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Abstract. �����RN�� ���RN��� ��� �������� �� ������ �����-�����RN�� ���RN��� ��� �������� �� ������ �����-
g������, ��������� ��� ���� g��w��, �����by fu��������g �� b��� 
�u��� �u��������� ��� ����g����. H�w����, ��� �x�������� 
�������� ��� ����� �f ��RN�� �� ���� �qu���u� ���� �����-
���� �OSCC� ������ ���g��y u�k��w�. W� �y�������z�� ���� 
oral cancer may have a unique miRNA profile, which in turn 
��y ���y � �������� ���� �� ���� ������ �����������, ���g���-
����, ���g����� ��� ���g�����. W�, �����f���, �������g���� ��� 
expression profiles of 29 OSCC tumors and 7 normal oral 
�u����� �������. T�� ��RN� �x�������� �������� �� OSCC 
w��� �x������ by T�qM��-b���� �����RN� ����y�. W� w��� 
�ub��qu����y �b�� �� ������fy ��� ���������� �f ������-������� 
miRNAs through analysis of the miRNA expression profiles. 
I� �����u����, OSCC ����u�� w��� ���w� �� ���� � u��qu� 
miRNA profile pattern when compared with that in normal 
����u��. T�� ������� ��u�y ��y ������� u��fu� ��f�������� 
f�� fu����� �������g����� �f ��� fu�������� ����� �f ��RN�� �� 
OSCC �����������, ���g�������, ���g����� ��� ���g�����.

Introduction

O��� ������, w���� �� ���u����g �� �� ���������g f��qu���y 
w����w���, �� ��� ��x�� ���� ������ ����g����y �� �u����. 
T��� y��� �����, �� �� ��������� ���� ~600,000 ��w ����� w��� 
�����, w��� ���y 40-50% �f �������� w��� ���� �qu���u� ���� 
��������� �OSCC� ��k��y �� �u����� f�� 5 y����. D������ 
���b���� �u�g��y ��� ��������� ������y, ���g-���� �u������ 
�f �������� w��� ���� ������ ��� ���w� �� ����������� ���� 
��� ���� f�w ������� �1,2�. T��� �� ��������y �u� �� ��� ���� 
�������� ���g����� �f �������� w��� �y��� ���� ����������. 
� ������ u�����������g �f ��� �����u��� b���� �f ��� ��g��y 
����g���� ���������� �f ���� ������ ���b���� w��� ������� 
stratification is therefore needed.

�����RN�� ���RN��� ��� ���-�����g ����� RN�� �~22 
�u���������� ���� ��gu���� ����-��������������� g��� �x�������� 
by �����f����g w��� ��� ����������� �f ���g�� �RN��. � ���g�� 
��RN� ��� ��gu���� ��� �x�������� �f ������� g����, w���� 
���� ���� ���-����� �f ��� �������-�����g g���� ��� ���ug�� 
�� b� u���� ������������� ������� �f ��RN��. ��RN�� ��� 
�������� �� � ������y �f ����u��� ���������, ����u���g ��� 
��gu������ �f ����u��� ��ff�����������, �����f������� ��� ����-
����� �3,4�. I� ��������, �b������ �x�������� �f ��RN�� �� 
k��w� �� ���u�� �����u� �u��� ����g�������, ������y ������-
fied by their miRNA profiles (5,6). However, little is known 
�b�u� ��� ��RN� �x�������� �������� �� fu������ �� ���� 
������ �7,8�.

