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본 발명은 단백질-리간드 복합체 형성의 정량화를 위한 새로운 방법을 제공한다. 또한, 본 발명은 가교결합 방법

과 가속 질량 분석법의 조합에 의해 단백질-DNA 상호작용을 인비트로와 인비보에서 확인하고 정량하는 방법을 제
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특허청구의 범위

청구항 1 

i) 방사성 라벨된 리간드 분자를, 인 비트로(in vitro), 엑스 비보(ev vivo) 또는 인 비보(in vivo) 시스템에

도입하는 단계, 

ii) 리간드 분자를 타겟 단백질에 공유적으로 가교결합시키는 단계, 

iii) 단백질-리간드 복합체를 분리하는 단계, 

iv) 분리된 단백질-리간드 복합체를 가속 질량 분석법(Accelerator Mass Spectrometry, AMS)에 의해 측정하는

단계, 및 

v) 종래 검출 방법으로부터의 시그널과 AMS로부터의 시그널을 비교하는 단계를 포함하는, 단백질-리간드 상호작

용을 확인하고 정량분석하는 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 방사성 라벨된 분자는 방사성 동위원소로 라벨된 약물, 호르몬, 대사물, DNA 또는 RNA 중의 뉴

클레오티드, 및 단백질로 이루어진 군으로부터 선택되는 방법.

청구항 3 

제2항에 있어서, 방사성 동위원소는 
14
C인 방법.

청구항 4 

제1항에 있어서, 인 비트로, 엑스 비보 또는 인 비보 시스템은 정제된 단백질, 세포 추출물, 핵 추출물, 원핵

세포, 및 진핵 세포로 이루어진 군으로부터 선택되는 방법.

청구항 5 

제1항에 있어서, 리간드와 단백질의 가교결합은 UV 광, 포름알데히드, 글루타르알데히드, 및 광활성화 링커로

이루어진 군으로부터 선택되는 가교결합제에 의해 이루어지는 방법.

청구항 6 

제1항에 있어서, 리간드-단백질 복합체의 분리는 폴리아크릴아미드 젤 전기영동, 고성능액체크로마토그래피, 및

고속단백질액체크로마토그래피로 이루어지는 군으로부터 선택되는 방법에 의해 이루어지는 방법.

청구항 7 

제6항에 있어서, 리간드-단백질 복합체의 분리는 폴리아크릴아미드 젤 전기영동에 의해 이루어지는 방법.

청구항 8 

i) 방사성 동위원소-라벨된 분자를 게놈 또는 세포 DNA에 도입하는 단계, 

ii) 상기 방사성 동위원소-라벨된 분자를 함유한 게놈 또는 세포 DNA와 세포 추출물 또는 핵 추출물을 항온처리

하고, DNA와 단백질을 가교결합시키는 단계, 

iii) 단백질-DNA 복합체를 추출하여 분해시키는 단계, 

iv) 단백질-DNA 복합체를 분리하는 단계, 

v) 단백질-DNA 복합체를 가속 질량 분석법에 의해 측정하는 단계, 및 

vi) 가속 질량 분석법에 의한 시그널과 DNA-단백질 복합체 확인을 위한 종래의 방법에 의한 시그널을 비교하는

단계를 포함하는, 단백질과 DNA의 상호작용을 확인하고 정량하는 방법.

청구항 9 
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제8항에 있어서, 방사성 동위원소-라벨된 분자는 방사성 동위원소로 라벨링된 정상 뉴클레오시드, 산화된 뉴클

레오시드 또는 DNA-손상 제제(damaging agent)로부터 선택되는 방법.

청구항 10 

제9항에 있어서, DNA-손상 제제는 백금계 항암 약물, 질소 머스타드(nitrogen mustard), 사이클로포스파미드,

멜파란(melphalan), 클로람부실, 비스-클로로에틸니트로소우레아, 스트렙토조신, 부설판 및 티오테파로 이루어

진 군으로부터 선택되는 방법.

청구항 11 

제8항에 있어서, DNA와 단백질의 가교결합은 UV 광, 포름알데히드, 글루타르알데히드, 및 광활성화 링커로 이루

어지는 군으로부터 선택되는 가교결합제에 의해 이루어지는 방법.

청구항 12 

제8항에 있어서, DNA-단백질 복합체의 분리는 폴리아크릴아미드 젤 전기영동, 고성능액체크로마토그래피, 및 고

속단백질액체크로마토그래피로 이루어지는 군으로부터 선택되는 방법에 의해 이루어지는 방법.

청구항 13 

제12항에 있어서, DNA-단백질 복합체의 분리는 폴리아크릴아미드 젤 전기영동에 의해 이루어지는 방법.

청구항 14 

제8항에 있어서, 방사성 동위원소는 
14
C인 방법.

청구항 15 

i)  방사성 라벨된 뉴클레오티드를 이용하여 주어진 위치에서 방사성 동위원소를 함유한 올리고뉴클레오티드를

제조하는 단계,

ii) 상기 올리고뉴클레오티드를 상보성 올리고뉴클레오티드에 어닐링시켜 듀플렉스(duplex) DNA를 형성하는 단

계,

iii) 상기 듀플렉스 DNA를, 플라스미드에 라이게이션(ligation)시키는 단계,

iv) 상기 듀플렉스 DNA를 함유한 플라스미드를 인 비보 또는 엑스 비보 시스템에 도입하는 단계,

v) 플라스미드와 단백질을 공유 결합시키는 단계,

vi) 플라스미드 DNA-단백질 복합체를 분리하여 분해하는 단계,

vii) 상기 플라스미드 DNA-단백질 복합체 분해물을 분리하는 단계, 및

viii) 분리된 DNA-단백질 복합체를 가속 질량 분석법에 의해 측정하는 단계를 포함하는 특정 DNA 서열에 대한

결합 단백질을 확인하고 정량하는 방법.

청구항 16 

제15항에 있어서, DNA와 단백질의 가교결합을 위해 UV 광, 포름알데히드, 글루타르알데히드, 및 광활성화 링커

로 이루어진 군으로부터 선택되는 가교결합제를 사용하는 방법.

청구항 17 

제15항에 있어서, 상기 듀플렉스 DNA를 함유한 플라스미드를 세포내로 전기천공(electroporation)시킴으로써 인

비보 시스템에 도입하는 방법.

청구항 18 

제15항에 있어서, 상기 듀플렉스 DNA를 핵 추출물 또는 세포 추출물과 항온처리하여 엑스 비보 시스템에 도입하

는 방법.
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청구항 19 

제15항에 있어서, 플라스미드 DNA-단백질 복합체 분해물의 분리는 폴리아크릴아미드 젤 전기영동, 고성능액체크

로마토그래피, 및 고속단백질액체크로마토그래피로 이루어지는 군으로부터 선택되는 방법에 의해 이루어지는 방

법.

청구항 20 

제19항에 있어서, 플라스미드 DNA-단백질 복합체 분해물의 분리는 폴리아크릴아미드 젤 전기영동에 의해 이루어

지는 방법.

청구항 21 

제15항에 있어서, 방사성 동위원소는 
14
C인 방법.

