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Toll-like receptor 4 (TLR 4) polymorphisms in atherothrombotic ischemic stroke
patients in Jeju
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The TolHlke receptor 4(TLR 4) pelymorphism. which attenuates receptor signaling and diminishes the inflammalory response
10 gram-negative pathogens‘is known 10 be associated with a decreased risk 01 carotid atheros미erosis. However，whelher the
TLR 4 polymorphism is al50 useful ln evalualing lhe risk of alhero1hrombolic stroke Is currently unknown. We investigaled the
association belween the TLR 4 pOlymorphism and risk 01 alherolhrombolic s1roke using a case-conlrol de잉gn. This sludy
enrolled 48 slroke patients and the same number of age- and sex-malched contr。녕 예1 01 the subjects in this study
underwent a struclured interview and had lheir vascular risk fac10rs assessed. With stroke palients 48 and 48 conlrol group
DNA used tlr4 gene amplification and analyzed. stroke p허ients group and contro1 group do nol have TLR 4(Asp299Gly)
po1ymorphism. (J Med Ufe Sci 2011 ;8:39-41)
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l 서 론

뇌좋중은 성인 사망의 중요한 웬인이며 전 세계적으로 매년

1500만 영 정도의 뇌졸중 환자가 발생하여 그 충 1/3은 사딩J하고
다른 1/3은 심각한 장애자로 남게 된다 17) 뇌졸충은 많은 선진

국가뜰에서 암， 심장절환에 이어 3위의 사망원인을 차지하고

있으며 대부분의 개발도상국가에서는 두 번째로 높은 사망원인

이며 우리나라의 경우에도 2004년 흉계청의 자료에 의하연 뇌줍

중은 악성 신생풍에 이어 두 번째로 높은 사망원인올 차지하였고

순환기계 전환 중에서는 가장 흔한 사망원인이다 .I) 뇌좋충의

알려진 위협인자로는 고혈압， 당뇨 홈연，심장질환 둥이 있으며

이와 갇은 위험인자틀에 의해 전체 뇌출중의 약 40-50% 정도가

발생한다고 알려져 있으며 나머지 반 수 정도의 환자듣에서는 그
원인이 뚜렷하게 받혀지지 않은 상태이다 161원인 미상의 뇌쏠충

환자플에서 유전적인 요인은 중요한 위치를 차지한다 l이 대부분

의 뇌졸중은 다양한 영태생리와 임상 중상을 보이는 복잡한 유전

질환이며 많은 유전자가 뇌출중의 위험도환 중가시 킬 수 있는
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것으로 알려져 있다 7. 13)

죽상경화증은 허현성 뇌좋중의 중요한 원인의 하나이고 뇌좋

충 환지플의 대동액， 옥동액， 두개내동액에서 흔히 발견된다

특히.두개강내 동액경회충은 미국 유럽과 비교하여 아시아에서

혼히 발견되며 이 지역의 허현생 뇌졸중의 중요한 원인이다 11.

18) 축상경회층은 현재 만성적인 염충반웅의 하나로 얀식되며

이의 발생에는 만성 감염이 매우 중요하게 작용한다 12.15) 선천

연역계와 적웅연역 모두가 죽상정화중영변의 시작‘진행，플라크

의 파열에 중요한 역할올 한다 선천연역계는 피부，정막과 갇은

월리적인 장벽이외에도 영원체의 특징적인 구조적 특성을 인지

하는 양식 인지 수용체 (pattem recognition receptor)가 있다

양식 인지 수용체 중에서 수지상세포 (dendritic ceIt)와 큰포식세

포 (macrophage)에는 서로 다른 미생한의 특정부위흘 인지히는

Toll 유사 수용체 (T이l-like receptor ‘TLR)가 존재하며 현재

인간에서는 11종류가 존재히는 것으로 확인되었다.).ChJamydia
pneumomae 동의 세균이 꺼B윤 환성화하는 리간드 (Jignad)로

작용하며 ChJamydia pneumoniae. cytomegaioviruses ，

herpesviruses 등의 안성 감염이 축상경화증의 발생과 연관이

있는 것으로 알려져 있다-5. 6) πB와 축상경화충 사이의 관련성

을 확인하기 위하여 최근 πR융 코딩하는 많은 유전자의 윌연변

이에 관한 분석 연구가 진행되었고 TLR 4의 Asp299Gly의 다형

성의 경우 축상정화중， 관상동맥점환의 위험이 감소되었다는

사실이 밝혀졌다 4. 9) 이에 본 연구에서는 제주대학교 병원올
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방문한 통맥경회냉 뇌경색환자의 DNA을 이용하여 1τR4 다형

