
 

 

저작자표시-비영리-변경금지 2.0 대한민국 

이용자는 아래의 조건을 따르는 경우에 한하여 자유롭게 

l 이 저작물을 복제, 배포, 전송, 전시, 공연 및 방송할 수 있습니다.  

다음과 같은 조건을 따라야 합니다: 

l 귀하는, 이 저작물의 재이용이나 배포의 경우, 이 저작물에 적용된 이용허락조건
을 명확하게 나타내어야 합니다.  

l 저작권자로부터 별도의 허가를 받으면 이러한 조건들은 적용되지 않습니다.  

저작권법에 따른 이용자의 권리는 위의 내용에 의하여 영향을 받지 않습니다. 

이것은 이용허락규약(Legal Code)을 이해하기 쉽게 요약한 것입니다.  

Disclaimer  

  

  

저작자표시. 귀하는 원저작자를 표시하여야 합니다. 

비영리. 귀하는 이 저작물을 영리 목적으로 이용할 수 없습니다. 

변경금지. 귀하는 이 저작물을 개작, 변형 또는 가공할 수 없습니다. 

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/legalcode
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/


약학 박사 학위 논문

유전자 세트 분석을 이용한 유방암

종양개시 세포의 메타분석

Meta-AnalysisofTumorStem-LikeBreastCancerCells

UsingGeneSetAnalysis

2016년 8월

서울대학교 대학원

약학과 약품분석학전공

이 원 준



- ii -



- i -

국문 초록

일반적으로 종양개시세포는 epithelial-to-mesenchymal-transition

성질을 가지며 증식속도가 빨라 암의 전이를 일으키는데 중요한 역

할을 한다.그러나 아직까지 종양개시세포에 관하여 확실한 마커는

알려지지 않았으며 종양개시세포 관련기전과 마커의 연구를 위해

가장 많이 사용되는 방법은 종양개시세포의 성질을 나타낸다고 알

려진 spherecells과 그 대조군인 adherentcells의 비교방법이다.본

연구는 서로 다른 유방암 종양개시세포 연구에서 얻은 spherecells

과 adherentcells의 유전자 발현 데이터를 이용하여 메타분석을 수

행함으로써 유방암 종양개시세포의 기전을 밝히고 새로운 마커를

검색하였다.이를 위해 GeneExpressionOmnibus에서 출처가 다른

유방암 종양개시세포 연구에서 3개의 유전자 발현 데이터를 얻고

이를 ComBat알고리즘을 이용하여 하나의 데이터로 통합하였으며,

여기에 본 연구진과 공동으로 연구를 수행한 아주대학교에서 유전

자 발현 데이터를 제공하여 본 연구에 추가하였다.메타분석을 진행

하기 위해 위의 결과로 얻은 두 개의 데이터에 각각 geneset

analysis를 적용하여 유의성 있는 geneset을 얻은 후 두 데이터 모

두에서 공통적으로 유의성을 보인 4개의 geneset을 얻었다.유방암

종양개시세포에 관여하는 유전자 마커는 유의성을 보인 4개의 gene

set이 포함하는 유전자 중에서,두 데이터 모두에서 p-value<0.05

를 만족하고 발현이 증가했던 CXCR4와 CXCL1을 포함하는 6개의

유전자로 선택하였다.실험적 검증을 위하여 아주대학교에서 최종적

으로 얻어진 6개의 유전자에 대해 quantitativereversetranscriptio

n-polymerasechainreaction을 수행하였고 6개의 유전자 중에서

CXCR4,CXCL1,HMGCS1이 MCF-7의 spherecells에서 adherent

cells과 비교했을 때 발현이 증가하였다.본 연구는 genesetanalysi

s를 이용하여 메타분석을 수행하였으며 이를 통해 유방암 종양개시

세포 기전에 관여하는 4개의 geneset과 유전자 마커인 CXCR4,

CXCL1,HMGCS1을 제시하였다.최종적으로 메타분석에 geneset
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analysis를 도입함으로써 통계적인 유의성을 가질 뿐만 아니라 gene

set개념을 바탕으로 생물학적 기전 정보를 고려한 유전자 마커를

제시하였다.

주요어

:메타분석,유방암 종양개시세포,유전자 세트 분석,유전자 마커,

cytokine-cytokine receptorinteraction gene set,valine,leucine

andisoleucinedegradationgeneset

학 번 :2012-30467
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Ⅰ.서론

종양개시세포는 빠른 종양형성과 암의 재발에 관여한다고 알려져

있다 [1].유방암,뇌암,췌장암,자궁암 등 다양한 암세포에서 종양

개시세포는 항암치료에 강한 내성을 갖고 있으며 빠른 증식과

epithelial-to-mesenchymal-transition(EMT)성질을 가지는 것으로

관찰되고 있다 [2].따라서 이러한 종양개시세포의 연구는 암 치료

에 매우 중요하며 이를 위해 종양개시세포의 성질을 가지는 sphere

cells을 대조군인 adherentcells과 비교하는 방법이 많이 사용되고

있다 [2]. 지금까지 알려진 종양개시세포 관련 마커는

CD24-/CD44+,aldehydedehydrogenaseactivity (ALDH1),ABC

transporterdependentHoechstsidepopulation(SP)등이 있지만

확실한 상관관계가 확인되지 않아 항암치료에 임상적으로 사용될

수 있는 종양개시세포 마커에 대한 연구는 아직까지 진행 중이다

[1,2].

본 연구는 유방암 종양개시세포에 관여하는 새로운 유전자 마커의

검색을 위해 GeneExpressionOmnibus(GEO)1와 같은 opendatab

ase에서 얻은 데이터를 통합하는 메타분석2을 시도하였다.GEO는

미국에서 운영되는 database로 유전체 정보관련 세계 최대 규모의

database로 알려져 있다.메타분석은 연구주제와 관련된 이미 나와

있는 결과를 체계적인 문헌고찰을 통해 수집하고 이를 통계적 방법

을 사용하여 보다 일반적이고 신뢰성 있는 결론을 도출하기 때문에

경제적 비용과 시간이 절약되는 장점이 있다 [3,4].일반적으로 어

떤 한 분야에서 개별 연구의 결과가 누적이 되게 되면 그 누적된

연구결과를 통합하여 새로운 결론을 내려는 필요성이 생기게 되는

데 메타분석은 이러한 필요성에서 시작이 되었다.메타분석을 위해

본 연구진은 서로 다른 유방암 종양개시세포 연구에서 spherecells

과 adherentcells의 microarray데이터를 GEO에서 얻었으며 데이

터 개수는 총 3개로 모두 Affymetrix3GeneChipArrays를 사용한

유전자 발현 데이터이다.GEO에서 얻은 3개의 데이터는 ComBat4

알고리즘을 사용하여 batcheffect를 제거하고 하나의 데이터로 통
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합하였다 [5].Batcheffect는 메타분석에서 서로 다른 출처의 연구

결과를 하나로 합하는 경우 서로 다른 출처라는 변수가 데이터 값

에 주는 영향을 의미하며 본 연구에서 cancerstem cell관련 마커

의 검색을 위해 adherentcell과 spherecell이라는 변수를 고려하여

분석을 진행하기 위해서는 반드시 batcheffect를 제거해주어야 한

다.데이터 추가를 위해 본 연구진과 공동 연구를 수행한 아주대학

교는 MCF-7cellline에서 유래된 adherentcells과 spherecells을

자체적으로 배양하고 각각에서 Illumina5GeneChipArrays를 이용

하여 얻은 유전자 발현 데이터를 제공하였다.

현재까지 제시된 메타분석은 크게 4가지 방법으로 votecounting,

combingranks,combiningp-values,combiningeffectsizes가 있으

나 이 4가지 방법은 모두 산술적 통계방법에 의존하고 있으며 실제

생물학적 기전 정보는 메타분석 과정에서 고려되지 않고 있다 [4,

6].본 연구는 Affymetrix와 Illumina platform에서 얻은 sphere

cells과 adherentcells의 유전자 발현 데이터에 genesetanalysis6를

적용하여 비교함으로써 개별 유전자의 통계적 유의성만을 고려할

뿐만 아니라 geneset개념을 도입하여 생물학적으로 서로 연관성

있는 유전자 정보까지 고려할 수 있는 메타분석의 새로운 방법을

제시하였다.기존의 유전자 발현 분석에서는 개별 유전자의 p-value

를 계산하여 유의성을 보이는 개별 유전자를 선별하였지만 geneset

analysis는 geneset,즉 pathway에 해당하는 p-value를 계산하여

유의성을 보이는 pathway를 선별하게 된다.본 연구에서는 기존 유

전자 발현 분석과 같이 개별 유전자 선별에 바로 들어가지 않고

genesetanalysis를 이용하여 유의성을 보이는 geneset을 선별한

후에 선별된 geneset내에서 개별 유전자를 선별하는 방법을 제시

하였다.Geneset의 경우 어떤 생물학적 현상이나 특정 질병에 대한

정보를 포함하기 때문에 genesetanalysis를 이용하여 분석을 진행

하면 분석 결과의 생물학적 해석이 용이하게 된다는 장점이 있다.

메타분석은 Affymetrix와 Illumina각각에서 genesetanalysis를 실

행하여 p-value< 0.001을 만족하는 유의성 있는 geneset을 얻고

이 중에서 두 platform 모두에서 유의성을 나타내는 4개의 geneset
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을 선택하여 진행하였다.선택된 4개 geneset의 통계적 검증을 위

하여 Affymetrix와 Illumina데이터 각각에서 prediction analysis

formicroarrays(PAM)7을 이용하여 leave-one-outcross-validation

을 진행하였고 4개의 geneset에 대한 accuracy를 얻었다.최종 유

전자 마커를 선별하기 위해 4개의 geneset을 구성하는 개별 유전자

에 대한 p-value와 발현증감에 대한 정보를 R package인

Globaltest8를 이용하여 얻고 그 두 가지 정보를 고려하여 최종 유전

자 마커를 선택하였다.

