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국문요약  

 

 

DHPLC 를 이용한 Duchenne 형 근이영양증 보인자 검색 방법 

 

 

 Duchenne muscular dystrophy (DMD) 는 소아에서 발병하는 가

장 흔한 근육 질환의 하나로, 남아 3500명중의 1명꼴로 발생한다.                                   

DMD 유전자는 염색체 Xp21 위치에 2.4 Mb 크기로 존재하며, 

dystrophin 단백질을 만드는 작용을 한다. Dystrophin 유전자는 79

개의 엑손을 가지고 있고 mRNA 크기는 약 14kb에 달하며, 이제까

지 밝혀진 사람의 유전자 중에서 가장 크다. 또한 전체 환자의 약 

65%는 DMD 유전자의 한 개 이상의 엑손의 결실로 인한 기능적 이

상으로 인하여 발생한다. 따라서 임상적으로 가장 많이 활용되는 

DMD 환자의 진단 방법으로는 multiplex PCR (polymerase chain 

reaction) 을 이용하여 DMD 유전자의 결실을 확인하는 것이다. 또

한 전체 환자의 2/3 의 경우 유전적 요인에 의하여 발병하므로 산

전 진단 등의 임상적 목적으로는 보인자의 진단이 매우 중요하다. 

보인자를 진단하기 위한 기존의 방법들은 southern blot analysis, 

fluorescence in situ hybridization (FISH), polymorphic short 

tandem repeat (STR) analysis, end point quantitative PCR and 

real-time quantitative PCR 분석법 등이 있다. 이들 방법은 동위원

소를 사용하거나, 시간이 많이 걸리거나, 고가의 장비를 요하는 경

우 등의 문제가 있다. 따라서 본 연구에서는 DHPLC를 이용한 새로

운 유전자 검사 방법을 개발하여 이러한 임상적 문제를 해결해 보

고자 하였다. 본 연구에서 개발된 새로운 방법은 결실이 있는 부위



 

-  - v 

를 PCR 증폭 후 DHPLC 결과로 비교하여 보인자에서 해당 부위의 

결실 여부를 확인하는 방법으로서 가족의 검체 없이도 internal-

control 과의 비교를 통해서 환자나 보인자의 이상 유무를 진단해 

낼 수 있었다. 

검사 대상은 10명의 정상여성과 1명의 정상남성, 37명의 DMD 

환자, 그리고 15명의 환자의 어머니를 포함하였다. Dystrophin 

gene 내에 결실이 확인된 Exon 3, 44, 45, 48, 52 부위를 증폭하였

으며 정확한 PCR 의 여부와 유전자 copy의 비율 측정을 위하여 X 

염색체상의 G6PD 유전자를 control로 이용하여, DMD 유전자 각 

exon primer와 함께 multiplex-PCR 후 DHPLC의 분석을 통해 보

인자 여부를 확인하였다. 

 DHPLC 분석 결과, 두 가지 형태의 결과를 관찰할 수 있었으며 비

교 결과 DHPLC 를 이용한 정량 분석법은 보인자와 정상여성 사이

에서 확실한 차이를 보였다. DHPLC 를 이용한 DMD gene 의 보인

자 검색방법은 간단하고 빠르며 재현성 있는 결과를 얻을 수 있다. 

또한, 이러한 결과는 DMD와 비슷한 기전을 보이는 다른 유전질환

의 경우에서도 보인자 진단에 도움을 줄 수 있을 것이다.                                                                                                   

 

 

 

 

                                                                                                                                                        

핵심되는 말 : DMD 보인자, DHPLC, Duchenne 형 근이영양증, 

DHPLC 정량 분석 
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DHPLC 를 이용한 

Duchenne 형 근이영양증 보인자 검색 방법  

 

 

 

<지도교수 이진성> 

 

 

연세대학교 대학원 의과학과 

 

이   민   정 

 

 

Ⅰ.서론 

 

Duchenne muscular dystrophy (DMD) 는 소아에서 발병하는 가

장 흔한 근육 질환 하나로, 남자 3500명중의 1명꼴로 발생한다.        

