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Introduction

착상전 유전진단(preimplantation genetic diagnosis,

은 년처음보고된진단방법으로유전질환이이환PGD) 1990

된아이를출산할확률이높은부부들을대상으로착상전배아
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단계에서단일유전자질환 이나염색(single gene disorder)

체의수적 구조적이상유무를진단한후질환이이환되지않,

은 배아만을 선별하여 이식함으로써 유전적으로 정상적인 태

아의임신을가능케도와주는방법이다
1)

이러한진단방법은.

임신이된후임신기간에따라양수천자 융(amniocentesis),

모막융모생검법 등을통하여채취(chorionic villi sampling)

한태아의세포를대상으로각각의유전질환이나염색체이상

을 진단하는 기존의 산전진단 과(prenatal diagnosis, PND)

는다르게착상전에진단이이루어지기때문에임신중절에따

르는 육체적 정신적 고통을 최소화할 수 있으며 생명 존엄에,

따르는윤리적인문제또한극복할수있다는장점이있다 또.

한착상전유전진단적응증의하나인염색체이상으로인한반
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Preimplantation genetic diagnosis (PGD) has become an assisted reproductive technique for couples

who are at risk that enables them to have unaffected baby without facing the risk of pregnancy ter-

mination after invasive prenatal diagnosis. The molecular biology and technology for single-cell

genetics has reached an extremely high level of accuracy, and has enabled the possibility of performing

multiple diagnoses on one cell using whole genome amplification. These technological advances have

contributed to the avoidance of misdiagnosis in PGD for single gene disorders. Polymerase chain

reaction (PCR)-based PGD will lead to a significant increase in the number of disorders diagnosed

and will find more widespread use, benefiting many more couples who are at risk of transmitting an

inherited disease to their baby. In this review, we will focus on the molecular biological techniques

that are currently in use in the most advanced centers for PGD for single gene disorders, including

biopsy procedure, multiplex PCR and post-PCR diagnostic methods, and multiple displacement ampli-

fication (MDA) and the problems in the single cell genetic analysis.
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복자연유산 또는반복적인착상(recurrent pregnancy loss)

실패(repeat 의 경우 대체로 산전진ed implantation failure)

단이가능한시기이전에유산이일어나기때문에산전진단을

시행할수있는시기이전에이환유무를진단할수있는대체

방법이필요하며 이러한여러가지측면에서착상전유전진단,

은매우효과적이며유용한방법이라할수있다 이외에체외.

수정및배아이식술분야(in vitro fertilization and embryo

에서 이식하기에 좋은배아를 선택하transfer, IVF and ET)

기 위해 전통적으로 시행되어 온 형태학적인 기준(mor-

을 대체할 수 있는 방법으로도 사용되고phological criteria)

있다
2, 3)

.

최초의착상전유전진단에서는 연관유전질환을가진가X-

계의 부부로부터 배아를 얻고 그 배아로부터 할구(blasto-

를 생검 한 후 단일세포 수준에서 중합효소연mere) (biopsy)

쇄반응법 을 이용하여(polymerase chain reaction, PCR) Y

염색체의 특이 서열을 증폭시켜 남성과 여성을 진단함으로써

정상인또는보인자인여아를선별 이식하여임신을보고하,

다1) 이와같이성공적인착상전유전진단을위해서는체외수.

정 및 배아이식술 할구와 배아에 향을 미치지 않고 생검을,

시행할수있는고도의미세조작기술 그리고 양이극히, DNA

적은단일세포수준 약 에서도정확성을유지할수있는( 6 pg)

분자생물학적 기술 등이 요구된다.

현재까지착상전유전진단을적용할수있는유전질환은계

속증가되고있으며 배아의염색체이상유무를진단하여반복,

적유산등의질환에적용함으로써보조생식술의효율을증대

시키는 방법으로도 사용되고 있다 또한 외국의 경우. late

나 등으로그범위가점차확대되onset disease HLA typing

고 있다 유럽 생식의학회. (European Society for Human

산하의Reproduction and Embryology, ESHRE) PGD

의 제 차보고에 의하면 년부터 년까consortium 9 1997 2007

지전세계적으로약 주기의착상전유전진단이시행되20,800

었으며이중약 주기에서임상적임신이이루어졌으며3,900 ,

약 건의분만을통해약 명의건강한아이가태어3,160 3,840

났다고 한다
4)
.

착상전유전진단은질환의원인과그에따른진단방법에따

라 주로 염색체의 수적 구조적 이상을 진단할 수 있는, FISH

(fluorescence in situ 형광직접보합법 방법hybridization, )

과질환원인유전자의돌연변이등을진단할수있는 방PCR

법으로크게구분할수있다 이중에서 방법을이용하여. PCR

단일유전자질환 에대한착상전유(single gene disorders)

전진단을시행하는센터는전세계적으로 여센터에불과한90

것으로알려져있다
4)

이는단일유전자질환에대한착상전유.

전진단의경우정확한분자생물학적기술과이를분석할수있

는 능력 등이 뒷받침되어야 한다는 것을 의미한다 따라서 본.

