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Background : Transforming growth factor (TGF)- has a large variety of biological functions,
including the modulation of inflammation and the immune system, and is presumed to play
important roles in repairing wounds and reducing scarring. The objective of this study is to
examine the effects of TGF- 1 on healing wounds and reducing scarring. We have also
analysed the ability of the hemagglutinating virus of Japan (HVJ) liposome mediated anti-
sense oligodeoxynucleotides (ODNs) to specifically inhibit wound-induced expressions of
TGF- 1 proteins and mRNA in the rat skin. Methods : Skin wounds were created on the
backs of 80 anesthetized rats. The first group of wounds, as the controls, was unmanipulat-
ed. The second group of wounds,  as positive controls or an excessive scarring model, was
injected with TGF- 1 subcutaneously. The third group of wounds was injected with anti-
TGF- 1 antibody subcutaneously. The fourth group of wounds was injected with HVJ lipo-
some mediated antisense ODNs for TGF- 1 subcutaneously. The wounds of all groups
were bisected and analysed histologically 5, 10, 15, 30, and 50 days after the wounds were
made. Results : All control wounds (TGF- 1 or no injection) healed with scarring, whereas
the wounds treated with the antibody or antisense ODNs healed with less scar formation
compared to the control group. The wounds treated with the antibody or antisense ODNs
had fewer macrophages, less collagen and fibronectin contents than the other wounds.
Northern blotting and in situ hybridization analysis showed that wound sites treated with HVJ
liposome mediated antisense ODNs for TGF- 1 exhibited decreased levels of TGF- 1
mRNA after injury. Conclusions : These findings suggest an important new approach to
controlling scarring in normal wound healing, complementing the practice of adding exoge-
nous growth factors to chronic wounds in the attempt to inhibit collagen deposition.

Key Words : Transforming growth factor beta, Liposomes, Wounds and injuries, Oligoribonu-
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서 론

성형외과 영역에서 외상이나 심한 염증 후에 발생하는 반흔의

교정은 매우 중요한 문제이다. 그러나 많은 연구에도 불구하고

아직도 반흔을 완전히 없앨 방법은 없는 실정이다.1 최근 조직

사이토카인의 한 종류인 transforming growth factor (TGF)-

1이 콜라겐 혹은 세포외기질의 침착에 깊이 관여한다는 사실

이 알려진 후2,3 많은 연구가 진행되고 있다.

TGF- 는 다양한 기능을 갖고 있는 사이토카인으로서 세포

의 성장, 분화 및 세포외기질 형성 등에 관여하고 있으며 조직

의 재생에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다.1 또한 피부 반흔,

켈로이드, 피부경화증 등의 병적 상태에서 단핵세포나 섬유모세

포의 이주와 활성화를 조장하여 만성 염증을 일으키고 결국 섬

유화를 초래한다고 알려져 있다.4,5 이러한 TGF- 가 섬유화를

초래하는 기전은 단백분해효소의 분비를 억제하거나, 단백분해효

소 억제제를 생성함으로써 세포외기질의 파괴를 억제하는 것으
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로 보고되어 있다.6 최근 포유동물에서 이 성장 인자에는 3가지

형이 있음이 밝혀졌으며 TGF- 3도 반흔 형성에 관여한다고 보

고되고 있으나, 본 연구에서는 TGF- 1이 반흔 형성에 미치는

영향을 연구하고자 한다. 지금까지 연구된 바로는 TGF- 는 활

성화된 혈소판, 대식세포 및 림프구에서 분비되며7,8 생체 내에

서 섬유모세포에 의한 콜라겐과 fibronectin의 생성을 증가시켜

섬유모세포의 세포분열을 촉진한다고 연구되어져 있다.9,10 이와

같은 문헌적 배경을 통해 TGF- 1은 in vivo 및 in vitro에서

여러 조직 및 세포에서 섬유화를 초래하는 주된 매개 물질로 알

려짐에 따라,11 섬유화 방지를 위해 TGF- 1을 치료 목표로 많

이 이용하고 있다. 또한 TGF- 1에 대한 억제제로서의 가능성

은 TGF- 1에 대한 antisense oligodeoxynucleotides (ODNs)

를 투여한 유전자 치료가 피부 반흔 형성을 감소시킬 수 있는가

에 달려 있다. 즉 antisense ODNs 투여는 TGF- 1 mRNA와

결합함으로써 TGF- 1 단백의 과잉생산을 억제하고 세포외기

질의 침착을 억제한다는 것을 의미한다.

