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ABSTRACT

MicroRNA analysisinnormalhumanoralkeratinocytes

andYD-38humanoralcancercells

Kim,HyeRyun

Advisor:Prof.Kim,DoKyung,Ph.D.

DepartmentofDentistry,

GraduateSchoolofChosunUniversity

MicroRNAs(miRNA)aresmallnoncodingRNAsthatmediategeneexpressionat

the post-transcriptionallevelby degrading orrepressing targetmessengerRNAs

(mRNA).Theyareabout21-25nucleotidesinlengthandregulatemRNA translation

bybasepairingtopartiallycomplementarysites,predominantlyinthe3’-untranslated

region(3’-UTR)ofmRNA.Theyplayimportantrolesinnumerouscellularprocesses,

includingdevelopment,proliferationandapoptosis.Recentevidencedemonstratedthat

miRNAsfunctionasoncogenesortumorsuppressorstomodulatemultipleoncogenic

cellularprocessesincancerdevelopment,includinginitiation,cellproliferation,apoptosis,

invasionandmetastasisofhumancancers.Inthisstudy,theexpressionprofileof

miRNAswascompared and analyzed forestablishmentofmiRNAsrelated cell

growthinhibitioninnormalhumanoralkeratinocytes(NHOK)andYD-38human

oralcancercells.
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TodeterminetheexpressionprofileofmiRNAsinNHOK andYD-38cells,it

wasexaminedbymiRNA microarrayanalysis,quantitativereal-timePCRanalysis

(qRT-PCR)andMTTassay.

InmiRNA microarrayanalysis,40miRNAsand31miRNAswerefoundup-

anddown-regulatedinYD-38cellscomparedtoNHOK amongthe1,769miRNAs

examined, respectively. MiR-30a, miR-1246, miR-720 and miR-934 were

up-regulatedinYD-38cellscomparedtoNHOK morethan10times,incontrast

miR-203,miR-125a,miR-132,miR-UL70-3pandmiR-1228weredown-regulated

morethan10times.InqRT-PCR analysis,theexpressionlevelsofmiR-30aand

miR-1246wereincreasedinYD-38cellscomparedtoNHOK morethan50times,

andmiR-203andmiR-125aweredecreasedmorethan3times.Importantly,the

overexpression ofmiR-203 and miR-125a significantly inhibited the growth of

YD-38cells.

Theseresultsshow thatthemiR-203andmiR-125adecreaseinYD-38cells

comparedtoNHOK,andhighlyinhibitproliferationofYD-38humanoralcancer

cells. Moreover,these in vitro results indicate that different miRNAs are

deregulatedinNHOK andoralcancercells,suggestingtheinvolvementofthese

genesinthedevelopmentandprogressionoforalcancer,andthattheymayhave

potentialpropertiesforantioralcancerdrugdiscovery.

---------------------------------------------------------------------

KEYWORDS:MicroRNA(miRNA),NHOK,Oralcancercells,Celldeath,

Anti-cancertherapy
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I.서 론

미국 하버드대 Ambros연구팀은 꼬마선충의 발생을 조절하는 작은 RNA를 발견하

여 이를 ‘smalltemporalRNA(stRNA)’라 하였다(Leeetal.,1993).그 후 여러 연구팀

들이 꼬마선충,초파리 및 사람 등에서 150여개에 이르는 작은 RNA를 발견하였으며,

stRNA를 포함하여 이 작은 RNA들을 ‘microRNA(miRNA,miR)’라 명명하였다

(Ambros,2001;Hutvágneretal.,2001;Kataokaetal.,2001;Kim etal.,2001;

Lagos-Quintanaetal.,2001;LeeandAmbros,2001;DostieandDreyfuss,2002;

Lagos-Quintanaetal.,2002;Malloryetal.,2002;Mourelatosetal.,2002;Sempere

etal.,2002).

miRNA는 생체 내 내인성으로 존재하고 종간에 진화적으로 잘 보존되어 있으며,

RNA 간섭을 통하여 그 기능을 발휘한다(GomesandGomez,2008;Liuetal.,2009).

