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본 발명은 거짓비늘 녹내장 진단용 miRNA 바이오마커 및 이의 용도에 관한 것으로, 정상군에 대비하여 거짓비늘

녹내장 군에서, 본 발명의 12종 miRNA 발현량이 2배 이상 상향 또는 하향 조절되므로, 이를 거짓비늘 녹내장 진

단에서 효과적으로 활용할 수 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

hsa-miR-30d-5p,  hsa-miR-320a,  hsa-miR-3156-5p,  hsa-miR-4458,  hsa-miR-6717-5p,  hsa-miR-6728-5p,  hsa-

miR-6777-5p,  hsa-miR-6834-5p,  hsa-miR-6864-5p,  hsa-miR-6879-5p,  hsa-miR-877-3p  및 hsa-miR-548e-3p으로

이루어진 microRNA를 유효성분으로 포함하는 거짓비늘 녹내장 진단용 바이오마커 조성물.

청구항 2 

제1항에  있어서,  상기  hsa-miR-30d-5p,  hsa-miR-320a,  hsa-miR-3156-5p,  hsa-miR-4458,  hsa-miR-6717-5p,

hsa-miR-6728-5p, hsa-miR-6777-5p, hsa-miR-6834-5p, hsa-miR-6864-5p, hsa-miR-6879-5p, hsa-miR-877-3p 및

hsa-miR-548e-3p는 각각 서열번호 1 내지 12의 염기서열로 이루어진 것을 특징으로 하는 거짓비늘 녹내장 진단

용 바이오마커 조성물.

청구항 3 

hsa-miR-30d-5p,  hsa-miR-320a,  hsa-miR-3156-5p,  hsa-miR-4458,  hsa-miR-6717-5p,  hsa-miR-6728-5p,  hsa-

miR-6777-5p,  hsa-miR-6834-5p,  hsa-miR-6864-5p,  hsa-miR-6879-5p,  hsa-miR-877-3p  및 hsa-miR-548e-3p으로

이루어진 microRNA를 검출할 수 있는 제제를 포함하는 거짓비늘 녹내장 진단용 조성물.

청구항 4 

제3항에  있어서,  상기  hsa-miR-30d-5p,  hsa-miR-320a,  hsa-miR-3156-5p,  hsa-miR-4458,  hsa-miR-6717-5p,

hsa-miR-6728-5p, hsa-miR-6777-5p, hsa-miR-6834-5p, hsa-miR-6864-5p, hsa-miR-6879-5p, hsa-miR-877-3p 및

hsa-miR-548e-3p는 각각 서열번호 1 내지 12의 염기서열로 이루어진 것을 특징으로 하는 거짓비늘 녹내장 진단

용 조성물.

청구항 5 

제3항에 있어서, 상기 제제는 상기 microRNA에 상보적으로 결합하는 안티센스 올리고뉴클레오티드, 프라이머,

또는 프로브인 것을 특징으로 하는 거짓비늘 녹내장 진단용 조성물.

청구항 6 

제3항 내지 제5항 중 어느 한 항의 조성물을 포함하는 거짓비늘 녹내장 진단용 키트.

청구항 7 

제6항에 있어서, 상기 키트는 RT-PCR, 실시간(real-time) PCR, 등온 PCR, 노던 블랏팅, RNA 보호분석법 또는

마이크로어레이 칩용인 것을 특징으로 하는 거짓비늘 녹내장 진단용 키트.

청구항 8 

전혈 또는 혈청에서, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-320a, hsa-miR-3156-5p, hsa-miR-4458, hsa-miR-6717-5p, hsa-

miR-6728-5p,  hsa-miR-6777-5p,  hsa-miR-6834-5p,  hsa-miR-6864-5p,  hsa-miR-6879-5p,  hsa-miR-877-3p  및

hsa-miR-548e-3p으로 이루어진 microRNA의 발현수준을 측정하는 단계; 및

상기 miRNA 발현 수준을 정상 대조군 시료의 해당 miRNA 발현 수준과 비교하는 단계;를 포함하는 거짓비늘 녹내

장의 진단을 위한 정보를 제공하는 방법.

청구항 9 

제8항에 있어서, 상기 발현수준은 차세대 염기서열 분석(Next generation sequencing; NGS), 중합효소연쇄반응

(PCR), 역전사 중합효소연쇄반응(RT-PCR), 실시간 중합효소연쇄반응(Real-time PCR), RNase 보호 분석법(RNase

protection assay; RPA), 마이크로어레이(microarray), 및 노던 블롯팅(northern blotting) 중에서 선택되는 1
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종 이상의 방법으로 측정되는 것을 특징으로 하는 거짓비늘 녹내장 진단을 위한 정보를 제공하는 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 거짓비늘 녹내장 진단용 miRNA 바이오마커 및 이의 용도에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

녹내장은 전세계적으로 3대 실명 질환 중 하나이며, 비가역적인 시신경 손상을 유발한다.
 
