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            초록
          
        

        
          RPA (Recombinase Polymerase Amplification) is a rapid, specific DNA-amplification method under isothermal condition. Recently, RPA was variously applied to detect specific pathogens using amplification of specific nucleotide sequence from specific pathogen. In this study, it was found that specific DNA amplification using RPA is significantly different than specific DNA amplification using PCR, during application of RPA to detect specific pathogens in honeybee. DNA-quantity of specific DNA amplification using RPA is more rapidly increased than DNA-quantity using PCR under same condition of time. However, it was estimated that quantity of specific nucleotide sequence among DNA amplification using RPA was very lower than quantity of specific nucleotide sequence using PCR. In specific amplification using RPA with target template, specific DNA and also significant quantity of unspecific DNAs were produced. In addition, it was also found that quantity of unspecific DNAs is increased in specific amplification using RPA without target template. For the RPA-application to detect specific pathogens, it should be overcome that unspecific DNAs are mass-produced by specific amplification using RPA.
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      서 론
      재조합효소-중합효소증폭법(Recombinase Polymerase Amplification; RPA)는 박테리오파지 T4 재조합효소를 이용하여 DNA 이중가닥의 해리를 일으키고 동시에 DNA 중합효소와 특정 primer들을 사용하여 특정DNA를 증폭해 내는 방법이다. 이는PCR의 경우와 같이 표적 기질(target template)과 한 쌍의 primer (oligonucleotide)를 사용하여 특정 염기서열의 DNA를 증폭시킬 수 있으나, PCR의 경우와 달리 일정온도(37°C-42°C)의 범위에서 등온조건으로 증폭반응을 일으킬 수 있는 장점이 있다(Piepenburg et al., 2006).

      현재 RPA는 매우 빠르게 증폭산물을 만들 수 있도록 발전되었으며, 이는 등온조건의 장점과 함께 널리 인식되어 특이 유전자 증폭을 통한 특정 병원체의 검출법에 다양하게 RPA가 응용되게 하였다. 즉, 열대열원충인 Plasmodium falciparum을 대상으로 개발된 RPA검출법은 25분 내에 nested PCR과 동일한 검출 민감성을 보여주었으며(Kersting et al., 2014b), 그 외의 병원체 검출에서 20분 내 RPA를 통하여 101 분자의 DNA, 105개 분자의 mRNA 그리고 100fg의 낮은 genomic DNA에서 각 병원체 검출이 가능함을 보여주었다(Euler et al., 2012; Euler et al., 2013; Boyle et al., 2013).

      그러나 꿀벌의 병원체들을 대상으로 RPA를 적용하여 새로운 검출법을 개발하고자하는 연구에서 RPA에 의한 증폭산물은 PCR의 증폭산물과는 크게 다른 특성을 가진다는 것이 인식되었으며, 특히 RPA에 의한 증폭산물들은 아가로오스젤 전기영동에 의한 분석에서 그리고 각 반응 중 형광강도의 분석에서 그리고 DNA-chip을 사용한 DNA:DNA 혼성화(hybridization) 분석에서 PCR에 의하여 생산된 같은 염기서열을 가진 DNA 증폭산물과 차이를 보인 바 있다(민 등, 2016; 임 등, 2016).

      따라서 본 연구는 RPA 또는 PCR에 의해 생산된 증폭산물들의 각 특성을 보다 정밀하게 분석해 보고자 하였으며, 각 증폭의 정확성(accuracy)과 특이성(specificity)를 중점으로 양자를 정량적 비교를 하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        시료 수집과 DNA 확보
        꿀벌의 시료는 2016년 경기대 양봉장으로부터 수집하였고 이를 -70°C에서 냉동보관하며 실험에 사용하였다. 꿀벌로부터 Genomic DNA는 Patho Genespin™ DNA/RNA Extraction kit (Intron, Korea)를 사용하여 순수분리하였고, 시료는 꿀벌 성체 또는 유충을 각기 2마리씩 별도로 사용하였다.

        본 실험의 주형으로 사용된 재조합 DNA는 경기대 유전학 실험실에서 확보하였으며 해당 DNA는 꿀벌각 병원체에 특이적인 염기서열을 바탕으로 제작된 것이다. 각 재조합 DNA는 대장균으로부터 Intron사 DNA-spin™ Plasmid DNA purification kit를 사용하여 순수분리하였고, -20°C 보관하며 사용하였다(Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Recombinant DNA clones for RPA and PCR
          
          

        

        
          
            
              	Pathogens
              	Name of clone
              	GenBank accession no.
              	Reference
            

          
          
            	SBV
            	pBX-SBV3
            	AF092924
            	
              
                Nguyen et al., 2008
              
            
          

