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Mitochondrial DNA A3243G mutation in 
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Objectives : A different sequence change, in the mitochondrial tRNALEU(UUR) gene, has

been proposed as a candidate mutation in the sensorineurnal hearing loss. The purpose of

current study is to identify the association between the noise-induced sensorineurnal hear-

ing loss and the A to G mutation at nucleotide 3243 of mitochondrial DNA.

Methods : Subjects were established by history and chart review, and audiological and

clinical data were obtained. Blood was sampled from 101 controls, 50 noise-induced hear-

ing loss, and 12 sensorineural deafness. The DNA of these individuals was extracted, and

mitochondrial genome was analyzed by polymerase chain reaction. Subsequently, the cod-

ing sequence of mitochondrial genome was sequenced, and compared to the normal

sequence, and all sequence variations were analyzed by restriction endonuclease ApaI.

Results : Mitochondrial DNA mutation (3243A->G) was not detected by polymerase

chain reaction (PCR) in any patients with noise-induced hearing loss, sensorineural hear-

ing loss, and normal control without hearing loss in Koreans. The DNA sequencing of PCR

products did not revealed an A to G substitution at nucleotide 3243 of mitochondrial DNA.

Conclusions : The noise-induced sensorineural hearing loss was not associated with

mitochondrial DNA mutation (3243A->G).
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서 론

산업장 소음이 건강에 미치는 영향은 잘 알려져 있

으며, 그 중 문제가 되고 있는 것은 소음성난청

(noise-induced hearing loss)이다. 우리나라의 특수

건강진단을 통한 전체 직업병 유소견자 중 소음성난청

유소견자가 차지하는 비율이 1994년 56.9%(1,746명)

를 차지하여 전체 직업성 질환 유소견자의 50%이상

을 차지하고 있다(노동부, 1995). 앞으로 산업의 기계

화가 가속화 됨으로써 소음성 난청에 대한 문제는 심

각해질 전망이며 소음에 폭로되는 근로자들의 청력보

존을 위한 대책이 시급한 실정이다.

소음성난청은 내이 와우각의 감각상피(sensory

epithelium)를 구성하고 있는 청세포들의 stere-

ocilia가 임파액의 파동에 의해 형성된 전단력

(shearing forces)에 의해 변형되거나 파괴됨으로

써 발생하며, 지속적으로 높은 수준의 소음에 노출

시 주로 고주파(high frequency)영역의 청세포가

손상되어 난청을 유발한다. 소음성 난청은 일반적으

로 청력검사상 양측성이며, 감각신경성난청(sen-

sorineural hearing loss: SNHL)의 소견을 나타

내고, 초기에는 고주파영역(4 KHz)에서 특징적인

순음청력역치의 감소를 나타내지만, 계속적인 소음

노출시 회화영역까지 청력역치가 떨어지게 되고, 심

한 경우는 완전히 청력을 잃어버리게 된다. 또한 나

이가 증가함에 따라 나타나는 노인성난청은 소음성

난청의 정도를 더욱 심화 시키며, 소음성 난청이 있

는 경우는 aminoglycoside와 같은 항생제 및 이독

성 부작용을 가진 물질에 감수성이 커지게 된다

(Schindler 등, 1997)

소음에 의한 청력손실의 감수성을 예측하기 위한

많은 방법들이 있으나 대부분이 일시적 청력역치손

실(temporary threshold shift: TTS)을 측정하여

영구적 청력역치손실(permanent threshold

shift: PTS)에 대한 감수성의 정도를 파악하는 방

법을 이용하고 있다. 그러나 이 방법은 TTS와 PTS

간의 연관성이 낮아 실질적인 개인의 감수성을 파악

하기는 부족한 것으로 알려져 있다(Burns, 1973:

Buck와 Franke, 1986).

소음에 의한 영구적 청력손실의 위험은 유전적인

감수성(genetic susceptibility)과도 관련이 있으며

(Schindler 등, 1997), 많은 역학적 연구들은 이러

한 현상을‘tough and tender’현상으로 밝히고 있

다. 동물 실험에서 소음에 대한 감수성은 개체간에

차이를 보이는데, 이러한 차이는 유전적인 요인에

의한 것으로 설명하고 있으며(Cody와 Robertson,

1983), Taylor 등(1965)은 99-102 ㏈의 일정한 소

음에 1년에서 54년동안 폭로되어 온 여성직공들의

청력손실의 정도가 최고와 최저청력손실을 가진 사

람에서 70 ㏈이나 차이가 있음을 보고한 바 있다.

