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국문요약

DDDHHHPPPLLLCCC를를를 이이이용용용한한한 염염염색색색체체체의의의 DDDuuupppllliiicccaaatttiiiooonnn///DDDeeellleeetttiiiooonnn분분분석석석

염색체의 duplication과 deletion은 염색체의 구조에 큰 영향을
미친다.Duplication과 deletion은 일어난 곳에 부분적인 3염색체성과
1염색체성을 유발하여 해당 gene의 기능적 이상을 나타내게 되며 이
로 인하여 CMT1A,HNPP,Williams-Beuren증후군,DiGeorge증후
군 그리고 Rubinstein-Taybi증후군 등의 유전 질환이 발생한다.이
들 질환의 Duplication/Deletion을 진단하기 위한 기존의 방법들은
southern blotanalysis,fluorescencein situ hybridization (FISH),
pulsedfieldgelelectrophoresis(PFGE),polymorphicshorttandem
repeats(STR)analysis,endpointquantitativePCR andreal-time
quantitativePCR분석법 등이 있었다.그러나 기존의 진단 방법들은
각기 장점과 단점이 존재했다.새로운 방법으로 CMT1A와 HNPP진
단을 하는 경우 PCR을 통해 PMP22gene의 duplication과 deletion
지역을 증폭하여 이를 DHPLC와 연계하여 진단하여 DHPLC의 정량
분석기능에 의해 고가의 Realtime-PCR 장비 없이도 쉽고 빠르게 결
과를 낼 수 있었으며 가족의 검체 없이도 internal-control과의 비교를
통해서 환자의 이상 유무를 진단해 낼 수 있었다.
본 연구에서는 염색체의 dupilcation과 deletion으로 발생하는 여러 유
전 질환들 중 CMT1A와 HNPP에 해당하는 환자들로 연구를 진행하
였다.우성으로 유전되는 Charcot-Marie-Tooth type 1A Disease
(CMT1A)와 Hereditary neuropathy with liability to pressure
palsies(HNPP)는 선천성 말초신경병증으로 CMT1A와 HNPP의 주요
원인으로는 PeripheralMyelinProtein22(PMP22)Gene을 포함하는
염색체 17p11.2부위에 1.5-Mb지역의 Duplication과 Deletion이 대



부분을 차지한다.
DNA는 CMT1A와 HNPP환자들 그리고 정상대조군에서 각 각 10개
씩 선택하였으며 실험자의 편견이 결과에 작용하지 않도록 30개의
DNA를 무작위로 섞은 후 진행하였다.
PMP22gene내에 위치한 STR marker인 D17S122와 D17S261을 사
용하여 PCR 하였으며 정확한 PCR의 여부와 비율 측정을 위하여
Albumin gene 내에 위치한 internal-controlprimer를 이용,STR
marker와 함께 multiplex-PCR 후 DHPLC의 분석을 통해 결과를 알
아보았다.
DHPLC분석 결과 전체에서 여섯 종류의 결과를 관찰할 수 있었으며
이 결과를 종류별로 분류하였으며 다음과정으로 real-timePCR결과
와 비교,확인 하였다.비교 결과 DHPLC를 이용한 분석법은 PMP22
gene의 변이 여부를 정확히 분석해냈다.DHPLC를 이용한 PMP22의
duplication,deletion분석 방법은 간단하고 빠르며 또한 재연성 있는
결과를 이끌어낼 수 있다.이러한 결과는 염색체의 duplication과
deletion으로 발생하는 여러 가지 유전 질환들의 진단에 도움을 줄 수
있을 것이다.

핵심되는 말 염색체,CMT1A,HNPP,Duplication,Deletion,DHPLC



DDDHHHPPPLLLCCC를를를 이이이용용용한한한 염염염색색색체체체의의의 DDDuuupppllliiicccaaatttiiiooonnn///DDDeeellleeetttiiiooonnn분분분석석석

