
혈혈혈소소소판판판 다다다회회회 수수수혈혈혈자자자에에에서서서
PPPCCCRRR---AAASSSRRRAAA를를를 이이이용용용한한한

GGGlllyyycccoooppprrrooottteeeiiinnnⅠⅠⅠaaa(((HHHPPPAAA---555,,,BBBrrr)))의의의
GGG///AAA 유유유전전전자자자 다다다형형형성성성 분분분석석석

연연연세세세대대대학학학교교교 보보보건건건환환환경경경대대대학학학원원원
의의의생생생명명명과과과학학학전전전공공공
이이이 채채채 진진진



혈혈혈소소소판판판 다다다회회회 수수수혈혈혈자자자에에에서서서
PPPCCCRRR---AAASSSRRRAAA를를를 이이이용용용한한한

GGGlllyyycccoooppprrrooottteeeiiinnnⅠⅠⅠaaa(((HHHPPPAAA---555,,,BBBrrr)))의의의
GGG///AAA 유유유전전전자자자 다다다형형형성성성 분분분석석석

지도 박 용 석 교수

이 논문을 석사 학위논문으로 제출함

2005년 6월 일

연세대학교 보건환경대학원
의생명과학과
이 채 진



이채진 의 석사 학위논문을 인준함

심사위원 인
심사위원 인
심사위원 인

연세대학교 보건환경대학원

2005년 6월 일



감감감사사사의의의 글글글

이렇게 결실을 맺기까지는 너무나 많은 분들의 도움이 있었습니다. 실로 외로
운 길만은 아닌,더불어 사는 세상에 같이 있음을 몸소 경험한 것 같습니다.
밤늦은 시간까지 강의에 열정을 쏟으셨던 김종배 교수님,양용석 교수님,이혜

영 교수님,오옥두 교수님,김태우 교수님 그리고 실험을 할 수 있도록 배려해주시
고 논문을 지도하여 주신 박용석 교수님께 진심으로 감사드립니다.

또한 저의 학업에 대한 열정에 성원을 아끼지 않으신 국립의료원 진단검사의
학과 박혜란 과장님 및 저의 빈 자리를 아무 탈 없이 메워주신 진단검사의학과
전 직원 모두에게 고개 숙여 감사드립니다.
하얀 눈 속을 헤치고 실험을 하기 위해 달려갔던 영동고속도로가 아련하게 떠

오르면서 세포 생물학 연구실의 고마운 얼굴들,김홍성 선생님,김근식 선생님을
비롯하여 인호,종철,은정,그리고 임상병리학과 과사무실의 임병혁 선생님 모두
가 그립기만 합니다.
지금의 제가 설 수 있게 저를 낳아주시고 사랑으로 키워주신 어머니에게 저의

노력의 결과를 드리고 싶고 늘 건강하시길 간절히 기원합니다.
그리고 저에게 가장 소중한 두 아이들 사랑하는 다영,덕연 에게 항상 노력하

는 엄마의 모습으로 비추일 수 있게 되길 바라며,앞으로 학교생활에서 경쟁보다
는 남을 먼저 배려할 줄 아는 사람으로 성장하기를 바랍니다. 누구보다도 공부에
전념하느라 소홀한 저를 묵묵히 지켜준 남편에게 이 논문을 바치고 싶으며,가을
에 있을 개인전이 모쪼록 성황리에 마무리되길 기원합니다.

 2005년 7월

이 채 진



목목목 차차차

그림 차례·······························································································································ⅱ
표 차례···································································································································ⅲ
약 기호표·······························································································································ⅳ
국문 요약·······························································································································ⅴ

제 1장 서 론···················································································································1
제 2장 재료 및 방법·········································································································6
2.1연구 대상····················································································································6
2.2실험 방법····················································································································6
2.2.1혈소판 수 측정·······························································································6
2.2.2항혈소판 항체(Anti-plateletantibody)검사············································6
2.2.3GenomicDNA 분리 ····················································································7
2.2.4Primer제작·····································································································8
2.2.5NestedPCR···································································································11
2.2.6RFLP···············································································································11
2.2.7전기영동 및 결과 판독···············································································12

제 3장 결 과 ···············································································································13
3.1항혈소판 항체(Anti-plateletantibody)검사····················································13
3.2PCR ··························································································································15
3.3PCR증폭산물의 RFLP절단 양상 ····································································16
3.4HPA-5유전자형 빈도 조사·················································································18

제 4장 고 찰·················································································································22
제 5장 결 론 ···············································································································26
참 고 문 헌···························································································································28
영문 요약·······························································································································37



그그그림림림 차차차례례례

Figure 1.Glycoprotein Ⅰa/Ⅱa complex showing the polymorphic sites of
HPA-5antigen···································································································4

Figure2.NucleotidesequenceofGPIagenesurroundingthepolymorphicbase
atgenomicDNA································································································8

Figure3.IllustrationofrestrictionsitesofPCR fragmentsforRFLP anda
typicalresultofHPA-5a/btyping·····························································12

Figure4.DNA fragmentsofGPⅠageneamplifiedbyPCR································15

Figure5.RFLPanalysisofHPA-5(a/b)allelesDNAsamplifiedbyPCR········17



표표표 차차차례례례

Table1.Sixmajorglycoproteinsonplateletmembranesurface····························5

Table2.SequencesofPCRprimersforamplificationofGpIDNA fragment··9

Table3.Polymorphism ofintegrin α2subunit·························································10

Table4.Detectionofanti-plateletantibodyinmulti-transfusedpatients··········14

Table5.Genotypingofplatelet-specificantigen,HPA-5·······································19

Table6.GenotypefrequencyandgenefrequencyofHPA-5································20

Table7.ComparisonofgenotypefrequencyofHPA-5··········································21



약약약 기기기호호호표표표

ASRA :allele-specificrestrictionenzymeanalysis
bp:basepairs
BSA :bovineserum albumin
CCI:correctedcountincrement
DNA :deoxyribonucleicacid
EDTA :ethylenediaminetetra-aceticacid
EPO:erythropoietin
G-CSF:granulocytecolonystimulatingfactor
Gps:glycoproteins
HLA :humanleukocyteantigen
HPA :humanplateletalloantigen
ITP:idiopathicthrombocytopenicpurpura
MAIPA :monoclonalantibodyimmobilizationofplateletantigen
NAIT :neonatalalloimmunethrombocytopenia
PBS:phophatebufferedsaline
PCR:polymerasechainreaction
PFA :paraformaldehyde
PLT :platelet
PLTC:plateletconcentrate
PTP:post-transfusionpurpura
PTR:post-transfusionrefractorinesstoplatelets
RFLP:restrictionfragmentlengthpolymorphism
SDP:singledonorplatelet
SLE:systemiclupuserythematosis
VLA :verylateantigen



국국국문문문 요요요약약약

혈혈혈소소소판판판 다다다회회회 수수수혈혈혈자자자에에에서서서 PPPCCCRRR---AAASSSRRRAAA를를를
이이이용용용한한한 GGGlllyyycccoooppprrrooottteeeiiinnnⅠⅠⅠaaa(((HHHPPPAAA---555,,,BBBrrr)))의의의

