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2년 전 실험실 생활을 시작하면서 이렇게 결실을 

맺을 때가 오리라는 것은 생각지 못했습니다. 많은 분

들의 관심과 격려덕분이며, 이에 사랑을 담아 감사의 

말씀 전하고자 합니다. 먼저 연구 할 수 있도록 이끌어 

주시고 가르침 주신 박영년 교수님께 진심으로 감사 드

립니다. 처음 들어선 의대 건물에서 제일 먼저 복도에

서 마주친 후 지금까지 진정한 과학자의 mind에 대해 

알려주신 오봉경 교수님, 본 논문을 위해 충고와 조언

주신 윤채옥 교수님께도 고개 숙여 감사 드립니다. 그

리고 기꺼이 기계 사용을 허락해 주시고 편의를 봐주신 

김응빈 교수님과 사용을 위해 배려하여 주신 환경미생

물 유전체학교실 여러 선생님들께 감사의 말씀 전하고

자 합니다. 또한 염색에 도움주신 송영민 과장님과 병

리학교실내의 여러 선생님들, 무엇보다도 실험실 생활

을 시작함에 있어 따뜻한 관심과 사랑으로 대해주신 김

영주 선생님과 이찬희 선생님, 2년 동안 부족한 동생과 

함께하며 힘주신 멋진 인생의 선배인 유정은 선생님과 

낭만적인 과학자 이재은 선생님께 깊은 사랑 보냅니다. 

타지생활 동안 귀한 안식처와 서현학사 가족을 허락해 

주신 서현교회, 위로자 되어준 31기 친구들에게도 진심

으로 깊은 감사 드립니다. 무엇보다 부족한 딸을 믿어

주시고 늘 기도해주시는 우리 엄마, 아빠, 윤군, 상우오

빠, 우리 가족들에게 정말 사랑한다 말하고 싶습니다. 

마지막으로 힘과 위로자 되시는 나의 하나님. 당신 덕

분에 지금의 제가 있다고 고백하며 이 논문을 바칩니다. 

                     

저자 씀. 
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이중 나사선과 3’overhang의 단일 가닥구조로 이루어진 

사람의 telomere는 염색체 말단 부위에 위치하며, 여러 단백질들과 

함께 염색체를 보존하는 역할을 한다. 정상세포의 경우 telomere의 

길이가 critical point에 이르면 세포는 더 이상 분열하지 못하고 세

포사멸이나 노화에 이르게 된다. 그러나 사람의 불멸의 세포

(immortal cell)이나 종양세포에서는 telomerase에 의해 telomere

가 일정하게 유지된다. Telomerase는 활성요소인 TERT 단백질과 

주형이 되는 RNA TR로 이루어져 있는 ribonucleoprotein 복합체

이다.  

PinX1은 telomere 결합단백질인 TRF1에 결합하는 단백질

로서 염색체 8p23에 위치한다. PinX1의 카르복실 말단기에 있는 

TID (telomerase inhibitory domain)이 hTERT와 결합하여 

telomerase의 활성도를 저해하는 것으로 알려져 있다. 또 PinX1이 

과발현된 세포에서는 세포 성장에 영향을 미치면서 telomere 길이

감소를 유발하는 것이 관찰되었다. 이와 같이 PinX1이 telomerase 
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억제자(inhibitor)로서 종양 억제유전자로서의 가능성이 제기되면서 

암치료에 대한 이용 가능성이 부각되었다. 

본 연구실에서는 rodent에서 PinX1기능 규명을 위해 

PinX1을 백서의 간줄기세포인 WB-F344에서 클로닝 하였다. 아미

노산 331개로 이루어진 rPinX1은 사람과 73%, 쥐와 91%의 유사

성을 띄었다. 또 염색체 15p12에 위치하며 핵인 단백질 fibirillarin

과 co-localization 하는 것을 확인하였다. 백서 PinX1 전사가 심

장, 간과 고환에서 발현하고 있음을 확인하였다. 또 rPinX1의 

stable cell line을 제작하여 세포의 성장 및 노화에 미치는 영향과 

3’overhang과 telomere 길이의 변화를 살펴보았다. rPinX1 

stable cell이 PDL(population doubling) 100이 넘어가면서 세포 

모양이 납작하고 커지는 노화 형태를 띄면서 성장이 억제되었고 

SA-β-gal assay를 통해 세포의 노화가 확인되었다. Stable cell 

line은 3’ G-rich overhang 변화는 없었으나 후기 계대에서 

telomere 길이 감소를 확인하였다. 대조군 세포주에 비해 stable 

cell에서 뚜렷한 telomerase 억제효과는 없었으나 PinX1 과발현은 

백서에서도 telomere 길이 감소를 이끌었고 짧은 telomere는 궁극

적으로 세포 노화를 유도한 것으로 추정된다. 본 연구는 PinX1의 

telomere 길이조절 기능이 포유류에서 보존됨을 확인 하였고, 또한 

향후 PinX1을 이용한 새로운 항암제 표적 단백질로서의 동물실험의 
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기초가 될 것이라 기대된다. 

 

Key words: rPinX1, Pin2/TRF1 binding protein, telomere, 3’overhang, 

telomerase activity, senescence, cell growth, NIH-3T3 cell 
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사람의 telomere는 선형 염색체의 말단에 위치하며 5-

15kb에 달하는 반복적인 TTAGGG 서열로 이루어져 있다1, 2, 3, 4. 

Telomere에 특이적으로 결합하는 여러 단백질들과 더불어 염색체 

말단을 보존하는 역할을 한다5, 6, 7.  

Telomerase는 telomere 합성 효소로 사람 telomerase 

reverse transcriptase (hTERT)와 주형인 hTR(hTERC)로 이루

어져 있다 8, 9. Telomerase 활성도가 음성인 인체의 정상체세포에

서 세포분열을 거치면서 “end-replication problem"으로 인해 그 

길이가 짧아지고, critical point에 달하면 염색체 말단을 보호하는 

역할을 상실하여 염색체 말단간의 융합, 염색체 분해 등이 발생한다
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10, 11, 12. 정상  세포에서 hTERT를 과발현시키면 수명이 증가되고, 

노화가 지연된다13. 또 mTR knock out 쥐에서는 비정상적인 염색

체 조성(aneuploidy), 염색체 말단 융합, 세포괴사 등이 관찰되기도 

하였다14, 15.  