<지도교수 이진성>

연세대학교 대학원 의과학과

이이이 형형형 원원원

Ⅰ.서론

Duplication과 deletion은 염색체의 구조 변형에 큰 영향을 미친
다.염색체 단편의 duplication은 부분적 3염색체성을 야기하여 관련
부위 gene의 기능 이상을 초래하게 된다.해당 부위의 1염색체성과
이로 인한 기능적 부족을 일으키는 염색체의 deletion은 염색체의 전
좌에 있어서 감수분열적 분리를 유발한다.
이러한 duplication과 deletion으로 인하여 CMT1A, HNPP,
Williams-Beuren 증후군, Wolf-Hirschhorn 증후군 그리고
Rubinstein-Taybi증후군 등 많은 유전 질환이 발생 한다1,2,3.
변이의 대부분을 차지하고 있는 PMP22 Gene의 duplication과
deletion을 분자유전학적으로 분석하기 위해서는 Southernblot분석
법4,fluorescencein situ hybridization (FISH)5,pulsed field gel
electroporesis(PFGE)6,polymorphicshorttandem repeats(STR)분



석법7,8,endpointquantitativePCR9,10그리고 Real-time정량 PCR을
12,13,14이용해 정상대조군과의 비교로 genecopy를 분석하는 방법 등
이 있었다.가장 많이 시용되고 있는 진단법중 하나인 STR PCR 분
석법은 비용,노동력 그리고 소요시간 등의 이점을 가지고 있었지만
진단을 위해서는 가족의 DNA가 필요하다는 점과 방사능 동위원소를
사용함으로 위험성이 있다는 점 그리고 육안으로 genedosage를 확
인하기엔 어려움이 따른다는 단점이 있었다.이 외에 다른 진단 방법
들도 상대적으로 복잡한 과정과 많은 시간이 든다는 점 그리고 고가
의 장비를 필요로 하는 점 등 여러 문제점을 지니고 있었다5,6,11,12.
이번 연구에서는 위에서 기술한 여러 질환들 중 CMT1A와 HNPP환
자들을 선택하여 실험을 진행하였다. 우성으로 유전되는
Charcot-Marie-Tooth type 1A Disease (CMT1A)와 Hereditary
neuropathywithliabilitytopressurepalsies(HNPP)는 선천성 말초
신경병증 이다.전체의 70%를 차지하는 CMT type1A이 가장 흔한
것으로 알려져 있으며 CMT1A는 점진적인 원위근 위축과 약화,그리
고 신경전도속도의 감소로 특징지어지며 HNPP는 경미한 압박이나
말초신경의 외상에 의한 주기적인 무감각 발작과 마비로 특징지어진
다.HNPP중증의 경우는 CMT1A와 유사한 면을 보인다.임상 증상
으로는 비골근위축증,팔과 다리의 말단 근육 위축과 약화,감각장애
와 마비,운동실조 등이 있다15,16.각각의 주요 원인으로는 Peripheral
MyelinProtein22(PMP22)gene을 포함하는 염색체 17p11.2부위에
1.5-Mb지역의 duplication과 deletion을 들 수 있으며 각각 70.7%와
87.6%의 경우를 차지한다(그림 1)17,18,19.



그그그림림림...111 PPPMMMPPP222222유유유전전전자자자 위위위치치치...CMT1A와 HNPP의 주요 원인으로는
PMP22 gene을 포함하는 염색체 17p11.2 부위에 1.5-Mb의
duplication과 deletion을 들 수 있으며 각각 70.7%와 87.6%의 경우
를 차지한다.

이번 연구에서 이용한 denaturing high performance liquid
chromatography(DHPLC)는 HPLC의 원리를 이용하여 DNA를 분석
하는 기법으로 PCR 증폭 산물을 부분적 변이 상태에서 acetonitrile
column을 통과하게 하여 나타나는 peak의 차이로 분석을 하는 것이
다.이는 이형접합체 변이를 찾는데 매우 용이하여,DNA 변이나
SNP검출을 정확하게 측정할 수 있고 또한 여러 PCR증폭산물의 정
량분석에도 이용 된다20.DHPLC를 이용한 방법은 PCR후에 모든 것
을 자동화하게 되므로 매우 높은 특이도 및 재현성을 나타내는 방법
이다.DHPLC의 결과는 시간(minute)에 따른 흡광도(mV)로 표시가
되며 이 흡광도 수치에 의해 정량적 분석이 가능하게 된다21,22.이러한
DHPLC의 특성을 이용하여 duplication과 deleton에 해당하는 부위의
primer를 제작한 후 PCR과정을 거쳐 이 PCR결과물을 DHPLC에서
분석,결과를 알아보았다.
열 개의 정상대조군 DNA,열 개의 CMT1A 환자 DNA 그리고 열 개



의 HNPP환자 DNA 모두 30개의 DNA를 준비하였으며 실험자의 편
견이 실험결과에 작용하지 않도록 무작위로 DNA를 섞은 후 1번부터
30번까지 번호를 기입하여 blindtest로 실험을 진행하였다.DHPLC의
결과는 후에 real-timePCR 결과와 비교,확인 과정을 거쳐 결과의
신뢰도를 높였다.



