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-Abstract-                       

Study Study Study Study of of of of Sensors Sensors Sensors Sensors Related Related Related Related to to to to DNA DNA DNA DNA ResponseResponseResponseResponse

                                    Jang-Man Kim

                              Advisor : In-Youb Chang, MD. Ph.D.

                              Department of Medicine,

                              Graduate School of Chosun University 

  The sensors for the DNA response is divided into two main categories, 

DNA injury and DNA repair. This paper shows expressions γ-H2AX as the 

marker of DNA injury, and H-Ras dependant Ku80 expression for the DNA 

repair each. A role for γ-H2AX phosphrylation has been studied in DNA 

injury and repair, cell cycle checkpoints. In this paper, we examine the γ

-H2AX and Ku80 expression on γ-ray or H2O2 treatment induced 

cytotoxicity using immunohistochemical and western blot methods. This 

paper shows that the expression of the Ras increased the Ku80 level, which 

is one of the key enzymes involved in repairing double-stranded DNA 

breaks(DSBs) at the sites of nucleus and cytoplasm. After exposing the 

cells to γ-irradiation or H2O2 treatment, γ-H2AX immnuoreactive nuclear 

granules were dramatically increased in the site of DSB in the parenchyme 

of nucleus. And it was also found that the expression of γ-H2AX was 

increased in after treating cytotoxic agent. 

  Activated H-Ras expression in human fibroblast cell lines increases the 

activity of Ku80 to bind injuried DNA, reduces γ-H2AX expression by UV 

irradiation, and increases the activity of DSB repair. . . . These results suggest 

that the increased γ-H2AX expression and the Ku80 expression may play 

important role in recognizing and protecting cells against celluar DNA 

damage.

Key words : DNA repair, DNA damage, γ-H2AX, Ku80, Ras 
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                         I  I  I  I  서         서         서         서         론론론론

  여러 DNA손상을 초래하는 인자들에 의해 DNA손상이 세포에 가해지면, 

경미한 DNA손상은 DNA 수복 관련인자들에 의해 정상적으로 복구되고, 심

각한 손상인 경우에는 세포자멸사로 유도되기도 한다. 그러나 DNA의 복구

가 정확하게 재구성되지 않으면 주요 유전자들을 불활성화 시키거나, 심각

한 염색체 변이를 초래하기도 한다(Rich 등, 2000; van Gent 등, 2001).

 DNA 기본 구조가 핵산염기(nucleic acid base)의 반복적인 단위로 구성

되듯이, chromatin의 기본적인 구조는 nucleosome이 형성한다. 

Nucleosome은 DNA 147개의 염기와 8개 histone 단백질 분자로 구성된 

중심부로 이루어져 있다. 이들 DNA 염기들이 중앙의 histone들을 1과 

7/10 바퀴정도를 감고 있으며, 중앙 histone은 각각 2개의  H2A, H2B, 

H3, H4로 이루어진 100kDa인 단백복합체를 이루고 있다(Lugar 등, 1997). 

각각의 histone은 histone-histone과 histone-DNA 결합에 작용하는 공모

양영역(globular domain) 그리고 COOH와 NH2-말단의 꼬리부위(tail 

motif)로 구성되어 있다. 또 H1은 선모양 nucleosome 배열을 압박하여 30

㎚ chromatin fiber로 만들어 한층 치밀한 구조를 갖게 된다. 최근 몇 종류

의 histone 이형들은 DNA를 nucleosome 안에 압축하여 저장하는 것 외

에, 특별한 생물학적 기능을 수행하는 것으로 알려지고 있다. 특히 histone 

H2A와 H2AX는 세포대사와 유전체 안정성의 유지에 중요한 역할을 수행하

는 것으로 밝혀지고 있다. 

West와 Bonner(1980)에 의해 사람에서 histone H2A가 8개의 유사 단백질

로 이루어진 것이 밝혀진 이래, 사람 H2AX는 독특한 짧은 C-말단(short 
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carboxy-terminal)을 갖고 있음이 알려졌다(Mannironi 등, 1989). 이런 짧

은 C-말단은 다른 포유동물에서는 존재치 않고 하등 진핵생물에서만 존재

한다. H2AX는 H2A의 주요 구성성분으로 포유동물에서 세포주, 조직의 종

류에 따라 2-25/｡를 차지한다(Zweidler, 1976; Rogakou 등, 1998; 

Dobner 등, 1991). histone의 H2AX는 다른 histone과 마찬가지로 여러 변

형된 형태를 갖게 되는데, 대표적으로 세린(Ser 1)의 인산화, 리신(Lys 5)

의 아세틸화 등이 여기에 해당된다(Wu 등, 1986).세포가 DNA손상을 받게 

되면, 급격히 H2AX의 꼬리에 위치한 세린에 인산화가 발생하게 되어 γ

-H2AX를 생성하게 된다 (Rogakou  등, 1998). 

이중나선구조 손상(Double-strand break: DSB)는 가장 심각한 문제를 초

래하는 DNA손상 형태 중  하나이다. 단순한 DSB는 세포자멸사로 유도되

거나(Rich 등, 2000), 직접 주요 유전자를 불활성화 시킬 수 있고, 심각한 

염색체 변이를 초래하기도 한다(van Gent 등, 2001). 포유동물세포의 파손

된 DNA 이중가닥 복구(double strands break repair :DSBR)의 방식은 상동

성재조합(homologous recombination: HR)과 비상동성 말단결합

(non-homologous end joining: NHEJ)의 2가지 주 경로를 가지고 있다. 

NHEJ는 염기배열(sequence)에 관계없이 끊어진 말단을 재결합시키는 상동

형-비의존성 기작(homology-independent mechanism)인 반면, HR은 손상

되지 않은 동종의 DNA모형으로 부터 완전한 정보를 복사하여 정확한 DNA 수

복(DSBR)을 수행한다(Khanna 와  Jackson SP, 2001;van Gent 등, 2001) 

이런 고도의 조직적 복구가 이루어지려면, 제멋대로 끊어진 DNA 말단들이 센

서들에 의해 감지되어 일련의 과정이 수행되어야 만 한다(D'Amours 와 

Jackson, 2002). 최근 MRE11/RAD50/NBS1복합체(MRN complex)는 DSB 
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초기 과정에 작동하는 센서로 작동할 뿐만 아니라, 다음에 발생하는 DNA

손상반응을 활성화시키는 작용을 하는 것으로 추측된다(Petrini 와 

Stracker, 2003; Van Den Bosch 등, 2003; Uziel 등, 2003). 또 DSB에 의

해 맨 처음 반응하는 과정 중의 하나가 H2AX의 꼬리에 일어나는 다량의 인

산화인데, 인산화된 H2AX에 의해 형성되는 초점들(foci)이 DSB장소에서 

재빠르게 나타나는 데, 이는 DNA손상반응에 관여하는 단백질들의 보충에 

밀접한 관련이 있는 것으로 추측되고 있다.

  DSBs가 발생되면, 급속하게 kinase에 바탕을 둔 신호전달경로

(kinase-based signaling pathway)가 활성화되어 DNA복구와 세포주기검

사점(cell-cycle checkpoint) 사이의 조화가 이루어지게 한다(Rouse와 

Jackson, 2002; Zhou와 Elledge, 2000). 주요 경로는 

phosphatidylinositol-3 kinase-like family of kinase (PIKK)인데, 최소한 4

개의 PIKK family 요인들이 손상된 DNA에서 기원한 신호전달에 관여한다. 