GGG///AAA 유유유전전전자자자 다다다형형형성성성 분분분석석석

혈소판 감소증의 유일한 치료수단으로서 혈소판 수혈은 동종면역 기전으로 인
하여 동종항체(alloantibody)를 유도생성 한다. 이러한 항체를 유도하는 혈소판
특이 항원(humanplateletalloantigen,HPA)은 인종 및 개체에 따라 혈소판 표면
의 단백구조상 아미노산의 차이에 기인하며,유전자 내에 대립인자의 다형성
(allelicpolymorphism)에 따라 혈소판 항체와 다양한 면역반응(immuneresponse)
을 보일 수 있다.
최근 SDP(singledonorplatelet)등 leuko-depletedplatelet사용이 증가하면서

HLA(humanleukocyteantigen)항체로 인한 동종면역이 감소하고 있는 것으로 알
려져 있다. 한편 동종면역에 의해 혈소판 수혈 효과를 얻을 수 없는 환자들에서
항혈소판 항체의 측정 및 실제 환자를 대상으로한 혈소판 특이항원에 대한 체계
적인 연구보고가 없으며,실무과정을 통해서는 혈소판을 수혈 받는 환자 다수에서
혈소판 수혈 불응증은 자주 볼 수 있다. 이에 본 연구를 통해 HPA-5a/b(Brb/a)가
위치하는 glycoproteinⅠa에 대한 유전자 다형성의 차이와 혈소판 감소증 발병과
의 연관성을 알아보고자 하였다. 정상군 35명과 혈소판 감소증을 보인 20명을 대
상으로 혈액을 채취하고,GpⅠagene의 pointmutation이 존재하는 부위를 증폭한
후,대립인자 특이적 제한효소법(allele-specific restriction enzyme analysis,
ASRA))을 이용하여 유전자형 검사를 하였다.동시에 혈소판 수혈을 받은 환자들



에게서 항혈소판 항체의 생성 여부를 조사하였다.이러한 일련의 실험과정을 통해
다음과 같은 결과를 얻었다.
1.2004년 3월에서 2005년 2월까지 국립의료원에서 2회 이상 혈소판 농축액이

요구되고 혈소판 수혈 후 수혈 불응증을 보인 환자 13명 및 기존 질환에 관계없
이 심한 혈소판 감소증을 보인 환자 7명 등 총 20명에서 HPA-5(Br)의 유전자형
이 모두 동일한 유전자형 을 보였으며,정상 대조군 35명에서의 HPA-5(Br)의 유
전자형은 32명(91.4%)이 a+b-,3명(8.6%)이 a+b+를 보였다.
2.2회 이상 혈소판 반복 수혈 후 혈소판 불응증을 보인 환자의 항혈소판 항체

검사 결과 13명의 환자 중 3명(23%)이 양성으로 나타났으며,10명(77%)은 음성으
로 나타났다.
3.항혈소판 항체 양성을 보인 환자와 항체 음성을 보인 환자의 HPA-5(Br)의

유전자형은 a+b-로 동일하였다.
이상의 결과를 종합해보면,이번 연구를 통해 혈소판 항체에 의한 혈소판 수혈

불응증을 다회 혈소판 수혈 환자에서 확인할 수 있었으며,항체의 성상을 규명하
진 못했지만 한국인에서 HPA-5 항원의 a+b-형의 유전자 빈도가 우세하여도
HPA-5a+b+항원으로 인한 anti-HPA-5b의 생성 가능성을 배제 할 수 없음을 알
수 있었다. 또한 환자군 내에서 GpⅠa(HPA-5)의 G/A유전자 다형성
(polymorphism)을 관찰 할 수 없었고,정상대조군과 환자군 사이에서 GpⅠ
a(HPA-5)의 G/A유전자 다형성의 유의한 차이를 관찰할 수 없었다. 따라서 혈소
판 감소증(thrombocytopenia)발생기전과 GpⅠa(HPA-5)의 유전형과는 중요한 연
관성이 없는 것으로 생각된다.

핵심 되는 말 :혈소판 수혈,동종 면역,혈소판 특이항원,HPA-5,유전자 다형
성,대립인자 특이적 제한 효소법
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최근 유전자 재조합의 기술진보로 Erythropoietin(EPO),Granulocytecolony
stimulatingfactor(G-CSF)등의 적혈구,호중구에 관한 조혈인자 등의 수혈 대체
치료의 가능성이 제시되고 있지만,혈소판 감소증에 대하여서는 혈소판 수혈이 유
일한 치료수단이다.혈소판 수혈은 혈소판 감소증을 동반하는 백혈병,재생불량성
빈혈 등 혈소판기능장애를 가진 환자들에 있어 출혈의 예방,치료목적으로 이용되
며,그 사용량은 수혈용 성분제제 사용량의 3분의 1이상을 차지하고 있다(Asahi
etal.,2000).
혈소판 사용증가 원인으로는 최근 들어 악성종양과 여러 혈액 질환에 있어서

보다 집중적 치료가 이루어지면서 혈소판에 대한 요구가 증대되었기 때문이며(박
선양,1990;김현옥,1996)이러한 혈소판 수혈은 1회에 10단위 이상이 장기간에
걸쳐 투여되기 때문에 혈소판 동종항원의 감작 등 문제점을 가지고 있다. 혈소판
수혈을 자주 받게 되는 환자들은 결국엔 혈소판 수혈에 불응성(platelet
refractoriness)이 생겨 예상한 만큼 말초혈소판 수가 증가하지 않는 경우가 많다
(Fordetal.,1982). 이러한 혈소판 불응성은 빈번한 수혈로 인해 동종면역기전을
통해 항체가 생성되고,생성된 항체가 혈소판을 파괴하는데 기인하는 것으로 알려
져 있다(Kelton& Ali,1983;Mentove,1983).
본 연구에서 다루고자하는 humanplateletalloantigen(HPA)체계의 5번으로

명명되는 Br 항원은 1988년 Kiefel 등이 MAIPA(monoclonal antibody
Immobilizationofplateletantigens)검사법을 이용하여 신생아 동종면역성 혈소
판 감소증(neonatalalloimmunethrombocytopenia,NAIT)를 일으킨 환아의 엄마
로부터 anti-Bra항체를 발견함으로써 처음 발표되었다(Kiefeletal.,1988;Kiefel
etal.,1987). GpⅠa(alpha2subunit)에 위치하는 HPA-5system은 GpⅡa와
complex를 이루며 혈소판응집에 중요한 역할을 하는 혈소판 표면에 존재하는 콜
라젠 수용체(collagen receptor)이며 (Santoso& Zutter,1995:Deckmyn etal.,
1990),이전에는 megakaryocytes와 혈소판에만 국한적으로 존재하는 것으로 알려



졌다(Newman & Valentin,1995). 이러한 α2β1complex 는 endothelialcell,
fibroblasts,epithelialcells,activated lymphocytes등 다양한 조직에 분포하며
(Castroetal.,2004),세포상호간의 신호전달(signalling)을 하는 수용체로 세포 표
면에 발현되어 작용하는 것으로 알려져 있다(Takada& Hemler,1989).

