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Abstract (J. Kor. Oral Maxillofac. Surg. 2008;34:525-531) 

Ⅰ . 서 론

세포는인접다른세포들또는세포외기질(extracelluar matrix)

등과 결합하여 자신의 형태를 유지, 고정하고 인접 구조들과

경계를 가지게 되는데 이를 세포 부착(cell adhesion)이라고 한

다. 세포막 표면에는 세포 부착 물질(cell adhesion molecules)이

존재하며, 이들은인접세포또는세포외기질과상호작용을

통해세포부착을조절한다1). 

세포부착물질은 intracellular domain, transmembrane domain 및

extracellular domain 3개의부분으로구성되어있으며외부환경

과상호작용하는부위는 transmembrane, extracelluar domain이다.

인체 내 세포 부착 물질은 크게 4개의 종류가 있는데, Ig

(immunoglobulin) superfamily, integrins, selectins 및 cadherins 등이

있다1,2). 
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CDH-13(T-cadherin), which is one of a kind among the 20 cadherins, can be found mainly in wall of aorta, neuron, spleen, blood vessel etc. It is

also called H-cadherin. This structural difference can explain that CDH-13 is thought to play a key role in maintaining mutual relation between extra

and intra-cellular environment rather than in cell adhesion. The main function of CDH-13 is to participate in blood vessel function. Additionally, it is

known to regulate cell growth and cell contact inhibition.  

When cells are proliferating, cell surface perceives other cells so that substance such as CDH-13 can inhibit their growth or proliferation resulting in

homeostasis without endless proliferation or invasion of connective tissue boundaries. However, tumor cell itself appears to be different from normal cells’

growth, invasion or transmission. Therefore, it can be diagnosed that these characteristics are closely related to expression of CDH-13 in tumor cells.

This study is to investigate expression of CDH-13 in SCC and its correlation with promoter methylation.

20 of tissue species for the study are excised and gathered from 20 patients who are diagnosed as SCC in department of OMS, dental hospital,

dankook university. To find development of CDH-13 in each tissue samples, immunohistochemical staining, RT-PCR gene analysis and methylation

specific PCR are processed. The results are as follows.

1.Immunohistochemical staining: In normal oral squamous epithelial tissue, strong expression of CDH-13 was found in cell plasma membrane of

basal cell layer. On the other hand, in case of low-differentiated oral SCC, development of CDH-13 was hardly seen.

2.The development of CDH-13 gene: In 9 of samples, expression of CDH-13 gene could be seen and 2 of them showed low expression compared to

the others. And rest of the 11 samples showed no expression of CDH-13 gene.

3.Methylation of CDH-13 gene: Among 9 samples which expressed CDH-13 gene, 7 of them showed unmethylation. In addition, among 11 sam-

ples without CDH-13 gene expression, 10 showed methylation. 

According to the results stated above, promoter methylation were found in 13 samples(65%) among 20 of oral SCC samples. In low-differentiated

SCC, suppression of gene expression could be seen accompanying promoter methylation. These phenomenon of gene expression was proved by

immunohistochemical investigation.

Finally, for development of oral SCC, conclusions can be made that suppression of CDH-13 played a main role and suppression of gene expression

was originated from promoter methylation. Considering this, it is expected that suppression of CDH-13 from promoter methylation to be utilized as a

good diagnostic marker of oral SCC.
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Cadherin은 세포 부착 물질로서 type-1 transmembrane proteins

group을총칭하며칼슘이온의결합형태에따라그기능및명

칭이달라지기도하는데가장중요한역할은역시 cell adhesion

이다. 현재까지알려진 cadherin은총 20여종이며, 종류에따라

신체내에서주로발견되는위치가다르다2,3). 

Cadherin 중 표적인 CDH-1(E-cadherin)은 현재까지가장 잘

밝혀진종류중하나로서주로구강상피를포함하는상피조

직에서 발견되며, 이러한 이유로 구강편평상피세포암종과의

연관성에 한 연구가 많이 시행되었고 연구 결과들에 따르

면, 저분화 구강편평상피세포암종에서 그 발현이 감소 또는

소실한다고하 다. 또한구강편평상피세포암종에서뿐만아

니라유방, 전립선, 간, 갑상선에서생기는종양에서도그발현

양상의감소가연관이있다고한다4-10). 

