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advanced DRO 종양모델에서 재분화 유도제

(pioglitazone)치료 후, FDG PET 분자영상
재분화유도제에 의한 세포사멸 (CCK-8 assay)

제 1세부과제: 분자영상을 이용한 재분화 치료법 개발

◆ 연구목표

- 분자영상과 결합된 갑상선암의 재분화유도 치료법을 개발한다.

- 재분화유도 치료에서 분자영상 양상과 관련된 분자생물학적 기전을 조사한다.

◆ 연구내용 및 방법

A) 갑상선암 세포주의 재분화유도치료 효과 확인, 동물모델 작성

B) 재분화유도치료모델에서 FDG PET/CT(분자영상)의 적용

C) 요약/결론: 갑상선암 동물모델을 성공적으로 작성하였고, 분화가 나쁜 갑상선암에서 재분화유도치료의 효과를 확

인하였고 치료효과는 FDG PET/CT를 이용하여 모니터할 수 있었음. 하지만 분화된 여포성갑상선암에서는 치료효과

도 뚜렷하지 않고 FDG PET/CT로도 차이가 없었음. 미분화암의 특성인 NIS 소실은 본연구의 재분화유도치료를 통

해서는 회복되지 않았고 방사성요오드 병합치료와 분자영상에서 변화를 관찰할 수 없었음.

제 2세부과제: 갑상선 유두암에서 Proteomics기법을 이용한 새로운 예후인자의 발굴

◆ 연구목표

- 갑상선 유두암조직에서 BRAF 돌연변이 유무에 따른 MAPK 신호전달 관련 단백질 등의 발현양상을 PROTEOMICS기법을

이용하여 분석하여 발현에 차이가 있는 단백질을 발굴하고 관련 단백질의 발현이 갑상선 유두암의 임상적 예후인자와의 연관이

있는지 분석하여 새로운 예후인자로서의 사용가능성을 탐색함.

- 갑상선암 세포주에서 BRAF돌연변이와 관련되어 나타나는 MAPK 신호 억제제 처리 후 나타나는 발현 단백질의

차이를 분석

◆ 연구내용 및 방법

1) BRAF 돌연변이 양성군/ 림프절전이 유무와 단백질 발현양상

- BRAF 돌연변이 양성군에서 HSP60의 발현 유무에 따라 림프절 전이여부에 차이가 남을 확인함. HSP60가 발현되어

있는 경우 림프절 전이가 적게 나타남.

2) BRAF 돌연변이 유무, MAPK 억제제 치료전후 등에 따라 단백질 발현양상에 차이가 나타남.

- MAPK inhibitor로 처리하였을 때 단백질의 발현양상 변화가 BRAF 돌연변이 유무에 따라 다르게 나타남

3) 요약/결론: BRAF 변이에 따라 다르게 발현되는 단백질을 정량적 단백질 분석으로 동정하고 생체 조직을 이용하여

확인하였으며, BRAF변이를 예측할 수 있는 새로운 표지자를 제안할 수 있었다. 또한 HSP60 단백질이 림프절 전이

에 영행을 미치는 종양억제 유전지로서의 가능성이 있다는 것을 확인 하였다.

< 요 약 문 >
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BRAF mutation

/Proteoms

Sensitivity(%) Specificity(%) PPV(%) NPV(%)

Calreticulin 71.8 48.8 80.0 37.7

HSP60 73.3 73.9 88.0 51.5

SOD 51.5 73.9 73.9 51.5

Vimentin 70.6 34.8 61.5 44.4

Nucleophosmin 53.8 50.0 60.0 43.8

동정된 단백질의 변화로 갑상선암의 예후인자인 BRAF 돌연변이를 찾는 검사예민도

HSP60, SOD2, PEBP1, and vimentin expression status

were matched with 2D gel electrophoresis results. T:

tumor, N: Normal tissue.

Spot

No.

Protein Name SwissProt

no.

Mascot

score

Calculated

pI

%

coverage

Subcellular

location

1,15 Calreticulin P27797 110 4.29 10 ER lumen

2 Tubulin β P07437 101 4.78 9

3 ATP synthaseβ P06576 57 5.26 16 Mitochondrion

4 Nucleophosmin P06748 52 4.64 21 Nucleus

5 PDI A3 P30101 48 5.98 15 ER

6,10,13 Vimentin P08670 111 5.06 33

7 HSP 90-α P07900 65 4.94 9 Cytoplasm

8 Calumenin O43852 173 4.47 22 ER

9 α-enolase P06733 169 7.01 68 Nucleus

11,14 HSP60 P10809 135 5.70 28 Mitochondrion

12 SOD P04179 66 8.35 39 Mitochondrion

Proteomic 기법으로 동정된 단백질

제 3세부과제: 중간형 갑상선결절에서 악성과 양성 감별을 위한 마이크로어레이 분석

◆ 연구목표

-갑상선결절에서 미세침흡인 세포검사 시 5-30%에 이르는 중간형 결절에서 불필요한 수술 및 자원 낭비를 줄이기

위해 악성 및 양성 여부를 감별할 수 있는데 도움이 되는 지표를 찾기 위함

◆ 연구내용 및 방법

1) 개원 이후 본원에서 갑상선 엽절제술 및 전절제술을 시행한 환자 3038명 중 미세침흡인검사에서 중간형 결과를 보

인 명단 114명 및 본원 수술 환자 중 갑상선암 조직 확보 명단 476명의 차트 및 병리기록을 리뷰

2) microarray analysis

- illumina HumanRef-8 v3 Expression BeadChip (Illumina, INc., San Diego, CA)

- 양성결절과 악성결절 사이에 유의한 차이를 보이는 유전자는 발견되지 않았음.

- 양성결절 대 갑상선유두암, 갑상선여포암의 비교에서도 유의하게 차이나는 유전자는 없었음.

