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Background/Aims: DNA double strand break (DSB) is one of the critical types of DNA damage. When un-

repaired DSB is accumulated in the nucleus of the cells having mutations in such genes as p53, it will lead to 

chromosomal instability and further more to mutation of tumor-activating genes resulting in tumorogenesis. Some 

of malignant cancers and its premalignant lesions were proven to have DSB in their nuclei. The aim of this 

study was to define the differences in expression of 53BP1 and γ-H2AX, the markers of DSB, among normal, 

gastric adenoma, and gastric adenocarcinoma tissues. Methods: Tissue microarray was made with the tissues taken 

from 121 patients who underwent gastrectomy for gastric adenocarcinoma, and 51 patients who underwent endo-

scopic mucosal resection for gastric adenoma. Immunochemical stain was performed for the marker of DSB, 

53BP1 and γ-H2AX in the tissue microarray. The normal tissues were collected from histologically confirmed 

tissues with no cellular atypia obtained from the patients with gastric adenocarcinoma. Results: In gastric carcino-

ma cells, 53BP1 and γ-H2AX were highly expressed as compared to normal epithelial cells and gastric adenoma 

(p＜0.01). There were no differences in the expression of 53BP1 and γ-H2AX between normal epithelium and 

gastric adenoma. The expression of 53BP1 in the adenoma with grade II and III atypism was more elevated than 

in those with grade I atypism. The expression of 53BP1 and γ-H2AX were not significantly different according 

to the clinicopathologic parameters in the patients with gastric adenocarcinoma. Conclusions: The DSB in DNA 

seems to be associated with the development of gastric adenocarcinoma, but does not affect the premalignant ad-

enoma cells. (Korean J Gastroenterol 2010;55:19-25)

Key Words: Gastric adenoma; Gastric adenocarcinoma; DNA double strand break; 53BP1; γ-H2AX



20  대한소화기학회지: 제55권 제1호, 2010

서      론

  위암은 한국인에서 가장 많이 발생하는 악성종양의 하나

이고, 연간 암으로 인한 사망 중 가장 흔한 암의 하나이다. 

전 세계적으로도 위암의 발병률은 점차 감소하고 있지만, 

인구와 생존 연령의 증가로 새로 발생되는 예가 증가하고 

있으며, 두 번째로 흔한 악성 암이다.
1 위암과 장상피 화생, 

위선종 등 위암의 전구암 병변과의 관계 그리고 Helicobac-

ter pylori 등 발암인자에 대한 연구가 진행되고 있지만 아직 

명확한 역할이 규명되어있지 않다.

  위선종은 다양한 정도의 세포 이형성(cellular atypism)을 

지니는 선형상피(glandular epithelium) 기원의 신생물이다. 