청구항 22 

i) 방사성 동위원소 라벨이 상이한 위치에 순차적으로 도입된 올리고뉴클레오티드 세트를 제조하는 단계, 

ii) 상기 올리고뉴클레오티드 세트의 각 올리고뉴클레오티드에 상보성인 올리고뉴클레오티드를 이용하여 듀플렉

스 DNA 세트를 제조하는 단계, 

iii) 상기 듀플렉스 DNA에 손상(damage)을 도입하는 단계, 

iv) 상기 듀플렉스 DNA를 NER 효소 또는 핵 추출물과 dNTPs와 항온처리하는 단계, 및 

v) 생성된 DNA를 분리하고 가속 질량 분석법에 의해 측정하여 방사성활성을 확인하는 단계를 포함하는 뉴클레오

티드 제거 복구(nucleotide excision repair, NER) 경로를 밝히는 방법.

청구항 23 

제22항에 있어서, 생성된 DNA의 분리는 플라스미드 DNA-단백질 복합체 분해물의 분리는 폴리아크릴아미드 젤 전

기영동, 고성능액체크로마토그래피, 및 고속단백질액체크로마토그래피로 이루어지는 군으로부터 선택되는 방법

에 의해 이루어지는 방법.

청구항 24 

제23항에 있어서, DNA의 분리는 폴리아크릴아미드 젤 전기영동에 의해 이루어지는 방법.

청구항 25 

제22항에 있어서, 방사성 동위원소는 
14
C인 방법.

청구항 26 

제1항, 제8항, 제15항 및 제22항 중 어느 한 항에 있어서, 방사성활성의 측정이 가속 질량 분석법 대신 액체 신

틸레이션 카운터에 의해 이루어지는 방법.

명 세 서

발명의 상세한 설명

    기 술 분 야

본 발명은 단백질-리간드 복합체 형성의 확인 및 정량화 방법에 관한 것이다. 보다 구체적으로, 본 발명은 가속[0001]

질량 분석법(Accelerator Mass Spectrometry)과 가교결합법의 조합에 의해 단백질-리간드 복합체 형성을 확인하

고 정량화하는 방법에 관한 것이다.

    배 경 기 술

지금까지 약 30,000개의 인간 유전자가 발견되었으며, 유전체학 연구는 이들 유전자가 생명의 복잡성을 형성하[0002]
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는 메카니즘을 밝히는 데 초점을 맞추고 있다. 관심이 증가하고 있는 한 가지 분야는 동적인 대사 과정을 드라

이브하기 위해 형성되는 분자 복합체의 구성요소와 동력학을 이해하는 것이다. 주요 관심 주제는 결합 파트너들

의 확인, 특이적 인식 부위의 정의 및 관련되는 분자들의 차지하는 수준의 정량이다. 

오늘날까지, 다양한 인 비보 및 인 비트로 방법들을 이용하여 단백질-리간드 상호작용을 밝혀왔다. 이들 상호작[0003]

용을 연구하기 위한 가장 간단하고 직접적인 방법 중 하나는 가교결합 방법을 이용하는 것이며, 예를 들어, 단

백질을 그들의 타겟 분자에 공유적으로 부착시키기 위하여 자외선 광 또는 포름알데히드를 이용하는 것이다. 이

들 방법이 분자 복합체를 규명하는 데 있어서의 진전을 가능하게 했지만, 모든 분자 또는 상호작용 부위가 그러

한 기술로 확인가능하지는 않으며 결합 동력학과 속도의 정량은 검출 민감성과 정확도의 부족으로 제한을 받아

왔다. 

가교결합된 생성물의 정량에서 더 큰 민감성과 정확성을 허용하는 방법은 결합 및 억제 속도의 보다 상세한 평[0004]

가를 가능하게 할 것이며, 중요하게도 더 낮은 농도의 분자를 이용하여 이들을 연구할 수 있도록 하여 작은 샘

플에서 그리고 생물학적 관련 농도에서 분자 복합체 형성과 속도의 동력학의 보다 정량적인 평가를 제공한다.

이것은 대사 네트워크의 연구와 세포 기능에서 후생유전적(epigenetic) 인자들의 역할 연구를 위한 새로운 기회

를 제시한다.

한편, 단백질-리간드 상호작용의 친화성과 특이성의 인 비트로 측정이 오랫동안 많은 단백질에 대해 이용가능했[0005]

다. 그러나, 이들 상호작용은 리간드와 경쟁하는 복잡한 세포내 환경 및 다른 분자에 의해 거의 확실히 변형된

다. 만일 우리가 인 비보에서 특이적인 단백질-리간드 상호작용을 측정할 수 있다면, 우리는 단백질이 어떻게

행동하는 지에 대한 보다 정확한 설명을 얻을 수 있을 뿐만 아니라, 인 비트로와 인 비보에서 결합을 비교함으

로써, 단백질의 본질적인 결합 특이성이 세포에서 어떻게 변형되는 지를 이해할 수 있을 것이다.

그러나, 인 비보에서 상호작용을 정량하는 것은 인 비트로에서보다 상당히 더 어려움이 입증되었다. 그러나, 지[0006]

난 10년에 걸쳐, 인 비보에서 DNA에 단백질을 공유적으로 가교결합시키는 방법(종래의 가교결합 방법)이 개발되

어  게놈  DNA와의  서열-특이적  DNA-결합  단백질의  상호작용을  측정할  수  있다.  가교결합  방법을  간단히

요약하면, 자외선, 포름알데히드와 같은 가교결합제를 이용하여 단백질과 DNA 간의 공유적 가교결합을 유도한

후, 가교결합된 단백질-DNA 복합체를 정제하고, 제한 효소 등을 이용하여 절단한다. 이어서 단백질-DNA 복합체

를 면역침전시킨 후, 서던 블롯 또는 PCR 증폭 등을 이용하여 면역침전된 DNA-단백질 복합체를 확인한다. 초기

의 작업들은 단지 소수의 유전자 단편과 단백질의 상호작용을 연구하는 것으로 그쳤다. 보다 최근의 연구는 DNA

마이크로어레이 기술을 인 비보 가교결합과 결합시켜 효모에서 몇몇 서열-특이적 전사 인자와 효모 게놈 전체에

걸친 수천 가지의 잠재적인 결합 부위의 상호작용을 측정하였다. 그러나, 종래의 가교결합 전략은 몇몇 단점이

있는 바,  1) 그 결합 파트너를 조사하기 위하여 미리 대상 단백질을 특정해야 하며, 2) 대상 단백질을 위한 특

이적 항체가 면역침전 단계를 위해 이용가능해야 한다는 것이다.

