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ABSTRACT

Study on molecular mechanism of coagulopathy in severe

COVID-19

You Mi Lee

Advisor: Prof. Dong-Min Kim

Department of Biomedical Sciences

Graduate School of Chosun University

INTRODUCTION: Coronavirus disease 2019 (COVID-19)-associated coagulopathy

is a fatal complication that occurs frequently in severe acute respiratory

syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) infection and is related to the mortality of

patients. However, the molecular pathogenic mechanisms that cause this clotting

disorder are unknown well. Understanding the molecular mechanisms associated

with coagulalopathy will help alleviate COVID-19-associated coagulopathy.

METHODS: Transcriptome analysis was performed with peripheral blood

mononuclear cells (PBMCs) separated from the blood of patients with COVID-19,

and the corresponding protein levels were confirmed by quantitative analysis. 62

cases in the COVID-19 group (30 cases on mild patients, 32 cases on severe

patients), 22 cases in control group (10 cases on Escherichia coli-induced sepsis

patients, 12 cases on healthy persons) were included in the study.

RESULTS: Age, pneumonia severity index (PSI) score, white blood cell (WBC),

neutrophil, lymphocyte, D-dimer, aspartate aminotransferase (AST), blood urea

nitrogen (BUN), C-reactive protein (CRP), and troponin-I were significant in severe

patients compared to mild patients. In addition, hemoglobin and platelet showed

significantly lower levels in the non-survivor group compared to the survivor
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group. The 1145 genes were differentially expressed between severe cases and mild

cases. Coagulopathy-related genes such as platelet degranulation, blood coagulation,

platelet activation, and platelet aggregation were significantly up-regulated in

severe cases. It was confirmed that these genes are recapitulated at the protein

levels. In addition, there was a significant increase in protein levels of tissue

factors, thrombomodulin, D-dimer, and von Willebrand factor (vWF) in

non-survivor group compared to survivor group. In E. coli sepsis group, protein C

decreased compared to the healthy group and the COVID-19 group. Compared to

the E. coli sepsis group, tissue factor pathway inhibitor (TFPI) and urokinase

receptor (uPAR) did not increase in healthy and mild and severe COVID-19, and

showed a tendency to decrease in mild group.

CONCLUSION: In mild group, F9, F2RL2, SELPG, A2M, and SERPINF2 gene

expression decreased, but in severe group, kalkrein-kinin system (KLKB1)

expression decreased. In addition, platelet activation system (gene expression such

as VWF, F2RL3 and TBXA2R increased) was activated. Fibrinolysis system (gene

expression such as PLAU, PLAUR) and the antifibrionlysis system (SERPINB2,

SERPINE2) was also activated at the same time. In patients with COVID-19,

tissue factor or vWF increased significantly compared to E. coli sepsis, but protein

S decreased significantly, with which coagulopathy may worsen compared to E.

coli sepsis.
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초 록

중증 코로나19 환자의 혈액 응고 병증 규명을 위한 분자기전

연구

이유미

지도교수: 김동민

의과학과

조선대학교 대학원

배경: 코로나19 관련 응고 병증(coagulopathy)은 중증급성호흡기증후군 코로나바이러

스-2(severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2) 감염에서 자주

발생하는 치명적인 합병증으로 환자의 사망률과 관련이 있다. 그러나 이 응고 장애를

일으키는 병인 발병기전은 잘 알려져 있지 않다. 응고 장애와 관련된 분자 메커니즘을

이해하는 것은 코로나19 관련 응고 병증을 완화하는 데 도움이 될 것이다.

방법: 코로나19 환자의 혈액에서 말초혈액단핵세포(peripheral blood mononuclear cell,

PBMC)를 분리한 후 RNA-sequencing 분석을 통해 유의한 발현 차이를 보이는 유전

자들을 확인하였으며, 혈장에서 관련한 protein level을 측정하였다. 62건의 코로나19

검체(경증 환자군 30건, 중증 환자군 32건)와 22건의 대조군 검체(대장균에 의한 패혈

증 10건, 건강인 12건)를 대상으로 하였다.

결과: 코로나19 중증 환자군은 경증 환자군에 비해 나이, pneumonia severity index

(PSI) 점수, white blood cell (WBC), neutrophil, lymphocyte, D-dimer, aspartate

aminotransferase (AST), blood urea nitrogen (BUN), C-reactive protein (CRP) 및

troponin-I에서 유의한 차이를 보였다. 코로나19 사망군은 생존군에 비해 hemoglobin

과 platelet에서 유의하게 낮은 수치를 보였다. 코로나19 중증 환자군과 경증 환자군 사

이에 1,145개의 차등 발현 유전자(differentially expressed gene, DEG)가 확인되었으며,

유전자의 주요 기능 확인 결과 platelet degranulation, blood coagulation, platelet
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activation 및 platelet aggregation 등의 응고 병증 관련 유전자이었다. 이런 응고 병증

관련 유전자들이 protein level에서 유의하게 증가하는 것을 확인하였다. 또한, 코로나

19 중증 환자의 생존군에 비해 사망군에서 tissue factor, thrombomodulin, D-dimer,

von Willebrand factor (vWF)의 protein level이 유의하게 증가하였다. 대장균 패혈증

군의 경우 protein C는 건강인군과 코로나19 환자군에 비해 protein level이 감소하였

다. 대장균 패혈증군에 비해 건강인군과 코로나19 경증 및 중증 환자군에서는 tissue

factor pathway inhibitor (TFPI)와 urokinase receptor (uPAR) protein level이 증가하

지 않았으며, 경증의 경우 오히려 감소하는 경향을 보였다.

결론: 코로나19 경증 환자군의 경우 F9, F2RL2, SELPG, A2M, SERPINF2 유전자

발현이 감소하였지만, 중증 환자군에서는 이와 더불어 KLKB1 발현이 감소하는 등

kallikrein-kinin system 활성이 억제되었으며, vWF, F2RL3, TBXA2R 등의 발현이

증가하며 platelet activation system이 활성화되었다. 중증 환자군에서는 또한 PLAU,

PLAUR 등의 섬유소 용해계(fibrinolysis system)가 활성화되면서, SERPINB2,

SERPINE2 유전자 발현이 증가하며 항섬유소 용해계(antifibrionlysis system)도 동시

에 활성화됨이 확인되어 중증에서 응고 병증이 진행되는 기전을 확인하였다. 코로나19

환자군의 경우 대장균 패혈증군과 비교하여 tissue factor나 vWF가 유의하게 증가하나

protein S는 유의하게 감소하여, 대장균 패혈증군에 비해 더욱 더 응고 병증이 악화되

는 기전을 확인하였다.
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제1장 서론

코로나바이러스감염증-19(코로나19)는 2019년 12월 중국 우한에서 처음 발생한 이후

전 세계적으로 확산되고 있는 중증급성호흡기증후군 코로나바이러스-2 (severe acute

respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2)로 인한 신종 호흡기 감염증이다

[1-3]. 전염성이 강한 특성과 전 세계적인 확산때문에 2020년 3월 초부터 세계보건기구

(World Health Organization, WHO)가 세계적 대유행(pandemic)을 선포했다[4]. WHO

는 2020년 1월 31일 ‘국제 공중보건 비상사태(Public Health Emergency of

International Concern, PHEIC)’를 선포하고 2023년 5월 5일 해제하였다[5]. 코로나19에

대한 치료제와 예방을 위한 백신이 개발되어 사용되었지만[6], 2019년 12월 첫 번째 환

자가 증상을 나타낸 이후 확진자와 사망자가 계속해서 증가하여 2023년 6월 현재까지

전 세계 누적 총 7억 4천만 명 이상이 확진되었고 6천900만 명 이상이 사망하였다. 우

리나라에서는 2020년1월20일 첫 환자가 보고되었고, 현재 총 3천100만 명의 확진 환자

가 보고되었으며 3만 4천 명이 사망하였다[7].

SARS-CoV-2는 코로나바이러스과(coronaviridae)로, 외피에 싸여 있는 단일 가닥

(single-strand), 양극성(positive-sense) RNA 바이러스로 DNA 바이러스보다 변이가

쉽고 잦다. 코로나바이러스의 유전체는 5개 단백질에 대한 유전자를 공통으로 가지고

있으며, 바이러스 복제효소인 RNA dependent RNA polymerase (RdRp), spike (S),

envelope (E), membrane (M)과 nucleocapsid (N) 단백질을 암호화하는 유전자가 5′

-RdRp-S-E-M-N-3′의 순서로 배열되어 있다[8]. SARS-CoV-2는 대략 약 29-30

kb의 게놈을 가지며, 4개의 구조 단백질(S, E, M, N)과 16개의 비구조 단백질

(nsp1-16)을 암호화한다(Figure 1)[9].

