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초 록

Selenophosphate Synthetase (SEPHS)는 21번째 아미노산인

selenocysteine을 합성할 때 필요하며, selenium donor인

selenophosphate를 합성할 때 사용되는 효소이다. 진핵생물에서는 두 가

지 isoform인 SEPHS1과 SEPHS2가 존재한다. SEPHS2만이 효소 활성

을 보인다. SEPHS1은 효소 활성은 없지만, 선행 연구를 통해 세포의 기

능 유지 및 세포 내 산화-환원 항상성 조절에 관여한다고 밝혀졌다.

산화-환원 항상성은 세포 및 조직의 정상적인 기능을 유지하는 데 중요

한 역할을 하며, 인간의 건강에 있어 퇴행성 질환 및 암과 같은 질병의

위험인자로 간주하고 있어 매우 중요한 생리적 조절기작이다. 이러한 산

화-환원 항상성을 유지하는 데 있어 Sephs1이 중요한 역할을 함을 본

실험실 연구를 통해 밝혀졌다. 기존 실험들은 동물의 암 세포에서

SEPHS1 결핍을 통해 기능을 밝혀내었었다. 이번 연구에서는 사람의 자

궁경부 암세포(HeLa)와 탯줄 정맥 내피 세포(HUVEC)에서 SEPHS1을

결핍시켜 기능을 규명하고자 knockdown을 유도하였다. SEPHS1이

knockdown 되었을 때 세포 내 ROS가 축적되었으며, 그중 superoxide가

축적되었음을 확인하였다. 또한 SEPHS1이 knockdown된 정상 세포에서

는 이틀째부터 세포 사멸이 관찰되었다. 반면 암 세포에서는 세포 사멸

이 관찰되지 않았다.

본 연구에서는 사람의 세포에서 SEPHS1이 결핍되었을 시 세포에 미치

는 영향을 확인하고자 하며, 앞서 동물세포에서 밝혀진 SEPHS1의 기능

인 산화 환원 항상성 유지가 사람 세포에서도 비슷한 영향을 주는지 확

인하려 한다. 또한 정상 세포와 암 세포에서 SEPHS1을 결핍하였을 때

나타나는 차이점을 확인하고 그 이유를 분자적 수준 까지 연구하여 규명
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하고자 한다.

주요어 : Selenophosphate synthetase 1, reactive oxygen species,

redox homeostasis, oxidative stress, apoptosis

학 번 : 2019-28669
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제 1 장 서 론

필수 미량원소인 셀레늄은 면역력 증진, 항바이러스, 암의 예방 등 인

간의 건강 유지에 중요하다. 셀레늄은 셀레늄 단백질이 합성되는 과정에

서 selenocysteine(Sec) 형태로 co-translationally insertion되며 세포 내

에서 항상성을 유지하는 역할을 한다. 셀레늄 단백질은 인간에서 25종의

단백질이 알려져 있으며[1], 세포 내 산화-환원 항상성 유지[2], 세포의

이동, 세포 골격조절[3,4] 및 세포 사멸의 조절[5] 등의 역할을 하는 것으

로 알려져 있다.

Selenophosphate synthetase(SEPHS, SelD)는 selenide와 ATP를 이

용하여 selenophosphate(SeP)를 합성하는 효소이며, 생물체가 흡수한 셀

레늄을 활성을 띄는 형태인 selenocysteyl tRNA로 합성하는 데 필수기

질인 SeP을 제공하는 기능을 한다 .SEPHS는 고등 척추동물에서 2가지

종류의 isoform이 존재하며 그 중 하나인 SEPHS2는 SeP의 합성에 필

수적인 역할을 한다고 알려져 있 다. 반면 SEPHS1의 경우 이러한 효소

적 기능이 없음이 선행연구를 통해 밝혀졌었다[6]. 그러나 SEPHS1은 세

포 내 산화-환원 항상성 조절에 필수적인 역할을 하는 것으로 선행연구

를 통해 밝혀졌다[7]. SEPHS1은 세포 내 산화-환원 항상성 조절에 참여

하는 유전자의 발현을 조절하는 기능을 하여, SEPHS1이 결핍 되었을

시 쥐의 배아 암세포, 혈관 암세포 등에서 ROS가 축적됨을 밝혔다.[8].

