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(57)  약

본  신규  miRNA hc-smR-S2-5  상  miRNA   폐암   치료  약  에  것

, 체  폐암 포  래  신규  간 암-  RNA(human cancer-small RNA, hc-smR)-S2-5

리 (stem-loop)  고 포 에  그들  열  보 , 폐암 포에  고, 간 간

엽-상   (mesenchymal-epithelial transition factor, c-Met)  mRNA  단 질 수 에  직

억 , 폐암 포에  hc-smR-S2-5  과  c-Met  통  포  식  동  감 시키고 포주  

 단 질  감 시키  것  , hc-smR-S2-5  폐암   치료에 게 사  수  알

수 다.

  도 - 도1
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특허청  

청  1 

열  1  염 열   hc-smR(human cancer-small RNA)-S2-5 miRNA.

청  2 

 1 에 어 , miRNA  간 폐 또  폐암 포  래  것  특징   hc-smR-S2-5 miRNA.

청  3 

 1 에 어 , miRNA  간엽-상   (mesenchymal-epithelial transition factor, c-Met)  

 억  것  특징   hc-smR-S2-5 miRNA.

청  4 

 1 에 어 , miRNA  간 폐 또  폐암 포  식  동  억  것  특징   hc-smR-S2-5

miRNA.

청  5 

 1  hc-smR-S2-5 miRNA  포  .

청  6 

 5 에 어 ,  비 러스   또  러스   것  특징   .

청  7 

 5   숙주 포에 질 시킨 질 체.

청  8 

 7 에 어 , 숙주 포  간 폐 또  폐암 포  것  특징   질 체.

청  9 

 1  hc-smR-S2-5 miRNA 또   5   포  폐암  또  치료  약  .

청  10 

 1  hc-smR-S2-5 miRNA  검   라 , 브 또  체  포  폐암 진단  키트.
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청  11 

1) 검체에  리  시료에   1  hc-smR-S2-5 miRNA   수  측  단계; 

2) 에 비 여 hc-smR-S2-5 miRNA   수  감  폐암에 걸릴 험   것   단계

 포 , 폐암 진단  보  공    검  .

청  12 

 11 에 어 , hc-smR-S2-5 miRNA   수  실시간 RT-PCR에  것  특징   폐암 진단  

보  공    검  .

청  13 

1) 검  또    1  hc-smR-S2-5 miRNA   포에 처리  단계; 

2) 에 비 여 hc-smR-S2-5 miRNA   수  가시키  검  또   별  단계

포 , 폐암  또  치료  스크리닝 .

청  14 

 13 에 어 , hc-smR-S2-5 miRNA   수  실시간 RT-PCR에  것  특징   폐암  또

치료  스크리닝 .

  

 술  야

본  신규  miRNA    폐암 치료 에  것 다.[0001]

 경  술

첫 째 마 크 RNA(miRNA)  마 (Caenorhabditis elegans)에  견 었고(비특허 헌 1, 2) 재[0002]

miRBase(http://microrna.sanger.ac.uk/index.shtml)에  1,400개 상  간 miRNA들  다(비특허 헌 3).

miRNA  18-25개  클 티드(nt) 고 60-80 nt 체 miRNA(pre-miRNA)  래  내생  비암

 RNA 다(비특허 헌 4,  5).   miRNA  단계별 공   가닥 특  리보 클 아 (double-strand-

specific ribonuclease, Drosha), RNase III  다 (RNase III enzyme Dicer)  RNA 도 침  복 체

(RNA-induced silencing complex, RISC)  다(비특허 헌 6).  상  공  우  에  어난 다  

포질에  어난다(비특허 헌  7).   첫째 ,  60-80  nt  pre-miRNA  에  Drosha에   

miRNA(primary  miRNA,  pri-miRNA)  단 다(비특허 헌 8).  그런 다 , pre-miRNA  포질  동

후, 숙  miRNA  생   Dicer에  단 다(비특허 헌 9).  그런 후, 숙  miRNA  RISC  

리  단 질-RNA 복 체  통 다(비특허 헌 10).  결과 , 숙  miRNA  RISC에  ORF 또  3' 비 역

(untranslated region, UTR)에  그   열(seed sequence)에  상  miRNA에 결   

   수 ,  mRNA 역  억  야 다(비특허 헌 11).

암에  miRNA  폭  포 사 , 생   에   수 다.  miRNA  포 특  에  [0003]

고, 포 동   달 시  포  진  생 에  많  생  사 공 에    다(비특

허 헌 12).  근에, 암 치료에  치료   재  역  가진 다양  암  miRNA들  보고

 다(비특허 헌 13).  암   집  계  암  간 죽  주  원  남아 다.

등록특허 10-1308924

- 4 -



폐암  에  략 80%   비 포  폐암(non-small  cell  lung  cancer,  NSCLC) 다(비특허 헌

14, 15).  상  치료 략  개 에도 고, NSCLC   사망  갖  공격  악  양  남아 다

(비특허 헌 16).  라 , 폐암에  연  폐암  치료   신규  약    매우 

다.  