거짓비늘 증후군은 녹[0002]

내장과 밀접한 관련이 있으며, 연령 관련 질환으로 세포외기질에 병변이 있다.
 
작고 하얀 특징적인 fibrillar

material이 다양한 안구내 조직뿐 아니라 안구외 조직에도 침착되며, 진행할 수 있다.
 
거짓비늘 증후군은 이차

성 녹내장 중에서 가장 흔한 관찰 가능한 원인이며, 녹내장이 발생할 경우 거짓비늘녹내장이라고 한다. 거짓비

늘녹내장은 안압이 높은 편이며, 약물에 대한 반응이 원발개방각녹내장 보다 적으며, 진행이 더 빠르고, 치료하

기도 더 어렵다.
  
거짓비늘 증후군의 병인과 발생 기전에 대해서는 아직까지 잘 알려져 있지 않다. 개인에 따른

유전적 요인의 차이가 녹내장과 거짓비늘 증후군에 관한 표현형의 다양성과 전세계적인 거짓비늘 증후군의 유병

률 차이에 어느 정도 영향을 주는 것으로 설명할 수 있다.

Lysyl oxidase-like 1(LOXL1) 유전자는 거짓비늘 증후군과의 관련성에 대해서 여러 인종에서 연구가 많이 되어[0003]

왔으며, 여러 single nucleotide poly-morphisms (SNPs)에 대해서도 다양한 인종 군에서 연구가 되어 왔다. 하

지만, 질환과 관련된 LOXL1 allele의 대조군에서 질환 관련 변이의 빈도가 너무 높으며, 모든 인종에서 공통적

인 질환 관련 변이가 뚜렷하지 않다.

또한, LOXL1 질환 관련 SNP의 빈도가 거짓비늘징후군의 유병률과 일치하지 않는다. 따라서 LOXL1 유전자만으로[0004]

는 거짓비늘 증후군의 발생 및 병인 기전을 설명하기에는 부족한 점이 많다. 

MicroRNA는  21~23개  뉴클레오티드 정도의 작은 비발현 RNA  분자로,  유전자 발현을 조절하는 것으로 알려져[0005]

있다. 대부분의 mRNA의 하향조절은 목표 mRNA의 파괴에 의하며, 일부는 단백질로의 번역(translation)의 단계에

서 하향조절이 일어난다. 세포 분화, 증식, 세포사멸, 개별 분화, 신진대사 등과 같은 다양한 생물학적 작용에

관여하며, 종양이나 비만과 같은 여러 질환의 병리학적 과정에서 연구되었고 여러 질환의 진단에 비침습적 바이

오마커로 이용할 수 있다고 한다. 하나의 microRNA는 수백 가지의 다른 표적 mRNA를 조절하고, 하나의 표적은

다수의 microRNA에 의해 조절 된다. 사람의 단백질 코딩 유전자의 약 60%가 miRNA에 의해 조절된다.

방수는 섬모체 및 섬유주와 구조적으로 가까이 있기도 하며, 특히 방수내 extracellular miRNAs(예를들면, hsa-[0006]

let-7b-3p)의 변화를 모니터링 함으로서 새로운 귀중한 biomarker를 발견할 수 있는 가능성이 있다고 한다.

이전 연구에서 사람의 방수에서도 microRNA가 검출 되었으며, 최근에는 방수에서 정상인과 원발개방각녹내장 환[0007]

자에서 microRNA를 검출하여, 그 차이점을 보고 하였다. 또한, 거짓비늘녹내장 환자에서도 방수에서 microRNA를

검출하여, 그 결과를 개방각녹내장 환자와 정상인의 방수 microRNA와 비교한 최근 연구도 있다.
 
하지만 이 연구

는 단일 인종에서 이루어진 것이 아니며, 백인과 흑인의 혼합된 군에서 시행되었다. 다른 연구에 의하면, 정상

인의 안조직인 섬모체, 각막, 그리고 섬유주에서도 microRNA가 검출 되었다. microRNA는 mRNA와 대조적으로 생

체액 (biofluid)에서 현저한 안정성(stability)을 가진다.
 
방수에는 유전자 뿐 아니라 다양한 생체 조절 인자

및 biomarker를 포함하고 있으며, TNF-a, IL-6, IL-10 등의 cytokine 및 VEGF 같은 growth factor도 방수에서

검출이 되며, 여러 연구가 시행된 바 있다.