본 연구에서는 첫째, 외상 후 조직에서의 반흔 형성 과정에서

TGF- 1의 발현과 세포외기질의 침착 양상을 살펴보고, 둘째,

외상 후 TGF- 1 단백의 형성을 차단하기 위한 TGF- 1 항체

의 외상에 대한 치료제로서의 효과를 살펴보고, 셋째, TGF- 1

mRNA에 대한 antisense ODNs를 투여한 유전자 치료가 외상

에서의 반흔 억제효과가 있는지에 대한 가능성을 살펴보고자 하

였다. 이를 위하여 본 실험에서는 흰쥐에서 실험적으로 손상을

유발한 후 TGF- 1에 대한 유전자를 투여하고 그 결과를 광학

현미경 검색, 면역조직화학 염색, in situ hybridization, north-

ern blot 등의 분자생물학적 방법으로 관찰하였다.

재료와 방법

실험동물

실험동물로는 250 g 내외의 Sprague-Dawley 흰쥐 80마리를

사용하였으며, 모든 흰쥐의 등에 10 mm 길이의 절개를 피하층

까지 가한 후 봉합하지 않은 상태로 그냥 두었다. 실험동물은

각 군당 20마리씩이며 다음과 같다.

제1군: 대조군으로서 외상을 가한 후 봉합하지 않은 상태로

둔 군

제2군: 외상을 가한 후 곧바로 10 ng의 TGF- 1을 피하조

직에 투여한 군

제3군: 10 g의 TGF- 1에 대한 항체를 50 g/100 L농도

로 인산염 완충액에 희석하여 창상 부위에 투여한 군

제4군: 10 g의 TGF- 1에 대한 리포솜 매개 ODNs을 투

여한 군

동물은 전 처치 후 5, 10, 15, 30, 50일째에 각 군당 4마리씩

도살하고 창상부위의 피부조직을 채취하여 광학 및 전자현미경

검사, TGF- 1, CD 68, fibronectin 등에 대한 면역조직화학

검색, TGF- 1 mRNA 발현에 대한 northern blot과 in situ

hybridization을 시행하였다.

방법

일본 적혈구 응집 바이러스(Hemagglutinating virus of

Japan: HVJ) 리포솜 매개 antisense ODNs 제작

수정된 지 10일이 경과된 닭의 수정란을 구입하여 암실에서

검란 후, 종자 바이러스를 polypepton에 1:1,000으로 희석하여

0.1 mL 수정란에 접종하여 35.5℃에서 3일간 배양하였다. 배양

된 바이러스 25 mL를 3,000 rpm으로 10분간 4℃에서 원심분

리한 후 상청액을 원심분리용 시험관으로 옮겨 15,000 rpm으로

40분간 4℃에서 원심분리하였다. 그런 다음 상청액을 버리고 바

이러스가 흩어지지 않게 balanced salt solution (BSS)을 첨가

하여 4℃에서 하룻밤 재운 뒤 바이러스를 조심스럽게 부유시켜

서 3,000 rpm으로 10분간 원심분리하였다. 상청액을 취하여

540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

일본 적혈구 응집 바이러스(HVJ)-리포솜을 만들기 위하여

phosphatidyl-L-serine (PS): phosphatidylcholine (PC):

cholesterol (Chol)을 1:4.8:2의 비율로 10 mg되게 혼합하여 질

소가스로 채워진 유리 용기에 넣고 클로로포름으로 조심스럽게

녹였다. 증발기에 유리 용기를 고정하고 진공 상태에서 지질이

유리 용기에 얇게 펴질 때까지 증발시킨 후 사용하였다.

