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국문요약

동종 조혈모세포이식 후 생착 평가를 위한 variable

number of tandem repeats-polymerase chain

reaction (VNTR-PCR)의 유용성

동종조혈모세포이식 후 환자의 조혈기능이 일부 잔류하는 상태를

혼합 키메리즘(mixed chimerism)이라 하며, 혼합 키메리즘의 지속

또는 재현이 이식거부반응 또는 재발과 연관되어있다고 알려져 있다.

따라서 키메리즘의 확인은 동종조혈모세포이식 후 이식편의 생착 확

인 이외에도 거부반응 및 재발의 가능성 등을 평가할 수 있는 유용한

지표로 생각된다. 동종조혈모세포이식 후 키메리즘 상태를 확인하는

생착검사 중 사람 유전자의 인트론 부위 내에 무작위로 산재해있는

단순반복배열인 microsatellite의 다형성을 이용하여 혼합 키메리즘

을 검색하는 variable number of tandem repeats-

polymerase chain reaction (VNTR-PCR) 방법은 민감도(0.01-

0.1%)가 높으며, DNA 필요량이 적고, DNA 분리과정이 간단하여 기

존의 다른 생착검사법에 비해 많은 장점을 가진 방법이다.

본 연구에서는 혈액질환으로 동종조혈모세포이식술을 시행 받은 환

자 10례를 대상으로 VNTR-PCR 방법을 이용하여 이식 후 1-4주 간

격으로 환자의  키메리즘 상태를 확인하였다. 10례 중 8례에서 이식

후 28일째 완전 키메리즘 상태가 확인되었고 2례에서는 이식 후 14

일째 완전 키메리즘이 확인되었다. 1례에서는 이식 후 554일째, 혈액

학적 완전관해상태에서 혼합 키메리즘(환자 DNA 53.1%)의 재현이

관찰되어 밀착추적관찰 중이다.

본 연구를 통해 VNTR-PCR 방법이 키메리즘 상태를 확인하고 생

착 여부 및 재발 여부를 예측할 수 있는 유용한 방법임을 알 수 있었

다.

핵심되는 말: 동종조혈모세포이식술, VNTR-PCR, 혼합 키메리즘
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동종 조혈모세포이식 후 생착 평가를 위한 variable

number of tandem repeats-polymerase chain

reaction (VNTR-PCR)의 유용성

<지도교수 고윤웅>

연세대학교 대학원 의과학사업단

정 준 원

I. 서론

동종조혈모세포이식 후 환자의 조혈기능이 일부 잔류할 수 있다는 증

거는 많이 보고되어 왔다1-6. 이러한 혼합 키메리즘(mixed chimerism)의

임상적 의미에 대해서는 논란의 여지가 있지만, 백혈병 등의 악성혈액질

환에서 동종조혈모세포이식 후 재발하는 경우 혼합 키메리즘의 발현이 선

행될 수 있으며, 특히 이식 후 연속적인 생착검사 상 잔류세포가 점진적

으로 증가하는 소견을 보이는 경우 재발의 가능성이 현저히 증가하는 것

으로 알려져 있다7. 악성 혈액질환 이외에 재생불량성빈혈 및 선천성 면

역결핍증 등의 질환에서도 이식 후 환자의 잔류세포가 관찰될 수 있으며

이는 이식거부반응과 연관되어 있다고 제기되어 왔다8,9. 따라서 혼합 키

메리즘은 동종조혈모세포이식 후 이식편의 생착 확인 이외에도 재발의 가

능성 및 거부반응 등을 평가할 수 있는 유용한 지표로 생각된다.

동종조혈모세포이식 후 생착 여부를 확인하기 위하여 사용되었던 기존

의 방법으로는 Y-염색체 검출법, 단백질 다형성 검사, 적혈구응집반응 또

는 전기영동방법을 이용한 적혈구 동종항원 또는 다형 동위효소의 확인,

염색체 표지자의 핵형 분석법 등이 사용되었으나 민감도가 낮거나 수혈로

인한 세포 및 염색체 오염으로 결과 분석이 어려웠다10,11.