HPAs(humanplateletalloantigens)는 1950년대 말에서 1960년대 초에 이르기
까지 처음으로 기술된 이래(vanLoghem etal.,1959),생화학적으로 중요한 혈소
판 구성 성분에 대해 알려지기 시작했다. HPA alloepitopes에 의해 유도되는 항
체로 인한 임상적 증상으로는 신생아 동종면역 혈소판 감소증(NAIT),수혈 후 자
반 증(post-transfusion purpura,PTP),혈소판 수혈 불응증(post-transfusion
refractorinessto platelet,PTR)이 있다. 최근 plateletglycoprotein의 다형성
(polymorphism)과 vasculardisease에서 geneticriskfactor로서의 연관성에 대한
연구(Castroetal.,2004;Zotzetal.,1998)가 활발히 진행되고 있으며,장기이식
에서 minorhistocompatibilityantigen으로 역할에 대한 연구도 있다(Jonseetal.,
2003).
Bralloantigen은 Bra와 Brb의 두 가지 대립항원(allele)으로 구성되어 있으며

각 allele은 autosomalco-dominant하게 유전된다(Kiefeletal.,1988).동종항체를
유도하는 혈소판 특이 항원 Br은 혈소판 막 당단백질에 항원 결정기(antigenic
determinants)를 가지며,대립유전자 내 한 개의 DNA 염기가 치환된 결과(A↔G)
로 즉 하나의 아미노산의 변화(Lys↔Glu)로 인하여 표현형이 결정된다(Santosoet
al.,1993). 혈소판 특이항원은 인종에 따라 대립항원 표현빈도가 다르며
(Muller-Eckhardtetal.,1994;Jonesetal.,2003;Halleetal.,2004;Shihetal.,
2003;Chibaetal.,2000),백인에게는 HPA-1b,2b,5b항원빈도가 높게 나타나며
(ShihMCetal.,2003),가장 강력한 항원성을 가지는 것은 HPA-Ιa(Anti-PIA1)로
알려져 있다(Goldbergeretal.,1991). 두 번째 임상적으로 중요하게 다루는 항원
은 HPA-5(anti-HPA5b)(Williamsonetal.,1992)로 혈소판 수혈무반응증과도 관
련이 있는 것으로 알려져 있다(Santoso& Kiefel,1989;Berlingetal.,1989). 이
런 서양인에 비해 한국인 대부분에게는 HPA-Ι(a/a)와 HPA-V(a/a)단일 유전
자형을 나타내는 것으로 보고된 바 있다(Kim etal.,1995;김백수 등 1995;서동



희 등 1997). 같은 동양인에서도 일본인 경우에는 HPA-4b(Yuka)항체에 의해
NAIT가 발생한 것으로 보고되었지만(Matsuietal.,1995),국내에서는 현재까지
혈소판 특이 항원에 의한 NAIT 발생보고는 없었다. 다만 김 등(김현옥 등 1997;
서장수 등 1990)이 Koa항체를 규명하고,혈소판 다회 수혈자에서 혈소판 특이항원
으로 인한 동종면역사례는 보고한 바 있다. 또한 김 등(김백수,1995)의 연구에
의하면 면역성 혈소판감소증과 혈소판특이항원과의 연관성을 환자군과 정상군과
의 HPA system I-Ⅴ까지 유전적 다형성으로 비교하여 보고한 바 있다. 그들은
HPAⅠ-Ⅳ항원에 의한 항체로 수혈 후 혈소판 감소증이나 임신으로 인한 신생아
동종면역성 감소증의 발생빈도는 매우 낮을 것으로 추정하였으나,HPA-Ⅴ(Br)의
a+b+유전자형을 가진 환자군과 혈소판 감소증과의 관련성에 대한 추가적 연구의
필요성이 제시하였다.
이에 본 연구를 통해 HPA-5유전적 다형성과 혈소판 감소증과의 연관성을 알

아보고자 하였다. GpⅠagene을 PCR-ASRA(allele-specificrestrictionenzyme
anaysis)를 이용하여 얻고,분자생물학적 방법(Simseketal.,1993;Unkelbachet
al.,1995)을 이용하여 Br항원의 대립유전자를 분석하고자 하였다. 이러한 항원으
로 인한 동종면역에 대한 잠재적 risk를 조사함과 동시에,혈소판 수혈을 받은 환
자들의 혈소판 항체 생성군과 비 생성군의 Bralloantigensystem(Bra/Brb)의 유전
자형을 분석하여 immunogenicity의 차이점을 알아보고자 하였다.



FFFiiiggguuurrreee111...GGGlllyyycccoooppprrrooottteeeiiinnn ⅠⅠⅠaaa///ⅡⅡⅡaaacccooommmpppllleeexxx ssshhhooowwwiiinnnggg ttthhheeepppooolllyyymmmooorrrppphhhiiicccsssiiittteee
ooofff HHHPPPAAA---555 aaannntttiiigggeeennn(((iiinnndddiiicccaaattteeeddd bbbyyy aaarrrrrrooowww)))... In HPA-5a/5b
polymorphisms,505GluissubstitutedbyLysinGPla(Simsecket
al.,1994).



TTTaaabbbllleee111...SSSiiixxxmmmaaajjjooorrrggglllyyycccoooppprrrooottteeeiiinnnsssooofffppplllaaattteeellleeetttmmmeeemmmbbbrrraaannneeesssuuurrrfffaaaccceee111)))

1)Shihet.al.,2003.

GPⅡb HPA-3,9
GPⅢa HPA-1,4,6,7,8,10,11andOe

GPⅠb HPA-2
GPⅠa HPA-5and13
GPⅠbβ HPA-12
CD109 Gov



제제제 222장장장 재재재료료료 및및및 방방방법법법

222...111연연연구구구 대대대상상상

2004년 3월에서 2005년 2월 까지 국립의료원에 내원한 환자 중 여러 가지 병
인으로 인하여 혈소판 감소증(혈소판 수 50×103/㎕)을 보이는 환자 및 혈소판 수
혈을 2회 이상 반복적으로 수혈 받은 후에 불응성 혈소판 감소증(correctedcount
increment:CCI가 10×103/㎕이하)을 보인 환자를 대상으로 하였다.
또한,혈소판 수치에 이상이 없는(정상치:130×103～400×103/㎕)정상인 35명

을 정상 대조군으로 선정하였으며 환자군의 말초혈액과 대조군의 말초혈액을 항
응고제(ethylenediaminetetra-aceticacid,EDTA)를 포함하여 5～10㎖를 채취하
고 실험 전까지 -20℃에서 보관하였으며,다회수혈자의 혈청은 항혈소판 항체
(anti-plateletantibody)검사를 실시하기 위하여 냉동 보관하였다.

222...222실실실험험험 방방방법법법

222...222...111혈혈혈소소소판판판 수수수 측측측정정정

혈소판 수는 EDTA가 포함된 항 응고 혈액으로 부터 혈액자동분석기(LH 75
0,BeckmanCoulter,USA)를 이용하여 측정하였다.