본 연구에서는 genesetanalysis를 메타분석에 적용하여 유방암

종양개시세포의 기전을 설명할 수 있는 개별 유전자 마커를 검색

및 선별함으로써 기존 방법과는 차별화된 메타분석 방법을 제시하

였으며 선택된 개별 유전자 마커는 아주대학교에서 quantitative

reversetranscription-polymerasechainreaction(RT-PCR)를 이용

하여 추가적 실험검증을 마쳤다.본 연구는 단순한 산술적 데이터

통합에 의한 메타분석과 비교하여 생물학 정보에 기반 한 메타분석

을 제시함으로써 유방암 종양개시세포연구 뿐만 아니라 다른 분야

에도 적용 가능한 메타분석의 새로운 방법을 제시하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.데이터 수집

유방암 종양개시세포의 유전자 발현 데이터 수집을 위해 GEO(ww

w.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)와 ArrayExpress9(www.ebi.ac.uk/arrayexp

ress)에서 검색어 "cancerstem","breast","sphere","mammosphere

","tumorstem-like"를 이용하여 데이터 검색을 하였다.검색 결과

총 49개 데이터를 찾았으며 동일한 데이터의 전처리를 위해 이 중

AffymetrixHumanGenomeU133Plus2.0Array의 platform을 이

용한 17개 데이터를 선택하였다.17개 데이터 중에서 다음 2가지 기

준을 이용하여 최종 3개 데이터를 선택하였다:(1)데이터 발현값의

적절성과 (2)종양개시세포 연구를 위한 spherecell과 adherentcell

데이터의 포함여부.Affymetrix데이터 이외에 본 연구진은 아주대

학교에서 IlluminahumanHT12-v4Beadchip을 이용하여 sphere

cell과 adherentcell에 대해 얻은 유전자 발현 데이터를 분석 데이터

에 추가하였다.최종적으로 본 메타분석에서는 3개의 Affymetrix데

이터와 1개의 Illumina데이터를 얻어서 분석을 진행하였다 (Figure

1).
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Figure1.메타분석을 위한 데이터 수집 과정.

2.세포배양 및 유전자 발현 profiling

본 연구진과 공동 연구를 수행한 아주대학교는 MCF-7세포주를

AmericanTypeCultureCollection(ATCC,Manassas,VA)에서 구

입하여 10% fetalbovineserum의 DMENmedium에서 배양하고 유

전자 발현 profiling을 수행하였다. MCF-7의 single cell

suspensions은 1xB27supplement(LifeTechnologies,Carlsbad,

CA),20ng/mL basicfibroblastgrowth factor(R&D Systems,

Minneapolis,MN),20ng/mLrecombinantepidermalgrowthfactor

(LifeTechnologies,Carlsbad,CA),100U/mL penicillin,100 μ
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g/mL streptomycin을 포함하는 DMEM/F12에 배양되었으며

ultralow adherencedish(Corning,Corning,NY)에서 길러졌다.계

대배양은 2주에 두 번 진행하였으며 spherecell배양을 위해 single

cells을 mammospheremedium 환경으로 옮겨서 배양하였다 [7].

RNA 추출은 mirVana™ RNA isolationkit(Ambion,Inc.,Carlsbad,

CA)을 이용하여 제조사 프로토콜에 따라 진행하였으며 RNA의 총

양은 Illumina TotalPrep RNA amplification kit(Ambion,Inc.,

Carlsbad,CA)을 사용하여 cRNA 합성에 사용되었다.cRNA는 제조

사의 프로토콜에 따라 Illuminahuman HT12-v4Beadchipgene

expression array의 hybridization에 사용되었고 hybridization된

array의 fluorescence signals은 Illumina Bead Array Reader

(Illumina,SanDiego,CA)를 사용하여 얻었다.

3.데이터 전처리

수집된 데이터 중 Affymetrix platform의 데이터는 GSE32526,

GSE24460,GSE35603을 포함했으며 이 데이터의 발현값을 표준화하

기 위해 robustmulti-arrayanalysis(RMA)방법을 R package인

affy10를 이용하여 실행하였다 [8].표준화 이후 3개 데이터의 발현값

에서 존재하는 batcheffect를 제거하고 하나의 데이터로 통합하기

위해 ComBat알고리즘을 Rpackage인 sva4를 이용하여 적용하였다

[5].ComBat은 생물학 분야의 high-throughput데이터에서 발생되

는 발현값의 batch effect나 치우침 현상을 empiricalBayesian

framework방법을 통해 batcheffect가 제거된 보정된 값으로 산출

하여준다.Illuminaplatform의 데이터 발현값 표준화는 log2변환과

quantilenormalization방법을 통해 아주대학교에서 진행하였다.데

이터 발현값의 표준화 이후 총 4개 데이터의 genelabel을 Database

forAnnotation,Visualization,andIntegratedDiscovery(DAVID)11

를 이용하여 EntrezIDs12로 변환하였다 [9].
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4.Genesetanalysis

Genesetanalysis는 GenerallyApplicableGene-setEnrichment(G

AGE)방법을 Rpackage인 gage6를 이용하여 진행하였다.GAGE는

이전의 genesetanalysis방법인 GSEA나 PAGE가 가진 서로 다른

sample크기와 실험 디자인을 처리하는데서 오는 한계를 개선한 방

법으로 이전의 방법과 비교하여 재현성이 좋은 결과를 보여 왔다 [1

0].본 연구진은 spherecells과 adherentcells을 비교하여 유의성을

보이는 geneset을 선별하기 위해 gage를 Affymetrix와 Illumina

platform 각각에서 적용하였다.gage는 KyotoEncyclopediaof

GenesandGenomes(KEGG)에서 정의한 각각의 geneset에 대해

실험군과 대조군의 발현값을 이용하여 p-value값을 제공해준다.Af

fymetrix와 Illumina각각에서 geneset에 대한 p-value값을 얻은

후 p-value<0.001을 cut-off로 하여 유의성 있게 차이를 보인

geneset을 선별하고 두 platform 모두에서 p-value<0.001을 만족

하는 4개 geneset을 최종 선택하였다.

5.통계적 검증과 개별 유전자 마커 선택

최종 선택된 4개 geneset의 통계적 검증을 위하여 leave-one-out

cross-validation13방법을 사용하였다.Leave-one-outcross-

validation은 Affymetrix와 Illuminaplatform 각각에서 실행하였으며

진행방법은 spherecell과 adherentcell을 포함하는 전체 데이터에서

하나의 데이터를 제외시키고 나머지 데이터를 이용하여 prediction

model을 만든 후,이 모델을 이용하여 제외시켰던 데이터가 sphere

cell인지 adherentcell인지 예측하는 방법으로 하였다.Prediction

model은 predictionanalysisformicroarrays(PAM)을 사용하여 만
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들었으며 PAM은 nearestshrunkencentroid방법을 사용하여 데이

터의 class를 예측하는 알고리즘으로 여러 연구에서 microarray데

이터의 통계적 검증에 사용되어왔다.통계검증 결과 4개의 geneset

각각에서 Affymetrix와 Illumina platform에 해당하는 accuracy를

얻었다.

최종 개별 유전자 마커의 선별을 위해 선택된 4개의 geneset을 구

성하는 개별 유전자에 대한 p-value를 R package"Globaltest"의

componenttest를 이용하여 얻었다 [11,12].Globaltest는 대조군과

실험군 사이의 p-value와 함께 positiveassociation또는 negative

association에 관한 정보를 제공하며 본 연구에서 positive

association은 spherecell에서 해당 유전자가 발현이 증가했다는 의

미이며 negativeassociation은 발현이 감소했다는 의미이다.개별

유전자 마커는 Globaltest 결과 Affymetrix와 Illumina 2개의

platform에서 p-value< 0.05를 만족하고 발현의 증감이 일치하는

유전자로 선택하였다.4개의 geneset각각에서 개별 유전자의 유의

성을 시각화하기 위해 Globaltest를 이용하여 geneplot을 생성하였

으며 gene plot의 bar는 개별 유전자의 p-value에 해당한다.

Adherentcells과 비교하여 spherecells에서 발현 증감을 표시하기

위해 bar의 색깔을 녹색 또는 붉은색으로 할당하였으며 붉은색은

해당 유전자가 spherecells에서 발현이 증가했음을 의미하고 녹색은

발현이 감소했다는 것을 의미한다.
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6.Reversetranscription-PCR

본 연구진과 공동연구를 수행한 아주대학교에서는 RT-PCR을 이용

하여 선별된 개별 유전자의 발현을 실험적으로 확인하기 위해 각

sample에서 총 1 μg의 RNA를 추출하였고 cDNA 합성을 위해

reverse transcriptase kit(Promega)을 사용하였으며 Taq DNA

polymerase(Promega)로 만든 cDNA를 PCR에 사용하였다.PCR

증폭은 최적화된 풀림온도에서 진행되었으며 PCRcycles횟수는 17

또는 30으로 하였다.

Ⅲ.결과

1.수집된 데이터의 성격

데이터 수집결과 GEO에서 2010년과 2012년에 발표된 GSE32526,

GSE24460,GSE35603을 포함한 3개의 AffymetrixGeneChipArray

유전자 발현 데이터를 메타분석에 사용하였다.GSE32526은 55세,

85세 여성 유방암 환자의 유전자 발현 데이터이며 이 중 높은 종양

형성을 보였던 sample데이터 S2N을 선택하였고 이 데이터는 각각

3개의 spherecell과 adherentcell의 유전자 발현 데이터를 포함하였

다 [2].GSE32526은 유방암 환자의 외과 수술에서 얻은 sample의

유전자 발현 데이터이며 이 과정은 University ofPalermo on

humanexperimentation의 기관 위원회 윤리규범을 따라 진행하였다

[2].GSE24460에서는 parentalMCF-7과 MCF/ADRcells을 사용하

였다.ParentalMCF-7 cells은 wild-type이며 estrogen receptor

positiveluminalsubtypes으로 분류 된다 [13,14].MCF-7/ADR
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cells은 빠른 증식속도를 보이는 sphere cells이며 높은 농도의

doxorubicin이 첨가된 배지에서 배양되었다 [13].ParentalMCF-7

cells과 MCF-7/ADRcells은 각각 2개의 유전자 데이터를 포함하였

다.GSE35603은 3개의 parentalMCF-7cells과 parentalMCF-7

cells에서 유래된 2개의 spherecell유전자 발현 데이터를 포함하였

다. GSE35603의 parental MCF-7은 wild-type이며 estrogen

receptor-positive로 분류 된다 [15,16].Illuminaplatform의 데이터

추가를 위해,parental MCF-7과 parental MCF-7에서 유래된

spherecells각각에 해당하는 2개의 유전자 발현 데이터를 아주대학

교로부터 얻었다.아주대학교에서 사용한 parentalMCF-7cells은

luminalA subtype이며 estrogenreceptor-positive로 분류 된다.아

주대학교에서 제공한 유전자 발현 데이터는 ArrayExpress에 업로드

되었으며 데이터는 E-MTAB-3860으로 accessionnumber가 할당되

었다.