최근 분자생물학적 기술이 발달하고 사람 유전자의 인트론 부위 내에

무작위로 산재해있는 단순반복배열인 microsatellite의 다형성이 알려지면
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서 이 microsatellite이 혼합 키메리즘을 검색하는 유용한 표지자로 사용

되고 있다. Microsatellite을 분석하는 방법으로는 Southern blotting 을

이용한 restriction fragment length polymorphism(RFLP) 과 variable

number of tandem repeats-polymerase chain reaction (VNTR-PCR)이

있으며 모두 1% 이하의 민감도를 보이나, 두 방법을 비교한 문헌을 보면

비용과 소요시간 면에서 VNTR-PCR이 Southen blotting과 DNA

hybridization을 이용하는 RFLP보다 우수하다고 보고되고 있다12-15. 이외

에도 VNTR-PCR은 민감도(0.01-0.1%)가 상대적으로 높으며, DNA 필요

량이 적고, DNA 분리과정이 간단하며, 파라핀 고정 검체에서도 검사가

가능하고, 제한효소와 방사선 동위원소를 사용하지 않는 장점이 있다.

연구자는 동종 조혈모세포이식 후 1-4주 간격으로 환자의 말초혈액 내

유핵구를 이용한 VNTR-PCR 방법을 사용하여 환자의 키메리즘 상태를

확인함으로써 조혈모세포의 생착, 이식거부 및 재발의 가능성을 조기에

진단하고, 경과를 관찰하고자 하였다.
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II. 재료 및 방법

1. 대상

1999년 5월부터 2000년 12월까지 연세대학교 의과대학 세브란스 병

원에서 악성 및 비악성 혈액질환을 진단 받고 동종조혈모세포이식을 시행

받은 환자 10례(급성 골수성 백혈병 2례, 급성 림프구성 백혈병 3례, 만

성 골수성 백혈병 2례, 중증 재생불량성 빈혈 2례, 골수 이형성 증후군 1례)

를 대상으로 하였다. 중증재생불량성 빈혈환자 2례를 제외한 8명의 환자

는 전처치로서 전신방사선조사(total body irradiation, 1,320 cGy, 8회 분할조사,

6 cGy/min)와 cyclophosphamide(60mg/kg/day, 2일)가 사용되었으며, 급성이식

편대숙수질환 예방법으로 cyclosporin A와 단기 methotrexate(이식 후 1일째

15mg/M2 IV, 이식 후 3,6,11일째 10mg/M2 IV) 병용요법이 시행되었다. 모든

환자는 HEPA 여과기가 작동되는 class 100청정도의 laminar air flow room내

에서 이식술을 시행 받았으며 장관 decontamination을 위하여 ciprofloxacin

및 fluconazole을 경구섭취 하였고, 단순포진감염 예방을 위하여

acyclovir(15mg/kg/day)를 전처치일로부터 정주하였다. 이식 후 5일째부터 인

형 재조합 과립구 집락촉진인자(recombinant human granulocyte colony-

stimulating factor, 300µg/M2/day)를 투여하기 시작하여 생착 후 말초혈액 내

과립구 수치가 1,000/µL 이상으로 3일간 지속될 때까지 투여하였다. 백혈구

생착은 말초혈액 내 과립구 수치가 500/µL이상으로 3일 이상 지속된 시기

의 첫째 일로 평가 하였다. 중증재생불량성 빈혈환자 2례는 anti-

thymocyte globulin와 cyclophosphamide으로 전처지를 시행 받았으며

다른 처치는 백혈병 환자와 동일하였다.

2. 방법

가. 조혈모세포이식 전 검사

(1) DNA 추출
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Qiaamp blood maxi kit(QIAGEN)를 이용하여 동종 조혈모세포이식 이

전에 채취한 조혈모세포 공여자 및 환자의 말초혈액 또는 골수검체 내

유핵구의 genomic DNA를 추출하였다.

