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-Abstract-                        

Changes of Changes of Changes of Changes of DNA repair factors DNA repair factors DNA repair factors DNA repair factors with age with age with age with age in nervous system in nervous system in nervous system in nervous system     

                                                                                                                                                                            JooJooJooJoo----Young Kim Young Kim Young Kim Young Kim     

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

                                                                Department of Medicine, Department of Medicine, Department of Medicine, Department of Medicine,     

                                                                Graduate School of Chosun University Graduate School of Chosun University Graduate School of Chosun University Graduate School of Chosun University     

 There is a rapid loss of weight with age in human brain. That is 

related to the reduction of neuronal bodies, the loss of dendritie, the 

accumulation of mitochondrial damage, and the reduction in DNA repair 

activity. Once DNA sequence is lost, perfect recovery is impossible. 

This character of the DNA makes genetic fragments a major target for 

age-related decline. Cells comprise intricate DNA repair system to avert 

DNA damage. DNA repair system may itself be injured by age-related 

celluar process including reactive oxygen species. In this study we will 

survey the changes in DNA repair factors during aging in rat, including 

mismatch repair (MMR), base excision repair (BER), and double-strand 

break (DSB) repair. This paper shows that the level of Msh2 protein 

declines after 1 year of age significantly, which is one of the key 

enzyme involved in MMR. BER factor, MTH1 and OGG1 also are slightly 

reduced with age. In contrast to increased DSB damage(γ-H2AX), the 
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repair factors for DSB, Ku80 and DNA-PKCs, are reduced in aging rat 

brain. These results suggest that the increased DNA damage and the 

reduction of several DNA repair factors with age may play significant 

role in deterioration of neural system.  

    

Key-wards : DNA repair facors, DNA damage, Brain, aging, 
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IIII....        서서서서                                론론론론    

사람 뇌는 60 세 이전에는 매년 0.1% 정도 중량이 줄어들다가, 그 

이후에는 급격한 감소를 초래한다(Esiri, 2007). 노화에 따라 뇌에 

나타나는 육안적 차이점은 뇌의 중량과 용적의 감소, 뇌실 크기의 증가, 

뇌 고랑(sulcus)의 확대 등이다. 현미경적으로는 대뇌겉질, 해마, 소뇌 

등에서 신경세포체의 감소, 신경세포의 위축, 형태 이상, 들신경섬유의 

차단(deafferentation), 가지돌기의 소실, 미토콘드리아 손상의 축적, 

DNA 복구능력의 감소, 시냅스 밀도의 감소 등이 관찰된다 (Morrison and 

Hof, 1997; Raz and Rodrigue, 2006). 뿐만 아니라 뇌 영상을 통한 

연구에서도 이러한 노화에 따른 뇌 용적이 감소됨이 확인되었다 (Coffey 

et al, 1992; Pfefferbaum et al, 1994). 백질은 거의 균일하게 감소가 

나타나는 반면, 회색질은 이마엽, 마루엽, 줄무늬체에서 관자엽과 

뒤통수엽에 비해 감소가 두드러지게 나타난다(Esiri, 2007). 또 정상적인 

노화과정에서는 냄새에 관여하는 속후각겉질(entorhinal cortex)에 대한 

영향은 거의 없다고 알려지고 있다(Insausti et al, 1998; Raz and 

Rodrigue, 2006). 50 세 이후에 신경세포의 크기가 감소하고, 가지돌기의 

가시 숫자도 46% 정도 감소된다고 알려졌다(Jacobs et al, 1997). 최근 

난소를 제거한 쥐에 여성 호르몬(estrogen)을 투여하면 혈관-뇌 

장벽(blood–brain barrier)의 투과성이 증가된다는 보고(Bake and 
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Sohrabji, 2004)로 미루어, 이런 현상이 사람에게서도 일어난다고 

가정하면, 노화의 일종인 폐경 후 여성들의 여성호르몬 복용이 

신경퇴화를 촉진시키는 심각한 현상을 초래할 수도 있다. 이러한 

투과성의 증가는 특히 해마에서 뚜렷이 나타나고 있어 기억력의 감퇴, 

감정 또는 인지의 변화에 관여할 가능성이 제기되고 있다. 따라서 노화, 

신경, 내분비 사이의 복잡하고 알려지지 않은 상호 영향력이 세포 

항상성에 중대한 변화를 초래하는 것으로 추정되고 있다.  

노화현상은 유기체에서 일어나는 진행적인 과정으로, 세포의 기능 및 

대사에 복잡한 변화를 초래하고 때로는 치명적인 결과를 초래하기도 

하지만, 발생기전은 정확히 밝혀져 있지 않다. 자유 라디칼 이론(free 

radical theory)이 이런 과정에 관여하는 것으로 추정하고 있는데, 

활성산소(reactive oxygen species; ROS)에 의해 생성되는 지속적인 

산화성 스트레스(chronic oxidative stress)가 노화에 관련이 있다고 

알려지고 있다 (Harman, 1956; Beckman and Ames, 1998; Sohal et al, 

2002; Stadtman, 2002). 최근 이러한 노화 또는 노화와 관련된 암발생, 

신경퇴행성질환에서의 DNA 복제 스트레스(replication stress)에 의해 DNA 

손상이 유발되어 이런 병적 상태와 관련이 있다는 주장이 제기되고 

있다(Burhans and Weinberger, 2007). 세포에 유해자극이나 스트레스가 

가해지면(ROS 가 대표적 유발 인자)가 세포에 가해지면, 세포는 
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불필요하거나 부적절한 복제를 하게 되는 DNA 복제 스트레스를 일으키게 

된다.   

