
(19) 대한민국특허청(KR)
(12) 공개특허공보(A)

(11) 공개번호   10-2023-0055951

(43) 공개일자   2023년04월26일

(51) 국제특허분류(Int. Cl.)

     C12Q 1/6883 (2018.01)

(52) CPC특허분류

     C12Q 1/6883 (2022.01)

     C12Q 2600/158 (2013.01)
(21) 출원번호       10-2022-0126447

(22) 출원일자       2022년10월04일

     심사청구일자   2022년10월04일 

(30) 우선권주장

1020210137391  2021년10월15일  대한민국(KR)

(71) 출원인

아주대학교산학협력단

경기도 수원시 영통구 월드컵로 206 (원천동)

(72) 발명자

이은소

서울특별시 강남구 삼성로 151, 3동 1008호(대치
동, 선경아파트)

박영준

서울특별시 강남구 개포로 264, 106동 1001호(개
포동, 개포 래미안 포레스트)

(뒷면에 계속)

(74) 대리인

특허법인이룸리온

전체 청구항 수 : 총 13 항

(54) 발명의 명칭 miR-625-3p의 건선 중증도 진단용 바이오마커로서의 용도

(57) 요 약

본 발명은 miR-625-3p의 건선 중증도 진단용 바이오마커로서의 용도에 관한 것으로, 더 상세하게는 miR-625-3p

바이오마커 검출용 물질을 포함하는 건선 중증도 진단용 조성물 또는 건선 중증도 진단용 키트, 및 상기 miR-

625-3p를 바이오마커로 하는 건선 중증도-중증 진단방법에 관한 것이다. 본 발명에 따른 건선 진단용 바이오마커

는 건선을 분자수준에서 조기에 객관적으로 진단이 가능하고, 건선 질환의 중증도(severity)를 정확히 판별할 수

있어, 만성질환인 진단의 치료 효율을 증대시킬 수 있는 장점이 있다. 
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

miR-625-3p 바이오마커 검출용 물질을 포함하는, 건선 중증도 (psoriasis disease severity) 진단용 조성물. 

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 검출용 물질은 상기 miR-625-3p 바이오마커에 특이적으로 결합하는 프라이머, 프로브 및

안티센스 뉴클레오티드 중 어느 하나 이상을 포함하는 것을 특징으로 하는, 건선 중증도 진단용 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 조성물은 miR-4488 바이오마커 검출용 물질 및/또는 miR-342-3p 바이오마커 검출용 물질

을 추가로 포함하는 것을 특징으로 하는, 건선 중증도 진단용 조성물.

청구항 4 

제3항에 있어서, 상기 검출용 물질은 상기 miR-4488 바이오마커 및/또는 miR-342-3p 바이오마커에 특이적으로

결합하는 프라이머, 프로브 및 안티센스 뉴클레오티드 중 어느 하나 이상을 포함하는 것을 특징으로 하는, 건선

중증도 진단용 조성물.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항의 조성물을 포함하는, 건선 중증도 진단용 키트.

청구항 6 

(a) 환자로부터 분리된 시료 중 miR-625-3p의 발현 수준을 측정하는 단계; 및

(b) 상기 miR-625-3p의 발현 수준을 경증 건선 시료의 miR-625-3p 발현 수준과 비교하는 단계;를 포함하는, 중

증도-중증 건선을 진단하기 위한 정보제공방법.

청구항 7 

제6항에 있어서, 

상기 miR-625-3p의 발현 수준은, 역전사효소 중합효소반응, 경쟁적 역전사효소 중합효소반응, 실시간 역전사효

소 중합효소반응, RNase 보호 분석법, 또는 유전자칩을 이용하여 측정되는 것을 특징으로 하는, 정보제공방법.

청구항 8 

제6항에 있어서, 
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상기 시료는 조직, 세포, 혈액 또는 혈청 시료인 것을 특징으로 하는, 정보제공방법.

청구항 9 

제8항에 있어서, 상기 시료는 조직, 세포, 혈액 또는 혈청으로부터 분리된 엑소좀을 포함하는 것을 특징으로 하

는, 정보제공방법.

청구항 10 

제7항에 있어서, 

상기 miR-625-3p의  발현 수준이 경증 건선 시료의 miR-625-3p  발현 수준과 비교하여 3.46배 이상 증가하는

경우, 중등도-중증 건선으로 진단하는 것을 특징으로 하는, 정보제공방법.

청구항 11 

제7항에 있어서, 

상기 (a) 단계는 환자로부터 분리된 시료 중 miR-4488 및/또는 miR-342-3p의 발현 수준을 추가로 측정하고,

상기 (b) 단계는 상기 miR-4488의 발현 수준을 경증 건선 시료의 miR-4488 발현 수준과 비교 및/또는 상기 miR-

342-3p의  발현 수준을 경증 건선 시료의 miR-342-3p  발현 수준과 비교하는 단계를 포함하는 것을 특징으로

하는, 정보제공방법.

청구항 12 

제11항에 있어서, 

상기 miR-4488의 발현 수준이 경증 건선 시료의 miR-4488의 발현 수준과 비교하여 2.375배 이상 증가하는 경우

및/또는 

상기 miR-342-3p의 발현 수준이 경증 건선 시료의 miR-342-3p 발현 수준과 비교하여 1.657배 이상 증가하는 경

우, 중등도-중증 건선으로 진단하는 것을 특징으로 하는, 정보제공방법.

청구항 13 

제11항에 있어서, 

상기 miR-4488 및/또는 miR-342-3p의 발현 수준은, 역전사효소 중합효소반응, 경쟁적 역전사효소 중합효소반응,

실시간 역전사효소 중합효소반응, RNase 보호 분석법, 또는 유전자칩을 이용하여 측정되는 것을 특징으로 하는,

정보제공방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 miR-625-3p의 건선 중증도 진단용 바이오마커로서의 용도에 관한 것으로, 더 상세하게는 miR-625-3p[0001]

바이오마커 검출용 물질을 포함하는 건선 중증도 진단용 조성물 또는 건선 중증도 진단용 키트, 및 상기 miR-

625-3p를 바이오마커로 하는 건선 중증도-중증 진단방법에 관한 것이다.
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배 경 기 술

건선은 비교적 흔한 피부 염증성 질환으로, 전 인구의 1-3%에서 발생하며, 젊은 나이에 발병한 후 호전과 악화[0003]

를 반복하여 장기적인 치료가 요구되는 질환이다. 건선 환자 중 약 10%에서는 관절염이 유발되는 것으로 보고되

었으며, 심혈관 질환 및 대사 증후군과도 연관되어 있음이 보고된바 있다.

건선의  질병  활성도를  평가하는  바이오마커로는  psoriasis  area  severity  index(PASI)와  body  surface[0004]

area(BSA)가 있으나, 이는 임상의가 피부의 상태를 보고 판단하는 것이기 때문에 판단에 임상의의 주관이 개입

될  수  있어,  객관적으로  건선을  진단할  수  있는  바이오마커가  필요하다  (Advances  in  Clinical  and

Experimental Medicine. 2017;26(5):851-6). 

엑소좀은 가장 작은(30-120 nm) 세포외 소포체로 microRNA(miRNA), 핵산, 세포 간 통신을 가능하게 하는 단백질[0005]

과 같은 다양한 생체 분자를 포함한다. 엑소좀의 안정적인 지질 이중층은 생체 분자가 분해되는 것을 방지한다.

또한, 손상된 각질세포는 엑소좀을 분비할 수 있는데, 건선의 각질세포에서는 과도한 염증과 비정상적인 분화로

인해 엑소좀을 분비한다 (ACS nano. 2020;14(10):12732-48; Cell death & disease. 2022;13(1):1-13).

miRNA는 유전자 발현을 조절하는 역할을 하는 것으로 알려진 작은 크기의 non-coding RNA(20-25 nucleotides)[0006]

로, miRNA는 T 세포의 증식 및 활성화에 관여하며 건강한 대조군과 비교하여 건선 환자에서 차등적으로 발현되

는 것으로 보고되었다 (Biomedical reports. 2018;9(5):367-74). 순환하는 엑소좀 miRNA는 현저한 안정성과 함

께 질병과 상관관계가 있는 것으로 알려지면서, 암, 간염, 피부근염 및 신경퇴행성 질환과 같은 질병에 대한 질

병 활성을 반영하는 잠재적 바이오마커로 사용되어 왔다. 

이와 관련하여, 건선 환자의 피부 또는 혈액에는 250개 이상의 차등적으로 발현되는 miRNA가 있으나, miRNA는[0007]

외부 자극 및 분해에 취약한 작은 단일 가닥 비암호화 RNA 분자이기 때문에, miRNA를 이용하여 건선 환자를 진

단하는데는 한계가 있었다. 

그러나, 본 발명자들은 순환하는 엑소좀에서 miRNA는 비교적 안정적인 바이오마커로 건선을 진단하는데 활용이[0008]

가능할 것이라는 점에서 착안하여, 순환하는 엑소좀 내 miRNA로 객관적으로 건선을 진단할 수 있는 정확도 높은

신규한 바이오마커를 발명하고자 예의 노력하였고, 그 결과, 순환하는 엑소좀에서 miR-625-3p 발현이 건선에서

유의하게 높은 수준으로 발현될 뿐만 아니라 miR-625-3p 발현량이 건선 질병 중증도(severity)도 충실하게 반영

하는 것을 확인함으로써 본 발명을 완성하였다. 