성을살펴보았다

2) 환자 DNA 추출 및 분리

환자의 혈액 800 띠에 멸균된 증류수 300 띠과 phenol
cWorofonn: isopropylalcohol(50:49:l) 용액 400 띠를 함께 유우

시켜 mini beater 로 1분간 흔함한다 이 혼함액은 12000 rpm으
로 15분간 원심분리하고 상층액 (850 때}을새로운 tube 에 옮긴

후，850 때의 isopropylalcohol 을 섞고，다시 15000 rpm으로 10
분간 원심분리하였다 침전물은 70% 에탄올로 세척한 후 멸균된

증류수 100 μQ로 DNA를 회수하였다 10)

1) 시료

본 연구는 동맥경화성 뇌경색 환자 48명과 뇌졸중의 병력이

없는 대조군 48명을 대상으로 하는 환자 대조군 연구이고 환자

군의 2010년 5월부터 2011년 4윌까지 증상 말생 7일 이내에 본
병원을 방문하여 일과성 뇌허혈 발작을 포함한 급성 허혈성 뇌졸

중으로 진단된 20세 이상의 환지플을 대상으로 한다 대조군은

같은 기간 정기건강검진을 위해서 병원을 방문한 지플 또는 혈관

질환 이외의 질환으로(주로 정형외과 및 안과적 질환) 입원한

환자플 중에서 뇌졸중 환지꾼과 성별， 연령을 맞추어 선정하였

다 환X 군과 대조군 모두 본 연구의 목적과 방법에 대한 설명을

듣고 연구참여 및 유전 X 분석에 동의한 경우에만포함시켰다

재료및방법

3) 중합효소연쇄반응에 의한 TLR4 유전자 증폭

본 연구에서 TLR 4 유전자를 증폭할 수 있는 forward
primer(5 ’TAGAGGGCCTGTGCAATTTGA-3 ’)와 reverse

primer(5 ’CTAAπCTAAATGTTGCCATCC-3 ’)을 사용하였다
중합효소연쇄반응은 2 단위의 Taq polymerase ，10 mM dNTP，
10 mM Tris-HCI(pH 8.3) ， 1.5 mM MgCl2 을 포함하는

AccuPower PCR PreMixJBioneer ，Korea}을 이용하였다 DNA
2 μ1，primer TLR 4-F ，πR4-R 각각 20 pmo! 넣고，증류수를
최종 부피가 22 μQ가 되도록 첨가하여 흔합물을 만들었다 중함

효소연쇄반응은 first denature 95 'c로 5분， 30 cycle 로
denaturation 95 'c 30촉 ane 외ing 62 't: 45초 extention 72 "c

40초. fmal extention 72 "c 5분으로 수행하였다 (Model 9600

thermocycler ，Perkin-Elmer cetus) 중합효소연쇄반응 후，

1.5% agarose gel에 전기 영통하여 172 bp의 반응산물을 확인

하였다 10)

4)중할효소언쇄반응 t탤의 정제

1.5% gel에 전기영동 후，πR4 유전자 산물 부위 (Fig 1.)의
젤을 자른 다음 새로운 tube 에 옮겨 DNA을 추출 및 분리하였다

DNA 추출 빛 정제는 Qiaex(Qiagen ，Germany} system 을 이용

하였다 Gel solubilizing solution QXl 500 때을 gel을 포함한

tube 어1 첨가한 후 50 't:에 15 분간 방치하여 ge!을 완전히 녹였

다 그 후 ge! bead 를 10 마을 첨가하여 완전히 섞은 후에 50 't:
에 10분간 방치하였다 그 사이 2분 간격으로 띠be를 10초씩

vortex 를 수행하여 bead 가 골고루 퍼지도록 하였다 이 후 QX1

M 12
M1234

SOObp

íschemícstroke patients
(Iane 1 "'4)

M1234

c。이r이
(Iane 1 "'4)

Negatíve
(Iane 1，2)

