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PPPuuurrrpppooossseee:Weexploredtherelationshipbetweentheexpressionofp53and γ-H2AX
geneintesticulargerm cellsofratswithexperimentalleftvaricocele(ELV)and
apoptosisofgerm cells.
MMMaaattteeerrriiiaaalllsss aaannnddd mmmeeettthhhoooddd :A totalof16adultmaleSprague-Dawley ratswere
studiedin2groups,namelygroup1-12withvaricocele,group13-16withsham
operation.Thevaricocele-inducedratsunderwentorchiectomyafter2,3,4weeks
andthesham operationratsunderwentorchiectomyafter4weeks.Thesectionsof
thelefttestisfrom eachanimalwerestudied.p53and γ-H2AX geneexpression
weredeterminedwithimmunohistochemistryandwesternblot.
RRReeesssuuullltttsss:Thep53and γ-H2AXgeneexpressionwerebeganimmunohistochemically
attwoweeks,remarkableat3,4weeks.Althoughp53expressioninwesternblot
wasnotclearattwoweeks,butitwasconsiderableat3,4weekscomparedwith
control.The γ-H2AX expressioninwesternblotwasconsiderableattwoweeks,
remarkableat3,4weekscomparedwithcontrol.
CCCooonnncccllluuusssiiiooonnnsss:Inthevaricoceleofratsincreasedexpressionsofp53and γ-H2AX
genemayfaciliateapoptosisintherattestis.

KKKeeeyyyWWWooorrrdddsss:Apoptosis,Varicocele,p53,γ-H2AX
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III...서서서 론론론

정계정맥류는 남성불임의 가장 흔한 원인으로 수술로 치료 가능한 질환이지만 현재까
지 발생기전 및 불임을 일으키는 정확한 병태생리는 밝혀지지 않고 있다.가능한 원인
으로 호르몬의 이상,고환의 온도상승,신독물의 역류 그리고 변화된 동맥혈류 등이 정
계정맥류를 가진 남성의 생식능에 유해한 영향을 끼친다고 제시되어 왔지만1궁극적으
로 세포고사가 관여 하였을 거라 여겨지고 있다.2-4정자발생은 정조세포가 유사분열과
감수분열의 연속적인 과정을 거치면서 성숙된 정자로 분화하는 매우 복잡한 과정이다.5

그러나 모든 배아세포가 이러한 과정을 거치는 것은 아니며 최대 50%의 배아세포가
정상적인 정자발생과정 중에 자연퇴화를 일으켜 정자형성과정을 조절하는 중요한 요인
으로 작용한다.6이때 세포고사가 관여하는 것으로 알려져 있다.특히 정세관에서 배아
세포의 제거 및 정상 고환에서 생리적 마모까지 세포고사가 관여하는 것으로 여겨지고
있다.5세포고사는 생체의 정상적인 발달과 항상성의 유지에 중요한 역할을 담당하며
종양,후천성 면역질환,퇴행성 신경장애,동맥경화증 및 심근질환 같은 여러 가지 질병
의 병인에 관여하는 것으로 알려지고 있다.7이때 세포고사를 조절하는 단백질로 p53이
작용 하리라 여겨지고 있다.nuclearphosphoproteinp53은 17번 chromosome의 단완에
위치하는 p53gene에서 생산되는데 WT p53은 특히 DNA의 손상에 반응하여 DNA
repair동안에 cellcycle을 억제시키거나 세포고사를 조정하는데 작용함으로써 손상된
DNA를 갖은 세포의 비정상적 증식을 억제하는데 중요한 작용을 한다.8DNA 기본 구
조가 핵산염기 (nucleic acid base)의 반복적인 단위로 구성되듯이, 크로마틴
(chromatin)의 기본적인 구조는 뉴클레오솜 (nucleosome)이 형성한다.nucleosome은
DNA 147개의 염기와 8개 histone단백질 분자로 구성된 중심부로 이루어져 있다.이
들 DNA 염기들이 중앙의 histone들을 1과 7/10바퀴정도를 감고 있으며,중앙 histone
은 각각 2개의 H2A,H2B,H3,H4로 이루어진 100kDa인 단백복합체를 이루고 있다.9