CDH-1의발현감소또는기능의상실은조직내세포부착력

의 감소를 의미하며 이는 세포의 동요도를 증가시키게 되고

암종의경우, 종양세포가상피조직의기저부를관통하여주

변결합조직등으로침습하는것을허락한다4,11,12). 

또다른 cadherin 중하나인CDH-13(T-cadherin)은최근에활발

히그연구가진행되고있으며, 주로 동맥벽, 뉴론, 비장또는

다른장기들의작은혈관등에서발견되며H-cadherin이라고도

한다. 하지만, 몇몇연구에서구강및피부상피조직의 basal cell

layer에도 존재한다고 한다13-15). 아직 CDH-13의 기능이 완전히

밝혀지지 않았지만 현재까지 알려진 바에 의하면 다른 cad-

herin과는달리 intracellular domain이없으며이런구조상의차이

점은 cell adhesion 보다는세포와외부환경과의상호관계를조

절하는데더중요한역할을한다는증거이다16). 

CDH-13의주요한작용은혈관기능및혈관손상시재형성

에 관여하는 것이며 동맥경화 같은 혈관 질환과의 연관성이

밝혀졌다.  또한세포성장의 negative growth regulator 및세포접

촉저지작용(cell contact inhibition) 등을조절한다고한다17,18).

정상 세포가 증식하는 경우, 세포 표면에서 다른 세포를 인

식하여그운동이나증식을제한하는 CDH-13 같은물질이있

어무한증식이나결합조직과의경계를침범하지않고항상성

을유지하게된다. 

하지만, 종양세포는그성장및침습, 전이과정에서정상세

포와는다른양상을나타내는데특히, 접촉저지작용의상실

로인해무한증식하며, 결합조직내로침습, 전이하게된다4,5).

이런특성은종양세포에서 CDH-13의발현과그연관성이있

다고 추론할 수 있다. 현재까지 여러 연구들은 non-small cell

lung carcinoma(NSCLC), ovarian cancer, pancreatic cancer, colorectal

cancer 등에서 CDH-13 발현이감소또는소실되었다고보고하

고 있다19-23). 하지만 구강편평상피세포암종의 CDH-13유전자

발현감소에 한연구는많이시행되지않았으며,이에본연

구는 구강편평상피세포암종에서 CDH-13 유전자의 발현양상

을 검사하고 그것이 CDH-13 유전자의 promoter methylation과

관련이있는지알아보고자하 다.

Ⅱ. 연구 재료 및 방법

1. 연구 재료

실험에사용된조직편은단국 학교치과 학부속치과병

원 구강악안면외과에서 구강편평상피세포암으로 최종 진단

받은환자20명의수술후절제된조직20편을사용하 다. 

절제된조직은 10% neutral buffered formalin으로 8-12시간고

정후통상적인방법으로paraffin block으로만들어졌다.

2. 연구 방법

1) 면역조직화학적염색

절취한조직을고정한후 Poly-L-Lysine으로처리된슬라이드

에 4㎛파라핀절편을제작하 다. 통상적인방법으로탈파라

핀 후 antigen retrieval을 위하여 0.01M Citrate buffer (pH 6.0)로

pressure cooker로 15분 처리 한 후 endogenous peroxidase와 non-

specific binding을막기위하여 20% 과산화수소용액/methanol에

15분처리후 normal goat serum에20분처리하 다. 

CDH-13에 한 polyclonal antibody(Sigma Chemical Co, USA)를

1:1000으로희석후조직에얹어 4℃에서 8시간이상 incubation

하 다.

그후 PBS(phosphate buffered saline, pH 7.0)으로 3회수세후 lab

Vision Kit 에있는일차항체 enhancer 에 20분간 incubation 하

고 PBS로 3회수세한후, Polymer로 40분간실온에서 incubation

하 다. 역시 3회 PBS로 수세 후 DAB (Diaminobenzidine)으로

발색하여 hematoxylin으로 조염색하 다. 맹검법에의해병

리의사가광학현미경으로관찰하여세포막의염색정도에따

라 70% 이상일경우정상적인발현으로 70% 이하일경우발현

의감소로그양상을기록하 다(Table 1).