Figure 1. SARS-CoV-2 genome structure

코로나19 환자는 다양한 임상증상과 합병증을 나타낸다. 코로나19 대유행 초기 보고
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에 따르면 코로나19 환자의 혈전증(thrombosis) 위험이 현저하게 증가했으며[10], 코로

나19 관련 응고 병증이 SARS-CoV-2에 감염된 환자의 이환율과 사망률에 기여한다고

보고되었다[10-20]. 코로나19 관련 응고 병증은 미세혈전 및 거대혈전으로 나타나 폐,

심장, 뇌 및 신장을 포함한 여러 기관에 손상을 줄 수 있다(Figure 2)[21].

Figure 2. Potential clinical consequences of COVID-19-associated coagulopathy.
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다른 일반적인 호흡기 바이러스 감염으로 인한 질병과 비교하여 코로나19 환자는 응

고 이벤트의 빈도와 중증도가 더 높으며, D-dimer, C-reactive protein (CRP),

P-selectin 및 fibrinogen의 혈장 수치 상승과 관련이 있다[22-24]. SARS-CoV-2에 감

염된 환자의 80%는 증상이 없거나 경미할 수 있지만, 약 10%는 급성호흡곤란증후군

(acute respiratory distress syndrome, ARDS)으로 발전하는 중증의 호흡기 증상을 보

인다[25]. 코로나19에서 응고 장애 발생은 ARDS 합병증과 상당한 관련이 있으며, 중

증 환자의 경우 응고 장애 발생률이 더 높았다[26]. 또한, 코로나19 환자의 정맥 및 동

맥 혈전색전증(thromboembolism) 발생률도 응고 기능 장애와 관련이 있으며, 중증 코

로나19 환자의 혈전색전증 발생률은 20%를 넘고, 특히 중환자실에 입원한 코로나19

중증 환자의 경우 30%를 넘는 매우 높은 발생률을 보였다. 일부 연구에서는 70%에

가까운 높은 비율을 보고했다[27-29].

코로나19 관련 응고 병증(coagulopathy)은 SARS-CoV-2 감염에 의한 생명을 위협

하는 합병증이며, 염증, 면역, 응고, 섬유소 용해(fibrinolysis), 보체(complement) 및

kallikrein–kinin system 사이의 상호 작용과 연관이 있다고 보고되었으나[30-34], 이

러한 상태를 유발하는 근본적인 세포(cellular) 및 분자(molecular) 메커니즘은 명확하

지 않다. 코로나19 환자의 혈전 형성을 완화하기 위해서는 게놈, 분자 및 세포 수준에

서 이 상태의 병인에 대한 이해가 필요하다.

본 연구에서는 코로나19 환자의 혈액에서 말초혈액단핵세포 (peripheral blood

mononuclear cell, PBMC)를 분리 후, RNA 시퀀싱 분석을 시행하여 발현 차이를 보이

는 유의한 유전자를 확인하였으며, 혈장에서 관련한 protein level을 측정하였다. 또한

coagulation cascade 및 platelet activation에 대한 경로(pathway)를 동시에 분석하였

다. 이처럼 응고 병증과 관련한 유의한 경로를 분석하여 응고 병증에 대한 병인을 확

인하고 중증과 경증에서 RNA 발현 및 protein level에서의 차이 등을 확인함으로써 코

로나19의 응고 장애 기전에 대한 체계적인 이해에 큰 도움이 될 거라 생각된다.
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제2장 연구 방법

제1절 코로나19 환자의 임상 검체 수집

2020년 2월부터 2021년 1월까지 조선대학교병원에 입원한 코로나19 환자(19세 이상)

28명을 대상으로 하였으며, 코로나19 환자는 비인두 및 구인두 면봉 검체를 이용한 실

시간 역전사 중합효소 연쇄반응(real-time reverse transcription polymerase chain

reaction, real-time RT-PCR)을 통해 SARS-CoV-2 양성으로 확진하였다. Real-time

RT-PCR은 E 유전자와 RdRP 유전자를 대상으로 하는 STANDARD™ M nCoV

Real-Time Detection kit (SD biosensor, Korea)를 사용하였으며, 실험은 제조사의 프

로토콜에 따라 진행되었다.

입원 후 다양한 시점에서 코로나19 환자의 혈액 검체를 수집하였으며, 코로나19 환

자는 중증도와 채혈 시점에 따라 분류하였다. 중증도는 증상과 치료에 따라 경증(무증

상 및 가벼운 산소치료를 받은 그룹)과 중증(고유량 산소치료(high flow nasal

cannula) 및 기계적 인공호흡(mechanical ventilation)을 받거나 사망한 그룹)으로 나눴

으며, 채혈 시점에 따라 증상이 시작된 후 22일 이내는 급성기, 그 이후는 회복기로 구

분하였다.

코로나19 환자의 임상 데이터 분석을 위해 나이, 성별, pneumonia severity index

(PSI) 점수 및 혈액검사 결과에 대한 정보를 수집하였다.

대조군으로 연구 기간동안 대장균에 의한 패혈증으로 확인된 환자 10건과 건강인 12건

의 혈액 또한 수집 분석하였다.

본 연구는 조선대학교병원 기관생명윤리위원회(Institutional Review Board, IRB)의

승인 (CHOSUN 2020-04-003, 2020-06-006, 2020-02-007)을 받았으며, 헬싱키선언의

원칙에 따라 모든 환자 또는 그 법적 보호자로부터 서면으로 사전동의를 받았다.

제2절 말초혈액단핵세포(PBMC) 분리

코로나19 환자, 건강인, 대장균 패혈증 환자의 혈액에서 PBMC는 density gradient

centrifugation method에 따라 Ficoll Paque Plus (Sigma Aldrich, Burlington,

Massachusetts, USA)를 사용하여 분리하였다. 분리된 PBMC는 Recovery™ Cell

Culture Freezing Medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

Massachusetts, USA)에 현탁 후 사용하기 전까지 액체질소에 보관하였다. PBMC 분
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리 중 채취된 혈장은 단백질 측정을 위해 사용하기 전까지 –20°C에서 보관하였다.

제3절 RNA 추출

PBMC에서 total RNA 추출은 TRI Reagent (Molecular Research Center, Inc.,

Cincinnati, Ohio, USA)를 이용하였으며, 추출 방법은 다음과 같다. 액체질소에 보관

중인 PBMC를 얼음 위에서 녹여 1.5 ml tube에 옮긴 후 원심 분리하여 상층액을 제거

하였다. PBS로 cell pellet을 풀어 원심분리 후 상층액을 제거하였다. TRI Reagent 1

ml 넣어 cell pellet을 조심히 풀어주고 상온에서 5분 배양 후, chloroform-isomyl

alcohol (Sigma Aldrich, Burlington, Massachusetts, USA) 250 µL 넣고, 잘 섞어주었

다. 상온에서 5분 배양 후, 4°C 원심분리하여 분리된 3개 층의 가장 위층의 맑은 층을

조심스럽게 채취하여 새로운 tube에 옮겼다. Isopropanol (Daejung, Siheung, Korea)

550 µL 넣고 조심스럽게 섞어 상온에서 5분 배양 후, 4°C 원심분리하여 상층액을 제거

하였다. Pellet에 75% ethanol 1 ml 넣고, 조심스럽게 섞어 4°C에서 원심분리 후 상층

액을 완전히 제거하였다. Pellet을 건조한 후 nuclease free water (Ambion, Thermo

Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) 30 µL로 용출하였다.

추출한 RNA quality는 RNA 6000 Nano Chip (Agilent Technologies, S a n t a

Clara, California, USA)을 이용하여 Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies,

Santa Clara, California, USA)로 확인하였으며, RNA 정량은 ND-2000

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA)로

측정하였다.

제4절 RNA-sequencing

유전자 발현 정도를 확인하기 위해 QuantSeq 3′ mRNA sequencing을 진행하였으

며, RNA-seq 전문기업인 e-biogen (Seoul, Korea)에서 수행하였다. QuantSeq 3'

mRNA sequencing 분석은 Poly(A)가 존재하는 생물종을 대상으로 RNA를 분리해 3'

UTR 부분을 짧게 시퀀싱을 수행하고 유전자 발현을 분석하는 방법으로, 앞서 설명한

절차[35]에 따라 수행되었다.

