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국문초록

RecQ Helicase에 속하는 RecQL4는 유전체안정성유지에중요하며, RecQL4

의 돌연변이는 상염색체 열성 질환인 Rothmund–Thomson syndrome(RTS)의

원인이다. 많은 연구를 통해 DNA 손상 수선 반응에서 RecQL4가 중요하다는

것이알려졌지만, RecQL4의 DNA 손상부위에서의역할과작용기전은밝혀지

지 않았다. DNA 손상 부위에서 RecQL4의 작용 기전을 밝히기 위해서는

RecQL4가 DNA 손상 부위에 결합하는 특성을 이해할 필요가 있다. 따라서

RecQL4의 DNA 손상부위결합특성을확인하여 RecQL4의 작용기전연구를

위한정보를제공하고자하였다.

이에, 본 연구에서는 EGFP가 융합된 다양한 길이의 RecQL4 변이 단백질을

발현하는플라스미드를제작하였고, 이를세포에주입하여 EGFP 융합 RecQL4

변이단백질을발현시켰다. 레이저미세조사를통해세포에DNA 손상을유발

하고, EGFP 융합 RecQL4 변이 단백질이 DNA 손상 부위에 결합하는 양상을

분석하여 DNA 손상 부위 결합에 중요한 도메인을 탐색하였다. 또한 DNA 손

상 수선초기반응에서중요한효소인 ATM, DNA-PK, PARP의 억제제를처

리한 후, EGFP 융합 RecQL4가 DNA 손상 부위에 결합하는 양상을 확인하여

RecQL4의 DNA 손상 부위 결합에 영향을 미치는 중요 효소 활성을 확인하였

다. 연구 결과 RecQL4의 DNA 손상 부위 결합은 PARP 활성 의존적으로,

RecQL4가 DNA 손상 부위에 결합하는데 폴리 ADP 라이보스(PAR)의 합성이

필요함을확인하였다. 또한 RecQL4의 아미노산 360-437의 부분만으로도 PARP

활성 의존적으로 DNA 손상 부위에 결합이 가능하였다. 나아가 PARG 억제제

를처리하여폴리 ADP 라이보스(PAR)가 제거되지않은상황에서 EGFP 융합

RecQL4가 손상 부위에서 해리되지 않음을 확인하여 RecQL4의 DNA 손상 부

위로부터의해리에폴리ADP-라이보스(PAR) 의제거가중요함을밝혀냈다.

주요어 : RecQL4, DNA 손상, DNA 수선, DNA 손상 부위 결합

학 번 : 2019-28744



- ii -

목 차

제 1 장 서론 ·································································· 1

제 1 절 이론적 배경 ······························································· 1

제 2 절 연구의 필요성 및 목적 ··········································· 5

제 2 장 연구 방법 ························································ 6

제 1 절 세포 배양 ··································································· 6

제 2 절 플라스미드 준비 ······················································· 7

제 3 절 플라스미드 및 siRNA 형질주입 ·························· 7

제 4 절 레이저 미세 조사 ····················································· 7

제 5 절 면역 형광 염색법 ····················································· 10

제 6 절 웨스턴 블롯 ······························································· 10

제 7 절 억제제 및 항체 ························································· 11

제 3 장 연구 결과 ······················································· 12

제 1 절 레이저 미세 조사를 통한 DNA 손상 조건

탐색 ·········································································· 12

제 2 절 RecQL4의 DNA 손상 부위 결합 양상 ············· 16

제 3 절 DNA 손상 수선에 관여하는 효소의 활성이

RecQL4의 DNA 손상 부위 결합에 미치는

영향 ·········································································· 19

제 4 절 Helicase 활성이 RecQL4의 DNA 손상 부위

결합에 미치는 영향 ··············································· 22

제 5 절 RecQL4의 DNA 손상 부위 결합 도메인 탐색······ 26

제 6 절 PARP 억제제가 DNA 손상 부위 결합 도메인

에 미치는 영향 ······················································ 31



- iii -

제 7 절 PARG 억제제가 RecQL4의 DNA 손상 부위

결합에 미치는 영향 ··············································· 33

제 4 장 논의 ································································· 36

참고문헌 ········································································· 39

Abstract ········································································· 47



- iv -

표 목 차

[표 1] 사용한 억제제 ································································· 11

[표 2] 사용한 1차 항체 ····························································· 11

[표 3] 사용한 2차 항체 ····························································· 11

그 림 목 차

[그림 1] 레이저 미세 조사를 통한 DNA 손상 부위 결합

특성 분석 ··································································· 9

[그림 2] 레이저 미세 조사를 통한 DNA 손상 조건 탐색 ·· 14

[그림 3] EGFP-RecQL4의 DNA 손상 부위 결합 양상 ··· 17

[그림 4] EGFP-Mre11의 DNA 손상 부위 결합 양상 ········ 18

[그림 5] 억제제 처리에 따른 RecQL4의 DNA 손상 부위

결합 양상 ····································································· 21

[그림 6] EGFP 융합 RecQL4 야생형과 돌연변이형의

모식도 ·········································································· 23

[그림 7] RecQL4 돌연변이형의 DNA 손상 부위 결합

양상 ·············································································· 24

[그림 8] RecQL4 발현이 억제된 세포에서 RecQL4 돌연변이

형의 DNA 손상 부위 결합 양상 ··························· 25

[그림 9] DNA 손상 부위 결합 도메인 탐색을 위해 제작된

EGFP 융합 RecQL4 변이형의 모식도 ················· 27

[그림 10] 제작된 EGFP 융합 RecQL4 변이형 Western blot

결과 ············································································ 28



- v -

[그림 11] EGFP 융합 RecQL4 변이 단백질의 DNA 손상

부위 결합 유무 ························································· 29

[그림 12] EGFP 융합 RecQL4 변이 단백질의 DNA 손상

부위 결합 양상 ························································ 30

[그림 13] PARP 억제제 처리에 따른 DNA 손상 부위 결합

도메인의 DNA 손상 부위 결합 양상 ················ 32

[그림 14] PARG 억제제 처리에 따른 RecQL4의 DNA 손상

부위 결합 양상 ························································ 34

[그림 15] PARG 억제제 처리에 따른 DNA 손상 부위 결합

도메인의 DNA 손상 부위 결합 양상 ················ 35



- 1 -

제 1 장 서론

제 1 절 이론적 배경

RecQL4는 포유류 세포에 존재하는 5가지 RecQ Helicase(RecQL1,

BLM, WRN, RecQL4, RecQL5) 중 하나로, 1208개의 아미노산으로 구성

된 단백질(133 kDa)이다(Kitao et al., 1998). RecQ Helicase는 DNA 복

제, 재조합, 수선 과정 등에서 작용하여 유전체 안정성을 유지시키는데

필수적인 DNA 풀림 효소군이다. RecQ Helicase들은 손상된 DNA 복제

분기점, 텔로미어 유지, 염기 절제 수선, 상동 재조합, DNA 손상 신호전

달 등 다양한 세포 반응에 관여한다(Croteau et al., 2014; Keijzer et al.,

2014; Larsen et al., 2013).

5가지 RecQ Helicase들은 Helicase 도메인이라는 공통점을 가지고 있

지만 각 효소에 따라 고유하고 추가적인 도메인들을 가지고 있다.

RecQL4는 RecQ Helicase의 공통적인 특징인 Helicase 도메인이 가운데

영역에 존재하지만, 다른 RecQ Helicase에서 진화적으로 보존되고 있으

며 Helicase 활성이 필수적인 RecQ-C-terminal(RQC) 도메인과 BLM과

WRN에 존재하는 Helicase and RNase D-like C-terminal(HRDC) 도메

인을 가지고 있지 않다(Larsen et al., 2013). 이러한 RecQL4의 구조적인

차이는 RecQL4가 Helicase 활성을 가지고 있지 않다는 초기의 연구들

(Yin et al., 2004; Macris et al., 2006)을 지지하는 것처럼 보였지만, 최

근의 연구들(Capp et al., 2009; Suzuki et al., 2009; Rossi et al., 2010)은

in vitro에서 RecQL4가 Helicase 활성이 존재함을 확인하였고, 발달된

생물정보학(Bioinfomatics) 분석을 통해 RecQL4도 다른 Helicase들이 가

지고 있는 RQC 도메인의 기능을 수행할 수 있는 도메인을 가지고 있을

가능성이 제안되었다(Marino et al., 2013). 단백질 구조 분석과 컴퓨터

모델링을 활용한 최근 연구에서는 RecQL4의 C-말단 영역에 구조적으로

는 차이가 있지만 RQC 도메인의 특징인 WH(winged helix) 도메인과
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Zn2+ 결합 도메인의 기능을 수행할 수 있는 R4ZBD(RecQL4 Zn2+

bingding domain)기 존재한다는 것을 밝혀냈다(Mojumdar et al., 2016;

Kaiser et al., 2017). RecQL4의 N-말단에는 효모에서 DNA 복제 인자인

Sld2와 상동인 Sld homology 도메인을 가지고 있어, DNA 복제 과정에

서 RecQL4의 필요성을 설명해준다(Sangrithi et al., 2005; Marino et al.,

2013). RecQL4의 또다른 특징으로는 ATPase 활성과 단일 가닥

annealing 활성을 가지고 있으며(Yin et al., 2004; Macris et al., 2006),

2개의 핵 신호서열을 가지고 있다(Burks et al., 2007).