선행기술문헌

비특허문헌

(비특허문헌 0001)   Bozek  A,  Reich  A. The reliability of three psoriasis assessment tools: psoriasis[0010]

area and severity index, body surface area and physician global assessment. Advances in Clinical and

Experimental Medicine. 2017;26(5):851-6. 

(비특허문헌 0002)  Zhou X, Brown BA, Siegel AP, El Masry MS, Zeng X, Song W, et al. Exosome-mediated

crosstalk  between  keratinocytes  and  macrophages  in  cutaneous  wound  healing.  ACS  nano.

2020;14(10):12732-48. 

(비특허문헌 0003)   Zhou  X, Chen Y, Cui L, Shi Y, Guo C. Advances in the pathogenesis of psoriasis:

from keratinocyte perspective. Cell death & disease. 2022;13(1):1-13. 

(비특허문헌 0004)  Timis TL, Orasan RI. Understanding psoriasis: Role of miRNAs. Biomedical reports.

2018;9(5):367-74. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 건선의 중증도(severity)를 정확하게 진단할 수 있는 신규한 바이오마커를 제공하는 것을 목적으로[0011]
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한다. 

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 miR-625-3p  바이오마커 검출용 물질을 포함하는, 건선 중증도 (psoriasis[0012]

disease severity) 진단용 조성물을 제공한다.

본 발명에 있어서, 상기 검출용 물질은 상기 miR-625-3p 바이오마커에 특이적으로 결합하는 프라이머, 프로브[0013]

및 안티센스 뉴클레오티드 중 어느 하나 이상을 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 조성물은 miR-4488 바이오마커 검출용 물질 및/또는 miR-342-3p 바이오마커 검출용 물[0014]

질을 추가로 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 검출용 물질은 상기 miR-4488 바이오마커 및/또는 miR-342-3p 바이오마커에 특이적으로[0015]

결합하는 프라이머,  프로브 및 안티센스 뉴클레오티드 중 어느 하나 이상을 포함하는 것을 특징으로 할 수

있다.

본 발명은 또한, 상기 조성물을 포함하는, 건선 중증도 진단용 키트를 제공한다.[0016]

본 발명은 또한, (a) 환자로부터 분리된 시료 중 miR-625-3p의 발현 수준을 측정하는 단계; 및[0017]

(b) 상기 miR-625-3p의 발현 수준을 경증 건선 시료의 miR-625-3p 발현 수준과 비교하는 단계;를 포함하는, 중[0018]

증도-중증 건선을 진단하기 위한 정보제공방법을 제공한다.

본  발명에  있어서,  상기  miR-625-3p의  발현  수준은,  역전사효소  중합효소반응,  경쟁적  역전사효소[0019]

중합효소반응, 실시간 역전사효소 중합효소반응, RNase 보호 분석법, 또는 유전자칩을 이용하여 측정되는 것을

특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 시료는 조직, 세포, 혈액 또는 혈청 시료인 것을 특징으로 할 수 있다.[0020]

본 발명에 있어서, 상기 시료는 조직, 세포, 혈액 또는 혈청으로부터 분리된 엑소좀을 포함하는 것을 특징으로[0021]

할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 정보제공방법은 상기 miR-625-3p의 발현 수준이 경증(mild) 건선 시료의 miR-625-3p 발[0022]

현 수준과 비교하여 약 3.46배 이상 증가하는 경우, 중등도-중증(moderate to severe) 건선으로 진단하는 것을

특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 (a) 단계는 환자로부터 분리된 시료 중 miR-4488 및/또는 miR-342-3p의 발현 수준을 추[0023]

가로 측정하고,

상기 (b) 단계는 상기 miR-4488의 발현 수준을 경증 건선 시료의 miR-4488 발현 수준과 비교 및/또는 상기 miR-[0024]

342-3p의 발현 수준을 경증 건선 시료의 miR-342-3p 발현 수준과 비교하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 정보제공방법은 상기 miR-4488의 발현 수준이 경증 건선 시료의 miR-4488발현 수준과[0025]

비교하여 약 2.375배 이상 증가하는 경우 및/또는 

상기 miR-342-3p의 발현 수준이 경증 건선 시료의 miR-342-3p 발현 수준과 비교하여 약 1.657배 이상 증가하는[0026]

경우, 중등도-중증 건선으로 진단하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 miR-4488 및/또는 miR-342-3p의 발현 수준은, 역전사효소 중합효소반응, 경쟁적 역전사[0027]

효소 중합효소반응, 실시간 역전사효소 중합효소반응, RNase 보호 분석법, 또는 유전자칩을 이용하여 측정되는

것을 특징으로 할 수 있다. 

발명의 효과

본 발명에 따른 건선 진단용 바이오마커는 건선을 분자수준에서 조기에 객관적으로 진단이 가능하고, 건선 질환[0028]

의 중증도(severity)를 정확히 판별할 수 있어, 만성질환인 진단의 치료 효율을 증대시킬 수 있는 장점이 있다. 

도면의 간단한 설명
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도 1은 건선 환자의 혈액 및 피부 조직을 채취하여 엑소좀을 추출한 후 miRNA를 next-generation sequencing[0030]

(NGS) 기법으로 유의미한 차이를 보이는 miRNA (differentially expressed miRNA)를 스크리닝하고, 상승 및 하

강  발현된  miRNA를  선택하여  이에  대하여  quantitative  real-time  PCR을  실행하여  발현  양상을  검증

(validation)한  결과이다.  상관의  유의성은  Spearman's  rank  correlation  test를  사용하여  테스트되었다.

*P<0.05, **P<0.01.

도 1a는 엑소좀 miRNA의 획득 및 분석의 실험과정을 보여주는 모식도이다 (파란색 화살표는 스크리닝 단계를,

빨간색 화살표는 검증 단계를 나타낸다).

도 1b는 볼케이노 플랏 상의 차등적으로 발현된 유전자(Differentially Expressed Gene, DEG)를 나타낸다. 스

크리닝된 엑소좀 miRNA는 볼드체로 표시하였다.

도 1c는 PASI >10인 건선 환자의 혈장에서 하향 조절된 miRNA를 나타낸다.

도 1d는 PASI >10인 건선 환자의 혈장에서 상향 조절된 miRNA를 나타낸다.

도 1e는 건선 환자의 피부에서 상향 조절된 miRNA의 qRT-PCR 결과를 나타낸다.

도 1f는 PASI 및 BSA에 대해 플롯팅된 피부 miR-625-3p 수준을 나타낸다. 

도 2는 스크리닝에서 유의미한 차이를 보이는 상승 발현된 miRNA의 진단 정확도를 검증한 결과이다. 

도 2a와 도 2b는 혈장 miR-625-3p, miR-4488 및 miR-342-3p 수준을 각각 건선 중증도 지수인 (a) PASI 및 (b)

BSA에 대해 플롯팅한 결과이다. 상관의 유의성은 Spearman's rank correlation test를 사용하여 테스트되었다. 

도 2c는 각 상향조절된 엑소좀 miRNA의 ROC(수신기 작동 특성) 곡선 및 관련 AUC 값을 통해 민감도와 특이도를

확인한 결과이다. 

도 2d는 베체트병 환자의 활성, 불활성 상태에 따라 치료 전/후의 엑소좀 miRNA 수준 분석을 위한 실험 과정을

보여주는 모식도이다.

도 2e는 베체트병 환자의 활성, 불활성 상태에서 따라 혈장에서 엑소좀을 추출하여 qRT-PCR을 실행하여 miRNA

발현 차이를 확인한 결과이다.

도 2f는 베체트병 환자의 치료 전/후의 혈장에서 엑소좀을 추출하여 qRT-PCR을 실행하여 치료 후 PASI 50 이상

호전을 보인 그룹과 아닌 그룹간의 miRNA 발현 차이를 확인한 결과이다. *P < 0.05.

도 3은 파라핀 조직에서 in situ hybridization (ISH) 기법을 통해 엑소좀 miRNA의 기원을 확인한 결과이다.

도 3a와 3b는 각각 (a) 저전력장(x100) 및 (b) 고전력장(x400)에서 ISH를 통해 피부의 miR-625-3p 발현을 검출

한 결과이다.

도 3c와 3d는 상승발현된 miRNA가 각질세포 기원인지 T 세포 기원인지 확인하고자, HaCaT 세포와 JurkaT 세포를

이용하여 (c) 수집된 세포 및 (d) 상등액에 IL-12 (Th1), IL-23 (Th17)을 처리하고 qRT-PCR을 통해 miR-625-3p

와 miR-4488의 발현량을 확인한 결과이다. *P < 0.05 및 **P < 0.01.

도 4는 miRNA데이터베이스를 통해 miR-625-3p의 IGF-1 신호 전달 체계와의 연관 가능성 확인한 결과이다. 데이

터는 평균 ± SEM으로 표시하였다. 막대 위의 수평선은 범주 간의 통계적 차이와 통계적 비교를 나타낸다. *P <

0.05, **P < 0.01, 및 ****P < 0.0001.

