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(54) 발명의 명칭 자궁경부 무력증 마커

(57) 요 약

배경: 자궁경부는 임신 중 감염 상승에 대한 기계적 및 면역학적 장벽이다. 삼 분기 중반에 발생하는 통증 없는

자궁 경부 확장인 자궁경부 무력증 (CI)은 조산의 매우 중요한 원인이다. 우리는 CI를 가진 여성이 차등 전사 프

로필을 가지고 있다고 가정했다. 따라서 우리는 CI를 가진 여성과 대조군의 말초 혈액의 전사 프로필을 
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비교했다.

방법: RNA 시퀀싱을 사용하여 11명의 CI 및 4명의 대조군 여성의 전체 유전자 발현 프로파일을 생성하고, 차별적

발현 분석을 수행하여 CI (n = 11)와 대조군 (n = 4) 사이에 현저한 발현 변화를 보이는 유전자를 확인했다. 또

한, CI-조산 그룹 (CI-preterm) (n = 7)과 CI-정상분만 그룹 (CI-term) (n = 4) 간의 발현 차이를 보이는 유전

자도 확인하였다. 유전자 세트 농축은 유전자 온톨로지 프로세스 측면에서 평가되었으며, CI에서 차별적으로 발

현된 유전자의 하위 집합은 qRT-PCR 및 ELISA에 의해 다른 샘플 세트에서 검증되었다.

결과: 30개의 유전자가 CI 그룹과 대조군 사이에서 차별적으로 발현되었다. CI 그룹에서 차별적으로 상향조절된

유전자에는 호중구 매개 면역 관련 (DEFA3 및 ELANE) 및 중탄산염 수송 관련 유전자가 포함되었다. 알파 디펜신

3의 혈청 농도는 대조군보다 CI가 있는 여성에서 유의하게 높았다 (P = 0.014). 임신 결과에 따른 차별적 유전자

발현 분석을 통해 CI-term과 CI-preterm 군 간에 338개의 차별적으로 발현된 유전자가 밝혀졌다. 유기체 관련 유

전자와 인플루엔자 A 및 NOD 유사 수용체 신호전달 경로에 대한 면역 및 방어 반응은 CI-term 그룹에서 상향 조

절되었다.

결론: 우리의 결과는 대조군과 비교하여 CI를 가진 여성의 전혈 전사 프로필에서 유의한 차이를 나타냈다. CI가

있는 여성의 다른 면역 반응은 임신 결과에 영향을 미칠 수 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

DEFA3,  CD177,  JUN,  ELANE,  BPI  (bactericidal  permeability  increasing  protein),  MMP8  (matrix

metallopeptidase  8),  CEACAM8,  CA1  (carbonic  anhydrase  1),  HBA1  (hemoglobin  subunit  alpha  1),  SLC4A1

(solute carrier family 4 member 1), ALAS2, BTNL3, SLC2A14, SELENBP1, HBA2, HBD, MPP6, THNSL2, SERINC2,

GADD45G, CRISP3, CEACAM6, PGLYRP1, CHST13, CITED4, CFAP45, OSBPL1A, SIGLEC8, ALOX15 및 IDH3A 중 선택되

는 1종 이상의 유전자 전사 수준을 측정하는 제제를 포함하는 자궁경부 무력증 진단용 조성물.

청구항 2 

DEFA3,  CD177,  JUN,  ELANE,  BPI  (bactericidal  permeability  increasing  protein),  MMP8  (matrix

metallopeptidase  8),  CEACAM8,  CA1  (carbonic  anhydrase  1),  HBA1  (hemoglobin  subunit  alpha  1),  SLC4A1

(solute carrier family 4 member 1), ALAS2, BTNL3, SLC2A14, SELENBP1, HBA2, HBD, MPP6, THNSL2, SERINC2,

GADD45G, CRISP3, CEACAM6, PGLYRP1, CHST13, CITED4, CFAP45, OSBPL1A, SIGLEC8, ALOX15 및 IDH3A 중 선택되

는 유전자로부터 생성되는 1종 이상의 단백질 발현 수준을 측정하는 제제를 포함하는 자궁경부 무력증 진단용

조성물. 

청구항 3 

청구항 1 또는 청구항 2에 있어서,

DEFA3,  CD177,  JUN,  ELANE,  BPI  (bactericidal  permeability  increasing  protein),  MMP8  (matrix

metallopeptidase  8),  CEACAM8,  CA1  (carbonic  anhydrase  1),  HBA1  (hemoglobin  subunit  alpha  1),  SLC4A1

(solute carrier family 4 member 1), ALAS2, BTNL3, SLC2A14, SELENBP1, HBA2, HBD, MPP6, THNSL2, SERINC2,

GADD45G, CRISP3, CEACAM6, PGLYRP1, CHST13, CITED4 및 CFAP45 중 선택된 하나 이상의 유전자의 전사 수준 또

는 이 유전자로부터 생성되는 단백질 발현 수준이 정상 대조군에 비하여 증가하는 경우 자궁경부 무력증으로 판

단하는, 자궁경부 무력증 진단용 조성물. 

청구항 4 

청구항 1 또는 청구항 2에 있어서,

OSBPL1A, SIGLEC8, ALOX15 및 IDH3A 중 선택된 하나 이상의 유전자의 전사 수준 또는 이 유전자로부터 생성되는

단백질 발현 수준이 정상 대조군에 비하여 감소하는 경우 자궁경부 무력증으로 판단하는, 자궁경부 무력증 진단

용 조성물.

청구항 5 

청구항 1에 있어서, 

상기 유전자 전사 수준을 측정하는 제제는 상기 유전자에 특이적으로 결합하는 프라이머, 프로브 또는 안티센스

뉴클레오타이드를 포함하는 것인, 자궁경부 무력증 진단용 조성물.

청구항 6 
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청구항 2에 있어서,

상기 단백질 발현 수준을 측정하는 제제는 상기 유전자로부터 생성되는 단백질 또는 이의 단편에 특이적으로 결

합하는 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하는 것인, 자궁경부 무력증 진단용 조성물.

청구항 7 

청구항 6에 있어서,

상기 항체는 폴리클론 항체 또는 모노클론 항체인, 자궁경부 무력증 진단용 조성물.

청구항 8 

DEFA3,  CD177,  JUN,  ELANE,  BPI  (bactericidal  permeability  increasing  protein),  MMP8  (matrix

metallopeptidase  8),  CEACAM8,  CA1  (carbonic  anhydrase  1),  HBA1  (hemoglobin  subunit  alpha  1),  SLC4A1

(solute carrier family 4 member 1), ALAS2, BTNL3, SLC2A14, SELENBP1, HBA2, HBD, MPP6, THNSL2, SERINC2,

GADD45G, CRISP3, CEACAM6, PGLYRP1, CHST13, CITED4, CFAP45, OSBPL1A, SIGLEC8, ALOX15 및 IDH3A 중 선택되

는 1종 이상의 유전자 전사 수준을 측정하는 제제를 포함하는 자궁경부 무력증 진단용 키트.

