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단일유전자질환에 대한 유전자의 돌연변이 종류는점돌연

변이와함께결실 삽입및중복돌연변이등이있다 이러한돌, .
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연변이의규명을 위하여 restriction fragment length poly-

morphism (RFLP), artificial refractory mismatch sys-

tems (ARMS), allele specific oligonuleotide (ASO),

olig-ligase assay (OLA), single base primer extension

등의 선별방법 과reaction (SNapShot) (screening) single

strand conformation polymorphism (SSCP), denatura-

tion/temperature gradient gel electrophoresis (DGGE/

TGGE), denaturatiopn high pressure liquid chroma-

등의 방법들이사용되어왔다tography (dHPLC) scanning .

이들방법은대부분약 정도의짧은크기의중합100-500 bp
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Multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA) is a PCR-based method to detect gene

dosage. Since its introduction, MLPA has been used to test a large number of genes for major deletions

or duplications. Genetic testing, as a diagnostic tool for genetic disease, has been used primarily to identify

point mutations, including base substitutions and small insertions/deletions, using PCR and sequence

analysis. However, it is difficult to identify large deletions or duplications using routine PCR- gel based

assays, especially in heterozygotes. TheMLPA is amore feasible method for identification of gene dosage

than another routine PCR-basedmethods, and better able to detect deleterious deletions or duplications.

In addition to detection of gene dosage, MLPA can be applied to identify methylation patterns of target

genes, aneuploidy during prenatal diagnoses, and large deletions or duplications that may be associated

with various cancers. TheMLPAmethod offers numerous advantages, as it requires only a small amount

of template DNA, is applicable to a wide variety of applications, and is high-throughput. On the other hand,

this method suffers from disadvantages including the possibility of false positive results affected by

template DNA quality, difficulties identifying SNPs located in probe sequences, and analytical com-

plications in quantitative aspects.
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효소연쇄반응에기초하여 하나또는두세개염기의변이를탐,

색하는데초점이맞춰져있다 대부분의검사실에서시행하는.

유전자에 대한 검사방법도 이러한 점돌연변이의 탐색에 집중

되어있다
1)

중합효소 연쇄반응으로 적절하게 증폭할 수 있는.

인간게놈의크기는약 로이보다큰경우는중합효소연23 kb

쇄반응으로는탐색이어려운점이있다2) 단일유전자질환들.

중다수가점돌연변이외의전체유전자혹은여러개의엑손에

걸쳐서 일어나는 거대 결실돌연변이 또는 중복돌연변이를 포

함하고있어 중합효소연쇄반응에기초한방법으로는이와같,

은돌연변이의탐색이어렵다 거대결실 중복돌연변이의탐색. /

을 위해서는 을Fluorescence in situ hybridization (FISH)

통해 염색체상에서의 결실 여부를 확인하거나 예( : PMP223),

SNRPN4)
등 또는게놈서던을통하여 게놈내의제한효소부),

위의차이에의한결실여부를확인하는방법을이용하거나
5)
,

거대결실 또는 중복돌연변이에 의해 생겨나는 유전자의 농도

차이를 확인하기 위한 실시간중합효소연쇄반응(real-time

을 통한 정량방법PCR)
6)

등을 사용할 수 있다 예를 들면.

의원인유전자인RETTsyndrome MECP2의경우,MECP2유

전자의염기서열분석을통하여 의돌연변이만의점돌70-80%

연변이등을규명할수있으며 의돌연변이는거대결, 20-30%

실돌연변이가 차지하고 있다7) 연관우성유전인. X- RETT

syn 은거의대부분여성에게서나타나며 반드시이형접drome ,

합자의돌연변이를보이므로 거대결실돌연변이의경우중합효,

소연쇄반응에기초한염기서열분석방법을통하여결실되지않

은정상 이정상 동형접합자의양상으로잘못보이게되allele

어 거대결실돌연변이의규명이어려웠다 많은수의염기를포, .

함하는거대결실돌연변이는 의양적차이를나타내게되DNA

므로 양적인차이를확인할수있는실시간중합효소연쇄반응,

방법이나 제한효소의절단부위차이를이(Real-time PCR) ,

용한 게놈 서던교잡법을 이용하여 돌연변이를 확인하 으나,

실시간중합효소방법은수차례에걸친실험자료를토대로양

적인차이를계산하여야하며 서던교잡법은많은양의 를, DNA

필요로하며 시간과노력이많이소요되는작업을요한다, 8, 9).

