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국문요약

활성산소로 유도되는 AR42J 세포의 사멸에서 DNA 복구 단백의 

역할

활성산소에 의한 DNA 손상은 세포사멸을 유도하며 급성 췌장염 발병과 

진행에 중요한 역할을 한다고 보고되었다. Ku70과 Ku80 단백은 DNA 손상

을 복구하는 단백으로 활성산소에 의한 세포사멸 시 Ku70/80이 관여할 것으

로 예상된다. 본 연구는 활성산소를 만들어내는 효소체계인 Glucose/Glucose 

oxidase(G/GO)를 처치하여 췌장 선세포주인 AR42J에 세포 손상을 유도한 

후 Ku70, Ku80 단백의 변화를 관찰하고 이때 활성화되는 세포고사 단백

(poly[ADP-ribose] polymerase, p53, Bcl-2)의 변화를 관찰하고자 하였다. 또

한 G/GO로 세포고사 유도시 caspase와 Ku 단백의 관련성을 알아보고, 이를 

통해 세포사멸의 손상 기전을 규명하고자 하였다. AR42J 세포는 G/GO 처치

로 농도 및 시간 의존적으로 과산화수소 생성이 증가하였고 세포사멸이 증가

하였다. 세포사멸과 함께 세포고사 지표 단백들이 활성화를 확인함으로 

G/GO 처치에 의한 세포사멸시 세포고사 역시 일어남을 확인하였다. G/GO 

처치시 세포 핵 내 Ku 단백 량, Ku의 DNA-end 결합 능이 감소하였으며 

Ku 단백의 감소는 caspase-3 억제제 처치에 의하여 억제되었다. Ku70 또는 

Ku80 과다 발현 유전자나 Ku dominant-negative mutant 유전자로 형질 전

환시킨 세포에서 G/GO 처치에 의한 세포사멸을 정상세포와 비교한 결과, 

Ku 단백이 세포 생존 단백으로 세포 사멸을 억제함을 알 수 있었다. 이상의 

결과로 보아 G/GO 처치에 의하여 생성되는 활성산소가 AR42J 세포의 DNA

를 손상시키며 이 DNA 손상은 Ku70/80에 의해 복구되나, 과다한 활성산소

가 세포 내 생성되면 caspase-3가 활성화되어 Ku70/80 단백을 분해하여 

DNA 손상과 세포 고사가 유도됨을 알 수 있었다. 따라서  활성산소에 의한 
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췌장 선세포의 손상시 DNA 복구 단백인 Ku70과 Ku80 단백이 췌장 선세포

의 방어기전으로 작용할 것으로 생각된다.

                                                                     

핵심되는 말: 활성산소, Ku 70/80, 췌장 선세포, caspase-3
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활성산소로 유도되는 AR42J 세포의 사멸에서 DNA 복구 단백의 

역할

<지도 김 혜 영 교수>

연세대학교 대학원 의과학사업단

송 지 연

Ⅰ. 서  론

인체 내 산소 대사 과정에서 활성산소는 끊임없이 생성되며 여러 염증반

응을 매개하는 중요한 인자로 알려져 있다.1 이러한 활성산소족에는 

superoxide anion(O2
-), 과산화수소(H2O2), 수산기(OH

-) 등이 있으며 질병 초

기에 생성되어 질병을 더욱 악화시키는 요인으로 작용한다. 특히, 활성산소는 

급성․만성 췌장염 발병과 진행에 중요한 역할을 한다고 보고된다.2 인체 췌

장염에서 극심한 선세포의 손상이 유도되며 광범위한 간질성 부종, 출혈 및 

손상 부위로의 호중구의 이동 등이 관찰됨은 활성산소가 췌장염의 병인일 가

능성을 제시하고 있다.3 만성 췌장염 환자를 대상으로 한 연구에서도 활성산

소의 지표로서 측정한 glutathione의 감소 및 이물질 대사에 관여하는 

cytochrome p450 활성이 증가하였으며, 또한 췌장염 환자의 담즙, 십이지장 

내용물에서 지질과산화물 및 혈청 지질과산화물의 증가 그리고 내인성 항산

화물질 selenium, β-carotene 그리고 vitamin C, E의 감소가 보고되었다.4,5 

인체 췌장염의 중요한 현상은 염증반응 및 췌장 선세포의 사멸로 알려져 있

으며6 염증반응에 대한 연구는 오랫동안 이루어져 왔다. 하지만 췌장 선세포
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의 사멸 기전에 대해서는 많이 알려지지 않았다. 췌장 선세포의 사멸은 세포

괴사 및 세포고사에 의해 일어나는데7 최근 연구에 따르면 급성 췌장염의 실

험 모델에서 췌장 선세포의 사멸에 있어 세포고사의 기전이 중요함이 보고되

어8,9 활성산소에 의한 췌장 선세포의 세포고사 기전을 연구함은 필요하다.   

DNA 손상을 복구하는 대표적인 단백으로 DNA-dependent protein 

kinase(DNA PK)가 알려져 있으며 이 단백은 regulatory subunits인 Ku70, 

Ku80 단백 및 catalytic subunit인 DNA PKcs의 복합물로 이루어져 있다. 