소음성난청에 있어서 유전학적 특성과 연령의 상

호작용은 이론적으로나 실제적으로 중요하므로 이들

상호작용을 알아보기 위하여, 사람의 노인성난청과

비슷한 고주파영역에서 일차적으로 청력역치손실이

발생하는 마우스 근친교배종(inbred strains),

CBA/Ca와 C57 BL/6J 유전자형을 이용한 동물실

험에서 두종의 유전자형에 따라 연령에 증가함에 따

라 청각 변성에 차이가 나며, 소음에 의한 청각손상

에 대한 감수성이 다르게 나타났다(Li, 1992a,b:

Li와 Borg, 1991, 1993: Li 등, 1993). 또한 염색

체 10에 위치해 있는 Ahl 유전자형이 소음성 난청

에 대한 감수성을 높이는 것으로 알려져 있다

(Erway 등, 1996). 이러한 결과는 소음성 난청에

대한 감수성에 있어 유전적인 소인이 중요한 요인임

을 시사하는 것으로 생각된다.

Mitochondrial deoxyribonucleic acid

(mtDNA)에 대한 연구는 반응성 산소의 대사에 의

한 손상, 허혈, 신경성질환, 노화 그리고 특히 최근

에 청력장애에 있어 새로운 연구분야로 알려지게 되

었다(Schapira 등, 1989: Cortopassi and

Arnheim, 1990: Miyabayashi 등, 1991:

Corral-Debrinski 등, 1991: Ballinger 등,

1992: Shoffner and Wallace, 1992). MtDNA

는 nuclear DNA보다 10~20배 높은 돌연변이율을

나타낸다. 그러므로 mtDNA의 돌연변이는 사람 질

병의 중요한 원인이 될 수 있고(Linnane 등,

1985), 특히 내이 와우각의 병변과 관련돤 청력장애

의 연구에 중요한 분자생물학적인 연구방법이 될 수

있다(Seidman 등, 1996).

MtDNA 손상은 안정된 조직에서 축적이 잘 되며

(Wallace, 1992), cochlear의 세포는 태생기에 이

미 유사분열(mitosis)을 끝마쳤기 때문에 mtDNA

돌연변이가 cochlear에 축적되는 경향이 있으므로,
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SNHL환자에서 cochlear 조직 뿐만아니라, 백혈구

의 mtDNA 돌연변이의 축적 또한 청력소실과 관련

이 있을 것이다(Tamagawa 등, 1996: Ueda 등,

1998). MtDNA의 유전학적인 설명에 의하면, 청각

경로에도 mtDNA 돌연변이가 확실히 존재하며, 이

러한 이유로 mitochondria의 기능은 감소될 것으로

생각된다. 그러므로 사람의 측두골(temporal

bone)에서 mtDNA를 분석한다는 것은 실제 불가

능하기 때문에 직접적으로 청각경로에 있어

mtDNA의 돌연변이 전체를 반영하지는 않지만 말

초혈액의 백혈구로 부터 mtDNA 돌연변이를 분석

함으로서 감각신경성 난청에 대한 mtDNA 돌연변

이의 관련성 유무를 밝힐 수 있을 것으로 생각된다.

그러므로 본 실험은 소음성난청 환자의 말초혈액

의 백혈구에서의 mtDNA를 분자생물학적인 기법으

로 분석하여 mtDNA A3243G 돌연변이 유무를 관

찰하였다.