또한 방수는 전안부 질환 뿐 아니라 안구 후면부인 유리체, 망막질환 및 녹내장, 시신경 질환에서도 널리 이용[0008]

하는 검체이다. 최근 연구에 따르면 녹내장의 pathogenesis 중에 miRNA가 다르게 조절된다고 한다. 예를 들면,

miR-93-5p는 PTEN을 표적으로 하며, 망막신경절세포의 NMDA-induced autophagy를 조절한다고 한다.

한국등록특허 제1585794호에 miRNA를 이용한 안과 질환의 예방 또는 치료에 대한 기술이 개시되어 있고, 비늘녹[0009]

내장(exfoliation glaucoma) 또는 원발성 개방각 녹내장(primary open-angle glaucoma) 환자의 방수에서 발현

되는 microRNA에 대하여 Human Molecular Genetics(2018, Vol. 27, No. 7 p1263-1275)에 개시되어 있으나, 아

직까지 본 발명의 거짓비늘 녹내장 진단용 miRNA 바이오마커 및 이의 용도에 대해 개시된 바 없다.
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발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 상기와 같은 요구에 의해 도출된 것으로서, 본 발명은 거짓비늘 녹내장 진단용 miRNA 바이오마커 및[0010]

이의 용도를 제공하고, 정상군에 대비하여 거짓비늘 녹내장군에서, 본 발명의 miRNA 발현량이 2배 이상 상향 또

는 하향 조절된 것을 확인함으로써, 본 발명을 완성하였다.

과제의 해결 수단

상기  목적을  달성하기  위하여,  본  발명은  hsa-miR-30d-5p,  hsa-miR-320a,  hsa-miR-3156-5p,  hsa-miR-4458,[0011]

hsa-miR-6717-5p,  hsa-miR-6728-5p,  hsa-miR-6777-5p,  hsa-miR-6834-5p,  hsa-miR-6864-5p,  hsa-miR-6879-5p,

hsa-miR-877-3p  및 hsa-miR-548e-3p  중에서 선택된 하나 이상의 microRNA를 유효성분으로 포함하는 거짓비늘

녹내장 진단용 바이오마커 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-320a, hsa-miR-3156-5p, hsa-miR-4458, hsa-miR-6717-5p, hsa-miR-[0012]

6728-5p,  hsa-miR-6777-5p,  hsa-miR-6834-5p,  hsa-miR-6864-5p,  hsa-miR-6879-5p,  hsa-miR-877-3p  및  hsa-

miR-548e-3p 중에서 선택된 하나 이상의 microRNA를 검출할 수 있는 제제를 포함하는 거짓비늘 녹내장 진단용

조성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 조성물을 포함하는 거짓비늘 녹내장 진단용 키트를 제공한다.[0013]

또한, 본 발명은 전혈 또는 혈청에서, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-320a, hsa-miR-3156-5p, hsa-miR-4458, hsa-[0014]

miR-6717-5p, hsa-miR-6728-5p, hsa-miR-6777-5p, hsa-miR-6834-5p, hsa-miR-6864-5p, hsa-miR-6879-5p, hsa-

miR-877-3p 및 hsa-miR-548e-3p 중에서 선택된 하나 이상의 microRNA의 발현수준을 측정하는 단계; 및

상기 miRNA 발현 수준을 정상 대조군 시료의 해당 miRNA 발현 수준과 비교하는 단계;를 포함하는 거짓비늘 녹내[0015]

장의 진단을 위한 정보를 제공하는 방법을 제공한다.

발명의 효과

본 발명은 거짓비늘 녹내장 진단용 miRNA 바이오마커 및 이의 용도에 관한 것으로, 정상군에 대비하여 거짓비늘[0016]

녹내장군에서, 본 발명의 12종 miRNA 발현량이 2배 이상 상향 또는 하향 조절되므로, 이를 거짓비늘 녹내장 진

단에서 효과적으로 활용할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 방수에 존재하는 miRNA 중에서 거짓비늘 녹내장 환자군에서 발현량 변화가 큰 12종의 miRNA를 선별하기[0017]

위한 miRNA 발현량을 스크리닝한 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-320a, hsa-miR-3156-5p, hsa-miR-4458, hsa-miR-6717-5p, hsa-miR-6728-[0018]

5p,  hsa-miR-6777-5p,  hsa-miR-6834-5p,  hsa-miR-6864-5p,  hsa-miR-6879-5p,  hsa-miR-877-3p  및  hsa-miR-

548e-3p 중에서 선택된 하나 이상의 microRNA를 유효성분으로 포함하는 거짓비늘 녹내장 진단용 바이오마커 조

성물에 관한 것이다.