H2AX 인산화는 ataxia telangiectasia mutated (ATM), ataxia 

telangiectasia related(Rad 3; ATR), ATM related kinase(ATX), DNA 

dependant protein kinase (DNA-PK) 등의 ATM단백질에 의존적으로 발생

한다(Hammond 등, 2003; Huang 등, 2003; Foray 등, 2003). 특히 ATM

이 결핍되면 유전자불안전증후군(genomic instability syndrome)의 일종인 

ataxia-telangiectasia가 발병하게 되어, 신경변성, 면역결핍, 방사선 과민

감성, 암전단계 등의 증상을 나타내게 된다(Shiloh, 2003). 

  Ku는 Ku70과 Ku80(또는 Ku86)으로 알려진 70과 80kDa의 두 개의 단백

질요소로 구성된 이형이량체로 DNA에 결합하는 복합체(heterodimeric DNA 

binding complex)로 존재한다(Jin과 Weaver,1997). 이 복합체는 원래 일본
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의 경피증-다발성근염 중복증후군(scleroderma polymyositis overlap 

syndrome) 환자들의 자가항체의  타겟으로 20년 전에 알려졌었다. Ku에 대

한 자가항체들은 전신성홍반성낭창과 경피증을 포함한 여러 자가면역질환을 

앓고 있는 환자들에게서 발견되고 있다(Mimori 등, 1981). Ku70/Ku80 이형

이량체는 유사분열 도중 세포질에 존재하다가 세포분열주기 G1 단계에 이르

면 다시 핵으로 들어간다고 밝혀졌다(Bakalkim 등, 1998; Koike 등, 1999a). 

하지만 이러한 세포내의 이동은 모든 동물에서 이루어지는 것이 아니라, 지

금까지 밝혀진 바로는 사람과 원숭이에서만 보고되었다(Koike 등, 1999b).    

Ku는 손상된 DNA 복구에 있어서 결정적인 역할을 하는 것으로 잘 알려져 있

다. 세포의 DNA 복구의 실패는 면역결핍과 종양감수성 뿐만 아니라 DNA손

상 과민성과 유전자 불안정성을 초래한다: 즉 세포내에  정상적인 기능을 수

행하는 Ku 단백질들의 존재는 유전자 안정성을 유지시키고, 더 나아가 세포

와 장기의 생체활성의 유지에 결정적으로 필요한 요소라고 추측되고 있다. 

DNA복구에서 중대한 역할 이외에도, 세포분열 M과 G2 phase의 조절 뿐만 

아니라 특이유전자의 전사와 세포자멸사(apoptosis)의 조절, 열성 쇽-유도 

반응들을 조절, 유전자말단길이(telomere) 유지, 항원수용체 유전자 배열

(e.g., Variable (Diversity) Joining {V(D)J}recombination) 등을 포함한 다

른 여러 세포과정에도 Ku가 관련되어 있다는 여러 보고가 있다(; Li 등, 

1998; Tuteja 와 Tuteja, 2000; Lim 등, 2001; Lim 등, 2002; Sawadw 등, 

2003). 이런 과정들에서의 Ku의 정확한 기능은 아직 명확하지 않지만,  세포

와 장기에서 기초 세포대사에 관여하는  중요한  단백질이라고 여겨지고 있

다. 

  여러 형태의 악성종양들에서 H-Ras 유전자에 돌연변이 증가가 방사선

조사 후 세포생존율의 상승과 관련이 있는 것으로 알려지고 있는데, 
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H-Ras 유전자가 활성화됨에 따라 NIH3T3세포주의 방사선저항성이 증가

한다는 사실이 처음 밝혀진 이후(Sklar, 1988), 설치류 REF 섬유아세포와 

횡문근육종양세포(Ling과 Endlich, 1989; Mckenna 등, 1990; Hermens

와 Bentvelzen, 1992; Pirollo 등, 1993), 사람의 Ras-형질전환 방광암세

포, DLD-1 큰창자종양세포, HT1080섬유육종세포 등(Miller 등, 1993; 

Bernhard 등, 2000)에서 재차 확인되었다. Ras의 활성화를 통한 방사선

저항성에 반하여, Ras활성성도를 억제함으로써 방사선민감도를 높일 수 

있다. 예를 들어 Ras에 대한 antisense vector 또는 Ras에 대한 항체를 

형질도입시켜, Ras 활성도를  억제시킴으로써 방사선민감도를 높일 수 

있다고 보고 되었다(Russell 등, 1999; Rait 등, 2000). 이와 유사하게 

Ras 활성을 저하시키면 방사선민감도를 증가시킬 수 있다고 알려지고 있

다(Bernhard 등, 1996; Bernhard 등, 1998). 따라서 Ras 단백질과 방사

선저항성 사이에 밀접한 관련이 있음을 추측할 수 있으나, 이러한 효과를 

뒷받침할 수 있는 분자생물학적 기작은 아직 잘 알려져 있지 않은 실정이

다.

  본 실험에서는 이러한 DNA 손상반응 및 수복에 관여하는 물질들 중 

인산화된 H2AX(γ-H2AX)와 Ku80을 대상으로 노화 및 여러 유해물질의 

투여에 따른 변화를 알아보고, H-Ras의 활성화에 따른 하류표적유전자들

(downstream target genes) 중 Ku80의 발현과 γ-H2AX의 변화를 조사

하였다. 
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    II.II.II.II.실험재료 실험재료 실험재료 실험재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

배양세포와 배양세포와 배양세포와 배양세포와 동물조직동물조직동물조직동물조직

 본 실험에 이용된 배양세포는 NIH3T3세포,Ras를 transfection(형질변환) 시

켜 주입시킨 NIH3T3-clone 7세포, WI-38세포, Mo59J세포, Mo59K세포, 

IMR90세포 등, 동물조직은 수술적으로 유도된 정류고환, Olett rat의 창자조직,  

8주와 54주  흰쥐 고환조직 등을 각각 사용하였다. 

세포배양과 세포배양과 세포배양과 세포배양과 DNA DNA DNA DNA 형질변환형질변환형질변환형질변환

세포배양 방법 및 DNA 처리과정에 대해서 간략히 서술하면 다음과 같다. 

((American Type Culture Collection) 은 10% fetal bovine serum (FBS), 

100 units of penicillin/ml 와 100 &microg of streptomycin/ml 로 

upplemen한 EMEM(Earle’s minimum essential medium)에 보존유지시켰다. 

가습 배양기 조건은 온도는 37도 온도, 5%이산화 탄소/95%산소를 유지했

다. dominant positive V12-H-Ras의 구조는 별도로 기술한다(22). 생쥐 

Ku80 cDNA는  Ku80 oligo primer를 이용 RT-PCR에 의해  증식시겼다. 

( 5 ` - A T G G C G T G G T C G G T A A A T A A G G C - 3 ` , 

5`-CTATATCATGTCCAGTAAATCA-3`). PIND는 Invitrogen으로 보충했다

(Carlsbad, CA).미세배열 분석리보핵산은 TriReagent (Sigma)으로 분리해서 

manufacturer’s instructions에 따라 RNAEasy (Qiagen)방법으로 정제했다. 

Hybridization은 Cy5을 표지한 oncogenic H-Ras expressing cells와 Cy3로 

표지한 control transfected samples의 oncogenic H-Ras expressing cells

을 사용하였다. Scanning은 GenePix 4000A scanner (Axon Instruments, 

Inc., Foster City, CA)를 이용하고, Axon GenePix image software과 

PathwayAssist (Ariadne Genomics, Rockville, MD). 을 이용해 영상을 얻었
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다. 이러한 실험결과들은 모두 조선대학교 유전자 복구실험실의 도움을 받아 

실시하였다.