2) CDH-13 유전자RT-PCR 분석

탈파라핀한조직절편에서종양조직을취하여 total RNA를

RNA Tissue Kit(inTron, Korea)로 추출한 후 cDNA를 역시 RT-

PCR Kit(inTron, Korea)로합성후 PCR을시행하 다. 조군으

로house keeping gene인GAPDH의발현을보았다.

PCR은 2분동안 95℃에서 initial denaturation을 시행하 고 95

℃에서 30초 동안, 55℃에서 30초 동안, 72℃에서 30초 동안

35cycle 처리하 다. PCR pro- duct는 capilary electrophoresis 기계

(eGene INC., USA)로 분석하 으며, 각각의 primer sequence와

PCR 조건은다음과같았다(Table 2).

3) Methylation Specific PCR 분석

탈 파라핀 조직절편에서 종양조직을 현미경하에서 채취한

후그종양조직에서QuickGene DNA Tissue Kit(Fujifilm, Japan)를

이용하여제조사의 manual에따라 DNA를추출하 다. 추출된

DNA를 EpiTech Bisulfite Kit (Qiagen, Germany)로처리한후 PCR

을시행하 다. 
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Fig. 1. Immunohistochemical stainings for T-

cadherin(CDH-13) of normal oral squamous cells

(×250)

Fig. 2. Immunohistochemical stainings for T-

cadherin(CDH-13) of normal secretory ductal

epithelial cells (×250)

Fig. 3. Immunohistochemical stainings for T-

cadherin(CDH-13) of moderate differentiated oral

squamous cell carcinoma (×300)

Fig. 4. Immunohistochemical stainings for T-

cadherin(CDH-13) of poor differentiated and

invasive oral squamous cell  carcinoma (×300)

Table 1. Specifications of Antibody ; Polyclonal anti-CDH13 Ab

Antibody Dilution Manufacturer

Polyclonal anti-CDH13 Ab 1:1000 Sigma Chemical Co, USA

Table 2. Sequences of Primers for CDH-13 Gene RT-PCR

Primer Primer sequence Product size AT

CDH13 RT-PCR-forward 5’- TTCAGCAGAAAGTGTTCCATAT-3’
203 bp 55℃

CDH13 RT-PCR-reverse 5’- GTGCATGGACGAACAGAGT-3’

GAPDH RT-PCR-forward 5’- CATGGGGTGTGAACCATGAGA-3’
166 bp 55℃

GAPDH RT-PCR-reverse 5’- GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT-3’

Table 3. Sequences of Primers for CDH-13 Gene RT-PCR

Primer Primer sequence Product size AT

MSP-forward 5’- TCGCGGGGTTCGTTTTTCGC-3’
243 bp 60℃

MSP-reverse 5’- GACGTTTTCATTCATACACGCG-3’

USP-forward 5’- TTGTGGGGTTTGTTTTTTGT-3’
242 bp 052℃

USP-reverse 5’- AACATTTTCATTCATACACACA-3’
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PCR은 2분동안 94℃에서 initial denaturation을 시행하 고 94

℃에서 30초 동안, 60℃에서 30초동안, 72℃에서 30초 동안 35

cycle 처리하 다.

Primer sequence와 PCR 조건은 다음과 같았으며 PCR product

는 2% agarose gel에서전기 동기로분석하 으며, 필름에노

출후현상하 다(Table 3).

4) 통계분석

CDH-13 유전자발현과 promoter methylation과의관련성을검

증하기 위해 chi-square test를 사용하 다. 유의성은 5%이하로

하 다.

Ⅲ. 연구 결과

1. 면역조직화학적 염색 소견

정상적인구강편평상피조직에서 CDH-13은 basal cell layer의

cell plasma membrane에서붉은오렌지색으로진하게염색되어

강한 발현을 나타나는 것이 관찰되었다. 또한 구강선조직의

분비도관이장세포(normal secretory ductal epithelial cells)에서도

CDH-13이진하게염색되어있는것을관찰할수있었다(Fig. 1,

2). 