          
            	
              Melissococcus plutonius
            
            	pDrive-EFB
            	X75751
            	
              
                Ha et al., 2005
              
            
          

        

        

      

      
        RPA (Recombinase Polymerase Amplification)
        사용된 재조합 DNA는 pBX-SBV3와 pDrive-EFB이며, RPA와 PCR에서 각 2.45×108 copies, 2.10×108 copies를 기준으로 사용하였다. 각 병원체의 특이 primer는 주문 제작하였고, 최종 농도 0.48μM로 조성하여 사용하였다(Table 2; Bionics, Korea).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Origins and names of primer sets for RPA and PCR
          
          

        

        
          
            
              	Pathogens
              	Name of clone
              	GenBank accession no.
              	Reference
            

          
          
            	SBV
            	SB-PCR-F1/R1
            	AF092924
            	
              
                Wang et al., 2016
              
            
          

          
            	
              Melissococcus plutonius
            
            	EFB-PCR-F1/R1
            	X75751
            	
              
                Wang et al., 2016
              
            
          

        

        

        실시간 RPA 반응을 모니터링하기 위하여 최종 농도 1×SyBr green Ⅰ(Sigma-Aldrich)을 사용하였으며, DNA-chip에 적용하기 위한 RPA에는 각 병원체에 특이적인 개별 primer 외에 hybridization 표시자 primer(HC primer, Hybridization control)를 최종농도 0.01μM가 되도록 첨가하였다.

        RPA는 TwistAmp Basic “Improved Formulation”(TwistDx, United Kingdom)을 사용하였으며 제작자의 지시에 따라 수행하였고, 이를 약술하면, 먼저 각 RPA당 Primer free rehydration buffer 29.5μl, 280mM magnesium acetate는 2.5μl를 준비하고 동결 건조 된 pellet에 magnesium acetate를 제외한 RPA조성 용액을 넣고 pellet을 완전히 녹인 후 0.2ml white tube로 옮기고 2.5μl 280mM magnesium acetate를 부가하여 RPA를 시작하였다. 최종 volume은 50μl이었다. RPA는 37°C 등온으로 90분간 수행하였고, 같은 목적의 DNA 증폭을 수행하는 PCR과 쉬운 비교를 위하여, ExicyclerTM Quantitative Thermal Block (Bioneer, Korea)을 사용하고, 30초를 1 cycle로 설정하여 RPA의 실시간 증폭 양상을 형광강도의 변화로 모니터링 하였다.

      

      
        RPA 산물과 정량적 비교를 위한 PCR
        90분의 RPA와 같은 조건으로 90분 30회전의PCR을 수행하기 위하여 주형은 pBX-SBV3를 primer 쌍은 SBV-DC-F1/R1를 사용하였으며 RPA와 같이 2.45×108 분자를 주형으로 사용하였고 각 primer의 최종 농도는 0.48μM이었다. 단 RPA의 경우 반응의 최종량은 50μl이었으나, PCR의 경우 20μl로 반응을 진행하였다. 차후 정량을 위한 시료는 RPA 및 PCR의 시작 후 반응 시간 10분, 20분, 40분, 90분에 각기 반응을 마치게 설정하여 각기 확보하였다. 각 반응 시간 10분, 20분, 40분, 90분은 PCR의 경우 변성, 혼성, 중합의 1회전수로 환산하면 각 1.8회전, 5.3회전, 12.4회전, 30회전에 해당한다.

        RPA의 경우 2.5μl 280mM magnesium acetate를 첨가하는 시간을 시작 시각으로 하였으며, PCR의 경우 초기 변성 94°C를 시작으로 90분까지로 하였다. Real-Time PCR mix는 2× Greenstar master mix solution (Bioneer, Korea)를 사용하였고, PCR기기는 RPA와 같이 ExicyclerTM Quantitative Thermal Block (Bioneer, Korea)을 사용하였다. PCR 반응 조건은 초기 변성 94°C 5분 후, 변성 94°C, 중합 52°C, 신장 72°C의 1회전을 30회 반복하여 90분에 이르게 하였고 RPA는 37°C 등온으로 90분간 수행하였다.

      

      
        RPA산물과 PCR산물의 분석을 위한 실시간 정량 PCR
        먼저 각 주형 plasmid DNA를 2.45×108분자를 기준으로 1/10씩 연속 희석하여 정량 PCR의 주형으로 사용하였으며 각 주형 분자에 대한 CT (Threshold cycles)값을 구하여 정량의 기준으로 사용하였다.