상기  hsa-miR-30d-5p,  hsa-miR-320a,  hsa-miR-3156-5p,  hsa-miR-4458,  hsa-miR-6717-5p,  hsa-miR-6728-5p,[0019]

hsa-miR-6777-5p,  hsa-miR-6834-5p,  hsa-miR-6864-5p,  hsa-miR-6879-5p,  hsa-miR-877-3p  및  hsa-miR-548e-

3p는 각각 서열번호 1 내지 12의 염기서열로 이루어진 것이 바람직하지만 이에 한정하는 것은 아니다. 

본 발명에서, 마이크로 RNA(miRNA)는 표적 RNA의 분해(degradation)를 촉진시키거나 또는 그들의 번역을 억제시[0020]

킴으로써 유전자 발현을 전사 후에 조절하는 21~23개의 비코딩 RNA를 말한다. 특정 염기서열로 나타내는 miRNA

뿐만 아니라 상기 miRNA의 전구체(pre-miRNA, pri-miRNA), 이들과 생물학적 기능이 동등한 miRNA, 예를 들면

동족체(즉, 호몰로그 또는 오솔로그), 유전자다형 등의 변이체, 및 유도체도 포함한다. 

본 발명의 '진단'은 특정 질병 또는 질환에 대한 한 객체 즉 검사 대상자의 감수성(susceptibility)을 판정하는[0021]

것, 한 객체가 특정 질병 또는 질환을 현재 가지고 있는지 여부를 판정하는 것, 특정 질병 또는 질환에 걸린 한
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객체의 예후(prognosis)를 판정하는 것 또는 테라메트릭스(therametrics)(예컨대, 치료 효능에 대한 정보를 제

공하기 위하여 객체의 상태를 모니터링하는 것)을 포함하는 개념이다.

또한, 본 발명은 hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-320a, hsa-miR-3156-5p, hsa-miR-4458, hsa-miR-6717-5p, hsa-miR-[0022]

6728-5p,  hsa-miR-6777-5p,  hsa-miR-6834-5p,  hsa-miR-6864-5p,  hsa-miR-6879-5p,  hsa-miR-877-3p  및  hsa-

miR-548e-3p 중에서 선택된 하나 이상의 microRNA를 검출할 수 있는 제제를 포함하는 거짓비늘 녹내장 진단용

조성물에 관한 것이다.

상기  hsa-miR-30d-5p,  hsa-miR-320a,  hsa-miR-3156-5p,  hsa-miR-4458,  hsa-miR-6717-5p,  hsa-miR-6728-5p,[0023]

hsa-miR-6777-5p,  hsa-miR-6834-5p,  hsa-miR-6864-5p,  hsa-miR-6879-5p,  hsa-miR-877-3p  및  hsa-miR-548e-

3p는 각각 서열번호 1 내지 12의 염기서열로 이루어진 것이 바람직하지만 이에 한정하는 것은 아니다. 

상기 제제는 상기 microRNA에 상보적으로 결합하여 인식할 수 있거나, 상기 microRNA를 증폭시킬수 있는 제제로[0024]

서, 구체적인 일례로는 miRNA를 특이적으로 검출할 수 있는 안티센스 올리고뉴클레오티드, 프라이머, 또는 프로

브인 것이 바람직하지만 이에 한정하는 것은 아니다.

상기 제제는 상기 microRNA의 발현 수준 측정을 위해 직접 또는 간접적으로 표지될 수 있다. 구체적으로, 상기[0025]

표지에는  리간드,  비드(bead),  방사성  핵종,  효소,  기질,  보조인자,  억제제,  형광물질,  화학발광물질,

자성입자, 합텐 및 염료 등이 이용될 수 있으나, 이에 제한되지 않는다. 이에 제한되지 않는다. 구체적인 예로,

상기 리간드에는 바이오틴, 아비딘 및 스트렙토아비딘 등이 포함되고, 상기 효소에는 루시퍼라아제, 퍼옥시다아

제 및 베타 갈락토시다아제 등이 포함되며, 상기 형광물질에는 플루오레세인, 쿠마린, 로다민, 피코에리트린 및

설포로다민산 클로라이드(텍사스 레드: Texas red) 등이 포함되나, 이에 제한되지 않는다. 이러한 검출 가능한

표지물로 공지의 표지물 대부분이 사용될 수 있고, 당업자라면 발명의 목적에 맞게 적절한 표지물을 선택할 수

있을 것이다. 