반면에병리조직학적으로중등도분화된구강편평상피세포

암종에서도 CDH-13의 발현이 나타났지만, 정상 세포군과 비

교시그염색정도가덜하 다. 특히, 저등도로분화된구강편

평상피세포 암종의 경우 CDH-13 발현이 거의 관찰되지 않았

다(Fig 3, 4).

Fig. 5. T-cadherin(CDH-13) gene expression after RT-PCR & promoter methylation specific PCR of #1-#10

samples(U: unmethylation, M: methylation, MSP: methylation specific PCR)

CDH13

GAPDH

CDH13 U

CDH13 M

RT-PCR

MSP

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Samples

Fig. 6. T-cadherin(CDH-13) gene expression after RT-PCR & promoter methylation specific PCR of #11-#20

samples(U: unmethylation, M: methylation, MSP: methylation specific PCR)

CDH13

GAPDH
RT-PCR

MSP

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 Samples

Table 4. Relation of CDH-13 Gene Expression and Promoter Methylation 

CDH-13 Gene Expression No Expression of CDH-13 Gene
Promoter Unmethylation 7 samples 0 sample

Promoter Methylation 0 sample 10 samples
Unmethylation+Methylation 2 samples 1 sample

Total 9 samples 11 samples

chi-square test, p<0.05

CDH13 U

CDH13 M
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2. CDH-13 유전자의 발현

실험에사용된총 20개의조직편중 9개의샘플에서 CDH-13

유전자의발현을관찰할수있었으며, 그중 2개의샘플에서는

CDH-13 유전자의발현이다른것과비교하여다소약하게관

찰되었다. 또한 나머지 11개의 샘플에서는 CDH-13 유전자의

발현을관찰할수없었다(Fig. 5, 6).

3. CDH-13 유전자의 Methylation

CDH-13 유전자가 발현되었던 9개의 샘플 중 7개에서 CDH-

13 유전자의 promoter unmethylation이관찰되었으며 2개에서는

promoter unmethylation과 methylation이 동시에 나타났다. 또한

CDH-13 유전자발현이나타나지않았던 11개의샘플중 10개

에서 CDH-13 유전자 promoter methylation이 관찰되었으며 1개

에서는 promoter unmethylation과 methylation이동시에관찰되었

다(chi-square test, p<0.05), (Table 4 & Fig. 5, 6).

Ⅳ. 총괄 및 고찰

Cadherin은 칼슘 의존성 세포 간 접착분자로 막당단백질로

구성되어있으며, 정상조직구조의세포막형성과유지에매

우중요한역할을담당하고있다. 이들은여러종류가있는데

종류마다 주로 발견되는 위치가 다르다. CDH-1(E-cadherin)은

상피 조직에서 발견되며 CDH-2(N-Cadherin)은 신경세포에서

발견되고 CDH-13(T-cadherin)은 심혈관조직에서 주로 발견되

었다. 그중에서 E-cadherin이상피조직에주로존재하고그기

능상의이유로암조직과의관련성에 한연구가많이이루어

졌다2,24). 

CDH-1은 세포질에 있는 α-catenin, β-catenin, γ-catenin 등과 결

합하여 E-cadherin/catenin 복합체를 형성하고 있다25-27). 또한

catenin들은 CDH-1과 세포내 골격을 이루는 actin filament와 세

포막사이의연결역할을하여세포구조를유지하도록한다.

이러한복합체에생기는변이는세포간결합력을저하시키고

암의전이및침윤을일으킨다28-30). 

많은 연구들에서 CDH-1의 발현 감소가 식도암, 위암, 장

암, 폐암, 유방암, 자궁경부, 두경부상피세포암등여러암조직

의 분화 정도와 침윤, 전이, 예후와 접하게연관되어있다고

하 다31-34). 또한 CDH-1의발현감소는 CDH-1 promoter의과메

칠화(hypermetylation)와 관련이 있으며 이런 현상은 인간의 위

암뿐만아니라두경부암에서도관찰되었다35-38).

CDH-13은CDH-1에비해아직많은것이명확히밝혀지지않

았지만, 여러암세포와의관련성에 해주목받고있다. CDH-

13은 동맥벽, 뉴론, 비장또는다른장기들의작은혈관등에

서높은발현을나타내며, 특이하게동맥경화같은병리적상

태또는혈관손상시에그발현이증가하 다. 이런증거들은

CDH-13이혈관세포들의기능과재형성을조절하는데관여한

다는것을의심케한다39).