DMD 유전자는 염색체 Xp21 위치에 genomic DNA가 2.4 Mb 크기

로 존재하며, 근육에서 작용하는 dystrophin 단백을 합성하는 작용

을 한다. 이 유전자는 79개의 엑손을 가지고 있고 encode 되는 

mRNA는 14kb 에 달하며, 이제까지 밝혀진 사람의 유전자 중에서 

가장 크다. 환자의 약 65%는 dystrophin 유전자의 한 개 이상의 엑

손의 결실로 인한 기능적 이상으로 질병을 나타내게 된다.2-9 보고

된 바에 의하면 유전자의 duplication 에 의한 경우가 5.1%, 한 개 

염기서열의 돌연변이로 일어나는 경우가 25.3% 의 빈도를 차지한다. 

DMD는 근육을 심각하게 무력하게 만들고, 아직까지 효과적인 치료
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법이 없어 대부분의 환자들이 어린 나이에 사망하게 된다. 2-9   

 

 

 

 

    

그림그림그림그림 1. DMD  1. DMD  1. DMD  1. DMD 유전자의유전자의유전자의유전자의    genomic mapgenomic mapgenomic mapgenomic map. . . . DMD 유전자는 염색체 Xp21 

부위에 위치하며 구조는 위와 같다.  

 

DMD 환자의 진단은 보통 multiplex polymerase chain reaction 

을 이용하여 DMD 유전자의 결실을 확인한다.23 그러나 이러한 

방법으로는 한쪽 염색체의 결실을 확인할 방법이 없어 DMD 

유전자의 보인자를 진단하기는 불가능하다. 또한 환자의 2/3 정도는 

어머니의 유전적인 요인으로 발병하므로 산전 진단 등의 임상적 

목적으로는 보인자의 진단이 매우 중요하다. 보인자를 진단하기 

위한 기존의 방법들은 Southern blotting 방법을 쓰거나 

fluorescence in situ hybridization (FISH), real-time PCR 등을 

이용하여 정상 대조군과의 비교로 gene copy 를 분석하는 방법이 

있다.2,6,7,9,15,16 많이 사용되고 있는 진단법 중의 하나인 Dystrophin 

gene 내의 STR Marker 를 이용한 PCR 분석법은 비용, 노동력, 

시간 면에서 이점을 갖고 있지만 진단을 위해서는 환자 가족의 

DNA 샘플이 필요하고, 방사능 동위원소를 사용한다는 위험성과 
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육안으로 검사 결과를 확인하기엔 어려움이 따른다는 단점이 있다.  

이 외에 다른 진단법들도 상대적으로 복잡한 과정과 많은 시간이 

든다는 점, 그리고 고가의 장비를 필요로 한다는 점 등 여러 

문제점을 지니고 있다.  

본 연구에서는 현재 임상적으로 사용되는 보인자 진단 방법은 

핵 가족화로 인한 질병의 가족력 여부의 확인이 힘들며 또한 

방법적으로도 많은 어려움이 있어 이상적인 유전상담을 위한 

충분한 정보 제공이 힘들 경우도 있으므로 Denaturing high-

performance liquid chromatography (DHPLC) 를 이용한 

정량분석을 통하여 적은 시간과 비용으로 DMD 보인자 진단의 

어려움을 해결해 보고자 하였다.  

이번 연구에서 이용한 Denaturing high-performance liquid 

chromatography (DHPLC)는 HPLC 의 원리를 이용하여 DNA를 

분석 하는 기법으로 PCR 증폭산물을 부분적 변이 상태에서 

acetonitrile column 을 통과하게 하여 나타나는 peak를 비교 분석 

하는 것이다. 이는 이형접합체 변이를 찾는데 매우 용이하여 DNA 

변이나 SNP 검출을 정확하게 측정할 수 있고 또한 여러 PCR 

증폭산물의 정량분석에도 이용 된다. DHPLC를 이용한 방법은 PCR 

후에 모든 것을 자동화하게 되므로 매우 높은 특이도 및 재현성을 

나타내는 방법이다. DHPLC의 결과는 시간 (minute) 에 따른 

흡광도 (mV) 로 표시가 되며 이 흡광도 수치에 의해 정량적 분석이 

가능하게 된다. 이러한 DHPLC의 특성을 이용하여 deletion에 

해당하는 부위의 primer 와 DMD gene 내의 internal-control 

primer 를 제작19,20 한 후 Multiplex PCR 과정을 거쳐 이 PCR 

결과물을 DHPLC 에서 분석, 결과를 알아보았다. 
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II. 재료 및 방법 

 

1. DNA 추출 

10명의 정상여성, 1명의 정상남성, 37명의 dystrophin 유전자 

exon 의 결실이 확인된 환자, 그리고 15명의 환자의 어머니를 검사 

대상으로 하였다. DMD 환자의 DNA 는 multiplex-PCR 로 미리 진

단된 환자의 DNA 로부터 준비하였다. DNA 추출은 Phenol-

Chloroform 추출법을 이용하였다.  