활성 산소종(Reactive oxygen species, ROS)은 체내 산소 대사 과정 중

에 생성되며 산소를 포함하며 반응성이 높고 짧게 유지되는 물질이며 대

표적으로 superoxide anion(O 2
-), hydrogen peroxide(H 2 O 2 ),

hydroxyl radical(HO•)이 포함된다. 이들은 각각 구별되는 물리화학적

특징과 반감기를 갖고 있으며, hydroxyl radical, superoxide anion,
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hydrogen peroxide 순으로 산화력이 약해진다[9]. O 2
-는 주로 미토콘드

리아의 산소 호흡 과정 중 전자전달계에서 electron leakage가 일어나거

나 NADPH oxidase(NOX)에 의한 NADPH 산화 과정 에서 발생한다. H

2 O 2 는 세포 내 단백질의 cysteine residues를 산화시켜 산화-환원 반

응을 조절하게 한다. H 2 O 2 가 Fe 2+와 반응하여 생성되는 HO•는 세

포 내 DNA, 단백질과 지질을 무분별하게 손상시키는 toxicity가 있다

[10,11]. 세포에 ROS가 과다 축적되는 경우 세포 내 macromolecule들이

손상되고, 암, 당뇨, 신경퇴행 등을 비롯한 각종 질병을 유도하며, 노화를

촉진시키는 등 생명체에 악영향을 준다[12].

세포 내 축적된 ROS는 세포의 산화 스트레스를 유도하며, 산화 스트

레스는 세포에 다양한 영향을 준다. 세포에 적은 농도의 ROS가 축적되

면 세포는 ROS를 산화-환원 반응에 활용하여 세포 활동에 도움이 되지

만 높은 농도의 ROS가 생기게 되면 산화-환원 반응이 붕괴되며 세포에

해로운 영향을 준다[13]. 특히 암 세포의 경우 신진대사가 매우 활발하게

일어나며 과도한 성장과 불충분한 혈관으로 인해 저산소 상태가 유지되

어 ROS가 증가한다. 이 때문에 DNA 손상이 일어나며, 많은 산화-환원

관련 기작에 관여하여 세포의 생존과 치료 저항성을 나타내게 된다[14].

따라서 산화 스트레스는 암 세포에서 나타나는 여러 주요 특징들의 원인

이 되며 암 세포가 유지 되도록 한다.

SEPHS1의 결핍으로 HUVEC과 HeLa cell에서 발생하는 ROS의 발

생여부와 종류에 대해 아직 밝혀진 사실이 없으며, 사람의 정상 세포 중

하나인 HUVEC과 암 세포인 HeLa cell의 비교를 통해 oxidative stress

가 세포에 따라 어떤 영향을 주는지 비교해 볼 수 있다.

선행 연구에 따르면 동물세포에서 SEPHS1이 결핍되면 ROS가 축적

되며, 세포의 종류에 따라 ROS 종류와 산화-환원 항상성 유지 메커니즘
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이 다르게 작용한다. 앞서 연구된 결과를 보면 SEPHS1 결핍 시 유도된

ROS는 대부분의 세포에서 증가하였는데 ROS 종류에 차이가 있거나 산

화-환원 항상성이 유지되는 메커니즘이 달라 세포마다 다른 표현형이

나타났다. 여러 동물세포에서 ROS 축적과 서로 다른 표현형을 관찰하였

기에 사람의 세포에서도 비슷한 형태의 메커니즘이 작용하는지 알아보기

위해 실험을 수행하였고 이는 ROS의 증가로 인한 산화 스트레스가 세

포에 주는 영향에 관해 확인해 볼 수 있다.

실험실에서 이전에 연구했던 내용에 따르면 mouse에서 SEPHS1이

knock-out되었을 때 day 8.5 embryo는 발달이 저해되었으며, day 14.5

에서는 재흡수(resorption) 되었다. 이렇듯 암이 아닌 세포에서는

SEPHS1이 결핍되었을 때 세포가 사멸한다는 사실을 확인할 수 있었다

[14]. 하지만 mouse의 암세포인 2H11에서는 SEPHS1이 결핍되어도 세

포 사멸이 발생하지 않았고, 세포의 생장 저해만 나타났다. 이러한 연구

를 바탕으로 사람의 암세포와 정상 세포를 하나씩 선별하여 차별적인 영

향을 확인해 보았다.

