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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

Polo-likekinase1expressionisassociatedwiththeprogressionoforal
squamouscellcarcinomas

Kyu-SikKim
Advisor:Prof.Jung-HoonYoon
DepartmentofDentistry,
GraduateSchoolofChosunUniversity

Polo-like kinase (PLK) is a cell cycle-regulated, cyclin-independent
serine/threonineproteinkinase.RecentreportshaveshownacriticalroleforPLK
duringtumorigenesis.ToexplorewhetherPLK playsageneralroleasatumor
markeroforalsquamouscellcarcinomas,weexaminedtheexpression ofPLK
mRNA andproteininoralsquamouscellcarcinomacellsandimmortalizednormal
oralkeratinocytes(INOK).WealsoinvestigatedthatPLK mRNA wasexpressedin
specimensfrom 4NQO-inducedSD rattonguecarcinomasusinginsituRT-PCR
methods.Immunocytochemically,mostofthePLK washighly expressed in the
nucleusofcarcinomacells,butnotINOK.RT-PCR revealedPLK1mRNA was
detectedintheFaDuandHep2cancercells,butnodetectedintheINOK.Insitu
RT-PCR revealedPLK1mRNA expressionincreasedsequentiallyfrom hyperplasia
todysplasia,andsquamouscellcarcinomaduringthemalignantprogression.
PLK1expressioncouldreflectthedegreeofmalignancyandproliferationinoral

squamous cell carcinomas.Thus,in addition to being of diagnostic value,
modulationofPLK1activityinthetumorsbychemotherapeuticagentsorgene
therapymayprovetobeoftherapeuticvalue.
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ⅠⅠⅠ...서서서 론론론
세포주기에서 세포분열은 가장 중요한 과정으로 중심체의 복제,방추사 형성과 세포

질 분리와 같은 일련의 세포 구조의 변화가 일어난다.이러한 복잡한 과정은 세포분열
증진 인자 (mitosispromotingfactor)로 알려진 cdc2-cyclinB단백 복합체가 개시
하고 증진시키며 완성하는 것으로 알려져 있다1).그러나 cdc2-cyclinB복합체를 활
성화 시키는 기전은 Golsteyn등이 Polo-likekinase1(PLK1)을 처음 클로닝하고
PLK1에 의해 cdc2-cyclinB복합체가 활성화된다는 것을 처음 규명한 이후에야 확
립되었다2).PLK1은 세포의 G2/M기에 현저하게 축적되어,cdc2-cyclinB복합체 및
다른 세포분열에 관계하는 기질의 인산화와 활성화에 관여한다3,4).PLK1은 종양세포를
포함하여 모든 세포의 분열에 필수불가결한 단백질이다5).더욱이,PLK1은 비소세포
폐암,두경부암,식도암,직결장암을 포함하여 다양한 유형의 고형성 악성종양에서 그
발현이 증가한다6-10).현재 PLK1은 원종양유전자로 암 치료의 잠재적 표적으로 고려하
고 있다11).최근 암의 발생에서 세포주기에 관여하는 PLK1이 암의 진단적 표지자 및
치료적 적용 가능성에 대해 연구 중에 있다.그러나 현재까지 구강암에서 PLK1의 발
현에 대한 보고는 거의 없다.
이 연구에서는 구강 각화 불멸화 세포주인 ImortalizedNormalOralKeratinocyte

(INOK)와 두경부 암세포주인 FaDu,Hep2세포에서 면역조직화학 및 역전사 중합효
소 연쇄반응법으로 PLK1의 발현을 조사하였으며,4NQO를 투여하여 Sprague-Dawley
(SD)rat에서 혀 암을 유도한 후 insituRT-PCR을 통해 조직내에서 PLK1의 발현과
발현 위치를 조사하였다.이를 통해 구강암 발생 과정에서 PLK1이 구강암 진행에 따
른 생물학적 표지자로의 효용성과 구강암의 유전자 치료에 응용할 수 있는 가능성을
조사하고자 이 연구를 시행하였다.
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

AAA...세세세포포포배배배양양양
불멸화된 정상 구강세포인 INOK (단국치대 이종헌 교수 제공)는 KGM 배지에,두

경부암 세포주인 Hep2,FaDu는 10% fetalcalfserum과 100units/mlpenicillin,100μ

g/mlstreptomycin이 포함된 DMEM 배지를 사용하여 37℃의 CO2배양기에서 계대
배양하여 사용하였다.FaDu및 Hep2편평세포암종 세포는 AmericanTypeCulture
Collection(ATCC,Rockville,MD,USA)에서 제공받아 사용하였다.