(2) PCR

1번 과정에서 얻은 조혈모세포 공여자와 환자의 genomic DNA를 이

용하여 7개의 primer로 PCR을 시행하였다(Table 1). PCR 방법은 dNTP

각각 200 µM, primer(forward 및 reverse) 20 pmol, Tris-HCl(ph 8.3) 10 mM,

KCl 50 mM, MgCl2 2 mM, Taq DNA polymerase(AmpliTaq Gold; Perkin

Elmer, Norwalk, CT,USA) 3 units와 DNA 100 ng 을 PCR 튜브에 넣고

95°C 10분, 94°C 30초/65°C 1분/72°C 30초 – 2회, 94°C 30초/61°C 1분/72°C

30초 – 2회, 94°C 30초/58°C 1분/72°C 30초 – 40회, 72°C 7분, 4°C 유지의

순서로 시행하였으며 7개 primer 모두 동일한 PCR 조건 하에서 시행되

었다.

(3) 전기영동

증폭된 PCR 산물로 12% non-denaturating polyacrylamide gel 전기영동

을 시행하였다. Gel은 Distilled water:30% polyacrylamide(29:1

acrylamide/bisacryamide):5 X TBE electrophoresis buffer:10% ammonium

persulfate:TEMED 를 800:800:400:10:1의 부피비로 혼합하여 제작하였다.

전기영동은 1xTBE 용액을 running buffer로 사용하여 35mA 하에서 2시

간동안 시행하였다.

(4) 조혈모세포 공여자-환자 DNA 혼합농도 대 VNTR band 간 관계곡선

유도

전기영동 결과 조혈모세포 공여자에서는 관찰되지않고 환자에서만

VNTR band가 나타나는 primer를 선택하고, 환자의 DNA 가 각각 0%,

0.4%, 0.8%, 1.6%, 3.2%, 6.4%, 12.5%, 25%, 50%, 75% 및 100%인 혼합물



6

을 합성하여 조혈모세포 공여자-환자 DNA 혼합물 11종 모두를 대상으로

선택된 primer를 이용하여 동일한 방법으로 PCR를 시행하고 12%

denaturating polyacrylamide gel 전기영동을 시행하였다. 구별되는 환자만의

VNTR band의 optical dense를 densitometry로 측정하고 이를 바탕으로

조혈모세포 공여자-환자 DNA 혼합농도 대 VNTR band 간 관계곡선을

유도하였다.

나. 조혈모세포이식 후 생착검사

(1) DNA 추출

이식 후 1-4주 간격으로 환자의 말초혈액을 채취하고 혈액세포 내

유핵구의 DNA를 Qiaamp Blood mini kit(QIAGEN)를 이용하여 추출

하였다.

(2) PCR 과 전기영동

조혈모세포이식 전 검사에서 선택되었던 primer를 이용하여 동일

한 방법으로 PCR 및 12% non-denaturating polyacrylamide gel 전

기영동을 시행하였다.

(3) 조혈모세포 이식 후 환자 DNA의 잔류정도 추정 및 키메리즘 판단

환자의 특징적인 VNTR band가 나타나는지 확인하고 나타나는 경

우에는 VNTR band의 optical dense를 측정한 후 이식 전 같은 위치

의 band와의 백분율을 구한 후, 이 수치를 이미 유도해 놓은 조혈모

세포 공여자-환자 DNA 혼합농도 대 VNTR band 간 관계곡선에 대

입하여 채취 당시 환자 DNA의 잔류정도를 추정하고 키메리즘 상태

를 판단하였다.
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Table 1. Characteristics of primers

Primer Locus
Product
size(bp)

Chromosome
No.

No. alleles Primer sequences 5'>3'

1 D3S3045 176-208 3 7
Forward:ACCAAATGAGACAGTGGCAT
Reverse:ATGAGGACGGTTGACATCTG

2 D4S2366 120-144 4 7
Forward:TCCTGACATTCCTAGGGTGA
Reverse:AAAACAAATATGGCTCTATCTATCG

3 D12S1064 173-201 12 8
Forward:ACTACTCCAAGGTTCCAGCC
Reverse:AATATTGACTTTCTCTTGCTACCC

4 D16S539 148-172 16 12
Forward:GATCCCAAGCTCTTCCTCTT
Reverse:ACGTTTGTGTGTGCATCTGT

5 D17S1290 170-210 17 9
Forward:GCCAACAGAGCAAGACTGTC
Reverse:CGAAACAGTTAAATGGCCAA

6 D20S481 217-253 20 8
Forward:TGGGTTATGAGTGCACACAG
Reverse:AACAGCAAAAAGACACACAGC

7 D22S689 202-230 22 7
Forward:TATGTACAGACCTGCAACTTGC
Reverse:CCTGCCTGCCTATCTATCTG
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III. 결과

