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두경부 종양에서 DHPLC 를 이용한 p53체세포 돌연변이 검출 연구
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요 약. 두경부 편평 세포암종(HNSCC: head and neck squamous cell carcinoma) 의 발생과 관련하여 p53 종양 

억제 유전자 (tumor suppressor gene) 의 돌연변이는 높은 비율로 나타나는 것纟로 보고 되고 있다. 단국대학교 병원 

에서 두경부 종양纟로 진단 받고 수술 받은 환자의 조직 50H를 대상纟로 p53 종양 억제 유전자의 exon 5-8 까지의 

영역에서 DNA를 주줄하여 PCR-SSCP(polymerase chain reaction single strand conformational polymorphism) 방 

법과 DHPLC(denaturing high performance liquid chromatography) 방법으로 p53 체세포 돌연변이 (somatic mutation) 
를 비교 분석하였다. 그 결과 SSCP 분석 방법은 1闵(32%), DHPLC 분석 방법은 17개(34%) 를 검출하였고 그 중 

SSCP오! DHPLC 분석 방법 모두 exon 郭에서 결실(deletion) 형태의 돌연변이를 확인하였으며 최종적2로 자동 염 

기 서열 분석기(automatic DNA sequencer) 를 통하여 모든 돌연변이를 확인하였다. DHPLC 분석방법이 SSCP 방법 

보다 분석 시간이나 노력이 덜 소모되며 보다 더 정확한 돌연변이 검출 방법임을 확인하였다.

주제어: HNSCC, p53, DHPLC, PCR-SSCP

ABSTRACT. Mutation of p53 tumor suppressor gene in HNSCC (head and neck squamous cell carcinoma) has been 
proposed high rate. We extracted genomic DNA from 50 head and neck cancer. The DNA was amplified by PCR at exon 
5-8 in p53 tumor suppressor gene. We have compared single strand conformation polymorphism (SSCP) and denaturing 
high performance liquid chromatography (DHPLC) method for analysis of p53 somatic mutation. As a result, 16 deleted 
mutations (32%) were detected by SSCP analysis and 17 deleted mutations (34%) were detected by DHPLC analysis 
at exon 8. All of 17 mutations were proved by sequencing. We conclude that DHPLC is a fast and simple screening 
method rather than SSCP analysis.
Keywords: HNSCC, p53, DHPLC, PCR-SSCP

서 론

대표적인 종양억제 유전자중 하나인 p53의 돌연변이 

는 유방, 난소, 폐, 식도, 피부, 대장 등의 여러 인체암 

에서 나타나는 가장 흔한 유전자 변이 이다. p53 유전자 

는 1制 염색체 단완(17p13) 에 위치하고 약 20kb 크 

기로 11개의 exor과 1夙의 intron로 구성되었으며 세 

포의 비정상적 분열과 증식을 억제하고, 세포 자연사를 

유도하며 DNA가 손상 되었을 때에 이를 정상 복구하 

는 기능을 가진 종양 억제 유전자이다.1-5 이 종양 억제 

유전자의 돌연변이는 393개의 아미노산 서열 중 DNA 
결합 부위인 ‘Hot Spot&로 불리우는 130-290 사이인 

exon 5-8에서 주로 관찰되며 점 돌연변이 (point muta
tion 沪(■ 가장 흔하고, 삽입 (insertion), 결실 (deletion), 대 
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립 유전자의 부분적 또는 전체적 소실 (LOH: loss of 
heterozygosity) 등 다양한 형태를 통해서 p53의 기능을 

억제한다.6-10 한편 두경부 편평 세포 암종에서도 p53 유 

전자의 돌연변이는 exon 5-8 에서 약 40-60%로 보고 되 

고 있다.11-12

p53 유전자의 돌연변이를 직접 염기 서열(direct 
sequencing) 분석법2로 모든 검체를 다 확인하기에는 

많은 시간과 경비가 필요하기 때문에 아래와 같은 여러 

분자 생물학적 방법을 통해서 돌연변이를 검출한다.