 

2. 유전자 증폭 

 

PCR 은 TaKaRa Gradient Thermal Cycler Dice (TaKaRa Shuzo 

Co., Ltd., Otsu, Japan) 이용하며 한 검체 당 최종 부피가 25㎕가 

되도록 조절하였다. DNA 30 ng/㎕ 를 1㎕, 5pM sense/antisense 

primers 1㎕, dNTP 50µM, Ex-taq reaction buffer 2.5㎕, 그리고 

1U 의 Ex-taq polymerase (TaKaRa Shuzo Co., Ltd., Otsu, Japan) 

를 사용하여 실시 하였다. Primer 는 dystrophin 유전자 내에 위치

한 3번, 44번, 45번, 48번, 52번 primer 를 사용하였으며 염기서열

을 각각 다음과 같다. Exon 3: forward primer, 5’-

TCATCCATCATCTTCGGCAGATTAA- 3’, reverse primer, 5’-

CAGGCGGTAGAGTATGCCAAATGAAAATCA- 3’. Exon 44: 

forward primer, 5’-CTTGATCCATATGCTTTTACCTGCA- 3’, 

5’-TCCATCACCCTTCAGAACCTGATCT- 3’. Exon 45: forward 

primer, 5’-AAACATGGAACATCCTTGTGGGGAC- 3’, reverse 

primer, 5’-CATTCCTATTAGCTCTGTCGCCCTAC- 3’. Exon 48: 

5’-TTGAATACATTGGTTAAATCCCAACATG- 3’, reverse 
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primer, 5’-CCTGAATAAAGTCTTCCTTACCACAC- 3’. Exon 52: 

forward primer, 5’-AATGCAGGATTTGGAACAGAGGCGTCC- 3’, 

reverse primer, 5’-TTCGATCCGTAATGATTGTTCTAGCCTC- 

3’. X 염색체상의 G6PD 유전자를 internal-control 로 사용하여 

DMD exon primer 와 함께 multiplex-PCR 을 시행하였다. G6PD 

유전자 primer 의 염기서열은 다음과 같다. Internal-control 

primer: forward primer, 5’-AGGCTGCAGTTCCATGATGT- 3’, 

reverse primer 5’-ATCTGTTGCCGTAGGTCAGG- 3’.  반응조건

은 94℃ 에서 5분간 변성 과정을 거친 후 94℃ 에서 30초, 60℃ 

에서 30초, 72℃ 에서 30초, 이 과정을 25회 반복실시하며 72℃ 에

서 5분간 최종 증폭 단계를 거친다. PCR 증폭산물은 2% agarose 

gel 에서 전기영동으로 확인하였다. 보인자와 정상여성의 정확한 비

교를 위해 정상남성의 DNA 샘플과 DMD 유전자에 결실이 있는 환

자의 샘플을 같은 DNA 농도로 섞은 후 PCR 증폭을 시행 하였다. 

PCR 에는 적은 양의 DNA 를 넣어 완전히 반응 할 수 있도록 하여 

정확한 PCR 증폭산물의 분석을 가능하게 하였다. 
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3. DHPLC 분석 

 

  DHPLC 분석은 WAVE MD DNA fragment analysis system 

(Transgenomic Inc., Omaha, NE) 를 이용하였다. DNASep column 

은 전기적으로 중성을 띄며 소수성 입자를 함유하고 있어 평상시 

음전하를 띠고 있는 DNA 절편은 결합 할 수 없다. 실험에 사용되

는 tri-ethyl-ammonium-acetate (TEAA) buffer 는 양전하를 띠고 

있어 이러한 column 과 DNA 절편의 결합을 돕는다. 결합된 DNA 

는 acetoniterile 에 의한 소수성 결합의 약화로 크기 별로 분류되

어 column 밖으로 순차적으로 배출되며 260 nm 의 UV 검출기에 

의해 확인된다. DHPLC 의 결과는 시간(minute)에 따른 흡광도(mV)

로 표시가 되며 이 흡광도 수치에 의해 정량적 분석을 할 수 있다.  