RNA의 library 구축은 QuantSeq 3' mRNA-Seq Library Prep Kit (Lexogen, Inc.,

Greenland, New Hampshire, USA)를 사용하였으며, 제조사의 지침에 따라 수행하였

다. 우선 500 ng total RNA와 oligo-dT primers를 사용하여 first-strand
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complementary DNA (cDNA)를 합성하였으며, second-strand cDNA 합성은 random

primers를 이용하여 진행하였다. 합성된 double-stranded cDNA library는 magnetic

beads를 사용하여 모든 반응 성분을 제거하고 정제하였다. Library PCR 증폭은

cluster generation에 필요한 complete adapter sequences를 추가하여 진행한 후 정제

하였다. Sequencing은 NextSeq 550 (Illumina, Inc., San Diego, California, USA) 장비

를 이용하여 single end 75 bp를 읽어내고, 약 10 M read의 데이터를 생산하였다.

제5절 Data analysis

QuantSeq 3' mRNA-Seq read를 Q20의 기준으로 read를 trimming (BBDuk)하고

Bowtie2를 이용하여 reference genome에 mapping 하였으며[36], RC (Read Count)는

Bedtools을 이용하여 계산하였다[37]. RC data는 Bioconducer를 사용하여 EdgeR을 이

용하여 quantile normalization method로 normalization 하였다[38].

Differentially expressed gene (DEG)과 gene ontology (GO)는 이바이오젠

(EBIOGEN Inc.)에서 제공하는 ExDEGA (Excel-based Differentially Expressed Gene

Analysis, v.3.0.1) software를 사용하여 수행하였으며, data mining과 그래픽 시각화에

도 사용하였다. 유전자 분류는 database for annotation, visualization and integrated

discovery (DAVID, http://david.abcc.ncifcrf.gov/) 을 기반으로 하였으며, 선택된 유전

자의 heatmap은 MeV (Multi Experiment Viewer, version 4.9.0)을 사용하여 작성하였

다. 선택된 유전자들이 어떤 pathway에 속하는지 확인하기 위해 kyoto encyclopedia

of genes and genomes (KEGG, https://www.genome.jp/kegg/) 을 이용하였다.

제6절 Protein level 측정

혈장에서 protein level을 측정하기 위해 Luminex Assay (LABISKOMA, Seoul,

Korea)를 이용하였으며 측정한 단백질 종류는 다음과 같다. P-selectin (CD62P),

coagulation factor III (tissue factor), coagulation factor XIV (protein C), D-dimer,

platelet factor 4 (PF4, CXCL4), protein S (PROS1), serpin C1 (antithrombin-III),

serpin E1 (PAI-1), tissue factor pathway inhibitor (TFPI), thrombomodulin,

Urokinase receptor (uPAR), u-plasminogen activator (uPA, urokinase), vWF-A2, α

-2-macroglobulin의 14가지의 protein level을 측정하였다. Human Premixed

Multi-Analyte Kit (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA)를 사용하였으며,
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실험 방법은 다음과 같다. Standard 및 sample 50 µL를 넣고 희석한 microparticle

cocktail 50 µL를 각 well에 추가하였다. 상온에서 2시간 배양 후, 각 well의 액체를 제

거하였다. 100 µL wash buffer를 넣은 후 다시 액체를 제거하여 세척하였다. 이 스텝

을 3번 반복했다. Biotin-antibody cocktail 50 µL를 각 well에 넣은 후, 뚜껑을 덮고

shaker를 이용하여 상온에서 800 rpm으로 1시간 동안 배양하였다. Wash buffer 이용

하여 세척을 3번 진행하였다. Streptavidin-PE 50 µL를 각 well에 넣은 후, shaker를

이용하여 상온에서 800 rpm으로 30분 동안 배양하였다. Wash buffer 이용하여 세척을

3번 진행하였다. Wash buffer 100 µL를 각 well에 넣은 후, shaker를 이용하여 상온에

서 800 rpm으로 2분 동안 배양하였다. 반응 완료 후 Luminex 기기(Luminex, Austin,

Texas, USA)로 측정하였다.

제7절 통계 분석

통계 분석은 SPSS version 26 (IBM Corp., Armonk, New York, USA)과 prism

version 8.0.1 (GraphPad software, San Diego, California, USA) 프로그램을 이용하였

으며, one-way ANOVA와 Mann Whitney U-test를 시행하여 P값이 0.05 미만인 경

우 통계적으로 유의한 차이가 있다고 판정하였다.

제8절 Experimental design

실험의 개략적인 흐름은 다음과 같다. 건강인, 대장균 패혈증, 코로나19 환자의 전혈

에서 PBMC를 분리한 후, RNA를 추출하여 RNA 시퀀싱을 진행하였다. RNA 시퀀싱

결과 데이터를 이용하여 DEGs 확인, 유전자의 주요 기능 분석 등을 통해 유의미한 유

전자를 확인하였으며, 이 유전자들의 protein level을 측정하기 위해 multiplex assay를

이용하여 정량하였다(Figure 3).
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Figure 3. Experimental design. Separate PBMC using the blood of the experimental group. Analyze the data after RNA

sequencing. Confirm protein expression of significant genes.
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제3장 연구 결과

제1절 코로나19 환자의 임상적 특성

본 실험을 위해 모집된 코로나19 환자의 PBMC는 28명의 환자로부터 62건이 수집되

었다. 코로나19 경증 환자 14명으로부터 30건, 코로나19 중증 환자 14명으로부터 32건

의 검체가 수집되었다. 사망환자는 9명이었으며 23건의 검체가 수집되었다(Figure 4).

Figure 4. PBMC sampling dates and clinical information in COVID-19. The

timeline is the date of discharge after symptom onset. gray bar, mild

patients; black bar, severe patients; bar length, hospitalization period

after symptoms occur

코로나19 경증 환자군과 중증 환자군의 평균 나이는 각각 35.5세, 79세로 통계적으로

유의한 차이를 보였으며 (P = 0.005), 또한 생존군과 사망군의 평균 나이가 각각 51세

와 83세로 통계적으로 유의한 차이를 보였다(P < 0.001) (Table 1).
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코로나19 중증 환자군은 경증 환자군에 비해 PSI score (P = 0.004), white blood

cell count (WBC, P = 0.001), neutrophil count (P < 0.001), D-dimer (P < 0.001),

aspartate aminotransferase (AST, P = 0.001), blood urea nitrogen (BUN, P =

0.049), CRP (P < 0.001), troponin-I (P = 0.013) 수치가 유의하게 증가하였다.

Lymphocyte counts는 경증에 비해 중증에서 9.4% (0.72x10³/ μL, P < 0.001)로 상당

히 감소하였다.

코로나19 사망군의 경우, 중증 환자군과 마찬가지로 PSI score (P < 0.001),

neutrophil count (P = 0.012), D-dimer (P < 0.001), AST (P = 0.018), BUN (P <

0.001), CRP (P = 0.001), troponin-I (P = 0.001)가 코로나19 생존군에 비해 유의하게

증가하였으며, lymphocyte counts (P = 0.001)는 감소하였다. 추가로 hemoglobin (P

= 0.001)과 platelet (P = 0.008)는 생존군에 비해 사망군에서 통계적으로 유의하게 낮

은 수치를 보였다(P= 0.001, 0.008) (Table 1).
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Table 1. Clinical data according to severity for COVID-19 from which PBMC was extracted and analyzed for this study.

PSI, pneumonia severity index; WBC, white blood cell count; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; BUN, blood urea nitrogen;

CK-MB, creatine kinase myocardial band; CRP, C-reactive protein; PT, prothrombin time; APTT, activated partial thromboplastin time; INR, internatinal

normalized ratio

Normal values Mild (N=24) Severe (N=27) P value Survivor (N=32) Non-survivor (N=14) P value
Age, years 35.5(29.25-72.25, n=14) 79(71-84.5, n=14) 0.005 51(30-72, n=19) 83(79-86, n=9) <0.001

Sex, Male/Female 7/7(50%/50%, n=14) 6/8(42.85%/57.15%,
n=14) 0.769 10/9(52.6%/47.4%, n=19) 3/6(33.3%/66.7%, n=9) 0.438

PSI score 54(30-85, n=21) 79(56-111, n=27) 0.004 54(30-75, n=29) 111(89.25-112.75, n=14) <0.001
WBC(10³/µL) 4-10 5.65(4.11-5.88, n=21) 7.98(6.48-11.29, n=27) 0.001 5.87(4.5-7.23, n=29) 8.36(6.42-12.12, n=14) 0.066

Hemoglobin(g/dL) Male: 14-18
Female: 12-16 12.4(11.2-14.7, n=21) 11.3(9.8-13.1, n=27) 0.081 13.1(11.6-14.5, n=29) 10.25(9.28-11.2, n=14) 0.001