의양적차이를확인할수있는방법으로 년도에DNA 2000

방법이multiplex amplifiable probe hybridization (MAPH)

소개되었는데 이 방법은 준비된 탐침자 를, (probe) mem-

에고정된표적 에교잡시킨후 교잡되지않은탐침brane DNA ,

자를세척한후 교잡된탐침자만을수집하여수집된탐침자를,

증폭시켜표적 의존재여부를확인하는방법으로 의DNA DMD

결실돌연변이여부를효율적으로 확인하 다 는표적. MAPH

를 에흡착시키는과정을요하고 세척과정에DNA membrane ,

서교잡된탐침자가함께소실되는등의문제점들로인해민감

도와 특이도가 좋지 않은 방법이었다10).

두개의탐침자를나란히표적 에교잡시킨후DNA ligation

을통하여표적 의존재여부를확인하는방법은 의DNA MAPH

의 흡착과정과 세척과정에서 보 던 문제점을 해membrane

결할 수 있는 좋은 방법이었다
10)

.

한번에여러 산물을확인하기위하여각각의탐침자ligation

의길이를서로다르게제작하 는데 이때 박테리오파아, M13

지에서유래된 벡터를이용하여길이가SALSA 130-480 bp

에이르는삽입자 를포함하는서로다른탐침자를제(stuffer)

작하 다 벡터에서유래한 로인해 개. SALSA stuffer , 20-40

에이르는탐침자를한개의실험군으로만들수있게되었고,

유전자가평균 개의엑손8-10
11)

을가지고있어 대부분의유,

전자에대해모든엑손의유전자농도 를확인할수있(dosage)

는 실험군의 제작이 가능해졌다.

방법은 파킨슨병 관련유전자인MLPA , SCNA의 A30P,

LRRK2의 변이에대한탐침자 윌슨병관련유전자인G2019S ,

ATP7B의 변이등R778L, A874V, N1270S
12, 13)

과같이 유,

전자의 농도뿐 아니라 돌연변이에 의해 교잡 또는 이ligation

저해되는현상을이용하여single nucleotide polymorphism

의확인도가능하여 유전자진단에다양하게응용된다(SNP) , .

본 론

의원리1. MLPA

는 을이용하여탐침자를증폭시키는과정을MLPA ligation

말한다 과정을 위하여 박테리오파아지 기원. Multiplex M13

의 벡터를 이용하여 길이가 범위의SALSA 130-480 bp

를탐침자내에끼워넣어주게된다 탐침자는길이를달stuffer .

리하게하는 와표적 와교잡할수있는표적염기stuffer DNA

서열부분 그리고 산물을한번에증폭시킬수있는중, ligation

합효소 연쇄반응 시발체 염기서열 부분으로 구성되어 있다

다른한쪽의탐침자는하나의 염기차이를둔표적(Fig. 1A).

염기서열부분과함께시발체염기서열부분으로구성되어있

어 두개의 탐침자가 표적 에 성공적으로 교잡되면, DNA

을위한 말단과 말단이마주보게된다 후ligation 3 5 . Ligation’ ’

탐침자 각각의 말단에 위치하고 있는 시발체 염기서열부분을

이용하여 형광물질을 붙힌 시발체로 중합효소 연쇄반응을 하
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면성공적으로교잡된 산물만이증폭되게된다 각각의ligation .

표적염기서열에해당하는 산물은형광물질이붙은서ligation

로다른크기의절편을형성하게된다 형성된각각의절편들은.

Genetic analyzer (ABI-Prismof Appliedbiosystems; CEQ

등 를통하여크기별of Beckmann;Megabase of Amersham )

로분리하고 크기별산물의형광도로유전자의농도를확인한,

다
14, 15)

(Fig. 1B).

분석의과정은 표적 의단일가닥열성분리 탐MLPA DNA ,

침자와교잡반응 그리고 산물의중합효소연, ligation, ligation

쇄반응을통한증폭 증폭된산물의분리및분석의단계로나눌,

수있다 열성분리후교잡과정에서정확한교잡을유도하기위.

하여 주형 의 순도가 중요한 요인이 되며DNA , Genetic

를 거쳐 분리된 산물의 분석 또한 의analyzer ligation MLPA

가장중요한부분이라할수있다 를거쳐분.Genetic analyzer

리된중합효소연쇄반응산물의분석은두가지단계를거친다.