위선종은 주로 경계영역병변(borderline epithelial lesion), 이

형상피병변(atypical epithelial lesion) 등의 이름으로 불려 왔

다. WHO 분류에 의하면 위선종은 병리학적으로 양성 종양

으로 정의되나 병리조직학적 위상이 확실히 정립되어 있지 

않고, 실제로 병태 파악의 어려움이 있기 때문에 임상적, 병

리학적으로 상당히 폭이 넓은 병변으로 생각하고 있다.
2 선

종은 이형성 등급이 높을수록 악성화할 가능성이 높아 적극

적인 치료를 해야 한다는 의견이 지배적이다. 그러나 선암

과 선종이 단지 함께 발견되는 병변(coincidental lesion)일 뿐

이지 선종이 시간의 흐름에 따라 악성화하는 병변은 아니라

는 주장도 있다.
2,3

  DNA 이중사슬 절단(double strand break)은 DNA 손상의 

한 형태로서 방사선 조사, telomere의 손상, 유전체 통합

(genome integrity) 유전자의 돌연변이, myc, ras, mos, cyclin 

E, cdc25A 및 E2F1 등과 같은 발암유전자, 그리고 성장인자 

등의 자극에 의한 세포복제 과부하로 인해 발생한다.
4 정상

세포 및 전구암 세포에서 DNA 이중사슬 절단이 발생하면 

자체 DNA 복구 기능에 의해 치유되거나, p53에 의해 세포 

자멸사(apoptosis)가 이루어지게 된다. 따라서 세포 자멸사 

과정은 정상 조직에서 조직 항상성 및 암 발생을 억제하는 

데 중요한 역할을 한다.
4,5 그러나 만약 p53의 돌연변이가 있

거나, 혹은 세포 자멸사 내성능(apoptosis resistance)을 가진 

세포에서는 치유되지 않은 DNA 이중사슬 절단이 핵 내에 

축적되고 염색체 불안정을 유도하며 암 발생 관련 유전자의 

돌연변이 과정을 통해 암세포로 변환하게 된다.
4,5 그러나 

이제까지 위암에서 DNA 이중사슬 절단에 대한 연구는 없

었다. 따라서 이번 연구에서 위암 주위 정상 상피세포, 위선

종 및 위암세포에서 DNA 이중사슬 절단의 표지자인 53BP1

과 γ-H2AX 단백의 발현 양상을 관찰하였다.

대상 및 방법

1. 대상 환자

  2001년 1월부터 2004년 12월까지 가톨릭대학교 의과대학 

의정부 성모병원에서 위암 진단을 받고 위절제술을 받았던 

121예의 환자와 내시경적 점막하박리술을 받았던 51예의 

위선종 환자를 대상으로 보관된 파라핀 포매블록에서 tissue 

microarray를 제작하였다. 121예의 위암 환자는 암 주위 정

상 조직과 위암 조직을 나누어 각각 tissue microarray를 만들

었다. 위암 환자의 평균 나이는 59.8세(29-89세)였고, 남자가 

86명이었다. 위선종 환자의 평균 나이는 59.5세(41-77세)였

고, 남자가 34명이었다. 위절제술을 받기 전 어떤 환자도 항

암요법을 받지 않았고, 환자의 병리학적 및 임상적 정보는 

의무기록에서 수집하였다.

2. Tissue microarray 블록 제작

  대상 증례의 헤마톡실린-에오신 염색 슬라이드를 재검하

여 각 증례의 조직 소견을 대표할 수 있는 부위를 표시하고, 

각 증례의 파라핀 포매 조직에서 그에 해당하는 부위를 

tissue arrayer (Beecher Instruments, Gene Micro-Array Techno-

logies, Silver Spring, MD, USA)를 이용하여 조직을 채취하

였다. 조직 배열블록 제작을 위해서 조직이 없는 파라핀 블

록에 지름 2 mm와 깊이 2 mm의 구멍을 뚫어 6열 10행으로 

총 59개의 구멍을 뚫었다. 그 후 각 증례의 파라핀 포매 조

직에서 채취한 실험군 조직 조각을 삽입하여 블록을 제작하

였다.

3. 면역조직화학염색

  Tissue array block으로 부터 3.5μm 두께의 절편을 얻어 

다음과 같이 면역조직화학 염색을 시행하였다. 조직절편을 

특수 처리된 슬라이드(Poly-L-lysin coated, Microscope Slides, 

Paul Marienfeld GmbH & Co. Marienfeld, Germany)에 부착시

켜 60
oC 오븐에 2시간 넣은 후, 크실렌으로 실온에서 3분씩 

3회 반복 처리하여 파라핀을 제거하였다. 100%, 90%, 70% 

및 50% 에탄올로 각각 1분간 처리하고 10 mM citrate buffer 

(pH 6.0)에서 microwave에 5분씩 3회 끓인 후 얼음에 차갑게 

식혀주고, 조직 내의 내인성 과산화효소를 제거하기 위하여 

3% 과산화수소 용액에 실온에서 15분간 반응시킨 후, 비특

이 단백의 결합을 제거하기 위해 normal donkey serum (Histo 

stain Plus broad spectrum, Invitrogen, Calsbad, USA)에 실온에

서 10분간 처리하였다. 일차 항체는 53BP1 (1:100, NB100- 

305, Novus)과 γ-H2AX (1:100, ab2893, Abcam)에 대한 항체

를 사용하고, biotin이 부착된 이차항체(biotinylated anti- 

mouse immunoglobulin antibody, Dako Co., Ltd., Kyoto, Japan)
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를 30분간 반응시켰다. 세척 완충액으로 3분씩 3회 수세한 