222...222...222항항항 혈혈혈소소소판판판 항항항체체체(((AAAnnntttiii---ppplllaaattteeellleeetttaaannntttiiibbbooodddyyy)))검검검사사사

항혈소판 항체의 측정은 간접면역 형광항체법(indirectfluorescentantibody:
IFA)을 이용하였다.환자의 혈청 내에 있는 혈소판 항체를 O형의 혈소판에 감작
시켜 FITC-labelled anti-human immunoglobulin과 반응시키고 형광현미경으로
검경하여 판독하였다.이때 양성대조는 항혈소판 항체가 확인된 환자의 혈청을 사



용하였고 음성대조는 수혈을 받은 적이 없는 AB형 혈청을 사용하였다.
3인 이상 O형의 혈액 7㎖와 Na-EDTA 2㎖를 혼합하여 1시간 정도 실온에

방치한 후 1000rpm으로 15분간 원침시켜 상층을 걷어내고,Na-EDTA를 조금씩
넣으면서 3000rpm에서 10분간 원침하였다.상층액은 버리고 침전이 풀리도록 부
유한 후 TyrodesEDTA-BSA로 3회 세척하였다(3000rpm,10분). 세척후 1%
PFA-PBS 3 ㎖를 넣고 tray mixer에서 10분간 흔들어 준 후, Tyrodes
EDTA-BSA로 3회 세척하여 TyrodesEDTA-BSA로 혈소판을 부유시켰다.이때
40～100×103/㎕이 되도록 조절하였다. 환자혈청 100㎕와 혈소판 부유액 100㎕
를 microplate에 잘 혼합하고 37℃에서 1시간 반응시킨 후 TyrodesEDTA-BSA
로 3회 세척하였다(3000rpm,13분). Microplate의 각 well당 FITC-conjugate
(goat-anti-humanIg)100㎕(1:20희석액)씩 넣고 실온암소에서 30분간 반응시키
고 TyrodesEDTA-BSA로 3회 세척하였다(3000rpm,13분). 각 well당 30%
glycerol-PBS를 25㎕씩 넣은 후 잘 부유시켜 이를 slide위에 한 방울 떨어뜨린
후 coverglass를 덮어 형광현미경으로 관찰하였다.

222...222...333GGGeeennnooommmiiicccDDDNNNAAA 분분분리리리

DNA추출을 하기위해 EDTA가 첨가된 환자군 및 정상군의 말초혈액을 37℃
온수조에서 해동시킨 후 상품화된 DNA 추출 kit(DNeasytissuekit,QIAGEN
Co,USA)를 이용하였다. 혈액 300㎕에 들어있는 적혈구를 lysisbuffer로 용해
시킨 후 proteinaseK 20㎕를 첨가 후 70℃에서 10분간 가온하였다. 용해질에
200㎕의 ethanol(96～100%)를 가한 후 DNeasyMinispincolumn으로 옮기고,
8000rpm으로 1분간 원심한 후 세척 완충액으로 2회 세척하였다.
분리된 genomicDNA는 실험하기 전까지 -20℃에서 냉동보관 하였다.



222...222...444PPPrrriiimmmeeerrrsss제제제작작작

HPA-5의 유전자형 a+b-,a+b+,a-b+의 결정을 위해 HPA-5항원 유전자의
점 돌연변이(pointmutation)가 포함되게 하여 다음과 같은 primer를 주문제작 하
였다(BioneerCo,Korea). 또한 외부 primer로 PCR후 내부 primer로 2차 PCR하
는 nestedPCR을 실시하였다.

>pr1
gaaggaaaaccctttgggtttgggccctttccctttccctttgggtttcccttttttcccaaatttgggttttttccaagcactttgcaaatagtaaacactcaatttttgtgtat

tgaatgagcaagtaaatgttcagtgtaatattagaagtatatgaatcctaggaattctaagtttaacatg

ttttattactccagattggctcctattttggtagtgtgctgtgttcagttgatgtggataaagacaccat
>pr3

tacagacgtgctcttggtaggtgcaccaatgtacatgagggtttgggaaacccccctttaaaaaaaaagggaaaaaaaaagggaaaggaagg

aagagtctacctgtttactatcaaagaggtaaaaaaaaaaaaataaactaatagtttaatttgctttagt

actggtaatttaacttgcatttggaaagaaaaatttattattattgaatgataatttgcacagatagtat

ggtttacatttcatcatttttgaggatgtccccattaagttatgattttaaaaatcacattaacaggaaa
<pr4

aactagagttgaatgtatagtgtaccctttgggccccccaaattttttttttttccccccaaatttgggaaagggaaaggggtctttgaatatatagtctcttatgca

aataaagccattataagtgcacatcgtttattgaaatatgcacacacacaaacatttgtgtatttctcta
<pr2

gtatcacatgtaattttttgcgataaagggaaacccaaaaaacccaaaaaatttaaaaaacccaaagggggggggcccaaaaaatttgggctttcttgttat

FFFiiiggguuurrreee222...NNNuuucccllleeeoootttiiidddeeessseeeqqquuueeennnccceeeooofffGGGPPPIIIaaagggeeennneeesssuuurrrrrrooouuunnndddiiinnngggttthhheeepppooolllyyymmmooorrrppphhhiiiccc    
base base base base at at at at genomic genomic genomic genomic DNA.DNA.DNA.DNA. PrimersusedforPCR areunderlined.Sense
(>)andantisense(<)primersareindicated.



TTTaaabbbllleee 222...SSSeeeqqquuueeennnccceeesss ooofffPPPCCCRRR ppprrriiimmmeeerrrsss fffooorrraaammmpppllliiifffiiicccaaatttiiiooonnn ooofffGGGpppⅠⅠⅠaaa DDDNNNAAA
fffrrraaagggmmmeeennntttsss

gene (primer) 5'-oligonucleotidessequences-3' sizeofproduct

GGGpppⅠⅠⅠ---ⅠⅠⅠ(((ppprrr111))):::ACT GTGCTCTCT GTCTTCATGTTC
GGGpppⅠⅠⅠ---ⅡⅡⅡ(((ppprrr222))):GCA TTGCCCTCT TAT TGT TGT C 606bp

NNNGGGpppⅠⅠⅠ---ⅠⅠⅠ(((ppprrr333))):GTGACCTAA AGA AAGAGG
NNNGGGpppⅠⅠⅠ---ⅡⅡⅡ(((ppprrr444))):CTCTCA TGGAAA ATGGCA G 274bp



TTTaaabbbllleee333...pppooolllyyymmmooorrrppphhhiiisssmmm ooofffiiinnnttteeegggrrriiinnn αααα222sssuuubbbuuunnniiittt222)))

*Thebasechangefrom A toG intheBrb/b individualsresultsinanamino
acid changefrom lysin (AAG)to glutamicacid (GAG)atposition 505of
matureGPⅠa.

2)Takada& Hemler,1989.

cDNA position Bra/a Brb/b RFLP Aminoacidchange*

1648 AAAAG GGGAG MnℓI 505Lys↔ 505Glu



222...222...555NNNeeesssttteeedddPPPCCCRRR실실실시시시

1차 PCR을 하기 위하여 DNA template2㎕에 pr1과 pr2의 외부 primer
(Table2)를 10pM로 희석하여 각각 1㎕씩 넣고 멸균증류수로 전체 양을 20㎕
로 맞추었다. 여기에 PCR용 혼합용액(Tris-HCL10mM,KCL40mM,Mgcl2,
1.5mM dNTP,250 μM,Taq.DNA polymerase1U)(AccuPowerPremix,Bioneer
Co,Daejeon,Korea)에 혼합한 후 PCR을 시행하였다. PCR은 denaturation95℃,
annealing55℃,extension72℃로 하여 각각 1분 30초에서 35cycle을 시행하였다.
2차 PCR은 1차 PCRproduct를 10배 희석하여 2㎕에 pr3과 pr4를 10pM로 희석
한 내부 primer(Table2)를 각각 1㎕씩 넣고 멸균증류수로 전체 양을 20㎕로 맞
추어 PCR용 혼합용액을 넣고 PCR을 시행하였다. 이때 annealing온도는 1차와
다르게 51℃에서 실시하였고 denaturation과 extension의 온도는 1차와 동일한 조
건으로 하였으며,시간은 각각 1분씩 시행하였다. PCR은 DNA Thermal
Cycler(GeneAmpPCR system 2700,Perkin-ElmerCetus,USA)를 이용하였으며
오염을 줄이기 위하여 Bio-Workstation(n-BioTEK)에서 실시하였다.