본 발명에서 사용되는 용어 "마커 또는 진단 마커(diagnosis marker)"란 거짓비늘 녹내장을 가진 개체를 정상[0026]

세포 또는 정상 개체와 구분하여 진단할 수 있는 물질로, 정상 세포에 비하여 거짓비늘 녹내장이 진행 또는 발

병된 세포 또는 개체에서 증가 또는 감소를 보이는 폴리펩티드, 단백질 또는 핵산(예: mRNA 등), 지질, 당지질,

당단백질 또는 당(단당류, 이당류, 올리고당류 등) 등과 같은 유기 생체 분자들을 포함한다. 본 발명의 목적상,

본 발명의 거짓비늘 녹내장 진단 마커는 정상 세포 또는 조직의 세포에 비하여, 거짓비늘 녹내장군의 세포에서

특이적으로 발현 수준의 차이를 보이는 miRNA 또는 해당 miRNA의 단편이다.

본 발명의 용어, "프라이머"는 짧은 자유 3' 말단 수산화기(free 3' hydroxyl group)를 가지는 염기서열로서,[0027]

상보적인 템플레이트(template)와 염기쌍(base pair)을 형성할 수 있고 주형 가닥 복사를 위한 시작 지점으로

기능을 하는 짧은 서열을 의미한다. 본 발명에서, 상기 유전자의 mRNA 증폭에 사용되는 프라이머는, 적절한 버

퍼 중의 적절한 조건(예를 들면, 4개의 다른 뉴클레오티드 트리포스페이트 및 DNA, RNA 폴리머라제 또는 역전사

효소와 같은 중합제) 및 적당한 온도 조건에서 주형-지시 DNA 합성의 시작점으로서 작용할 수 있는 단일가닥 올

리고뉴클레오티드가 될 수 있는데, 상기 프라이머의 적절한 길이는 사용 목적에 따라 달라질 수 있다. 상기 프

라이머 서열은 상기 miRNA의 폴리뉴클레오티드 또는 이의 상보적인 폴리뉴클레오티드와 완전하게 상보적일 필요

는 없으며, 혼성화할 정도로 충분히 상보적이면 사용가능하다.

본 발명에서 사용되는 용어 "프로브"란, 유전자 또는 mRNA와 특이적 결합을 이룰 수 있는 짧게는 수 염기 내지[0028]

길게는  수백  염기에  해당하는  RNA  또는  DNA  등의  핵산  단편을  의미하는데,  올리고뉴클레오티드

(oligonucleotide) 프로브, 단일가닥 DNA(single stranded DNA) 프로브, 이중가닥 DNA(double stranded DNA)

프로브, RNA 프로브 등의 형태로 제작될 수 있고, 보다 용이하게 검출하기 위하여 라벨링될 수 있다. 본 발명의

프라이머 또는 프로브는 포스포르아미다이트 고체 지지체 방법, 또는 기타 널리 공지된 방법을 사용하여 화학적

으로 합성할 수 있다. 이러한 핵산서열은 당해 분야에 공지된 많은 수단을 이용하여 변형시킬 수 있다. 이러한

변형의 비-제한적인 예로는 메틸화, 캡화, 천연 뉴클레오타이드 하나 이상의 동족체로의 치환 및 뉴클레오타이

드 간의 변형, 예를 들면, 하전되지 않은 연결체 (예: 메틸 포스포네이트, 포스소트리에스테르, 포스포로아미데

이트,  카바메이트  등)  또는  하전된  연결체(예:  포스포로티오에이트,  포스포로디티오에이트  등)로의  변형이

있다.

본 발명에서 이용되는 염기서열은 생물학적으로 균등 활성을 갖는 변이를 고려한다면, 서열목록에 기재된 서열[0029]

과 실질적인 동일성(substantial identity)을 나타내는 서열도 포함하는 것으로 해석된다. 상기 용어, '실질적

인 동일성'은 본 발명의 서열과 임의의 다른 서열을 최대한 대응되도록 얼라인(align)하고, 당업계에서 통상적
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으로 이용되는 알고리즘을 이용하여 얼라인된 서열을 분석한 경우에, 최소 60%의 상동성, 더욱 구체적으로 70%

의 상동성, 더더욱 구체적으로 80%의 상동성, 가장 구체적으로 90%의 상동성을 나타내는 서열을 의미한다. 따라

서, 상기 서열번호 1 내지 12로 표시되는 염기서열과 높은 상동성을 갖는 염기서열, 예를 들면 그 상동성이 70%

이상, 구체적으로 80% 이상, 더욱 구체적으로 90% 이상의 높은 상동성을 갖는 염기서열도 본 발명의 범위에 포

함되는 것으로 해석되어야 한다.