흰쥐 흰쥐 흰쥐 흰쥐 수술적 수술적 수술적 수술적 정류고환의 정류고환의 정류고환의 정류고환의 유발 유발 유발 유발 

  출생후 12주 Sprague-Dawley 흰쥐를 pentobarbital (3mg/100g)으로 복강

마취 후 배앞벽 정중절개를 통하여 왼쪽콩팥으로 접근한 후 대정맥과 연접한 

왼콩팥정맥을 노출시켰다. 왼콩팥정맥과 평행하게 직경 0.8mm 탐식자

(probe)를 정맥과 함께 3.0 silk을 이용하여 묶은 후, 탐식자를 제거하여 콩

팥정맥의 직경을 50%정도로 감소시켰다(수술군). 또 배앞벽정중절개를 통하

여 왼콩팥정맥을 만진 다음 다시 봉합한 흰쥐(sham-operated)를 대조군으로 

이용하였다.

면역조직화학염색면역조직화학염색면역조직화학염색면역조직화학염색

(1) 동물조직의 냉동절편제작 및 염색

  paraformaldehyde으로 4℃에서 24시간 고정한 조직을 30% sucrose가 함

유된 phosphate buffered saline(PBS)에서 탈수시켜 냉동에 따른 조직손상

을 최소화하여 10-15 ㎛ 두께로 잘라 슬라이드에 부착시켰다. PBS로 수 차

례 세척하여 고정액을 제거하고, 0.3% Triton X-100이 함유된 PBS를 실온

에서 1시간, 1% bovine serum albumin(BSA)가 함유된 PBS를 실온에서 1

시간 각각 반응시켜 비특이적 반응을 억제하였다. 제 1항체는 

anti-Ku80(1:100 in PBS, Santa Cruz Biotechnology, USA)와 anti-γ

-H2AX(Upstate, 1:100 in PBS, Lake Placid, NY, USA)를  4℃에서 24시간 

반응시켰다. PBS로 수차례 세척한 후 2차 항체인 Alexa Fluor 488 또는  

568(Molecular Probe, USA)을 1:200으로 희석하여 실온에서 1시간 동안 반

응시켰다. 이중염색은 두 종류의 1차 항체를 섞어서 상기 방법과 동일하게 

처리하고,  또 두 종류의 2차 항체를 반응시켜 관찰하였다. 대조군으로는 제
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1항체들을 생략하고 2차 항체만 반응시킨 조직을 사용하였다.

(2)배양세포의 고정 및 처리 

 세포를 cover slip위에서 배양시킨 다음, methanol로 10분 동안 고정한 다

음  PBS로 수차례 세척하여 잔여 고정액을 제거시킨 후 조직의 염색 방법과 

동일하게 실시하였다. 염색반응이 끝난 cover slip을 유리 슬라이드에 얹어서 

습윤 봉입제로 마무리하였다. 

공초점 공초점 공초점 공초점 주사현미경주사현미경주사현미경주사현미경

  모든 면역형광염색된 세포 및 조직표본을 공초점주사현미경(FV300 & 

FV1000. Olympus, Japan)를 사용하여 관찰하였다. 레이저 광선의 흥분파장

으로는 488 nm 파장과, 568nm 파장을 각각 사용하였다. Flow View 

Softwave program (olympis, Japan)을 사용하여 최종 3차원적 영상으로 재

조립한 후 컴퓨터에 저장하고 인쇄하였다. 

Western Western Western Western blottingblottingblottingblotting

  세포들을 PBS로 수세한 후 완충액(20 mM Hepes, PH 7.4, 2 mM EGTA, 

50 mM-glycerol phosphate, 1% triton X-100, 10% glycerol, 1 mM 

dithiothreitol (DTT), 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 10 

mg/ml leupeptin, 10    μg/ml aprotinin, 1 mM Na3VO4, 5 mM NaF)내에서 

30분간 썹씨 0도에서 용해시켰다. 단백질 농도는 Bio-Rad dye-binding 

microassay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 측정했다. 10% 

SDS polyacrylamide gels상에서 각 lane당 20μg의 단백질이 전기영동됐다. 

단백질은 Hybon ECL membranes에 blotting한 후 anti-Ku80, anti-γ-H2AX 

αααα----tubulin(Santa Cruz Biotech, CA, USA), H-Ras antibodies(BD 

Biosciences, San Diego, CA)를 이용해 blotting 했다. enhanced 

chemiluminescence detect system(iNtRON, Biotech., Seoul, Korea)을 이

용하여  blotted proteins을 찾아냈다.
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III.  III.  III.  III.  결     결     결     결     과과과과

 본 실험에서 DNA 손상반응 및 수복에 관여하는 물질인 인산화된 H2AX(γ

-H2AX)와 Ku80이 노화세포 및 조직, 여러 유전자 손상을 유발하는 물질들

의 투여에 따른 세포내 변화를 관찰하였다. DNA 이중나선구조의 손상 부위

에 γ-H2AX과 Ku80의 발현이 증가하였으며, H-Ras로 형질변환시킨 세포들

에서 Ku80활성이 증가되어 DNA손상 수복이 활성화됨을 알 수 있었다. 

1. 1. 1. 1. 배양세포 배양세포 배양세포 배양세포 및 및 및 및 조직에서조직에서조직에서조직에서 Ku80Ku80Ku80Ku80 발현의 발현의 발현의 발현의 변화변화변화변화

A. A. A. A. 배양세포 배양세포 배양세포 배양세포 

세포는 DNA 손상(이중나선구조의 파괴)을 받으면, 일단 이를 복구하려는 시도

를 하나, 만약 손상이 심하면 세포자멸사 등을 통해 죽음에 이르게 한다. 본 실험

에서 NIH3T3  cells에 γ-선을 조사시켜 DNA 손상(이중나선구조 손상)을 유도

함에 따라, 핵에서  발현 과립들(화살표)이 방사선 조사에 따라 증가하였다(Fig. 

1A). 이러한 Ku80발현의 증가를 통하여 완전 복구, 일부 복구, 또는 DNA 염기

쌍이 잘못 짝지어진 경우(mismatch repair)에는 돌연변이가 발생할 수 있다. 이

러한 Ku80 의 반응은 유전자 복구 뿐 만 아니라 손상반응의 중요한 센서로 작용

하리라 사료된다. 또 다른 실험으로 지속적인 계대배양으로 노화 WI-38 세포

(24p)와 젊은 WI-38세포(6p)에서 Ku80 발현의 차이를 관찰한 결과, 면역형광

염색 및 western blot 방법 모두 노화세포에서  젊은 세포에 비해 유전자 손상복

구물질인 Ku80  발현이 감소하였다(Fig. 1B-C). 

B.B.B.B.조직조직조직조직

 이러한 배양세포의 결과를 바탕으로 수술적으로 유도한 흰쥐 정류고환 정세관

의 정자형성세포들에서 Ku80발현을 조사한 결과, 대조군으로 사용된 거짓수술

군(sham operation)에서 나타난 Ku80발현은 정세관의 가장자리에 적는 수로 
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관찰되었으며, 수술적으로 정류고환을 유도한 실험군의 정세관 바깥쪽 대부분 

세포에서 발현이 증가 되었다(Fig. 2A). 새로 발현된 세포들은 형태 및 위치로 

보아 정모세포(spermatocyte)와 정자세포(spermatid)들로 여겨진다. 면역형광

염색소견에서 나타난 Ku80 발현의 차이는 western blot 방법에서도 비슷한 발

현양상을 나타내었다(Fig. 2B). 그러나 Ku80의 발현변화에 비해 Ku70은 변화가 

없었다.