ROS의 조절이 오늘날 암, 신경퇴행성 질환 등에 중요하게 작용한다

고 알려진 만큼, Sephs1 에 의해 조절되는 산화-환원 항상성 유지 메커

니즘과 그로 인한 산화 스트레스에 대해 보다 명확하게 규명할 수 있다.

또한 두 세포를 비교하여 세포에 따른 산화 스트레스에 대한 반응으로

인한 산화-환원 항상성 조절 기작의 차이점을 규명한다면 세포에 따른

각종 질병 발병의 원인을 확인하고 이러한 질환에 대한 새로운 진단 및

치료법을 제공할 수 있을 것이라 기대한다.
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제 2 장 재료 및 방법

제 1 절 재료

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)은 Hyclone에서 .구매

하였다. Endothelial Cell Growth Basal Medium-2 (EBM-2)는 LONZA

에서 구매하였다. Fetal bovine serum (FBS)는 Serana에서 구매하였다.

Antibiotic-antimycotic, Dulbecco’s phosphate-buffered saline (PBS)와

trypan blue는 Life Technologies에서 구매하였다.

Dihydroethidium(DHE), DAPI H2O2, rotenone, CM-DCFDA는 sigma에

서 구매하였다. SEPHS1 siRNA는 바이오니아에서 구매하였다.

SEPHS1, SOD1, SOD2, SOD3 primer는 코스모진텍에서 구매하였다.

Metafectene pro는 biontex에서 구매하였다. TUNEL assay kit는

promega에서 구매하였다.

제 2 절 세포 배양

HeLa cell은 10% FBS와 1% antibiotic-antimycin이 포함된 DMEM

배지에서, HUVEC은 EGM-2 배지에서 37℃, 5% CO2가 공급되는 상태

로 배양되었다.

제 3 절 SEPHS1 knockdown transfection

siRNA transfection을 이용한 transfection을 위해 SEPHS1의 exon3

의 5‘- AGACGACCCUUACAUGAUG –3’, 5’-

CAUCAUGUAAGGGUCGUCU –3‘의 상보적인 dsRNA와 exon6/7

junction의 5’- GCUGGAUAUCCCUGAGAAA –3’, 5’-

UUUCUCAGGGAUAUCCAGC –3’의 상보적인 dsRNA를 섞어서 사용

하였다. Transfection은 Metafectene pro 제품을 이용하였다. 세포를

24well plate에 각 well당 1x105만큼 seeding을 한 후 하루 동안 두었다.

이후 각 well당 metafectene 1ul + DMEM 40ul와 15pmol siRNA +
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DMEM 30ul를 만들어 섞은 후 pipetting을 2번 천천히 진행하였다.

Negative control인 siControl의 경우에는 siRNA대신 negative control

siRNA를 넣어주었다. 이후 room temperature에 15min incubation을 진

행하였다. 세포가 seeding 된 24well plate에 70ul씩 mixture를 넣고 3hr

동안 incubator에 넣어둔다. 3hr후 complete media로 교체해 주었다.

제 4 절 Quantitative RT- PCR

Transfection한 후 하루 혹은 이틀 지난 세포에서 TRIZOL reagent를

사용하여 RNA를 추출하였다. 추출한 RNA를 2ug을 정량한 후

Mo-MuLV reverse transcriptase를 이용하여 transcription을 진행하였

다. 이후 획득한 DNA를 SYBR green Master Mix와 섞은 후

Prism7300을 이용하여 qRT-PCR을 진행하였다. 이때 sample은

triplicate로 준비하여 진행한다. 본 실험에서 사용한 primer sequence는

[표 2]에 있다. ActB 유전자를 internal control로 사용하였다.

제 5 절 ROS staining

일반적인 ROS를 염색하는 CM-DCFDA를 이용하여 염색하였다. 세

포 염색 하루 전에 24well plate에 5x104의 농도로 seeding 하였다. 하루

가 지난 후 5uM의 CM-DCFDA가 들어간 DMEM + 1% antibiotic-

antimyotic 배지를 넣고 30min 동안 37℃ 5% CO2가 공급되는 상태로

배양하였다. 이후 PBS로 두 번 wash하고 형광 현미경(Nikon FL)로

470nm에서 관찰하였다. Positive control인 H2O2는 CM-DCFDA와 같이

넣어주었다.