근 연  miRNA에  3' UTR   식  상  miRNA 에  ( 클 티드 2-8) 클 티드에[0004]

  루어 달  것  보여주었다(비특허 헌 17).  또  근에  miRNA가 상    5' UTR

에 결 여  mRNA에  다   식  가 게  수  견 었다(비특허 헌 18).  miRNA

  침 에   역   것  규 었다(비특허 헌 19).   보고  암 포주에  

포사 , , 염 ,   동에   역   것  보고   다(비특허 헌 20).  miR-212

- 포사  단 질   NSCLC에  포사  가시킨다(비특허 헌 21).  간 간엽-상  

 (mesenchymal-epithelial transition factor, c-Met)   miRNA  색  래  포  

동  도 다(비특허 헌 22).  miR-203   립 암  억 에  매   다(비특허

헌 23).  암과  miRNA에  연 가 수 고 에도 고, 런 주 에   많  연 가 

다.

근에,  연 에  miRNA가 암 포  직에   감 다  보고가 다.  miR-1  상 포에 비[0005]

 폐암 포에    감  다(비특허 헌 28).  miR-15a  miR-16  NSCLC 포에  특

  감 고, miR-15a/miR-16  사 클린 D1, D2,  E1   감  통  G1 차단  도 다(비특

허 헌 29).   게다가,  양 시료에  miR-16   NSCLC에  후 마커가  수 다(비특허 헌 30).

miR-145  폐암에   감 고 진  NSCLC에  마커가  수 다(비특허 헌 31).  런 miRNA들

 그  알  지 않 라도, miRNA들  다양  생  과 에    다(비특허 헌

33, 34).

편, 간 간엽-상   (mesenchymal-epithelial transition factor, c-Met)  간 포  수[0006]

체(hepatocyte growth factor receptor, HGFR) , 양   양 포   다고 알  

다(비특허 헌 26).  c-Met  래  다운스트림 신  억  NSCLC  치료에 과  수 다(비특허

헌 39).  miR-34a  c-Met   감  통  포 식  동  다.  라 , c-Met   감

암 포  식  동  억 고 포사  가시킨다(비특허 헌 40).

에, 본 들  폐암 포  신규  miRNA  동   특  , 폐암 직에  신규  miRNA[0007]

  고   사  결과, hc-smR-S2-5가 간 폐암에   역   수 

규  ,본  다.
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(비특허 헌 0040)  Kim S, Lee UJ, Kim MN, Lee EJ, Kim JY, Choung S, Kim YJ, Choi YC. (2008) MicroRNA

miR-199a* regulates the MET proto-oncogene and the downstream extracellular signal-regulated kinase 2

(ERK2). J Biol Chem. 283, 18158-18166. 

 내

결  과

본   신규  hc-smR-S2-5 miRNA,  포  ,  상   숙주 포에 도[0009]

질 체  공  것 다.

본  다   본 에  신규  hc-smR-S2-5 miRNA    폐암  또  치[0010]

료  약   공  것 다.

본  또다   본 에  신규  hc-smR-S2-5 miRNA  여 폐암  진단   공[0011]

 것 다.

본  또다   본 에  신규  hc-smR-S2-5 miRNA  여 폐암 치료  후보 질  스크[0012]

리닝   공  것 다.

과  결 수단

상   달  여, 본  열  1  염 열   hc-smR-S2-5 miRNA  공 다.[0013]

또 , 본  본 에  hc-smR-S2-5 miRNA  포   공 다.[0014]

또 , 본  본 에  hc-smR-S2-5 miRNA  포   숙주 포에 질 시킨 질[0015]

체  공 다.

또 , 본  본 에  hc-smR-S2-5 miRNA 또   포     폐[0016]

암  또  치료  약   공 다.

또 , 본  본 에  hc-smR-S2-5 miRNA  검   라 , 브 또  체  포  폐[0017]

암 진단  키트  공 다.

또 , 본  [0018]

1) 검체에  리  시료에  본 에  hc-smR-S2-5 miRNA   수  측  단계; [0019]

2) 에 비 여 hc-smR-S2-5 miRNA   수  감  폐암에 걸릴 험   것   단계[0020]

 포 , 폐암 진단  공 다.

아울러, 본 [0021]

1) 검  또   본 에  hc-smR-S2-5 miRNA   포에 처리  단계; [0022]

2) 에 비 여 hc-smR-S2-5 miRNA   수  가시키  검  또   별  단계[0023]

포 , 폐암  또  치료  스크리닝  공 다.
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 과

본 에  폐암 포  신규  hc-smR-S2-5 miRNA  리 고,   열  통  상  miRNA[0024]

가 리 (stem-loop)  고 포 에  그들  열  보  것  고, 폐암 포에  

고, 간 c-Met  mRNA  단 질 수 에  직  억 , 폐암 포에  hc-smR-S2-5  과

c-Met  통  포  식  동  감 시키고 포주   단 질  감 시키  것  , hc-

smR-S2-5  폐암 진단  마커  사  수 고, 폐암   치료   게 사  수

 알 수 다.

