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국문초록

RING-between-RING (RBR) E3 ligase는 RING 또는 HECT

E3 ligase와는 구별되는 ubiquitin ligase의 한 종류이다. Parkin은 잘 알

려진 RBR ligase의 예로, 파킨슨병 환자에서 Parkin의 돌연변이가 많이

보고되어있다. Parkin과 다른 RBR ligase는 촉매의 기능을 하는 RBR

module을 공통적으로 가지고 있으나 평상시에 autoinhibition 되어있고,

일련의 과정을 통해 활성화가 일어난다. 기존에 Parkin의 돌연변이에 대

한 활성도 및 Parkin이 주요하게 작용하는 mitophagy 과정에 대한 연구

는 어느 정도 진행되었으나 유전자변이에 의해 발생되는 Parkin의 구조

적인 결함에 대한 연구는 부족한 편이다. 이번 연구에서는 Parkin의 환

자 돌연변이에 의해 발생하는 구조적 결함을 연구하기 위해 돌연변이가

일어난 Parkin을 세포에 발현하여 기능적, 구조적 변화를 분석했다. 파킨

슨병 환자의 돌연변이 데이터를 수집해 세포에 발현할 수 있는 플라스미

드에 클로닝하였고, 이를 HeLa 세포에 발현하여 Parkin의 발현 양상과,

활성화 과정을 살펴봤다. 그 결과 45개의 Parkin 유전자변이에 의해 발

현된 돌연변이는 표현형이 크게 4종류로 분류될 수 있었다. 이렇게 분류

한 돌연변이들을 PyMOL 프로그램을 이용해 유전자변이에 의해 어떤

구조적인 차이가 발생되었는지 확인하고, 표현형간 구조적 차이를 분석

했다. 본 연구를 통해 환자 유전자변이로 생긴 Parkin의 세포 내 기능

변화에 대한 이해 뿐 아니라 이를 구조적인 측면에서 이해도를 높였다.

주요어 : Parkin, RBR ligase, mitochondria, structure, PyMOL

학 번 : 2015-20448
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제 1 장 Introduction

 

제 1 절 파킨슨병의 병리학적 정의와 발병요인

병리학적 정의

파킨슨병은 뇌의 도파민을 분비하는 세포가 모여 있는 중뇌 흑

질(substantia niagra pars compacta)에 분포하는 세포들의 죽으면서 치

명적인 운동 장애를 일으키는 만성 진행성 및 퇴행성 뇌질환이다. 파킨

슨병에 대한 상세한 병적 소견은 두 세기 전부터 이루어졌지만, 현재까

지도 병의 개념적인 해석은 지속적으로 변화하고 있다(Lorraine et al.,

2015). 파킨슨병은 알츠하이머병 다음으로 가장 발병률이 높은 퇴행성

뇌질환으로 60세 인구의 약 1% 정도가 질환을 가지고 있다. 파킨슨병은

유럽과 북미, 남미에서 상대적으로 환자의 수가 많다. 성, 민족성, 특히

나이에 따라 발병률의 차이를 보인다. 노인의 증가와 고령화 사회로 점

차 발병률이 증가해 2030년에는 50세 인구에서 발병률이 10년 전에 비해

두 배 이상이 될 것으로 예상하고 있다(Dorcey et al., 2007).

파킨슨병의 대표적인 증상인 운동장애는 19세기에 James

Parkinson에 의해 정의되었다(Goetz, 2011). 운동장애는 운동완만

(bredikinesia), 근성방어(muscular rigidity), 휴식진전(rest tremor), 자세

및 걸음 장애(postural and gait impairment)를 포함하며(Gibb et al.,

1988). 환자마다 다른 증상을 보인다(Marras et al., 2013). 운동장애 외에

파킨슨병에 의해 생기는 비운동장애도 있다. 비운동장애의 종류는 후각

기능장애, 인지장애, 정신증상, 수면장애, 피로 등이 있으며 이러한 증상

들은 파킨슨병 발병 초기에 공통적으로 나타난다(Khoo et al., 2013).
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Figure 1. 파킨슨병의 발병과 관련된 위험 요소.
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파킨슨병의 발병요인-유전학적 요인

파킨슨병이 알려진 초기에는 환경적인 요인으로 병이 생긴다고

생각했지만, 의학적, 생물학적 연구가 진행됨에 따라 파킨슨병은 다양한

환경적, 유전학적 요소들이 복잡하게 상호작용하여 발병하는 것으로 밝

혀졌다(Fig. 1; Lorraine et al., 2015). 지난 15년간 파킨슨병 발병에 관한

유전학적인 연구 결과들이 나오면서 발병 기전에 대한 이해도를 높였다.

초기의 유전학적인 연구는 친척간 연관 연구를 통해 이루어졌

고, 처음 파킨슨병 원인 유전자로 SNCA (PARK1, α-synuclein)가 밝

혀졌다(Polymeropoulos et al., 1997). SNCA 돌연변이는 상염색체 우성

으로 파킨슨병울 발병시켰다(Devine et al., 2011). 질병을 일으키는 돌연

변이는 아미노산의 치환을 야기하는 과오돌연변이(missense mutation)였

으며 그 결과로 α-synuclein이 뭉쳐 Lewy body라는 병적 산물을 만들

어낸다.