불멸의 세포나 암세포에서는 telomerase에 의해 짧지만 

telomere가 안정적으로 유지된다16, 17. 일부 암에서는 telomerase 

활성도가 없음에도 불구하고 telomere의 길이를 유지하는데 이 기

전을 ALT (Alternative Lengthening of Telomeres)이라 하며 재

조합에 의해 길이 유지가 되는 것으로 알려져 있다18, 19. Telomere

에 결합하여 telomere 길이를 조절하는 여러 단백질이 있는데 이를 

‘Shelterin’이라 명명하고 TRF1, TRF2, TIN2, Rap1, TPP1, 

tankyrase 그리고 POT120, 21등에 이에 해당한다. 이 중 대표적인 

TRF1 (Telomeric repeat binding factor 1)은 telomerase가 

telomere에 결합하는 것을 방해함으로써 telomere길이가 짧아지게 

하는 음성적 조절인자이다23, 24, 25. TRF2 (Telomeric repeat 

binding factor2)는 3’overhang을 telomere duplex part로 삽입

시켜 T-loop (Telomere-loop) 형성에 관여함으로 염색체 말단을 

융합이나 분해(degradation)으로부터 보호하는 역할 한다 (Fig1) 4, 

25 26. TRF2가 결여되면 이중나선 telomere DNA의 길이 변화와는 

무관하게 3’overhang이 줄어든다25.  
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사람 PinX1은 telomeric 단백질 TRF1과 상호 결합하는 단

백질로 hTERT와 hTR과 직접적으로 결합하여 telomerase 활성도

를 억제한다고 in vitro assay를 통해 밝혀졌다27, 28. Yeast 

homolog의 경우 PinX1는 rRNA와 snRNA processing에도 관여한

다고 알려져 있는데 yPinX1 역시 과발현시 telomere 길이감소와 

telomerase 활성도를 저해한다고 밝혀졌다29, 30. PinX1의 아미노말

단에는 glycine rich domain(G-patch)이 있는데 이는 RNA 결합 

모티프로 알려져 있다. 카르복실기에는 TID (telomerase 

inhibitory domain)이 있는데 이 부분이 hTERT와 결합하여 

telomerase 활성도를 저해하는 것으로 in vivo, in vitro상에서 밝혀

졌다. 또한 PinX1이 과발현된 HT1080 (사람 fibrosaroma) 세포에

서는 세포 성장에 영향을 미치면서 telomere 길이감소를 유발하는 

것이 관찰되었고 반대로 내재성 PinX1을 제거 했을 때 telomerase 

활성도가 다시 증가함을 보였다27. 흥미롭게도 사람 PinX1은 

microsatellite marker D8S277과 가까운 염색체 8p23에 위치하고 

있는데 다양한 사람의 암에서 이 부분의 ‘loss of heterozygosity 

(LOH)’이 빈번하게 일어남이 관찰되었다. 예를 들어, 간세포암 

(hepatocellular carcinoma)에서는 40-50%의 LOH가 marker 

D8S277근처에서 발견되었다31.  

이와 같이 PinX1은 telomerase 억제자로서, 종양억제유전
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자로서의 역할이 알려지면서 암치료 사용의 가능성이 부각되었다. 

이와 관련하여 본 연구에서는 사람과 70%, 쥐와 90%의 sequence 

homology를 띄는 동물모델인 백서 PinX1를 WB-F344 cell line에

서 클론하여 telomere 유지와의 연관성을 살펴봄을 통해 PinX1의 

기능 이해를 돕고자 한다.  
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FigFigFigFig    1. Proposed Str1. Proposed Str1. Proposed Str1. Proposed Structure, Formation, and Function of T Loopsucture, Formation, and Function of T Loopsucture, Formation, and Function of T Loopsucture, Formation, and Function of T Loops4444    

(A) The DNA structure at the ends of mammalian chromosomes and 

description of the proposed configuration of T-loops. (B) Speculative 

scheme depicting a possible mode of T-loop formation based on the 

in vitro biochemical activities of TRF1 and TRF2. T-loops are 

proposed to mask telomere termini form cellular activities that can act 

on DNA ends. 
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ⅡⅡⅡⅡ. . . . 실험실험실험실험    재료재료재료재료    및및및및    방법방법방법방법    

    

1. 1. 1. 1. Northern blot analysisNorthern blot analysisNorthern blot analysisNorthern blot analysis    

백서의 다양한 조직에서 PinX1 mRNA 발현양상을 

측정하기 위해 BD Bioscience로부터 구매한 Rat tissues Northern 

blots을 가지고 Northern blot을 실시하였다. Rat PinX1△C 50ng과 

구매 시 제공된 β-actin을 0.1% DEPC (Sigma, Steinheim, 

Germany) water에 희석한 후 100℃에서 5분 동안 끓여 변성한 

후 DNA를 37℃에서 한 시간동안 rediprimeTM II labeling system 

(Amersham Biosciences, Freiburg, Germany)을 이용하여 [α-

32P]dCTP  labeling하였다. 이후 MicrospinTMG-50 column 

(Amersham)을 이용하여 동위원소 표지된 DNA를 분리한다. 

준비된 blot을 가지고 ExpressHyb Hybidization solution (BD 

Bioscience, CA, USA)을 사용하여 65℃에서 한시간 동안 

prehybridization을 수행하고 새 용액으로 교환한다. 95℃에서 5분 

동안 끓여 변성시킨 probe를 넣고 12시간 이상 hybridization을 

수행하였다. Hybridization 종료 후 2X SSC, 0.05% SDS의 

세정완충용액으로 상온에서 10분씩 3 번, 65℃에서 0.1X SSC, 

0.1% SDS 20분씩 2번 세정하였다. Membrane의 물기를 제거한 후 

blot을 랩으로 말아 Medical X-ray film blue (AGFA, Belgium)을 
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-70℃에서 하루 노출하여 signal을 확인한다. Pinx1의 signal 확인 

후 끓인 0.5% SDS buffer를 membrane에 붓고 10분 동안 

probe를 제거한 후 2X SSC로 상온에서 10분 동안 rinse한 후 

위와 동일한 방법으로 β-actin hybridization을 시행한다. TINA 

2.10 software를 이용하여 방사능 강도(radioactive intensity)를 

정량한다.     