BBB...면면면역역역세세세포포포화화화학학학 염염염색색색(((IIImmmmmmuuunnnooocccyyytttoooccchhheeemmmiiissstttrrryyy)))
INOK와 FaDu및 Hep2세포를 유리 슬라이드에 부착시켜 PLK1에 대한 면역조

직화학 염색을 시행하였다. 세포가 부착된 슬라이드는 0.5 % hydrogen
peroxide/methanol용액에서 내인성의 peroxidase를 제거한 후 정상 goatserum으
로 30분간 처리하고 PLK1일차항체를 3% bovineserum albumin(BSA)가 포
함된 PBS 용액에 희석하여 1시간 동안 반응시켰다. 일차항체 반응 후
Tris-bufferedsaline(TBS)에서 3회 세척하고,Envision(+)rabbitperoxidase
(DAKO)에 30 분간 반응시킨 다음,다시 TBS에서 3 회 세척하였다.그 후
3,3-diaminobenzidinetetrachloride와 hydrogenperoxide를 이용하여 발색시킨 다
음 Meyer씨 hematoxylin으로 대조 염색하여 광학현미경으로 확인하였다.

CCC...총총총 RRRNNNAAA 추추추출출출과과과 역역역전전전사사사---중중중합합합효효효소소소연연연쇄쇄쇄반반반응응응 (((RRRTTT---PPPCCCRRR)))
PLK1의 발현정도를 조사하기 위하여 TRIReagent® (MolecularResearchCenter,

Inc.,OH)를 이용하여 INOK,FaDu,Hep2 세포로부터 총 RNA를 추출하였다.
RT-PCR반응을 위하여 sense 5'-ATGAGTGCTGCAGTGACTGCAGGGA-3'와
antisense5'-TTAGGAGGCCTTGAGACGGTTGCTG-3'(1,812bp)primer를 제작하
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고 SuperScriptTM One-StepRT-PCR systems(Invitrogen,Carlsbad,CA)을 이용하
여 다음의 조건으로 RT-PCR을 수행하였다.우선 cDNA합성을 위하여 0.1 μg의 총
RNA를 50̊C에서 30분간 역전사 반응을 시킴으로서 cDNA를 합성하였다.PCR반응은
94℃에서 2분,변성반응을 94℃에서 15초,결합반응을 55℃에서 30초,중합반응을 72℃
에서 40초간 30주기를 반복하고 마지막 중합반응은 72℃에서 10분간 연장하여 반응시
켰다.PCR반응 산물은 AccuPrep®PCRPurificationKit(BIONEER,Korea)으로 정제
하고 1% agarosegel에서 전기영동하여 확인하였다.

DDD...흰흰흰쥐쥐쥐 혀혀혀 암암암 발발발생생생 및및및 IIInnnsssiiitttuuuRRReeevvveeerrrssseeeTTTrrraaannnssscccrrriiippptttiiiooonnnPPPCCCRRR
111...병병병리리리조조조직직직학학학적적적 관관관찰찰찰
6주 된 Sprague-Dawley(SD)rats58마리 중 48마리는 50ppm의 농도로 먹는

물에 4NQO용액을 4,8,12,16,20,24,28,32주 동안 투여하고,10마리는 대조군으
로 하였다.4NQO 투여 후,혀 조직을 절제하여 10% 중성 formalin에 고정하고 병리
조직학적 관찰을 위해 파라핀에 포매하여 4㎛로 박절한 후 통법에 따라 H & E염색
을 시행하였다.
222...PPPLLLKKK111mmmRRRNNNAAA에에에 대대대한한한 IIInnnsssiiitttuuuRRReeevvveeerrrssseeeTTTrrraaannnssscccrrriiippptttiiiooonnnPPPCCCRRR
혀 암 조직에서 plk1mRNA 발현을 확인하기 위해 insituRT-PCR을 시행하였다.