연구에서는단일유전자질환에대한착상전유전진단을중심

으로착상전유전진단의임상적적용 분자생물학적진단기법, ,

그리고 본원의 사례에 대해 알아보고자 한다.

단일 유전자 질환에 대한 착상전 유전진단의 적응증

단일유전자질환에대한착상전유전진단의적응증이되는

유전질환들은유전방식에따라크게 가지 상염색체우성 상4 ( ,

염색체 열성 연관 질환 삼핵산 반복서열 질환 로 분류할, X- , )

수있다 또한최근서구에서는 또는이. cancer predisposition

미질환이이환된아이를위한줄기세포치료의목적으로HLA

을단독으로혹은돌연변이진단과함께사용하는등그typing

범위가 점차 확대되어가고 있다
5, 6)

이론적으로는 단일 유전.

자의어떤돌연변이라도단일세포수준에서진단이가능하다

고볼수있으며유럽생식의학회 제 차보고PGDconsortium 9

에 따르면 cystic fibrosis, myotonic dystrophy, beta-

thalassemia, Huntington s disease, fragile X syn’ drome

그리고 등이많은사례를차지하고spinal muscular atrophy

있다
4)
.

한편 우리나라에서는 년 월 생명윤리및안전에관, 2009 7 “

한법률 제 조제 항 동법시행령제 조및 별표 의 의25 2 , 14 [ 1 2]”

제 호규정에따라배아또는태아를대상으로유전자검사를63

할수있는유전질환을 종에서총 종으로확대지정고시63 139

한 바 있다.

상염색체 우성 유전질환1. (Autosomal dominant

inheritance)

상염색체우성유전질환이란한쌍의염색체에서오직한염

색체만이정상대립유전자를지니고있고 다른쪽염색체는그,

유전자자리에돌연변이대립유전자를지녔을때즉, 2 alleles

중 에만돌연변이유전자가존재해도질환이발현되는1allele

유전질환으로자식의 가이환되는질환이다 따라서우성50% .

유전질환에 대한 착상전 유전진단 시에는 이형접합(hetero-

세포의 중 에서는소량증폭이일어zygous) 2 alleles 1 allele

나고 나머지 다른 에서는 대량 증폭이 일어나는 현상allele

과 에서만증폭이일(preferential amplification, PA) 1 allele
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어나고나머지 에서는증폭이전혀일어나지않는경우1allele

인 에주의를하여정확한진단을내려allele drop-out(ADO)

야 한다 절 참조 가장 흔한 질환으로는(see section 5: 5 ).

myotonic dystrophy, Huntington s disease, Charcot-’

이며 이 외에도Marie-Tooth disease, neurofibromatosis ,

familial adenomatous polyposis coli, achondroplasia,

등이 있다osteogenesis imperfecta, tuberous sclerosis .

2. 상염색체 열성 유전질환(Autosomal recessive

inheritance)

한쌍의염색체에서양쪽염색체모두어떤유전자자리에돌연

변이대립유전자를지니고있을때 즉 모두변이유전, 2 alleles

자가존재할때질환이발현되는유전질환을의미한다 지금까지.

알려진대부분의열성질환들은유전자산물의기능을줄이거나

제거하는돌연변이들이많이있으며특히 효소의기능에관여하,

는경우가많다 가계도에서보면남성과여성모두동일하게이.

환되는 질환으로 cystic fibrosis, beta thalassemia, spinal

등이 있으며 그 외에도muscular atrophy phenylketonuria,

등의congenital adrenal hyperplasia, epidermolysis bullosa

유전질환에서착상전유전진단이시행되었다.

연관 유전질환3. X- (X-linked inheritance)

원인이되는변이유전자가 염색체에존재하는경우에해X

당되며남성과여성에게똑같이 향을주는상염색체유전방

식과는달리 연관유전질환의경우남성은 개의 염색체X- 1 X

를 가지고 있기 때문에 연관 유전자자리에 대해 반접합X-

상태이며 따라서남성의경우 염색체상의(hemizygous) , X-

유전자자리에돌연변이가있을경우질환이이환되는반면여

성의 경우 연관 유전자자리에 이형접합 또는 동형접합X-

이될수있기때문에증상이없는보인자이거(homozygous)

나정상이다 따라서모친이증상이없는보인자일경우라도그.

아들의절반은질환에이환될가능성이있다 또한정확한변이.

유전자를발견하지못했을경우 을통해정gender selection

상또는보인자인여아를선별하여이식하기도한다 흔한유전.

질환으로는 Duchenne muscular dystrophy, fragile X

등이있다 또한변이유전자가 염syndrome, hemophilia A . X

색체에존재하며보인자인여자에서도증상이나타나는 연X-

관 우성 유전질환인 ornithine transcarbamylase defi-

등도 있다ciency, Alport syndrome
7)
.

4. 삼핵산 반복서열 유전질환(Tri-nucleotide

repeat disease)

질환을일으키는대부분의원인돌연변이는 한번 발생하여

다음세대로전달될때가계의모든환자들이동일한돌연변이

를가지는반면 일부유전질환에서는돌연변이가불안정하게,

반복 확장되는데 그반복단위는보통 나 와같이, , CAG CGG 3

개의핵산으로이루어지며정상집단에서는비교적적은횟수

의반복단위를가지지만환자의경우반복횟수가정상적인범

위를넘게되고세대가거듭될수록반복의수가확장되어짐을

관찰할 수 있다 이러한 유전질환으로는. myotonic dystro-

phy, Huntington s disease, fragile X syndrome, spino’ -

등이 있으며 성공적으로 착상전 유전진단cerebellar ataxia

이 적용되고 있다.