    

2. 2. 2. 2. 백서백서백서백서 PinX1 stable cell line  PinX1 stable cell line  PinX1 stable cell line  PinX1 stable cell line 제작제작제작제작    

    

가가가가. pEGFP C1 rPinX1 . pEGFP C1 rPinX1 . pEGFP C1 rPinX1 . pEGFP C1 rPinX1 클로닝클로닝클로닝클로닝    

pCMV-HA rat PinX1을 주형으로 1.25units의 Top-Pfu™ 

DNA polymerase (Bio-online, Seoul, Korea)와 다음의 Primer를 

이용하여 (forward: 5’-GGA ATT CGT CGA CCC ATG TAC 

CCA TAC GAT GTT-3’, reverse: 5’- CGG ACT CAG ATC 

TAT GTC GAT GCT AGC GGA GCG-3’) PCR 증폭한다 (94℃

/30sec, 56℃/30sec and 72℃/2min, 30 cycles).  PCR products

와 pEGFP-C1 plasmid (BD Biosiences Clontech, San Jose, CA, 

USA)를 80 units의 Sal I과 Bgl Ⅱ로 자른 후 phenol extraction

과 에탄올 침전을 통해서 DNA를 정제한 후 ddH2O에 농축 시켰다. 

이렇게 얻은 vector와 insert를 가지고 Ligation (Takara)과 형질

전환을 통해 클로닝한 DNA는 sequencing (Macrogen, Seoul, 
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Korea)을 통해 확인한다. 

 

 

FigFigFigFig 2 2 2 2. . . . Structure of rPinX1 stable cell lineStructure of rPinX1 stable cell lineStructure of rPinX1 stable cell lineStructure of rPinX1 stable cell line    

 

나나나나. . . . 백서백서백서백서 PinX1 stab PinX1 stab PinX1 stab PinX1 stable cell line le cell line le cell line le cell line 제작제작제작제작    

쥐 배아 섬유아세포(embryo fibroblast)인 NIH-3T3는 

10%의 fetal bovine serum (GIBCOTM, NY, USA)와 penicillin 

(100 unit/ml), streptomycin (100ug/ml)이 함유된 Dulbeco’s 

modified Eagle’s medium (GIBCOTM, NY, USA) 배지를 사용하

여 배양하였다. 100mm tissue culture dish (NUNCTM, Rochester, 

NY, USA)에 세포가 80-90% 자라게 되면 10ml의 PBS를 넣고 2

번 세정한 후, 500ul의 trypsin (Invitrogen)을 넣고 상온에서 50초

간 반응한다. Transfection에 필요한 Plasmid DNA는 Qiagen Maxi 

Kit (Qiagen, Gmbh, Germany)를 이용하여 분리한다. 6well에 

NIH-3T3를 도포 하여 70% 세포가 자라도록 10% FBS가 함유된 

DMEM culture media를 넣고 배양한다. Welfect–EXTM PLUS 

(Welgene, Korea)를 이용하여 클로닝된 pEGFP-C1 백서 PinX1
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를 NIH-3T3 cell line에 transfection한다. Hygromycin selection

을 위해 pHygro와 pEGFP C1를 0.4와 0.6의 비율로 DNA를 준비

하고 DNA: enhancer Q: WelfectTM=1: 3: 5 비율로 하여 OPTI-

MEM® (Invitrogen, MD, USA)에 희석하여 3시간 transfection한 

후 media를 교체한 후 37℃의 5% CO2 세포 배양기에서 세포를 안

정화 시킨다. 48시간 후 transfection효율을 형광 현미경 

(Olympus CKK 41, Japan)으로 확인 후 (Fig2) cell을 1: 3000으

로 희석하여 96well에 세포를 도포한다. 3-4일 간격으로 125ug/ul

의 HygromycinB (A.G Scientific, CA, USA)가 함유된 media를 

바꿔주면서 과발현 stable 세포주를 선별하였다. 형광을 띈 단일 군

체를 selection하여 24well에 옮긴 후 다시 6well로 옮겨주고 

10cm culture dish로 옮긴 후 1: 12로 희석하여 배양한다.  

 

FigFigFigFig 3 3 3 3. GFP . GFP . GFP . GFP 

expression of rPinX1 expression of rPinX1 expression of rPinX1 expression of rPinX1 

transfected NIHtransfected NIHtransfected NIHtransfected NIH----3T33T33T33T3    

NIH-3T3 cells 

transfected with 

pEGFP-C1 showed 

green fluorescence 

(left) 
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다다다다. Wes. Wes. Wes. Western blot tern blot tern blot tern blot analysisanalysisanalysisanalysis    

세포주의 rPinX1 발현양상을 확인하기 위하여 

immunoblotting을 실시하였다. Transfection한 백서 PinX1의 발현

을 형광확인과 동시에 western하여 본다. 세포주를 10ml PBS 완

충액으로 2번 세정한 후 100ul의 Lysis buffer (50mM Tris-HCL 

[pH7.4], 200mM NaCl, 1mM EDTA, 1X protease inhibitor 

cocktail, 10% glycerol)를 10cm culture dish에 넣고 scraper 

(Coastar, Mexico)로 세포를 모은 후 얼음에서 30분 반응한다. 세

포 파괴 후 13000rpm에서 원심분리하여 상등액만 딴다. 2X SDS-

loading buffer (100mM Tris-HCl [pH 6.8], 4% SDS, 0.2% 

Bromophenol Blue, 20% glycerol)를 동량 넣고 100℃에서 5분간 

반응 후 12% SDS-PAGE gel에 전기영동한다. PVDF membrane

에 20V로 1시간 transfer (240mM Tris-base, 1.92M glycine, 

20% Methanol)한다. Transfer가 끝나면 membrane을 5% skim 

milk에서 담궈 1시간 동안 상온에서 blocking한다. 5분간 0.1% 

TBST에서 세정하여 일차항체 (mouse monoclonal anti-GFP, 

Santa-Cruz)를 1: 3000으로 희석하여 4℃에서 하루동안 반응시킨 

후 1X TBST로 10분간 4번 세정하여 준다. HRP conjugated 

Anti-mouse IgG 이차항체를 1:7000으로 희석하여 상온에서 40분

간 반응시킨다. 1X TBST에서 10분간 3번 세정 후 blot에 ECL+ 
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(Amersham)뿌린 후 film 노출(Amersham)한다. 