RecQL4의 결함은 조기 노화, 발암과 관련되어 있다(Lu et al., 2017;

Croteau et al., 2012). 사람에서 RecQL4의 돌연변이는 3가지 상염색체

열성 유전 질병인 Rothmund–Thomson Syndrome(RTS), RAPADILINO

Syndrome 그리고 Baller–Gerold Syndrome의 원인이 된다(Croteau et

al., 2012). 이 질병들은 골격 이상, 성장 지연을 동반하며 RTS와

RAPADILINO의 경우 골육종과 같은 암 발생이 증가한다고 알려져 있다

(Siitonen et al., 2009). RecQL4가 결핍된 RTS 쥐 모델에서 DNA 손상

축적으로 인해 증가된 세포 노화가 관찰되었다(Lu et al., 2014). 많은

연구들에서 RecQL4는 DNA 복제, 텔로미어와 미토콘드리아 DNA 유지,

DNA 손상 수선 반응 등 세포내에서 다양한 역할을 수행한다는 것을 입

증하였다(Sangrithi et al., 2005; Fang et al., 2018; Shin et al., 2019,

Croteau et al., 2012; Kumari et al., 2016; De et al., 2012). 이 외에도

RecQL4는 DNA 이중 가닥 손상 수선 반응에 있어 중요한 역할을 한다

(Abe et al., 2011; Lu et al., 2016).

DNA 이중 가닥 손상(DNA double strand breaks, DSBs)은 외부적인

스트레스, 세포 내 복제 과정과 재조합 과정에서 발생될 수 있다. 발생된

DSBs가 적절하게 복구되지 않는다면 유전체 불안전성이 증가하고, 염색

체 재배열, 나아가 세포 사멸을 일으키게 된다(Symington, 2014). DSBs

는 일반적으로 비상동말단결합(Non-homologous end joining, NHEJ)과

상동재조합(Homologous recombination, HR)과 의 2가지 복구 경로에 의

해 수선된다(Aparicio et al., 2014).
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NHEJ는 DSBs를 재결합시키는 주요 과정으로 세포 주기 전체에서 일

어난다. NHEJ는 DNA 손상 부위에 결합한 Ku70/80 복합체가

DNA-protein kinase catalytic subunit(DNA-PKcs)를 활성화 시키고, 연

쇄 반응 후에 활성화된 XRCC4-ligase의 작용에 의해 직접 수선되는 반

응으로 이 과정에서 비특이적으로 말단을 결합시켜 본래의 염기 서열 변

화로 인해 오류가 발생할 가능성이 있다(Lieber, 2010; Neal and Meek,

2011; Kass and Jasin, 2011; Mazon et al., 2010). 반면에 HR은 손상받

지 않은 자매 염색 분체를 주형 가닥으로 사용하여 수선이 일어나므로

오류가 발생하지 않지만, 자매 염색 분체가 있는 S 및 G2기에만 일어난

다(Helleday, 2003). HR에서는 DSBs가 발생되면, Mre11-Rad50-NBS1

(MRN) 복합체가 손상 부위를 인식하여 결합하고, 인산화효소인 ATM을

활성화시켜 H2AX의 Ser-139(H2AX) 인산화를 포함한 연쇄 반응이 활

성화 된다(Berkovich et al., 2007; Falck et al., 2005). MRN 복합체와

CtIP 매개 핵산분해효소 활성에 의해 손상 부위에서 절제가 시작되고,

EXO1 또는 DNA2와 같은 핵산분해효소에 의해 최종적으로 단일 가닥

DNA(ssDNA)가 생성된다(Cejka et al., 2010; Gravel et al., 2008;

Mimitou and Symington, 2008; Nimonkar et al., 2011; Nimonkar et al.,

2008; Niu et al., 2010; Zhu et al., 2008). 생성된 ssDNA에 RPA가 결합

하고 재조합 단백질인 RAD51이 RPA를 대체 후 주형 가닥으로의 침투

를 촉진하여 손상 부위의 수선이 일어나게 한다(Suwaki et al.2011).

NHEJ와 HR 수선 경로 모두에 RecQL4가 관련이 있다는 보고들이 있다

(Lu et al., 2017).

DNA 손상 반응에서 손상 부위를 감지, 신호 전달, 단백질 상호작용

변화 등 여러 과정에서 단백질들에게 인산화, 유비퀴틴화, 폴리 ADP 라

이보실화 같은 번역 후 수정 과정이 일어난다(Harper, 2007; Wei et al.,

2016). 그 중 폴리 ADP 라이보실화는 DNA 수선 과정 등 다양한 세포

반응 경로를 통해 유전체 안정성을 유지하는 과정이다(Burkle, 2005;

Kraus, 2015). 폴리 ADP 라이보실화는 DNA 수선, 전사 조절, RNA 간

섭, 미토콘드리아 기능, 세포 분열, 세포 반응에서 다양하게 이용된다
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(Gibson and Kraus, 2012).

여러 연구들이 폴리 ADP 라이보실화가 DNA 손상반응에서 중요한 반

응을 한다는 것을 입증하였다(Hassa and Hottiger, 2008; Schreiber et

al., 2006). 폴리 ADP 라이보스는 ADP 라이보스의 중합으로 형성되며

폴리 ADP 라이보스 중합효소(Poly(ADP-ribose) polymerase, PARPs)에

의해 공유 결합으로 단백질에 첨가된다(Burkle, 2005). PARPs는 ADP

라이보스를 첨가하여 기질을 폴리 ADP 라이보실화 시키는 중합효소들

로, DNA 손상 반응에 관여하는 대표적인 PARP는 Poly(ADP-ribose)

polymerase-1(PARP-1)이다. DNA 손상 초기에 PARP-1은 이합체를 형

성하여 DNA 손상 부위에 결합하며 자가 폴리 ADP 라이보실화 및 히스

톤과 같은 다른 단백질을 폴리 ADP 라이보실화 시킨 후, 폴리 ADP 라

이보스와 비공유적으로 결합할 수 있는 여러 DNA 손상 반응 단백질들

을 손상 부위로 모이게 하는데 관여한다(Leung et al., 2014; Bai et al.,

2015). DNA 손상 후, DNA 손상 회복 반응에 관여하는 많은 단백질이

폴리 ADP 라이보스를 인지하거나, 폴리 AD 라이보실화에 의해 손상 부

위로 모집된다(Teloni et al., 2016).

폴리 ADP 라이보스는 DNA 손상이 발생하면 관련 단백질에 일시적으

로 첨가되었다가 poly(ADP-ribose) glycohydolase(PARG)와 같은 폴리

ADP 라이보실 분해 효소에 의해 빠르게 분해된다(Barkauskaite et al.,

2015). PARG도 PARP와 같이 DNA 이중 가닥 손상과 DNA 단일 가닥

손상 수선을 용이하게 하며, DNA 손상 반응에서 빠른 폴리 ADP 라이

보스의 합성과 분해가 중요하다(Feng et al., 2013; Mortusewicz et al.,

2011). PARP-1은 RecQL4와 상호작용하는 단백질로 in vitro에서

RecQL4의 C-말단 부분과 상호작용한다는 연구 결과가 있다(Woo et al.,

2006). 다른 연구(Kohzaki et al., 2012)에서도 RecQL4의 C-말단이 -irradiation

에 대한 반응에서 중요함을 밝혀 PARP-1과의 상호작용이 DNA damage

상황에서 중요하게 작용할 것으로 생각되지만 구체적인 기작은 알려지지

않았다.
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제 2 절 연구의 필요성 및 목적

RecQL4는 DNA 복제, 텔로미어와 미토콘드리아 DNA 유지 등 세포내에

서 다양한 역할을 수행한다(Sangrithi et al., 2005; Fang et al., 2018; Shin

et al., 2019, Croteau et al., 2012; Kumari et al., 2016; De et al., 2012).