현재까지 6개의 유전자가 상염색체 우성 파킨슨병과 관련되어

있다고 보고되었다. 이는 SNCA, LRRK2, VPS35, EIF4G1, DNAJC13,

CHCHD2이며 이들은 세포 내에서 시냅스 형성, 자가소화작용

(autophagy), 단백질 합성 및 수송 등에 관여하는 유전자이다. LRRK2

돌연변이는 파킨슨병의 유전학적 발병 요인 중 가장 큰 비중을 차지한다

(Healy et al., 2008). Parkin, PINK1, DJ-1은 상염색체 열성 파킨슨병

의 발병에 연관된 유전자이다. 상염색체 열성 파킨슨병은 발병연령이 있

는 상염색체 우성 파킨슨병과 달리 40세 이하에서 조기 발병하는 파킨슨

병이다(Schrag et al., 2006). 특히 Parkin의 돌연변이는 상염색체 열성

파킨슨병의 발병 원인 중 가장 큰 비중을 차지한다. 45세 이하의 파킨슨

병 환자 중 가족력이 있는 경우의 50%, 없는 경우의 15%가 Parkin의

돌연변이를 가지고 있다(Lücking et al.,2000; Periquet et al., 2003).
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Parkin, PINK1, DJ-1에 의해 발현되는 단백질들은 모두 정상

적인 미토콘드리아의 유지와 관련이 깊다(Mccoy et al., 2012). E3

ubiquitin ligase인 Parkin과 serine-threonine protein kinase인 PINK1

은 mitophagy라고 하는 비정상적인 미토콘드리아의 선택적 제거 과정에

함께 작용한다. 이는 초파리 모델 동물을 이용해 증명되기도 했다(Park

et al., 2006).

이 외에 ATP13A2, C9ORF72, FBXO7, PLA2G6 등의 추가적

인 파킨슨병 원인 유전자들이 밝혀지고 있고, 그 생물학적 기전들이 연

구되고 있다.

파킨슨병의 발병요인-환경적 요인

유전적 요인 외에 메타분석을 통해 파킨슨병의 발병에 중요한

역할을 하는 환경적 요인 11개가 보고되었다(Noyce et al., 2012). 더 높

은 발병률을 일으키는 환경적 요소는 살충제 노출, 두부 외상, 베타차단

제(β-blocker) 복용 등이다. 반대로 낮은 발병률에 관여하는 환경적 요소

는 흡연, 커피 섭취, 비스테로이드 항염증제 복용이다. 혈청 요산염 농도

도 파킨슨병의 발병률과 반대의 경향성을 보이며, 남성에서 발병률이 더

욱 두드러진다는 연구결과도 발표되었다(Cipriani et al., 2010). 또한, 유

행병학 연구에 따르면, phenothiazines, benzamides, haloperidol,

risperidone과 같은 항정신병제의 복용도 파킨슨병의 발병률을 높일 수

있다(Foubert-Samier et al., 2012; Samuel et al, 2012).

제 2 절 RING-between-RING E3 ligase Parkin

초기의 Parkin 연구

Parkin은 E3 ubiquitin ligase로, 40세 이하의 파킨슨병 환자 중
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유전적 발병 요인의 18%가 Parkin을 암호화하는 Parkin 유전자에 생긴

돌연변이로 알려져 있다(Poorkaj et al., 2004). Parkin은 1997년 유전자

연관 분석으로 처음 파킨슨병과의 연관성이 보고되었고(Matsumine et

al., 1997), 1년 뒤에 Parkin 유전자가 처음 클로닝이 되면서 연구가 본

격적으로 시작되었다(Kitada et al., 1998). 이후로 Parkin의 기능을 저해

하는 다양한 결손, 점 돌연변이가 밝혀졌다. Parkin는 465개의 아미노산

을 암호화하는 12개의 exon으로 구성되어있다.

Parkin의 기능과 기질

E3 ubiquitination ligase인 Parkin은 다양한 기질을

ubiquitination 시킴으로써 세포 내에서 여러 신호전달 체계를 조절한다.

그 중 가장 잘 알려진 Parkin의 기능은 미토콘드리아 외막의 기질들을

ubiquitination 시켜 세포 내에 비정상적으로 축적되는 미토콘드리아를

선택적으로 제거하는 것이다. 이 과정에 serine-threonine kinase인

PINK1이 관여하면서 이 신호전달체계는 PINK1-Parkin pathway로 명

명되었다.

정상적인 미토콘드리아는 막전위를 통해 PINK1을 미토콘드리

아 안으로 수송하면서 PARL, MPP와 같은 protease를 이용해 자른다

(Deas et al., 2011; Greene et al., 2012). 그러나, 세포에 주어지는 자극

에 의해 비정상적인 미토콘드리아가 생기면, 미토콘드리아의 막전위가

사라지면서 PINK1은 미토콘드리아 안으로 이동하지 못하고 미토콘드리

아 외막에 분포하게 된다. 이후에 PINK1은 Parkin, ubiquitin을 인산화시

키면서 Parkin의 ubiquitin ligase 기능을 활성화시킨다. Parkin이 활성화

되면, 세포질과 미토콘드리아 외막에 있는 여러 종류의 기질들을

ubiquitination 시켜 K48- 그리고 K68-linked ubiquitin chain을 만든다.
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K68-linked chain은 자가소화작용 수용체인 p62를 미토콘드리아로 유인

하여 미토콘드리아를 특이적으로 제거하는 mitophagy 과정이 일어나도

록 한다.

지금까지 Parkin의 다양한 기질들에 대한 연구가 진행되었다.