        정량 PCR에서 사용된 각 시료는 측정하고자 하는 RPA의 산물 및 PCR산물들을 각기 1:104, 1:105, 1:106로 희석한 것이었으며, 정량 기준으로 준비된 CT값과 희석비에 근거하여 초기 주형량, 즉 초기주형의 분자수를 계산하였다.

        정량 PCR에서도 각 특이 primer쌍들은 각 최종농도 0.48μM로 하였으며, 이는 RPA의 경우와 일치시키기 위함이었다. 실시간 PCR mix는 2× Greenstar master mix solution (Bioneer, Korea)를 사용하였고 PCR기기는 RPA의 측정에서도 사용한 ExicyclerTM Quantitative Thermal Block (Bioneer, Korea)을 사용하였다. PCR 조건은 94°C에서 초기 변성 5분을 진행하였고, 94°C에서 변성 10초, 52°C에서 혼성 10초, 72°C에서 중합 10초을 30회 반복하였다.

        RPA와 PCR 산물들의 정량은 모두 삼반복 이상으로 수행되었으며, 계산된 각 분자의 수들의 표준편차를 구하였다.

      

      
        RPA 및 PCR산물에서 총 DNA양의 측정 및 특이도(Ratio of specificity)의 계산
        각 RPA와 PCR에서 SBV 특이 primer 쌍인 SB-PCRF1/R1에 의한 SBV특이 증폭산물의 길이는 236bp이며, 이의 1.0×1010분자의 무게는 2.56ng으로 계산되었다.

        각 RPA 및 PCR 용액은 페놀처리를 거쳐 단백질 등을 제거하였으며 약술하면, DNA수용액에 동량의 증류수로 포화시킨 페놀을 넣고, 1분간 강하게 흔든 후 13,000rpm으로 원심분리하여 상하층을 분리하였고, 상층의 DNA용액만을 회수하여 동량의 phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25/24/1, v/v/v)을 넣고 1분간 강하게 흔든 후 13,000rpm으로 상하층을 분리하였다. 다시 상층의 DNA용액만을 회수하여 동량의 chloroform/Isoamyl alcohol (24/1, v/v)을 넣고 1분간 강하게 흔든 후 13,000rpm으로 상하층을 분리하고, 상층의DNA용액을 회수, 사용하였다.

        Phenol처리한 DNA용액은 잔류량의 chloroform을 제거하기 위하여 에탄올 침전을 수행하였으며, 약술하면, DNA용액에 3M Na-acetate (pH 5.2)를 가하여 최종 농도가 0.3M이 되게 하고, 이의 2배 양의 0°C 100% ethanol을 넣어 혼합한 후, -70°C에 1시간 정치시키고, 15,000rpm, 4°C, 15분의 원심분리를 시켜DNA를 침전시켰다. 상등액을 제거하고, 침전된 DNA에 1ml, 0°C, 70% ethanol을 넣어 세척한 후, 다시 15,000rpm, 4°C, 15분의 원심분리로 DNA를 침전시켜 재차 회수하였다. 이 침전된 DNA를 적당량 TE-buffer에 녹여내고, MaestroNano® Spectrophotometer (MaestroGen, USA)를 사용하여 OD260의 광학측정으로 총 DNA 산물의 양을 측정하였다(50ng/μl, OD260=1.0 기준).

        한편, 총 DNA산물 중 SBV 특이 증폭산물의 양을 측정하기 위하여 RPA 또는 PCR에 의한 총 DNA용액을 3단계 10배씩 희석하여 각 희석액 중 SBV 특이 증폭산물의 분자수를 측정하였으며, 이를 무게단위로 환산하였다. 각 RPA의 특이도(Ratio of specificity)는 100x SBV 특이 증폭산물의 양(ng)/ 총 DNA 산물의 양(ng)으로 계산하였으며, 편의상%단위를 사용하였다.

      

      
        특이 PCR산물과 RPA산물의 DNA chip 적용
        PCR산물은 20μl의 반응액 전부를, RPA 산물은 50μl에서 20μl만큼 0.2ml white tube에 분주하여 DNA-chip과 hybridization에 사용하였다. DNA 산물은 95°C에서 5분간 정치하여 DNA의 이중가닥을 변성시킨 후, 58°C에서 2시간 또는 12시간 꿀벌병원체 11종 검출용 DNA-chip(Wang et al., 2016)과 300rpm의 진동 하에서 hybridization을 진행하였다. 이 후의 수세 과정은 4×SSC (Saline sodium citrate) buffer, 0.2×SSC buffer, distilled water 순으로 300rpm의 진동 하에서 각 5분씩 진행하였고, DNA-chip 표면을 건조시키기 위하여, LightCycler® 480 Multi-well-plate 96 white (Roche, Korea)를 사용하여 3,500rpm, 2분 간 원심분리하였다. Hybridization과 수세에 사용된 진동 항온기는 Thermomixer comfort (Eppendorf, Germany)이었다.