대상환자들은 총 10례이었으며, 남녀비는 1:1(남자 5례, 여자 5례)이었

다. 대상환자의 평균연령은 32.6세(19-41세)이었다. 혈액질환으로는 급성

골수성백혈병 2례(M2 1례, M3 1례), 급성림프구성백혈병 3례(모두 L2),

골수이형성증후군 1례(RA-EBT), 만성골수성백혈병(만성기) 2례, 그리고

중증재생불량성빈혈이 2례이었다. 이 들 모두는 1999년 5월부터 2000년

12월 사이에 조직형이 일치하는 형제자매로부터 동종조혈모세포이식을

시행 받았으며 급성 백혈병환자 5례는 일차 완전관해상태에서 이식을 시

행 받았다. 진단부터 동종조혈모세포이식까지의 평균기간은 7.2개월(1개

월-18개월)이었으며, 혈액학적 생착은 이식 후 평균 12.8일(11-20일)에

이루어졌다(Table 2). 6례에서 이식 후 평균 19.8일째(12일-28일)에

Grade II 이하의 급성이식편대숙주질환이 피부에 나타났으나 부신피질호

르몬 투여 후 호전되었으며, 2000년 12월에 이식술을 시행 받은 1례를

제외한 9례 중 2례에서 만성이식편대숙주질환이 피부에 나타났으며 모두

이식 후 28일째 완전 키메리즘을 획득한 이후 계속적으로 완전 키메리즘

상태를 유지하던 상태에서 발생한 것이었다. 현재까지 10례 모두 혈액학

적 완전관해상태를 유지하고 있다.

Primer은 D4S2366이 4례에서, D16S539이 3례에서, D17S1290이 1례에서,

그리고 D22S689이 2례에서 선택되었다. 선택된 primer을 이용하여 각각의

환자에게서 조혈모세포 공여자-환자 DNA 혼합농도 대 VNTR band 간 관계

곡선을 유도하였다(Figure 1).

조혈모세포이식 후 생착검사를 위한 혈액채취는 8례에서 4주간격으로

시행하였으며, 최근에 이식을 시행 받아 이식 4주후까지 추적 관찰이 이

루어졌던 2례에서는 각각 1주간격, 2주간격으로 조혈모세포이식 후 생착

검사가 시행되었다(patient 9, patient 10). 이식 후 4주 이상 추적 관찰하

였던 8례 중 3례는 이식 후 196일째까지, 나머지 5례는 각각 이식 후

112일, 554일, 140일, 84일, 56일째까지 시행하였다. 완전 키메리즘은 10

례  모두에서 관찰되었고 완전 키메리즘 이전의 혼합 키메리즘 상태도 이

식 후 생착검사를 1-2주 간격으로 시행하였던 2례(patient 9,10)에서 관
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찰되었다. 이식 후 생착검사를 1주 간격으로 시행하였던 1례(patient 9)에

