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명 세 서

청구범위

청구항 1 

암세포에 시험물질을 접촉시키는 단계; 

상기 시험물질을 접촉한 암세포에서 THRAP3 및 DDX5의 결합 수준을 확인하는 단계; 및

대조구 시료와 비교하여 상기 THRAP3 및 DDX5의 결합 수준이 감소된 시험물질을 선별하는 단계를 포함하는 암

치료제 스크리닝 방법.

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 상기 암 치료제 스크리닝 방법은 시험물질을 접촉한 암세포에서 THRAP3 및 XRN2 결합 수준

감소를 추가로 더 확인하는 단계를 포함하는 것을 특징으로 하는 암 치료제 스크리닝 방법.

청구항 3 

청구항 1에 있어서, 상기 THRAP3은 R-loop  (DNA:RNA  hybrid)  내에서 DDX5와 결합하여 핵산외부가수분해효소

(exonuclease)를 동원시켜 R-loop를 분해시키는 것을 특징으로 하는 암 치료제 스크리닝 방법.

청구항 4 

청구항 1에 있어서, 상기 DDX5는 PRMT5에 의해 아르기닌이 메틸화되고, 메틸화된 DDX5가 THRAP3의 N 말단에 결

합하는 것을 특징으로 하는 암 치료제 스크리닝 방법.

청구항 5 

청구항 1에 있어서, 상기 THRAP3 및 DDX5의 결합 수준 감소는 암세포 내 R-loop (DNA:RNA hybrid) 분해를 억제

시킴으로써, DNA 손상을 유도하여 암세포를 사멸시키는 것을 특징으로 하는 암 치료제 스크리닝 방법.

청구항 6 

청구항 1에 있어서, 상기 암은 골육종, 유방암, 대장암, 폐암, 간암, 신장암, 위암, 뇌암, 전립선암 및 췌장암

으로 이루어진 군에서 선택되는 것을 특징으로 하는 암 치료제 스크리닝 방법.

청구항 7 

시험관 내에서(in vitro) 암세포의 THRAP3 및 DDX5 결합 수준을 감소시키는 단계를 포함하는 암세포의 DNA 손상

을 유도하는 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 THRAP3 (Thyroid hormone receptor-associated protein 3) 및 DDX5 (DEAD box RNA helicase DDX5)[0001]

결합을 이용한 암 치료제 스크리닝 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

모든 생명체는 자신의 유전 정보를 DNA라는 형태로 저장하고 있다. 유전체(genome)를 보존하는 것은 모든 생명[0002]

체의 생존과 원활한 기능 유지에 있어서 필수적이다. 하지만 세포는 정상적인 대사 중에 발생하는 활성산소종

(reactive oxygen species; ROS) 또는 자외선과 같이 외부 환경에서 오는 스트레스 등에 의해 지속적으로 위험

에 노출된다.  내부 및 외부의 다양한 위험 요인들은 DNA  염기 서열에 돌연변이(mutation)를 일으켜 유전체

(genome)의 불안전성을 초래한다. 다행히도 세포 내에는 DNA 수선 기작(DNA repair system)이 존재하여 일상적

으로 발생하는 돌연변이를 교정할 수 있지만, 때로는 손상 정도가 심하여 세포 내 시스템 만으로는 복구할 수
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없는 상황이 발생한다. 이렇게 물리적, 화학적 원인에 의해 DNA 자가복제시 복원되지 않는 기초 구조의 변화가

발생한 것을 DNA 손상(damage)이라고 정의한다.

DNA-RNA 잡종 (DNA:RNA hybrid, R-loop)은 DNA 사슬과 염기순서가 그것에 상보적인 RNA 사슬로 구성된 핵산분[0003]

자로, A형 DNA 및 2중 사슬 RNA와 유사한 2중 나선구조이다. RNA-DNA잡종과 그 형성반응은 역전사효소에 의한

cDNA합성을 비롯하여 노던흡입법, S1 지도작성법 등 유전자해석기술에 이용되고 있으며, 생체에서는 전사반응이

나 DNA 복제에서 시발체 합성 등으로 짧은 RNA-DNA 잡종을 형성한다.

그러나 DNA 전사-복제 과정에서 형성된 R-loop (DNA:RNA hybrid)가 해소되지 않을 경우 DNA 손상이 나타나며,[0004]

이러한 DNA 손상은 암 질환 발생의 원인이 되므로, DNA 전사-복제 과정 후 형성된 R-loop의 분해가 암 질환 치

료에 주요 타겟이 될 수 있다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 대한민국 공개특허 제10-2017-0088462호 (2017.08.02. 공개) [0005]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 THRAP3 및 DDX5 결합을 억제하여 암 세포의 DNA 손상을 유도시키는 후보약물을 선별하기 위한 암 치[0006]

료제 스크리닝 방법에 관한 것이다.