        Hybridization 결과의 평가는 K-SCAN-CAP™ (KMAC, Korea)을 사용하여 미세 영상을 촬영, 확보하였으며, 이 영상을 기반으로 각 spot의 SBR (Spot/Background ratio)값을 산출하고, 이를 비교·분석하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        RPA 및 PCR 최종 산물의 정량
        꿀벌 병원성 바이러스인 낭충봉아부패병 바이러스의 특이 염기서열을 탑재한 pBX-SBV3 1ng(2.45×108분자)을 주형으로 사용하고, 해당 특이 primer 쌍인 SB-PCR-F1/R1를 0.48μM사용한 RPA에서는 총 90분의 반응 후 1.69×1014분자(50μl)가 존재하는 것으로 측정되었다. 이는 μl당 3.38×1012분자로 계산되며, 초기주형량(2.45×108분자)과 비교하면, RPA에 의하여 6.90×105배 증폭된 것으로 계산된다(Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Quantitative analysis of SBV-specific RPA according to reaction time. Template used 2.45×108 copies of pBXSBV3 in RPA. Final primer concentration was each 0.48?M SB-PCR-F1 or SB-PCR-R1. Product of PRA was diluted serially with ddH2O to confirm quantitative analysis using qPCR. Specific amplified RPA product quantified 1.81× 1011, 7.07×1011, 1.64×1012, and 3.38×1012 molecules of specific DNAs/μl of each RPA (50μl) in 10 min, 20 min, 40 min and 90 min-long incubations, respectively.
          
          

          

        

        한편 같은 주형과 primer 쌍을 사용한 90분(30회전) PCR의 경우, 1.20×1014분자(20μl)가 존재하는 것으로 측정되었다. 이는 μl당 6.00×1012분자로 계산되며, 초기주형량(2.45×108분자)과 비교하면, 30회전 PCR에 의하여 4.90×105배 증폭된 것으로 계산된다(Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Quantitative analysis of SBV-specific PCR according to reaction time (cycles). Template used 2.45×108 copies of pBX-SBV3 in Real-Time PCR. Final primer concentration was each 0.48μM in SB-PCR-F1 and SB-PCR-R1. Products of Real-Time PCR was diluted serially with ddH2O to confirm quantitative analysis using qPCR. Specific PCR products were calculated as 1.55×107 molecules (10 min; 1.8 cycles), 4.03×108 molecules (20 min; 5.3 cycles), 2.17×1010 molecules (40 min; 12.4 cycles) and 6.00×1012 molecules (90 min; 30 cycles) per μl of each PCR (20μl), respectively.
          
          

          

        

        이 결과는 RPA에 의한 특이 DNA의 증폭효과가 약간 우세한 것으로 보일 수 있으나, RPA와 PCR의 반응액 중 단위 부피 당 DNA 증폭양은 후자가 2배 이상 우수한 것을 나타났으며, PCR의 경우 RPA와 비교를 위하여 30회전(90분)으로 제한한 것을 감안하여야 할 것이다.

      

      
        반응 시간별 RPA 산물의 증폭특성
        pBX-SBV3 1ng(2.45×108분자)을 주형으로 사용하고, 해당 특이 primer 쌍인 SB-PCR-F1/R1를 최종농도 0.48μM로 사용한 RPA는, 총 10분의 RPA에서 μl당 1.81×1011분자의 특이염기서열이 존재하는 것으로 측정되었으며, 이는 전체 RPA(50μl)에 9.05×1012분자가 존재하고, 이를 초기 주형량에 대비하면 3.69×104배 증폭된 것으로 계산되었다.

        총 20분의 RPA에서 μl당 7.07×1011분자의 특이염기서열이 측정되며, 이는 전체 RPA(50μl)에 3.54×1013분자가 존재하고, 이를 초기 주형량에 대비하면 1.44×105배 증폭된 것으로 계산되었다. 총 40분의 RPA에서 μl당 1.64×1012분자의 특이염기서열이 측정되며, 이는 전체 RPA(50μl)에 8.20×1013분자가 존재하고, 이를 초기 주형량에 대비하면 3.35×105배 증폭된 것으로 계산되었다. 총 90분의 반응에서 μl당 3.38×1012분자의 특이염기서열이 측정되며, 이는 전체 RPA(50μl)에 1.69×1014분자가 존재하고, 이를 초기 주형량에 대비하면 6.90×105배 증폭된 것으로 계산되었다(Fig. 1).