서는 이식 후 7일째에 혼합 키메리즘(환자 DNA 13.7%)이 관찰되었으나

14일째에는 완전 키메리즘을 획득하였고(Figure 4), 2주 간격으로 시행하

였던 1례(patient 10)에서는 이식 후 14일째에 혼합 키메리즘(환자 DNA

28.6%)이 관찰되었으나 28일째에는 완전 키메리즘을 획득하였다(Figure

5). 이식 후 14일째에 완전 키메리즘을 획득한 환자(patient 9)는 혈액학

적 생착이 이식 후 11일째이었으므로 완전 키메리즘의 획득과 혈액학적

생착의 전후관계를 정확히 알 수 없었고 이식 후 14일째 혼합 키메리즘

을 보였던 환자는 혈액학적 생착이 이식 후 12일째에 이루어졌으므로 혈

액학적 생착이 완전 키메리즘에 선행하였음을 알 수 있었다. 10례 중 이

식 후 첫번째 생착검사가 이식 후 28일째에 시행되었던 8례 모두에서 첫

번째 생착검사에서 완전 키메리즘을 보여 완전 키메리즘 획득 전의 혼합

키메리즘 상태를 확인할 수 없었기 때문에 완전 키메리즘으로의 전환이

이식 후 몇 일에 나타나는 지 알 수 없었다. 10례 중 9례에서 최종 추적

관찰 시까지 완전 키메리즘 상태가 유지되고 있음을 알 수 있었으나

(Figure 2), 이식 후 140일째 생착검사를 시행 받고 이 후 414일간 생착

검사를 위한 혈액채취가 이루어지지 못했던 1례(patient 5)에서는 이식

후 140일째까지 유지되었던 완전 키메리즘이 이식 후 554일째에는 혼합

키메리즘(환자 DNA 53.1%)으로 전환되었음이 관찰되었다(Figure 3). 이

환자는 혈액학적으로 정상소견을 유지하고 있음이 확인되었으나 만성 골

수성 백혈병환자로 재발의 가능성이 있어 골수검사, 1주 간격의 생착검사

및 bcr-abl 확인 검사 등 밀접추적관찰 중이다.
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Table 2.Patients characteristics

Patient Sex/Age Diagnosis
Type

of
HSCT

Duration from
Diagnosis to

HSCT (month)
Donor

Conditioning
regimen

Date of
Hematologic
Engraftment

cGVHD여부

1 F/27 AML(M3) Allo 5 syster TBI+Cy D+12 Yes

2 F/34 MDS Allo 18 syster TBI+Cy D+12 No

3 F/19 ALL(L2) Allo 4 syster TBI+Cy D+11 No

4 F/35 ALL(L2) Allo 3 syster TBI+Cy D+13 No

5 M/41 CML(CP) Allo 11 brother TBI+Cy D+20 No

6 M/35 SAA Allo 3 brother ATG+Cy D+13 No

7 M/41 AML(M2) Allo 10 syster TBI+Cy D+12 No

8 F/37 CML(CP) Allo 14 brother TBI+Cy D+12 Yes

9 M/22 SAA Allo 1 syster ATG+Cy D+11 No

10 M/35 ALL(L2) Allo 3 brother TBI+Cy D+12 N.E

HSCT; hematopoietic stem cell transplantation, cGVHD; chronic graft versus host disease, AML; acute myelogenous

leukemia, MDS; myelodysplastic syndrome, ALL; acute lymphocytic leukemia, CML(CL); chronic myelogenous

leukemia(chronic phase), SAA; severe aplastic anemia, Allo; allogeneic, TBI; total body irradiation, Cy; cyclophosphamide,

ATG; antithymocyte globulin, N.E; not evaluable
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Figure 1. 조혈모세포 공여자-환자 DNA 혼합농도 대 VNTR band 간 관계곡선 및 추세선 ( y=0.9818x - 6.743 )
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Figure 2. 환자 2의 VNTR-PCR 결과. 이식 후 28일 간격으로 196일까지

생착검사를 시행하였다. 이식 후 28일째 시행한 생착검사 상 환자에서만

관찰되었던 VNTR band(arrow)가 완전히 소실되어 완전 키메리즘이 획득

되었음이 확인되었고 이 완전 키메리즘은 이식 후 196일까지 계속 유지되

고 있다.

Figure 3. 환자 5의 VNTR-PCR 결과. 이식 후 28일과 140일

째에는 완전 키메리즘이 관찰되었으나, 554일째에는 소실되었

던 환자의 VNTR band(arrow)가 다시 나타나 혼합 키메리즘

(Arrow, 환자 DNA; 53.1%)으로 전환되었다.

Pt.2 Donor D+28 D+196D+168D+140D+112D+84D+56

Pt.5 Donor D+140D+28 D+554
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Figure 4. 환자 9의 VNTR-PCR 결과. 이식 후 7일째는 환

자의 VNTR band(arrow)가 잔존하는 혼합 키메리즘 상태

였으나, 14일째에는 완전 키메리즘을 획득하였다.