Figure2.Affymetrix와 Illuminaplatform에서 얻은 Genesetanalysis결과를 보

여주는 벤다이어그램.
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Gene Sets

Affymetrix Illumina

p-value FDR
accuracy  

 (%)
AUC p-value FDR

accuracy  

 (%)

DNA replication 9.81E-05 0.008 87 0.939 6.62E-12 1.17E-09 100

Valine, leucine 

and isoleucine   

degradation

0.000729 0.016 73 0.816 0.000251 0.007 100

Cytokine-cytokine 

receptor   

interaction

0.000852 0.041 87 0.841 0.000575 0.010 100

Systemic lupus 

erythematosus
0.000978 0.041 93 0.982 0.000553 0.010 100

2.Genesetanalysis와 통계적 검증

Genesetanalysis결과,p-value< 0.001을 cut-off로 사용하여

Affymetrix와 Illuminaplatform 각각에서 유의성 있게 발현차이가

나는 12,20개의 geneset을 얻었다.Figure2는 genesetanalysis

결과에서 유의성을 보인 geneset을 벤다이어그램을 이용하여 나타

낸 것이며 이 중 Affymetrix와 Illuminaplatform 모두에서 유의성

을 보인 4개의 geneset인 cytokine-cytokinereceptorinteraction,

valine, leucine and isoleucine degradation, systemic lupus

erythematosus,DNA replication을 선택하였다.선택된 4개의 gene

set은 Affymetrix와 Illumina에서 모두 falsediscoveryrate(FDR)

<0.05를 만족하였으며 DNA replication은 sphere과 adherentcells

사이에서 가장 높은 유의성을 보였다 (Table1).

Table 1.Gene setanalysis 결과,Affymetrix와 Illumina platform 모두에서

p-value<0.001을 만족하는 4개 geneset의 p-value,FDR,accuracy값.
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선택된 4개의 geneset에 대한 통계적 검증을 위해 leave-one-out

crossvalidation을 이용하여 accuracy를 계산하였다.Leave-one-out

crossvalidation결과에서 positive와 negative는 각각 spherecell과

adherentcell을 의미하며 accuracy의 정의에 따라 truepositive

(TP)는 실제 spherecell이 predictionmodel에 의해 spherecell로

예측된 경우의 수이며 falsepositive(FP)는 실제 adherentcell이

spherecell로 예측된 경우의 수이다.같은 방법으로 truenegative

(TN)은 실제 adherentcell이 adherentcell로 예측된 경우의 수이며

falsenegative(FN)은 실제 spherecell이 adherentcell로 예측된

경우의 수이다 [17].Accuracy는 정의에 따라 TP,FP,TN,FN 값

을 이용하여 계산되었다.Table2는 leave-one-outcrossvalidation

의 결과를 나타낸 표이다.Illuminaplatform에서는 모든 sample이

TP또는 TN의 결과를 보였으며 Affymetrixplatform에서는 몇 개

의 sample이 FP 또는 FN의 결과를 보였다.Cytokine-cytokine

receptorinteraction의 geneset에서는 sample4와 15가 각각 FP와

FN의 결과를 나타내었으며 valine, leucine and isoleucine

degradation의 geneset에서는 sample7과 8이 FP,sample10과 15

가 FN의 결과를 보였다.Systemic lupus erythematosus에서는

sample15가 FN의 결과를 보였고 DNA replication에서는 sample4

와 10이 각각 FP와 FN의 결과를 보였다.Leave-one-outcross

validation결과를 바탕으로 선별된 4개 geneset의 accuracy를 구하

였으며 4개의 gene set이 Affymetrix platform에서 70% 이상의

accuracy를 보였고 Illuminaplatform에서 100%의 accuracy를 보였

다 (Table2).
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Gene Sets

Samples of Affymetrix Samples of Illumina

Adherent cells Sphere cells
Adherent 

cells

Sphere 

cells

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1 2 3 4

Cytokine-cytok

ine receptor 

interaction

T T T F T T T T T T T T T T F T T T T

Valine, leucine 

and isoleucine 

degradation

T T T T T T F F T F T T T T F T T T T

Systemic 

lupus 

erythematosus

T T T T T T T T T T T T T T F T T T T

DNA 

replication
T T T F T T T T T F T T T T T T T T T

Table2.Leave-one-outcrossvalidation결과.T는 adherent또는 spherecell이

각각 adherent또는 spherecell로 예측된 경우이며 F는 adherent또는 spherecell

이 각각 sphere또는 adherentcell로 예측된 경우임.

3.개별 유전자 마커 선택

개별 유전자 마커는 선별된 4개의 geneset을 구성하는 유전자들 내

에서 선택하였으며 선택 기준은 Globaltest결과인 p-value와 2개의

platform에서 발현증감의 일치 여부로 하였다.

Table3은 4개의 geneset을 구성하는 유전자 중에 Affymetrix와

Illuminaplatform 모두에서 p-value<0.05를 만족하는 유전자 리스

트이다.Cytokine-cytokinereceptorinteraction에서는 IL12RB2,

CXCL1,CXCR4의 발현이 2개의 platform 모두에서 증가했지만



- 14 -

Gene Sets Genes
Affymetrix Illumina

p-value direction p-value direction

Cytokine-cytokine  

 receptor 

interaction

CXCL10 0.004   down 0.038   up

CXCL6 0.009   down 0.028   up

IL12RB2 0.013   up 0.030   up

CXCL1 0.014   up 0.011   up

TNFRSF11B 0.022   down 0.009   up

CXCR4 0.029   up 0.001   up

Valine, leucine 

and isoleucine 

degradation

PCCB 0.000   up 0.025   down

ACADM 0.004   up 0.013   up

BCKDHB 0.015   up 0.037   up

AOX1 0.036   down 0.023   up

HMGCS1 0.038   up 0.005   up

Systemic lupus   

erythematosus

HIST1H2BD 0.000   down 0.037   up

HLA-DMA 0.001   up 0.049   up

HIST2H3A 0.002   down 0.004   up

HIST1H2BC 0.006   down 0.018   up

H2AFJ 0.013   down 0.008   up

SSB 0.026   up 0.025   down

HIST2H2BE 0.045   down 0.000   up

DNA replication

RfC4 0.000   up 0.030   down

RPA1 0.002   up 0.001   down

MCM4 0.005   up 0.001   down

MCM5 0.007   up 0.014   down

MCM2 0.009   up 0.009   down

FEN1 0.022   up 0.039   down

RFC5 0.029   up 0.031   down

CXCL10,CXCL6,TNFRSF11B은 Illumina에서만 발현이 감소하였

다.Valine,leucineandisoleucinedegradation에서는 ACADM,

BCKDHB,HMGCS1의 발현이 2개의 platform 모두에서 증가했지만

PCCB,AOX1은 2개의 platform 어느 한 개에서만 발현이 감소하였

다.Systemiclupuserythematosus에서는 HLA-DMA만이 2개의

platform에서 발현이 증가하였고 DNA replication에서는 발현증감이

일치하는 유전자가 없었다.4개의 geneset중에서는 cytokine-

cytokinereceptorinteraction과 valine,leucineandisoleucine

degradation이 발현증감이 일치하는 유전자를 많이 포함하였다.

Table3.4개의 geneset을 구성하는 유전자 중 p-value<0.05를 만족하는 유전자

의 p-value와 발현증감 정보.
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Figure3A.Globaltest결과,Affymetrix platform 데이터에서 cytokine-cytokine

receptorinteractionr과 valine,leucineandisoleucinedegradation이 구성하는 유전

자들의 p-value값과 발현증감 정보.
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Figure 3B.Globaltest 결과,Illumina platform 데이터에서 cytokine-cytokine

receptorinteractionr과 valine,leucineandisoleucinedegradation이 구성하는 유전

자들의 p-value값과 발현증감 정보.
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Figure3은 Affymetrix와 Illumnianplatform에서 cytokine-

cytokinereceptorinteractionr과 valine,leucineandisoleucine

degradation의 geneplot을 보여준다.Affymetrix에서 cytokine-

cytokinereceptorinteraction은 TNFSF9,VEGFB,CRLF2,IL7,

IL18R1을 포함한 21개의 유전자가 spherecell에서 유의성 있게 발

현이 증가하였고 IL13RA1,CCR1,CCL8,CXCL10,ACVR1을 포함

한 22개의 유전자가 유의성 있게 발현이 감소하였다.Illumina에서

cytokine-cytokinereceptorinteraction은 CXCR4,PDGFRA,

IFNGR2,CCL28,OSMR을 포함한 25개의 유전자가 spherecell에서

유의성 있게 발현이 증가하였고 CXCL12,ZFP91,PDFGB,

TNFRSF10A,IFNA2을 포함한 13개의 유전자가 유의성 있게 발현

이 감소하였다.Affymetrix에서 valine,leucineandisoleucine

degradation은 PCCB,HADH,ALDH9A1,ACADM,ALDH7A1을

포함한 7개의 유전자가 spherecell에서 유의성 있게 발현이 증가하

였고 AOX1이 유의성 있게 발현이 감소하였다.Illumina에서 valine,

leucineandisoleucinedegradation은 HMGCS1,AUH,ABAT,

ACADM,AOX1을 포함한 10개의 유전자가 spherecell에서 유의성

있게 발현이 증가하였고 PCCB가 유의성 있게 발현이 감소하였다.

Affymetrix와 비교했을 때,Illuminaplatform에서 cytokine-

cytokinereceptorinteraction와 valine,leucineandisoleucinedegra

dation의 발현이 증가된 유전자 수가 더 많았다.최종적으로

cytokine-cytokinereceptorinteraction과 valine,leucineand

isoleucinedegradation을 구성하는 유전자 중에 Affymetrix와

Illuminaplatform 모두에서 발현이 증가된 IL12RB2,CXCL1,CXCR

4,ACADM,BCKDHB,HMGCS1을 포함한 6개의 유전자를 개별 유

전자 마커로 선택하였다.
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4.Reversetranscription-PCR

선별된 6개 유전자 마커의 발현을 실험적으로 확인하기 위해,본 연

구진과 공동연구를 수행한 아주대학교는 RT-PCR을 이용하여 6개

유전자 마커 (IL12RB2,CXCL1,CXCR4,ACADM,BCKDHB,

HMGCS1)의 mRNA 발현을 MCF-7과 MCF-7에서 유래된 sphere

cells에서 확인하였다.RT-PCR을 진행 시,SNAI와 ACTIN을

reference유전자로 사용하였다.SNAI는 종양개시세포 기전에 관여

하는 유전자로,종양개시세포에서 발현이 증가한다고 알려져 있으며

ACTIN은 control유전자로 사용되었다 [16,18,19].RT-PCR결과

CXCL1,CXCR4,HMGCS1의 mRNA 발현이 MCF-7과 비교했을 때

MCF-7에서 유래된 sphere cells에서 증가되었음을 확인하였고

IL12RB2,ACADM,BCKDHB는 유의성 있는 발현의 차이를 보이지

않았다 (Figure4).