 

3. 33. 33. 33. 3’’’’overhangoverhangoverhangoverhang관찰관찰관찰관찰    및및및및 Telomere length Telomere length Telomere length Telomere length측정측정측정측정    

    

가가가가. plug . plug . plug . plug 준비준비준비준비    및및및및 gel  gel  gel  gel 전기영동전기영동전기영동전기영동    

Stable cell 1 X 107 cells/ml 100ul을 동량의 PBS에 

resuspension 후 2% low melting agarose (Bio-Rad, Hercules, 

USA)를 넣는다. 100ul의 혼합액을 plug molds (Bio-Rad, 

Hercules, USA)에 넣은 후 4℃에서 5분 동안 두어 굳힌다. 

Plugs가 준비되면 25ml의 LDS solution (1% LDS, 100mM EDTA 

pH 8.0,and 10mM Tris pH 8.0)에 넣고 37℃에서 55rpm의 

항온수조에서 하루동안 처리한 후 다음날 plugs를 20% NDS 

(2mM Tris, 6.8mM N-laurylasarcosine and 127mM EDTA, pH 

9.5)에 넣고 2시간 간격으로 2번 세척한다. Plugs는 4℃에 사용 

전까지 보관하여 두었다가 TE buffer로 옮겨 한시간씩 2번 

세정하여준다. 제한효소 완충액으로 한시간씩 두 번 상온에서 

반응한 후 plugs를 반으로 잘라 반은 30units Hinf I으로 8시간 

이상 반응시키고 나머지 반은 uncut 대조군으로 사용한다. 다음 날 

20units의 Hinf I을 추가로 넣고 자른 후 1.2% pulse field 

electrophoresis gels (Bio-Rad, CA, USA)에 PFG marker (New 

England Biolabs)와 함께 0.5X TBE를 사용하여 전기 영동하여 
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준다. CEFF-DRRIII system (Bio-Rad, Hercules, USA)를 이용 

6 V/cm, ramped pulse times from 1 to 15s, 14℃에서 16시간 

running한다. 

 

나나나나. In. In. In. In----gel hybridizationgel hybridizationgel hybridizationgel hybridization    

전기영동 후 gel을 EtBr staining하여 Gel (Viber lourmat, 

France) 사진을 찍은 후 tif파일로 저장한다. Gel은 2X SSC에 

상온에서 40분간 담군 후 gel을 건조한다. 3MM paper를 8장 깔고 

윗면이 아래로 오게 놓은 다음 20분간 상온에서 건조한 후 

뒤집어서 추가로 20분을 시행한다. 이때 gel이 충분히 얇아져야 

하지만 건조 시간이 길어지면 작은 DNA들이 3MM paper로 옮겨갈 

수 있으므로 시간을 주의 깊게 지키는 것이 필요하다. Gel이 

준비되면 100ml의 hybridization solution (5X SSC, 5X 

Denhardt’s, 10mM sodium phosphate)에 넣고 37℃에서 

prehybridization한다. [γ-32P]ATP labeled d(TTAGGG)4, 

d(CCCTAA)4 그리고 d(CA)12 probe를 만들기 위해 

oligonucelotide 30pmole과 [γ-32P]ATP 30pmole, 15units 

(TAKARA, Tokyo, Japan)의 T4 polynucleotide kinase를 넣고 

total 30ul를 맞추어 37℃에서 1시간 kinasing한 후 20ul의 

ddH2O를 넣어 50ul의 반응액을 MicrospinTM G-50 
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column(Amersharm)에 넣고 3000rpm에서 2분간 원심분리한다. 

Hybridization buffer에 probe를 넣고 5분간 섞어준 후 gel을 넣고 

하루동안  hybridization한다. Hybridization후 gels을 250ml의 

0.25X SSC로 5분간 3번, 500ml의 0.25X SSC로 한 시간씩 3번 

hybridization온도와 동일한 37℃에서 세정하여 준다. 이 후 

비특이적 결합을 제거하기 위해 -70℃에서 30분간 얼린 후 0.25X 

SSC로 상온에서 한 시간 추가로 세정한다. X-ray film blue 

(AGFA, Belgium)에 -70℃에서 하루동안  노출하여 방사능 

강도를 측정하여 3’overhang을 확인한다. Deprobing(probe 

제거)과 동시에 gel을 변성하기 위해 500ml의 변성액 (0.6M NaCl, 

0.5M NaOH)에 30분간 2번씩 담구어 상온에서 가볍게 흔들어 

처리한 후 500ml의 중화액 (1.5M NaCl, 0.5M Tris, [pH 

7.4])에서 30분간 2번씩 상온에서 처리한 후 앞서 언급한 방법과 

동일하게 d(CCCTAA)4 probe를 hybridization하여 telomere 

길이를 측정한다.  

 

다다다다. Bal31 nuclease sensitivity assay. Bal31 nuclease sensitivity assay. Bal31 nuclease sensitivity assay. Bal31 nuclease sensitivity assay    

 20% NDS에 보관 중인 stable cell line vector PDL 43 

plug를 TE buffer로 옮겨 한시간씩 2번 세정한 후 반으로 잘라 

Bal31 nuclease 완충액을 200ul 넣고 얼음에서 30분간 평형 시킨 
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후, 다시 새로운 완충액을 넣고 상온에서 10분, 30℃에서 10분 

반응시킨다. Agarose에 제한효소가 효과적으로 침투할 수 있게 

10unit의 Bal31 nuclease(NEB)를 넣은 후 얼음에서 한시간 

반응한 후, 30℃에서 한시간, 두시간, 세시간 간격으로 처리한다. 

이후 1ml의 TE buffer를 넣고 얼음에서 한시간 이상 두어 반응을 

종료 시킨다. 준비된 plug를 Hinf I 처리 후 1.2% pulse field 

electrophoresis gels에 전기 영동한다. Gel을 건조 한 후, 변성 

시켜 d(CCCTAA)4 probe를 hybridization하여 telomere signal이 

time course에 따라 사라지는 것을 확인한다.  

 

라라라라. MTL (Mean telomeric length). MTL (Mean telomeric length). MTL (Mean telomeric length). MTL (Mean telomeric length)측정측정측정측정    

이미지 분석과 정량을 위해 GS-800 (Bio-Rad, Hercules, 

USA)로 필름을 스캔하여 Quantity one (Bio-Rad, Hercules, 

USA)을 이용하여 densitometer를 측정, histogram을 그린다. 