대상 및 방법

1. 대상자

소음 특수건강진단을 위해 내원한 수진자 중 직접

면담을 통하여 이비인후과적 질병이나 대사성질환

(당뇨병 등), 이독성을 나타내는 약물의 복용 그리고

가족성 난청의 경험이 없는 사람을 대상으로 순음청

력검사, 음차검사, 언어청력역치검사, 이경검사를

실시하여, 500, 1000, 2000 ㎐의 평균청력손실이

30 ㏈ 이상이고 4000 ㎐에서 40 ㏈ 이상의 청력손

실을 보이며 감각신경성난청의 소견을 보이는 50명

을 소음성 감각신경성난청 환자군으로 선정했다. 소

음에 대한 노출력과 이비인후과적 질병력이 없고 순

음청력검사상 청력손실의 소견이 없는 정상인 101명

을 대조군으로 하였다. 양성대조군은 이비인후과에

서 원인을 알 수 없는 감각신경성 난청으로 진단된

환자 12명으로 하였다. 대상자의 평균연령은 대조군

45.7세(범위: 24~63세), 감각신경성 난청 환자군

44.8세(범위: 20~67세), 소음성 감각신경성 난청

환자군 46.1세(범위: 19~57세) 였다.

2. DNA 추출

대상자의 말초혈액으로 부터 DNA를 추출하였다.

50 ㎖ polypropylene 시험관에 blood buffer 30

㎖ (10X buffer 3 ㎖ + H2O 27 ㎖)를 넣은 후, 전

혈 10 ㎖를 넣고 5회 섞었다. 얼음에 15분 동안 방

치하여(3분에 한번씩 mix) 용혈시키고, 3500-5000

rpm으로 실온에서 15분간 원심분리하였다. 상층액

을 버리고(10 ㎖ blood buffer 넣고 1-5회 반복),

10 ㎖의 SE buffer(75 mM NaCl, 25 mM

EDTA, pH 8.0) 넣고 혼합한 후 ice에 잠시 방치

하고, 500 ㎕ 10 % SDS, 100 ㎕의 10 ㎎/㎖pro-

teinase K 넣고 잘 혼합한 다음, 25℃에서 밤새

incubation하였다.

10 ㎖의 phenol(Tris-Saturated) 넣고 10분간

mix 한 후 3500 rpm으로 실온에서 20분간 원심분

리한 후 상층액을 새로운 polypropylene tube로 옮

기고 phenol 7 ㎖/chloroform : isoamylalcohol

7 ㎖ 넣고 10분간 혼합한 후, 3500 rpm으로 실온에

서 20분간 원심분리하고 상층액을 새로운

polypropylene tube로 옮겼다. 다시 chloroform:

isoamylalcohol(24:1) 14 ㎖ 넣고 10분간 혼합 후

3500 rpm으로 실온에서 20분간 원심분리하고 상층

액을 새로운 polypropylene tube로 옮겼다. 1/10

volume (1.5 ㎖) 3 M sodium acetate 넣고 2

volume (30 ㎖)의 ethanol(absolute, 실온)을 넣

고 10~20회 혼합 후 잠시 실온에 방치한 다음,

Pasteur pipet으로 DNA를 건져 내어 microfuge

tube에 1 ㎖ 70 % ethanol이 들어있는 속으로

DNA넣고 10회 정도 혼합하였다. Pasteur pipet으

로 다시 DNA를 회수하여 적당량의 1X TE(10

mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0)(1 ㎖)가

들어있는 microfuge tube에 넣고 10회 뒤집어 섞

은 후 37 ℃에서 3시간 동안 혼합하고 DNA를 녹여

서 UV-spectrophotometer로 DNA 량을 측정하였

다. 2 % 한천 겔에서 전기영동하여 DNA를 확인

후 4℃에 보관하면서 다음단계의 실험에 이용하였다.

3. 중합효소 연쇄반응(polymerase chain 

reaction: PCR)에 의한 mtDNA의 증폭

MtDNA에서 3243 부위의 A->G 돌연변이 유무

를 관찰하기 위하여 mtDNA 3243부위가 포함된

mtDNA fragment를 PCR을 통하여 증폭하였다.

PCR에 이용된 forward primer는 3130부터 3149

부위가 포함되는 5′AGGACAAGAGAAATA

AGGCC 3′이며, reverse primer는 3423부터
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3404부위가 포함되는 5′CACGTTGGGGCC-

TTTGCGTA 3′이었다. DNA시료를 95℃에서 90

초간 예열하여 변성시킨 후 PCR에 사용하였다.