Ku70/80 단백은 DNA 이중나선 손상을 인식하여 그 부위에 결합한 후 DNA 

PK를 활성화시킴으로서 손상된 DNA 복구 과정을 개시한다.10,11,12 DNA PK

의 regulatory subunit으로서의 기능 외에도 Ku70/80은 손상된 DNA 복구 기

능을 수행한다고 알려져 있다.11,13 토끼 척수 모델에서도 15분간 허혈을 준 다

음 4, 18시간 재관류를 행하는 동안, Ku 단백이 DNA와 결합하는 활성이 증

가하며 60분간 허혈을 주고 재관류하게 되면 Ku-DNA 결합력이 감소함을 

보여14,15 DNA 복구 단백인 Ku가 활성산소에 의한 DNA 손상을 방어하는 역

할을 가짐을 제시하였다. Ku80 단백이 결핍된 Ku80-null (Ku80-/-) 생쥐로부

터 기원한 fibroblast 세포의 경우, 과산화수소로 유도되는 세포 손상에 대한 

감수성이 정상 세포보다 높아 과산화수소에 의한 손상된 DNA 축적, 세포사

멸이 정상 세포보다 많이 유도된다.16 이러한 연구들은 활성산소로 인한 

DNA 손상 시 DNA 복구 단백인 Ku70, Ku80의 역할이 중요함을 제시하며, 

활성산소 노출에 의한 췌장 선세포 손상에서도 DNA 복구 단백의 역할이 기

대된다.

세포고사가 유도될 때 활성화되는 대표적인 조절 인자로 caspase 단백분

해효소를 들 수 있다. Caspase는 활성을 나타내는 cystein 잔기에 5개의 펩타

이드를 포함한 전구효소로 합성되어 세포질, 미토콘드리아 내막, 핵막에 분포

하다가 어떤 자극에 의하여 활성화되면 세포 분화와 관련된 여러 단백들을 

분해시켜 세포고사를 유도한다.17,18,19 최근 보고에 의하면 활성화된 caspase-3 

단백이 핵 내로 재분포되어 Poly(ADP-ribose) polymerase, DNA-PKcs 등의 

DNA 관련 단백을 분해함이 보고되었고18,20, 항암물질인 bleomycin에 의한 
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Ku 단백의 감소가 caspase-3 억제제에 의하여 억제됨이 관찰되어21 

caspase-3에 의한 세포핵 내 Ku 단백의 분해 또한 예상되어진다.

본 연구에서는 활성 산소에 의하여 유도되는 췌장 선세포의 세포사멸 시 

DNA 복구 단백인 Ku70, Ku80의 역할을 밝히고자 하였다. 췌장 선세포주인 

AR42J 세포를 사용하여 계속적으로 활성산소(과산화수소)를 만들어내는 효

소체계인 Glucose/Glucose oxidase(G/GO)를 처치함으로써 췌장 선세포의 세

포 손상을 유도한 후 세포사멸과 DNA 분절을 측정하고, 세포고사의 지표 단

백들(poly[ADP-ribose]polymerase, p53, Bcl-2)의 변화를 관찰하여 활성산소

에 의하여 췌장 선세포의 세포고사가 일어나는지 여부를 알아보았다. 세포고

사 유발시 Ku70과 Ku80 단백의 변화를 관찰하고 caspasa-3 억제제를 사용

하여 caspase의 활성 및 Ku 단백의 관련성을 보고자 하였다.  Ku70/80 과다 

발현 유전자 형질전환 세포군과 정상세포군의 세포사멸을 비교함으로써 세포 

생존에 관여할 것으로 보이는 Ku70/80의 역할을 규명하여 췌장 선세포의 세

포고사 기전 및 방어 체계를 밝히고자 하였다. 
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             Ⅱ. 재료 및 방법

1. 췌장 선세포 배양 및 세포 손상 유도

  췌장 선세포는 랫트 췌장암 선세포인 AR42J 세포(pancreatoma, ATCC 

CRL 1492, ATCC, Rockville, Maryland, USA)를 사용하며, 배양액은 90% 

DMEM high-glucose medium, 10% fetal bovine serum(FBS), 100U/ml 

penicillin과 100g/ml streptomycin(GIBCO-BRL, Grand Island, New York, 

USA) 을 첨가하여 조성하였다. 세포는 5x 10
4 
cells/ml로 24 well tissue 

culture plate에, 또는 5 x 10
5
 cells/ml로 100mm culture dish에 seeding하여 

37℃,10% CO2 ,90% O2 조건에서 실험에 사용하였다. 계속적으로 활성산소를 

유발하는 물질로는 10mM β-D-Glucose/Glucose oxidase( mU/ml)(G/GO, 

Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)를 사용하고, 이 물질을 세포에 

처리 후 세포사멸 및 Ku 단백의 변화를 관찰할 수 있는 적정 농도를 시간별, 

농도별 처리하여 비교하였다.

2. H2O2 측정  

AR42J 세포에 Glucose/Glucose oxidase22,23를 처치한 후 세포의 배양액을 

취하여 배양액 내에 생성된 H2O2 함량을 측정하였다. H2O2 함량은 

Thurman24의 방법을 변형하여 발색법으로 측정하였다.

3. ELISA를 이용한 DNA 분절 측정

G/GO를 처치한 AR42J 세포의 DNA 분절(DNA-fragmentation) 정도를 

알기 위해 cell death detection ELISA(enzyme-linked immunosorvent assay) 

kit (Roche Molecular Biochemicals, Sandhofer, Mannheim, Germany)를 사

용하였다. 24시간 동안 G/GO를 처치한 세포에 lysis buffer를 넣고 30분간 상

온에서 처치하여 세포 내 단백을 추출하고 원심분리한 후 streptavidin으로 
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처리된 plate에 상등액을 취하여 옮겼다. Peroxidase-conjugated DNA 항체, 

biotin과 결합된 histone 항체가 들어있는 용액을 더한 후, 2시간 상온에서 반

응시킨 뒤 2‘,2’-azio-di[3-ethylbenhiazolin]-sulfonate (ABTS)를 첨가하여 발

색시킨 후 (405-490)nm 흡광도 차를 이용하여 DNA 분절을 정량하였다. 