도 4a는 3개의 miRNA 데이터베이스(miRDB/TargetScan/miRTarBase)를 사용하여 miR-625-3p의 표적 및 기능을 예

측한 결과이다. 

도 4b는 miR-625-3p mimic을 트랜스펙션 한 후 발현양을 확인한 결과이다.

도 4c는 miR-625-3p mimic을 트랜스펙션 한 후 IGF-1 신호전달 유전자들의 qRT-PCR 결과이다. 

도 4d는 miR-625-3p mimic을 트랜스펙션 한 후 48시간 동안 배양된 HaCat 세포에서 Akt 단백질의 웨스턴 블로팅

분석 결과이다.

도 4e는 miR-625-3p mimic을 트랜스펙션 한 후 세포 분열시 증가하는 Ki67 유전자의 발현량 증가를 확인한 결과

이다.
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도 4f는 miR-625-3p mimic을 트랜스펙션 한 후 24, 48 및 72시간 동안 상이한 도파민 농도에서 HaCaT 세포 생

존을 CCK8 분석으로 확인한 결과이다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

다른 식으로 정의되지 않는 한, 본 명세서에서 사용된 모든 기술적 및 과학적 용어들은 본 발명이 속하는 기술[0031]

분야에서 숙련된 전문가에 의해서 통상적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 갖는다. 일반적으로 본 명세서에서

사용된 명명법은 본 기술 분야에서 잘 알려져 있고 통상적으로 사용되는 것이다.

본 명세서 및 특허청구범위에서 사용된 특징부의 크기, 양 및 물리적 특성을 표현하는 모든 수는 모든 경우 용[0033]

어 "약"에 의해 수식되는 것으로 이해되어야 한다. 따라서, 반대로 나타내지 않는 한, 명세서 및 특허청구범위

에 개시된 수치 파라미터는 본 명세서에 개시된 교시 내용을 이용하여 당업자가 얻고자 하는 원하는 특성에 따

라 달라질 수 있는 근사치이다.

본 발명에서는 순환하는 엑소좀 내 miRNA로 객관적으로 건선을 진단할 수 있는 miR-625-3p를 신규한 건선 중증[0035]

도 진단용 바이오마커로 확인하였다. 건선 진단에서 miR-625-3p 발현량은 중증도에 따라 현저히 유의한 상관관

계를 나타내 miR-625-3p는 건선 질환 중증도도 반영하는 바이오마커인 것을 확인하였다.

따라서,  본  발명은  일  관점에서  miR-625-3p  바이오마커  검출용  물질을  포함하는,  건선  중증도  (psoriasis[0037]

disease severity) 진단용 조성물에 관한 것이다.

본 발명에 있어서, 상기 검출용 물질은 상기 miR-625-3p 바이오마커에 특이적으로 결합하는 프라이머, 프로브[0038]

및  안티센스  뉴클레오티드  중  어느  하나  이상을  포함하는  것을  특징으로  할  수  있으나,  이에  한정되지는

않는다.

본 발명에 있어서, 상기 miR-625-3p 바이오마커는 건선 중증도 (psoriasis disease severity) 판별이 가능한[0039]

것을 특징으로 할 수 있다. 

본 발명에 있어서, 상기 조성물은 miR-4488 바이오마커 검출용 물질 및/또는 miR-342-3p 바이오마커 검출용 물[0040]

질을 추가로 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 검출용 물질은 상기 miR-4488 바이오마커 및/또는 miR-342-3p 바이오마커에 특이적으로[0041]

결합하는 프라이머, 프로브 및 안티센스 뉴클레오티드 중 어느 하나 이상을 포함하는 것을 특징으로 할 수 있으

나, 이에 한정되지는 않는다.

본원에  사용된  용어  "miR"  “”또는  "마이크로  RNA"  또는  “마이크로알엔에이”는  표적  RNA의  분해[0042]

(degradation)를 촉진시키거나 또는 그들의 번역을 억제시킴으로써 유전자 발현을 전사 후에 조절하는 21 내지

23개의  비코딩  RNA를  말한다.  본원에  사용된  miRNA의  성숙  서열은  miRNA  데이터베이스

(http://www.mirbase.org)에서 얻을 수 있다. 

일반적으로 마이크로 RNA는 pre-miRNA라 불리는 헤어핀 구조를 갖는 약 70-80  nt(nucleotide)  길이의 stem-[0043]

loop(일차(primary)  miRNA  또는  pri-miRNA)  전구체로 전사된다.  이러한 pri-miRNA는  수  개의 miRNA  전구체

(precursor)를 포함할 수 있으며, 효소의 작용에 의해 헤어핀 구조를 갖는 전구체 miRNA(pre-miRNAs)로 처리된

다. 이어 pre-miRNA는 핵밖으로 이동하여 세포질에서 RNase 효소(Dicer)에 의해 헤어핀 구조가 잘린다. 이 과정

에서 Dicer는 헤어핀의 3' 말단에 결합을 하여 3'과 5' 암(arm)을 연결하는 루프를 자르고 불안정한 형태의 이

중가닥 miRNA가 형성되고, 궁극적으로 성숙한 miR-3p 및 miR-5p가 형성된다.

본원에 따른 miR-625-3p는 상술한 바와 같이 헤어핀 구조를 갖는 pre-miRNA miR-625의 3p 말단으로부터 유래한[0044]

다. 본원에서는 특히 miR-625-3p가 건선 환자에서 상승발현하는 것을 발견하였다. 본원에 따른 miR-625-3p 바이

오마커는 성숙한 miR-625-3p는 물론 이를 생산할 수 있는 전구체 pre-miR-625를 포함한다.

본  발명의  일  양태에서,  miR-625를  포함하는  인간유래  pre-miR-625은  서열번호  1:[0045]

AGGGUAGAGGGAUGAGGGGGAAAGUUCUAUAGUCCUGUAAUUA  GAUCUCAGGACUAUAGAACUUUCCCCCUCAUCCCUCUGCCCU  으로  표시될  수

있고, miR-625-3p는 서열번호 2: GACUAUAGAACUUUCCCCCUCA 로 표시될 수 있으며, 서열번호 1에서 밑줄친 부분은
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루프를 이루는 서열이다. pre-miR-625는 루프를 기준으로 5p 및 3p를 서열을 모두 포함하며, 검출을 위해서, 후

술하는  프로브  및/또는  프라이머가  사용되는  경우에는  3p를  특이적으로  인식하도록  디자인되는  것이

바람직하다. 

본  발명의  다른  양태에서,  miR-4488을  포함하는  인간유래  pre-miR-4488  서열은  서열번호  3:[0046]

GGUAGGGGGCGGGCUCCGGCGCUGGGACCCCACUAGGGU GGCGCCUUGGCCCCGCCCCGCCC으로 표시될 수 있고, miR-4488는 서열번호

4: AGGGGGCGGGCUCCGGCG 로 표시될 수 있다. 

본  발명의  또  다른  양태에서,  miR-342를  포함하는  인간유래  pre-miR-342은  서열번호  5:[0047]

GAAACUGGGCUCAAGGUGAGGGGUGCUAUCUGUGAUUGAGGGA  CAUGGUUAAUGGAAUUGUCUCACACAGAAAUCGCACCCGUCACCUUGGCCUACUUA

으로 표시될 수 있고, miR-342-3p는 서열번호 6: UCUCACACAGAAAUCG CACCCGU으로 표시될 수 있으며, 서열번호 5

에서  밑줄친  부분은  루프를  이루는  서열이다.  pre-miR-342는  루프를  기준으로  5p  및  3p를  서열을  모두

포함하며, 검출을 위해서, 후술하는 프로브 및/또는 프라이머가 사용되는 경우에는 3p를 특이적으로 인식하도록

디자인되는 것이 바람직하다. 

본원에서 용어 “바이오마커” 또는 진단 마커(diagnosis marker)란 건선이 발생한 환자 유래의 시료를 대조군[0048]

과 구분하여 진단할 수 있는 물질로, 대조군에 비하여 질환이 발생한 환자 또는 질환의 심각도가 높은 환자 유

래의 시료에서 증가된 발현 양상을 보이는 비코딩 핵산을 포함한다.

본원에서 용어 “진단”은 특정 질병 또는 질환에 대하여 검사 대상자의 질환에 대한 감수성(susceptibility)을[0049]

판정하는 것, 특정 질병 또는 질환을 현재 가지고 있는지 여부를 판정하는 것, 특정 질병 또는 질환에 걸린 대

상자의 예후(prognosis)를 판정하는 것, 질환의 치료 후 재발 여부 또는 테라메트릭스(therametrics)(예컨대,

치료효능에 대한 정보를 제공하기 위하여 객체의 상태를 모니터링 하는 것)을 포함한다.

본원에 따른 바이오마커는 정량적 및/또는 정성적 분석을 통해 miRNA의 존재 여부의 검출 및/또는 이의 발현량[0050]

자체, 발현량의 변화, 발현량 차이의 수준에서 검출되어 건선의 진단에 사용될 수 있다.

본원에 따른 상기 검출용 물질은 miRNA 또는 이의 cRNA 또는 cDNA의 존재 여부의 검출 및/또는 이의 발현량 자[0051]

체, 발현량의 변화, 발현량 차이를 검출할 수 있는 물질로, 상기 조성물은 상기 검출용 물질과 함께 상기 검출

용 물질이 상기 바이오마커를 검출하기에 적합한 시약을 추가로 포함할 수 있다. 