PCR은 10X reaction buffer(15 mM MgCl2,

100 mM Tris-HCl pH 8.3, 500 mM KCl) 5 ㎕

와 10 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP각 1 ㎕

씩 그리고 20 μM forward 및 reverse primer를

각각 5 ㎕를 넣은 mixture에 0.5 ㎍의 변성된

DNA시료와 2.5 unit의 Taq polymerase를 넣은

후 증류수로 50 ㎕로 용량을 맞추고 30 ㎕의 min-

eral oil을 중층한 후 DNA thermal cycler를 사

용하여 PCR을 시행하였다. DNA denaturation은

94℃ 1분, annealing은 52℃ 1분, extension 은

72℃ 1분으로 하여 30 cycle을 시행하였다. 합성된

PCR product를 전기영동하여 294 bp의 DNA

band를 확인하였다. 확인된 PCR product 10 ul

를 ApaI 제한효소로 37℃에서 2시간내지 밤새 처리

한 뒤 2 % agarose gel에 전기영동하여 digested

mtDNA fragment(179 bp and 115 bp)를 관찰

하였다.

4. T-vector를 이용한 cloning

PCR산물을 Novagen사의 pT7 Blue T-vector

로 cloning하였다. PCR산물을 chloroform-

isoamyl alcohol로 정제한 후 pT7 Blue T-vector

와 5:1(insert:vector)의 molar ratio로 T4 DNA

ligase를 사용하여 16℃에서 5시간 ligation시킨 후

transformation을 시행하였다. Transformation

은 ligation product 1 ㎕와 NovaBlue com-

petant cell을 사용하여 heat shock 방법으로 시행

하였다. 50 ul의 transformant 배양액을 X-

gal(5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-beta-D-galac-

topyranoside)와 IPTG (isopropyl- beta-D-

thiogalactopyranoside)를 함유하는 ampi-

cillin(50 ㎍/㎖)-tetracycline(15 ㎕/㎖) 약제 LB

고형배지에 배양하였다. 배양 후 흰색의 집락만을

선택하여 alkaline lysis method로 plamid를 분리

한 후 T7 promotor primer와 U-19mer primer

를 사용하여 PCR로 확인하고 이를 다시 ApaI 제한

효소를 이용하여 PCR을 시행하여 recombinant

plasmid를 확인하여 최종확인된 clone에 대하여

DNA염기 서열분석을 시행하였다.

5. MtDNA 염기서열 분석

Cloning된 insert의 점돌연변이를 확인하기 위하

여 USB사의 Sequenase version 2.0 Kit를 사용

하여 dideoxy chain termination method로

double strand DNA sequencing을 시행하였다.

Cloning 된 plasmid DNA를 alkaline lysis

method로 분리하고 분리된 5 μg의 DNA solution

에 0.1 volume의 2 M NaOH, 2 mM EDTA

solution을 혼합한 후 37℃에 30분 incubation하

여 denaturation한 다음 0.1 volume의 3 M

sodium acetate(pH 5.0)를 가하여 중화시키고 4

volume의 ethanol을 가하여 -70℃에 15분간 둔 후

원심(12,000 rpm, 4℃, 15분)하여 DNA 침사를

얻은 후 이를 70 % ethanol로 세척하고 건조시켰

다. 건조된 DNA를 7 ㎕의 증류수에 녹이고 reac-

tion buffer 2 ㎕, sequencing용 primer 1 ㎕

(0.5 pM/㎕, 5′GTTTTCCCAGTCACGAC 3′)

를 첨가한 후 annealing, labelling reaction

(35S-dATP사용), termination reaction을 시행

한 후 stop solution 으로 반응을 정지시키고 75℃

에 2분 두어 denaturation 시킨 후 6 % urea(7.5

M) polyacrylamide gel로 전기영동하였다. 전기영

동된 gel은 5 % acetic acid, 15 % methanol

solution에 20분간 담구어 urea를 제거한 후 gel

dryer를 사용하여 건조시키고 36시간 동안 autora-

diography를 시행한 후 염기서열을 분석하였고,

double strand DNA cycle sequencing sys-

tem(Applied Biosystems model 373, Perkin-

Elmer Cetus Co.)을 사용하여 확인하였다.