4. MTT 분석 및 trypan blue를 이용한 세포 수 측정

  세포사멸을 측정하기 위하여 MTT 및 trypan blue를 이용한 세포를 계

수하였다. 96 well culture plate의 well에 세포를 넣은 뒤 하룻밤동안 배

양한 후 24시간 동안 G/GO를 처치하였다. 그리고 MTT 

(3,(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyl tetrazolium bromide, Sigma 

Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 0.5 mg/ml 농도로 well에 넣고 4시간 

동안 배양하여 살아 있는 세포 내 mitochondrial dehydrogenase의 활성에 의

해 보라색으로 발색되는 정도를 570nm/630nm에서 ELISA로 측정하였다. 세

포를 24 well culture plate에 5x 10
4 
cells/well을 넣고 하룻밤 동안 배양한 

뒤 G/GO를 처치한 후 0.2% trypan blue(Sigma Chemical Co., St. Louis, 

MO, USA)염색을 사용하여 hemocytometer로 세포를 계수하였다. 

5. 형질전환 (transient-transfection) 세포 만들기

human Ku70/pET1a, Ku80/pET1a의 vector 에 있는 Ku 70,80 cDNA를 

BamHⅠ, EcoRⅠ으로 잘라 pcDNA3 (In vitrogen Corp., Carlsbad, 

California) vector에 삽입하여 Ku70, 80 overexpression vector를 제조하였다. 

C 말단 부분(427-732bp)만을 발현하는 Ku80 expression vector(Ku 

Dominant- Negative mutant)는 KpnⅠ 및 BamHⅠ 제한효소 site을 가지고 

있는 primer를 사용하여 Ku80 cDNA를 template로 PCR을 하여 Ku 

Dominant-Negative cDNA를 만든 후  KpnⅠ-BamHⅠ 분절을 pcDNA에 삽

입하였다. 사용된 sequences는 다음과 같다. 

5-TGCAGGTACCTATCATGGAAGACTTGCG-3과 5-GGTACCTAGGTG 
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CTGGATATAGTACAGG-3.

제조한 plasmid를 Dotap reagent (N-1-(2,3-Dioleoyloxypropyl- 

N,N,Nitrimethyl ammonium nethyl- sulfate)(Roche Molecular Biochemicals, 

Sandhofer, Mannheim, Germany)를 사용하여 세포에 투여하였다. 이때, DNA

는 0.1 μg/μl의 농도가 되도록 50mM Hepes-buffered saline (HBS)으로 희

석해 주었다. 형질 전환할 세포는 하루 전날 6 well plate에 배양하여 두고, 

유전자로 형질전환된 세포는 20시간 후 새로운 배지로 갈아주고, G/GO를 처

치하였다.

6. 세포 단백 추출

세포를 모은 뒤 차가운 phosphate buffered saline (PBS) 용액으로 씻어준 

후 세포에 0.125 M Tris (pH 6.8), 2% SDS, 10% Glycerol, 1.5% 

Mercaptoethanol이 포함된 단백질 추출 완충액(lysis buffer)을 넣고 95℃ , 5

분간 끓인 뒤 원심분리하였다. 상층액을 취하여 세포 내 전체 추출액으로 사

용하였다. 세포질과 세포핵 추출액은 세포에 침전액을 10 mM HEPES (pH 

7.9), 1.5 mM MgCl2 ,10 mM KCl, 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 0.3% 

NP-40을 포함한 완충액 A에 넣고 30분간 얼음 위에 놓고 원심분리 하여 상

층액을 취하여 세포질 추출액으로 사용하였다. 세포질 추출액을 분리하고 남

은 핵 침전물에 완충액 A로 한번 세척한 후 10 mM HEPES (pH 7.9), 25% 

glycerol, 0.42 M NaCl, 1.5 mM MgCl2 , 0.2 mM EDTA, 0.5 mM PMSF, 

0.5 mM DTT를 포함한 추출액 B로 30분간 얼음 위에서 반응시켜 원심분리

하고 그 상층액을 취하여 세포핵 추출액으로 사용하였다. 단백 함량은 

Bradford
25
의 방법으로 측정하였다.
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7. Western blotting

100 μg 세포 내 전체 단백, 60 μg의 세포질 단백과 30 μg의 핵 단백을 

8% polyacrylamide 젤로 전기영동한 후  nitrocellulose membrane에 옮겼다. 

membrane에 5% 탈지분유를 함유한 TBS-T 용액 (10 mM Tris, pH 7.5, 

100 mM NaCl, 0.15% Tween 20을 넣고 상온에서 2 시간 blocking한 후 

1:1000으로 희석된 Ku70 또는 Ku80 ( Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, 

USA), 1:1000 Poly(ADP-ribose) polymerase-1(PARP), 또는 각각 1:200과 

1:500으로 희석한 p53 (Pharmingen, Beckton Dickinson CO., San Diego, 

CA)과 Bcl-2 항체 (Transduction Laboratories, San Diego, CA)로 4℃에서 

한밤동안  표지한 후 horse radish peroxidase로 conjugate된 anti-goat, 

anti-rabbit 2차 항체(Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, USA)를 결합시

켰다. 발광 반응의 측정에 enhanced chemiluminiscence kit (Amersham 

Pharmacia, Buckinghamshire, UK)을 사용하였다.

