확

실히 알려져 있지 않다
14)
. 심근에서의 TNF-α의 발현은 확장형

심근증의 병인에 중요한 역할을 하고 있다는 것이 제시되었고,

바이러스 복제와 자가면역 기전에 의해 유발되는 IL과 TNF-α

와 같은 염증성 cytokine은 확장형 심근증의 병인적 요인일 수

있다
10, 11, 17-19)

. 그러나 아드리아마이신으로 유발된 심근 손상에

서의 cytokine의 변동에 대한 보고는 거의 없는 실정이다.

최근 조직 손상에 따르는 조직 재생에서의 MMP와 TIMP에

대한 중요성이 크게 대두되고 있다. 이들 MMP나 TIMP에 대

하여 최근에 연구되고 있으나 심근염이나 심근증과 같은 심장병

에서의 연구는 적은 실정이다.

아드리아마이신으로 유도된 심근증에서 MMP, TIMP 유전자

발현을 연구하고 cytokine과의 관련성을 알아보고자 본 연구를

실시하 다.

대상 및 방법

1. 대 상

250 g 내외의 Sprague Dawley 쥐 60마리를 2군으로 나누어

실험하 다. 1군을 대조군으로 하고, 2군은 아드리아마이신 5

mg/kg을 1주일에 2번씩 복강 내 주사하 다. 모든 동물은 아드

리아마이신 투여 후 2주에 전신 상태를 관찰하 다. 아드리아마

이신을 투여한 쥐에서는 투여 2주에 복수를 비롯한 심부전증 증

상이 관찰되었다. 투여 후 2주에 쥐를 희생시키기 전에 복부 대

동맥에서 혈액을 채취하 고 심장은 -70℃에 분리하여 보관하

다.

2. 방 법

1) Enzyme linked-immuno-sorbent assay(ELISA)

(1) 혈청 IL-6, TNF-α 측정

쥐에 특이한 IL-6, TNF-α의 단 클론 항체가 microtiter

strip에 코팅되어 있는 Amersham(Minneapolis, USA) 사 kit를

이용하여 ELISA 원리로 검사하 다. 여기에 검체 및 알고 있는

표준 시약을 넣어 배양하 고, 세척과정을 하고 biotinylated된

IL-6, TNF-α에 대한 항체를 첨가하여 2번째 배양하 다. 2번

째 세척과정을 실시한 후 Streptavidin peroxidase를 넣고 3번

째 배양하 다. 3번째 세척과정을 실시한 후 기질 용액을 넣고

발색시켰다. 반응 정지액을 넣고 450 nm에서 ELISA 판독기로

측정하 다.

(2) 혈청 MMP-2와 TIMP-3의 측정

ELISA 원리를 이용하여 Amersham(Minneapolis, USA) 사

의 MMP-2와 TIMP-3 kit을 이용하 다. 각 kit의 standard

well에 각각 100 µL의 buffer 및 표준 시약을 넣은 후 검체 역

시 100 µL를 well에 분주하 다. 플레이트 뚜껑을 닫은 후 실온

에서 2시간 배양하 다. 완충액을 이용하여 4번 wash buffer를

이용하여 세척한 후 종이를 사용하여 검체가 남지 않도록 blot

하 다. 다시 100 µL의 peroxidase conjugate를 well에 분주한

후 다시 뚜껑을 닫은 후 실온에서 1시간 동안 배양하 다. 같은

방법으로 다시 세척한 후 실온에 보관 중인 H2O2가 포함되어

있는 TMB(3,3'5,5'-Tetramethylbenzidine) 용액 100 µL씩

well에 분주한 후 뚜껑을 닫고 30분 실온에서 배양하여 발색이

되면 630 nm에서 ELISA 판독기로 측정하 다.

2) 심장 조직의 RT-PCR

심장의 일부를 분쇄하여 total RNA를 추출하 고, RNA 1

µg을 주형으로 oligo-dT primer와 reverse transcriptase를 사

용하여 42℃에서 1시간 반응시켜 첫 번째 가닥 DNA를 얻었다.