대표적인 예로 미토콘드리아 융합에 관여하는 Mfn1/2가 있고, 미토콘드

리아 Rho GTPase인 Miro1이 있다. 이 외에 quantitative diGly capture

proteomics 를 이용해 다양한 Parkin의 기질들이 밝혀졌다(Sarraf et al.,

2013). 물질대사에 관여하는 ACSL1, MDH1, HK1, CISD1과 미토콘드리

아 융합/수송에 관여하는 FIS1, MFN1/2, MARCH5, TBC1D15, 자가포

식에 관여하는 TAX1BP1, SQSTM1, CALCOCO2 등이 그 기질로 밝혀

졌다.
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Figure 2. Parkin의 구조. (A) Parkin의 domain과 그 위치. (B) Parkin

의 3차 구조.
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Parkin의 구조 및 활성화 기전

Parkin은 zinc coordination domain을 가지는

RING-between-RING family에 속하는 E3 ubiquitin ligase로

N-terminal region부터 UBL, RING0, RING1, IBR, RING2 순으로 총 5

개의 domain으로 구성되어 있다(Fig. 2; Pickrell et al., 2014). Parkin은

RING1 domain을 이용하여 E2-ubiquitin과 결합한 후 RING2의 촉매 잔

기인 Cys431에 ubiquitin을 thioester bond를 통해 옮긴 후 최종적으로

기질에 ubiquitin을 다시 결합시키는 역할을 한다.

활성화되지 않은 Parkin의 RING2 domain은 RING0에 의해, E2

ligase 결합 부위인 RING1 domain은 UBL, REP에 의해 구조적으로 가

려져 있다(Seirafi et al., 2015). Parkin이 활성화되기 위해서는 PINK1에

의한 UBL domain의 Ser65의 인산화와 인산화된 ubiquitin인

phospho-ubiquitin (pUb)가 결합해야한다. 이후에 ubiquitin이 결합한 E2

ligase가 REP, RING1과의 접점에 결합하고 ubiquitin을 주변에 있는 다

른 Parkin에 옮기면서 활성화된다(Fig. 3; Kumar et al., 2017).
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Figure 3. Parkin의 조절 기전. (A) IBR (갈색)과 RING1의 H3 (짙은

빨간색)를 막는 UBL에 의해 autoinhibition 되어있는 Parkin. (B) UBL의

인산화나 pUb의 결합으로 H3-IBR과 UBL 사이에 공간이 생기면서

Parkin이 활성화됨. (C) 활성화된 Parkin은 H3-IBR helix를 뻗으면서 구

조의 변화가 일어남. (D) E2-ubiquitin이 이 접점에 인식되면서 E2가

REP, RING1에 붙고 ubiquitin을 주변의 다른 Parkin에 넘김.
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Parkin의 환자 돌연변이

상염색체 열성 파킨슨병 발병의 가장 큰 유전적 요인을 차지하

는 것이 Parkin의 돌연변이이다. Parkin의 exon 결손은 처음 일본 환자

에서 보고가 되었다(Kitada et al., 1998). 20살 이전에 발병하는 경우의

환자도 꾸준히 보고되었다. 이 환자들은 levodopa 복용의 효과를 봤지만,

levodopa-induced dyskinesia가 발병하기도 했다. 그동안의 연구로

Parkin의 결손, 복제, 과오돌연변이를 갖는 환자가 보고가 되었다

(Nuytemans et al., 2010).

파킨슨병 환자들의 유전체 분석을 통해 다양한 Parkin의 질병

관련 유전자변이가 보고되어 있다. Parkin을 구성하는 총 5개의 domain

을 아우르는 약 50 여개의 SNP가 밝혀졌다(Corti et al., 2011). 이 연구

결과를 활용하여 실제 각 유전자변이들의 기능 연구가 진행되었고 상당

수 유전자변이에서 Parkin의 ubiquitination activity에 문제가 있음이 밝

혀졌다. 하지만 이에 대한 구체적인 기작에 대한 연구는 많이 진행되지

않았다.
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제 2 장 MATERIALS and METHODS

제 1 절 항체와 시약

Mouse anti-Myc (MBL), mouse anti-GST (Upstate Biotechnology),

rabbit anti-TOM20 (Santa Cruz)가 immunocytochemisty 실험에 쓰였

다. Carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP)은 Sigma

aldrich (C2759)의 제품을 사용하였다.

제 2 절 환자 유전자변이 라이브러리 제작

Parkin의 pathogenic mutant library는 두 종류의 플라스미드를 이용하여

제작하였다. 기본적으로 pEBG-Parkin (GST-Parkin)을 사용했고, 발현

이 되지 않은 유전자변이는 pcDNA3.1-zeo(+)-Myc-Parkin을 이용하여

library를 제작했다. 유전자변이 라이브러리 제작을 위해서 해당

nucleotide가 변화가 생기도록 forward, reverse primer를 디자인했다. 이

를 template이 되는 플라스미드를 이용해 PCR하였고, Dpn-1를 37℃ 1h

처리했다. 이후 DH 10β competent cell에 transformation시켜 seeding,

mini-prep을 거쳐 플라스미드를 얻었다. 얻은 플라스미드는 sequencing

하여 유전자변이가 일어났는지 확인했다.