최근 RecQL4의 다양한 역할 중 DNA 이중 가닥 손상 수선 반응에서도

RecQL4의 중요성을 밝히는 연구들(Singh et al., 2010; Abe et al., 2011;

Lu et al., 2016; Duan et al., 2020)이 증가하고 있다. Singh 등(2010)은

RecQL4가 결핍된 세포에서 -irradiation을 조사하였을 때, 이중 가닥 손

상 시 관찰되는 H2AX와 53BP1의 foci가 RecQL4가 정상적으로 발현되는

세포보다 증가함을 확인하였고, Lu 등(2016)은 RecQL4의 결핍된 세포에서

이중 가닥 손상 수선 과정인 상동 재조합(HR)과 이 과정에서 중요 단계인

5´ 말단의 절제가 감소한 것을 확인하였다.

이처럼 여러 연구에서 DNA 이중 가닥 손상 수선 반응에서 RecQL4의

중요성을 확인하였지만, RecQL4가 DNA 손상 부위에 결합해서 수행하는

역할과 작용 기전은 밝혀지지 않았다. DNA 손상 부위에서 RecQL4의 작

용 기전을 밝히기 위해서는 RecQL4가 DNA 손상 부위에 결합되는 특성을

이해할 필요가 있다. DNA 손상 부위 결합 특성을 이해한다면, RecQL4에

영향을 주는 효소 활성, DNA 손상 부위 결합에 중요하게 작용하는

RecQL4의 영역과 그 영역의 특성, DNA 손상 부위에서 상호작용하는 후

보 단백질의 탐색과 관련한 정보를 제공함으로써 DNA 손상 수선 반응에

서 RecQL4의 작용 기전을 밝혀내기 위한 연구 방향을 제안할 수 있을 것

이다.

이에, 본 연구에서는 레이저 미세 조사를 통해 DNA 이중 가닥 손상을

유발하였고, 녹색형광단백질(EGFP)이 융합된 다양한 길이의 RecQL4 변이

단백질을 활용하여 DNA 손상 부위 결합에 중요한 영역을 탐색하였다. 또

한 DNA 이중 가닥 손상 반응에 중요한 효소들의 억제제를 처리하여

RecQL4의 DNA 손상 부위 결합에 영향을 미치는 중요 효소 활성을 확인

하였다.
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제 2 장 연구 방법

제 1 절 세포 배양

본 연구에서 사용한 세포는 인간 골육종 세포(Human Osteosarcoma,

U2OS)이다. U2OS 세포는 10% fetal bovine sereum(FBS; Welgene,

Korea)와 항생제(Welgene, Korea)가 포함된 Dulbecco’s modified

Eagle’s medium(DMEM; Welgene, Korea)에서 배양 하였다. 세포는 5%

이산화탄소 농도와 37℃가 유지되는 세포배양기에서 배양하였다(Shin

et al., 2019).

제 2 절 플라스미드 준비

RecQL4의 DNA 손상 부위 결합에 중요한 영역을 찾기 위해 EGFP가

결합된 변형 RecQL4를 발현하는 플라스미드를 제작하였다. 야생형

RecQL4 cDNA(아미노산 잔기 1-1208)의 N-말단 영역(CD1 1-247, CD2

1-492, CD3 1-835), C-말단 영역(ND1 820-1208, ND2 437-1208, ND3

241-1208), 중간 영역(241-437, 241-492, 224-437, 224-492, 360-437,

360-492)을 중합효소연쇄반응(PCR)으로 증폭하였고, 이를 연구실에서 제

작된 EGFP-2HA-NLS-pcDNA3.1(-) 벡터에 삽입하였다.

EGFP-RecQL4, EGFP-RecQL4 WA mutant, EGFP-RecQL4 WB

mutant, EGFP-RecQL4 helicase truncated mutant 발현을 위해 본 연구

실에서 기존에 제작되어 있는 플라스미드를 사용하였다. EGFP-Mre11은

아주대학교 지재훈교수 연구실에서 제작한 플라스미드를 사용하였다.
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제 3 절 플라스미드 및 siRNA 형질주입

플라스미드를 형질주입하기 전, U2OS 세포를 배양 접시 중앙에 얇은

유리가 부착되어있는 Confocal용 접시 101350(SPL, Korea)에서 배양하

였다. 24시간 후 Lipofectamin 3000(ThermoFisher Scientific, USA)를 사

용하여 플라스미드를 형질주입 하였다. 사용법에 따라 시료당 2개의 튜

브를 준비하고 튜브 각각에 125 uL의 Serum free DMEM을 넣었다. 하

나의 튜브에는 형질주입시킬 DNA와 Plus 3000 TM reagent를 넣고, 다

른 튜브에는 Lipofectamin TM 3000 reagent 3.75 uL을 넣었다. 그 후

각 튜브를 잘 섞은 후 하나의 튜브로 합치고 상온에서 15분 동안 반응하

였다. 반응 용액을 세포에 균등하게 떨어뜨리고 24시간 동안 세포 배양

기에서 배양 후 실험을 진행하였다.

siRNA는 Neon transfection system(MPK5000, ThermoFisher Scientific,

USA)을 활용한 전기천공법으로 세포 내로 주입되었다. 본 연구에서 모

든 siRNA는 Bioneer(Daejeon, Korea)에 주문하여 화학적으로 합성하였

고, 사용된 siRNA의 sense strand의 서열은 다음과 같다.

GL-2, 5´-AACGUACGCGGAAUACUUCGA-3´

RecQL4, 5´-GACUGAGGACCUGGGCAAA-3´

제 4 절 레이저 미세 조사

U2OS 세포는 배양 접시 중앙에 얇은 유리가 부착되어있는 Confocal

용 접시 101350(SPL, Korea)에서 배양되었다. Micro-irradation을 조사하

기 10분 전에 Hoechst 33342(ThermoFisher Scientific, Korea)를 5 ㎍/㎖

가 되도록 처리하였다. 레이저 미세 조사 실험은 37 ℃와 5% CO2가 유

지되는 챔버가 장착된 레이저 공초점 현미경 시스템(LSM880, Zeiss,

Germany)을 사용하였다. DNA 손상 유발을 위해 405 nm 파장의 레이저

를 20% 출력으로 5번 반복(3 iteration)하여 원하는 영역에 조사하였다.

레이저 조사 후 10초 간격으로 세포를 촬영하였고, ZEN 2.3 SP1(black
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edition) software(Zeiss, Germany)를 사용하여 ROI(Region of Interest)

의 형광 강도를 측정하였다[그림1]. 레이저를 조사한 ROI의 형광 강도와

레이저를 조사하지 않은 두 영역의 형광 광도 평균값의 변화 비를 계산

하여 시간에 따른 EGFP 융합 단백질의 DNA 손상 부위 결합 양상을

그래프로 분석하였다.
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[그림 1] 레이저 미세 조사를 통한 DNA 손상 부위 결합 특성 분석

(Kim et al., 2019)

형광물질 융합 단백질을 발현하는 플리스미드를 세포에 형질주입을 시킨다.

BrdU 또는 Hoechst 처리를 통해 DNA 손상에 대한 사전 민감화

(Pre-sensitization) 시킨 후, 선(Line) 또는 원(Circle) 모양의 원하는 영역(ROI)

에 레이저를 조사한다. 시간에 따라 사진 촬영 및 ROI의 형광 강도를 측정한다.
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제 5 절 면역 형광 염색법

공초점 현미경용 접시 101350(SPL, Korea)에서 배양된 U2OS 세포에

레이저 미세 조사를 통해 DNA 손상을 유발시킨 후, 얼음 위에서 CSK

용액(10 mM PIPES pH 7.0, 100mM NaCl, 300 mM sucrose, 3 mM

MgCl2 0.5% TritonX-100)을 1분간 처리하여 pre-extract하였다. 이어서

3.7% 포름알데하이드 용액으로 상온에서 10분간 고정하였고, 차가운 인

산완충용액(PBS)으로 3번 씻어준 후, 상온에서 0.25% Triton-X

100/PBS 용액을 10분간 처리하여 항체가 세포 내로 투과할 수 있는 상

태로 만들었다. 불특정한 항원-항체 반응을 억제하기 위해 블로킹

(Blocking) 용액(5% bovine serum albumin과 0.1% Tween-20를 포함한

PBS)을 상온에서 30분간 처리하였다. 그 후 블로킹 용액에서 1차 항체

와 2차 항체를 각각 1시간씩 반응시켰다. 세포의 핵을 염색하기 위해서

0.2 ㎍/ml 4´-6´-diamidino-2-phenylindole(DAPI)를 포함한 PBS로 3분

간 처리하였다. 염색된 세포를 형광 현미경(TE2000-U, Nikon, Japan)으

로 관찰 및 촬영하였다(Shin et al., 2019).

