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1. 연구의 명칭 및 기관
· 명칭 

 국문 ) 허혈-재관류 손상에 의한 혈관내피세포 기능 부전에 대한 침치료의 효과
· 기관

경희대 의대 순환기내과
경희대 한의대 침구과

· 연구디자인

본 연구는 단일기관, 무작위배정, 위약 대조, 교차 시험 연구이다.
2. 연구의 실시 기관명 및 주소

· 기관명 : 경희의대 순환기내과, 경희대 한의대 침구과 
· 주소 : 서울시 동대문구 회기동 1번지, 대표전화 : 02-958-8169
3. 연구비 지원 기관명 

· 보건복지부 한의선도과제 한양방협력기술개발사업.
4. 연구의 책임자, 담당자, 공동연구자 
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5. 연구의 목적 및 배경 
· 연구목적

침치료가 허혈-재관류 손상시에 혈관내피세포 의존성 혈관 손상에 미치는 효과와 기전을 알아본다. 
· 연구배경 및 목적
혈관내피세포의 기능 이상은 다양한 심혈관 질환의 발생, 진행, 그리고 예후와 관련이 있다. 그래서 전통적인 심혈관계 위험인자인 당뇨, 고혈압 및 고지혈증의 조절뿐 아니라 혈관내피기능의 이상은 조절되어야 할 문제로 생각되고 있다. 
허혈 재관류에 의해 야기되는 병태생리학적인 기전으로는 혈관의 톤(vasomotor), 혈전, 염증등이 각광을 받고 있으며 이에 내막의 역할이 강조되고 있다. 내막 세포(Endothelial cells)는 심근(myocyte)보다 허혈 재관류 손상에 민감하며 허혈시에 내막이 특정자극에 반응성이 떨어지는 것 (내막 기능 장애 : “endothelial dysfunction”)은 시간적으로 허혈 재관류 손상에 의한 조직 손상보다 앞서서 온다고 알려져 있다. 여러 연구에서 허혈 이전에 짧은 반복적인 preconditioning (ie. ischemic preconditioning)이나 약물적인 전처치(chemical preconditioning)가 이러한 허혈 재관류 손상에 대한 내막의 반응도를 호전시킨다는 증거가 제시되고 있다. 
전침 치료는 인체의 경혈점에 침을 자입한 후 전기자극을 연결하는 치료법으로서 통증, 고혈압, 심장질환의 치료에 많이 활용되고 있으며, 실험 및 임상연구도 비교적 많이 시행되어 있다. 최근 침 치료(족삼리와 내관에 자침)가 고혈압 환자에서 혈관내피기능을 반영하는 FMD를 호전시킨다고 보고된 바 있으며, 이는 NO의 생성과 활성의 증가에 기인한다고 한다. 또한 침 자극은 심혈관계에도 다양한 영향을 미친다고 보고되고 있으며, 특히 족삼리 자침이 혈관벽의 긴장도를 유지시키는데 핵심적인 역할을 하는 혈관내피세포유래 NO의 생성과 활성을 증가시킴으로써 심혈관계에 긍정적인 효능을 미친다고 보고되었다. 그러나, 사람에서 유발된 허혈-재관류 손상에 따른 내피세포기능장애에 대한 침 치료의 효과가 있는지는 아직 연구가 이루어지지 않았다.
그러므로 본 연구자는 사람에서 허혈 재관류 손상시에 야기되는 내막 장애 모델을 통해 전침치료가 허혈 재관류 손상시에 endothelium 의존성 혈관 확장에 미치는 효과를 얼마나 극복하는 지를 알아보고자 한다.

6. 대상환자 : 선정 및 제외기준
건강한 성인 남녀를 대상으로 한다.