Figure 5. 환자 10의 VNTR-PCR 결과. 이식

후 14일째에는 환자의 VNTR band(arrow)가

잔존하는 혼합 키메리즘 상태였으나, 28일째에

는 완전 키메리즘을 획득하였다.

Pt.9 Donor D+7 D+21 D+28D+14

Pt.10 Donor D+28D+14
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IV. 고찰

동종 조혈모세포이식 후 관찰되는 혼합 키메리즘은 대부분 전처치 후에

도 잔존하는 환자의 림프구때문이라고 알려져 있다15,16. 이 외에 환자의

CD34+세포도 이식 후 말초혈액에 빈번히 나타나며 이식 후 70일째까지

관찰되어진다고 보고된 바 있다17. 그러나 이식 후 공여자의 세포수가 점진

적으로 증가하면서 상대적으로 환자의 잔존세포는 일반적인 방법으로는 측

정할 수 없는 수준으로 감소하게 되어 세포의 존재여부를 확인할 수 없게

된다. 이 혼합 키메리즘의 임상적 의의에 대해서는 논란의 여지가 있지만,

대부분의 경우, 혼합 키메리즘의 발현이 혈액질환의 재발에 선행되며, 연속

적인 생착검사 상 환자의 잔류세포가 점진적으로 증가하는 소견을 보이는

경우 재발의 가능성이 높은 것으로 알려져 있다7-9.

따라서 동종 조혈모세포이식 시행 후 키메리즘 상태의 확인은 혈액소견

의 추적관찰과 함께 환자의 질환 상태를 판단하는 중요한 정보를 제공할

수있다고 생각되므로 본 연구에서는 이 혼합 키메리즘을 확인하는 방법 중,

DNA 필요량이 적고, DNA 분리과정이 간단하며, 민감도가 기존의 방법에

비해 높은 VNTR-PCR 방법을 이용하여 동종 조혈모세포이식 후 1-4주

간격으로 환자의 VNTR band를 분석함으로써 키메리즘 상태를 확인하였다.

공여자에서는 관찰되어지지 않고 환자에서만 관찰되는 VNTR band를 보

이는 primer를 선택하는 과정은  생착검사의 가장 중요한 단계로 본 연구

에서는 PCR 조건이 동일한 7가지 primer를 사용하였다. 환자에서는 관찰

되어지지 않고 공여자에서만 관찰되는 VNTR band를 보이는 primer는 환

자와 공여자의 DNA 구별은 가능하지만 이식 후 생착검사에서 혼합 키메

리즘 정도를 정량화하지 못하기 때문에 적합하지 않다. 본 연구에서는 10

례 모두, 7가지 primer 중에 적어도 하나 이상의 primer가 환자와 공여자

의 유전자를 구별할 수 있으며 혼합 키메리즘 정도를 정량화 할 수 있는

primer였다. 본 연구에서 사용된 7가지 primer는 모두 동일한 PCR 조건

하에서 PCR이 이루어졌기 때문에 PCR 조건이 다른 여러 primer를 이용

하는 경우에 비해 실험에 소요되는 시간을 감소시킬 수 있었다. 하지만 7

가지 primer 모두가 환자와 공여자의 DNA를 구별할 수 없는 경우를 위해,
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동일한 PCR 조건에서 PCR이 가능한 다른 primer의 개발이 반드시 필요

하겠다.