현재 RFLP(restriction fragment length polymorphism), 
ASO(allele specific oligonucleotide), DGGE(denaturing 
gradient gel electrophoresis), PCR-SSCP(polymerase 
chain reaction single strand conformational polymorphism), 
HA(heteroduplex analysis), CMC(chemical mismatch 
ceavage) 등의 여러 분자 생물학적 방법 이 사용되고 있 

으나 일반적으로 자동화 시스템이 아니기 때문에 많은 

시간과 노동력이 소모되며 실험의 재현성이나 정확도 

에서 많은 차이를 보여 왔다.13-18 이 중 SSCP 방법은 

정제된 PCR 산물을 열변성 시킨 후 정상 DNA와 변이 

DNA 간의 서열차이로 인해서 생기는 구조적 차이를 전 

기영동을 통해서 확인하는 방법으로 비용 면에서 저렴 

한 편이고 민감도나 특이성도 비교적 높은 편이어서 지 

금까지 많이 사용되고 있다. 그러나 PCR 산물의 크기 

가 200bp 정도 될 때 70-95% 가량의 효율을 보이는 단 

점이 있다.16 반면 DHPLC 방법은 PCR 산물을 정제하 

지 않고도 분석이 가능하며 분석 시간이 5-7분 정도 걸 

리기 때문에 다량의 시료 분석에 매우 유용하다. 그리 

고 PCR 산물의 크기가 700bp 정도에서도 95-100% 가 

까운 정확도를 나타낸다.19-21

DHPLC 에서 핵산이 분리되는 과정은 alkylated 된 

nonporous의 고정상에 TEAA(triethylammonium acetate) 
의 양이온이 DNA의 인산기와 결합하여 ion pairing상 

태를 만들고 이것이 이동상에 의하여 고정상의 표면과 

상호작용을 하여 분리가 된다.15-16 그리고 정상 DNA에 

서 변이 DNA의 분리는 증폭된 DNA 두 가닥을 부분 

적으로 열변성 시키면 두 대립 인자 중 하나의 대립 인 

자에서 염기의 치환 또는 삽입, 결실 등에 의한 불일치 

로 인해서 형성되는 heteroduplex와 상보적인 염기서열 

로 인해서 다시 원래의 DNA 가닥으로 재 생성되는 

homoduplex가 만들어진다. 이 때 heteroduplex는 부분' 

적으로 수소 결합이 붕괴된 형태의 버블 (bubble) 구조 

를 띄게 되고 열적으로 더 불안정하기 때문에 적당한 

컬럼 온도를 찾으면 homoduplex로부터 분리가 가능하 

다.22-25 그러므로 열변성을 한 후 형성되는 heteroduplex 

가 homoduplex로부터 column내의 상호 작용을 통해서 

분리되는 피크 모양의 차이로 돌연변이를 확인할 수 있다.

본 연구에서는 두경부 종양에서 흔히 발생하는 편평 

세포암종과 관련하여 p53 유전자의 돌연변이를 SSCP 
방법과 DHPLC방법으로 비교 분석하고 최종적으로 자 

동 염기 서열 분석기를 통해 돌연변이 검출법의 효율성 

을 평가하고자 한다. 그리고 p53 유전자의 분자 생물학 

적인 진단을 위하여 DHPLC 방법을 이용한 빠르고 효 

과적인 자동화 검사 방법을 개발하여 질병 유전자 및 

치료에 관한 연구에 기초 자료를 제공하고자 한다.

실 험

시료

본 연구에서는 단국대학교 병원에서 두경부암으로 진 

단 받고 수술 받은 환자의 암 조직 50개와 정상 조직 

3(개를 대상으로 하였다.

시약 및 기기

시약

조직에서 genomic DNA 추출시 사용한 AccuPrepTM 

Genomic Extrction kit, Taq. polymerase, PCR 신:물" 정 

제시 사'용한 AccuPrepTM Purification kit, SSCP 분석 

할 때 silver stain을 하기 위해 사용한 SilverstarTM 

Staining kit는 Bioneer의 제품을 사용하였다. DHPLC 
의 이동상으로 사용한 triethylammonium acetate(TEAA) 
는 TransgenomiM卜에서, acetonitrile(ACN^ Merck사 

에서 구입해 사용하였다.