3) 환자들의 임상적, 병리적, 초음파적 특성 분석

- 수술 전의 환자 성별, 진단나이, 갑상선기능 등은 각 군간에 차이를 보이지 않았다. 하지만 갑상선유두암은 유의하
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게 양성결절 군에 비해 작았으며 (양성 2.4±1.2cm vs. 여포성 변이 유두암 1.2±0.7cm, 유두암 0.8±0.1cm, p <0.05),

갑상선여포암은 유의하게 큰 결과(미세침습여포암 2.9±1.9cm, 광범위침습여포암 4.3±1.3cm, p <0.05)를 보였다.

- 중간형 결절에서 주감별 대상인 갑상선여포암과의 비교시에는 유의하게 수술 전 티로글로불린(thyroglobulin, Tg)

수치가 양성결절 군에 비해, 악성결절 군에서 높음을 확인할 수 있었다 (양성결절: 미세침습여포암: 광범위침습여포

암, 15 ± 229: 188 ± 2285: 2762 ± 2079 ng/ml)

- 수술전 초음파 소견을 바탕으로 양성결절 및 악성결절(여포암)에서의 소견 차이를 분석한 결과 악성결절일수록 불

규칙한 경계를 가지는 빈도가 높았으며 (양성 vs. 미세침습여포암 vs. 광범위침습여포암, 7(9.1％）vs. 6 (20.7%) vs.

2 (50.0%), p = 0.012), 악성결절에서는 저에코, 양성결절에서는 등에코성결절이 유의하게 많았으며 (p < 0.05), 악성

결절군에서는 결절둘레로 저에코성 띠가 보이지 않는 경우가 유의하게 많았다 (저에코 띠, 양성 vs. 미세침습여포암

vs. 광범위침습여포암, 50 (64.9%) vs. 9 (31.0%) vs. 1 (25.0%), p <0.05). 또한 유의하게 악성결절에서 석회화소견

이 많았다 (양성 vs. 미세침습여포암 vs. 광범위침습여포암, 11 (14.5%) vs. 12 (41.4%) vs. 3 (75.0%), p <0.05).

4) 요약/결론: 이상의 결과들을 바탕으로 요약하자면, 갑상선여포암에 있어서는 아직 양성종양과 유의한 차이를 보이

는 유전자를 발견할 수 없었으며, 임상에서 환자가 갑상선결절로 내원하여 시행한 미세침흡인 세포검사에서 중간형

소견을 보이는 경우에는 나이, 성별, 종양의 크기나 초음파 소견 등의 위험인자와 더불어 serum Tg 레벨을 측정하

는 것이 도움이 될 것으로 생각된다.

◆ 연구성과

-정량적 성과

구분 달성치/목표치
1)

달성도(%)

SCI 논문 편수 0/3

IF 합 -/-

기타 성과

특허 2건 출원

국내논문 1편

국내외 학회 발표 4회

국외논문 투고 3편

-정성적 성과
․갑상선암 동물모델을 작성하고 소동물 영상장비를 이용하여 분자영상을 시행하는 기반마련.

․마우스에서 갑상선전절제술을 확립함.

․재분화 유도 효과를 소동물 영상장비(PET-CT/ SPECT)를 이용하여 확인하였음.

․체외실험과 동물모델을 이용하여 재분화치료의 세포분자적 양상을 확인함.

․BRAF 돌연변이 양성인 갑상선 유두암에서도 HSP60 단백질 발현 유무에 따라 림프절 전이 양상이

다름을 확인함.

․HSP60 단백질이 갑상선 유두암에서 종양억제 유전자로서 기능할 가능성 확인

․장기 추적검사를 통하여 분자적 표지자로서의 가능성 확인 계획

․BRAF 돌연변이 유무에 따라 단백질의 발현이 다르게 나타남을 확인함

․BRAF 돌연변이 유무에 따라 단백질의 발현이 다르게 나타남을 확인함

․임상에서 흔히 마주치지는 않지만 마주치게 되면 감별이 어려운 중간형 결절에 있어서 갑상선여포암

의 진단 정확도를 높이는데 수술전 혈청 Tg 레벨이 도움이 될 수 있음을 새롭게 제시하였음.

◆ 참여연구원

(최종연도 참여인원)

성 명
김석기, 이상진, 김태성, 백남석, 정기욱, 김석원, 이유진,

민혜숙, 김정민, OOO

주민등록번호
******-*******, ******-*******, ******-*******,

******-*******
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Subproject 1: Development of redifferentiation induced therapeutics using molecular

imaging

◆ Purpose: we aimed to establish re-differentiation treatment supported by molecular

imaging in thyroid cancer using xenograft model, and assess the correlation of molecular

imaging and re-differentiation treatment.

◆ Method: we established thyroid cancer xenograft models combined with thyroidectomy

using various human thyroid cancer cell lines. The re-differentiation treatments were

performed using pioglitazone. The treatment effects were assessed in DRO and FTC tumor

models. Molecular imaging such as FDG PET/CT and Tc-99m pertechnate SPECT were

done before and after treatment. Pathologic analysis such as GLUT-1 and NIS

immunohistochemistry were taken.

◆ Results: various thyroid cancer models were established and used on-going study

successfully. Total thyroidectomy could be done in the mice with tolerable success rate. After

pioglitazone treatment, poorly differentiated thyroid cancer model (DRO) showed moderate but

robust decrease of tumor growth rate. but, follicular thyroid cancer model (FTC) did not.

FDG PET/CT showed FDG accumulation decrease corresponding to the growth decrease.

GLUT-1 expression of DRO model increased after treatment, but not in FTC model. On the

contrary to FDG, Tc-99m SPECT, which reflects the expression of NIS, were not different

after treatment. Immunohistochemical assessment showed no difference of NIS expression.

◆ Conclusion: we established successfully the basis for the research using thyroid cancer

animal model and re-differentiation treatment. The treatment effect of redifferentiation

agents could be monitored with molecular imaging with some limitation.