ROS의 세포에 대한 영향은 세포전달경로(cellular signal 

pathways)들의 활성화, 세포 구성 요소들의 반응 등을 통하여 작용하는 

데, mitogen-activated protein kinase (MAPK) 경로의 p38 단백질이나, 

SAPK/JNK 신호 전달 단백질들을 비롯한 세포 항상성 관련 여러 세포 전달 

경로들이 활성화되는데, 노화에 따라 이런 경로들 뿐만 아니라, 노화관련 

단백질들의 활성도가 변화한다고 알려지고 있다(Papaconstantinou, 1994; 

Finkel and Holbrook, 2000; Suh, 2002; Hsieh et al, 2003). 거의 모든 

세포 구성 요소들의 ROS에 반응에 관련되어있지만, 특히 노화에 비례하여 

증가하는 산화성 단백질(protein carbonyls 등 포함; Beal, 2002), ROS에 

의해 산화되는 불포화 지방산 분절들(unsaturated fatty acid 

fragments)이 노화 동물들에서 유의성 있게 증가한다(Iqbal et al, 1999; 

Suh, 2002; Traverso et al, 2003). 이는 ROS에 DNA 염기의 다양한 

산화성 손상, 염기의 소실(base loss), DNA 이중가닥손상(DNA strand 

breaks: DSB)를 초래하게 된다(Mitra et al, 1997; 2002; van Gent et al., 

2001). 8-oxoguanine (8-oxoG) 과 5-hydroxyuracil (5-HU)과 같은 산화된 

염기와 무염기 부위(abasic sites 또는, apurinic/apyrimidinic sites; 

AP)들에 의해 분열 도중 돌연변이가 초래되게 된다. 따라서 ROS가 세포에 
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가해지면 가장 치명적인 결과인 유전자독성(genotoxicity)이 초래된다.  

분화가 끝나 더 이상 분열하지 않는 상태의 세포, 즉 노화세포에서도 

돌연변이 유발가능성이 있는 염기병변과 무염기 부위에 의해 기능저하 

또는 소실된 돌연변이 단백질들을 생성시키게 된다. 여러 조절인자의 

돌연변이 및 DNA 이중가닥손상 에 따라, mRNA생성 이상, 단백질들의 

이상이 연속적으로 발생한다. 이러한 사실들로 고려하여 볼 때 노화에 

따른 DNA손상의 축적은 정상적인 세포생리와 대사에 복구되기 어려운 

손상을 미치게 된다(Suh, 2002). 

ROS는 모든 생명체에서 지속적으로 생성된다. 정상적으로는 ROS에 

유도된 것들을 포함한 모든 손상들은 수복되거나 세포죽음으로 유도되어 

인체에 치명성을 가하지 못하게 예방이 이루어진다. 만약 이런 ROS들에 

의해 신경계에 DNA손상 축적이 계속되면 치매(Alzheimer’s disease), 

파키슨 씨 병, 운동장애, 감각장애, 신경계 종양 등 여러 신경계 관련 

질환들의 발병에 관여하게 된다(Gorbunova et al., 2007; Wilson and 

McNeilla, 2007). 

여러 가지 DNA 수복 경로가 존재하지만, 크게 나누어 보면, 잘못 

짝지어진 DNA염기쌍을 수복시키는 잘못짝짓기 수복(mismatch repair; 

MMR), 산화성 염기손상, 단일DNA가닥 손상, AP 등의 복구를 담당하는 

DNA염기절제 수복(DNA base excision repair; BER)가 있다(Mitra et al, 

1997; 2002). 어떤 손상은 뉴크레오티드 절제수복(nucleotide excision 
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repair; NER)에 의해 복구되며, 이중DNA가닥 손상은 상동성 

재조합(homogenous recombination), 또는 비상동성 말단 결합(non-

homogenous end joining)등의 재조합 수복(recombination repair)에 의해 

복구가 이루어진다(Sunesen et al, 2002; Intanno et al., 2003; Skinner 

and Turker, 2005). 하지만 노화에 따른 유전자 손상 중 신경계의 

DNA손상 및 복구에 대한 정확한 보고는 많지 않은 실정이다. 따라서 본 

연구에서는 노화에 따른 흰쥐 뇌에서 노화 단계별 DNA 복구인자의 변화를 

여러 DNA 복구 경로 별로 구분하여 알아보고자 면역조직화학염색과 

단백질 정량 방법으로 실험을 실시 하였다. 
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II.   II.   II.   II.   실험재료실험재료실험재료실험재료    및및및및    방법방법방법방법  

동물조직동물조직동물조직동물조직  

  본 실험에 사용된 조직은 출생 1 일(P1), 1 주(P1w), 4 주(P4w), 10 주 

(P10w), 28 주(P28w), 50 주(P50w), 100 주(P100w), 120 주(P120w)된 흰쥐 

뇌조직 들을 각각 사용하였다.  

면역조직화학염색면역조직화학염색면역조직화학염색면역조직화학염색  

(1) (1) (1) (1) 동물조직의동물조직의동물조직의동물조직의    절편제작절편제작절편제작절편제작    및및및및    염색염색염색염색        

  실험동물을 ether 로 깊게 마취시켜 희생시킨 다음, 뇌를 적출하여 

paraformaldehyde 으로 4℃에서 24 시간 고정하였다. 냉동절편을 얻기 위해 

조직을 30% sucrose 가 함유된 phosphate buffered saline(PBS)에서 

탈수시켜 냉동에 따른 조직손상을 최소화하여 10-15 ㎛ 두께로 잘라 

슬라이드에 부착시켰다. 파라핀 조직 절편은 고정 후 통상의 ethanol 탈수, 

xylene 투명 등을 거쳐 파라핀으로 포매 한 후 잘라서 슬라이드에 

부착시켰다.   PBS 로 수 차례 세척하여 고정액을 제거하고, 0.3% Triton X-

100 이 함유된 PBS 를 실온에서 1 시간, 1% bovine serum albumin(BSA)가 

함유된 PBS 를 실온에서 1 시간 각각 반응시켜 비특이적 반응을 억제하였다. 