일 양태로서 상기 검출용 물질은 본원에 개시된 miRNA 또는 이의 cRNA 또는 cDNA에 특이적으로 결합하는 프로브[0052]

를 포함한다. 프로브는 주형으로서 단일가닥의 RNA 또는 DNA에 특이적으로 상보적으로 결합하며, 역전사효소 또

는 DNA 중합효소가 주형의 복제를 개시할 수 있도록 하는 자유 3'말단 수산화기(free 3' hydroxyl group)를 가

지는 핵산분자를 일컫는 것으로, 이는 주형 또는 표적에의 특이적 결합에 의해, 표적의 정성 및/또는 정량적 측

정을 가능하게 하며, 후술하는 바와 같이 다양한 방법에 사용될 수 있으며, 또한 증폭된 산물의 검출을 위해 후

술하는 바와 같이 발색, 발광 또는 형광물질과 같은 것으로 표지될 수 있다.

당업자라면, 본원 및 miRBase에 개시된 miR-625-3p, miR-4488 또는 miR-342-3p의 서열을 참조하여, 본원에 따[0053]

른 적절한 프로브 서열을 선택할 수 있을 것이다.

또 다른 양태로서 본원에 따른 검출용 물질은 본원에 개시된 miRNA 또는 이의 cRNA 또는 cDNA에 특이적으로 상[0054]

보적으로 결합하며, 역전사효소 또는 DNA 중합효소가 주형의 복제를 개시할 수 있도록 하는 자유 3'말단 수산화

기(free 3' hydroxyl group)를 가지는 프라이머이다. 프라이머는 일반적으로 핵산 증폭 반응에서 표적 핵산의

증폭 대상의 부위의 양 말단 부근에 결합하도록 고안되며, 이는 주형(또는 표적)에 특이적으로 결합하여, 주형

또는 표적 물질의 정성 및/또는 정량적 분석을 가능하게 하며, 후술하는 바와 같이 다양한 방법에 사용될 수 있

다. 또한 증폭된 산물의 검출을 위해 후술하는 바와 같이 발색, 발광 또는 형광물질과 같은 것으로 표지될 수

있다.

당업자라면, 본원 및 miRBase에 개시된 miR-625-3p, miR-4488 또는 miR-342-3p의 서열을 참조하여, 본원에 따[0055]

른 적절한 프로브 서열을 선택할 수 있을 것이다.

또 다른 구현예에서 본원에 따른 검출용 물질은 본원에 개시된 miRNA 또는 이의 cRNA 또는 cDNA에 특이적으로[0056]

결합하는 프로브 및 프라이머 쌍을 포함하며, 이 경우 상기 프로브는 상기 프라이머 쌍의 사이에 위치한다.

본원에 따른 miR-625-3p, miR-4488 또는 miR-342-3p을 검출할 수 있는 프로브 및/또는 프라이머는 공지된 다양[0057]

한 방법에 사용될 수 있으며, 구체적으로 사용되는 방법에 맞추어 다양한 시약이 본원에 따른 조성물에 또한 포
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함될 수 있다.

이러한 방법은 예를 들면 핵산 혼성화, 중합, 증폭 방법 및 혼성화 기반 라이게이션 등을 포함하나 이로 제한하[0058]

는 것은 아니다.

핵산 혼성화은 핵산이 고상의 지지체, 예를 들면 비드, 나노입자 또는 바이오칩 어레이(마이크로에레이)에 결합[0059]

된 형태로 또는 인시츄 혼성화을 이용하여 수행될 수 있다. miRNA 마이크로어레이 기술은 동시에 다수의 miRNA

의 분석을 가능하게 한다. 본원에 따른 miRNA에 상보적인 뉴클레오타이드는 코팅된 고상지지체에 스폿팅되거나

또는 인시츄 합성 방법으로 고상지지체에 스폿팅될 수 있다. 실시예에서 생물학적 시료로부터 분리된 miRNA는

상기 고상지지체 상의 상보적인 서열, 예를 들면 프로브와의 혼성화혼성화 효소반응에 의해 검출되는 표지(예를

들면 바이오틴, 형광염료)의 혼입에 의해 검출될 수 있다. 다른 실시예에서, 생물학적 시료에서 분리된 miRNA는

형광물질로 표지되어, 상응하는 서열과 결합하고, 그 결과 방출된 형광신호는 특정 miRNA의 존재를 나타낸다.

마이크로어레이 제조 기술은 예를 들면 Schena et al., 1996, Proc Natl Acad Sci USA.93(20):10614-9; Schena

et al., 1995, Science 270(5235):467-70; 및 U.S. Pat. Nos. 5,599,695, 5,556,752 또는 5,631,734를 참조할

수 있다. 이런 경우, 검출용 물질 또는 시약은 고상의 지지체에 결합된 형태로 제공될 수 있다. 검출시약은 검

출을 위해 직접적 또는 샌드위치 형태로 간접적으로 표지될 수 있으며, 후술하는 바를 참조할 수 있다.

본원에 따른 miRNA의 검출에는 핵산 중합 또는 증폭 방법이 또한 사용될 수 있으며, 특히 미량으로 존재하는[0060]

miRNA 검출에 적합하다. 공지된 다양한 핵산 증폭 또는 합성 방법이 사용될 수 있으며, 예를 들면 역전사 반응,

역전사 중합효소연쇄반응(RT-PCR), 실시간 RT-PCR, PCR, 실시간 PCR, 정량 RT-PCR, 정량 PCR, NASBA(Nucleic

Acid  Sequence-Base  Amplification),  LCR(Ligase  Chain  Reaction),  다중  연결  프로브  증폭(Multiple

ligatable  probe  amplification),  Invader  기술(Third  Wave),  SDA(Strand  Displacement  Amplification),

TMA(Transcription Mediated Amplification), 및 Eberwine RNA 증폭 등을 포함할 수 있으나 이로 제한하는 것

은 아니다.

전형적인 PCR 방법은 특정 표적 서열의 증폭을 위해, 주형의 변성, 포워드 및 리버스 프라이머가 표적 서열에[0061]

결합하는 어닐링 및 열안정 중합효소에 의한 신장의 단계로 구성되는 3 단계가 여러 주기 예를 들면 통상 20회

이상이 수행된다. 대안적으로 어닐링 및 신장은 동일한 단계에서 수행되기도 한다. 성숙한 miRNA는 단일가닥이

기 때문에, PCR 전에 역전사 반응이 먼저 수행될 수 있다. 역전사 반응에는 프라이머와 역전사 효소의 사용을

필요로 한다.

PCR 및 정량 PCR에서는 포워드 및 리버스의 한 세트의 프라이머 또는 상기 프라이머와 함께 프로브가 사용될 수[0062]

있다. 프로브 및 프라이머의 길이는 혼성화온도, 표적 서열의 구성, 표적 서열의 복잡성 등과 같은 다양한 요소

에 따라 결정된다. 예를 들면 프로브는 7 뉴클레오타이드 이상, 프라이머의 길이는 약 10 내지 35 뉴클레오타이

드, 예를 들면 15, 20, 25, 30 또는 35 뉴클레오타이드이다. 포워드 프라이머는 바이오마커 miRNA에 특이적으로

결합할 수 있는 적어도 하나의 서열을 포함하며, 5'쪽에 비상보적 서열을 추가로 포함할 수 있다. 리버스 프라

이머의 서열은 바이오마커의 서열과는 독립적일 수 있으며, 다수의 miRNA 바이오마커가 한 종류의 리버스 프라

이머로 증폭될 수 있거나, 또는 바이오마커에 특이적인 하나 이상의 서열을 포함할 수 있다.

예컨대, miR-625-3p를 증폭시킬 수 있는 프라이머는 MystiCq®microRNA qPCR Assay Primer hsa-miR-625-3p일[0063]

수 있으나, 이에 한정되지는 않는다. 다른 양태로서, miR-625-3p를 증폭시킬 수 있는 프라이머는forward: 5'-

GCGCAGGACTATAGAACTTTC-3' 및 reverse: 5'-GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTGAG-3'일 수 있으나, 이에 한정되지는 않는

다.

증폭 산물은 증폭 과정에서 또는 증폭 후에 당업계에 공지된 다양한 방법으로 분석될 수 있다. 이러한 방법은[0064]

당업계에  공지된  것으로서  예를  들면  젤  전기영동,  실시간  PCR  분석,  SSCP(single  strand  conformational

polymorphism),  RFLP(restriction  fragment  length  polymorphism),  CZE(capillary  zone  electrophoresis),

WAVE(HPLC-based nucleic acid analyzing technology), 마이크로칩을 포함하나, 이로 제한하는 것은 아니다.