Zhou 등15)은 CDH-13이심혈관조직뿐만아니라쥐와인간의

상피 조직의 기저세포층(basal cell layer)에도 존재한다고 하

다. 또한다른연구에서CDH-13은기존의E-cadherin 또는P-cad-

herin과는상이한구조를하고있는데가장특징적인것이세포

내 골격 구조를 담당하는 actin 또는 catenin과 상호 작용하는

intracelluar domain이없이세포막표면에부착한다는것이다16).

Takeuchi 등17,18)은앞서기술한CDH-13과다른 cadherin과의구

조적차이에의해 CDH-13이세포부착보다는세포내신호전

달체계에관여하며그에따른기능적차이가있다고하 다.

CDH-13에 한신호동반자또는 adaptor protein이앞으로명확

히밝혀져야한다는조건이있겠지만, 현재까지 CDH-13은세

포의이주증가및표현형(phenotype)을변화시키는저 도지

질단백수용체(low density lipoprotein)로생각된다. 또한 CDH-

13이세포접촉저지현상(cell contact inhibition)에의해세포의성

장과 증식을 조절하는 negative 성장 인자로 작용한다고 하

다40).

Hepatocellular carcinoma나 폐전이 Lewis carcinoma 같은 몇몇

종양의경우에 CDH-13의발현이종양내부의신생혈관부에서

증가된것을관찰할수있는데이는 CDH-13이결합조직으로

부터신생혈관이종양조직내로성장하도록유도하는역할을

하기때문으로추정되며, 그외다른 Non-small cell lung carcino-

ma(NSCLC), ovarian cancer, pancreatic cancer, colorectal cancer 등

여러암조직에서 CDH-13의발현이감소또는소실된것이관

찰되었다19-23). 

이러한 점은 종양세포의 성장 및 증식에 있어 CDH-13의 발

현감소가중요한역할을하며 CDH-13이종양억제인자일가

능성을추측해볼수있다. 이는CDH-13의발현이없는신경아

세포종에서 CDH-13의 첨가 시 EGF(epidermal growth factor)에

의한 성장 자극 반응의 소실이 관찰된 실험적 모델에서 증명

되었으며, 피하 부위에 종양을 이식한 누드마우스 실험에서

CDH-13을발현시켰을때종양의성장이억제된것을관찰할

수있었다17). 

또한 Takeuchi 등41)은실제인간의피부기저부세포암종에

서CDH-13 발현의감소또는소실을관찰보고하 고Toyooka

등42)은 colorectal cancer와 adenoma에서의연구를통해종양조직

에서 CDH-13의발현감소를관찰하 으며또한 CDH-13 유전

자의 promoter methylation specific PCR 분석을통해CDH-13의발

현감소와의연관성을보고하 다. 

일반적으로DNA에서염기의특정부위에메칠화기되는것

을흔히볼수있는데, DNA 메칠화는그가닥중 A와 C가 G와

T보다쉽게메칠화되며특정한염기서열또는 역내에서일

어나고 DNA 메칠화효소(DNA methylase) 모두가메틸기의공

여체로 아데노실 메티오닌(adenocyl-methionine)을 사용한다는

특징이있다. DNA 분자에서이와같이변형된또는이례적인

염기는 유전 정보의 발현을 조절한다든지 혹은 유전 정보를

여러 가지 파기요인으로 부터 방어하기 위한 특이한 신호로

이해되고있다. 한편, 종양조직등병적상태에서유전자 pro-

moter 메칠화(methylation)는유전자발현이억제되는가장중요
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한메카니즘중하나로알려져있다43).

본연구에서 CDH-13 발현을알아보기위한면역조직화학적

검사결과정상적인구강편평상피조직의경우, 상피전층에서

발현되지않고기저세포층(basal cell layer)에서만발현되는양

상은 CDH-13의세포성장및증식조절인자일가능성과관련

이 있다고 생각된다. 특히, 구강 선조직의 분비도관상피세포

의세포질내CDH-13의발현양상은세포접착이라는일반 cad-

herin의주요기능과는다른 CDH-13만의역할이있을수있다

고추측된다.