ROS중 superoxide를 염색하는 DHE를 이용하여 염색하였다. 세포 염

색 하루 전에 24well plate에 5x104의 농도로 seeding 하였다. 하루가 지

난 후 10uM의 DHE가 들어간 DMEM +10% FBS + 1% antibiotic-

antimyotic 배지를 넣고 15min 동안 37℃ 5% CO2가 공급되는 상태로

배양하였다. 이후 PBS로 두 번 wash하고 형광 현미경(Nikon FL)로

531nm에서 관찰하였다. Positive control인 rotenone은 DHE와 함께 넣어
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주었다.

제 6 절 TUNEL assay

하루 전에 24well-plate에 glass를 넣고 gelatin으로 30min 동안 코팅

한다. 그 후 세포를 5x104으로 seeding한다. Overnight이 지난후 glass를

꺼내어 4% formaldehyde in PBS로 25분 동안 4℃에서 fix를 진행한다.

이후 PBS로 5분씩 두 번 씻는다. 0.2% Triton x-100 in PBS로 5분 동

안 반응시킨다. PBS로 5분씩 두 번 씻는다. Positive control에는

DNase1을 처리하고 15min동안 기다린다. FBS로 두 번 세척한다. 100ul

의 equilibration buffer를 넣어서 5분 반응시킨다. 50ul의 TdT reaction

mix를 넣고 커버슬라이드로 거품이 없게 덮은 후 60분동안 37℃

humidified chamber에서 반응시킨다. 이때부터 빛이 차단된 상태로 진행

한다. 한시간이 지나면 coverslip을 제거하고 2XSSC에 15분 반응시킨다.

PBS로 5분씩 3번 씻는다. Counter staining을 위해 DAPI를 뿌려준다.

Mounting media를 이용하여 cover glass를 덮고 형광현미경으로 관찰한

다.
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제 3 장 결 과

제 1 절 HUVEC과 HeLa cell에서의 SEPHS1 mRNA

knock-down

이번 연구 목적인 사람 세포에서의 SEPHS1 기능 연구 및 산화-환원

항상성 조절에 미치는 영향을 확인하기 위해 연구에 필요한 세포주

HUVEC과 HeLa를 확보하였다. 선행 연구에서는 동물세포에서

CRISPR-Cas9 방식을 이용하여 SEPHS1 knockout을 유도하였었다. 기

존의 실험과는 다르게 이번 실험에서는 정상 세포와 암세포 사이의 차이

를 확인하기 위해 정상 세포인 HUVEC과 암세포인 HeLa cell을 비교해

야 하는데, 정상 세포에서 SEPHS1이 결핍되었을 시 세포 사멸이 관찰

되었기 때문에 knockout 방식이 아닌 knockdown 방식을 이용하였다.

siRNA는 human SEPHS1의 mRNA에서 exon3와 exon6과 exon7사이의

서열을 이용하여 제작하였다[표 1].

Knockdown의 효율을 알아보기 위해 대조군으로 metafectene만

transfection한 세포와 실험군으로 SEPHS1 siRNA와 metafectene

mixture를 transfection한 세포를 준비하였다. siRNA transfection 이후

날짜별로 cell에서 RNA extraction을 진행하였고 얻은 RNA를

qRT-PCR을 통해 정량적으로 비교하였다. siRNA와 metafectene을 처리

한 직후부터 SEPHS1 RNA의 양을 매일 측정하였고 대조군의 SEPHS1

mRNA양 대비 실험군의 감소량을 비교하였다. 날짜가 지날수록 사람의

암세포인 HeLa 에서는 transfection 후 하루가 지났을 때부터

knockdown 효과가 90% 이상 나타났으며, 이틀째에 제일 높은

knockdown 효과가 나타났다. 넷째 날부터는 서서히 siRNA의
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knockdown 효율이 떨어졌다. 이렇듯 시간이 지나면서 회복되는 이유는

식물세포와는 다르게 동물세포에서는 주입한 siRNA가 복제되지 않기

때문이다[그림 1A]. 사람의 정상 세포인 HUVEC 에서는 HeLa 세포와는

다르게 셋째 날부터는 세포가 사멸되어 siRNA transfection에 의한

knockdown 효율을 확인하지 못했다. 첫째날은 60% 정도의 knockdown

효율이 나타났으며 두쨋날은 90% 이상의 효율이 나타났다[그림 1B].
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sihSEPHS1(E3) 