한편, 가속 질량 분석법은 지질연대학 및 고고학 연구를 위해 처음 개발되었다.  가속 질량 분석법은 분리된 샘[0007]

플에서 매우 드문(<1:10
9
) 동위원소의 농도를 정확하게 결정하기 위한 동위원소비(isotope ratio) 질량 분석법

이다. 가속 질량 분석법은 따라서 붕괴 카운팅이 정량화를 위한 비효율적인 방법이 되는, 
14
C와 같은 오래-지속

되는(long-lived) 방사성 동위원소의 농도를 측정하는 데 적용된다. 우주선(cosmic ray) 상호작용은 1.2:10
12
의

거의 일정한 방사성탄소 농도로 대기를 유지하며,  이  탄소는 이들을 먹는 모든 식물과 동물을 단위 “모던

(Modern)"으로 근사치화되는 수준인 동일한 농도로 라벨시킨다.  모던은 밀리그램 당 6.11 펨토큐리(fCi) 또는

밀리그램 탄소 당 0.0136 dpm에 상응하는, 밀리그램 당 97.8 아토몰(amol) 
14
C까지 추적가능하다(표준 기준 물

질 - 4990). 그러한 지질연대학 측정은 모던 재료에 대해 ±0.25%로 그리고 홍적세 샘플에 대해서는 ±10%로 이

루어진다. 가속 질량 분석법은 매우 간단한 분석으로 매우 민감하고 정밀한 정량화를 생성한다. 가속 질량 분석

법은 약동학 분석을 위한 일반적인 도구가 되었으며, 여기서는 라벨된 부분을 함유한 작은(㎍) 투여량이 이차

표준 또는 대사 경로에 대한 사전 지식에 기대지 않고도 크로마토그래피 분리에서 직접 정량된다. 가속 질량 분

석법은 사전 특정화 또는 분자 변형 또는 내부 표준을 도입하지 않고서, 임의의 생물학적 또는 화학적 매질내의

라벨된 화합물만에 특이적이다.  
14
C의 상대적으로 낮고 거의 일정한 천연 백그라운드는 안정한 동위원소 또는

다른 탐침(TRACER)에 비하여 높은 정량적 민감성을 가속 질량 분석법에 제공한다.  일부 형광법은 amol 수준으
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로 정량하는 반면, 이들은 인 비보 추적(tracing)에 적합하지 않은 유도체화 과정을 필요로 하며, 화학적으로

등가가 아닌 탐침을 생성하며, 그리고 많은 생화학 시스템에 일반적으로 적용하기 힘들다. 

가속 질량 분석법의 높은 민감성은 몇몇 방식으로 실험 디자인에 영향을 줄 수 있다: 1) 방사성 동위원소 조사[0008]

량이 방사선분해, 해로운 폐기 스트림, 및 인간 대상 노출의 하찮은 수준으로 감소될 수 있으며, 2) 생물학적

시스템에의 화학적 조사량이 생리학적 및 독성 수준 미만으로 최소화되어, 낮은 화학적 조사량으로부터 생기는

효과의 현실적 분석이 가능하며, 3) 샘플링된 물질이 정량화 전에 특이적 생물분자로 분획화되어야 한다 할지라

도, 잘-한정되고, 종종-비침입성인 과정으로부터 얻어질 수 있는 양으로 샘플 크기가 감소될 수 있다.

    발명의 내용

        해결 하고자하는 과제

본 발명자는 가속 질량 분석법 검출법을 이용하여 가교결합 후 단백질-리간드 복합체 형성의 확인 및 정량화를[0009]

위한 새로운 방법을 발명하였다. 이 방법은 또한 결합 속도의 정량화에서 증가된 민감성과 잠재적으로 더 높은

정확성을 제공한다. 가속 질량 분석법과 잘-확립된 가교결합법을 결합시킴으로써, 단백질-리간드 상호작용을 관

찰할 수 있을 뿐 아니라, 종래의 염료-기반 염색법보다 더 높은 민감성을 얻을 수 있다.

따라서, 본 발명의 목적은 단백질-리간드 복합체 형성의 정량화를 위한 새로운 방법을 제공하는 것이다. 보다[0010]

구체적으로, 본 발명은 단백질-리간드 상호작용의 정량화에서 가교결합 방법과 가속 질량 분석법을 조합함으로

써 종래 방법보다 더 높은 정확성과 민감성을 제공하는 것을 목적으로 한다.

또한, 본 발명의 목적은 가교결합 방법과 가속 질량 분석법의 조합에 의해 단백질-DNA 상호작용을 인비트로와[0011]

인비보에서 확인하고 정량하는 방법을 제공하는 것이다.

또한, 본 발명의 목적은 가교결합 방법과 가속 질량 분석법의 조합에 의해 뉴클레오티드 제거 복구(nucleotide[0012]

excision repair, NER) 경로를 밝히는 방법을 제공하는 것이다.

        과제 해결수단

일 태양에서, 본 발명은 단백질-리간드 상호작용을 확인하고 정량분석하는 방법을 제공한다.[0013]

구체적으로, 본 발명은 i) 방사성 라벨된 리간드 분자를, 인 비트로(in vitro), 엑스 비보(ev vivo) 또는 인 비[0014]

보(in vivo) 시스템에 도입하는 단계, ii) 리간드 분자를 타겟 단백질에 공유적으로 가교결합시키는 단계, iii)

단백질-리간드 복합체를 분리하는 단계,  iv)  분리된 단백질-리간드 복합체를 가속 질량 분석법(Accelerator

Mass Spectrometry, AMS)에 의해 측정하는 단계, 및 v) 종래 검출 방법으로부터의 시그널과 가속 질량 분석법으

로부터의 시그널을 비교하는 단계를 포함하는, 단백질-리간드 상호작용을 확인하고 정량분석하는 방법을 제공한

다.

본 방법의 제 1 단계는 방사성 라벨된 리간드 분자를 인 비트로, 엑스 비보 또는 인 비보 시스템에 도입하는 단[0015]

계이다. 

본 방법의 상기 1 단계에 있어서, 방사성 라벨된 분자는 방사성 동위원소로 라벨된 약물, 호르몬, 대사물, DNA[0016]

또는 RNA 중의 뉴클레오티드, 또는 단백질 등일 수 있는, 그 결합 단백질을 확인하고자 하는 리간드 분자이다.

이때 리간드의 라벨링을 위해 이용될 수 있는 방사성 동위원소의 예로는 
14
C가 있으며 이로 한정되지는 않으며,

라벨링하고자 하는 리간드의 종류에 따라 다른 동위원소가 사용될 수도 있다. 바람직하게는 
14
C로 라벨링된 리간

드를 이용한다.

방사성 동위 원소로 라벨링된 리간드는 시그마-알드리치(Sigma-Aldrich),  캠브리지 아이소토프 래보래토리즈[0017]

(Cambridge Isotope Laboratories), 아메리칸 래디오레이블드 케미컬, 인코포레이티드(American Radiolabeled

Chemical, Inc.), 모라벡 바이오케미컬스(Moravek Biochemicals)와 같은 회사들로부터 구입하여 사용할 수 있

으며, 화학 합성을 통해 얻을 수도 있다. 

본 방법의 1 단계에서 사용되는 인 비트로, 엑스 비보 또는 인 비보 시스템으로는 정제된 단백질, 세포 추출물,[0018]
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핵 추출물, 원핵 세포, 진핵 세포 등과 같은, 라벨링된 리간드 분자와 결합할 수 있는 후보 단백질을 함유하는

임의의 시스템일 수 있다.

본 방법의 제 2 단계는 리간드 분자를 타겟 단백질에 공유적으로 가교결합시키는 단계로서, 방사성 라벨된 리간[0019]

드 분자를 타겟 단백질에 공유결합시키기 위한 가교결합제로서는 UV 광, 포름알데히드, 글루타르알데히드, 또는

광활성화 링커 등과 같은, 단백질과 리간드 간의 공유적 가교결합 유도에 통상적으로 이용되는 가교결합제를 이

용할 수 있다.

본 방법의 제 3 단계는 가교결합에 의해 형성된 리간드-단백질 복합체를 분리하는 단계로서, 단백질-리간드 복[0020]

합체의 분리를 위해서는 단백질 등의 분리를 위해 보편적으로 사용되는 폴리아크릴아미드 젤 전기영동(PAGE),

고성능액체크로마토그래피(HPLC), 고속단백질액체크로마토그래피(FPLC) 등을 사용할 수 있다.