도  간단  

도 1  hc-smR-S2-5    열  나타내  그림 다.[0025]

도 1  A  hc-smR-S2-5 pre-miRNA  2차  나타내  그림 다.  hc-smR-S2-5  간 게  열 업스트림

과 다운스트림  컴퓨  그램 RNAfold   다.  hc-smR-S2-5  숙  miRNA 열  란색  

시 어 다. 

도 1  B  다양  포 에  hc-smR-S2-5  열  나타내  그림 다.  포  hc-smR-S2-5  열  보

어 다.  포  보  NCBI 블라스 (blasting)에  었다.

도 2  다양  포들에  hc-smR-S2-5   나타내  그림 다.  다양  포들에  hc-smR-S2-5  

폴리-A- (Poly-A-tailed) RT-PCR에  측  결과  나타내  그림 다.

도 3  폐암 포  직에  hc-smR-S2-5   나타내  그래 다.

도 3  A  폐암 포에  hc-smR-S2-5   나타내  그래 다.  다양  폐 래 포에  hc-smR-S2-

5  수  TaqMan miRNA 에  결 었다.  

도 3  B  폐암 직에  hc-smR-S2-5   나타내  그래 다.  hc-smR-S2-5   폐암  상 

직 사  비 었다.

도 4  c-Met  hc-smR-S2-5  재   나타내  그림 다.

도 4  A  측  hc-smR-S2-5    3'-UTR에  결   나타내  그림 다.  pGL3- 측

  miRNA 미믹(mimic)( 액, NC 또  hc-smR-S2-5)  공동- 질  포에  루시 라아

 측 다.  hc-smR-S2-5 미믹  열  나타내었다.

도 4  B  c-Met 결  에  돌연변 가  (seed region) 아래에 나타나  것  나타내  그림 다.

상  타  어 라 (firefly)  닐라(renilla) 루시 라아   비 에  상 었다.  

런 결과  어도   실험  득 었다.

도 5  hc-smR-S2-5가 c-Met  사  역   억 시키  것  나타내  그래 다.

도 5  A  hc-smR-S2-5 또   질  A549   TaqMan miRNA 에  측  결과

나타내  그래 다.

도 5  B  미믹  질  A549에  c-Met  mRNA 수  량  RT-PCR 에  측  결과  나타

내  그래 다.   사  상  양  GAPDH  상 었다.

도 5  C  미믹  질  A549에  c-Met  단 질 수  웨스  블랏 (Western blotting) 에 

 측  결과  나타내  그림 다.  RNA 미믹  24시간 동안 100 nmol  도  질 었다.  

도 6  hc-smR-S2-5가 포   동  통  c-Met 트워크   것  나타내  그림 다.

도 6  A  hc-smR-S2-5 또   질  A549에  포 식  XTT 에  측  결과  나

타내  그래 다.

도  6  B  hc-smR-S2-5  또   질  A549  포  수  트리  블루  염색(trypan  blue

staining) 에  측  결과  나타내  그래 다.
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도 6  C  hc-smR-S2-5 또   미믹  질  A549  포 운동  직 상 복(wound healing)

에  측  결과  나타내  그림 다.

도 6  D  포 동  트랜스웰(transwell) 에  측  결과  나타내  그림 다.  쪽  미경

사진  질  후 48시간에 득 었다( ,X 100).  실험    었다.

도 7  hc-smR-S2-5에  c-Met 억 가 c-Met 다운스트림  포주   단 질   것  나타내

그림 다.

도 7  A  hc-smR-S2-5  질  포에  다운스트림  , p-Akt, p-ERK  단 질 수  웨스

블랏  에  측  결과  나타내  그림 다.

도 7  B  hc-smR-S2-5  질  포에  포주   단 질 수  NC  비 여  결과  나

타내  그림 다.

 실시   체  내

, 본  상  다.[0026]

본  신규  hc-smR(human cancer-small RNA)-S2-5 miRNA  공 다.[0027]

상  hc-smR-S2-5 miRNA  열  1  염 열   것  람직 나 에 지 않 , 상  열[0028]

 1  염 열에  1개 또  2개  염 가 치 , 결실 또  삽  변 도 포  수 다.

상  hc-smR-S2-5 miRNA  간 폐 또  폐암 포에  래  것  람직 , 에 지 않 , 간, [0029]

랑우탄, 원숭 ,   개  같  다양  포  포에  래  수 다.  

상  hc-smR-S2-5 miRNA  간엽-상   (mesenchymal-epithelial transition factor, c-Met)  mRNA[0030]

 단 질 수 에  직  억  수 다.

상  hc-smR-S2-5 miRNA  폐암 포에  고, 폐암 포에  hc-smR-S2-5  과  c-Met  통  [0031]

포  식  동  감 시키고 포주   단 질  감 시킬 수 다.