TGF- 1에 대한 antisense ODNs의 염기 서열은 5'-CGA-

GGG-CGG-CAT-GGG-3'을 사용하였다. 지질이 포함된 유리

용기에 10 g의 ODNs을 첨가하여 30초간 흔들어 섞어 주고,

30초간 37℃ 수조에서 8회 반복 배양하였다. 그 후 0.45 m

필터에 걸러낸 후 BSS를 0.5 mL 첨가하여 다시 0.2 m 필터

에 걸렀다. 정제된 바이러스를 사용 양의 1.5배 정도 배양접시에

펴서 0.198 J의 자외선으로 불활성화 시켰다. 불활성화된 바이

러스 30,000 적혈구 응집 단위를 지질과 ODNs 혼합물에 첨가

하여 얼음에서 10분간 반응시켰다. 30% 설탕물을 초고속원심

분리기 용기에 주입하고 그 위에 지질, ODNs, 바이러스의 혼합

물을 얹은 후 25,000 rpm으로 2시간 초고속 원심분리하여 리포

솜 층을 조심스럽게 건져서 사용하였다.

광학현미경 검사

실험군과 대조군에서 적출한 피부 생검조직을 10% 중성 포

르말린에 고정하고 계열 알코올로 탈수한 후 침투과정을 거쳐

파라핀 포매를 실시한 다음 2-4 m의 박절편을 만들어 HE 염

색을 하였으며, 필요에 따라 Masson trichrome 특수염색을 시

행하였다. 반흔의 크기는 광학현미경으로 검색하고 현미경에 부

착된 자로 폭을 측정하였다.
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면역조직화학 염색

TGF- 1, CD 68, fibronectin 등의 단백 발현을 알아보기

위해 이들 각각에 대한 단클론성 항체를 사용하여 면역조직화학

염색을 하였다. 파라핀 포매된 피부생검조직을 4 m 두께로

잘라서 부착제로 처리된 슬라이드에 붙이고 탈파라핀을 거쳐 함

수하였다. 메탄올에 희석한 3% 과산화수소수 용액에서 30분간

처리하여 내인성 과산화효소에 대한 반응을 차단하고 0.01 M

인산염 완충액에서 10분간 세척하였다. TGF- 1, CD 68,

fibronectin 각각에 대한 1차 항체를 37℃에서 30분간 반응시키

고, biotinylated anti-mouse IgG (DAKO LSAB kit,

U.S.A.)를 2차 항체로 사용하여 37℃에서 15분간 반응시켰다.

Streptoavidin peroxidase (DAKO LSAB kit, U.S.A.)로 37

℃에서 15분간 반응시키고 DAB (3, 3、-diaminobenzidine

tetrahydrochloride)로 발색하였다. 그런 다음 헤마톡실린으로

대조염색한 후 광학현미경으로 관찰하였다.

TGF- 1 mRNA에 대한 in situ hybridization

2% 3-aminopropyltriethoxysilane (Sigma, St. Louis, MO,

U.S.A.)와 0.1% diethyl pyrocarbonate (DEPC) (Sigma, St.

Louis, MO, U.S.A.)로 처리한 유리 슬라이드에 4 m 두께로

조직 절편을 붙이고 60℃ 오븐에 하룻밤 방치하여 조직 절편을

슬라이드에 부착시켰다. 조직 절편을 붙인 슬라이드를 xylene으

로 탈파라핀하고 계열 알코올로 함수한 후 DEPC 처리한 증류

수로 수세하였다. 조직 절편 위에 10 g/mL 농도의 proteinase

K (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany)를 30-50

L 취하고 37℃에서 30분간 반응시켜 세포질 및 핵의 단백 일

부를 제거한 후 DEPC 처리한 증류수로 수세하였다. 0.4%

paraformaldehyde로 4℃에서 20분간 고정하고 상온에서 0.2%

glycin 용액으로 처리한 후 95% 알코올로 세척하여 공기 중에

건조시켰다. 주된 보합결합반응을 실시하기 전에 보합결합반응

액에서 소식자를 제외한 용액으로 37℃에서 2시간 동안 전보합

결합반응시켰다. 보합결합반응에 사용한 소식자는 TGF- 1에

상보적인 30 mer oligonucleotide (Bioneer, Korea)에 oligonu-

cleotide tailing kit (Boehringer Mannheim, Mannheim Ger-

many)를 사용하여 digoxigenin을 표지해 사용하였다. 반응용액

의 조성과 최종 농도는 각각 50% formamide (Sigma, St.