기기

DNA의 증폭은 GeneAmp® PCR System 2400 (Perkin- 

Elmer, U.S.A.尾 사용•하였고, SSCP는 Thermo Flow 
Electrophoresis Temperature Control System(Novex, 
USA)를 사용하였다. DHPLC는 WAVE® SYSTEM 

(Transgenomic, U.S.A)를 사용해 돌연변이를 검출하였 

다. 염기서열 분석은 자동 서열 분석기 ABI 3700 
(Biosystems) system을 이용하여 최종적2로 돌연변이 

를 검출하였다.

실험방법

PCR을 이용하여 DNA를 증폭한 毛 SSCP오! DHPLC 
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방법에 의해 p53 유전자의 돌연변이를 검출하고 최종 

적2로 DNA 염기 서열 분석법2로 이를 확인하였다.

조직에서 genomic DNAJ 추출
AccuPrep™ Genomic Extrction kit(Bioneer, Korea)를' 

사용하여 추출한 DNA의 농도는 25ng/|il로 일정하게 

맞추어 PCR에 사용하고 장기간 보존하기 위해서 -20 oC 
에 저장해 두었다.

중합효소연쇄 반응 (PCR)
PCR primer set(Table. 1)을 이용하고 10X reaction 

buffer(10 mM Tris-HCl; pH 8.3, 50 mM KCl), 10 mM 
dNTP mix(2.5 mM ea.), 25 mM MgCh, Taq. polymerase 
(1U/|!l), template DNA (25ng/|il)를 20 卩l의 PCR 반응 

용액으로 사용하였다. DNA thermal cycler(Perkin- 
Elmer, GeneAmp® PCR System 2400, U.S.A)를 이용 

하여 주형 DNA를 94 oC에서 5분 동안 변성시켜 완전 

히 단일가닥 DNA를 만든 毛 94 oC에서 3跷 동안 변 

성 (denaturation肉키고 58 oC에서 3篮： 동안 primer를 

결합 (annealing)시키고 72 oC에서 50초 동안 신장 

(extension肉 키는 cycle을 30회 반복한 후에, 마지막으 

로 72 oC에서 5분 동안 신장시켜 DNA를 증폭하였다. 

PCR 이 완전히 종료된 후에는 PCR 산물을 2% agarose 
gel 전기영동을 통해 확인하였다.

PCR 산물의 정제

SSCP 방법과 자동 염기 서열 분석법에 사용할 PCR 
산물을 AccuPrepTM Purification kit(Bioneer, Korea)를 

사용하여 정제하였다.

1.5 ml tube에 binding buffer 240 |il와 PCR 4물' 80 
卩를 섞은 후에 silica 401丄를 첨가 후에 상온에서 20분 

동안 반응시켰다. 12,000 rpm에서 2분 동안 원심분리 

후에 상층액을 제거하였다. 이 후 70% 에탄올 1 ml을 

첨가한 후에 12,000 rpm에서 1분 동안 원심분리하고, 

이 과정을 3번 반복하였다. Elution buffer 60 卩를 첨가 

한 후에 50 oC에서 1哓 동안 반응시킨 후에 12,000 
rpm에서 1분 동안 원심분리 하여 여과액을 회수하였다.

SSCP 방법을 이용한 돌연변이 검출

Thermo Flow Electrophoresis Temperature Control 
System(Novex, U.S.A)에 Pre-cast 4-20% TBE gel 
(Novex, U.S.A) 을 장착하고 1X TBE 완충용액을 채운 

후에 온도를 10oC로 맞추고 PCR 산물 11丄를 loading 
dye 5 |니와 혼합하여 , 98oC에서 7분 동안 변성 시킨 후 

얼음에서 2분 동안 급속 냉각 시켰다. 이 후에 5 I丄를 

loading하고 200V에서 2시간 동안 전기영동 하였다. 전 

기 영동 한 gel을 fix-stop solution(acetic acid 100 ml + 
D.W 900 ml) 에서 30분 동안 반응시키고, enhancing 
solution(enhancing solution 1 ml +D.W 999 ml)에서 30 
분 동안 반응시킨다. 이 후 증류수로 3분씩 두 번 세척 