우선 가로축 중합효소연쇄반응 산물의 크기별 의 표식화로( ) ,

디자인된유전자내의표적부위를산물의크기별로표식화하는

작업이선행된다 이작업을 통하여각각의 산물들이. ligation

유전자내의어느부위에해당하는지를확인한다 크기별로확.

인된산물들은두번째로세로축 중합효소연쇄반응산물의농(

도 의비교로유전자내에위치한표지들의존재여부또는농도)

를측정할수있게된다 를위한한개의실(Fig. 1B, C). MLPA

험군에는 표적유전자에 대한 탐침자와 함께 내부대조군으로

표적유전자와 다른 유전자좌에 위치한 정상유전자들에 대한

탐침자와함께 의여부와교잡여부등에대한정도관리ligation

를 위한 탐침자로 에 의존하지 않는 탐침자ligation (DNA-

와 에 의존하는 탐침자Quality fragment) ligation (DNA-

가 함께 포함되어 있다denaturation) .

표적유전자의 정확한 농도 확인을 위하여 정상대조군의 비

교가 필요하며 양적인 측정을하므로적어도 개 이상의정상3

대조군을 사용하여야 한다 실험군내의 내부대조군과 정상인.

을대상으로실험한정상대조군을이용하여표적유전자의농도

를 확인해 주는 프로그램으로는 엑셀프로그램에 기반을 둔

Coffalyser
14)

와 상용프로그램인 GeneMarker
Ⓡ

(Soft-

Fig. 1. Principle of MLPA. A) The probe consists of three components, PCR primer is used for amplification of

ligated products. Stuffer for size variation of each probe and hybridization for binding site to target DNA

sequence. B) Procedures of MLPA. C) Analytical principle of MLPA. The ratio of target peak is determined to

compare with control peak and target peak (indicated in the box) height. D) Example report form of softwares.

(http://www.mlpa.com, GeneMarker
Ⓡ
)
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가대표적이다 또한절편의분Genetics, PA, USA) (Fig. 1D).

리과정에서 크기가 큰 절편이 작은 절편에 비해 신호(signal)

가 약하게 나타나는 신호기울임 또는(signal sloping, ski-

현상이발생될수있다 이런경우각각의slope effect) . peak

는이웃한 를대조군으로보정해주어야하는데 위의프peak ,

로그램들을 이용하면 손쉽게 보정이 가능하다.

2. 유전자농도이상(deletion or duplication

탐색의예mutation)

1) DMD

거대결실 돌연변이의비율이 높은 유전자에 해당하는 경우

로 에위치한, Xp21 Duchenne/Becker muscular dystrophy

유전자(DMD 는적어도 개이상의엑손으로구성된) 79 2.4Mb

에이르는가장큰유전자중의하나로진행성근이 양증의원

인유전자이다.DMD의돌연변이는 가거대결실돌연변이60% ,

가 거대중복돌연변이를 보이며 나머지 는10-20% 20-30%

점돌연변이를보인다 약 에해당하는. 60% DMD의결실돌연

변이여부의확인을위하여 의방법으로결실여multiplex PCR

부를확인하 으며
16)

이방법을통해서는중복돌연변이나결,

실돌연변이의 여성보인자의 확인이 불가능하 다 방. MLPA

법을통하여 에해당하는중복돌연변이의탐색이가10-20%

능하여돌연변이확인율이 로높아졌으며 이형접합70-80% ,

자의결실돌연변이의보인여부를확인할수있게되었다 그러.

나 를이용하여 에해당하는MLPA 20-30% DMD유전자의점

돌연변이 여부는 확인할 수 없으므로 전염기서열 분석이나,

등과같은 방법을통한돌연변이분석이요구dHPLC scanning

된다
17)

.

2) PLP1

거대중복 혹은 전체유전자의 중복돌연변이가 높은 비율을

차지하는경우로 에위치한 유전자, Xq22 proteolipid protein 1

(PLP1 은 의 원인유전자로) Pelizaeus Merzbacher disease

PLP1유전자돌연변이의 이상정도에서70% PLP1유전자의

중복돌연변이를 보인다18) 정도에서 점돌연변이를. 15-20%

보이므로 비율이높은중복돌연변이의여부를확인한후 염기, ,

서열분석을통한돌연변이규명의순서가필요하다 중복돌연.