각각의 histone은 histone-histone과 histone-DNA 결합에 작용하는 공모양영역
(globulardomain)그리고 COOH와 NH2-말단의 꼬리부위 (tailmotif)로 구성되어 있
다.DNA손상 및 수복 반응에 있어서 H2AX의 역할은 여러 논란이 계속되고 있지만 지
금까지 알려진 바로는,DNA 손상 형태 중 가장 빈번하게 발생하는 DNA 이중가닥절
단 (doublestrandbreaks;DSBs)에 대한 발생유무를 검출하는 가장 유용한 방법으로
여겨지고 있다.
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본 연구는 실험쥐에서 정계정맥류를 유발하여 고환의 세포고사와 불임과의 연관관계
를 p53및 H2AX단백질 발현을 통해 알아보고자 한다.
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IIIIII...대대대상상상 및및및 방방방법법법

A.동물 및 정계정맥류
16마리의 생후 12주령 Sprague-Dawley백서를 pentobarbital(3mg/100g)으로 복강마
취 후 복부정중절개를 통하여 좌측신장으로 접근한 후 대정맥과 연접한 좌신정맥을 부
분적으로 결찰 하였다.이때 좌신정맥과 평행하게 0.8mm probe을 대고 난 다음 3-0
silk로 결찰을 시도한 후 probe을 제거하고 신정맥의 직경을 50%로 감소시켜 총 12마
리의 정계정맥류 군으로 삼았다.4마리의 백서를 마취하에 복부정중절개를 통하여 좌측
신정맥을 만진 다음 다시 봉합하여 대조군으로 삼았다.

B.고환조직
정계정맥류군은 술 후 14일,21일,28일에 봉합부위를 다시 절개하여 각각 4마리씩 좌
측 고환조직을 적출하였다.대조군은 술 후 28일에 고환조직을 적출하였으며 적출한 고
환조직을 가지고 면역조직형광염색 및 westernblot을 시행하였다.

C.실험방법
1.면역조직형광염색 :파라핀 포매 조직을 4μm 두께의 박편으로 자르고 슬라이드에
고정하였다.조직을 xylene으로 탈파라핀화하고 재 수화 시킨 다음 내인성 과산화효소
활성도를 제거하기 위해 표본을 PBS와 0.3% TritonX-100으로 20분간 담근 후 인산
염완충식염수로 세척하였다.비특이적 결합을 억제하기 위해 10% normalhorse
serum(VectorLaboratoies,Burlingame,CA,USA)에 1시간동안 실온상태에서 반응시
켰다.4C의 습성용기에서 일차 항체와 함께 하룻밤 동안 반응시켰다.일차항체로는
p53(1:100in PBS;SantaCruzbiotechnology,Inc,SantaCruz,CA,USA)에 대한
mousemonoclonal항체와 g-H2AX (1:100inPBS,Upstate,NY,USA)에 대한 rabbit
polyclonal항체를 사용하였다.4C로 PBS로 씻어낸 다음 발색제로는 Alexa Fluor
488(horse anti-rabbit,1:100,Molecularprobe,Eugene,OR,USA)와 Alexa Fluor
555(horseanti-rabbit,1:100,Molecularprobe,Eugene,OR,USA)를 이용했다.이차
항체를 배양한 다음 조직을 2-3시간동안 씻어냈다.음성대조군은 일차항체 대신 인산
염완충식염수를 사용하였다.
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2.Westernblotting:고환조직을 인산염완충식염수로 세척하고 용해 완충액 (20mM
Hepes,PH 7.4,2mM EGTA,50mM-glycerolphosphate,1% tritonX-100, 10%
glycerol,1mM dithiothreitol(DTT),1mM phenylmethylsulfonylfluoride(PMSF),
10g/mlleupeptin,10/mlaprotinin,1mM Na3VO4,and5mM NaF)으로 30분 동안
0°C에 용해시켰다. 단백질 농도는 Bio-Rad dye-binding microassay (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA)을 이용해서 결정하였다. 20g의 단백질을 10% SDS
polyacrylamide gels로 전기영동 시켰다. 단백질들은 Hybon ECL membranes
(Amersham-Phamacia,Biotech)으로 얼룩지게 하였으며 immunoblotting은 p53(1:100
inPBS;SantaCruzbiotechnology,Inc,SantaCruz,CA,USA)과 γ-H2AX(1:100in
PBS,Upstate,NY,USA )을 이용해서 실시하였다.얼룩진 단백질은 enhanced
chemiluminescencedetectsystem (iNtRON,Biotech.,Seoul,Korea)을 이용해서 탐색
되었다.