Figure4.메타분석을 통해 선별한 6개 유전자의 RT-PCR결과 (아주대학교 제공)
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Ⅳ.결론

통계 알고리즘의 발달과 함께 경제적 비용이 들지 않고 신뢰성 있

는 결과를 보여주는 장점으로 인해 최근 여러 연구에서 메타분석이

사용되고 있다.특히 microarray분야의 몇몇 연구에서 새로운 메타

분석 방법이 제시되고 있으나 아직까지 포괄적이고 체계적인 분석

방법은 확립되지 않았다.본 연구는 genesetanalysis를 적용하여

여러 유방암 종양개시세포 연구로부터 얻은 유전자 발현 데이터를

이용한 메타분석을 수행하였고 그 결과로 유방암 종양개시세포에

관여하는 기전과 유전자 마커를 제시하였다.Genesetanalysis결

과 총 4개의 geneset인 cytokine-cytokinereceptorinteraction,

valine, leucine and isoleucine degradation, systemic lupus

erythematosus,DNA replication을 cut-off인 p-value<0.001를 이

용하여 선택하였으며 이 4개의 geneset을 구성하는 유전자 중

Affymetrix와 Illuminaplatform 모두에서 p-value<0.05와 발현의

증감이 일치한 IL12RB2,CXCL1,CXCR4,ACADM,BCKDHB,

HMGCS1을 유전자 마커로 선별하였다.이전 연구에서 종양개시세

포 기전에 관여한다고 대표적으로 알려진 SNAIL의 경우 geneset

analysis에서 선별된 4개의 geneset이 포함하는 구성 유전자에 없

었기 때문에 본 연구에서 제시된 6개의 유전자 마커에는 누락이 되

었지만 3개의 Affymetrix데이터(GSE32526,GSE24460,GSE35603)

가 통합된 Affymetrix platform과 Illumina platform 모두에서

adherentcell과 비교하여 spherecell에서 발현이 증가되었음을 관찰

하였다.Affymetrixplatform에서 ComBatmethod로 데이터를 통합

하기 전에 SNAIL의 발현은 GSE32526,GSE24460,GSE35603모두

에서 adherentcell과 비교하여 spherecell에서 발현이 증가하였으며

3개 중 GSE32526은 SNAIL의 p-value가 6.69E-05로 높은 유의성을

보였다.이를 통해 본 연구에서 사용된 데이터가 기존의 연구 결과

인 SNAIL의 발현을 반영함을 확인하였다.

메타분석에서 선별된 유전자 마커의 발현을 실험적으로 확인하기
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위해 본 연구진과 공동연구를 수행한 아주대학교에서 RT-PCR을

진행하였으며 그 결과 CXCL1,CXCR4,HMGCS1의 mRNA 발현이

MCF-7cells과 비교하여 MCF-7에서 유래된 spherecells에서 증가

하였음을 관찰하였다.증가된 유전자 중에서 CXCR414는 CXC

chemokine수용체 중 하나로 stromalderivedfactor-1(SDF-1)을

리간드로 가지며 건강한 사람의 조직에서는 CXCR4유전자 발현이

낮거나 없는 것으로 알려져 있으나 유방암,자궁암,악성 흑색종,전

립선암 등 23가지 이상의 암에서는 발현이 증가하는 것으로 알려져

있다.특히 CXCR4발현이 증가한 암세포는 CXCL1215의 발현이 높

은 조직인 폐,간,골수로 전이되는 경향이 있는 것으로 알려져 있

다.또한 많은 연구에서 유방암의 전이에 중요한 역할을 하는 인자

로 보고하고 있으며 CXCR4의 발현이 증가된 cancerstem cells의

개체군은 종양의 전이에 결정적 역할을 한다는 보고가 있다

[20-23].CXCL116의 경우,유방암,폐암,췌장암,대장암,전립선암

등 다양한 암에서 발현의 증가가 보고되었으며 유방암에서 이 유전

자가 발현이 증가할 경우 폐로 전이 될 수 있는 위험이 높은 것으

로 알려져 있다 [24-28].본 연구의 메타분석이 제시한 3개의 유전

자 마커 중 2개가 이미 cancerstem cells기전에 관여하는 중요한

마커로 밝혀졌으므로 본 연구에서 제시된 메타분석 방법은 유방암

종양개시세포에 관여하는 유전자 마커를 선별하는데 유용한 접근법

이라고 할 수 있으며 나머지 1개인 HMGCS117 또한 cancerstem

cells기전에 관여하는 마커로 제시하였다.

본 연구의 한계는 GEO와 같은 opendatabase에 공개된 데이터 중

유방암 종양개시세포 관련 데이터 수가 많지 않아 메타분석을 위해

오직 3개의 Affymetrixplatform의 데이터를 사용한 점이다.또한

사용된 데이터의 sample이 종류가 모두 일치하지 않았으며

RT-PCR 결과도 낮은 sensitivity를 보였다.데이터 분석에 사용된

유방암 cell line 중 GSE24460, GSE35603, E-MTAB-3860의

molecular subtype은 모두 estrogen receptor-positive luminal

MCF-7cellline이며 실험적 검증을 위한 RT-PCR에서는 estrogen

receptor-positiveluminalA subtype인 MCF-7cellline을 사용하였
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다.MCF-7cellline은 cancerstem cells연구에 많이 사용되어 왔

으며 특히,3-dimensional(3D)배지에서 배양되었을 때 invivo에서

도 cancer stem cells의 성질이 많이 발현된다고 알려져 있다

[29-32].데이터 수집을 위해 본 연구진은 Illuminaplatform의 유전

자 발현 데이터를 아주대학교로부터 얻어 추가하였으며 Affymetrix

의 데이터와 비교하여 Illumina데이터는 sphere과 adherentcells

사이에서 보다 명확한 발현의 차이를 보여주었다.따라서 본 연구진

이 추가한 Illumina데이터는 유전자 마커를 선택하는데 있어서 보

다 명확한 발현 패턴을 제공하여 유전자 선별에 기여할 수 있었다.

또한,데이터 분석에 있어서 Affymetrix와 Illumina데이터를 모두

사용함으로써 두 platform의 특성을 모두 고려하였다.

결론적으로 본 연구진은 genesetanalysis를 적용하여 새로운 메

타분석 방법을 제시함으로써 산술적 정보에만 근거해서 마커를 선

별하는 기존 방법에 생물학적 기전 정보를 추가로 고려하였으며 이

를 통해 제시된 유전자 마커는 해당 geneset이 설명하는 특정

pathway기전에 관여되기 때문에 종양개시세포 기전을 효과적으로

해석할 수 있다는 데 의미가 있다.유의성과 발현정보를 고려하여

유방암 종양개시세포 기전에 관여하는 유전자 마커로서 CXCR4,

CXCL1,HMGCS1을 선별하였으며 이를 RT-PCR을 이용하여 발현

의 실험적 검증을 확인하였다.
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Ⅵ.부록

1.The GeneExpressionOmnibus (GEO)

본 연구에서 사용한 Genomics관련 데이터베이스로 미국에서 운영

되고 있으며 세계 최대 Genomics데이터베이스 중 하나이다.아래

는 GEO에 관한 설명이다.

(GEO웹사이트 홈페이지,출처 :http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)
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The GeneExpressionOmnibus (GEO)isaninternationalpublic

repository that archives and freely distributes microarray,

next-generationsequencing,andotherformsofhigh-throughput

functionalgenomicdatasets(1).Approximately90% ofthedata

in GEO aregeneexpression studiesthatinvestigatea broad

range of biological themes including disease, development,

evolution,immunity,ecology,toxicology,metabolism,andmore.

Thenon-expressiondatainGEO representothercategoriesof

functionalgenomicandepigenomicstudiesincluding thosethat

examinegenomemethylation,chromatinstructure,genomecopy

number variations, and genome–protein interactions. A

breakdownofGEO datatypesandtechnologiesisprovidedon

therepository Summary page.

Data in GEO represent originalresearch submitted by the

scientificcommunityincompliancewithgrantorjournalprovisos

thatrequiredatatobemadeavailableinapublicrepository,the

objective being to facilitate independentevaluation ofresults,

reanalysis,andfullaccesstoallpartsofthestudy.Theresource

supportsarchiving ofallpartsofastudy including raw data

files,processeddata,anddescriptivemetadata,whichareindexed,

cross-linked,andsearchable.WhiletheprincipalroleofGEO is

to serveasa primary data archive,theresourcealso offers

severaltoolsandfeaturesthatallow userstoexplore,analyze,

and visualize expression data from both gene-centric and

study-centricperspectives.

Tosummarize,themaingoalsofGEOareto:

• Providearobust,versatileprimarydataarchivedatabasein

which to efficiently store a wide variety ofhigh-throughput

functionalgenomicdatasets.
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• Offersimplesubmissionproceduresandformatsthatsupport

complete and well-annotated data deposits from the research

community.

• Provideuser-friendlymechanismsthatallow userstolocate,

review,and download studiesand geneexpression profilesof

interest.

(출처 :http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK159736/)

2.메타분석 (Meta-analysis)

본 연구에서 사용한 연구방법이다.메타분석은 하나의 주제에 대해

출처가 다른 여러 연구에서 관련 데이터를 수집한 후 통계 알고리

즘을 사용하여 데이터를 하나로 통합하고 통합된 데이터로부터 새

로운 결론을 이끌어내는 방법이다.메타분석은 실제 실험을 수행하

지 않고 주요 과정인 데이터 처리가 컴퓨터에서 이뤄지므로 비용이

적게 들고 속도가 빠른 장점이 있다.아래는 메타분석에 관한 설명

이다.