과제의 해결 수단

본 발명은 암세포에 시험물질을 접촉시키는 단계; [0007]

상기 시험물질을 접촉한 암세포에서 THRAP3 및 DDX5의 결합 수준을 확인하는 단계; 및[0008]

대조구 시료와 비교하여 상기 THRAP3 및 DDX5의 결합 수준이 감소된 시험물질을 선별하는 단계를 포함하는 암[0009]

치료제 스크리닝 방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 시험관 내에서(in vitro) 암세포의 THRAP3 및 DDX5 결합 수준을 감소시키는 단계를 포함하는[0010]

암세포의 DNA 손상을 유도하는 방법을 제공한다.

발명의 효과

본 발명에 따르면 THRAP3의 발현이 억제된 암 세포에서 THRAP3과 DDX5의 결합이 감소되었으며, THRAP3과 DDX5의[0011]

결합 감소에 의해 RNA 분해 효소인 XRN2의 발현이 감소되고, 이에 따라 R-loop 축적과 DNA 손상이 유도되어 암

세포 증식이 억제되는 효과를 확인함에 따라, 상기 THRAP3과 DDX5의 결합 수준을 저해할 경우 암 세포 내 R-

loop 축적이 유도되어 DNA가 손상되고, 이를 통하여 암 세포사멸을 증가시킬 수 있으므로, 상기 THRAP3 및 DDX5

결합을 조절하여 암세포 사멸을 유도할 수 있는 후보물질을 암 치료제로 제공하기 위한 스크리닝 방법을 제공하

고자 한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 THRAP3과 R-loop의 공동 국소부위화 및 THRAP3  결핍에 따른 R-loop  축적을 확인한 결과로, 도 1a는[0012]

THRAP3가 핵 내에서 R-loop과 동일한 위치에 존재하는 것을 확인한 결과이며, 도 1b는 R-loop 항체를 이용한 면

역 침강을 통해서 THRAP3가 R-loop과 결합하고 있다는 것과 siRNA 형질 주입으로 인해 THRAP3가 결핍된 상황에

서 R-loop의 형성이 증가해있는 것을 확인한 결과이다.

도 2는 THRAP3 결핍에 따른 DNA 복제 억제 및 DSB 유도를 확인한 결과로, 도 1a는 DNA 중합효소의 보조 인자로

서, 전사-복제 충돌로 인한 R-loop 생성 과정에서 축적된다고 알려진 PCNA 단백질이 THRAP3가 결핍된 상황에서

핵에 증가되어있는 것을 통해 R-loop의 형성 증가를 확인한 것이며, 도 2b 및 도 2c는 EdU를 혼성시켜 새롭게

복제된 DNA들을 보았을 때, 비교군에 비해 THRAP3가 결핍된 세포에서 수가 감소해있는 것을 확인결과이며, 도
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2d 및 도 2e는 R-loop으로 유도될 수 있는 DNA 이중가닥 손상을 확인하기 위해 대표적인 지표인 γH2AX와 53BP1

을 핵에서 형광으로 표지하여 THRAP3 결핍으로 증가하는 것을 확인한 결과로, 상기 결과들로부터 R-loop을 풀어

주는 RNaseH1의 과발현을 통해 정상으로 회복되는 것을 확인할 수 있었다.

도 3은 THRAP3과 DDX5 및 XRN2의 결합을 확인한 결과로, 도 3a는 질량 분석법을 통해 찾은 250여개의 THRAP3와

결합하는  단백질들  중  R-loop의  해소와  관련된  단백질을  분류해내어  가장  유의미한  단백질인  DDX5,  RNA

helicase를 확인한 결과이며, 도 3b, 도 3c, 도 3d, 도 3e 및 도 3f는 THRAP3 항체를 이용한 면역침강법을 통

해서 THRAP3가 DDX5 뿐만 아니라 DDX5와 결합하여 R-loop을 구성하고 있는 RNA를 잘라내어 직접적인 R-loop제거

기능을 담당하는 XRN2과도 결합해 있는 것을 확인한 결과로, R-loop을 해소하기 위해 DDX5와 XRN2가 결합체를

이룰 때, DDX5의 메틸화가 중요한 역할을 한다. 따라서 메틸화 억제제(g)와 메틸화가 이루어지는 arginie 잔기

를 lysine으로 치환한 DDX5를 이용해 THRAP3와의 결합정도를 확인한 결과(h, i), DDX5의 메틸화는 THRAP3와의

결합도 매개하며, 메틸화를 방해하였을 때 결합이 감소하는 것을 확인한 결과이다.