8. 젤 지연 분석(electrophoretic mobility shift assay)

Ku의 활성화 정도는 Li 등, Kim 등
26,27
의 방법을 변형한 젤 지연분석법

(electrophoretic mobility shift assay)을 통해 확인하였다. [γ-
32
P]-ATP로 표

지한 double stranded oligonucleotide(5-GGGCCAAGAATCTTAGC- 

AGTTTCGGG-3) 0.0175 pmoles ( >10
4
 cpm)와 1 μg의 poly dI․dC를 포

함한 용액( 12% glycerol, 12 mM Hepes, pH 7.9, 1 mM EDTA, 1 mM 

DTT, 25 mM KCl, 5 mM MgCl2)에 2 ug의 핵 단백과 섞은 후 상온에서 30

분간 반응시킨 뒤 반응물을 6% non-denaturing gel에 부하하고, 부하 전 

200V에서 2시간 먼저 전기영동한 후, 부하 후 100V에서 4시간 전기영동을 

시행하였다. 전기영동이 끝나면 젤을 건조시킨 후 자가 방사법으로 Ku 

DNA-end 활성도를 측정하였다.



- 10 -

9. 단백의 합성과 분해 측정(Pulse & Pulse-chase)

pulse실험은 대조군(아무런 처리도 하지 않은 군)과 G/GO 처치군을 정상 

조건에서 배양한 후 마지막 4시간동안 [35S]methionine(100 μCi/ml) 

(Amersham Pharmacia, Uppsala, Swedden)을 함유한 투석된 10% FBS를 포

함한 methionine, cystine이 없는 DMEM 배지 (Sigma Chemical Co., St. 

Louis, MO, USA)와 같이 투여하였다. pulse-chase 실험의 경우 세포를 [35S] 

methionine을 함유한 배지에서 4시간 배양한 다음, 정상배지로 갈아주고 일정

시간 동안 G/GO를 처치하여 실험을 수행하였다. 세포를 모은 뒤 세포에 10 

mM Tris, pH7.4, 1.0% NP-40, 0.15 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 

0.5% sodium deoxycholate, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride를 포함한 

radio-immuoprecipitation 용액으로 세포막을 파괴한 다음, 100 μg의 세포 

단백을 취하여 Ku70 또는 Ku80( Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, 

USA) 항체로 4시간 결합시켰다. 항체와 결합된 단백은 4℃에서 한밤동안 

protein G-agarose bead(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)와 반응

시킨 후 8% polyacrylamide 젤로 전기영동하고 젤을 건조시킨 후 자가 방사

법으로 기록하였다.

 

10. 통계처리

모든 자료는 "평균값±표준오차"로서 표현하고, 각 실험군 간의 변동 양상

을 비교 검토하기 위해서 analysis of variance를 응용하고, F 값이 의의가 

있을 때에는 Fisher's least significant difference법으로 각 군의 값을 비교하

였다. 또한 Student's t-test가 알맞을 때에는 그 방법을 이용하고, 어느 경우

든지 P 값이 0.05이하일 때에는 의의있는 변동으로 규정하였다.
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Ⅲ. 결  과

1. Glucose/Glucose oxidase(G/GO) 처치에 의한 AR42J 세포의 

사멸

   췌장 선세포 AR42J에 G/GO를 농도별로 24시간 처치하거나 10mM 

Glucose/5mU Glucose oxidase를 시간별로 처치한 후 세포사멸 정도 및 세포

고사 시 일어나는 DNA 분절 정도를 각각 trypan blue 염색과 DNA 분절 측

정을 이용하여 관찰하였다. 살아있는 세포를 계수한 결과 0, 1, 5, 10 mU 

G/GO 처치로 각각 세포수가 5.7±0.48, 4.9±0.56, 2.0±0.27, 0.4±0.18 (x 10
4
 

cells/ml)이었고 0, 4, 12, 24 시간별 처치에 의하여 각각 7.7±0.23, 7.3±0.28, 

4.1±0.29, 2.4±0.21 (x 10
4
 cells/ml)이었다( (그림 1A). ELISA 측정에 의한 

DNA 분절은 대조군을 1.0으로 보아 1, 3, 5, 10 mU의 G/GO 처치에 의하여 

각각 1.4±0.36, 4.7±0.56, 18.5±3.24, 44.4±6.37로 측정되었다(그림 1B). 세포 사

멸은 농도, 시간 의존적으로 증가하였으며 5, 10 mU G/GO를 24시간 처리할 

경우 및 10 mM G/5 mU GO를 12, 24 시간 처리 시 유의적인 증가를 관찰

하였다.(p<0.05) 

2. G/GO처리에 의한 AR42J 세포에서의 H2O2 생성 

   세포사멸 시 생성되는 활성산소22,23의 양을 간접적으로 측정하기 위해 시

간별, 농도별 G/GO를 처치하고 배양액을 분리하여 H2O2를 측정하였다. 농도, 

시간 의존적으로 생성된 H2O2의 양이 증가함을 확인하였다(표 1). 
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그림 1. AR42J 췌장 선세포에 G/GO 처치 후 세포의 사멸 및 DNA 분절. 췌장 선세포 

AR42J에 24시간동안 G/GO를 농도별 처치하거나 시간별 10 mM G/5 mU GO를 처치한 

후 세포를 계수하였다(A. trypan blue 염색법 사용). 24시간동안 처치 후 DNA 분절을 측

정하였다(B). 각각의 양은 평균±표준오차로 표시하였다. None= 아무것도 처리하지 않은 

군.  * 대조군에 비하여 p<0.05  

DNA fragmentation (Enrichment factor) = O.D(405-490)nm

                                            O.D 490nm

표 1. G/GO처리 후 AR42J 세포 배양액 내 H2O2 양.

농도별 G/GO를 12, 24시간동안 처치한 후 세포 배양액을 취하여 배지 내 H2O2를 측정하

였다.  H2O2 양(μM)은 평균값±표준오차로 표시하였다. 