또한, 본 발명은 본 발명의 조성물을 포함하는 거짓비늘 녹내장 진단용 키트에 관한 것이다. [0030]

본 발명의 키트는 상기 거짓비늘 녹내장 진단용 조성물을 이용하여 상기 hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-320a, hsa-[0031]

miR-3156-5p,  hsa-miR-4458,  hsa-miR-6717-5p,  hsa-miR-6728-5p,  hsa-miR-6777-5p,  hsa-miR-6834-5p,  hsa-

miR-6864-5p, hsa-miR-6879-5p, hsa-miR-877-3p 및 hsa-miR-548e-3p 중에서 선택된 하나 이상의 microRNA의 발

현수준을 측정함으로써 거짓비늘 녹내장을 진단할 수 있다. 구체적으로, 상기 키트는 RT-PCR 키트일 수 있으나,

이에 제한되는 것은 아니다. 구체적인 예로, 상기 키트는 RT-PCR을 수행하기 위해 필요한 필수 요소를 포함하는

키트일 수 있다. 예를 들어, RT-PCR 키트는, 상기 hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-320a, hsa-miR-3156-5p, hsa-miR-

4458,  hsa-miR-6717-5p,  hsa-miR-6728-5p,  hsa-miR-6777-5p,  hsa-miR-6834-5p,  hsa-miR-6864-5p,  hsa-miR-

6879-5p, hsa-miR-877-3p 및 hsa-miR-548e-3p 중에서 선택된 하나 이상의 microRNA에 대한 특이적인 각각의 프

라이머 외에도 테스트 튜브 또는 다른 적절한 컨테이너, 반응 완충액(pH 및 마그네슘 농도는 다양), 디옥시뉴클

레오티드(dNTPs), 디디옥시뉴클레오티드(ddNTPs), Taq-폴리머라아제 및 역전사효소와 같은 효소, DNase, RNAse

억제제, DEPC-수(DEPC-water), 멸균수 등을 포함할 수 있으며, 정량 대조군으로 사용되는 DNA, RNA 또는 miRNA

에 특이적인 프라이머 쌍을 포함할 수 있다.

또한, 본 발명은 전혈 또는 혈청에서, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-320a, hsa-miR-3156-5p, hsa-miR-4458, hsa-[0032]

miR-6717-5p, hsa-miR-6728-5p, hsa-miR-6777-5p, hsa-miR-6834-5p, hsa-miR-6864-5p, hsa-miR-6879-5p, hsa-

miR-877-3p 및 hsa-miR-548e-3p 중에서 선택된 하나 이상의 microRNA의 발현수준을 측정하는 단계; 및

상기 miRNA 발현 수준을 정상 대조군 시료의 해당 miRNA 발현 수준과 비교하는 단계;를 포함하는 거짓비늘 녹내[0033]

장의 진단을 위한 정보를 제공하는 방법에 관한 것이다.

상기 발현수준은 차세대 염기서열 분석(Next generation sequencing; NGS), 중합효소연쇄반응(PCR), 역전사 중[0034]

합효소연쇄반응(RT-PCR),  실시간  중합효소연쇄반응(Real-time  PCR),  RNase  보호  분석법(RNase  protection

assay;  RPA),  마이크로어레이(microarray), 및 노던 블롯팅(northern blotting)  중에서 선택되는 1종 이상의

방법으로 측정되는 것이 바람직하지만 이에 한정하는 것은 아니다.

이하, 실시예를 이용하여 본 발명을 더욱 상세하게 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구[0035]

체적으로 설명하기 위한 것으로 본 발명의 범위가 이들에 의해 제한되지 않는다는 것은 당해 기술분야에서 통상

의 지식을 가진 자에게 있어 자명한 것이다. 

1. 환자 및 방수 시료의 채택[0036]

본 발명에서 사용한 방수 시료는 사전 동의를 얻은 후 백내장 수술을 시행한 환자 중에서 문제가 없었던 환자로[0037]

부터 채취하였다. 

거짓비늘 녹내장(PEX) 환자 6명은 국소 약물만 사용하여 안정적으로 관리하였고, 본 발명에 참여하기로 동의한[0038]

7명의 연령대가 일치하는 대조군 피험자를 채택하였다. 

백내장 수술 전에 30 게이지 바늘을 사용하여 약 80~120㎕의 방수를 획득하였다. 방수를 획득하는 과정에서 모[0039]

든 피험자들은 외상없이 수행하여 세포의 잔존물 또는 혈액에 대한 오염의 가능성을 배제시켰다. 수집한 모든

시료(방수)는 즉시 액체질소에 옮겨 급냉상태로 보관하였다.