        이 RPA 증폭양상을 분석하기 위하여 간단히 구간별 분 당 증폭배수로 계산해 보면 초기 주형량에 대비한 초기 10분간 RPA에서는 3,690배/분으로 나타나 매우 급격한 증폭반응이 수행되었음을 볼 수 있었다. 그러나 10분 이후 20분까지의 분당 증폭배수는 0.39배로 급격한 감소가 나타났으며, 이런 급격한 증폭 배수의 감소는 20분 이후 40분까지 분당 증폭배수가 0.12배, 40분 이후 90분까지 분당 증폭배수는 0.04배로 계산됨에 따라 지속적으로 더욱 감소됨을 볼 수 있다. 이는 RPA 반응속도의 특성을 보여주는 것으로 초기 10분간 RPA의 대부분 증폭반응이 수행되고, 이후 급격한 감소 후 90분까지 지속적으로 계속 약화되는 것으로 해석된다.

      

      
        반응 시간별 PCR 산물의 증폭특성
        RPA의 경우와 같이 pBX-SBV3 1ng(2.45×108분자)을 주형으로 사용하고, 해당 특이 primer 쌍인 SBPCR-F1/R1를 0.48μM로 사용한 PCR에서 총 10분의 PCR(1.8회전)에서 μl당 1.55×107분자의 특이염기서열이 존재하는 것으로 측정되었으며, 이는 전체 PCR(20μl)에 3.10×108분자가 존재하고, 이를 초기 주형량에 대비하면 1.27배 증가된 것으로 계산되었다.

        총 20분의 PCR(5.3회전)은 μl당 4.03×108분자의 특이염기서열이 있는 것으로 측정되며, 이는 전체 PCR(20μl)에 8.06×109분자가 존재하고, 이를 초기 주형량에 대비하면 32.9배 증폭된 것으로 계산되었다. 총 40분의 PCR(12.4회전)은 μl당 2.17×1010분자의 특이염기서열이 측정되며, 이는 전체 PCR(20μl)에 4.34×1011분자가 존재하고, 이를 초기 주형량에 대비하면 1,770배 증폭된 것으로 계산되었다. 총 90분의 PCR(30회전)은 μl당 6.00×1012분자의 특이염기서열의 존재가 측정되며, 이는 전체 PCR(20μl)에 1.20×1014분자가 존재하고, 이를 초기 주형량에 대비하면 4.90×105배 증폭된 것으로 계산되었다(Fig. 2).

        이 PCR에 의한 특이 염기서열의 증폭양상을 간단히 구간별 분 당 증폭배수로 계산하여 나타내면 초기 주형량에 대비한 초기 10분간 PCR은 0.13배/분이었으나, 10분 이후 20분까지 분당 증폭배수 2.60배, 20분 이후 40분까지 분당 증폭배수 2.69배, 40분 이후 90분 까지 분당 증폭배수는 270.88배로 급격히 증가하는 것을 볼 수 있다. 이는 PCR에 의한 증폭 특성을 정확히 보여준 것으로, 반응시간보다 PCR 회전수의 증가에 의한 특이염기서열의 기하급수적 증폭을 보여준 것으로 해석된다.

      

      
        반응 시간별 RPA에 의해 생산된 총 DNA 산물 중특이 증폭산물의 비
        각 RPA는 pBX-SBV3 1ng(2.45×108분자)을 초기 주형으로 사용하였고, SBV 특이 primer 쌍인 SB-PCRF1/R1를 사용한 것이다. 따라서 SBV특이 증폭산물의 길이는 236bp이며, 이의 1.0×1010분자의 무게는 2.56ng으로 계산되었다.

        각 RPA용액은 페놀처리를 거쳐 단백질 등을 제거하였으며, 에탄올 침전을 거쳐 비교적 순수한DNA만을 회수하고, OD260의 광학측정으로 총 DNA 산물의 양을 측정하였다(50ng/μl, OD260=1.0 기준). 한편 총 DNA산물 중 SBV 특이 증폭산물의 양을 측정하기 위하여, RPA에 의한 총 DNA용액을 3단계 10배씩 희석하여, 각 희석액 중 SBV 특이 증폭산물의 분자수를 측정하였으며, 이를 무게단위로 환산하였다. 각 RPA의 특이도(Ratio of specificity)는 100× SBV 특이 증폭 산물의 양/총 DNA 산물의 양으로 계산하였으며, 편의상%단위를 사용하였다.