본 들  간 폐암 포에  신규  miRNA  hc-smR-S2-5  리  동  후 그   결과,[0032]

략 70 nt 열  hc-smR-S2-5 체  2차 폴  (secondary folding structure)  고(도 1  A),

hc-smR-S2-5  염색체 2에 치 ,  사  (intergenic  region)  사 고, 숙  hc-smR-

S2-5  열  랑우탄, 원숭 ,   개  같  다양  포 에  100% 보 어  다(도 1

B).  또 , hc-smR-S2-5     결과, 폐 래 포  포  거  든 포에  

것  다(도 2).  런 타  hc-smR-S2-5가 든 다양  포에  검  것  시 , 그러므

 hc-smR-S2-5  포에  알 지지 않  miRNA  재  것  었다(비특허 헌 32).

본 들  hc-smR-S2-5  폐암에   수   결과, hc-smR-S2-5가 폐암 직에   것[0033]

 다(도 3  B).  또 , hc-smR-S2-5    알아보  , 측   (IGF1R,

BAD, c-Met  VCAM1)  별  후 들  도  질  폐암 포   다 , 루시 라아

 리포   여  결과, hc-smR-S2-5  c-Met  직  고(도 4  A), hc-smR-S2-5

   c-Met 3'UTR  504-512 nt  것  다.  또 , hc-smR-S2-5  c-Met에  과

 알아보  , hc-smR-S2-5  질  폐암 포에  c-Met  사  역  량  RT-PCR   웨

스 블랏   여  결과, hc-smR-S2-5  c-Met  사  역  감 시키  것  다

(도 5).

본 들  c-Met가 포 식  동   에, hc-smR-S2-5가 c-Met  여 포 식 [0034]

동  억 지 알아보  , hc-smR-S2-5  질  폐암 포에  포 식  동  각각 XTT 

, 트리  블루 염색 , 직 상 복   트랜스웰  여  결과, hc-smR-S2-5  c-

Met   감  통  폐암 포  식  동  억  것  다(도 6).  

본 들  hc-smR-S2-5에  c-Met   감  후 다운 스트림 신  경    결과, hc-[0035]
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smR-S2-5  c-Met  통  산  Akt  산  ERK1/2  감 시 고, 산  Rb, CDK2  사 클린 E

같  포주   단 질   감 시 다(도 7).  그러나, hc-smR-S2-5  들  3' UTR에 직

  매치 지 않았다.  , hc-smR-S2-5  c-Met  직  억 시 고, c-Met  다운스트림 들

간  사 게 억 시 다.

결 , 본  hc-smR-S2-5  폐암 포에  리 었고, 폐암 직에  , 직  c-Met[0036]

 감 시키고, c-Met 다운스트림  신   포주   단 질들   감 시키 , c-Met  

감  통  포 식  동  억  것  다.  라 , hc-smR-S2-5  폐암 진단  마커

가  수 고, 폐암 치료   게 사  수  알 수 다.

또 , 본  본 에  hc-smR-S2-5 miRNA  포   공 다.[0037]

상   비 러스   또  러스   것  람직 고, 비 러스   라스미[0038]

드 DNA  것  람직 , 러스   트 러스 , 아 러스  또  아

러스  것  람직 나 에 지 않 다.

또 , 본  본 에  hc-smR-S2-5 miRNA  포   숙주 포에 질 시킨 질[0039]

체  공 다.

상  숙주 포  간  포  포  체 포  것  람직 고, 간  폐 또  폐암 포  것  욱 [0040]

람직 나 에 지 않 다.

또 , 본  본 에  hc-smR-S2-5 miRNA,  포  , 또  상   질[0041]

 질 체    폐암  또  치료  약   공 다.

본  hc-smR-S2-5 miRNA  폐암 포에  고, c-Met  mRNA  단 질 수 에  직  억[0042]

, 폐암 포에  hc-smR-S2-5  과  포  식  동  감 시키고 포주   단 질  감

시키  것  , hc-smR-S2-5  폐암   치료   게 사  수  알

수 다.

본 에   hc-smR-S2-5에 가  동  또  사   나타내   1  상  [0043]

 수 다. 

상   상 여 시에 비경  여가 가  비경  여시 복강내주사, 직 내주사, 주사, [0044]

맥주사, 근 내주사, 내 경막주사, 뇌 내 주사 또  내 주사에  여  수 고,  약

  태  사  수 다.

상   단독 , 또  수술, 사  치료, 몬 치료,  치료  생    사[0045]

 들과 병 여 사  수 다.

상    여량  약 0.0001 내지 1000 ㎎/㎏ 고, 체  0.001 내지 100 ㎎/㎏ , 루 1[0046]

내지 수  나 어 여  수 나  체 , 연 , 별, 건강상태, 식 , 여시간, 여 ,  

질  도 등에 라 그 가 다양 다.  