Specific overexpression or underexpression of miRNAs 
��� b��� ���������� w��� ������u��� �y��� �f �u���� �5,9,10�. 
I� ��� ���� b��� �ugg����� ���� ��RN� �����x�������� ��u�� 
���u�� �� ��w���gu������ �f �u���-�u�������� g����, w���� 
u�����x�������� ��y ���� �� ����g��� u���gu������ �9�. M��� 
����������y, �� ��� b��� �ugg����� ���� ��RN� �x�������� 
��g���u��� ��u�� b� u��� �� ������� ��� �u����� �� ������� 
�u��� �y���, ����u���g �u�g ������ ��� ������� �y�����y��� 
��uk����, �� w��� �� �� ������� ��� �������� �� �����������y. 
��RN�� ��y �����f��� ����� �� b� ����� �������u��� ���g��� 
f�� � w��� ���g� �f ��������, ����u���g ������ �11�.

In the present study, we examined the expression profiles of 
��RN�� �� OSCC, ��������g ��ff�������� �x�������� b��w��� 
normal and cancer tissues. These findings may further facili-
���� ��� ��������� �������u��� ��� ���g������ u�� �f ��RN�� 
�� OSCC.

Materials and methods

Clinical samples and cell lines. Tw���y-���� OSCC ������� 
��� 7 ���� �u����� ������� w��� �b������ f��� ���� ������ 
�������� w�� u����w��� �u�g��y �� S��w� U��������y f��� 
����� 2004 �� N����b�� 2008. W������ ��f����� ������� 
w�� �b������ f��� ��� �������� ����� �� �������g, ��� ������� 
were maintained at -80˚C until use. OSCC samples were 
��������������y �x������ f�� ������������� �f ������ ���� 
������� by �w� ����������� �������g����; ���y w��� ��������� 
�� ������ ������ ����� w��� ��������y. F�� �����u��� ����y���, 
29 samples containing ≥50% cancer cells were used. Normal 
oral mucosa was extracted at a sufficient margin from the 
������, ��� ��� �b����� �f � �u���� ��y�� ��� ������ ����� w�� 
confirmed microscopically. The present study was certified by 
��� E����� C�������� �f ��� S��w� U��������y.
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RNA preparation. ��RN� w�� �������� w��� ��� R������ 
��� T���� Nu����� ���� I�������� k�� �������� B���y�����, 
D��������, G�����y� ��������g �� ��� k�� ��������. RN� 
y���� ��� ��� �260/280 ����� w��� ��������� w��� � N���D��� 
ND-100 ������������ �N���D��� T�������g���, W�����g���, 
DE, US��.

Reverse transcription. ��RN�� w��� ������� ��������b�� 
w��� ��� T�qM�� ��RN� R������ T������������ k�� �������� 
B���y������, u���g 60 �g ����� RN� ��� ����� �f ��RN� 
specific stem-loop primers (Megaplex RT Primers Pool A and 
B; ������� B���y������. �f��� ������� �������������, ��� �DN� 
was preamplified with Megaplex PreAmp Primers (Pool A and 
B� ��������g �� ��� ��������������� �f ��� �u������ �������� 
B���y������.

TaqMan low density arrays. D�ff�������� �x�������� �f 768 
��RN�� w�� ���������� u���g T�q��� �����RN� ����y 
�2.0 �������� B���y������, w��� �� � ��� B ���� f�� ����. T�� 
����y ����� ���� ����u��� ��� RNU48 ���������� �� � ������-
�z����� ��g���. Ex�������� ������ �f ���� ���u�� ��RN� w��� 
����u���� u���g ��� ����������� ��������� �y��� �C�� ������, 
w��� �������z����� �� RNU48 �2-∆ΔC��. T�� f���-����g� �� 
���� ��RN� w�� ����u����� f��� ��� ��ff������ �� �x�������� 
������ b��w��� �u��� ����u�� ��� ������ ����u��. 

miRNA target prediction. T��g��S��� �����://www.���g������.
��g/� w�� u��� �� ����yz� ��������� ���g�� g���� �f ��� ����gu-
����� ��RN��. 