 DHPLC 에 PCR 결과물 30 ㎕ 를 실시하여 결과를 얻었으며 

DHPLC 의 non-denaturing 모드에서 실행하였다. Acetoniterile 의 

유속은 0.9 ml/min 였으며 bufferA (0.1 mol/l TEAA 그리고 1 mM 

EDTA) 와 buffer B (25% acetoniterile in 0.1 mol/l TEAA) 를 이

용하였다. 한 개의 검체 당 분석에 걸리는 시간은 약 18분이며 결 

과를 통해 보인자와 정상여성과의 차이를 확인하였다. 
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III. 결과 

  

1. DHPLC 분석 결과 

 

10명의 정상여성의 DNA, 1명의 정상남성의 DNA, 37명의 DMD 

exon 에 결실이 있는 환자의 DNA, 그리고 15명의 환자의 어머니

의 DNA 의 연구대상으로부터 얻은 DHPLC 결과를 통해 DMD 

exon 별로 흡광도 값과 peak 비율을 정리하였다. DMD gene 의 각 

exon 의 PCR 증폭 산물의 크기는 exon 3 은 410 bp, exon 44 는 

268 bp, exon 45 는 547 bp, exon 48 은 506 bp, exon 52 은 113 

bp 이며 X 염색체상의 internal-control 의 크기는 175 bp 이다. 

DHPLC 분석 결과 두 가지의 양상의 결과를 관찰할 수 있었으며 

두가지의 종류로 분류된 DHPLC 결과를 peak 형태와 peak 비율로 

종류별 구분을 하였다. 정상여성에서는 internal-control peak 에 

비해 DMD gene dosage 가 두 개의 copy 인 peak 가 높게 나타났

으며, 보인자 여성에서는 gene dosage 가 한 개의 copy 인 peak 

가 낮게 나타났다. 각각의 DHPLC 결과는 internal-control 결과와 

비교하여 비율을 측정하여 gene 의 copy 수를 수치와 하였으며, 그 

공식은 다음과 같다. 
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X 2 

 

 

 

 

 

 

실험군의 peak 높이(U) / 실험군의 Internal control(U) 

대조군의 peak 높이(C) / 대조군의 Internal control(C) 

  

 

표표표표    1.1.1.1.    Gene cGene cGene cGene copy opy opy opy 수수수수의의의의    계산계산계산계산.... 실험군은 각 Exon 의 peak 높이이며 

(U) 는 Unkwown 을 의미하며 대조군 (C)은 10명의 정상여성의 

peak 높이를 평균을 계산하여 대입하였다.  

  다음 그림은 DMD gene 의 각 Exon 별로 나타난 peak 의 형태

이며, 표는 실험 결과를 표 1 에 대입하여 얻은 값을 각 Exon 별로 

수치화 한 결과를 나타낸다. 
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(A) 

    

 

 

 

 

(B) 

 

 

 

 

 

(C) 

 

    

그림그림그림그림 2 2 2 2----1. Exon 31. Exon 31. Exon 31. Exon 3    의의의의    흡광도흡광도흡광도흡광도    분석분석분석분석    결과결과결과결과. . . . (A) Exon 3 정상여성, (B) 

Exon 3보인자, (C) Exon 3 의 결실이 있는 환자의 검체와 정상남성

의 검체를 같은 농도로 섞은 샘플. 

 

G6PD 

DMD 

exon 3 

G6PD 

DMD exon 3 

G6PD

DMD exon 3 
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(A) 

    

    

    

    

    

(B) 

    

 

 

 

 

 (C)  

 

    

    

그림그림그림그림 2 2 2 2----2. 2. 2. 2. Exon 44Exon 44Exon 44Exon 44    의의의의    흡광도흡광도흡광도흡광도    분석분석분석분석    결과결과결과결과. . . . (A) Exon 44 정상여성, 

(B) Exon 44 보인자, (C) Exon 44 의 결실이 있는 환자의 검체와  

정상남성의 검체를 같은 농도로 섞은 샘플. 

 

 

G6PD 

DMD exon 44 

DMD exon 44 
G6PD 

G6PD 
DMD exon 44 
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   (A) 

    

 

 

 

 

   (B) 

 

 

 

 

 

 (C) 

 

    

그림그림그림그림 2 2 2 2----3333. . . . Exon 45Exon 45Exon 45Exon 45    의의의의    흡광도흡광도흡광도흡광도    분석분석분석분석    결과결과결과결과. . . . (A) Exon 45 정상여성, 

(B) Exon 45 보인자, (C) Exon 45 의 결실이 있는 환자의 검체와  

정상남성의 검체를 같은 농도로 섞은 샘플. 

