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Abstract

Single Nucleotide Polymorphism (SNPs) ofDNA repair genes (hMLHl and hMSH2) in

Rheumatoid arthritis Patients and its association with rheumatoid arthritis by Smoking status
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lDepartmenl이 prevenlive이 Medicine.Jeju Nalional UniversilySChool01Medicine，Jeju，Korea，
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The purpose of this study is 10 examine the risk faclors and the single nucleotide polymorphisms(SNPs) of DNA repair gene
(hMLH1 and hMSH2) associated 씨h rheumaloid arthrilis by smoking stalus and environmental tobacco smoke(ETS). This sludy
was planned 10detec1 the susceplibility of the patients diagnosed by rheumatoid arthritis 10 the single nucleotide polymorphisms
(SNPs) of DNA repair gene(hMLH1 and hMSH2) by smoking status and environmental tobacco smoke(ETS). The single nucleotide
polymorphisms(SNPs) 01 DNA repair gene(hMLHl and hMSH2) were analyzed by Dynamic allele specific hybridization(DASH)
technique in rheumatoid arthritis patients and controls. The single nucleotide polymorphisms(SNPs) 01 DNA repair gene(hMLH1
and hMSH2) of palients were compared to those of age and sex matched controls，which are statislical1y analyzed and adjusted
by age，sex‘smoking slalus，and ETS. This study showed thal The SNP 01 DNA repair gene hMLH1 was significanlly ass∞iated
with Ihe susceptibility 01 rheumatoid arthritis，bul that 01 hMSH2 was not. Di’ferenlial eflecl of passive smoking on the
association between the SNP of DNA repair gene hMSH2(CC Iype or CT Iype) and rheumatoid arthrilis risk was found. 1I is
suggesled that Ihe SNPs of DNA repair gene correlated with susceplibility to rheumatoid arthritis by smoking slalus was able t。
be used as its susceplibility marker and further as basic data 10 prevenl Ihe risk laclors ’or rheumatoid arthritis. Bul the larger.
sample sludies‘including a variety 01 SNPs이 DNA repair gene will be needed.(J Med 미e Sci 2011 ;8:25-34)
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1. 서 론

류마티스 관절엽 (Rheum뼈 id 와삐tis: RA}은 양의학적으로

원인이 확실하게 얄려진 것은 없으나 연역기능과 관계된다는

것이 유력하며， 유선적 요인과 함께 세균이나 바이러스에 의한

갑영 인스턴트 식풍의 과다복용 환경 오영‘운동부촉 빛 과도

한 스프레스 퉁이 위험요인으로 추정되고 있는 만성죄환이다 Il

한의학적 시각으로는 과로， 정신적 손상， 숨기가 많은데서

생훤음 하거나， 음식올 잘옷 벅는 등의 상뺑서 용，한，습이

피부블 갱엽하고 경락올 풍하여 관견과 근육에 침입하여 발영하

는 것으로 이리저리 옳겨 다니는 행비，붕중이 심한 풍비，거동
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이 힘듣고 감각이 둔한 착비 그리고 역쩔용 풍으로 표현올 하고

있다 측 몽충부위가 발생한 곳만의 이상이 아니고 전신적인 중세

이며 혈액을 타고 전신적으로 나타나는 것으로 판단하고 있다‘

최근 많은 연구자들에 의해 홈연이 류마티스 짚환의 감수성

요인으로 작용한다는 사실이 속속 알려지고 있는데，그 중 홉연

이 T- 세포의 연형 및 APC 수의 감소 응올 유발함에 따라 궁극

적으로 자가면역기능애 작용하여 침환의 중중도에 영향을 이친

다고 보고되고 있다 또한 Mattey 동 (2002)1)의 선행연구에서는

장기간 홈연자가 그렇지 않은 사광 보다 RF(rheumaloid faclor)

놓도가 높다고 보고한 바 있다 뿐 만 아니라 가촉 중에 휴마티

스 질환에 이환된 경혐이 없으면서 홈연량이 많은 사람이 류바티

스 진환에 이환되었다는 보고가 있었음에도 윌구하고 류마티스

질환과 홉연간의 연관성에 영향올 미치는 유전적 요인에 대한

연구도 부족한 섣정이다‘

한연 인간 유전체 정보가 속속히 밝혀지연서 각 개인마다 유전

적 다형성이 보고되고 있으며 이러한 유전적 다형성은 각 침환에
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이환되는 각 개인마다의 민감도와 관련이 았다는 연구가 보고되

고 있다 또한 DNA의 이상구조는 DNA 염기서열상의 연이를

나타내는데 인간에 있어서 이중 약 90% 정도는 DNA의 단일

엽기의 차이에서 온다고 알려져 있으며，이러한 다형성을 Single

Nucleotide polymorphism(SNP) 이라고 한다21 특히 단일염기다

형생(SNP)의 변이는 단백질을 형성히는 3차원 구조에 이상을

초래하여 단백질의 기능의 변화를 초래할 수 있기 때문에 치명적

인 질병을 일으킬 수도 있다3) 이러한 SNP는 칠영의 감수성

인자로 널랴 시용되어질 것으로 기대되고 있다

인간에 있어서 DNA 손상 회복 기전에 참여하는 유전자는 70
개 정도가 있다고 알려져 있는데，만약 DNA 회복에 관여하는

유전자의 단일염기에서 돌연변이가 발생하면 유전자의 본래

기능이 저하되어 DNA 회복기전에 결함을 가져오게 되고 과도한
DNA 상해를 축적하게 된다4) 개체 내에 DNA 상해나 구조적

변이가 남아 있게 되면 DNA 복제 시 장뭇된 염기쌍이 생깅

확률이 커지고，돌연변이，암，노화의 가속화 현상 등 비정상적인

분획흘 초래하게 된다5) DNA 회복 기전에는 base excision
repair(BER) ，nucleotide excision rep뼈NER)，recombination
repaîr，mismatch repairCMJv1R)가 복제시 생길 수 있는 요류를