Louis, MO, U.S.A.), 4 X SSC, 5 X Denhardt 용액, 5 g/

mL salmon sperm DNA (Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.)

로 조절하였고 digoxigenin을 표지한 소식자는 0.3 ng/mL 농

도로 사용하였다. 조직 절편 위에 20-30 L의 반응용액을 취

하여 덮개유리를 덮은 후 고무풀로 봉하고 37℃에서 하룻밤 동

안 반응시켰다. 결합되지 않은 소식자를 제거하기 위해 2 X

SSC 용액으로 37℃에서 10분간 두 번, 0.1 X SSC 용액으로

10분, 0.1 X SSC 용액으로 실온에서 5분간 수세하였다. 비특이

반응 억제제(0.5% bovine serum albumin)로 37℃에서 30분

간 처리한 후 anti-digoxigenin Fab alkaline phosphatase

(Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany, 1:500)를 사

용하여 37℃에서 30분간 결합반응시켰다. Nitroblue tetrazoli-

um (NBT; Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany)

와 5-bromo-4-chloroindolyl phosphate (BCIP; Boehringer

Mannheim, Mannheim, Germany)로 실온에서 1-8시간 동안

발색 반응시키고 methyl green으로 대조염색하였다. 광학현미

경으로 관찰하여 핵에 미만성으로 암청색의 발색이 있으면 양성

으로 판정하였다.

TGF- mRNA에 대한 northern blot 분석

RNA를 분리하기 위하여 액화질소를 사용하여 조직 0.1 g을

곱게 분쇄하고, 변성용액(4 M guanidin thiocyanate, 0.5% lau-

ryl sarcosyl, 25 mM sodium citrate, 0.7% mercap-

toethanol) 3 mL를 첨가하여 조직 분쇄기로 세포를 파괴시키고

균질화시켰다. 2 M sodium acetate (pH 4.0) 0.3 mL를 넣어

잘 섞고 페놀 3 mL를 넣어 심하게 흔들었다. 클로로포름 0.6

mL를 첨가하여 1분간 심하게 흔든 후 얼음에 20분간 반응시켰

다. 12,000 rpm으로 20분간 원심분리하여 상청액을 새로운 용기

로 옮긴 후, 3 M sodium acetate (pH 5.2)를 1/10 부피 첨가하

여 잘 섞어준 다음 동일 부피의 isopropyl alcohol을 첨가하여 -70

℃에서 하룻밤동안 반응시켰다. 12,000 rpm으로 20분간 원심분

리하여 RNA를 침전시키고 70% 알코올로 세척한 후 DEPC 처

리한 증류수에 녹여 분광광도계를 이용하여 정량하였다.

Northern transfer를 위하여 정량된 RNA를 20-30 g 취하

여 5 X gel running buffer, formamide, formaldehyde의 부

피가 4:2:3.5:10이 되도록 잘 섞은 후 65℃에서 15분간 반응시

키고, gel loading dye를 1/10 부피로 첨가하여 준비하였다.

RNA gel은 agarose에 DEPC 처리 증류수를 넣고 끓인 후 5 x

gel running buffer 1/5 부피, formaldehyde 2.2/12.3 부피를

첨가하여 잘 혼합하여 사용하였다. 전기영동은 3-4 V/cm이 되

도록 수행하였다. 전기영동한 RNA를 DEPC 처리한 증류수에

3-4회 세척하고 transfer buffer에 40분간 담갔다. 사용할 막을

gel 크기로 잘라 DEPC 처리한 증류수에 15분간 담근 후 10 x

SSC에 담가 사용할 때까지 방치하였다. 큰 용기에 지지대를 놓

고 여과지를 길게 얹어서 10 x SSC로 적셨다. RNA gel을 뒤집

어 여과지 위에 놓고 준비된 막을 놓았다. 2 X SSC에 적신 여

과지를 두 장 놓고 종이 타올을 놓은 후 8시간 동안 전이하였다.