단일 유전자 질환에 대한 착상전 유전진단 과정

유전상담1.

착상전유전진단을시행하기이전에해당질환에대한일반

적인 사항 및 기술적 한계에 따른 오진율과 그로 인해 이환된

환아를가질수있는위험성 정상배아가없어이식하지못할,

가능성 정상과보인자의구분이불가능할경우보인자의이식,

여부 그리고질환의이환을막을수있는또다른여러가지선,

택사항 정자공여 난자공여 산전진단 등 등에 대한 상담이( , , )

이루어져야하며 또한착상전유전진단을위해시행하는체외,

수정시술전반에대한상담과정이선행되어야한다 또한착상.

전유전진단으로임신에성공했을경우에도기술적한계에따

른오진이있을수있기때문에반드시산전진단을통해확인하

는 과정이 필요하다는 것도 상담되어야 한다.

2. 과배란 유도(Controlled Ovarian Hyperstimu-

를 통한 체외수정 시술lation, COH)

착상전유전진단시수정란으로부터할구를분리해낸후단일

할구를대상으로검사를진행해야하기때문에체외수정시술이

라는보조생식술 을(assisted reproductive technology, ART)

통해수정란을획득해야한다 많은수의난자를얻기위해. con-

을 시행하게 되며trolled ovarian stimulation , GnRH (gona-

와 을dotropin releasing hormone) analogue gonadotrophin

사용하여 과배란 유도 후 난포가 적절하게 자라게 되면 hCG

를주사하고 시간후난(human chorionic gonadotrophin) 36
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자를채취한다 획득된난자의경우착상전유전진단과정중발.

생할수있는오염 의원인중하나인(contamination) cumulus

을 제거한 후 일반적으로 사용되는 체외수정법cells (in vitro

이 아닌 세포질내 정자주입법fertilization) (intracytoplasmic

을사용하여수정을시키게된다 세포질sperm injection, ICSI) .

내정자주입법의경우예상치못한수정의실패를피하기위해서

또는 일반적인 체외수정법 사용시 난자의 투명대(zona

에붙어있을수있는잉여의정자로인한오염의pellucida, ZP)

방지를위해사용된다8, 9).

정상적으로수정이 되어 배아가발달하는 경우 수정 일째1

전핵 단계 일째 세포기 일째(pronucleus, PN stage), 3 8- , 5

포배기 로 발달한다(blastocyst) .

생검3.

생검 과정은 단계로 진행되는데 단계는 할구 또는 극체2 1

를생검하기위해투명대를제거하는단계로(polar body, PB)

서기계적 화학적 또는 방법중에서선택하여사용하게, , laser

되며 단계에서는일부제거된투명대를통하여제 극체 제2 1 , 2

극체 혹은 할구를 방출 시키거나 흡입, (extrusion) (aspira-

하여생검을시행하며또한포배기상태에서의 양세포tion)

를 생검하기도 한다(trophectoderm, TE)
10)

현재 대부분의.

착상전유전진단센터에서는수정후 일째 세포기배아3 6-10

로부터 미세조작술을 이용하여 할구 생검을 시행하며 배아의

세포수에따라 개의할구를분리해낸다 또한생검시핵1-2 .

이뚜렷이잘보이는할구를선택하여생검을실시하여야한다.

투명대 제거 방법1)

생검을하기위해난자또는수정란을감싸고있는투명대를

먼저 제거해야 한다.

(1) Chemical zona drilling using acidified Tyrode s’

solution

정도의산성용액을이용하여투명대를녹이는방법pH2.3

으로써초기에는산성용액에의배아노출 배양액의국소적산,

성화 착상이나배아발달에의 향등여러문제점, cell lysis,

이 제기되기도 했으나 과drilling pipette aspiration pipette

의분리사용 배아의 단독배양과충분한 등방법의, washing

개선으로 유럽생식의학회 보고에서 볼 수PGD consortium

있는바와같이가장많은센터에서사용하고있으며안전한것

으로 생각되고 있다.

(2) Mechanical zona opening

물리적인방법으로 자 자 또는 자형태로투명대- , X , V“ ” “ ” “ ”

를일부절개하는방법으로써 에비acidic Tyrode s solution’

해사용이제한적이며흔히극체를분리할때많이시행되고있

다.

(3) Laser-assisted zona opening

위의 가지방법보다수정란에가장 향을미치지않으며2 ,

사용이간단하고구멍크기조절이가능하며정확한위치에구

멍을뚫을수있다 또한작업시간이짧아많은배아를처리할.

수 있는 장점이 있다.

세포 생검2)

극체생검(1) (polar body biopsy)

극체 생검은 와Verlinsky Cieslak(1993)
11)

에 의해 처음

기술되었으며초기에는 전에제 극체만생검하insemination 1

으나
12-14)

현재에는 후 제 제(Fig. 1A) insemination 1, 2

극체를동시에생검하여진단에이용하고있다
15)

(Fig. 1B, C).