제 3 절 세포 배양과 트렌스펙션

HeLa cell은 10% fetal bovine serum (Gibco)이 들어간 DMEM

(Welgene)을 이용하여 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다. HeLa에

transfection을 할 때는 Lipofectamine LTX & Plus Reagent

(Invitrogen)을 사용했다.
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제 4 절 면역형광

HeLa cell은 12-well tissue culture plate에 배양하였다. 실험에 필요한

DNA를 Transfection하고 하루 뒤에 20 µM CCCP 또는 DMSO를 4시

간 처리하였다. 이어서 PBS washing, 4% paraformaldehyde fixation 15

분, 0.5% Trition X-100 in PBS (PBS-T) permeabilization 10분,

blocking solution (3% BSA 0.1% PBS-T)에 1% goat serum을 추가하

여 1시간 처리 후 blocking solution에 1:200으로 primary antibody를 섞

어 4℃에 overnight 처리하였다. 그리고 PBS로 네 차례 washing후

blocking solution에 1:200으로 secondary antibody를 섞어 상온에서 한

시간 처리하였다. 추가적인 PBS washing 후에 100mg/ml 1,

4-diazabicyclo[2.2.2] octane (DABCO) in 90% glycerol을 이용하여

mounting하였다. 제작한 샘플은 LSM 710 laser scanning confocal

microscope (Carl Zeiss)를 이용하여 관찰하였다.

제 5 절 PyMOL 분석

Parkin과 유전자변이의 구조를 분석하기 위해 PyMOL (version 2.0.4)

프로그램을 이용하였다. 활성화되자 않은 상태의 Parkin (UBLR0RBR,

PDB ID: 5C1Z)의 구조를 기준으로 야생형과 유전자변이의 구조 차이를

분석했다. Mutagenesis wizard를 이용해 특정 아미노산이 치환된 구조

를 확인하고 그 중 확률이 가장 높은 구조이성질체(rotational isomer,

rotamer)를 기준으로 그 구조를 분석했다.
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제 3 장 RESULTS

제 1 절 Parkin 환자 유전자변이 라이브러리 제작 및

스크리닝

Parkin 의 환자 유전자변이에 의해 야기되는 Parkin 의 활성도 및

하위 신호전달체계의 변화를 살피기 위해 세포에서 발현시킬 수 있는

유전자변이 플라스미드 라이브러리를 제작하였다. 기본적으로

N-terminus 에 GST tag 가 연결되어있는 플라스미드인 pEBG-Parkin 을

이용, mutagenesis 를 통해 유전자변이를 만들어냈고, 이중 발현이

잘되지 않았던 유전자변이는 따로 N-terminus 에 Myc tag 가 있는

pcDNA3.1-zeo(+)-Myc-Parkin 을 이용해서 제작하였다. 유전자변이의

후보군은 2011년에 발표된 파킨슨병 환자의 유전학적 근거를 제시한

리뷰 논문을 참고하여 결정하였다(Corti et al., 2011, Fig. 4).
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Figure 4. Parkin의 환자 유전자변이 라이브러리 제작.



15

제작한 라이브러리를 각각 HeLa 세포에 과발현시키고

immunocytochemistry 를 이용해 Parkin 의 기본적인 발현 양상을

확인했다. 그리고 CCCP 20µM 4시간을 추가적으로 처리하여 각

유전자변이에 의한 Parkin 의 활성도 및 하위 신호전달에 미치는 영향을

확인하였다. CCCP 는 protonophore 로, 미토콘드리아 내에 생성된 양성자

농도 기울기를 제거해 세포 내에 비정상적인 미토콘드리아를 늘릴 수

있는 약물이며, PINK1-Parkin 신호전달체계를 활성화시키는데 널리

쓰이는 약물이다. CCCP를 처리하게 되면 Parkin 은 순차적으로

미토콘드리아로 이동하게 되고 이어서 여러 기질들을 ubiquitination

시킨다.

Immunocytochemistry 를 통해 파킨슨병 환자 유전자변이들의

발현 양상, 그리고 CCCP 자극에 대한 이동을 확인하고 표현형에 따라

분류하였다. 그리고 이 결과들의 구조적인 분석 및 공통점을 찾기 위해

PyMOL 프로그램을 이용하여 유전자변이에 의한 특정 잔기의 변화가

어떻게 구조와 표현형에 영향을 줄 수 있는지 확인하였다. X-ray

diffraction 을 통해 구조가 밝혀진 사람의 Parkin (PDB ID: 5C1Z)을

기준으로 분석했고 이는 일부분을 제외하고 full-length 로 구조가

알려진 구조이다(Kumar et al., 2015). PyMOL로 Parkin 의 특정

아미노산 잔기(보라색)의 3차원적 위치나 주변 잔기와의 극성 결합 등의

유무를 확인하였다. 그리고 mutagenesis wizard 기능을 이용하여 환자

유전자변이에 해당하는 아미노산으로 치환(흰색)하여 구조적인 변화를

확인했다.
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Figure 5. CCCP에 의해 정상적으로 미토콘드리아로 이동하는 유전

자변이. (A) 야생형 Parkin을 과발현하면 세포질에 위치하며, CCCP를

처리시 미토콘드리아로 이동하는 것을 확인할 수 있다. (B) (A)와 같은

표현형을 보이는 UBL domain 유전자변이. (C) RING0 domain 유전자변

이. (D) RING1 domain 유전자변이.
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제 2 절 CCCP에 의해 정상적으로 이동하는 유전자변