하였고 staining solution(silver nitrate 1g+D.W 1000 ml 
+ 37% formaldehyde 1.5 ml) 30분 동안 반응시키고 

develop solution(sodium carbonate 30 g + D.W 1000 ml) 
100 ml오! 37% formaldehyde 150 |니, sodium thiosulfate 
201丄를 첨가한 후 5분 동안 반응 시켰다. 이 후 fix-stop 
solution^ 5분 동안 반응 시키고 증'류수로 여분 동안 

세척하였다. Silver stain 에 사용되는 모든 solution은 

SilverstarTM Staining kit(Bionner, Korea借 이용해 제조 

하였다.

DHPLC 방법을 이용한 돌연변이 검출

DHPLC의 gradient solution으로 0.1M TEAA(pH 7.0) 
와 0.1M TEAA, 25% acetonitrile을 사용하였고, washing 
solution。-류. 8% acetonitrile(syringe washing solution), 
75% acetonitrile(DNASep® Cartridge UltraClean and 

Storage Solution)을 사용하였다. Column은 alkylated 
nonporous poly(styrene-divinylbenzene) 형태의 DNASep® 

Cartridge (Transgenomic, U.S.A借 사용하■였다. 95oC 에 

서 1堰 동안 변성시킨 후에 상온에서 45분 동안 천천 

Table 1. Primer sequence used to amplify p53 tumor suppressor gene.

Sequence of primer Length(bp) Position

exon5
5'-ctcttcctacagtactcccctgc-3'
5'-gccccagctgctcaccatcgcta-3'

211 1543-1753

exon6
5'-gattgctcttaggtctggcccctc-3'
5'-ggccactgacaaccacccttaacc-3'

182 1808-1989

exon7
5'-gtgttatctcctaggttggctctg-3'
5'-caagtggctcctgacctggagtc-3'

139 2487-2625

exon8
5'-acctgatttccttactgcctctggc-3'
5'-gtcctgcttgcttacctcgcttagt-3'

200 2906-3105
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히 식혀서 heteroduplex를 형성시켰다. Column oven의 

온도를 61oC로 맞추고 0.9ml/min로 5 卩l를 주입 하여 

260 nm에서 돌연변이를 검출하였다.

DNA 염기 서열 결정법에 의한 돌연변이 분석

자동 서열 분석기 ABI 3700 (Biosystems) System을 

이용하여 최종적纟로 돌연변이를 확인하였다.

결과 및 고찰

SSC惜법에 의한 돌연변이 분석

SSCP 방법은 현재 가장 많이 이용하고 있는 돌연변 

이 검줄 방법 중 하나이다. 변이를 찾고자 하는 유전자 

를 PCR로 증폭하여 PCR산물을 알칼리나 열로 변성시 

킴2로써 이중 가닥 DNA를 단일 가닥 DNA로 만든 후 

급속히 냉각시키면 단일 가닥 DNA는 각각의 염기 서 

열에 따라 고유한 형태로 변하게 된다. 하나의 염기가 

변하더라도 전체적인 구조가 변하므로 전기영동을 하 

면 정상의 DNA와 다른 이동 속도를 보이게 되므로 돌 

연변이를 확인 할 수 있다. SSCP방법은 크기가 약 

200bp 정도 될 때 70-95財 변이를 확인 할 수 있다. 

그러나 이보다 크기가 클 경우에는 감지할 수 있는 변 

이에 대한 민감도가 크게 떨어진다. 또한 실험자의 숙 

련도에 따라서도 검출율이 많이 달라질 수 있다. 전기 

영동 과정 중 높은 전압에 의한 열이 발생하면 단일 가 

닥 DNA분자의 형태가 불안정해져 밴드를 관찰할 수 

없기 때문에 gel의 온도를 일정하게 유지해 주는 냉각 

시스템이 필요하다.