청구항 9 

DEFA3,  CD177,  JUN,  ELANE,  BPI  (bactericidal  permeability  increasing  protein),  MMP8  (matrix

metallopeptidase  8),  CEACAM8,  CA1  (carbonic  anhydrase  1),  HBA1  (hemoglobin  subunit  alpha  1),  SLC4A1

(solute carrier family 4 member 1), ALAS2, BTNL3, SLC2A14, SELENBP1, HBA2, HBD, MPP6, THNSL2, SERINC2,

GADD45G, CRISP3, CEACAM6, PGLYRP1, CHST13, CITED4, CFAP45, OSBPL1A, SIGLEC8, ALOX15 및 IDH3A 중 선택되

는 유전자로부터 생성되는 1종 이상의 단백질 발현 수준을 측정하는 제제를 포함하는 자궁경부 무력증 진단용

키트.

청구항 10 

1)  개체로부터  분리된  생물학적  시료에서  DEFA3,  CD177,  JUN,  ELANE,  BPI  (bactericidal  permeability

increasing  protein),  MMP8  (matrix  metallopeptidase  8),  CEACAM8,  CA1  (carbonic  anhydrase  1),  HBA1

(hemoglobin  subunit  alpha  1),  SLC4A1  (solute  carrier  family  4  member  1),  ALAS2,  BTNL3,  SLC2A14,

SELENBP1, HBA2, HBD, MPP6, THNSL2, SERINC2, GADD45G, CRISP3, CEACAM6, PGLYRP1, CHST13, CITED4, CFAP45,

OSBPL1A, SIGLEC8, ALOX15 및 IDH3A 중 선택된 1종 이상의 유전자의 전사 수준 또는 이 유전자로부터 생성되는

단백질 또는 이의 단편의 발현 수준을 측정하는 단계; 및 

2) 상기 측정된 전사 수준 또는 발현 수준을 정상 대조군의 전사 수준 또는 단백질 발현 수준과 비교하는 단

계;를 포함하는 자궁경부 무력증 진단과 관련된 정보를 제공하는 방법. 

청구항 11 

청구항 10에 있어서,

상기 1) 단계는 RT-PCR, 경쟁적 RT-PCR(competitive RT-PCR), 실시간 RT-PCR(Real-time RT-PCR), RNase 보호

분석법(RPA: RNase protection assay), 노던 블랏팅(Northern blotting) 또는 DNA 칩을 이용하는, 자궁경부 무

력증 진단과 관련된 정보를 제공하는 방법.

청구항 12 
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청구항 10에 있어서,

상기 생물학적 시료는 혈액, 혈장, 혈소판, 혈청, 복수액, 골수액, 림프액, 타액, 누액, 점막액, 양수 또는 이

들의 조합인, 자궁경부 무력증 진단과 관련된 정보를 제공하는 방법.

청구항 13 

DEFA3,  CXCL10,  RNASE3,  CRISP3,  FOLR3  (folate  receptor  gamma),  MCEMP1  (mast  cell-expressed  membrane

protein 1) 및 CD177 중 선택된 1종 이상의 유전자 전사 수준 또는 이 유전자로부터 생성되는 단백질 수준을 측

정하는 제제를 포함하는 자궁경부 무력증 환자의 만삭 분만 여부를 판별하는, 자궁경부 무력증 예후 진단용 조

성물.

청구항 14 

청구항 13에 있어서,

자궁경부 무력증 환자로부터 분리된 생물학적 시료로부터 DEFA3, CXCL10, RNASE3 및 CRISP3 중 선택된 하나 이

상의 유전자의 전사 수준 또는 이 유전자로부터 생성되는 단백질 발현 수준을 측정하여 유전자 전사 수준 또는

단백질 발현 수준이 자궁경부 무력증 환자의 평균값보다 증가하는 경우 자궁경부 봉축술 후 만삭 분만 가능성이

큰 것으로 판단하는, 자궁경부 무력증 예후 진단용 조성물. 

청구항 15 

청구항 13에 있어서,

자궁경부 무력증 환자로부터 분리된 생물학적 시료로부터 FOLR3 (folate receptor gamma), MCEMP1 (mast cell-

expressed membrane protein 1) 및 CD177 중 선택된 하나 이상의 유전자의 전사 수준 또는 이 유전자로부터 생

성되는 단백질 발현 수준을 측정하여 유전자 전사 수준 또는 단백질 발현 수준이 자궁경부 무력증 환자의 평균

값보다 감소하는 경우 자궁경부 봉축술 후 만삭 분만 가능성이 큰 것으로 판단하는, 자궁경부 무력증 예후 진단

용 조성물.

청구항 16 

청구항 13의 자궁경부 무력증 예후 진단용 조성물을 포함하는 자궁경부 무력증 예후 진단용 키트.

청구항 17 

1)  자궁경부 무력증 환자로부터 분리된 생물학적 시료에서 DEFA3,  CXCL10,  RNASE3,  CRISP3,  FOLR3  (folate

receptor gamma), MCEMP1 (mast cell-expressed membrane protein 1) 및 CD177 중 선택된 1종 이상의 유전자의

전사 수준 또는 이 유전자로부터 생성되는 단백질 또는 이의 단편의 발현 수준을 측정하는 단계; 및 

2) 상기 측정된 전사 수준 또는 발현 수준을 자궁경부 무력증 환자들의 상기 해당 유전자 전사 수준 또는 단백

질 발현 수준 평균값과 비교하는 단계;를 포함하는 자궁경부 무력증 예후 진단과 관련된 정보를 제공하는 방법. 

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 자궁경부 무력증 및 자궁경부 봉축술 이후의 예후를 진단할 수 있는 마커 및 이의 이용에 관한 것이[0001]

다.
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배 경 기 술

임신 37주 이전에 분만하는 것으로 정의되는 조산 (Preterm birth; PTB)은 10명의 아기 중 1명 이상에서 발생하[0002]