Ⅱ.재료 및 방법

1.DNA 추출

열 개의 정상대조군 DNA,열 개의 CMT1A 환자 DNA 그리고 열
개의 HNPP환자 DNA로 모두 30개의 DNA를 준비하였다.CMT1A
와 HNPP환자의 DNA는 real-timePCR 분석법을 통해 미리 해당
질병으로 진단되어진 환자의 DNA로부터 준비하였다.DNA는 각 환
자로부터 EDTA 튜브에 채혈된 혈액 중 백혈구에서
Phenol-Chloloforlm을 이용한 방법으로 분리되었다.

2.유전자 증폭

PCR은 TaKaRaGradientThermalCyclerDice(TaKaRaShuzoCo.,
Ltd.,Otsu,Japan)를 이용하며 한 PCR튜브 당 25㎕의 양으로 시행
하였다.DNA 10ng,5pM sense/antisenseprimers1㎕,dNTP50
μM,Ex-taqreactionbuffer2.5㎕ 그리고 1U의 Ex-taqpolymerase
(TaKaRa Shuzo Co.,Ltd.,Otsu,Japan)를 사용하여 실시하였다.
Primer는 PMP22 gene근처에 위치한 STR marker인 D17S122와
D17S261을 이용하였으며 염기서열은 다음과 같다. D17S122 :
forward primer, 5'-CAGAACCACAAAATGTCTTGCATTC-3',
reverseprimer,5'-GGCCAGACAGACCAGGCTCTGC-3'. D17S261
:forward primer,5'-CAGGTTCTGTCATAGGACTA-3',reverse
primer,5'-TTCTGGAAACCTACTCCTGA-3'.Albumin gene내에
위치한 marker를 internal-control로 사용하여 STR marker와 함께



multiplex-PCR 하였다.Internal-controlprimer의 염기서열은 다음과
같다. Internal-control primer : forward primer,
5'-ATTGACAAGGTCTTGTGGAGAAAACAG-3',reverse primer,
5'-AAGAGAAAAGCTAGGACAAACGGAGG-3'.
반응조건은 94℃에서 10분간 변성과정을 거친 후 94℃에서 30초,6
2℃에서 30초 72℃에서 20초,이 세 과정을 25회 반복실시하며 72℃
에서 7분간 최종 증폭 단계를 거친다.PCR 증폭산물은 2％ agorose
gel에서 전기영동으로 확인한다.PCR에 있어서 무엇보다 중요한 것은
정확한 정량이며 정확한 정량 분석을 위해서는 DNA의 양을 모든 실
험 군에서 동일하게 유지 시키는 게 중요하다.DNA의 정량에 있어도
보다 세밀한 자세가 필요하며 이를 위해 희석 시에도 PCR에 일반적
으로 사용 하는 양인 100ng/㎕ 보다 적은 양인 1.25ng/㎕의 양으로
DNA를 준비하였다.PCR에는 10ng의 DNA를 넣어 적은 양이 완전
히 반응 할 수 있도록 하여 정확한 PCR증폭산물의 분석을 가능하게
하였다.

3.DHPLC분석

DHPLC 분석은 WAVE MD DNA fragment analysis system
(TransgenomicInc.,Omaha,NE)을 이용하였다.DNASepcolumn은
전기적으로 중성을 띄며 소수성 입자를 함유하고 있어 평상시 음전
하를 띠고 있는 DNA 절편은 결합 할 수 없다. 사용되는
tri-ethyl-ammonium-acetate(TEAA)buffer는 양전하를 띠고 있어
이러한 column과 DNA 절편의 결합을 돕는다.결합된 DNA는
acetonitrile에 의한 소수성 결합의 약화로 크기 별로 분류되어
column밖으로 순차적으로 배출되며 260nm의 UV 검출기에 의해 확
인된다.DHPLC의 결과는 시간(minute)에 따른 흡광도(mV)로 표시가



되며 이 흡광도 수치에 의해 정량적 분석을 할 수 있다.DHPLC에
PCR 결과물 20 ㎕를 실시하여 결과를 얻었으며 DHPLC의
non-denaturing 모드에서 실행하였다. Acetonitrile의 유속은 0.9
ml/min였으며 buffersA (0.1mol/lTEAA 그리고 1mM EDTA)
와 bufferB(25% acetonitrilein0.1mol/lTEAA)를 이용하였다.한
개의 검체 당 분석에 걸리는 시간은 약 8분이며 결과를 통해
duplication과 deletion의 여부를 확인 하였다.