그리고 miRNA는 그 크기가 21-25개의 염기에 불과한 극히 작은 noncodingRNA 분

자이며,주로 표적 유전자의 3’-UTR결합부위에 상보적인 염기서열을 가지면서 그 표

적유전자의 단백합성을 억제하거나 촉진시키는 기능을 보유한 것으로 알려져 있다

(Majidetal.,2010;Lietal.,2011;Nishidaetal.,2011).또한 miRNA는 진핵세포 내

에서 다양한 유전자를 조절함으로써 세포분화,성장 및 증식 등 대부분의 생명현상에

관여하는 것으로 알려져 있으며,특히 여러 악성종양에서 특이적인 발현양상을 보여

종양유전자 혹은 종양억제자로서 발암과정에 다양하게 관여하는 것으로 보고되고 있다

(GomesandGomez,2008;Liu etal.,2009;Majidetal.,2010;Lietal.,2011;

Nishidaetal.,2011).

종양 관련 miRNA를 ‘oncogenicmiRNA’라 부르며,여러 악성종양에서의 oncogenic

miRNA 발현 프로파일링(expressionprofiling)결과들은 여러 종양의 조기진단과 예후
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측정에 있어 임상적 응용 가능성을 보여주었다(GomesandGomez,2008;Liuetal.,

2009).종양과 관련된 최초 보고 miRNA는 miR-15/-16이었으며,miR-15/-16은 B-cell

chroniclymphocyticleukemia에서 그 발현이 매우 낮았고 이들이 존재하는 염색체

13q14부위가 결손되어 있었다(ChenandLodish,2005;Cimminoetal.,2005;Calin

andCroce,2006).또한 miR-126은 유방암 증식을 억제하는데 관여한다고 보고되었으

며,폐암세포에 miR-126발현을 증가 시켰을 때 세포의 증식과 이동에 관여하는 세포

내 신호전달과정을 조절하는 보조 단백질의 일종인 Crk의 발현을 감소시킴으로서 폐

암세포의 유착과 이동 및 invasion을 저해한다고 보고되었다(Urbich etal.,2008;

Meister and Schmidt,2010).이 외 miR-17,miR-21,miR-155,miR-221/-222,

miR-34a,miR-223,miR-107및 Let-7등의 miRNA들이 암의 발생 및 전이에 매우

중요한 역할을 한다고 보고되고 있다(Cho,2007;Nervietal.,2007;Hermeking,2009;

Tilietal.,2009;Albinsson and Sessa,2010;Chen etal.,2011;Osada and

Takahashi,2011;Panetal.,2011)

보건복지가족부의 우리나라 암 등록 조사자료 분석보고서에 의하면,우리나라에서

1년에 약 1200-1500명의 구강암 환자가 발생하는 것으로 추정된다.구강암은 인체에

발생되는 암의 약 4-5%를 차지하고 있으며 95% 이상이 편평세포암종으로,흡연,음

주,만성적 자극,HPV 바이러스 감염 등을 원인으로 생각하고 있다(Toddetal.,1997;

Notani,2000).특히 구강암은 예후가 좋지 않고,환자의 평균 5년 생존율이 약

40-60%로 알려져 있으며,이 생존율이 지난 30년 동안 전혀 증가하지 않았다(Toddet

al.,1997;Notani,2000).구강암은 다른 부위의 암과 비교하여 볼 때,쉽게 생검할 수

있고 치료효과의 모니터링이 다른 부분의 암과 달리 간편하여 화학방사선요법 혹은 유

전자 치료법의 대상으로 훌륭한 모델이 될 수 있음에도 불구하고,구강암은 다른 암에

비해 그 발생기전 등 분자생물학적 접근이 되어있지 않은 암 중의 하나이다.

miRNA는 컴퓨터 데이터베이스 상으로는 다양한 표적유전자가 예측되어 있으나,
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실제 그 기능이나 표적유전자에 대한 연구는 거의 되어 있지 않다.따라서 miRNA가

발현되는 조직이나 세포,더 나아가 miRNA의 발현을 조절하는 단백질이나 신호전달

에 대한 연구가 절실히 필요하며,특히 구강암에서 miRNA 연구는 그 연구가 매우 부

족한 실정이다.따라서 본 연구에서는 정상 사람 구강각화세포(normalhuman oral

keratinocytes,NHOK)와 한국인에서 유래한 구강암세포주 YD-38에서 miRNA들의 발

현을 비교․분석하여 구강암 특이 miRNA를 확립하고자 하였다.
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II.실험재료 및 방법

1.실험재료

N-methylthiotetrazole(MTT)는 Sigma(St.Louis,MO,USA)에서 구입하여 사용하

였고,ECLdetectionkit는 Amersham BiosciencesCorp.(Piscataway,NJ,USA)에서

구입하여 사용하였다.MiRNeasyminikit,Miscriptreversetranscriptionkit,Miscript

SYBR green PCR kit및 Attractenetransfectionreagent는 Qiagen(Valencia,CA,

USA)에서 구입하여 사용하였고,pSUPER basicvector는 OligoengineInc.(Seattle,

Washington,USA)에서 구입하여 사용하였다.기타 분석시약들은 analyticalgrade를

구입하여 사용하였다.