며, 조산과 관련된 합병증으로 인해 매년 약 백만명의 어린이가 사망한다 [1]. 더욱이 조산은 장기 시스템 미성

숙과 관련된 미숙아의 즉각적인 합병증뿐만 아니라 신경발달 장애와 같은 장기 이환율로 인해 의료 시스템에 큰

부담이 된다 [2-4]. 조산으로 이어지는 한 가지 요인은 자궁경부 무력증 (cervical insufficiency; CI)으로,

임신 이삼분기에 통증이 있는 자궁 수축이 없는 자궁 경부의 자발적 확장 및 소멸을 특징으로 하며, 태아막이

부풀어 오르고, 태아막이 조기 파열되며, 궁극적으로 미숙 태아의 출산에 이르게 한다 [5]. 자궁경부 무력증은

모든 임신의 약 0.5~1%를 차지하며, 임신 중기 조산의 2~15% 또는 극심한 조산 (<28주)의 5~15%와 관련이 있다

[6,  7].  자궁 경부 조작수술 (예: 루프 전기수술적 절제술, 확장 및 소파술, 냉도 원추절제술 (cold-knife

conization), 자궁경 검사), 자궁 경부 열상 또는 산과 손상, 콜라겐 장애 (예: Ehlers-Danlos) 및 자궁 내 디

에틸스틸베스트롤 노출과 같은 여러 요인이 자궁경부 무력증과 관련이 있으며 발생 원인은 아직 알려지지 않았

다 [8]. 그리하여, 자궁경부 무력증은 고전적인 과거 산과 병력 (선행하는 자궁 수축이 없이 임신 이삼분기 또

는 삼삼분기 초에 발생하는 연속적인 유산) 또는 산과 병력과 자궁 경부 길이 측정의 조합을 기반으로 진단된다

(Roman et al., 2016). 더욱이 자궁경부 무력증의 진단 또는 예측을 위한 실험실 테스트 또는 유용한 바이오마

커는 상용화되지 않았다. 자궁 경부 봉축술은 자궁경부 무력증 환자를 위한 치료법이다. 그러나 자궁경부 봉축

술 수행 여부를 결정하는 지침은 다르며 심지어는 수술 후의 지침도 다르고, 임신 결과를 예측하는 데 한계가

있다 [9]. 
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발명의 내용

해결하려는 과제

따라서, 본 발명은 자궁경부 무력증에 대한 바이오마커를 발굴하고, 이를 이용하여 자궁경부 무력증을 진단하는[0006]

조성물, 진단키트 및 진단방법을 제공하고, 또한, 자궁경부 무력증을 치료하는 표적을 선정하는 것을 목표로 한

다.

과제의 해결 수단

본 발명자들은 자궁경부 무력증 (CI)과 관련된 유전자 발현 프로필 및 생물학적 경로를 확인하여 CI에 대한 잠[0008]

재적인 바이오 마커 또는 치료 표적을 탐색하였다. RNA 시퀀싱 (RNA-Seq)은 게놈의 포괄적인 전사체 분석을 가

능하게 하는 기술이다 [10-12]. 마이크로 어레이와 비교하여 RNA 시퀀싱은 유전자 발현 데이터에 대해 편향되지

않은 프로브 독립적 검사를 가능하게 한다. 우리는 RNA 시퀀싱을 사용하여 CI 환자의 전사체 프로파일과 정상
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대조군의 전사체 프로파일을 비교하여 CI에서 독특한 유전자 발현 프로파일을 확인했다. 또한, CI 환자의 임신

결과에 따라 유전자가 차별적으로 발현되는지 여부를 조사했다.

우리는 CI 환자에서 전혈 RNA-Seq를 수행하고 전사체 프로필을 정상 대조군의 프로필과 비교했다. 그 결과, 대[0009]

조군에 비해 CI 그룹에서 호중구 활성화 및 호중구 매개 면역과 관련된 유전자의 상향 조절을 확인했다. 자궁

경부는 풍부한 질 미생물 환경을 가진 질과 무균 상태로 추정되는 자궁 내 공간 사이에 위치한다. 따라서 자궁

경부는 출산까지 폐쇄를 유지하고 면역 세포 (수지상 세포, 호중구 및 대식세포)와 패턴 인식 수용체, Toll 유

사 수용체, 고급 당화 최종 산물, 사이토카인 및 케모카인, 손상 관련 분자 패턴 및 항균 펩타이드에 대한 수용

체를 포함하는 분자 구성 요소 등으로 면역학적 장벽을 유지함으로써 감염 상승에 대한 기계적 장벽으로 기능을

수행한다 [18, 19]. 따라서, 진행된 자궁 경부 확장과 같이 자궁 경부 장벽이 파괴된 여성의 경우, 양막 내 미

생물 침입 위험이 증가했다. 본 발명에서 확인된 자궁 경부 확장과 같은 임상 증상을 보이는 CI 환자에서 상향

조절된 호중구 면역 관련 유전자는 아마도 감염 상승을 예방함으로써 태아를 보호하는 것으로 보인다. 호중구는

과립으로 조밀하게 포장된 특화된 선천성 식세포로, 1차 (아즈로필), 2 차 (특이적), 젤라티나제 및 분비 과립

으로 나뉘는 광범위한 항균 작용을 가진 여러 단백질을 포함한다 [20, 21]. 과립은 구조, 함량 및 기능면에서

이질적이며 쉽게 방출되어 감염 또는 염증에 대한 숙주 반응에 참여할 수 있다. 본 발명에서 우리는 대조군보다

CI를 가진 여성에서 훨씬 더 높은 수준으로 발현되는 광범위한 호중구 관련 유전자를 확인했다. 아주로필 과립

으로 발현되는 알파 디스펜신은 다양한 미생물에 대해 현저한 항균, 항진균 및 항바이러스 활성을 가진 항균 펩

타이드로, 선천적 면역에서 그 역할을 암시하며, 또한 면역 반응을 조절하는 데 중요한 역할을 한다 [22-24].

이전 연구에서 막의 조기 파열 후 조직학적 융모양막염이 발생한 여성에게서 산모의 혈장 디펜신 수치가 증가했

다고 보고된 바 있다 [25]. 따라서 본 발명에서 관찰된 CI 그룹의 모체 혈액에서 DEFA3 발현이 상향 조절된 것

은 CI 환자의 80%에서 발견되는 양막 내 염증으로 설명될 수 있다 [26].

그람  음성  유기체에  대한  살균  활성을  갖는  지질  다당류  결합  단백질인  BPI  (bactericidal/permeability-[0010]

increasing protein)는 지질 다당류에 의해 유도된 염증 반응을 중화시키고 식균 작용 조절을 강화하며 항진균

특성을 나타낸다 [27]. CI 그룹에서 DEFA3뿐만 아니라 광범위한 호중구 과립 관련 유전자 (ELANE, BPI, MMP8,

CRISP3 및 CEACAM8)의 과발현을 고려하면 자궁 경부 장벽이 파괴된 후 질내 미생물 감염이 상승하여 자궁 내 염

증/감염, 산모 전신 염증 반응 및 호중구 활성화가 일어날 수 있다. 알파 디펜신과 MMP8은 이전에 조산 산모의

양수에서 정상 출산보다 높은 농도로 인해 조산 (PTB)의 바이오마커로 제안되었다 [25, 28]. 그러나 CI에서 알

파 디펜신과 MMP8 발현에 대한 정보는 없었다. 본 발명의 결과는 CI 그룹에서 알파 디펜신 3의 혈청 농도가 대

조군보다 유의하게 높음을 보여주었다. 따라서 알파 디펜신 3은 CI에 대한 바이오마커가 될 수 있다.