변이의탐색을위해서 방법이나정량을위한실시간중합FISH

효소연쇄반응법등의방법이 사용되었다
19)

를통하여. MLPA

비교적 쉽게 중복돌연변이의 여부를 확인할 수 있다.

3) PMP22

유전자의중복또는결실돌연변이에따라전혀다른질환을

나타내게되는경우로 에위치한, 17p11.2 peripheral myelin

유전자protein 22 (PMP22 의 중복돌연변이에 의해 상염색)

체 우성유전을 하는 Charcot-Marie-Tooth neuropaty

가 발병되고 결실돌연변이에 의해서type1A (CMT1A) ,

Hereditary neuropathy with liability to pressure palsies

가발병된다 이러한결실또는중복돌연변이의탐색(HNPP) .

을위하여 게놈서던법FISH, long PCR / long PCR-RFLP,

등이사용되었다
3, 20)

를통하여비교적쉽게결실또는.MLPA

중복돌연변이 여부의 확인이 가능해 졌다.

4) MECP2 / VHL

거대결실돌연변이의 비율이 점돌연변이의 비율에 비해 높

지는않으나 돌연변이의규명을위해서는거대결실여부의확,

인이요구되는 경우로 에 위치한, Xq28 Methyl CpG binding

유전자protein 2 (MECP2 의돌연변이에의해 염색체연) X-

관 우성유전의 레트증후군과 에 위치한, 3p26-p25 Von

유전자Hippel Lindau (VHL 의돌연변이에의한상염색체열)

성유전의폰히펠린다우증후군이있다 전체혹은부분유전자.

의 결실돌연변이의 비율은 각각 10%
21)

, 30%
22)

를 차지하고

있으며 염기서열분석등을통한점돌연변이분석에서음성결,

과가나왔을경우 결실돌연변이의가능성을검사해보아야한,

다 실시간중합효소연쇄반응 등을 통한 정량분석법을 사용했.

었다
23)

를 통하여비교적 쉽게결실여부를 판단할수. MLPA

있으나 엑손이 각각 개와 개로 비교적작은유전자에해당, 4 3

하며 연속적인 결실보다는 한 점에서의 결실이 관찰될 수 있,

다 이런경우 이나정량분석법등을통해추가검증. , long PCR

이 필요하다24).

5) ATP7B

거대결실 중복돌연변이를거의동반하지않는유전자의경/

우로 에 위치한, 13q41.3-q21.1 ATPase, Cu(+2) trans-

유전자porting, beta polypeptide (ATP7B 의 돌연변이에)

의한상염색체열성유전의윌슨병을예로들수있다 윌슨병의.

원인유전자는ATP7B이나 환자의약 에서만, 80% ATP7B유

전자의 점돌연변이를 하게 보이며 나머지heterogeneous

에서는돌연변이를 발견할 수 없었다20%
13)

이 내에 거. 20%

대결실돌연변이가포함되어있을것으로기대하고 여명의80
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윌슨병환자를대상으로결실돌연변이여부를확인한결과 모,

두음성결과를보 다(unpublished data). ATP7B유전자의

돌연변이는 거대결실돌연변이를 거의 포함하고 있지 않은 것

으로보이며, ATP7B에대한 분석은의미가없다는것MLPA

을 의미한다.

비슷한예로Idiopathic hypogonadotrophic hypogonadis/

증후군에 해당하는 유전자중Kallmann , FGFR1, GNRH1,

GNRHR, GPR54및NELF유전자에서 명을대상으로거대100

결실여부를확인했을때결실돌연변이를발견하지못하여 이,

들유전자에대한 분석이의미가없음을보고하 다MLPA
25)

.

메칠화양상 탐색의예3. (Methylation pattern)

프라더윌리증후군또는엔젤만증후군은 염색체부위의15q

미세결실이나 등에의해그부위uniparental disomy (UPD)

의 메칠화양상이 변화하여 생기는 질환으로 메칠imprinting

화특이제한효소를이용한게놈서던분석이나 등으, bisulfite

로게놈 의변성을유도한후 중합효소연쇄반응을이용하DNA ,

여 메칠화 양상의확인을 통하여 유전자 진단을 하 다
26)

이.

방법들은 메칠화의 양상만을 확인하는 것으로 미세결실 또는

의여부는 방법을통하여다시한번확인을해야한UPD FISH

다
4, 5)

.