본원에 따른 일 구현예에서는 역전사 반응 후에 실시간 정량 PCR 방법, 즉 RT-PCR이 사용되며, 이는 시료에서[0065]

RNA를 분리한 후, 이로부터 프라이머, 예를 들면 stem-loop를 형성할 수 있는 stem-loop 프라이머를 이용하여

cDNA를 합성한 후, 이를 주형으로 하여, 여기에, 포워드 및 리버스 프라이머, 또는 포워드 및 리버스 프라이머

와 프로브의 조합을 사용하여 end-point로 또는 SYBR과 같은 핵산에 결합하는 염료를 사용하여 실시간으로, 또

는 형광물질로 표지된 TaqMan 방식의 프로브를 사용한 stem-loop RT 기반의 핵산증폭방법이 사용된다. 이러한

방법은 예를 들면 Schmittgen,  T.D.  et  al(2008)  Real-time  PCR  quantification  of  precursor  and  mature
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microRNA. Methods 44, 31.8.; 및 Chen et al., Nucleic Acids Research, 33(20):e179, 2005 등을 참조할 수

있다.

또한 혼성화에 기반한 라이게이션 기술이 miRNA의 정량 분석에 사용될 수 있다. 이러한 방법은 당업계에 공지되[0066]

어  있으며,  예를  들면  OLA(oligonucleotide  ligation)  및  예를  들면  미국공개공보  2006-0078894에  기재된

HARP-유사 프로브를 사용한 방법과 같은 표적 핵산 서열에 결합한 검출가능한 프로브를 결합하지 않은 프로브로

부터  분리해내는  방법  등을  포함하나  이로  제한하는  것은  아니다.  라이게이션을  이용한  다른  기술은

MLPA(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)(Schouten et al., Nucleic Acids Research 30:e57

(2002))을 들 수 있다. 상기 기술은 한 쌍의 프로브가 표적서열에 나란히 결합한 경우에만 라이게이션이 일어나

는 방식으로 결합하며, 라이게이션된 프로브는 PCR에 의해 증폭될 수 있도록 프라이머 결합부위를 포함한다.

상술한 바와 같은 혼성화, 증폭 및/또는 혼성화 기반 라이게이션 반응에서 표적의 염색 또는 표지, 프라이머 또[0067]

는 프로브의 염색 또는 표지를 통해 혼성화 또는 증폭된 miRNA 산물을 검출할 수 있다. 검출에는 당업계의 공지

의 기술이 사용될 있으며, 당업자라면 검출의 민감도 및/또는 표적의 양을 고려하여 적절한 방법을 선택할 수

있을 것이다. 검출 방법의 민감도 및/또는 표적의 양에 따라 검출 전에 증폭이 필요하지 않을 수도 있다.

또한 miRNA는 직접적 또는 간접적 방법에 의해 검출될 수 있다. 직접적 방법에서 miRNA는 이에 결합된 검출가능[0068]

한 표지로 표지되고 이어 비드와 같은 고상지지체에 연결된 프로브에 결합된 후 표지된 miRNA를 스크리닝하여

검출된다. 대안적으로 직접 검출에 표지된 프로브가 사용될 수 있으며, miRNA와 특이적 결합 후 표지된 프로브

의 스크리닝을 통해 검출된다. 실시예에서는 증폭된 miRNA는 목적하는 핵산을 캡쳐할 수 있는 프로브와 컨쥬게

이션된 비드를 이용하여 검출된다. 다른 실시예에서 프로브는 형광물질로 표지될 수 있다. 간접적 검출방법이

또한 사용될 수 있다. 예를 들면 바이오티닐화 프로브를 스트렙타비딘 컨쥬게이트된 염료를 사용하여 결합된 핵

산을 검출할 수 있다. 스트렙타비딘 분자는 증폭된 miRNA의 바이오틴 표지에 결합하며, 결합된 miRNA는 스트렙

타비딘에 컨쥬게이트된 염료에 의해 검출된다. 이러한 스트렙타비딘에 컨쥬게이트된 염료는 당업계에 공지되어

있으며 예를 들면 Phycolink(R) Streptavidin R-Phycoerythrin (PROzyme)이 사용될 수 있다.

검출을 위한 표지자(label)는 이로 제한하는 것은 아니나, 광방출, 광산란, 광흡수 물질과 같은 검출가능한 형[0069]

광,  화학발광  또는  생발광  신호를  생성  또는  소거할  수  있는  화합물을  포함하며,  예를  들면  Garman  A.,

Non_Radioactive Labeling, Academic Press 1997을 참조할 수 있다. 형광 물질은 예를 들면 이로 제한하는 것

은 아니다 플루오레신(예를 들면 미국특허 6,020,481), 로다민(예를 들면 미국 특허 6,191,278), 벤조페녹사진

(예를 들면 미국특허 6,140,500), 공여체와 수용체를 포함하는 에너지 전이 형광 염료(예를 들면 미국특허 공개

특허  10-2016-0022017  5,945,526)  및  사이아나인(예를  들면  WO1997-45539),  리사민,  파이코에리쓰린,  Cy2,

Cy3,  Cy3.5,  Cy5,  Cy5.5,  Cy7,  FluorX  (Amersham),  Alexa  350,  Alexa  430,  AMCA,  BODIPY  630/650,  BODIPY

650/665, BODIPY-FL, BODIPYR6G,BODIPY-TMR, BODIPY-TRX, Cascade Blue, 6-FAM, Fluorescein Isothiocyanate,

HEX, 6-JOE, Oregon Green 488, Oregon Green 500, Oregon Green 514, Pacific Blue, REG, Rhodamine Green,

Rhodamine Red, Renographin, ROX, SYPRO, TAMRA, Tetramethylrhodamine, 및/또는 Texas Red는 물론 기타 검

출가능한 신호를 생성할 수 있는 임의의 형광 모이어티를 포함한다. 형광염료는 6-carboxyfluorescein; 2′′

1,4,-tetrachlorofluorescein; 및 2′′′′를 포함하나 이로 제한하는 것은 아니다. 실시예에서는 형광 표지로

SYBR-Green, 6-carboxyfluorescein (“”TET, ROX, VICTM, 또는 JOE가 사용된다. 실시예에서는 리포터 형광물

질과 소거형광물질의 두 개의 형광물질로 표지된 프로브가 사용되며, 이 경우 형광물질은 구분이 가능한 파장이

스펙트럼을 방출하는 형광물질이 사용된다.

또한 표지자는 핵산의 결합을 향상, 안정화 또는 핵산의 결합에 영향을 미칠 수 있는 화합물 예를 들면 에씨디[0070]

움 브로마이드 및 SYBR-Green을 포함하는 인터칼레이터, 마이너그루브 결합체 및 가교가능한 작용기가 사용될

수 있으나, 이로 제한하는 것은 아니며, Blackburn et al., eds. “and RNA Structure”in Nucleic Acids in

Chemistry and Biology (1996)을 참조할 수 있다. 

miRNA 정량은 또한 다음의 문헌을 참조하여 수행될 수 있으며, 예를 들면 miRNA microarrays (Calin, G.A. et[0071]

al.(2004) Proc Natl Acad Sci USA 101,11755.60.), SYBR-based miRNA RT-qPCR assays (Sharbati-Tehrani et

al.(2008)  miR-Q:  a  novel  quantitative  RT-PCR  approach  for  the  expression  profiling  of  small  RNA

molecules such as miRNAs in a complexsample. BMC Mol Biol 9, 34.), BeadArray (Chen, J. et al. (2008)

Highly sensitive and specific microRNA expression profiling using BeadArray technology. Nucleic Acids

Res  36,  e87.),  Invader  Assays  (Allawi,  H.T.  et  al.(2004)  Quantitationof  microRNAs  using  a  modified

Invader assay. RNA 10, 1153.61.), 및 Padlock probe-based assays (Jonstrup, S.P. et al.(2006) AmicroRNA
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detection system based on padlockprobes and rolling circle amplification. RNA 12, 1747.52.)를 참조할

수 있다.

또한 프라이머와 프로브를 사용한 RT-PCR 기반의 상용화된 키트를 사용할 수 있으며, 예를 들면 Stem-loop RT[0072]

based TaqMan®MicroRNA Assays (ThermoFisher Scientific, USA)가 사용될 수 있다.

따라서 본원에 따른 조성물은 상술한 방법 중 어느 하나 이상의 방법에 사용되는 시약을 포함할 수 있다.[0073]

본원에 따른 바이오마커 또는 이를 포함하는 조성물은 건선의 진단, 재발 예측 및/또는 예후 측정 및/또는 약물[0074]

치료 후 반응성 예측에 유용하게 사용될 수 있다.

본 발명은 다른 관점에서, 상기 조성물을 포함하는, 건선 중증도 진단용 키트에 관한 것이다.[0076]

상기 키트에 포함될 수 있는 시약 및 이를 이용한 검출은 앞서 언급한 바를 참조할 수 있다. 본원에 따른 일 양[0077]

태에서, 키트는 핵산 증폭에 사용되며, 특히 RT-PCR을 이용한 증폭에 사용된다. 이 경우 키트는 RT-PCR의 반응

에 필요한 프라이머 세트 및/또는 프로브, 완충액, 역전사 효소, Taq 폴리머라제를 포함할 수 있다. 다른 양태

에서는 단일가닥 핵산을 제거할 수 있는 뉴클리아제를 추가로 포함할 수 있다. 당업계에 공지된 다양한 완충액

이 사용될 수 있으며, 예를 들면 Tris-HCl, pH 9.0 완충액이 사용될 수 있으나 이로 제한하는 것은 아니다. 역

전사 효소 및 Taq 폴리머라제는 시중에서 구입할 수 있으며, 예를 들면 폴리머라제로 hot start 반응이 가능한

AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, USA)와 같은 것을 사용할 수 있으며, 적절한 농도 예를 들면 1.5mM 내지

2.5mM의 MgCl2가 포함될 수 있다.