 G/GO농도(mU/ml)
   시간별 H2O2 양(μM)

      12시간 24시간 

None 0.859±0.05 7.31± 1.59

1 2.84±1.12 30.17±5.02

5 17.11±2.1 64.03±8.1

10 32.08±1.61 115.16±7.31
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3. G/GO 처리 후 세포고사 단백의 변화 

AR42J에 G/GO를 시간별 처치한 후 세포고사 단백들의 변화량을 western 

blot법으로 관찰하였다. 대표적인 단백분해효소인 caspase-3에 의한 

Poly(ADP-ribose) polymerase[PARP]의 분해 정도를 알아보았다. 12시간부터 

PARP가 85 kDa로 분해됨을 확인하였다(그림 2A). 세포고사가 유도될 때, 초

기 단계에서 활성이 증가한다고 알려진 p53 단백이 12시간 G/GO를 처치한 

후 단백 량이 증가함을 확인하였고 세포고사를 억제하는 bcl-2 단백량이 감

소함을 확인하였다(그림 2B). 그러므로 10 mM G/5 mU GO 처리에 의한 

AR42J 세포사멸시 세포고사가 유도됨을 확인하였다.

그림 2. G/GO 처치 후 세포고사 관련 단백의 변화.

세포에 G/GO를 시간별 처치 후 세포고사의 지표로 알려진 PARP 단백의 분해(A)와  

bcl-2, p53의 활성 변화(B)를 western blot법으로 측정하였다.

4. G/GO 처치에 의한 세포 내 Ku 단백의 변화

Ku70/80 단백은 손상된 DNA 이중나선을 인식, 복구 기능을 수행한다고 

알려져 있으므로9,10 세포사멸, 세포고사를 조절하는 기능을 할 것으로 예상된

다. 따라서 세포 내 Ku 단백의 감소나 분해는 DNA 손상을 유도 시 복구기

능의 결여로 인해 세포 사멸 및 세포 고사를 유도할 것으로 여겨진다. G/GO

를 농도별, 시간별 처치한 후 세포 내 단백을 전체 분리하고, 또한 세포질과 
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핵 단백으로 분리하여 western blot법을 시행하였다. 농도, 시간 변화에 상관

없이 세포 내 전체 Ku70/80 단백의 양은 변함이 없는 것을 관찰하였고( 그림 

3A)  세포질과 세포핵 단백을 분리하여 관찰한 결과 농도, 시간 의존적으로 

세포질 내 Ku 단백은 약간 증가하나 세포핵 내 Ku 단백은 급격히 감소하는 

것을 확인하였다(그림 3B).

그림 3. G/GO 처치 후 세포 내 Ku 단백의 변화.

AR42J에 G/GO를 12시간 농도별(0, 1, 5, 10 mU) 처치하거나 10 mM G/5 mU GO를 0, 

4, 12, 24시간동안 처치 후 전체 세포 내 Ku 단백(A) 및 세포질, 세포핵 내에 위치한 Ku 

단백의 양(B, C)을 western blot법으로 측정하였다. 
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5. G/GO 처치에 의한 세포사멸 유도 시 Ku 단백과 caspase-3와

의 관계

  G/GO에 의한 핵 내 Ku의 감소 원인을 규명하기 위해 caspase-3 억제제 

(z-DEVD-fmk, Calbiochem, San Diego, CA, USA)를 전처치하여 G/GO에 

의한 Ku 단백의 변화를 관찰하였다. 실험 결과, caspase-3 억제제 처리에 의

하여 핵 내 Ku 단백의 감소가 억제됨을 확인하였다(그림 4A). 또한 세포사멸

도 caspase-3 억제제 처치에 의하여 유의적으로 줄어드는 것을 확인하였다

(p<0.05)(그림 4B). 그러므로 G/GO 처치에 의한 AR42J 세포사멸 시 caspase 

활성에 의하여 핵 내 Ku 단백이 분해됨을 알 수 있었다.

그림 4. Caspase-3 억제제 전처치 후 G/GO에 의한 Ku 단백의 변화 및 세포의 사멸. 

AR42J에 G/GO를 12시간 처치한 후 세포질, 세포핵 내에 위치한 Ku 단백의 양을 

western blot법으로 측정하였다(A). 24시간 농도별 G/GO 처치한 후 세포사멸 정도( 

MTT 분석)를 측정하였다(B).  caspase-3 억제제(z-DEVD-fmk)는 5ｕM 농도로 4시간 

전에 처리하였다. None=대조군, Control=10 mM G/5 mU GO를 12시간 처리한 군, 

Caspase 3 inhibitor= Caspase-3 억제제 전처치 후 G/GO 처리한 군. 
* 대조군에 비하여 p<0.05. 
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6. Ku DNA-end 결합 능 측정

Ku 단백은 세포 핵 내에서 기능하는 DNA 복구 단백으로 그 활성을 보기 

위해서는 Ku DNA-end 결합 능을 젤 지연 분석법으로 확인해 보아야 한다. 

AR42J 세포 내의 Ku-DNA 결합 능을 살펴본 결과, 정상 세포군(Wild)과 

pcDNA control vector 유전자를 일시적으로 형질 전환한 세포군의 Ku-DNA 

결합 능은 G/GO를 12시간 처치에 의하여 Ku DNA-end 결합 능이 감소되어

Ku 단백의 활성이 감소됨을 관찰하였다. DNA 결합 부분이 제거된 Ku 

dominant-negative mutant 유전자로 형질 전환한 세포군의 경우, Ku 

DNA-end 결합  능은 정상 세포군과 pcDNA control vector를 일시적으로 

형질 전환한 세포군에 비하여 Ku DNA-end 결합 능이 감소되어 Ku 

dominant-negative mutant 유전자로 형질 전환될 경우, Ku DNA-end 결합 

능이 감소됨을 알 수 있었다(그림 5). 