4.Real-time정량 PCR분석

PCR은 각 검체 당 20㎕의 양으로 실시했으며 1.25ng/㎕ 농도의
DNA 8㎕,5pM sense/antisenseprimers1㎕,10㎕ CYBERGreen
PCR MasrerMix(AppliedBiosystems,FosterCity,CA,U.S.A.)를
사용하였으며 PMP22 gene의 exon3에 위치한 primer와 human
serum albuminexon12에 위치한 primer를 이용하여 PCR을 한 후
결과를 분석하였다.Primer의 염기서열은 다음과 같다.PMP22exon
3 forward primer, 5'-TCTGTCCAGGCCACCATGA-3'. PMP22
exon3reverseprimer,5'-GAAGAGTTGGCAGAAGAACAGGA-3'.
Human serum albumin exon 12 forward primer,
5'-TCTGTCCAGGCCACCATGA-3'.human serum albumin exon
12reverseprimer,5'-GTCGCCTGTTCACCAAGGAT-3'.Real-time
PCR 반응은 ABI PRISEM 7700 Sequence Detection System
(AppliedBiosystems,FosterCity,California,USA)을 이용하였으며
반응조건은 95℃에서 10분간 변성과정을 거친 후 후 95℃에서 15초,
65℃에서 1분,이 두 과정을 40회 반복 실시했다.Real-timePCR분
석을 통해 얻은 thresholdcyclenumber(CT value)를 통하여 변이의
여부를 확인하였다.



Ⅲ.결과

1.DHPLC분석 결과

서른 명의 연구대상으로 부터 얻은 DHPLC 결과를 통해 STR
marker별로 흡광도 값과 peak비율을 정리하였다(표 1-1,1-2,2-1,
2-2).D17S122와 D17S261의 PCR 증폭산물의 크기는 약 150bp -
170bp이며 internal-control의 크기는 200bp이다.DHPLC분석 결과
여섯 가지의 결과를 관찰할 수 있었으며 여섯 가지 종류로 분류된
DHPLC 결과를 peak형태와 peak비율로 종류별 구분을 하였다(표
3).Type1은 genedosage가 두 개의 copy인 peak과 한 개의 copy인
peak으로 나타났으며 type2는 세 개의 copy를 보이는 peak으로 나타
났다.Type3는 genedosage가 한 개의 copy인 peak세 개로 나타났
으며 type4는 한 개의 copy를 갖는 peak하나만을 보였다.Type5
는 genedosage가 두 개의 copy인 peak하나로 나타났으며 type6는
한 개의 copy인 peak 두 개로 나타났다.각각의 DHPLC 결과는
internal-control결과와 비교하여 비율을 측정하였다.



다음 표 1-1은 D17S122의 DHPLC결과를 나타낸다.

표표표 111---111...DDDHHHPPPLLLCCC결결결과과과...



다음 표 1-2는 D17S261의 DHPLC결과를 나타낸다.

표표표 111---222...DDDHHHPPPLLLCCC결결결과과과...



그그그림림림 222---111...여여여섯섯섯 가가가지지지의의의 DDDHHHPPPLLLCCC 결결결과과과 패패패턴턴턴...DHPLC 분석결과 여섯
가지의 결과를 관찰할 수 있었다.Type1은 genedosage가 두 개의
copy인 peak과 한 개의 copy인 peak으로 나타났으며 type2는 세 개의
copy를 보이는 peak으로 나타났다.Type3는 genedosage가 한 개의
copy인 peak세 개로 나타났으며 type4는 한 개의 copy를 갖는 peak
하나만을 보였다.Type5는 genedosage가 두 개의 copy인 peak하나
로 나타났으며 type6는 한 개의 copy인 peak두 개로 나타났다.



그그그림림림 222---222...여여여섯섯섯 가가가지지지의의의 DDDHHHPPPLLLCCC결결결과과과 패패패턴턴턴...