Subproject 2: Establishment of new prognostic factor of papillary thyroid carcinoma

using proteomics approach

◆ Purpose : the purpose of this research was to identify proteins associated wi서 MAPK

signaling pathways using proteomics in papillary thyroid carcinomas. the other purpose was

to find new molecular prognostic factors along with BRAF mutation

◆ Method : 11 fresh frozen PTC tissue and 3 PTC and 1 FTC cell lines were studied.

Using 2D gel electrophoresis and MALDI - TOF, protein expression was researched.

Project Summary
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Expression analysis was performed according to BRAF mutation status, LN metastasis,

MAPK inhibitor treatment. Identified proteins validated with IHC and western blot.

Clinico-pathological characteristics are compared according to identified protein expression.

◆ Results : Protein expression was different between PTCs with BRAF muation and

without it. Protein expression was changed after application of MAPK inhibitor. Protein

change was different according to BRAF mutation status. HSP 60 exrpession was

associated with less frequent LN metastasis in BRAF mutation (+) PTCs,

◆ Conclusion : Protein expression status was different according to BRAF mutation status.

HSP60 protein mat serve as tumor inhibitor in BRAF (+) PTCS.

Subproject 3: microanalysis analysis to differentiate follicular thyroid cancer from

indeterminate thyroid nodule

◆ Purpose : We performed microarray analysis and compared clinical, sonographical, and

pathological parameters between benign and malignant thyroid nodules to differentiate

follicular thyroid carcinoma from benign thyroid nodules.

◆ Method : We enrolled 164 subjects who underwent thyroid surgery in National Cancer

Center because of the results of indeterminate cytology. We reviewed patients‘ age at

diagnosis, sex, preoperative thyroglobulin (Tg) and anti-Tg antibody levels, free T4,

TSH level, sonographic findings incluing tumor size, and pathological findings. We

compared benign and malignant group using the general cDNA microarray technique

with illumina HumanRef-8 v3 Expression BeadChip (Illumina, INc., San Diego, CA).

◆ Results : We cannot find significantly different genes in microarray analysis between

benign and follicular cancer group. But, among clinical and sonographical findings, we

could find several risk factors showing significant differences. Young age, male, larger

tumor size, preoperative high Tg level, hypoechoic nodule without hypoechoic rim on

sonography increased cancer probability significantly in multivariate analysis. With

cut-off value 187.5 ng/ml, sensitivity and specificity was 54.8% and (90.1%, respectively.

AUC was 0.748 and p-value was 0.000.

◆ Conclusion : Microarray analysis did not show significant differences between benign and

malignant thyroid nodules. But, peroperative Tg levels had very high specificity in predictgin

follicular thyroid cancer. Therefore it may be very excellent tools to differentiate follicular

thyroid cancer from benign thyroid nodules.
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1. 연구의 최종목표

< 최종목표 - 과제중간 평가후 구체적으로 수정>

제 1 세부과제

- 분자영상과 결합된 갑상선암의 재분화유도 치료법을 개발한다.

- 재분화유도 치료에서 분자영상 양상과 관련된 분자생물학적 기전을 조사한다.

제 2 세부과제

- 갑상선 유두암조직에서 BRAF 돌연변이 유무에 따른 MAPK 신호전달 관련 단백질등의 발현양상

을 PROTEOMICS기법을 이용하여 분석하여 발현에 차이가 있는 단백질을 발굴하고 관련 단백질

의 발현이 갑상선 유두암의 임상적 예후인자와의 연관이 있는지 분석하여 새로운 예후인자로서의

사용가능성을 탐색한다.

- 갑상선암 세포주에서 BRAF돌연변이와 관련되어 나타나는 MAPK 신호 억제제 처리 후

나타나는 발현 단백질의 차이를 분석한다.

제 3 세부과제

- 갑상선결절에서 미세침흡인 세포검사 시 5-30%에 이르는 중간형 결절에서 불필요한 수술

및 자원 낭비를 줄이기 위해 악성 및 양성 여부를 감별할 수 있는데 도움이 되는 지표를 찾

는다.

2. 연구의 내용 및 결과

<제 1세부 과제: 분자영상을 이용한 재분화 치료법 개발>

1) 갑상선암 세포주는 재분화유도의 표적인 PPAR gamma 수용체가 발현된다.

갑상선암 세포 주에서 PPAR gamma의 발현을 Western Blot으로 확인함. 모든 갑상선암 세포

주에서 발현됨을 확인하였음.

그림 1. 여러 가지 갑상선암에서 PPAR gamma의 발현 (Western Blot)

미분화암 (anaplastic thyroid cancer): DRO90, FRO

여포암 (Follicular thyroid cancer): FTC133

유두암 (Papillary thyroid cancer): TPC
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그림 5. 재분화유도제에 의한 FDG 섭

취정도 a. FTC 세포주, b. DRO 세포

주 (FDG uptake test)

그림 4. 재분화유도제에 의한 세포

사멸 (CCK-8 assay)

그림 2. 수술용 현미경을 이용한 갑상선 제거과

정

그림 3. 갑상선절제술 전후

갑상선스캔영상. 갑상선전절제술이

성공적으로 시행됨.

2) 갑상선암 세포주를 이용하여 갑상선이 절제된 동물모델을 작성하였다.

3) 갑상선암 세포주에서 재분화유도제(Pioglitazone)는 약한 세포독성을 보임.

- 선별한 갑상선암 세포 주에서 PPAR gamma

agonist(Pioglitazone)에 의한 세포독성을 평가하기위해, 각

각의 세포 주에 0.1, 1, 10, 20, 100uM Pioglitazone을 처리한

후, 48h에 Cell counting kit(CCK-8)를 이용하여 알아봄.

- 미분화암 DRO90, 여포암 FTC133 모두 Pioglitazone의

농도에 따라 세포수가 감소되어짐을 확인함. 분화가 나쁜

갑상선암세포주 (DRO90)에서 세포독성이 뚜렸함.