Figure 1. Agarose gel electrophoresis of TLR 4 PCR producæ. [Lane M，molec버ar marker(loo bp !adder) ，DNA SIZE: 172
bp]. Size variation of TLR 4 gene shown by PCR. agarose gel electrophoresis of PCR - amplified stroke patientsO 없 e 1
~4) ，and control groupOane 1 -4) ，and NegativeOane 1，2) is shown

으로 1번，QF로 2번 세척한 후 45 't:에서 10분간 알린 후 TE
buffer 20μQ로 DNA을 회수하였다

5) 자동염기서열 분석

ABI prism'n>l Bigdyem tenninator cycle sequencing Ready

40

reaction kit V.3.l(Fluore'scent dye terminators method) 를 사

용하여 sequencing reaction 한 다음， :NI:illipore사 제품 Mont.age
dye remove kit 사용하여 sequencing product pUI퍼cat10n하고，
마지막으로 ABI 3730XL capillary DNA Sequencer 로

sequencing product running 한 후 염기서열을 확인하였다
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Table 1. T，비 j-like receptor 4 (TLR4) polymorphism(Asp299GIy)of
ischemicstroke patients and conσ미 group
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우리나라애서 뇌졸충은 악성 신생물에 이어 두 번째로 높은

사망원인올 차지하고 있으며 순환기계 짐환 중에서는 가장 흔한

사망원인이다 1l 그멍에도 불구하고 현재 뇌졸충의 급성기 치료는

정액 내 혈전용해제 등으로 제한되어있는 상태이고 이치여뼈에 있

어서도 위험인자의 조절 및 항현전체의 사용만이 가능한 상태이다

πR는 선천연역계에 관여하는 수용체로서 외부에서 이생붙이

칭엄한 경우에 미생물틀이 공몽-적으로 가지고 있는 구조인

paUlOgen잃sociated mo!ecular patÙlms(PAMP원 인식 한다 .2.8)
인체에서 밝혀진 1j7fl의 πR 중에서 9개의 기능이 밝혀졌으

며，각각 고유한 리간드릎 인식함으로써 연역반웅의 초기 단계에

서 중요한 역할음 한다 이 중 그랑 음성세균의 LPS 동로역할을
하는 π1< 47f 가장 많이 알려져 있는데.D299G(Asp299 GIy)
다형성 (po!ymorphism)이 패혈중의 위험도를 중가시키며， 관상

동맥경화증의 위혐-，"-.는감소시킨다 4.9)

선천연역계에 있어서 πR은 현재 가장 중요한 수용채이고 류마

치스 관절염‘천식，전신흥반푸푸스와 감은 연연관련원환과도 밀접
한 연관성을 보였다 그 갤과 수년전부터 πR억제제와 같은

질환의 치료져1등 개발 중이다 현재 πR억제제의 싱혈관계질환

에 대한 잉상연구는 현재까지 환발하게 진행되지 않은 단계이다

이에 본 연구에서는 이련 보고틀올 근거로 제주대학교 영원의

동백경화성 뇌경색 환자의 DNA을 이용하여 제주지역 환자에서

의 π1<4 다형성에 대해 연구하였다

연구 시료는 제주대학교 영원에서 전문의 진료소견에 따라

동맥경화성 뇌경색 환자 48영과 뇌졸중의 영력이 없는 대조군

48영에게 본 연구의 목적과 방법에 대해서 설명을 하고 연구

참여 빛 유전지분석에 동의될 구한 후，혈액을 채취 후 DNA룹
추출하여 πR4 프라이머월 이용하여 PCR과 염기서열 분석법을

몽S뼈 비교하였다

비교결과 환자군과 대조군 모두 꺼..R 4 (Asp299GIy)다형성은
관잔되지 않았다{Table J) 따라서 제주지역에서는 π ..R4 다형

성이 뇌혈중환자에게 미치는 영향이 없냐는 것을 얄 수 있었다

그러나 Chlamydîa pneumonîae ‘ cytomegaloviruses ，

herpesviruses 퉁의 만성 감염이 축상정화중의 발생과 연관이

있는 것으로 알려져 있기 때문에 5. 6) 다른 πR 이 관련이 있을 수

있기 때문에 뇌졸중환자에서 다룬 꺼R의 유전자다형성에 대해서

도 연구할 멸요성이 있다.
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