Results

Differential expression of miRNAs between normal oral 
mucosa and oral cancer tissues. To define the role of miRNAs 
in OSCC, we investigated the expression profiles of 29 OSCC 
�u���� ��� 7 ������ ���� �u����� �������. T�� 29 OSCC 
����u� ������� w��� �f �����u� ���g�� ��� �������g���� g����� 
�T�b�� I�. T�qM��-b���� �����RN� ����y� �f 768 ��ff����� 
��RN� ���g��� w��� ���f�����, ��������g � ����� �f 177 ������-
�b�� ��RN��. V������ ����� ���w ��ff�������� �x�������� 
b��w��� ������ ��� ������ ����u�� �F�g. 1�. W� �ub��qu����y 
����u����� ��� ��g��� �f ��ff�������� �x��������, ��������g 
���� ��RN�� >4-f��� u���gu����� �� ��w���gu����� ��u�� b� 
���������� �� ��������� ��RN��. ��R-31*, ��R-31, ��R-135b, 
��R-193�-5�, ��R-103, ��R-224, ��R-93, ��R-200�, ��R-183, 
��R203, ��R-21 ��� ��R-223 w��� ���w� �� b� u���gu�����, 
w���� ��R-133�, ��R-376�, ��R-411, ��R-30�-3�, ��R-489, 
��R-139-5�, ��R-483-5�, ��R-30�-3�, ��R-409-3�, ���-7� 
��� ��R-486-5� w��� ���w� �� b� ��w���gu����� �� OSCC 
�T�b��� II ��� III�.

Differential expression of miRNAs between non-metastatic (-) 
and metastatic (+) OSCC. �� �������� �y��� ���� ���������� 
�� �������y ���������� w��� ���� ������ ���g�����, w� �ub��-
qu����y ����� �� ��������� w������ ��RN� �x�������� w�� 
���������� w��� �u����� �� OSCC ��������. V������ ����� 
���w ��� ��ff�������� �x�������� �f ��RN�� �� ���-���������� 
�-� ��� ���������� �+� OSCC �F�g. 2�. W� �ub��qu����y ����u-
lated the level of significance of the differential expression 
b��w��� ����� g��u��. ��R-489, ��R-483-5� ��� ��R-1291 

w��� ���w� �� b� ��w���gu����� �� OSCC �T�b�� IV�. I� ����-
����, � �������� ���� ����� w�� u��� �� ������fy ��� �w� g��u�� 
�F�g. 3�, ����g �� w��� 82% ���u���y.

Discussion

��RN�� ��� � ��w ����� �f ���-�����g ����� RN�� ���� 
��gu���� ���� �����f������� ��� �����u� ����u��� fu������� by 
�����f����g w��� ��� ����������� �f ��� ���g�� �RN�� �3,4,12,13�. 
R����� ��u���� ���� ������������ ���� ������� �x�������� 
�f ��RN�� ���u��� �����u� �u��� ����g������� �14,15�. 

T�b�� I. D���g������ ��� �������� f���u��� �f ��� OSCC 
��������.

C������������� � �%�

G�����
   M��� 20 �69�
  F����� 9 �31�
S��k��g ��b��
  P������� 8 �28�
  N�g����� 21 �72�
D���k��g ��b��
  P������� 9 �31�
  N�g����� 20 �69�
WHO classification
  W��� 10 �34�
  M������� 8 �28�
  P��� 11 �38�
YK g����
  1 1 �4�
  2 3 �10�
  3 13 �45�
  4 12 �41�
L���� ���u������
  P������� 10 �34�
  N�g����� 19 �66�
�g� �y�����
  >65 21 �72�
  ≤65 8 (28)
S��g�
  Ⅰ 6 (21)
  Ⅱ 9 (31)
  Ⅲ 3 (10)
  Ⅳ 11 (38)
T ����u�
  Ⅰ 6 (21)
  Ⅱ 14 (48)
  Ⅲ 2 (7)
  Ⅳ 7 (24)
N ����u�
  N0 15 �51�
  N1 4 �13�
  N2 10 �36�
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H�w����, ������ �� k��w� �b�u� ��� ���� �f ��RN�� �� OSCC. 
In this study, we investigated the miRNA expression profiles 
of normal oral mucosa and OSCC tissues. miRNA profiling in 
B ���� �y������ �16�, �������� �17�, ��� ����� ������ �18� w�� 
������u��y ���f�����; ��w����, �� ��� b��� �f �u� k��w���g�, 
this is the first comprehensive miRNA profiling study of oral 
������ ����ug� �x��u����� ����y���.