최소화하여 유전자 항상성을 유지시커는데 주요한 역할을 한다

고 알려져 았다 이려한 DNA 손상 회복 관련 유전자가 변형을

이루게 되면 암과 같은 질병에 주요 역할을 할 것으로 얄려져

있디얘)특히 hα1R(rnismatch repair) 회복 기전은 DNA 복제
과정 중의 오류로 생긴 장옷된 염기쌍을 교정하는 복제 후 회복

기능을 수행하게 되는데5)，뼈AR에 관계a뜯 유전자는 hMSH2，

hMSH3，hM!Hl ，뻐MS1，hPMS2 ，바~SH6 등 6종로 바‘SH2와
hMlJJl 유전자 변이는 유전성 비용종증 대장암(hereditary non-
polyposis c이。recta1 cancer; 메mJC) 의 발병 및 흡연에 의한

DNA 회복기전에 주요한 역할을 한다고 얄려져 있다7)
한편 미세위성 DNA(Microsatellite) 는 DNA상의 1-6hl' 의 반복

서열로서 개개인마다 매우 다양하며，불안정한 상태를 보이는

유전자로서 DNA 손상 회복 유전자의 돌연변이에 의해 보다

짧은 서열 혹은 긴 서열의 비정상 구죠를 보이게 되는데，이는

DNA 손상 회복기전의 결함으로 인한 DNA 손상으로 표현되기도
한다 (microsatellite instability; MSI) 많은 연구에서 MSI가

암 환자 및 류마티스 관절염 환자의 훨막세포에서 많이 발견된다

고 보고하고 있다.8-12) 이러한 MSl는 MMR 기전의 손상으로

인해 생긴다고도 알려져 있다

류마티스 질환의 경우 역시 원인 유전자라고 추정되는 모A
등의 다형성에 대한 연구는 활발히 진행되고 있마 그러나 앞서

언급한 흡연 등의 생활습관과 관련이 있는 유전적 다형성에 대한

연구는국내 외를 막론하고 미흥한 상태이다

질병에 대한 개개인의 감수정은 여러 가지 물려적，환경적，

유전적 인자의 노출정도에 따라 달라진다고 얄려져 있으며，특히

개인의 유전자에 내한 관심이 매우 높아지고 있다 특히 자연발

생적 복제 과정이나 환경오염물질에 의한 인체의 손장에 대한

방어 기저에 관여하는 DNA 회복 유전자의 변이는 질병말생

위험에 대한 개인간의 차이를 나타낼 수 있어 매우 중요하다13)

단일염기다형성(SNP) 연구는 인간 집단 수준에서 뿐 만 아니라

개인수준에서 질병의 초기 원인을 구명할 수 있어 특정 질병발생

에 민감한 정단을 선멸하고 이러한 집단 구성원들의 질병 예방

효과도기대할수있다

따라서 본 연구에서는 류마티스 관절염과 DNA repair gene
(hMLHl 및뼈SH2)의 Single Nucleotide Polymorphism(SNPs)
간의 원인적 연관성 및 흡연과 이들 유전자간의 상호작용이 류마

티스 관절염 발병의 민감도에 어떠한 영향을 미치는지 조사하

였다

r + 2;언E댄;심」및겔법
1. 연구 대상

본 연구에서는 류마티스 관절염의 관련 유전자의 다형성을

조사하기 위한 DNA 확보를 위하여 혈액채취에 동의한 대상자

중 최종 1987년 미국류마티스학회에서 정한 진단기준에 부합하

는 류마티스 관절염 환자 79명과 성별 연령별 짝짓기 된 건강
한 일반인 72명을 대상으로 성，연령，흡연，음주 등에 대한 기본
설문을 실시하였다 이들의 정맥혈을 채취하여 genomic DNA를
분리하여 뻐~H1 와 hMSH2 각각의 단일염기다형성(SNP)을

분석하였다

2 연구방법

2.1 각유전자의 SNP 선정
HGVbase

(http://www.hgvbaseg.2p.org/) 에 등록된 SNP를 포함하는

염기서열을 NCBI의 dbSNP에 입력후 BLAST search 를 통해 각

Table 1，Primers and probes for amplification of Single Nucleotide polyrnorphisms(SNPs) region of each genes

Gene

hMLHl 미등록

hMSH2 미등콕

a: match probe
b: mismatch probe

SNP regior

exon 15
(G-)A)

promoter reglOn
(C--)T)

Primer

Bîotin-5'-GCTGGATGGAATAAGCTACAG
5'-AGTGCCTIGTGTICACG'ITCT

Bîotin-5’ACCGAMCGMGCCCTGGMG
5'-GC'ITTCGGCCACGGCGACCAC
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Probe

CDa: 5'-TC1η'CCTICAGCTGTAG
ø b: 5’TCTICCT'ITAGCT밍‘'AG

(jJ : 5'-CACACCCAGTCAGCTIC
ø :5'-CACACCCMTCAGC'ITC
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유전자의 intron 부위를 배제하고 게놈상의 DNA 변이의 근원적

인 것을 반영할 것으로 기대되어지는 genomic DNA 염기서열을
선택하였다 14) 중합효소반응 (P。이nerase chain reaction ，PCR)

을 위하여 설계한 각 유전자의 pnmer 및 pr.obe를 Table 1에

제시하였다

2.2. DASH(dynamic al1e1e-specific hybridization) 기법을

이용한 SNP분석
2.2.1 DNA 분리

Sodiwn heparlne 이 첨가된 전혈 1.5 mI에 cell lysis 용액을
넣은 후 실온에서 10분이상 방치하고， 2000 g로 10분간 원심분