다음 표 2를 통해 본 각각의 marker분석결과에서 하나의 copy를 가
진 경우 internal-control과 비교 시 흡광도가 약 0.6배 감소한 비율을
보였으며 두 개의 copy를 가진 경우 동일한 비율을 보였다.또한 세
개의 copy를 가진 경우에서는 약 1.5배 증가한 비율을 관찰하였다.

표표표 222...DDDHHHPPPLLLCCCpppeeeaaakkk의의의 흡흡흡광광광도도도 값값값과과과 비비비율율율...



다음 표 3은 DHPLC의 전체 결과를 정리하여 peakpattern과 peak
비율을 기준으로 여섯 가지의 종류별로 분류하였다.

표표표 333...DDDHHHPPPLLLCCC의의의 여여여섯섯섯 가가가지지지 결결결과과과 패패패턴턴턴...

2.Real-time정량 PCR분석 결과

일반대조군의 PCR 증폭 곡선은 PMP22와 albumin의 Ctvalue를 비
교하여 보았을 때 정상 범위의 CT value를 보였다.CMT1A 환자에서
PMP22의 CT value는 albumin과 비교하여 보았을 때 평균 0.5정도
감소하였으며 반면 HNPP환자에서는 PMP22의 CT value가 albumin
과 비교하여 보았을 때 평균 1.5증가하였다(그림 3).Real-timePCR
분석을 통해 얻은 thresholdcyclenumber(CT value)를 Microsoft
Excel 프로그램에 넣어 변환하여 PMP22 gene의 duplication과
deletion여부를 확인하였다(표 4-1,4-2).



그그그림림림 333...세세세 가가가지지지 종종종류류류의의의 rrreeeaaalll---tttiiimmmeeePPPCCCRRR 결결결과과과...정상대조군의 PCR
증폭곡선은 PMP22와 albumin의 CT value를 비교하여 보았을 때 정
상 범위의 CT value를 보였다.CMT1A 환자에서 PMP22의 CT value
는 albumin과 비교하여 보았을 때 0.5정도 감소하였으며 반면 HNPP
환자에서는 PMP22의 CT value가 albumin과 비교하여 보았을 때 약
1.5배 증가하였다.



다음 표 4-1,4-2에서 Real-timePCR 분석을 통해 얻은 threshold
cyclenumber(CT value)를 MicrosoftExcel프로그램에 넣어 변환하
여 변이 여부를 확인하였다.결과를 통해 CMT1A,HNPP그리고 정
상대조군으로 확인되었다.

표표표 444---111...RRReeeaaalll---tttiiimmmeeePPPCCCRRR결결결과과과...



표표표 444---222...RRReeeaaalll---tttiiimmmeeePPPCCCRRR결결결과과과...



3.DHPLC분석 결과와 Real-timePCR분석 결과 확인

DHPLC의 분석 결과와 real-timePCR의 분석 결과를 확인하여 보았
다(표 5-1,5-2).DHPLC결과와 real-timePCR결과 비교를 통하여
종류별로 CMT1A와 HNPP 그리고 정상대조군을 구분하였다(그림
4,5,6).Type1,2,3은 CMT1A로 구분되었으며 type4는 HNPP그리
고 type5,6은 정상대조군으로 분류되었다(표 6).총 서른 개의 검체
중 CMT1A와 HNPP그리고 정상 대조군은 각각 열 개씩으로 분류되
었다.
다음의 표 5-1과 5-2에서 DHPLC 결과와 real-timePCR 결과 비교
를 통하여 Type별로 CMT1A와 HNPP그리고 normalcontrol을 구분
하였다.Type1,2,3은 CMT1A로 구분되었으며 type4는 HNPP그
리고 type5,6은 normalcontrol로 분류되었다.

표표표 555---111...DDDHHHPPPLLLCCC결결결과과과와와와 rrreeeaaalll---tttiiimmmeeePPPCCCRRR결결결과과과 비비비교교교...



표표표 555---222...DDDHHHPPPLLLCCC결결결과과과와와와 rrreeeaaalll---tttiiimmmeeePPPCCCRRR결결결과과과 비비비교교교...



그그그림림림 444...CCCMMMTTT111AAA의의의 종종종류류류별별별 DDDHHHPPPLLLCCC결결결과과과... CMT1A의 DHPLC결과
는 세 가지 종류이며 duplication의 영향으로 genedosage가 세 개의
copy로 나타났다.전체 CMT1A 검체에서 세 가지 종류의 결과를 관
찰하였다.