4) 분화가 나쁜 갑상선암 세포주는 재분화유도제(Pioglitazone)에 의해 FDG 섭취가 떨어졌으

나 분화된 여포성갑상선암 세포주 (FTC)는 FDG의 섭취의 변화가 관찰되지 않았다.
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그림 6. 재분화유도제에 의한 NIS mRNA발현 (RT-PCR)

그림 7. 재분화유도제에 의한 NIS 단백질 발현

(Tc99m uptake test)

- 갑상선암의 조직형에 따른 재분화유도제의 세포독성의 차이와 관련이 있는 것으로 보임.

5) 갑상선암 세포주에서 재분화유도제에 의한 재분화유도 중 NIS 발현은 강도가 약하고 일시

적이었다.

- 갑상선암 세포 주에서 PPAR gamma agonist(Pioglitazone)에 의한 재분화 정도를 평가하기 위

해 재분화 지표인 Sodium Iodide sympoter(NIS)의 발현 양을 RNA와 단백질 수준에서 확인함.

- FTC, DRO 모두 Pioglitazone처리 24시간 후, RNA양이 증가하였다가 48, 72시간에 감소

되어지며, 단백질양은 48시간에 소량 증가되어짐이 보였음.
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그림 9. advanced DRO 종양모델에서 재분화 유도제

(pioglitazone) 치료 후, FDG PET 분자영상 (volume: PET/CT에

서 측정한 종양부피, mean: 종양의 평균 FDG 섭취, max: 종양의

최고 FDG 섭취값, TRAF: total regional FDG accumulation)

그림 8. 갑상선암동물모델에서 FDG-PET a. DRO90 종양모델 b. FTC133종양모델 (위; 대조군

아래; 재분화유도제(Pioglitazone) 처리군)

6) 갑상선암 동물모델에서 FDG PET-CT을 이용하여 재분화유도제(pioglitazoen)에 의한 치

료효과 영상화함. 분화가 나쁜 갑상선암 동물모델에서는 재분화유도 치료에 따라 비교군에

비해 종양의 성장억제와 FDG 섭취의 감소가 관찰됨. 분화된 갑상선암 동물모델에서는 뚜

렷하지 않음.

a

b.
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7) 갑상선 절제 동물모델에서 재분화유도제(pioglitazone)에 의한 NIS 발현증가

(재분화효과)는 분자영상으로 명확히 관찰되지는 않았음.

- 실험결과 갑상선 재분화치료 모델에서 뚜렷한 Tc99m의 섭취가 보이지 않았음. FTC133의

대조군에서 종양 부피와 meanSUV값은 1790.9mm
3
, 0.0103683, 재분화유도 처리군에서는 1736.7

mm
3
, 0.0157314이며 DRO90의 대조군에서 종양 부피와 meanSUV값은 705.1 mm

3
, 0.0103201,

재분화유도 처리군에서는 1362.2 mm
3
, 0.0115601이였음.

- NIS 발현을 병리조직으로 확인하였으나 차이를 발견하지 못함.

그림 10. 재분화유도제(Pioglitazone)처리한 갑상선암모델에서

NIS발현을 반영하는 분자영상 - Tc-99m pertechnate SPECT

영상. 좌; FTC133 우;DRO90

8) 재분화유도제와 I-131 병합치료를 시행하였으나 기존의 문헌의 효과를 확인하지는 못함.

NIS 와 관련된 분자영상과 병리결과와 부합하는 결과임. 현존하는 재분화유도치료에

대하여 좀더 체계적인 연구가 필요할 것으로 판단됨.
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그림 11. HSP60, SOD2, PEBP1, and vimentin expression

status were matched with 2D gel electrophoresis results. T:

tumor, N: Normal tissue.

<제 2세부과제: 갑상선 유두암에서 Proteomics기법을 이용한 새로운 예후인자의 발굴>

1) BRAF 돌연변이와 MAPK 신호전달 단백질의 발현의 관련성 탐구

- 연구방법

A. 11개의 신선 동결된 갑상선 유두암 조직 수집, 임상적으로 림프절전이 유무 확인

B. 암조직에서 DNA 염기서열분석 - MAPK 신호 자극요소인 BRAF mutation 확인

C. 2D gel elecrophorosis를 이용하여 단백질검색

D. BRAF 돌연변이 유무, 림프절전이 유무에 따라 차이가 나는 단백질을 검색

E. MALDI-TOF를 이용하여 정성적으로 검색하고 동정

F. 갑상선암 조직에서 Western blot과 면역조직화학염색을 통해 후보 단백질의 발현 유무확인

G. 수집된 갑상선암에서의 알려진 임상병리학적 예후인자와 비교

- 연구결과

A. BRAF 돌연변이 양성군에서 림프절 전이여부에 따른 단백질 발현양상의 차이

2D gel/ Western blot

림프절전이군에서 증가한 단백질 선별: HSP60, SOD2, PEBP1, and vimentin

B. HSP60 면역조직화학염색 결과와 림프절전이

BRAF 돌연변이 양성군에서 HSP60 양성은 림프절전이음성과 관련 있음을 보여줌.
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그림 12.

SNU790 BRAF mutation cell line

TPC1, XTC BRAF wild type cell line

FTC133 Negative control cell line

그림 13. <2DE protein profiles of XTC,

TPC1, SNU790 and FTC133 cell line>

그림 14. <Different protein spots between

SNU790 and TPC1 cell line>

2) BRAF 돌연변이, MAPK 억제제와 관련된 단백질 검색 및 임상적 의의

갑상선암 세포주를 이용한 단백질 동정

세포주 선정

2D gel Electrophoresis & MALDI-TOF
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그림 15. <Different expression of proteins after treatment of U0126 and

Sorafenib>

Spot

No.
Protein Name

SwissProt

no.