리한마 다시 cell 1ysis 용액을 넣어 위의 과정을 반복한 후 상등

액을 버리고 백혈구 pellet을 풀어준 후 nuclei lysis 용액을 첨가

하여 잘 흔들어 준다 이어 protein precipitation 용액을 넣고

충분히 vortex 한 후 2000 g으로 10분간 원심분리하연 단백질을

포함한 모든 불순풀이 가라앉는다 이때 상퉁액을 조심스럽게

isopropanol 용액에 옮기연 작은 white peJJet의 DNA를 얻을 수

있다 이 pellet을 70% 에탄올로 탈수시가고 rehydration 용액으

로 충분히 녹여 -20 'tJ에 보관한다 (DNA Purification Kiι
Promega)

2.2.2 PCR 증폭
추출된 DNA 10 멍을 중합효소반응에 사용하였다 DNA 증폭

에 λ 용된 반응울은 deoxynucleotide triphosphate(dNTP) ，KCI，

Taq DNA polymerase ，Tris-HCl(pH 9.0)，MgCι 등이 적절하게

배합되어 있는 prernixture 에 각각의 DNA template 과 biotin이
부착되어 있는 4 pmol의 상위 pnmer 와 bio디n이 부착되어 있지

않은 20 pmol 의 하위 pnmer 를 첨가한 후 eppendorf PCR
macrune 을 이용하여 반응을 수행하였다 증폭조건은 94 'tJ에서
3C초，각각의 유전자에 따라 50-55 'tJ 의 annealing 온도에서

10초 과정을 35회 반복하였다

각 증폭산불의 5 측에 biotin 이 표지되어 있으며 50 ← 70 bp의
크기로 증폭되었다 증폭 ιF물은 5% agarose gel에서 100 V의
전압으로 전기영동한 후 Etidium Bromide(EtBr) 용액으로 염색

하여 UV illuminator 를 통해 생성유무를 관창한 후 SNP분석에
λf용하였마

2.2.3 The DASH(dynamic al1ele-specific hybridization)

assay
DASH 방법은 SNF이 없는 정상 영기서열과 번이가 있는 염기

서열에 대한 두 가지 소식자 (probe) 를 이용하여 각각의 단일가닥

분리 온도 (melting temperature: Tm)의 차이를 검색함으로서 변이

의 유무，즉 유전자형을 알아내는 방법이다 우선 streptavidin 이
부착되어있는 96 well에 biotinO] 부착된 pnmer.로 증폭한 PCR
산물과 DASH buffer(Hybaid ，영국)을각각 10 ul. 40 ul씩 넣고

실온에서 최소 1시간 이상 방치한 후. buffer을 제거한다 그
다음으로 0.1 M NaOH 50 띠를 넣고 실옹에 5분 방치하고 상등

액을 제거한 후 다시 한번 0.1 M NaOH 50 ul를 넣고 세척한다
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이렇게 해서 well 내에는 biotin-streptavidin 이 결함된 PCR
생성불만 남아있게 된다 여기에 상보적인 probe 와 DASH
buffer 로 1:10000으로 희석한 DNA 헝광염색액 (SYBR Green) 을
함께 넣고 흔성결합 (hybridisation 씨킨다 이때 microtiær plate
의 뚜껑을 덮은 채로 PCR 가기 (eppendoIT ，미국)의온도캉하
기능을 이용해 85 'tJ로 급속히 올렸다가 초당 0.07 'c씩 떨어뜨

려 25 'c까지 내린다 혼성결합이 끝난 microtiter plate 의 액을

제거하고 다시 한변 DASH buffer로 1:10000으로 희석한 SYBR
Green 염색액을 넣고 DASH7]7] (Hybaid ，영국)에 microtiter

plate 를 넣는다 DASH 기기 내에서 온도를 서서히 상승시켜 Tm
을 모니터링승뜯데 단일가닥 분리시 혼성결합체에 결합되어

었던 SYBR Green 이 분랴되면서 나타나는 형광신호는 probe 와
template DNA 간의 Tm을 나타낸다]잉

2.3 통계 분석

유전자형의 빈도를 분석하기 위하여 SPSSlO.0 통계 패키지를

사용한다 SNP의 빈도차이는 X2-test ，mul디_ple regression 등의

분석을통하여 검정한다

L_____ 3，결 과

1. 조사대상자의 일반적 특성 (Table 2)

본 연구에서는 1987년 미국 류마티스학회에서 정한 진단기준

에 부합히는 류마티스 관절염 환자를 모집하여 이들 모두 류마티

스 관절염의 엄상적 증후 및 혈액검사를 실시하여 류마티스 관절

염 환자로 최종 진단하여 최종 총 73명을 분석하였다 대조군은

문진 및 건강검진을 통해 류마티스 관절염 및 특정질환어]이환되

지 않은 건강한 사람을 대상으로 선정된 류마티스 관정염 환자와

성별 연령별 짝짓기하여 최종 79명을 분석하였다 이들 모두

류마티스 관절염의 관련유전자의 다형성을 조사하기 위한 DNA

분석에통의하였다

본 연구 대상자의 일반적 특성은 Table 1과 같았다 연령의

경우 류마티스 관절염 환자 및 대조군의 경우 각각 평균 48.81:t
8.61 세，및 45.98 :t 9.23 세로 두 정단간 차이가 없었다 (1

tesl. p=0.053) 성멸은 류마티스 관절염 환자 및 대조군 각각

여성의 경우 86.3% 및 89，9%로 여성이 냥성보다 더 많았으며

성별차이는 관잘되지 않았다 (상←tesι p=0.617) 류마티스 관절

염 환자 중 12.9%가 현재 흡연하고 있었으며， 27.5%가 평소

음주하고 있었고，대조군 중 7.7%가 현재 흡연하고 있었으며，

45.6%가 평소 음주하고 있었다 흡연행태 및 음주행태의 경우

류마티스 관절염환지군과 대조군에서 차이를 보였다{;-tesl ，p )
0.05) 간접흡연 (Environmental tobacco smoke; ETS)의 경우