각각의 첫 가닥 DNA를 주형으로 GAPDH, IL-6, TNF-α,

MMP-2, TIMP-3 유전자 primer(Table 1)를 이용하여 PCR

(denaturation 94℃, 30초; annealing 58℃, 1분; extenson 72℃,

1분; 28 cycle)로 증폭하 다. 증폭된 DNA는 1% agarose gel

에서 전기 동하여 polaroid 필름으로 촬 하 다.

3) DNA chip을 이용한 유전자 검색

Annealing 반응은 Cy3와 Cy5로 RNA 100 µg을 사용하 으

며 5'-TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTV N-3'을 oli-

go dT primer로 사용하 다. 10분 동안 65℃까지 가열하 다.

Table 1. Gene-specific Primer Sequences for Reverse Tran-
scription Polymerase Chain Reaction

Control

IL-6

TNF-α

MMP-2

TIMP-3

HYM-1

HYM-2

HYM-3

HYM-4

HYM-5

HYM-6

HYM-7

HYM-8

HYM-9

HYM-10

5'-CTCTGATCGAGGCTCACTTC-3'

5'-TTCTGGTTGTCGTTGATCCT-3'

5'-CCGGAGAGGAGACTTCACAG-3'

5'-GAGCATTGGAAGTTGGGGTA-3'

5'-TGCCTCAGCCTCTTCTCATT-3'

5'-CCCATTTGGGAACTTCTCCT-3'

5'-TCCCGTTATGAGACCCTGAG-3'

5'-GACGCAGAGAACCCTGAGAG-3'

5'-CACGGAAGCCTCTGAAAGTC-3'

5'-TCTCCACAAAGTTGCACAGC-3'

IL : Interleukin, TNF-α : Tumor necrosis factor-α, MMP :
Metalloproteinase, TIMP : Tissue inhibitor of metalloprotein-
ases
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얼음에 냉각시키고 Cy3 and Cy5 반응의 각각을 반응전 혼합물

9.6 µL에 섞었다. Cy3-dUTP(NEN, 1mM)와 Cy5-dUTP(NEN,

1 mM)을 각각 Cy3 반응 튜브와 Cy5 반응 튜브에 3 µL씩 넣

었다. Superscript II(Gibo-BRL, 200 µ/µL) 효소를 2 µL씩 첨

가하 다. 빨리 돌린후 42℃에서 2시간 배양하 다. 각각의 산물

을 QIA quick PCR purification kit(Qiagen, Hiden, Germany)

를 이용하여 정제하 다. 마지막 세척분리한 용적을 각각 100

µL로 세척분리하 다. PolyA RNA와 yeast RNA는 물에 10

µg/µL의 농도로 37℃에서 완전히 녹인 후에 aliquot하여 냉동보

관한 후 두 개의 probe를 섞었다. 섞은 probe를 Microcon-30

tube(millipore)에 적용하 다. 원하는 용적(32 µL)을 상층에 얻

을 때까지 14,000 g에서 돌렸다. 깨끗한 튜브로 옮긴 다음 20X

SSC와 10% SDS를 첨가하 다. 100℃에서 2분 동안 변성(den-

aturation)시키고, 14,000 g에서 2분 동안 돌렸다. GT hybrid-

ization chamber
TM
의 well에 3X SSC을 넣고 그 위에 반응할

chip 슬라이드를 놓았다. 핀셋과 yellow tip을 이용하여 cover

slip을 덮었다.

라벨된 DNA probe를 잘 섞어서 cover slip 바깥쪽에 대고

조심스럽게 넣었다. 뚜껑을 덮고 GT chamber station
TM
에 얹

어서 65℃ water bath에 담갔다. 65℃에서 hybridization하 다.

세척 용액을 준비하여 세척하고 600 rpm에서 5분 동안 건조하

게 돌리고 scan array 하 다(Fig. 1).

3. 통계처리

평균치와 표준편차를 구하고 t-test를 이용하여 유의성을 검

증하 다. 혈청 MMP와 TNF-α와의 상관관계는 Pearson 상관

계수로 구하 다.