Mascot

score
Calculated pI % coverage Subcellular location

1,15 Calreticulin P27797 110 4.29 10 ER lumen

2 Tubulin β P07437 101 4.78 9

3 ATP synthaseβ P06576 57 5.26 16 Mitochondrion

4 Nucleophosmin P06748 52 4.64 21 Nucleus

5 PDI A3 P30101 48 5.98 15 ER

6,10,13 Vimentin P08670 111 5.06 33

7 HSP 90-α P07900 65 4.94 9 Cytoplasm

8 Calumenin O43852 173 4.47 22 ER

9 α-enolase P06733 169 7.01 68 Nucleus

11,14 HSP60 P10809 135 5.70 28 Mitochondrion

12 SOD P04179 66 8.35 39 Mitochondrion

동정된 단백질
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BRAF(W),N(%) BRAF(M),N(%) p
SOD

Negative 17(73.9) 16(48.5)
0.057

Positive 6(26.1) 17(51.5)

HSP60

Negative 17(73.9) 16(26.7)
<0.001

Positive 6(26.1) 44(73.3)

Calreticulin

Negative 20(48.8) 33(28.2)
0.021

Positive 21(51.2) 84(71.8)

파라핀 블록에 대한 면역화학염색 결과

<Western blot and Immunohistochemistry of SNU790 (BRAF(M)) and TPC1 (BRAF(W))

cell line >

A: Western blot, B: Immunohistochemistry, W, wild type ; M, mutation

BRAF 돌연변이와 동정된 단백질의 차이
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BRAF

mutation

/Proteoms

Sensitivity(%) Specificity(%) PPV(%) NPV(%)

Calreticulin 71.8 48.8 80.0 37.7

HSP60 73.3 73.9 88.0 51.5

SOD 51.5 73.9 73.9 51.5

Vimentin 70.6 34.8 61.5 44.4

Nucleophosmin 53.8 50.0 60.0 43.8

각 단백질의 BRAF 변이에 대한 검사 예민도
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<제 3세부과제: 중간형 갑상선결절에서 악성과 양성 감별을 위한 마이크로어레이 분석>

1) 대상환자 선별

그림 16. 대상군 선정

미세침흡인 세포검사상 중간형 결과를 보인 164례 --> 미세침흡인 세포검사상 중간형 54례

--> 양성결절 9례, 악성결절 14례

2) microarray analysis

- RNA를 추출/ illumina HumanRef-8 v3 Expression BeadChip (Illumina, INc., San Diego, CA)

- 양성결절과 악성결절 사이에 유의한 차이를 보이는 유전자는 발견되지 않았음.

- 양성결절 대 갑상선유두암, 갑상선여포암의 비교에서도 유의하게 차이나는 유전자는 없었음.

3) 환자들의 임상적, 병리적, 초음파적 특성 분석

- 미세침흡인 세포검사상 중간형 결과를 보인 164례

- 임상적, 병리적 특성을 분석

- 양성결절/갑상성유두암(PTC)/여포변이갑상선유두암(PTC,FC)/미세침습여포암(MIFTC)/광범위침

습여포암(WIFTC)
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- 수술 전의 환자 성별, 진단나이, 갑상선기능 등은 각 군간에 차이를 보이지 않았다. 하지만 갑상

선유두암은 유의하게 양성결절 군에 비해 작았으며 (양성 2.4±1.2cm vs. 여포성 변이 유두암

1.2±0.7cm, 유두암 0.8±0.1cm, p <0.05), 갑상선여포암은 유의하게 큰 결과(미세침습여포암

2.9±1.9cm, 광범위침습여포암 4.3±1.3cm, p <0.05)를 보였다.

- 중간형 결절에서 주 감별 대상인 갑상선여포암과의 비교시에는 유의하게 수술 전 티로글로불린

(thyroglobulin, Tg) 수치가 양성결절 군에 비해, 악성결절 군에서 높음을 확인할 수 있었다 (양

성결절: 미세침습여포암: 광범위침습여포암, 15 ± 229: 188 ± 2285: 2762 ± 2079 ng/ml median

± SD]).

그림 17. 양성결절과 갑상선여포암의 임상 특성 비교 (* p value <0.05 when

compared with benign group)

- 수술전 초음파 소견을 바탕으로 양성결절 및 악성결절(여포암)에서의 소견 차이를 분석한 결과

악성결절일수록 불규칙한 경계를 가지는 빈도가 높았으며 (양성 vs. 미세침습여포암 vs. 광범위

침습여포암, 7(9.1％）vs. 6 (20.7%) vs. 2 (50.0%), p = 0.012), 악성결절에서는 저에코, 양성결절

에서는 등에코성결절이 유의하게 많았으며 (p < 0.05), 악성결절군에서는 결절둘레로 저에코성

띠가 보이지 않는 경우가 유의하게 많았다 (저에코 띠, 양성 vs. 미세침습여포암 vs. 광범위침습

여포암, 50 (64.9%) vs. 9 (31.0%) vs. 1 (25.0%), p <0.05). 또한 유의하게 악성결절에서 석회화

소견이 많았다 (양성 vs. 미세침습여포암 vs. 광범위침습여포암, 11 (14.5%) vs. 12 (41.4%) vs.

3 (75.0%), p <0.05).
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그림 18. 양성결절과 갑상선여포암의 초음파 특성 비교

- 이들을 대상으로 여포암의 위험도에 대한 다변량 분석 결과 진단 젊은 나이, 남성, Tg 수치가

높은 경우, 석회화, 저에코 결절 등이 유의하게 갑상선여포암의 위험도를 높이는 것으로 분석되

었다.