��RN� ����y��� w�� ���f����� u���g T�qM�� �����RN� 
����y �2.0, w���� �������� �f 768 ��������� ��RN� �����. � 
����� �f 177 ��RN�� w��� �������� �� ��� ���� ������ ����u�� 
��� ������ ���� �u����. V������ ���� ����y��� �ub��qu����y 
�������� �b������ �x�������� �f ��RN�� �� OSCC �F�g. 2�. 
This result suggests that miRNA expression profiles differ 
b��w��� ������ ��� �b������ �����.

F�gu�� 2. C��������� �f ��RN� �x�������� b��w��� ���-���������� ��� ���������� OSCC. V������ ����� �f 177 ��RN�� ����yz�� f�� ���������� b��w��� 
���-���������� ��� ���������� OSCC. T�� ����� �f ��ff�������� ��RN� �x�������� b��w��� ���-���������� ��� ���������� OSCC �� ������� �� ��� x-�x��, 
��� ��� P-value of a FDR-corrected Wilcoxon signed-rank test of the differences (-1* log10 scale) is indicated on the y-axis. miRNAs significantly different 
b��w��� ��� �w� g��u�� ��� b�x�� �� g����. 

F�gu�� 3. � �������� ��k��g ����� w�� ������u���� �� ������fy ��� ���� 
������ ������� ��������g �� ���������� u���g ��RN� �x�������� u���g � 
training set of oral cancers (n=29). miR-489 (Ct-value ≤10.8; high expres-
sion) and miR-483-5p (Ct-value ≤12.1; high expression) resulted in the most 
���u���� ���������� �82% ���u���y� f�� ������fy��g ��� ������� ���� ��� �w� 
������������g g��u��.

F�gu�� 1. C��������� �f ��RN� �x�������� b��w��� OSCC ��� ������ ���� �u����. V������ ����� �f 177 ��RN�� ����yz�� f�� ���������� b��w��� OSCC 
��� ������ ���� �u����. T�� ����� �f ��ff�������� ��RN� �x�������� b��w��� OSCC ��� ������ ���� �u���� �� ������� �� ��� x-�x��, ��� ��� P-���u� �f � 
FDR-corrected Wilcoxon signed-rank test of the differences (-1* log10 scale) is indicated on the y-axis. miRNAs significantly different between the two groups 
��� b�x�� �� ��� ��� g����.
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T� ������fy ��������� ������-������� ��RN��, w� ����u����� 
��� ��g��� �f ��ff�������� �x�������� �f ��RN�� b��w��� ������ 
���� �u���� ��� OSCC ����u��. Tw���� ��RN�� ���R-31*, 
��R-31, ��R135b, ��R-193�-5�, ��R-103, ��R-224, ��R-93, 
��R-200�, ��R-183, ��R-203, ��R-21 ��� ��R-223� w��� 

significantly upregulated in most of the cancer tissue samples 
�������� w��� ��� ������ ���� �u����. T���� ���w��g >4-f��� 
u���gu������ w��� ���������� ��������� ��RN��; �����y, 
��R-31*, ��R-31, ��R-135b, ��R-193�-5�, ��R-103, ��R-224, 
��R-93, ��R-200�, ��R-183, ��R-203, ��R-21 ��� ��R-223.

T�b�� II. D�ff���������y �x������� ��RN�� ���w��g ��������� �x�������� �� OSCC �������� �� ������ �u����.