222...222...666RRRFFFLLLPPP

PCR로 증폭된 산물을 제한효소(MnℓⅠ)로 처리하여 RFLP를 시행하여 유전
자형 검사를 하였다 제한효소 처리는 PCR 산물 2㎕에 제한효소 1㎕(New
EnglandBioLabs,Inc,USA.),NEBbuffer5㎕,BSA 0.5㎕를 혼합 후 멸균증류
수로 총 반응액이 50㎕이 되게 만든 후,37℃에서 1시간 동안 반응시켰다.



222...222...777전전전기기기영영영동동동 및및및 결결결과과과 판판판독독독

PCR산물 2㎕를 1.8%(w/v)agarosegel에서 100V로 30분간 전기영동 하였
으며,제한효소처리산물 20㎕는 4% Metaphoragarosegel에서 어름에 담근 상
태로 100V에서 40분∼1시간 동안 전기영동하면서 관찰하였다. 전기영동이 끝난
후 ethidium bromide용액에서 15분간 담가둔 후 ultraviolettrans-illuminator(Gel
DocBioRad,USA)를 이용하여 DNA band를 확인하였다(Figure4). RFLP에서
제한효소 MnℓⅠ의 인식부위는 GAGG로서 잘리는 유형을 보고 HPA-5유전자형
을 결정하였다. 최종 증폭산물 274bp에서 33bp,136bp,98bp로 잘리면
a+/b-형, 169bp,98bp로 잘리면 a-/b+형, 33bp,136bp,98bp,169bp등 네
band가 모두 관찰되면 a+/b+형으로 판독하였다.

274bp genomicDNA fragment

33bp 136bp 98b
(Brb)HPA -5a ↓ ↓ ↓

GGGAGG
169bp 98bp

(Bra)HPA -5b ↓ ↓

FFFiiiggguuurrreee333...IIIlllllluuussstttrrraaatttiiiooonnnooofffrrreeessstttrrriiiccctttiiiooonnnsssiiittteeesssooofffPPPCCCRRRfffrrraaagggmmmeeennntttsssfffooorrrRRRFFFLLLPPPaaannnddd
tttyyypppiiicccaaalllrrreeesssuuullltttooofffHHHPPPAAA---555aaa///bbbtttyyypppiiinnnggg...
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333...111항항항혈혈혈소소소판판판 항항항체체체 (((aaannntttiii---ppplllaaattteeellleeetttaaannntttiiibbbooodddyyy)))검검검사사사

동종항체를 검출하는 검사로서 수혈로 인하여 동종면역을 형성한 것으로 보이
는 환자를 대상으로 실시하였다. 이들 전체의 평균 수혈량은 69.5단위(unit)(표준
편차:54.7)이고,평균 수혈기간은 2.5개월(표준편차:2.1)로 조사되었으며,평균 수
혈횟수는 9.3회(표준편차:7.6)이고,수혈기간 동안 측정된 평균 혈소판 수치는
38,930/㎕(표준편차:20.395)였다. 본 연구 대상자중 2회 이상 혈소판 반복 수혈
후 혈소판 수가 증가되지 않는 환자(CCI가 10×103/㎕이하)전체 13명중 7개월간 9
회에 걸쳐 83단위를 수혈 받은 환자와 2개월간 15회에 걸쳐 116단위,5개월간 11
회에 걸쳐 50단위를 수혈 받은 환자 3명(23.1%)에서 항체 양성반응이 나왔으며,
이 들 항체생성군의 평균 수혈량은 83단위(전체평균 69.5)였으며,평균 수혈기간은
4.6개월(전체평균 2.5),평균 수혈횟수는 11.6회(전체평균9.3),수혈기간 동안의 평
균 혈소판 수치는 26,666/㎕(전체평균 38,930)이었다.나머지 반복 수혈 후 혈소판
수치 상승하지 않은 환자 10명은 항체생성 음성으로 나타났으며 2개월간 15회에
걸쳐 116단위를 수혈 받은 환자와 5개월간 27회에 걸쳐 190단위를 수혈 받은 환
자,4개월간 18회에 걸쳐 150단위를 수혈 받은 환자도 항체를 생성하지 않은 군에
포함 되었다. 항체 생성군과 비생성군에서의 평균 수혈량은 각각 83단위(표준편
차:33)및 66단위(표준편차:63.3)로 나타났으며 수혈횟수는 각각 11.6회(표준편차:
3.1)및 8.7회(표준편차:8.5)로,수혈기간은 각각 4.6개월(표준편차:2.5)및 1.8개월
(표준편차:1.5)로 나타났다(Table4).



.
TTTaaabbbllleee444...DDDeeettteeeccctttiiiooonnnooofffaaannntttiii---ppplllaaattteeellleeetttaaannntttiiibbbooodddyyyiiinnnmmmuuullltttiii---tttrrraaannnsssfffuuussseeedddpppaaatttiiieeennntttsss

*Age(mean±SD):59.3±12.3yrs, M:F=7:6.
** PLT:average peripheralplateletcountduring transfusion (reference

range:130～400×103/㎕).
***P:positive,N:negative.

patientNo. *age/sex unitof
PLTC

duration
(month) frequency

**PLT(/㎕) anti-plateletantibody
1 53/M 16 1m 2 4,100 ***N
2 79/M 83 7m 9 22,000 ***P
3 60/M 24 1m 3 40,000 N
4 55/M 10 1m 2 68,000 N
5 64/F 116 2m 15 22,000 P
6 64/M 50 5m 11 36,000 P
7 77/F 56 1m 7 44,000 N
8 75/F 111 2m 15 55,000 N
9 65/F 15 1m 2 21,000 N
10 47/M 30 1m 5 29,000 N
11 41/M 190 5m 27 69,000 N
12 48/F 53 1m 6 65,000 N
13 43/F 150 4m 18 31,000 N



333...222PPPCCCRRR
환자군 20명,정상대조군 35명 등 총 55명의 혈액에서 genomicDNA를 분리하

여 PCR을 시행 후 1.8% agarosegel로 전기영동하여 확인한 결과 모든 검체에
서 274bpband를 확인하였다.

M

FFFiiiggguuurrreee444...DDDNNNAAA fffrrraaagggmmmeeennntttsssooofffGGGPPPⅠⅠⅠaaagggeeennneeeaaammmpppllliiifffiiieeedddbbbyyyPPPCCCRRR...Marker:100
ladder.A region(274bp)inthegenomicDNA,inwhichtheHPA-5
polymorphism islocated,wasamplifiedbyPCR.