(메타분석의 개요도,

출처 :https://hsl.lib.umn.edu/biomed/help/understanding-research-study-designs)



- 29 -

2-1.메타분석의 배경

• 학문의 다양한 분야에서 쏟아져 나오는 정보의 홍수 속에서 단

편적 연구의 발견점들을 통합하여 보다 객관적이며,신뢰할 수 있는

강력한 결론을 도출하기 위한 노력은 1930년대부터 시작되었다고

볼 수 있음

• Hedges와 Olkin(1983)의 조사에 의하면 연구결과들을 통합하는

방법이 1930년대 농업분야의 실험결과들을 통합하기 위해 쓰여 지

기 시작하였으며 그 이후 연구 문헌들을 종합,정리하려는 노력은

초기의 연구 결과의 통계적 유의도를 분석하는 수준으로부터 차차

보다 세련된 측정 기법과 분석 기법이 적용되고 발달되었으며

Glass(1976)에 의해 메타분석 또는 통합적 분석으로 개념화된 이후

에 본격적으로 활성화 됨

• Glass(1976)는 메타분석을 기존 연구에서 발견된 사항들의 통합

을 목적으로 가지고 일련의 개별 연구들로부터 수립된 다양한 연구

결과들을 통계적 분석하는 방법으로,“분석의 분석(analysis of

analysis)”이라고 밝힘

• Hattie와 Hansford(1982)는 메타분석이란 많은 개별 연구 결과들

의 결과를 하나로 종합하는 수량적인 접근 방법이라고 함

• 황정규(1988)는 메타분석이란 연구 결과들을 통합할 목적으로 많

은 수의 개별적 연구 결과들을 통계적으로 분석하는 이론 및 방법

이라고 정의함
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2-2.메타분석의 정의

메타분석 (meta-analysis)이라는 것은.

1)정의:특정한 연구주제에 대해 행해진 여러 독립적인 연구의 결

과를 합리적이고 체계적으로 종합하는 통계적 분석방법.즉,어떤

주제에 대해서 출판된 여러 논문의 결과들을 모으고 합쳐서 분석하

는 방법임.Originalarticle에서 환자 한명 한명을 엄격한 inclusion,

exclusioncriteria를 가지고 모아서 결과를 내듯이,meta-analysis에

서는 논문 하나,하나를 엄격한 inclusion,exclusioncriteria를 가지

고 모아서 결론을 도출하게 됨

2)의의:각각의 작은 연구들은 limitation이 있으므로,같은 목적을

가지고 시행된 여러 연구들의 결과를 합리적이고 체계적으로 종합

한다는데 의미

3)Meta-analysis가 적합한 자료의 조건 (1)충분한 선행연구 결과

물을 수집할 수 있어야 하며 (2)Effectsize에 해당하는 값(mean,

SD,OR,HR등)과 N수 p-value가 있어야 하고 (3)연구논문의 질

판단이 가능해야 하며 (4)논문 선정의 범위 문제가 명확해야 됨.

(즉,publish된 논문만 할지,grayliterature도 포함시킬지,미발표된

논문들도 포함시킬지,효과크기가 극단값인 연구도 넣을지 등에 대

한 합리적인 기준을 마련할 수 있어야 함)

cf> publicationbias란?positiveresult인 것은 잘 출판되는 경향이

있기 때문에,출판된 논문들만 모아서 meta분석을 하면 결과가

positive하게 나오게 됨.

(출처 :http://openwiki.kr/med/meta-analysis#메타분석의_개념)
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3.Affymetrix

본 연구에서는 메타분석을 수행하기 위하여 Gene Expression

Omnibus(GEO)에서 총 3가지 microarray데이터를 얻었으며 이 데

이터는 모두 Affymetrix회사의 microarraychip에서 유래된 데이터

이다.Affymetrix는 microarray를 제조하는 미국 회사로 아래는

Affymetrix회사에 대한 설명이다.

Affymetrix,Inc.isanAmericancompanythatmanufacturesDNA

microarrays;itisbasedinSantaClara,California,UnitedStates.

Thecompany wasfounded by Dr.Stephen Fodorin 1992.It

began asaunitin Affymax N.V.in 1991by Fodor'sgroup,

whichhadinthelate1980sdevelopedmethodsforfabricating

DNA microarrays,called"GeneChip"accordingtotheAffymetrix

trademark,using semiconductormanufacturing techniques.The

company's firstproduct,an HIV genotyping GeneChip,was

introducedin1994andthecompanywentpublicin1996.Asa

resultofits pioneering work and the ensuing popularity of

microarrayproducts,Affymetrixderivessignificantbenefitfrom

itspatentportfoliointhisarea.

AffymetrixhastakenoverGeneticMicroSystemsforslide-based

microarrays and scanners, Neomorphic for bioinformatics,

ParAlleleBioscienceforcustom SNP genotyping,USB/Anatrace

forbiochemicalreagents,eBioscience forflow cytometry,and

PanomicsandTrueMaterialstoexpanditsofferingoflow to

mid-plexapplications.In2000,PerlegenSciencesspunoutfrom

Affymetrixtofocusonwafer-scalegenomicsformassivedata
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(Affymetrix에서 생산하는 microarray chip, 

출처 : http://www.genehk.com/news/news_20140205_5.php)

creation and collection required for characterizing population

variance of genomic markers and expression for the drug

discoveryprocess.

Thermo Fisher Scientific announced on January 8,2016 the

acquisition ofAffymetrix for approximately $1.3 billion.The

acquisitionisanticipatedtocloseinthesecondquarterof2016.

Theacquisitionwillenhancetheirdiagnosticequipmentofferings

andleadto10sofmillionsofdollarsinsavingsinthefirstfew

yearsaftercompletionofthedeal.

(출처 :https://en.wikipedia.org/wiki/Affymetrix)

4.ComBatmethod(R설치 및 Rpackage설치)

본 연구에서는 GeneExpressionOmnibus(GEO)에서 얻은 3개의

데이터를 하나의 데이터로 통합하기 위해 ComBatmethod를 사용하

여 batcheffect를 제거하였다.여기서 batcheffect는 메타분석에서

사용된 용어로 일반적으로 출처가 다른 여러 데이터를 하나로 합할

때 연구자가 고려하고자 하는 변수 (연구자가 실험설계를 하면서 디
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그림 1A.Clustering에 존재하는 batcheffects

(출처 :Leeket.al2010)

그림 1B. Clustering에 존재하는 batch

effects(출처 :Leeket.al2010)

자인한 실험군,대조군

에 해당되는 변수)이외

에 불필요한 변수 (예를

들어 데이터를 생성한

날짜,사용된 서로 다른

기기 등)에 의해 데이터

에 나타나는 영향을 의

미한다.예를 들어 그림

1A는 서로 다른 출처 3

개의 데이터를 하나로

합하여 clustering을 그

린 결과이고 그림 1A에서처럼 데이터의 분포가 연구자가 고려하는

변수 Time,Temperature에 의한 영향 보다는 batch에 의한 영향이

더 큰 것을 볼 수 있다.만

약 연구자가 이 데이터를

추후 분석에 사용하게 될

경우 분석결과는 연구자가

고려하고자 했던 Time,

Temperature와 상관없는

batch에 의한 분석결과가

나오게 되므로 연구자는 반

드시 메타분석에서 데이터

를 합한 후 batcheffect를

제거해주는 과정을 거쳐야 한다.그림 1B는 batcheffect를 통계 알

고리즘을 사용하여 제거해 준 결과이다.그림 1A에서 같은 batch의

데이터가 cluster를 이루는 것과 비교해서 그림 2B에서는 이러한

batcheffect는 제거되고 Time과 Treatment에 의해 데이터가 분포

됨을 알 수 있다.

본 연구에서는 batcheffect를 제거하기 위해 Combatmethod라는
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통계 알고리즘을 사용하였으며 이 알고리즘은 R package인 SVA

package에 의해 실행되었다. R package는 R 프로그램

(https://www.r-project.org/)에서 지원하는 package 형식의

software로 R 프로그램은 통계계산과 그래픽을 위한 프로그램이며

통계 소프트웨어 개발과 자료 분석에 널리 사용되고 있다.R프로그

램은 opensource기반이며 프로그래밍 언어로 실행이 된다.사용자

는 자신이 필요한 통계 알고리즘을 R프로그램에서 package형태로

실행이 가능하며 2016년 1월 기준으로 7,801개의 package가 발표되

었다.

SVA R package사용법을 간단하게 소개하면 우선 package는 R

프로그램 환경에서 실행이 되므로 R프로그램을 설치해야 한다.R

프로그램 설치파일을 다운 받기 위해 https://cloud.r-project.org/에

접속하여 그림 2에서 DownloadRforWindow를 선택한다.

그림 2.https://cloud.r-project.org/에서 제공하는 Rprogram 다운 링크

그림 3.Rprogram 다운로드 링크
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DownloadR forWindow를 선택하게 되면 그림 3과 같은 화면이

나오고 여기서 다시 base를 선택한다.

그림 4.R버전에 따른 다운로드 링크

그림 3에서 base링크를 선택하면 그림 4와 같이 상단에 최신 버전

의 R프로그램 다운로드 링크와 하단에 이전 버전의 R프로그램 다

운로드 링크가 보이게 된다.여기서는 이전 버전의 R프로그램을 사

용해서 Combatmethod를 실행할 예정이므로 Previousrelease링크

를 선택한다.Previousrelease를 선택하면 그림 5와 같이 이전 버전

에 해당하는 리스트가 나타나고 여기서는 R.2.15.3을 다운받아 설치

할 예정이므로 R.2.15.3을 선택 한다 (R버전에 따라 사용할 수 있

는 package의 종류가 다르며 실행하는 코드도 달라질 경우가 발생

하므로 자신이 사용하고자 하는 package에 맞게 R프로그램 버전을

선택하여 설치해야한다).

R.2.15.3을 선택하게 되면 해당 설치 파일의 다운로드가 시작되고 다

운로드가 완료된 후 실행하면 그림 6과 같은 화면이 나타난다.설치

시 ‘다음’버튼을 계속 누르게 되면 사용자 컴퓨터 사양에 맞게 설치

가 완료된다.
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그림 5.R버전에 따른 다운로드 링크

그림 6.R프로그램 설치 파일 실행

R 프로그램의 설치가

완료되고 프로그램을

실행하게 되면 그림 7

과 같이 command 실

행 창이 나타나게 된

다.