그 과정은 다음과 같다.
a.조직표본의 전처치
파라핀에 포매된 조직을 3㎛ 두께로 잘라 코팅 슬라이드에 부착하여 55℃ 항온

기에 30분 방치하고 37℃ incubator에서 48시간 둔 후,10분간 2번 xylene용액에 담
궈 파라핀을 제거하고 100%,85%,70%,50%,30% EtOH과 0.85% NaCl,1X PBS에
단계적으로 함수하였다.DNase buffer(40mM Tris(pH 7.9),10mM NaCl,6mM
MgCl2,10mM CaCl2)내에서 DNaseA(20㎍/ml)를 37℃ 30분간 반응시켜 DNA를 분
해했다.DNase는 75℃ 10분동안 가열함으로써 반응을 중지시켰다.1X PBS로 수세해
준 후 proteinase buffer(100mM Na2EDTA;2H2O, 1M Tris-HCl pH 7.5)에서
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proteinaseK(50㎍/ml)를 37℃ 30분간 반응시켜 protein을 분해하였다.Proteinase는
0.2% glycine in 1X PBS로 반응을 중지시켰다. 1X PBS로 수세 후 4%
Paraformaldehyde로 고정시키고 다시 1X PBS로 수세했다.0.25% acetic acid(for
100mM Triethanolamine),1XPBS와 0.85% NaCl,30%,50%,70%,85%,100% EtOH
을 거쳐 단계적으로 탈수하였다.
b.역전사(Reversetranscription)
역전사 반응에는 sense5'-GACTCAACACGCCTCATCCTC-3'antisense 5'-

CTAGGAGGCCTTGAGGCGGTTGCA-3' (500 bp) rPLK1 primer와 대조군으로
GAPDH sense 5'-CCAAGGTCATCCATGACAACTTTG-3' 과 5'-antisense
GTCATACCAGGAAATGAGCTTGACA-3'(464bp)primer를 제작하여 사용하였다.
역전사에 사용하는 반응 혼합물에 대한 최종 농도는 다음과 같다.Improm-ⅡTM 5X
reaction buffer(Promega),25mM MgCl2(Promega),10mM dNTP mix(Invitogen),
GAPDH primer와 Improm-ⅡTM reverse transcriptase(Promega)를 첨가하였다.
Reversetranscriptase혼합물을 조직의 절편위에 떨어뜨리고 cover-slip덮은 다음에
42℃에서 20분간 반응시켰다.반응이 끝나면 용액을 흡입 제거하였다.

c.중합효소 연쇄반응 (polymerasechainreaction)
PCR 증폭은 10mM dNTP mix[1:1:1:0.65dTTP(Invitrogen)],25nm

digoxigenin-11-dUTP(Roche), 10X PCR reaction buffer(Invitrogen), 50mM
MgCl2(Invitrogen), 5U/㎕ Taq DNA polymerase(Invitrogen), GAPDH sense와
antisense primer로 하였다.PCR 혼합물을 슬라이드 절편위에 떨어뜨리고 PCR
machine(Eppendorf)에 넣은 후 cover-slip덮고 94℃에서 30초간 변성반응,60℃에서
30초간 annealing,72℃에서 primerextension을 1분간 20cycle반복하였다.조직 절
편 슬라이드를 100% EtOH로 1분간 수세후 1X PBS로 4℃에서 overnight으로 수세하
였다.
d.PCR산물의 면역학적 검색
슬라이드를 1X PBS로 30분간 2번 wash하고 Block solution 1[TBS
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buffer(0.1mM TrispH 7.5,0.15M NaCl)내 0.5% blockreagent(Roche)]에서 1시간
blocking한다.Blocksolution2[TBS buffer(0.1M TrispH 7.5,0.15M NaCl)내 1%
BovineSerum Albumin(Sigma)과 0.3% Triton-X 100(Sigma)]에 45분간 반응시키고
Block solution 2에 1 : 10000으로 희석시킨 alkaline phosphatase(Boeringer
Mannheim)가 붙어있는 anti-digoxigeninantibody을 RT에서 2시간동안 반응시켰다.
Blocksolution2로 20분간 수세후 4℃ overnight하였다.Fresh한 BufferC(5M NaCl,
1M Tris-HClpH 9.7,1M MgCl2)내에서 30분간 반응시키고 fresh한 BufferC내에
nitroblue tetrazolium salt(NBT)(Promega)용액 33㎕와 5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate(BCIP)(Promega)용액 16.5㎕를 각 slide에 첨가시켜 빛이 없는 장소에서 1시
간 이하로 반응시켰다.30%,50%,70%,85%,100% EtOH을 거쳐 단계적으로 탈수하
고 Histoclear에서 10분간 2번 투명시킨 후 봉입하여 광학현미경으로 관찰하였다.
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ⅢⅢⅢ...연연연구구구결결결과과과