조혈모세포 공여자-환자 DNA 혼합농도 대 VNTR band 간 관계곡선은 10

예 모두 유사한 곡선을 보여주었다. 이는 환자마다 band 위치는 다를 수 있

지만, 공여자에게는 관찰되지 않고 환자에게만 관찰되는 band를 이용하기 때

문에, 정해진 혼합비율을 이용한 관계곡선는 환자에 관계없이 동일한 관계곡

선이 유도될 것으로 기대되며, 더 많은 수의 환자를 대상으로 하여 공통으로

적용할 수 있는 일반관계곡선의 유도가 필요하겠다.  본 실험에서 사용한

PCR은 반정량적 PCR로 정량화를 위해 log scale의 혼합비율을 사용하였는데,

혼합비율 중 환자의 DNA가 3.2% 이하인 혼합물에서는 측정하려는 VNTR

band가 densitometry로 측정할 수 없는 경우가 많아 혼합 키메리즘의 정

도가 적은 경우에는 관계곡선의 정확도가 떨어진다. 따라서 관계곡선의 유

도에 있어 log scale 혼합물의 유용성에 대한 더 많은 실험이 일반 관계곡

선 유도 전에 선행되어야 할 것이다.

동종조혈모세포이식 후 혼합 키메리즘의 출현은 이식 직후부터 시작되어

이식 후 2일에서 8일 사이에 완전 키메리즘이 된다고 보고된 바 있다18-20.

본 연구에서 1주간격으로 이식 4주 후까지 생착검사를 시행하였던 1례

(patient 9)에서는 D+7에 혼합 키메리즘이 관찰되었고 D+14에는 완전 키

메리즘이 관찰되어 D+7과 D+14사이에 완전 키메리즘이 되었음을 알 수

있었고 2주 간격으로 생착검사를 시행하였던 1례(patient 10)에서는 D+14

에 혼합 키메리즘이 관찰되었고 D+28에는 완전 키메리즘이 관찰되어

D+14과 D+28사이에 완전 키메리즘이 되었다. 이는 위의 보고와 비교하

여 늦게 완전 키메리즘에 도달한 것이지만 1례에 지나지 않아 일반적인

사실로 이야기하기는 어렵다. 본 연구에서 이식 4주째까지 완전 키메리즘

에 도달하지 못한 예는 없었지만, 이식 후 완전 키메리즘 및 혈액학적 생

착에 도달하였다가 다시 혼합 키메리즘 상태를 거쳐, 환자의 이식 전

VNTR형태로 전환되면서, 혈액학적으로도 재발이 입증되었던 경우에 대한

보고에 의하면 완전 키메리즘에서 환자의 이식 전 상태로 돌아가는데 소요

되는 시간이 48시간 정도임을 알 수 있다18,21. 이는 완전 키메리즘으로 도

달하는데 2-8일이 소요되는 것에 비해서 짧은 시간이 소요됨을 의미한다.
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따라서 키메리즘의 변화를 정확히 관찰하고 임상적인 의의를 판단하기위해

서는 이식 2주후까지는 생착검사를 2일 이하의 간격으로 시행하고 2주에

서 4주까지는 4일-7일 간격으로 시행하여야 할 것으로 생각된다. 본 연구

에서 시행했던 생착검사는 모두 일반적인 동종조혈모세포이식을 시행 받은

환자들을 대상으로한 생착검사이었지만, 혼합 키메리즘의 임상적 의의는

단순한 생차검사로서의 유용성 이 외에도 non-myeloablative stem cell

transplantation을 시행 받은 환자들에게서는 키메리즘의 확인이 이식편의

생착 여부나 이식거부 혹은 재발을 조기에 진단하기 위한 목적 이 외에 면

역억제치료의 조절 혹은 공여자 림프구투여와 같은 면역치료의 시행여부를

결정하는 중요한 판단기준이 되며, 혈액질환으로 인한 이식술 후 면역관용

의 획득과 이식편대종양반응 유발에 중요한 과정으로 알려졌고, 면역관용

현상을 이용하여 골수 외의 장기이식에서 거부반응의 억제에 중요한 역할

을 담당하는 것으로 알려져 있다22-27.

현재 임상적으로 시행되고있는 VNTR-PCR은 혈액 내 전체 유핵세포를

대상으로한 것이 대부분이었다. 하지만 개별 세포군에 따라 VNTR-PCR의

결과를 비교 분석한 일부 보고에 의하면 세포군에 따른 혼합 키메리즘 출

현 시점, 완전 키메리즘 도달 시점 및 재발 시 키메리즘의 변화가 나타나

는 시점 등의 차이가 있다고 한다.28 따라서 향후 더욱 소량의 세포에서

DNA를 추출할 수 있는 방법 및 다양한 단클론성 항체를 이용한 세포분주

법을 이용하여 다양한 세포군의 세포별 키메리즘 변화 및 기저혈액질환에

따른 키메리즘의 차이를 비교하기 위한 많은 연구가 진행되어야 하겠다.