방법을이용하면 부위의표적 의유전자농MLPA 15q DNA

도를함께확인하므로 방법을대체할수있으며FISH , ligation

후Hha 의메칠화특이제한효소를이용하여비메칠화 를I DNA

절단함으로써 표적 의 메칠화 양상을 확인할 수 있어DNA

처리 후 메칠화 특이 중합효소연쇄반응bisulfate (Methyla-

방법을대체할수있다 즉 한tion specific PCR, MS-PCR) . ,

번의 분석으로 와 를이용한MLPA FISH bisulfate MS-PCR

의두가지방법을대체할수있다 는.MS-MLPA Hha 제한효I

소를 처리한 반응물과 처리하지 않은 반응물의 두 번의 liga-

산물을요하며tion , Hha 제한효소를처리하지않은반응물은I

유전자농도를 의미하므로 미세결실 여부의 확인이 가능하며,

Hha 제한효소를처리한반응물은정상적인메칠화를가진염I

색체는절반만절단되는양상의 을보이게된다 이부분peak .

이완전히절단이되면메칠화가없어진것을의미하므로 모계,

로부터유래된메칠화된부분이결실되었거나 메칠화가없는,

부계의부분만이 로존재하는엔젤만증후군에해당함을UPD

알수있다 반대로전혀절단되지않은양상을보이면 모두메. ,

칠화되어있는것을의미하므로 부계의일부분이결실되거나,

모계의 에 의한 프라더윌리증후군임을 알 수 있다UPD
27-29)

(Fig. 2).

프라더윌리 엔젤만증후군외에도메칠화이상으로발병하/

는 질환으로 부위의 메칠화 양상 차이에 따른 질환으, 11p15

로 모계로부터 유래된 유전자가 결실된 양상을 보이는,

증후군 와반대로부계로부터Beckwith-Wiedemann (BWS)

유래된 유전자의 결실 양상에 의한 증후군Silver-Russell

에 대한 분석이 가능하다 의 경우(SRS) MLPA . BWS 70-

가 메칠화 이상 양상을 통해 발병하며80%
30)

의 경우도, SRS

해당한다40-50% 31).

그리고 은, pseudohypoparathyroidism (PHP) 20q13.3

에 위치한 guanine nucleotide binding protein, alpha sti-

유전자mulating activity polypeptide 1 (GNAS 의돌연변이)

에의하며,GNAS의 에위치하는 유전5 upstream syntaxin16’

자(STX16 의부분결실에의한) GNAS의 이상이imprinting

야기되어 가된다 는메칠화양상에따른돌PHP type 1b . PHP

연변이를부계로부터 또는모계로부터유래되느냐에따라질,

Fig. 2. The analysis example of MS-MLPA with Prader-Willi (PWS)

and Angelmann syndrome (AS). MS-MLPA requires two running sets.

One set is not treatedby HhaI for detection of genedosage and the other

treated by HhaI for detection of methylation status. The peaks of

MS-MLPA are composed of three parts of indicators. Peak I indicates

dosage control with no HhaI digestion site. Peak II indicatesmethylation

status with HhaI digestion site. Normal methylation status reveals half

undigested peak. Peak III indicates HhaI digestion control, which always

reveals complete digestion. A) Normal, B) PWSwithmaternal UPD, C)

PWSwith paternal micro-deletion, D) AS with paternal UPD, andE) AS

with maternal micro-deletion.
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환의양상이달라지는특징을보이는질환이다
32)

를통.MLPA

하여환자에대한메칠화양상을모니터링할수있으며 주요부,

분에서의결실여부를판단할수있어 는 의진단에MLPA PHP

유용한 도구로 사용된다.

기타 염색체배수체검사및암관련유전자검사4. -

를이용하여 양수로부터염색체배수체이상을 확인MLPA

할수있다 의구성은염색체 에대한탐침자. MLPA 13,18,21

를각각 개 및 염색체에대한탐침자를각각 개씩조합8 , X Y 4

하여대조군과의농도측정을통하여각염색체에대한배수체

를확인할수있다 이방법을통하여파타우 에드워드 다운증. , ,

후군및터너 클라인 펠터증후군등의염색체수적이상질환, -

의양수를통한산전진단이가능하다 법에의한염색체.MLPA

배수체검사는 이나 방법에비해많은수의탐QF-PCR FISH

침자를사용하여검사되는유전자수가더많고 비용이상대적,

으로적게소요된다는장점을가지고있으나 의질에많, DNA

은 향을미치는관계로양수로부터의검사에대한실패율이

다른방법에비해높고 시간이더많이걸린다는단점을가지고,

있다
33)

.