실험에 사용된 1 차 항체는 다음과 같다. 잘못 짝짓기    수복(mismatch 

repair; MMR)인자 MSH2 항체 (1: 100, BD Bioscience, USA), MSH6 항체 

(1:100, BD Bioscience, USA); DNA염기절제수복(DNA base excision repair; 

BER) 인자 MTH1, endonuclease III homologue 1 (NTH1), AP 
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endonuclease(APE), 7,8-dihydro-8-oxoguanine DNA glycosylase (OGG1) 

(이상 모두 1:1,00, Santa Cruz biotechnology, USA); DNA 이중가닥 

손상수복(double strands break repair; DSBR) 인자 Ku70, Ku80, DNA-

PKCs(이상 모두 1:1,00, Santa Cruz biotechnology, USA).    

1 차 항체를    4℃에서 24 시간 반응시킨 후. PBS 로 세척시킨 다음, 2 차 

항체인 chicken anti-rabbit IgG-HRP conjugated(1:200, Chemicon, USA)을 

실온에서 1 시간 동안 반응시킨 후 3-3’diaminobezidine(DAB, Sigma, 

USA)로 발색하였다. 대조군은 1 차 항체들을 생략하고 2 차 항체만 반응시킨 

조직을 사용하였다.  

Western blottingWestern blottingWestern blottingWestern blotting  

 흰쥐 뇌를 드라이아이스와 isopentane 이 혼합된 용액에서 급속히 

냉각시킨 냉동상태로 보관시켜 다음 실험에 사용하였다. 조직 0.5mg 을 

300 ㎕ 용해 완충액 (lysis buffer; 20mM Hepes, pH 7.4, 2mM EGTA, 50mM-

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

dithiothreitol(DTT), 1mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 10 ㎍/ml 

leupeptin, 10 ㎍/ml aprotinin, 1mM Na3VO4, and 5mM NaF)으로 30 분 동안 

0°C 에서 용해시킨 후 균질화(Homogenization) 시켰다. Ultra-sonicator 를 

이용해서 세포를 파괴시켜 원심분리시키고(18.000rpm, 4℃ 15min), 

상층액을 재차 원심분리하였다(18,000rpm, 4℃ 10min). 5 분 동안 열판에서 

가열한 후, 전기영동을 위해 단백질 농도를 Bio-Rad dye-binding 
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microassay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)로 결정하였는데, 20 ㎍의 

단백질을 10% SDS polyacrylamide gels 로 전기영동시킨 후 단백질들을 

Hybon ECL membranes(Amersham-Phamacia, Biotech)로 옮겨서 염색을 하였다. 

1 차 항체는 면역조직화학염색에서 사용한 항체와 동일하게 사용하였다. 

항체의 농도는 모두 1: 1000 으로 사용하였다. 염색된 단백질을 enhanced 

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

이용하여 특정 단백질의 발현 여부를 확인하였다  
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III. III. III. III. 결결결결                    과과과과    

본 실험에서 흰쥐의 뇌를 대상으로 출생 직후(P1)부터 노화(P120w)에 

이르기까지 노화에 따른 DNA 수복인자들의 변화를 관찰하였다. 본 실험에서 

알아낸 결과는 웨스턴블롯의 단백질 정량방법과 면역조직화학염색방법으로 

조사하였는데, 노화 쥐의 신경조직에서 MSH2, Ku80, DNA-PKCs, MTH1 OGG1 

등은 연령에 따라 감소하였고, Ku70 은 오히려 증가하였다, 그 외 나머지는 

거의 변화가 없었는데, 특히 APE 는 모든 연령에 걸쳐 높은 발현 수준으로 

지속 됨을 알 수 있었다.  뇌부위 별 발현 상태는 전체 뇌에 걸쳐 다양하게 

나타났지만, 소뇌, 해마, 뇌겉질 순서로 잘 관찰되었다.  

 

(1)(1)(1)(1)    노화에노화에노화에노화에    따른따른따른따른    흰쥐흰쥐흰쥐흰쥐    뇌에서뇌에서뇌에서뇌에서 DNA  DNA  DNA  DNA 수복수복수복수복인자들의인자들의인자들의인자들의    단백질단백질단백질단백질    발현발현발현발현    변화변화변화변화    

A. A. A. A. 잘못잘못잘못잘못    짝짓기짝짓기짝짓기짝짓기    수복수복수복수복    (mismatch repair; MMR)(mismatch repair; MMR)(mismatch repair; MMR)(mismatch repair; MMR)인자들의인자들의인자들의인자들의    변화변화변화변화    

노화에 따른 신경계 MMR 인자 MSH2 와 MSH6 의 단백질 발현 수준은   

감소하였다(Fig.Fig.Fig.Fig. 1 1 1 1). 이들 인자 중 MSH2 단백질의 발현은 출생 후 8 주에 

비해 1 년에서 감소 수준이 현저하였으며 2 년에서는 또 다시 감소하여 발현 

수준이 거의 검출되지 않았다. MSH6 결과는 MSH2 단백질에 비해 젊은 

쥐에서의 발현 수준도 낮았고, 노화 흰쥐에서 감소 수준의 폭도 크지 

않았다. 이러한 뇌에서의 결과는 흰쥐 큰창자 에서의 MSH2 와 MSH6 의 감소 

현상과 유사한 반응을 보였다(자료생략)  

B. DNAB. DNAB. DNAB. DNA이중가닥이중가닥이중가닥이중가닥    손상손상손상손상수복수복수복수복(DSBR)(DSBR)(DSBR)(DSBR)    인자들의인자들의인자들의인자들의    변화변화변화변화        
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DNA 이중가닥 손상수복에 관여하는 DNA 재조합수복(Recombination 

repair: RR) 인자 Ku70, Ku80, DNAPKCs 들의 노화에 따른 단백질 발현을 

조사한 결과, Ku80 과 DNAPKCs 노화에 따라 감소하였고, Ku70 은 오히려 

증가하였다(Fig.Fig.Fig.Fig. 2 2 2 2). Ku80 은 출생 8 주에 비해 1 년에서 발현이 점차 

감소하다가, 2 년에서는 젊은 흰쥐의 뇌에 비해 현저히 감소하는 양상을 

보인 반면. DNAPKCs 는 1 년에서부터 급격한 감소를 보였다. 이러한 노화에 

따른 RR 의 감소는 DNA 이중가닥 손상 표지자인 γ-H2AX 의 발현증가와 함께 

관찰되었다(자료생략).  