단백질 또는 DNA 등의 분리를 위한 폴리아크릴아미드 젤 전기영동, 고성능액체크로마토그래피, 고속단백질액체[0021]

크로마토그래피 등의 방법은 본 기술 분야에서 잘 알려져 있으며, 예를 들어, 참고 문헌[Molecular Cloning: A

Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press] 등에서 확인할 수 있다.

본 방법의 제 4 단계는 전기영동 등을 통해 분리한 단백질-리간드 복합체를 가속 질량 분석법에 의해 측정하는[0022]

단계이다.

폴리아크릴아미드 젤 전기영동에 의해 단백질-리간드 복합체를 분리하는 경우에는, 전기 영동 후, 젤을 일정한[0023]

크기로 잘라내어, 그 젤 조각들을 각각 가속 질량 분석법에 의해 측정한다. 

젤을 가속 질량 분석법에 의해 측정하기 위해서는 젤을 건조시킨 후, 산화구리(CuO)를 이용하여 산화시키고, 발[0024]

생하는 이산화탄소를 포집한다. 이어서 얻어진 이산화탄소를 티타늄 하이드라이드로 환원시켜 고체 형태의 그라

파이트(graphite)를 얻은 후, 제조사의 설명서에 따라 가속 질량 분석기로 측정한다.

고성능액체크로마토그래피 또는 고속단백질액체크로마토그래피에 의해 단백질-리간드 복합체를 분리하는 경우에[0025]

는 크로마토그래피에 의해 시간에 따라 얻어지는 각 분획을 수집한 후, 용매를 제거하고, 각 분획에 남아 있는

유기 물질을 건조시킨 후, 산화구리(CuO)를 이용하여 산화시키고, 발생하는 이산화탄소를 포집한다. 이어서 얻

어진 이산화탄소를 티타늄 하이드라이드로 환원시켜 고체 형태의 그라파이트(graphite)를 얻은 후, 가속 질량

분석기로 측정한다.

본 방법의 제 5 단계는 가속 질량 분석법에 의해 측정한 시그널과 종래의 시그널 검출 방법에 의한 시그널을 비[0026]

교 분석하는 단계로서, 가속 질량 분석법에 의해 측정한 시그널과 비교하기 위한 시그널의 종래 검출 방법으로

는 젤 전기영동에서 가장 보편적으로 사용되는 염료를 이용한 염색 방법 등이 있다. 이러한 염색 방법에 사용될

수 있는 염료로는 쿠마시(Coomassie)  염료 용액(바이오-라드(Bio-Rad)) 등이 있다.

본 방법의 제 3 단계에서 단백질-리간드 복합체의 분리를 위하여 고성능액체크로마토그래피 또는 고속단백질액[0027]

체크로마토그래피 등의 방법을 이용하는 경우에는, 크로마토그래피로 얻은 각 분획에 대해 가속 질량 분석법에

의해 얻은 시그널을 크로마토그램과 비교한다.

이와 같이 가속 질량 분석법에 의한 시그널은 아주 적은 양의 단백질-리간드 복합체의 확인과 정량을 가능하게[0028]

하므로 단백질과 리간드 간의 상호작용을 종래 방법에 비하여 보다 정확하고 민감하게 정량할 수 있다.

한편, 본 발명 방법에서 방사성 동위원소 분석을 위하여 가속 질량 분석법 대신 액체 신틸레이션 카운터(Liquid[0029]
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Scintillation Counter, LSC)를 이용할 수도 있다.

액체  신틸레이션  카운터를  이용하기  위해서는  방사성  동위원소를  포함하는  물질을 유니버셜 용매(universal[0030]

solvent)에 균일하게 용해시켜야 하지만, 젤의 경우엔 고분자여서 용해되지 않으므로, 젤에서 단백질-리간드 복

합체를 필름을 이용하여 블롯팅(blotting)한 후 물과 같은 용매에 용해시켜 액체 신틸레이션 카운터에 의해 분

석한다.

고성능액체크로마토그래피 또는 고속단백질크로마토그래피에 의해 단백질-리간드 복합체를 분리하는 경우에는[0031]

균일한 용액을 얻을 수 있으므로, 블롯팅 등의 추가 과정 없이 액체 신틸레이션 카운터에 의해 방사성 동위원소

를 분석할 수 있다.

다른 태양에서, 본 발명은 가교결합 방법과 가속 질량 분석법의 조합에 의해 단백질과 DNA의 상호작용을 확인하[0032]

고 정량하는 방법을 제공한다.

구체적으로, 본 발명은 i) 방사성 동위원소-라벨된 분자를 게놈 또는 세포 DNA에 도입하는 단계, ii) 상기 방사[0033]

성 동위원소-라벨된 분자를 함유한 게놈 또는 세포 DNA와 세포 추출물 또는 핵 추출물을 항온처리하고, DNA와

단백질을 가교결합시키는 단계, iii) 단백질-DNA 복합체를 추출하여 분해시키는 단계, iv) 단백질-DNA 복합체를

분리하는 단계, v) 단백질-DNA 복합체를 가속 질량 분석법에 의해 측정하는 단계, 및 vi) 가속 질량 분석법에

의한 시그널과 DNA-단백질 복합체 확인을 위한 종래의 방법에 의한 시그널을 비교하는 단계를 포함하는, 단백질

과 DNA의 상호작용의 확인 및 정량화 방법을 제공한다.

본 방법의 제 1 단계는 방사성 동위원소-라벨된 분자를 게놈 또는 세포 DNA에 도입하는 단계로서, 방사성 동위[0034]

원소-라벨된 분자는 방사성 동위원소로 라벨링된 정상 뉴클레오시드, 산화된 뉴클레오시드 또는 DNA-손상 제제

(damaging agent) 등이다.

본 방법에서 이용될 수 있는 DNA-손상 제제는 백금계 항암 약물, 질소 머스타드(nitrogen mustard), 사이클로포[0035]

스파미드, 멜파란(melphalan), 클로람부실, 비스-클로로에틸니트로소우레아, 스트렙토조신, 부설판 및 티오테파

를 포함하며 이로 한정되지 않는 DNA-손상 항암 약물일 수 있다.

방사성 동위원소로 라벨링된 정상 뉴클레오시드, 산화된 뉴클레오시드 또는 DNA-손상 제제(damaging agent) 등[0036]

은 상기한 바와 같은 방사성 동위원소로 라벨링된 화학물질을 판매하는 여러 회사들로부터 구매하거나 합성을

의뢰할 수 있으며, 또한 화학 합성을 통해 얻을 수도 있다. 이때 라벨링을 위해 이용될 수 있는 방사성 동위원

소의 예로는 
14
C가 있으며 이로 한정되지는 않으며, 라벨링하고자 하는 분자에 따라 다른 동위원소가 사용될 수

도 있다. 바람직하게는 
14
C가 라벨링에 이용된다.

방사성 동위원소 라벨링된 뉴클레오시드 또는 항암 약물 등을 게놈 또는 세포 DNA에 도입하는 것은 본 기술 분[0037]

야에 알려진 바와 같이, 상기와 같은 방사성 동위원소 라벨링된 분자를 함유한 배양액에서 세포를 배양함으로써

이루어질  수  있다(PNAS,  104,  11203-11208(2007),  DOI:  10.  1073/pnas.0701733104,  Chem.Res.Toxicol.20,

1745-1751(2007),  DOI:10.1021/tx700376a,  및  Chem.Res.Toxicol.19,  622-626(2006),  DOI:10.1021/tx060058c

참조).