결 과

1. 혈청 IL-6, TNF-α, MMP-2, TIMP-3 수치

혈청 IL-6는 아드리아마이신군에서 36.8±2.8 pg/mL, 정상군

에서 0 pg/mL으로 아드리아마이신군에서 유의하게 증가하 고

(P<0.05), TNF-α도 아드리아마이신군에서 2.2±2.7 pg/mL,

정상군에서 0 pg/mL으로 아드리아마이신군에서 유의한 증가를

보 다(P<0.05). 혈청 MMP-2는 아드리아마이신군에서 0.1±

0.1 ng/mL, 대조군은 0 ng/mL이 고, TIMP-3는 아드리아마이

신 투여군과 정상군에서 0 ng/mL로 두 군간에 유의한 차이가

없었다(Table 2). 혈청 MMP와 TNF-α는 r=0.41로 유의한 양

의 상관관계를 나타냈다(Fig. 2).

2. 심근 조직의 RT PCR에 의한 유전자 발현

심근 조직 PCR에 의한 유전자 발현을 보면 아드리아마이

신 투여군에서 MMP-2, IL-6, TNF-α는 발현되지 않았고,

TIMP-3는 대조군에 비해 유전자 발현이 감소되었다(Fig. 3).

3. DNA chip을 이용한 유전자 발현의 변화

본 연구에서는 5,184 유전자를 검색하 으며 아드리아마이신

투여 후에 발현이 세 가지 양상으로 나타났다. 빨간색으로 나타

Fig. 1. cDNA microarray analysis by cDNA chips. cDNA mi-
croarray analysis was performed by using a set of 5,184 se-
quence-verified rat cDNA clones. N : normal control, Test :
adriamycin group.

Table 2. Serum Cytokines Levels in Adriamycin and Control
Group

Cytokines Adriamycin Control P value

IL-6(pg/mL)

TNF-α(pg/mL)

MMP-2(ng/mL)

TIMP-3(ng/mL)

36.8±2.8

2.2±2.7

0.1±0.1

0

0

0.5±0

0

0

<0.05

<0.05

>0.05

>0.05

IL : Interleukin, TNF-α : Tumor necrosis factor-α, MMP :
Metalloproteinase, TIMP : Tissue inhibitor of metalloprotein-
ases

Fig. 2. Linear correlation between serum MMP and TNF-α
levels. Serum MMP correlated significantly with TNF-α(r=
0.41, P<0.05). MMP : Metalloproteinase, TNF-α : Tumor necro-
sis factor-α.
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난 것은 아드리아마이신 투여 후 유전자 발현의 증가를 의미하

고, 초록색은 유전자의 감소를 의미하고, 노란색은 유전자 발현

의 변화가 없는 경우를 말한다(Fig. 4). 본 연구에서는 심근증에

주로 관여하는 MMP-2, TIMP-3, IL-6, TNF-α 유전자 변화

를 관찰하 다. 아드리아마이신군에서 IL-6, TNF-α, MMP-2

유전자는 발현되지 않았고, TIMP-3의 유전자 발현은 0.474로

억제되었다.

고 찰

아드리아마이신은 소아에서 흔히 사용되고 있는 항암제이나

심근에 대한 독성으로 인하여 사용에 많은 제한을 받고 있다.

누적 용량이 450-500 mg/m
2
이상인 경우에는 심부전증의 빈도

가 증가한다. 심근 독성은 누적 용량과 관련이 있다. 본 연구에

서는 아드리아마이신을 1주일에 2번씩 2주간(누적 용량 : 20 mg/

kg) 투여하여 급성 독성을 일으켰으며, 저자는 이전 연구
20)
에서

호흡 곤란, 복수 등의 심부전증의 임상적 관찰과 심장 체중의

증가, 심실 내경의 증가 등의 부검 소견을 보고하여 심근증 모

델을 제시하 다. 또한 이전 연구
21)
에서 아드리아마이신 투여 후

fetal troponin isoform의 증가로 심근 손상을 증명한 바 있다.