주변(집，직장，및 기타)에흡연하고 있는 사람이 있다고 웅답한

경우 류마티스 관절염 환자 및 대조군간 자이는 관창되지 않았다

(;-tesl ，p=0.03l) 몽무게 및 커의 경우 류마티스 관절영환자

및 대조군간 차이는 관잘되지 않았다 (I-tesl ，P ) 0.05). BMI(몽
무게 (kg)/키(m)')의 경우 류마티스 관절염 환X 는 22.11:t2.77 ，

대조군은 23.33:t 2.74로두집단간차이가관찰되었다



N。이 SL이

Rheuπatoid ConlrolsArthrilis Palìenls

AQe(mean :!::S.O，years) 48.81 I 8.61 45.98 :!::9.23 0.053**
)40 902.3) 16(20.3)
4α= - (50 29(39.7) 39(49.4)
)50 35(47.9) 24(30.4) 0.072***

Sex
male 10(13.7) 800.1)

female 63(86.3) 71C89.9) 0.617***
SmokinQslatus
Never 56(80.0) 6이92.3)
Current smokinQ 902.91 5(7.7)
냥(-smoking 5(7.11 이0.0) 0.047***

ETS‘
N。 26(40.6) C;:1'6c'216(25.81
Yes 38(59.4) 46(74.2) 0.091***
Alcoh이 inlake
N。 5이72.5) 31C54.4)

Yes 19(27.5) 26(45.6) 0.041***
Duration of disease(year) 899 I 6.24
Weight (k9) 56.77 :!::9.14 57.86 :!::8.33 0.469**
Heighl (c께 159.83 :!::7.39 157.49:!:: 6.68 0.056**
BMI(HeightlWeight2) 22.11 :!::2.77 23.33 :!::2.74 0.011**

Total 73(100.0) 79(100.0)

*; Environmental tobacco smoke.; * * ;using t-test.; * *
* ;using X' test
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Table 2. General characteristics of study pOpl띠tion at baseline 2. 조사대상자의 hMLH1 및 hMSH2 유전자의 단일염기다

형성과 류마티스 관절염간의 언관성

류마티스 관절염 환자와 성별 연령별 짝짓기 된 건강한 내조

군의 DNA를 확보하여 류마티스 관절염과 hMLHl 벚 hM8H2

유전자의 단일염기다형성간의 관련성을 조사하였다

류마티스 관절염 환자 및 대조군의 미따Bl 유전자의 exon
15(G-)A) 번 내에 위치한 단일염기다형성의 유전자형의 빈도를

분석한 결괴논 Table 3에서 보는 바와 같다 Wùd twe 인 GG형，
Heterozygous ηpe 인 GA형 및 Homozygous 야e인 M형은
류마티스 관절영 환자의 경우 각각 17.8%，72.6% 및 9.6%였으
며，대조군의 경우 11.4%，62.0% 및 26.6%로 두 군간 뻐ÆLHl
유전자형 차이들 관찰할 수 있었다 (p=0.022) 이를 성，연령，및

흡연력으로 보정한 후에도 hMllil GG헝 혹은 GA헝 군이 M형
에 비해 류마티스 관절염에 이환될 위험이 높게 관장되었다 (p <
0.05)
hMSH2 유전자의 prom뼈 r 부위 (C-)T) 에 위치한 단일영기다

형성의 유전자형의 빈도를 분석한 결과는 Table 3에서 보는

바와 같마 Wild twe 인 CC형，Heterozygous ψpe 인 CT형 및

Homozygous type인 1T형은 류마티스 관절염 환자의 경우 각각

4.1%，39.7%，및 56.2%였으며， 대죠군의 경우 0%，32.9% 및

67.1%로 두 군간 hMSH2 유전자형 차이를 관찰할 수 없었다

이를 성，연령，및 흡연력으로 보정한 후에도 비Æ8H2 CT형 혹은

TT형이 CC형에 비해 류마티스 관절염에 이환될 위험이 관창되

지 않았다 '(p ) 0.05)

따따퍼 1 GG형 및 GA형을 가진 경우 전혀 주변(집，직장，레저

를 할 경우)에흡연히는 사랑이 없는 경우가 그렇지 않은 사람에

비해 류마티스 관절염에 이환될 위험은 관창되지 않았으며，

연령， 성 및 흡연력으로 보정한 후에도 통계적으로 유의하지

않았다 또한 미αH1 M형을 가진 경우 전혀 주변(집，직장，

Table 3. Dis띠bution of the Single Nucleotide polymorphsims of hMlJU and hMSH2 gene and Estimated Risks among
Rheumatoid Arthritis Patients (RA) and Controls

Genotype Rheumatoid Arthrilis Conlrols Crude OR Adjusted ORd
Palienls(n二73) (n=79) (95% CI) (95% CII

hML너1

GGa 13(17.8) 9(11.4) l(reference) l(reference)

GA 53(72.6) 49(62이 0.749 (0.294-1.906) 0.663 (0.221-1.991)

AA 7(9.6) 21C26.6) 0.231 (0.069-0.771) 0.183 (0.042-0.798)

GG or GA 66(90.4) 58(73.4) l(reference) l(reference)

AAc 7(9.6) 21C26.6) 0.298 (0.116-0.739) 0.256 (0.080-0.814)

hMSH2

CCa 3(4.1) 이0.01 l(reference) l(reference)

CT 29(39.7) 26(32.9) 0.000 0.000
(0.000-，) (0.000-，)

n 4156.2) 53(67.1) 0.000 0.000
(0.000-，) (0.000

CCαCT 32(43.8) 26(32.9) l(reference) l(reference)

n 41C56.2) 53(67.1) 0.629 (0.325-1.215) 0.776 (0.355-1.695)

a，Acljusted for age ，sex ，and smoking st.atus
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레저를 할 경우)에흡연히는 사람이 없는 경우가 그렇지 않은