극체생검의장점은극체가배아발달에어떤생물학적역할

을하는것이아니기때문에제거하더라도수정이나배아발달

에 향을미치지않는다는것이다 그러나극체를이용한진단.

시단지난자의유전정보만을진단할수있다는것이단점으로

알려져있으며 재조합등의문제점을해결하기위해현재제, 1

극체와함께제 극체까지동시에분석함으로써오진을감소2

시키고 정확한 진단을 할 수 있게 되었다16-18).

난할과정의할구생검(2) (cleavage-stage biopsy)

할구생검이라는과정을성공적으로마치기위해서는첫째,

생검시 개의뚜렷한핵을가지고있는완전한할구를생검하1

여 이나 로진단시정확한결과를얻을수있어야하PCR FISH

며 둘째 생검과정후에도배아발달이정상적으로이루어져, ,

야 한다.

난할과정의할구생검의장점은극체생검이모계유래질

환만검사할수있는반면부계와모계유래의유전질환이나염

색체이상을모두검사할수있다는것이다 단점으로는 첫째. ,

배아의 을들수있으며이럴경우분리해낸할구의mosaicism

유전형이나머지배아전체의유전형이라할수있는가하는문

제점이있다 둘째 염색체 이나우성유전질환 그. , mosaicism ,

리고염색체이상에대한오진을감소시키기위해 개의할구2

에서같은진단결과가나온경우에만이식을하는경우가있는

데이럴경우정확한진단을위해사용할수있는세포수와생
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검 후 남은 할구의 수가 적다는 것이다.

수정란에서 이 일어나게 되면 할구를 분리해compaction

내기어려워지기때문에보통수정 일째오전에생검을시행3

한다 세포기 착상전 유전진단에서의 할구 생검은(6-10- ).

또는 를 이용하여 투명대 일부acid Tyrode s solution laser’

를제거한후내경 의 을사용하35-40 m aspiration pipetteµ

여흡입하는방법 과배양액을이용하여할구를밀어(Fig. 1D)

내거나배아를누르는압력을이용하여할구를밀어내어방출

하는 방법이 사용된다
19, 20)

.

(3) 포배기 양세포 생검(blastocyst trophectoderm

biopsy)

수정란이발달하여포배기상태에도달하게되면inner cell

와 으로 나뉘게 되는데 여러 실험 동물mass trophectoderm ,

을이용하여 세포의생검이개체발생에 양trophectoderm

을 미치지 않는다는 것을 확인하 으며 마찬가지로 인간에서

도 나쁜 향이 없다는 것을 보고한 바 있다
21)

따라서. tro-

세포 생검의 장점으로는분석을 위해 개phectoderm 10-30

의 세포를생검할 수있다는 것과 태아형성에관여하는 inner

를건드리지않고 세포만생검을하cell mass trophectoderm

기때문에어떤태아발달에도 향을미치지않는다는것이다.

투명대를 열기 위해 반대쪽에inner cell mass micro-

needle
21)

이나 laser
22)

을이용하여 을만들고그 를통slit slit

해 세포들이 이탈 되어 나오면trophectoderm (herniation)

그일부를생검한다 또한 이나 분석을위해충분한. PCR FISH

양의 세포를 얻기 위해서는 연속적으로 생검을 할 수도 있다.

하지만 난할 과정배아에서보여지는 보다는 비율mosaicism

이 낮지만 포배기배아에서도 마찬가지로 이 나타mosaicism

나기때문에결과분석에주의를기울여야한다
23)

또한 를. IVF

통해얻은배아의일부만이포배기배아단계까지발달하게되

기때문에결국유전진단단계까지도달할수있는배아의수는

제한적이라볼수있으며진단을위한충분한시간이주어지지

않는다는 것이 단점으로 지적되고 있다.

단일세포수준에서의진단을위한분자생물학적4.

기법

단일유전자질환에대한착상전유전진단에있어서가장기

본이 되는 진단 방법은 이다 물론PCR . Duchenne muscular

와 와 같이 큰 결실dystrophy Becker muscular dystrophy

이있는경우 방법을사용하여간단하게진단(deletion) FISH

을하기도하며 염색체연관질환의경우정확한돌연변이, X-

를알수없을때에도 을위해 방법을gender selection FISH

사용하기도 한다.

Fig. 1. A) First polar body removal. B) Second polar body removal. C) First and second polar body

removal. D) Blastomere biopsy.(Verlinsky Y, Kuliev A. Glob. Libr. Women s med.,(ISSN: 1756-’

2228) 2008; DOI 10. 3843/GLOWN.10373).
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1) Multiplex PCR

한번의 반응으로 여러 다른 부위를 동시에 증폭하는PCR

방법은단일유전자질환에대한착상전유전진multiplex PCR

단에서필수기법이다 성공적인 을시행하기위. multiplex PCR

해서는각각의 들사이의간섭작용여부 각 에primer , primer

의해증폭되어나오는산물의크기 반, annealing temperature,

응 시간, MgCl2 농도 등을 최적화시켜야 한다.