Hybridization에 사용된 probe DNA는 Megaprimer kit

(Amersham Pharmacia, Life Science, Little Chalfont,

Bucks., U.K.)였다. TGF- 1 DNA 25 ng에 Mega primer를

첨가하여 100℃에서 10분간 끓여 변성시킨 후 상온에 15분 이

상 방치하여 annealing시켰다. 얼음에서 10 x buffer와 dNTP,

-32P dCTP (Amersham Pharmacia Life Science, Little

Chalfont, Bucks., U.K.) Klenow를 첨가하여 잘 섞은 후 37℃

에서 30분 이상 반응시켰다. Probe DNA에 첨가되지 못한 -
32P dCTP를 제거하기 위하여 Nick-column (Amersham



피부 반흔과 TGF- 1  427

Pharmacia, Life Science, Little Chalfont, Bucks., U.K.)을

사용하였다. Column을 수직으로 세워 equilibration buffer (20

mM sodium phosphate buffer, pH 6.8) 3 mL로 3회 세척한

후 probe DNA를 column 위에 얹고 equilibration buffer를

400 L 첨가하였다. 그 다음 TEN (10 mM Tris, 5 mM

EDTA, 200 mM NaCl)을 1 mL 첨가하여 나온 추출물을 E-

tube에 받아서 100℃에서 10분간 끓인 후 보합결합반응에 사용

하였다. 전이된 막을 6 X SSC에 15분간 담근 후 공기 중에서

말려 80℃에서 2시간 동안 구웠다. 보합결합반응 용액을 65℃에

서 반응시켜 점성을 작게 한 뒤 보합결합반응 병에 막을 넣고

ExpressHyb 용액을 5-10 mL 첨가하여 1시간 반응시켰다. 전

보합결합반응 용액에 probe를 적어도 1×107 cpm/mL 되도록

첨가하여 보합결합반응 용액으로 사용하였다. 보합결합반응은 65

℃에서 1시간 이상 하였다. 세척 과정은 2 x SSC, 0.1% SDS

로 상온에서 15분간 수행한 후 0.2 x SSC, 0.1% SDS로 55℃

에서 20분간 2회 수행하였다. 영상분석기 (MacBAS, Kodak,

U.S.A.)를 사용하여 신호 강도를 측정하여 결과를 판독하였다.

결 과

창상 후 반흔의 크기는 아무 처치도 하지 않은 대조군 혹은

TGF- 1을 투여한 양성 대조군보다 TGF- 1에 대한 항체 또

는 antisense ODNs을 투여한 군에서 더 감소하는 것으로 나타

났으며, 특히 antisense ODNs을 투여한 군에서 가장 많이 감소

하는 것으로 나타났다(Fig. 1, 2). 대조군에서 창상 부위의 콜라

겐 침착은 시간이 경과할수록 증가되었으며, 초기에 육아조직이

형성될 때에는 성숙한 콜라겐의 침착은 많지 않은 것으로 관찰

되었다(Fig. 3). 동일한 군에서의 TGF- 1 단백 발현을 관찰

한 결과, 창상을 만든 후 초기에 육아조직이 형성될 때 발현이

증가하였으며, 창상을 만든 후 30일째 콜라겐이 많이 침착되었

을 때에는 감소되는 것으로 나타났다(Fig. 4). TGF- 1 단백

발현이 증가되는 세포들은 주로 섬유모세포, 혈관내피세포, 림

프구 및 대식세포 등이었다(Fig. 5). 창상 후 염증의 초기에

TGF- 1이 특히 과발현되는 세포는 대식세포였으며, 이것은

대식세포의 염색지표인 CD 68에 대한 면역조직화학 염색에서

도 TGF- 1 염색과 동일한 세포에 염색됨으로써 확인할 수 있

었다(Fig. 6). 아무것도 처치하지 않은 대조군의 정상 상피 세

포에서는 TGF- 1 단백이 염색되지 않았으나, TGF- 1에 대

한 항체 혹은 antisense ODNs 투여 후에 상피세포가 재생되는

Fig.1 The size variation of the scar after injection of transforming
growth factor (TGF)- 1 (Ag), anti TGF- 1 Antibody (Ab) and
antisense oligodeoxynucleotides (gene). The size of the
scar after gene therapy is mostly reduced (20 rats per guoup: P
<0.05 compared with control group).
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Fig. 2. The size of the scar is larger in the rat of control group (A) than that of antisense oligodeoxynucleotides (ODNs) injection group (B)
15 days after injury (trichrome stain).
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부위에서는 TGF- 1 단백 발현이 증가되었다(Fig. 7). 반흔