2. 2. 2. 2. 배양세포 배양세포 배양세포 배양세포 및 및 및 및 조직에서 조직에서 조직에서 조직에서 γγγγ-H2AX-H2AX-H2AX-H2AX발현의 발현의 발현의 발현의 변화변화변화변화

A. A. A. A. 배양세포 배양세포 배양세포 배양세포 

사람 교아세포종(glioblastoma)에서 뽑아낸 DNA-dependent protein kinase 

(DNA-PK) 활성 결함을 보이는 Mo59J세포와 정상적인 DNA-PK활성Mo59K세

포에 각각 bleomycin과 H2O2을 처리하고  면역형광염색 및 단백질 정량을 실

시하였다. γ-H2AX 발현을 보면 3-12시간 사이 γ-H2AX 발현 과립들이 시간에 

따라 증가하였고, 24시간 에서는 감소하는 양상이었다(Fig. 3A,C).  산화성 손상

을 통해 DNA 파괴를 유발하는 H2O2 를 Mo59K세포처리하면 γ-H2AX발현이 

3-12시간에서 γ-H2AX 발현 과립들이 증가하였고, 24시간 이후에는 감소하기 

시작하여 24시간에는 정상 수준으로 복귀하는 것으로 관찰되었다(Fig. 3B,C). 

Mo59J세포에 처리한 결과와 비교하여 볼 때 Mo59K세포에서 매우 낮은 발현율

을 보였다. 또 섬유아세포의 일종인 IMR90세포에 Bleomycin을 처리하여 γ

-H2AX 발현을 면역조직화학 방법과 단백질 정량방법으로 조사한 결과 12시간

-24시간 사이에서 γ-H2AX 발현 과립들이 증가하였고, 48시간에는 정상 수준

으로 복귀하는 것으로 관찰되었다(Fig. 4A,B). 이러한 형광염색 결과들을 좀 더 

정확히 산출하기위해 공초점주사현미경 응용프로그램을 이용하여 재구성하면 

과립의 크기 및 염색정도 등을 비교 할 수 있다(Fig. 4C).  
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B.B.B.B.조직조직조직조직

노화에 따라 점차 당뇨를 유발하는 흰쥐(Olett rat)의 큰창자에서 γ-H2AX발현은 

114주 쥐에서 54주 보다 증가하였다(Fig. 5A). 또 노화 흰쥐(Sprague-Dawley)

에서도 정자형성세포들의 γ-H2AX 발현이 젊은 쥐에 비해 증가하였다(Fig. 

5B,C). 노화 쥐에서 γ-H2AX 발현이 증가하는 것을 통해 노화세포의 돌연변이 

증가 및 발암여부를 추정할 수 있다. 이는 노화에 따라 유전자 불안정성이 증가

함에 따라 특정 암의 발병이 증가한다는 주장들과 관련된 결과로 여겨진다. 수술

적으로 유발시킨 정류고환에서 정자형성세포들의 γ-H2AX 발현이 증가하였다

(Fig. 5D). 아직 잘 밝혀지지 않은  정류고환의 병인에 DNA 이중나선구조의 손

상이 관련된 것으로 사료된다. 따라서 배양세포 뿐 만 아니라 동물실험조직에서

도 γ-H2AX 발현은 세포손상의 표지자로 이용될 수 있음을 알 수 있었다.  

3. 3. 3. 3. Ras Ras Ras Ras 형질변환 형질변환 형질변환 형질변환 배양세포에서의 배양세포에서의 배양세포에서의 배양세포에서의 γγγγ-H2AX-H2AX-H2AX-H2AX과 과 과 과 Ku80Ku80Ku80Ku80발현 발현 발현 발현 변화변화변화변화

 발암성 신호전달인자인 Ras에 의한 Ku80의 활성화 및 γ-H2AX 발현을  알아보

기 위하여 Ras를 형질변환 시켜 주입시킨 NIH3T3-clone 7세포를 만들었다. 

Ras를 발현하는 유전자운반체(vector)에 있는 프로모터(promotor)를 활성물질

인 Ponasterone A로 활성화시킨 후 Ras 및 Ku80의 발현을 실험하였다. 

Ponasterone A의 작용으로 프로모터 가 활성화되고, Ras 형질전환이 된 

NIH3T3 clone-7세포의 활성화에 대한 검증으로 Northern  Blots 방법을 통하여 

Ku80 RNA 발현을 검증하였다(data not shown). 또 western blots방법으로 

Ponasterone A 투여량에 따라 정량적으로 NIH3T3 clone-7세포의 Ku80단백질

과  Ras발현이 증가됨을 확인 하였다(Fig.6A). 

이러한 생화학적 결과를 면역형광염색으로 재차 검증한 결과, Ras를 형질변환
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시켜 주입시킨 NIH3T3-clone 7세포에서 유전자 손상복구, 특히 이중나선구조

의 손상을 복구하는 Ku80 발현이 증가되었다(Fig.6B). 

 여러 자극에 의한 γ-H2AX의 발현 양상을 알아보기 위하여 웨스턴 블롯을 실시

한 결과 H2O2, UV 등을 가하면 γ-H2AX의 발현이 증가하는 것을 알 수 있었다  

또 발암성 신호전달인자 Ras를 주입시킨 세포에 UV를 조사하였더니, 

NIH3T3-clone 7 세포에서 γ-H2AX 발현이 억제 됨을 알 수 있었다. 이런 결과

는 Ras 에 의해 Ku80가 활성화 된다는 본 실험 결과와 조합하여 고려할 때 다음

과 같은 추정이 가능하다  Ras를 형질변환시킨 세포들은 Ku80 단백질의 활성화

를 유도하고, 이러한 Ku80의 상승은 DNA damage의 손상을 억제 하는 것으로 

사료된다. 
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      IV  IV  IV  IV  고          고          고          고          안안안안

1. 1. 1. 1. γγγγ-H2AX-H2AX-H2AX-H2AX의 의 의 의 DNA DNA DNA DNA 이중가닥절단이중가닥절단이중가닥절단이중가닥절단(double (double (double (double strand strand strand strand breaks)breaks)breaks)breaks)에 에 에 에 대한 대한 대한 대한 반응반응반응반응

 DNA 이중가닥절단(double strand breaks DSBs)에 대한 복구 과정은 보통 

두 가지 경로를 통하는데 하나는 비상동말단결합(non-homologous end 

joining : NHEJ)과 다른 하나는 상동재결합(homologous recombination : 

HR)이다 (Khanna와 Jackson, 2001). 