본원에 따른 키트는 양성대조군, 음성대조군 및 사용설명서를 추가로 포함한다. 음성대조군으로는 miRNA를 포함[0078]

하지 않는 시료, 양성대조군은 검출대상 miRNA 중 하나 이상을 포함할 수 있다.

본 발명은 또 다른 관점에서, 건선 중증도-중증 건선 진단방법이나 건선 진단 또는 예후에 필요한 정보를 제공[0080]

할 수 있다. 

따라서, 본 발명은 (a) 환자로부터 분리된 시료 중 miR-625-3p의 발현 수준을 측정하는 단계; 및 (b) 상기 miR-[0081]

625-3p의 발현 수준을 경증 건선 시료의 miR-625-3p 발현 수준과 비교하는 단계; 를 포함하는, 중증도-중증 건

선을 진단하기 위한 정보제공방법에 관한 것이다.

본  발명에  있어서,  상기  miR-625-3p의  발현  수준은,  역전사효소  중합효소반응,  경쟁적  역전사효소[0082]

중합효소반응, 실시간 역전사효소 중합효소반응, RNase 보호 분석법, 또는 유전자칩을 이용하여 측정되는 것을

특징으로 할 수 있으나, 이에 한정되지는 않는다.

본 발명에 있어서, 상기 시료는 조직, 세포, 혈액 또는 혈청 시료인 것을 특징으로 할 수 있으나, 이에 한정되[0083]

지는 않는다. 

본 발명에 있어서, 상기 시료는 조직, 세포, 혈액 또는 혈청으로부터 분리된 엑소좀을 포함하는 것을 특징으로[0084]

할 수 있으나, 이에 한정되지는 않는다. 

본 발명에 있어서, 상기 miR-625-3p의 발현 수준이 경증 시료의 miR-625-3p 발현 수준과 비교하여 약 3.46배 이[0085]

상 증가하는 경우, 중증도-중증 건선으로 진단하는 것을 특징으로 할 수 있으나, 이에 한정되지는 않는다. 

본 발명에 있어서, 상기 (a) 단계는 환자로부터 분리된 시료 중 miR-4488 및/또는 miR-342-3p의 발현 수준을 추[0086]

가로 측정하고,

상기 (b) 단계는 상기 miR-4488의 발현 수준을 경증 건선 시료의 miR-4488 발현 수준과 비교 및/또는 상기 miR-[0087]

342-3p의 발현 수준을 경증 건선 시료의 miR-342-3p 발현 수준과 비교하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 miR-4488의 발현 수준이 경증 건선 시료의 miR-4488발현 수준과 비교하여 약 2.375배[0088]

이상 증가하는 경우 및/또는 

상기 miR-342-3p의 발현 수준이 경증 건선 시료의 miR-342-3p 발현 수준과 비교하여 약 1.657배 이상 증가하는[0089]

경우, 중등도-중증 건선으로 진단하는 것을 특징으로 할 수 있다.

즉, 본 발명에서는 miR-625-3p의 발현 수준과 함께 miR-4488 및/또는 miR-342-3p의 발현 수준을 추가로 검증하[0090]
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여 중등도-중증 건선으로 진단할 수 있으나, 이에 한정되지는 않는다.

본 발명에 있어서, 상기 miR-4488 및/또는 miR-342-3p의 발현 수준은, 역전사효소 중합효소반응, 경쟁적 역전사[0091]

효소 중합효소반응, 실시간 역전사효소 중합효소반응, RNase 보호 분석법, 또는 유전자칩을 이용하여 측정되는

것을 특징으로 할 수 있으나, 이에 한정되지는 않는다.

본원에 따른 방법이 구현되는 구체적 수단(방법) 및 검출용 시약 등은 앞서 기술한 바를 참조할 수 있다.[0092]

본원에서 상기 시료는 생물학적 시료일 수 있으며, "생물학적 시료"란 생물유래의 장기, 조직, 세포 또는 체액[0093]

을 일컫는 것이다. 생물학적 시료의 예로는 조직 절편, 전혈, 혈장, 혈청, 소변 또는 혈액 유래의 백혈구, 적혈

구 또는 혈소판, 또는 조직 또는 세포 배양물을 포함하나 이로 제한하는 것은 아니다. 또한 하나 이상의 상기

시료가 혼합되어 사용될 수 있다. 이러한 생물학적 시료는 검사 직전에 건선이 의심되는 환자로부터 통상의 시

료 수득방법에 의해 대상체로부터 직접 수득한 것이거나 또는 종전에 분리되어 보관된 것일 수 있다. 본원에 따

른 실시예에서는 피부 조직 또는 혈액 시료가 사용된다. 본 발명은 건선이 발병한 또는 발병이 의심되는 또는

발병 가능성이 있는 대상체에서 수득한 피부 조직 또는 혈액이 사용될 수 있으나, 이로 제한하는 것은 아니다.

본원에서 대상체는 질환에 걸린 것으로 의심되는 포유류, 질환에 걸린 후 치료가 되었으나 재발이 의심되는 포[0094]

유류, 특히 인간을 포함한다.

본원에서, 상기 대상체 (예컨대, 중증 환자)의 miR-625-3p, miR-4488 및/또는 miR-342-3p의 발현 수준을 각각[0095]

경증 환자 시료의 miR-625-3p, miR-4488 및/또는 miR-342-3p 발현 수준과 비교하는 경우, 진단의 정확도를 위하

여, 상기 대상체 시료 및 정상 시료는 miR-103-3p로 정규화 한 후 상기한 바이오마커의 발현 수준을 비교하는

것을 특징으로 할 수 있으나, 이에 한정되지는 않으며, miR-103-3p은 세포 내 발현량이 균일한 다른 miRNA로 정

규화 할 수 있음을 본 기술분야에서 자명하다. 

본원에 따른 조성물은 생물학적 시료에서 상기 하나 이상의 miRNA의 발현량을 검출하고, 이를 대조군 또는 참조[0096]

군과 비교하여, 그 발현량의 감소, 변화 정도에 따라 건선 진단 또는 재발 또는 발생위험도를 예측할 수 있다.

본원에 따른 방법에서 대조군은 중증도-중증 건선 질환과 차별적 발현을 나타내는 시료로서, 경증 건선 질환을[0097]

가지는 동종의 대상체로부터 유래한 시료가 사용된다.  

본원에 따른 일 양태에서, 상기 miR-625-3p의 발현 수준을 경증 건선 시료의 miR-625-3p 발현 수준과 비교하여[0098]

상기 miR-625-3p의 발현 수준이 증가한 경우, 예컨대, 약 10%, 약 20%, 약 30%, 약 40%, 약 50%, 약 60%, 약

70%, 약 80%, 약 90%, 또는 약 100% 이상 증가한 경우, 중증도-중증 건선으로 판정 또는 발생위험도가 증가 또

는 높은 것으로 판단할 수 있다.

본원에 따른 또 다른 양태에서, 상기 miR-625-3p의 발현 수준의 증가와 함께 miR-4488 및/또는 miR-342-3p의 발[0099]

현 수준을 경증 건선 시료의 miR-4488  및/또는 miR-342-3p의 발현 수준과 비교하여 상기 miR-4488  및/또는

miR-342-3p의 발현 수준이 증가한 경우, 예컨대, 약 10%, 약 20%, 약 30%, 약 40%, 약 50%, 약 60%, 약 70%,

약 80%, 약 90%, 또는 약 100% 이상 증가한 경우, 중증도-중증 건선으로 판정 또는 발생위험도가 추가로 증가

또는 더 높은 것으로 판단할 수 있다.

본원에 따른 바이오마커는 기존의 마커 및/또는 진단방법등과 함께 사용될 수 있다. 예를 들면, PASI 및 BSA 결[0100]

과와 함께 사용될 수 있다. 

본 발명의 정보제공방법에서, 경증 건선 시료의 miRNA 발현 수준은 문헌에 공개되거나 미리 측정된 값일 수 있[0101]

으며, 경증 건선이 발병된 개체에서 미리 측정될 수 있다.

실시예[0103]

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체적[0105]

으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시 예에 의해 제한되지 않는다는

것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.
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실 시 예 1

건선 환자에서 건선 특이적 및 질병 활성도 차이에 따른 엑소좀 유래 miRNA 발현 양상 확인[0107]

본 발명에서 환자를 대상으로 한 실험은 아주대학교병원 기관심의위원회(IRB 번호: AJIRB-BMR-OBS-15-398)의 승[0108]

인을 받아, 헬싱키 원칙 선언에 따라 수행되었으며, 모든 시험 참여자의 사전 동의를 받아 수행되었다. 

건선의 진단은 피부 생검에서 임상적 특징과 조직학적 특징에 기초하여 이루어졌다. PASI 및 BSA는 샘플링 당일[0109]

에 평가하였다. 

건선  환자로부터  혈장  샘플은  혈청  분리기  튜브  및  EDTA  처리된  튜브에서  수집한  후  4℃에서  10분  동안[0110]

3,000rpm으로 즉시 원심분리하였다. 