그림 19. 갑상선여포암의 발생위험도에 대한 다변량 분석
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그림 20. Tg 결과에 대한 ROC curve

- ROC curve를 이용하여 진단 나이 및 Tg 값의 진단 민감도 및 특이도에 대해 분석하였다. 나이

의 경우 AUC 0.524 (95% confidence interval 0.404-0.645), p = 0.674 로 cut-off value 52.5세의

경우 민감도 48.5%, 특이도 68.2%를 보였으며 양군간에 유의한 차이를 보이지 않았다(date not

shown). 하지만 Tg 값의 경우 cut-off value 187.5로 하였을 때 민감도 54.8%, 특이도 91.5% 로

AUC 0.748 ( 95% confidence interval 0.634-0.861), p = 0.000 으로 유의한 차이를 보였다 (그림

2). 종양크기에 대해서 살펴보았을 때 AUC 0.663 ( 95% confidence interval 0.562-0.764, p =

0.005) 로 1.65cm 이상인 경우 민감도 95.7%, 특이도 46.6%를 보였다.
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3. 연구결과 고찰 및 결론

제 1세부과제: 분자영상을 이용한 재분화 치료법 개발

1) 예후불량 갑상선암의 치료 - 재분화유도 치료

- 갑상선암은 비교적 치료가 잘되는 것으로 알려져 있으나 매우 높은 유병율과 발병율에 불구

하고 일부 환자군은 극히 예후가 불량하다. 이 예후불량군을 예후가 좋은 군과 구별하는 진

단법이 존재하지 않고 기존의 치료법이 효과가 없음.

- 예후가 나쁜 갑상선암을 치료하기 위한 방법의 하나로 재분화 유도치료가 제안되고 있음.

rosiglitazone 혹은 pioglitazone 등은 과거 여러 종양에서 시행되던 레티노이드에 비해 갑상

선암에서 치료효과가 좋은 것으로 기대됨. 하지만 이들 재분화유도치료제의 연구는 초기단계

임. 연구가 미비하지만 유전자치료 등의 다른 대안에 비해 현실적으로 쉽게 임상사용이 가능

한 방법으로 판단되고 이전의 레티노이드를 이용한 치료 등으로 가능성을 인정받았음.

- 하지만 이들 재분화유도치료제의 치료기전, 치료효과를 평가할 방법 등은 체계적으로 확립되

어 있지 않음. 약제별로 세포주, 동물모델, 임상시험 순으로 체계적인 연구가 시행되지 못한

상태임.

- 재분화유도 치료와 같이 갑상선암의 분자생물학적 특성의 변화를 유도하는 치료법에서는 분

자생물학적 변화를 스크리닝하고 모니터하는 방법이 필요하며 분자영상은 매우 적절한 방법

임. 갑상선암에 대해서는 이미 방사성요오드를 이용한 치료와 진단 영상이 널리 사용되고 있

고 최근 FDG PET도 방사성요오드의 제한점을 보충하는 분자영상으로 널리 사용됨. 재분화

유도 치료에서 치료반응을 모니터하는 분자영상방법은 재분화유도 치료법이 적절한 치료법으

로 확립되기 위해서는 반드시 필요함.

2) 재분화유도치료와 FDG PET/CT 분자영상

- FDG 섭취변화로 재분화유도치료효과의 판정

재분화유도치료가 분화가 나쁜 암인 DRO에서는 재분화유도치료의 효과를 관찰할 수 있다는

실험적 근거를 확인하였으나, 재분화유도치료의 세포분자적 변화로 거론되어온 NIS의 발현변

화는 in vitro에서는 일부 관찰되었으나 동물모델에서는 뚜렷하지 않았음.

- DRO 세포주에서 FDG PET/CT를 이용한 재분화유도치료 효과의 영상화

분화가 나쁜 갑상선암 세포주 DRO의 종양은 FDG 섭취가 치료후에 대조군에 비해 감소하였

음. FDG 섭취의 감소는 절대적이지 않고 종양의 성장속도와 FDG 섭취의 증가속도가 대조군

에 비해 감소함. 또한 FDG의 섭취의 강도가 크게 감소하기 보다 종양의 크기가 느리게 증가

하는 데 따른 현상으로 판단됨 (그림 16, 그림 17).

DRO 종양의 크기증가 속도감소는 이미 종양이 크게 자란 진행성종양모델보다는 종양이 작을

때부터 약제를 투여하는 조기종양모델에서 더욱 뚜렷하였다 (그림 18).

DRO 종양이 FDG PET/CT로 재분화유도치료의 효과를 관찰할 수 있는 것은 병리결과에서

유도치료후 증가한 GLUT-1 발현과 관련이 있어 보인다. 다만 GLUT-1의 증가가 종양의 재

분화정도와의 관련성은 알 수 없으나, 재분화유도치료의 결과로 보임.

- FTC 세포주에서 FDG PET/CT를 이용한 재분화유도치료 효과의 영상화

분화가 좋은 FTC 세포주는 in vitro결과와 같이, 종양모델에서는 진행성모델, 조기종양모델

모두에서 대조군과 종양성장속도가 차이가 없었음 (그림 19).
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이러한 결과는 병리결과와도 합치하는 결과로 FTC는 재분화유도치료후에도 GLUT-1의 발현

에 차이가 없었다.

- DRO, FTC 세포주의 결과로 볼 때 FDG PET이 세포주의 재분화유도치료에 대한 반응

을 반영하는 것으로 판정할 수 있지만 이들 세포주들의 반응은 예상보다 매우 적음을 알

수 있었음.

3) 재분화유도치료와 NIS 표적 분자영상

- 재분화치료에 따른 NIS 발현 등 재분화 효과 분석

NIS는 in vitro 실험에서 pioglitazone처치후 약하게 상승하였으나 그 효과는 지속되지

않음. FTC, DRO 모두 pioglitazone처리후 24시간째 RNA level 증가하였으나 48시간이후 감

소하였고 NIS단백질은 48시간에 소량 증가하였음.

- 종양모델의 방사성요오드 스캔이나 Tc-99m pertechnate 스캔에서 DRO와 FTC는 매우 미약

한 섭취를 보였음 (그림 20). 이러한 낮은 섭취는 재분화유도치료를 통해서도 변화하지 않았

음.

- 방사성요오드치료를 병합한 경우에도 이러한 낮은 섭취는 개선되지 않음 (그림 21).