그그그림림림 555...HHHNNNPPPPPP의의의 DDDHHHPPPLLLCCC결결결과과과...Deletion의 영향으로 genedosage가
한 개의 copy인 peak을 관찰할 수 있었으며 전체 HNPP검체에서 같
은 형태의 결과를 보였다.

그그그림림림 666...정정정상상상대대대조조조군군군의의의 종종종류류류별별별 DDDHHHPPPLLLCCC 결결결과과과...정상대조군에서는 두
가지 형태의 결과를 관찰할 수 있었으며 genedosage는 두 개의
copy로 나타났다.전체 정상대조군에서는 두 가지 형태의 결과를 관
찰하였다.



다음 표 6에서 DHPLC결과와 real-timePCR결과 비교를 통하여 여
섯 가지의 종류를 각각 CMT1A와 HNPP그리고 정상대조군으로 구
분하였으며 종류별로 검체의 수와 peak비율을 측정하였다.Type1,
2,3은 CMT1A로 구분되었으며 type4는 HNPP그리고 type5,6은
일반대조군으로 분류되었다.

표표표 666...여여여섯섯섯 가가가지지지 종종종류류류의의의 DDDHHHPPPLLLCCC결결결과과과...



Ⅳ.고찰

염색체의 duplication과 deletion이 원인이 되는 유전 질환 중
CMT1A와 HNPP의 진단에는 기존에 STR marker 분석법과
real-timePCR을 이용한 분석법 등이 널리 사용되어왔다. 하지만 이
들 진단법에도 단점이 존재 했다.복잡한 과정과 비용과 시간 등의
문제를 극복하며 재연성 있는 결과를 얻기 위한 방법으로 DHPLC를
통한 PCR증폭산물의 정량적 분석을 고안했다.
이번 실험에서는 열 개의 정상대조군 DNA과 열 개의 CMT1A 환자
DNA 그리고 열 개의 HNPP환자 DNA,총 서른 개의 DNA를 통해
실험을 진행하였으며 실험자의 편견이 실험결과에 작용하지 않도록
무작위로 DNA를 섞은 후 blindtest로 연구를 진행하였다.PCR에 있
어서 무었보다 중요한 것은 정확한 정량이며 정확한 정량을 위해서는
DNA의 양을 모든 실험 군에서 동일하게 유지하는 것이 중요하다.
DNA를 희석 시에도 PCR에 일반적으로 사용하는 양인 100ng/㎕ 보
다 적은 양인 1.25ng/㎕ 의 양으로 DNA를 준비했다.
PCR 증폭산물의 DHPLC를 연계한 분석법을 통해 PMP22gene의
duplication과 deletion의 여부에 대한 결과를 알아보았으며 real-time
PCR분석법과 함께 진행하여 결과를 비교하였다.
실험 결과 peak의 비율,peak의 수와 종류에 따라 DHPLC의 결과를
여섯 가지 종류로 정리 할 수 있었으며 이와 함께 internal-control의
결과와 비교하여 정확한 PCR의 여부와 peak간의 비율을 계산할 수
있었다.후에 real-time PCR의 결과를 통해 각각의 종류 별로
CMT1A와 HNPP그리고 정상대조군으로 구분하였다.
CMT1A의 경우는 type1으로 분류한 genedosage가 2copy인 peak
과 1copy인 peak,Type2로 분류한 genedosage가 3copy인 peak
그리고 Type3로 분류한 genedosage가 1copy인 세 개의 peak으로
나타낼 수 있었으며 HNPP의 경우는 Type4로 분류한 genedosage



가 1copy인 peak으로 나타낼 수 있었다.정상대조군의 경우는 Type
5로 분류한 genedosage가 2copy인 peak과 Type6로 분류한 gene
dosage가 1copy인 두 개의 peak으로 나타낼 수 있었다.
이와 같은 방법으로 CMT1A와 HNPP의 검사에 있어서 DHPLC의 분
석 후 종류 별로 결과를 분류하여 보다 간단하고 정확하게 진단을 내
릴 수 있었다.
이번 연구는 DHPLC결과에 있어서 민감도 측면에서 제한점이 존재
할 수 있다.환자를 진단함에 있어서는 정확한 해석과 판단이 요구되
지만 이번 연구에서처럼 정량적인 측면에서 결과를 해석할 시에는 자
칫 결과의 판단에 민감도의 문제가 있을 수 있다.이러한 제한점을
보완하기 위해 DNA양의 조절과 internal-controlprimer를 이용한
유전자 증폭 등의 방법을 사용했다.
DHPLC를 이용한 분석은 이번 실험에서 사용되었던 STR marker의
이용 뿐 아니라 실험 결과에서 보았던 peak의 비율을 통해 다른
marker와 다른 지역의 deletion과 duplication을 검사하는 것에도 적용
할 수 있을 것이다.