임상 데이터는 전자의료 기록에서 확인한 것으로 완벽하게 익명화된 방식으로 수집하였다. 수집된 임상 데이터[0040]

는 연력, 성별, 눈의 좌우방향성, 기준 IOP, 사용된 국소 안약 및 안구 동반질환을 포함하였다(표 1).

본  발명에서  실시한  임상실험은  헬싱키  선언의  원칙에  따라  수행되었으며,  경상대학교  창원병원  의과대학[0041]

(GNUCH-2019-06-001-002) 기관심의위원회의 승인을 받았고, 본 발명에 등록된 모든 피실험자로부터 사전 동의서

를 받았다. 모든 방법은 관련 지침과 규정에 따라 수행되었다.

표 1
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환자 및 대조군 정보[0042]

# 그룹 나이 성별 Eye
Laterality 

Baseline
IOP,

mmHg

Topical Medication

1 PEX G 69 F Right 31 Dorzolamide/timolol

2 PEX G 65 M Left 17 Dorzolamide/timolol, brimonidine

3 PEX G 67 M Right 17 Dorzolamide/timolol, brimonidine,
bimatoprost

4 PEX G 55 M Left 35 Brinzolamide/timolol, brimonidine,
Tafluprost

5 PEX G 64 M Left 37 Dorzolamide/timolol, brimonidine,
travoprost

6 PEX G 83 M Right 20 Dorzolamide/timolol, brimonidine,
latanoprost

7 PEX G 57 M Right 36 Brinzolamide, timolol

8 PEX G 89 M Right 25 brimonidine, bimatoprost

9 PEX G 63 F Right 18 Dorzolamide/timolol

10 PEX G 78 M Left 11 Dorzolamide/timolol

11 PEX G 86 F Right 32 Dorzolamide/timolol, brimonidine,
latanoprost

12 NTG 56 F Left 13 Latanoprost

13 NTG 57 M Left 13 Latanoprost

14 NTG 55 M Left 17 Dorzolamide/timolol

15 NTG 77 F Right 14 Dorzolamide/timolol

16 NTG 72 F Right 15 Latanoprost

17 NTG 76 F Right 17 Tafluprost

18 NTG 76 F Right 14 Latanoprost

19 NTG 74 F Left 12 Dorzolamide/timolol

20 Control 75 F Left 14 None

21 Control 57 F Right 14 None

22 Control 76 F Right 15 None

23 Control 54 M Left 18 None

24 Control 53 M Right 16 None

25 Control 71 F Right 17 None

26 Control 61 M Right 19 None

IOP;  안압,  NTG;  정상  안압  녹내장(Normal  tension  glaucoma),  PEX;  거짓비늘 녹내장(Pseudoexfoliation),[0043]

Phaco+PCL; 수정체유화술(acoemulsification) 및 후안렌즈삽입(posterior intraocularlens insertion), Trab;

섬유주절제술(trabeculectomy)

2. RNA 분리[0044]

총 RNA는 제조사의 지시에 따라 트라이졸(Trizol) LS 시약(인비트로젠, 미국)을 사용하여 추출하였다. RNA의 품[0045]

질은 RNA 6000 Pico Chip(애질런트 테크놀로지스, 네덜란드)을 사용하여 Agilent 2100 생물 분석기로 평가하였

고, RNA의 정량화는 NanoDrop 2000 분광광도계 시스템(써모 피셔과학, 미국)을 사용하여 실시하였다. 

3. 라이브러리 준비 및 RNA 시퀀싱[0046]

대조군 및 환자군의 RNA를 제조사의 지침에 따라 NEBNext 다중 소형 라이브러리 준비 키트(NEBNext Multiplex[0047]

Small RNA Library Prep kit)(New England BioLabs, Inc., Ipswich, MA, USA)를 이용하여 라이브러리를 준비하

였다. 

각 시료의 총 RNA 180pg을 어댑터 1㎍에 라이게이션하기 위하여 사용하였고, 이후 어댑터별 특이적 프라이머 및[0048]

역전사 효소를 이용하여 cDNA를 합성하였다.라이브러리 증폭을 위해, 거짓비늘 녹내장 환자군 및 대조군에서 채

취한 방수에서 microRNA를 NGS(Next Generation Sequencing)기법인 RNA sequencing을 사용하여 발현양상을 분

석하였다.

그 결과, 도 1 및 표 2에 개시한 바와 같이, 방수에 존재하는 miRNA 중에서 대조군 대비 거짓비늘 녹내장 환자[0049]
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군에서의 발현량 변화가 큰 12종의 miRNA를 선별하였고, 선별된 12종의 miRNA 발현 수준이 하기 표 2에 개시한

바와 같이 대조군 대비 거짓비늘 녹내장 환자군에서 발현량이 2배 이상 증가 또는 감소하였다는 것을 최종 확인

하였다.