또한, 우리는 골수성 백혈구 활성화 및 호중구 매개 면역과 관련된 유전자가 대조군에 비해 CI 그룹에서 상향[0011]

조절되어 CI 환자에서 전신 및 자궁 내 염증이 발생한다는 것을 확인했다. 자궁 내 염증은 CI와 연관되어 있을

가능성이 있으며, 그 중증도는 CI 환자의 조산과 관련이 있다 [29]. 우리의 결과는 CI-만삭 분만 (CI-term; CI

에 대한 자궁경부 봉축술 후 정상 기간에 출산) 그룹보다 CI-조산 (CI-preterm; CI에 대한 자궁경부 봉축술 후

조산) 그룹에서 더 높은 호중구 수를 보여 주어 더 심한 염증을 나타내었다. 알파 디펜신은 호중구에서 생성되

기 때문에 알파 디펜신 3의 농도는 CI-만삭 분만 그룹보다 CI-조산 그룹에서 더 높을 것으로 예상되었다. 그러

나 우리의 결과는 알파 디펜신 3의 농도가 CI-만삭 분만 그룹에서 더 높은 경향이 있음을 보여주었다. 이러한

경향은 RNA 시퀀싱 및 qRT-PCR 결과에서도 나타났다. DEFA3 발현은 CI-조산 그룹보다 CI-만삭 분만 그룹에서 더

높았다. 이러한 결과에 대해 다음을 추측할 수 있다. 알파 디펜신은 호중구의 아주로필 과립에 저장되지만 과립

은 일반적으로 분비가 제한되어 활성화된 호중구의 탈과립을 통해 세포외 환경으로 방출된다. 또한, 알파 디펜

신은 호중구의 세포 사멸, 괴사 또는 NET-증 이후에 방출될 수 있다. 따라서 알파 디펜신의 발현 수준은 호중구

의 수에 비례하지 않고, 호중구의 활성화 정도와 더 관련이 있다고 생각할 수 있다. 알파 디펜신은 대식세포의

전 염증성 사이토카인의 생합성을 억제함으로써 염증을 조절할 수 있다. 유사한 맥락에서, 본 발명의 결과는

DEFA3와 같은 다양한 숙주 방어 관련 유전자의 상향 조절된 발현이 CI 환자에서 유리한 임신 결과와 관련이 있

음을 보여주었다.

주로 말라리아, HIV 및 기생충으로 인한 감염은 전세계적으로 조산의 주요 원인으로 알려져 있다 [31]. 이와 일[0012]

관되게, 본 발명자들은 말라리아와 아프리카 트리파노소마증 경로가 CI 그룹의 유전자에서 풍부하다는 것을 발

견했다. 이러한 발견은 전통적인 미생물 배양에서 확인되지 않은 CI에 과소 평가된 감염이 많이 있음을 나타내

며 현재 배양 기술은 양수 및 전신 수준의 감염에 대한 진단 테스트로 극히 제한적임을 말해준다. 더욱이, 임신

유지 유전자에서 풍부한 것으로 확인된 경로는 타고난 면역 반응과 관련된 NOD 유사 수용체 및 RIG-I 유사 수용

체 신호 전달 경로였다. 따라서 우리의 연구 결과는 모체-태아 인터페이스 및 전신 수준에서의 면역 반응이 염
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증 반응을 조절하고 CI 감염을 예방하여 임신을 연장하는 데 중요한 역할을 함을 시사한다.

우리가 아는 한 본 발명은 CI 환자의 전혈에 대한 최초의 RNA-seq 연구이다. 현재까지 CI에 대한 고 처리량 연[0013]

구는 거의 없었으며, 분리된 CI는 비교적 드문 상태이고 객관적인 진단 기준이 없기 때문에 피험자 포함 여부를

결정하기 어렵고 임신 중 자궁 경부 조직을 분석하기가 어렵기 때문이다. 본 발명에서는 초음파 검사에서 자궁

경부가 짧은 여성을 제외하고 자궁 경부 확장이 있는 여성만 포함하였다. 자궁 수축 또는 질 출혈과 같은 증상

의 존재는 CI 그룹에서 면밀히 관찰되었으며 증상이 의심되는 환자는 연구 그룹에서 제외하였다. 또한, 자궁경

부 조직을 이용하여 CI의 병태생리나 병인을 조사할 수는 없었지만, 본 발명은 임신 결과에 따른 자궁경부 장벽

파괴 및 차별적 유전자 발현에 대한 고유한 전사체 프로파일을 밝혔다. 우리 연구에서 표본 크기는 특히 대조군

에서 작았다. 그러나 우리는 CI 및 대조군 여성의 모성 및 임신 연령을 신중하게 일치시켰으며 정상 대조군의

동종 유전자 발현을 통해 작은 샘플 크기의 한계를 극복할 수 있었다.

결론적으로, 우리는 대조군과 비교하여 CI 그룹에서 호중구 활성화 및 호중구 매개 면역 관련 유전자의 상향 조[0014]

절을 나타내는 CI와 대조군 간의 유전자 발현의 잠재적 차이를 확인했다. 더욱이, 유기체 관련 유전자에 대한

면역 및 방어 반응과 면역 반응 신호전달 경로는 CI 환자의 임신 결과와 관련 가능성이 있다.

본 발명은 DEFA3, CD177, JUN, ELANE, BPI (bactericidal permeability increasing protein), MMP8 (matrix[0016]

metallopeptidase  8),  CEACAM8,  CA1  (carbonic  anhydrase  1),  HBA1  (hemoglobin  subunit  alpha  1),  SLC4A1

(solute carrier family 4 member 1), ALAS2, BTNL3, SLC2A14, SELENBP1, HBA2, HBD, MPP6, THNSL2, SERINC2,

GADD45G, CRISP3, CEACAM6, PGLYRP1, CHST13, CITED4, CFAP45, OSBPL1A, SIGLEC8, ALOX15 및 IDH3A 중 선택되

는 1종 이상의 유전자 전사 수준을 측정하는 제제를 포함하는 자궁경부 무력증 진단용 조성물에 관한 것이다.

또한,  본  발명은 DEFA3,  CD177,  JUN,  ELANE,  BPI  (bactericidal  permeability  increasing  protein),  MMP8[0017]

(matrix metallopeptidase 8), CEACAM8, CA1 (carbonic anhydrase 1), HBA1 (hemoglobin subunit alpha 1),

SLC4A1 (solute carrier family 4 member 1), ALAS2, BTNL3, SLC2A14, SELENBP1, HBA2, HBD, MPP6, THNSL2,

SERINC2, GADD45G, CRISP3, CEACAM6, PGLYRP1, CHST13, CITED4, CFAP45, OSBPL1A, SIGLEC8, ALOX15 및 IDH3A

중 선택되는 유전자로부터 생성되는 1종 이상의 단백질 발현 수준을 측정하는 제제를 포함하는 자궁경부 무력증

진단용 조성물에 관한 것이다.