본  hc-smR-S2-5  포   경우 체  0.01 내지 500 mg  고, 보다 체  0.1[0047]

내지 300  mg  ,  hc-smR-S2-5  포  재  러스  경우, 체  10
3
~10

12
 IU(10  내지

10
10
 PFU)  고, 보다 체  10

5
 내지 10

10
 IU  나, 에 지 않 다.

또 , 본  hc-smR-S2-5  포  포  경우, 체  10
3
 내지 10

8
 개  고, 보다 체[0048]

 10
4
 내지 10

7
개  나, 에 지 않 다.

또 , 본  hc-smR-S2-5  포   또  포      량  체[0049]
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1 ㎏당  경우에  0.05 내지 12.5 ㎎/㎏, 재  러스  경우에  10
7
 내지 10

11
 러스 (10

5

내지 10
9
 IU)/㎏, 포  경우에  10

3
 내지 10

6
 포/㎏ 고, 체   경우에  0.1 내지 10 ㎎/㎏,

재  러스  경우에  10
8
 내지 10

10
 (10

6
 내지 10

8
 IU)/㎏, 포  경우에  10

2
 내지 10

5
 포/㎏

, 루 2 내지 3  여  수 다.  상  같   드시 에  것  아니고,  상태 

질  병 도에 라 변  수 다.

상   실  상 여 시에 비경  여러 가지  여  수 ,  경우에  보통[0050]

사  진 , 량 , 결 , 습 , , 계  등   또   사 여 다.

비경  여   에  균  수 액, 비수 , 탁 , , 동결건 , 가 포 다.  비

수 , 탁  리 (Propylene glycol), 폴리에틸  리 , 리브 과 같  식  

, 에틸 트  같  주사 가  에스  등  사  수 다.    (witepsol), 마

크 골, 트 (tween) 61, 카카 지, 라우린지, 리 라틴 등  사  수 다.

또 , 본  본 에  hc-smR-S2-5 miRNA  검  포  폐암 진단  키트  공 다.[0051]

상  miRNA  검  라 , 브 또  체  것  람직 나 에 지 않 다.[0052]

또 , 본  [0053]

1) 검체에  리  시료에  본 에  hc-smR-S2-5 miRNA   수  측  단계; [0054]

2) 에 비 여 hc-smR-S2-5 miRNA   수  감  폐암에 걸릴 험   것   단계[0055]

 포 , 폐암 진단  공 다.

상  에 어 , 상  검체  간  포  포  것  람직 고 간  것  욱 람직 나, [0056]

에 지 않 다.

상  에 어 , 상  시료  체 포  것  람직 고, 폐 또  폐암 포 또  직  것  욱 람직[0057]

나, 에 지 않 다.

상  에 어 , 상  hc-smR-S2-5   수  측  실시간 RT-PCR  수  것  람직 나, [0058]

에 지 않 다.

아울러, 본 [0059]

1) 검  또   본 에  hc-smR-S2-5 miRNA   포에 처리  단계; [0060]

2) 에 비 여 hc-smR-S2-5 miRNA   수  가시키  검  또   별  단계[0061]

포 , 폐암  또  치료  스크리닝  공 다.

상  에 어 , hc-smR-S2-5 miRNA   포  hc-smR-S2-5 miRNA  포   폐암 포에[0062]

질 시   hc-smR-S2-5 miRNA 과  포  것  람직 나, 에 지 않 다.

상  에 어 , 상  hc-smR-S2-5   수  측  실시간 RT-PCR  수  것  람직 나, [0063]

에 지 않 다.

 실시  통  본  내  보다 상  다. [0064]

단,  실시  본  시  것  뿐, 본  내   실시 에  것  아니다.[0065]

실 시  1
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간 포  양[0066]

간 포주  미  균주 (American  Type  Culture  Collection,  ATCC)   포주 (Korean cell[0067]

line bank, KCLB)에  득 다.  간 체 폐 상 아 포 WI-38 포(ATCC, CCL-75)  스 

수 지(Eagle's minimal essential medium, EMEM)(Lonza)에  양시 다.  SV-40 질  간 폐 상

WI-38 VA-13 포(KCLB, 10075.1), 간 폐 편평암 상  NCI-H596 포(KCLB, 90596), 간 폐암 상  A549

포(ATCC, CCL-185),  간 폐 편평 포암 상  HCC-1588 포(KCLB, 71588)  RPMI(Welgene)에  양시

다.  든 포주  10% 태아 청(fetal bovine serum, FBS)(Hyclone, Lonza), 100 U/ml 니실린,  100

ug/ml 스트 마 신  보 ,   5% CO2  포  습   큐 에  37℃  양

다.  

실 시  2

폐암 포  hc-smR-S2-5  클 닝  동[0068]

<2-1> 폐암 포  RNA  리[0069]

사  에 라 트리 (TRIZOL)  시약(Molecular  Research  Center  Inc.)   RNA  다.[0070]

그런 다 ,  RNA  80% 에탄  척  후, 0.1% DEPC  처리  (Sigma)  재 탁  다 , -80℃에

다.  