Neutrophil(%) 40-70 57(50.4-61.6, n=21) 86.1(74.6-91.1, n=27) <0.001 61.6(50.8-78.8, n=29) 87.85(85.58-93.75, n=14) <0.001
Lymphocyte(%) 35-41 31.1(26.6-38.2, n=21) 9.4(5.7-16.35, n=27) <0.001 26.6(13.7-37.6, n=29) 6.85(5.33-10.15, n=14) <0.001
N e u t r o p h i l
count(10³/µL) 2-7 2.57(2.32-3.62, n=21) 7.12(4.48-9.89, n=27) <0.001 3.54(2.44-6.28, n=29) 7.28(5.64-11.18, n=14) 0.012

L y m p h o c y t e
count(10³/µL) 1.8-2 1.62(1.1-2.25, n=21) 0.72(0.5-1.09, n=27) <0.001 1.48(0.92-1.84, n=29) 0.61(0.44-0.79, n=14) <0.001

Fibrinogen(mg/dL) 170-400 326(320.5-327.5, n=4) 346(274-436, n=17) 0.574 326(311.5-375.75, n=6) 328.5(260-403, n=12) 0.616

Platelet(10³/µL) 150-400 212(187-231, n=21) 193(145.5-359, n=27) 0.975 226(187-295, n=29) 151.5(111.75-189.75,
n=14) 0.008

D-dimer(ug/mL) <0.5 1.42(0.55-2.38, n=15) 3.28(2.35-3.99, n=26) <0.001 1.6(0.64-3, n=23) 3.52(3.23-6.08, n=14) <0.001

Ferritin(ng/mL) Male: 300
Female: 200 2000(2000-2000, n=2) 621(493.25-769.5,

n=4) 0.133 2000(2000-2000, n=2) 621(493.25-769.5, n=4) 0.133

AST(IU/L) Male: 8-40
Female: 6-34 18.3(16.2-25.68, n=20) 39.15(26.9-48.18,

n=26) 0.001 25(18.08-36.85, n=28) 42.3(27.5-49.3, n=13) 0.018

ALT(IU/L) Male: 29-33
Female: 19-25 15.9(8.9-27.8, n=21) 23.85(16.83-39.93,

n=26) 0.076 23.9(15.7-40.1, n=29) 18.4(13.1-24.4, n=13) 0.332

BUN(mg/dL) 6-23 13.3(10.1-17, n=19) 20.05(11.68-36.18,
n=26) 0.049 13(9.1-16.35, n=27) 36.4(26.1-40.5, n=13) <0.001

Creatine(mg/dL) 0.50-1.4 0.71(0.6-0.8, n=20) 0.77(0.62-0.92, n=26) 0.451 0.68(0.58-0.81, n=28) 0.79(0.63-0.96, n=13) 0.135

CK-MB(ng/mL)

M a l e :
0.00-4.87
F e m a l e :
0.00-3.61

1.17(0.79-1.65, n=6) 1.58(1.08-2.34, n=17) 0.516 1.13(0.83-1.41, n=9) 2.02(1.1-2.95, n=12) 0.095

CRP(mg/dL) 0.00-0.49 0.28(0.03-1.33, n=17) 7.2(1.59-18.1, n=26) <0.001 1.34(0.11-4.2, n=24) 9.35(4.29-21.49, n=14) 0.001

PT(sec) 11.4-15.4 12.1(11.1-12.7, n=11) 12.25(11.43-13.88,
n=22) 0.462 12.1(11.1-12.95, n=15) 12.8(11.5-14.7, n=13) 0.156

APTT(sec) 33-45 29(26.5-30.65, n=11) 30(26.68-35.08, n=22) 0.418 30.2(27-33.2, n=15) 29.4(26.1-35.7, n=13) 0.964
INR 0.80-1.30 1.09(1-1.13, n=11) 1.1(1.03-1.25, n=22) 0.396 1.09(1-1.14, n=15) 1.15(1.03-1.32, n=13) 0.13
Troponin-I(ng/mL) 0.04 0.01(0.01-0.01, n=4) 0.06(0.03-0.19, n=12) 0.013 0.01(0.01-0.02, n=5) 0.07(0.04-0.2, n=10) 0.001
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제2절 Differentially expressed gene analysis

유전자 발현 분석은 건강인군(NC), 코로나19군(COVID-19), 코로나19 경증 환자군

(COVID-19 mild), 코로나19 중증 환자군(COVID-19 severe), 대장균 패혈증군(E. coli

sepsis)으로 나누어 실시하였으며, 회복 후 검체는 분석에서 제외하였다. DEG는 fold

change (FC) 2.0 이상, normalized data (log2) 1.0 이상, P-value 0.05 이하로 정의하

였다.

건강인군 대비 코로나19군의 경우 1,401개의 DEGs가 확인되었으며 발현이 증가한

유전자는 381개, 발현이 감소한 유전자는 1,020개였다(Figure 5a). 발현이 증가하거나

감소한 유전자들의 주요 기능(functional annotation) 분석 결과, inflammatory

response, signal transduction 등과 관련된 유전자였다(Figure 5c). 유의한 발현 차이를

보이는 응고 병증 관련 유전자는 coagulation cascade와 관련된 coagulation factor IX

(F9), alpha-2-macroglobulin (A2M)과 platelet activation과 관련된 coagulation factor

II thrombin receptor like 2 (F2RL2), thromboxane A2 receptor (TBXA2R)이었다.

TBXA2R 유전자는 발현이 증가하였으며 나머지 3개 유전자는 발현이 감소하였다

(Figure 5b).
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Figure 5. Heatmap (a), volcano plot (b), and DAVID analysis (c) according to

DEGs between COVID-19 and healthy control. (Fold change ≥ 2.0,

Normalized data(log2) ≥ 1.0, P-value ≤ 0.05)

건강인군 대비 코로나19 경증 환자군에서 발현이 증가한 유전자는 517개, 발현이 감

소한 유전자는 748개로 총 1,265개 DEGs가 확인되었다(Figure 6a). 유의한 발현 차이

를 보이는 유전자들의 주요 기능 분석 결과, neurotransmitter uptake, negative

regulation of endothelial cell migration 등과 관련된 유전자였다(Figure 6c). 응고 병

증 유전자 중 F9, serpin family F member 2 (SERPINF2), A2M, F2RL2가 차등 발
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현되었으며 모두 발현이 감소하였다(Figure 6b).

Figure 6. Heatmap (a), volcano plot (b) and DAVID analysis (c) according to

DEGs between mild COVID-19 and healthy control. (Fold change ≥

2.0, Normalized data(log2) ≥ 1.0, P-value ≤ 0.05)

건강인군 대비 코로나19 중증 환자군의 경우 발현이 증가한 유전자는 725개, 발현이

감소한 유전자는 1,548개로 총 2,273개 DEGs가 확인되었다(Figure 7a). 유의한 발현



- 15 -

차이를 보이는 유전자들의 주요 기능 분석 결과, platelet degranulation, inflammatory

response 등과 관련된 유전자였다(Figure 7c). 응고 병증 유전자 중 coagulation factor

V (F5), tissue factor pathway inhibitor (TFPI), coagulation factor XIII A chain

(F13A1), thrombomodulin (THBD), purinergic receptor P2X 1 (P2RX1),

glycoprotein VI platelet (GP6), integrin subunit beta 3 (ITGB3), glycoprotein Ib

platelet alpha subunit (GP1BA), glycoprotein Ib platelet beta subunit (GP1BB),

glycoprotein IX platelet (GP9), integrin subunit alpha 2b (ITGA2B), platelet factor

4 (PF4), TBXA2R, selectin P (SELP), plasminogen activator, urokinase (PLAU),

plasminogen activator, urokinase receptor (PLAUR)의 16개 유전자는 발현이 증가하

였으며, F9, A2M, Kallikrein B1 (KLKB1), F2RL2의 4개 유전자는 발현이 감소하였

다(Figure 7b).
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Figure 7. Heatmap (a), volcano plot (b) and DAVID analysis (c) according to

DEGs between severe COVID-19 and healthy control. (Fold change ≥

2.0, Normalized data(log2) ≥ 1.0, P-value ≤ 0.05)

코로나19 경증 환자군 대비 중증 환자군에서 발현이 증가한 유전자는 542개, 발현이

감소한 유전자는 603개로 총 1,145개 DEGs가 확인되었다(Figure 8a). 유의한 발현 차

이를 보이는 유전자들의 주요 기능 분석 결과, platelet degranulation, blood

coagulation, platelet activation, platelet aggregation과 같은 응고 병증 관련 유전자로
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확인되었다(Figure 8c).