MTL을 측정하기 위해 luminoscent image analysis system인 

Las-1000 plus (Fujifilm, Tokyo, Japan)으로 필름을 스캔한 후 

Image Gauge Version 3.12 (Fujifilm)를 이용하여 분석한다. 1 X 

25 grids를 telomere lanes과 molecular size marker에 그어 MTL 

(Mean telomeric length)을 측정한다32, 33, 34, 35. 각 레인의 optical 

density를 EXCEL (Microsoft)로 옮겨 분자 크기를 계산한다. 
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Marker를 가지고 25개의 gird에 해당되는 분자 크기를 log10 

(분자크기)로 계산한다 (Fig 4). 각 샘플에 해당하는 MTL값을 

다음의 공식을 이용하여 구한다. MTL= ∑(MWi X ODi)/ ∑(ODi) , 

MWi: i 구획에 해당하는 DNA length, ODi: i 구획에 해당하는 

optical density.  

Fig 4. Measurement of mean teloFig 4. Measurement of mean teloFig 4. Measurement of mean teloFig 4. Measurement of mean telomeric length.meric length.meric length.meric length.    

Profiles were read in a densitometer and collected into a grid. 

(A) Grid of boxes with molecular size standards (MW) overlaid. 

(B) Telomeric sizes a re then calculated as described in the 

text. 

 

 

5. Cell growth  5. Cell growth  5. Cell growth  5. Cell growth      

세포를 5 X 103cells/ml로 희석 후 6well에 1ml씩 도포한 

후 37℃의 5% CO2 세포 배양기에서 배양한다. 다음날(1day)부터 

2일 간격으로 17일까지 hemacytometer (Superior, Germany)를 
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이용하여 현미경으로 100배 확대하여 세포 수를 측정하였다. 

배양액은 10% fetal bovine serum (GIBCOTM, NY, USA)가 함유된 

DMEM (GIBCOTM, NY, USA)을 이틀마다 교체해 주었다.   

 

6. 6. 6. 6. SenescenceSenescenceSenescenceSenescence associated associated associated associated----galactosidase (SAgalactosidase (SAgalactosidase (SAgalactosidase (SA----ßßßß----gal) staining gal) staining gal) staining gal) staining 

assayassayassayassay    

멸균된 Cover glass에 5 X 103의 세포를 도포한 후 37℃의 

5% CO2 세포배양기에서 세포를 안정화 시킨다. 1X PBS로 2번 

세정한 후 2% formaldehyde, 0.2% glutaraldehyde로 3분간 

고정한다. 1X PBS로 1분간 세정 후 1mg X-gal stain buffer (1mg 

X-gal, 40mM citric acid/sodium phosphate, 5mM potassium 

ferrocyanide, 5mM potassium ferricyanide, 150mM NaCl, 2mM 

MgCl2) 1ml을 뿌린 후 37℃에서 하루 반응한다. 1X PBS로 2번 

세정 한 후 H & E 염색하여 mount한다. 200배 확대하여 

현미경으로 blue 군체를 관찰한다36.  

 

7. Telomeric repeat amplification (TRAP) assay7. Telomeric repeat amplification (TRAP) assay7. Telomeric repeat amplification (TRAP) assay7. Telomeric repeat amplification (TRAP) assay    

TRAPeze® Detection kit (Chemicon, USA)을 이용하여 

telomerase 활성도를 측정한다. Kit에서 제공되는 매뉴얼 순서를 

따라 RNase inhibitor가 첨가된 1X CHAPS 200ul (lysis buffer)로 

세포현탁액을 만든 후 얼음에서 30분간 반응시킨다. 이것을 
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4℃에서 12,000Xg 20분간 원심 분리 후 새 튜브에 상충액만을 

얻는다. 단백질 농도를 측정하여 0.1ug, 0.5ug, 1.0ug의 세포 

융해체(lysate)와 융해체가 들지 않은 음성 대조군, 제공되어진 

양성 대조군을 이용하여 TRAP assay (telomeric repeat 

amplification protocol assay)를 실시 하였다. Telomerase 

reaction mixture를 다음과 같이 준비한다.  

10X TRAP Reaction Buffer    5.0ul 

50X dNTP MiX   1.0ul 

TS primer (25uCi [γ-32P]ATP end-label)  1ul  

TRAP primer mix   1.0ul 

Taq DNA polymerase   0.4ul 

ddH2O   39.6ul 

Cell Extract   2.0ul 

 

Total Volume  50.0ul 

 

이 Mixture를 30℃에서 30분 둔 후 PCR amplification (94℃ 30s, 

55℃ for 30s, 28 cycles)을 수행한다. 결과물을 전기영동하여 

13% nondenaturing polyacrylamide gels에 0.5X TBE buffer를 

이용하여 running하여 80℃에서 gel이 찢어지지 않도록 주의하여 

건조한다. 상온에서 X-ray film blue (AGFA, Belgium)에 3시간 

노출하여 방사능 강도를 확인한다. 
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ⅢⅢⅢⅢ. . . . 결결결결                        과과과과    

 

1. 1. 1. 1. 백서백서백서백서 PinX1 sequence alignment PinX1 sequence alignment PinX1 sequence alignment PinX1 sequence alignment    

백서 PinX1은 G-patch domain37과 lysine 

(Saccharomyces cerevisiae에서는 KK/ED domain으로 알려져 있

음) repeat을 포함한 331개의 amino acid로 이루어져 있다 (Fig2). 