도 4는 DDX5가 THRAP3 N 말단과 상호작용하는 것을 확인한 결과로, THRAP3 단백질을 부위별로 잘라낸 구조들을

세포에 발현시켜 면역침강법을 이용해 DDX5와의 결합을 확인하였을 때 THRAP3의 N 말단 부위와 결합하는 것을

확인한 결과이다.

도 5는 R-loop 분해를 위한 THRAP3의 하위 타겟으로 XRN2를 확인한 결과로, THRAP3의 결핍으로 인한 R-loop의

형성 증가를 일으키는 직접적인 하위 요인을 찾기 위해 위의 도면3에서 결합을 확인하였던 XRN2를 THRAP3가 결

핍된 상태에서 현상을 확인하였을 때, R-loop으로의 접근이 감소해있는 것을 확인한 결과이다.

도 6은 THRAP3이 유방암 세포에서 R-loop를 분해시키는 효과를 확인한 결과로, 도 6a는 THRAP3를 통한 R-loop

분해 효과를 유방암세포주인 MCF7 세포에서 확인하기 위해 THRAP3의 siRNA 형질주입을 하였으며, THRAP3 넉다운

세포에서 DNA 복제가 감소하는 것을 확인한 결과이며, 도 6b는 THRAP3가 결핍된 세포에서 R-loop이 증가된 것을

확인한 결과로, 그로 인해 DNA　이중가닥 손상이 유도되는 것을 γH2AX, 53BP1 형광 염색의 증가로 확인하였으

며,  또한  THAP3가  결핍된  상태로  선별화  된  MCF7  세포에서  세포의  증식이  감소하고,  R-loop을  해소시키는

RNaseH1의 과발현으로 세포증식이 회복되는 것을 확인함으로써, THRAP3의 감소로 인한 R-loop의 조절이 암세포

의 증식을 조절하는 것에 영향을 미친다는 것을 확인한 결과이다.

도 7은 R-loop 분해에 있어서, THRAP3 작용을 나타내는 모식도로, THRAP3는 R-loop의 RNA 부위에 결합하여 메틸

화된 DDX5와 결합체를 구성하고, RNA를 잘라내는 XRN2의 동원을 유도함으로써 R-loop을 해소시키는 역할을 하는

것을 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 보다 상세하게 설명한다.[0013]

본 발명은 세포의 R-loop (DNA:RNA hybrid)에서 THRAP3과 메틸화된 DDX5가 결합하며, 상기 결합을 통하여 핵산[0014]

외부가수분해효소 (exonuclease)인 XRN2가 동원되어 R-loop의 RNA를 분해시킴으로써 R-loop의 축적을 억제시켜

세포의 DNA 손상을 저해시키는 것을 확인함에 따라, 암 세포에서 THRAP3과 DDX5의 결합을 조절하여 세포 사멸을

유도할 수 있는 후보물질을 암 치료제로 스크리닝하는 방법을 제공하고자 한다.

본 발명은 암세포에 시험물질을 접촉시키는 단계; [0016]

상기 시험물질을 접촉한 암세포에서 THRAP3 및 DDX5의 결합 수준을 확인하는 단계; 및 대조구 시료와 비교하여[0017]

상기 THRAP3 및 DDX5의 결합 수준이 감소된 시험물질을 선별하는 단계를 포함하는 암 치료제 스크리닝 방법을

제공할 수 있다.

상기 암 치료제 스크리닝 방법은 시험물질을 접촉한 암세포에서 THRAP3 및 XRN2 결합 수준 감소를 추가로 더 확[0018]

인하는 단계를 포함하는 것일 수 있다.

상기 THRAP3은 R-loop (DNA:RNA hybrid) 내에서 DDX5와 결합하여 핵산외부가수분해효소 (exonuclease)를 동원[0019]

시켜 R-loop를 분해시키는 것일 수 있다.

상기 DDX5는 PRMT5에 의해 아르기닌이 메틸화되고, 메틸화된 DDX5가 THRAP3의 N 말단에 결합하는 것일 수 있다.[0020]

상기 THRAP3 및 DDX5의 결합 수준 감소는 암세포 내 R-loop (DNA:RNA hybrid) 분해를 억제시킴으로써, DNA 손[0021]
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상을 유도하여 암세포를 사멸시키는 것일 수 있다.