Figure 8. Heatmap (a), volcano plot (b) and DAVID analysis (c) according to

DEGs between mild and severe COVID-19. (Fold change ≥ 2.0,

Normalized data(log2) ≥ 1.0, P-value ≤ 0.05)

응고 병증 관련 pathway의 62개 유전자 중 20개 유전자가 유의하게 발현하였다. 발

현이 증가한 유전자는 F5, F11 receptor (F11R), serpin family B member 2

(SERPINB2), serpin family E member 2 (SERPINE2), F13A1, THBD, P2RX1,

F2R like thrombin /trypsin receptor 3 (F2RL3), GP1BA, GP6, ITGB3, GP1BB,

GP9, ITGA2B, TBXA2R, SELP, PLAU, PLAUR이었으며, 발현이 감소한 유전자는
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F2RL2, KLKB1이었다(Figure 9).

Figure 9. Heatmap (a) and bubble plot (b) of a significant gene between mild and

severe COVID-19 in coagulopathy pathway. (Fold change ≥ 2.0,

Normalized data(log2) ≥ 1.0, P-value ≤ 0.05)

코로나19 경증 환자군 대비 중증 환자군에서 유의한 발현 차이를 보이는 응고 병증

관련 20개 유전자의 RNA level을 확인하였다. 건강인군(NC), 코로나19 경증 환자 급

성기군(COVID-19 mild acute), 코로나19 경증 환자 회복기군(COVID-19 mild FU), 코

로나19 중증 환자 급성기군(COVID-19 severe acute), 코로나19 중증 환자 회복기군

(COVID-19 severe FU), 대장균 패혈증군(sepsis)으로 그룹을 구분하였다. 코로나19 중

증 환자 급성기군과 경증 환자 급성기군 사이 유의한 발현 차이를 보이는 유전자는

F11R, F5, THBD, SERPINB2, PLAUR, GP1BB, GP9, SELP, TBXA2R, P2RX1,

ITGA2B였으며, 코로나19 중증 환자 급성기군과 대장균 패혈증군 사이 유의한 발현

차이를 보이는 유전자는 GP1BB, TBXA2R, F2RL2, F2RL3이었다(Figure 10).
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Figure 10. RNA expression level of a significant gene between mild and severe COVID-19 in coagulopathy pathway.

(P-value: *, <0.05; **, <0.01; ***, <0.001)

F11R, F11 receptor; F13A1, coagulation factor XIII A chain; F2RL2, coagulation factor II thrombin receptor like 2; F2RL3, F2R like thrombin

/trypsin receptor 3; F5, coagulation factor V; GP1BA, glycoprotein Ib platelet alpha subunit; GP1BB, glycoprotein Ib platelet beta subunit;

GP6, glycoprotein VI platelet; GP9, glycoprotein IX platelet; ITGA2B, integrin subunit alpha 2b; ITGB3, integrin subunit beta 3; KLKB1,

kallikrein B1; P2RX1, purinergic receptor P2X 1; PLAU, plasminogen activator, urokinase; PLAUR, plasminogen activator, urokinase receptor;

SELP, selectin P; SERPINB2, serpin family B member 2; TBXA2R, thromboxane A2 receptor; THBD, thrombomodulin
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제3절 Protein expression analysis

RNA-sequencing 분석 결과, 코로나19 중증 환자군의 경우 경증 환자군에 비해 응

고 병증 관련 유전자가 유의하게 발현 차이를 보이는 것을 확인하였다. 이에 모집된

검체의 혈장을 이용하여 응고 병증과 관련된 14종의 protein level을 측정하였다.

건강인군(NC), 코로나19 경증 환자 급성기군(COVID-19 mild acute), 코로나19 경증

환자 회복기군(COVID-19 mild FU), 코로나19 중증 환자 급성기군(COVID-19 severe

acute), 코로나19 중증 환자 회복기군(COVID-19 severe FU), 대장균 패혈증군(sepsis)

으로 그룹을 구분하였다. 코로나19 중증 환자 급성기군과 건강인군 사이 유의한 발현

차이를 보이는 단백질은 tissue factor, thrmobomodulin, protein S, von Willebrand

factor (vWF), D-dimer, plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1)이었으며, 코로나19

중증 환자 급성기군과 경증 환자 급성기군 사이 유의한 발현 차이를 보이는 단백질은

tissue factor, vWF, D-dimer였다. 코로나19 중증 환자 급성기군과 대장균 패혈증군

사이 유의한 발현 차이를 보이는 단백질은 protein C, protein S, vWF, TFPI,

Urokinase receptor (uPAR)로 확인되었다(Figure 11).
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Figure 11. Protein expression in mild and severe COVID-19 in coagulopathy pathway. (P-value: *, <0.05; **, <0.01; ***,

<0.001)

vWF, von Willebrand factor; PAI-1, plasminogen activator inhibitor 1; TFPI, tissue factor pathway inhibitor; uPAR,

urokinase receptor
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측정된 14종 단백질의 발현값을 코로나19 급성기군(COVID-19 acute), 건강인군

(NC), 대장균 패혈증군(sepsis) 세 그룹으로 분석하였다. 코로나19 급성기군과 건강인

군 사이 유의한 발현 차이를 보이는 단백질은 tissue factor, PAI-1, D-dimer, protein

S, vWF이며, 코로나19 급성기군과 대장균 패혈증군 사이 유의한 발현 차이를 보이는

단백질은 D-dimer, TFPI, thrombomodulin, protein C, protein S, vWF, uPAR이었다

(Figure 12).
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Figure 12. Protein expression in COVID-19. (P-value: *, <0.05; **, <0.01; ***, <0.001)

vWF, von Willebrand factor; PAI-1, plasminogen activator inhibitor 1; TFPI, tissue factor pathway inhibitor; uPAR,

urokinase receptor
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제4절 Coagulopathy pathway analysis

혈액 응고 기전의 기본 흐름은 혈관이 손상되어 혈관 벽의 콜라겐(collagen)이 노출

되면, 1차적으로 혈소판들이 재빨리 그 위에 엉겨 붙어 혈소판 응괴(platelet plug)가

형성됨과 동시에 2차 지혈 과정인 응고인자들의 활성화를 통해 섬유소(fibrin)가 만들

어지고 지혈 마개(hemostatic plug)가 형성되어 지혈이 이루어진다. 이러한 1차 지혈

과정과 2차 지혈 과정은 별개의 과정이 아니라 서로 연관되어 있는데, 1차 지혈 과정

인 혈소판 활성화가 혈액 응고를 가속화시키고, 2차 지혈 과정의 산물인 thrombin이

혈소판 활성화를 유도한다. 손상이 회복되면 지혈 과정에 형성된 섬유소를 용해하는

과정이 있게 되고, 용해가 완전히 되면 혈액의 흐름이 정상적으로 이뤄지게 한다[39].

응고 병증 관련하여 RNA 발현과 protein level에서 통계적으로 유의하게 발현 차이

를 보이는 인자들을 도식화하였다.

코로나19군과 건강인군 사이에 응고 병증과 관련된 각 인자들을 RNA 발현과

protein level에서 확인하였다. 그 결과, 코로나19군의 경우 건강인군에 비해 tissue

factor (F3)와 vWF (VWF)가 발현이 증가하면서 coagulation cascade가 활성화되었으

며, 동시에 platelet activation이 일어났다(Figure 13).
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Figure 13. RNA and protein(*) expression between COVID-19 and healthy control in the coagulopathy pathway.

(P-value ≤0.05)

□, gene product, mostly protein but including RNA; ○, chemical compound, DNA and other molecule; →, activation; ⇢,

indirect link or unknown reaction; ┥, Inhibition; gray, no expression; bold text, significant; red, up-regulation; blue,

down-regulation
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코로나19 경증 환자군과 건강인군 사이에 응고 병증과 관련된 각 인자들을 RNA 발

현과 protein level에서 확인하였다. 그 결과, 코로나19 경증 환자군의 경우 응고 관련

한 F9, F2RL2, selectin P ligand (SELPG), A2M, SERPINF2 유전자의 발현이 감소

하였다(Figure 14).
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Figure 14. RNA and protein(*) expression between mild COVID-19 and healthy control in the coagulopathy pathway.