DNA손상 반응에 대한 H2AX의 역할은 two-dimentional gel analysis 방법

을 이용한 실험을 통해  방사선에 노출된 세포에서 급속히 H2AX의 인산화

가 발생함을 발견함으로써 알려지기 시작하였는데, DSBs 주위에 γ-인산화

된 H2AX가 나타남을 보고하였다(Rogakou 등, 1998). 또 γ-H2AX에 대한 

항체를 이용한 면역조직화학염색을 실시한 결과, DSBs를 둘러싼 

chromatin에서 H2AX가 대량으로 인산화 됨을 밝혀내었는데(Rogakou 등, 

1999), 이를 핵초점들(nuclear foci)이라고 불려지게 되었다. H2AX 인산화

의 급격한 생성과 증폭으로 인해 γ-H2AX 초점들과 DSBs는 거의 1:1로 

상응하게 되어(Sedelnikova 등, 2002), γ-H2AX를 염색하는 것은 DSBs를 

검출하는 가장 유용한 방법으로 사료되고 있다. 본 실험에서도 여러 유해

자극들에 의한 DNA 손상을 유도하여 DSBs 발생 유무를 검증해 본 결과, 

시간경과에 따른 변화, 자극 종류에 따른 변화, 특정 유전자 복구단백질에 

대한 siRNA 처리에 따른 변화 등을 관찰할 수 있었다. 통상 γ-H2AX 초점

들은 자극을 준 후 3-12시간 전후에 가장 강한 반응 및 양성 숫자를 보였

다. 이후에 γ-H2AX 초점들이 감소되는데 이 현상은 유전자 복구 단백질들

에 의해 복구됨에 따른 감소로 사료된다. 특정 유전자 복구단백질에 대한 
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siRNA를 처리한 세포들에서는 24-48시간 까지 γ-H2AX 초점들이 지속되

고, 반응양상도 강하게 나타나는 것을 관찰할 수 있었다. 이러한 γ-H2AX 

발현의 특성을 고려하여 볼 때, 유전자 손상 및 복구 반응에서 γ-H2AX의 

세포내 변화를 관찰하는 것은 매우 중요한 유전자 반응의 표지자라고 사료

된다.    

2.2.2.2.γγγγ-H2AX -H2AX -H2AX -H2AX 초점과 초점과 초점과 초점과 손상복구단백질손상복구단백질손상복구단백질손상복구단백질////신호전달단백질의 신호전달단백질의 신호전달단백질의 신호전달단백질의 보충보충보충보충

DSBs에 반응하여 나타나는 H2AX의 인산화는 외부자극에 의한 

DSBs(Rogakou 등, 1998; 1999; Paull 등, 2000), DNA 복제(Ward와 Chen 

; 2001; Furuta 등, 2003), 세포사멸의 초기단계(Rogakou 등, 2000), 비정상

적으로 기능을 수행하는 염색체말단(telomere: Fagagna 등, 2003; Takai 

등, 2003) 에서 관찰할 수 있다.  형광면역염색을 바탕으로 한 연구들이 γ

-H2AX 초점(foci)의 반응정도를 이용하여 DSBs의 역할, 시간, 분포 등에 대

한 의문점들을 해결하고자 하였다. 예를 들면, γ-H2AX 초점의 정량화를 통

해 NHEJ가 모든 세포주기 단계마다 매우 중요한 요소라는 것을 증명하였고, 

HR은 S/G2M의 세포주기에서 집중적으로 발생함을 알 수 있었다

(Rothkamm 등, 2003). 생쥐 생식세포들에서 나타나는 γ-H2AX 염색(DSBs 

형성)은 감수분열재결합(meiotic recombination)과정에서 DSBs가 발생한다

는 것을 의미한다(Mahadevaiah 등, 2001 ; Forand 등, 2004). 또 임파구에

서 면역글로빈의 재결합의 일종인 V(D)J 재결합과 class-switch 재결합도 

DSBs에 따른 NHEJ로 재결합된다고 알려지고 있으며, 그 외 DSBs에 따른 γ

-H2AX가 형성되는 과정은 노화, 면역결핍증 등의 병소에서 활발하게 발생

한다고 알려지고 있다( Chen 등, 2000; Petersen 등, 2001; Fagagna 등, 

2003).
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3.3.3.3.γγγγ-H2AX-H2AX-H2AX-H2AX과 과 과 과 손상복구단백질손상복구단백질손상복구단백질손상복구단백질////신호전달단백질의 신호전달단백질의 신호전달단백질의 신호전달단백질의 보충보충보충보충

 DNA 손상은  DNA 손상신호 전달단백질과 DNA 복구단백질들을  유전자 

손상장소에 보충되는 것을 촉진시킨다. DNA손상반응에 관여하는 요소들인 

ATM, BRCA1, 53BP1, MDC1, RAD51, MRE11/RAD50/NBS1(MRN)복합체 

등은 방사선에 의해 유발된 손상초점(ionizing radiation induced foci ; IRIF)

를 형성하여 γ-H2AX초점과 공존(co-localize)하게 된다(Paull 등, 2000; 

Schultz 등, 2000; Goldberg 등, 2003; Lou 등, 2003; Stewart 등, 2003). 

이 핵내영역(IRIF)들은 DSB 주변에 수백 내지 수천 개의 물질들이 모여 있는 

것으로 추측되고 있다. 이러한  γ-H2AX가 DNA 손상에 대한 손상복구단백

질/신호전달단백질의 보충에 필수적이라는 추측의 근거는 다음과 같다 : 첫

째, γ-H2AX IRIF 형성은 DNA 복구단백질이 IRIF에 결합하는 것보다 먼저 

역동적으로 나타난다(Rogakou 등, 1998; Paull 등, 2000) ; 둘째, γ-H2AX

는 53BP1, NBS1, BRCA1, MDC1 등 많은 인자들이 초점을 형성하는데 필

요하다(Paull 등, 2000; Bassing 등, 2002; Celeste 등, 2002; Stewart 등, 

2003). 셋째, γ-H2AX는 NBS1, 53BP1, MDC1등과 상호작용을 일으킨다( 

Kobayachi 등, 2002; Stewart 등, 2003; Ward 등, 2003  ; Xu 와 Stern, 

2003). 그러나 H2AX 결핍세포(H2AX
-/-

)에서 여러 인자들이 초점을 만들지 

못하지만, IR에 노출되면 H2AX없이도 광범위하게 인산화가 발생하고, 방사

선과 레이저 조사에 의해 유도된 DSBs 실험에서 H2AX와 무관하게 복구/신

호전달 요소들이 보충된다는 사실(Celeste 등, 2003)들로 미루어 γ-H2AX 

매개에 의한 초점형성이 세포전달요소나 DNA 복구단백들의 보충과 완전히 

일치하지 않는다는 추측도 대두되고 있다. 본 실험 결과 노화에 따라 흰쥐의 

큰창자 및 고환의 γ-H2AX발현이 늙은 쥐에서 젊은 쥐에 비해 상대적으로 증가
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하였는데, 이는 노화에 따라 여러 유전자손상 복구시스템의 작동이 원활하게 

수행되지 못하면, 유전자 불안정성이 증가하여 큰 창자, 고환  등의 암 발병이 

증가할 수 있다고 추측된다. 따라서 연령과 암발병 사이에 형성되는 관련성에 

유전자 손상과 복구 능력이 관여하는 것으로 추측된다.

 초점을 형성하는 DNA복구/신호전달 인자들의 초기 보충과 그 후 계속되는 

인자들의 축적 사이에는 어떤 영향이 있는지? 이러한 흥미로운 현상을 

Fernandez-Capetillo 등(2004)은 모델을 통해서 γ-H2AX가 복구/신호전달 

단백질을 DSB발생 Chromatin 부위에 모이도록 조절하는 역할을 하는지를 

알아보았다. 복구/신호전달 인자들이 국소적으로 저류되고, 이에 따라 농도

가 증가되는 이유는 H2AX 꼬리에 있는 SQ motif(인산화에 의해 변형되는 

수 천개 정도)와 복구/신호전달 단백질 특정영역 사이의 약한 상호작용 때문

으로 추측하였다. 이 모델에 대한 정확성에 대한 검증은 DNA손상이 발생된 

살아있는 세포에서 GFP-표지 단백질(GFP-tagged protein)의 분석을 통하

여 확실한 결론을 내릴 수 있으리라 사료된다(Fernandez-Capetillo 등, 

2003a; 2004; Reina-San-Martin 등, 2003). 따라서 IRIF형성은 손상부위에

서 단백질-단백질 사이의 직접적인 상호작용보다는 H2AX의존성 chromatin 

농축에 의해 발생될 가능성이 높다(Fernandez-Capetillo 등, 2003b). 본 실

험 면역형광염색 소견에서 세포내 γ-H2AX발현 양상이 유해자극 처리 후  

3-12시간 단계에서 대체로 많은 수의 작은 과립 형태로 나타나고, 시간 경

과에 따라 과립이 크지만 숫자적으로 감소되는 양상을 보이는 것은 

chromatin 농축에 따른  γ-H2AX의 변화일 가능성이 높다. 또한 세포에 따

라서는 γ-H2AX의 반응이 균일하게 핵에서 증가하는 경우도 관찰할 수 있었

다.                 
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Ku80Ku80Ku80Ku80의 의 의 의 DNADNADNADNA손상반응에 손상반응에 손상반응에 손상반응에 대한 대한 대한 대한 작용작용작용작용

비상동성 말단결합(NHEJ)에 있어서의 Ku의 중요한 역할들이 밝혀져 왔다. 