R 프로그램 설치 및

실행이 완료되면 Comb

atmethod를 실행하기

위해 SVA R package

를 설치해야 한다.SV

A Rpackage는 Bioconductor(https://bioconductor.org/)라는 웹 사

이트에서 무료로 제공하며 이 웹사이트는 생물정보학 분야에서 사

용하는 통계 알고리즘을 R package형태로 제공하는 opensource

기반의 웹사이트이다.Bioconductor의 Rpackage들을 Rprogram에

쉽게 설치할 수 있도록 Rprogram에서는 간단한 설치 코드를 아래

와 같이 제공하고 있다.
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그림 7.R프로그램 실행 시 나타나는 command창

source("http://bioconductor.org/biocLite.R")

biocLite("sva")

이 코드는 Rpackage중에서 SVA package를 설치하는 코드로 이

코드를 복사해서 R프로그램에 붙여넣기를 하면 자동으로 SVA

package가 R 프로그램에 설치가 된다.SVA package에 대한 정보

는 Bioconductor(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/ht

ml/sva.html)에서 제공하고 있으며 SVA package에 사용되는 통계

적 배경,workflow,실제 예제와 같은 내용이 pdf파일로 제공되고

있다.본 연구에서는 이 정보를 바탕으로 분석하고자 했던 데이터에

맞게 코드를 작성하여 Combatmethod를 실행하였다.
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(Illumina에서 생산되는Arrays

출처: :

https://www.eurofinsgenomics.eu/en/geno

typing-gene-expression/service-platforms

/illumina-array-platforms.aspx)

5.Illumina

본 연구의 메타분석에서는 아주대학교에서 제공한 Illumina

platform의 데이터를 사용하였다.Illumina는 Affymetrix와 마찬가지

로 microarray를 제조하는 미국의 회사이며 microarray 이외에

DNA Sequencing 기술 관련 제조 회사로도 알려져 있다.아래는

Illumina회사에 대한 설명이다.

Illumina,Inc.isanAmerican

companyincorporatedinApril

1998thatdevelops,manufactu

resandmarketsintegrateds

ystemsfortheanalysisofge

neticvariationandbiological

function.In2014,Illuminawa

snamedtheworld'ssmartest

companybyMIT Technology

Review.Usingitstechnologie

s,thecompanyprovidesalin

eofproductsandservices

thatservethesequencing,ge

notypingandgeneexpression

markets.Thistechnologyhad

purportedlyby2013reducedthecostofsequencingahuman

genometoUS$4,000,downfrom apriceofUS$1millionin2007.

Customersincludegenomicresearchcenters,pharmaceuticalcomp

anies,academicinstitutions,clinicalresearchorganizationsandbi

otechnologycompanies.Itstoolsprovideresearcherswiththe

capabilitytoperform genetictestsneededtoextractmedicalinfor
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mationfrom advancesingenomicsandproteomics.Itsheadquarte

rsarelocatedinSanDiego,California.

5-1.History

IlluminawasfoundedinApril1998byDavidWalt,LarryBock,

John Stuelpnagel,Anthony Czarnik,and Mark Chee.While

working with CW Group,a venture capitalfirm,Bock and

StuelpnageluncoveredwhatwouldbecomeIllumina'sBeadArray

technology at Tufts University and negotiated an exclusive

licensetothattechnology.Illuminacompleted itsinitialpublic

offeringinJuly2000.

Illumina began offering single nucleotide polymorphism (SNP)

genotyping servicesin2001andlauncheditsfirstsystem,the

Illumina BeadLab, in 2002, using GoldenGate Genotyping

technology.Illuminacurrently offersmicroarray-based products

and services for an expanding range of genetic analysis

sequencing,including SNP genotyping,gene expression,and

protein analysis.Illumina's technologies are used by a broad

range ofacademic,government,pharmaceutical,biotechnology,

andotherleadinginstitutionsaroundtheglobe.

OnJanuary26,2007,theCompanycompletedtheacquisitionof

HaywardbasedSolexa,Inc.SolexaLtd,basedinCambridgeUK

was founded in June 1998 by ShankarBalasubramanian,and

David Klenerman to develop and commercialize genome

sequencingtechnologyinventedbythefoundersintheUniversity

ofCambridge.SolexaINC wasformed2005when SolexaLtd

reversedintoLynx TherapeuticsofHayward.technology uses

alsotheDNA colonysequencingtechnology,inventedin1997by
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PascalMayerandLaurentFarinelliandwhichwasacquiredby

Solexain2004from thecompanyManteiaPredictiveMedicine.It

isbeingusedtoperform arangeofanalyses,includingwhole

genome resequencing, gene expression analysis and small

ribonucleicacid(RNA)analysis.

In June 2009,Illumina announced the launch of their own

PersonalFullGenomeSequencingServiceatadepthof30X for

$48,000 pergenome,and a yearlaterdropped the price to

$19,500.Thisisstilltooexpensivefortruecommercializationbut

thepricewillmostlikelydecreasesubstantiallyoverthenext

few yearsasthey realizeeconomies ofscale and given the

competition with othercompaniessuch asCompleteGenomics

and Knome.As ofMay 2011,Illumina reduced the price to

$4,000.Illumina acquired Epicentre Biotechnologies,based in

Madison,Wisconsin,onJanuary11,2011.OnJanuary25,2012,

Hoffmann-LaRochemadeanunsolicitedbidtobuyIlluminafor

$44.50pershareorabout$5.7billion.Rochetriedothertactics,

including raising its offer(to $51.00,forabout$6.8 billion).

Illuminarejected theoffer,and Rocheabandoned theofferin

April.AsofApril2013,thecompany'schiefexecutiveofficer

was Jay Flatley. In 2014, the company announced a

multimillion-dollarproduct,HiSeqX Ten,thatitforecastwould

providelarge-scalewhole-genomesequencingfor$1,000/genome.

Thecompanyclaimedthatfortysuchmachineswouldbeableto

sequencemoregenomesinoneyearthanhadbeenproducedby

allothersequencerstodate.InJanuary2014,Illuminaalready

held70percentofthemarketforgenome-sequencingmachines.

Illuminamachinesaccountedformorethan90percentofallDNA

dataproduced.
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5-2.Products

1)GoldenGateMethylation

TheGoldenGateMethylation CancerPanelallowstheuserto

probe1,505CpG lociselected from 807genesacrossalarge

samplesize.Thearraybasedmethodallows96samplestobe

probedsimultaneouslyononearraymatrix.

2)Infinium methylation

UtilizingIllumina'sHumanMethylation27DNA AnalysisBeadChip

andtheInfinium technology,thismethodallowstheusertomap

singlemethylation resolution for27,578CpG sitesacrossover

14,000 genes.This Chip has been replaced by the 450K

MethylationChipandlaterbytheEPIC Array,coveringabout

850ksites.

3)DNAsequencing

Illuminasellsanumberofveryhigh-throughputDNAsequencing

systems,alsoknownasDNA sequencers,basedontechnology

developedbySolexa.Thetechnologyfeaturesbridgeamplification

to generate clusters and reversible terminators for sequence

determination.Thetechnologybehindthesesequencingsystems

involves ligation offragmented DNA to a chip,followed by

primeradditionandsequentialfluorescentdNTPincorporationand

detection.

(출처 :https://en.wikipedia.org/wiki/Illumina_(company))
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6.Genesetanalysis

일반적으로 유전자 발현 분석 (geneexpressionanalysis)에서는 개

별 유전자에 해당하는 p-value를 sample들의 발현 정보를 이용하여

계산하고 이를 통해 유의성을 보이는 ‘개별 유전자’들을 마커로서

제시하게 된다.하지만 genesetanalysis는 개별 유전자들에 대한

p-value를 계산하는 대신에 개별 유전자들의 묶음인 geneset을 기

준으로 p-value를 계산하는 알고리즘이다.본 연구에서 사용한 gene

set개념은 pathway개념과 같으며 이 pathway는 KEGG (Kyoto

EncyclopediaofGenesandGenomes)에서 정한 기준을 사용하였다.

Geneset,즉 pathway는 특정 생물학적 현상이나 질병의 메커니즘

에 해당하는 정보를 포함하고 있기 때문에 genesetanalysis를 이

용하여 분석결과를 얻게 되면 기존의 유전자 발현 분석에서 사용되

었던 산술적인 유의성 뿐 만 아니라 생물학적 정보까지 고려된 결

과를 얻을 수 있으며 최종적으로 분석결과의 생물학적 해석이 용이

하게 된다.아래는 genesetanalysis에 관한 설명이다.

Genesetenrichment(alsofunctionalenrichmentanalysis)isa

method to identify classes of genes or proteins that are

over-representedinalargesetofgenesorproteins,andmay

haveanassociationwithdiseasephenotypes.Themethoduses

statisticalapproachestoidentifysignificantlyenrichedordepleted

groupsofgenes.Microarrayandproteomicsresultsoftenidentify

thousandsofgeneswhichareusedfortheanalysis.Researchers

performinghigh-throughputexperimentsthatyieldsetsofgenes

(for example,genes that are differentially expressed under

differentconditions)oftenwanttoretrieveafunctionalprofileof

thatgene set,in orderto better understand the underlying

biologicalprocesses.

(출처 :https://en.wikipedia.org/wiki/Gene_set_enrichment)
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그림 8.왼쪽 그림은 genesetanalysis에서 사용되는 input데이터의 format이며

이 input데이터를 일반적인 유전자 발현 분석에 사용할 경우 개별 유전자에 해당

하는 p-value를 얻지만 genesetanalysis를 적용할 경우 오른쪽과 같이 geneset

(pathway)에 해당하는 p-value를 얻을 수 있다.

본 연구에서는 genesetanalysis를 실행하기 위해 Rpackage‘gage

'를 사용하였다.gageRpackage는 Bioconductor(http://bioconduct

or.org/packages/release/bioc/html/gage.html)에서 무료로 다운받아

사용이 가능하며 이곳에서 package에 대한 통계적 배경,workflow,

실제 사용되는 코드가 포함된 guideline을 제공하고 있다.본 연구는

Bioconductor가 제공하는 gageR package의 guideline을 참고하여

사용했던 데이터에 맞게 코드를 작성하고 genesetanalysis를 진행

하였다.
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（PredictionAnalysisforMicroarrays웹사이트 홈페이지,

출처 :http://statweb.stanford.edu/~tibs/PAM/)

7.Predictionanalysisformicroarrays(PAM)

PAM은 본 연구에서 genesetanalysis를 통해 얻은 significant

geneset의 통계적 검증을 위해 사용한 소프트웨어이다.PAM은 유

전자 발현 데이터의 class예측을 할 때 사용되는 프로그램으로

nearestshrunkencentroidmethod라는 통계 알고리즘을 사용하여

prediction model을 만들고 이 prediction model을 이용하여 test

sample의 class를 예측하는 방법으로 진행된다.Nearestshrunken

centroid는 class예측방법의 하나로 각 class에 대해 가장 큰 특징

을 가지는 변수들을 구별하며 이 방법은 고차원 분류의 문제들에서

도 사용 가능하다.Nearestshrunkencentroid분류의 계산 방법은

훈련자료에서 전체 표본에 대한 변수들의 발현값에 대해 각 중심값

(변수의 평균 발현값)을 뺀 후,nearestcentroid분류를 적용해서 테

스트 표본의 변수 발현값과 각 클래스의 중심값의 거리를 계산하여

거리가 가장 짧은 클래스에 분류하는 방법이다.Nearestshrunken

centroid분류와 같이 고차원적인 특성들을 지닌 클래스에 대한 예

측은 중요한 문제이며 최근에는 cDNA 마이크로어레이(Microarray)

에서 유전자 발현 profile을 기초로 표본(sample)들의 진단에 도움이
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되는 범주를 분류

하고 예측하는데

사용되고 있다.