본 연구에서는 아드리아마이신으로 급성 심근증을 유발하여

MMP, TIMP, 및 cytokine 발현에 대해 연구하고자 하 다.

IL-1, IL-6, TNF-α는 면역계에서 유래되었으며 일차적으로

염증을 시작하는 역할을 한다고 생각되어서 항염증성 cytokine

으로 분류되고 있으나 근래에 와서는 이 cytokine들은 심근에

존재하는 모든 유핵 세포에서 발현될 수 있다는 것이 보고되었

다
22, 23)
. 이 cytokine들은 정상 상태에서는 발현되지 않으나 심

장이 스트레스를 받으면 신속히 반응하여 표현된다. 심장의 과부

하, 허혈, 경색, 심부전, 심근염, 심폐 바이패스, 마그네슘 결핍

등 여러 가지 요인이 스트레스로 작용할 수 있다. 즉 이 cyto-

kine들은 심장이 환경으로부터 어떤 스트레스를 받았을 때 심근

이 이에 대한 반응을 시작하고 조정하는 역할을 한다. 염증성

cytokine은 심근세포 비대, 성장, 세포사멸사(apotptosis)의 유도

를 포함한 심근 개조(remodeling)와 심부전에 향을 미칠 수

있다
24)
. 심근 개조의 다른 기전으로 세포외 기질의 변형을 들 수

있고 이것은 심근 구조 통합(integrity)을 감소시킨다. IL-1과

TNF-α는 간질에 있는 콜라겐(interstitial collagen)의 개조를

촉진시킴으로 심실 확장과 심부전에 기여할 수 있다
24)
. Cyto-

kine이 단기간 발현되었을 때는 심장에 유리하게 반응하지만 스

트레스가 오래 지속되거나 cytokine의 증가가 과도할 때에는

cytokine은 심장에 불리한 반응을 나타된다. 최근에 심장에 대

해서 cytokine이 나쁜 향을 주는 많은 연구들이 발표되고 있

다
9, 10, 25, 26)

. Cytokine의 불리한 작용으로는 좌심실 기능 저하, 심

근증 발생, 심근 대사 장애, 미토콘드리아의 변화 등이 나타난다.

심부전이 있는 환자에서 cytokine이 증가되어 있으며 이것이

심부전의 병인과 관계가 있을 것이라는 많은 연구자들의 보고가

있다
9, 10, 25, 26)

. 그리고 대부분 심부전의 정도가 심할수록 cyto-

kine의 혈청 농도가 높은 것을 볼 수 있다. 만성 심부전증을 가

진 환자에서 TNF-α, IL-1, IL-6과 같은 전염증성 cytokine이

증가되어 있으나 증가되는 기전과 형성되는 장소에 대해서는 아

직 확실히 알려지지 않았다
14)
. 심부전 환자에서 cytokine이 상승

하는데 세 가지 학설로 설명되고 있다
27)
. 첫째는 동물 실험에서

심부전에 빠져있는 심근 자체가 cytokine을 만들 수 있다는 것

이다
16, 28)
. 두번째 학설은 심부전 때 동반될 수 있는 장벽의 부

종으로 인하여 장의 투과성에 변화가 와서 세균이나 내독소가

순환으로 들어가 cytokine을 활성화시킨다는 것이다
29)
. 세번째

학설은 저산소증이 cytokine의 상승을 자극한다는 것이다
30, 31)
.

혈중 TNF-α치가 심부전증 환자, 특히 매우 마른 환자에서 올

라가 있으며 심부전이 심한 환자일수록 올라가 있음이 관찰되었

다
32)
. 심부전 환자에서 IL-6이 상승되어 있으며 그 상승은 New

York Heart Association의 기능 분류나 심실 기능 장애의 정도

와 비례하고 있다
25, 26)
.

최근에 확장성 심근증의 발전은 순환하는 특이 cytokine의 증

Fig. 4. Scan Image by cDNA chips. Red color means up-reg-
ulation of gene expression. Yellow color means no change of
gene expression. Green color means down-regulation of gene
expression.