274bp300bp
200bp



333...333PPPCCCRRR증증증폭폭폭산산산물물물 의의의 RRRFFFLLLPPP절절절단단단 양양양상상상

RFLP유형으로 유전자형을 결정하였다. 총 55명의 혈소판 특이항원 HPA-5
의 유전자형(genotype)은 Table5와 같으며,Figure5A는 혈소판 감소증을 보이는
환자군에 대한 전기영동 결과이며,Figure5B는 혈소판 수치가 정상인군의 전기영
동 결과이다.
AAA... M

136bp
98bp

33bp

105bp
95bp

40bp40bp

150bp

BBB...
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

40bp

150bp
105bp
95bp

200bp
19
6bp136bp

98bp

33bp

6bp



FFFiiiggguuurrreee555...RRRFFFLLLPPPaaannnaaalllyyysssiiisssooofffHHHPPPAAA---555(((aaa///bbb)))aaalllllleeellleeesssDDDNNNAAAsssaaammmpppllliiifffiiieeedddbbbyyyPPPCCCRRR...
Metaphoragarosegel(4%)analysisofdigestedPCR productsfrom
Br genotype cases.A: a patient group. All Lanes show the
HPA-5(a+/b-)patternofDNA fragmentsdigestedby MnℓI.B:a
normalgroup,Lane1,2,3,4,5,6,7,9show theHPA-5(a+/b-)
patternofDNA fragmentsdigestedbyMnlI.Lane8,10,11show
theHPA-5(a+/b+)patternofDNA fragmentsdigestedbyMnℓI.M;
thePRA marker(M&D,Korea).



333...444 HHHPPPAAA---555유유유전전전자자자형형형 빈빈빈도도도 조조조사사사

Table 7에서 보듯이 백인의 HPA-5a/a의 동형접합자는 대략 80%,흑인의
HPA-5a/a의 동형접합자는 대략 55%로 조사되었다. 한국인의 경우는 94～98%
로 백인과 흑인보다 높다. 한국인에서 HPA-5a/b빈도는 1.9～6.6%로 백인에 비
해 매우 낮은 것으로 조사되었고,흑인의 경우는 35～42%로 상당히 높게 나타나
는 것으로 조사 되었다. 한국인과 남미인에서는 HPA-5b/b동형접합자는 없는
것으로 관찰되었다. 이번 연구에서는 HPA-5a/a가 94.5%,HPA-5a/b가 5.5%로
나타났으며 HPA-5b/b는 이전의 연구와 마찬가지로 관찰되지 않았다(Table5).
본 연구에 포함된 20명의 환자군에서도 다수혈군 중 혈소판 항체를 생성한 3

명이 33bp.98bp,136bp에서 잘리는 HPA-5a/ahomozygotes로 나타났으며,항
체를 생성하지 않은 군 10명 모두 33bp,98bp,136bp에서 잘리는 HPA-5a/a
homozygotes로 나타났다.그 외 혈소판 감소증을 보인 환자 7명 모두 HPA-5a/a
homozygotes로 관찰되었다(Figure5A). 또한 정상대조군 35명중 32명은 33bp.
98bp,136bp에서 잘리는 HPA-5a/a형으로,나머지 3명은 33bp,98bp,136bp,
196bp로 잘리는 HPA-5a/b즉,heterozygotes로 판단되었으며,HPA-5b/b는 어느
군에서도 관찰되지 않았다(Figure5B).



TTTaaabbbllleee555...GGGeeennnoootttyyypppiiinnngggooofffppplllaaattteeellleeettt---ssspppeeeccciiifffiiicccaaannntttiiigggeeennn,,,HHHPPPAAA---555

PatientGroup
Normal
Group

multi-transfusedpatients non-transfused
patientsantibody

formation
Noantibody
formation

a+b- 3 10 7 32 94.5(%)
a+b+ 0 0 0 3 5.5(%)
a-b- 0 0 0 0 0.0(%)



TTTaaabbbllleee666...GGGeeennnoootttyyypppeeefffrrreeeqqquuueeennncccyyyaaannndddgggeeennneeefffrrreeeqqquuunnncccyyyooofffHHHPPPAAA---555

Genotypefrequency(%) Genefrequency
a+b- a+b+ a-b+ a b

multi-transfusedpt. 100.0 0.0 0.0 1.000 0.000
non-transfusedpt. 100.0 0.0 0.0 1.000 0.000

normal 91.4 8.6 0.0 0.957 0.043



TTTaaabbbllleee777...CCCooommmpppaaarrriiisssooonnnooofffgggeeennnoootttyyypppeeefffrrreeeqqquuueeennncccyyyooofffHHHPPPAAA---555

3)서동희 등 1997.
4)김백수 등 1995.
5)Kim etal.,1995.
6)Kim etal.,1995.
7)Tanakaetal1996;Fujiwaraetal.,1982.
8)chibaetal,2000.
9)chibaetal,2000.
10)HalleLetal.,2004.
11)HalleLetal.,2004.

HPA-5GenotypeFrequency(%)
a+b- a+b+ a-b+

서 등3) 95.5 4.5 0.0
김 등4) 98.1 1.9 0.0
김 등5) 94.0 6.0 0.0
Whites6) 79 19 2.0
Japanese7) 93.0 6.0 1.0
Brazilian8) 64.9 35.1 0.0

Amazonindians9) 92.6 7.4 0.0
Cameroon10) 56.8 35.6 7.6
Congo11) 52.0 42.4 5.6
ttthhhiiisssssstttuuudddyyy 999444...555 555...555 000...000
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최근에 개발된 다양한 분자진단법을 통해 genotyping을 손쉽게 수행할 수 있
다.종전의 전통적 방법(serologicaltyping)인 immunofluorescencetest(Schneider
etal.,1981),mixed passive hemagglutination method(Shibata etal.,1981),
monoclonalantibody-specificimmobilizationofplateletsantigenassay(Kifelet
al.,1987;Kifel,1992),modifiedantigencaptureELISA(Mcmillianetal.,1987)
등은 genotyping에 만족스러운 결과를 제공해주질 못하고 있다. 이러한 혈청학적
방법에는 각각 특이도와 민감도에 따른 장단점이 있다(김현옥 등,1996). 우선 가
장 큰 취약점은 항원빈도가 낮은 항원(rare human anti-sera),예를 들면
HPA-5b,HPA-1a과 같은 항원에 대한 항혈청을 구하기가 매우 어렵다는 것이다.
따라서 PCR방법을 기반으로 하여 다양한 HPA typingtechnique이 많이 개발되
어 사용되고 있다. 본 연구에서도 PCR과 RFLP 방법을 바탕으로 HPA-5의
genotyping을 분석하여,혈소판 감소증의 원인이 되는 항체의 존재를 간접적으로
규명해 보고자 하였다.
최근 일본에서 유럽과 중국,미국에 비하여 매우 낮은 빈도를 보이는 Bra

homozygotes산모(HPA-5a-b+)에서 만들어진 anti-HPA-5a(Brb)항체로 인해 신
생아 동종면역성 혈소판 감소증(Brb-NAIT)이 발생할 수 있다고 보고하였다
(Yoshikane et al., 2004). 이 경우 아버지와 아이의 유전자형은 모두
HPA-5a+b+(Brb/a)였다. 일본과 마찬가지로 우리나라에서도 HPA-5a+b+항원빈
도가 매우 낮은 것으로 보고되었고(Table7),또한 HPA-5a+b+(Brb/a)로 인하여
HPA-5a+b-형 사람에게 anti-HPA-5b항체생성으로 인한 혈소판 감소증이 발생
할 가능성이 있을 수 있음을 간접적으로 증명한 바 있다.
국내에서 혈소판 특이항체에 의한 혈소판 동종 면역반응 빈도가 60%에 이르는

것으로 보고되었으며(한규섭 등 1991),본 연구를 통해서도 혈소판 특이항원에 의
해 유도되는 항체로 인한 혈소판 수혈 불응성이 다회 수혈환자들에게서 발생하고
있음을 확인할 수 있었다(Table.4). 그러나 plateletsurfaceGpⅡa/Ⅲa의 항원결