(P-value ≤0.05)

□, gene product, mostly protein but including RNA; ○, chemical compound, DNA and other molecule; →, activation; ⇢,

indirect link or unknown reaction; ┥, Inhibition; gray, no expression; bold text, significant; red, up-regulation; blue,

down-regulation
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코로나19 중증 환자군과 건강인군 사이에 응고 병증과 관련된 각 인자들을 RNA 발

현과 protein level에서 확인하였다. 그 결과, 코로나19 중증 환자군의 경우 KLKB1 유

전자의 발현이 감소하면서 kallikrin–kinin system이 불활성화하였으며,

urokinase-type plasminogen activator (uPA)가 활성화되어 섬유소 용해가 시작되었다.

또한 uPA의 inhibitor인 alpha-2-macroglobulin (A2M) 발현이 감소하였다(Figure 15).

코로나19 중증 환자군의 경우 경증 환자군에서 유의하게 발현이 감소하는 유전자 이외

에 추가로 kallikrein–kinin system 유전자 KLKB1이 더 감소 발현되었다. 중증 환자

군에서 발현이 증가한 유전자는 F5, SELP, ITGB1, PLAU, P2RX1, GP1BA,

ITGA2B, ITGB3, TBXA2R, PLAUR, GP6, TFPI, THBD, GP1BB, GP9, F13A1이

었다.
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Figure 15. RNA and protein(*) expression between severe COVID-19 and healthy control in the coagulopathy pathway.

(P-value ≤0.05)

□, gene product, mostly protein but including RNA; ○, chemical compound, DNA and other molecule; →, activation; ⇢,

indirect link or unknown reaction; ┥, Inhibition; gray, no expression; bold text, significant; red, up-regulation; blue,

down-regulation
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코로나19 경증 환자군과 중증 환자군 사이에 응고 병증과 관련된 각 인자들을 RNA

발현과 protein level에서 확인하였다. 그 결과, 코로나19 중증 환자군은 경증 환자군에

비해 조직손상(tissue damage)이 일어나면서 tissue factor가 증가하게 되고

coagulation cascade 활성화가 진행되어 fibrin clot 형성이 시작되며, 동시에 uPA가 활

성화되어 섬유소 용해가 시작됨이 확인되었다. 이와 함께 uPA에 대한 inhibition인

SERPINB2와 SERPINE2 유전자의 발현이 증가하여 섬유소 용해를 억제하였다. 또

한 KLKB1의 발현이 감소하면서 kallikrein–kinin system이 불활성화하였으며,

platelet activation system 관련 유전자들의 발현이 증가하며 platelet activation이 활

성화됨을 확인하였다(Figure 16).
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Figure 16. RNA and protein(*) expression between mild and severe COVID-19 in the coagulopathy pathway. (P-value

≤0.05)

□, gene product, mostly protein but including RNA; ○, chemical compound, DNA and other molecule; →, activation; ⇢,

indirect link or unknown reaction; ┥, Inhibition; gray, no expression; bold text, significant; red, up-regulation; blue,

down-regulation
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제5절 코로나19 중증 환자에서 생존군과 사망군 분석

코로나19 중증 환자 대상으로 생존군과 사망군 사이에 RNA 발현과 protein level에

서 어떤 차이가 있는지 추가로 확인하였다.

DEGs 분석 결과, 1,959개의 DEGs가 확인되었으며, 발현이 증가한 유전자는 607개,

발현이 감소한 유전자는 1,352개였다. 응고 병증 관련하여 유의한 발현 차이를 보이는

유전자는 F5, SERPINB2, purinergic receptor P2Y1 (P2RY1)이었으며, 이들은 모두

발현이 증가하였다. 특히 plasminogen activator inhibitor인 SERPINB2가 10배 이상

발현이 증가하였다. 코로나19 중증 환자의 사망군의 경우 coagulation cascade 활성이

일어나며, 섬유소 용해 관련하여 plasminogen activator inhibitor 2 (PAI-2,

SERPINB2) 반응이 높게 발현되어 섬유소 용해계를 불활성화시킴을 확인하였다

(Figure 17).
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Figure 17. DEGs analysis and pathway analysis between survivors and

non-survivors in severe COVID-19. (Fold change ≥ 2.0, Normalized

data(log2) ≥ 1.0, P-value ≤0.05)

□, gene product, mostly protein but including RNA; ○, chemical compound, DNA

and other molecule; →, activation; ⇢, indirect link or unknown reaction; ┥,

Inhibition; gray, no expression; bold text, significant; red, up-regulation; blue,

down-regulation
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코로나19 중증 환자의 생존군과 사망군에서 응고 병증 관련 protein level을 분석한

결과, 코로나19 중증 환자 사망군의 경우 생존군에 비해 tissue factor,

thrombomodulin, vWF, D-dimer에서 유의하게 발현이 증가하였다. 또한 코로나19 중

증 사망군과 대장균 패혈증군 사이 유의한 발현 차이를 보이는 단백질은 tissue factor,

vWF, protein S, TFPI, uPAR이었으며, 건강인군과 대장균 패혈증군 사이에 유의한

발현 차이를 보이는 단백질은 tissue factor, thrombomodulin, D-dimer, uPAR, TFPI이

었다(Figure 18).
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Figure 18. Protein expression between survivors and non-survivors in severe COVID-19. (P-value: *, <0.05; **, <0.01;

***, <0.001)
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제4장 고찰

코로나19 관련 응고 병증에 대한 메커니즘은 많은 연구가 진행되고 있지만 이러한

상태를 유발하는 근본적인 세포 및 분자 메커니즘은 명확하지 않다. 코로나19 환자는

다양한 임상증상과 합병증을 보인다. 호흡기 증상이 주요 특징이지만 일부 환자에서는

사망률과 관련 있는 과응고성 이상이 나타난다[22, 40]. 응고 병증과 관련한 유의한 경

로를 분석하여 응고 병증에 대한 잠재적인 요인을 분석 및 중증과 경증에서 RNA 발

현 양상 및 실제 protein level에서의 차이 등을 확인함으로써 코로나19의 응고 병증

기전에 대한 체계적인 이해에 큰 도움이 될 수 있다.

코로나19 중증 환자의 유전자 발현 분석 결과, 전체적으로 응고 병증 관련한

coagulation cascade와 platelet activation의 유전자들의 발현이 대부분 증가하였다 그

러나 kalikrein-kinine system 유전자 KLKB1과 platelet activation 유전자 F2RL2는

발현이 감소하였다. KLKB1은 plasma kallikrein을 암호화하는 유전자이며, plasma

kallikrein은 혈액 응고, 섬유소 분해, kinin 생성 및 염증의 표면 의존적 활성화

(surface-dependent activation)에 참여하는 당단백질이다. plasma kallikrein은

kininogen으로부터 kinin (bradykinin 및 kallidin)을 방출시켜 혈압조절 및 염증 활성화

를 담당하며, 또한 plasminogen을 활성화하여 plasmin을 생성하여 섬유소 용해계를 활

성화시킨다. KLKB1의 발현이 감소하는 것은 결과적으로 plasmin의 감소를 불러와 섬

유소 용해계의 활성화를 낮추어 응고 이상을 유발한 것으로 생각된다. F2RL2는

protease-activated receptor-3 (PAR3)을 암호화하는 G-protein-coupled receptor

(GPCR)이다. Protease-activated receptors (PARs)은 독특한 활성화 방식을 보이는데,

thrombin 또는 trypsin에 의한 N-말단 분열(cleavage)은 receptor의 자동 활성화 또는

다른 PAR의 활성화를 유발하는 ‘tethered ligand’ 역할을 하는 6-아미노산 서열을 노

출시킨다[41]. F2RL2는 F2RL3의 보조인자로 작용하는데, 본 연구 결과, F2RL3의 과

발현으로 인해 platelet activation이 진행되면서 F2RL2의 발현이 감소한 것으로 보인

다.

Tissue factor는 내피세포(endothelial cell)가 손상되면서 혈관에 노출되면서 외인성

응고 캐스케이드가 활성화되기 시작한다. 본 연구 결과 코로나19 중증 환자군에서 발

현이 증가하는 것을 확인하였다. 코로나19 환자의 경우, 폐, 기관지폐세척액

(bronchoalveolar lavage fluid, BALF), 순환하는 세포 외 소포 (extracellular vesicles)

에서 모두 tissue factor의 발현이 증가하는 것을 확인하였으며, tissue factor의 증가는
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응고 활성화 마커, 혈전증, 염증 마커, 질병의 중증도 및 사망률과 관련이 있다[42]. 이

러한 tissue factor의 증가는 응고 반응의 활성화를 불러와 코로나19 환자의 응고 이상

을 일으키는 것으로 보인다.