Fig. 3. Gene expression of MMP, TIMP, TNF-α and IN-6 in
the heart by PCR. Gene expression of TIMP was significantly
depressed in the heart of adriamycin group. PCR : Polymerase
chain reaction, MMP : Metalloproteinase, TIMP : Tissue inhibi-
tor of metalloproteinases, IL : Interleukin, TNF-α : Tumor ne-
crosis factor-α.
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가와 동반된다고 보고되었다
3)
. 본 연구에서는 대조군에 비해 아

드리아마이신 투여군에서 혈중 IL-6, TNF-α가 유의하게 증가

하 으나 심근 조직에서 IL-6, TNF-α 유전자는 발현되지 않

았다. 본 연구에서 급성 심근증 모델을 만들었기 때문에서 심근

세포에서 유전자 발현의 변화는 관찰되지 않았고 만성 심근증

모델에서의 유전자 발현에 대해서 더 연구되어져야 할 것이다.

MMP는 세포외 기질 분해와 재생에 책임이 있는 효소로 아

연 의존적인 효소이다
33)
. 심근 섬유아세포, 내피세포, 심근세포는

세포외 기질 성분 합성의 일차적인 근원으로 이러한 세포들이

MMP를 생성한다. MMP 활동은 TIMP로 알려진 조직억제자에

의해 정상 심근에서는 조절된다
3)
. TIMP-1은 MMP-1과 복합체

를 형성하고, TIMP-2는 MMP-2와 복합체를 형성한다
33)
. TIMP

는 세포외 기질로 접근을 차단함으로 MMP의 활동 장소에 결합

한다. MMP/TIMP 복합체는 1 : 1 비율을 형성하고 생체내에서

MMP 활동을 조절하는데 필요한 중요한 내인 체계를 형성한다.

그러나 TIMP 발현이 MMP 발현과 독립적으로 조절된다는 보

고도 있다
3)
. MMP는 일반적인 염증, 호흡기 질환, 재생, 류마치

스성 심근염, 암 전위을 포함한 여러 질환 상태에서 상승되어

있음이 보고되었다
3)
. MMP와 TIMP는 심근을 포함한 다양한

조직에 존재하고 콜라겐 재생에 관여한다. MMP는 심근 손상,

혈관 동맥류, 죽상경화증(atherosclerosis), 재협착과 같은 심혈

관 질환의 병리에 중요한 역할을 한다
34)
. 더욱이 단핵구에서 유

도된 대식세포(macrophage)는 MMP 활동의 증가에 관여한다.

불안정한 협심증을 가진 환자에서 MMP-9의 증가가 보고되었

다. MMP-9 유전자가 심혈관 질환의 존재와 심각도와 관련이

있다고 보고되었지만 심혈관 질환에서 순환하는 MMP-9의 증

가의 중요성에 대해서는 거의 알려지지 않았다
33)
.

좌심실 재생과 확대는 말기 좌심실 부전으로 진행될 때 함께

일어난다고 알려져 있다
3)
. 심부전의 원인이 다양하지만 질병이

진행될 때 흔히 일어나는 사건은 좌심실 개조이고 이것은 증가

된 심실 벽 긴장, 연속적인 펌프 기능 이상을 초래한다. 심부전

증의 중요한 원인이 확장성 심근증이고 확장성 심근증에서 좌심

실 개조와 심실 강 기하의 변화는 질병 경과의 중요한 예후 인

자이다. 여러 심질환에서 좌심실 안에서 콜라겐 구조와 성분의

변화가 일어난다고 보고되었고 이것이 좌심실 기하에 향을 미

칠 수 있다
4, 5)
. 여러 기초 및 임상 실험은 좌심실 콜라겐 기질의

변화가 확장성 심근증과 함께 좌심실 확장을 동반함을 보고하

다
4, 5)
.

확장성 심근증의 임상이나 기초 실험에서 심근 MMP 활동의

증가가 일어난다고 보고되었으나
35)
, 확장된 좌심실안에서의

MMP 형태와 활동과의 관련에 대해서는 아직 밝혀지지 않았다.