또한,  본  발명은 DEFA3,  CD177,  JUN,  ELANE,  BPI  (bactericidal  permeability  increasing  protein),  MMP8[0018]

(matrix metallopeptidase 8), CEACAM8, CA1 (carbonic anhydrase 1), HBA1 (hemoglobin subunit alpha 1),

SLC4A1 (solute carrier family 4 member 1), ALAS2, BTNL3, SLC2A14, SELENBP1, HBA2, HBD, MPP6, THNSL2,

SERINC2, GADD45G, CRISP3, CEACAM6, PGLYRP1, CHST13, CITED4 및 CFAP45 중 선택된 하나 이상의 유전자의 전

사 수준 또는 이 유전자로부터 생성되는 단백질 발현 수준이 정상 대조군에 비하여 증가하는 경우 자궁경부 무

력증으로 판단하는, 자궁경부 무력증 진단용 조성물에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 OSBPL1A, SIGLEC8, ALOX15 및 IDH3A 중 선택된 하나 이상의 유전자의 전사 수준 또는 이 유전[0019]

자로부터 생성되는 단백질 발현 수준이 정상 대조군에 비하여 감소하는 경우 자궁경부 무력증으로 판단하는, 자

궁경부 무력증 진단용 조성물에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 상기 유전자 전사 수준을 측정하는 제제가 상기 유전자에 특이적으로 결합하는 프라이머, 프로[0020]

브 또는 안티센스 뉴클레오타이드인, 자궁경부 무력증 진단용 조성물에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 상기 단백질 발현 수준을 측정하는 제제가 상기 유전자로부터 생성되는 단백질 또는 이의 단편[0021]

에  특이적으로  결합하는  항체  또는  이의  항원  결합  단편인  것인,  자궁경부  무력증  진단용  조성물에  관한

것이다.

또한, 본 발명은 상기 항체가 폴리클론 항체 또는 모노클론 항체인, 자궁경부 무력증 진단용 조성물에 관한 것[0022]

이다.

또한,  본  발명은 DEFA3,  CD177,  JUN,  ELANE,  BPI  (bactericidal  permeability  increasing  protein),  MMP8[0023]

(matrix metallopeptidase 8), CEACAM8, CA1 (carbonic anhydrase 1), HBA1 (hemoglobin subunit alpha 1),

SLC4A1 (solute carrier family 4 member 1), ALAS2, BTNL3, SLC2A14, SELENBP1, HBA2, HBD, MPP6, THNSL2,

SERINC2, GADD45G, CRISP3, CEACAM6, PGLYRP1, CHST13, CITED4, CFAP45, OSBPL1A, SIGLEC8, ALOX15 및 IDH3A

중 선택되는 1종 이상의 유전자 전사 수준을 측정하는 제제를 포함하는 자궁경부 무력증 진단용 키트에 관한 것
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이다.

또한,  본  발명은 DEFA3,  CD177,  JUN,  ELANE,  BPI  (bactericidal  permeability  increasing  protein),  MMP8[0024]

(matrix metallopeptidase 8), CEACAM8, CA1 (carbonic anhydrase 1), HBA1 (hemoglobin subunit alpha 1),

SLC4A1 (solute carrier family 4 member 1), ALAS2, BTNL3, SLC2A14, SELENBP1, HBA2, HBD, MPP6, THNSL2,

SERINC2, GADD45G, CRISP3, CEACAM6, PGLYRP1, CHST13, CITED4, CFAP45, OSBPL1A, SIGLEC8, ALOX15 및 IDH3A

중 선택되는 유전자로부터 생성되는 1종 이상의 단백질 발현 수준을 측정하는 제제를 포함하는 자궁경부 무력증

진단용 키트에 관한 것이다.

또한, 본 발명은[0025]

1)  개체로부터  분리된  생물학적  시료에서  DEFA3,  CD177,  JUN,  ELANE,  BPI  (bactericidal  permeability[0026]

increasing  protein),  MMP8  (matrix  metallopeptidase  8),  CEACAM8,  CA1  (carbonic  anhydrase  1),  HBA1

(hemoglobin  subunit  alpha  1),  SLC4A1  (solute  carrier  family  4  member  1),  ALAS2,  BTNL3,  SLC2A14,

SELENBP1, HBA2, HBD, MPP6, THNSL2, SERINC2, GADD45G, CRISP3, CEACAM6, PGLYRP1, CHST13, CITED4, CFAP45,

OSBPL1A, SIGLEC8, ALOX15 및 IDH3A 중 선택된 1종 이상의 유전자의 전사 수준 또는 이 유전자로부터 생성되는

단백질 또는 이의 단편의 발현 수준을 측정하는 단계; 및 

2) 상기 측정된 전사 수준 또는 발현 수준을 정상 대조군의 전사 수준 또는 단백질 발현 수준과 비교하는 단[0027]

계;를 포함하는 자궁경부 무력증 진단과 관련된 정보를 제공하는 방법에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 상기 1) 단계가 RT-PCR, 경쟁적 RT-PCR(competitive RT-PCR), 실시간 RT-PCR(Real-time RT-[0028]

PCR), RNase 보호 분석법(RPA: RNase protection assay), 노던 블랏팅(Northern blotting) 또는 DNA 칩을 이용

하는, 자궁경부 무력증 진단과 관련된 정보를 제공하는 방법에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 상기 생물학적 시료가 혈액, 혈장, 혈소판, 혈청, 복수액, 골수액, 림프액, 타액, 누액, 점막[0029]

액, 양수 또는 이들의 조합인, 자궁경부 무력증 진단과 관련된 정보를 제공하는 방법에 관한 것이다.

또한,  본  발명은  DEFA3,  CXCL10,  RNASE3,  CRISP3,  FOLR3  (folate  receptor  gamma),  MCEMP1  (mast  cell-[0030]

expressed membrane protein 1) 및 CD177 중 선택된 1종 이상의 유전자 전사 수준 또는 이 유전자로부터 생성

되는 단백질 수준을 측정하는 제제를 포함하는 자궁경부 무력증 환자의 만삭 분만 여부를 판별하는, 자궁경부

무력증 예후 진단용 조성물에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 자궁경부 무력증 환자로부터 분리된 생물학적 시료로부터 DEFA3, CXCL10, RNASE3 및 CRISP3 중[0031]

선택된 하나 이상의 유전자의 전사 수준 또는 이 유전자로부터 생성되는 단백질 발현 수준을 측정하여 유전자

전사 수준 또는 단백질 발현 수준이 자궁경부 무력증 환자의 평균값보다 높은 경우 자궁경부 무력증 봉합 수술

후 만삭 분만 가능성이 큰 것으로 판단하는, 자궁경부 무력증 예후 진단용 조성물에 관한 것이다. 

또한, 본 발명은 자궁경부 무력증 환자로부터 분리된 생물학적 시료로부터 FOLR3  (folate  receptor  gamma),[0032]

MCEMP1 (mast cell-expressed membrane protein 1) 및 CD177 중 선택된 하나 이상의 유전자의 전사 수준 또는

이 유전자로부터 생성되는 단백질 발현 수준을 측정하여 유전자 전사 수준 또는 단백질 발현 수준이 자궁경부

무력증 환자의 평균값보다 작은 경우 자궁경부 무력증 봉합 수술 후 만삭 분만 가능성이 큰 것으로 판단하는,

자궁경부 무력증 예후 진단용 조성물에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 상기 자궁경부 무력증 예후 진단용 조성물을 포함하는 자궁경부 무력증 예후 진단용 키트에 관[0033]

한 것이다.