1 만 25세 이상 40세 미만 건강한 남녀 (비흡연자)
2 서면 동의서에 서명한 자
3 제외기준

1. 고혈압 (>140/90 mmHg), 당뇨병 등 심혈관 질환자.
2. 간기능 이상자 (bilirubin level >2 mg/dl)
3. 신장 기능 이상자 (Cr > 정상상한치의 2배)
4. 갑상선 기능 이상자 
5. 뇌혈관계 질환자
6. 임산부

7. BMI > 25 kg/m2
7. 대상 연구 기간
전체 약 8개월간 시행 예정. 시험대상자 등록 시작은 2014년 5월부터 시작하여, 2014년 12월 마지막 시험대상자 실험을 종료하는 것을 목표로 한다.
8. 연구 방법 

· 연구 방법 개요 (Figure 1,2)  
1) 정상 시험대상자를 선별하여, 기본시점에서 혈압, 심전도, 혈관내피 기능 검사 (FMD), 채혈을 한다. 인간의 상완을 이용한 허혈-재관류 손상은 확립된 모델로서 다음과 같이 만든다. 우측 상완을 혈압계의 cuff를 200mmHg 이상 감아 15분동안 혈류를 완전히 차단하여 허혈상태를 만든다. 그 후, 15분간 풀어 재관류 상태를 만들어 허혈 후 재관류 손상을 유발한다. 손상정도는 허혈-재관류 손상 전,후로 혈관확장반응(flow-mediated dilation; FMD)을 측정하여 수치를 하여 정한다. 

 2) 무작위 배정을 통해 acupuncture 군과 placebo군으로 대상자를 나누어 acupuncture 군은 재관류 5분전부터 20분간 전침 치료를 수행하고, placebo군은 20분간 placebo치료를 시행한다. 침치료 직후 5분 동안 안정 후, 혈압, 심전도, 혈관내피 기능 검사 (FMD)를 시행한다. 
3) 1주일 후 이전에 placebo군이었던 환자는 acupuncture군으로 이전에 acupuncture군이었던 환자는 placebo군으로 배정하여 위의 검사와 침치료를 반복한다. 침치료 시행한 군이 시행하지 않은 군과 비교하여 혈관내피 기능이 손상되지 않는지를 확인한다.(Fig 1)  
4) 8명의 건강한 실험 대상자를 선발하여 5mg glibenclamide (Euglucon, Roche Pharma)를 FMD 측정 3시간 전에 투여한 후 프로토콜 1 방식대로 재실험한다. 상기 glibenclamide의 용량은 KATP 채널을 완전히 억제할 수 있는 것으로 밝혀져 있으며, 혈당 수치를 떨어뜨릴 수 있으므로 모든 피험자는 약물 투여 후 혈당 80~120 mg/dL 이 유지되도록 10% dextrose 를 투여하며 모니터링 하도록 한다. 허혈-재관류 기간 동안 위 방식대로 20분간 침치료 한다. 
5) 8명의 건강한 실험 대상자를 선발하여 COX-2 억제제인 celecoxib 을 500mg씩 하루에 2회 총 5일동안 복용하고 마지막 투여일 오전에 허혈-재관류 기간 동안 위 방식대로 20분간 침치료 한다.

[image: image1]
                           Fig 1. 연구 디자인


[image: image2]
                       Fig 2. 연구 프로토콜
1) 침 시술 방법 

1. 동의서 취득 후 검사시간을 예약하고, 해당 예약시간에 시험대상자는 심장초음파실에서 baseline 검사로서 초음파를 이용한 혈관내피기능검사(FMD)를 시행한다.
2.  시술은 침상에 누운 안정된 상태에서 실시한다. 검사 당일 환자가 심장초음파방으로 내려오면 5분 안정 혈압, 심전도를 측정한다. (심전도에 측정한 혈압을 기록)  5분 안정 후 FMD, CFR 을 측정한다. 그 후, 배정된 군에 따라 20분간 전침 치료 또는 placebo 침치료를 한다. 치료 후 5분간 휴식하고, F/U 채혈, 혈압, 심전도를 측정하고, 그 후 FMD, CFR을 재측정 한다.