Ⅴ.결론

이번 실험에서는 PCR을 통해 PMP22 gene의 duplication과
deletion지역을 PCR을 통해 증폭하여 이를 DHPLC와 연계한 후 분
석하여 쉽고 빠르게 결과를 낼 수 있으며 가족의 DNA 없이도 하나
의 검체만으로 internal-control과의 비교를 통해서 환자의 이상 유무
를 진단해 낼 수 있었다.실험 결과 peak의 비율,peak의 수와 각각의
흡광도 값에 따라 DHPLC의 결과를 여섯 가지 종류로 정리 할 수 있
었으며 이와 함께 internal-control의 결과를 비교하여 정확한 PCR의
여부와 비율을 계산할 수 있었다.후에 real-timePCR의 결과를 통해
각각의 type별로 CMT1A와 HNPP그리고 일반대조군으로 구분하였
다.Gene의 copynumber는 검체의 peak과 internal-controlpeak과의
비교를 통해 비율의 계산으로 알아낼 수 있으며 STRmarker를 사용
함으로서 해당 질환의 가족력을 분석하는 것에도 이용 될 수 있을 것
이다.
DHPLC를 이용한 PCR 증폭산물의 분석은 결과에서 보았던 종류 별
peak의 종류와 ratio를 토대로 염색체의 deletion과 duplication으로 발
생하는 다른 여러 유전 질환들에도 deletion과 duplication부위에 해
당하는 STRmarker를 적용하여 분석함으로서 보다 빠르고 간편하며
재연성 있는 결과를 이끌어 낼 수 있을 것이다.
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DuplicationsandDeletionsareimportantstructuralaberrations
ofchromosome.Duplication ofa chromosomalsegmentlead to
partialtrisomy,resulting in functionalimbalance ofthe genes
contained in the involved region. Deletion, which causes
hemizygosityandfunctionalhaploinsufficiencyforthelociinvolved,
mayoccurdenovoorbetheresultofthemeioticsegregationofa
parental balanced reciprocal translocation. By Chromosomal
duplication/ deletion some genetic disease were generated like
CMT1A, HNPP, Williams-Beuren syndrome, Wolf-Hirschhorn
syndrome,Rubinstein-Taybisyndromeandetc.
Formoleculardiagnosis ofduplication ordeletion ofthe gene,
several approaches are available ; Southern blot analysis,
fluorescence in situ hybridization (FISH),real-time quantitative
PCR analysis.However,there are severallimitations in each



method.
InthisstudyweproceedwiththeCMT1A andHNPPpatients.
Charcot-Marie-Tooth disease (CMT)and hereditary neuropathy
with liability topressurepalsies(HNPP)arethemostfrequent
inheriteddisordersoftheperipheralnervoussystem.
Todevelopmethodfordetectionof1.5Mbduplication& deletion
in CMT1A & HNPP patientweanalyzed 10 patientsclinically
diagnosedwithCMT1A,10patientsHNPPand10normalcontrols.
Toavidabiaswemixedrandomly30wholesamplesandproceed
withtheprogram asarranged.
GenedosageoftheregionwasdeterminedbyPCRwithD17S122,
D17S261andinternal-controlprimerfollow byDHPLCanalysis.
Quantitative DHPLC analysis result classified with six types.
DHPLC resultsshowedthatsampleswith duplication/deletion of
PMP22genehavedifferentpatterns.
DHPLCanalysisresultsconsistedwithReal-timequantitativePCR
analysisanditshowedcorrectdeterminationofthePMP22gene
copy number.This method is fast,easy and reproducible in
detecting gene duplication and deletion in CMT1A and HNPP
patients,respectively.Thismethodmightbeveryhelpfulforthe
diagnosisofpatientswithcausedbygeneduplication/deletion.

KeyWords:Chromosome,Duplication,Deletion,CMT1A,HNPP,
DHPLC
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