다른연구에서처럼정상조직세포들에비해구강편평상피세

포암종에서 CDH-13의발현이감소또는소실된것을관찰할

수있었는데, 특이한점은조직병리학적조직소견상중등도

로 분화되고 침습성이 덜한 구강편평상피세포암종에서는

CDH-13의 발현이 정상 세포에 비해 중간 정도로 감소하 으

나 더 공격적인 분화도가 낮은 구강편평상피세포암종에서는

CDH-13의발현이거의나타나지않았다는것이다. 이는 CDH-

13의발현정도가암종의분화도또는침습성과상관관계가있

다고생각해볼수있다.

면역조직화학적검사소견을증명하기위한 CDH-13 유전자

RT-PCR 분석에서 20편의샘플중 11개의샘플(55%)에서유전

자발현이관찰되지않았다. 이런결과는 Tamotsu 등44)이피부

편평상피세포암종의 56 샘플 중 50 샘플(89%)에서 유전자 발

현이소실되었다는연구보고와는차이가있는데아마도실험

에 사용된 암종의 분화도와 침습성의 차이에 따른 것이라 생

각된다.

CDH-13 유전자의 발현과 유전자 promoter 메칠화의 상관관

계를알아보기위한 methylation specific PCR 분석에서 primer와

primer sequence는 Sato 등21)이 보고했던 것을 사용하 으며, 10

개의샘플(50%)에서 promoter의메칠화(methylaton)가관찰되었

다. 구강편평상피암종에서의 CDH-13 유전자 메칠화에 한

연구가 거의 없기 때문에 다른 부위의 암종 연구들의 결과와

비교하 는데 Maruyama 등45)의방광암 CDH-13 유전자메칠화

에 한연구에서는전체조직중 29%에서메칠화가관찰되었

다고 보고하 으며, Kim 등46)의 원발성 nonsmall cell lung carci-

noma에 한 연구에서는 43%의 조직 샘플에서의 CDH-13 유

전자 메칠화를 보고하 고 이는 비록 암종의 종류 및 부위가

다르기는하지만본연구의결과와비슷한비율이었다.

또한 주목할 점은 CDH-13 유전자가 발현되지 않은 11개의

샘플중 10개에서 promoter의메칠화(methylaton)가관찰되었다

는것으로유전자발현이감소또는소실이 promoter 메칠화와

접한상관관계가있다는증거가된다. 

Ⅴ. 결 론

CDH-13의 주요한 작용은 혈관 기능 및 재형성에 관여하는

것이며 동맥경화 같은 혈관 질환과의 연관성이 밝혀졌다. 또

한세포성장및세포접촉저지작용(cell contact inhibition) 등을

조절한다고한다.

정상 세포가 증식하는 경우, 세포 표면에서 다른 세포를 인

식하여그운동이나증식을제한하는 CDH-13 같은물질이있

어무한증식이나결합조직과의경계를침범하지않고항상성

을유지하게된다. 하지만, 종양세포는그성장및침습, 전이

과정에서 정상 세포와는 다른 양상을 나타내는데 특히, 접촉

저지작용의상실로인해무한증식하며, 결합조직내로침습,

전이하게된다. 이런특성은종양세포에서 CDH-13의발현과

그연관성이있다고추론할수있다.

본실험의결과에서보면, 20개의구강편평상피암종조직편

중 promoter methylation은 13예(65%)에서관찰되었으며 promot-

er methylation이 관찰된 예에서는 RT-PCR 분석에서 유전자의

발현이 관찰 되지 않은 반면 unmethylation이 동반된 예에서는

유전자발현이관찰되었다. 또한분화도가낮은편평상피암종

에서promoter methylation과함께유전자발현이억제된것이관

찰 되었다. 이러한 유전자 발현 현상은 면역조직학적 검사에

서증명되었다. 

따라서구강편평상피세포암종발생에 CDH-13 발현억제는

중요한역할을하며유전자발현억제는 promoter methylation에

의한것임을알수있었으며이러한결과로향후 CDH-13 유전

자의 promoter methylation에의한발현억제가구강편평상피세

포암종의 좋은 진단적 marker로 활용 될 수 있을 것으로 기

된다.
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