Sense : AGACGACCCUUACAUGAUG

Antisense : CAUCAUGUAAGGGUCGUCU

sihSEPHS1(E6/7)

Sense : GCUGGAUAUCCCUGAGAAA

Antisense : UUUCUCAGGGAUAUCCAGC
표 1. SEPHS1 knockdown에 사용된 siRNA 서열. 이 논문에서 사용한

SEPHS1 siRNA는 mRNA의 exon3과 exon6/7 junction을 target으로 두 개를

제작하였다. 세포에서 SEPHS1 knockdown을 위해 siRNA를 transfection할때는

두 siRNA를 섞어서 사용하였다.
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그림 1. HeLa 세포와 HUVEC에서 SEPHS1 mRNA를 이용한 knockdown

효율 조사. 세포에 transfection을 진행한 후 mRNA양을 qRT-PCR을 이용해

정량 측정을 진행하였고 대조군인 siControl과 실험군인 siSEPHS1의 양을 비교

하였다. (A) HeLa 세포에서 둘째날부터 90% 이상의 효율이 나타났으며, 넷째

날부터 회복됨을 확인할 수 있다. (B) HUVEC 에서는 셋째 날부터 세포 사멸

이 관찰되었으며, 둘째 날 90% 이상의 효율이 나타났다.
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제 2 절 SEPHS1 knockdown으로 인한 세포 사멸 관

찰

HeLa cell과 HUVEC에서 SEPHS1을 knockdown 하였을 때 암세포

인 HeLa와는 다르게 정상세포인 HUVEC에서 둘째 날부터 세포의 사멸

이 관찰되었다. 같은 조건으로 진행한 대조군인 siControl은 세포사멸이

관찰되지 않았다[그림 2A]. 이를 통해 SEPHS1 결핍이 HUVEC에서 세

포사멸을 유도함을 알 수 있다.

반면 HeLa cell에서는 SEPHS1이 결핍되어도 세포사멸이 발생하지

않았다. 하지만 대조군인 siControl은 시간이 지남에 따라 세포의 수가

증가하는데, 실험군인 siSEPHS1은 시간이 지나도 세포 수가 크게 증가

하지 않았다. 셋째 날 사진을 보면 세포 밀도가 크게 차이 난다[그림

2B].

이러한 결과를 통해 사람의 정상세포인 HUVEC 에서는 SEPHS1이

세포의 생존에 기여하며, 결핍시 세포사멸이 유도됨을 알 수 있다. 반면

에 암세포인 HeLa에서는 SEPHS1이 결핍되면 세포사멸까지는 일어나지

않지만 세포의 성장이 저해되므로, 세포 생장에 SEPHS1이 영향을 줌을

확인할 수 있다.

세포의 사멸에는 apoptosis, autophagy, necrosis 등의 여러 종류가

있는데 이중 apoptosis를 확인할 수 있는 TUNEL assay를 사용하여 관

찰해 보았다. SEPHS1 knockdown시 세포 사멸이 일어난 HUVEC 세포

를 실험해 보았으며, transfection 후 둘째 날 세포 대부분이 사멸하였기

에 transfection 후 하루가 지났을 때 TUNEL assay를 진행하였다.

Positive control로 DNase1을 처리한 세포를 사용하였으며, metafectene

만 주입한 siControl과 metafectene과 siRNA를 같이 주입한 siSEPHS1
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그룹을 비교하였다. Positive control 그룹은 모든 세포에서 TUNEL

signal이 나타났다. siControl 그룹은 signal이 전혀 보이지 않았지만

siSEPHS1 그룹에서는 일부 세포에서 신호들이 보였다. SEPHS1이

knockdown 되면 세포들이 apoptosis로 유도하는 것으로 판단된다.
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A
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B

그림 2. SEPHS1 knockdown한 세포 사진. 형광현미경을 이용해 100x

로 사진을 찍은 후 관찰하였다. (A) HUVEC에서 siRNA를 이용하여
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SEPHS1 knockdown을 진행하였을 때 대조군인 siControl과는 달리 실

험군인 siSEPHS1은 둘째 날 세포사멸이 관찰되었다. (B) HeLa cell에서

는 HUVEC과는 달리 시간이 지나도 세포사멸이 관찰되지 않았다. 하지

만 siControl에 비해 siSEPHS1 세포는 생장이 저해되었다.
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그림 3. SEPHS1 knockdown 세포의 apoptosis 관찰. HUVEC에서