그림 5. G/GO에 의한 Ku DNA-end 결합

능 변화. AR42J 세포에 G/GO처리 후 Ku 

DNA-end 결합 능을 젤 지연 분석법으로 관

찰하였다. Wild= 정상 AR42J 세포군, 

pcDNA= pcDNA control vector를 형질전환

시킨 군, Ku D/N= Ku dominant-negative 

mutant 유전자를 형질전환시킨 군, None= 

G/GO을 처치하지 않은 군, G/GO= 10 mM 

G/5 mU GO를 12시간 처치한 군. 



- 17 -

7. G/GO 처리 후 형질전환 세포군들의 세포사멸 비교

췌장 선세포 AR42J에 pcDNA3, 또는 Ku70, Ku80 과다발현 벡터

(overexpression vector), Ku D/N(Ku dominant-negative) mutant 유전자를 

일시적으로 형질 전환시켜 G/GO 처치에 의한 세포사멸 정도와 DNA 분절을 

비교하여 Ku 단백의 세포 생존 능을 관찰하였다. 10 mM Glucose/Glucose 

oxidase를 3, 5 mU 농도로 24시간 처치한 후 세포 사멸과 DNA 분절 정도를 

각각 trypan blue 염색과 DNA 분절 측정을 이용하여 관찰하였다. 0, 3, 5 

mU GO를 처리하였을 때, 정상 세포(Wild)군의 세포 수는 각각 12.0±0.71, 

7.85±0.73, 4.87±0.38 이었고 pcDNA 군은 13.0±0.32, 8.5±0.44, 5.1±0.28이었으

며 Ku70를 과발현시킨 군은 12.2±0.37, 9.4±0.44, 6.4±0.37, Ku80를 과발현시

킨 군은 12.6±0.18, 10.8±0.6, 7.1±0.4 이고 Ku D/N를 과발현시킨 군은 각각  

그림 6. 유전자 형질전환 세포군들의 세포사멸과 DNA 분절. 

AR42J에 G/GO를 24시간 처치 후 농도별 세포 사멸 정도(trypan blue 측정)와 DNA 분절

을 측정하였다. 각각의 양은 평균±평균오차로 표시.         

DNA fragmentation (Enrichment factor) = O.D(405-490)nm

                                           O.D 490nm

Wild= 정상 세포군, pcDNA= pcDNA를 형질전환시킨 군, Ku 70+/80+=Ku 70, 80 과다발현 

벡터(overexpression vector)를 형질전환시킨 군, Ku D/N= Ku dominant-negative mutant 

유전자를 형질전환시킨 군, None=G/GO을 처치하지 않은 군, GO 3, 5 mU= 각각 3, 5 

mU의 G/GO를 24시간 처리한 군.

 
* 
대조군에 비하여 p<0.05, 

**
대조군에 비하여 p<0.01 
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11.9±0.91, 6.3±0.69, 3.5±0.55(x 104 cells/ml)이었다(그림 7A). ELISA 측정에 

의한 DNA 분절 정도는 대조군을 1.0으로 보아 정상 세포군 또는 pcDNA 군, 

Ku70, Ku80 그리고 Ku D/N를 과발현시킨 군에 3 mU의 G/GO 처치한 경

우, 4.7±0.08, 5.2±0.06, 2.9±003, 2.9±0.13, 6.5±0.05로 나타났다(그림 7B). 이러

한 결과를 통해 Ku70/80 단백을 과다 발현시켜 활성을 증가시킨 경우 정상 

세포군의 세포사멸 및 세포고사가 억제되었으며 Ku D/N mutant 유전자에 

의해 Ku 단백 활성을 억제할 경우 G/GO에 의한 세포사멸, 세포고사가 유의

적으로 증가됨을 확인하였다(p<0.05). 따라서, Ku 단백이 활성 산소로 유도되

는 세포고사 기전에서 세포 생존 단백으로 기능함을 알 수 있었고 핵 내 Ku 

단백의 감소로 인한 DNA 복구 기능의 결여가 세포고사의 원인으로 작용할 

수 있음을 의미한다.

8. G/GO에 의한 세포 내 Ku 단백의 합성, 분해 변화  

G/GO 처치에 의한 Ku 단백의 합성 및 분해 변화를 관찰하기 위하여 각

각 pulse 및 pulse-chase법으로 관찰하였다. 실험결과, 10 mM G/5 mU GO

를 4, 12시간 처치하였을 때 Ku 단백 합성이 G/GO를 처치하지 않은 군에 

비하여 증가하고(그림 7A) Ku 단백의 분해도 증가함을 관찰하였다(그림 7B). 