생화학적 및 구조적 연구들을 통하여 DNA DSBs수복의 인지, 안정화, 촉진 

등에 관여하는 Ku의 DNA수복에 대한 기능이 증명되었다. 유전체 안정화 유

지를 위한 기능적&필수적 역할 이외에 Ku는 염색체 말단 유지, 항원-수용체

-유전자 배열(NHEJ,V(D)J재조합), 특정 유전자 전사 및 세포자멸사의 조절, 

열자극에 의해 유발되는 반응의 조절, 세포주기 G2와 M 에서의 기능 들을 수

행하는 것으로 밝혀졌다(Tuteja와  Tuteja, 2000). 이런 다양한 Ku의 기능들

을 고려할 때, DNA DSBs수복에 대한 역할과는 완전히 다른, 아직 밝혀지지 

않은 생물학적 기능이 존재할 가능성이 있는 것으로 추측된다.

1. 1. 1. 1. DNA DNA DNA DNA 수복과정에서의 수복과정에서의 수복과정에서의 수복과정에서의 KuKuKuKu역할역할역할역할

  DNA 수복과정에 관여하는 Ku단백질과 DNA-PKcs 둘다 DNA말단들과 독립

적으로 결합하지만, 대부분의 경우 DNA-PKcs 자체보다는 Ku70/Ku86 이량

체(heterodimer)에 의존해서 이루어진다(Wu와 Lieber, 1996; Cary 등, 1997). 

사실 Ku 단백질은 DNA-PKcs의 DNA말단에 대한 친화도를 100배정도 증가

시켜 DNA-PKcs가 DNA에 효과적으로 결합할 수 있도록 하여 결과적으로

DNA 복구(subsequent repair of DNA)가 잘 이루어지게 한다(Hammarsten 

과 Chu, 1998) .따라서 본 실험결과에 나타난 정류고환조직에서 γ-H2AX 및 

Ku80발현이 증가되는 변화로 알 수 있는 것은, 첫째, 정류고환에 의해 DSB손

상이 초래된다는 사실, 둘째, 이렇게 발생된 DSB손상의 복구에 Ku80이 관여

한다는 사실이다. 또 노화세포 및 조직에서 γ-H2AX 및 Ku80발현이 변화하

는  것은 노화에 따라 Ku80발현이 감소하여 젊은 세포에 비해 DSB가 제대로 
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수복되지 못하여  γ-H2AX발현이 증가되는 것으로 여겨진다. 또 본 실험에서 

정류고환을 유도한 실험군의 정세관 바깥쪽에 증가된 Ku양성세포들은 형태 

및 위치로 보아 분열 및 분화이 왕성한 정모세포와 정자세포들이 대부분이므

로, DNA손상은 분열 및 분화능력이 높은 상황이 상대적으로 심한 유전자불안

정성을 보이는 것으로 여겨진다.

Ku단백질은 DNA복구 중에 파괴된 DNA 말단들을 끌어당겨 근접시켜주는 조

임쇠(vice)와 같은 역할을 수행한다. 이런 방식으로 DNA Ligase와 XRCC4를 

구성하는 단백질 복합체를 통해서 DNA 복구를 촉진시킨다. 성공적인 DNA복

구 후에 DNA-PK에 의해 복구된 DNA가 유리되려면 완전효소군(holoenzyme 

complex)의 단백용해가 필요한데(Cary 등, 1997; Walker 등, 2001), 그 이유

는 Ku70/Ku86이량체에 의해 DNA strand가 둘러싸이기 때문이다. 

 

2.2.2.2.정상세포에서 정상세포에서 정상세포에서 정상세포에서 KuKuKuKu단백질의 단백질의 단백질의 단백질의 역할 역할 역할 역할 

  정상세포에서의 Ku단백질의 주된 역할은 DNA 복구를 중재하는 것이지만. 

그 외에도 Ku단백질은 telomere 유지, 세포자멸사의 억제, 종양억제, 그리고 

특이 유전자들의 복제를 포함한 다른 세포 과정에도 연관되어있다(Giftin 등, 

1996; Li 등, 1998; Lim 등, 2001;2002; Sawada 등, 2003). 

 유핵세포에서 일어나는 DSB복구과정은 HR 과 NHEJ라는 두 가지 주 경로에 

의존하고 있다. 세포내 Ku 단백질의 존재가 유전자 안정성 유지에 절대적으

로 필요하고, 또 세포 생체활성에 중요하다. Ku80이 HR에 절대적으로 중요

하지는 않다고 생각되지만, 최근 연구들에 따르면 돌연변이 Ku80을 보이는 

쥐에서는 HR 빈도수가 감소했으며 또한 발달지연을 나타내고 있음이 밝혀지

고 있다(Reliene 등, 2004). 중증 중복 면역결핍쥐에서 발견되는 유전적 결함

의 원인이 DNA-PKcs의 c-말단 변이 때문에 나타나고(Blunt 등, 1995), xrs6 
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햄스터 세포주에서 얻은 Ku80 결핍 세포의 NHEJ 활성도가 크게 감소하고, 

염기쌍들 사이의 상호작용 정확도가 감소하는 것으로 나타났다(Feldmann 

등, 2000). 체세포에서 NHEJ 이 DSB복구과정의 주요한 기전이므로, 이들 세

포에서 Ku의 작용은 유전자 안정성 유지와 암세포의 증식과 생존에 있어서도 

절대적으로 필수적인 것으로 사료된다. 본 연구에서 Ku80에 대한 항체를 이

용하여 웨스턴 블롯을 실시하여 NIH3T3 clone-7 세포주에서 Ku80 단백질의 

수준이 더 높게 나타나고, 방사선 조사에 대한 세포 DNA손상이 감소된 결과

는 상기 기술된 Ku 단백질의 기능과 연관성이 있다고 사료된다.