<2-2>  RNA  클 닝  시퀀싱[0071]

mirVana RNA 리 키트(Ambion)  여 폐암 포  200 nt 보다   RNA  다.  상  [0072]

  RNA  DynaExpressmiRNA 클 닝 키트(BioDynamics Laboratory Inc.)  여  내  클 닝

다.  RNA 침 에   RNA  리  후, 15% 변  폴리아크릴아마 드 겔 동(polyacrylamide gel

electrophoresis, PAGE)에  다.  알칼린포스 타아 (alkaline phosphatase)에  18-30 nt RNA

탈 산 시 다.  그런 다 ,  RNA  3'-링커에 연결시 다.  3'-링커가 연결  산  5'-링커에  상

 것  막   3'-말단  차단시 다.  3'-말단  차단  산  15% 변  PAGE  여  후,

36-46 nt  산  단  다  다.   개  링커  연결  폴리아크릴아마 드 겔 동  후 염

색 에  수 었다.  50-60 nt miRNA  겔  단 여 만들어 다.  결과 산  cDNA  만들   역

사시 다.  PCR 산  TA 클 닝 키트(Promega)  여 T  내  직  연결시키고, 클 닝 고, 열

(Macrogen) 다.  

<2-3> 포매틱스 [0073]

 RNA 열  웹  그램  여 miRNA  특  평가 다.   RNA  열  NCBI 블라스[0074]

 여 간 게 에  열  다.  리 (stem loop)    RNA  RNAfold 웹

여 다. 

그 결과,  RNA 에  hc-smR-S2-5  동 고 RNAfold 그램에  2차  다(도 1[0075]

A).   또 , hc-smR-S2-5  숙  miRNA 열  다 과 같  나타났다: 5'-AGAAGGGAAGAUGGUGAC-3'( 열 :

1).  또 , hc-smR-S2-5  염색체  염색체 2p25.2: 6790550-6790567에 치 다.  hc-smR-S2-5   사

  사  것  다.  또 , hc-smR-S2-5  열  랑우탄, 원숭 ,   개  같  다

양  포 에  100% 보 어  다(도 1  B).

실 시  3

다양  포  폐 직에  hc-smR-S2-5  [0076]

간 폐  폐암 포에  hc-smR-S2-5   폴리-A- (Poly-A-tailed) RT-PCR  TaqMan miRNA [0077]

여 다.

<3-1> 폴리-A- (Poly-A-tailed) RT-PCR [0078]
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폴리-A- (Poly-A-tailed) RT-PCR(비특허 헌 27)  수 여 다양  간 포주에  hc-smR-S2-5  [0079]

다.

그 결과, hc-smR-S2-5  다양  간 폐 포  폐암 포에   것  다(도 2).[0080]

<3-2> 폐암  직 비[0081]

폐암  직 시료  과 술  내 과 재단(Korea Science & Engineering Foundation)에  승[0082]

 지지    폐 직 (Korea Lung Tissue Bank)  득 다. 

<3-3> TaqMan miRNA [0083]

TaqMan miRNA (Applied Biosystems, Foster City, CA)(비특허 헌 24  25)  여 실시간 PCR에 [0084]

 간 폐 포  폐암 직에  miRNA   량 다.  TaqMan miRNA  , miRNA-특  라

 사 다.  miRNA   , 10 ng  RNA  TaqMan miRNA  공  miRNA-특  

라  께 사 다.  주   RT- 라  숙  miRNA  상보  열에 시킨 후 Custom

TaqMan miRNA 에 공 다.  상보  DNA 주  RNU48   후 사  지시에 라 40 주

(cycle)  갖  PCR 에 시 다.  CFX Manager
TM
 트웨어(Biorad)  여 타  생 시 다.

2
-ddCT

  통  상    산 다.

그 결과, hc-smR-S2-5   WI-38 VA-13, HCC1588, A549  NCI-H596 포에  WI-38 포에 비  략 [0085]

 도 낮게 었다(도 3  A).  또 , 10개  간 폐암 직에  hs-smR-S2-5   수  10개  폐

상 직에  과 비  결과, hc-smR-S2-5   폐암 직에  폐 상 직에 비  략   낮

게 었다(도 3  B).

실 시  4

hc-smR-S2-5에  c-Met   [0086]

hc-smR-S2-5   알아보  ,  폐암에   가  후보    다[0087]

(http://www.ebi.ac.uk/gxa/experiment/E-MTAB-37).   들 , hc-smR-S2-5 후보   hc-smR-S2-5

 (seed region)  열 상동  가지  것  택 다.  체 , 폐암에  과 고 포

식  동과 (비특허 헌 35), hc-smR-S2-5     , EMBL 타 스  

여 폐암 식  동과   고, TargetScan  PicTar 그램  여  

 사 (비특허 헌 36),  3' UTR 내에  hc-smR-S2-5  5' 말단  7 nt에 걸쳐  염

 루 (비특허 헌 37  38)   별 다.  재  hc-smR-S2-5  4개  후보  

(IGF1R, BAD, c-Met  VCAM1)   루시 라아  리포   여 별 다.  