- 동물모델의 종양을 적출하여 치료전후 FDG섭취와 관련된 GLUT-1과 요오드섭취와 관련된

NIS의 발현을 면역화학염색을 통해 관찰하였음. 치료전후에 유의한 차이점은 발견하지 못하

였음. 이전의 연구의 결과와 잘 일치하는 결과는 아님.

4) 결론

결론적으로 본연구를 통하여 갑상선암 세포주를 이용하여 재분화유도치료의 개발 및 연구에

필요한 여러 가지 동물모델을 확립하였음. 재분화유도치료의 효과는 FDG PET과 같은 분자영

상으로 관찰할 수 있었다. 이 효과는 기대와 달리 재분화의 지표중 하나인 NIS발현에 의한 결

과는 아니었음. 또한 재분화유도치료의 효과는 분화가 나쁜 갑상선암에서만 관찰되었음.

다만 몇 가지의 제한점이 이 연구의 수행중에 확인되었는데, 예상과는 달리 재분화유도치료

는 모든 갑상선암에서 일관적으로 효과적이지는 않았음. 분화가 된 여포성 갑상선암인 FTC에

서는 치료가 없었다. 재분화유도치료 자체의 효과가 이전의 연구결과와 달리 갑상선암에서 높

지 않음을 확인하였음.
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제 2세부과제: 갑상선 유두암에서 Proteomics기법을 이용한 새로운 예후인자의 발굴

갑상선 유두암에서 가장 흔하게 발생하는 BRAF 변이에 따른 단백질 발현 양상에 대한 연구는

드물다. 본 연구에서는 BRAF변이에 따라 다르게 발현되는 단백질을 정량적 단백질 분석을 이용

하여 동정하고, 면역조직화학 염색법을 이용하여 각 단백질의 발현 양상을 생체 조직에서 확인하

였다.

본 연구에서는 MALDI-TOF/TOF를 이용하여 BRAF 변이가 있는 세포주에서 발현 양상이 변

화하는 단백질로 vimentin, calreticulin, nucleophosmin, HSP60, SOD를 확인할 수 있었다. 이중

HSP60은 림프절전이와의 관련성을 생체 시료에서 확인하였다. HSP60은 mitochondria 안으로 단

백질을 이동시키는데 관여하며, 이동된 단백질의 folding을 교정하는 작용을 촉진하며 misfolding

을 억제하고 refolding을 도와 unfolded polypeptide의 적절한 조합이 가능하도록 하는 역할을 할

것으로 생각된다.

갑상선 유두암에서 BRAF 돌연변이는 예후인자로서의 가능성이 논의 되고 있지만 우리나라처

럼 75%이상의 갑상선 유두암이 BRAF 돌연변이를 가지고 있는 상황에서는 BRAF 돌연변이 단독

으로 예후인자가 되기에는 전반적인 갑상선 유두암의 좋은 예후를 설명하지 못한다. 그러므로

BRAF 돌연변이외에 그 하부 신호 전달체계에 직용하는 다른 분자적 표지자가 있을 가능성이 있

다. 본 연구에서는 HSP60 발현 여부에 따라 BRAF 돌연변이가 있는 갑상선 유두암에서도 림프절

전이가 다르게 나타남을 알 수 있었다. HSP60는 STRESS 단백질로 일반적으로 ISCHEMIA나 스

트레스 상황에서 세포의 고사를 막는 역할을 한다고 알려져 있다. 그러므로 본 연구의 결과와 같

이 종양억제 유전자로서의 역할은 모순된 것처럼 보이나 실제로 다양한 암에서 HSP60의 발현이

종양의 예후에 긍정적인 영향과 부정적인 영향을 모두 끼칠 수 있는 것으로 보고 되고 있으므로

갑상선 유두암에서의 역할을 주목할 수 있다. 장기간의 추적관찰과 기전 연구가 필요할 것으로 생

각된다.

본 연구에서는 MAPK inhibitor가 단백질 발현 양상에 미치는 영향을 확인하고자 각 세포주

별 MALDI-TOF를 실시하여 세포주별로 발현 양상을 달리하는 여러가지 단백질을 동정할 수 있

었다. BRAF 변이가 없는 XTC세포주와 TPC1 세포주 사이에 약제 처리 후 공통적으로 발현이

감소하는 단백질은 vimentin이었으며, vimentin은 BRAF 변이 세포주인 SNU790에서도 약제 처리

후 발현이 감소되는 양상을 보였다. Western blot 결과에서 vimentin의 발현이 감소하는 경우는

Sorafenib을 처리한 TPC1 세포주에서만 확인이 되었으나, 정량적 분석 결과를 고려할 때

Sorafenib 약제가 구조 단백질인 vimentin에 영향을 미친다는 것을 예측할 수 있었다. XTC 세포

주에서 발현이 감소하는 alpha-enolase는 다양한 기능을 수행하는 효소로서, 당분해 작용에 관여

하며, 성장 조절, 혐기상황에 대한 적응과 알러지 반응등에서 중요한 역할을 한다. 또한, 혈관내부

및 세포간 섬유용해작용에도 관여할 것으로 생각되고, immunoglobulin생산을 자극하는 것으로 알

려져 있다. SNU790 세포주에서 약제 처리 후 발현이 감소되는 PDI A3와 nucleophosmin그리고

TPC1 세포주에서 발현이 감소하는 calreticulin은 모두 단백질의 folding과 단백질 합성 및 조절에

관여한다. Western blot에서는 TPC1 세포주와 SNU790 모두에서 sorafenib을 처리하였을 때에만

발현이 감소되는 것으로 나타났다. Sorafenib은 MAPK pathway에서 RAF/MEK/ERK pathway를

차단하는 약제로, 주로 serine/threonine kinase(c-RAF)에 영향을 미치는 것으로 알려져 있다. 또

한, U0126은 MEK1/2의 phosphorylation를 방해함으로써 갑상선 유두암 세포의 증식을 억제하는

것으로 알려져 있는데, 이는 sorafenib보다 좀 더 하위 경로를 억제하는 것이다. 본 연구의

western blot 결과는 생체 조직에서의 확인을 하지 못했다는 한계점이 있으나, sorafenib 처리 후

에만 발현이 감소되는 vimentin, nucleophomin 및 calreticulin의 결과를 보아 이들 단백질이

RAF/MEK/ERK pathway의 상위 경로에 영향을 미치는 단백질일 가능성도 고려할 수 있겠다.
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요약하면, 본 연구에서는 BRAF 변이에 따라 다르게 발현되는 단백질을 정량적 단백질 분석