결 과

MtDNA 돌연변이(3243A->G)를 관찰하기 위하

여 PCR로 증폭한 후 전기영동을 한 결과, 돌연변이

부위가 포함된 294 bp fragment가 대조군, 감각신

경성난청 환자군, 그리고 소음성 감각신경성난청 환

자군 모두에서 증폭됨을 관찰할 수 있었다. 또한

294 bp fragment가 나타난 PCR 산물을 restric-

tion endonuclease ApaI 으로 처리한 결과

digested fragment (179 bp와 115 bp)는 나타나

지 않았으므로 mtDNA 돌연변이(3243A->G)가 일
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어나지 않았음을 관찰할 수 있었다. 즉 mtDNA 돌

연변이 (3243A->G)이 발생하면 restriction

endonuclease ApaI의 restriction sequence

(GGGCC↓C)로 염기서열이 변화기 때문에 249 bp

fragment가 179 bp와 115 bp의 두개의 frag-

ment로 분리되어 나타나게 된다(Figure 1).

MtDNA 돌연변이(3243A->G)가 관찰되지 않았

으므로 PCR산물을 이용하여 DNA 염기서열을 분

석하여 mtDNA 3243부위에서의 염기서열을 확인

한 결과 이미 밝혀진 사람의 mtDNA 3243부위의

염기서열과 동일한 염기서열임이 확인 되었으므로

mtDNA 돌연변이(3243A->G)가 일어나지 않았음

을 확인하였다(Figure 2).

고 찰

산업보건의 직업성질환 예방 프로그램의 일환으로

소음에 폭로되어 발생되는 청력손실의 정도에 대한

개개인의 차이를 연구하는 것은 중요한 의미를 가진

다. 소음에 대한 개인의 감수성을 알아내어 특히 감

수성이 큰 사람에 대해 예방방법을 권고함이 소음에

의한 직업성 난청의 예방에 기본적인 내용이다.

MtDNA 돌연변이에 의해 유발된 SNHL의 기전

은 확실히 밝혀진 것이 없다. 지금까지 알려진 하나

의 기전으로 소포체의 산화성 인산화과정에서

organ of Corti와 stria vascularis가 에너지대사

에 대한 의존성때문이라고 설명하고 있다

(Thalmann 등, 1970). 즉 MtDNA mutant가

축적됨으로써 산화성인산화의 능력이 떨어지고, 소

포체에서 ATP생산이 저하되면서 cochlea의 ener-

gy-dependent ATPase와 신경전달물질의 분비가

억제됨으로서 청력소실이 나타날 수 있다는 것이다.

또 다른 기전은 이온 수송의 장애로 청음변환

(acoustic transduction)의 효율이 떨어져 청력손

실이 발생할 수 있다.(Ikeda 등, 1994).

본 실험은 소음성 난청으로 진단된 환자를 대상으

로 말초혈액 백혈구로부터 DNA를 추출한 후, 중합

효소연쇄반응으로 증폭하고 유전자 제한효소로 소화

하여 전기영동하고 UV transilluminator에서 관

찰하였다. 그리고 PCR산물의 DNA염기서열 분석

을 실시하여 mtDNA A3243G 돌연변이를 관찰하

였다. 그 결과 돌연변이 부위가 포함된 294 bp

fragment가 대조군, 감각신경성난청 환자군, 그리

고 소음성 감각신경성난청 환자군 모두에서 증폭됨

을 관찰할 수 있었다. 또한 294 bp fragment가 나

타난 PCR산물을 restriction endonuclease ApaI

으로 처리한 결과 digested fragment (179 bp와
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Fig 2. The DNA sequencing of the spanning of

nucleotide 3243 from a normal control and the

patients with noise-induced sensorineural hearing

loss in fig 1. An A to G substitution at nucleotide

3243 was not demonstrated in the patient.