제 6 절 웨스턴 블롯

실험에 사용된 U2OS 세포를 Cell scrapper를 이용하여 수거하여 3,000

rpm, 4 ℃에서 원심 분리하였다. 세포의 용해에는 NETN 용액(40 mM

Tris-HCl pH 7.5, 150 mM sodium chloride, 1% NP-40, 5 mM

ethylenediaminetetraacetic acid) 사용하였고, 추가로 초음파 처리를 하였

다. Bradford assay(BIORAD, USA), 를 통해 용해된 세포 내 단백질 농

도를 측정하고, 20 ㎍의 단백질을 SDS 폴리아크릴아마이드 겔에 전기영

동하였다. 분리된 단백질은 나이트로셀룰로스 막으로 390 mA에서 1시간

30분 동안 이동 및 부착되었다. 1차 항체를 항체별 적정 비율로 3%

bovine serum albumin(BSA) 용액에 희석하여 상온에서 2시간, 2차 항

체는 5% non-fat milk에 희석하여 상온에서 1시간 반응시켰다. 항체 처
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리된 나이트로셀룰로스 막은 세척 후 ECL 용액을 처리하였고,

Chemidoc(ATTO, Korea)을 통해 형광 반응 사진을 촬영하였다(Shin et

al., 2019).

제 7 절 억제제 및 항체

본 연구에서 사용한 억제제는 [표 1]과 같다.

[표 1] 사용한 억제제

억제제 최종 농도 구입처
PARP 억제제(Olaparib) 10 µM Sigma-Aldrich
ATM 억제제(KU-55933) 10 µM Sigma-Aldrich
DNA-PK 억제제(NU7441) 10 µM Axon Medchem
PARG 억제제(PDD00017273) 1 µM Sigma-Aldrich

억제제는 micro-irradiation을 조사하기 한 시간 전에 [표 1]최종 농도로

처리하였다. 본 연구에서 웨스턴 블롯과 면역 염색법을 위해 사용한 1차

항체는 [표 2]와 같고, 2차 항체는 [표 3]과 같다.

[표 2] 사용한 1차 항체

1차 항체 희석 비율 구입처
RecQL4 1 : 50000 AR05-PA0007, Abfrontier
GFP(B-2) 1 : 250 sc9996, Santa Cruz
GAPDH 1 : 30000 GTX100118, Genetex
PARP 1:50 GTX100573, Genetex
H2AX 1:100 A300-081A, Bethyl

[표 3] 사용한 2차 항체

2차 항체 희석 비율 구입처
Rabbit IgG antibody(HRP) 1 : 10000 GTX213110-01, GeneTex
Mouse IgG antibody(HRP) 1 : 10000 GTX213111-01, GeneTex

Alexa Fluor 488 anti-rabbit IgG 1 : 1000 A11008, ThermoFisher
Alexa Fluor 594 anti-mouse IgG 1 : 1000 A11005, ThermoFisher
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제 3 장 연구 결과

제 1 절 레이저 미세 조사를 통한 DNA 손상 조건 탐색

레이저 미세 조사(laser micro-irradiation)를 통한 DNA 손상을 유발하

기 위해서는 레이저를 조사하기 전 BrdU와 Hochest를 사용하여 DNA

손상에 대해 민감화 시키는 과정(pre-sensitization)이 필요하다(Stixova

et al., 2014; Marianna & Oliver, 2016; Kim et al., 2019). BrdU의 경우

DNA 복제 과정에서 티민(T)을 대체하여 사용되어, DNA로 삽입된다.

본 연구의 초점 단백질인 RecQL4는 DNA 복제에 관여하므로(Sangrithi

et al., 2005; Kohzaki et al., 2012; Croteau et al., 2014), RecQL4의 발현

을 억제하는 실험에서는 DNA 복제 과정 지연 등의 문제로 인해 BrdU

가 DNA에 삽입되는 양을 통제하기 어렵다. 따라서 본 연구에서는

Hochest를 사용하여 DNA 손상에 대해 민감화 시키는 과정을 수행하였

다. 그러나 Hoechst를 사용한 기존 연구가 많지 않으며, Marianna와

Oliver(2016)의 연구에서는 DNA 손상에 대해 민감화 시키는 과정에서

Hoechst를 10 ㎍/ml로 10분간 처리하였고, Stixova 등(2014)의 연구에서

는 Hoechst를 0.5 ㎍/ml로 5분간 처리하는 등 연구에 따라 Hoechst의

처리 농도와 시간에서 차이를 보였다. 따라서 본 연구를 진행함에 있어

Hochest를 처리한 상황에서 레이저 미세 조사를 통한 DNA 손상 조건을

탐색할 필요성이 있다. DNA 손상이 정상적으로 일어났는지 확인하고자

DNA 손상 마커로 사용되는 H2AX와 PARP의 foci가 레이저를 조사한

부위에서 형성되는지 면역 형광 염색법으로 확인하였다. Hochest의 처리

농도를 10 ㎍/ml, 5 ㎍/ml, 2.5 ㎍/ml인 조건, 레이저의 출력이 100%,

80%, 60%, 40%, 20%인 조건, 레이저의 반복 수(iteration)가 15, 10 5, 3,

1인 조건에서 실험을 진행하여 레이저 미세 조사를 통한 최적의 DNA

손상 조건을 탐색하였다. 연구 결과 Hoechst 처리 농도가 10 ㎍/ml인 경

우에 Hoechst의 세포에 대한 독성으로 인해 Hoechst 처리 후 1시간 경

과 후부터 세포의 형태가 비정삭적으로 변하는 것이 관찰되었다. 또한
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레이저의 출력과 반복 수가 각각 20%와 5로 레이저 세기가 낮은 조건에

서도 레이저를 조사한 부분 외에 핵 전체적으로 H2AX가 형성되었다

[그림 2A]. 반면에 Hoechst 처리 농도가 5 ㎍/ml인 경우, 레이저 세기가

20%이고, 반복 수가 5 또는 3인 조건에서는 H2AX의 형성이 레이저를

조사한 부분에서만 관찰이 되었다[그림 2B, 2C]. PARP의 경우는 

H2AX와는 달리 레이저의 세기와 반복 수가 높은 경우를 제외하고는 레

이저를 조사한 부분에서만 관찰 되었다[그림 2A, 2B, 2C].

본 연구실에서 진행된 추가 실험에서 민감화 과정(pre-sensitization)에

Hoechst를 처리한 경우 H2AX의 형성이 시간에 따라 레이저를 조사한

영역에서 핵 전체로 퍼져나가는 것을 확인하였다. 또한 레이저의 세기가

강한 조건에서는 레이저 조사 후 면역 형광 염색법을 위해 고정된 시간

이 다른 모든 샘플에서 핵 전체에서 H2AX가 형성되었다. 이러한 결과

들을 종합해볼 때, Hoechst 사용하는 경우에는 레이저의 출력이 높거나

반복 수가 많으면 H2AX가 레이저 조사 부위에서 핵 전체로 매우 빠르

게 퍼져나가기 때문에 면역 형광 염색법으로 관찰 시 H2AX가 핵 전체

에서 관찰된다는 것을 추론할 수 있었다[그림 2].

RecQL4와 같이 DNA 손상 초기에 관여하는 단백질의 DNA 손상 부

위 결합 특성을 확인하기 위해서는 DNA 손상 수선 초기 과정이 관찰

및 분석이 가능해야 한다. 따라서 pre-sensitization 과정에서 Hoechst를

사용할 경우에는 레이저의 세기를 낮출 필요성이 있다. 이러한 결과는

pre-sensitization 과정에서 Hoechst를 사용한 경우가 BrdU를 사용한 경

우보다 같은 레이저 세기에서 더 큰 DNA 손상을 유발한다는 Stixova

등(2014)의 연구 결과와 일치한다.

결과들을 종합하면, Hoechst의 농도가 10 ㎍/ml인 경우 세포의 형태가

빠르게 변하며, 레이저의 출력이 높고 반복 수가 많을 때에는 심한 DNA

손상이 발생할 수 있다. Hoechst 처리 농도가 5 ㎍/ml이고 레이저의 세

기가 20%, 반복 수가 5인 조건에서는 세포의 형태 변화가 크지 않고,

PARP와 H2AX가 micro-irradiation을 조사한 부위에서 관찰되므로 본

연구에서는 이와 같은 조건으로 레이저 미세 조사 실험을 진행하였다.
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[그림 2]
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[그림 2] 레이저 미세 조사를 통한 DNA 손상 조건 탐색

공초점 현미경용 접시에서 배양된 U2OS 세포에 레이저 미세 조사를 통해

DNA 손상을 유발하고, 면역 형광 염색법을 통해 H2AX와 PARP의 foci 형성

을 관찰하였다. H2AX와 PARP의 각각 항 H2AX 항체와 항 PARP 항체에

의해 검출되었으며, DAPI는 세포의 핵을 나타낸다. 레이저 미세 조사 10분 전

에 Hoechst를 제시된 조건의 농도가 되도록 처리하였다. 조건당 10개의 세포에

레이저 미세 조사를 통해 DNA 손상이 유발되었고, 3번 반복 실험을 수행하였

다. 그림은 대표이미지를 나타낸 것이다.