3. 사용경혈은 족삼리(足三里)와 상거허(上巨虛), 내관(內關)과 간사(間使)로서, 1회용 멸균 호침(동방침구사, 한국, 0.25x40mm)을 2±0.5cm 깊이로 자입하여 득기감을 유도하고, 이후 별도의 추가적 수기 자극은 실시하지 않는다. 

4. 저주파자극기(ES-160, ITO, Japan)의 채널을 자침한 족삼리(足三里)와 상거허(上巨虛), 내관(內關)과 간사(間使)에 연결한다. 

5. 2Hz 빈도로 20분간 단상파 펄스형의 전침 자극을 준다. 강도는 저강도부터 서서히 증가시켜 환자가 자극을 느끼고 근육의 가벼운 수축이 일어나는 정도로 하며, 통증 역치 이하의 불편감을 느끼지 않을 정도의 강도로 한다. 

6. 이상반응 발생 시 1차적으로 안정 및 회복 시까지 근접, 관찰하고, 필요 시 추가적인 조치를 취한다. 

7. 가침 자극은 경혈이 아닌 인접부위를 침으로 자입하여 전침군과 똑같이 2Hz 빈도로 20분간 단상파 펄스형의 전침 자극을 준다. 

2) 혈관내피세포 기능 (Flow-mediated dilatation; FMD) 평가 
내피세포 기능장애의 평가는 비침습적인 방법인 상완동맥 내피세포 의존성 혈관확장반응 측정을 이용한다.. 고해상도 초음파 기계(SONOS 5500, Hewlett Packard, U.S.A)를 이용하여 B-mode 하에서 7.5 MHz 탐촉자(Hewlett Packard, U.S.A.)로 측정한다. 

기저치 상완동맥 직경을 측정 후 좌측 전완 근위부에 감겨져 있는 혈압계의 압력을 250 mmHg까지 올려 상완동맥의 혈류를 차단하고, 5분 후 혈압계의 압력을 급속히 0 mmHg로 내려 상완동맥 내에 과혈류 상태를 유발한다. 혈관 직경의 측정은 앞쪽 면의 내막(intima)과 중막(media)이 만나는 접촉면(interface)부터 반대쪽 면의 내막까지로 하고, 직경 측정시의 편차를 줄이기 위하여 가능하면 기준점을 동맥분지 등이 있는 곳에 설정하고, 측정 시기는 심장 이완기 끝부분, 즉 심전도에서 R파 기시부 직전의 직경 값을 측정한다.
3) 목표 대상자의 수 및 무작위 배정 방법: 총 20명

목표 대상자 산출의 근거: 과거 본 연구진이 건강한 지원자를 대상으로 시행하였던 연구 결과를 살펴보면 허혈/재관류 손상 시행 전 FMD 는 12.0 ± 6.2 이고, 허혈/재관류 손상 시행 후에는 4.6 ± 3.6 이었다. 26 당시 시험약제로 사용하였던 exenatide 의 경우 허혈/재관류 손상을 100% 막았으나 (허혈/재관류 손상 전 FMD =15.0 ± 7.1, 허혈/재관류 손상 후 FMD = 15.0 ± 5.9), 침 치료의 허혈/재관류 손상의 예방 효과에 대한 기존 연구는 없는 상태이다. 통상 허혈/재관류 손상에 관한 연구에서 30% 효과 27 를 기대하고 진행하는 것에 비추었을 때, 본 연구자들도 침 치료가 허혈/재관류 손상 후 FMD 를 30% 호전시킨다고 가정하며, 1종 오류를 5%, power 를 80% 로 가정할 때 목표 대상자 수는 각 군 17명으로 총 34명이다. 15% 탈락율을 고려할 때 총 40명의 환자가 필요하며, 본 연구는 crossover trial로 20명을 목표 대상자로 정하였다. 
무작위배정방법은 고정 무작위배정 방법으로서 퍼뮤터블 블록 무작위배정 법을 사용한다. 
4) 관찰항목, 관찰검사 방법 및 임상검사항목

· 환자기본정보는 연구번호, 이름, 성별, 나이, 진단명, 과거력, 흡연력, 가족력, 키(cm), 체중(kg) 정보를 수집한다.