(출처 :http://dspace.inha.ac.kr/pdfupload/15715.pdf,https://www.re

searchgate.net/figure/7153056_fig1_PAM-Prediction-Analysis-of-M

icroarrays-This-is-a-statistical-technique-for-class)

PAM은 opensource기반의 무료로 제공되는 프로그램으로 누구나

다운받아서 사용가능하며 본 연구에서는 PAM을 R package인

‘pamr'을 사용하여 실행하였다.pamr을 R에 설치하는 파일은

https://cran.r-project.org/web/packages/pamr/index.html에서 다운

받을 수 있으며 다운로드가 끝나면 그림 9와 같이 메뉴창에서 ’로컬

에 있는 zip파일들로부터 패키지(를)설치‘를 선택하여 pamr을 설

치하면 된다.

pamr이외의 무료로 배포되는 Rpackage는 대부분 Google을 통해

검색 및 다운로드가 가능하다.pamr을 다운받았던 url주소는 pamr

에 해당하는 매뉴얼,workflow,실제 예제 코드에 관한 파일을 제

공하고 있으며 본 연구에서는 이 정보를 바탕으로 분석하고자 했던

데이터에 맞게 R코드를 작성하여 데이터 분석을 진행하였다.
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그림 9.Opensource에서 다운받은 Rpackage를 설치하는 메뉴

8.Globaltest

R package인 Globaltest는 본 연구에서 genesetanalysis결과를

통해 얻은 4개의 significantgeneset에서 개별 유전자 candidate를

선별할 때 사용한 소프트웨어로 Bioconductor 웹사이트

(http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/globaltest.html)

에서 무료로 제공한다.Package사용에 관한 매뉴얼,workflow,실

제 예제 코드도 같이 첨부하여 제공하고 있으며 본 연구에서는 이

정보를 바탕으로 분석하고자 했던 데이터에 맞게 코드를 작성하여

Globaltest를 실행하였다.Globaltest는 개별 유전자에 대한 p,

q-value를 sample의 expressionvalue를 이용하여 결과값으로 계산

하고 control과 비교하여 treatment에서 발현의 증감 정보를 제공한
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다.본 연구에서는 Globaltest에서 제공하는 p-value와 발현 증감정

보를 이용하여 geneplot을 얻었으며 geneplot역시 Globaltest가

제공하는 guideline을 참고하여 생성하였다.

9.ArrayExpress

ArrayExpress는 본 연구의 메타분석에서 데이터 수집을 위해 Gene

ExpressionOmnibus(GEO)와 함께 사용했던 Genomics데이터베이

스이다.아래는 ArrayExpress에 대한 설명이다.

ArrayExpress is a new public database ofmicroarray gene

expressiondataattheEBI,whichisagenericgeneexpression

databasedesigned tohold datafrom allmicroarray platforms.

ArrayExpressusestheannotationstandardMinimum Information

Abouta Microarray Experiment(MIAME)and the associated

XMLdataexchangeformatMicroarrayGeneExpressionMarkup

Language(MAGE-ML)anditisdesignedtostorewellannotated

data in a structured way.The ArrayExpress infrastructure

consistsofthedatabaseitself,datasubmissionsinMAGE-ML

formatorviaan onlinesubmission toolMIAMExpress,online

database query interface,and the Expression Profiler online

analysistool.ArrayExpressacceptsthreetypesofsubmission,

arrays,experimentsandprotocols,eachoftheseisassignedan

accession number.Help on datasubmission and annotation is

providedbythecurationteam.Thedatabasecanbequeriedon

parameterssuchasauthor,laboratory,organism,experimentor

arraytypes.Withanincreasingnumberoforganisationsadopting

MAGE-MLstandard,thevolumeofsubmissionstoArrayExpress

is increasing rapidly. The database can be accessed at
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（ArrayExpress웹사이트 홈페이지,

출처 :http://bioinfo.cipf.es/babelomicstutorial/data_downloading)

http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress.

(출처 :　http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12519949）

10.affy

본 연구에서 사용된 Affymetrixdata의 표준화를 위해 사용한 R

package이다.Affymetrix에서 제공하는 파일의 확장자가 '.CEL'인

유전자 발현 데이터는 R 프로그램에서 affy라는 package를 이용하

여 importing및 normalization을 실행할 수 있다.이 package는

Biocondoctor(http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/af

fy.html)에서 무료로 R에 설치하여 사용가능하며 package에 대한

매뉴얼,workflow,실제 예제 코드를 제공하고 있다.본 연구에서

는 이 매뉴얼을 참고하여 분석하고자 하는 데이터에 맞게 코드를

작성하고 분석을 진행하였다.
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11.DAVID

DatabaseforAnnotation,Visualization,andIntegratedDiscovery

(DAVID)는 본 연구에서 수집된 유전자 발현 데이터의 유전자 ID

mapping에 사용했던 웹사이트이다. 본 연구에서는 두 가지

platform, Affymetrix와 Illumina 데이터를 사용하였으며 두

platform은 서로 다른 유전자 ID를 포함하기 때문에 DAVID를 이용

하여 EntrezID로 유전자 ID를 통일시켰다.메타분석에서는 서로 다

른 출처의 데이터를 사용하기 때문에 유전자 ID 통일 과정은 반드

시 거쳐야하는 단계이다.아래는 DAVID에 관한 설명이다.

DAVID (theDatabaseforAnnotation,VisualizationandIntegrate

dDiscovery)isafreeonlinebioinformaticsresourcedevelopedb

ytheLaboratoryofImmunopathogenesisandBioinformatics.All

toolsintheDAVIDBioinformaticsResourcesaim toprovidefunc

tionalinterpretationoflargelistsofgenesderivedfrom genomic

studies,e.g.microarrayandproteomicsstudies.DAVIDcanbefo

undathttp://david.niaid.nih.govorhttp://david.abcc.ncifcrf.gov

The DAVID Bioinformatics Resources consistsofthe DAVID

Knowledgebase and five integrated, web-based functional

annotationtoolsuites:theDAVID GeneFunctionalClassification

Tool,theDAVID FunctionalAnnotationTool,theDAVID Gene

ID Conversion Tool,theDAVID GeneNameViewerand the

DAVIDNIAIDPathogenGenomeBrowser.TheexpandedDAVID

Knowledgebasenow integratesalmostallmajorandwell-known

publicbioinformaticsresourcescentralizedbytheDAVID Gene
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（DAVID웹사이트,

출처 :https://david.ncifcrf.gov/conversion.jsp)

Concept,asingle-linkagemethodtoagglomeratetensofmillions

ofdiversegene/proteinidentifiersandannotationtermsfrom a

varietyofpublicbioinformaticsdatabases.Foranyuploadedgene

list,theDAVID Resourcesnow providesnotonly thetypical

gene-term enrichmentanalysis,butalsonew toolsandfunctions

thatallow userstocondenselargegenelistsintogenefunctional

groups, convert between gene/protein identifiers, visualize

many-genes-to-many-termsrelationships,clusterredundantand

heterogeneous terms into groups,search for interesting and

relatedgenesorterms,dynamicallyview genesfrom theirlists

onbio-pathwaysandmore.

(출처 :https://en.wikipedia.org/wiki/DAVID)
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12.EntrezID

일반적으로 microarray데이터와 같은 유전자 발현 데이터는 그 데

이터를 생산한 회사에 따라 서로 다른 유전자 ID로 구성되게 된다.

EnrezID는 EntrezGlobalQueryCross-DatabaseSearchSystem

에서 제공하는 유전자 ID중 하나로 본 연구에서는 서로 다른 출처

의 유전자 발현 데이터를 통합할 때 유전자 ID를 하나로 통합하기

위해 사용하였다.본 연구의 genesetanalysis를 위해 사용한 gage

Rpackage는 KyotoEncyclopediaofGenesandGenomes(KEGG)

가 분류해놓은 pathway에 대한 대조군과 실험군 사이의 p-value를

계산하게 된다.gage알고리즘에 input으로 들어가는 유전자 발현

데이터는 유전자 ID를 EntrezID로 변환해주어야 gage알고리즘이

유전자를 pathway의 구성원으로 인식하고 해당 유전자의 발현값을

pathway에 대한 p-value값을 계산하는데 사용할 수 있게 된다.

GEO database에서 Affymetrix와 Illumina의 raw data를 다운받아

바로 열어보게 되면 유전자 ID는 각각 Affymetrix와 Illumina

platform에서 제공하는 포맷의 유전자 ID로 구성되게 된다.본 연구

에서는 gageRpackage를 이용하여 genesetanalysis를 실행하기

위해 DAVID를 이용하여 raw data의 유전자 ID를 모두 EnrezID로

변환해주었다.

13.Leave-one-outcrossvalidation

본 연구에서는 genesetanalysis에서 선별된 significantgeneset을

통계적으로 검증하기 위해 Leave-one-outcrossvalidation을 사용

하였다.이 방법은 선별된 significantgeneset의 유의성을 평가하기

위한 방법으로 본 연구에서는 predictionanalysisformicroarrays

(PAM)을 이용하여 만든 predictionmodel을 가지고 Leave-one-out
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（Leave-one-outcrossvalidation개요도,

출처 :http://www.intechopen.com/books/advances-in-data-mining-knowledge-dis

covery-and-applications/selecting-representative-data-sets)

crossvalidation을 진행하였다.진행방법은 k개의 sample이 있다고

가정할 때 그 중 1개의 sample을 제외시키고 나머지 k-1개의

sample을 이용하여 predictionmodel을 만들고 이 predictionmodel

을 이용하여 제외시켰던 sample의 class를 진행하였다. 이때

predictionmodel의 modeling은 유의성을 평가하고자 하는 geneset

의 발현값을 이용하며 예측하고자 하는 sample (제외시켰던

sample)의 발현값 역시 유의성을 평가하고자 하는 geneset의 발현

값으로 구성되어야 한다.이 과정을 k개의 모든 샘플에서 총 k번 진

행하고 이 결과를 이용하여 유의성을 평가하고자 하는 각각의 gene

set에서 accuracy값을 얻었다.
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14.C-X-Cchemokinereceptortype4(CXCR4)

C-X-Cchemokinereceptortype4(CXCR-4)alsoknownasfusin

orCD184 (clusterofdifferentiation 184)isa protein thatin

humansisencodedbytheCXCR4gene.