상기 암은 골육종, 유방암, 대장암, 폐암, 간암, 신장암, 위암, 뇌암, 전립선암 및 췌장암으로 이루어진 군에서[0022]

선택되는 것일 수 있다.

또한, 본 발명은 시험관 내에서(in vitro) 암세포의 THRAP3 및 DDX5 결합 수준을 감소시키는 단계를 포함하는[0024]

암세포의 DNA 손상을 유도하는 방법을 제공할 수 있다.

상기 THRAP3 및 DDX5 결합 수준은 면역침전법(Immunoprecipitation) 및 면역블랏팅(Immunoblotting)으로 확인[0025]

될 수 있지만, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 "THRAP3"은 NCBI accession no. 9967 일 수 있으며, "DDX5"는 NCBI accession no. 1655 일 수 있으[0027]

며, "XRN2"는 NCBI accession no. 22803일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 스크리닝 방법을 언급하면서 사용되는 용어 "시험물질"은 유전자의 발현량에 영향을 미치거나, 단백[0029]

질의 발현 또는 활성에 영향을 미치거나 또는 단백질 사이의 결합에 영향을 미치는지 여부를 검사하기 위하여

스크리닝에서 이용되는 미지의 후보 물질을 의미한다. 상기 시료는 화학물질, 뉴클레오타이드, 안티센스-RNA,

siRNA(small interference RNA) 및 천연물 추출물을 포함하나, 이에 제한되는 것은 아니다.

이하, 본 발명의 이해를 돕기 위하여 실시예를 들어 상세하게 설명하기로 한다. 다만 하기의 실시예는 본 발명[0031]

의 내용을 예시하는 것일 뿐 본 발명의 범위가 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다. 본 발명의 실시예는 당업

계에서 평균적인 지식을 가진 자에게 본 발명을 보다 완전하게 설명하기 위해 제공되는 것이다.

<실험예>[0033]

하기의 실험예들은 본 발명에 따른 각각의 실시예에 공통적으로 적용되는 실험예를 제공하기 위한 것이다.[0034]

1. 세포 배양[0036]

U2OS 세포 및 MDA-MB-231 세포를 American Type Culture Collection (ATCC)에서 구입하여 10% 태아소혈청(FB[0037]

S)이 포함된 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) 배지에서 배양하였으며, 세포를 37℃ 및 5% CO2 배

양기에서 유지시켰다. 

MDA-MB-231의 증식 능력을 확인하기 위해, 10
5
 세포를 분주하고 매일 계수하였다. 렌티바이러스 shRNA 형질주입[0038]

을 통하여 THRAP3 넉다운 MDA-MB-231 세포를 준비하였다. 렌티바이스 생산을 위해, HEK-293T 세포 (ATCC)에 4

μg의 렌티바이러스 pLKO.1 shRNA, packaging 및 엔빌로프 (envelope) 벡터를 형질주입하였다. 

형질주입된 세포 배양배지를 수집하여 MDA-MB-231에 감염시키고, 감염 후 퓨로마이신 (VWR Chemicals) 2 μg/mL[0039]

으로 세포를 선택하였다.

2. 플라스미드 및 siRNA 형질주입[0041]

RNaseH1-V5, Flag/Myc-DDX5, HA-THRAP3 플라스미드 및 하기 siRNA 20 nM 형질주입은 각각 Lipofectamine 2000[0042]

및 RNAiMAX transfection reagent (Invitrogen)으로 제조사 설명서의 형질감염 과정에 따라 수행되었다.

1) siRNA[0043]

Negative control siRNA: 5'-UUC UCC GAA CGU GUC ACG UTT-3'[0044]

human THRAP3 siRNA: 5'-GGU AUA AGC UCC GAG AUG A-3'[0045]
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2) shRNA[0046]

human THRAP3 MISSION shRNA, [0047]

shTHRAP3 #1 sequence: CCG GAG TAT ATC AGA ATC GGG ATT TCT CGA GAA ATC CCG ATT CTG ATA TAC TTT TTT G[0048]

shTHRAP3 #2 sequence: CCG GGC CTT GAT ATT GAA CGT CGT ACT CGA GTA CGA CGT TCA ATA TCA AGG CTT TTT G[0049]

shTHRAP3 #3 sequence: CCG GAG ATC TCG TTC TCG TTC ATT TCT CGA GAA ATG AAC GAG AAC GAG ATC TTT TTT G[0050]

shTHRAP3 #4 sequence: CCG GTG GAG CTA AGA TGA CTA ATT TCT CGA GAA ATT AGT CAT CTT AGC TCC ATT TTT G[0051]

3. 세포 용해, 웨스턴 블로팅 및 면역침강 분석[0053]

차가운 PBS로 세척된 세포에 1% 디옥시콜레이트염, 단백질분해효소 억제제 (Roche) 및 인산가수분해효소 억제제[0054]

칵테일(Sigma Aldrich)이 포함된 RIPA 용해 버퍼를 처리하여 전체 세포 용해물을 준비하였다.