GenBank database로부터 얻은 rattus norvegicus 

(XP001065542), mus musculus (NP082504), homo sapiens 

(AAS19507), Caenorhabditis elegans (NP495955), 

Saccharomyces cerevisiae (AAM18461)의 sequence를 얻어 염

기를 비교하였을 때 백서와 사람은 70%, 백서와 쥐는 90%일치하

였다.  아미노산 서열을 비교한 결과 (clustalW) 백서 PinX1는 쥐

와 90%의 유사성을 띄었으며 사람과 70%의 유사성을 나타내었다 

(Fig3). Internal region을 비교하였을 때 PinX1의 G-patch를 포

함한 아미노기 말단쪽이 백서와 쥐에서 91% 일치, KK/ED domain

을 포함한 region에서 98%일치 하였고 카르복실기 말단 부분은 

80%일치하는 것으로 나타났다. 본 연구실에서 clone하여 확인한 

백서 PinX1의 upstream 염기 113개를 사람 99개, 쥐의 65개와 

비교해 본 결과 백서와 쥐가 89%일치, 사람과는 24%의 homology

를 띄었다.  
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Fig 5. Structure of Rat PinX1Fig 5. Structure of Rat PinX1Fig 5. Structure of Rat PinX1Fig 5. Structure of Rat PinX1    

Rat PinX1 consisted of 331 amino acids containing the G-patch 

domain (RNA binding domain) at the amino terminus region and 

an internal region lysine rich KK/ED domain. Exons are shown 

as boxes and cording regions are in black. Blank boxes are 

transcribed but not translated region. Numbers represent the 

rPinX1 amino residues represent encoded by 7 exons.
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Fig 6. Multiple sequence aFig 6. Multiple sequence aFig 6. Multiple sequence aFig 6. Multiple sequence alignment of PinX1s lignment of PinX1s lignment of PinX1s lignment of PinX1s     

The ClustalW program was used to align all the protein 

sequences. In the result of sequence alignment among human 

(Homo sapiens), rat (Rattus norvegicus) and mouse (Mus 

musculus), rat encoded a protein about 70% identical to the 

human PinX1. In case of Caenorhabditis elegans and 

Saccharomyces cerevisiae, 29% and 22% similarity was found, 

respectively. Gray boxes indicate the G-patch sequences and 

the KK(E/D) repeats of S. cerevisiae is indicated by yellow box. 

Residues that are either identical (*), strongly similar (:), or 
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weakly similar (.), respectively, are indicated.  
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2. 2. 2. 2. 백서백서백서백서 tissue tissue tissue tissue에서의에서의에서의에서의 rPinX1 mRNA  rPinX1 mRNA  rPinX1 mRNA  rPinX1 mRNA 발현발현발현발현    

PinX1이 다양한 백서 장기들에서 발현되고 있는지 확인하

기 위해 Rat MTNTM Blot을 이용하여 750bp의 32
P-random priming 

PinX1△C를 표지하여 Northern blot을 실시하였다. 그 결과 심장, 뇌, 

spleen, 폐, 간, 근육, 신장, 고환에서 1.75kb의 rPinX1이 

ubiquitous하게 발현되고 있음을 확인하였고, 4.8kb에서 약한 

rPinX1 mRNA 발현이 관찰되었다 (Fig4). 특히 간과 고환에서 높

게 발현 되고 있음을 알 수 있다.  

 

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

Fig 7. Expression of PinX1 in rat tissues Fig 7. Expression of PinX1 in rat tissues Fig 7. Expression of PinX1 in rat tissues Fig 7. Expression of PinX1 in rat tissues     

Northern blot membranes with Rat MTNTM Blot (BD 

Bioscienece, CA, US) were hybridized with PinX1ΔC (top 
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panel), and re-hybridized with β-actin (low panel) which 

generated the two mRNA isoforms, 1.8kb and 2kb. Each lane 

contained 2ug of poly (A)+ RNA from the rat organs. The 

transcript of rat PinX1 was found at 1.75kb and 4.8kb. 
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3. 3. 3. 3. 백서백서백서백서 PinX1  PinX1  PinX1  PinX1 과발현에과발현에과발현에과발현에    의한의한의한의한    세포노화세포노화세포노화세포노화    유도유도유도유도    

rPinX1의 과발현이 세포성장에 미치는 영향에 대해 알아보

기 위하여  쥐인 NIH-3T3를 이용하여 백서 PinX1 과발현 stable 

세포주를 제작하였다. rPinX1을 과발현시킨 stable cell line을 계속 

subculture하는 중 백서 PinX1 stable cell line의 PDL이 100이 넘

어가면서 대조군인 pEGFP C1 vector stable과는 다르게 cell의 성

장 속도가 느려졌다 (Fig5). 뿐만 아니라 in vitro aging에 따라 크

기가 커지고 납작해진 형태를 띄었다. Senescence associated-

galactosidase (SA-ß-gal) staining assay를 수행한 결과 NIH-

3T3 cell이나 vector stable cell line과는 다르게 PinX1 stable의 

late passage cell이 pH 6.0에서 SA-ß-gal의 활성이 증가한 것을 

확인, 세포 노화현상을 확인하였다 (Fig6).   

 

 

 

Fig 8. rPinX1 protein expression in NIHFig 8. rPinX1 protein expression in NIHFig 8. rPinX1 protein expression in NIHFig 8. rPinX1 protein expression in NIH----3T33T33T33T3    

Stable cell line checked for protein 

expression western analysis with anti-GFP 

antibodies.  
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Fig 9. Growth curves of stable cell line Fig 9. Growth curves of stable cell line Fig 9. Growth curves of stable cell line Fig 9. Growth curves of stable cell line     

Cell suspension (6000cells/3ml) was incubated at 37°C in 

humidified atmosphere with 5% CO2. Culture medium was 

replaced in every two day. NIH-3T3 overexpressed PinX1 

shows slower growth rate at 143 PDL.  
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Fig 10. Fig 10. Fig 10. Fig 10. Expression of SAExpression of SAExpression of SAExpression of SA----    ββββ----gal in gal in gal in gal in rPinX1 rPinX1 rPinX1 rPinX1 stable cell linestable cell linestable cell linestable cell line    

Stable cell line at early and late passage were subjected to in 

situ SA- β-gal staining at pH 6, and examined by bright field 

microscopy. rPinX1 stable cells at late passages show blue 

stain. Cells were observed at x 200 magnification. 
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4. 4. 4. 4. 백서백서백서백서 PinX1  PinX1  PinX1  PinX1 과발현이과발현이과발현이과발현이 3 3 3 3’’’’overhangoverhangoverhangoverhang과과과과 telomere  telomere  telomere  telomere 길이길이길이길이    조절에조절에조절에조절에    미미미미

치는치는치는치는    영향영향영향영향    

 Telomerase 양성인 human fibrosarcoma cell line HT 

1080에서 PinX1, tankyrase 그리고 Tin2가 telomere 길이를 

조절한다는 보고가 있었고38, 39 이와 유사하게 사람 PinX1의 여러 

mutant construct를 HT-1080 cell line에 과발현 시켰을 때 

PinX1 full construct와 C-terminal deletion (+254-328 amino 

acids)의 경우에서 telomere length가 짧아지는 것이 보고되었다24. 