<4-1> miRNA 미믹(mimic)  질[0088]

질  사  에 라 리포 타민 2000 사약  여 수 다.  miRNA 미믹[  [0089]

(Negative  control,  NC),  hc-smR-S2-5,  si-c-Met   Anti-S2-5]   루  약 사(Genolution

Pharmaceuticals, Inc)에  다.  NC  보편   측 다.  anti-S2-5  si-c-Met  각

각 hc-smR-S2-5 억   c-Met   siRNA   시 다.  

<4-2>  루시 라아  리포  [0090]

pGL3  내  측    3'-UTR  삽  통  pGL3-리포  라스미드  다.  c-[0091]

Met-3'UTR-돌연변  컨스트럭트   ,   타-직  -직  돌연변  생  키트(muta-

direct site-directed mutagenesis kit)(iNtRON)  여 돌연변 시 다.  A549 포(5 x 10
4
)  24-웰 

트에 트시킨 후, 24시간 동안 100 nmol hc-smR-S2-5 또  NC( 측   에  pGL3-리포

  pRL-TK )  공동- 질 시 다.  pRL-TK 닐라 루시 라아    내   공

동- 질 시 다.  어 라 (firefly)  닐라(renilla) 루시 라아    루시 라아  리포

  시스  키트(Dual-Luciferase Reporter Assay System kit)(Promega)  연  측  후, 

 VICTOR(FerkinElmer)  측 다.  
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그 결과, miRNA 미믹들 에  c-Met 3' UTR  루시 라아   hc-smR-S2-5에  감  , 다  [0092]

들에   변 가 나타나지 않았다(도 4  A).  또 , hc-smR-S2-5  pGL3-c-Met  질

 A549 포  루시 라아   NC 포에 비  50% 보다  낮게 나타났다.  

편,  c-Met  3'UTR에 측  결  ( 치 503-511  nt)  다 과 같  돌연변  시 다: c-Met-3'UTRs-[0093]

mut, 결   GGGCCUUUU( 열  2)  결 (도 4  B).  그 결과, c-Met 3'UTR-결   돌연변  루

시 라아    hc-smR-S2-5    거 었다.  라 , c-Met가 hc-smR-S2-5  

 알 수 었다.  

실 시  5

hc-smR-S2-5에  c-Met   감  [0094]

hc-smR-S2-5  역  알아보  , A549 포  NC 또  hc-smR-S2-5  질 시킨 후, 량  RT-PCR [0095]

웨스  블랏   여 다.  또 , c-Met에  hc-smR-S2-5  과  알아보  , A549

포  NC, hc-smR-S2-5, Anti-S2-5 또  si-c-Met  각각 질 시킨 후, 량  RT-PCR  웨스  블랏

 여 c-Met  다.  c-Met   특  siRNA   포 시 다. 

<5-1> 량  RT-PCR [0096]

실시간 PCR  실시간 PCR 검  시스 (Bio-Rad)에  QuantiTect SYBR green PCR 키트(QIAGEN)  여 수[0097]

다.  사  라  다 과 같다: 

GAPDH: 5'-tgcaccaccaactgcttagc-3'  5'-ggcatggactgtggtcatg ag-3';[0098]

c-Met 5'-gtttgtccacagagacttggctg-3'  5'-atccacttcactggcagctttg-3'(비특허 헌 26). [0099]

<5-2> 웨스  블랏  [0100]

포   단 질  사  에 라 체  역블랏시 다.  포   단 질[0101]

- (pro-prep)  액(iNtRON)에  시 다.  단 질  도 실 산 나트 (sodium dodecyl

sulfate, SDS)-폴리아크릴아마 드 겔 동(polyacrylamide gel electrophoresis)에  리  다  폴리비

닐리  (polyvinylidene fluoride, PVDF) 막에 동시 다.  리  단 질  c-Met, ERK1/2, 산 -

ERK1/2, Akt, 산 -Akt, Rb, 산 -Rb, 사 클린(cyclin) E, CDK2(Santa Cruz), GAPDH(glyceraldehyde-

3-phosphate Dehydrogenase) 1차 체(AB Frontier)   2차 체(Santa Cruz)  여 역블랏 

에 시 다.  GAPDH  내   사 다.

그 결과, hc-smR-S2-5   hc-smR-S2-5  질  포가 NC 포에 비  략 3000  가 다(도 5[0102]

 A).  편, c-Met  사  역  hc-smR-S2-5  질  포에  NC 포에 비  감 다.  

, anti-S2-5  hc-smR-S2-5 억  통  c-Met 수   가시 다(도 5  B  C).  라 , hc-

smR-S2-5가 A549 포에  c-Met  직   것  알 수 었다. 