부위는 항체 또는 antisense ODNs 투여 후에 대조군에 비해

TGF- 1 mRNA 발현이 전반적으로 감소되는 것으로 관찰되

었다(Fig. 8). TGF- 1 mRNA에 대한 in situ hybridization

및 northern blot 분석에 의해서도 mRNA의 발현이 감소됨을

확인할 수 있었다(Fig. 9, 10). 이 결과를 통하여 TGF- 1에

대한 항체 또는 antisense ODNs을 이용한 유전자 치료가 반흔

형성을 어느 정도 감소시킨다는 것을 확인할 수 있었다.

Fig. 4. Transforming growth factor (TGF)- 1 is highly expressed
in the granulation tissue (A) after 5 days and less expressed in
the mature collagen (B) after 30 days of injury.

A B

Fig. 5. Transforming growth factor (TGF)- 1 is expressed in the
macrophage in the subepithelial layer after 5 days of injury with
TGF- 1 injection (A). High power view (B) of TGF- 1 expressed
cells.

A B

Fig. 6. Immunohistochemical stain for CD68 is posotive in the
macrophages after 10 days after injury with transforming growth
factor (TGF)- 1 injection (A). High power view (B) of CD68
expressed macrophages.

A B

Fig. 3. The amount of collagen deposition is higher in the rat of
control group after 30 days (A) than that of 5 days (B) after injury
(trichrome stain).

A B



고 찰

창상치유 과정은 염증, 세포 증식, 세포 이주, 혈관 증식, 세

포외기질 형성 등을 포함하는 매우 복잡한 과정이다.12 TGF-

는 이 모든 과정, 즉 염증세포에 대한 화학주성,13 혈관증식,14 세

포외기질 침착, 육아조직 형성 등을 조절하여 창상치유의 촉진

과 반흔 형성에 관여한다.15 이것은 또한 비정상적 창상치유 과

정인 비후성 반흔과 켈로이드 형성과 같은 섬유성 질환의 형성
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Fig. 9. In situ hybridization for transforming growth factor (TGF)- 1
mRNA shows scattered positive cells of control rat (A), but nega-
tive in the antisense oligonucleotides (ODNs) injected rat (B) 10
days after injury.

A B

Fig. 7. The skin of the control rat (A) is negative for transforming
growth factor (TGF)- 1, but the regenerated skin after injury with
TGF- 1 antisense oligonucleotides (ODNs) injected rat (B)
expresses TGF- 1.

A B

Fig. 8. Transforming growth factor (TGF)- 1 in the scar is
expressed in the control rat (A), but not in the antisense oligonu-
cleotides (ODNs) injected rat (B) 15 days after injury.

A B

TGF beta-1

CT1 CT2 Ab1 Ab2 ODN1 ODN2 Ag1 Ag2

Fig.10 Northern blot analysis of transforming growth factor
(TGF)- 1 expression shows a 2.5 Kb band in control (CT), anti-
TGF- 1 antibody-injected (Ag), antisense oligonucleotides
(ODNs) injected, and TGF- 1 injected rats. Antibody and ODNs
injected rats shows lower levels of TGF- 1 expression than in
the control or antigen injected rats.
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과정에도 관여한다.16 이러한 TGF- 의 작용을 밝히기 위한 노

력이 계속 있어 왔지만 아직도 완전히 밝혀지지 않은 실정이며,

그것은 TGF- 의 존재를 확인할 수 있는 실험방법이 없는 것

에 기인한다. 본 연구에서는 면역조직화학 염색, immunoblot-

ting 및 in situ hybridization 등의 다양한 방법을 시도하여

TGF- 1의 기능과 피부 창상치유에 관여하는 TGF- 1의 존

재를 밝히고자 하였다.

