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DNA, RNA, 단백질을 이용한 심혈관질환의 연구와 치료
연세의대 심혈관연구소 박현영

생물체의 유전정보를 담당하고 있는 DNA (deoxyribonucleic acid)는 그 일부가 유전자로써 작용하게 되는데, DNA ( RNA ( polypeptide (protein) 합성 과정을 거침으로써 유전정보가 표현이 된다 (Central Dogma). 우선 DNA 이중나선에 transcriptional factor가 와서 작용하면 일반적으로 RNA polymerase II에 의해 sense DNA에 상응하는 mRNA가 합성되고, mRNA는 splicing과정을 통해 intron 등의 염기를 삭제하고 세포질로 나와서 리보솜으로 전달되어 염기배열 순으로 단백질을 합성해 나간다. 이처럼 유전자가 그 기능을 하기 위해서는 DNA와 RNA 모두 중요한 역할을 담당하는데, 인간게놈 프로젝트의 완성으로 유전자정보가 확대되고 cloning의 보편화, 유전정보 및 단백분석의 대량화 등은 생명과학 특히 의학관련연구 및 치료에 있어 많은 변화를 가지고 왔다.

본 장에서는 심혈관질환에서의 DNA, RNA, 단백질을 이용한 연구현황과 치료에 대해 알아보고자 한다.

1. DNA를 이용한 심혈관질환의 연구와 치료

Genome sequence가 일반인에게 공개되면서 다양한 website를 통해 그 정보를 얻을 수 있으며, National institute of Health (NIH) 및 관련 정부기관에서 인간 뿐 아니라 다양한 생물종에 대한 유전자 염기분석을 지원하고 있어 comparative genomics등의 연구에 활용이 가능하다. Human genome에는 현재 약 30,000개의 protein-encoding gene이 있는 것으로 알려져 있다.

DNA의 경우 앞에서 언급한 바와 같이 유전정보를 전달하는 주매개체로 RNA, 단백질에 비해 안정적이어서 실험실에서 다루기에는 쉽지만 유전자의 여러 생물학적인 기능은 transcription, translation, post-translational modification에 의해 변화되기 때문에 얻을 수 있는 정보에는 한계가 있다. DNA를 이용한 심혈관질환의 연구는 주로 유전학적 질환의 원인규명 및 최근 동맥경화, 심근 경색 등의 발생에서의 유전학적인 연구 및 DNA microarray를 이용한 질병기전 연구에 활용이 되고 있다. 

1) Genetic study

심혈관질환에도 familial hypertrophic cardiomyopathy, dilated cardiomyopathy, Marfan’s syndrome, long QT syndrome 을 비롯한 다양한 유전질환 및 그 원인유전자가 알려져 있으나 임상진단에서 유전진단이 보편화되어 있지는 않다. 즉, 심초음파나 심전도 및 가계에서의 발생 등 임상양상에 의존하여 진단하는 경우가 많으며 유전자변이에 대한 검색 등은 연구목적으로 진행되는 경우가 일반적이다. 이러한 이유는 대부분의 진단에서 유전자변이의 위치가 다양하여 쉽게 진단하기 어려운 경우가 많고 경제성이 높지 않기 때문인데, 이러한 monogenic disease에서의 유전진단 및 임상에서의 연구가 필요한 이유는 유전자변이에 따라 질병의 자연 경과차이의 분석, 질병의 예방, 그리고 유전자변이를 가지지 않는 가계구성원에 대한 고려 때문이다. 현재 국내에서도 비교적 흔한 유전성 심장질환에 대한 연구가 진행되고 있으며, 이러한 연구결과는 진단의 의미를 넘어서 임상에 유용한 정보를 제공할 수 있을 것으로 기대된다.

게놈프로젝트의 완성과 함께 고혈압, 동맥경화와 같은 복합형질질환의 유전적 원인 규명 및 위험요인으로써의 의의를 분석하고자 하는 연구, 즉 유전자다형성의 역할에 대한 연구가 활발히 진행 중이다. DNA 염기서열에는 사람에 따라 약 0.1%정도의 차이가 있는 것으로 알려져 있는데 ‘특정질환에 걸리기 쉽다’든가 ‘특정 약물에 잘 반응하거나 부작용이 잘 발생한다’ 등 우리가 흔히 체질이라고 일컫는 개개인의 차이가 이 유전자다형성과 관련이 있는 것으로 알려져 있다. 유전자 다형성 중 최근에 가장 주목 받고 있는 것은 단일염기다형성 (스닙, SNP)이다. 