또 사람의 경우 노화 시 3’ overhang의 60~80%가 감소하였다40. 

rPinX1 stable cell을 100PDL 이상으로 지속 배양했을 때 

노화현상을 관찰하였다. 암세포 또는 불멸의 세포의 노화현상은 

telomere 길이 감소와 밀접한 관계가 있다고 알려져 있다. 이를 

바탕으로 백서 PinX1 stable 세포의 3’overhang과 telomere 

길이를 in-gel hybridization을 통해 분석하였다. 

rPinX1 Stable cell line으로부터 얻어진 DNA를 가지고 

plug를 제작하여 pulsed field 전기영동 한 후 in-gel 

hybridization을 통해 signal을 확인하였다. 3’overhang을 

확인하기 전 telomere의 단일 가닥인 3’overhang 염기와 동일한 

염기인 d(TTAGGG)4를 probe로 하여 hybridization해 본 결과 

hybridization signal이 검출되지 않음을 확인하였다(Fig 11, A). 이 

과정을 통해 DNA가 native한 상태인 것을 확인한 후 동일한 gel을 
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동일 조건에서 상보적인 염기인 d(CCCTAA)4로 

hybridization하였다(Fig 11, B). Telomere 길이 관찰을 위해 

gel을 변성시켜 동일한 probe를 사용하여 hybridization을 

수행하여 telomere 길이를 관찰하였다(Fig 11, C). PinX1 stable 

cell line PDL 43, 100, 157의 telomere 길이를 비교 결과 late 

passage에서 telomere 길이가 짧아져 밴드 signal이 smearing된 

것을 관찰할 수 있었다. Vector 대조군 PDL 43, 99, 153의 

telomere 측정 시 telomere의 길이가 5.5~25kb였으며 평균 TRF 

length는 16.2kb였다. Vector 대조군에서 telomere 밴드 윗부분의 

단일 밴드가 PDL이 지남에 따라 변화 없이 일정하게 유지되었지만 

PinX1 stable cell line에서 PDL이 뒤로 갈수록 단일 밴드가 

사라졌으며 이는 histogram 분석을 통해서도 확인 할 수 있었다.  

3’overhang을 측정 시 optical density를 gel EtBr 

사진(Fig 11, D), telomere length internal control (Fig 11, C)과 

d(CA)12 probe (Fig 11, D)로 정량하여 비교 분석하여 보았다. 

이를 통해 rPinX1 stable cell line의 PDL이 뒤로 갈수록 telomere 

길이는 줄어들었지만 3’overhang은 변화 없이 일정하게 유지됨을 

확인하였다. 따라서 PinX1의 과발현이 3’overhang의 유지와는 

상관없이 telomere 길이 유지를 저해함을 알 수 있었다.  
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Fig 11. GFig 11. GFig 11. GFig 11. G----strand overhangs and telomere length of rPinX1 strand overhangs and telomere length of rPinX1 strand overhangs and telomere length of rPinX1 strand overhangs and telomere length of rPinX1 

stable cell linestable cell linestable cell linestable cell line    

Stable cell lines were at various PDLs and end-labeled 
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oligonucleotide in-gel hybridization to Hinf I digests of agarose 

embedded genomic DNA. Prior to hybridization, the gels were 

stained with ethidium bromide to insure equal loading of 

genomic DNA. (a) Native gel probed with d(TTAGGG)4. (b) 

Native gel probed with d(CCCTAA)4. (C) Denatured DNA 

probed with d(CCCTAA)4. (D) Denatured DNA probe with 

d(CA)12    quantitaion of relative intensity and EtBr staining. (E) 

histogram of telomere length. (F) Bal31 nuclease sensitivity of 

d(CCCTAA)4. 
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5555. . . . 백서백서백서백서 PinX1 stable cell line PinX1 stable cell line PinX1 stable cell line PinX1 stable cell line의의의의 telomerase  telomerase  telomerase  telomerase 활성도활성도활성도활성도        

 rPinX1 과발현에 의해 유도된 telomere 길이 감소가 

telomerase 활성도 억제에 의한 것인지를 알아보기 위해 stable  

세포의 telomerase 활성도를 telomeric repeat amplification 

(TRAP) assay를 통해 비교 분석하였다. PDL 130의 vector 대조

군과 rPinX1 stable cell line으로부터 추출한 세포 현탄액을 3개의 

농도(1.0ug, 0.3ug, 0.1ug)에서 TRAP assay를 수행하였다. 농도 

희석에 따라 telomerase 활성도 감소는 확인되었으나 vector 대조

군과 rPinX1 stable cell 간의 뚜렷한 telomerase 활성도의 차이를 

확인할 수 없었다. 

 

 

 

    

    

    

    

    

Fig10. Telomerase activity of rPinX1 stable cell lineFig10. Telomerase activity of rPinX1 stable cell lineFig10. Telomerase activity of rPinX1 stable cell lineFig10. Telomerase activity of rPinX1 stable cell line    

The telomerase activity was examined by the telomeric repeat 

amplification protocol (TRAP), using TRAPeze® telomerase 

detection kit (Chemicon). The TRAP assay was performed with 

1.0ug, 0.3ug, 0.1ug cell lysates prepared from stable cell line 
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PDL 130. Band signal was analyzed by Quantity 1 (Bio-Rad). 

Telomerase activity in rat PinX1 stable cell line was not shown 

a decrease compared with that in the vector transfected cells.  
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ⅣⅣⅣⅣ. . . . 고고고고                    찰찰찰찰    

   

Telomere는 염색체 분해, end-to-end 융합을 방지하는 

등의 기능을 갖는 염색체 말단부위로, 대부분의 종에서 단일 가닥의 

3’overhang이 G-rich sequence로 보존되어있다. Telomere가 제 

기능을 수행하기 위해서는 이곳에 결합되는 단백질의 역할이 중요

하다. 따라서 여러 종에서 그 단백질의 동정과 특성에 대한 연구가 

수행되었다. 본 연구에서는 WB-F344에서부터 얻은 rPinX1 cDNA

를 가지고 특성을 연구 하였다.  