표 2

대조군 대비 거짓비늘 녹내장 환자에 발현량이 증가 또는 감소한 miRNA [0050]

miRNA 서열(5'->3') 서열

번호

Accession
Number

Fold
change
(Log2)

p-value 발현

변화

hsa-miR-30d-5p UGUAAACAUCCCCGACUGGAAG 1 MIMAT0000245 82.070 0.019 Up

hsa-miR-320a CUCCCCUCCGCCUUCUCUUCCCGGUUC
UUCCCGGAGUCGGGAAAAGCUGGGUUG
AGAGGGCGAAAAAGGAUG

2 MI0000542 27.603 0.032 Up

hsa-miR-3156-5p AAAGAUCUGGAAGUGGGAGACA 3 MIMAT0015030 0.430 0.034 Down

hsa-miR-4458 GAGCGCACAGAGGUAGGUGUGGAAGAA
AGUGAAACACUAUUUUAGGUUUUAGUU
ACACUCUGCUGUGGUGUGCUG

4 MI0016804 0.198 0.036 Down

hsa-miR-6717-5p AGGCGAUGUGGGGAUGUAGAGA 5 MIMAT0025846 0.172 0.031 Down

hsa-miR-6728-5p UUGGGAUGGUAGGACCAGAGGGG 6 MIMAT0027357 0.394 0.047 Down

hsa-miR-6777-5p ACGGGGAGUCAGGCAGUGGUGGA 7 MIMAT0027454 0.210 0.018 Down

hsa-miR-6834-5p GUGAGGGACUGGGAUUUGUGG 8 MIMAT0027568 0.391 0.026 Down

hsa-miR-6864-5p UUGAAGGGACAAGUCAGAUAUGCC 9 MIMAT0027628 0.401 0.029 Down

hsa-miR-6879-5p CAGGGCAGGGAAGGUGGGAGAG 10 MIMAT0027658 0.200 0.011 Down

hsa-miR-877-3p UCCUCUUCUCCCUCCUCCCAG 11 MIMAT0004950 0.263 0.001 Down

hsa-miR-548e-3p AAAAACUGAGACUACUUUUGCA 12 MIMAT0005874 0.162 0.020 Down

도면

도면1
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<110>    INDUSTRY-ACADEMIC COOPERATION FOUNDATION GYEONGSANG NATIONAL UNIVERSITY

<120>    miRNA biomarker for diagnosis of pseudoexfoliation glaucoma and

         uses thereof

<130>    PN21322

<160>    12

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    22

<212>    RNA

<213>    Homo sapiens

<400>    1

uguaaacauc cccgacugga ag                                                  22

<210>    2

<211>    72

<212>    RNA

<213>    Homo sapiens

<400>    2

cuccccuccg ccuucucuuc ccgguucuuc ccggagucgg gaaaagcugg guugagaggg         60

cgaaaaagga ug                                                             72

<210>    3

<211>    22

<212>    RNA

<213>    Homo sapiens

<400>    3

aaagaucugg aagugggaga ca                                                  22

<210>    4

<211>    75

<212>    RNA

<213>    Homo sapiens

<400>    4

gagcgcacag agguaggugu ggaagaaagu gaaacacuau uuuagguuuu aguuacacuc         60

ugcuguggug ugcug                                                          75
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<210>    5

<211>    22

<212>    RNA

<213>    Homo sapiens

<400>    5

aggcgaugug gggauguaga ga                                                  22

<210>    6

<211>    25

<212>    RNA

<213>    Homo sapiens

<400>    6

uugggauggu aggaccagag gggsa                                               25

<210>    7

<211>    23

<212>    RNA

<213>    Homo sapiens

<400>    7

acggggaguc aggcaguggu gga                                                 23

<210>    8

<211>    21

<212>    RNA

<213>    Homo sapiens

<400>    8

gugagggacu gggauuugug g                                                   21

<210>    9

<211>    24

<212>    RNA

<213>    Homo sapiens

<400>    9

uugaagggac aagucagaua ugcc                                                24

<210>    10

<211>    22

<212>    RNA
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<213>    Homo sapiens

<400>    10

cagggcaggg aaggugggag ag                                                  22

<210>    11

<211>    21

<212>    RNA

<213>    Homo sapiens

<400>    11

uccucuucuc ccuccuccca g                                                   21

<210>    12

<211>    22

<212>    RNA

<213>    Homo sapiens

<400>    12

aaaaacugag acuacuuuug ca                                                  22
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