후 streptavidin peroxidase detection system (Invitrogen)으로 실

온에서 10분간 방치하여 biotin-avidin 특이 결합을 유도하고, 

다시 수세 후 DAB (3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride 

solution, Invitrogen)로 10분간 발색한 다음 증류수로 세척, 

Mayer's hematoxylin (Vector, Burlingane, USA)으로 대조 염

색을 하였다.

4. 단백질 발현지수(expression score)

  실험의 목적 및 방법에 대한 정보가 없는 조직병리 의사

가 조직 내 53BP1과 γ-H2AX 단백의 발현을 관찰하였다. 

전체 관찰 점막세포의 10% 이상 발현되면 발현 양성으로 

정의하였다. 발현율은 전체 관찰된 점막에서 염색 비율을 

관찰하여 0 (0%), 1 (1-24%), 2 (25-49%), 3 (50-74%), 4 (75% 

이상)으로 분류하고, 발현 강도는 가장 발현이 잘된 점막 부

위에서 염색된 정도에 따라 0은 염색 안됨, 1급은 경도 염

색, 3급은 중도 염색, 2급은 1급과 3급의 중간 염색으로 분

류하여 발현율과 발현강도를 곱해 0부터 12까지 발현지수

(expression score)를 등급화하였다.
6

5. 통계분석

  조직학적 유형, 임상 변수에 따른 53BP1과 γ-H2AX 단백

의 발현지수의 차이는 SPSS program (version 12.0, USA)의 

Wilcoxon-signed ranks법, Mann-Whitney U법 및 Kruskal- 

Wallis법을 사용하여 분석하였고, 모든 통계에서 p값이 0.05

미만일 때 유의하다고 판단하였다.

결      과

1. 각 군의 조직세포에서의 DNA 이중사슬절단 표지자 

의 발현 양상

  121예의 정상 상피세포의 핵에서 53BP1과γ-H2AX는 각

각 30예(25%), 39예(32%)에서 발현되었다. 51예의 위선종에

서 53BP1과 γ-H2AX는 각각 17예(34%), 12예(24%)에서 발

현 양성률을 보였다. 이에 반해 121예의 위암 세포에서 

53BP1은 88예(73%), γ-H2AX는 62예(51%)가 발현하였다. 

53BP1과 γ-H2AX는 정상 상피세포에 비해 위암 세포에서 

현저히 발현 양성률이 높았으나(p＜0.01), 정상 상피세포와 

위선종 사이에서 이들 DNA 이중사슬절단의 표지자는 의미 

있는 차이가 없었다(Fig. 1, 2).

  53BP1과 γ-H2AX의 발현지수도 이들 표지자의 발현 양

성률과 유사하였다. 53BP1은 암 주위 정상 조직과 선종 조

직에서 보다 위암 조직에서 현저히 높았고(0.57±1.15, 0.97± 

1.47 vs. 3.36±2.91, p=0.000), γ-H2AX도 암 주위 정상 조직

과 선종 조직 간에는 차이가 없었으나(0.88±1.41 vs. 0.69± 

1.39) 위암 조직에서는 높게 발현되었다(2.32±3.47, p=0.001) 

(Table 1).

2. 위선종의 이형성에 따른 53BP1과 γ-H2AX 단백의 

발현지수

  위선종 조직에서 이형성 등급에 따라 53BP1과 γ-H2AX 

단백의 발현지수를 관찰한 결과, 53BP1은 이형성 등급 I에 

비해 II 및 III의 발현지수가 유의하게 증가되어 있었다

(0.08±0.29 vs. 1.57±1.65 & 1.22±1.64, p=0.045). 그러나 γ- 

H2AX 단백의 발현지수는 이형성 등급에 따라 차이가 없었

다(Table 2).