본 방법의 제 2 단계는 방사성 동위원소 라벨된 DNA를 세포 추출물 또는 핵 추출물과 항온처리하고 DNA를 단백[0038]

질과 가교결합시키는 단계로서, 방사성 동위원소 라벨된 DNA와 단백질을 가교결합시키기 위해서는 UV 광, 포름

알데히드, 글루타르알데히드, 또는 광활성화 링커 등을 포함하며 이로 한정되지 않는, 본 기술 분야에서 보편적

으로 사용되는 가교결합제를 이용할 수 있다.

본 방법의 제 3 단계는 단백질과 결합된 DNA를 반응물로부터 추출하여 분해하는 단계로서, 단백질과 가교결합된[0039]

DNA의  추출을  위해서는  본  기술  분야에  공지된  기술을  이용할  수  있으며,  예를  들어,  나이트로셀룰로오스

(nitrocellulose) 또는 나일론, PVDF 등을 이용하여 블롯팅함으로써 DNA-단백질 복합체를 추출할 수 있다. DNA

의  분해를  위해서는  특정  서열의  부위를  특이적으로  절단하는  본  기술  분야에  공지된  다양한  제한  효소
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(restriction enzyme)를 사용할 수 있으며, DNA 서열을 고려하여 적합한 제한 효소를 선택하여 사용할 수 있다.

본 방법의 제 4 단계는 상기와 같이 분해된 단백질-DNA 복합체를 분리하는 단계로서, 젤 전기영동 또는 고성능[0040]

액체크로마토그래피 또는 고속단백질액체크로마토그래피 등을 이용할 수 있다.

단백질-DNA 복합체의 분리를 위한 젤 전기영동은 1D 또는 2D 폴리아크릴아미드 젤 전기 영동을 이용할 수 있다.[0041]

젤 전기 영동법은 본 기술 분야에 잘 알려져 있으며 예를 들어 참고 문헌[Molecular Cloning: A Laboratory

Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press] 등에서 찾을 수 있다.  젤 전기 영동에 의한 단백질-DNA 복합

체의 분리 후 복합체의 위치 확인을 위해서는 쿠마시  염료 용액(바이오 라드) 등을 이용한 염색법을 이용할

수 있다.

단백질-DNA 복합체의 분리를 위해 고성능액체크로마토그래피 또는 고속단백질액체크로마토그래피를 이용할 경우[0042]

에는, 크로마토그래피에 의해 얻어지는 각 분획들을 수집하여 이후 가속 질량 분석법을 위해 이용한다. 

본 방법의 제 5 단계는 단백질-DNA 복합체를 가속 질량 분석법에 의해 측정하는 단계로서, 젤 전기영동에 의해[0043]

단백질-DNA 복합체를 분리한 경우에는 젤을 가속 질량 분석법에 의해 측정하기 위해 젤을 일정한 작은 크기의

조각으로 절단하고, 이들 젤 조각을 그라파이트로 전환시킨 후, 가속 질량 분석기에 의해 방사성 동위원소 레벨

을 측정한다. 젤 조각을 그라파이트로 전환시키고 가속 질량 분석기에 의해 방사성 동위원소 레벨을 측정하는

방법은 상기한 바와 같다.

가속 질량 분석기에 의해 확인된 시그널과 젤 전기영동 후 젤의 염색에 의해 확인된 DNA-단백질 복합체 위치를[0044]

비교하고 방사성 동위원소 함량을 결정함으로써, DNA에 결합하는 결합 단백질을 인비트로와 인비보에서 확인하

고 정량할 수 있다.

또한, 단백질-DNA 복합체의 분리를 위하여 젤 전기영동 대신 고성능액체크로마토그래피 또는 고속단백질액체크[0045]

로마토그래피 등을 이용하는 경우에는, 상기한 바와 같이 크로마토그래피에 의해 시간에 따라 얻어지는 각 분획

을 수집한 후, 용매를 제거하고, 각 분획에 남아 있는 유기 물질을 건조시킨 후, 산화구리(CuO)를 이용하여 산

화시키고, 발생하는 이산화탄소만을 포집한다. 이어서 얻어진 이산화탄소를 티타늄 하이드라이드로 환원시켜 고

체 형태의 그라파이트(graphite)를 얻은 후, 가속 질량 분석기로 측정한다.

또한, 본 발명 방법에서 방사성 동위원소 분석을 위하여 가속 질량 분석법 대신 액체 신틸레이션 카운터를 이용[0046]

할 수도 있음은 상기한 바와 같다.

또 다른 태양에서, 본 발명은 셔틀 벡터(Shuttle vector)와 가속 질량 분석법을 이용하여 특정 DNA 서열에 대한[0047]

결합 단백질을 확인하는 방법을 제공한다.

구체적으로, 본 발명은 i) 방사성 라벨된 뉴클레오티드를 이용하여 주어진 위치에서 방사성 동위원소를 함유한[0048]

올리고뉴클레오티드를 제조하는 단계, ii) 상기 올리고뉴클레오티드를 상보성 올리고뉴클레오티드에 어닐링시켜

듀플렉스(duplex) DNA를 형성하는 단계, iii) 상기 듀플렉스 DNA를 플라스미드에 라이게이션(ligation)시키는

단계, iv) 상기 듀플렉스 DNA를 함유한 플라스미드를 인 비보 또는 엑스 비보 시스템에 도입하는 단계, v) 플라

스미드와 단백질을 공유 결합시키는 단계, vi) 플라스미드 DNA-단백질 복합체를 분리하여 분해하는 단계, vii)

상기 플라스미드 DNA-단백질 복합체 분해물을 분리하는 단계, viii) 분리된 DNA-단백질 복합체를 가속 질량 분

석법에 의해 측정하는 단계를 포함한다. 

상기와 같은 과정에 의해, 특정 서열을 가진 올리고뉴클레오티드에 결합하는 신규의 결합 단백질을 확인할 수[0049]

있다.

셔틀 벡터는 두 가지 상이한 숙주 종에서 증식할 수 있도록 제작된 플라스미드로서, 셔틀 벡터내에 삽입된 DNA[0050]
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는 두 가지 상이한 세포 유형에서 시험되거나 조작될 수 있다.

방사성 라벨된 뉴클레오티드를 이용하여 주어진 위치에서 방사성 동위원소를 함유한 올리고뉴클레오티드를 제조[0051]

하는 방법, 상보성 올리고뉴클레오티드와의 어닐링에 의해 듀플렉스 DNA를 형성하는 방법, 듀플렉스 DNA를 플라

스미드에 라이게이션시키는 방법 등은 본 기술 분야의 통상적인 기술 방법으로서 잘 알려져 있으며, 이러한 방

법들은 예를 들어, 참고 문헌 [ Molecular  Cloning:  A  Laboratory  Manual.  Cold  Spring  Harbor  Laboratory

Press] 등에 상세히 설명되어 있다.

본 방법에는 가속 질량 분석기에 의해 측정가능한 임의의 방사성 동위원소가 이용될 수 있으며, 바람직하게는[0052]

14
C가 이용된다.

본  방법의  제  4  단계에서  플라스미드  DNA를  인비보  시스템에  도입하기  위해서는  예를  들어,  전기  천공[0053]

(electroporation)에 의해 플라스미드 DNA를 세포내로 도입할 수 있으며, 엑스 비보 시스템에 도입하기 위해서

는 플라스미드 DNA를 핵 추출물 또는 세포 추출물과 항온처리함으로써 이루어질 수 있다.