사람 구강암세포 YD-38은 한국세포주은행(KoreanCellLineBank,Seoul,Korea)

에서 제공받아 실험에 이용하였다.

2.세포배양

1)정상 사람 구강각화세포(Normalhumanoralkeratinocytes,NHOK)

사람의 정상 구강점막(oralmucosa)은 조선대학교 치과병원(광주,대한민국)에서 치

관확장(crownlengthening)시술을 받은 환자의 동의를 얻어 수집하였으며,조선대학

교 연구윤리위원회의 승인을 받아 실험에 이용하였다.조직시료를 povidoneiodine용

액으로 소독하고 약 5x 10mm의 크기로 절단한 후,100U/mlstreptomycin과 1%

amphotericinB가 함유된 4℃의 0.25% trypsin/Hank'sbalancedsaltsolution(HBSS)

에 함수하여 결합조직을 제거하였다.조직시료를 상온에서 30분간 유지시킨 후,미세한

forcep을 이용하여 상피조직를 분리하였으며,0.025% trypsin이 함유된 EDTA에서 10
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분간 처리하고 400xg로 원심분리하여 세포를 분리하였다.세포(NHOK)를 50μg/ml

gentamycin,5ng/mlepidermalgrowth factor(EGF) 및 50㎍/mlpituitary gland

extract가 함유된 keratinocyte growth medium(KGM-SFM)배지에서 0.5 x 10
3

cells/cm2이상의 밀도로 배양하였으며,본 연구에서는 1-3세대의 NHOK를 이용하여

실험하였다.

2)YD-38세포

사람 구강암세포 YD-38은 10% fetalbovineserum(FBS,InvitrogenCo.,Carlsbad,

CA,USA)및 항생제(100u/mlpenicillinm,100㎍/mlstreptomysin)가 함유된 37°C의

RPMI1640(InvitrogenCo.,Carlsbad,CA,USA)성장배지 하에서 배양하면서 실험에

이용하였다.

3.MicroRNA(miRNA)추출

NHOK와 YD-38세포에서 miRNeasyminikit(Qiagen,Valencia,CA,USA)를 이

용하여 miRNA를 분리하고 정제하였다.각 세포가 들어있는 1.5mltube에 700㎕의

lysisreagent를 넣어 충분히 균질화 시키고 상온에서 5분 동안 반응시킨 후,140㎕의

chloroform을 첨가하여 15초간 혼합하였다.상온에서 3분 동안 반응시킨 후,4℃에서

15분간 12,000xg로 원심분리 하였다.상층액을 minicolumn으로 이동시켜 8,000xg

로 15초간 원심분리한 후,RWT buffer와 RPE buffer를 각각 처리하고 8,000xg로

원심분리하여 miRNA 시료를 세척하였다.시료가 들어있는 minicolumn을 RNA용 수

집 tube로 이동시킨 후,8,000xg에서 1분간 원심분리하여 miRNA를 추출하였다.추

출한 miRNA를 Biophotometer(Eppendorf,Hamburg,Germany)로 정량한 후 실험에

이용하였다.
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4.miRNA microarray및 결과분석

NHOK와 YD-38세포에서 miRNA 발현양상을 microarray분석으로 확인하였다.

NHOK와 YD-38세포에서 miRNA를 추출하여 AffymetrixGeneChipScanner3000

7G(Affymetrix,Fremont,CA,USA)를 이용하여 각 세포별 miRNA microarray영상

을 스캔하였으며,신호강도는 20-100사이,노이즈 강도는 5이하인 조건을 만족하는

범위에서 실험을 진행하였다.AffymetrixGCOSsoftware(Affymetrix,Fremont,CA,

USA)를 이용하여 microarray결과를 분석하였으며,각 세포별 microarray결과를 plot

으로 나타내어 전체 데이터의 신호강도 분포를 확인하였다.