사람에 비해 류마티스 관철염에 이환될 위험은 관장되지 않았으

며，연령，성 및 흡연력으로 보정한 후에도 통계적으로 유의하지

않았다 CTable 4)

Table 4. Dis띠bution of the Single Nucleotide polymorphsims of hMlJU gene and Estimated Risks among Rheumatoid
Arthritis Patients (RA) and Controls according to smoking st.atus and envîronment.al smoking st.atus(ETS)

RA Controls Crude OR Adjusted OR RA Controls Crude OR Adiusted OR
(n，%1 (n，%) (95% CII (95% CI) (n，%) (π %1 (95% CI) (95% CI)

Srr。이nQa

Never smoke 54(84.4) 43(89，6) 1 1 2(33.3) 171100，0) 1

Currenl smokinQ 6(9.4) 5(10.4)
0.956 (0，273- 4，738 (0.492 3(50，0) 이0.0)

13.72 21.75
3.344) 45.606) (0，000-.1 (0.000-.1

Ex-smoking 4(6.3) 이26，6) 12.51 27.40 1(16.7) 이0，0) 13.72 13.87
(0.000-.1 (0，000-.1 (O.OOC← ) (0，0때 )

ETSb

N。 35(60，3) 32(74.4) 3(50，0) 14(73，7)

Yes 23(39.7) 11(25，6) 0.523 0.472 3(50，0) 5(26.3)
0.357 ( 0，000

(0，221-1.241) (0.178-1.253) 0，054-2 ，384) (0.000-.1

a，Adjusted for age. sex and ETS ，b，Adjusted for age ，sex and smoking

hMSH2 CC형 및 CT 형을 가진 경우 전혀 주변(집，직장，레저 에 흡연히는 사람이 없는 경우가 그렇지 않은 사랍에 비해 류마

를 할 경우)에흡연하는 사람이 없는 경운가 그렇지 않은 사람에 티스 관절염에 이환될 위험은 0，70잉p ) 0，05) 이었으며， 연령，

비해 류마티스 관절염에 이환될 위험은 O，l71(p < 0，05)로 연령， 성 및 흡연력으로 보정한 후에도 통계적으로 유의하지 않았다

성 및 흡연력으로 보정한 후에도 통계적으로 유의하였다 그러나 (Table 5)

hMSH2 π행을 가진 경우 전혀 주변(집，직장，레저를 할 경우)

Table 5. Dis미bution of the Single Nucleotide polymorphsims of hMSH2 gene and Estimated Risks among Rheumatoid
Arthritis Patients (RA) and Controls accord 너ng to smoking status and environmental smoking status(ETS)

RA Conlrols Cr니de OR Adjusted OR RA Controls Crude OR Adjusted OR
(n，%) (n，%) (95% CI) (95% CI) (이%1 (π%1 (95% CI) (95% CI)

8mokinQ8

Never smoke 25(83，3) 19(90.5) 1 1 31(77，5) 41(93 ，2) 1 1

Current srr 。써 n9 2(6，7) 2(9.5)
0，760 (0.098 31.92 7(17.5) 3(6，8) 3.086 4.520

5，896) (O.OOC→ ) (0.738-12 ，904) (0，682-29.977)

Ex-smok ↑nQ 3(10，0) 이0 이
12.34 33.18 2(5.0) 이0，0) 1482 18.76

(0，000-.1 (O，OOC一 ) (0.000-.1 (0.000-.1

타Sb

No 16(59，3) 17(89.5) l 1 22(59.5) 29(67.4) 1 l

Yes 11(40，71 2(10.5)
0.171 0091

15(40，5) 14(32，6)
0.708 0.520

(0，033-0 ，895) (0.010-0.857) (0，284-1.768) (0，183-1.479)

a，Adjusted for age ，sex and ETS ，b，Adjusted for age ，sex and smoking
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4，고 찰

현재까지 류마티스 관절염과 연관이 있는 유전자다형성에

대한 연구는 사람의 조직 적합성 항원 (human leukocyte
antigen; HLA) 유전자에 집중되어 있으며，GST계열，및 η-iF-a

와 같은 비 f표A 유전자 다형성에 대한 연구도 시도되고 있다

그러나 DNA 유전 손상 회복기전 관련 유전자의 다형성 특히

SNP에 대한 연구는 거의 초기상태라 할 수 있다 hMI.Jjl 빛
hMSH2 DNA MMR 단백질이 인간이 말암，특히 HNPCC에 관련
이 있다는 것은 잘 얄려져 있지만 다른 암이냐，류마티스 관절염