수집된 세포 현탁액을 강하게 와류시키고 15000rpm, 4℃에서 15분간 원심분리하였다. 제거된 세포 단백질 추출[0055]

물의 농도를 Pierce BCA Protein Assay Kit로 확인하였다. 

동량의 단백질을 SDS-PAGE에 로딩하고 니트로셀룰로스 막 (GE healthcare)으로 옮겼다. 5% 탈지유로 막을 블로[0056]

킹하고 각각의 1차 항체를 4℃에서 하룻밤동안 인큐베이션하였다.

TBST 버퍼로 30분간 막을 세척하고 1:10000으로 희석된 HRP가 결합된 이차 항체와 실온에서 1시간 동안 인큐베[0057]

이션하였다. chemiluminescent HRP substrate solutions (Advansta)으로 단백질 발현을 확인하였다.  

면역침강분석을 위해, 세포 단백질 추출물을 특이적인 항체와 4℃에서 하룻밤동안 회전 인큐베이션하였다. 이후[0058]

단백질-항체 시료를 단백질 A/G 아가로스 비드와 4℃에서 1시간동안 혼합하여 침강시켰다. 

4. 면역형광 분석[0060]

U2OS 세포를 챔버 슬라이드에 분주하였다. 분주 1일 후 세포를 두번 세척하고 어름 위에서 0.5% 트리톤 X-100로[0061]

5분간 추출한 후 실온에서 15분간 3% 파라포름알데하이드로 고정하였다. 

PBS로 두번 세척한 후 0.5% 트리톤 X-100를 첨가하여 세포를 투과시켰다.[0062]

특히 크로마틴 결합 단백질의 경우, 0.5 % 트리톤 X-100으로 2분간 추출하고 100% 메탄올로 -20℃에서 30분간[0063]

고정하는 단계로 변경되었다.

이후, 세포에 블로킹 버퍼를 1시간 동안 처리하고 1:1000으로 희석된 1차 항체와 4℃에서 하룻밤동안 인큐베이[0064]

션하였다. 

항체 세척 후, Alexa Fluor 결합된 2차 항체를 처리하고 1시간 동안 인큐베이션하고, PBS로 세척된 세포의 형광[0065]

현미경 이미지를 얻었다.

5. 근접 접합 분석 (Proximity Ligation Assay)[0067]

Duolink® PLA fluorescence kit (Sigma Aldrich)를 이용하여 표준 프로토콜에 따라 근접 접합 분석을 수행하[0068]

였다. 

간략하게, 슬라이드에 분주된 U2OS 세포의 추출, 고정 및 투과 단계 후 세포를 PBS가 첨가된 2% BSA로 실온에서[0069]

1시간 동안 블로킹하였다.

희석된 1차 항체를 세포에 첨가하여 4℃에서 하룻밤동안 인큐베이션하였다. [0070]

PBS로 3회 항체를 세척하고 premixed PLUS 및 MINUS PLA 프로브와 37℃에서 1시간 동안 인큐베이션하였다. 이후[0071]

시료를 37℃ 항온 항습기에서 형광 결합 용액 (ligation solution) 및 증폭 용액 (amplification solution)과

각각 30분 및 100분간 인큐베이션하였다.  

키트에 제공되는 세척 버퍼로 최종 세척 후 DAPI와 슬라이드에 올려놓고 63× 오일 액침 대물렌즈를 이용한 공[0072]
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초점 현미경 분석을 수행하여 얻어진 이미지에서 핵 PLA foci 수를 정량하였다.

6. DRIP (S9.6 DNA:RNA immunoprecipitation) 분석[0074]

세포를 얼음 위에서 85mM KCl, 5mM PIPES(pH8.0) 및 0.5% NP-40이 포함된 용해 버퍼에서 10분간 인큐베이션하[0075]

였다. 용해된 세포를 수집하고 4℃, 3000g으로 5분간 원심분리하였다.