 

DMD exon 45 

G6PD 

 

G6PD 

DMD exon 45 

 
G6PD DMD exon 45 
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G6PD 

DMD 

exon 

48 

DMD exon 48 

G6PD 

G6PD 

DMD exon 48 

 

 

    

    

    

    

(A) 

    

    

 

 

 

(B) 

 

 

 

 

 

(C) 

 

    

그림그림그림그림 2 2 2 2----4444. . . . Exon 48Exon 48Exon 48Exon 48    의의의의    흡광도흡광도흡광도흡광도    분석분석분석분석    결과결과결과결과. . . . (A) Exon 48 정상여성, 

(B) Exon 48 보인자, (C) Exon 48 의 결실이 있는 환자의 검체와  

정상남성의 검체를 같은 농도로 섞은 샘플. 
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(A) 

    

    

    

    

 

(B) 

    

    

    

    

    

(C) 

    

    

그림그림그림그림 2 2 2 2----5. Exon 52 5. Exon 52 5. Exon 52 5. Exon 52 의의의의    흡광도흡광도흡광도흡광도    분석분석분석분석    결과결과결과결과. . . . (A) Exon 52 정상여성, 

(B) Exon 52 보인자, (C) Exon 52 의 결실이 있는 환자의 검체와  

정상남성의 검체를 같은 농도로 섞은 샘플. 

    

    

  

DMD exon 52 

G6PD 

G6PD 

DMD exon 52 

 
 

DMD exon 52 

G6PD 
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 DHPLC 분석결과 각 Exon 별로 두 가지 형태의 결과를 관찰 할 

수 있었다. 정상여성은 각 Dystrophin 유전자의 exon 부분에서 

internal-control peak 보다 Gene dosage 가 두 개의 copy 인 

peak 가 높게 나타났으며 보인자 여성은 각 DMD exon 부분에서 

internal-control peak 보다 Gene dosage 가 한 개의 copy 인 

peak 가 낮게 나타났다. 또한 정상남성과 DMD 유전자에 결실이 있

는 환자의 DNA 를 같은 농도로 섞은 샘플은 보인자와 같은 형태를 

보였다. 
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 Sample Name G6PD Peak Converted  

Patient 1 MIX 0.79 0.72 0.77 

Patient 2 MIX 0.90 0.78 0.73 

Patient 3 MIX 1.88 1.75 0.79 

Patient 1 Mother 1.18 3.36 2.38 

Patient 2 Mother 1.35 2.74 1.70 

Female Normal 1  0.74 2.33 2.40 

Female Normal 2 1.37 2.88 1.76 

Female Normal 3 1.15 2.29 1.67 

Female Normal 4 1.36 3.24 2.00 

Female Normal 5 1.77 3.72 1.76 

Female Normal 6 1.16 2.94 2.12 

Female Normal 7 1.00 3.46 2.89 

Female Normal 8 1.04 2.47 1.99 

Female Normal 9 1.16 2.32 1.67 

Exon 3 

Female Normal 10 1.35 3.32 2.05 

    

    

표표표표 2 2 2 2----1. Exon 3 1. Exon 3 1. Exon 3 1. Exon 3 의의의의    분석분석분석분석    결과결과결과결과. . . . Patient 1 MIX, Patient 2 MIX, 

Patient 3 MIX 는 환자1, 2, 3 의 샘플과 정상남성의 DNA 를 같은 

농도로 섞어 준비한 시료임.... 
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 Sample Name G6PD Peak Converted 

Patient 1 MIX 1.04 0.74 0.63 

Patient 2 MIX 0.89 0.69 0.68 

Patient 3 MIX 1.29 0.84 0.58 

Patient 1 Mother 1.32 3.04 2.00 

Patient 2 Mother 0.91 2.46 2.35 

Patient 3 Mother 0.70 0.77 0.96 

Female Normal 1 0.99 2.85 2.31 

Female Normal 2 1.58 3.44 1.89 

Female Normal 3 1.09 2.31 1.84 

Female Normal 4 0.99 2.10 1.85 

Female Normal 5 0.71 1.89 2.32 

Female Normal 6 0.82 2.07 2.20 

Female Normal 7 1.11 2.01 1.58 

Female Normal 8 0.94 2.00 1.85 

Female Normal 9 0.84 1.85 1.92 

Exon 44 

Female Normal 10 1.30 3.41 2.28 

    