- 6 -

IIIIIIIII...결결결과과과

정계정맥류를 유도한 군과 대조군에서 p53의 및 γ-H2AX의 발현정도를 확인하기 위
해 면역조직화학염색과 westernblot을 시행하였다.(Figure1,2,3)대조군의 고환조직
은 sham operation4주뒤에 조직을 획득하여 검사하였다.정계정맥류 유도 2주째부터
면역조직형광염색에서 p53과 γ-H2AX의 발현이 관찰되기 시작하였으며 3주,4주로 그
유도기간이 길어지면서 그 발현정도는 더욱 명확하였다.또한 westernblot에서도 2주
째에는 명확하지 않았으나 3주째부터는 대조군에 비해 명확한 p53의 발현을 확인할 수
있었으며,γ-H2AX의 경우 2주째부터 대조군에 비해 명확한 발현을 확인할 수 있었다.
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IIIVVV...고고고찰찰찰

정계정맥류는 정색내의 고환정맥이 비정상적으로 확장되고 굴곡된 질환으로 남성의
약 15%에서 발견되며 원발성 남성불임환자의 35%,속발성 남성불임환자의 81%에서
발견된다.9

정계정맥류의 발생위치에 대해 Greenberg등10은 좌측에서 발생하는 경우가 78%,양
측성으로 오는 경우가 20%,우측에서 발생하는 경우가 2%라고 하였으며,좌측에서 호
발 하는 원인으로는 우측정계정맥이 하대정맥에 개구하는데 비해 좌측은 신정맥에 직
각으로 개구하고 우측에 비해 길이가 길고 정맥판이 없는 경우가 많으며 대동맥과 상
장간동맥 사이에서 압박을 받기 쉽기 때문이다.11-12

비록 정계정맥류와 남성불임에 대한 연관관계는 1856년 Carling에 의해 처음으로 논
의되었지만 아직까지 정확한 기전은 밝혀지지 않고 있다.몇몇 연구에서 고환의 온도상
승,신장과 부신에서 독성물질의 역류,정맥혈의 정체로 인한 정자생성세포의 저산소증,
호르몬의 불균형 등이 정계정맥류를 가진 남성의 생식능에 유해한 영향을 끼친다고 보
고되고 있다.1그러나 현재 이러한 것들이 세포고사를 일으키지만 이것을 조절하는 단
백질은 아직 밝혀져 있지 않으며,세포고사가 정계정맥류의 감정자증과 연관이 있을 거
라 여겨지고 있다.2-4