A. Hochest 농도가 10㎍/ml, 레이저 반복 수는 5이고, 레이저 세기는 각각

100%, 60%, 40%, 20%인 조건이다. B. Hochest 농도가 5㎍/ml, 레이저 반복 수

는 5이고, 레이저 세기는 각각 100%, 60%, 40%, 20%인 조건이다. C. Hochest

농도가 5㎍/ml, 레이저 세기는 20%이고, 레이저 반복 수가 각각 15, 10, 5, 3인

조건이다.
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제 2 절 RecQL4의 DNA 손상 부위 결합 양상

RecQL4의 DNA 손상 부위 결합 양상을 확인하기 위해 녹색형광단백

질(EGFP)이 융합된 RecQL4를 세포 내에 발현시켰다. 레이저를 특정 영

역에 조사하여 DNA 손상을 유발하였고, 손상 부위로 EGFP RecQ4의 이

동과 그에 따른 형광 강도 변화를 측정하였다. EGFP 형광 강도는 손상

부위에서 증가하였고 약 100초 이후 손상 부위에서 감소하는 양상이 관

찰되었다[그림 3]. DNA 이중 가닥 수선 반응에 중요한 MRN 복합체를

구성하는 Mre11의 DNA 손상 부위 결합 양상과 비교한 결과,

EGFP-Mre11은 DNA 손상 부위로 모인 후 측정 시간인 10분 동안 손상

부위에 계속 잔류하였다[그림 4]. EGFP-Mre11과는 달리 EGFP-RecQL4

는 DNA 손상 상황에서 초기에 손상 부위에 결합되었다가 다시 해리되는

양상이 관찰되었다. 이 결과는 RecQL4가 손상 부위에서 짧게 점유하는

단백질이라는 Aleksandrov 등(2018)의 연구 결과와 일치하였다.
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A

B

[그림 3] EGFP-RecQL4의 DNA 손상 부위 결합 양상

A. U2OS 세포에 EGFP-RecQL4를 발현하는 플라스미드를 형질주입 시키고,

24시간 뒤에 micro-irradiation을 조사하였다. 하얀색 사각형으로 표시된 영역이

micro-irradiation을 조사한 영역이다. 10초 간격으로 사진을 촬영하였으며, 그림

은 제시된 시간에 촬영한 이미지를 대표로 나타낸 것이다. B. A의 시간에 따른

형광 강도를 20초 간격으로 나타낸 그래프로, micro-irradiation을 조사한 영역의

형광 강도 측정값을 micro-irradiation을 조사하지 않은 2개 영역의 형광 강도

측정값의 평균값으로 나눈 것이다. 그래프는 15개의 샘플에 대한 평균값을 나타

낸 것이고, Error bar는 표준편차이다.
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A

B

[그림 4] EGFP-Mre11의 DNA 손상 부위 결합 양상

A. U2OS 세포에 EGFP-Mre11를 발현하는 플라스미드를 형질주입 하고, 24시

간 뒤에 micro-irradiation을 조사하였다. 하얀색 사각형으로 표시된 영역이

micro-irradiation을 조사한 영역이다. 10초 간격으로 이미지를 획득하였으며, 그

림은 제시된 시간에 촬영한 사진을 대표로 나타낸 것이다. B. A의 시간에 따른

형광 강도를 20초 간격으로 나타낸 그래프로, micro-irradiation을 조사한 영역의

형광 강도 측정값을 micro-irradiation을 조사하지 않은 2개 영역의 형광 강도

측정값의 평균값으로 나눈 것이다. 그래프는 15개의 샘플에 대한 평균값을 나타

낸 것이고, Error bar는 표준편차이다.
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제 3 절 DNA 손상 수선에 관여하는 효소의 활성이

RecQL4의 DNA 손상 부위 결합에 미치는 영향

RecQL4는 DNA가 손상되었을 때 초기에 손상 부위에 결합되었다가

해리된다. 따라서 RecQL4는 DNA 손상 수선에 관여하는 단백질 중 초

기에 손상 부위에 모이는 단백질에 의해 조절을 받거나, 또는 상호작용

을 통해 초기에 오는 단백질에 영향을 줄 것이라 예상할 수 있다. 대표

적인 예인 PARP-1, ATM, DNA-PKcs는 손상 부위에 빠르게 결합하는

초기 단백질로, 다른 단백질을 활성화 시켜 DNA 손상 수선 과정이 일

어나게 한다(Lieber, 2010; Leung et al., 2014; Falck et al., 2005).

PARP-1은 DNA 손상 수선 반응에 관여하는 초기 단백질의 손상 부위

결합에 중요하게 작용하는 단백질이며, RecQL4의 C-말단 부분과 상호

작용한다고 알려져 있다(Woo et al., 2006). 또한 Hela 세포에서 RecQL4

가 DNA 손상 부위에 결합되는데 Poly(ADP-Ribose)의 합성이 필요하다

는 연구 결과가 있다(Aleksandrov, 2018). 따라서 RecQL4가 DNA 손상

부위에 결합하는 것에 대한 PARP의 영향을 확인할 필요가 있다. 또한

DNA 손상 수선 반응에서 초기에 ATM과 DNA-PKcs의 활성화가 중요

하게 작용하므로 이들이 RecQL4의 DNA 손상 부위 결합에 영향을 미치

는 확인하고자 하였다. 이를 위해 세포에 PARP 억제제, ATM 억제제,

DNA-PK 억제제를 각각 처리한 후 레이저 조사에 의한 DNA 손상 부

위로 EGFP 융합 RecQL4의 이동과 결합 양상을 확인하였다. 나아가

DNA 이중 가닥 손상 수선 반응에 있어 H2AX의 인산화를 통한 

H2AX 형성이 중요하며, H2AX의 형성은 ATM과 DNA-PKcs에 조절

되므로(Stiff et al. 2004; Falck et al., 2005; Berkovich et al., 2007), 

H2AX의 형성이 RecQL4의 DNA 손상 부위 결합에 미치는 영향을 확인

하고자 ATM 억제제와 DNA-PK 억제제를 함께 처리하였다. 그 결과

PARP 억제제를 처리한 경우에서만 EGFP-RecQL4가 DNA 손상 부위로

결합되지 않았다[그림 5A]. ATM 억제제, DNA-PK 억제제 그리고

ATM 억제제와 DNA-PK 억제제를 함께 처리한 경우에는
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EGFP-RecQL4가 DNA 손상 부위로 결합을 가능 했을 뿐 아니라 결합

양상도 억제제를 처리하지 않는 경우와 유사하게 관찰되었다[그림 5]. 이

결과들은 RecQL4의 DNA 손상 부위 결합에 ATM과 DNA-PK의 활성,

H2AX의 형성은 중요하지 않으며, PARP의 활성이 중요하게 작용한다

는 것을 의미한다.
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[그림 5] 억제제 처리에 따른 RecQL4의 DNA 손상 부위 결합 양상

A. [그림 3]과 같은 방법으로 micro-irradiation을 조사하였다. Laser를 조사하

기 1시간 전에 PARP 억제제(PARPi, 10 µM), ATM 억제제(ATMi, 10 µM),

DNA-PK 억제제(DNA-PKi, 10 µM)를 처리하였다. 하얀색 사각형으로 표시된

영역이 micro-irradiation을 조사한 영역이다. 10초 간격으로 이미지를 획득하였

으며, 그림은 제시된 시간에 획득한 이미지를 대표로 나타낸 것이다. B. A의 시

간에 따른 형광 강도를 20초 간격으로 나타낸 그래프로, micro-irradiation을 조사

한 영역의 형광 강도 측정값을 micro-irradiation을 조사하지 않은 2개 영역의

형광 강도 측정값의 평균으로 나눈 것이다. 그래프는 15개의 샘플에 대한 평균

값을 나타낸 것이고, Error bar는 표준편차를 나타낸다.
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제 4 절 Helicase 활성이 RecQL4의 DNA 손상 부위