· 환자에서 혈압, 심전도, 혈관내피 기능 검사 (FMD)를 측정한다. 
· 3군의 혈소판 기능 검사를 분석하여 omeprazole의 투여가 clopidogrel의 혈소판 억제를 방해하는지 확인한다. 또한 omeprazole의 아침와 저녁의 용법의 차이가 clopidogrel의 혈소판 기능 억제에 미치는 영향에 대해서도 확인한다.

· 시험대상자의 개인신상정보 보안 및 자료 보안: 연구결과에 개인신상정보는 포함되지 않으며 이를 위하여 연구결과에 코드번호를 부여하여 관리함으로써 연구결과의 출판 및 연구결과가 공개 될 때에도 개인신상정보는 포함되지 않도록 할 것이다. 또한, 책임연구자는 코드 화 되기 전 수집된 개인정보들이 누출되지 않도록 주의 감독에 대한 책임을 진다.
5) 통계분석 
· 자료분석은 SPSS (version 17.0, Chicago, Illinois, USA)을 이용한다. 통계적 유의수준은0.05로 하고, 자료는 평균±표준편차로 표시한다. 정규분포를 보이는 연속변수는 Student t test 또는 Paired t-test를 이용하고, 비모수적 검증은 Mann-Whitney test 또는 Wilcoxson signed rank test 등을 이용한다. 범주형 자료는 Chi-square test를 이용한다. 
허혈/재관류 손상 시행 전과 후의 FMD 값의 변화는 two way ANOVA 방법을 사용한   

다.
6) 연구대상자 모집 방법

모집 공고를 통해 정상인을 모집할 예정이다. 모집 공고는 경희대병원 및 경희대학교에 게시할 예정이다.

9. 시험대상자에 대한 안전성의 배려 
본 연구는 검진, 병력청취, 혈관내피세포 기능검사 등을 시행하고 추가로 시행되는 침습적인 시술이나 위험한 투약은 없어 안전성에 큰 문제는 없을 것으로 판단됩니다.
15분간 혈압계를 이용하여 압박을 시행할 때 압박에 대한 통증 및 청색증이 있을 수 있으며, 의료진이 근접 관찰 할 예정이며, 청색증이 심하다고 판단될 때에는 혈압계로 인한 압박을 중단할 수 있습니다.
Acupuncture 시술은 현재 한의계에서 사용되는 일반적인 시술방법으로서 안전성은 확보되어 있습니다. 알려진 침술의 부작용은 시술 부위의 국소 통증, 출혈, 자반, 홍반, 일시적인 어지러움증, 오심 등이 있을 수 있으나, 대체로 수시간에서 수일 내에 자연 회복되며, 드물게 내부장기의 손상이 있을 수 있으나, 본 연구에서는 체간이 아닌 팔다리의 경혈만을 사용하므로, 이러한 장기에 대한 손상 가능성은 없습니다. 
국소 통증, 출혈, 자반, 홍반, 일시적인 어지러움, 오심 등의 부작용 발생시에는 1차적으로 안정 및 회복시까지 근접, 관찰할 예정이며, 추가적인 검사 및 치료를 요하는 침술과 관련된 부작용이 객관적으로 입증되면 자체 연구비에서 검사비 및 치료비를 보상할 계획입니다
    10. 모니터링 계획

시험대상자의 권리와 복지 보호, 임상시험관련 자료가 근거 문서와 대조하여 정확하고 완전하며, 검증 가능한지 여부 확인, 임상시험계획서 준수 여부 및 관련법규를 준수하여 임상시험을 진행하였는지를 확인하기 위해 시험책임자는 임상시험심사위원회에 점검(audit) 및 모니터링(monitoring)을 신청하거나, 임상시험심사위원회 점검 시 적극 협조한다
11. 연구시행 일정표
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