이

HeLa 세포에 야생형 Parkin 을 과발현 시키고 CCCP 20µM을

4시간동안 처리하면 미토콘드리아가 뭉치고 동시에 Parkin 이

미토콘드리아로 이동하는 것을 확인할 수 있다(Fig. 5A). 스크리닝을

통해 확인한 결과, 야생형처럼 CCCP 자극에 의해 미토콘드리아로

이동하는 유전자변이들이 있었다(Fig. 5B-D). 이 유전자변이들은 아무런

자극 없이 과발현이 되면 세포질에 위치하며, CCCP 20µM 4시간에 의해

미토콘드리아로 이동하고 미토콘드리아도 뭉치는 것을 확인할 수

있었다.
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Figure 6. CCCP에 의해 정상적으로 미토콘드리아로 이동하는 유전

자변이의 구조적 분석. (A) 잔기가 외부를 향하고 있는 D18N. (B)

UBL domain의 잔기와의 충돌을 일으키는 R42H (왼쪽), R234Q (오른

쪽). (C) RING1 내의 구조적 접힘을 저해하는 V258M (왼쪽), C268R

(오른쪽). (D) (B)와 (C)의 혼합적인 표현형을 보이는 R275W. (E) 이 외

의 유전자변이(왼쪽부터 R42C, G328E, G430D)
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첫 번째로 잔기가 단백질의 바깥쪽을 향하고 있는 유전자변이가

있었다. D18N의 경우, 아미노산이 야생형인 aspartate 일 때나

유전자변이에 의해 유도된 asparagine 모두 잔기가 단백질의 외부를

향하고 있으며, 아미노산 치환으로 인한 주변 잔기와의 충돌도 거의

없는 것을 확인할 수 있다(Fig. 6A). D18N외에 M1L이나 V244I

유전자변이도 잔기가 Parkin 의 외부를 향하고 있다. 따라서 잔기가

단백질의 외부를 향하는 경우에 유전자변이가 일어나도 구조에 차이가

크지 않으며 Parkin 의 이동 및 활성화 과정에 큰 영향을 주지 않는다고

볼 수 있다.

두 번째는 유전자변이에 의해 UBL domain 과의 충돌 및

결합의 차이가 생기는 것이다. R42H의 경우, 환자 유전자변이에 의해

아미노산이 arginine 에서 histidine 으로 바뀌면 UBL domain 의

α-helix와 구조적으로 충돌하는 것을 확인할 수 있다(Fig. 6B). R234Q

유전자변이는 arginine 과 UBL domain 과의 수소결합을 제거하는

효과를 가진다(Fig. 6B). V15M과 N273S는 유전자변이에 의해 각각

UBL domain 의 α-helix와의 충돌 및 hydrogen bonding 의 제거를

초래한다. 따라서 Parkin 의 유전자변이로 인해 UBL domain 과의 충돌

및 결합의 감소가 일어나도 CCCP에 의한 Parkin 의 이동이나 활성화

과정에 큰 영향을 미치지 않는 것을 알 수 있다.

세 번째는 RING1 domain 내의 구조적 결함을 일으키는

유전자변이다. V258M, C268R 에 의한 구조변화는 공통적으로 RING1

domain 내로 더 구조가 큰 잔기를 위치시킴으로써 RING1 domain 의

3차원적 접힘을 저해한다(Fig. 6C). R275W는 유전자변이에 의해 RING1

잔기와의 수소결합이 없어지면서 RING1 domain 의 구조적 결합을

일으킴과 동시에 UBL domain 과 충돌을 일으킨다(Fig. 6D). R256C,
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D280N도 유전자변이도 각 잔기와 RING1 domain 사이의 수소결합을

방해한다. 결론적으로 Parkin 의 RING1 domain 내의 구조적 결함을

일으켜도 Parkin 의 이동이나 활성화에는 큰 영향을 미치지 않음을 알 수

있다.

그 다음으로 R42C (구조적인 차이 크게 없음), G328E (외부를

향하는 잔기, 약간의 구조적 차이 동반), G430D (RING0, RING2 domain

) 등도 CCCP에 의해 정상적으로 미토콘드리아로 이동한

유전자변이들이며 각각의 잔기들의 변화로 큰 구조적인 차이가 없을

것으로 판단된다.

제 3 절 뭉쳐서 발현되며 CCCP 자극에 의해 미토콘

드리아로 이동하지 않는 유전자변이

야생형 Parkin 과는 다르게 과발현만 해도 세포 내에서 세포질에

고르게 퍼지 것이 아닌 뭉쳐 보이는 Parkin 유전자변이도 있었다(Fig.

7A-B). 과발현이 되면 세포질 내에서 뭉쳐서 보이며, 이는 TOM20와

함께 위치하지 않는 것으로 보아 미토콘드리아가 아닌 다른 곳에

위치하는 것을 알 수 있다. 이 유전자변이는 CCCP 자극에 의해 발현

양상이 바뀌지 않았으며, 미토콘드리아로의 이동도 일어나지 않았다. 이

표현형을 보이는 유전자변이는 C166Y, C212G, H215Q, C253Y, C441R,

V3I 등이었다.
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Figure 7. 뭉쳐서 발현되며 CCCP 자극에 의해 미토콘드리아로 이동

하지 않는 유전자변이. (A) Parkin의 zinc finger domain에 속하는 잔기

들. (B) zinc finger domain에 속하지 않는 잔기.
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PyMOL을 이용하여 이 잔기들을 구조적으로 분석해보면 두