합부위가 60,000개(Santosoetal,.1989)가 넘지만,HPA-5가 위치하는 GpⅠa/Ⅱ
a분자의 항원결합부위는 이보다 적은 약 2,000개 이상이어서(Warkentinetal.,
1992)어떠한 당단백을 표적으로 하는 항체인지는 혈청학적 방법으로는 동정이 곤
란하다. 이전의 발표에 의하면 약 30∼50%의 환자는 계속적인 수혈에도 동종면
역이 발생 하지 않는 것으로 알려져 있으며(Dutcheretal.,1981),그 이유도 명확
하게 밝혀져 있지 않다. 또한 반복수혈에 의해 동종면역(alloimmunization)되어
혈소판 수혈효과를 얻을 수 없는 환자들을 대상으로 항혈소판 항체생성 여부에
대한 보고가 많지 않다. 이에 대한 원인으로는 혈소판 감소증의 일차적인 원인이
면역기전에 의하지 않을 가능성과 항체검출의 어려움에 기인하는 것으로 생각된
다(박근조,1987). 그러나 혈소판 수혈 불응증을 초래하는 동종면역은 동종항체를
생성하는 면역 현상이므로 항혈소판 항체생성 여부는 동종면역 환자의 진단을 위
한 검사로 가치가 있다고 사료된다.
본 연구에서 항혈소판 항체를 생성한 군과 생성하지 않은 군을 비교하였을 때,

오히려 더 많은 양의 수혈을 받았거나,더 오랜 기간 동안 수혈을 받았음에도 항
체를 생성하지 않은 경우가 있었다. 이는 항혈소판 항체가 검출한계 이내로 미량
존재할 가능성이 있고,또한 1회의 혈소판 항체검사만으로 항체생성 여부를 판단
하기는 곤란하다.현재 검사실에서 많이 이용되고 있는 IFA의 민감도는 32∼50%
로 알려져 있다.
이전의 연구에 의하면 혈소판 반복수혈 환자들의 2/3정도는 4-6주 내에 동종

면역반응이 일어나는 것으로 알려진 바(Howardetal.,1978),이번 연구에서 7명
의 환자가 수혈 후 한 달 이내에 퇴원하여 입원기간중의 항체생성이 일어나지 않
았을 수도 있다. 또한 혈소판 수혈량과 수혈기간과에 상관관계가 있다는 보고가
있는 반면(Howardeta.l.,1982),그런 상관관계를 부정하는 보고도 있다(Dutcher
etal.,1981). 그러한 원인으로는 연구 성격의 차이,혈소판 농축액에 포함된 임
파구 수,혈소판 공여자의 수,수혈된 다른 성분제제의 영향,대상 환자 수,일차
질환과 조사기간 중에 치료 여부와 내용의 차이에 기인하는 것으로 설명되고 있
다(박선양,1990). 그러나 본 연구의 대상을 분석해본 결과,성별이나 연령과의
연관성을 찾아 볼 수 없었으며 혈소판 수혈양,수혈횟수,수혈기간 등은 증가할수



록 동종면역 발생에 영향을 주는 것으로 판단되었다.
최근에는 백혈구제거(Leuko-reduction)성분채집 혈소판제제(SDP)나 방사선

조사 혈액제제(irradiationcomponents)등 백혈구를 제거하여 수혈하는 것이 권장
되어,그동안 수혈 후 동종면역 발생의 주요 원인으로 알려진 HLA항체에 대한 빈
도가 10～20%로 급격하게 감소되었다(Dalyetal.,1980;Hoggeetal.,1990).
따라서 최근 혈소판에 특이적으로 존재하는 혈소판 특이항원의 분자유전학적 규
명이 활발하게 이루어지면서 혈소판에 존재하는 당단백의 구조 및 HPAs의 대립
인자 다형성(allelic polymorphism)에 대한 연구가 중요시 되고 있다(Nurden,
1995). 그동안의 연구들은 당단백 중 다형성이 가장 큰 GpⅢa/Ⅱbcomplex를 표
적항원으로 주로 연구되었다(Tanakaetal.,1996).
본 연구에서는 항원 결정기 수가 적어 혈청학적 규명이 어렵고,우리나라에서

는 그다지 관심이 집중되지 않지만 서양에서는 관심이 많은 항원인 HPA-5가 위
치하는 GpⅠa에 대한 유전적 다형성(geneticpolymorphism)을 분석하고,그 차이
에 따른 혈소판 감소증 발병과의 연관성을 알아보고자 하였다.
HPA-5유전자 빈도를 기존의 연구결과와 본 연구결과를 비교해보면(Table7)

(1)우선 HPA-5a-b+homozygote가 55명중 한 명도 관찰되지 않은 점에서 기존
보고와 일치하였으며(Lyouetal.,2002;위재호 등 1998;서동희 등 1997;Kim et
al.,1995;김백수 등 1995),(2)HPA-5a+b-경우 또한 기존의 결과(94.0～98.1%)
와 이번 연구결과(94.5%)가 유사하였고,(3)HPA-5a+b+heterozygote도 기존연구
결과(1.9～6.0%)내에 이번 연구결과(5.5%)가 포함되었다. 그러나 대상군이 소규모
였고,기존에 보고 된 비율보다 HPA-5a+b+heterozygote의 빈도가 높을 가능성
을 배제할 수 없어,이에 대한 추가연구가 필요하다.
본 연구에서 2회 이상 혈소판 수혈 후 혈소판 수치가 10×103㎕이상 상승되지

않는 환자 13명과 기존 질환에 관계없이 조사기간 중 50×103㎕이하의 낮은 혈소
판수치를 보이는 환자 7명을 포함하여 총 20명을 대상으로 DNA를 추출하여
HPA-5의 유전자형을 분석하였다. 분석결과 대상 환자 20명 모두가 HPA-5a+b-
homozygosity임을 확인할 수 있었다. HPA-5a+b+유전자형이 혈소판 막 이외에
활성화된 T세포 표면에도 동일한 분자구조(VLA-2)를 발현되기 때문에(Takada&



Hemler,1989),혈소판 특이항원으로 유도되는 항체(humoralimmunity)이외에
HPA alloepitope에 의한 cytotoxicimmunity(CMI)가능성을 제시한 바 있다(김백
수,1995). 본 연구에서도 HPA-a+b+의 혈소판 수용체와 혈소판 감소증과의 상호
작용에 확인하고자 하였으나,환자군에는 HPA-5a+b+유형이 없었고 정상군에서
도 3명만이 관찰됨에 따라 Gp1a의 유전형과 thrombocytopenia와의 관련이 적다고
판단되었다.그러나 추후 보다 많은 표본을 대상으로 하여 Gp1a의 유전형과 ITP
나 SLE등 자가 면역 질환에서 당단백과의 연관성 및 혈소판 감소증 환자에 있어
서 다양한 혈소판 특이 항원계와의 연관성을 밝히는 연구는 의미가 크다.
그 동안의 연구에서는 혈소판 당단백질이 자가 면역 질환과 혈소판 수혈 후

무 반응증 및 수혈과 관련된 혈소판 감소증,신생아 혈소판 감소증 등의 치료 및
예방,진단을 위하여 주로 연구되어 왔다. 앞으로 cardiovasculardisease(Zotzet
al.,1998;Ardissinoetal.,1999;Mikkelssonetal.,2001)에 HPA 다형성의 유전
적 위험인자(geneticriskfactor)로서의 연관성에 대한 연구와 더불어 고형장기이
식(solidorgantransplantation)과 골수이식에 있어서의 HPA 다형성이 미치는 영
향에 대해 계속적인 연구가 필요하다(Kekomakietal.,2001).
본 연구결과가 향후 혈소판 특이항원에 작용하는 항체로 발생하는 혈소판 수