SNP을 이용한 심혈관계질환 연구는 흡연, 당뇨, 고혈압 등 기존의 위험요인들에서 진행된 것과 같이 특정 유전형을 가진 경우 질병 감수성의 차이가 있는지, 예후와의 관련성 등에 환자-대조군 연구를 중심으로 많은 연구가 진행되어 왔다. 하지만, 초기의 기대와는 달리 Apoa5유전자 변이 등 일부를 제외하고는 그 결과가 보고자마다 그리고, 민족간에 차이가 있어 임상에 바로 적용하기에는 무리가 있다. 하지만, 대규모 연구 등을 통해 유전자변이의 역할에 대한 정보가 축적된다면 특정 심혈관질환에 걸리기 쉬운 유전자를 가지고 있는 대상을 선별할 수 있고, 증상이 나타나기 전 식생활 개선이나 예방적 조치를 취하는 등 조기진단 및 치료에 응용 가능한 정보를 제공할 수 있을 것으로 기대된다.

그리고, 치료나 예방법이 확립되어 있지 않은 경우 유전자 진단에는 많은 논의가 있는데, 유효한 치료법이 없는 상황에서 피험자를 혼란에 빠뜨릴 수 있는 유전자진단에는 윤리적 문제의 소지가 남아 있다. 

최근 SNP을 이용한 연구는 약물의 효능, 부작용 등과 관련된 약물유전체연구가 활성화되고 있다, 미리 약제에 부작용을 나타낼 수 있는 사람을 선별할 수 있다면, 그리고, 가장 효율적인 약을 선별할 수 있다면 그야 말로 ‘맞춤의약’을 처방할 수 있을 것으로 기대되는데 심혈관질환과 같이 장기적 치료가 요구되는 질환에서는 이러한 맞춤의학은 환자 개인 뿐 아니라 사회경제적으로도 큰 영향을 미칠 것이다. 그리고, 질환의 유전자해석을 토대로 효과적인 약물개발에도 이용할 수 있을 것으로 기대된다.

2) DNA microarray

우리가 흔히 DNA chip이라고 일컫는 microarray는 sequencing, mutation detection, gene expression profiling등의 다양한 목적에 이용되는데, glass slide에 micron-range-sized spot에 genomic DNA, cDNA, 또는 oligonucleotide를 함유하고 있어 특정 조건하에서 hybridization여부에 따라 그 결과를 판독한다. Affymatrix사에서 sequencing 및 genotyping 목적으로 개발되어 있으나, 일반적으로 chip을 이용한 연구라고 하면 gene expression profile을 분석하기 위한 chip을 이야기 하는 경우가 대부분이다. Transcript profile을 분석한다는 의미에서 RNA가 대상이 되나 실험에서는 DNA로 활용되므로 DNA를 이용한 연구에서 언급하고자 한다.

DNA는 핵 내에 존재하면서 유전정보를 가지고 있으나, 이것이 표현형에 영향을 미치는 것은 RNA에로의 transcription, translation에 차이가 있기 때문이다. 이러한 유전자발현의 변화를 관찰하기 위해서는 RNA발현의 변화를 관찰하여야 하는데 과거에는 RT-PCR, northern blot을 이용하여 왔으나 DNA chip이 개발된 이후 수천, 수만 개 이상의 유전자의 transcript profiling을 동시에 분석할 수 있게 되었다. 

Microarray의 원리를 간단히 설명하면, 처음 조직 또는 세포에서 RNA를 추출한 뒤 일반적으로 complementary DNA (cDNA)로 합성 후 fluorescence 또는 방사성동위원소로 표지하고, 이를 glass위의 spotted oligonucleotide 혹은 DNA와 hybridization시킨다. Complementary sequence를 가지고 있는 경우 서로 결합하게 되므로 unbounded cDNA를 제거 후 bound probe를 분석하여 유전자발현의 정도를 비교한다 (그림 1). 