이뿐만 아니라, 본 발명은[0034]

1)  자궁경부 무력증 환자로부터 분리된 생물학적 시료에서 DEFA3,  CXCL10,  RNASE3,  CRISP3,  FOLR3  (folate[0035]

receptor gamma), MCEMP1 (mast cell-expressed membrane protein 1) 및 CD177 중 선택된 1종 이상의 유전자의

전사 수준 또는 이 유전자로부터 생성되는 단백질 또는 이의 단편의 발현 수준을 측정하는 단계; 및 

2) 상기 측정된 전사 수준 또는 발현 수준을 자궁경부 무력증 환자들의 상기 해당 유전자 전사 수준 또는 단백[0036]

질 발현 수준 평균값과 비교하는 단계;를 포함하는 자궁경부 무력증 예후 진단과 관련된 정보를 제공하는 방법

에 관한 것이다. 
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발명의 효과

본 발명에 따르면, DEFA3 등의 유전자 전사 정도 또는 단백질 발현 정도를 정상 대조군과 비교하여 차이가 있는[0038]

경우 자궁경부 무력증 여부를 진단할 수 있다.

또한, 본 발명에 따르면, CRISP3 등의 유전자 전사 정도 또는 단백질 발현 정도를 자궁경부 무력증 환자들의 평[0039]

균값과 대비하여 차이가 있는 경우 자궁경부 무력증 봉합 수술 이후 만삭 분만 또는 조산 여부를 진단할 수 있

다.

이와 같은 진단을 통하여 임산부의 안전한 분만을 예측하거나 조기 치료할 수 있어 산모 및 태아의 건강을 제고[0040]

할 수 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1. 전혈 전사체의 전체 유전자 발현 및 차등 발현 분석. A. 자궁경부 무력증 및 정상 대조군을 나타내는 다[0042]

차원 스케일링 (MDS). B. 자궁경부 무력증 여성과 정상 대조군의 전체 유전자 기반 차별적 발현을 나타내는 화

산형 플롯. x 축은 군간 폴드 변경 차이의 로그에 해당하고 y 축은 P 값의 음의 로그에 해당한다. 조정된 P 값

<0.05를 사용할 때 차별적으로 발현된 유전자 (빨간 점)가 30개 있었다.

도 2. 자궁경부 무력증 유전자의 강화된 유전자 온톨로지 (GO) 범주 (A-C) 및 KEGG (Kyoto Encyclopedia of

Genes and Genomes) 경로 (D). 자궁경부 무력증 여성과 대조군에서 차별적으로 발현되는 유전자의 생물학적 과

정 (A), 세포 (B) 및 분자 (C)에 대한 GO 비교. CI-조산 (CI-preterm) 대 CI-만삭 분만 (CI-term) 여성의 유전

자에 대한 강화된 유전자 온톨로지 (GO) 범주 (D-F) 및 KEGG 경로 (G). CI-조산 (CI-preterm) 대 CI-만삭 분만

(CI-term) 여성 간에 차별적으로 발현된 유전자의 생물학적 과정 (A), 세포 (B) 및 분자 (C)의 GO 비교. 모든

제시된 GO 항은 조정된 P 값 <0.01로 상당히 풍부하다. CI, 자궁경부 무력증.

도 3. CI 및 대조군 (A)의 전혈과 CI-만삭 분만 및 CI-조산 그룹 (B)의 전혈에서 선택된 DEGs 발현의 mRNA. *

대조군과 비교하여 유의한 차이 (P <0.05). CI, 자궁경부 무력증.

도 4. CI 및 대조군 (A)에서 알파 디펜신 3의 혈청 농도. CI, 자궁경부 무력증.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

아래에서는 구체적인 실시예를 들어 본 발명의 구성을 좀 더 자세히 설명한다. 그러나 본 발명의 범위가 실시예[0043]

의 기재에만 한정되는 것이 아님은 본 발명이 속한 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자에게 자명하다.

연구 대상 환자[0045]

검경 검사에서 2차 삼분기에 태아막이 보이는 자궁 경부 확장을 나타내며, 증상이 거의 없거나 전혀 없는 환자[0046]

는 자궁경부 무력증인 것으로 간주되어 연구에 포함되었다. 자궁 경부 확장, 소실 및 돌출 태아막은 초음파 검

사로 평가하고 검경 검사로 확인했다. 막의 조기 파열을 배제하기 위해 나이트라진 테스트 및/또는 Actim Prom

™ 테스트 (Medix Biochemica, Kauniainen, Finland)를 수행했다. 자궁 수축은 환자의 지각, 심전도 및 복부

촉진에 의해 평가되었다. 자궁 경부 확장이 있는 환자는 최소 6시간 동안 관찰되었으며, 신체검사에서 조기 진

통과 융모양막염을 제외하면 자궁경부 봉축술을 시행한 것으로 나타났다. 임상 융모양막염의 진단 기준은 다음

중 하나 이상을 포함한다: 산욕열 38℃ 이상, 산모 또는 태아 빈맥 (각각 분당 100회 이상, 분당 160회 이상)

또는 자궁 압통. 우리는 주요 기형 태아, 다태 임신, 지속적인 정기적 자궁 수축, 질 출혈, 막 파열, 임상 융모

양막염 또는 사전 예방적 자궁경부 봉축술한 여성을 제외했다. 또한, 기침, 발열, 구토, 설사, 임신에 영향을

미칠 수 있는 바이러스 및 세균성 질환을 시사하는 비정상적인 피부 발진과 같은 전신 증상 및 징후가 있는 여

성과 임상 화학 검사에서 비정상적인 간 및 신장 기능 검사를 받은 여성 및 소변 검사에서 요로 감염이 있는 여

성을 제외했다.

대조군의 여성 (n = 4)은 자궁 수축이나 체액 누출이 없고, 3cm 이상의 자궁 경부 길이, 자궁 경부 확장이 없는[0047]

외래 환자 클리닉 방문 환자 중에서 선택하였고, 초음파 촬영으로 확인하였다. 표본 이질성을 줄이기 위해 모성

연령과 제태 연령이 일치하는 환자를 선택했다.  CI  진단  당일 여성에게서 전혈 샘플을 채취했다.  대조군의
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경우, 연구 등록일에 샘플을 얻었다. RNA 서열결정 분석을 검증하기 위해, CI 및 대조군의 개별 샘플 세트를 사

용하여  qRT-PCR  및  면역  분석  실험을  수행했다.  qRT-PCR을  위한  혈액  샘플을  PAXgene™  RNA  안정화  튜브

(QIAGEN, Hilden, Germany)에 수집하고 혈액 샘플의 일부를 원심분리하여 혈청을 수집하고 혈액 및 혈청 샘플을

모두 -80℃에서 냉동 보존했다. 이 연구는 한림대학교 강남성심병원 윤리위원회의 승인을 받았다 (No. 2017-08-

014). 연구 참여에 대한 서면 동의서는 모집 전에 각 개인으로부터 얻었다.