PASI  >  10  점  이상인  환자  5명  및  PASI  <  5  점인  환자  3명의  혈액을  대상으로  차등  발현된[0111]

miRNA(differentially  expressed  (DE)  miRNAs)를  선별하고자  차세대  염기서열  분석(next  generation

sequencing, NGS)을 시행하였다 (도 1a, 파란색 화살표). 

이를 위하여, miRCURY
TM
 Exosome isolation kit(Qiagen, Hilden, Germany)를 사용하여 혈장에서 엑소좀을 추출[0112]

하고 제조사의 지침에 따라 RNA 분리 키트(miRNeasy Serum/Plasma Kit; Qiagen, Hilden, Germany)를 사용하여

엑소좀에서 총 miRNA를 추출하였다. 

제조사 지침에 따라 변성된 주형의 클러스터 증폭 후, Illumina 서열분석용 NovaSeq6000 S4 플랫폼(Illumina,[0113]

CA, USA)을 사용하여 페어드 엔드(150bp)로 시퀀싱을 진행하였다

miRNA 발현 수준은 miRBase(Nucleic acids research. 2014;42(D1):D68-D73)에서 추출할 수 있는 hairpin 및 성[0114]

숙한 miRNA 서열 정보와 함께 종의 유전자 주석 데이터베이스를 사용하여 mirdeep2(Nucleic acids research.

2012;40(1):37-52)로 측정되었다. DEmiRNA 분석을 위해 miRNA 수준 카운트 데이터는 mirdeep2를 사용하여 생성

되었다. 계산된 리드 카운트 데이터(read  count  data)를 기반으로 DEmiRNA는 태그 카운트 데이터(tag count

data)를 비교하기 위해 강력한 정규화 전략을 위한 TCC R 패키지(BMC bioinformatics. 2013;14(1):1-14)를 사

용하여 식별되었다. 정규화 인자는 반복 DEGES/edgeR 방법을 사용하여 계산되었다. Q-값은 기본 매개변수 설정

과 함께 R 패키지의 p.adjust 기능을 사용하여 p-값을 기반으로 계산되었다. DEmiRNA는 다중 테스트로 인한 오

류를  수정하기  위해  0.05  미만의 q-값  임계값을 기반으로 식별되었다 (Journal  of  the  Royal  statistical

society: series B (Methodological). 1995;57(1):289-300).

그 결과, 검출된 총 805개의 miRNA 중에서 19개의 유의미한 DE miRNA, 즉, 9개의 상향 조절 및 10개의 하향 조[0115]

절된 miRNA를 식별하였다 (도 1b). 폴드 변화와 p-값을 기반으로 각각 상향 조절된 miRNA의 miR-625-3p, miR-

4488 및 miR-342-3p와 하향 조절된 miRNA의 miR-5698, miR-1255b-5p 및 miR323a-5p의 miRNA를 선별하였다. 

더 많은 수의 환자에 대하여 앞서 선별된 miRNA의 바이오마커로의 사용 가능성을 검증하기 위하여 PASI 점수[0116]

(PASI <5, 5≤ PASI <10, PASI ≥10, 각 그룹은 14명의 환자로 구성됨)에 따라 분류된 조직 샘플을 이용하여

qRT-PCR을 수행하였다 (도 1a, 빨간색 화살표). 

건선 환자로부터 혈장 샘플에서의 총 RNA 추출은 상술한 바와 동일한 절차로 진행하였으며, 건선 환자로부터 피[0117]

부 조직 샘플은 3mm 일회용 생검 펀치를 사용하여 건선 병변에서 수득하였고, 환자의 급속 냉동 조직 샘플은 분

석  시점까지  아주대학교  병원  인간  바이오뱅크(AUHHB)  내  -80℃질소  탱크에 보관하였다.  피부  조직 샘플을

QIAzol Lysis Reagent에서 균질화하고 TissueLyser II (Qiagen, Hilden, Germany)를 사용하여 병변 조직을 분

쇄하여 총 RNA를 추출하였다. 

cDNA는 제조사의 지침에 따라 miRCURY LNA RT Kit(Qiagen)와 함께 miRCURY LNA miRNA PCR Assays(Qiagen)를 사[0118]

용하여  추출된  총  RNA로부터  합성하였으며,  총  RNA의  양과  질은  분광광도법(NanodropTM  ND-1000,

ThermoFisherScientific, Copenhagen, Denmark)으로 평가하였다. 

qRT-PCR은 QuantStudio 3 Real-Time PCR System(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)을 사용하여 수행[0119]

되었다.  qRT-PCR로  얻은  miRNA  발현  값은  miR-103-3p로  정규화하였다(International  journal  of  molecular

sciences. 2019;20(18):4353). 이후 상대표준곡선법(2-ΔΔCT)을 이용하여 결과를 정량적으로 분석하였다.

그 결과, 선별된 하향 조절된 miRNA는 그룹 간에 유의한 발현 차이를 나타내지 않았지만(도 1c), 선별된 상향[0120]

조절된 miRNA는 모두 PASI < 5 그룹과 PASI ≥ 10 그룹 사이에서 유의한 발현량 차이를 보였으며, 특히 miR-
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4488과 miR-625-3p  모두 PASI  <  5  그룹과 5≤ PASI  <10  그룹 사이에 상당한 발현량 차이를 보여주었다 (도

1d).

한편,  피부  조직에서  분리된  엑소좀  miRNA를  사용한 결과에서도,  miR-625-3p는  PASI<5군과  5≤  PASI<10군,[0121]

PASI<5군과 PASI≥10군에서 유의한 차이를 나타내었다 (도 1e). 특히, miR-625-3p는 PASI와 BSA 사이에 강한

연관성(0.60 ≤ρ)을 가진 miRNA 였다 (도 1f, miR-4488 및 PASI: Spearman ρ: 0.5862, p = 0.0236, miR-342-

3p 및 PASI: Spearman ρ: 0.3718, p = 0.1719).

실 시 예 2

miR-625-3p와 건선 중증도와의 상관성과 질병 특이성 및 치료 반응에 따른 발현 확인[0123]

실시예 1에서 추가로 분석된 건선 환자 42명의 상승 발현된 miR-625-3p, miR-4488 및 miR-342-3p의 상대적인[0124]

발현량과 건선 중증도 지수인 PASI 또는 BSA와의 관련성을 스피어만 상관분석을 통해 분석하였다. 

그 결과, 선별된 3 종류의 miRNA는 발현 수준과 PASI 사이에 유의한 상관관계(p < 0.0001)를 나타내었으나 miR-[0125]

625-3p는 예외적으로 높은 수준의 상관관계를 나타내었다 (도 2a). BSA와의 상관관계에서도 유사한 결과가 관찰

되었는데, miR-625-3p가 다른 miRNA에 비해 상관계수 값이 가장 높은 것으로 나타났다 (도 2b). 

한편, 상승 발현된 miRNA가 PASI < 10, PASI  ≥ 10인 두 환자군을 어느 정도 예측할 수 있는지 ROC curve를[0127]

통해 분석하였다.

그 결과, ROC  곡선에서 AUC  값에서 miR-4488도 유의한 결과가 확인되었으나, 특히, miR-625-3p는 AUC  값이[0128]

0.9515의 예외적인 값으로 가장 높아, 경증 건선(PASI <10)과 중증 건선(PASI ≥10)을 구별하는 건선 질환 중증

도 판별을 위한 바이오마커로서의 진단적 가치를 확인할 수 있었다. 

한편, miRNA가 건선 특이적이지 않은 염증의 마커일 가능성을 배제하기 위하여 베체트병(BD) 환자의 순환하는[0130]

엑소좀 miRNA를 추가로 분석하였다(도 2d, 파란색 화살표). 

이를 위하여, 베체트병 환자 12명의 혈장을 채취하여 엑소좀을 추출 후 활성(active)/불활성(inactive) 또는 경[0131]

구약제의 치료 반응 유/무에 따라 선정된 miRNA가 치료 반응을 반영하는지 qRT-PCR을 통해 확인하였다. 시료 준

비와 qRT-PCR은 실시예 1과 동일한 방법으로 수행하였다. 

그 결과, 반응자(치료 후 PASI  50에 도달한 사람들)는 miR-625-3p  발현량에서 상당한 감소를 나타내었다(도[0132]

2f). 따라서, miR-625-3p가 건선 활성을 가장 정확하게 나타낼 수 있는 바이오마커임을 알 수 있었다. 

실 시 예 3

엑소좀 유래 (exosomal) miR-625-3p의 기원 확인[0134]

피부 조직에서 엑소좀 miR-625-3p의 해부학적 위치를 식별하기 위하여 환자의 파라핀화된 피부 조직에서 ISH[0135]

(in situ hybridization)를 수행하였다. 