14-1.Function

CXCR-4 is an alpha-chemokine receptor specific for

stromal-derived-factor-1(SDF-1alsocalledCXCL12),amolecule

endowed with potent chemotactic activity for lymphocytes.

CXCR4isoneofseveralchemokinereceptorsthatHIV canuse

to infectCD4+ T cells.HIV isolates thatuse CXCR4 are

traditionally known as T-celltropic isolates.Typically,these

virusesarefoundlateininfection.Itisunclearastowhether

theemergenceofCXCR4-usingHIV isaconsequenceoracause

ofimmunodeficiency.

CXCR4isupregulatedduringtheimplantationwindow innatural

and hormone replacementtherapy cycles in the endometrium,

producing, in presence of a human blastocyst, a surface

polarizationoftheCXCR4receptorssuggestingthatthisreceptor

isimplicatedintheadhesionphaseofhumanimplantation.

CXCR4's ligand SDF-1 is known to be important in

hematopoietic stem cellhoming to the bone marrow and in

hematopoieticstem cellquiescence.Untilrecently,SDF-1 and

CXCR4 were believed to be a relatively monogamous

ligand-receptorpair(otherchemokinesarepromiscuous,tending
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to useseveraldifferentchemokinereceptors).Recentevidence

demonstrates ubiquitin is also a natural ligand of CXCR4

Ubiquitin isasmall(76-aminoacid)protein highly conserved

amongeukaryoticcells.Itisbestknownforitsintracellularrole

in targeting ubiquitylated proteins for degradation via the

ubiquitin proteasome system. Evidence in numerous animal

modelssuggestsubiquitinisanti-inflammatoryimmunemodulator

andendogenousopponentofproinflammatorydamageassociated

molecularpatternmolecules.Itisspeculatedthisinteractionmay

be through CXCR4 mediated signalling pathways.MIF is an

additionalligandofCXCR4.

CXCR4 is present in newly generated neurons during

embryogenesisandadultlifewhereitplaysaroleinneuronal

guidance.Thelevelsofthereceptordecreaseasneuronsmature.

CXCR4mutantmicehaveaberrantneuronaldistribution.This

hasbeenimplicatedindisorderssuchasepilepsy.

14-2.Clinicalsignificance

DrugsthatblocktheCXCR4receptorappeartobecapableof

"mobilizing"hematopoietic stem cells into the bloodstream as

peripheralbloodstem cells.Peripheralbloodstem cellmobilization

isveryimportantinhematopoieticstem celltransplantation(asa

recentalternativetotransplantationofsurgicallyharvestedbone

marrow)andiscurrentlyperformedusingdrugssuchasG-CSF.

G-CSF isagrowthfactorforneutrophils(acommontypeof

whiteblood cells),and may actby increasing theactivity of

neutrophil-derivedproteasessuch asneutrophilelastasein the
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bone marrow leading to proteolytic degradation of SDF-1.

Plerixafor(AMD3100)isadrug,recently approvedforroutine

clinicaluse,whichdirectlyblockstheCXCR4receptor.Itisa

veryefficientinducerofhematopoieticstem cellmobilizationin

animalandhumanstudies.

It has been associated with WHIM syndrome.WHIM like

mutationsin CXCR4wererecently identified in patientswith

Waldenstrom'smacroglobulinemia,aB-cellmalignancy.

WhileCXCR4’sexpression islow orabsentin many healthy

tissues,itwasdemonstratedtobeexpressedinover23typesof

cancer,including breastcancer,ovarian cancer,melanoma,and

prostatecancer.Expressionofthisreceptorincancercellshas

been linked to metastasis to tissues containing a high

concentrationofCXCL12,suchaslungs,liverandbonemarrow.

However,inbreastcancerwhereSDF1/CXCL12isalsoexpressed

by the cancercells themselves along with CXCR4,CXCL12

expressionispositivelycorrelatedwithdiseasefree(metastasis

free) survival.CXCL12 (over-)expressing cancers might not

sensetheCXCL12gradientreleasedfrom themetastasistarget

tissuessincethereceptor,CXCR4,issaturatedwiththeligand

produced in an autocrinemanner.Anotherexplanation ofthis

observation isprovidedby astudy thatshowstheability of

CXCL12(andCCL2)producingtumorstoentrainneutrophilsthat

inhibitseedingoftumorcellsinthelung.

(출처 :https://en.wikipedia.org/wiki/CXCR4)
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15.C-X-Cmotifchemokine12(CXCL12)

Thestromalcell-derivedfactor1(SDF1)alsoknownasC-X-C

motifchemokine12(CXCL12)isachemokineprotein thatin

humansisencodedbytheCXCL12gene.

Stromal cell-derived factors 1-alpha and 1-beta are small

cytokinesthatbelongtothechemokinefamily,membersofwhich

activateleukocytes and are often induced by proinflammatory

stimulisuchaslipopolysaccharide,TNF,orIL1.Thechemokines

arecharacterizedbythepresenceof4conservedcysteinesthat

form 2disulfidebonds.Theycanbeclassifiedinto2subfamilies.

IntheCC subfamily,thecysteineresiduesareadjacenttoeach

other. In the CXC subfamily, they are separated by an

interveningaminoacid.TheSDF1proteinsbelongtothelatter

group.

(출처 :https://en.wikipedia.org/wiki/Stromal_cell-derived_factor_1)

16.chemokine(C-X-Cmotif)ligand1(CXCL1)

Thechemokine(C-X-Cmotif)ligand1(CXCL1)isasmallcyto

kinebelongingtotheCXCchemokinefamilythatwaspreviously

calledGRO1oncogene,GROα,KC,neutrophil-activatingprotein

3(NAP-3)andmelanomagrowthstimulatingactivity,alpha(MS

GA-α).Inhumans,thisproteinisencodedbytheCXCL1gene.

CXCL1issecretedbyhumanmelanomacells,hasmitogenic

propertiesandisimplicatedinmelanomapathogenesis.CXCL1is

expressedbymacrophages,neutrophilsandepithelialcells,andha

sneutrophilchemoattractantactivity.CXCL1playsaroleinspin
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alcorddevelopmentbyinhibitingthemigrationofoligodendrocyt

eprecursorsandisinvolvedintheprocessesofangiogenesis,art

eriogenesis,inflammation,woundhealing,andtumorigenesis.This

chemokineelicitsitseffectsbysignalingthroughthechemokine

receptorCXCR2.ThegeneforCXCL1islocatedonhumanchro

mosome4amongstgenesforotherCXCchemokines.Aninitials

tudyinmiceshowedevidencethatCXCL1decreasedtheseverity

ofmultiplesclerosisandmayofferaneuro-protectivefunction.

(출처 :https://en.wikipedia.org/wiki/CXCL1)

17.Hydroxymethylglutaryl-CoAsynthase(HMGCS1)

In molecular biology,Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase or

HMG-CoA synthaseisanenzymewhichcatalyzesthereaction

inwhichAcetyl-CoA condenseswith acetoacetyl-CoA toform

3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA).Itisthesecond

reaction in the mevalonate-dependent isoprenoid biosynthesis

pathway.HMG-CoA is an intermediate in both cholesterol

synthesis and ketogenesis.This reaction is over-activated in

patientswithdiabetesmellitustype1ifleftuntreated,dueto

prolongedinsulindeficiencyandtheexhaustionofsubstratesfor

gluconeogenesisandtheTCA cycle,notablyoxaloacetate.This

results in shunting of excess acetyl-CoA into the ketone

synthesispathwayviaHMG-CoA,leadingtothedevelopmentof

diabeticketoacidosis.

(출처

:https://en.wikipedia.org/wiki/Hydroxymethylglutaryl-CoA_synthase)
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Abstract

Theintratumoralheterogeneityofsolidtumorsinvivohasbeen

morecomplicatedbytheadventofatumor-initiatingcell,also

knownascancerstem cells.Cancerstem cellshaveepithelial-to-

mesenchymal-transitioncharacteristicsandmoreaggressiveprope

rties,whichmaycausemetastasis.However,thereisnoconfiden

tidentificationofcancerstem cells-relatedmarkers.For

investigatingthemechanism ofcancerstem cells,thecomparativ

emethodbetweenadherentcellsandspherecellsiswidelyused

becausespherecellshavebeenknowntomaintainthecapacityo

fcancerstem cells.Here,usinggeneset,weconductedmeta-an

alysisthatcombinedgeneexpressionprofilesfrom severalstudie

swhichutilizedtumorspheretechnologyforinvestigatingtumor-s

tem likebreastcancercells.Tocollectgeneexpressionprofiles,

webroughtourowngeneexpressionprofilesfrom AjouUniversi

tyandthreedifferentgeneexpressionprofilesfrom theGeneEx

pressionOmnibus(GEO)together.Geneexpressionprofilesof

GEOwerecombinedbyComBatmethodandgenesetanalysisw

asconductedusingourdatasetandthecombineddataset.In

genesetanalysis,wefoundfourgenesetsincludingcytokine-

cytokinereceptorinteractionandvaline,leucineandisoleucinede

gradation,whichcommonlydemonstratedsignificance.Amongthe

genesoffoursignificantgenesets,weselectedCXCR4,CXCL1,

IL12RB2,ACADM,BCKDHBandHMGCS1thatsatisfiedp-value

<0.05andconsistentlyup-regulatedinbothdatasets.Finally,

AjouUniversityconfirmedtheexpressionofcandidatesusingqua

ntitativereversetranscription-polymerasechainreactionandCXC

R4,CXCL1andHMGCS1showedsignificantup-regulationin
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MCF-7derivedsphere.Inthisstudy,wedemonstrateda

frameworkofmeta-analysisbyapplyinggenesetanalysisandd

etectedCXCR4,CXCL1andHMGCS1ascandidatesthatinvolved

intumor-stem likebreastcancercells.

Keywords:

tumor-stem-like breast cancer cells,meta-analysis,gene set

analysis,cytokine-cytokinereceptorinteractiongeneset,valine,

leucineandisoleucinedegradationgeneset

StudentNumber: 2012-30467
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