TGF- 1을 외상과 관련지어 시행한 최초의 실험은 1986년에

Roberts 등14에 의해 행해졌으며, 이들은 생쥐에서 처음 3일 동

안 TGF- 1을 주사하였을 때 주사 부위에 혈관 증식이 초래되

고 섬유모세포 및 콜라겐으로 이루어진 육아조직이 형성되었다

고 보고하였다. 그 후 이와 관련된 보고에서도 유사한 결과를

보여,1,17 진피에서 TGF- 1의 발현은 대식세포 등과 같은 염증

세포의 침윤과 육아조직 형성에 매우 중요한 요소로 생각된다.

특히 외상 후 초래되는 반흔 형성에 매우 중요할 뿐만 아니라,

본 연구에서 관찰된 것처럼 외상 경계 부위에서 재생되는 상피

세포에서도 TGF- 1의 발현이 관찰됨으로써 상피 재생에도 중

요한 역할을 하는 것으로 추측된다.

잠복된 TGF- 1이 활성화되는 시기는 보고자에 따라 다르나

대체로 창상 직후라고 알려져 있으며,11 창상 초기의 혈소판에서

분비된 TGF- 1이 활성화되는 것으로 추측하고 있다. 그 후 약

5일째 대식세포, 섬유모세포, 각질세포 및 혈관내피세포들이 창

상 부위로 이주하며, 이들 대부분의 세포에서 TGF- 1이 생성

되고, 또 활성화되어 최고 농도치를 이루는 것으로 보고되어 있

다. 본 연구에서 TGF- 1은 창상 후 5일째에 이미 증가되어 있

었으며 초기에 최대치에 이르는 시점을 알기 위해서는 추가적인

연구가 필요하리라 생각된다. 외상 후 TGF- 1 활성도의 감소

는 세포에 의한 TGF- 1의 흡수에 의하거나, 창상 부위 바깥으

로 확산되거나, 단백분해효소에 의한 TGF- 1의 파괴에 의한

것으로 알려져 있다.11

본 실험을 위한 가설로 TGF- 1을 직접 투여한 양성 대조군

은 실험군인 항체 투여군 혹은 유전자 치료군에 비해 세포외기

질의 양이 증가될 것으로 추측된다. 그리고 TGF- 1에 대한 항

체를 투여한 군과 유전자 치료군에서는 반흔의 크기가 크게 감

소할 것이고, 콜라겐 등의 구조적 배열이 다른 대조군들과 비교

시 매우 질서정연할 것으로 예상된다. TGF- 1은 혈관을 증식

시키고 단핵구, 대식세포 등에 화학주성으로 작용하여 그 분비

를 증가시키기 때문이다. 따라서 TGF- 1에 대한 항체를 초기

에 투여하여 창상부위에 혈관이나 대식세포의 수를 줄여 세포외

기질의 침착을 억제할 수 있는 것으로 본다.

항체투여법과 함께 본 연구에서 시도한 유전자치료는 인체에

서 1990년 adenosine deaminase 결핍 환자에서 처음으로 시행

되었다.18 치료하고자 하는 유전자를 표적세포로 운반하는 방법

은 매우 다양하나, 대표적으로 많이 연구된 방법은 retrovirus,

adenovirus 등의 바이러스 운반계와21,22 양이온 지질분자, 고분

자 등의 비바이러스 운반계이다.23 세포 전이율에 있어서는 바이

러스계가 단연 효율적이지만 면역성과 안전성의 문제로 인해 고

농도 적용이나 반복투여가 어렵다. 이를 보완하기 위하여 비바

이러스계가 관심을 받아 왔으나, 세포내 도입효율, 세포핵으로

의 이행률, 유전자 표현율 등에서 개선책이 필요한 실정이다.