핵 펠렛을 사용 직전에 0.2% 데옥시콜레이트염, 0.1% SDS 및 0.5% 트리톤 X-100 및 단백질분해효소 억제제 칵테[0076]

일을 첨가한 RSB 버퍼 (10mM Tris-HCl (pH7.5), 200mM NaCl, 2.5mM MgCl2)에 재현탁시켰다.

Diagenode bioruptor를 이용하여 10분간 핵을 초음파 처리한 후 추출물을 0.5% Triton X-100이 포함된 RSB 버[0077]

퍼에 희석하고 S9.6 항체로 면역침강하였다.

7. EdU 혼성화된 DNA 복제 분석 [0079]

Click-iT™ EdU Cell Proliferation Kit (Invitrogen) 및 Alexa Fluor™ 488 dye를 이용한 EdU (5-ethynyl-[0080]

2’-deoxyurinidine) 혼성을 통하여 DNA 복제를 확인하였다.

THRAP3 넉다운, RNaseH1 과발현된 U2OS 세포를 15분간 EdU working 용액으로 라벨링하였다. 인큐베이션 후 배지[0081]

를 즉시 제거하고, 실온에선 15분간 4% 포름알데하이드가 포함된 PBS로 세포를 고정한 후 0.5% Triton X-100가

포함된 PBS로 20분 동안 투과시켰다.

세포에서 투과 버퍼를 제거하고 세포를 두번 세척하였다. CuSO4와 Alexa Fluror azide가 포함된 Click-iT™ 반[0082]

응 칵테일이 포함된 반응 버퍼를 세포에 첨가하고 실온에서 30분간 빛을 차단하여 인큐베이션하였다.

핵 시각화를 위해, 15분간 DAPI 염색 하였다. 형광 현미경으로 EdU 혼성을 확인하고 EdU 양성 세포 및 형광 강[0083]

도를 분석하였다.

8. 정제 및 질량 분석[0085]

HEK293 세포를 FLAG/Myc 태그된 THRAP3을 이소성 형질주입시키고 용해물을 준비하여 고정된 항-FLAG M2 아가로[0086]

스 (Sigma Aldrich)와 혼합하였다.

인큐베이션 후, FLAG  태그된 THRAP3  및 상호작용 단백질을 결합 버퍼로 세척하고 3× FLAG  펩타이드 (Sigma[0087]

Aldrich)로 용리하였다.

용리된  단백질을  SDS-PAGE에  분리시키고,  분자  특징을  고분해능  혼성  질량  분광계  (LTQ-Orbitrap,  Thermo[0088]

Fisher Scientific)를 이용한 reverse-phase LC-MS/MS을 수행하여 분석하였다.

<실시예 1> THRAP3과 DNA:RNA hybrid (R-loop)의 연관성 확인[0090]

THRAP3은 RNA 결합 단백질이며, RNA 대사작용 관여를 통한 DNA 손상 반응과 관련있기 때문에 THRAP3이 R-loop[0091]

구조의 RNA와 연관성이 있다고 가정하였다.

이를 확인하기 위해, R-loop와 THRAP3 항체를 탐지할 수 있는 S9.6 항체를 이용하여 근접 접합 분석 (Proximity[0092]

Ligation Assay; PLA)을 수행하였다. 

그 결과, 도 1A와 같이 핵 영역에서 공동 국소화를 확인하였으며, siRNA를 이용한 THRAP3 결핍에 따른 결찰 신[0093]

호 감소가 확인되었다.

또한, U2OS 세포에서 S9.6 및 THRAP3 항체를 이용한 DNA-RNA 면역침강 분석을 수행한 결과, 도 1B와 같이 R-[0094]

loops 및 THRAP3 간의 연관성을 확인할 수 있었다.

다음으로, THRAP3가 R-loop 수준을 조절할 수 있는 지 여부를 확인하였다.[0095]

그 결과, 도 1C와 같은 면역형광 이미지에서 siRNA에 의해 THRAP3 발현이 억제된 경우, R-loops 량이 현저하게[0096]
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증가되는 것을 확인할 수 있었다.

상기 결과로부터 THRAP3이 R-loop와 상호작용하고 R-loop를 조절하는 것이 확인되었다.[0097]

<실시예 2> THRAP3 결핍에 의한 복제 억제 및 DSB (double-strand break) 유도 확인[0099]

앞선 실험에서 THRAP3  감소에 의해 R-loop가 축적되는 것을 확인하였으며, TRC  (Transcription  replication[0100]

collision) 영역의 복제분기점에서 증식세포 핵항원 (PCNA)이 증가하고 TRC로 유도된 R-loop가 PCNA의 축적을

유도하는 것으로 보고되어 짐에 따라, THRAP3이 결핍되었을 때, R-loop 가닥 내 PCNA 수준을 확인하였다. 도 2A

의 PLA 결과를 참고하면, R-loop에서 PCNA가 현저하게 증가한 것을 확인할 수 있었다. 