C. DNA C. DNA C. DNA C. DNA 염기절제수복염기절제수복염기절제수복염기절제수복((((DNA base excision repairDNA base excision repairDNA base excision repairDNA base excision repair;;;; BER BER BER BER))))    인자들의인자들의인자들의인자들의    변화변화변화변화        

노화에 따른 신경계 BER 인자 MTH1, NTH1, APE, OGG1 들 중 MTH1 와  

OGG1 은 약간 감소하였지만, 젊은 쥐에서의 발현 수준도 낮았고, 노화 

흰쥐에서 감소 수준의 폭도 크지 않았다. NTH1 와 APE 는 변화가 없었는데, 

특히 APE 는 젊은 쥐와 늙은 쥐 모두에서 본 실험에 발현 측정에 이용된 

단백질 증 가장 높은 발현 수준을 보였다(Fig.Fig.Fig.Fig. 3 3 3 3).   

 

(2)(2)(2)(2)    노화에노화에노화에노화에    따른따른따른따른    흰쥐흰쥐흰쥐흰쥐    뇌에서뇌에서뇌에서뇌에서 DNA  DNA  DNA  DNA 수복수복수복수복인자들의인자들의인자들의인자들의    조직학적조직학적조직학적조직학적    변화변화변화변화        

    A. A. A. A. 잘못잘못잘못잘못    짝짓기짝짓기짝짓기짝짓기    수복인자들의수복인자들의수복인자들의수복인자들의    변화변화변화변화    

MSH2 와 MSH6 의 신경계에서 면역조직화학적 소견은 면역반응이 핵에서 

잘 관찰되었던 반면 세포질에는 관찰되지 않았다(Fig.Fig.Fig.Fig. 4 4 4 4). MSH2 과 

MSH6 단백질의 염색성은 출생 후 8 주에 비해 2 년에서 현저하게 
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감소하였는데 이러한 조직학적 결과는 단백질 발현이 감소하는 소견과 

일치함을 나타내었다.  

B. DNAB. DNAB. DNAB. DNA이중가닥이중가닥이중가닥이중가닥    손상손상손상손상수복수복수복수복인자들의인자들의인자들의인자들의    변화변화변화변화        

DSBR 에 관여하는 DNA 재조합수복(Recombination repair: RR) 인자 

Ku80 와 DNAPKCs 는 노화 쥐에서 젊은 쥐에 비해 감소하였던 반면, Ku70 의 

염색성은 변화가 없거나 오히려 증가하는 경향을 보였다(Fig.Fig.Fig.Fig. 5 5 5 5). 노화에 

따른 RR 의 감소와 더불어 DNA 이중가닥 손상 표지자인 γ-H2AX 의 

면역염색성 및 양성반응세포수가 증가되었다(자료생략).   

 

C. DNA C. DNA C. DNA C. DNA 염기절제수복염기절제수복염기절제수복염기절제수복인자들의인자들의인자들의인자들의    변화변화변화변화        

신경계 BER 인자 MTH1 과 OGG1 이 핵에 염색되는 정도는 노화에 따라 

약간 감소하였으며, APE 와 NTH1 은 젊은 쥐와 노화 쥐 사이에 별 차이가 

없었다. 이들 중 출생부터 노화에 이르기 까지 가장 염색성이 강하게 

나타난 것은 APE 였으며, 해마에서는 세포질에, 소뇌에서는 핵과 세포질 

모두에 나타나는 것이 특징이었다(Fig.Fig.Fig.Fig. 6 6 6 6). OGG1 의 발현이 매우 높은 

경우는 해마, 뇌겉질의 피라미드 신경세포, 소뇌의 조롱박세포였다.  
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IV  IV  IV  IV  고고고고                    찰찰찰찰    

본 실험에서 DNA 복제이상으로 인해 잘못 짝지어진 DNA 염기쌍을 

수복시키는 DNA 잘못짝짓기 수복(mismatch repair: MMR), DNA 이중가닥 

손상을 복구시키는 DNA 재조합 수복(recombination repair), 산화성 

염기손상, 단일 DNA 가닥 손상, AP sites 등을 복구시키는 DNA 염기 

절제수복(DNA base excision repair; BER) 등의 DNA 수복 인자들이 흰쥐 

중추신경계 뇌에서 노화에 따라 변화하는 상태를 단백질 발현 및 조직학적 

변화를 통하여 알아보았다. 그 결과 노화에 따라 수복인자들이 감소, 증가 

또는 변화가 없음을 알 수 있었으며, 젊은 쥐뿐만 아니라 노화 쥐에서도 

뇌조직 내 발현이 아주 낮은 수준으로 나타나는 것을 발견하였다. 이러한 

DNA 손상 수복인자들의 노화에 따른 감소는 DNA 손상이 노화에 따라 

축적되는 현상을 초래하게 되어, MSI 및 돌연변이 발생이 증가되고 나아가 

노화에 따른 여러 퇴행성 신경질환 및 종양 발생의 주요 발병 원인으로 

작용할 가능성이 높다고 여겨진다  

DNA DNA DNA DNA 잘못짝짓기잘못짝짓기잘못짝짓기잘못짝짓기    수복수복수복수복 ( ( ( (MMRMMRMMRMMR))))    