    

표표표표 2 2 2 2----2. E2. E2. E2. Exon 44 xon 44 xon 44 xon 44 번에번에번에번에    대한대한대한대한    결과결과결과결과....    
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 Sample Name G6PD Peak Converted  

Patient 1 MIX 0.87 0.89 0.81 

Patient 2 MIX 1.12 0.98 0.69 

Patient 3 MIX 1.41 1.27 0.72 

Patient 4 MIX 1.63 1.42 0.69 

Patient 5 MIX 1.77 1.59 0.71 

Patient 6 MIX 1.79 1.58 0.70 

Patient 7 MIX 1.45 1.35 0.74 

Patient 8 MIX 1.43 1.31 0.72 

Patient 9 MIX 1.12 1.20 0.85 

Patient 10 MIX 1.42 1.37 0.76 

Patient 11 MIX 1.50 1.21 0.64 

Patient 12 MIX 1.51 1.27 0.67 

Patient 4 Mother 1.17 2.42 1.62 

Patient 5 Mother 0.99 1.06 0.85 

Patient 7 Mother 1.28 2.94 1.80 

Patient 12 Mother 1.16 1.19 0.81 

Female Normal 1  1.33 3.34 2.56 

Female Normal 2 1.74 3.45 1.56 

Female Normal 3 2.12 4.19 1.98 

Female Normal 4 1.26 3.77 2.35 

Female Normal 5 1.09 3.92 2.82 

Female Normal 6 1.50 3.56 1.86 

Female Normal 7 1.47 4.25 2.27 

Female Normal 8 0.86 2.78 2.54 

Female Normal 9 1.45 3.45 1.86 

Exon 45 

Female Normal 10 1.08 3.20 2.33 

    

    

표표표표 2 2 2 2----3.  3.  3.  3.  EEEExon 45 xon 45 xon 45 xon 45 번에번에번에번에    대한대한대한대한    결과결과결과결과....    
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 Sample Name G6PD Peak Converted  

Patient 1 MIX 1.82 1.66 0.88 

Patient 2 MIX 1.60 1.12 0.67 

Patient 3 MIX 1.27 0.82 0.62 

Patient 4 MIX 1.68 1.21 0.70 

Patient 5 MIX 1.81 1.21 0.64 

Patient 6 MIX 1.57 0.99 0.61 

Patient 7 MIX 2.05 1.62 0.77 

Patient 8 MIX 1.88 1.46 0.75 

Patient 9 MIX 1.84 1.77 0.93 

Patient 10 MIX 1.34 1.46 1.04 

Patient 11 MIX 1.23 1.10 0.86 

Patient 1 Mother 1.41 1.18 0.80 

Patient 4 Mother 1.55 3.08 1.90 

Patient 8 Mother 1.18 1.28 1.04 

Patient 11 Mother 1.91 1.36 1.10 

Female Normal 1  1.41 2.84 2.10 

Female Normal 2 1.12 2.46 2.10 

Female Normal 3 1.24 3.07 2.37 

Female Normal 4 1.52 3.16 1.99 

Female Normal 5 1.36 2.93 2.06 

Female Normal 6 1.46 2.87 1.88 

Female Normal 7 1.72 3.69 2.05 

Female Normal 8 1.51 2.65 1.68 

Female Normal 9 1.13 2.68 2.27 

Exon 48 

Female Normal 10 1.87 3.66 1.87 

    

    

표표표표 2 2 2 2----4.  E4.  E4.  E4.  Exon 48 xon 48 xon 48 xon 48 번에번에번에번에    대한대한대한대한    결과결과결과결과....    
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 Sample Name G6PD Peak Converted  