은여러개의돌연변이부위그자체만을증Multiplex PCR

폭하기도하지만대체로돌연변이가있는문제의유전자내에

있거나 인접한 위치에 있는 를 포함하polymorphic markers

여 시행한다 이러한 들은 돌연변이와 같이 분리. marker (se-

되기 때문에 를 이용한gregation) markers multiplex 를PCR

시행할 경우 돌연변이 자체를 진단하지 않더라도 간접적으로

돌연변이유무를진단할수있으며또한여러개의 를markers

사용함으로써 개의 에서 가 발생하더라도 다른1 marker ADO

의결과와비교분석하여정확한진단을할수있는장marker

점이있다 이외에도 은예상치못한유전형이. multiplex PCR

나오거나음성대조군에서증폭된산물등이감지되었을때오

염의여부를확인할수있으며그오염의원인또한파악할수

있다 그러나 이러한 장점을 이용하고 또한 연관 분석을 하기.

위해서는가계내의환자와그가족에대한분석을시행하여야

하며 각부부에게적어도 개이상의 가, 2 informative markers

있을 경우 더욱 효과적이며 또한 재조합(recom 유bination)

무를확인하기위해서는돌연변이부위를감싸고있는각각의

가 있어야 한다marker (Fig. 2).

2) Fluorescent PCR

최근 가장 많이 사용되고 있는 기법 중의 하나로서 fluo-

에사용되는 쌍중 개 의 말단rescent PCR primer 1 primer 5

쪽에형광물질을부착시켜 반응을시행한후자동염기서PCR

열분석기기에서분석하는방법이다 이방법은 의차이도. 1 bp

구별해낼수있을정도로매우정확하게분자량 크기 을결정( )

할 수 있으며 일반적인 과PCR ethidium bromide-agarose

전기 동법에비해약 배정도민감한방법이며또한gel 1,000

동시에여러시료및부위를진단할수있다 또한민감도가높.

기때문에일반적인 과전기 동법으로는감지할수없었PCR

던 산물을 감지해 낼 수있어 와 를 감소시킬수 있는PA ADO

Fig. 2. Electropherogram of the dinucleotide repeat markers (3 CA and STR44) analysis and Sry for’

preimplantation genetic diagnosis of Duchenne muscular dystrophy. The approximate length of the

repeats (base pairs) is represented on top of the electropherogram. Electropherogram A (top): the

unaffected male partner; B) the carrier female partner; C) the affected son; D) the normal female

embryo; E) the carrier female embryo; F) the affected embryo. Arrows and arrow heads indicate

normal and mutant alleles, respectively (Lee et al., 2005).
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방법이기도 하다(Fig. 2).

3) Restriction fragment length polymotphism

(RFLP)

서로다른 을비교하기위해간단히사용할수있는2alleles

방법으로써제한효소인식서열내에존재하는돌연변이또는

로 인해 제한효소single nucleotide polymorphism (SNP)

인식서열이새로생겨절단가능한서열이되든가아니면인식

서열이바뀌어제한효소가인식하지못하게됨으로써절단되

지 않는 현상을이용하는 방법이다 산물을 돌연변이 서. PCR

열에맞는각각의제한효소와반응시킨후전기 동법을이용

하여분리시키게되면절단양상에따라특정부위서열의변화

여부를 확인할 수 있다(Fig. 3).

4) Mini-sequencing

제한효소를 이용하는 방법은 으로RFLP partial digestion

인한오진의위험성과반응시간등의이유와최근자동염기서

열분석기기의 발달과 활발한 연구로 인하여SNP mini-se-

방법으로 대체되고 있다 방법quencing . Mini-sequencing

은 를문제의염기서열직전까지부mini-sequencing primer

착되도록고안한후단지 개의염기만이붙으면반응이끝나1

도록서로다른형광물질이부착된 를넣dideoxy nucleotide

어반응을시킨후자동염기서열분석기기로분석하는방법이

다
24, 25)

(Fig. 4).

5) Whole genome amplification

최근 개의 할구로부터는 방법으로 돌연변이 진단을1 PCR ,

다른 개의할구로부터는 방법으로 진단을1 FISH aneuploidy

하는사례가증가하고있으며
26)

착상전유전진단을비롯해종

양연구 법의학 등의 연구 분야에서는 극소량의 가 연구, DNA

진행의한계점으로여겨져왔다 이러한문제점을해결하기위.

Fig. 3. Identification of the maternal mutation (heterozygote type) in

exon 9 of the OTC gene. After restriction enzyme digesting the PCR

product with BclI, the 319 or 218 bp PCR products of the affected

mother were digested into 223 and 96 bp (lane 2) or 178 and 40 bp

products (lane 5), respectively (Lee et al., 2004).

Fig. 4. Minisequencing technique (Fiorentino et al., 2003).
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해 primer extension preamplification (PEP)-PCR, de-

등의generate oligonucleotide primed (DOP)-PCR whole

방법들이개발되었다genome amplification 27, 28) 이방법들.