3. 위암의 임상-병리학적 인자에 따른 53BP1과 γ- 

H2AX 단백의 발현지수

  121예의 위암 환자의 임상 및 병리학적 인자와 53BP1과 

γ-H2AX 단백의 발현지수를 비교한 결과, 조직 분화도, 

Lauren 분류의 미만형과 장형 위암 그리고 수술 후 병기에 

따라 DSB의 발현지수는 의미 있는 차이가 없었다. 조직분

화도에 따라서도 반지 세포형(signet ring cell type)이 관상형

(tubular type)에 비해 발현지수가 낮았지만 반지 세포형 환

자의 예가 작아 의미 있는 결과로 볼 수 없었다. 또한 조기

위암은 진행형 위암에 비해 DSB의 발현지수가 낮은 경향이

었지만 조기위암 환자가 7예로 적어 통계적 의의를 볼 수 

없었다(Table 3).

고      찰

  DNA 이중사슬 절단은 세포 수준에서 가장 심각한 손상 

중의 하나로, 손상된 DNA는 비상동 말단 연결(non-homo-

logous end joining), 상동 재조합(homologous recombination)에 

의해 복구되지만, 복구되지 못한 DNA는 유전 정보의 손상 

또는 재배열을 일으켜 세포사(apoptosis)를 유도하거나, 혹은 

유전체 불안정성(genomic instability)을 발생시켜 발암과정에 

관여하게 된다.
7,8

  정상세포에서 DNA 이중사슬 절단이 발생하면 모세혈관

확장성-조화운동불능 변이(ataxia-telangiectasia mutated, ATM), 

모세혈관확장성-조화운동불능과 rad3-연관 단백(ataxia-telan-

giectasia and rad3-related protein, ATR) 등과 같은 활성효소

(kinase)에 의해 발견되어 H2AX를 인산화해서 γ-H2AX를 

생성하며, Chk1, Chk2 및 p53을 활성화하고 이로 인해 세포 

자멸사를 강력히 자극하게 된다.
9-11

  악성 암에서 DNA 이중사슬 절단에 대한 보고가 많지 않

지만, 비소세포성 폐암 환자에서 수술을 통해 얻은 조직 중 

정상, 과형성, 이형성 조직과 암 조직에서 DNA 이중사슬 
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Fig. 1. Visualization of 53BP1 and γ-H2AX expression in normal, adenoma, and gastric adenocarcinoma by immunohistochemistry 

(×200).

절단을 관찰한 결과, 정상 조직에서는 53BP1, γ-H2AX 및 

Chk2가 발현되지 않았으나, 폐암 조직을 포함하여 조기 전

구암 병변인 과형성 및 이형성 조직에서도 이들 DNA 이중

사슬 절단이 발현됨으로써 DNA 이중사슬 절단이 암 발생

의 초기 단계부터 나타나는 것으로 보고하였다.
4 또한 악성 

흑색종, 방광암, 대장암, 유방암 및 그 전구암 병변에서도 

DNA 이중사슬 절단이 관찰되는 것으로 알려져 있다.
4,12

  유전자 손상에 대한 회복기능과 세포사멸은 정상 세포의 

암 발생에 대한 방어기전으로서, 암의 전구병변에서 세포 

증식의 증가뿐 아니라 유전자 손상 지수 및 세포사멸 지수 

등도 함께 증가한다. 악성암에서는 상대적으로 높은 세포 

증식 지수에 비해 유전자 손상 및 세포사멸 지수가 낮게 관
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Table 1. Mean Expression Score of 53BP1 and γ-H2AX in 

Normal, Adenoma, and Gastric Adenocarcinoma

53BP1 γ-H2AX

Normal (n=121) 0.57±1.15 0.88±1.41

Adenoma (n=51) 0.97±1.47 0.69±1.39

Gastric adenocarcinoma (n=121) 3.36±2.91*
† 2.32±3.47*†

* Compared to score of normal mucosa.
† p-value compared to score of adenoma.

Fig. 2. Positive immunostaining of protein 53BP1 and γ-H2AX 

in normal, adenoma and gastric adenocarcinoma. 

* Significantly higher compared to normal tissues (p=0.000 in 

53BP1, p=0.016 in γ-H2AX).