앞서 그림 3의 결과를 통해 G/GO 처치에 의하여 전체 세포 내 Ku 단백의 

양에는 변화가 없었지만, 세포질 내 Ku 단백의 증가, 핵 내 Ku 단백의 급격

한 감소가 일어남을 관찰하였다. 그러므로 G/GO 처치에 의하여 Ku의 합성

과 분해가 동시에 증가되어 전체 세포 내 Ku 단백의 양에는 변화가 없지만 

핵으로 이동한 Ku 단백은 G/GO에 의하여 분해되는 것을 알 수 있었다.
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그림 6. G/GO에 의한 세포 내 Ku 단백의 합성과 분해. 췌장 선세포 AR42J에 10mM 

G/5mU GO를 시간별 처치 후 S
35
로 label된 Ku 단백을 면역침강, 젤 전기영동을 통하여 

확인하였다. pulse 실험의 경우, G/GO를 처치하기 마지막 4시간 동안 [S35]가 첨가된  

methionine, cystine이 없는 배지로 배양한 후 실험에 임하였고(A) pulse-chase 실험은 4

시간 동안 위의 배지로 배양한 후 G/GO를 시간별 처치하였다(B). 0 시간, G/GO를 처치

하지 않은 세포군(대조군)의 Ku 단백의 자기 방사 기록을 100%로 하여 각각의 방사 기록 

양을 수치로 나타내었다.  * 대조군에 비하여 p<0.05.
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Ⅳ. 고  찰

급성 췌장염의 실험 모델에서 활성산소에 의하여 췌장 선세포의 세포고사

가 유발됨이 보고되었으며
8,9
 만성 췌장염 환자를 대상으로 한 실험 결과, 췌

장 조직에서 췌장 선세포의 세포고사와 함께 caspase-1 단백이 활성화됨이 

보고되었다.
28
 이러한 연구들을 통하여 활성산소에 의한 췌장 선세포의 세포

고사 유도가 췌장염의 발병과 진행에 관여됨을 알 수 있으며 활성산소에 의

한 췌장 선세포의 세포고사 기전을 밝히는 것이 임상적으로도 중요함을 제시

한다.   

Ku70과 Ku80 단백은 DNA 이중나선 손상을 인식하여 그 부위에 결합한 

후 DNA-dependent protein kinase(DNA PK)를 활성화시킴으로서 손상된 

DNA 복구 과정을 개시한다.
10,11
 Ku 단백은 DNA PK의 regulatory subunit으

로서의 기능 외에 자체로도 손상된 DNA 복구 기능을 수행한다고 알려져 있

다.
11 
Ku80 단백이 결핍된 Ku80-null(Ku80

-/-
) 생쥐로부터 기원한 fibroblast 

세포의 경우, 과산화수소로 유도되는 세포 손상에 대한 감수성이 정상 세포

보다 높아 손상된 DNA가 축적, 세포사멸이 유도된다.
16
 과다한 활성산소의 

생성은 DNA 손상을 유도하는데 토끼 척수 모델에서도 15분간 허혈을 준 다

음 4, 18시간 재관류를 행하는 동안, Ku 단백이 DNA와 결합하는 활성이 증

가하며 60분간 허혈을 주고 재관류하게 되면 Ku-DNA 결합력이 감소함을 

보였다.
14,15 
이러한 연구들은 활성산소로 인한 DNA 손상 시 DNA 복구 단백

인 Ku70/80의 역할이 중요함을 제시한다.

본 연구에서는 과도한 활성산소(과산화수소)를 생성하기 위한 발생원으로

서 Glucose/Glucose oxidase 효소 체계를 사용하였고 이로 인하여 AR42J 세

포손상(세포사멸, DNA 분절)을 유도하였을 때 caspase-3에 의하여 분해되는 

Poly(ADP-ribose) polymerase[PARP]가 분해됨을 확인하였고, 세포고사 지표 

단백인 p53이 활성화되고 세포고사 시 감소되는 bcl-2 단백이 감소함을 관찰

하여 G/GO에 의하여 유도되는 세포사멸시 세포고사 또한 유도됨을 관찰하였
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다. 이때 Ku 단백의 변화를 살펴본 결과, 전체 세포 내 Ku 단백의 양은 변함

이 없는 반면, 세포질 내 Ku 단백의 증가 및, 핵 내 Ku70/80 단백의 급격한 

감소를 관찰하였다. Ku 단백의 활성을 알기 위해서 Ku DNA-end 결합 능을 

젤 지연 분석법으로 관찰한 결과, G/GO에 의하여 Ku-DNA 결합 능이 감소

함을 확인하였다. 이상의 결과를 통해 G/GO에 의하여 AR42J의 세포고사가 

유도될 때 핵 내 Ku 단백의 양과 Ku가 DNA와 결합하는 활성이 감소함을 

관찰하였다. Ku70 또는 Ku80 유전자를 과다 발현하거나 Ku 

dominant-negative mutant 유전자를 형질 전환시켜 세포 내 Ku 단백의 역할

을 확인한 결과, Ku 단백이 세포고사를 막는 세포 생존 단백으로 작용함을 

관찰하였다. 이는 G/GO 처치에 의하여 생성되는 활성산소로 AR42J 세포를 

자극할 경우, 핵 내 Ku 단백의 감소가 세포고사의 원인으로 작용할 수 있음

을 시사한다.

Caspase는 전구효소로 합성되어 존재하다가 자가 분해 또는 단백분해효소

의 작용으로 활성형이 되고 과발현시키면 세포고사를 유발시킨다. Caspase는 

기질단백의 aspartic acid 다음을 끊어주는 단백분해효소로서 대표적인 기질

단백으로 poly(ADP-ribose) polymerase (PARP), DNA-dependent protein 

kinase(DNA-PK) 등이 있다.15,16 본 연구에서는 활성산소에 의하여 췌장 선세

포의 세포고사가 유도될 때 핵 내 Ku 단백의 감소에 대한 기전을 밝히기 위

해 caspase-3 억제제를 사용하였다. caspase-3 억제제를 전처치한 후 G/GO 

처치 시 핵 내 Ku 단백의 감소가 억제되었고 세포사멸도 억제됨을 관찰하였

다. 앞서 G/GO에 의한 세포 내 Ku 단백의 변화를 western blotting을 통해 

살펴보았을 때 전체 세포 내 Ku 단백의 양이 변하지 않았으며 pulse, 

pulse-chase 방법을 통하여 Ku 단백의 합성이 증가하고 Ku 단백의 분해가 

증가됨을 관찰하였다. 이 결과를 통하여 G/GO 처치로 세포고사가 유도될 때 

활성화된 일련의 caspase에 의하여 핵 내 Ku 단백이 분해됨을 의미한다. 최

근 caspase가 활성화되어 핵 내로 재분포되어 단백 분해 기능을 담당한다는 

보고20와 함께 항암물질에 의한 Ku 단백의 분해가 caspase-3에 의하여 매개

된다는 보고21를 통하여 G/GO에 의하여 세포고사 유도 시 활성화되는 일련
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의 caspase에 의해 핵 내 Ku 단백이 분해됨으로서  DNA 손상 복구 기능이 

결여되고 세포고사가 일어나리라 추측된다.