라이브러리 준비 및 서열결정[0049]

RNA  서열결정  프로파일링을  위해  5mL  혈액을  EDTA  튜브에  수집했다.  총  RNA는  TRIzol®  RNA  Isolation[0050]

Reagents (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)를 사용하여 분리하고 -80℃에서 보관했다. RNA 제품의 농도

와  품질은  Agilent  2100  바이오  분석기  플랫폼  (Agilent  Technologies,  Santa  Clara,  CA,  USA)에서

결정되었다. mRNA 시퀀싱 라이브러리는 제조업체의 프로토콜에 따라 Illumina TruSeq Stranded mRNA 샘플 준비

키트 (Illumina, San Diego, CA, USA)를 사용하여 총 RNA를 준비하였다. 라이브러리의 품질과 크기는 Agilent

2100 바이오 분석기 DNA 키트를 사용하여 평가하였고, CFX96 Real Time System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

을 사용하여 qPCR에 의해 정량화되었으며 NextSeq500 시스템 (Illumina)에서 페어드 엔드 75 염기쌍과 단일 8

염기쌍 인덱스 실행으로 시퀀싱하였다.

전처리 및 게놈 맵핑[0052]

원시 데이터에 잠재적으로 존재하는 시퀀싱 어댑터와 원시 데이터 품질 기반은 Skewer [13]에 의해 조정되었다.[0053]

-x AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA 및 -y AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT 옵션은 Illumina TruSeq 어

댑터의 공통 어댑터 서열에 사용되었으며 -q 0 -l 25 -k 3 -r 0.1 -d 0.1 옵션은 원시 데이터의 저품질 5' 및

3' 말단 트리밍에 사용되었다. 저품질 염기와 시퀀싱 어댑터를 트리밍한 후 완전한 고품질 데이터는 STAR 소프

트웨어를  사용하여  참조  게놈에  맵핑되었다  [14].  가닥-특이적  라이브러리  옵션  --library-type  =  fr-

firststrand가 맵핑 프로세스에 적용되었다.

유전자 발현 정량 및 차별적으로 발현된 유전자 (DEG) 분석[0055]

가닥-특이적 라이브러리 옵션, --library-type = fr-firststrand 및 기타 기본 옵션을 포함하는 Cufflinks를[0056]

사용하여 참조 게놈에 대한 맵핑된 읽기 데이터를 유전자 발현 값으로 정량화했다 [15]. GTF 형식의 UCSC 게놈

브라우저 데이터베이스 (https://genome.ucsc.edu)에서 참조 게놈 hg19의 유전자 주석이 유전자 모델로 사용되

었으며, 발현 값은 백만 단편의 맵핑된 읽기 데이터 당 전사체 킬로베이스 당 단편으로 계산되었다. Cufflinks

패키지의 Cuffdiff 소프트웨어를 사용하여 CI와 대조군 간의 DEG, CI-조산 그룹 및 CI-만삭 분만 그룹 간의 DEG

를 분석했다 [16]. 샘플 간의 발현 프로파일을 비교하기 위해 선택된 DEG의 정규화된 발현 값은 인하우스 R 스

크립트로 클러스터링하였다. 발현 배수 (expression-fold) 변화와 두 그룹 사이의 조정된 P 값에 대한 화산형

플롯도 사내 R 스크립트를 사용하여 도시하였다.

기능적 농축 분석 (Functional enrichment analysis)[0058]

CI와 대조군 사이의 차별적 유전자 발현의 생물학적 기능적 역할을 검토하기 위해, 유전자 온톨로지의 생물학적[0059]

과정, KEGG 경로 및 g : Profiler 버전 0.6.7에 의한 기타 기능적 유전자 세트를 포함하여 DEG와 기능 범주화된

유전자 간에 유전자 세트 중복 테스트를 수행했다 [17]. Benjamini-Hochberg 절차는 다중 테스트를 조정하는 데

사용되었으며 조정된 P 값이 0.05 미만인 경우 농축이 정의되었다. CI와 관련된 DEG의 효율성을 조사하기 위해

MDS (Multi-dimensional scaling)가 사용되었다.

DEG의 qRT-PCR 검증[0061]

제조업체의 프로토콜에 따라 PAXgene  Blood  RNA  Isolation  Kit  (QIAGEN)를 사용하여 냉동 혈액 샘플에서 총[0062]

RNA를 추출했다. RNA 품질은 Agilent 2100 Bioanalyzer로 검증하였으며, RNA 정량은 NanoDrop® ND-1000 분광
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광도계 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 사용하여 수행하였다. 더 높은 통계적 유의성, 더 큰

절대적 배수-변화 및 임상적 유의성을 기반으로 유전자를 선택하고 qRT-PCR로 테스트하여 RNA-Seq 분석 결과를

확인했다. DEFA3  (defensin  alpha  3),  JUN  (jun  proto-oncogene),  ELANE  (호중구 엘라 스타 제) 및 CD177

(CD177 분자)은 CI와 대조군 사이의 검증 실험을 위해 선택되었지만 CEACAM8 (CEA 세포 접착 분자 8), CRISP3

(시스테인이 풍부한 분비 단백질 3), DEFA3 및 RNASE3 (리보 뉴 클레아 제 A 패밀리 구성원 3)은 CI-조산 그룹

과 CI-만삭  분만 그룹 간의 차별적인 발현을 확인하기 위하여 선택하였다.  Maxime  RT  PreMix  Kit  (iNtRON

Biotechnology, Seoul, South Korea)를 이용한 cDNA 합성에 4 마이크로그램의 RNA를 사용했다. PCR은 Rotor-

Gene Q (QIAGEN)에서 2Х Rotor-Gene SYBR Green PCR Master Mix (QIAGEN)를 사용하여 수행되었다. 프라이머

서열은 표 4에 나와 있다. 액틴은 하우스 키핑 대조군으로 사용되었다. 각 샘플은 세 번 실행되었으며 모든 샘

플은 세 번의 수행 사이의 표준 편차가 0.5 미만이었다.

혈청 알파 디펜신 3에 대한 ELISA[0064]

혈청 알파 디펜신 3의 수준은 제조업체의 지침에 따라 ELISA 키트 (Cusabio, Wuhan, China)를 사용하여 이중으[0065]

로 결정되었다. 알파 디펜신 3의 농도는 표준 곡선에서 보간하여 결정되었다. 검출 분석의 한계는 1.87 ng/mL이

었고, 계산된 분석 간 및 분석 내 변동 계수는 <10%였다.

통계 분석[0067]

데이터는 연속 변수의 경우 평균 ± 표준 편차 또는 중앙값 (사 분위수 범위)으로 표시되고 범주형 변수의 경우[0068]

n (%)으로 표시된다. Mann-Whitney U 테스트를 사용하여 CI와 대조군 사이, CI-만삭 분만과 CI-조산 그룹 간의

비교를 수행했다. 비율은 Fisher의 정확한 검정을 사용하여 비교되었다. 통계 분석은 SPSS  소프트웨어 (버전

23.0, SPSS, Inc., Chicago, IL, USA)를 사용하여 수행되었다. P <0.05는 통계적으로 유의한 것으로 간주되었

다.