    3.3.3.3.생쥐 생쥐 생쥐 생쥐 녹아웃 녹아웃 녹아웃 녹아웃 모델에 모델에 모델에 모델에 의한 의한 의한 의한 KuKuKuKu단백질의 단백질의 단백질의 단백질의 생물학적 생물학적 생물학적 생물학적 기능기능기능기능

  Ku80
-/-

, Ku70
-/-

, DNA-PKcs
-/-

들을 나타내는 생쥐 녹아웃 모델과 상동성 

돌연변이 생쥐모델에서 방사선조사에 대한 Ku와DNA-PKcs의 조절기능을 알

아냄으로써 DSB복구에서의 Ku의 중요성을 밝혀내었다(Nussenzweig 등, 

1996; Gu 등, 1997; Kurimasa 등, 1999). Ku86, Ku70, 또는 DNA-PKcs 결

핍 생쥐에서는 방사선 민감성과 면역결핍증상 등의 거의 공통적인 특징을 보

이게 된다. Ku86
-/-

, Ku70
-/-

생쥐는 성장장애와 염색체 이상을 보이는데, 이

러한 현상은 Ku86결핍 사람체세포에 방사선을 조사했을 때도 유사한 증상을 

보인다(Li 등, 2002).정상 DNA-PKcs를 갖는 세포대사에서는 방사선에 의해 

유발된 DNA DSB와 DNA수복인자 사이에 일어나는 재결합에 문제가 많이 발

생하지 않지만, Ku결핍세포에서 나타나는 성장장애는 이러한DNA DSB와 재

결합하지 못하기 때문에 발생한다(Nussenzweig 등, 1997). 본 연구진들이 

Ku에 대한 siRNA를 이용하여 실험한 결과, DSB의 수복기능이 감소되었는데, 

이러한 결과는 상기 기술한 주장들과 일치하였다
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4. 4. 4. 4. 종양생성에 종양생성에 종양생성에 종양생성에 관계하는 관계하는 관계하는 관계하는 KuKuKuKu단백질의 단백질의 단백질의 단백질의 생물학적 생물학적 생물학적 생물학적 기능기능기능기능

  포유동물 유전체는 염색체 DNA 손상에 의한 돌연변이 위험을 항상 가지고 

있다. DNA DSBs는 수복되지 않으면 세포사멸이나 염색체이상을 초래하는 유

해한 DNA손상 중 하나이다. DSB 수복결핍은 염색체 전좌(translocation)를 초

래하기 쉽고, 세포항상성을 유지하는데 필수적인 요소들의 균형이 깨져 유전

자 증폭의 시작과 관련이 깊다. 또 전좌와 유전자 증폭은 종양유전자의 활성화

를유 도하여 세포형질전환 및 종양형성에 관여한다(Kinzler와 Vogelstein, 

1997; Difilippantonio, 2000; Khanna와 Jackson, 2001). 포유동물세포는 HR 

또는 NHEJ을 통하여 DSB를 수복하는데, 둘 중 하나라도 잘못되면 중대한 유

전자 불완전성, 면역결핍, 종양민감성(tumor susceptibility) 등이 나타난다. 

CD40L을 포함한 특정 신호가 MM 의 유전자불안정성을 증가시키는데 이는 Ku

발현의 변화와 관련이 있는 것으로 추정되고 있다(Hwang 등, 2006). 최근 이 

두 가지 DSB 수복과정의 결함이 암의 발생과 연관이 있다는 증거가 제시되었

다(Khanna 와 Jackson, 2001).

종양민감성 유전자는 DNA수복에 관련된 문지기(caretakers)와 세포사멸과 세

포증식에 관련된 감시자(gatekeepers)로 나눌 수 있는데, 이런 두 가지 유전자

기능이 소실되면 종양발생 가능성이 증가된다(Kinzler와 Vogelstein, 1997). 

Ku86와 p53은 기능적으로 밀접하게 연관되어 있는 대표적인 문지기-감시자 

쌍에 해당된다. Ku86은 염색체재배열(chromosomal rearrangements) 억제를 

통해 게놈의 완전성을 유지하는 문지기유전자로 알려져 있다(Difilippantonio 

등. 2000). Ku86결핍생쥐는 염색체손상, 전좌, 이수성(aneuploidy) 등을 포함

한 심각한 염색체이상을 초래하지만 암에 대한 반응은 비록 저하될지라도 여전

히 수행하게 된다. 그러나 p53의 소실과 Ku86의 소실이 동시에 발생하면 종양

발생, 특히 전B-세포림프종(pro-B-cell lymphomas)을 촉진하게 된다
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Ku86의 소실은 암의 발생뿐만 아니라, 특정 암의 진행과도 연관이 있다. 위암

세포의 과다증식은 COX-2의존적으로 Ku70과 Ku86의 과발현 또는 핵속 농도

의 증가와 관련이 있는데, 이는 위암세포의 NF-κB 활성화에 의해 매개되는 것

으로 알려지고 있다(Lim 등, 2002). COX-2 와 그 생산물인 prostaglandin E2 

(PGE2)는 세포사멸을 억제하고 종양세포의 분열을 조장하는 것으로 알려지고 

있다(Lim 등, 2001; Raz, 2002). 사람 큰창자세포의 경우 PGE2가  Bcl-2 발현

을 유도하고(Sheng 등, 1998), 만성 B-세포 백혈병에서 세포자멸사를 억제하

는 Bcl-2와 Ku86 발현수준은 서로 긍정적인 상관관계가 있고(Klein 등, 2000), 

악성 유방암에서 Ku70과 Ku86이 정상조직에 비해 훨씬 높게 발현된다는 것이 

밝혀졌다(Pucci 등, 2001). 이런 결과들을 바탕으로 COX-2에 의해 생성되는

PGE2는, 높은 수준의 Bcl-2, Ku 및 암세포 증식과 밀접한 관련이 있는 것으로 

사료된다. 

5. 5. 5. 5. 종양치료와 종양치료와 종양치료와 종양치료와 KuKuKuKu단백질의 단백질의 단백질의 단백질의 기능기능기능기능

  많은 항암치료요법은 부산물형성 또는 DNA가닥손상을 유도하여 DNA를 표

적으로 손상시키는 작용을 하게 된다. 그러나 mitomycin C, bleomycin, γ-

방사선조사 등을 포함한 항암치료의 효율은 세포독성에 대한 세포들의 감수

성에 따라 제약을 받게 된다. 종양세포들이 정상세포에 비해 훨씬 유전자손상 

복구기작에 의존적이기 때문에, 종양세포들의 유전자복구경로를 차단하였을 

때, 더욱 민감하게 특정 DNA손상을 가할 수 있다(Kashishian 등, 2003). 

DNA-PK가 DSB복구에 중요한 역할을 수행하기 때문에 종양세포에 DNA-PK

활성도가 증가되어 있으면, 항암제에 내성이 있다는 지표로 이용될 수 있다. 

또 DNA-PK복합체의 kinase 활성도가 Ku의 DNA말단결합(DNA 

end-binding; DEB) 활성도에 의해 조절되므로(Hammarsten과 Chu, 1998), 
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Ku발현과 기능의 조절은 항암요법에 대한 암세포내성에 핵심적인 역할을 할 

것으로 사료된다. 사람 만성림프세포백혈병(CLL), MM, 생쥐 백혈병모델에서 

Ku86발현, Ku-DEB 활성도, DNA-PK 활성도의 증가는 방사선치료 및 항암

치료에 대한 암세포의 내성과 관련된다(Muller 등, 1998; Frit 등, 1999; Tai 

등, 2000).  본 연구에서 H-Ras를 발현하는 NIH3T3-clone 7세포주 조절인

자인 ponasterone A를 이용하여 H-Ras의 활성에 따른 Ku80 및 γ-H2AX

발현을 알아본 결과 Ku80 단백질의 발현이 ponasterone A를 처치한 

NIH3T3 clone-7세포주에서 Ras가 발현되지 않는 세포에 비해 유의하게 

증가하였다. 또 UV 조사에 따른 γ-H2AX발현 정도가 NIH3T3 clone-7세포

주에서 Ras가 발현되지 않는 세포에 비해 유의하게 감소하였다. 이러한 

결과로 미루어 종양유전자 H-Ras에 의하여 Ku80이 상승조절되어 DNA 

이중가닥손상의 복구를 촉진함을 알 수 있었다. 또 종양유전자 H-Ras발

현세포들이 Ku80 단백질의 상승조절을 이용하여 치료목적 γ-방사선조사

에도 불구하고 저항성을 키워 생존하는데 중요한 역할을 하는 것으로 사

료된다. 