노화 뇌조직에서 MMR 인자인 MSH2 와 MSH6 의 발현이 감소되었는데 

특히 MSH2 단백질의 발현의 감소는 젊은 쥐에 비해 1 년, 2 년 노화 쥐로 

현저하게 감소하였으며, 2 년에서는 또 다시 감소하여 발현 수준이 거의 
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검출되지 않았다. 본 실험에서 염색하여 관찰한 결과는 포유동물 

뇌조직에서의 MSH2 와 MSH6 의 면역조직염색에 대한 보고들(Marietta et 

al., 1998; Belloni et al., 1999)과 유사하였는데 소뇌에서 발현이 

가장 강한 반응을 보였다. 이러한 본 실험 결과는 본 연구진들이 노화에 

따른 흰쥐 큰창자 Msh2 와 Msh6 발현이 50 주 이후 감소하기 시작하여 

100 주 이상 노화 상태에서는 매우 감소함을 밝혀낸 소견과 비슷한 

결과였다(자료 미 발표). 이는 노화에 따라 MMR 돌연변이나 기능저하에 

따른 종양발생의 가능성을 제시한 여러 보고들(Geisler et al., 2003; 

Felton et al.,2007; Hsu et al., 2007)과 관련이 있는 것으로 사료된다. 

복제과정의 이상(replication error)으로 발생되는 A-G 

잘못짝짓기(A-G mismatch), T-C 잘못짝짓기(T-C mismatch) 등을 

복구하는 MMR 시스템은 MSH2, MSH6 외에 MLH1, PMS1/2 등이 여기에 

해당한다. 이들의 주된 역할은 유전자 안정성을 도모하고, 

종양발생을 억제하는 작용인데(Mazurek et al., 2002; Gu et al., 

2002), 이들이 노화에 따라 수복 능력이 감소되고, DNA 손상 축적이 

증가됨에 따라 세포 기능의 이상 초래하게 된다. Msh2 과 Msh6 발현 

차이점은 Msh2 는 출생 50 주부터 급격히 감소하여, 출생 100 주 이상 

노화 쥐 뇌에서는 거의 사라진다는 것이다. 따라서 노화가 진행됨에 

따라 생길 수 있는 여러 문제점에 Msh2 의 소실 또는 저하가 더욱 

밀접하게 관련되어 있는 것으로 사료된다. 최근 복제이상으로 노화를 
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촉진시킨 T- 림프세포 또는 거강한 사람에서 배양을 거듭할수록 MSI 가 

증가되고, MMR 발현이 감소된다고 보고되었다(Krichevsky et al., 2004; 

Neri  et al., 2007). 하지만 아직도 노화에 따른 MMR 의 발현 변화 및 

기능의 변화에 대해서는 잘 알려져 있지 않은 실정이다. 

MMR 의 기능저하는 대장결장암의 발병 및 예후와 관련되고, 최근 

보고들에 의하면 MSI 과발현과 MMR 저하가 한꺼번에 일어나면 난소암의 

발병이 증가되고, 비소세포 폐암(non-small cell lung cancer) 환자에서 

특정 MMR 돌연변이는 예후 및 치료 효과와 관련이 깊은 것으로 보고되고 

있다.(Lanza  et al., 2006; Felton et al., 2007; Hsu  et al., 2007).               

신경세포들은 이미 분열이 끝난 상태(postmitotic neurons)인데도 

복제에 따른 DNA 이상을 수정하는 잘못짝짓기수복이 필요한 것인지는 

잘 알려져 있지 않은 실정이지만, 분열이 정지된 신경세포에서 잘못 

짝짓기가 발생하는 원인은 산화성 DNA 손상의 과정에 발생하거나, DNA 

수복 합성 중 polymerase(특히 DNA polymerase β)의 잘못 된 기능에 

의해 것으로 보고되고 있다(David et al.,1997). 하지만 분열이 정지된 

신경세포에서 여전히 미토콘드리아 DNA 의 BER 기능이 매우 활발하다는 

사실(Mandavilli, et al., 2000; LeDoux and Wilson, 2001; Bohr, 

2001)과 관계가 있는 것으로 추측된다. 실제로 5-메틸시토신의 

탈아민화(deamination of 5-methylcytosine)에 의해 생성되는 G-T 
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잘못짝짓기는 BER 에 의해서 바로 G-C 짝짓기로 수정된다(Brooks et 

al., 1996).  

 따라서 단백질 정량에서는 현저한 차이를 보이지만, 면역조직염색 

결과 핵에서의 차이는 단백질 정량에서 나타난 것과 같이 확연히 

나타나지 않는 이유가 될 수 있으리라 사료된다. 신경세포생존에 

잘못짝짓기수복인자들이 필요한데 노화에 따라 감소하여 신경세포의 

죽음이 유발되고, 심한 경우에는 신경퇴행성 질환이 유발되는 것으로 

사료된다. 

DNA DNA DNA DNA 재조합재조합재조합재조합    수복수복수복수복((((RRRRRRRR))))    

유전체는 염색체 DNA 손상에 의한 돌연변이 위험을 항상 가지고 

있는데, 그 중 DNA 이중가닥손상(double strand breaks; DSBs)은 

수복되지 않으면 세포죽음이나 염색체 이상을 초래하는 

심각한 DNA 손상이다. 이런 DSBs 를 복구시키기 위해 DNA 재조합 

수복시스템이 존재하는데, 손상된 DNA 를 상동성 재조합(homologous 

recombination; HR) 또는 비상동성 재조합(nonhomologous end-joining; 

NHEJ) 방식으로 복구하는데, 둘 중 하나라도 잘못되면 유전자 불안전성, 

면역결핍 및 종양민감성(tumor susceptibility) 등이 나타난다. DSBs 

수복능력이 결핍되면 염색체 전좌(translocation)를 초래하기 쉽고, 
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세포항상성을 유지하는데 필수적인 요소들의 균형이 깨져 유전자 

증폭(DNA amplication)의 발생을 초래하게 된다. 이러한 전좌와 유전자 

증폭은 종양유전자의 활성화를 유도하여 세포형질전환 및 종양형성에 

주요한 기작으로 작용한다(Koike et al, 1999; Khanna and Jackson, 

2001; Sunesen et al, 2002; Gullo et al, 2006). 종양에 대해 민감성을 

갖는 유전자는 문지기(caretakers)와 감시자(gatekeepers) 두 가지로 

분류할 수 있는데 각각 DNA 수복과 세포사멸 및 증식에 관계한다. 