1972년 Kerr등13에 의해 처음으로 묘사된 세포고사는 생체의 정상적인 발달과 항상성
의 유지에 중요한 역할을 담당하며 종양,후천성 면역질환,퇴행성 신경장애,동맥경화
증 및 심근질환 같은 여러 가지 질병의 병인에 관여하는 것으로 알려지고 있다.또한
비뇨기계의 악성 및 양성질환들도 부적절한 세포고사의 활성에 의해서 발생한다고 알
려져 있으며 정상적인 정자형성 과정을 조절하는 중요한 요인으로도 작용하며 감정자
등과 같은 불임환자에서 세포고사가 의의 있게 증가함을 보고하였다.2-4Caruso등14은
실험적으로 정류고환을 유발한 쥐의 고환조직에서 세포고사가 증가한다고 보고하였으
며,Barqawi등15도 실험적으로 정계정맥류를 발생시킨 쥐에서 sham operation한 군과
비교한 결과 수술 후 14일째부터 동측의 AI(apoptoticindex)가 의미있게 증가하였다고
보고하였다.또한 Simsek등16은 정계정맥류로 인해 고환조직의 손상이 야기된 환자에
서 세포고사가 중요한 역할을 담당한다고 하면서 세포고사가 정자형성 부전에 중요한
역할을 한다고 보고하였다.Kilinc등17은 정계정맥류에서 세포고사가 증가하는 이유를
실험적 varicocelerat에서 renalvein의 surgicalmanipulation이 염증을 만들고 이것이
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생식세포의 세포고사를 야기했을 거라 주장하면서 정계정맥류와 세포고사와의 연관관
계를 부인하였다.Fujisawa등2은 정상인 남자와 정계정맥류를 가진 불임 환자의 고환
을 조직검사 하여 AI를 비교한 결과 도리어 환자군 에서 세포고사의 정도가 더 감소한
다고 보고하였다.이에 최근에는 세포고사와 관련된 많은 유전자 산물에 대한 연구가
진행되고 있으며 이러한 연구를 통하여 세포고사와 고환조직의 손상에 대한 연관성을
확인하고 있는 실정이다.
p53은 정상세포의 성장과 분화 그리고 기능에 필수적인 요소는 아니나 DNA의 손상
이 발생한 경우 G1단계에서 cellcycle을 정지시켜 DNA 합성이 발생하는 S단계로의
진입을 막아 DNA 복구를 유도하거나 손상이 심한 경우 세포고사를 유도한다.또한 대
부분의 인간에서 발생하는 악성종양의 경우 p53유전자의 돌연변이나 p53에 발암성 단
백질이 결합함으로써 p53유전자가 불활성화 되어 있음을 보이고 있어 p53은 비정상세
포의 증식을 억제하고 세포의 항상성을 조절하는데 중요한 역할을 담당하고 있다.
DNA 손상이 가벼울때 WT p53은 cellcycle을 정지시켜 DNA 복구를 하며,DNA 손
상이 심할때는 WT p53이 세포고사를 야기시킨다고 보고하였다.18이를 토대로 p53단
백질의 발현 정도를 확인함으로써 DNA 손상의 정도 및 세포고사의 정도를 가늠해 볼
수 있다.Scheinman등19은 경동맥에 손상을 받은 쥐에 p53을 활성화시킴으로써 조직
의 세포고사가 의의 있게 증가함을 보고하였으며,Darnton등20은 비정상 p53의 발현을
확인함으로써 특히 발암성 질환의 초기 진단에 임상적인 의의를 갖을 수 있다고 제시
하였다.또한,Kilinc등17은 정상대조군과 sham operation군 모두와 비교해 정계정맥
류군 에서 p53의 발현이 의미 있게 증가하였다고 하면서 p53의 발현이 비정상 정자형
성을 반영한다고 보고하였다.저자의 경우도 sham operation군과 비교하여 정계정맥
류 군에서 p53의 발현이 현저히 증가하였으며 특히 3주와 4주에 발현이 두드러졌고,
이것으로 정계정맥류로 인한 고환세포의 손상이 발생되고 이와 더불어 세포고사가 증
가되어 불임의 원인이 될 수 있음을 추측했다.물론 정계정맥류의 원인이 정확히 밝혀
지지는 않았으며 서로 상반된 결과를 보이는 연구들도 다수 발표되고 있어 좀더 추가
적인 연구가 필요하겠으며 향후 정계정맥류 교정 후 세포고사와 p53의 발현이 감소하
는지 여부를 파악함과 동시에 다른 유전자 산물을 밝히는 연구도 필요할 것으로 생각
된다.
H2AX는 H2A histone의 종류중의 하나로 DNA 손상시의 역할을 William22등에 의해
처음으로 제시되었는데,세포가 이온화된 방사선에 의해 노출될 때 H2AX는 인산화된
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것을 밝혀냈다.21특히 double-strandbreaks(DSB)주위의 염색질에 과도하게 인산화되
었다.Rogakou등22은 세포가 세포고사로 DNA가 double-strandbreaks(DSB)될 때
H2AX는 serine139에서 인산화된다고 보고하였다.본 연구에서도 실험적으로 정계정
맥류를 만든 쥐에서 3주와 4주에 H2AX 발현 및 p53이 증가한 것으로 보아 DNA 손상
이 발생하였으며 이것으로 인해 세포고사가 발생하여 불임이 생기지 않았나 여겨진다.
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VVV...결결결론론론

정계정맥류의 원인이 정확히 밝혀지지는 않았으나 본 연구의 경우 p53과 H2AX 발현
이 증가된 것으로 세포고사와 정계정맥류에 의한 불임과의 연관관계를 예측할 수도 있
겠다.그러나 세포고사에 대해 서로 상반된 결과를 보이는 연구들도 다수 발표되고 있
어 좀더 추가적인 연구가 필요할 것으로 여겨지며,이러한 세포고사를 조절하는 단백질
이나 복구하는 단백질에 대한 연구도 필요할것으로 여겨진다.
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FFFiiiggg...111...Immunohistochemicalstainingforp53invaricocele.Itwasfoundthatthe
increasedexpressionofp53in3,4weekscomparedtocontrolgroup.
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FFFiiiggg...222...ImmunohistochemicalstainingforH2AX invaricocele.Itwasfoundthatthe
increasedexpressionofH2AXin3,4weekscomparedtocontrolgroup.
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FFFiiiggg...333...Westernblotanalysesforp53andH2AXinvaricocelerats.
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