은기존의 에서사용했던특정서열에만결합하여증폭하PCR

는 대신 전체서열에걸쳐결합한후증specific primer DNA

폭할수있는 또는random oligonucleotide primer degene-

를사용함으로써극소량의rate oligonucleotide primer DNA

로부터다량의 를얻을수있다 이러한방법을이DNA(~ g) .µ

용하여다량의 시료를확보할경우한번의착상전유전진DNA

단으로 돌연변이 분석과 분석 그리고linked markers ,

등comparative genomic hybridization (CGH), array-CGH

을이용한 등을동시에진aneuploidy screening, HLA typing

행할 수 있다
29)

.

최근에는 에서 추출한bacteriophage phi29 DNA poly-

와 를 이용한merase random hexamer primer multiple

방법이 착상전 유전진displacement amplification (MDA)

단에널리사용되고있다 이방법은 방법에기초한기존. PCR

의 whole genome ampli 방법과는 달리fication isothermal

방식으로 를변성시킨후 일정 온도에서DNA random hexa-

를결합시키고 방법으로합성을유mer strand displacement

도하는 방법이다30) 등. Handyside (2004)29)과 등Hellani

(2004)
31)

이 를이용한 착상전 유전진단을처음제안한MDA

이후 년부터여러연구자들에의해시도되었고성공적인2005

결과를 보고하고 있다32-34) 하지만 의 단점으로 높은. MDA

와 현상을들수있는데 등ADO rate PA , Burlet (2006)
33)

에

의하면 약 의 가 발생하고 현상 역시 약25% ADO rate , PA

정도 발생한다고 한다25% .

6) Oligonucleotide array

최근에는 반도체산업으로부터 유래된 기술을 이용하여

에존재하는수백개에서수만개에이르는microarray spots

에 특정부위 혹은 전체 염기서열을 모두 포함하는 oligo-

를고정시켜 으로고안제작하게되었다 각각nucleotide chip .

의 에는 개정도의염기로이루어진 에spot 25 oligonucleotide

서부터 에이르는 까지다양하게부착시켜350 kb BAC clone

사용할수있다 이 에형광물질이부착된시료 시험군과. array (

대조군 를 혼합하여 한 후여기서발현되는형) hybridization

광의차이로염색체혹은유전자의이상유무를확인할수있다
35, 36)

이러한방법으로큰결실이나중복 또는. (duplication),

현미경 하에서 관찰하지 못 하는 미세결실이나 중복 등 copy

그리고 이미 알려진 돌연변이나number variation (CNV),

에대한 를이용할경우에는각각SNP oligonucleotide probe

의유전자에대한돌연변이와 를짧은시간에진단할수있SNP

다.

단일 유전자 질환에 대한 착상전 유전진단의5.

문제점

착상전 유전진단에서의 즉 단일 세포 수준에서의PCR ,

시행시일반적인분자생물학적실험에서는겪지못하는PCR

여러가지문제점에당면하게된다 첫째 진단시료. , (genomic

의제한적인양 약 을들수있다 따라서DNA) ( 6 pg/cell) . PCR

반응조건을확립하기위해매우오랜시간이소요되며 정확한,

조건을 확립하 다 하여도 증폭 실패(amplification failure)

또는 중 만많이증폭되는 가자주일어나2alleles 1 allele PA

게된다 둘째 반응의특이성이다 소량의 를사용하. , PCR . DNA

게되고시료의재채취가거의불가능하기때문에 반응시PCR

비특이적인산물을얻게되면다음단계의실험이어려워지고

따라서정확한결과를얻을수없다 따라서비특이적인증폭을.

방지하고 정확성을 증가시키기 위해 대부분의 착상전 유전진

단 센터에서는 또는 방법을semi-nested PCR nested PCR

사용하고 있다
7)

셋째 오염 의 문제이다 극. , (contamination) .

소량의 를 가지고 실험을 진행하기 때문에 공기 중의DNA

선행실험에서사용되었던 나 반응DNA, template DNA PCR

산물등여러오염원으로부터의오염은진단해석에어려움을

주며 오진의 원인이 된다 이를 방지하기 위해 각각 독립된.

공간 차 차 이 확보되어 있어야 하PCR (pre-PCR, 1 , 2 PCR)

며반드시멸균된시약을 적당한양으로분주를해서사용해야,

한다 또한 하에서장갑과마스크등을착. laminar flow hoods

용하고실험을진행해야하며 는 를조사하여멸균해hoods UV

야한다
37)

넷째 단일유전자질환에대한착상전유전진단에. ,

서가장심각한문제점중의하나인 문제이다 예ADO (Fig. 5).

를 들어 실제로는 이형접합자인데 돌연변이 에서allele ADO

가발생하여정상 만증폭되어결국정상배아로오진을allele

하게되는심각한문제를초래하게된다 특히 상염색체우성. ,

유전질환의 경우에는 그 심각성이 매우 크다 따라서 를. ADO

감소시키기 위해 최근에는 할구 개를 생검하거나2 informa-

를이용한tive linked polymorphic markers multiplex PCR

방법이나 민감도가 높은 등을 사용한다fluorescent PCR 7,

38)
이러한 의원인으로는세포의불완전한 와너무. ADO lysis

낮은 온도등을들수있으며 나쁜형태의배아denaturation ,
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나 핵이 뚜렷이 보이지 않는 할구에서 관찰되는 자체의DNA

또한 의 원인으로 알려져 있다degradation ADO
39, 40)

.