Thrombomodulin은 주로 내피(endothelium)에서 발현되는 인자로 응고계를 조절해

혈관 항상성을 유지하는 데 중요한 역할을 하며, 내피세포의 표면에 특이적으로 존재

하는 응고저지물질이다. Soluble thrombomodulin은 코로나19 관련 응고 병증의 내피증

(endotheliopathy)의 표지인자로 사망률과 유의한 상관관계를 보였으며[14], 코로나19군

과 대장균 패혈증군을 비교한 연구에서 두 그룹 모두 soluble thrombomodulin의 혈장

수치가 상승하였으며, 이는 내피세포 활성화가 두 군 모두 증가함을 알 수 있다[43].

또한 soluble thrombomodulin이 증가하면 활성화된 protein C의 생성이 어려울 수 있

다[43-46]. 본 연구결과에서 thrombomodulin은 코로나19군에서 유의하게 증가하였는

데, 이런 thrombomodulin의 증가는 protein C 생성을 억제하여 최종적으로 응고 이상

을 초래하리라 추정된다.

vWF는 혈관내피세포, 또는 골수의 거대핵세포에서 생산되는 접착인자(adhesion

factor)로, 혈장, 혈관내피조직, 혈소판에 존재하는 지혈인자이다. vWF는 platelet

activation과 coagulation cascade의 내인성 경로에 모두 작용한다. 이러한 vWF는 코

로나19 환자에서 상당히 높게 확인되었으며[47], factor VIII 응고 활성 증가에 의해

vWF가 상승되는데, 증가한 vWF는 내피 자극 및 손상을 의미한다[48]. 또한, 코로나19

관련 응고 병증의 내피증 관련 연구에서 vWF가 사망률과 유의한 상관관계를 보였다

[14]. 본 연구 결과에서도 코로나19 중증 환자군에서 protein level이 상당히 증가됨을

확인하였다.

Protein S는 내피세포에서 발생하며 protein C의 보조인자로 항응고 역할을 한다. 코

로나19 중증으로 진행된 ICU 입원환자에서 protein S의 감소가 보고되었으며[49], 사이

토카인 폭풍(cytokine storm, IL6 상승)과 저산소증(hypoxia)은 모두 protein S를 하향

조절을 야기했다[50]. 즉 IL6 상승에 의해 protein S가 감소하여 혈전색전증이 초래될

수 있음을 보여준다. 더불어 protein S가 감소하게 되면 초기 보체(nascent

complement)의 부적절한 보체 활성을 막지 못해 보체계의 활성이 초래된다. 이처럼

protein S의 감소는 코로나19 환자의 질병 진행에 핵심적인 역할을 할 수 있으며, 본

연구 결과 경증과 중증 환자군 모두 protein S가 감소함을 확인하였으며, 이는 혈전색

전증 위험의 증가와 염증반응이 증가할 수 있음을 의미한다. 반면, protein C는 코로나

19 중증 환자군에서 증가하는 것을 확인하였으며, 이는 대장균 패혈증군에서의 감소와
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대조된다. Protein C는 protein S와 결합하여 factor Va와 factor VIIIa를 불활성화하여

항응고 작용을 하며, plasminogen activator에 의한 plasmin 활성화를 촉진시켜 섬유소

용해 과정을 촉진시키는 작용도 한다. 코로나19 환자에서 protein C의 감소가 사망률

증가와 관련이 있다고 보고하였다[51]. 본 연구 결과 protein C는 코로나19군에서 대장

균 패혈증군과 비교하여 유의하게 증가하였으나 건강인군과 비교해서는 유의하게 증가

하지는 않았다.

TFPI는 미세혈관 내피에서 주로 생성되는 단백질분해효소 억제제이며, 또한

FVIIa/TF 복합체의 작용을 차단하여 FXa를 직간접적으로 억제한다. 패혈증의 경우

내피세포에서 TFPI의 방출을 유도한다[52]. 코로나19군에서 tissue factor가 증가한 데

비해 TFPI는 거의 증가하지 않고, 대장균 패혈증군에 비해 현저히 낮게 나타났다.

TFPI의 낮은 발현은 TF경로 활성화를 나타내며 이는 응고를 촉진한다[53]. 이번 연구

결과에서 SARS-CoV-2 감염은 경증에서도 protein S와 TFPI가 감소되며, 이에 따라

tissue factor가 증가하여 응고를 증가시켜 혈전색전증 등의 응고 병증을 촉진하는 것

으로 생각된다.

코로나19와 달리 대장균 패혈증에서는 TFPI가 증가하여 TF경로를 불활성화하여 응

고가 억제되어, 대장균 패혈증의 경우 코로나19보다 혈전색전증이 덜 발생하는 것으로

생각되나 이러한 기전에 대해서는 추가 연구가 필요하리라 생각된다.

uPA는 plasminogen을 plasmin으로 변환을 촉매하는 enzyme으로 혈액 응고를 용해

하는 작용을 한다. 코로나19 중증 환자군에서 통계적으로 유의하게 발현이 증가하였으

나, 대장균 패혈증군에서는 발현이 낮은 것을 보이며 통계적으로 유의하지는 않았다.

uPAR은 plasmin 생성을 localizing하고 촉진하는 역할을 하여 섬유소 용해를 촉진시키

며, 질병 진행 중 초기에 분해되어 가용성 반응물인 soluble urokinase plasminogen

activator receptor (suPAR)을 생성한다. suPAR의 증가는 중증 호흡부전(severe

respiratory failure, SRF)의 조기 예측인자 및 사망 위험에 대한 바이오마커로 사용할

수 있다고 보고되었다[54]. 높은 수준의 suPAR은 중증 코로나19 감염 합병증인 신장

손상을 예측하고 잠재적 원인이 될 수 있으며, 단백체와 전사체 연구 결과 suPAR의

증가는 과응고 상태와 연관성이 있었다[55]. 또한 최근 연구에 따르면 suPAR은 패혈

증 진단에 사용하는 바이오마커로서 패혈증에서 suPAR수치가 유의하게 증가하였으며,

패혈증의 중증도를 반영한다고 보고하였다[56]. 본 연구 결과 uPAR은 코로나19 중증

환자군에서 발현이 증가했으며, 대장균 패혈증군에서 코로나19 중증 환자군보다도 통

계적으로 유의하게 발현이 증가한 것을 확인하였다.
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섬유소 용해와 관련된 SERPINB2 유전자는 PAI-2 단백질을 암호화하며, PAI-2는

monocyte에서 방출되며 섬유소 용해의 강력한 억제제로 작용한다. Marco R et al.에

보고에 따르면, PAI-2의 경우 코로나19 사망군에서 유의하게 증가하였다[57]. 본 연구

결과에서도 SERPINB2 유전자는 코로나19 중증 환자군에서 상당히 RNA 발현이 증

가하였는데 경증 대비 8배 이상, 사망군의 경우 생존군에 비해 10배 이상 증가하였다.

D-dimer는 정상적으로 혈중에 존재하지 않고 혈전이 형성되어 용해된 경우에만 생

산된다. 따라서 D-dimer는 코로나19 환자와 응고 이상 환자를 평가하기 위해 혈액검

사로 측정하는데, D-dimer의 증가는 나쁜 예후와 관련이 있으며[58], 사망자에서 유의

하게 높았다[22]. 본 연구 결과에서도 중증 환자군에서 증가한 것을 확인하였으나

D-dimer의 경우 폐색전증(pulmonary embolism) 등의 다른 응고 관련 질환에서도 증

가한 양상을 보여 진단에 특이적인 인자로 보기는 어렵다[59].

코로나19 경증 환자군의 경우, 응고 병증 관련하여 coagulation cascade 관련 유전자

F9 (내인성 경로 응고 인자로, F10을 활성화), A2M (protease inhibitor로 thrombin

(F2)을 억제), 섬유소 용해 관련 유전자 SERPINF2 (plasmin을 억제하며, 섬유소 및

다양한 다른 단백질을 분해), platelet activation 관련 유전자 F2RL2 (platelet

activation 관련 receptor로 platelet 활성을 감소), SELPLG (P-selectin glycoprotein

ligand-1을 암호화하며, 세포접착분자인 P selection과 결합)가 모두 발현이 감소하여

과응고 반응은 일어나지 않았다. 그러나 코로나19 중증 환자군의 경우에는 KLKB1이

감소하여 kalikrein-kinine system 활성이 억제되었으며, coagulation cascade (THBD,

F5, F13 등)와 platelet activation 발현이 증가(SELP, TBXA2R, P2RX1 등)하였다.