5.정량 PCR분석

miRNA microarray결과 중,NHOK와 YD-38세포와 비교하였을 때 그 발현의 차

가 큰 miRNA들(miR-30a,miR-1246,miR-203,miR-125a)을 정량 PCR 분석으로 재

확인하였다.miScriptReverseTranscriptionkit(Qiagen,Valencia,CA,USA)를 이용

하여 miRNA1㎍,RTasemix0.5㎕ 및 RTbuffer2㎕를 혼합한 후,전체 부피가 10㎕

가 되도록 DEPC를 처리한 물로 적정하였으며,37℃에서 60분간 반응시키고 95℃에서

5분간 반응시켜 cDNA를 합성하였다.합성한 cDNA를 miScriptSYBR GreenPCR

kit(Qiagen,Valencia,CA,USA)를 이용하여 cDNA 3ng,SYBRGreenmastermix10

㎕,universalprimer1㎕ 및 각 miRNA primer1㎕를 혼합한 후,전체 부피가 20㎕가

되도록 DEPC를 처리한 물로 적정하였다.Exicycler
TM

96(Bioneer co.,Daejeon,

Korea)을 이용하여 95℃에서 15분간 반응시킨 후,94℃에서 15초,55℃에서 30초,70℃

에서 30초를 45회 반복하여 반응시켰다. 정량 PCR 결과를 qcalculator 1.0

program(Institut of Pharmacology & Toxicology,University of Bonn,Bonn,
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Germany)을 이용하여 Ct값에 따른 miRNA양을 정량적으로 계산하여 분석하였다.정

량을 위한 내부 대조군(internalcontrol)으로는 u6를 이용하였으며,PCR 분석에 사용

된 각 miRNA primer는 Table1에 나타내었다.

Table1.miRNA primersequencesforquantitativereal-timePCRanalysis

miRNAs Primersequences

miR-30a TGTAAACATCCTCGACTGGAA

miR-1246 AATGGATTTTTGGAGCAGG

miR-203 GTGAAATGTTTAGGACCACTA

miRr-125a TCCCTGAGACCCTTTAACCTG

u6 CGCAAGGATGACACGCAAATT

6.Vector제작

각 miRNA가 삽입된 클론을 위해,pSUPERbasicvector(OligoengineInc.,Seattle,

WA,USA)(Fig.1)를 이용하여 miRNA 염기서열을 포함하는 vector를 제작하였다.선
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별된 miRNA를 클로닝하기 위해,각 miRNA를 제조할 수 있는 primer(Table2)를 제

작하여 non-templatePCR을 수행하였다.PCR 생산물(insertoligo)과 pSUPER basic

vector를 제한효소 BglII(AGATCT)와 XhoI(GAGCTC)으로 각각 절단한 후,T4

DNA ligase를 이용하여 miRNA 염기서열을 vector에 접합시켰다.재조합 된 vector를

competentcell(DH-5α)에 transformation 시킨 후,항생제 ampicillin이 포함된 LB

agarplate에 콜로니를 배양하여 플라스미드(vector)를 분리하고 그 염기서열을 확인하

였으며,정확한 miRNA 염기서열을 보유한 재조합 vector를 선별하여 실험에 이용하였

다.

Fig.1.ThemapofpSUPERbasicvector(OligoengineInc.,Seattle,WA,USA)
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Table2.Thefullsequencesand primersequencesofmiRNAsforvector

construction

miRNAs FullsequenceofmiRNAs PrimersequencesofmiRNAs

miR-203

GTGTTGGGGACTCGCGCG

CTGGGTCCAGTGGTTCTT

AACAGTTCAACAGTTCT

GTAGCGCAATTGTGAAA

TGTTTAGGACCACTAGAC

CCGGCGGGCGCGGCGACA

GCGA

Forward:

AGCAGATCTGTGTTGGGG

ACTCGCGCGCTGGGTCCAG

TGGTTCTTAACAGTTCAA

CAGTTCTGTAGCGCAA

Reverse:

GACCTCGAGTCGCTGTCGC

CGCGCCCGCCGGGTCTAGT

GGTCCTAAACATTTCACA

ATTGCGCTACAGAACTG

miR-125a

TGCCAGTCTCTAGGTCCC

TGAGACCCTTTAACCTGT

GAGGACATCCAGGGTCAC

AGGTGAGGTTCTTGGGA

GCCTGGCGTCTGGCC

Forward:

AGCAGATCTTGCCAGTCTC

TAGGTCCCTGAGACCCTTT

AACCTGTGAGGACATCCA

Reverse:

GACCTCGAGGGCCAGACGC

CAGGCTCCCAAGAACCTCA

CCTGTGACCCGTGGATGTC
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7.MTT 분석

miRNA에 의한 암세포 성장 억제효과를 관찰하기 위해,24wellplate에 4x10
4

cells/well의 YD-38세포를 접종하였으며,24시간 배양한 후 새로운 배양배지로 교체하였

다.AttracteneTransfectionreagent(Qiagen,Valencia,CA,USA)1.5㎕와 miRNA염기서열

이 삽입된 재조합 vector(0.2ng/ml,0.6ng/ml,2ng/ml,6ng/ml,20ng/ml,60ng/ml,200ng/ml)를

혼합하여 상온에서 15분간 반응 시킨 후 YD-38세포에 처리하여 48시간 동안 배양하였으며,

세포성장 억제효과를 MTT 분석으로 측정하였다.MTT 분석은 YD-38세포에 MTT

용액(MTT 최종농도 0.5㎍/㎕)을 37℃에서 4시간 처리한 후,MTT 용액을 제거하고

0.04N HCl이 함유된 isopropanol로 녹여내어 570nm에서 흡광도를 측정하여 시행하였

다.

8.실험자료의 통계학적 검정

모든 실험성적은 mean± SEM으로 나타내었고,각 실험군 간의 유의성 검정은

ANOVA 후에 Student'st-test를 하였으며,pvalue가 0.05미만(p<0.05)의 경우에서

통계적 유의성이 있는 것으로 간주하였다.
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Ⅲ.실 험 결 과

1.NHOK와 YD-38세포의 miRNA microarray분석

NHOK와 YD-38세포에서 miRNA 발현양상을 microarray분석으로 확인하였다.

NHOK와 YD-38세포에서 총 1,769개의 miRNA를 비교․분석한 결과,정상 구강각화

세포인 NHOK와 비교하여 구강암세포주인 YD-38에서 40개의 miRNA가 그 발현이

증가하였으며 31개의 miRNA가 발현이 감소하였다.YD-38에서 발현이 5배 이상 증가

된 miRNA는 24개였으며,5배 이상 감소된 miRNA는 16개였다(Table3과 4).그 중

특이적으로 10배 이상 증가한 miRNA는 miR-30a,miR-1246,miR-720및 miR-934이었

으며,10배 이상 감소한 miRNA는 miR-203,miR-125a,miR-132,miR-UL70-3p 및

miR-1228이었다(Fig.2).

2.NHOK와 YD-38세포에서 정량 PCR에 의한 miRNA 발현 분석

miRNA microarray결과 중,NHOK와 YD-38세포를 비교하였을 때 그 발현의 차

가 큰 miRNA(miR-30a, miR-1246, miR-203, miR-125a)를 miScript Reverse

Transcription kit를 이용하여 정량 PCR 분석으로 재확인하였다.정량 PCR 결과,

miR-30a는 정상 구강각화세포인 NHOK에 비해 구강암세포주인 YD-38에서 그 발현

이 약 74배 증가하였으며 miR-1246은 약 53배 증가하였다(Fig.3).miR-203은 NHOK

에 비해 YD-38에서 그 발현이 약 8배 감소하였고 miR-125a는 약 3배 감소하였으며

(Fig.3),정량 PCR에 의한 miRNA 발현분석 결과는 miRNA microarray분석결과와

일치함을 확인할 수 있었다.
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Table3.miRNAsup-regulatedinYD-38cellsincomparisontoNHOK

miRNAs
NHOK

(signal)

YD-38cells

(signal)

Absolutefold

change

miR-30a 72.17 992.47 13.752

miR-1246 207.86 2700.80 12.994

miR-720 24.93 289.63 11.618

miR-934 16.24 177.12 10.907

HBII-135 292.15 2894.70 9.908

U82 58.76 545.02 9.274

U51 92.72 737.24 7.950

U38B 173.20 1369.80 7.908

HBI-6 25.16 196.30 7.800

U36B 26.70 203.17 7.609

U65 35.58 263.25 7.399

miR-24-2 16.21 119.23 7.353

HBII-296B 17.40 121.00 6.953

miR-324-5p 31.92 218.22 6.836

HBII-180C 73.12 492.00 6.728

miR-429 18.46 122.62 6.642

ACA33 32.85 214.36 6.525

U79 53.61 345.97 6.453

miR-21 18.23 117.50 6.446

ACA41 33.19 213.17 6.422

miR-625 17.47 106.50 6.097

miR-200a 147.04 894.06 6.080

U56 508.13 3089.40 6.080

miR-301a 26.51 160.73 6.061

Eachabsolutefoldchangevaluerepresentsthemeanofthreeindependent

experimentswithvaryingSEM lessthan±11%.
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Table4.miRNAsdown-regulatedinYD-38cellsincomparisontoNHOK

miRNAs
NHOK

(signal)

YD-38cells

(signal)