SSCP 방법纟로 실험한 결과, 50개의 두경부암 조직 

에서 16개 (32%厝 검출하였다. 그림에서와 같이 1-3, 5,

Exon 8

Fig. 1. SSCP analysis of fragments of the p53 gene. Three 
of the 10 band shifts reconized by PCR-SSCP are shown 
here. DNA samples of head and neck tumors and normal tis
sue were amplified using PCR primers for the exon 8.
N; normal control tissue, Lanes 1-3, 5-6, 8 ; wild-type, lanes 
4, 7, 9 ; mutant-type.

6, 8 번 시료는 정상 시료와 같은 형태를 보이는 반면

4, 7, 9컨 시료에서는 밴드가 다른 형태로 이동된 것을 

관찰할 수 있었다 (Fig. 1).
DHPL⑶법에 의한 돌연변이 분석

DHPLC분석법은 돌연변이를 검출하는 새로운 방법 

으로 PCR 산물을 정제하지 않고 바로 분석할 수 있고 

한 시료 당 1堰 정도면 분석이 가능하기 때문에 노동 

력과 시간을 절약할用 수 있다. 또한 모든 실험 과정 이 자 

동화 되어있기 때문에 실험의 재현성이 뛰어나다.

DHPLC분석법은 PCR산물의 염기 서열을 WA^EMAKER™ 
프로그램에 입력하면 colum^l 온도와 base position에 

따른 helical fraction 이 계산되고 이 데이터를 근거로 가 

장 적당한 colum於! 온도와 이동상의 gradient를 결정 

하게 된다. Helical fraction] 정도에 따라 돌연변이의 

검출 여부가 결정되므로 검출하기에 가장 적합한 조건

Fig. 2. Impact of column temperature on the resolution homoduplex(A), and heteroduplex(B) in HNSCC.
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Fig. 3. Chromatograms produced DHPLC analysis of wild 
type and mutant type in HNSCC.

인 70-80% 사이가 되도록 prime瘧 제작하여 PCR 증 

폭을 하면 더욱 정확성을 높일 수 있다.

분석 결과 50개의 두경부암 조직 중 17개 (34%) 의 

돌연변이를 검출하였고 column] 온도가 61oC일 때 

wild type과 mutation type의 크로마토그램의 형태를 확 

실히 구분할 수 있었다(Fig. 2, Fig. 3).
DNA 염기 서열 결정법에 의한 돌연변이 분석

SSCP오! DHPLC분석법으로 검출된 mutation type의 

PCR 산물을 자동 염기 서열 분석기 ABI 3700(Biosystem) 
System 을 이용하여 exon 8번에서 14484del〔형태의 

돌연변이 17개(34%) 를 두경부암 조직에서 p53 유전자 

의 돌연변이를 검출하였고 이는 DHPLC분석법 E로 검 

출한 결과와 동일함을 확인하였다 (Fig. 4).

Fig. 4. Automatic sequencing analysis of exon 8 in HNSCC.
A) wild type, B) mutant type (14484del T)

결 론

50개의 두경부 편평 세포암종을 대상2로 조직에서 

genomic DNA를 추출하여 PCR을 이용해 증폭하고, 그 

산물을 SSCP분석 방법과 DHPLC분석 방법2로 p53 
종양 억제 유전자의 exon5-8까지의 영역에서 돌연변이 

를 확인하였다. 그 결과 SSCP분석법으로 50개의 시료 

중 16개 (32%) 의 돌연변이를 관찰할 수 있었고, 

DHPLC분석법2로 17개 (34%) 의 돌연변이를 관찰하 

였다. 그리고 염기 서열 분석법을 통해 DHPLC의 돌연 

변이 검출율이 100% 정확하다는 것을 확인하였다.

본 연구를 통하여 DHPLC는 SSCP보다 시간과 노동 

력을절약할수 있었으며 실험의 재현성과 정확성이 뛰 

어난 분석 방법임을 확인하였다. p53 종양 억제 유전자 

의 돌연변이는 여러 인체암에서 나타나기 때문에 환자 

의 예후 관찰과 임상적 진단에 있어서 보다 빠르고 정 

확한 돌연변이 검출법 E로 DHPLC분석 방법이 상당히 

유용할 것 E로 생각된다.

이 연구는 2003학년도 단국대학교 대학연구비의 지 
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