        반응시간을 각기 10분, 20분, 40분, 90분으로 나누어 진행된 RPA들은 각 특이도가 4.437±0.345%, 16.232±6.426%, 34.545±5.505% 그리고 74.651±2.663%로 측정 후 계산되었다(Fig. 3; Table 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            SBV-specific molecules among total amplified DNAs according to time of RPA. Using quantitative PCR, numbers of SBV-specific molecules were calculated. Initial template was used 2.45×108 molecules of pBX-SBV3 in each RPA. Total amplified DNAs of RPA were separately calculated based on Optical Density on 260 nm and size of SBVspecific amplicon. The ratio of specificity was calculated simply 100x specific molecules/total DNA molecules (even size) by OD260. The radios were 4.44%, 16.23%, 34.54%, 74.65% in 10 min, 20 min, 40 min and 90 min of RPAs, respectively.
          
          

          

        

        
          Table 3. 
				
          

          
            Comparison of specificity and final amplification quantity between SBV specific RPA
          
          

        

        
          
            
              	Amplified using
              	Incubation time
              	Dilution
              	Estimated Cts
              	Specific amplicon (Molecules)
              	Concentration from qPCR data (ng/μl)
              	Concentration from OD260 (ng/μl)
              	Ratio of sdpecificity (%)
            

          
          
            	RPA
            	10 min
            	1:104
            	16.08
            	1.81×1011
            	46.21
            	1073.73
            	4.44±0.35
          

          
            	1:105
            	20.05
          

          
            	1:106
            	23.89
          

          
            	20 min
            	1:104
            	14.59
            	7.07×1011
            	180.18
            	1229.70
            	16.23±6.43
          

          
            	1:105
            	18.67
          

          
            	1:106
            	22.29
          

          
            	40 min
            	1:104
            	12.88
            	1.64×1012
            	418.42
            	1260.92
            	34.55±5.51
          

          
            	1:105
            	16.77
          

          
            	1:106
            	20.38
          

          
            	90 min
            	1:104
            	12.42
            	3.38×1012
            	860.78
            	1158.97
            	74.65±2.66
          

          
            	1:105
            	15.19
          

          
            	1:106
            	18.97
          

        

        

        각 RPA들의 증폭정도를 모니터링 한 형광곡선은 반응시작 10분에서도 상당한 형광값을 나타내어 신속히 증폭되는 것으로 예측하였으나(자료 미제시), 10분 반응한 RPA에서 특이 증폭산물은 총 DNA양 중 약 4.4% 수준이었으며, 이 특이도는 반응시간에 따라 점차 증가하여 최종 90분의 RPA에서 75%에 이르는 것으로 나타났다.

      

      
        반응 시간별 PCR에 의해 생산된 총 DNA 산물 중특이 증폭산물의 비
        각 PCR도 RPA의 경우 같이 pBX-SBV3 1ng(2.45×108분자)을 초기 주형으로 사용하였고, SBV 특이 primer인 SB-PCR-F1/R1를 사용한 것이다.

        각 PCR용액도 페놀처리와 에탄올 침전을 거쳐 순수한 DNA만을 회수하였고, OD260의 광학측정으로 총 DNA 산물의 양을 측정하였다. 또한, 총 DNA산물 중 SBV 특이 증폭산물의 양을 3단계 희석 후, 각 희석액 중 SBV 특이 증폭산물의 분자수를 측정하였으며, 이를 무게단위로 환산하였다. 각 PCR의 특이도(Ratio of specificity)도 RPA의 특이도 계산과 같이, 100x SBV 특이 증폭산물의 양/ 총 DNA 산물의 양으로 계산하였다.

        반응시간을 각기 10분, 20분, 40분, 90분으로 나누어 진행된 PCR들은, 각 특이도가 0.00±0.00%, 0.12±0.06%, 3.32±2.06% 그리고 1044.17±278.15%로 각기 계산되었다(Fig. 4; Table 4).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            SBV-specific molecules among total amplified DNAs according to time of PCR. Using quantitative PCR, numbers of SBV-specific molecules were calculated. Initial template was used 2.45×108 molecules of pBX-SBV3 in each PCR. Total amplified DNAs of PCR were separately calculated based on Optical Density on 260 nm and size of SBVspecific amplicon. The ratio of specificity was calculated simply 100x specific molecules/total DNA molecules (even size) by OD260. The radios were 0.00%, 0.12%, 3.32%, 1,044.17% in 10 min, 20 min, 40 min and 90 min of PCRs, respectively.
          
          

          

        

        
          Table 4. 
				