단일 유전자 질환에 대한 착상전 유전진단의 임상적

적용 사례

단일유전자질환에대한착상전유전진단의경우전세계적

으로도시행하는센터가많지않으며국내에서도소수의센터

만이시행하고있다 본원에서시행한단일유전자질환에대한.

착상전유전진단의경우 염색체연관유전질환인 근X- DMD (

이 양증 를 가장 많이 시행하 으며 상염색체 우성 유전질) ,

환으로는 골형성부전증 상염색osteogenesis imperfecta ( ),

체열성유전질환으로는 수포성표피epidermolysis bullosa (

박리증 과 페닐케톤뇨증 을 많이 시행하) phenylketonuria ( )

고 삼핵산 반복서열 유전질환으로는, fragile X syndrome

(FXS), spinocerebellar ataxia 3 (SCA3), Huntington s’

등을 시행하 다disease (HD) .

상염색체 우성 유전질환1.

골형성부전증1)

내원당시가계내에이환된환자가없는 세의여성환자26

로서 합성에 중요한 역할을 하는 유전자에collagen Col1A1

de novo돌연변이를갖고있었다 이부부의경우. nested PCR

과 방법을사용하여착상전유전진단을시direct sequencing

행하 고 건강한 남아를 출산하 다(Fig. 6).

상염색체 열성 유전질환2.

수포성 표피박리증1)

본환자의경우첫임신당시정상분만을통해여아를출산하

으나 개월만에수포성표피박리증으로사망하 으며 그23 ,

후네번의임신경험이있었으나출산후사망하거나양수천자

와 융모막 융모생검을 통해 돌연변이가 발견되어 인공유산을

시켰고착상전유전진단에의한임신을위해서본원에내원하

다 이들 부부의질환원인은 번염색체에위치하고있는. 17

유전자integrin 4 (β ITGB4 에서의 돌연변이로 밝혀졌으며)

부부가각각서로다른위치에 개씩의돌연변이를가지고있1

는 것으로 확인되었다 여성의 경우 에서. ITGB4 exon 7

가 삽입 되어 가 발생하nucleotide C (c.601InsC) frameshift

며결국 되는돌연변이 으며 남성의premature termination ,

경우 같은 유전자의 에서 가exon 11 nucleotide A C

로 치환되어 이 으로 바뀌는(c.1274A>C) glutamine proline

돌연변이 를 가지고있는것으로 확인되었다 이들(p.Q425P) .

부부각각ITGB4에돌연변이를가지고있었기때문에ITGB4

과 에대해 방법으로증폭시킨exon 7 11 duplex nested PCR

후 방법으로진단을하 으며이들부부역direct sequencing

시 임신에 성공하여 건강한 아이를 출산하 다
41)

.

Fig. 5. A schematic diagram of allele drop-out (ADO) in the single cell PCR.
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페닐케톤뇨증2)

본환자의경우내원당시페닐케톤뇨증환자아들을둔32

세의여성이었으며 번의자연유산과융모막융모생검을통한1

번의 인공유산 후 착상전 유전진단을 위해 본원에 내원하1

다 이부부의경우부인은 유전자. phenylalanine hydroxlase

(PAH 의 돌연변이 남편은) exon 11 c.1068C>A , exon 6

돌연변이를 각각 가지고 있는 보인자로 밝혀졌으c.526C>T

며 개의 돌연변이를 동시에 진단하기 위해2 duplex nested

을시행하 고 그산물을이용하여 방PCR , direct sequencing

법으로진단하여정상배아만을이식하 으며역시임신에성

공하여 건강한 아이를 출산하 다(Fig. 7).

염색체 연관 유전질환3. X-

근이영양증1)

본환자의경우 환자인남동생이 있는보인자 여성으DMD

로서 을 위한 과gender selection amelogenin polymorphic

인 그리고 를사marker STR44 pERT84-15-XmnI marker

Fig. 6. The results of preimplantatin genetic diagnosis for osteogenesis imperfecta. Direct

sequencing of the PCR product spanning Col1A1 exon 44 shows normal homozygous G/G

sequence in the male partner and embryo-3 (the blue arrows indicate normal G/G se-

quences), while the heterozygous G/A sequence in the affected female partner, embryo-1,

and embryo-6 (the red arrows indicate heterozygous G/A sequences).

Fig. 7. The results of amniocentesis for for phenylketonuria. Direct sequencing of the PCR product

spanning phenylalanine hydroxylase (PAH) exon 6 (upper) and exon 11 (lower) represent normal homo-

zygous C/C sequences in the fetus (the black arrows indicate normal C/C sequences).
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용하여 방법과triplex nested fluorescent PCR fragment

방법을 이용하여 착상전 유전진단을 시행하 다analysis

연관 의사용으로 를감소시킬수(Fig. 8). markers ADO rate

있었으며또한 염색체연관유전질환의특성상여성배아의X-

경우 이식하지 않는 경우가 자주 보고되어 왔으나 이러한

의사용으로보인자와정상배아informative linkedmarkers

를확실하게구분할수있게되어이식가능배아의수를증가

시킬 수 있었다
7)
.