TUNEL assay를 진행하였다. Positive control로 DNase1을 처리한 세포

를 관찰했을떄 TUNEL signal이 나타났고 knockdown을 하지 않은

HUVEC 에서는 TUNEL signal이 나타나지 않았다. SEPHS1을

knockdown한 siSEPHS1 그룹은 TUNEL signal이 나타났다.
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제 3 절 SEPHS1 knock-down 세포에서의 ROS 축적

조사

이전 실험에서 동물 세포의 SEPHS1이 산화-환원 항상성 유지에 관

여한다고 알려져 있으며 결핍시 ROS가 축적된다는 사실들이 밝혀져 있

다. 세포 사멸이 일어나는 HUVEC 세포에서 ROS를 검출하기 위해

CM-DCFDA와 DHE staining을 진행하였다. CM-DCFDA는 일반적인

ROS를 전반적으로 염색을 하며, DHE는 ROS중에서도 superoxide를 염

색한다.

염색은 positive control, siControl, siSEPHS1 3가지 그룹으로 나누어

진행하였다. Positive control로는 CM-DCFDA는 H2O2를 이용하였고

DHE의 positive control로는 rotenone을 이용하였다. 염색 결과 positive

control은 모두 염색되었으며, siControl은 거의 염색되지 않았고,

siSEPHS1은 둘다 염색되었다. 이를 통해 SEPHS1이 결핍되면 ROS가

축적되며, 그중에서 superoxide가 축적됨을 알 수 있다[그림 4A].

이를 명확히 증명하기 위해 SOD scavenger를 세포 배지에 추가하여

세포 내에 축적되는 ROS의 종류가 무엇인지 확인하였다. 먼저 일반적인

ROS를 제거하는 N-acetylcysteine(NAC)을 처리해 보았다. CM-DCFDA

로 염색하였을 때 siSEPHS1에서는 염색이 되었었는데, NAC을 처리했

을 때는 염색이 되지 않았다. 동일한 방식으로 superoxide를 염색하는

DHE 염색에서도 염색이 안되었다.

ROS중 superoxide의 scavenger인 superoxide dismutase(SOD)를 처

리해 보았다. SOD는 SOD1, SOD2, SOD3 세가지 종류가 있으며 각각

cytoplasmic SOD, manganase SOD, extracellular SOD이다. 이 중에서

SOD1을 세포 배지에 처리하여 세포를 배양하였다. CM-DCFDDA와

DHE를 이용해 염색했을 때 둘다 siSEPHS1 그룹에서 염색이 되지 않았
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다. 이를 통해서 SEPHS1 결핍이 세포의 ROS 축적을 유도하며, 그중에

서도 특히 superoxide가 축적된다는 사실을 알 수 있었다[그림 4B].
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A

B

그림4. SEPHS1 knockdown HUVEC의 ROS 축적. (A)HUVEC에서

일반적인 ROS와 superoxide를 각각 염색하는 CM-DCFDA와 DHE를

염색 하였다. Positive control로는 CM-DCFDA에는 H2O2를, DHE에는

rotenone을 사용하였다. (B) ROS scavenger인 NAC(일반적인 ROS)과

SOD(superoxide)를 사용하여 ROS가 감소하는지 확인하였다.
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제 4 절 SEPHS1 knockdown에 의한 ROS

scavenger 발현 변화

세포내에 축적된 ROS를 제거하는 scavenger를 조사하여, siControl과

siSEPHS1이 얼마나 차이가 존재하는지 확인하고자 실험을 통해 정량적

으로 비교해 보았다. ROS scavenger인 SOD1, SOD2, SOD3에 대한

primer를 이용하여 mRNA level을 비교하였다.. 이 유전자들에 대한

mRNA양을 qRT-PCR을 통해 정량적으로 비교하였다. HUVEC에서는

SEPHS1 결핍 시 SOD1과 SOD3가 적게 발현됨을 확인할 수 있다.

SOD2는 감소하지 않았다. 이를 통해 cytoplasmic과 extracellular에 위치

한 SOD가 감소하여 세포 내 ROS 축적이 이루어졌음을 알 수 있다. 특

히 cytoplasmic에 존재하는 SOD가 없으므로 세포 내 다량의 ROS가 축

적되어 세포사멸이 일어났다[그림 5A].