Patient 1 MIX 0.98 0.97 0.81 

Patient 2 MIX 1.17 1.27 0.89 

Patient 3 MIX 1.10 1.32 0.98 

Patient 4 MIX 0.90 0.97 0.88 

Patient 5 MIX 1.06 1.13 0.87 

Patient 6 MIX 1.00 1.11 0.90 

Patient 7 MIX 1.24 1.16 0.77 

Patient 8 MIX 1.26 1.37 0.89 

Patient 1 Mother 1.03 0.93 0.74 

Patient 4 Mother 1.18 1.66 1.15 

Female Normal 1  1.23 3.11 2.47 

Female Normal 2 1.29 3.27 2.06 

Female Normal 3 1.24 3.24 2.13 

Female Normal 4 1.41 3.79 2.18 

Female Normal 5 1.29 3.18 2.00 

Female Normal 6 1.55 3.35 1.76 

Female Normal 7 1.65 3.54 1.75 

Female Normal 8 1.27 3.26 2.09 

Female Normal 9 1.11 2.99 2.19 

Exon 52 

Female Normal 10 1.28 3.05 1.94 

    

    

표표표표 2 2 2 2----5. 5. 5. 5.  Ex Ex Ex Exon 52 on 52 on 52 on 52 번에번에번에번에    대한대한대한대한    결과결과결과결과....    

    

위의 표 2 을 통해 본 각각의 DMD exon 분석결과에서 표 1 의 

공식에 대입하여 변환한 값이 하나의 copy 를 가진 경우 0.6 ~ 

1.15 의 값을 나타냈으며, 두 개의 copy 를 가진 경우 1.5 ~ 2.2 

의 값을 나타냈다. 
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IV. 고찰 

 

 DMD 보인자의 진단과 여러 가지 유전질환 중 보인자의 검색이 필

요한 경우 STR marker 분석법과 real-time PCR 등을 이용한 분석

법이 널리 사용되어왔다. 또한 Multiplex PCR 과 DHPLC 를 이용

하여 정상여성과 보인자 여성을 비교하는 방법도 있지만, 이 방법도 

결과의 재현성에 문제가 있어 임상적으로 활용하기에 적합한지는 

더 많은 경험이 필요하다. 따라서 복잡한 과정과 비용과 시간 등의 

문제와 Multiplex PCR 을 이용하여 보인자를 진단할 경우 같은 샘

플간의 균일성 등이 문제가 되었는데, 이를 극복하며 재현성 있는 

결과를 얻기 위한 방법으로 DHPLC 를 통한 PCR 증폭산물의 정량

적 분석을 고안했다. 

이번 실험에서는 10명의 정상여성의 DNA, 1명의 정상남성의 

DNA, 37명의 DMD exon 에 결실이 있는 환자의 DNA, 그리고 15

명의 환자의 어머니의 DNA 를 준비하여 실험을 진행하였으며 보인

자 여성과 정상여성을 비교하기 위하여 인공적으로 보인자 샘플을 

만들어 결과를 비교하여 보았다. 인공적인 보인자 샘플은 실험의 오

차를 배제하기 위하여 정상남성 1명과 각 DMD 유전자에 결실이 

있는 환자의 샘플을 같은 농도로 섞은 후 그것을 template 으로 이

용하여 연구를 진행하였다. PCR 에 있어서 무엇보다 중요한 것은 

정확한 DNA의 정량이며 정확한 정량을 위해서는 보다 정밀한 기계

와 세밀한 자세가 필요하다. 모든 실험군에서 DNA 농도를 일정하

게 하는 것이 매우 중요하며 이를 위해서 DNA 희석시에도 단계적

으로 희석을 거쳐 오차를 줄여 DNA 샘플을 준비하여야 한다. PCR 

증폭산물의 DHPLC 를 연계한 분석법을 통해 DMD 유전자의 보인

자에 대한 결과를 알아보았으며 그 수치를 공식을 통해 변환하여 
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copy 수를 계산하였다. 

  실험 결과 peak 의 비율, peak 의 종류에 따라 DHPLC 의 결과

를 보인자와 정상여성으로 정리할 수 있었으며 이와 함께 internal-

control 의 결과와 비교하여 정확한 PCR 의 여부와 peak 간의 비

율을 계산할 수 있었다. 그 결과 보인자 샘플은 0.5 ~ 1.15 copy 사

이에 분포되어 있었으며 정상여성 샘플은 1.5 ~ 2.2 copy 사이에 

분포되어 있었다. 