Fig 1. Detection of the mtDNA samples from the

control subjects and the patients with noise-

induced sensorineural hearing loss and the

unknown origin of sensorineural hearing loss. The

mtDNA fragment were amplified by PCR using

primer, seperated on 2 % agarose gel, and stained

with ethidium bromide. The 294 bp fragment is

detected in all lanes(A). The band of 179 bp and

115 bp can be not seen in all subjects after diges-

tion of mtDNA fragment with ApaI(B). M: mole-

cular weight marker(100 bp), C: normal control,

SNHL: the patients with unknown origin of sen-

sorineural hearing loss, NIHL: the patients with

noise-induced sensorineural hearing loss.



115 bp)는 나타나지 않았으므로 mtDNA 돌연변이

(3243A->G)가 일어나지 않았음을 의미한다. 즉

mtDNA 돌연변이 (3243A->G)가 발생하면

restriction endonuclease ApaI 의 restriction

sequence (GGGCC↓C)로 염기서열이 변화하기

때문에 249 bp fragment가 179 bp와 115 bp의

두개의 fragment로 분리되어 나타나게 된다.

MtDNA 돌연변이(3243A->G)가 관찰되지 않은

PCR산물을 이용하여 DNA 염기서열을 분석하여

mtDNA 3243부위에서의 염기서열을 확인한 결과,

이미 밝혀진 사람의 mtDNA 3243부위의 염기서열

과 동일한 염기서열임이 확인 되었으므로 mtDNA

돌연변이(3243A->G)가 일어나지 않았음을 확인하

였다.

MtDNA돌연변이는 PCR과 특이 제한효소를 이

용한 방법으로 쉽게 조사할 수 있으며 ethidium

bromide로 염색한 후 agarose gel로 쉽게 확인할

수 있다. 위음성(false-negative)율은 돌연변이가

발생한 환자의 말초혈액 백혈구에서 10 % 이하로

매우 낮다(Thomas 등, 1995). 그러나 Odawara

등(1995)의 연구보고에 의하면 말초혈액에서의 미토

콘드리아 genome의 돌연변이 DNA군이 상대적으

로 낮아 band가 약하게 나타나기 때문에 3243 돌연

변이 screening시 발견하기 어려운 점이 있고, 본

실험에서 사용된 primer대신 forward(3035-

3054), backward (3456-3437) primer를 사용하

면 제한효소를 처리시 212 bp 와 214 bp로 분리된

fragment가 나타나기 때문에 분명한 하나의 band

를 확인 할 수 있으므로 PCR을 위한 primer의 선

택이 돌연변이를 발견할 확률을 높일 수 있다고 하

였다. 본 실험에서 PCR을 위해 사용한 primer가

위에서 추천한 것은 아니었고 그리고 agarose gel을

사용하였으므로 실험상의 오차가 발생할 여지가 있

을 수 있지만, DNA 염기서열분석을 통한 염기서열

확인을 하였으므로 위에서 제시된 제한점으로 인한

위음성의 결과라고는 생각되지는 않는다.

Oshima 등(1996)이 보고한 mtDNA 돌연변이

(3243A->G)가 나타난 환자의 특징은 원인을 알 수

없는 양측 대칭성, 당뇨병이 동반된, 또는 모계유전

성 감각신경성 난청으로 성인에서 후천적으로 나타

난 경우이다. 본 실험에 양성대조군으로 이용된 감

각신경성 난청환자는 원인을 알 수 없고 성인에서

발생한 양측성이었며 당뇨병을 동반한 환자를 포함

하고 있었으나 감각신경성 난청의 가족력을 가진 대

상자는 없었으므로 mtDNA point muta-

tion(3243A->G)을 발견할 수 없었던 것으로 생각

된다. 그러나 본 실험의 결과 소음성 감각신경성 난

청, 정상대조군에서도 돌연변이는 관찰되지 않았으

므로 우리나라에서의 가족력이 없는 소음성 감각신

경성 난청과 mtDNA 돌연변이(3243A->G) 는 관

련성이 없을 것으로 생각된다.