확장성 심근증 후에 MMP 활동이 유발되고 세포외 기질의 분해

로 이끈다. 확장성 심근증이 있는 심근에서 TIMP의 감소는

TIMP 유전자의 변이 때문일 수 있다. 확장성 심근증 후 세포외

기질 대사의 이상에 책임 있는 세포는 전이 표현된 근육병이 있

는 섬유아세포(myopathic fibroblast)이다. MMP는 확장성 심근

증 환자에서 활성화된다. MMP-1이 정상 조직에 비해 확장성

심근증을 가진 심장에서 3-4배 증가되고
3, 24)

TIMP는 정상 심장

조직에 비해 12-20배 정도 억제된다고 알려져 있다
3, 24)
.

이전 연구들은 MMP 발현은 다양한 cytokine과 생물에 작용

하는 peptide에 의해 향을 받을 수 있다고 하 다
3)
. TNF-α

와 같은 전염증성 cytokine은 MMP 유전자 발현을 조절하는 중

요한 작용을 갖고 있다
24)
. TNF-α는 심근 MMP를 자극하고

심근내에 세포외 기질의 분해로 이끈다. MacNaul 등
36)
의 윤활

섬유아세포(synovial fobroblast)를 이용한 연구에서 IL-1과

TNF-α가 MMP-3의 지속적인 증가를 일으키고, 반면에

MMP-1 발현은 시간이 지나면 정상화됨을 보고하 다
3)
. 확장성

심근증에서 순환하는 MMP와 TNF-α에 관한 임상적 연구는

적다
24)
. 확장성 심근증을 가진 환자에서 순환하는 TNF-α의 증

가가 보고되었고, β-차단제 치료 후 TNF-α가 감소됨이 보고

되었다
24)
. IL-1과 TNF-α는 콜라겐 합성을 감소시키고, 콜라겐

을 분해하는 MMP 활동을 증가시켜서(MMP-13, MMP-2,

MMP-9)
24)
간질 재개조를 촉진함으로 심실 확장과 심근 부전을

일으키는 데 기여한다
24, 37)
. 확장성 심근증으로 발전함에 따라

특수한 cytokine이 증가하게 되는데 이것은 MMP 양을 조절한

다. 확장성 심근증에서 일어나는 신경호르몬과 cytokine과 같은

세포외 자극의 증가는 MMP-1과 MMP-3 발현을 유발시킬 수

있다.

염증성 cytokine은 MMP를 활성화시키거나 MMP 활동을 억

제하는 TIMP 활동을 조절한다. 심부전된 심근에서 TIMP 활동

은 감소되고 MMP 활동은 증가된다
24)
.

심근 콜라겐 기질의 변화와 기질 이용은 확장성 심근증과 함

께 MMP 활동과 발현을 조절할 수 있다. 비허혈성 및 허혈성 확

장성 심근증에서 MMP-9의 심근 수치가 증가하 으나, MMP-

2는 비허혈성 심근증에서만 증가하 다. 확장성 심근증의 발전은

norepinephrine과 TNF-α의 증가와 같은 신경 호르몬 체계의

활동과 동반된다
37)
.

확장된 심근증 환자에서 순환하는 MMP-1, 3, 9의 증가가 관

찰되었고, MMP-1, MMP-3, MMP-9과 TNF-α 사이에 의미

있는 관련을 보고하 다(r=0.647, P=0.022). Siwik 등
24)
은

TNF-α에 대한 심근 섬유아세포의 노출은 MMP-9의 노출을

일으키고 carvedilol은 확장된 심근증에서 증가되어 있는 TNF-

α의 감소를 일으킴을 보고하 다.

최근의 연구는 다양한 질환에서 합성 MMP 억제자(inhibitor)

의 사용이 보고되었고, 특히 특발성 확장성 심근증에서 MMP-3,

MMP-9에 대한 MMP 억제가 치료 목표가 됨을 제시하 다.

확장성 심부전에서 MMP 활동과 발현의 조절은 이러한 질병 경

과를 위한 새롭고 의미있는 치료의 목표이다. 앞으로 심부전증을

가진 환자에서 anticytokine 치료가 사용될 수 있을 것으로 생

각한다.