그림 1. cDNA Microarray schema  

Total RNA from both the test and reference sample is fluorescently labelled with either Cye3– or Cye5–dUTP using a single round of reverse transcription. The fluorescent targets are pooled and allowed to hybridize under stringent conditions to the clones on the array. Laser excitation of the incorporated targets yields an emission with a characteristic spectra, which is measured using a scanning confocal laser microscope. Monochrome images from the scanner are imported into software in which the images are pseudo–coloured and merged. Data from a single hybridization experiment is viewed as a normalized ratio (that is, Cye3/Cye5) in which significant deviations from 1 (no change) are indicative of increased (>1) or decreased (<1) levels of gene expression relative to the reference sample. (adapted from Duggan et al.1)
심혈관질환의 연구에서도 microarray가 널리 활용되기 시작하고 있는데 얻어지는 많은 정보의 해석에서 표준화, annotation등 해결되어야 할 문제점이 남아 있다. 하지만 앞으로 expression profiling의 분석은 질병의 원인규명, 진단의 정확도 및 치료 효과의 판정 등에 응용될 수 있으며, clustering에 의해 유전자변화를 종합적으로 판단할 수 있게 함으로써 신약 등의 개발에도 많은 정보를 제공할 수 있을 것으로 기대된다. 현재 National Heart, Lung and Blood Institute에서 지원하고 있는 website (www.cardiogenomics.org)에서는 심혈관질환과 관련된 microarray data 를 제공하고 있다. 

3)DNA를 이용한 심혈관질환의 치료

이러한 진단적 의미 외 치료에서도 DNA가 활용되는데, antisense- 혹은 decoy oligonucleotide를 이용한 유전자 치료, plasmid DNA를 이용한 유전자치료가 대표적이다. 유전자치료에 대해서는 ‘유전자조작과 전달을 이용한 심혈관질환의 연구와 치료’에서 논의가 될 것이다.

2. RNA를 이용한 심혈관질환의 연구와 치료

RT-PCR, Northern blot analysis등의 분석 방법은  유전자발현 정도의 판단등에 많이 이용되어 왔으며, Microarray 가 가능한 오늘에 있어서도 특정 유전자의 발현변화를 보기 위해 가장 많이 활용되고 있다. 여기에서는 최근 많은 관심을 끌고 있는 RNA interference에 대해 간단히 소개하고자 한다.

2) RNA interference

일반적으로 치료약제의 target은 단백질, 특히 효소 혹은 세포막에 존재하는 수용체가 일반적이었으나, 1980년대 mRNA를 target으로 한 antisense technology가 소개되면서 유전자발현을 변화시킴으로써 세포증식의 억제 등 치료효과에 대한 연구 및 응용이 시작되었다.2 이 후 nucleic acid가 유전자발현을 조절하기 위한 target으로 연구가 진행되었는데, RNA interference는 기존의 antisense 혹은 triplex approach와는 달리 double strand RNA (dsRNA)가 post-transcriptional gene silencing을 유도하는 것을 이용한 방법으로 최근 이를 이용한 유전자기능 연구가 진행되고 있다.  
dsRNA에 의한 RNA interference의 기전을 간단히 설명하면, 세포 내에서 합성되거나 유입된 dsRNA는 Dicer (RNaseIII-like enzyme)에 의해 21~25 nucleotide small interference RNA (siRNA)가 되며, siRNA는RNA-induced silencing complex와 결합하여 target mRNA를 cleavage시키는데, 이 때 형성된 dsRNA는 다시 Dicer의 target이 되어 유전자발현을 억제할 수 있다.

(그림 2).3 
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그림 2. The RNA interference pathway. (a) Short interfering (si)RNAs. Molecular hallmarks of an siRNA include 5' phosphorylated ends, a 19-nucleotide (nt) duplexed region and 2-nt unpaired and unphosphorylated 3' ends that are characteristic of RNase III cleavage products. (b) The siRNA pathway. Long double-stranded (ds)RNA is cleaved by Dicer into siRNAs. The siRNAs are then incorporated into the RNA-inducing silencing complex (RISC). Once unwound, the single-stranded antisense strand guides RISC to messenger RNA that has a complementary sequence, which results in the endonucleolytic cleavage of the target mRNA. (adapted from Dykxhoorn et al 4)
siRNA가 소개된 이후 in vitro에서 gene silencing을 이용한 유전자기능 평가에 활발히 응용되고 있는데, antisense oligonucleotide와 같이 심혈관질환에서 치료목적 응용에 대한 가능성도 있다. 하지만 이를 위해서는 기존의 유전자전달이 가지고 있는 것과 같은 유전자전달의 효율성, 생체내에서의 유전자억제효과에 대해 우선 평가되어야 할 것이다.