혈 불응증 연구와 효과적인 혈소판 수혈을 위한 유용한 자료가 되기를 기대한다.
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정상대조군 35명과 혈소판 감소증 환자 및 혈소판 반복 수혈자 20명을 대상으
로 HPA-5유전자(GpⅠagene)를 증폭한 후 대립인자 특이적 제한효소법(ASRA)
을 이용하여 HPA-5의 A/G polymorphism(다형성)을 조사하였으며,반복 수혈자
에게는 항혈소판 항체 보유여부를 분석하여 다음과 같은 결론을 얻었다.
1.2004년 3월에서 2005년 2월까지 국립의료원에서 2회 이상 혈소판 농축액이

요구되고 혈소판 수혈 후 수혈불응증을 보인 환자 13명 및 기존 질환에 관계없이
심한 혈소판 감소증을 보인 환자 7명등 총 20명의 유전자를 분석한 결과,
HPA-5(Br)의 유전자형 모두 동일한 유전자형(a+b-)을 보였으며,정상 대조군 35
명에서의 HPA-5(Br)의 유전자형은 32명(91.4%)이 a+b-,3명(8.6%)이 a+b+를
보였다.
2.2회 이상 혈소판 반복 수혈 후 혈소판 불응증을 보인 환자의 항혈소판 항체

검사 결과 13명의 환자 중 3명(23%)이 양성으로 나타났으며 10명(77%)은 음성
으로 나타났다. 이들 전체의 평균 수혈량은 69.5단위(표준편차:54.7)이고,평균
수혈기간은 2.5개월(표준편차:2.1)로 조사되었으며,평균 수혈횟수는 9.3회(표준편
차:7.6)로,수혈기간 동안 측정한 평균 혈소판 수치는 38,930/㎕(표준편차:20.395)
로 나타났다.
3.항혈소판 항체 양성을 보인 환자의 HPA-5(Br)유전자형은 a+b-,항체 음성

을 보인 환자의 HPA-5(Br)의 유전자형도 동일한 a+b-였다.
이상의 연구결과를 종합해보면 혈소판 특이항체에 의한 혈소판 수혈 불응증을

다회 혈소판 수혈 환자에서 확인 할 수 있었으며,항체의 성상을 규명하진 못했지
만 한국인에서 HPA-5항원의 a+b-형의 빈도가 우세하여도 HPA-5a+b+의 유전
자형으로 인한 anti-HPA-5b의 생성 가능성을 배제 할 수 없었다. 환자군 내에서
GpⅠa(HPA-5)의 G/A 다형성을 관찰 할 수 없었고,정상대조군과 환자군 사이에
도 GpⅠa(HPA-5)의 유전자 다형성의 유의한 차이를 관찰 할 수 없었다. 따라서
혈소판 감소증(thrombocytopenia)발생기전에 GpⅠa(HPA-5)의 유전적 다형성이



미치는 영향은 크지 않을 것으로 생각된다.
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영영영문문문 요요요약약약

AAAnnnaaalllyyysssiiisssooofffGGG///AAA PPPooolllyyymmmooorrrppphhhiiisssmmm ooofffGGGlllyyycccoooppptttooottteeeiiinnn
IIIaaa(((HHHPPPAAA---555,,,BBBrrr)))iiinnnMMMuuullltttiiipppllleeePPPlllaaattteeellleeettt---tttrrraaannnsssfffuuussseeedddPPPaaatttiiieeennntttsss

UUUsssiiinnngggPPPCCCRRR---AAASSSRRRAAA

Lee,ChaeJin
Dept.ofBiomedicalLifeScience
TheGraduateSchoolofHealthandEnvironment
YonseiUniversity

Platelettransfusion,whichistheonlymeansofcuringreductionofplatelet,
inducetransformedalloantibodiesduetothemechanism ofimmunity. Human
plateletantigens(HPAs),knowntostimulatetheimmunesystem,havevaried
amino acid sequences in individuals orethnic groups,and induce various
immuneresponsesbyallelicpolymorphismsintherespectivegene.
Recently,alloimmunizationtohumanleukocyteantigens(HLAs)hasbeen

decreased by application of single donor platelets(SDP) or leuko-depleted
plateletstopatientswhoarenotexpectedtoyieldanypracticalresultsfrom
platelettransfusion. Plateletrefractorinessamongthepatientstreatedplatelet
transfusionisoftenseeninthehospital. However,untilnow therearelittle
reportsaboutcorrelationofplateletspecificantigensandalloantigens.
ToidentifycorrelationofgeneticpolymorphismsofHPA-5a/b(Brb/a)and

thrombocytopenia, I examined a point mutation of Gp Ia gene using
PCR-ARSA techniqueanddetectedanti-plateletantibodiesamongthepatients
(20persons)associatedwithsymptomsofthrombocytopeniathroughlaboratory



analysis. ThegenotypeofHPA-5(Br)inapatientgroupof20(13persons
withplateletrefractorinessaftertwotimesormoreplatelettransfusionand7
personswithseverethrombocytopeniaregardlessofpresentdiseases)wasall
a+b-type. Inaddition,analysisofthegenotypeofHPA-5(Br)inanormal
group of35exhibited that32personswerethea+b- type(91.4%)and 3
persons were the a+b+ type (8.6%). Analysis of anti-platelet antibody
exhibited 3positivesand 10negativesamong 13patientswhohad platelet
refractoriness after transfusion two times or more. The genotype of
HPA-5(Br)inthepositiveandnegativepatientsshowsallthea+b-type.
Inthisresearch,Ihaveinvestigatedantibodyformationinpatientsrequiring

repeatedplatelettransfusions. AlthoughthegenotypeofHPA-5a/aismore
frequent in the Korean population, possibility of anti-HPA-5b antibody
inductioncausedbyHPA-5a+b+cannotbecompletelyexcluded. Ididnot
observeanydifferencesintheG/A polymorphism ofGpⅠa(HPA-5)among
thepatientsandneitherinothergeneticpolymorphismsofGpⅠaamongthe
normalorpatientgroup. Theresultsinthisstudysuggestedthattherewere
nosignificantcorrelationsbetweentheincidenceofthrombocytopeniadisorder
andtheG/A polymorphism patterninGp1a(HPA-5).

KeyWords:Plateletstransfusion.Alloimmunization,Humanplateletantigen.
Geneticpolymorphism.Allele-specificrestrictionenzymeanalysis.


	목 차
	국문 요약
	제 1장 서 론
	제 2장 재료 및 방법
	2.1연구 대상
	2.2실험 방법
	2.2.1혈소판 수 측정
	2.2.2항혈소판 항체(Anti-plateletantibody)검사
	2.2.3GenomicDNA 분리
	2.2.4Primer제작
	2.2.5NestedPCR
	2.2.6RFLP
	2.2.7전기영동 및 결과 판독


	제 3장 결 과
	3.1항혈소판 항체(Anti-plateletantibody)검사
	3.2PCR
	3.3PCR증폭산물의 RFLP절단 양상
	3.4HPA-5유전자형 빈도 조사

	제 4장 고 찰
	제 5장 결 론
	참 고 문 헌
	영문 요약