최근 cDNA microarray 분석이 암에서 응용되기 시작하 다
38, 39)
. 하나의 유전자의 발현을 검사하는 northern blotting 대신
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홍 미 : 아드리아마이신으로 유도된 심근증에서 Metalloproteinase, Metalloproteinase 조직억제자, Cytokine 유전자 발현에 대한 연구

에 천개 이상의 유전자의 발현을 관찰하기 위해 사용되기 시작

하 다. 이 분석의 장점은 주어진 시간에 동시에 유전자 발현을

관찰함으로 암을 조기에 발견하고, 유전자의 변화를 알아내고, 약

작용의 기전를 알 수 있고, 약물에 대한 반응을 예측하는데 사용

될 수 있다. 본 연구를 통하여 아드리아마이신 투여 후 심장 독

성에 관여되는 유전자 발현을 동시에 관찰할 수 있었다. 아드리

아마이신 투여 후에 발현이 감소되는 유전자, 증가되는 유전자,

변화가 없는 유전자 등의 세 가지 양상을 나타냈지만 본 연구에

서는 심근증에 주로 관여되는 MMP, TIMP, IL-6, TNF-α 유

전자를 관찰하 으며, 급성 심근증 모델을 만들었기 때문에 심근

에서는 TIMP 유전자 발현의 감소만 관찰되었다. 앞으로 아드리

아마이신으로 유도된 만성 심근증 모델을 만들어 연속적으로

cDNA microarray 분석을 이용하여 심장 독성에 관련된 유전자

발현의 변화를 관찰함으로 심근증으로 진행을 조기에 예방할 수

있고 앞으로 유전자 치료에도 이용될 수 있을 것으로 생각된다.

요 약

목 적:MMP 활동의 변화는 류마치스 관절염과 암 전위를

비롯한 여러 질환에서 보고되고 있다. 최근에 확장성 심근증에서

MMP 활동의 증가가 발표되었다. 아드리아마이신으로 유도된

심근증에서 MMP에 대한 보고는 없는 실정이다. 아드리아마이

신으로 유도된 심근증에서 MMP, TIMP 유전자 발현을 연구하

고 cytokine과의 관련성을 알아보고자 본 연구를 실시하 다.

방 법: Sprague Dawley 쥐에 아드리아마이신 5 mg/kg을 1

주일에 2번씩 2주간(누적 용량 : 20 mg/kg) 복강내 주사하 고,

정상쥐를 대조군으로 하 다. 2주 후에 쥐를 희생시켜서 혈청과

심장조직을 얻었다. 혈청에서 ELISA 원리로 MMP-2, TIMP-3,

IL-6, TNF-α를 측정하 다. 심장에서 total RNA를 추출하

고, MMP-2, TIMP-3 IL-6, TNF-α primer를 이용하여 PCR

로 증폭하 다. 증폭된 DNA는 1% agarose gel에서 전기 동

하 고 UV light 아래에서 필름으로 촬 하 다.

결 과:혈청 MMP-2와 TIMP-3는 두 군 간에 유의한 차이

가 없었다. 아드리아마이신군에서 IL-6은 36.8±2.8 pg/mL,

TNF-α은 2.2±2.7 pg/mL로 정상군에 비해 유의한 증가를 보

다. 혈청 MMP-2와 TNF-α와는 r=0.41로 유의한 상관관계

가 있었다. 심근 조직에서 MMP-2, IL-6, TNF-α는 발현되지

않았고, TIMP-3는 아드리아마이신군에서 대조군에 비해 유전자

발현이 감소되었다.

결 론:아드리아마이신으로 유도된 급성 심근증 모델에서는

심근에서 MMP, IL-6, TNF-α가 발현되지 않았고, TIMP 발

현이 감소함을 알 수 있었다. 혈청 MMP와 TNF-α와의 상관

성이 유의하게 높았으므로 TNF-α가 MMP 발현을 조절함을

시사해 준다. 앞으로 만성 심근증 모델에서 MMP, TIMP 발현

에 대하여 연구할 예정이다.
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