종류로 나눌 수 있다. 첫 번째는 zinc coordination 에 관여하는 zinc

finger domain 에 속하는 잔기들이다(Fig. 8A). 이 잔기들은 모두

Parkin 과 zinc ion 사이의 결합에 중요한 역할을 한다고 알려져

있다(Trempe et al., 2013). C166Y, C441R 은 아미노산의 치환으로 원래

zinc ion 이 결합하는 자리에 잔기가 뻗어 구조를 변화시키면서, C212G,

H215Q, C253W는 유전자변이로 인해 구조 내 잔기의 방향이 바뀌면서

zinc ion 과의 결합력이 감소한다. V3I 는 유전자변이에 의해 구조가

크게 변하지 않는 잔기이다. 아미노산이 valine 에서 isoleucine 으로

변하면 끝에 methyl 잔기가 하나 더 붙게 되는데 다른 잔기와의 충돌을

일으키지 않는다. 따라서 이 유전자변이는 다른 구조적인 영향을 미쳐

Parkin 이 세포질에 고르게 퍼지지 못하고 뭉치게 했을 것이다.

결론적으로 zinc ion coordination 을 담당하는 zinc finger domain 에

유전자변이가 생기면 Parkin 은 세포 전체에 고르게 퍼지지 않고 뭉치는

표현형을 보이며, 이는 CCCP 자극에도 반응하지 않는다.
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Figure 8. 뭉쳐서 발현되며 CCCP 자극에 의해 미토콘드리아로 이동

하지 않는 유전자변이의 구조적 분석. (A) Parkin의 zinc finger

domain에 속하는 잔기들(순서대로 C166Y, C212G, H215Q, C253W,

C441R, 회색은 zinc ion) 유전자변이에 의해 zinc ion coordination이 크

게 저해된다. (B) zinc finger domain에 속하지 않는 잔기(V3I). 유전자

변이에 의해 구조적으로 크게 바뀌지 않는다.
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제 4 절 CCCP에 의해 미토콘드리아로 이동하지 않는

유전자변이

마지막으로 CCCP 20µM 4시간에 의해 세포질에서

미토콘드리아로 이동하지 않은 Parkin 유전자변이가 있었다. 총 4개의

유전자변이였으며 UBL, RING1, RING2 domain 에 각각 1개, 1개, 2개가

해당된다(Fig. 9A-D).
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Figure 9. CCCP에 의해 세포질에서 미토콘드리아로 이동하지 않는

유전자변이. (A) UBL domain에 위치하는 A46T. (B) RING1 domain에

위치하는 L283P. (C) RING2 domain에 위치하는 T415N. (D) RING2

domain에 위치하는 P437L.
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Figure 10. CCCP에 의해 세포질에서 미토콘드리아로 이동하지 않는

유전자변이의 구조적 분석. (A) UBL domain에 위치하고, 잔기가 외부

를 향하고 있는 A46T. (B) RING1 domain에 위치하는 L283P. (C)

RING2 domain에 위치하며 잔기가 외부를 향하고 있는 T415N. (D)

RING2 domain에 위치하며 잔기가 외부를 향하고 있는 P437L.
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CCCP 에 의해 미토콘드리아도 이동하지 않는 유전자변이는 크게

두 가지로 분류된다. 첫 번째는 RING1 domain 내의 3차원 구조를

변형시키는 L283P (Fig. 10B)이다. leucine 에서 proline 으로 아미노산이

치환되면 바로 근처에 있는 RING1 domain 의 다른 잔기와 구조적으로

충돌한다. 두 번째는 잔기가 외부를 향하고 있는 A46T, T415N,

P437L 이다. 세 잔기는 유전자변이에 의해 구조적으로 크게 충돌을

일으키지 않고 모두 잔기가 Parkin 의 외부를 향한다. 결론적으로

RING1의 특정 구조의 유지에 필요한 잔기나 외부를 향하는 Parkin 의

잔기 중 일부에 구조적인 결함이 생기면 CCCP 자극에 Parkin 이

미토콘드리아로 이동하지 않아 하위 신호전달체계가 전달되지 않음을 알

수 있다.
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제 4 장 DISCUSSION

Parkin 의 파킨슨병 환자 유전자변이가 보고된 이후로 그 기능에

대한 구조에 대한 연구가 진행되어왔다. Parkin 유전자변이의 활성도를

ubiquitination assay 를 통해 확인하거나 molecular dynamics 를 이용해

구조상의 변화를 예측한 보고가 있다(Fiesel et al., 2015). 본 연구를

통해 나는 Parkin 유전자변이의 기능과 그 근거가 되는 구조적인 특징을

찾아 Parkin 의 활성화 기전 및 파킨슨병의 발병의 이해에 새로운

가능성을 제시하고자했다.

Parkin 유전자변이 라이브러리를 제작하고 이를 이용해 실험한

결과, 기능에 따라 구조적인 공통점을 확인할 수 있었다. Parkin 을

과발현시킨 뒤, CCCP 를 처리하여 세포 내 기능을 분석한 결과, 크게

3가지로 나눌수 있었다.