결과 1: 연구 대상[0070]

RNA-Seq 분석에 포함된 15명의 시험자 (CI 군, n = 11; 대조군, n = 4)의 임상적 특징은 표 1에 나와 있다. 시[0071]

료 채취 시점의 산모 연령과 제태 연령 (gestational age)은 두 군 사이에 유의한 차이가 없었다. CI 군 중 4명

의 여성이 조산했다 [CI-조산 그룹; 분만시 임신 주수, 19.8 (17.4-30.9)], 나머지는 임신 37주 후에 분만하였

다 [CI-만삭 분만 그룹; 분만시 임신 주수, 38.0 (37.0-39.0)]. CI-조산 그룹의 백혈구 (WBC)와 호중구 수는

CI-만삭 분만 그룹보다 유의하게 높았다 (표 1).

결과 2: CI와 대조군 사이에서 차별적으로 발현된 유전자[0073]

11개의 CI 및 4개의 대조군 샘플에 대해 RNA-Seq를 사용하여 혈액 샘플의 게놈 전체 전사체를 분석했다. 유전자[0074]

발현 데이터에 대해 MDS를 수행하여 CI와 대조군 사이의 유사성 패턴을 결정했다. MDS 플롯은 대조군 샘플이 CI

샘플과 명확하게 구별되고 CI 샘플이 더 큰 다양성을 나타냄을 보여준다 (도 1A). 30개의 유전자가 CI와 대조군

사이에서 유의하게 차별적으로 발현되는 것으로 확인되었다 (잘못된 발견률 <0.05, 겹 변화 ≥2) (그림 1B, 표

2). 이 중 유전자 26개는 대조군에 비해 CI 군에서 크게 상향 조절되었고 4개는 하향 조절되었다. 상향 조절된

DEG에는  호중구  매개  면역  관련  유전자  [DEFA3,  CD177,  JUN,  ELANE,  BPI  (bactericidal  permeability

increasing  protein),  MMP8  (matrix  metallopeptidase  8)  및 CEACAM8)],  중탄산염 수송 관련 유전자 [(CA1

(carbonic anhydrase 1), HBA1 (hemoglobin subunit alpha 1), SLC4A1 (solute carrier family 4 member 1)]

가 있었다. 두 그룹 간에 차별적으로 조절되는 근본적인 생물학적 경로를 이해하기 위해 기능적 농축 분석을 수

행했다. 생물학적 과정의 범주에서 23개 용어가 농축되었고, 중탄산염 수송, 골수성 백혈구 활성화, 산소 수송,

호중구 탈과립 및 호중구 활성화가 DEGs에 대해 가장 유의하게 농축되었다. 이와 유사하게, DEGs는 세포 성분

범주에서 23개 용어로, 분자 기능 범주에서 5개 용어로 농축되었다 (도 2A-C). KEGG 경로 분석 결과 가장 농축

된 경로는 말라리아와 아프리카 트리파노소마증이었다 (도 2D).
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결과 3: CI-조산 및 CI-만삭 분만 그룹 간의 DEG[0076]

임신 결과를 바탕으로 CI 그룹의 환자를 CI-만삭 분만 (n = 7)과 CI-조산 (n = 4) 그룹으로 더 나누고 이들 사[0077]

이의 DEG를 조사했다. 두 그룹 간의 임상 특성 비교는 표 1에 나와 있다. CI-만삭 분만과 CI-조산 그룹 간에 총

338개의 유전자가 차별적으로 발현되었다 (잘못된 발견률 <0.05 및 fold-change ≥2) (표 5 내지 표 26, 표의

크기가 과도하게 큰 관계로 표 5~ 표 26으로 나누어 표시함, 표 5와 표 6은 서로 연결된 표이고, 표 7, 표 8은

서로 연결된 표이며, 이후 표 25와 표 26까지 두 개의 표가 서로 연결된 표임). 이 중 194개의 유전자가 CI-조

산 그룹에 비해 CI-만삭 분만 그룹에서 유의하게 상향 조절되었고 144개가 하향 조절되었다. DEFA3, CXCL10 (C-

X-C motif chemokine ligand 10), RNASE3 및 CRISP3와 같은 유기체 관련 유전자에 대한 면역 반응 및 방어 반

응은 CI-만삭 분만 그룹에서 상향 조절된 반면, 골수성 백혈구 매개 면역, 호중구 활성화에 관여하는 FOLR3

(folate  receptor  gamma),  MCEMP1  (mast  cell-expressed  membrane  protein  1)  및 CD177과 같은 유전자들은

CI-조산 그룹에서 상향 조절되었다. 기능적 농축 분석 결과, DEGs가 생물학적 과정 범주에서 84개 용어로 농축

되었으며, 방어 반응 및 면역 반응 용어가 가장 유의하게 농축된 것으로 나타났다. DEG는 세포 성분 범주에서

32개 용어로, 분자 기능 범주에서 5개 용어로 농축되었다 (도 2D-F). 또한, KEGG 경로 분석에서 가장 유의하게

상향  조절된  경로는  인플루엔자  A,  NOD  유사  수용체  (nucleotide-binding  oligomerization  domain-like

receptor) 및 RIG-I 유사 수용체 (retinoic acid-inducible gene-I-like receptor) 신호 경로였다 (도 2G).

결과 4: DEGs의 qRT-PCR 검증[0079]

RNA-Seq 결과에서 중요한 DEGs를 검증하기 위해 4개의 유전자 (DEFA3, JUN, ELANE 및 CD177)를 선택하고 CI (n[0080]

= 11)과 대조군 (n = 5)의 개별 샘플 세트 간의 차별적인 발현을 qRT-PCR로 평가하였다. 환자 인구 통계 및 임

상 특성은 표 27에 제시되어 있다. 4개의 유전자가 대조군보다 CI 그룹에서 더 높은 mRNA 발현을 나타내어 RNA-

Seq 분석과 일치하였다 (도 3A). 또한, CI-만삭 분만과 CI-조산 그룹 간에 차이가 있는 네 가지 유전자 (DEFA3,

RNASE3, CRISP3 및 CEACAM8)의 mRNA 발현을 평가하였다 (도 3B). 이들 유전자는 CI-조산 그룹에 비해 CI-만삭

분만 그룹에서 상당히 상향 조절되었으며 결과는 RNA-Seq 분석의 결과와 일치했다.

결과 5: CI 환자의 알파 디펜신 3 발현[0082]

RNA-Seq  분석은 DEFA3를  대조군과 비교하여 CI  그룹에서 최고 상향조절된 DEG  중 하나인 것으로 확인했다.[0083]

또한, DEFA3은 CI-조산 그룹에 비해 CI-만삭 분만 그룹에서 상당히 상향조절되었다. 이뿐만 아니라, DEFA3 mRNA

발현 패턴은 RNA-Seq 분석 결과와 일치했다. 따라서, CI 환자 (n = 25)와 정상 대조군 (n = 17)에서 혈청 알파

디펜신 3의 차별적 발현을 확인하기 위해 면역 분석을 수행했다. 환자의 임상적 특징은 표 3에 나와 있다. 알파

디펜신 3은 대조군에 비해 CI 그룹에서 유의하게 상향 조절되었다 [CI 그룹 14.9 ng/mL (10.5 ~ 47.2 ng/mL)

vs. 대조군 9.9 ng/mL (4.6 ~ 17.2 ng/mL), p = 0.014; 도 4]. 
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