이와는 다르게 HeLa cell에서는 SOD1과 SOD2의 양이 거의 변하지

않고 SOD3만 감소하였다. 이도 HUVEC에 비해서는 적게 감소하였다.

결과를 보면 HeLa cell에서는 상대적으로 SOD1이 적게 감소하였고 이

를 통해 세포 내 ROS 축적이 HUVEC에 비해 상대적으로 적었고, 이에

따라 세포사멸이 발생하지 않았다. 하지만 SOD3는 동일하게 감소하였기

에 extracellulr matrix에 ROS가 축적되어 세포간 결합이 약해져 세포

생장이 저해되었을 것이다[그림 5B].
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A.

B.

그림 5. Superoxide의 scavenger 유전자들의 발현 비교. Superoxide

와 관련된 유전자들의 발현 level을 qRT-PCR을 이용하여 측정하였다.

* * *

NS

* *

* * *

NS NS

*
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NS, *, ***은 각각 not significant와 p-value < 0.05, 0.005를 나타낸다.

실험에 사용된 primer는 [표 2]에서 확인가능하다.
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표 2. qRT-PCR에 이용한 primer list

Primer Name Sequence (5’-3’)
Sod1 F CTCACTCTCAGGAGACCATTGC 
Sod1 R CCACAAGCCAAACGACTTCCAG 
Sod2 F CTGGACAAACCTCAGCCCTAAC
Sod2 R AACCTGAGCCTTGGACACCAAC
Sod3 F CCCCCACTCAGTAGGTCTGA
Sod3 R AGATCGTCAGGTCAAAGGCG
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제 4 장 고 찰

이번 연구는 선행 연구들과는 다르게 사람의 세포를 이용하여 실험을

진행하였으며, 암세포인 HeLa cell과 정상 세포인 HUVEC을 비교해보기

위해 실험을 진행하였다.

선행 연구에서는[Tobe et al., 2016] 배아 암세포인 F9 cell에서

SEPHS1이 결손 되었을 때 ROS가 축적이 되었으며, ROS 중 특히

hydrogen peroxide가 축적되었음을 확인할 수 있었다. 또한 다른 연구

결과에서는 [Jung J et al, 2021] 마우스 세포인 2H11 세포에서도 ROS

가 축적됨을 확인하였다. 하지만 이 세포에서는 superoxide가 증가하였

다. 이러한 연구들을 보면 SEPHS1이 결손되었을 때 세포내에 ROS가

축적이 되며, 세포에 따라 다른 종류의 ROS가 축적됨을 확인할 수 있

다.

기존의 실험들은 대체로 여러 동물의 암세포에서 SEPHS1 결핍이 세

포의 산화-환원 항상성 조절에 관여함을 밝혔는데, 이번 실험에서는 사

람의 암세포와 정상 세포를 하나씩 선별하여 비교하였다. 이 데이터는

세포를 하나씩만 사용하였기에 암세포와 정상 세포로 일반화할 수 없다

는 한계가 있지만, 하나의 기준점을 제시해 줄 수 있다 생각한다.

우선적으로 암세포인 HeLa cell에서는 SEPHS1이 결핍 되었을 때 세

포 생장이 저해됨을 확인 할 수 있었다. 반면 HUVEC의 경우에는 세포

사멸이 일어났다. 이는 TUNEL assay를 통해 apoptosis 기작으로 인한

사멸임을 확인하였다. 즉 SEPHS1 결핍이 정상 세포에서는 세포 생존에

영향을 줄 정도로 중요한 역할을 하지만, 암세포인 HeLa cell에서는 동

일한 결핍 조건에서도 암세포의 특이적인 기작 덕분에 세포 사멸까지 일

어나지는 않았다.
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이러한 차이점이 나타나는 이유를 살펴보기 위해 일반적으로

SEPHS1의 기능이라 밝혀진 산화-환원 항상성 조절 기작에 어떤 변화가

생겼는지 알아보기 위해 ROS 염색을 진행하였다. 일반적인 ROS를 염색

하는 CM-DCFDA로 염색을 진행하였을 때 SEPHS1이 결핍된 HUVEC

세포에서는 signal이 나타났다. 또한 ROS 중 superoxide를 염색하는

DHE staining을 진행해 보았을때도 동일하게 SEPHS1이 결핍된

HUVEC에서만 염색이 되었다. 이러한 결과를 보았을 때 SEPHS1 결핍

은 세포내 superoxide가 축적되게 하며 이로 인해 세포 생존에 영향을

주었음을 알 수 있다. 하지만 이 실험의 한계점은 ROS의 여러 종류인

hydrogen peroxide나 lipid peroxide등을 확인해 보지 못했고 오직

superoxide만 확인했다는 점이다. 즉 superoxide가 축적된 것은 사실이지

만 이에 추가적인 ROS 축적이 세포 생존에 영향을 주었을 수도 있다.