또한 방법은 암관련 유전자MLPA (predisposition gene)

의 진단에 유용하게 사용되는데 암관련유전자가 우성유전의,

양상을주로보이며 비교적큰크기의유전자가관련되어거대,

결실 돌연변이의 가능성이 높다. hMSH1, hMSH2, BRCA1,

BRCA2, APC 유전자의 를 효율적으로 탐색하copy number

고 이러한 암관련유전자 에서 유전, (predisposition gene)

자농도 측정이 필수적임 보고하 다34).

향후의전망5.

하나의실험군은 개의탐침자로구성되어있으며MLPA 40 ,

의분리능력으로인해 개이상의탐침자Genetic Analyzer 40

를동시에사용하기가힘들다15) 이러한한계를극복하기위하.

여 방법이 고안되었다 시발체 교잡염기서열array-MLPA . -

의 세 부분으로 나누어진 기존 탐침자-stuffer MLPA (Fig.

에 에교잡될수있는 특이염기서열부분을도1A) array array

입하여 에서분리하던절편을 를이용,Genetic analyzer array

하게되며 이방법은엑손수가 개에이르는 의결실 중, 79 DMD /

복돌연변이 탐색에 성공적으로 응용되었다35, 36).

또한 는 염색체 이상 질환, MS-MLPA
37)

뿐 아니라 신경교

종 에서 의 메칠화 양상 분석(glioma) MGMT promoter
38)

과

수막종 에서의 메칠화양상분석(menigiomas) TP73
39)

과같

은 유전자의양적변화가다양한암세포에서의메칠화양상변,

화도 효과적으로 진단이 가능하다.

마지막으로최근에대두되고있는copy number variation

의연구에도응용되고있다(CNV) . Array-CGH (compara-

방법을통하여나타나는다양한tive genome hybridization)

에 대한 검증을 위한 방법으로 사용된다 방법이CNV . MLPA

가지는편의성과적응성 의장점을이용하여빠르고(flexible)

간편하게 에 대한검증이가능하고 이부위들에대한 집CNV ,

단검사로의응용도가능하여 연구에서중요한역할을담CNV

당할 것이다
40)

.

결 론

는유전자돌연변이중거대결실또는중복돌연변이MLPA

를효과적으로탐색할수있는방법이다 중합효소연쇄반응에.

의존하는한두개염기의결실및삽입돌연변이및점돌연변이

등과같은돌연변이의탐색과달리거대결실또는중복돌연변

이의탐색을위해서는정량분석법이나게놈서던분석등과같

은방법을사용해야하는데 이러한방법들은시간과노력이많,

이드는데비해정확도가높지않은문제점을안고있다 이에.

비해 는이러한거대결실또는중복돌연변이의탐색을MLPA

중합효소연쇄반응방법을이용할수있게하 다는점에서큰

의의를줄수있다 염색체연관결실돌연변이의보인자확. X-

인 예( ,DMD, OTC 등의유전자와우성유전질환의이형접합)

자결실돌연변이의확인 예( , MECP2, VHL, BRCA1,2 등과)

중복돌연변이의 확인 예( , PLP1, PMP22 등에 대한 탐색에)

효과적으로이용되고있다 위와같은유전자의농도측정을통.

한 유전자진단뿐 아니라 메칠화 특이 제한효소를 이용한

로메칠화이상질환들Methylation-Specific (MS)-MLPA ,

등의유전자진단에도응용되고있PWS/AS, BWS/RSS, PHP

다.

방법은유전자농도및메칠화양상의확인을위해사MLPA

용된 이전의방법들과비교하여시간과노력 비용면에MLPA ,

서상당한이점을가지고있다 사용되는주형 의양은약. DNA

으로 적은 양만으로도 검사가 가능하며 한번에 많은 검20ng ,

체의 처리 가 가능하고 결과를 보기까지(high throughput)

시간정도로타검사방법들에비하여빠르다 검사과정24-48 .

이간단하고적응력이높은이한가지의원리로다양한응용이

가능하여 다수질환의진단법에적용및유전자연구에대한다,
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양한적용이가능하다 모든시약이용액으로구성되어있어자.