첫 번째로, 야생형과 동일하게 CCCP에 의해 미토콘드리아로

이동한 유전자변이가 있었는데 이는 구조적으로 나눠서 해석할 수

있었다. UBL domain 과의 충돌 및 결합력의 차이를 보이는

유전자변이가 있었는데, 기존 보고에 따르면 활성화되지 않은 Parkin 의

UBL domain 은 RING1 domain 을 가려 Parkin 이 제 기능을 할 수

없다(Sauvé et al., 2015). 그리고 활성화되는 과정에서 UBL domain 의

분리가 일어나야한다. 따라서 Parkin 의 유전자변이에 의해 UBL

domain 과의 물리적 거리가 멀어지면 Parkin 이 더 활성화될 수 있는

환경이 제공되기 때문에 정상적으로 Parkin 이 미토콘드리아로

이동했다고 생각할 수 있다. 오히려 야생형보다 더 빠른 시간동안

미토콘드리아로 이동했을 수도 있다.
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그리고 Parkin 의 일부 유전자변이에 의해 RING1 domain 의

3차원적 구조에 영향을 미쳐도 Parkin 이 정상적으로 CCCP 자극에 의해

미토콘드리아로 이동했다. 이는 Parkin 의 특정 유전자변이에 의해

야기된 RING1 domain 의 구조적인 변화가 실질적인 E2-ubiquitin 과

Parkin 사이의 결합에 영향을 미치지 않았거나 실제로 유전자변이에

의해 유도된 구조적 변화가 그 자체로 크지 않았을 수 있다.

세포에 발현시켜 야생형처럼 CCCP 자극에 의해 미토콘드리아로

잘 이동하는 Parkin 이 질병을 발병하는 유전자변이임은 추가적인 실험을

통해 증명해야한다. 그 예로, Parkin 의 주요한 기능인 ubiquitination

기능이 유전자변이에서 어떻게 변해있는지, 나아가 p62/SQSTM1의

이동, 미토콘드리아 단백질양의 정량화를 통해 mitophagy 과정에 어떤

영향을 미치는지 확인해 볼 수 있다.

두 번째로 , 과발현시 뭉쳐서 세포 내에 위치하고 CCCP 자극에

의해 미토콘드리아로 이동하지 않은 유전자변이가 있었다. 이는 대부분

Parkin 의 zinc finger domain 에 생기는 유전자변이였다. Cysteine

잔기는 Parkin 의 세포내 solubility 를 유지하는 것에 필수적이고(Wong

et al., 2007; Ha mper et al., 2006) Parkin 과 zinc ion 의 결합은

Parkin 의 구조 형성과 안정성에 관여한다(Rankin et al., 2011). 따라서

cysteine 잔기가 치환되면 Parkin 이 세포질 내에 고르게 퍼지지 않고

뭉쳐 있을 수 있다. V3I 의 경우, zinc finger domain 에 해당하지도,

구조적으로 큰 차이를 일으키는 유전자변이가 아니지만 다른 구조적인

이유로 Parkin 의 solubility 를 낮춰 뭉쳐서 발현되게 하였을 것이다.

마지막으로 CCCP 자극에 의해 세포질에서 미토콘드리아로

이동하지 않은 유전자변이는 중 일부는 외부로 노출된 잔기라는

공통점을 가지고 있었다. 이 잔기들에 생기는 돌연변이로 인해 Parkin 이
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미토콘드리아로 이동하지 않았으며 제 기능을 할 수 없다. 이는 외부로

노출되어있는 이 잔기들이 Parkin 의 활성화 과정 중에 필요한 Parkin 의

domain 간, 또는 Parkin 과 다른 기질들 사이의 상호작용에 작용한다고

볼 수 있다. 야생형 Parkin 과 유전자변이가 일어난 Parkin 을 각각

과발현한 뒤, immunoprecipitation, mass spectrometry analysis 를 통해

분석하면 새로운 Parkin 과 기질 사이의 상호작용을 확인할 수 있다.

그리고 각각의 유전자변이가 Parkin 의 활성화 과정에 얼마나 중요한지

확인하려면 CCCP를 더 오래 처리하면서 Parkin 이 미토콘드리아로

이동하는 시간대를 확인하면 될 것이다.

이번 연구를 통해 Parkin 의 유전자변이에 의해 생기는 기능적,

구조적 변화를 연결해 그 경향성을 파악할 수 있었다. 그러나 모든

유전자변이에 대한 설명은 추가적인 구조 및 기능에 대한 연구가

수반되어야 설명이 가능할 것이다.



32

제 5 장 CONCLUSIONS

본 연구를 통해 파킨슨병 환자 유전자변이로 인한 Parkin의 세

포 내 기능 변화와 그 구조적인 기전을 알고자 하였다. 우선, 기존 연구

로 밝혀진 파킨슨병 환자의 SNP 데이터를 이용해 유전자변이 라이브러

리를 제작하였다. 제작한 라이브러리를 각각 HeLa 세포에 transfection시

켜 세포 내 발현 양상을 확인하고 Parkin을 활성화시키는 자극인 CCCP

20µM 4시간을 처리하여 Parkin의 미토콘드리아로의 이동을 확인했다.

그 결과, 총 45개의 Parkin 유전자변이를 이용해 실험하여 크게 3가지로

표현형을 나눌 수 있었다. 표현형을 나눈 유전자변이들은 다시 PyMOL

프로그램을 이용해 구조를 해석했다. 기존 잔기의 위치와 구조를 확인한

뒤, 유전자변이가 일으킨 아미노산 치환을 통한 구조의 변화를 확인하고

이를 통해 표현형을 설명하고자 했다.