결론적으로 G/GO 처치에 의하여 생성되는 활성산소가 AR42J 세포의 

DNA를 손상시키며 이 DNA 손상은 Ku70/80에 의해 복구되나, 과다한 활성

산소가 세포 내 생성되면 caspase-3가 활성화되어 Ku70/80 단백을 분해하여 

DNA 손상과 세포 고사가 유도됨을 알 수 있었다. 따라서  활성산소에 의한 

췌장 선세포의 손상시 DNA 복구 단백인 Ku70과 Ku80 단백이 췌장 선세포

의 방어기전으로 작용할 것으로 생각된다.
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Ⅴ. 결   론 

  활성산소로 유도되는 췌장 선세포의 세포고사 기전 및 방어 체계에서 DNA 

복구 단백인 Ku70/80 단백의 역할에 대한 연구로서 AR42J 췌장 선세포에 

Glucose/Glucose oxidase를 처치하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 췌장 선세포 AR42J에 Glucose/Glucose oxidase(G/GO)를 처치함으로서 

배양액 내 H2O2의 생성이 증가되었고 이에 따라 세포사멸이 유도되었다. 

2. G/GO 처치에 의하여 세포고사 지표 단백인  poly[ADP-ribose] poly- 

merase가 분해되며, p53의 활성 증가, Bcl-2 단백의 분해를 관찰하여 G/GO 

처치에 의하여 췌장 선세포의 세포고사가 유도됨을 확인하였다.

3. 세포고사가 유도될 때, 전체 세포 내 Ku 단백의 양은 변함이 없었고, 

핵 내 Ku70/80 단백의 양과 활성이 급격히 감소되었다. 

4. Caspase-3 억제제는 G/GO에 의하여 유도되는 세포핵 내 Ku 단백의 

감소와 세포고사를 억제하였다.

5. Ku70 또는 Ku80 과발현 유전자, Ku dominant-negative mutant 유전

자로 형질전환시킨 세포군과 정상세포를 비교한 결과, Ku70/80 단백은 세포 

생존 단백으로 작용하여 세포고사를 억제하였다.  

6. G/GO 처치에 의하여 세포 내 Ku 단백의 합성이 증가하며 핵 내로 이

동된 Ku 단백은 분해됨을 확인하였다.

이상의 결과를 보아 G/GO로 의하여 과다한 활성산소가 세포 내에 생성되

면 caspase-3가 활성화되어 Ku70/80 단백을 분해하여 DNA 손상과 세포 고

사가 유도됨을 알 수 있었다. 따라서  활성산소에 의한 췌장 선세포의 손상

시 DNA 복구 단백인 Ku70과 Ku80 단백이 췌장 선세포의 방어기전으로 작

용할 것으로 생각된다.
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Abstract

Oxidative stress, DNA repair proteins and Apoptosis in 

AR42J Cells

Ji Yeon Song

Department of Medical Science

The Graduate School, Yonsei University

(Directed by Professor Hyeyoung Kim)

Cell death linked to oxidative DNA damage has been implicated in acute 

pancreatitis. During DNA damage, DNA repair proteins, Ku70 and Ku80, 

prevent cell death but severe DNA damage beyond the capacity of the 

DNA repair proteins triggers necrosis or apoptosis. This study aims to 

investigate the role of Ku70 and Ku80 on apoptotic cell death, induced by 

oxidative stress in pancreatic acinar AR42J cells. We examined Ku 

expression(by western blotting), cell viability(by cell counting and MTT 

positive cells) and apoptosis( by DNA fragmentation and poly[ADP-ribose] 

polymerase cleavage, expression changes of p53 and Bcl-2) of the cells 

treated with or without hydrogen peroxide(H2O2), which is continuously 

generated by glucose oxidase(GO) acting on β-D-glucose, G/GO, and also 

in the absence or presence of caspase-3 inhibitor. G/GO induced slight 

changes in cytoplasmic Ku70 and Ku80, but drastic decrease in nuclear 

Ku70 and Ku80 time- and concentration-dependently. Ku70 and Ku80 

expression in whole cell extracts were not changed. G/GO-induced 

alterations in Ku expression were inhibited, in part, by caspase-3 inhibitor. 

G/GO-induced apoptosis, which was in parallel with loss of nuclear Ku70 

and Ku80, in wild-type cells and the cells transfected with the control 

pcDNA3 vector. G/GO did not induce apoptosis in the cells transfected 

with either Ku70 or Ku80 expression gene, but increased apoptosis in 

those transfected with Ku dominant-negative mutant. Conclusively, nuclear 

loss of Ku70 and Ku80 may cause the loss of defense against oxidative 
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DNA damage and thus, underlie the mechanism of apoptosis in pancreatic 

acinar cells after oxidative stress. 

                                                                        

Keywords-Reactive oxygen species, Ku70/80 proteins, Apoptosis, 

Pancreatic acinar AR42J cells
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