발생에 어떠한 역할을 하는지는 잘 알려져 있지 않다 따라서 본

연구에서는 DNA 유전 손상 기전 중 복제 후 회복을 탐멍rÕ"H=-
MMR 기전의 주요 유전자인 hMLHl 및 hMSH2를 선정하여

이들의 genomic DNA 상에 촌재하는 SNP와 류마티스 관절염간
의 연관성을조사하였다

Kullmann 등(2000)，6\은 류마티스 관절염환자，퇴행성 관절염

환자，건강한 사람，및 대장암환자를 대상으로 hMLHl 및

hMSH2 단백질 발헌정도를 조사한 결과 류마티스 관절염 환자의
휠막 세포 내막에서 50% 이상，퇴행성관절염 환자 활막 세포

내막에서 30% 미만，건강한 사람의 대장에서 30-50% ，결장

(colon carcinoma) 환자에게서 10% 미만으로 류마티스 관절염

환자의 활막세포 내막에서 hMLHl 과 hMSH2 단백질이 가장

많이 발현되었다고 오고하였고，이는 활막 세포내에서 지속적인

염증반응에 의해 유전자 불안정이 유도필 수 있다는 가능성을

제시하였다 또한 Simelyte 등(2004)'7) 역시 류마티스 관절염

환자，퇴행성 관절염 환자，건강한 사람을 대상으로 hMSH2，
hMSH3 및 hMSH6 단백질 말현을 조사한 결과 류마티스 관절염

환자의 활막세포에서 이들 DNA 손상 회복 단백질 발현이 높게

관잘되었으며，지속적인 염증반응에서 생기는 산화적 손상에

의해 MMR 단백질 발현이 증가할 가능성을 보고하였다 비록
류마티스 관절염 활막세포에서의 유전자 돌연변이어1 의한 기능

장애로 인한 결과는 아직까지 잘 얄려져 있지 않지만 유전자

손상이 DNA 손상회복 기전이 감당하기에는 너무 과도해 지는

상횡에서 누적되어 생길 것으로 판단된다 이때 hMLHl 유전자

이상은 hMLHl 단백질 말현이 적게 되어지고 MSl가 누적되어

질것으료판단된다

DNA 손상회복 기전 중 이형접합 복합체인 Mut없hMSH2와
뻐‘SH6)와 MutSß(hMSH2 와 hMSH3)는 MMR 기전의 주요 역할

을 담당하고 있는데，이때 MutSa 는 단일염기 MMR 기전에，

MutSß는 삽입 혹은 결실 부위의 MMR 기전에 주요 작용을 하고
있는 것3로 알려져 었다18，19). hMSH2 유전자는 두 이형접합

복함거1각각의 주요 인자로 구성되어 있다10，18-19) 이러한 DNA

손상회복 관련 유전자에 이상이 생길 경우 회복되지 않은 유전자

오류들이 누적이 되고，궁극적으로 몇몇 압에서 받견되어지는

유전자 돌연변이가 누적되어진다10.18-19)미세위성 DNA 똘연변

이(mîcrosatellite instability; MSI)는 대장암에서도 빌견되어지며

돌연변이생성의 주요 증거로 시용되어지고 있다 MSl는 삽입

혹은 결실 등의 돌연변이를 초래하고，이는 종종 유전자 손상회

- 30

복기전의 Kαffi 기전의 손상으로 인해 생긴다고 알려져 있다용

20-24) 암에서 발생하는 DNA 손상과 손상회복기전은 류마티스

관절염에서의 DNA 손상과 손상회복기전을 이해하는데 도응을

줄 수 있다 예를 들연 결장암의 경우 MSl는 삽입 혹은 결실

돌연연이를 일으키게 되는 돌연변이화 과정의 증거로 알려져

있으며，이 MSl는 종종 DNA MMR 기능 장애로 인해 생긴다고

보고되고 있다 이러한 MSl는 류마티스 관절염 활막세포에 많이

관찰되어 지고 있다 본 연구에서는 hMSH2 유전자 SNP는 류마
티스 관절염에 연관이 없는 것으로 나타났다 그러나 뼈퍼1
유전자 SNP는 류마티스 관절염에 관련이 있는 것으로 나타났마

앞에서 언급한 바와 같이 hM떠1 및 hMSH2는 DNA MMR
기전의 주요 유전자로 알려져 있으며，특히 유전성 비용종증

대장암(hereditarγ non-polyposis colorectal cnacer; HNPCC)의
발병에 이들 유전자 변이가 주요한 역할을 한다고 얄려져 있다7)

그러나 이들 단백질 중 MSl 발생에 더욱 필수적인 단백질이

무엇인지는 명확하지 않으나，Chang 등 (2000)") 은 MSl와 감소
된 삐1lJll 단백질 발현과 관련이 있다고 보고하였다 hMLHl
단백질과 마1SH2 단백질은 MMR 발생과정에서 각각 순차적으로
다른 역할을 담당하는 것3로 보고되고 있다26\ 뼈SH2 단백질
은 손상된 DNA를 인지하는 역할을 담당칭낸 반연，hJ\때 1 단백

질은 손상된 DNA 인지 복합체와 관련된 다른 단액짚사이에서

상호 작용을 조정하는 기능을 담당한다26) 그러나 Xinarianos 등
(2000)27) 은 비소세포며암 (Non-Smal1 Cell Lung Cancer;

NSC1C) 조직에서 hJ\1LHl과 hMSH2 단백질 발현을 비교 연구한
연구에서 두 단백짚은 독립적으로 발현되며，서로 관련이 없다고

보고하고 있다 또한 이들은 암조직에서 hM나n과 hMSH2 단백
질의 감소가 벨임과정에 나타나는 어떠한 입상영리학적 지표와
도 관련이 없다고 보고하였다2끼

프로모터(promoter) 부위는 비록 protein-coding 부위는 아니

지만 유전자의 전사조절이 이루어지는 부위이기 때문에 이 부위

SNP의 특생을 파악동F는 것도 중요하다 protein-coding 부위의

돌연변이가 HNPCC의 발영 원인의 상당부분을 차지히는데 반해

이부위에 아무런 변이가 나타나지 않는 환자도 발견되고 있다는

점에 주목하여 이러한 환자들의 경우는 이 유전자의 전사의 결손

이 그 원인이 될 수 있다고 알려져 었다-28) 뿐 만 아니라 프로모

터 부위의 정돌연변이는 유전적인 망막아(세포)종

(retinoblastoma) 를 유발한다는 연구도 제시되고 있어 전사 조절

부위의 구죠를 명확히 파악할 필요성이 제시되고 있마

본 연구에서 hMSH2 유전자의 promoter 부위에 존재히는

SNP(C->TJ 는 류마티스 관절염환자와 대조군간 차이는 관창되지
않았다 따라서 본 연구 결과 조사된 hMSH2 유전자형 자체만으

로는 류마티스 관절염 발생과는 관련이 없는 것으로 판단된다

그려나 HNPCC 환지군을 죠사한 타 연구에서는 CC 유전자형이
4.0%，CT 유전자형이 8.0%，TI' 유전자형이 88.0%로 나타나 본
연구결과에서의 일반 대조군 빛 류마티스 관절염 환자의 CT
유전자형에 비해 현저하게 낮았고 TI' 유전자형은 높게 분석되었
다 HNPCC 환자의 경우는 일반대조군 및 류마티스 관절염 환가
와 달라 C 대립유전자(allele) 결실이 많기 때문에 HNPCC 환자