본 방법의 제 5 단계에서 DNA와 단백질의 가교결합을 위해서는 UV 광, 포름알데히드, 글루타르알데히드, 또는[0054]

광활성화 링커 등을 포함하며 이로 한정되지 않는, 상기한 바와 같은 본 기술 분야에서 보편적으로 사용되는 가

교결합제를 이용할 수 있다. 

본 방법의 제 6 단계에서 플라스미드의 분리 및 분해는 본 기술 분야에서 잘 알려진 공지 기술을 이용하여 실시[0055]

할 수 있으며, 이와 같은 기술은 참고문헌 [Molecular  Cloning:  A  Laboratory  Manual.  Cold  Spring  Harbor

Laboratory Press] 등에 잘 개시되어 있으며, 플라스미드의 분해는 공지의 다양한 제한 효소를 이용하여 이루어

질 수 있으며 올리고뉴클레오티드의 서열을 고려하여 적절한 제한 효소를 선택하여 사용할 수 있다.

본 방법의 제 7 단계에서 플라스미드 DNA-단백질 복합체 분해물의 분리는 폴리아크릴아미드 젤 전기영동, 고성[0056]

능액체크로마토그래피, 고속단백질액체크로마토그래피 등에 의해 이루어질 수 있으며, 전기영동에 의해 분리한

후에는 쿠마시 등의 염료로 젤을 염색하여 사진을 찍어둠으로써 이후에 젤의 가속 질량 분석법에 의해 얻은 시

그널과의 비교에 사용할 수 있다.

본 방법의 제 8 단계에서 DNA-단백질 복합체의 가속 질량 분석법에 의한 측정은 상기 본 발명의 다른 태양을 위[0057]

해 기재한 것과 동일한 방식으로 젤 또는 크로마토그래피에 의해 얻은 분획을 그라파이트로 전환시킨 후 가속

질량 분석기에 의해 측정할 수 있다.

가속 질량 분석법에 의한 시그널을 제 7 단계에서 얻어진 전기영동 젤의 염색 사진과 비교하여, 특정 서열의[0058]

DNA에 결합하는 결합 단백질을 확인하고 정량할 수 있다.

또한, 본 발명 방법에서 방사성 동위원소 분석을 위하여 가속 질량 분석법 대신 액체 신틸레이션 카운터를 이용[0059]

할 수도 있음은 상기한 바와 같다.

또 다른 태양에서, 본 발명은 뉴클레오티드 제거 복구(nucleotide excision repair, NER) 경로를 밝히는 방법을[0060]

제공한다. 

구체적으로, 본 발명은 i) 방사성 라벨이 상이한 위치에 순차적으로 도입된 올리고뉴클레오티드 세트를 제조하[0061]

는 단계, ii) 상기 올리고뉴클레오티드 세트의 각 올리고뉴클레오티드에 상보성인 올리고뉴클레오티드를 이용하
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여 듀플렉스 DNA 세트를 제조하는 단계, iii) 상기 듀플렉스 DNA에 손상(damage)을 도입하는 단계, iv) 상기 듀

플렉스 DNA를 NER 효소 또는 핵 추출물과 dNTPs와 항온처리하는 단계, 및 v) 생성된 DNA를 분리하고 가속 질량

분석법에 의해 측정하여 방사성활성을 확인하는 단계를 포함한다.

상기와 같은 방법에 의해 상이한 위치에 방사성 동위원소를 함유하고 있던 DNA를 NER 효소로 처리한 후의 방사[0062]

성활성을 확인함으로써, 뉴클레오티드 제거 복구 경로 동안 얼마나 많은 뉴클레오티드가 제거되는지를 확인할

수 있다.

상기한 바와 같이, 방사성 라벨된 뉴클레오티드를 이용하여 주어진 위치에서 방사성 동위원소를 함유한 올리고[0063]

뉴클레오티드를 제조하는 방법, 상보성 올리고뉴클레오티드와의 어닐링에 의해 듀플렉스 DNA를 형성하는 방법

등은 본 기술 분야의 통상적인 기술 방법으로서 잘 알려져 있으며, 이러한 방법들은 예를 들어, 참고 문헌 [

Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press] 등에 상세히 설명되어 있다.

본 방법에는 가속 질량 분석기에 의해 측정가능하며 뉴클레오티드에 도입가능한 임의의 방사성 동위원소가 이용[0064]

될 수 있으며, 바람직하게는 
14
C가 이용된다.

본 방법의 제 3 단계에서 듀플렉스 DNA에 손상을 도입하는 물질과 방법은 본 기술 분야에 알려져 있으며, 예를[0065]

들어,  시스플라틴(cisplatin)을  이용할  수  있으며,  참고  문헌[Chem.Res.Toxicol.20,  1745-1751(2007),

DOI:10.1021/tx700376a,  및 Chem.Res.Toxicol.19,  622-626(2006),  DOI:10.1021/tx060058c]에 개시된 방법 등

을 이용할 수 있다.

본 방법의 제 5 단계에서 DNA의 분리는 상기한 바와 같은 젤 전기영동, 고성능액체크로마토그래피, 고속단백질[0066]

액체크로마토그래피 등에 의해 이루어질 수 있으며, 분리한 DNA를 가속 질량 분석법에 의해 측정하는 방법은 상

기한 바와 같다.

또한, 본 발명 방법에서 방사성 동위원소 분석을 위하여 가속 질량 분석법 대신 액체 신틸레이션 카운터를 이용[0067]

할 수도 있음은 상기한 바와 같다.

        효 과

본 발명의 방법은 가교결합 방법을 가속 질량 분석법과 결합시킴으로써, 단백질-리간드 상호작용을 확인하고 정[0068]

량할 수 있을 뿐만 아니라, 종래의 염료-기반 염색 방법보다 더 높은 정확성과 민감성을 제공할 수 있다. 또한,

특정 서열의 DNA에 특이적으로 결합하는 신규의 단백질을 효율적으로 동정하고 정량할 수 있다.

또한, 본 발명은 리간드와 단백질의 상호작용을 확인하기 위해 1) 그 결합 파트너를 조사하기 위하여 미리 대상[0069]

단백질을 특정해야 하며, 2) 대상 단백질을 위한 특이적 항체가 면역침전 단계를 위해 이용가능해야 하는, 종래

의 가교결합 방법의 중요한 단점을 극복할 수 있다.

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용

이하 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 본 실시예는 본 발명을 보다 구체적으로 설명[0070]

하기 위한 것으로 본 발명의 범위를 이들 실시예로 한정하고자 하는 것이 아니다.

실시예[0071]

실시예 1. 인 비트로 단백질-리간드 상호작용을 위한 가속 질량 분석법-기반 가교결합 분석[0072]

에스트로겐 수용체-α(ER-α)와 17β-에스트라디올(E2) 사이의 높은 결합 친화성(~ 0.2 nM)과 이 복합체의 잘-[0073]

규명된 생화학적 특성 때문에, 인 비트로 단백질-분자 상호작용을 밝히기 위하여 에스트로겐 수용체-α와 방사
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성탄소-라벨된 17β-에스트라디올을 선택하였다. 