실 시  6

hc-smR-S2-5  과 에  포 식  억  과 [0103]

hc-smR-S2-5가 A549 포  포   운동 에  미치 지 알아보  , NC, hc-smR-S2-5, Anti-[0104]

S2-5 또  si-c-Met  각각 질  A549 포에  XTT 식 , 트리  블루 염색 , 직 상 

복   트랜스웰 동  각각 수 다.

<6-1> XTT 식 [0105]

포 식  상업  가  식 키트(XTT, Roche)  여 사 다.  체 , A549 포[0106]

웰 당 1 x 10
4
 포  도  96-웰 양 트 내  계 양 다.  hc-smR-S2-5  질  리포 타

민 2000 시약(Invitrogen)  여 수 다.  큐  말에, 지  린 후 포  산 액

(PBS)  척 다.  XTT 스트 액[50 ul, 3V-(1-( 닐-아미 카츠보닐)-3,4- 트라 )-비스(4- 시-
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6-니트 )  폰산 나트  수 (sodium  3V-(1-(phenyl-aminocarbonyl)-3,4-tetrazolium)-bis(4-methoxy-

6-nitro)  benzenesulfonic  acid  hydrate)과  N- 틸  다 라진  틸  산(N-methyl  dibenzopyrazine

methyl sulfate)  50 : 1  비  ]  5 ml  XTT- 지  시약과 100 ml   커 링 시약  

여 다.  런  사  에 지시에 라 각 웰에 첨가 다.  37℃  5% CO2 큐

에  4시간 양  후, ELISA 리 에  490 nm  에  도  측 다.  

그 결과, hc-smR-S2-5  과  A549 포  식  억 시 다(도 6  A).  상  결과  hc-smR-S2-5  시[0107]

간  식  억 고, NC 또  anti-hc-smR-S2-5 보다 60%  낮  식  보  다.

<6-2> 트리  블루 염색(Trypan Blue stain) [0108]

질  A549 포  트리  블루(Lonza) 타  여 포 생 도  다.  포  0.4% 트[0109]

리  블루 액  염색  후, 생  포  헤마사 미 (hemacytometer)  여 계수 다.  그런 다

, 포  미경  계수 다.  

그 결과, hc-smR-S2-5  과  A549 포수  감 시 다(도 6  B).  [0110]

<6-3> 직 상 복(Wound healing) [0111]

질  A549 포  웰 당 3 x 10
5 

포  도  6-웰 트  계 양 다.  포층(Cell layer)[0112]

라스틱   후 양 다.  그런 다 , 포  미경  다.

그 결과, hc-smR-S2-5 또  si-c-Met  포 운동   동  억 시 다(도 6  C).  [0113]

<6-4> 트랜스웰 동 [0114]

포 동  닝 트랜스웰 시스  여 수 다.  질  24시간 후, 2 x 10
4
 A549 포  0.2 ml[0115]

청 지에  양  후 0.1% 라틴   막(24-웰;  크 , 8 mm; 닝)  상  챔 에 

트 다.  그런 다  0.5 ml 10% 청 지   낮  챔 에 첨가 다.  포  48시간 동안 양  다 ,

막  95% 에탄 에  고 시킨 후 37℃에  30  동안 0.2% 크리스탈 (Sigma)  염색  다  PBS

척 다.  포 동에  수치  3  실험 동안  당  개  에 걸쳐  미경  당 

포  평균 수  나타내었다.  실험  어도   복 다.  

그 결과, hc-smR-S2-5 또  si-c-Met  포 운동   동  억 시 다(도 6  D).  [0116]

라 , hc-smR-S2-5가 A549 포  운동   동    것  알 수 었다.   어도[0117]

 hc-smR-S2-5가 c-Met  여 그 과  나타내  것  알 수 다.

실 시  7

hc-smR-S2-5에  c-Met 다운 스트림  포주   단 질   감  [0118]

hc-smR-S2-5에  c-Met   감  후 다운 스트림 신  경   사 다.  [0119]

그 결과, hc-smR-S2-5에  c-Met   감  A549 포에  산  Akt  산  ERK1/2  감 시[0120]

다.   Akt  ERK1/2  역  NC  비   hc-smR-S2-5에  지 않았다(도 7  A).  또 , hc-

smR-S2-5  산  Rb, CDK2  사 클린 E  같  포주   단 질   감 시 다.  그러나 Rb

hc-smR-S2-5에  지 않았다(도 7  B).  

라 , hc-smR-S2-5  c-Met  여 A549 포에  포주  막  것  알 수 었다.  [0121]

산업상 가

상 에  보   같 , 본  폐암   또  치료   약  개 과    또  치료[0122]

 개 , , 단 질 치료 ,    질,  치료  또  포 치료  개  등에 게
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사  수 다.

도

도 1

도 2
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도 3
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도 4
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도 5
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도 6
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도 7

 열  

열   첨
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