Absolutefold

change

miR-203 3767.70 73.28 -31.414

miR-125a 1178.40 90.22 -13.061

miR-132 215.56 17.40 -12.383

miR-UL70-3p 724.86 63.02 -11.502

miR-1228 1530.70 133.87 -11.434

miR-34a 251.86 26.12 -9.641

miR-193b 869.73 110.26 -7.888

HBII-85-6 877.90 112.46 -7.806

miR-92b 320.55 42.91 -7.469

miR-638 3307.70 473.51 -6.985

HBII-85-2 173.23 24.81 -6.979

HBII-85-26 1066.00 161.19 -6.613

miR-663 1447.70 219.75 -6.587

miR-149 2055.80 320.03 -6.423

HBII-85-8 236.78 39.19 -6.041

14qII-14 65.46 12.83 -5.099

Eachabsolutefoldchangevaluerepresentsthemeanofthreeindependent

experimentswithvaryingSEM lessthan±11%.
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Fig.2.miRNAs up- ordown-regulated in YD-38 cells in comparison to

NHOK by miRNA microarray analysis.Each absolute fold change

value represents the mean ofthree independentexperiments with

varyingSEM lessthan±11%.
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METHODS".The expression levelofmiRNA was calculated by

usingqcalculator1.0program afterinternalcontrolu6normalization.

Each relative copy number value represents the mean of three

independentexperimentswithvaryingSEM lessthan±14%.
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3.YD-38세포성장에 미치는 miRNA의 효과

miRNA에 의한 암세포 성장 억제효과를 조사하기 위해,miRNA 염기서열이 삽입된

재조합 vector(0.2ng/ml,0.6ng/ml,2ng/ml,6ng/ml,20ng/ml,60ng/ml,200ng/ml)를 YD-38세

포에 48시간 동안 처리한 후,세포성장 억제효과를 MTT분석으로 측정하였다.

YD-38세포에 miR-203을 0에서 200ng/ml까지의 다양한 농도로 48시간 동안 투여

한 후 MTT 검사를 시행한 결과,miR-2030.2에서 6ng/ml까지의 농도에서는 vector

만 처리한 대조군과 비교하였을 때 세포성장 억제의 차이를 볼 수 없었으며,20ng/ml

에서는 대조군과 비교하여 세포성장 억제경향은 확인할 수 있었으나 통계적 의의는 없

었다(Fig.4).그러나 miR-20360과 200ng/ml에서는 대조군과 비교하여 볼 때 뚜렷한

YD-38세포성장 억제효과를 볼 수 있었으며,이 효과는 농도에 의존적임을 확인할 수

있었다(Fig.4).MiR-125a의 경우에서는 0.2에서 20ng/ml까지의 농도에서는 vector만

처리한 대조군과 비교하였을 때 세포성장 억제의 차이를 볼 수 없었으며,60ng/ml에서

는 대조군과 비교하여 세포성장 억제경향은 확인할 수 있었으나 통계적 의의는 없었다

(Fig.5).그러나 miR-125a200ng/ml에서는 대조군과 비교하여 볼 때 뚜렷한 YD-38

세포성장 억제효과를 볼 수 있었다(Fig.5).
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Fig.4.TheeffectofmiR-203 on thecellviability in YD-38 cells.The

YD-38cellsweretreatedwithvariousconcentrationsofmiR-203or

withoutmiR-203for48hours.Thecellviabilitiesweredetermined

bytheMTT assays.Thepercentageofcellviabilitywascalculated

asaratioofA570nmsofmiR-203treatedcellsanduntreatedcontrol

cells. Each data point represents the mean ± SEM of four

experiments.*P<0.05vs.control(thecontrolcellsmeasuredinthe

absenceofmiR-203).
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Fig.5.TheeffectofmiR-125aon thecellviability in YD-38cells.The

YD-38cellsweretreatedwithvariousconcentrationsofmiR-125aor

withoutmiR-125afor48hours.Thecellviabilitiesweredetermined

bytheMTT assays.OtherlegendsarethesameasinFig.4.
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Ⅳ.총괄 및 고안

게놈프로젝트 수행 전,많은 과학자들은 인체의 복잡한 기능을 정상적으로 수행하

기 위해서는 사람 유전자 수가 적어도 10만개는 될 것으로 예측하였다.그러나 게놈프

로젝트 완결 후 밝혀진 사람의 유전자 수는 약 25,000개에 불과하였으며,이는 꼬마선

충(C.elegans)의 유전자 수 약 20,000개와 크게 차이나지 않았다(Noviketal.,2002).