또한, 분리되지 않은 R-loop가 DNA 가닥 절단을 촉진시켜 DNA 손상을 유도하는 것으로 보고됨에 따라, DNA 복제[0101]

평가를 위해 대조군 및 THRAP3 넉다운 조건에서 U2OS 세포에 대한 EdU 혼성화를 확인하였다.

그 결과, 도 2B 및 도 2C와 같이 THRAP3의 감소 수준은 DNA 복제를 억제하였으나, R-loop 분해를 유도하는 리보[0102]

뉴클레아제인 RNaseH1의 과발현은 복제능을 회복시켰다.

한편, 도 2D 및 도 2E와 같이 THRAP3 넉다운은 DSB (double-strand break)의 대표적 마커인 핵 당 γH2AX 및[0103]

53BP1  foci를  증가시켰다.  또한,  RNaseH1  과발현은  THRAP3  결핍에  의해  유도된  DNA  이중가닥  절단을

감소시켰다.

또한, 도 2F와 같이 THRAP3 siRNA가 형질주입된 세포에서 감소된 DNA 복제 및 심각한 DNA 손상은 세포 증식을[0104]

지연시키는 것을 확인할 수 있었다.

<실시예 3> THRAP3와 DDX5 및 XRN2의 결합 확인[0106]

THRAP3이 R-loop 수준과 게놈 안정성을 조절하는 메커니즘을 이해하기 위해, THRAP3과 상호작용하는 단백질 확[0107]

인을 위한 질량분석을 수행하였다.

도 3A와 같이 THRAP3 발현과 함께 2배 이상의 유의한 발현 변화를 나타내는 단백질을 분리한 후 7개의 RNA 헬리[0108]

카제 및 5개의 DNA 손상 관련 단백질로 분류하였으며, 이중 주요 THRAP3 상호작용 단백질로 DDX5를 확인하였다.

또한, 실제로 U2OS 세포에서 THRAP3 및 DDX5 간의 내인성 상호작용을 확인하였다.

그 결과, 도 3B와 같이 THRAP3 항체 및 대조군 IgG 항체와 인큐베이션된 용해 세포에서 DDX5는 THRAP3과 함께[0109]

공동 면역침강되었다. 또한, 엑소뉴클레아제 기능에 의한 R-loop 분해에 관여하는 XRN2도 THRAP3과 내인성 결합

하는 것을 확인하였다.

한편, 도 3C와 같이 RNaseH1을 과발현시킨 경우, DDX5 및 XRN2 와의 단백질 결합이 약화되는 것을 확인할 수 있[0110]

었으며, 도 3D와 같이 THRAP3에 의한 XRN2 모집 또한 현저하게 감소되는 것을 확인할 수 있었다.

반면, R-loop  형성을 증가시킬 수 있은 국소이성질화효소 (topoisomerase)로 알려진 camptothecin  (CPT)으로[0111]

세포를 자극할 경우, THRAP3은 CPT 처리 후 시간 의존적으로 DDX5 및 XRN2와 동적으로 결합하는 것을 확인할 수

있었다. 도 3E를 참고하면 DDX5는 CPT 처리 후 30분만에 THRAP3과 매우 강하게 결합하였으며 XRN2는 처리 후 약

3시간 후에 뒤 따르는 것이 확인되었다.

다음으로, THRAP3가 DDX5 및 XRN2 간의 연관성에 영향을 미치는 지를 확인하 하였다. THRAP3 siRNA 및 대조군[0112]

스크럼블 siRNA 형질주입된 U2OS 세포를 용해시키고 DDX5로 면역침강시켰다. 

그 결과, 도 3F와 같이 DDX5와 상호작용하는 XRN2가 THRAP3 결핍 조건에서 감소된 것을 확인할 수 있었다.[0113]

DDX5는 PRMT5에 의해 메틸화된 아르기닌-구아닌 모티프에서 뉴클레아제를 동원하여 R-loop를 해결하고 R-loop의[0114]

축적을 저해한다.