3. 단백질을 이용한 심혈관질환의 연구와 치료

여러 단백질을 동시에 분석할 수 있는 단백체 분석기술의 도입은 질병관련 단백질의 발굴을 가속화하고 있으며 이와 더불어 분자생물학 및 유전공학 기술은 단백질의 design, engineering의 발달과 함께 단백질을 이용한 여러 치료약물의 개발을 가능하게 하고 있다. 여기에서는 Proteomics를 이용한 기능유전체연구와 함께 단백질을 이용한 치료약물의 개발에 대해 간략히 소개하고자 한다.

1) Proteomics를 이용한 심혈관질환 연구

Proteome (단백체)란 세포나 조직 내 단백질을 총체적으로 표현하는 것으로 한 유전자로부터 합성된 단백질 뿐 아니라 post-translational processing, modification된 단백질 모두를 포함한다. 유전자염기서열의 규명은 유전자정보에 대한 기초는 제공하였으나 여기에서 발현되는 단백질의 기능에 대한 분석이 없이는 유용성이 적다. 따라서 세포 내에서 발현되는 단백체를 분리, 확인하고 modification여부 등에 대한 분석이 요구되었으며 이렇게 발달한 proteomics 분석기술은 기존에 사용되고 있는 2D-PAGE에 고분자질량분석을 가능하게 하는 MALDI-TOF, MS등의 기술이 접목되면서 수백에 이르는 극미량의 단백질을 짧은 시간 내 분석할 수 있는 기술이 발달되었다. Proteome 분석에는 단백질의 분리, identification, characterization 단계로 분석된다. 단백질 분리에는 2-dimensional electrophoresis (DE)가 가장 보편적으로 이용되고 있으며 이 외 ion exchange, reverse-phase HPLC, capillary IEF, affinity chromatography등이 이용된다. 이렇게 분리된 단백질의 identification은 peptide mass fingerprinting을 이용하거나 단백질염기서열분석을 이용하여 새로운 단백질을 동정하기도 한다. 동정된 단백질은 Western blot analysis, kinase activity의 분석 등 생화학적 분석 및 cell culture model, organ 혹은 transgenic animal model을 이용하여 phenotypic assessment를 통해 단백질의 역할을 규명한다.

Proteomics의 응용범위는 매우 다양한데 세포나 조직에서 뿐 아니라 최근 serologic marker의 발굴에도 proteomics의 기술이 응용되고 있어 질병표지자의 발굴 등 앞으로도 더 많은 연구에 사용될 것으로 생각된다. 

2) Recombinant protein therapy

치료에 응용되는 protein은 대개 특정 단백질을 생산할 수 있는 cDNA를 expression할 수 있는 bacteria, yeast, mammalian cell, transgenic animal 등 다양한 system에서 발현시킨 다음 단백질을 대량으로 합성하여 얻는다. 이중 E. coli system이 연구 및 단백질 생산에 가장 많이 활용되는데 비용에서 효과적이나 단백질의 작용에 필수적인 posttranslational protein modification 등의 제한점을 가지고 있다. Yeast의 경우 phosphorylation, glycosylation, proteolytic cleavage등 posttranslational modification이 가능하다는 장점이 있으나, protease에 의한 변성, 지나친 glycosylation 등이 문제가 될 수 있다. 최근 mammalian cell을 이용한 단백질 합성이 많이 활용되는데, expression level이 bacteria나 yeast에 비해 상대적으로 낮으며 비용이 많이 소모된다는 단점이 있다. Transgenic animal을 이용하는 경우 효과적으로 단백질을 얻을 수 있으나 transgenic animal의 제작 및 일정 수의 확보까지 상당한 시간이 요구된다는 단점이 있다. 

현재 임상에 응용되고 있는 recombinant protein은 coagulation factor, growth hormone, tPA, insulin등 대개 생체 내 존재하는 단백질이 대부분이다. Functional domain의 변화, mutation 유도, glycosylation site의 변화 등을 통해 기능을 개선시킨 단백질도 개발되고 있는데, 가 natural tPA인 Alteplase (rt-PA)외 Reteplase, Tenecteplase, Lanoteplase등은 glycosylation site 등에 변이가 유도된 단백질이다. 
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