원시적 작은 벌레의 유전자 수와 별다른 차이가 없는 사람의 유전자 수로는 인체의 복

잡하고 다양한 특성을 설명할 수 없기 때문에 과학자들은 인체의 특성을 설명하기 위

해 유전자 이외의 다른 조절기전에 주목하기 시작하였으며,이로 인한 후생유전

(epigenetics)이라는 학문이 발전하게 되었다(Callinan and Feinberg,2006;Esteller,

2006).후생유전이란 DNA 염기서열 변화 없이 DNA를 둘러싼 여러 요인들의 변화로

유전자가 조절되는 것을 말하고,후생유전의 구성요소에는 염색질 변형(chromatin

modification),DNA 메틸화(DNA methylation)및 RNA 간섭(RNA interference)등이

있으며,이들 세 요소들이 각기 다른 역할도 하지만 서로 밀접하게 관련되어 표적유전

자를 조절하는 것으로 알려져 있다(CallinanandFeinberg,2006;Esteller,2006).

최근 miRNA 발현변화가 종양의 시작과 진행단계에서 매우 중요하다는 실험결과가

발표되고 있으며,종양에서 miRNA의 비정상적인 발현은 염색체 결손,증폭,point

mutation과 같은 유전적인 원인 또는 비정상적인 DNA 메틸화 등과 같은 후생유전에

의한 것으로 보고되고 있다(HardyandTollefsbol,2011;Lorincz,2011).종양과 관련

된 이러한 miRNA 연구결과들은,miRNA가 암의 형성,진행 및 전이에 암 억제인자로

서 매우 중요한 역할을 할 뿐만 아니라,암의 진단이나 예후를 예측하는 중요한 생물

학적 마커로 사용될 수 있다는 것을 시사하고 있다(Hardy and Tollefsbol,2011;

Lorincz,2011).따라서 본 연구에서는 구강암세포에서 특이 miRNA를 확립하고 그
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miRNA의 제어에 따른 구강암세포의 성장과 증식에 대한 기능적 정보를 축적하여 이

를 구강암세포 성장억제와 구강암 치료를 위한 적용을 위하여,정상 사람 구강각화세

포(NHOK)와 한국인에서 유래한 구강암세포주 YD-38에서 miRNA의 발현을 비교․분

석하여 구강암 특이 miRNA를 확립하고자 하였다.

NHOK와 YD-38세포에서 miRNA 발현양상을 비교하기 위한 microarray분석결

과,NHOK와 비교하여 구강암세포주인 YD-38에서 가장 크게 증가한 miRNA는

miR-30a와 miR-1246이었으며,가장 크게 감소한 miRNA는 miR-203과 miR-125a이었

다(Fig.2).MiRNA microarray결과를 정량 PCR분석으로 재확인한 결과,miR-30a와

miR-1246은 NHOK에 비해 YD-38에서 그 발현이 각각 약 74배와 53배 증가하였고,

miR-203과 miR-125a는 그 발현이 각각 약 8배와 3배 감소하였으며,정량 PCR에 의

한 miRNA 발현분석 결과와 miRNA microarray분석결과가 유사함을 확인할 수 있었

다(Fig.3).이는 정상과 두경부암에서 다양한 방법을 통해 miRNA 발현양상을 비교하

여 miR-30a는 두경부암에서 그 발현이 증가하였고 miR-203은 그 발현이 감소하였다

는 Liu 등(2009)의 연구결과와 일치하였으나,본 연구에서 발현차이를 보였던

miR-1246과 miR-125a는 그 발현차이가 없었으며(Liuetal.,2009),이는 분석방법의

차이와 세포유래의 차이에서 오는 결과라 생각된다.본 연구의 miRNA microarray와

정량 PCR결과는,구강암세포에서 증가한 miRNA와 감소한 miRNA가 암세포 성장에

대한 특이적인 역할을 지닐 수 있음을 시사한다.

본 연구에서 miRNA에 의한 암세포 성장 억제효과를 조사하기 위한 MTT 분석에

서,YD-38구강암세포에서 그 발현이 감소했던 miR-203과 miR-125a는 YD-38세포

의 성장을 뚜렷이 억제시켰다(Fig.4와 5).이는 대장암세포에서 miR-203의 발현이 감

소하고 miR-203이 대장암세포의 성장을 억제시킨다는 Li등(2011)의 연구결과와,위암

세포에서 miR-125a의 발현이 감소하고 miR-125a가 위암세포의 성장을 억제시킨다는

Nishida등(2011)의 연구결과와 일치하였다(Lietal.,2011;Nishidaetal.,2011).이러
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한 결과들은 구강암세포에서 miR-203과 miR-125a가 암세포 성장억제에 대한 특이적

인 효과를 가지고 있다는 것을 시사하며,또한 구강암 치료의 표적으로서 이들

miRNA의 잠재적인 가치를 시사하고 있다.