�����RN� F���-����g� �C�-C�/C�-N� FDR C��������� �������� Pu������ ���g��

���-��R-31*  0.60 0.008 9�21.3 RSBN1, �RHGEF2, IDE, NR5�2, SH2D1�
���-��R-31  0.29 0.020 9�21.3 RSBN1, �RHGEF2, IDE, NR5�2, SH2D1�
���-��R-135b  0.68 0.004 1q32.1 �NGPT2, GK5, NR3C2, GULP1, LOC221710 
���-��R-193�-5�  0.77 0.013 17q11.2 HSPB6, ZNF385C, ITSN1, OLIG3, USO1
���-��R-103  0.76 0.007 5q34 DICER1, TMEM16C, NF1, FOXP1, HRB
���-��R-224  0.71 0.029 Xq28 ZDHHC20, �FF3, U2SURP, C8��f44, TTC3
���-��R-93  0.64 0.003 7q22.1 FGD4, PKD2, M�P3K2, ZNFX1, PDCD1LG 
���-��R-200�  0.27 0.004 12�13.31 ZEB1, F�M122C, ZEB2, LRP1B, WIPF1
���-��R-183  0.82 0.001 7q32.2 �B�T, �K�P12, PIGX, PTPN4, REV1
���-��R-203  0.22 0.040 14q32.33 ZNF281, C�MT�1, B3GNT5, LIFR, �BCE1
���-��R-21  0.54 0.014 17q23.1 �NF367, GPR64, YOD1, PHF14, PLEKH�1
���-��R-223  0.27 0.003 Xq12 FBXW7, SP3, P�X6, C13��f31, PURB

F���-����g�� ��� �x������� �� ��� ����� �f OSCC C� ���u�� ��. ������ �u���� C� ���u��. FDR, f���� ��������y ����. T�� ��� �u������ ���g��� 
identified with TargetScan are included.

T�b�� III. D�ff���������y �x������� ��RN�� ���w��g ��������� �x�������� �� OSCC �������� �� ������ �u����.

�����RN� F���-����g� �C�-C�/C�-N� FDR C��������� �������� Pu������ ���g��

���-��R-133�  3.13 0.019 18q.11.2 SYT2, LHFP, CCBL2, BRUNOL4, TTP�L
���-��R-376�  1.55 <1�-03 14q32.31 �RFGEF1, P�PSS2, G�BRG2, SYF2, �RFGEF2 
���-��R-411  1.52 <1�-03 14q32.31 ELFN1, SLC4�7, C16��f52, C21��f91, SPRY4
���-��R-30�-3�  1.75 <1�-03 6q13 NUFIP2, ZNF85, RUNDC2B, FIGN, POU4F1
���-��R-489  1.36 0.010 7q21.3 ETNK1, P�RM1, CWC25, NRIP1, PNISR
���-��R-139-5�  1.65 <1�-03 11q13.4 TMF1, USP6NL, TBX1, SC�PER, NDRG2
���-��R-483-5�  1.33 0.010 11�15.5 SELO, MPZ, SRSF4, SLC12�5, RNF165
���-��R-30�-3�  1.54 0.006 1�34.2 NUFIP2, ZNF85, RUNDC2B, POU4F1, DSN
���-��R-409-3�  1.42 0.006 14q32.31 MRPL35, LRRN4CL, POMP, MTF2, TMEM65
���-���-7�  1.29 0.025 21q21.1 C14��f28, FIGNL2, HMG�2, LIN28B, TRIM71
���-��R-486-5�  1.49 0.025 8�11.21 FOXO1, GPX8, PTEN, TR�PPC6B, TWF1
 
F���-����g�� ��� �x������� �� ��� ����� �f OSCC C� ���u�� ��. ������ �u���� C� ���u��. FDR, f���� ��������y ����. T�� ��� �u������ ���g��� 
identified with TargetScan are included.
 