Table 2. Mean Expression Score of 53BP1 and γ-H2AX in 

Gastric Adenoma according to the Atypism

Atypism 53BP1 γ-H2AX

I (n=20) 0.08±0.29 1.10±1.79

II (n=16) 1.57±1.65 0.57±1.28

III (n=15) 1.22±1.64 0.20±0.45

p value 0.045 NS

NS, not significant.

Table 3. Summary of Mean Expression Score of 53BP1 and 

γ-H2AX in Gastric Adenocarcinoma according to the 

Clinicopathologic Parameters

Mean score

53BP1 γ-H2AX

Tissue differentiation

Tubular (n=100)

  Well (n=10)  2.60±3.44 2.70±4.99

  Moderate (n=24)  3.09±2.63 3.04±3.69

  Poorly (n=66)  3.80±3.11 1.77±3.06

Signet ring cell (n=10) 1.57±2.0 1.38±1.69

  p value NS NS

Lauren's classification

Intestinal (n=40) 2.87±2.62 2.17±3.53

Diffuse (n=53) 3.37±3.25 2.39±3.53

Mixed (n=15) 4.43±2.62 2.93±3.96

  p value NS NS

EGC vs. AGC

EGC (n=7) 1.71±1.89 1.86±2.85

AGC (n=113) 3.47±2.96 2.37±3.52

  p value NS NS

TNM staging

Ia (n=1) − −
Ib (n=0) − −
II (n=47) 3.52±2.86 1.93±3.15

IIIa (n=46) 3.05±2.44 2.33±3.61

IIIb (n=27) 3.61±3.76 3.08±3.81

IV (n=0) − −
  p value NS NS

NS, not significant; EGC, early gastric cancer; AGC, advanced 

gastric cancer.

찰되는 것은 악성암세포에서 유전자 손상의 회복 기능 및 

세포사멸 기능에 이상을 있음을 의미한다.
5

  대장 선종은 대장암의 명확한 전구암 병변으로 밝혀져 있

다. 일련의 분자생물학적 변화 즉 APC 유전자 손실, K-ras 

돌연변이, DNA 저메틸화 및 p53 돌연변이 등이 선종에서 

알려져 있는데, 이는 정상 대장 점막에서 암으로 진행하는 

다단계의 과정을 반영한다.
13 그러나 위 선종의 경우 위선암 

발생과의 관계가 명확하지 않다. 위선종은 병리학적으로 양

성 종양으로 정의되나 생검과 같은 작은 검체에서는 고분화

형 선암인 병변이 위선종이라고 진단될 가능성이 있고, 선

종은 이형성 등급이 높을수록 악성화할 가능성이 높아 적극

적인 치료를 해야 한다는 의견이 지배적이다. 그러나 선암

과 선종이 단지 함께 발견되는 병변(coincidental lesion)일 뿐

이지 선종이 시간의 흐름에 따라 악성화하는 병변은 아니라

는 주장도 있다.
2,3

  암 주위 정상 조직, 선종 및 위암 조직에서 DNA 이중사

슬 절단을 관찰한 이번 연구 결과, 암 주위 정상 상피세포에 

비해 암 세포에서 DNA 이중사슬 절단의 표지자인 53BP1과 

γ-H2AX의 발현이 현저히 높게 나타남을 알 수 있었다. 이

는 암세포가 정상적인 DNA 회복 및 세포사멸 기능이 결여

되어 있음을 의미한다.

  암 주위 정상 상피세포에서 53BP1과 γ-H2AX의 발현지

수는 선종 세포와 차이를 보이지 않았다. 이는 선종 세포의 

DNA 회복 및 세포사멸 기능이 암세포보다는 정상에 가깝

다는 의미로 해석할 수 있지만, 한편, 이번 연구에서 사용된 

정상 조직이 위암 환자에서 위절제술로 얻은 조직 중 비암

조직 부분에서 채취한 것으로서 위암 발생이 없는 정상인의 
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상피세포에 비해서는 보다 많은 유전자 및 단백질 변화를 

가지고 있기 때문일 가능성도 있다.