그러나 본 연구에서 실험에 이용한 구강암 세포 등 표본들의 수에는 한계가 있었으

며,이들 miRNA가 유도하는 구강암세포 성장억제에 관한 표적 유전자 분석 등 세포

및 분자적 기전연구는 더 추구하여야 할 과제로 생각된다.본 연구의 대상이 되는

miRNA는 다른 유전자 조절 메커니즘에 비해 최근에 밝혀지고 있지만,그 작용기전과

표적하는 유전자가 최근 들어 많이 연구되고 그 기능 연구 또한 매우 활발히 진행되고

있다(GomesandGomez,2008;Liuetal.,2009;Majidetal.,2010;Lietal.,2011;

Nishidaetal.,2011).이러한 miRNA에 의한 유전자 발현조절은 향후 매우 중요한 유

전자 조절 방식의 하나로 자리매김할 것으로 여겨지고 있다.특히 구강암에서 특이

miRNA를 확립하여 miRNA 제어에 따른 구강암세포의 성장과 증식에 대한 기능적 정

보를 규명한다면,구강암에서 표적 miRNA를 생물학적 표지자로의 사용도 가능할 것

이며,궁극적으로 이 miRNA를 이용한 항암물질,유전자 치료법 및 구강암 진단키트를

개발하여 구강암 치료의 새로운 전략도 제시할 수 있을 것으로 사료된다.

결론적으로,사람 구강암세포 YD-38에서 miR-203과 miR-125a는 정상 사람 구강

각화세포 NHOK에서보다 그 발현이 크게 감소하였고 miR-203과 miR-125a는 YD-38

세포의 성장을 뚜렷이 억제시켰다.또한 본 연구의 결과로 이들 miRNA를 이용한 구

강암 세포 성장억제에 관한 하나의 방향을 제시할 수 있을 것으로 생각된다.
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Ⅴ.결 론

miRNA는 21-25개 염기의 작은 noncoding RNA 분자이며,주로 표적 유전자의

3’-UTR결합부위에 상보적인 염기서열을 가지면서 그 표적유전자의 단백합성을 억제

시키거나 촉진시킨다.또한 miRNA는 진핵세포 내에서 다양한 유전자를 조절함으로써

세포분화,성장 및 증식 등 대부분의 생명현상에 관여하며,특히 악성종양에서 특이적

인 발현양상을 보여 종양유전자 혹은 종양억제자로서 발암과정에 다양하게 관여한다.

본 연구에서는 정상 구강세포와 구강암세포에서 miRNA들의 발현을 비교․분석하여

구강암 특이 miRNA를 확립하기 위해,정상 사람 구강각화세포 NHOK와 한국인에서

유래한 구강암세포주 YD-38에서 세포배양,miRNA 추출,miRNA microarray분석,

정량 PCR분석,vector제작 및 세포성장 억제실험을 시행하였다.

NHOK와 YD-38세포에서 microarray분석으로 총 1,769개의 miRNA를 비교․분

석한 결과,YD-38에서 40개의 miRNA가 발현이 증가하였으며 31개의 miRNA가 발현

이 감소하였다.특이적으로 10배 이상 발현이 증가한 miRNA는 miR-30a,miR-1246,

miR-720및 miR-934이었으며,10배 이상 감소한 miRNA는 miR-203,miR-125a,miR-132,

miR-UL70-3p및 miR-1228이었다.정량 PCR 결과,miR-30a는 YD-38에서 그 발현이

약 74배 증가하였으며 miR-1246은 약 53배 증가하였다.miR-203은 YD-38에서 그 발

현이 약 8배 감소하였고 miR-125a는 약 3배 감소하였다.YD-38세포에서 miR-203과

miR-125a는 세포의 성장을 뚜렷이 억제시켰다.

본 연구의 결과로서 miR-203과 miR-125a는 사람 구강암세포 YD-38에서 정상 사

람 구강각화세포에서보다 그 발현이 크게 감소하였고,YD-38세포의 성장을 뚜렷이

억제시킴을 알 수 있었으며,본 연구의 결과로 이들 miRNA를 이용한 구강암 세포 성

장억제에 관한 하나의 방향을 제시할 수 있을 것으로 생각된다.
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