이번 연구는 DHPLC 결과에 있어서 민감도 측면에서 제한점이 

존재 할 수 있었으며 Template 로 이용하는 DNA 의 농도를 측정

하는데 있어서 매우 정밀한 기계를 사용하여야 하는 한계점이 있었

다. 또한, internal-control 을 이용하여 gene dosage 연구를 진행

하였는데, 이 때 DMD gene 과 같은 gene dosage 를 유지해야 하

기 때문에 X 염색체상에 있는 Housekeeping gene 을 사용해야 한

다는 것이 중요하다. 보인자를 진단함에 있어서는 정확한 해석과 판

단이 요구되지만 이번 연구에서처럼 정량적인 측면에서 결과를 해

석할 시에는 자칫 결과의 판단에 민감도의 문제가 있을 수 있다. 이

러한 제한점과 한계점을 보완하기 위해 DNA 희석을 단계적으로 여

러 번 희석을 거침으로써 DNA 농도를 30ng/㎕ 로 정확히 정량했

으며 internal-control primer 를 이용하여 multiplex-PCR 의 방법

을 사용했다. 

  DHPLC 를 이용한 분석은 이번 실험에서 사용되었던 DMD exon 

primer 의 이용뿐 아니라 실험 결과에서 보았던 peak 의 비율을 통

해 다른 primer, 즉, STR marker 와 다른 유전자 질환의 보인자를 

검사하는 것에도 적용할 수 있을 것이다. 
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V. 결론 

 

 이번 실험에서는 PCR 을 통해 DMD 유전자의 Exon 부분을 증폭

하여 이를 DHPLC 와 연계한 후 분석하여 쉽고 빠르게 결과를 낼 

수 있었으며 가족의 DNA 없이도 하나의 검체만으로 internal-

control 과의 비교를 통해서 보인자를 검사해 낼 수 있었다. 실험 

결과 peak 의 비율, peak 의 수와 각각의 흡광도 값에 따라 

DHPLC 의 결과를 두 가지 종류로 정리 할 수 있었으며 이와 함께 

internal-control peak 의 결과를 비교하여 정확한 PCR 여부와 비

율을 계산할 수 있었다. 유전자의 copy 수는 검체의 peak 와 

internal-control peak 와의 비교를 통해 비율을 공식에 대입하여 

계산하여 얻은 결과를 각 종류별로 보인자와 정상여성을 구분할 수 

있었다.  

 DHPLC 를 이용한 DMD 유전자의 PCR 증폭산물의 분석은 결과에

서 보았던 종류별 peak 와 비율을 계산한 결과를 토대로 DMD 보

인자를 검사할 수 있고, 또한 다른 유전자 지역에서 STR marker 

를 적용하여 분석함으로써 다른 유전질환에서 보인자 검사가 필요

한 경우에 적용하여 임상적 적용이 가능하도록 보다 빠르고 간편하

게 재현성 있는 결과를 얻을 수 있을 것이다. 
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Duchenne muscular dystrophy (DMD) and Becker muscular 

dystrophy (BMD) affect 1 in 3500 newborn male infants. DMD 

and BMD are both inherited in X-linked recessive pattern 

resulting from mutations in the dystrophin gene on Xp21.1. The 

disease caused by de novo mutations within the gene in one-

third of the patients. Approximately 60% of the patients are 

associated with large intragenic deletions of one or more exons 

within 2 hot-spot regions in the proximal and central regions of 

the gene (exons 3, and exons 44–52). Affected males can be 

readily detected by the absence of an amplification product in a 
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multiplex PCR. Up to 98% of all frequent deletions can be 

detected using multiplex PCR. For the diagnosis of carriers, 

multiplex PCR cannot be used because the gene in the non-

deleted X chromosome also produce PCR product for the 

deletion. Several DMD carrier identification strategies based on 

quantitative Southern blotting, fluorescent in situ hybridization, 

linkage analysis have been described. In this study, a simple, 

rapid, non-gel-based, non-fluorescence-based method for 

detecting female carrier of DMD by DHPLC is descrided. In total, 

37 patients with deletions in different part of the gene, 15 carrier 

mothers and 10 female controls were analysed. Gene dosage of 

the deleted region was determined after multiplex PCR followed 

by DHPLC analysis. It was possible to discriminate among 

patients, carrier mothers and normal controls by comparing 

absorbance values. The ratio between peaks of carriers and 

internal controls showed the range from 0.6 ~ 1.15. This method 

is fast, easy and reproducible for detecting deletions in DMD 

carriers in practice. The method might also be useful for the 

diagnosis of other diseases that carry a deletion as a mechanism 

of the diseases such as microdeletion syndromes. 
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