결합에 미치는 영향

RecQL4는 RecQ Helicase family에 속하는 Helicase이다(Kitao et al.,

1998). RTS 환자의 경우 RecQL4의 Helicase 도메인이 없는 경우도 존

재하며, Helicase 도메인이 DNA 손상 수선 반응에서 중요하게 작용한다

는 연구도 있다(Rossi et al., 2010). 따라서 RecQL4의 DNA 손상 부위

결합에 있어 Helicase 활성의 영향을 확인하였다. Helcase 도메인의

Walker A 모티프에서 일어난 점돌연변이(이하 WA)와 Walker B 모티

프에서 일어난 점돌연변이(이하 WB)는 RecQL4의 ATPase 또는

Helicase 활성을 저해한다고 알려져 있다(Kitao et al. 1999). 따라서

Helicase 도메인이 없는 EGFP 융합 RecQL4 변이 단백질(HT, Helicase

Truncated), EGFP 융합 RecQL4 WA 변이 단백질, EGFP 융합 RecQL4

WB 변이 단백질을 이용하여 Helicase 활성이 RecQL4의 DNA 손상 부

위 결합에 미치는 영향을 확인하였다[그림 6]. 그 결과, 3가지 변이 단백

질 모두 micro-irradiation 조사에 의해 유발된 DNA 손상 부위에 결합

하였다[그림 7A]. 또한, DNA 손상 부위 결합 양상 역시 야생형 RecQL4

와 유사하게 관찰되었다[그림 7B]. 하지만 RecQL4가 세포내에서 주로

이합체(dimer)로 존재한다는 연구결과(Croteau et al., 2014)가 있으므로,

endogenous RecQL4와 RecQL4 변이 단백질이 이합체를 형성하여 DNA

손상 부위에 결합할 가능성이 있다. 이 가능성을 배제하기 위해,

endogenous RecQL4의 발현을 억제하는 siRNA를 형질주입한 후 3가지

변이 단백질들의 DNA 손상 부위 결합 양상을 확인하였다[그림 8A,

8B]. 그 결과 endogeneous RecQL4의 발현을 억제한 상태에서도

Helicase 활성이 억제된 3가지 돌연변이형 모두 DNA 손상 부위에 결합

하였고, 결합 양상 역시 야생형 RecQL4와 유사하였다[그림 8C]. 결과들

을 종합할 때, Helicase 활성은 RecQL4의 DNA 손상 부위 결합에 중요

한 영향을 미치지 않는다.
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[그림 6] EGFP 융합 RecQL4 야생형과 돌연변이형의 모식도

RecQL4의 N-말단에 EGFP가 결합되어 있다. RecQL4 WT(Wild type),

야생형 RecQL4; RecQL4 WA(Walker A), 508번 아미노산이 리신(K)에

서 글라이신(G)으로 치환된 돌연변이형; RecQL4 WB(Walker B), 605번

아미노산이 아스파르트산에서 알라닌으로, 606번 아미노산이 글루탐산에

서 아미노산으로 치환된 돌연변이형; RecQL4 HT(Helicase Truncated),

492번부터 819번까지 절단된 돌연변이형; NLS, 핵 신호서열; R4ZBD,

RecQ4-Zn2+-binding domain.
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[그림 7] RecQL4 돌연변이형의 DNA 손상 부위 결합 양상

A. U2OS 세포에 EGFP-RecQL4, EGFP-RecQL4 WA, EGFP-RecQL4

WB, EGFP-RecQL4 HT를 발현하는 플라스미드를 각각 형질주입 하고,

[그림 3]과 같이 micro-irradiation 조사 및 형광 강도를 측정하였다. B.

A의 시간에 따른 형광 강도를 20초 간격으로 나타낸 그래프로,

micro-irradiation을 조사한 영역의 형광 강도 측정값을 micro-irradiation

을 조사하지 않은 2개 영역의 형광 강도 측정값의 평균값으로 나눈 것이

다. 그래프는 15개의 샘플에 대한 평균값을 나타낸 것이고, Error bar는

표준편차이다.
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[그림 8] RecQL4 발현이 억제된 세포에서 RecQL4 돌연변이형의

DNA 손상 부위 결합 양상

A. U2OS 세포에 RecQL4 siRNA를 전기천공법으로 형질주입시키고 24시간

후, EGFP-RecQL4, EGFP-RecQL4 WA, EGFP-RecQL4 WB, EGFP-RecQL4

HT를 발현하는 플라스미드를 각각 형질주입 시켰다. 24시간 후 [그림 3]과 같

이 micro-irradiation 조사 및 형광 강도를 측정하였다. B. A에서 U2OS에

RecQL4 siRNA를 형질주입한 세포의 일부와 GL-2 siRNA를 형질주입한 세포

를 각각 배양하였다. 24시간 후, Western Blot을 수행하여 RecQL4 발현 억제

정도를 확인하였다. GL-2 siRNA는 Control siRNA이다. R4, RecQL4. C. A의

시간에 따른 형광 강도를 20초 간격으로 나타낸 그래프로, micro-irradiation을

조사한 영역의 형광 강도 측정값을 micro-irradiation을 조사하지 않은 2개 영

역의 형광 강도 측정값의 평균값으로 나눈 것이다. 그래프는 15개의 샘플에 대

한 평균값을 나타낸 것이고, Error bar는 표준편차이다.
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제 5 절 RecQL4의 DNA 손상 부위 결합 도메인 탐색

RecQL4의 DNA 손상 부위 결합에 중요한 역할을 하는 도메인을 탐색

하기 위해 N-말단과 C-말단의 일부를 제거한 EGFP 융합 RecQL4 변이

단백질 CD1(aa 1-247), CD2(aa 1-492), CD3(aa 1-835), ND1(aa

820-1208), ND2(aa 437-1208), ND3(aa 241-1208)를 발현하는 플라스미

드를 제작하였다[그림 9]. 제작한 플라스미드는 DNA 염기 서열 결정

(DNA sequencing)과 웨스턴 블롯 분석을 통해 설계한 영역을 가지는

EGFP 융합 RecQL4 변이 단백질이 정상적으로 발현되는지 확인하였다

[그림 10]. 제작한 플라스미드를 각각 U2OS 세포에 발현시키고 레이저

를 조사하였을 때, EGFP 융합 RecQL4 변이 단백질 중 CD2, CD3, ND3

만이 DNA 손상 부위에 결합하였다[그림 11A]. 이들의 공통적인 영역이

aa 241-492이므로 이 영역 안의 일부를 포함한 EGFP 융합 RecQL4 변

이 단백질 241-437, 241-492, 224-437, 224-492, 360-437, 360-492를 발

현하는 플라스미드를 추가 제작하였다[그림 9]. 추가 제작한 플라스미드

는 DNA 염기 서열 결정(DNA sequencing)과 Western blot 분석을 통해

설계한 영역을 가지는 EGFP 융합 RecQL4 변이 단백질이 정상적으로

발현되는지 확인하였다[그림 10]. 실험 결과 추가 제작한 EGFP 융합

RecQL4 변이 단백질 모두 DNA 손상 부위에 결합하였다[그림 11B]. 따

라서 제작한 변이 단백질 중 가장 짧은 아미노산 360-437 영역이 DNA

손상 부위 결합에 중요한 도메인이다. 하지만 추가 제작된 EGFP-결합

RecQL4 변이 단백질들의 결합 양상이 야생형 RecQL4와는 차이가 존재

하였다. RecQL4 변이 단백질 모두 DNA 손상 부위로 결합되었다가 해

리되는 양상은 야생형 RecQL4와 유사하였으나, 손상 부위의 형광 강도

의 최댓값은 야생형 보다 낮게 관찰되었다[그림 12A]. 추가 제작된 변이

단백질들의 손상 부위에서 형광 강도 최댓값은 ND3와 유사하였으며,

CD2와 CD3 만이 야생형 RecQL4와 손상 부위에서 형광 강도의 최댓값

이 유사하게 관찰되었다[그림 12B, 12C].
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[그림 9] DNA 손상 부위 결합 도메인 탐색을 위해 제작한 EGFP 융합

RecQL4 변이 단백질의 모식도

RecQL4 변이 단백질의 N-말단에 EGFP와 SV40(Simian virus 40)의 핵신호서

열(NLS)이 결합되어 있다. CD1, RecQL4의 1번 아미노산부터 247번 아미노산까

지의 영역을 포함하는 변이 단백질; CD2, RecQL4의 1번 아미노산부터 492번 아

미노산; CD3, RecQL4의 1번 아미노산부터 835번 아미노산; ND1, RecQL4의 1번

아미노산부터 247번 아미노산; ND2, RecQL4의 1번 아미노산부터 247번 아미노

산; ND3, RecQL4의 1번 아미노산부터 247번 아미노산; 241-437, RecQL4의 1번

아미노산부터 247번 아미노산까; 241-492, RecQL4의 241번 아미노산부터 492번

아미노산; 224-437, RecQL4의 224번 아미노산부터 437번 아미노산; 224-492,

RecQL4의 1번 아미노산부터 492번 아미노산; 360-437, RecQL4의 360번 아미노

산부터 437번 아미노산; 360-492, RecQL4의 360번 아미노산부터 492번 아미노산
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[그림 10] 제작된 EGFP 융합 RecQL4 변이 단백질 Western blot 결과