          

          
            Comparison of specificity and final amplification quantity between SBV specific PCR
          
          

        

        
          
            
              	Amplified using
              	Incubation time
              	Dilution
              	Estimated Cts
              	Specific amplicon (Molecules)
              	Concentration from qPCR data (ng/μl)
              	Concentration from OD260 (ng/μl)
              	Ratio of sdpecificity (%)
            

          
          
            	Real-Time PCR
            	10 min
            	1:104
            	30.97
            	1.55×107
            	0.00
            	96.35
            	0.00±0.00
          

          
            	1:105
            	35.11
          

          
            	1:106
            	-
          

          
            	20 min
            	1:104
            	27.75
            	4.03×108
            	0.10
            	120.92
            	0.12±0.12
          

          
            	1:105
            	30.59
          

          
            	1:106
            	34.01
          

          
            	40 min
            	1:104
            	19.62
            	2.17×1010
            	5.54
            	143.83
            	3.32±3.32
          

          
            	1:105
            	23.05
          

          
            	1:106
            	26.52
          

          
            	90 min
            	1:104
            	11.5
            	6.00×1012
            	1528.20
            	155.70
            	1044.17±278.15
          

          
            	1:105
            	14.51
          

          
            	1:106
            	18.3
          

        

        

        각 PCR들의 증폭정도를 모니터링한 SyBr green의 형광곡선은 반응시작 40분(12.4회전)에서도 형광값의 증가를 관찰하지 못하였으며, 이후 신속히 형광값이 증가하여 증폭되는 것으로 예측할 수 있었다(자료 미제시).

        PCR산물의 반응시간별(회전수 별) 특이도는 40분(12.4회전)까지 0.00-3.32%의 특이 증폭산물이 포함된 것으로 나타났으나, 90분(30회전)에서는 1044.17%의 특이적 산물을 포함하는 것으로 계산되였다. 여기서 1044.17%라는 특이도는 total DNA의 양과 236bp 특이 DNA의 분자수를 무게로 환산하는 과정에 기인하는 오차로 추측된다. 그러나 RPA산물과 PCR산물을 같은 방법으로 침전시키고 정량화하였기에, 상호 상대 비교는 어느 정도 가능할 것으로 사료되었다.

        우선 RPA 90분에서 나타난 특이도는 본 실험에서 75%로 계산되었으며, PCR 90분(30회전)에서 나타난 특이도는 1,044%이었다. 이는 PCR의 특이도가 약 14배 높은 것을 나타내며, 역으로 PCR의 최종산물은 목적한 특이 증폭물의 비율이 높으며, RPA의 최종산물은 상대적으로 비특이 증폭물의 비율이 높은 것을 나타낸 것이라 할 것이다. 이런 추론은 해당 산물들의 Agarose Gel 전기영동에서 진한 단일밴드와 넓게 퍼진 밴드간의 차이로도 설명될 수 있을 듯 하였다(자료 미제시).

      

      
        RPA와 PCR 증폭산물 간 차이에 따른 특이 증폭력의 차이
        RPA에 의한 특이 염기서열의 증폭은 PCR의 그것에 비하여, 매우 짧은 시간에 급격하게 일어나며, 이이유 등으로 상대적으로 많은 비특이적 증폭산물이 생산되는 것으로 추론된다. RPA에서 주형으로 목적하는 재조합DNA로 사용하였을 경우, 생성되는 증폭산물들은 실시간 정량 PCR에서 충분한 특이 증폭산물이 포함되었음을 확인할 수 있었으나, 생성되는 RPA의 증폭산물을 형광으로 모니터링하였을 경우, 많은 비특이적 증폭산물로 인하여, 해당 template가 시료 중 존재하는지 또는 존재하지 않는지 분명히 판정하기에 어려움이 있었다.

        이런 비특이적 증폭산물의 양산은 특정 병원체의 특정 염기서열을 증폭시킴으로써 특정 병원체의 존재를 확인하고자 하는 병원체 검색분야에 RPA를 응용하기 위하여 반드시 극복하여야 할 숙제이며, 판정방안의 개선 등 여러 방안이 강구될 수 있을 것이며, 이런 개선 요구는 여러 연구자에 의하여 제기된 바 있었다(민 등, 2016; Yang et al., 2015; Yehia et al., 2015).

        사실 꿀벌의 병원균 Melissococcus plutonius의 특이 RPA 이후 DNA-chip을 이용한 DNA hybridization을 적용하였으며, 주형 DNA로는 M. plutonius의 genomic DNA를 사용하였고, M. plutonius의 특이 primer인 EFB-PCR-F1/R1를 각 최종농도 1.44μM로 사용하였다. 10ng, 1ng, 0.1ng 그리고 0ng (negative control)의 genomic DNA를 사용한 PCR 및RPA에서, 정량PCR들은 무난히 M. plutonius의 특이 증폭산물을 각 형광강도로써 정량적으로 보여줄 수 있었으나, RPA에서는 음성시료 포함, 모두 형광강도가 증가하는 것으로 나타나 판정을 보류하여야 하였다(1ng M. plutonius의 genomic DNA는 PCR에서 1.02×104분자로 정량됨; 자료 미제시).