Ku86 와 p53 은 기능적으로 밀접하게 연관되어 있는 대표적인 문지기-

감시자 쌍에 해당되는데. 이런 두 가지 기능이 소실되면 종양발생 

가능성이 증가된다(Kinzler and Vogelstein, 1997). Ku80 은 염색체가 

재배열되는 것을 억제함으로써 게놈완전성을 유지시키는 문지기유전자로 

작용하는데 결핍되면, 심각한 염색체 이상을 초래하지만, 암에 대한 

반응은 저하된 상태일지라도 여전히 기능을 수행하게 된다. 만약 p53 의 

소실과 Ku86 의 소실이 동시에 발생하면 종양발생을 촉진하고, 특정 

암에서는 COX-2, PGE2, Bcl-2, Ku 등의 상호작용을 동하여 암세포 

증식과 진행에 밀접한 관련이 있는 것으로 여겨지고 있다(Sheng et al., 

1998; Difilippantonio et al., 2000; Klein et al., 2000; Pucci et 

al., 2001; Lim et al., 2002). 
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본 실험에서 DNA 이중가닥손상의 복구에 관여하는 DNA 

재조합수복인자 Ku80 와 DNAPKCs 는 노화에 따라 감소함을 관찰하였는데 

이런 결과는 종양발생과 면역활성도가 노화에 따라 감소하는 현상들과 

관련성이 있는 것으로 사료된다. 반면, 본 실험 결과 나타난 

Ku7발현이나 염색성은 변화가 없거나 오히려 증가하는 경향을 보였는데, 

Ku70 과 Ku80 은 구조적으로 이성체(heterodimer)를 이루어 존재하는데 

Ku80 이 선택적으로 감소함에 따라 Ku70 단백질 양이 증가하게 되는 

것으로 사료된다. 본 연구자가 허파조직에서 Ku70 과 Ku80 의 발현이 

모두 노화에 따라 감소하는 결과(자료 미발표)와 비교하여 보았을 때 

Ku70 과 Ku80 의 증가 및 감소가 상이한 결과를 나타내는 현상으로 보아 

돌연변이를 초래할 수 있는 재조합 수복 인자들의 발현은 조직마다 각각 

다른 분포나 기능을 가지는 조직특이성을 나타낸다고 사료된다.  

본 실험에서 Ku80 과 같이 감소하는 경향을 보이는 DNA-PKCs 역시 DSBs 

복구에 중요한 인자이며, Ku80 이 DNA-PK 의 활성도를 조절하는 작용을 

수행하므로(Muller et al, 1998), Ku80/ DNA-PKCs 발현의 감소를 보이는 

본 실험 소견은 더욱 노화에 따른 신경종양이나 신경퇴행성 질환 발생이 

증가하는 현상에 대한 RR 의 관련 가능성을 높여주고 있다. 또 배양 

섬유아세포에서 NHEJ 의 효율은 나이가 들수록 감소하고, 늙은 세포에서 

말단결합은 DNA 삭제(deletion) 손상이나 점 돌연변이(point mutation) 
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발생과 관련된 것으로 밝혀졌다(Seluanov et al., 2004).노화세포에서 

말단결합은 비효율적으로 되고, DNA 이상을 초래하기 쉬운 상태로 

변한다는 사실을 의미한다. 그 이유는 잘 밝혀져 있진 않지만, Ku 는 

노화세포의 핵 속에 축적되어 복구되지 않은 상태로 존재하는 

DNA 손상초점(foci)에 붙잡혀있는 것으로 여겨진다(d’Adda di Fagagna et 

al., 2003; Sedelnikova et al., 2004).   또 HR 은 복제적으로 노화에 

들어간 세포에서는 존재하지 않기 때문에 이런 감소가 HR 증가에 따른 

현상이라고 보기는 힘든 상황이다. 또 많은 보고들에서 포유동물세포주기 

G1/G0 상태에서 DSBs 를 복구하기 위한 주된 경로는 NHEJ 라고 

주장하였다(Rothkamm et alet alet alet al,,,,    2003; Saleh-Gohari and Helleday , 2004; 

Sonoda et alet alet alet al,,,,    2006).  

 종양의 발생 및 진행뿐만 아니라 종양의 치료 측면에서 볼 때, 

항암치료요법은 DNA 가닥손상을 유도하여 DNA 를 표적으로 손상시키게 

되는데, 종양세포들이 정상세포에 비해 유전자 손상 복구 과정의 

중요성이 훨씬 크기 때문에, 항암 치료시 유전자복구 경로를 차단하였을 

때, 더욱 민감한 치료효과를 얻을 수 있을 것으로 기대된다(Kashishian 

et al, 2003, 14). 따라서 Ku 단백질과 DNA-PK 를 비롯한 재조합 

수복시스템의 기능저하에 따른 유전자 불안정성의 증가를 통하여 

종양생성을 유발하고. 반면 암세포에서의 Ku 과발현은 과도한 DNA 수복을 



 27 

조장하여, 항암제에 대한 저항성을 증대시켜 악성 종양으로 변화시킨다. 

즉 발현과잉 과 발현저하 모두 암발생에 관여한다. 