SingleNucleotidePolymorphism(SNPs)이 DNArepair genes (hMLHland'. hMSH2lin Rheumatoidarthπ야 Patient.s어ld its asoociation、I>'ithrheumaω뼈 아thrí야 by Smoking야atus

군의 위험인자 분석 연구시에 생물학적 표지자로서의 가능성을
보여주고있다 .29)

Lee 등'(2003)101은 류마티스 관절염환자의 활막세포 및 말초

혈액과 골관절염 환자 활막세포 조직을 비교한 연구에서 류마티

스 관절염 환자의 짤막세포에서 다수의 MSI가 존재한마고 보고

하고 있다 한편 산화적 손싱-(oxidative sσess) 은 DNA 손상회복

기전을 억제할 수 있다고 얄려져 있다00) 포한 Lee 등 (2003)' 이

은 건캉한 사람，골관절염 환자， 및 류마티스 관절염 환자의

결합조직세포 유사 활막세포 (fibroblast ← like synoviocyte; FLS)

에서 hMSH6. hMSH3 ，SMSH2 ，hMLHl ，및 hPMS2 단백절

발현을 관찰한 결과 류마티스 관절염 환자의 FLS 에서 hMSH6 ，

hMLHl 의 발현은 낮고， hMSH3 및 hMSH2 의 발현은 높았으나

각 군당 차이가 없는 것으로 보고하여 MMR 유전자 자체의 효과

보다는 MMR 유전자와 환경간의 상호작용에 의한 손상에 주목하

였다 이들의 연구에 따르연 lQ)NO 및 H202 노출에 의한 산화손

성-(oxidative stress) 에 의해 류마티스 관절염 환자의 FLS 가 다른

대조군에 비해 hMSH2 빛 hMSH3 의 높은 발현과 뼈 SH6 의

낮은 발현을 보고하였으며 뼈SH2 를 제외한 다른 단백질 발현은

용량-반응 관계를 보인 것으록 보고하고 있다

담배는 4C여종의 발암물질을 포함한 4，000 여 종의 화학물질로

이루어져있으며， 몇몇 물질의 경우는 DNA adduct 을 발생시켜

DNA 복제시 DNA 손상을 유발하게 되고，이러한 손상이 복구되
지 않으면 궁낙적으로 유전자 돋연변이를 초래하게 된디)-31-34)

또한 산화적 손상 대표물질인 NO는 류마티스 관절염과 궤양성

대장염과 같은 만성 염증생 질환어1 많이 존재하께 되는 데 국부

적으로 발생히는 NO가 돌연변이를 유발시키고， 이렇게 발생된

유전자 손상 및 돌연변이는 암발생은 되지 않을지라도 류마티스
관절염 휠막세포 내막에 많이 존재하게 된다-35-37) 이때 MMR

기전은 이라한 손상을 복구히는 대표적인 DNA 손상복구 기전이

다 MM묘 기전이 잘못될 경우 미소부소제 (microsatellite) 서열

내에 짧은 반복 서열이 더 많아지거나 없어지는 현상인

MSI(microsatellite instability) 가 발견되는데 이 MSI는 대장암，

위암，폐암 등으로 진단된 암환자 및 류마티스 관절염 활막 세포

에서 발견되어 지고 있마 8，39) 따라서 MSI는 MMR 기전의 손상

정도를 판단하는 지표로 활용되어지기도 한댁)