AAA...면면면역역역세세세포포포화화화학학학 염염염색색색
불멸화 구강세포인 INOK와 편평세포암종 FaDu및 Hep2세포에서 PLK1단백의

발현부위을 확인하기 위해 면역세포화학 염색을 시행하였다.그 결과,PLK1의 단백은
모든 세포의 핵에 발현되는 것을 관찰하였다.PLK1단백의 발현은 대조군인 INOK에
서의 발현은 미약한 반면,암세포주인 FaDu및 Hep2세포에서는 핵에서 강한 발현을
확인하였다 (Fig.1).

FFFiiiggg...111...Immunocytochemistryshowedhighplk1expressioninthenucleusofthe
FaDuandHep2cancercellsratherthanINOK cells.

BBB...RRRTTT---PPPCCCRRR결결결과과과
불멸화된 정상 구강 세포인 INOK와 구강암 세포주인 FaDu,Hep2세포에서 PLK1
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mRNA의 발현을 확인하기 위하여 PLK1primer(Table1)를 이용하여 RT-PCR방법
으로 그 발현정도를 관찰하였다.두경부 암세포주인 FaDu및 Hep2세포에서 PLK1의
발현을 관찰할 수 있었으나,INOK에서 mRNA 발현은 관찰할 수 없었다 (Fig.2).

FFFiiiggg...222...RT-PCR revealed PLK1 mRNA wasdetected in theFaDu and Hep2
cancercells,butnodetectedintheINOK.

CCC...IIInnnsssiiitttuuuRRRTTT---PPPCCCRRR
구강암 발생의 대표적인 모델인 4NQO를 이용한 SD rat모델을 이용 invivo실험

을 시행하였다.과증식 조직에서는 PLK1의 발현의 발현은 미약하였고 발현부위는 기
저층 세포의 일부에 국한하였으나,상피 이형성증이 증가할수록 PLK1의 발현이 기저
층과 부기저층으로 확산되어 증가하였다. 편평세포암종으로 진행된 경우에는 암 조직
전체에 증가된 PLK1의 발현이 관찰되었다.이는 정상에서 상피 증식,상피 이형성을
거쳐 암종으로 다단계로 암 발생이 진행됨에 따라 PLK1의 발현이 점차 증가하는 양
상을 보였다.또한 정상 및 과증식에서 PLK1의 발현은 주로 세포질에서 발현하다가
상피 이형성증을 거쳐 암종으로 진행하면서 점차 핵을 포함한 세포 전체에서 높은 발
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현을 보였다 (Fig.3).

FFFiiiggg...333...InsituRT-PCR revealedPLK1mRNA expressionincreasedsequentially
from hyperplasia to dysplasia,and squamous cellcarcinoma during malignant
progression.
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IIIVVV...고고고찰찰찰

이 연구에서는 사람 두경부 편평세포암종 세포주인 FaDu및 Hep2세포를 이용하여
PLK1의 발현을 조사하였다.RT-PCR 기법을 이용한 PLK1의 mRNA 발현을 조사한
실험을 통해 FaDu및 Hep2세포에서 PLK1의 발현을 확인할 수 있었으나 정상 구강
세포인 INOK에서는 PLK1의 발현은 관찰 할 수 없었다.면역조직화학을 이용한 실험
에서도 PLK1단백의 발현은 FaDu및 Hep2세포에서 확인할 수 있었으나 INOK에서
의 발현은 미약하였다.특히 PLK1단백의 발현이 FaDu및 Hep2세포의 핵에 강하게
발현되는 것을 관찰하였다. 아울러 구강암 발생의 대표적인 모델인 SD rat을 이용한
혀 암 발생과정에서도 상피 과증식 조직에서는 PLK1의 발현의 발현은 미약하였고 발
현부위는 기저층 세포의 일부에 국한하였으나,상피 이형성증이 증가할수록 PLK1의
발현이 기저층과 부기저층으로 확산되어 증가하였다.또한 편평세포암종으로 진행된
경우에는 암 조직 전체에 증가된 PLK1의 발현이 관찰되었다.이는 정상에서 상피 증
식,상피 이형성을 거쳐 암종으로 다단계로 암 발생이 진행됨에 따라 PLK1의 발현이
점차 증가하는 양상을 보였다.또한 정상 및 과증식에서 PLK1의 발현은 주로 세포질
에서 발현하다가 상피 이형성증을 거쳐 암종으로 진행하면서 점차 핵을 포함한 세포
전체에서 높은 발현을 보였다.
PLK1은 비소세포 폐암,두경부암,식도암,직결장암을 포함하여 다양한 유형의 고형