DNADNADNADNA 염기절제수복염기절제수복염기절제수복염기절제수복 ( ( ( (BERBERBERBER))))    

노화에 따라 ROS 가 축적 됨에 따라 산화성 염기의 생성, 

단일 DNA 나선 손상발생, AP 부위(sites) 생성 등이 증가하게 되는데 

이들은 DNA 염기절제수복(DNA base excision repair: BER)을 통해 

복구된다. 따라서 BER 은 DNA 염시에 문제가 생겼을 때 손상된 염기를 

인식하고, 잘라내는 DNA glycosylase 에 의해 시작되어 short patch 

repair(한 개의 뉴크리오티드의 결함을 복구)와 long patch repair(2-

8 개의 뉴크리오티드의 결함을 복구)방식으로 DNA 합성과 연결을 통하여 

DNA 잘라진 틈을 메움으로써 수복시킨다(Sunesen et al., 2002). 본 

연구에서 BER 대상으로 선정하여 조사한 복구요소들의 주요 작용은 

다음과 같다. OGG1 은 산화성 손상을 받은 8-oxoG 과 다른 

염기들(C,T,G)과의 잘못된 결합을 수복하고, NTH1 은 산화되거나 조각난 

피리미딘(pyrimidine)을 복구시키며, MTH1 은 8-oxoGTP 를 복구시키고, 

APE 는 무염기부위(AP)를 인식, 복구시킨다 (Mitra et al., 1997; 2002; 

Sunesen et al., 2002).  

본 실험 결과, BER 인자 MTH1 와 OGG1 은 노화에 따라 약간 

감소하였지만, 본래 젊은 쥐에서의 발현 수준도 낮았고, 노화 흰쥐에서 

감소 수준의 폭도 크지 않았다. NTH1 와 APE 는 변화가 없었는데, 특히 
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APE 는 젊은 쥐와 늙은 쥐 모두에서 본 실험에 발현 측정에 이용된 

단백질 중 가장 높은 발현 수준을 보였다. 따라서 BER 인자들은 노화에 

따라 변화가 작게 일어나는 것을 알 수 있었다. 즉 연령이 증가하여도 

꾸준하게 발현되어 염기손상을 복구할 수 있다고 추정된다.  

APE/Ref1 은 다기능 효소이다. 염기절단수복과정에서 DNA 

glycosylase 작용에 의해 손상된 염기를 잘라내면, 다음 과정으로 

필수적인 AP endonuclease 활성도를 가질 뿐 아니라, 전사 요소인 fos 

와 jun 을 위한 산화환원 감지 인자(redox-sensing factor: Ref)로 

작용하기도 한다(Flaherty et al., 2001). APE/Ref1 mRNA 발현 정도는 

해마, 소뇌, 시상하부 등에서 특히 높게 나타난다고 알려지고 

있으며(Wilson et al., 1996). 또한 면역세포화학 염색시 

해마신경세포에 APE/Ref1 가 많이 존재하고, 다른 뇌부위와 달리 

세포질에 존재하고, 소뇌의 과립세포(granule cell)와 

조롱박세포(Purkinje cell)에서는 핵과 세포질 모두에서 염색 된다고 

보고하였는데(Duguid et al., 1995), 이러한 소견은 본 실험의 염색 

결과와 일치하였다. 세포질에서 이 단백질의 존재는 아직 밝혀지지 

않았지만 미토콘드리아 DNA 와 관련되어 있는 것으로 추정된다. 

미토콘드리아 DNA 수복능력은 노화와 관련되어 감소 또는 증가하고, 

꼬리핵-조가비핵(caudate-putamen)과 소뇌에서의 내인성 미토콘드리아 

DNA 손상은 22 일 된 쥐보다 1 년 된 쥐에서 더 높다고 주장하였다 
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(Mandavilli et al., 2000). 미토콘드리아가 특정 형태의 DNA 회복을 

수행할 수 있다는 증거들이 이런 미토콘드리아 DNA 의 중요성 부각을 

가능하게 한다(Mandavilli, et al., 2000; LeDoux and Wilson, et al., 

2001; Bohr, 2001) 

APE1 가 알쯔하이머씨 병의 노인성 반점(senile plaques)에서 높게 

발현되는 것은, 이런 반점 형성에 APE1 가 중요한 역할을 하는 것으로 

추정된다(Tan et al., 1998). APE 는 신경세포의 손상회복과 신경세포 

보호 작용과 관련이 있으며(Kruman et al., 2004; Choi et al., 2007), 

퇴행성 뇌질환인 근육위축가쪽경화증(amyotrophic lateral sclerosis; 

ALS) 환자의 뇌와 척수에서 발현율이 증가하는 것으로 밝혀지고 

있다(Shaikh and Martin 2002; Davydov et al., 2003). 

뇌의 서로 다른 부분에서 8-oxo-G Glycosylase (OGG1)단백질의 

이종과 mRNA 발현이 해마, 뇌겉질(특히 겉질성 피라미드 신경세포), 

소뇌(특히 조롱박세포), 시상하부, 뇌줄기 부위에서 매우 높은 것으로 

보고 하였는데 이러한 결과는 본 실험 결과와 일치하였다(Verjat et al., 

2000).  