그리고 비혈액질환에서 면역치료의 의미에서 시행되고있는 non-

myeloablative stem cell transplantation이 점차 증가하고 있는 바, 기존의

생착검사로서의 VNTR-PCR과 구별된 면역관용의 확인검사로서의

VNTR-PCR의 정립이 필요하겠다. 또한 다양한 장기이식환자들의 이식 후

거부반응을 감소시키기 위한 면역관용유도의 확인검사로서의 VNTR-PCR

의 정착이 필요하겠다.



17

V.결론

동종조혈모세포이식술을 시행 받은 10례의 환자(급성 골수성 백혈병 2

례, 급성 림프구성 백혈병 3례, 만성 골수성 백혈병 2례, 중증 재생불량성

빈혈 2례, 골수 이형성 증후군 1례)에서 이식 후 말초혈액 유핵구를 이용하

여 VNTR-PCR방법으로 키메리즘 상태를 확인하여 생착 실패와 거부반응,

재발 등을 예측하고자 하였다.

10례의 대상환자 중 9례에서 이식 후 28일째 시행한 VNTR-PCR검사

상 완전 키메리즘이 관찰되었고 1례에서는 이식 후 14일째 완전 키메리즘

이 관찰되었다. 6례에서 급성이식편대숙주질환이 발생하였으며 2례에서 만

성이식편대숙주질환이 발생하였다. 만성 골수성 백혈병 환자 1례에서 이식

후 554일째 혈액소견은 정상이나 53.1%의 혼합 키메리즘으로 변환된 소

견을 보여 재발을 조기에 예측할 수 있는 유용한 추적검사법으로 생각된다.

향 후 이식 초기(4주 이전)에 보다 짧은 간격으로 생착검사를 시행함으

로써 혼합 키메리즘이 완전 키메리즘으로 전환되는 역동학을 관찰하고, 보

다 다양한 세포군에 대한 개별적인 키메리즘 변화를 알아보기 위한 검사가

필요하다. 또한 non-myeloablative stem cell transplantation을 시행 받는

환자에게 적용할 생착검사에 대한 연구가 필요할 것으로 생각된다.
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Abstract

Variable number of tandem repeat – polymerase

chain reaction(VNTR-PCR) for engraftment

evaluation in allogeneic hematopoietic stem cell

transplantation

June-Won Cheong

Brain Korea 21 Project for Medical Science

The Graduate School, Yonsei University

(Directed by Professor Yun Woong Ko)

Mixed chimerism are defined as a state of mixture of both

donor and recipient cells after allogeneic transplantation.

Chimerism analysis after allogeneic hematopoietic stem cell

transplantation allows detection of early marrow

engraftment, disease relapse, and graft rejection. Among

various analytical methods, VNTR-PCR has many theological

advantages including increased sensitivity, the use of

smaller quantities of DNA, easier preparation of the DNA,

faster turnaround time, the elimination of restriction

enzymes and radioisotopes, and overall cost reduction.

In this study, ten allogeneic hematopoietic stem cell

transplantations in 10 adult patients suffering from

different types of leukemia(n=7) or non-malignant

hematologic disorders(n=3) were investigated. Patient-

and donor-derived hematopoiesis were assessed at 1-

to 4-week intervals in peripheral blood samples by

VNTR-PCR. In 9 of 10 patients, the complete chimerism
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was documented day+28, and 1 patients showed the

complete chimerism at day+14. In one CML patient who

showed normal hematologic parameters, the

reappearance of mixed chimerism(recipient DNA:53.`1%)

was documented at day+554.

VNTR-PCR method is a useful analytical method in the

detection of chimerism after allogeneic hematopoietic stem

cell transplantation.

Key Words: Allogeneic hematopoietic stem cell

transplantation, VNTR-PCR, mixed chimerism
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