  결론적으로 유해 물질을 비롯한 여러 자극에 의해 유발되는 DNA 손상

에 대한 여러 감지자 중 γ-H2AX와 Ku80이 유전자 손상에 대한 직접적 

또는 간접적 표지자로 작용함을 알 수 있었고, 이러한 작용은 유해자극의 

종류, 세포주, 반응시간, 조직 장기에 따라 다양한 반응성을 보였다. 또한 

γ-H2AX와 Ku80은 DNA 이중나선구조의 손상을 수복하는 역할을 수행함

에 있어서 Ras 신호전달에 의해 조절된다고 생각된다.



- 26 -

결                    결                    결                    결                    론 론 론 론 

 DNA 손상반응 및 수복에 관여하는 물질들 중 인산화된 H2AX(γ-H2AX)

와 Ku80을 대상으로 노화 및 여러 유해물질의 투여에 따른 변화를 알아

보고, H-Ras의 활성화에 따른 표적유전자들 중 Ku80의 발현과 γ-H2AX

의 변화를 조사한 결과 다음과 같은 결과를 얻었다.. 

유해 물질을 비롯한 여러 자극에 의해 유발되는 DNA 손상에 대한 여러 감지

자 중 γ-H2AX와 Ku80이 유전자 손상에 대한 직접적 또는 간접적 표지자로 

작용하였고, 이러한 γ-H2AX와 Ku80작용은 유해자극의 종류, 세포주, 반응

시간, 조직 장기의 종류에 따라 다양한 반응성을 보였다. Ras로 형질전환시

킨 세포에서 나타나는 γ-H2AX와 Ku80의 DNA 손상에 대한 반응을 통하여,  

Ku 단백질은 종양유전자 Ras 신호전달에 의해 DNA 이중나선구조의 손상을 

수복하는 역할을 수행한다는 것을 알 수 있었다. DNA손상에 대한 감지체계

와 수복체계의 활성화 정도와 세포의 정상적인 기능 수행 사이의 관계에 대한 

더 많은  연구가 필요하다.
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그 그 그 그 림 림 림 림 설 설 설 설 명명명명

Fig. Fig. Fig. Fig. 1.1.1.1.  Expression of Ku80. A. A. A. A. Expression of Ku80  in NIH3T3 cells after γ

-irradiation. Expression of Ku80 is increased after γ-irradiation in NIH3T3 

cells and numerous Ku80-immunopositive granules in the damaged cellular 

nucleus revealed 30min and 3h(arrows). According to this data, Ku80 

analysis may be used for DSB sensor or DSB repair marker. Upper panel: 

Immunofluorescence, lower panel: Western blot assay. B.B.B.B. Expressional 

changes of Ku80 according to passage(aging) in WI-38 cells. The Ku80 

expression of 24p was lower than the young(6p) passage. Immunoreactivity 

of Ku80-positive cells in the 24p was markedly diminished bothe nucleus 

and cytoplasm, compared to 6p in upper panel(Immunofluorescence). 

Lower panel: Western blot assay.  Scale bar=50㎛

Fig. Fig. Fig. Fig. 2.2.2.2.Increased expression Ku proteinins in the rat testicular varicocele, 

which obtained from Dr. HY Moon(Chosun university, Medical School). At 

the postoperative 4 weeks, the spermatogenic cells of the varicocele group 

are showed increased immunolabeling with Ku80 antibody, not Ku70. A. 

Immunofluorescence,  B.Western blot assay

Fig. Fig. Fig. Fig. 3.3.3.3. Expression of γ-H2AX in the Mo59J and Mo59K cells : Response to 

Bleomycin treatment. A.A.A.A. Mo59J cells were isolated from human 

glioblastoma, and lack DNA-dependent protein kinase activity . Expression 

of γ-H2AX was markedly increased during 3-24h after bleomycin 

treatment, and then slowly decreased. B. B. B. B. Mo59K cells were isolated from 

human glioblastoma, and express normal level of DNA-dependent protein 



- 37 -

kinase activity. Expression of γ-H2AX was slightly increased during 3-12h 

after bleomycin treatment, and at the time of 24h, decreased to nearly  

normal level. Comparing with the expression of γ-H2AX, Mo59J has a little 

DNA doble strands break(DSB) repair activity. C. C. C. C. Protein expression of γ

-H2AX. Western blot assay revealed the same results of   

immunofluorescence(A,B)

Fig. Fig. Fig. Fig. 4444. Expression of γ-H2AX in the IMR90 cells : Response to bleomycin 

treatment. A-B.A-B.A-B.A-B. Expression of γγγγ-H2AX was highest at the time of 12h and 

24h, after that the expression started to slightly diminish in both 

immunohistochemistry and protein assay. C.C.C.C. Confocal images of γ-H2AX  

expression were 3-dimentionally reconstructed with software program(FV 

1000, Olympus, Japan), so the density and numbers of reactive cells are 

clearly defined. So γ-H2AX staining(A,C) and γ-H2AX protein analysis(B) 

may be useful method to detect double strand breaks. 

Fig. Fig. Fig. Fig. 5.5.5.5. γ-H2AX expression in the colon of old rat and varicocele model. A.A.A.A.γ

-H2AX expression of old rat(114wks) was increased in the Olett 

rat(arrows).    B.B.B.B.γ-H2AX expression in the testis of old rat. γ-H2AX 

expression of old rat(54wks) was higher than young(8wks) in seminiferous 

tubular cells. C.C.C.C. Also increased γ-H2AX protein level was detected in 

western blot assay. D.D.D.D. Increased γ-H2AX expression in the rat testicular 

varicocele. γ-H2AX expression of seminiferous tubule was  increased in 

the testicular varicocele model  which obtained from Dr. HY Moon(Chosun 

university, Medical School).  At the postoperative 3 weeks, the positive cells 

shown are sprmatids and spermatocytes(arrows). 



- 38 -

Fig. Fig. Fig. Fig. 6.6.6.6. Ku80 activation by oncogenic ras. A.A.A.A. Ras conveying oncogenic 

signal was transfected into NIH3T3 (NIH3T3-clone 7-Ras). Western blot 

analysis revealed that the treatment of NIH3T3-clone 7-Ras with 1μM and 5

μM ponasterone A resulted in an increase in the expressions of Ku80 and 

Ras in a dose-dependent manner. B.B.B.B. Expression of Ku80 is increased  in 

NIH3T3 cells transfected with oncogenic Ras (NIH3T3 clone 7) compared 

to NIH3T3. This data shows the oncogenic Ras-dependent increase in the 

DNA repair activity of Ku80. C.C.C.C. γ-H2AX protein expression increase in the  

H2O2 and Ultraviolet(UV) treated NIH3T3 cell line. Dose-dependant 

increase of γ-H2AX protein expression was observed in H2O2 treated 

NIH3T3 cell line(upper panel). γ-H2AX protein expression was increased in 

the  NIH3T3 cell line after UV-irradiation(middle panel). C, γ-H2AX protein 

expression was also compared the effect of  UV-irradiation in the NIH3T3 

cell and Ras-transfected NIH3T3-clone7 cell. This western blot data shows 

the oncogenic Ras-dependent increase in the DNA repair activity(Ku) and 

decrease in the double strand breaks in the NIH3T3-clone7 cell line .
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