U2OS 세포에 제작된 EGFP 융합 RecQL4와 EGFP 융합 RecQL4 변이 단백질을 발

현하는 플라스미드를 각각 형질주입하고 24시간 후, Western blot을 수행하여 형질

주입 한 EGFP 융합 RecQL4 및 변이 단백질들의 발현을 확인하였다. GFP는 발현된

EGFP 융합 RecQL4 또는 변이 단백질들을 나타내며, GAPDH는 loading control이

다. *는 CD1의 degradation 형태로 추정된다.
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[그림 11] EGFP 융합 RecQL4 변이 단백질의 DNA 손상 부위 결합 유무

U2OS 세포에 CD1, CD2, CD3, ND1, ND2, ND3, 241-437, 241-492, 224-437,

224-492, 360-437, 360-492를 발현하는 플라스미드를 각각 형질주입 하고, 24시간

후 [그림 3]과 같이 micro-irradiation 조사, 이미지 획득 및 형광 강도를 측정하

였다. Pre는 Micro-irradiation 조사 전의 대표 이미지를, Post는 micro-irradiation

조사 후 100초 뒤의 대표 이미지를 나타낸 것이다.
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[그림 12] EGFP 융합 RecQL4 변이 단백질의 DNA 손상 부위 결합

양상

A-C [그림 11]의 시간에 따른 형광 강도를 20초 간격으로 나타낸 그래프로,

micro-irradiation을 조사한 영역의 형광 강도 측정값을 micro-irradiation을 조

사하지 않은 2개 영역의 형광 강도 측정값의 평균값으로 나눈 것이다. 그래프는

15개의 샘플에 대해 평균값을 나타낸 것이고, Error bar는 표준편차이다.
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제 6 절 PARP 억제제가 DNA 손상 부위 결합 도메인

에 미치는 영향

EGFP-RecQL4는 PARP 억제제를 처리한 경우 DNA 손상 부위로 결

합되지 않았다[그림 5A]. 따라서 DNA 손상 부위 결합에 중요한 도메인

만을 가지는 변이 단백질에서도 PARP 억제제에 의해 손상 부위 결합이

제한되는지 확인하였다. 그 결과 241-437, 360-437 모두 PARP 억제제를

처리하였을 때 DNA 손상 부위 결합이 제한되었다[그림 13]. 따라서

DNA 손상 부위 결합에 중요한 RecQL4 영역인 아미노산 360-437이

DNA 손상 부위에 결합하는 것에도 PARP의 활성이 필요하다. 이러한

결과는 RecQL4의 360-437 영역이 폴리 ADP 라이보실화가 일어나는 부

분일 가능성, 폴리 ADP 라이보실화가 된 단백질과 상호작용하는 부분일

가능성, 폴리 ADP 라이보스에 결합하는 부분일 가능성을 암시한다.
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[그림 13] PARP 억제제 처리에 따른 DNA 손상 부위 결합 도메인의

DNA 손상 부위 결합 양상

[그림 3]과 같은 방법으로 micro-irradiation을 조사하였다. Laser를 조사하기 1

시간 전에 PARP 억제제(PARPi, 10 µM)를 처리하였다. micro-irradiation 조사

후 10초 간격으로 형광세기를 측정하였다. micro-irradiation을 조사한 영역의

형광 강도 측정값을 micro-irradiation을 조사하지 않은 2개 영역의 형광 강도

측정값의 평균값으로 나눈 것이다. 그래프는 15개의 샘플에 대한 평균값을 나타

낸것이고, Error bar는 표준편차를 나타낸다. A. RecQL4의 아미노산 241-437

영역을 발현하는 세포에서 Laser 조사 후 시간에 따른 형광 강도를 20초 간격

으로 나타낸 그래프이다. B. RecQL4의 아미노산 360-437 영역을 발현하는 세

포에서 Laser 조사 후 시간에 따른 형광 강도를 20초 간격으로 나타낸 그래프

이다.
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제 7 절 PARG 억제제가 RecQL4의 DNA 손상 부위

결합에 미치는 영향

RecQL4는 PARP 활성 의존적으로 DNA 손상 부위에 결합하였다[그림

5]. PARP는 DNA의 손상 부위에서 폴리 ADP 라이보스(PAR)를 합성한

다. PAR는 DNA 손상이 발생하면 관련 단백질에 일시적으로 첨가되었

다가 poly(ADP-ribose) glycohydolase(PARG)와 같은 dePARylation 효

소에 의해 빠르게 분해된다(Barkauskaite et al., 2015). RecQL4의 DNA

손상 부위 결합 양상이 PARP 의존적이므로, 손상 부위에 결합 후 다시

해리되는 양상이 PAR의 제거에 의한 것일 가능성이 있다. 이러한 가설

을 확인하기 위해 PARG 억제제(PDD000172273)를 처리하여 DNA 손상

후 생성된 PAR가 분해되지 않는 상황에서 RecQL4의 결합 양상을 확인

하였다. 그 결과 PARG 억제제를 처리하였을 때, RecQ4가 DNA 손상

부위에 결합 후 해리되지 않고 측정 시간 동안 손상 부위에 계속 잔류하

였다[그림 14]. 본 연구에서 확인한 RecQL4 DNA 손상 부위 결합 도메

인 아미노산 360-437의 경우도 같은 결과가 관찰되었다[그림 15]. 이러

한 결과는 DNA 손상 부위에서 합성된 PAR의 분해가 DNA 손상 부위

에서 RecQL4의 해리를 유발하였음을 의미한다. 따라서 RecQL4가 DNA

손상 부위에 결합되고 해리되는데 PAR의 합성과 분해가 필요하다.
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[그림 14] PARG 억제제 처리에 따른 RecQL4의 DNA 손상 부위 결합

양상

A. [그림 3]과 같은 방법으로 EGFP-RecQL4를 과발현 시킨 후, micro-irradiation

을 조사하였다. Laser를 조사하기 1시간 전에 PARG 억제제(PDD00017273, 1 µM)

를 처리하였다. 하얀색 사각형으로 표시된 영역이 micro-irradiation을 조사한 영역

이다. 10초 간격으로 이미지를 획득하였으며, 그림은 제시된 시간에 획득한 이미지

를 대표로 나타낸 것이다. RecQL4 FL, RecQL4의 전체 영역(Full length)을 가지

는 야생형 RecQL4; PARGi, PARG 억제제. B. A의 시간에 따른 형광 강도를 20

초 간격으로 나타낸 그래프로, micro-irradiation을 조사한 영역의 형광 강도 측정

값을 micro-irradiation을 조사하지 않은 2개 영역의 형광 강도 측정값의 평균값으

로 나눈 것이다. 그래프는 15개의 샘플에 대한 평균값을 나타낸 것이고, Error bar

는 표준편차이다.
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[그림 15] PARG 억제제 처리에 따른 DNA 손상 부위 결합 도메인의

DNA 손상 부위 결합 양상

A. [그림 1]과 같은 방법으로 EGFP-RecQL4(360-437)를 과발현 시킨 후,

micro-irradiation을 조사하였다. Laser를 조사하기 1시간 전에 PARG 억제제

(PDD00017273, 1 µM)를 처리하였다. 하얀색 사각형으로 표시된 영역이

micro-irradiation을 조사한 영역이다. 10초 간격으로 이미지를 획득하였으며, 그

림은 제시된 시간에 획득한 이미지를 대표로 나타낸 것이다. RecQL(360-437),

RecQL4의 360번 아미노산부터 437번 아미노산까지의 영역을 포함하는 변이형;