또한 HeLa cell에서 superoxide 축적을 확인하지 못하였기에 정확한 원

인분석은 하기 어렵다. ROS scavenger에 의한 차이인지 확실하게 명시

하기 위해선 HeLa cell의 CM-DCFDA와 DHE의 염색 결과가 필요하다.

마지막으로 superoxide가 축적되었을 때 세포내에서 superoxide를 제

거하기 위한 scavenger가 어떻게 작용하는지 확인하기 위해 superoxide

의 scavenger인 SOD를 정량적으로 측정해 보았다. SOD에는 3가지 종

류가 있는데 SOD1, SOD2, SOD3가 있다. 이들은 각각 cytoplasmic

SOD, mitochondrial SOD, extracellular SOD이다. 이들을 qRT-PCR을

이용하여 mRNA level에서 비교하였고, 이를 통해 상대적인 발현량을 비

교하였다. HUVEC의 경우에는 SOD1, SOD3가 control 세포에 비해 적

게 발현되었으며, 이를 통해 SEPHS1이 결핍된 세포내 축적된

superoxide가 대조군에 비해 제거되지 않음을 알 수 있다. 반면에 HeLa

cell의 경우 SOD1, SOD2가 거의 변하지 않았고, SOD3가 적게 발현하여
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superoxide가 HUVEC에 비해 많이 제거되었으리라 판단된다. 하지만

HeLa cell도 동일하게 SOD3가 감소하여 extracellular matrix에 ROS가

발생하여 세포 생장에 영향을 주었다. 이러한 결과도 예측일 뿐이고, 실

제로 HeLa cell에서 superoxide의 양이 적은지, extracellular matrix의

superoxide가 두 세포 모두 증가하였는지 비교해 볼 필요가 있다.

이러한 실험들을 통해 HUVEC과 HeLa cell에서 SEPHS1이 결핍되

었을 때 나타나는 현상에 차이가 있음을 확인하였다. 다른 세포들을 이

용해 실제 암세포와 정상 세포사이의 차이점인지 확인하고 이를 암세포

연구에 기여할 수 있을것이라 생각한다.

그림 7. SEPHS1 결핍으로 인한 ROS 축적과 SOD의 기능.

SEPHS1이 결핍되면 ROS가 세포 내에 축적되며, SOD1은 세포내

superoxide를 감소시켜 세포사멸을 억제하며, SOD3는 extracellular

matrix의 superoxide를 감소해 세포 생장을 원활하게 한다.
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Abstract

Differential effect of SEPHS1

deficiency on HUVEC and HeLa

cell

Dongin /kwon

School of Biological Science

The Graduate School

Seoul National University

Selenophosphate Synthetase (SEPHS) is an enzyme needed for

synthesizing selenophosphate which functions as donor of selenium

for selenocysteine. In eukaryotes, two isoforms of SEPHS (SEPHS1

and SEPHS2) exist. Only SEPHS2 shows enzymatic activities.

However, It is reported that SEPHS1 is involved in maintaining cells

and regulation redox homeostasis.

In this study, SEPHS1 is also important in human cells redox

homeostasis. HeLa as human cancer cells and HUVEC as human

normal cells are used to show SEPHS1 activity. When SEPHS1 was

knock-downed by transfection of SEPHS1 siRNA, ROS was

accumulated in cells. After HUVEC get transfected cell death

occurred. On the other hand, HeLa cell growth was inhibited.

This study has a significance in human cell SEPHS1 redox

homeostasis activity. This will show the difference SEPHS1
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deficiency reaction on HUVEC and HeLa cell.

keywords : Selenophosphate synthetase 1, reactive oxygen

species, redox homeostasis, oxidative stress, apoptosis
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