        이 RPA산물 및 PCR산물들은 바로 꿀벌 병원체 11종 검출용 DNA-chip(Wang et al., 2016)을 사용하여 DNA hybridization에 적용하였으며, PCR산물들은 58°C, 2시간의 혼성화 과정과 세척과정을 거쳐, 무난히 M. plutonius의 특이 증폭산물이 DNA-chip 중 M. plutonius의 특이 spot들에 혼성화되었음을 보여주었으나, RPA산물들은 제작사인 Twist DX (United Kingdom)의 조성물(특히 높은 염농도) 및 완충용액의 저해 때문에 DNA hybridization에 성립되지 아니하였다. 따라서 PCR 및 RPA산물들에 대한 회수와 hybridization 완충용액으로 교체가 진행되었으며, PCR산물의 경우, 58°C, 2시간의 혼성화 과정과 세척과정을 거쳐, 양성/음성 모두 인정되는 결과를 보였으나, RPA산물의 경우, 52℃, 12시간의 혼성화 과정과 세척과정을 거쳐서 정확한 양성/음성 판정을 할 수 있었다(자료 미제시).

        혼성화에 정규 2시간이 아닌 12시간의 시간이 요구되는 것은 많은 비특이적 증폭산물과 특이적 증폭산물의 혼성화 경쟁 때문으로 추측되며, 온도변화에 의하여 primer들이 주형 DNA에 annealing되는 PCR의 상황과 달리, RPA는 recombinase에 의하여 annealing이 주도되기에, genomic DNA를 주형으로 annealing에서는 보다 불리하지 않는가 추측된다.

        이 추측은 M. plutonius 가 발병된 감염시료에서 genomic DNAs(꿀벌 및 M. plutonius)를 추출하고, 그중 74ng을 주형으로 사용한 RPA 및 PCR의 결과에서 보다 분명하게 나타났다. PCR에서는 74ng의 genomic DNAs 주형 중에 12.48분자의 M. plutonius 초기 주형이 존재함을 정량적으로 보여주었으며, DNA-chip상의 M. plutonius의 특이 spot들에 선별적으로 hybridization됨을 보여주었으나, RPA의 산물들은 M. plutonius의 특이 산물이 증폭되었음을 형광강도 측정 및 DNAchip상의 hybridization에서도 확인될 수 없었다(자료 미제시).

        등온의 조건에서 빠르게 특정 DNA를 증폭시킬 수 있는 방법은 여러 의미에서 매우 매력적인 기술일 것이다. RPA는 이런 조건을 충족시키는 매우 우수한 실험법 중의 하나이나, 본 연구에서 지적하는 몇 가지 단점을 보완하여야 할 것이며, 이러한 보완책으로 Lateral flow assay (LFA) 또는 DNA hybridization이 응용된 RPA 검출법들이 보고되었으나(Kersting et al., 2014a; Kersting et al., 2014b; Santiago-Felipe et al., 2014), 보다 우수한 새로운 기술이 고안되어 RPA가 특정 병원체의 분자적 검출법으로 널리 적용될 것으로 기대한다.

      

    

    

  
    
      적 요
      재조합효소-중합효소증폭법(Recombinase Polymerase Amplification; RPA)은 등온에서 특이 DNA를 빠르게 증폭시킬 수 있는 방법이다. 근래 RPA는, 특이 병원체가 보유한 특이 염기서열의 증폭을 통하여 특이 병원체들을 검출하는데 다양하게 응용되고 있다. 본 연구는 꿀벌 병원체에 대한 검색방법으로 RPA법을 적용하는 과정에서 RPA에 의한 특이 유전자의 증폭은 중합효소연쇄반응(PCR)에 의한 특이 유전자의 증폭과 유의미하게 다르다는 것을 발견하였다. RPA에 의한 특이 유전자의 증폭물의 양은 같은 시간 조건하의 PCR에 의한 특이 유전자 증폭산물의 양에 비하여 빠르게 증가되나, 증폭산물 중 중 목적한 특이 염기서열의 양은 RPA에 의한 것이 PCR에 의한 것에 비하여 크게 낮은 것으로 측정되었다. 목표 기질이 존재한 RPA의 특이 유전자 증폭에서, 특이DNA의 증폭과 함께 상당한 양의 비특이DNA들이 만들어 지며, 더욱이 목표 기질이 존재하지 않는 RPA의 특이 유전자 증폭에서도, 비특이 DNA양은 증가되는 것이 발견되었다. 특정 병원체의 검출을 위한 RPA의 응용을 위하여 RPA에 의한 특이 증폭에서 비특이적 DNA가 다량 생성되는 점은 마땅히 극복되어야 할 것이다.
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