E2는 2개의 하이드록실기를 가지고 있으므로, 이들 부분은 포름알데히드와 반응하여, 에스트로겐 수용체-α 단[0074]

백질 결합 부위상의 반응성 부위와 공유적으로 결합된 복합체를 형성할 것으로 예상되었다.

21.4 pmol의 ER-α(분자량 66.4 kD, 214 nM 최종 농도)(시그마 알드리치(Sigma Aldrich), 미국 미주리주 세인[0075]

트루이스  소재)를,  [
14
C]E2  0.91  fmol을  함유한  2.1  fmol의  E2(아메리칸  래디오레이블드  케미컬스,  인

크.(American  Radiolabeled  Chemicals,  Inc.),  미국 미주리주 세인트루이스 소재)와 함께 결합 버퍼[40  mM

Tris-HCl, pH 7.4, 1 mM EDTA, 10%(v/v) 글리세롤, 10 mM Na2MoO4,10 mM DTT]에서 4 ℃에서 16시간 동안 항온처

리하였다. 

이어서, 상기 용액에 포름알데히드(0.09% w/v 최종 농도)를 첨가하였다. 실온에서 15분 동안 때때로 혼합하면서[0076]

항온처리한 후, 라이신 용액(125 mM 최종 농도)을 첨가하여 반응을 급냉시키고, 생성된 혼합물을 NuPAGE 노벡스

(Novex)  비스-트리스 젤(인비트로젠(Invitrogen), 미국 캘리포니아주 칼바드 소재)을 이용하여 제조사의 설명

서에 따라 젤 전기영동시켰다. 전기영동 분리를 완료한 후, 젤을 바이오-라드(Bio-Rad) 쿠마시(Coomassie)  염

색 용액으로 염색하고 사진을 찍었다. 

그 결과가 도 1A에 나타난다. 도 1A의 젤 사진에서 각 레인(lane)은 다음과 같았다: (a) 단백질 래더(ladder),[0077]

(b) 아무것도 처리하지 않은 270 pmol의 ER-α, (c) 아무것도 처리하지 않은 135 pmol의 ER-α, (d) 결합 버퍼

중의 ER-α 135 pmol(1.35 μM)을 2.1 fmol의 라벨링되지 않은 E2와 항온처리하고 이어서 포름알데히드와 라이

신(각각 0.09% w/v 및 125 mM 최종 농도)으로 처리함, (e) 결합 버퍼중의 21.4 pmol의 ER-α를 0.91 fmol의

[
14
C]E2를 함유한 E2 2.1 fmol과 항온처리 후 포름알데히드와 라이신((각각 0.09% w/v 및 125 mM 최종 농도)으

로 처리함, (f) 결합 버퍼중의 21.4 pmol의 ER-α를 0.91 fmol의 [
14
C]E2를 함유한 E2 2.1 fmol과 항온처리 후

라이신(125 mM 최종 농도)만으로 처리함.

이어서 도 1A에 나타난 대로 젤의 레인 (e)와 (f)를 0.8 x 0.4 cm
2
 크기의 조각으로 절단하고, 젤 조각들을 진[0078]

공하에서 건조시킨 후, AMS 측정을 위한 그라파이트로 전환시켰다. 각각의 얻어진 젤 조각을 방사성탄소 함량에

대해 AMS에 의해 측정하였다. 

절단된 젤 조각들의 방사성탄소 함량 측정 결과가 도 1B에 나타나 있다. 도 1B는 레인 (e)로부터의 젤 조각 #2[0079]

를 제외하고는 모든 젤 조각에서 방사성탄소 수준이 백그라운드와 일치함을 보여준다. 레인 (e)로부터의 젤 조

각 #2는 [
14
C]E2로부터 기원한 첨가된 방사성탄소의 83%를 함유하였다. 젤 조각 #2내의 방사성탄소 수준은 각 젤

조각의 중량이 3.5 mg이라는 가정을 기초로하여, 시스템내의 총 방사성탄소의 약 83%로 추정되었다. 이 밴드는

66 kD의 분자량에 해당하며 쿠마시-염색된 ER-α-E2 가교결합 단백질(레인 (d)) 및 레인 (b)와 (c)에서 나타난

원래의 ER-α단백질 표준과 동일한 상대적 위치에서 공동-용출된다. 젤 전기영동이 변성화(denaturing) 조건을

사용하였기 때문에, 이 데이터는 ER-α 단백질과 E2 리간드 사이의 공유 결합을 나타낸다.

한편, 대조구 실험으로서, 포름알데히드를 샘플에 첨가하지 않은 것을 제외하고는 동일한 조건하에서 실험을 한[0080]

결과(도 1A의 레인 (f)), 레인 (f)로부터의 젤 조각에서는 방사성탄소가 전혀 관찰되지 않아, [
14
C]E2가 젤로부

터 용출되었으며 66 kD ER-α 단백질과 관련된 영역에 체류하지 않았음을 보여준다. 

또한, 라벨링되지 않은 E2와 ER-α를 항온처리한 후 포름알데히드로 처리한 도 1A의 레인 (d)는 아무런 처리를[0081]

하지 않은 ER-α(레인 (c))와 비교하여 더 높은 분자량의 복합체의 형성(즉, 더 낮은 이동성)을 확인해주었다.

이들 결과는 21.4 pmol(~ 1.4 ㎍)의 ER-α가 AMS에 의해 검출가능하지만 쿠마시 염색법(도 1A의 레인 (e) 또는[0082]

(f))에 의해서는 검출할 수 없음을 보여준다. 본 실험에서 염료 결합을 이용한 검출 한계는 135 pmol(~  9.0

㎍)의 ER-α였다(레인 (d)).

보다 중요하게도, 본 실험에 이용된 ER-α는 부분적으로 정제된 ER-α(제조사에 의해 80% 순도가 보장됨)였으[0083]

나, 방사성탄소는 공유-결합된 ER-α-[
14
C]E2 복합체를 함유한 젤 조각에서만 검출되었으므로, 본 발명의 AMS-

공개특허 10-2010-0083695

- 12 -



기반 분석은 ER-α에의 E2의 공유 결합을 비특이적 결합으로부터 구별할 수 있다.

실시예 2. 단백질-DNA 상호작용을 위한 가속 질량 분석법-기반 가교결합 분석[0084]

단백질과 DNA의 상호작용을 알아보기 위해 도 4A와 같은 탄소동위원소로 라벨링된 분자를 준비하였다(아메리칸[0085]

래디오레이블드 케미칼스,  인크 (American  Radiolabeled  Chemicals,  Inc.),  미국 미주리주 세인트루이스 소

재). 

또한, 도 4B는 도 4A의 분자와 반응시키기 위한 25 염기쌍의 올리고뉴클레오타이드로서, 어플라이드 바이오시스[0086]

템즈(Applied Biosystems) 392 DNA/RNA 합성기를 이용한 포스포르아미다이트(phosporamidite) 방법으로 합성하

였으며, 플래티네이션(platination)을 위한 하나의 d(GpG)(도 4B에서 상대적으로 큰 사이즈의 GG)를 가지고 있

고, 상보적인 가닥에는 3’비오틴기를 가지고 있다.  이 비오틴기는 도 4A 분자와 25 염기쌍 올리고뉴클레오타

이드의  반응  후,  스트렙타비딘기를  가지고  있는  고형  지지체  (스트렙타비딘-코팅된  자기  비드(프로메가

(Promega)))를 이용하여 DNA-단백질 가교결합된 부가물(adducts)을 쉽게 분리하기 위해 도입되었다.