Telomerase inhibitor로서 보고된 사람 PinX1는 과발현시  

TID domain 부분에 hTERT, TFR1과 결합하여 telomerase 활성

도를 저해한다. hPinX1 핵인에서 TRF1과 함께 위치하고 있다. 본 

연구실의 선행연구에 의한 rPinX1의 다양한 기능적 region을 나누

어 mutant를 제작하여 NIH-3T3에 transfection하여 면역염색을 

통해 위치를 확인한 결과 핵인에 발현하는 것을 확인할 수 있었다. 

본 연구에서는 G-patch region의 백서, 쥐와 사람간의 염기서열을 

비교하였는데 높은 유사성을 뜨고 있는 것을 알 수 있었다.  

rPinX1의 기능연구를 위하여 pEGP-C1 rPinX1 stable cell

을 제작하는 과정에서 여러 개의 군체를 얻었으나 stable cell을 배

양하면서 rPinX1의 발현이 줄어들었고 하나의 cell line만이 
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rPinX1의 발현을 유지하였다. 이 stable cell line이 PDL100을 넘

어가면서 표현형의 변화 및 telomere length의 길이 감소가 관찰되

었다. PDL 100이상까지의 장기간 지속 배양 후에 telomere 길이감

소가 관찰된 결과는 사람 (10-15Kb)과 다르게 rodent의 

telomere length가 사람보다 상대적으로 길기 때문이라 추측된다. 

길이 감소와 노화 현상의 시기가 PDL 100이상으로 비슷한 것으로 

보아 노화 현상은 telomere길이 감소 현상에 의해 유도된 것으로 

사료된다. Telomere 길이 감소와 더불어 3’overhang길이도 세포

노화와 밀접한 관계(사람의  노화세포에서는 60-80%의 

3’overhang이 감소하였다.)가 있으나 rPinX1 과발현은 

3’overhang에는 영향을 미치지 않는 것으로 확인 되었다.  

rPinX1에 의한 telomere 길이 감소가 telomerase 활성도 

억제에 의한 것이지 알아 본 결과 stable 세포는 뚜렷한 활성도 억

제를 보이지 않았다. 또 노화세포에서는 빈번하게 telomerase 활성

도 억제가 관찰 되는데41 노화 형태를 띄면서 SA-ß gal assay의 

positive 결과를 얻은 rPinX1 stable cell line에서 vector 대조군과 

비슷한 활성도를 띈 것으로 봤을 때 rPinX1 단백질을 분리 정제하

여 in vitro TRAP assay를 수행해야 할 것으로 사료되었다. 이에 

rPinX1의 telomerase 저해 효과를 확인하기 위해 rPinX1-GST융

합 단백질의 분리 정제를 시도하였으나 응집이 심해 분리하는 것에 
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실패하였다.  

rPinX1의 과발현은 노화를 촉진하였다. 노화는 

proliferation arrest를 유도하기 때문에 종양발생을 억제할 수 있고 

활발한 증식세포 (proliferating cell)에서 세포 성장을 억제하거나 

악성종양의 형질 전환을 줄이는 기작 중 하나로서 작용한다. 향후 

노화 유발 인자로서의 rPinX1의 종양 억제자로서의 가능성이 부각

될 것이다. 
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ⅤⅤⅤⅤ. . . . 결결결결                    론론론론    

 

 

백서 염색체 15p12 에 위치하며 331 아미노산으로 

이루어진 핵인 단백질인 rPinX 의 sequence 유사성을 비교하였을 

때 쥐와 91%가 일치하여 conserved 되어 있었다. 또한 백서 

PinX1 mRNA 는 여러 체세포와 생식계의 조직에서 높게 발현되는 

것을 확인할 수 있었다.   

백서 PinX1을 과발현시킨 쥐 cell line NIH-3T3에서는 노화 

형태를 띄면서 세포 성장이 느려짐을 알 수 있었다. 특히 rPinX1 

과발현인 late passage에서 telomere 길이 감소가 점진적으로 

서서히 일어남을 통해 rPinX1이 telomere 길이 유지와 세포 

성장에 관여하는 단백질임을 확인하였다.   
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 Telomere consists of the double strand and a single 

stranded 3’overhang. Human telomeres and various telomere 

binding protein complexes protect the ends of linear 

chromosomes. In somatic cells, telomeres shorten until they 

reach a critical length at which they are no longer able to be 

cell division and induce replicative senescence. However 

immortalized human cell and tumor cell maintains chromosomal 

stability by telomerase enzyme that is ribonucleoprotein 

complex. Telomerase identified as the catalytic subunit TERT 
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and RNA template, TR.  

 PinX1 is TRF1 binding nucleolus protein which locates 

to human chromosome 8p23. TID (telomerase inhibitory 

domain) of C-terminal directly inhibits cellular telomerase 

activity and leads to progressive telomere shortening. PinX1 

overexpressed cell line has effect on cell growth which is being 

correlated with telomere shortening. The depletion of 

endogenous PinX1 increased telomerase activity. These results 

suggest that PinX1 is a putative tumor suppressor and might be 

useful for cancer therapy. 

In our laboratory rat PinX1 gene was cloned from WB-

F344 cell line which encodes a protein of 331 amino acids with 

73% similarity to human PinX1 and 91% to mouse. rPinX1 

locates to chromosome 15p12 and protein located to nucleolus 

which was assessed by co-localization with fibrillarin. In this 

study, northern analysis revealed that rPinX1 mRNA is 

abundant in heart, liver and testis. To examine the rPinX1 

effect on cell and telomere maintenance, we established rPinX1 

overexpressed NIH-3T3 cell lines. The growth of rPinX1 

stable cells in NIH-3T3 slowed down after 100 population 



 ５０ 

doublings. Cells exhibited increased size and a flattened 

morphology and they were stained positive for the SA-β-gal 

assay. We found no detectable 3’ G-rich overhang size and 

the telomerase inhibition in stable cell.  However, the telomere 

length was progressively altered at the late passage of stable 

cell. The cellular senescence was induced as result of the 

shorten telomere. Given its ability to induce crisis, telomere 

shortening, PinX1 might be a new target of cancer therapy as 

rodent model.  

 

Key words: rPinX1, Pin2/TRF1 binding protein, telomere, 3’overhang, 

telomerase activity, senescence, cell growth, NIH-3T3 cell, 
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