CCCP 처리시 야생형처럼 미토콘드리아로 이동하는 유전자변

이가 있었다. 이 유전자변이들을 구조적으로 해석하면 다시 네 가지로

나뉘었다. 첫 번째로 M1L, D18N, V244I 유전자변이의 경우, 기존의 잔

기가 Parkin의 외부를 향하고 있으며 잔기가 치환되어도 잔기가 밖을 향

하고 있었다. 두 번째로 V15M, R42H, R234Q, N273S는 유전자변이에

의해 UBL domain의 잔기와 충돌이 생기거나 결합력이 감소했다. 세 번

째로 R256C, V258M, C268R, D280N은 유전자변이에 의해 RING1

domain 내의 구조에 문제가 생겼다. UBL domain의 잔기와 충돌하는

경우가 있다. 그 외에 R42C (구조적인 차이 크게 없음), G328E (외부를

향하는 잔기, 약간의 구조적 차이 동반), G430D (RING0, RING2 domain

과 충돌)도 CCCP에 의해 정상적으로 미토콘드리아로 이동한 유전자변

이들이며 각각의 잔기들의 변화로 큰 구조적인 차이가 없을 것으로 예상
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된다. 결론적으로 잔기가 외부를 향하고 있거나 UBL domain과의 충돌

을 일으키거나 결합력을 감소시키는 잔기, RING1 domain 내의 구조를

변화시키는 유전자변이는 Parkin의 기능에 영향을 주지 않거나 오히려

활성화 과정을 촉진할 수 있다.

과발현시 세포 내에서 뭉치는 Parkin의 유전자변이도 있었다.

C166Y, C212G, H215Q, C238W, C253Y, C289G, C441R 등은 모두 발현

되면 세포 내에 뭉치는 표현형을 보였다. 또한 CCCP 처리에도 미토콘드

리아도 이동하지 않고 계속 뭉쳐있는 것을 확인할 수 있었다. 이 잔기들

은 모두 잘 알려진 Parkin과 zinc ion 결합 부위인 zinc finger domain을

구성하는 잔기들이다. V3I의 경우 아미노산 치환이 일어나도 구조상 큰

차이가 없었다. 결과적으로 zinc finger domain에 유전자변이가 생기면

Parkin의 세포 내 solubility가 감소해 고르게 발현되지 않고 뭉쳐 발현

된다고 볼 수 있다.

CCCP 자극에 의해 세포질에서 미토콘드리아로 이동하지 않는

유전자변이가 있었다. A46T는 alanine 잔기가 Parkin의 외부를 향하고

있었으며, threonine으로 치환하여도 구조상 충돌을 거의 일으키지 않았

다. L283P는 유전자변이에 의해 RING1 domain내의 구조적인 충돌을 일

으켰다. T415N, P437L의 경우 잔기가 모두 외부를 향하고 있으며 아미

노산이 치환되어도 구조적인 충돌이 거의 없었다. 결론적으로 Parkin의

외부로 노출되는 잔기 중 일부는 Parkin의 활성화 과정에 영향을 주며

이는 이 잔기들이 Parkin 내부의 다른 domain과의 상호작용이나 Parkin

과 기질 사이의 결합력에 영향을 줄 수 있음을 시사한다.

Parkin은 UBL부터 RING2까지 총 5개의 domain을 갖는 단백

질이며, 활성화 과정에 각 domain들의 유기적인 상호작용이 일어난다.

또한 zinc ion coordination에 관여하는 zinc finger domain이 있어 구조
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의 안정성을 제공한다. 각각의 유전자변이에 대한 구조적인 해석을 통해

Parkin의 domain 사이의 상호작용에 대한 새로운 이해가 가능하다. 또한

구조적으로 어려운 유전자변이는 추가적인 연구를 통해 그 기전을 밝혀

야할 것이다.

본 연구를 통해 파킨슨병 환자 유전자변이에 의해 세포 내에서

Parkin의 기능이 어떻게 차이가 나며, 그 구조적인 근거를 확인할 수 있

었다. 모든 표현형에 대한 구조적인 해석이 가능하지 않았지만 이는 다

른 조건의 CCCP 처리나 ubiquitination assay, 또는 그 하위신호전달과

관련된 실험을 통해 보다 정확한 해석이 가능할 것이다. 그리고 이 연구

결과가 in vivo 모델에서도 재현된다면 더욱 가치 있는 연구가 될 것이

다. 본 연구를 통해 Parkin의 유전자변이에 대한 구조적인 이해를 돕고,

새로운 파킨슨병 발병 기전에 대한 시각을 제공할 수 있을 것이다.
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RING-between-RING (RBR) E3 ligase is a family which is

distinct from RING or HECT ligase. Parkin is an well known

example of RBR E3 ligase and its mutations lead to early-onset

hereditary Parkinson's disease. Parkin and other RBR ligases share

RBR module, but Parkin is usually autoinhibited and activated via a

distinct mechanism. Previous studies regarding mutations in Parkin

were focused on estimating its ubiquitination activity but it remains

unclear how mutations in Parkin contribute to its function and

structure. Here, after expressing Parkin mutants in HeLa cells and

measuring their activity, we classified the mutations based on their

phenotypes and analyzed the structural rationales for the phenotypes.

I and my colleagues did site-directed mutagenesis to generate Parkin

mutants and observed their expression patterns. Also, by treating
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CCCP, which is known as an activator of Parkin, I and my

colleagues examined translocalization of Parkin mutants to

mitochondria. As a result, 45 Parkin mutants were classified into 3

groups according to the phenotypes. Using this data I analyzed

mutants one by one using PyMOL program. These studies contribute

to understanding the structural bases of Parkin mutations to evoke

the phenotypes related to Parkinson’s disease.

Keywords : Parkin, RBR ligase, mitochondria, structure, PyMOL
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