이러한 kalikrein-kinine system의 활성 억제는 섬유소 용해계(PLAU, PLAUR 등 발

현 증가) 활성을 억제하여 응고 병증을 유발할 수 있다. 또한 대장균 패혈증군에 비해

TBXA2R가 현저히 상승한 것을 확인하였으며, F2RL2이 현저히 감소하였다. F2RL2

는 F2RL3의 과발현으로 인해 platelet activation이 진행되면서 발현이 감소한 것으로

보인다.

TBXA2R은 thromboxane A2 receptor를 암호화하는 유전자이며, granule에서 방출

된 thromboxane A2의 receptor이다. thromboxane은 활성화된 혈소판에 의해 생성되어

인접한 혈소판을 활성화시키는 agonist로서 혈액 응고와 혈관 수축을 유도하는 물질이

며, thromboxane A2는 활성화 형태이지만 매우 불안정하여 분해되어 불활성화 형태의

thromboxane B2를 형성한다. 중증으로 중환자실에 입원한 코로나19 환자는 전신 염

증, 혈전성 합병증의 위험이 큰 혈관 내 응고증, 정맥 혈전색전증 등이 주로 IL-1에 의
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해 매개되었으며, IL-1은 thromboxane A2의 형성을 자극함으로써 비 내피세포에서도

혈소판 혈관 혈전 생성을 유발하며, 활성화된 호중구(neutrophils)와 대식세포

(macrophages)에서 thromboxane B2 방출을 유도하였다[59]. 이처럼 TBXA2R의 증가

발현은 과응고 반응을 의미하며, 본 연구 결과 코로나19 중증 환자군에서는 증가, 대장

균 패혈증군에서는 감소하는 것을 확인하였다.

코로나19 환자에서 생존과 사망을 구분하는 원인을 확인하는 것이 환자의 치료 및

좋은 예후를 위해 매우 중요하다. 코로나19 중증 환자를 대상으로 생존군과 사망군으

로 구분하여 분석하였을 때, tissue factor, vWF, F5, thrombomodulin과 같은

coagulation cascade 관련 인자의 발현이 증가하였으며, platelet activation 관련 인자

는 크게 발현하지 않았다. 그러나 섬유소 용해 관련 SERPINB2 (PAI-2)와 D-dimer

가 상당히 증가한 것을 확인하였다. SERPINB2는 플라스미노겐 활성제 억제제로, 발

현이 증가하여 섬유소 용해를 불활성화시키는 것이 확인되었다. 이러한 인자들이 코로

나19 환자에서 응고 병증을 유도하여, 생존과 사망을 구분하는 인자로 생각된다. 대장

균 패혈증군과 비교하였을 때, tissue factor, thrombomodulin, uPAR, TFPI, D-dimer,

protein S는 생존군에 비해 유의하게 protein level이 증가하였다. 사망군과 비교해서는

tissue factor, uPAR, TFPI, protein S의 protein level은 증가하였으나 vWF는 사망군

에 비해 감소한 것을 확인하였다. protein S는 코로나19군에서는 protein level이 감소

하였으나, 대장균 패혈증군의 경우 건강인군과는 protein level에서 의미 있는 차이를

보이지 않았다. uPAR과 TFPI는 코로나19군이나 건강인군에 비해 대장균 패혈증군에

서 통계적으로 유의하게 protein level이 증가하였다. 또한 protein C는 건강인군과 코

로나19 환자군에 비해 대장균 패혈증군의 protein level이 감소하였으며, TFPI와

uPAR은 대장균 패혈증에 비해 건강인군과 코로나19 경증 및 중증 환자군에서는

protein level이 증가하지 않았으며, 경미한 환자군은 오히려 감소하는 경향을 보였다.

즉 건강인에 비해 코로나19 경증 환자군의 경우는 F9, F2RL2, SELPG, A2M,

SERPINF2 등 유전자 발현이 모두 감소하였지만, 중증 환자군에서는 이와 더불어

KLKB1 발현이 감소하는 등 kallikrein-kinin system 활성이 억제되었으며, VWF,

SELP, TBXA2R 등의 platelet activation system이 활성화되었다. 중증 환자군에서는

또한 SERPINB2, SERPINE2 등의 섬유소 용해계가 활성화되면서 항섬유소 용해계

(antifibrionlysis system)도 동시에 활성화됨이 확인되었다. 이처럼 경증과 중증에 있어

서 병인적 메카니즘에 있어서 큰 차이를 보였다.

코로나19 응고 병증에서 유의한 인자들을 확인한 결과, 중증과 경증을 구분하는 인
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자는 내피세포 활성과 관련한 coagulation factor인 tissue factor, thrombomodulin,

protein C, vWF D-dimer, protein S였으며, 코로나19 중증 환자에서 생존과 사망을 구

분할 수 있는 인자 또한, tissue factor, vWF, F5, thrombomodulin, D-dimer, PAI-2와

같이 내피세포 기능 장애를 일으키는 인자들이었다. 이러한 코로나19 중증 환자를 조

기 예측할 수 있는 바이오마커의 확인은 환자의 효과적인 예후 예측을 가능하게 하며

환자의 나쁜 예후로의 진행을 막을 집중 치료를 계획할 수 있게 한다.

본 연구의 제한점은 분석에 사용한 코로나19군, 건강인군, 대장균 패혈증군의 임상

검체 수가 적다는 점이다. 또한 코로나19 환자가 2020년 2월부터 2021년 1월 사이 모

집되어, 초기 SARS-CoV-2 (V clade (Pango Lineage B)) 및 2차 유행(second wave)

시점의 spike 유전자의 D614G 변이의 SARS-CoV-2 (GH clade (Pango Lineage

B.1.497))의 감염군만 수집되어 알파, 베타, 감마, 델타, 오미크론 등의 variants 유전자

에 감염된 환자는 포함되지 않았다. 이처럼 SARS-CoV-2 변이의 종류가 다양하지 않

아 추후 더 많은 임상 검체를 이용한 분석이 필요할 것으로 생각된다. 코로나19 응고

병증을 일으키는 기전은 매우 다양하므로 다른 경로에 대한 분석도 추후 진행되어야

한다고 생각된다.
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제5장 결론

본 연구는 코로나19에서 많이 발생하는 응고 병증의 발생 기전을 이해하기 위해 코

로나19 환자의 PBMC에서 RNA-sequencing을 통해 응고 병증 관련 분자기전을 확인

하고자 하였다.

코로나19 환자의 임상데이터 분석 결과, 나이, PSI score, WBC, neutrophil,

D-dimer, AST, BUN, CRP, troponin-1, lymphocyte는 중증 환자군에서 유의미한 차

이를 보였으며, 사망군의 경우 hemoglobin과 platelet에서도 낮은 수치를 보이며 유의

미한 차이를 보였다.

RNA-sequencing 분석 및 protein 발현 분석을 통해 코로나19 중증 환자군은 경증

환자군에 비해 내피세포 활성 관련 coagulation factor인 tissue factor,

thrombomodulin, protein C, vWF 그리고 D-dimer가 유의하게 발현이 증가하였으며,

protein S는 유의하게 발현이 감소함을 확인하였다.

또한 코로나19 중증 환자의 사망군의 경우 tissue factor, thrombomodulin, vWF,

D-dimer에서 유의하게 발현이 증가됨을 확인하여, 이러한 내피세포 활성 관련 응고

병증 인자가 코로나19 환자의 생존과 사망을 예측하는 중요한 변수임을 확인하였다.

결론적으로 이번 연구를 통해 코로나19 경증 환자군의 경우 F9, F2RL2, SELPG,

A2M, SERPINF2 유전자 발현이 감소하였지만, 중증 환자군에서는 이와 더불어

KLKB1 발현이 감소하는 등 kallikrein-kinin system 활성이 억제되었으며, VWF,

F2RL3, TBXA2R 등의 platelet activation system이 활성화되었다. 중증 환자군에서는

또한 PLAU, PLAUR 등의 섬유소 용해계가 활성화되면서 SERPINB2, SERPINE2

등의 항섬유소 용해계(antifibrionlysis system)도 동시에 활성화됨이 확인되었다. 중증

환자에서 생존군과 사망군의 비교 분석 결과 사망으로 진행하는 군의 경우

coagulation cascade activation이 더욱 심하게 일어나며, SERPINB2 유전자의 발현이

증가되어 섬유소 용해를 불활성화하여 응고 작용이 더욱 악화됨을 확인하였다. 코로나

19 환자의 경우는 패혈증과 비교하여 tissue factor나 vWF가 유의하게 증가하나 prot

S는 유의하게 감소하여 패혈증에 비해 더욱 더 응고 병증이 악화될 수 있음을 확인하

였다.
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