PARGi, PARG 억제제. B. A에서 시간에 따른 형광 강도를 20초 간격으로 나타

낸 그래프로, micro-irradiation을 조사한 영역의 형광 강도 측정값을

micro-irradiation을 조사하지 않은 2개 영역의 형광 강도 측정값의 평균값으로

나눈 것이다. 그래프는 15개의 샘플에 대한 평균값을 나타낸 것이고, Error bar

는 표준편차이다.
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제 4 장 논의

본 연구에서는 RecQL4의 DNA 손상 부위 결합 특성을 밝혀 DNA 손

상 수선 반응에서 RecQL4의 작용 기전을 밝혀내기 위한 연구 방향을

제안하고자 하였다. RecQL4는 초기에 DNA 손상 부위에 결합되었다가

해리되는 양상을 보인다[그림 1]. 이 결과는 RecQL4가 DNA 손상 수선

반응에 있어 초기에 관여하는 단백질들에 의해 영향을 받거나 혹은 영향

을 줄 수 있음을 의미한다. RecQL4의 DNA 손상 부위 결합에 Helicase

도메인과 Helicase 활성, DNA 손상 수선 반응의 중요 단백질은 ATM과

DNA-PK의 활성은 필요하지 않았다[그림 5]. 또한 ATM과 DNA-PK의

활성을 동시에 억제하여 H2AX의 형성을 제한하였을 때도 RecQL4는

DNA 손상 부위에 결합이 가능하였고, 결합 양상도 억제제를 처리하지

않았을 때와 유사하였다[그림 5]. 하지만 PARP 억제제를 처리 하였을

때 RecQL4의 DNA 손상 부위 결합은 크게 억제되었으며[그림 5], 이는

RecQL4의 DNA 손상 부위 결합에 PARP의 활성이 필요하다는 것을 의

미한다. 따라서 RecQL4는 PARP의 기질이거나 PARP의 기질이 되는 단

백질과 상호작용할 것이다. 또한 RecQL4의 아미노산 360-437의 영역만

으로도 DNA 손상 부위의 결합이 가능하였고[그림 11], 이 영역도

PARP 억제제에 의해 DNA 손상 부위 결합이 억제되었다[그림 13], 이

결과는 아미노산 360-437의 영역에 PARP에 의해 폴리 ADP-라이보실

화되는 부분 또는 폴리 ADP 라이보스를 인지하여 결합하는 도메인이

존재하거나, PARP의 기질이 되는 중개 단백질과의 상호작용에 중요한

도메인이 존재할 가능성을 암시한다. Woo 등(2006)은 RecQL4의 C-말단

영역(833-1208)이 PARP-1과 상호작용하며, 이 영역이 in vitro에서 폴리

ADP 라이보실화가 일어남을 증명하였다. 그러나 본 연구에서는 C-말단

영역(833-1208)이 없어도 RecQL4가 DNA 손상 부위에 결합할 수 있음

을 확인하였고, 이는 C-말단의 폴리 ADP 라이보실화는 DNA 손상 부위

에 결합에는 중요하지 않으며, RecQL4는 PARP-1과 물리적인 상호작용

없이 DNA 손상 부위 결합이 가능함을 알려준다. 게다가 Woo 등(2006)
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의 연구는 RecQL4의 C-말단(833-1208) 영역만 폴리 ADP 라이보실화가

되는지 확인하였으므로, 본 연구에서 탐색한 RecQL4의 DNA 손상 부위

결합에 중요한 영역인 아미노산 360-437에서 폴리 ADP 라이보실화가

일어날 가능성은 여전히 존재한다.

본 연구에서는 다양한 GFP 융합 RecQL4 변이형들을 이용하여 아미노

산 360-437 영역이 RecQL4의 DNA 손상 부위 결합에 중요한 영역임을

확인하였다. 이 과정에서 CD2(aa 1-492), CD3(aa 1-835), ND3(aa

241-1208) 영역이 DNA 손상 부위 결합 가능함을 확인하였고, 이 결과를

바탕으로 추가 실험을 통해 aa 241-437, aa 241-492, aa 224-437, aa

224-492, aa 360-437, aa 360-492 영역 모두 DNA 손상 부위 결합 가능

함을 확인하였다. 그러나 CD2와 CD3 만이 RecQL4 야생형의 DNA 손

상 부위 결합 양상이 유사하였고, ND3와 RecQL4의 중간 부분만을 가지

는 나머지 영역들은 형광 강도의 최댓값이 야생형 RecQL4 보다 낮게

관찰되었다[그림 12]. 이러한 결과는 CD2와 CD3만이 가지고 있는 N-말

단의 특성 때문일 것으로 생각된다. RecQL4의 N-말단에 있는 Sld

homology에는 DNA 결합 모티프를 가지고 있으며(Sangrithi et al.,

2005; Marino et al., 2013), 이 영역은 특히 guanine quadruplex(G4)

DNA에 대한 친화력이 높다고 알려져 있다(Keller et al., 2014). 따라서

ND3와 RecQL4 중간 영역만 가지는 변이형들은 DNA 결합 모티프를 가

지는 N-말단이 없기 때문에 야생형 RecQL4, CD2, CD3 보다 형광 강도

의 최댓값이 낮게 나타났을 것으로 추측된다.

RecQL4의 DNA 손상 부위의 결합과 해리는 폴리 ADP-라이보스

(PAR) 의존적이며[그림 5, 14], 또한 RecQL4의 아미노산 360-437 영역

의 DNA 손상 부위의 결합과 해리도 PAR 의존적이다[그림 13, 15]. 특

히 본 연구는 PAR가 제거되지 않으면, RecQL4가 DNA 손상 부위에서

해리되지 않음을 확인하여 RecQL4의 정상적인 DNA 손상 부위 결합 양

상에 PAR의 형성 뿐 아니라 PAR의 제거도 중요함을 밝혔다는 점에서

기존 연구들과 큰 차별성을 갖는다. 게다가 PAR의 제거와 RecQL4의

DNA 손상 부위 해리의 관련성은 DNA 손상 수선 반응에서 PAR 제거
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의 중요성을 시사한다. DNA 손상 수선 기구가 직접 손상 부위를 인지

하고 수선하기 위해서 DNA 손상 후 추가된 PAR는 제거되어야 하며,

그렇지 않다면 PAR에 의해 DNA 손상 부위에 모인 손상 회복 기구들이

손상 부위에 묶여 DNA 수선을 위한 이동이 제한될 것이다(Fisher et

al., 2007). 따라서 DNA 수선을 용이하게 함에 있어 DNA 손상 부위, 또

는 관련 단백질의 폴리 ADP-라이보실화 후 PAR의 제거는 중요하다.

쥐에서 PARG의 제거가 세포 사멸과 배아 치사를 유발한다는 연구 결과

(Koh et al., 2004)는 PARG에 의한 PAR의 제거의 중요성을 확인시켜준다.

RecQL4는 DNA 이중 가닥 손상 반응에 있어 중요한 역할을 하며(Abe

et al., 2011; Lu et al., 2016), 본 연구실에서도 RecQL4의 발현이 억제된

세포에서 MRN 복합체의 안정성이 감소하는 것을 확인하였다. 하지만

DNA 손상 부위에서 RecQL4의 구체적인 역할과 정확한 기작은 밝혀지지

않았다. 본 연구 결과들을 종합하여, DNA 손상 수선 반응에서 RecQL4의

작용 기전을 밝혀내기 위한 연구 방향을 다음과 같이 제안한다.

첫째, RecQL4 360-437 영역의 폴리 ADP 라이보실화 여부를 확인하는

연구가 필요하다.

둘째, RecQL4 360-437 영역의 폴리 ADP 라이보스를 결합 가능성을

확인하는 연구가 필요하다.

셋째, DNA 손상 반응 초기에 관여하며 폴리 ADP-라이보실화되거나 이

를 인지하는 단백질 중 RecQL4와 상호작용을 하는 단백질들을 탐

색하는 연구가 필요하다.

본 연구는 RecQL4의 DNA 손상 부위 결합에 중요한 도메인 탐색하였고,

손상 부위의 결합과 해리에 있어 PAR의 합성과 분해가 중요함을 밝혀

DNA 손상 수선 반응에서 RecQL4의 작용 기전 연구를 위한 방향을 제안하

였다는 점에서 의의가 있다. 본 연구와 관련한 추가 연구 진행을 통해 DNA

손상 부위에서 RecQL4의 기능과 역할을 이해할 수 있을 것이라 생각된다.
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Abstract

Characterization of RecQL4

recruitment on DNA damage site

Gyungmin Kim

Biology Major

Department of Science Education

The Graduate School

Seoul National University

Rothmund–Thomson syndrome(RTS) is an autosomal recessive

hereditary disorder, which is characterized by skeletal abnormalities,

genomic instability, osteosarcomas and predisposition to malignant

tumors. The disease is associated with mutation in RECQL4 gene, a

member of the human RecQ helicases. RecQL4 was found to be

required for DNA double-strand break(DSB) response, but the precise

role of RecQL4 in DSB response pathways is largely unknown.

Here, to understanding the role of RecQL4 in DSB response, I

investigated how RecQL4 is recruit to the DNA damage site. For this

purpose, I created truncated RecQL4 proteins which are fused to GFP.
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After that I confirmed the RECQL4 domain responsible for its

localization on DSB sites and measured the kinetics of recruitment of

truncated RecQL4 proteins to laser-induced DNA damage sites in

U2OS cells. As a result, I identified that N-terminal domain located

in front of helicase domain is required for recruitment of RecQL4 to

the DSB site. Futhermore, the C-terminal domain interacting with

poly(ADP-ribose) polymerase 1(PARP-1) was unnecessary for

recruitment of RecQL4 to the DSB site, but one thing to consider is

that RecQL4 was not recruited to the damage site when PARP

inhibitor was treated. Taken together, the results suggest that the

poly(ADP-ribosylation) activity of PARP is required for RecQL4

recruitment to the DSB site rather than physical interaction with

PARP. In addition, it was found that the synthesis and degradation of

poly(ADP-ribose) was important for rectruitment and disssociation of

RecQL4 into the DNA damage site through PARG inhibitor treatment.

keywords : RecQL4, DNA repair, DNA damage response, DNA

damage site recruitment
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