성 종양에서 그 발현이 증가한다6-10).아울러 PLK의 발현이 환자의 예후에 미치는 영
향에 대해서는 식도암,난소암,두경부암,비소세포 폐암과 간모세포종을 포함한 다양
한 유형의 악성종양에서 이미 보고된 바 있다6-12).종양 생물학에서 PLK1과발현의 기
능중에서 가장 중요한 요인은 PLK1이 세포분열 조절에서 중요한 역할을 한다는 점이
다6,7,13).PLK1은 직접적인 인산화에 의해 cdc25와 cyclinB1의 활성화로 세포분열을
개시한다.이 과정은 핵에서 cdc2/cyclinB1복합체의 축적을 초래하며,이는 세포분열
시작의 전단계로 중요하다2,3,5).분열후기에 PLK1은 chromosom 부착부위에서 cohesins
을 분리시키는데 작용하고14),anaphase-promotingcomplex를 활성화 시킨다 15).
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여러 연구에 의하면 다양한 종류의 암세포와 조직에서 PLK 발현정도는 세포의 분
열과 밀접한 연관성이 있다6,7,13).이 연구에서도 사람의 편평세포암종 세포에서 PLK1
단백과 mRNA 발현이 정상세포에 비해 증가하였고,쥐의 구강암 모델에서도 PLK
mRNA이 정상에서 과증식,상피 이형성증을 거쳐 편평세포암종으로 진행하는 동안 증
가함을 관찰하였다.PLK는 주로 세포주기의 G2-M 후기에 발현하기 때문에3,4),PLK
의 발현은 정상조직에 비해 구강암에서 G2-M기에 속하는 세포의 비율이 높음을 시사
하는 소견이다.최근 두경부 종양의 생물학적 특성을 이해하고 이를 치료전략으로 이
용하려는 다양한 분자 연구가 증가하고 있다7).특히 p53을 비롯 EGFR과 그 ligand인
TGF-a그리고 증식능 표지자인 PCNA와 Ki-67이다7,11,12).Ki67과 PCNA은 면역조직
화학적으로 쉽게 확인할 수 있어 세포증식의 표지자로 임상적으로 널리 이용하고 있
다7,13,16).그러나 아직까지 암 환자의 예후나 림프절 전이,치료 방침의 결정에 대한 지
표로는 논란이 없지 않다7,11-13,16).그러나 PLK 발현은 비전이성 종양보다는 전이성 두
경부 암종에서 높다는 보고가 있어,PLK의 발현이 두경부 암종의 증식능 표지자로의
역할 뿐 아니라 전이 잠재성을 예측하는 지표로서의 사용가능성을 시사한다7).암세포
의 분열에서 PLK1의 주요역할은 이 연구결과에서 처럼 구강암을 포함하여 다양한 악
성종양에서 PLK1발현이 세포증식의 표지자와 강한 상관관계가 있음을 밝히고 있다
6,7,9).최근에 여러 그룹에서 다양한 암세포에서 PLK1발현 억제가 세포증식을 현저하
게 억제하고 apoptosis를 유도한다는 보고가 있다5,11,12).이러한 결과는 PLK1이 새로운
항암치료 방법의 표적이 되고 있음을 제시하고 있다.그러므로,PLK1의 기능을 억제
시키거나 발현을 중지시킴으로서 구강암을 포함한 두경부 암의 치료 전략에도 적용시
킬 수 있을 가능성을 생각할 수 있다.
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