본 실험의 결과 mtDNA 돌연변이 (3243A->G)가

나타나지 않았지만 최근에 SNHL가 mtDNA 돌연

변이와 관련이 있다는 많은 연구 보고들이 있는데,

SNHL의 높은 발생율을 나타내는 MELAS(mito-

chondrial myopathy, encephalopathy, lactic

acidosis, stroke-like episodes)는 mitochondrial

leucine transfer RNAUUR의 3243위치에서 A->G

돌연변이와 관련이 있다(Goto 등, 1993). 또한

MELAS증후군이 없는 SNHL의 환자에서도

mtDNA 돌연변이(3243A->G)가 발견됨으로서

SNHL와 관련이 있음을 보고하고 있다(Reardon

등, 1992: Remes 등, 1993). 또한 원인을 알 수

없는 양측성 감각신경성 난청 환자에서는 mtDNA

돌연변이(3243A->G)가 발견되었다(Oshima 등,

1996). 이러한 연구 보고들은 청각기(hearing

organ)가 mtDNA 돌연변이의 주요 대상 기관이 되

며, mtDNA가 genetic deafness에 대한 고감수성

(hypersensitivity)의 원인이 될 수 있음을 시사하

고 있으므로 조사대상자 수의 확대와 감각신경성난청

자들의 병력, 가족력 등의 특성을 고려한 대상자선정

을 통하여 보다 폭넓은 연구가 필요할 것으로 생각된

다. 또한 감각신경성난청과 관련된 mtDNA의 돌연

변 이 는 nucleotide 3242외 에 nucleotide

1555(Tamagawa 등, 1996), nucelotide 7445 부

위(Fischel-Ghodsian 등, 1995)가 있으며,

mtDNA 4977 bp 결실(deletion)이 관련성이 있다

는 연구 보고(Ueda등, 1998)가 있으므로 이에 대한

추가적인 연구가 필요하며, 2 kb이상을 증폭시키는

long and accurate polymerase chain reac-

tion(LA PCR)을 사용하여 미토콘드리아 DNA전

체를 분석하여 소음성 감각 신경성 난청과 mtDNA

돌연변이의 관련성을 밝히기 위한 연구가 이루어져야

할 것이다.
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요 약

목 적 : 본 실험은 소음성 감각신경성난청 환자의

말초혈액의 백혈구에서의 mitochondria DNA를

분자생물학적인 기법으로 분석하여 mtDNA 돌연변

이(3243A->G)와 소음성 감각신경성난청과의 관련

성을 조사하였다.

방 법 : 소음성 감각신경성난청으로 진단된 환자를

대상으로 말초혈액 백혈구로부터 DNA를 추출한

후, DNA중합효소의 연속적인 반응을 이용하여

DNA를 대량으로 증폭하는 방법, 중합효소연쇄반응

(polymerase chain reaction:이하 PCR)으로 증폭

한 후 유전자 제한효소로 소화된 mtDNA frag-

ment를 2 % 한천 gel에서 전기영동하고 ethidium

bromide용액으로 염색하여 UV transilluminator

에서 관찰하였다. 그리고 PCR산물을 T-vector를

이용하여 cloning 한 다음 DNA염기서열 분석을 실

시하여 mtDNA A3243G 돌연변이를 관찰하였다.

결 과 : MtDNA 돌연변이 부위가 포함된 294

bp fragment가 대조군, 감각신경성난청 환자군,

그리고 소음성 감각신경성난청 환자군 모두에서 증

폭됨을 관찰할 수 있었다. 또한 294 bp fragment

가 나타난 PCR산물을 restriction endonuclease

ApaI으로 처리한 결과 digested fragment(179

bp와 115 bp)를 관찰할 수 없었으므로 mtDNA 돌

연변이(3243A->G)가 일어나지 않았음을 알 수 있

었다. MtDNA 돌연변이(3243A->G)가 관찰되지

않은 PCR산물을 이용하여 DNA 염기서열을 분석

하여 mtDNA 3243부위에서의 염기서열을 확인한

결과 이미 밝혀진 사람의 mtDNA 3243부위의 염기

서열과 동일한 염기서열임이 확인되었으므로

mtDNA 돌연변이(3243A->G)가 일어나지 않았음

을 확인하였다.

결 론 : 소음성 감각신경성 난청, 정상대조군에서

도 돌연변이는 관찰되지 않았으므로 소음성 감각신

경성 난청과 mtDNA 돌연변이(3243A->G)는 관련

성이 없음을 알 수 있었다.
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