신경퇴행성 알쯔하이머씨 질환에서 해마, 관자엽 일부, 마루엽 

일부에서 OGG1 활성도가 감소한다고 보고되었으며, 미토콘드리아 OGG1 이 

알쯔하이머씨 질환 뇌의 주요 부분(속후각영역, entorhinal cortex)에서 

발현이 감소된 것 확인 되었다(Lovell et al.,2000;Iida et al., 2002; 
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Mao et al., 2007). 또 다른 신경퇴행성 질환인 파킨스씨 병에서는 

흑색질 부위의 미토콘드리아 OGG1 의 유사형태가 높게 발현 된다고 

알려져 있다(Fukae et al.,2005). 이러한 결과들로 미루어 이런 퇴행성 

질환을 일으키는 산화성 스트레스뿐만 아니라, 이러한 질환들의 

발생으로부터 보호 작용을 하는 DNA 수복시스템의 기능 여부도 질환 

발생의 주요한 원인이라고 사료된다 

이런 병리학적인 소견들을 보이고 있긴 하지만, 앞으로 BER 에 대한 

더 많은 연구들이 수행되어야 할 몇 가지 이유는 다음과 같다. 지금까지 

이유는 잘 밝혀져 있진 않지만 대부분 뇌의 BER 인자들의 발현수준이 

다른 조직에 비해 낮다는 것인데, 현재로는 신경세포들은 이미 분열이 

끝난 상태인 것과 관련된 현상으로 추측된다. 최근 밝혀진 바로 

미토콘드리아 DNA 의 BER 기능이 매우 활발하여, 경우에 따라서는, 특히 

신경세포생존에 있어서는, 핵 BER 보다 더 중요시 되고 있는데, 이들이 

노화에 따라 감소하는 것으로 사료된다. 하지만 이런 새로운 주장들은 

앞으로 확인되어야 할 문제들을 많이 가지고 있기 때문에 지금으로선 

추정에 불과할 뿐이다.  또 노화에 따라 BER능력감소가 초래되는 이유는 

단백질 소실 때문이 아니라, 단백질 불활성화(변성) 때문이라는 주장도 

제기되고 있다. 따라서 좀 더 확실한 단백질 표적을 정한 후 단백질 

분자들의 기능과 화학적 구성을 분석하는 것이 중요한 열쇠가 될 것으로 

여겨지고 있다(Wilson and McNeilla, 2007). 
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ROS 의 생성에 의해 DNA 손상 축적은 세포에 치명적이기 때문에 이들 

손상들을 수복하는 예방 시스템이 존재한다. DNA 수복 시스템의 

뇌에서의 발현 양상은 전체 뇌에 걸쳐 시스템 별로 다양하게 나타났지만, 

전체 적으로 소뇌, 해마, 뇌겉질 순서로 잘 관찰되었는데, 그 

배경으로는 각 수복 인자의 장기 또는 부위별, 세포별 특이성이 존재할 

가능성이 있고, 소뇌와 해마가 잘 발현되는 이유는 조직학적으로 같은 

종류의 신경세포들이 밀집되어 있는 특성을 가지고 있기 때문이라고 

사료된다.    
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V  V  V  V  결결결결                        론론론론    

본 실험에서는 DNA 잘못짝짓기 수복(mismatch repair: MMR), DNA 

재조합 수복(recombination repair), DNA 염기 절제수복(DNA base 

excision repair; BER) 등의 DNA 수복 인자들이 흰쥐 중추신경계 뇌에서 

노화에 따라 노화에 따라 수복인자들이 감소, 증가 또는 변화 없음을 알 

수 있었으며, 이러한 DNA 손상 수복인자들의 노화에 따른 변화는 DNA 

손상이 노화에 따라 축적되는 현상과 관련되어, 노화에 따른 여러 

퇴행성 신경질환 및 종양 발생의 주요 발병 원인이 될 수 있다고 

사료된다. 향후 여기에 대한 집중적인 연구가 이루어짐으로써 노인성 

치매 등을 포함한 여러 뇌 관련 질환들의 원인과 치료에 획기적인 

전기를 마련할 수도 있을 것으로 기대된다 
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Explanation of FiguresExplanation of FiguresExplanation of FiguresExplanation of Figures    

Figure 1.Figure 1.Figure 1.Figure 1. Western Blot analysis for mismatch repair (MMR) 

protein in rat brain with age. The level of MSH2 protein in aged 

brain was significantly reduced, compared with young. The level of 

MSH6 protein in young brain was relatively low, but revealed down-

regulated with age. Actin was used as control.       

Figure 2.Figure 2.Figure 2.Figure 2. Western Blot analysis for recombination repair (RR) 

protein in rat brain. The level of Ku80 and DNA-PKCs expression was 

slightly down-regulated with age, but Ku70 was up-regulated. Actin 

was used as control 

Figure 3.Figure 3.Figure 3.Figure 3. Western Blot analysis for base excision repair (BER) 

protein in rat brain. The level of MTH1 and OGG1 protein expression 

was slightly reduced with age, but not in case of APE and NTH. The 

level of APE expression was relatively high both in young and aged 

brain. Actin was used as control. 

Figure 4.Figure 4.Figure 4.Figure 4. Immunohistochemistry for the mismatch repair factors, 

MSH2 and MSH6 in the rat hippocampus. Immunoreactivity (IR) for the 

MSH2 and MSH6 was localized in nucleus of neurons, and diminished 

with age. (A-B) MSH2 IR showed intense staining in dentate gyrus of 

young rat (8 weeks old; A), and significantly reduced in aged (100 
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weeks old; B). (C-D) MSH6 also showed reduced immunoreactivity in 

CA1 of hippocampus, but not so much as MSH6. 

Figure 5.Figure 5.Figure 5.Figure 5. Immunohistochemistry for the recombination repair 

factors, Ku80 and DNA-PKCs in rat brain. Immunoreactivity(IR) for 

the Ku80 and DNA-PKCs was  diminished with age. (A-B) Ku80 IR 

showed intense staining in cerebellar cortex of young rat(A), and 

significantly reduced in aged(B). DNA-PKCs IR also showed reduced 

immunoreactivity in cerebral cortex(C-D), but not so much as Ku80. 

Figure 6Figure 6Figure 6Figure 6. Immunohistochemistry for the base excision repair 

factors, MTH1, OGG1 and APE in rat brain. Immunoreactivity (IR) for 

the MTH1 and OGG1 was slightly diminished in aged brain. MTH1 (A-B) 

and OGG1 IR(C-D) were slightly reduced in aged cerebral of rat, but 

not APE in cerebellar cortex (E-F). The intensity of APE IR was 

high both in young and aged brain compared with other BER factors. 
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