  선종과 위암 조직 사이에서 53BP1과 γ-H2AX의 발현 지

수는 유의한 차이를 보였는데, 위암 조직에서는 선종 조직

에 비해 세포증식 대비 세포사의 비율이 낮아 53BP1과 γ- 

H2AX의 발현이 증가되었을 것으로 생각한다.

  선종 조직의 이형성 등급에 따라 발현지수를 관찰한 결과 

53BP1은 이형성 I 등급에 비해 II 및 III 등급에서 유의하게 

발현지수가 높았지만 γ-H2AX의 발현은 등급에 따라 차이

가 없었다. 따라서 DNA 이중사슬 절단은 위 선종의 이형성 

등급을 반영해 주지 못한다는 것을 의미한다.

  위암 내에서 임상-병리학적 인자에 따른 단백 발현은 통

계적 차이는 보이지 않았지만, 53BP1 및 γ-H2AX의 발현지

수가 조기위암보다는 진행위암에서 높게 나타나고 반지 세

포형보다 관상형에서 높게 나타나는 경향을 보여 보다 많은 

환자를 대상으로 관찰해 보아야 할 것으로 생각한다.

  이번 연구에서 DNA 이중사슬 절단은 위암 세포에서 위

암 주위 정상 및 위선종 세포보다 유의하게 높게 관찰되었

으나, 위선종에서는 위암 주위 정상 상피세포와 의미 있는 

차이가 없었다. 이는 위암 세포에서는 세포사에 비해 세포 

증식 비율이 높은 반면, 위선종 세포에서는 전구암 병변이

기는 하나 DNA 회복기능이나 세포사멸 기능이 유지되고 

있기 때문일 것으로 생각한다.
14 DNA 손상 반응은 많은 악

성 암에서 나타나며, 이들 암의 치료과정에서도 53BP1과 γ- 

H2AX 발현이 증가하는 것으로 알려져 있어 위암에서 이들 

단백의 측정은 암의 진단뿐만 아니라 치료 반응의 표지자로

서 역할을 할 수 있을 것으로 생각하고, 위암의 전구암 병변

인 위선종에서 이들 표지자의 역할에 대해 보다 많은 환자

를 대상으로 연구가 필요할 것으로 생각한다.
8

요      약

  목적: DNA 이중사슬 절단은 DNA 손상의 한 형태로서 

p53 돌연변이 등이 있는 세포에서 치유되지 않은 DSB가 핵 

내에 축적될 경우 염색체 불안정을 유도하거나 혹은 암 발

생 관련 유전자의 돌연변이 과정을 통해 암세포로 변환될 

수 있다. 이에 이번 연구는 암 주위 정상, 선종 및 위암 조

직에서 DNA 이중사슬 절단의 표지자인 53BP1과 γ-H2AX 

단백의 발현 양상을 관찰하였다. 대상 및 방법: 위절제술을 

받았던 121예의 위암 환자와 내시경하 점막하 박리술을 받

았던 51예의 위선종 환자를 대상으로 각각 tissue microarray

를 만든 후 53BP1과 γ-H2AX 단백 각각에 대한 항체로 면

역조직화학염색을 하여 발현 지수를 측정하였다. 결과: 

53BP1과 γ-H2AX는 암 주위 정상 조직에 비해 위암 조직

에서 발현율이 높았으나(p＜0.01), 암 주위 정상 조직과 위

선종 조직 간에 53BP1과 γ-H2AX 단백의 발현은 차이가 

없었다. 위선종 조직에서 53BP1는 이형성 등급 I에 비해 II 

및 III의 발현지수가 유의하게 높았다. 위암 환자에서 임상-

병리학적 인자는 53BP1 및 γ-H2AX 단백의 발현과 상관관

계가 없었다. 결론: 이상의 결과로 보아 DNA 이중사슬절단

은 위암 발생과정에 관여하는 것으로 보이나 위선종 세포에

서는 별다른 역할을 하지 않는 것으로 보인다.

색인단어: 위선종, 위암, DNA 이중사슬 절단, 53BP1, γ- 

H2AX
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