삼핵산 반복서열 유전질환4.

척수소뇌성 운동실조증1)

척수소뇌성 운동실조증은 상염색체 우성 유전방식으로 이

환되는 신경퇴화성 질환으로 유Machado-Joseph disease

전자(MJD1 의 삼핵산 반복서열의 확장에 의해 발병된) CAG

다 이 반복서열은 정상인에서도매우다양하여. CAG 12-43

을나타내며 척수소뇌성운동실조증환자의경우보통, 62-84

반복서열을 보이는 것으로 알려져 있다 본원에 내원한CAG .

부부의경우남편의 반복서열이 로서한 이확CAG 27/69 allele

장되어있었으며 부인의경우에는 반복서열로정상이, 26/32

었다.MJD1의 반복서열을증폭할수있는 를고안CAG primer

하여 방법과fluorescent semi-nested PCR fragment

방법을이용하여착상전유전진단을시행한결과정analysis

상 배아만을 진단할 수 있었으며 건강한 아이를 출산하 다

38)
(Fig. 9).

2) Huntington s disease’

헌팅톤병은 점진적인 신경퇴화성 질환(neurodegenera-

으로 상염색체 우성 유전방식으로 이환되며tive disease) ,

명당 명의발병률을보이는것으로알려져있다 이질10,000 1 .

환은 유전자의 말단에위치하는 삼핵산반Huntingtin 5 CAG’

복서열의불안전한확장에기인하며 지금까지의연구결과에,

따르면 반복서열이 일경우정상 일경우CAG 11-34 , 35-39

는 그리고 이상으로 반복서열이 확장된grey zone, 40 CAG

Fig. 8. Electropherogram of the multiplex fluorescent PCR of polymorphic marker, STR44 and

amelogenin for PGD of Duchenne muscular dystrophy. A) the unaffected male partner, B) the

carrier female partner, C) the affected brother, D) the normal male embryo, F) the carrier female

embryo, G) the mutant male embryo.
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경우발병하는것으로보고되고있다 본원에내원한환자의경.

우남편은 반복서열로정상이었지만 부인의경우28/31 CAG ,

반복서열이 로한 이확장되어있었다 정확한CAG 27/62 allele .

반복서열을진단하기위해f 방luorescent semi-nested PCR

법을 사용하여 착상전 유전진단을 시행하 다
38)

(Fig. 10).

결 론

년처음보고된착상전유전진단은유전질환이이환된1990

아이를 출산할 확률이 높은 부부들을 대상으로 시행함으로써

질환이이환된아이의출생을예방하기위한매우효과적인방

법이다 단일 유전자 질환뿐만 아니라 염색체의 수적 구조적. ,

이상 습관성 유산 그리고 최근에는 또는, , HLA typing late

같은질환으로까지그적용범위가점차확대되onset disease

어가고있다 이를뒷받침하기위해단일세포수준에서의매우.

높은분자생물학적기술의정확성이요구될것이며또한단일

세포로부터 여러 가지 진단을 동시에 수행하기 위한 와MDA

같은 같은기술의발전또한이루whole genomeamplification

어져야할것이다 이러한분자생물학적기술들의발전으로착.

상전 유전진단은 더욱 정확하고 안전한 진단방법으로 발전해

나아갈것이며 더많은사람들에게건강한아이의출산기회를,

제공해 줄 것이다.

Fig. 9. Electropherograms of the CAG repeats in the preimplantation genetic diagnosis for spino-

cerebellar ataxia 3 with fluorescent semi-nested PCR. An arrow indicates the expandedmutant allele.

Numbers represent the number of the CAG repeats.

Fig. 10. Electropherograms of the CAG repeats in the preimplantation genetic diagnosis for

Huntington s disease with fluorescent semi-nested PCR. An arrow indicates the expanded mutant’

allele. Numbers represent the number of the CAG repeats.
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국문초록

착상전유전진단은 유전질환이이환될 가능성이 있는 부부

들을대상으로산전진단을통한임신중절의위험성없이정상

적인아이를가질수있게도와주는보조생식술의한방법으로

확립되었다 단일할구를대상으로하는분자생물학및분자생.

물학적기술의발전은착상전유전진단의정확성을높은수준

에이르게 하 고 방법을이용whole genome amplification

함으로써단일세포로부터여러가지다양한진단을동시에수

행가능케하 으며단일유전자질환에대한착상전유전진단

에서의 오진을 감소시킬 수 있었다 따라서 을 이용한 단. PCR

일유전자질환에대한착상전유전진단의적용가능유전질환

은 더욱 확대될 것이며 건강한 아이의 출산을 원하는 더 많은

부부들에게기회를제공해줄것이다 본종설에서는현재단일.

유전자질환에대한착상전유전진단을시행하는대부분의센

터에서시행하고있는생검방법과 후진multiplex PCR, PCR

단 방법 그리고 등의, multiple displacement amplification

분자생물학적방법과단일세포분석에서의문제점등을포함

한단일유전자질환에대한착상전유전진단전반에관하여논

의할 것이다.
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