Kouso 등 (2008)' 이파 Chang 등 (2000)25)은 MSL가 많은 환자

에게서 hMLHl 발현이 낮았고， hMLHl 결손이 MSI와 유의한

연관성을 나타냈다고 보고하였지만， hMSH2 와는 관련이 없는

것으로 보고하였다 그에 반해 흡연에 의한 손상 복구는 빠1SH2

와 관련이 있는 것으로 보고하고 있다 hMLHl 단백질이 낮게

발현되는 이유로서는 hMLHl promoter 부위의 과베틸화에 의해

뻐따Æl 단백질 발현이 비활성화되는 것이고 이 때문에 궁극적으

로 MSI가 생긴다는 것이디-40，41) 그러내 Yu 등 (2006)7) 은 대장

용종 환자를 대상으로 hMLHl -93G>A ，hMLH1I219V 및

hMSH6 G39E 유전자 다형성을 조사한 환자대조군 연구에서

흡연이 MMR 기전의 손상과 관련이 있으며，특히 hMLHl -

93G>A 유전자 다형성에 따라 흡연이 대장용종 발생에 미치는

위험이 증가히는 것으로 보고하였다

본 연구결과 바ÆSH2 유전자와 흡연 상태 및 간접흡연과 연관

이 있는 것으로 나타났으나， hMLHl 유전지는 홉연상대 및 간접

흡연과 연관이 없는 것으로 나타났다

많은 연구에서 흡연의 건강상의 위해를 경고하고 있으며，발암

성，면역계 이상 벚 다른 감염질환에 영호L을 미친다고 보고도1고
있다 특히 류마티스 관절염의 발병 및 중증도의 위험요인으로

보고되고 있다 1). Criswell 등 (2006)42)은 흡연은 질환 진행 과정

중에 지속적이 역할을 하기보다는 침습적 질환의 초기 단계에

더욱 중요한 영향을 01친마고 보고하고 있어，hMSH1 SNP Tf 형

유전자를 가진 비흡연자에 비해 현재 흡연X까， 현재 흡여자보마

과거 흡연자에게서 류마티스 관절염 발병 위험이 더 끈 본 연구

결과를 뒷받침하고 있다 즉 류마티스 관정염 발병 초기에 흡연

으로 인해 발생한 DNA상의 산화적 손상이 hMSH2 유전자의

homozygous variant 형을 가진 사람들에게서 DNA MMR 기전에

궁극적으로 효율을 낮추며 DNA 손상회복기전에 과부하를 초래

하며 궁극적으로 MSI를 누적시키연서 류마티스 관절염 발병

위험을높이게 될 수 있다

본 연구결파 hMSH2 유전자의 wild type CC 형 및

heterozygous variant CT형을 가지고 있으면서 현재 흡연을

하고 있거나 과거에 흡연경험이 있는 사람이 흡연을 했던 경험이

없는 사람에 비해 류마티스 관절염에 이환될 위험이 높게 나타났

으나 통계적으로 유의하지 않았다 hMSH2 유전자의

homozygous variant TI 형을 가지고 있으면서 현재 흡연을 하고

있거나 과거에 흡연경험이 있는 사람이 흡연을 했던 경험이 없는

사람에 비해 류마티스 관절염에 이환될 위험이 높게 나타났으며，

연령，성，및 간접흡연을 보정한 후에도 높게 나타났으나 통계적

으로 유의하지 않았다 이는 본 연구대상자틀의 대부분이 여성플

로서(류마티스 관절염 환자 86.3% ，대조군 89.9%) 우리나라

흡연자의 대부분이 남성임을 고려해 볼 때 본 연구에서 흡연에

따른 류마티스 관절염과 hMSH2 유전자간의 연관성을 밝히기에

는 한계가 있었마 이를 보완하기 위해 주변(집，직장，빚 기타)에

서 흡연하는 사람이 있는지 여부에 따라 류마티스 관절염과

hMSH2 유전자간의 연관성을 조사해 보았다 hMSHM2 유전자의

wild tmJe CC형 및 het.erozygous variant CT형을 가지고 있으

연서 주변(집，직장，및 기타)에서흡연하는 사랍이 있는 사람이

그렇지 않은 사람애 비해 류마티스 관절염에 이환될 위험이 성，

연령，및 흡연력을 보정한 후에 0.091 배로 나타났으며， 이는

통계적3로 유의하였다 그려나 hMSH2 유전자 homozygous

van 없 t π헝을 가지고 있으면서 주변(집，직장，및 기타)에서

흡연히는 사람이 있는 사람이 그렇지 않은 사람에 비해 류마티스

관절염에 이환될 위험이 성，연령 빛 흡연력을 보정한 후에

0.520 애로 나타났으며 이는 hMSHM2 유전자의 wild tmJe CC형

및 het.erozygous variant CT형을 가지고 있는 사람에 비해 간접

흡연에 따른 류마티스 관절염 이환에 더 위험할 것으로 ￡로

보이나，이는 통계적으로 유의하지 않았다

본 연구에서는 hMSH2 유전자는 자제로는 류마티스 관절염

발병에 연관이 없었으나 흡연 혹은 간접흡연과 상호작용을 통해

류마티스 관절염 이환에 민감하게 작용할 것으로 판단되어진다
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Yu 둥 (2006)7)은 hMLHl -93G)A. h뻐1-111219V및 hMSH6
G39E 유전자 다형성과 대장 용종 {colorect.al polyps)간의 연관성

을 조사한 결과 이틀 유전자플은 직접적인 관련은 없는 것욕로

보고하였으나‘ 홈연에 의한 유전자 손상과 특정 유전자 다형성

hMl퍼1 -93G)A이 대장 용중과 연관이 있을 수 있다는 시쇠올

보고하였다 그러나 Lipkin 풍 (2004)") 은 산받성 대장앙과

hMLH1 1219V및 D132H 유전자 다형성간의 연관성을 연구한

환자 대조군 연구에서 hMLH1 1219V은 직접적인 연관이 없으나

바ÆLH1D132H variant21는 직접적인 연관이 있다고 보고하였으

며，특히 hMLHl D132H variant는 높은 MSI 발생과는 연관이

없는 것으로 보고하였다 따라서 앞선 연구결괴틀은 하나하나의

h!I마11 유전자 다뺑성이 전체 MMR 기전의 결핍에 원인으로

작용하는 것이 아니고， 몇몇 삐1LH1유전자 다형성이 DNA손상
회복기전의 역량을 잡소시키고‘ 홉연 노출에 의해 발생하는 DNA
손상을 복구하려는 DNAMMR fL원을 감소시키는 것으로 보고

하여 .hM버1 SNP가 류마티스 관정영과 연관이 있으며 홈연이

hMUIl SNP 유형에 따라 류마티스 관절영의 인감도에 영향을

미첼 수 있는 가능성을 보여준 봉 연구견과블 뒷받침하고 있다

본 연구는 앞서 언급한 바와 갇이 연구대상자의 대부분이

여성으로서 우리나라 용계상 홉연자의 대부분이 남성이라는

점을 감안할 때 홉연에 따픈 류마티스 관철영과 hM버1 및

hMS없간의 연관성올 파악하기에는 제한이 있었다 또한 다양한

MιH1 및 h!l1SH2유전자 다형성을 조사하지 못한 한계점이

있다 그러나 본 연구결과는 휴마티스 질환의 예방 및 치료효과

의 효윤성올 높일 수 있는 예비자료 빛 기초자료로서 환용」쉴수

있을 것으로 샤료되며 이후 류마티스 관절염과 DNA 손상회복
유전자의 SNP륜 초사하기 위하여 대규모 、연구가필요함 것으로

판단된다
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