ISH를  위하여 포르말린으로 고정된 파라핀이 포매된 절편을 6-μm  두께로 절단하여 슬라이드에 마운팅하고,[0136]

miRCURY LNA miRNA Detection Probe(Qiagen)를 사용하여 제조사 지침에 따라 실험을 진행하였다. 간단히 서술

하면, 환자의 병변 표본의 절편을 탈파라핀화하고 37℃에서 10분 동안 proteinase K로 처리하였다. hsa-miR-

625-3p  및  hsa-miR-4488에  대한  LNA  검출  프로브(Qiagen,  5'-DIG-  및  3'-DIG-표지됨)를 miRNA  ISH  완충액

(Qiagen)에 추가하여 혼성화 믹스를 준비하였다. 하이브리드화 믹스를 인큐베이션된 슬라이드에 적용하고 55℃

내지 60℃범위의 온도로 하이브리드화기에 넣었다. 이후 슬라이드를 5X SSC, 1X SSC 및 0.2X SSC 완충액으로 세

척하고 0.2X SSC 완충액으로 60℃에서 1시간 동안 인큐베이션하였다. 이를 완전히 세척한 후, RT에서 1시간 동

안 알칼리성 포스파타제(AP)-접합된 항-DIG Ab로 절편을 배양하여 프로브를 검출하였다. U6는 핵에 염색되는 양

성 대조군, Scram은 음성 대조군으로 사용하였다. 
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그 결과, miR-625-3p는 침윤성 면역 세포가 아닌 기저 각질세포에서 확인되었다 (도 3a). 한편, 고전력장에서[0137]

miR-625-3p는 핵 (U6으로 염색됨)이 아닌 기저 각질세포의 세포질과 세포외 기질에서 관찰되었다 (도 3b). 

이에,  miR-625-3p가  건선  기저  각질세포에서  유래한다고  가정하고,  유사한  조건을  모방하기  위하여  IL-12[0139]

(Recombinant Human IL-12 (Cat No. 573002) BioLegend)및 IL-23 (Recombinant Human IL-23 (Cat No. 1290-

IL) Bio-Techne)(각각 50ng/ml)으로 HaCaT 세포 또는 JurkaT 세포를 자극한 후, qRT-PCR을 통해 miR-625-3p와

miR-4488의 발현량을 확인하였다. 

이를 위하여, Immortalized human keratinocytes(HaCaT) 세포와 T(Jurkat) 세포를 배양하였다. 세포주는 마이[0140]

코플라스마에 대해 음성으로 테스트되었으며 10% 열-불활성화된 FBS가 보충된 L-글루타민이 포함된 RPMI 배지

1640에서 배양하였다. HaCaT 세포 및 Jurkat 세포는 12-웰 플레이트에 각각 4 x 10
4
 세포 및 5 x 10

5
 세포의 농

도로 배양하였으며, 인터루킨(IL)-12 및/또는 IL-23을 각 웰 플레이트에 처리하였다. 24시간 후에 수확하고,

HaCaT 및 Jurkat 세포 내 총 RNA는 제조사의 지침에 따라 miRNeasy Micro Kit(Qiagen)로 분리하거나, HaCaT 및

Jurkat 세포의 배양 상등액에서 제조사의 방법에 따라 QIAGEN exoRNeasy Midi Kit (Cat. No. 77144)로 엑소좀

추출 후, 실시예 1에 기재된 방법과 동일하게 qRT-PCR을 진행하였다. 

그 결과, IL-12와 IL-23을 동시에 처리한 HaCaT 세포에서는 miR-625-3p가 유의하게 발현이 증가하였고 JurkaT[0141]

세포에서는 증가하지 않는 것으로 확인되었고 (도 3c), HaCaT 세포의 상등액 유래 엑소좀에서도 IL-12와 IL-

23로 자극시 miR-625-3p 발현이 유의하게 증가하는 것으로 나타났다(도 3d). 따라서, 상기와 같은 결과로부터,

활성화된 각질세포가 miR-625-3p를 생산하고 이를 분비한다는 것을 알 수 있었다. 

실 시 예 4

miR-625-3p와 IGF-1 신호 전달 체계와의 상관성 확인[0143]

건선에서 miR-625-3p의 표적을 확인하고자, miRNA 데이터베이스를 사용하여 miR-625-3p의 건선 발병에서 가능한[0144]

역할을 조사하고자 하였다. 

이를 위하여 miRNA 표적 예측 및 기능 주석을 위하여 각각 miRDB(Nucleic Acids Research. 48(D1):D127-D131[0145]

(2020)),  TargetScan(Genome  Biol.  11:R90.  (2010))  및 miRTarBase(Nucliec  Acid  Res.  8;48(D1):D148-D154

(2020))와 같은 3개의 온라인 데이터베이스를 사용하였다. 그 결과, miRDB, TargetScan 및 mirRTarBase에서 각

각 294개, 2906개 및 33개의 표적이 miR-625-3p의 표적으로 예측되었다. 상위 100개의 중복 유전자(3개 모두 중

복되는 6개의 유전자, 임의의 2개와 중복되는 94개의 유전자)를 선택하고 Enrichr  tool(BMC  Bioinformatics

14, 128 (2013))을 사용하여 HGNC 명칭을 입력하고 KEGG 경로 및 GO 용어에 대한 농축 점수(P-값)를 얻었다. 각

범주에 대한 상위 4개(가장 낮은 P 값)를 기록하였다.

그 결과, miR-625-3p은 인슐린 유사 성장 인자(IGF)와의 상관성이 있을 수 있는 것으로 확인되었다 (도 4a).[0146]

이에, 사전 설계된 mirVana
TM  

miRNA  Mimic  (Negative  control  ,  Thermo  Fisher  Scientific  (#4464058)  또는[0148]

mirVana
TM  

miRNA  Mimic  (has-miR-625-3p,  Thermo  Fisher  Scientific,  (#4464066)을 구입하여 50pmol  농도의

miRNA  Mimic을 제조사에 방침에 따라 Lipofectamine
®  

RNAiMAX  reagent를 이용하여 트랜스펙션 시킨 후, (도

4b), 다양한 IGF-1 신호전달 유전자의 발현 수준을 확인하고자 실시예 1과 동일한 방법으로 하기 프라이머를 이

용하여 qRT-PCR 분석하였다. 

표 1

Gene name[0150] Forward Reverse

IGF1R GCA CCA TCT TCA AGG GCA ATT TG AGG AAG GAC AAG GAG ACC AAG G　

IGFBP1 AGG CTC TCC ATG TCA CCA AC CCT GTG CCT TGG CTA AAC TC　

IGFBP2 CCT CTA CTC CCT GCA CAT CC TGC CCG TTC AGA GAC ATC TT
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IGFBP3 TGT GGC CAT GAC TGA GGA AA TGC CAG ACC TTC TTG GGT TT

IGFBP4 ACT CTG CTG GTG CGT CTA CC TAT CTG GCA GTT GGG GTC TC

GAPDH GAA CGG GAA GCT CAC TGG GCC TGC TTC ACC ACC TTC T　

그 결과, IGF1R의 유의한 증가와 IGFBP2 및 IGFBP3의 감소를 확인할 수 있었으며(도 4c), 이로부터 miR-625-3p[0152]

이 IGF-1 신호전달체계를 강화시킬 수 있음을 알 수 있었다. 

한편, IGF-1 신호 전달 체계가 강화된다면, IGF-1 신호 전달 체계에서 중추적인 역할을 하는 p-Akt의 증가를 관[0154]

찰할 수 있다. 

따라서,  이를  확인하고자  625-3p  mimic이  트랜스팩션된  HaCaT  세포에  RIPA  buffer  (protease  inhibitor[0155]

cocktail이 포함된)을 이용하여 세포내 단백질을 분리하였다. 단백질 정량 후, sodium dodecyl sulfate (SDS)

sample buffer에 단백질을 희석하여 5분간 끓인 다음 20 ug의 단백질을 10% SDS-polyacrylamid gel에 전기 영

동하고 단백질을 PVDF membrane으로 이동시킨 후 5% skim milk로 블로킹 하였다. 각각 P-Akt (cell signaling;

#9271, 1:1000), T-Akt (cell signaling; #9272, 1:1000), Actin (Bethyl; A300-491A, 1:5000)의 항체를 반응

시킨 후 2차 항체를 반응시켜 Enhanced chemiluminescence system (Thermo Fisher Scientific)을 사용해 단백

질 밴드를 확인하였다. 그 결과, 실제로 p-Akt가 증가되는 것을 알 수 있었다 (도 4d).

IGF-1의 증가된 신호전달체계는 세포 증식으로 이어질 수 있다. Ki67 유전자는 세포 분열시 발현량이 증가하는[0157]

바,  Ki67  유전자의  발현량을  실시예  1에서와  같은  qRT-PCR  (Ki67-Forward  :  5'-  GAGAGCTCCCAGCCTAAGGT,

Reverse : 5'- CCTGCT TCTCCTTTCCCTTT) 방법으로 확인하고, D-Plus™CCK cell viability assay kit (Dougin;

#CCK-3000)을 이용한 CCK8 분석법으로 세포 수 측정 분석 (Cell counting kit analysis)을 진행하였다.

그 결과, 625-3p mimic 트랜스펙션된 세포에서 Ki67 유전자의 유의미한 증가와 함께(도 4e), 생존 세포의 수도[0158]

상당한 증가를 관찰할 수 있었다 (도 4f). 따라서, 상기와 같은 결과로부터, miR-625-3p는 IGF-1 신호 전달 체

계를 통하여 각질 세포 분열을 촉진한다는 것을 알 수 있었다. 

이상으로 본 발명 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서, 이[0160]

러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시양태일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은

명백할 것이다. 따라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다고 할

것이다.
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