동화로의 전환이 가능하다는 등의 장점을 가진다.

반면 검사과정에서 주형 의 질에 대한 의존도가 높으DNA

며 탐침자의 염기서열에 해당하는 주형 내에 가존, DNA SNP

재할 경우 위양성 의 결과를 나타내기도 한, (false-positive)

다 민족간 의다양성때문에상용화된 실험군내의. SNP MLPA

탐침자에 가있을가능성이있으며 이로인해 탐침SNP , MLPA

자군에 대한 이 여러가지가 있어 분석에 어려움을 줄version

수 있다 유전자농도를 측정하지만 에해당하는탐. , 40-50bp

침자범위외의 의결실 중복여부는확인할수없고 하나DNA , ,

의세포에서유전자의존재여부를확인하는 방법과는달FISH

리 는많은수의세포내의유전자농도의평균을확인하MLPA

는 것이기 때문에 정상세포군과 혼합된 암세포에서의 탐색은

잘못된분석을야기할수도있다 또한단일염기의변이 그리. ,

고하나또는두세개염기의결실 중복돌연변이도이론적으로,

는 방법으로검출이가능하나 교잡온도조건이나탐침MLPA ,

자내의위치등에따라위음성 의결과가나(false-negative)

타나기도 한다24).

이러한장단점을가지고있는 는 방법으MLPA MS-MLPA

로기존에탐색이힘들었던암세포에서메칠화양상의확인에

응용되고 최근 많은 연구가 진행되고 있는 의 연구에서, CNV

신속하고 정확하게 에 대한 확인 에 이용되CNV (validation)

는 가장중요한기법중하나로평가될것이다 또한 에, . , array

기반을 둔 방법으로 응용이 가능하여 탐색이 가능한 위치

를방대한양으로사용할수있는방법들이개발되고있(loci)

어 향후 는다양한분야의유전자탐색에이용될중요한, MLPA

방법일 것이다.
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국문초록

Multiplex ligation dependent probe amplification

은탐침자를표적지에 교잡시킨 후 시키고(MLPA) , ligation ,

그산물을중합효소연쇄반응으로증폭시킴으로써표적지의존

재여부또는농도를확인할수있는방법으로 그원리가소개,

된이래로여러유전자들에대한거대결실및중복돌연변이에

대한탐색에이용되었다 유전자진단은질환에관련된유전자.

에대한돌연변이를탐색함으로써질환을진단하는방법으로,

단일유전자 결핍 질환에 대한 유전자진단은 주로 중합효소연

쇄반응과염기서열분석방법을통한점돌연변이의탐색에집

중되어있다 거대결실또는중복돌연변이의경우 특히이형접. ,

합자를형성하게되는경우는중합효소연쇄반응을통하여결

실또는중복돌연변이여부의확인이힘들다 방법에기초. PCR

하여 유전자의 농도 를 알 수 있는 방법으로(gene dosage)

방법이 소개되면서 거대결실 또는중복돌연변이를 포MLPA

함하고 있던 질병 관련돌연변이들의 규명이 한층 쉬워졌다.

의원리를응용하여단순한유전자의농도측정뿐아니MLPA

라유전자내의메칠화양상의차이를확인하거나 염색체의배,

수체이상등염색체이상의돌연변이규명과 전체유전자의크,

기가비교적커서거대결실돌연변이를많이동반하는 주로우,

성유전의암관련유전자돌연변이의규명에유용하게이용된

다 는상용적인중합효소연쇄반응으로확인할수없는.MLPA

유전자의농도를효과적으로규명할수있는방법으로 적은양,

의주형 만을사용하고 한가지의실험원리로다양한응용DNA ,

이가능하며 이가능한장점을가지는반면high-throughput ,

주형 의질에결과의의존도가높고 민족또는개인간의DNA ,

차이를 보일 수 있는 표적 염기서열 내의DNA single nu-

등으로 인해 분석의 오류가cleotide polymorphism (SNP)

생길수있으며 양적차이를규명하는것이므로수차례의대조,

군 검사가 함께 진행되어야 하는 단점이 있다.

여기서는 를 이용하여 질병유전자의 돌연변이를 밝MLPA

힌사례를바탕으로 의원리와탐색할수있는돌연변이MLPA

의종류 그리고이방법의장단점에대해고찰해보고자한다, .
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