본 실시예의 실험 과정은 도 4C에 요약되어 있으며 하기와 같으며, 그 결과는 도 5에 도시된다.[0087]

도 4A의 탄소동위원소로 라벨링된 분자는, 백금 주위의 코디네이션 스피어(coordination sphere)가 비대칭적이[0088]

기 때문에, 두 가지의 배향 이성질체(orientational isomers)이다(Pt 이성질체 I과 II).  이 이성질체를 이온

교환 HPLC를 이용해 분리한 후, 각각을 준비된 올리고뉴클레오타이드와 반응시킨 후 (도 5A에서 레인 I, III과

V는 Pt 이성질체 I을, 그리고 레인 II, IV와 VI은 Pt 이성질체 II를 이용한 것임), 플래티네이션된 DNA에 대해

선택적으로 결합하는 것으로 알려진 고-이동성 그룹(high-mobility group) B1 (HMGB1) 전길이 단백질(레인 I,

II, III과 IV)과 HeLa 세포 내의 모든 단백질을 가지고 있는 HeLa 핵 추출물(레인 V와 VI)과 결합시킨 후 광-가

교결합의 방법으로 가교결합시켰다.  광-가교결합은 UV 스트라타링커(Stratalinker)를 이용하여 365 nm의 빛을

0 ℃에서 2시간 동안 쪼여줌으로써 얻게 되었다.  광-가교결합에 의해 얻어진 공유결합된 단백질-DNA 결합체를

스트렙타비딘-코팅된 자기 비드를 이용해서 분리한 다음, 제조업체의 매뉴얼에 따라 비드에서 분리시키고, 10%

SDS-PAGE로 분리하였다.  SDS-PAGE의 젤 사진이 도 5A 왼쪽에 도시되어 있다.  도 5A에서, 레인 I과 II는 광-가

교결합을 시키지 않은 대조군 실험이고, 레인 III과 IV는 HMGB1 전길이 단백질, 그리고 레인 V와 VI은 HeLa 핵

추출물을 이용한 실험결과이다.  얻어진 젤을 일정한 크기로 자른 후 (도 5A 오른쪽), 절단된 젤 조각들의 방사

선탄소 함량을 AMS를 이용하여 측정하였다 (도 5B).  도 5B의 결과는, 주어진 DNA 또는 손상된 DNA에 대해 선택

적으로 결합하는 단백질(예를 들면, HMGB1 전길이 단백질)을 아주 높은 민감성과 특이성으로, 본 발명의 방법에

의해 확인가능함을 보여준다.

실시예 3. 손상입은 DNA에 대한 뉴클레오타이드 제거 복구 (nucleotide excision repair, NER) 효소의 경로 분[0089]

석

실시예 2에서와 유사한 방법으로, 61 염기쌍의 올리고뉴클레오타이드를 준비하였다 (원하는 위치에 탄소동위원[0090]

소를 위치시키기 위해서 어플라이드 바이오시스템즈 392 DNA/RNA 합성기를 이용한 스텝-바이-스텝 포스포르아미

다이트 방법으로 합성하였다, 도 6A).  도 6B의 별표는 탄소동위원소의 위치를 보여주는데, 각각 도 6A의 DNA

위쪽 가닥의 15번째 아데닌과 56번째 아데닌을 나타낸다.  탄소동위원소를 포함하는 준비된 올리고뉴클레오타이

드는 플래티네이션을 위한 하나의 d(GpG)를 가지고 있고, 상보적인 가닥에는 3’비오틴기를 가지고 있다.  실시

예 2와 동일하게, 이 비오틴기는 스트렙타비딘기를 가지고 있는 고형 지지체 (스트렙타비딘-코팅된 자기 비드,

프로메가)를 이용하여 마지막 생성물을 쉽게 분리하기 위해 도입되었다.

도 6B에서 보는 바와 같이, 탄소동위원소가 다른 위치에 라벨링된 준비된 두 가지의 올리고뉴클레오타이드를 시[0091]

스플라틴(cisplatin)과 각각 반응시킨 후, 손상된 부분의 제거를 위해 dNTPs가 있는 상태에서 HeLa 핵 추출물과

반응을 시켰다. 그 결과로 얻어진 DNA를 스트렙타비딘-코팅된 자기 비드를 이용해 분리한 후, 제조업체의 매뉴

얼에 따라 비드에서 분리시키고, 그 방사성탄소 함량을 AMS를 이용하여 측정하였다 (도 6C).  도 6C에서 DNA I
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의 방사성 탄소의 양이 0이 아닌 것은,  모든 DNA가 시스플라틴에 의해 손상된 것은 아니기 때문이다(도 5A

참조).  이러한 결과는 DNA의 손상된 부분이 NER(Nucleotide Excision Repair)에 의해 제거가 되는데, 본 발명

의 방법으로 손상된 부분 주위의 어느 정도까지 복구되는지를 확인할 수 있음을 보여준다.

도면의 간단한 설명

도 1A는 에스트로겐 수용체-α(ER-α)와 [
14
C]E2를 함유한 E2를 가교결합시킨 후 젤 전기영동에 의해 분리한 후[0092]

의 젤 사진, 및 가속 질량 분석법에 의한 측정을 위하여 잘라낸 젤의 부분들을 나타내는 도면이다.

도 1B는 도 1A의 젤에서 잘라낸 젤 조각들을 가속 질량 분석법에 의해 측정한 결과 얻어진 각 젤 조각의 방사성[0093]

탄소 함량을 나타내는 그래프이다.

도 2는 방사성 동위원소로 라벨링된 분자가 도입된 게놈 DNA 또는 세포 DNA를 이용하여 가교결합법과 가속 질량[0094]

분석법에 의해 서열 특이적 결합 단백질을 확인하기 위한 본 발명의 일 태양에 따른 방법을 요약한 도식이다.

도 3은 방사성 라벨링된 올리고뉴클레오티드를 함유한 플라스미드를 이용하여 가교결합법과 가속 질량 분석법에[0095]

의해 서열 특이적 결합 단백질을 확인하기 위한 본 발명의 일 태양에 따른 방법을 요약한 도식이다.

도 4A는 탄소동위원소로 라벨링된 분자를 도시한다.[0096]

도 4B는 도 4A의 분자와 반응시키기 위한 25 염기쌍의 올리고뉴클레오티드를 도시한다.[0097]

도 4C는 단백질과 DNA의 상호작용을 알아보기 위한 실험 과정을 요약하여 도시한다.[0098]

도 5A는 공유결합된 단백질-DNA 결합체의 SDS-PAGE 결과(좌측) 및 절단된 젤 조각(우측)을 도시한다.[0099]

도 5B는 AMS에 의해 측정한 젤 조각들의 방사성탄소 함량을 도시한다.[0100]

도 6A는 탄소동위원소로 라벨링될 올리고뉴클레오티드를 도시한다.[0101]

도 6B는 상이한 위치에서 탄소동위원소로 라벨링된 올리고뉴클레오티드 세트 및 손상된 DNA에 대한 뉴클레오티[0102]

드 제거 복구 효소의 경로 분석을 위한 실험 과정을 도시한다.

도 6C는 AMS에 의해 측정한, 손상된 DNA가 복구된 올리고뉴클레오티드의 방사성탄소 함량을 도시한다. [0103]

도면

    도면1
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