이에 따라, DDX5 메틸화 변화에 의해 THRAP3과 DDX5의 결합이 변화되는 지를 확인하기 위해, PRMT5에 의해 유도[0115]

되는 메틸화를 억제하기 위해 U2OS 세포에 EPZ015666 (PRMT5 inhibitor, Sigma Aldrich, Cat# 1421) 20μM을

72시간 동안 처리하였다.

그 결과, 도 3G와 같이 DDX5 아르기닌 메틸화의 억제는 THRAP3과의 단백질 상호작용 역시 억제시키는 것을 확인[0116]
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하였다. 

EPZ015666의 영향을 추가로 확인하기 위해, 야생형 Flag/Myc-DDX5와 PRMT5에 의해 메틸화되는 것으로 알려진 5[0117]

개의 아르기닌 서열을 라이신 잔기로 변경한 RK 돌연변이체를 발생시켰다.

그 결과, 도 3G와 같이 CPT 조건에서 RK 돌연변이체 DDX5와 THRAP3간의 상호작용이 감소된 것을 확인할 수 있었[0118]

다. 

상기 결과로부터 THRAP3은 R-loop 분해에 필요한 RNA 헬리카제 DDX5 및 엑소뉴클라아제 XRN2와 물리적으로 상호[0119]

작용하는 것이 확인되었다.

<실시예 4> THRAP3의 N 말단에서 DDX5와의 상호작용 확인 [0121]

다음으로 THRAP3의 어떤 도메인이 DDX5 상호작용에 필수적인지를 확인하기 위해, 도 4A와 같이 Flag/Myc tagged[0122]

DDX5와 5 종류의 HA-tagged THRAP3 도메인 절단 돌연변이체를 세포에 공동 형질주입하고 Flag 항체로 면역침강

을 수행하였다.

그 결과, 도 4B와 같이 △N 및 △NC THRAP3은 DDX5와 상호작용하지 못하였다. [0123]

상기 결과로부터 N 말단 도메인이 THRAP3과 DDX5 단백질 결합에 기여하는 것이 확인되었다.[0124]

<실시예 5> R-loop 분해능에서 있어 XRN2 역할 확인[0126]

앞선 실험에서 THRAP3과 R-loop 분해 단백질 DDX5 및 XRN2의 상호작용을 확인하였으나, THRAP3에 의해 매개되는[0127]

R-loop 분해능에 대한 기본 메커니즘은 명확하게 확인되지 않았다. 이에 따라, 상기 THRAP3, DDX5 및 XRN 간의

각 상호작용 결과로부터 THRAP3이 R-loop 분해능 단백질의 모집을 조절할 수 있을 것이라 가설을 세우고, 이를

확인하기 위해 THRAP3 넉다운 조건에서 DRIP 분석을 수행하였다.

그 결과, 도 5B와 같이 R-loop에서 THRAP3 결핍은 XRN2 결합을 감소시켰으나 DDX5 변화는 나타나지 않았다. 또[0128]

한, 도 5C와 같이 THRAP3 넉아웃 세포에서 S9.6 및 XRN2 사이의 유의하게 낮은 PLA 신호가 확인되었다.

상기 결과들로부터 THRAP3에 의해 유도되는 R-loop 축적은 부분적으로 XRN2 모집 감소에 의해 발생되는 것이 확[0129]

인됨에 따라, R-loop 분해능에 있어 XRN2은 THRAP3의 하위 타겟임이 확인되었다.

<실시예 6> 유방암 세포에서 THRAP3의 영향 확인[0131]

병리학적 조건에서 R-loop 분해능에 대한 THRAP3의 역할을 확인하였다.[0132]

도 6A를 참고하면 앞서 확인된 U2OS 세포에서와 같이 THRAP3 결핍은 MCF7 유방 선암 세포에서 EdU 혼성화 세포[0133]

를 감소시켰으며, 이는 DNA 복제 감소를 의미한다.

또한, 도 6C 및 도 6D와 같이 MCF7 세포에서 THRAP3 넉다운은 핵 내 R-loop 축적을 유도하였으며, 도 6E 및 도[0134]

6F와 같이 THRAP3으로 매개된 R-loop 축적은 핵 내 γH2AX 및 53BP1 국소화를 유도하고, RNaseH1 과발현을 통

한 R-loops 분해는 THRAP3 넉다운에 의한 DNA 이중 가닥 절단을 완화시켰다.

또한, 도 6G 및 도 6H와 같이 THRAP3이 넉다운된 MCF7 유방암 세포주의 세포 증식이 억제되는 것을 확인할 수[0135]

있었다.

이상으로 본 발명 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서,[0137]

이러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시양태일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은

명백할 것이다. 따라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다고 할

것이다.
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