TGF- 1에 대한 유전자치료는 주로 바이러스를 매개체로 사용

한 정도이나, 본 연구에서는 바이러스 및 비바이러스 방법을 혼

합한 TGF- 1에 대한 일본 적혈구 응집 바이러스-리포솜 매개

antisense ODNs 유전자 치료법을 사용하였다.24 그 결과 anti-

sense ODNs 투여군에서 현저하게 반흔의 크기가 줄었을 뿐만

아니라 TGF- 1 단백 및 mRNA의 발현도 감소되어, 아마도

항체투여보다 유전자치료가 더욱 효과가 있지 않을까 추측된다.

유전자치료 방법 중 하나인 antisense ODNs 투여 후 TGF-

1 mRNA 발현 변화 양상을 관찰한 보고는 드물다.25 그러나

최근 유전자치료가 발달함에 따라 이 방법도 매우 활발히 연구

될 전망이며, 특히 피부는 다른 인체 내부의 장기와는 달리 외

부에 노출되어 있으므로 유전자를 목표로 하는 세포로 용이하게

운반할 수 있는 이점이 있다. 이론적으로 antisense ODNs 투여

는 창상에 의해 초래될 TGF- 1 mRNA의 발현을 억제시킬

것으로 보인다.26 문헌 보고에 의하면 antisense ODNs의 투여

는 in vitro 및 in vivo 실험에서 선택적으로 TGF- 1 유전자

와 단백을 억제한다고 알려져 있고,27,28 세포외기질의 정상적인

침착 방향과 반흔 형성의 감소를 보여 준다. TGF- 1에 대하여

일본 적혈구 응집 바이러스-리포솜 매개 antisense ODNs을 실

험동물의 신장에 투여한 후, northern blot 방법으로 검사해 보

면 TGF- 1 mRNA 농도가 antisense ODNs을 투여한 신장

에서 sense, scrambled, 혹은 reverse ODN 투여군에 비해 현

저히 감소되어 있고, 세포외기질의 형성도 감소되어 있다.29 이

러한 결과는 TGF- 1에 대한 antisense ODNs가 TGF- 1

mRNA의 발현을 억제하여 과다한 섬유화 혹은 반흔 형성을 막

아준다는 것을 의미한다. 이 과정에서 다른 종류의 성장인자가

동시에 협동적으로 관여할 것으로 추측되고 있다. 이러한 다양

한 성장인자가, TGF- 1과 함께 결합조직의 재생, 콜라겐 합성

및 상피재생에 매우 중요할 것으로 생각된다.

TGF- 1과 섬유화 과정과의 관계는 이미 기술한 바와 같이

밀접한 관계가 있으며, 또한 TGF- 1을 억제하면 섬유화를 감

소시킬 수도 있으나, 치유 후 강도 차이에 관해서는 잘 밝혀져

있지 않다. 그러나 태아의 피부 외상에서 보듯이 반흔이 적게 남

더라도 회복 후 강도에는 차이가 없는 경우를 흔히 관찰할 수 있

다1,2. 따라서 본 연구에서도 항체 혹은 유전자 치료 실험군에서

반흔조직의 양이 감소되더라도 그 강도의 차이는 없을 것이며,

그 이유는 전자현미경 검사를 통한 콜라겐 혹은 세포외기질성분

의 구조적 배열에 있을 것으로 추측해 볼 수 있다.30 TGF- 가

섬유화 과정에 있어서 매우 중요한 역할을 하지만 TGF- 의

다양한 기능과 다른 사이토카인과의 상호작용에 의한 기능은 너

무 복잡하고, 다양한 결과를 초래할 수 있으므로 이를 치료목적

으로 사용하는 것에는 제한이 있을 수 있다. 따라서 TGF- 을
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사용한 어떤 시도는 기대한 만큼의 결과가 나타나지 않을 수도

있고, 예기치 못한 심각한 부작용이 초래될 수도 있다. 본 연구

를 통해 반흔 형성에 대한 TGF- 1의 역할 및 기전과 외상 후

의 반흔 형성을 감소시킬 수 있는 방법으로서 TGF- 1에 대한

항체, antisense ODNs 투여 등이 반흔 형성의 감소에 효과가

있을 것으로 생각되었다. 또한 이러한 결과가 이 분야의 치료

방향을 제시하고, 반흔 형성을 감소시키는 약제를 개발하는 데

기본 방향을 제시할 수 있을 것으로 생각한다.
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