T�b�� IV. D�ff���������y �x������� ��RN�� ���w��g ��������� �x�������� �� ���-���������� ��� ���������� OSCC.

�����RN�  F���-����g� �C�-C�/C�-N� FDR C��������� �������� Pu������ ���g��

���-��R-489  1.27 0.004 7q21.3 ETNK1, �LS2CR13, HRH4, LONRF2, SFRS7
���-��R-1291  1.18 0.017 12q13.11 �QP1, �RID3B, MECP2, M�P3K9, PGM5
���-��R-483-5�  1.22 0.005 11�15.5 R�B3IP, ZBTB26, PG�M1, C5��f42, RB�K
 
F���-����g�� ��� �x������� �� ��� ����� �f OSCC C� ���u�� ��. ������ �u���� C� ���u��. FDR, f���� ��������y ����. T�� ��� �u������ ���g��� 
identified with TargetScan are included.
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��R-21 ��� b��� �������g���� w����y �� �����u� �u��� 
����g������� ����u���g ��������g���� ����g������� ��� 
g���b������� �� � �u������ ����g���� ��RN� �5,19-26�. 
M�������, �b�������y �x������� ��R-203 ��� b��� �������� 
�� ����� �27�, b����� �28� ��� ������� ������ �29-31�, w���� 
��R-31 �� ���� k��w� �� ���� ����g���� fu������� �� ������-
g��� ������ �32�. U���gu������ �f b��� ��R-31 ��� ��R-31* 
by �������y �f ���-��R-31 w�� ���� ���w� �� ������� OSCC 
����g������y �33�. Ou� ���u��� ���� ��������� ���� ��R-31 ��� 
��R-31* ���� � b����g���� fu������ �� ������ �����������. 
H�w����, � ���� �� ���� ������ ��� y�� �� b� ���u������, ��� 
��� fu������ �f ����� ���������� �� �u��� ������ ������� 
u������. ��R-133�, ��R-376�, ��R-411, ��R-30�-3�, ��R-489, 
��R-139-5�, ��R-483-5�, ��R-30�-3�, ��R-409-3�, ���-7� ��� 
��R-486-5� ���w�� � >4-f��� ��w���gu������ �T�b�� III�. 
P�����u��y, ��R-133� w�� ���w� �� b� ��w���gu����� �� 
b����� ������ ����u�� ��� ���������� w��� ���� ���g����� �34�, 
w���� ���-7� �� ���������y ������� �� �u��� g��w�� ����b����� �� 
�������� ������ �35�.

C������� �y��� ���� ���������� ��� � ���g� ������ �� 
��� ���g����� �f OSCC. W�, �����f���, ���f����� ������� 
���� ����y��� ��������g �� ��� ���������� �����. T���� ��w�-
��gu����� ��RN�� ���R-489, ��R-1291 ��� ��R-483-5�� 
�T�b�� IV� w��� ��������, ��� �ub��qu����y, � �������� ���� 
����� w�� ������u���� �� ������fy ���-���������� ��� ����-
������ OSCC u���g W�k� ��f�w���. Ou� ����� ������� ��� �w� 
g��u�� w��� 82% ���u���y �F�g. 3�. T��� ����� ��y �����f��� 
���� ��������� �� ����������g ��� ���g����� �f OSCC ��������, 
�����g �� � ���������� ���k�� �f ����������. 

I� �u����y, �u� f�����g� ������fy��g ������-������� 
��RN�� �� OSCC �ugg��� ���� ���� ������ ��y ���� � u��qu� 
��RN� �x�������� ������� �� ��� �������u�� �����. Fu����� 
�������g������ ��� ��w ��qu���� �� ��������� ��� �����u��� 
fu������� ��� ���������� �f ����� ��RN�� �� w��� �� ����� 
��������� u�� �� ���g������ ���/�� ���g������ ���k��� �� ���� 
������. 
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