으로 동정하고 생체 조직을 이용하여 확인하였으며, BRAF변이를 예측할 수 있는 새로운 표지자

를 제안할 수 있었다. 또한 HSP60 단백질이 림프절 전이에 영행을 미치는 종양억제 유전지로서

의 가능성이 있다는 것을 확인 하였다. 이는 추후 전향적 연구들이 이루어진다면 임상적 이용도

고려할 수 있을 것이다.

또한, MAPK inhibitor와 BRAF 변이의 상관 관계 및 약제에 의한 단백질 발현의 차이를 확인

하여 RAF/MEK/ERK pathway와의 관계도 예측해 볼 수 있었으나 대사 경로에 대한 연구는 좀

더 필요할 것으로 보인다.

제 3세부과제: 중간형 갑상선결절에서 악성과 양성 감별을 위한 마이크로어레이 분석

갑상선암의 진단에 있어서 가장 정확하고 널리 시행되고 있는 검사는 미세침흡인세포검사이

다. 진단정확도가 95% 이상으로 gold standard 인 검사이지만, 이 검사만으로는 악성 및 양성을

정확하게 진단할 수 없는 중간형 결절은 적게는 5%에서 많게는 30-40%에 이르러 이들의 경우

정확한 진단을 위하여 수술을 시행해야 한다. 하지만 이들 중 암의 빈도는 15-47% 정도로 반 이

상의 환자가 암이 아님에도 수술을 시행 받아야 하며, 암으로 확인되더라도 나머지 엽절제술을 위

한 재수술이 필요하게 되는 등 많은 불편함이 있다.

최근 분자유전 분야에서의 진단기법에 대한 연구가 활발하여, BRAF 돌연변이는 매우 높은

특이도로 갑상선유두암을 진단하는데 도움이 되는 도구로 사용되고 있다. 이에 여포암에서의 진단

에 도움이 되는 유전자를 찾기 위하여 이 실험을 진행하였다. 하지만, microarray 결과를 여러번

반복하였음에도 불구하고, 양성결절과 갑상선여포암 사이에 유의한 발현 차이를 보이는 유전자는

찾을 수가 없었다.

이에 유전자 수준에서의 차이 외에 임상상, 초음파 영상 소견, 병리소견 등의 인자들을 리뷰

하였고, 본 연구에서는 다른 연구들의 결과와 비교적 일관되게 젊은 연령, 큰 결절 크기 등이 갑

상선여포암의 가능성을 높이는 인자로 분석되었다. 이 외에 티로글로불린(thyroglobulin, Tg) 수치

가 새로이 갑상선여포암의 가능성을 예측할 수 있는 인자로 제시되었다.

Tg는 정상적으로 갑상선조직에서 생성되는 단백으로 갑상선암 뿐 아니라 증식성 갑상선 질환

에서도 그 값이 증가하여 갑상선암의 진단에는 도움이 되지 않으므로 갑상선학회에서는 수술 전

Tg 의 수치를 측정하는 것이 의미가 없다고 언급하고 있다. 가장 흔한 종류의 암인 갑상선분화암,

그 중에서 갑상선유두암에 있어서는 위의 가이드라인과 동일하게 이 연구에서도 Tg 수치의 유의

한 차이가 나타나지 않았다(표 1). 하지만 범위를 양성결절과 갑상선여포암으로 좁혔을 때 Tg 수

치는 유의하게 악성결절에서 높았으며, 양성, 미세침습여포암, 광범위침습여포암으로 갈수록 유의

하게 증가하는 경향을 보였다.

cut-off value 187.5를 기준으로 이보다 Tg 수치가 높으면 갑상선암일 가능성이 유의하게 증

가하였고, 민감도 54.8%, 특이도 91.5%로 AUC 0.748 로 비교적 높은 진단정확도를 가질 것으로

예측할 수 있었다. 민감도가 다소 낮긴 하나 Tg 수치가 187.5 ng/ml를 넘지 않으면 거의 대부분

에서 갑상선여포암의 가능성을 배제할 수 있는 좋은 진단인자가 될 것으로 생각된다.

이상의 결과들을 바탕으로 요약하자면, 갑상선여포암에 있어서는 아직 양성종양과 유의한 차

이를 보이는 유전자를 발견할 수 없었으며, 임상에서 환자가 갑상선결절로 내원하여 시행한 미세

침흡인세포검사상 중간형 소견을 보이는 경우에는 나이, 성별, 종양의 크기나 초음파 소견 등의

위험인자와 더불어 serum Tg 레벨을 측정하는 것이 도움이 될 것으로 생각된다.
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분화가 나쁜 갑상선암
세포주를 이용하여
동물모델을 만든다.

여러세포주를 이용하여
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분자영상을 시행한다.

방사성요오드를 이용한
분자영상을 시행함.
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대조군의 선정

11개의 동결절편 조직을 이용,
BARF돌연변이 양성군, 음성군을
선정함

임상데이터 수집 수집완료

BRAF 돌연변이 검색 검색완료

PROTEOMICS기법을
이용한 갑상선유두암
특이 단백질 발굴 및
동정

동정 완료

조직에서 면역화학염색
및 Western blot을
이용한 단백질 발현의
validation

완료

발명특허
형광 센싱 프루브 및 이를 이용한 형
광 검출 방법
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단백질 발현과 갑상선
유두암의 예후인자와의
연관성 분석

분석 완료

대상환자군 수집
환자군의 임상, 초음파, 병리
데이터 리뷰 및 해당 대상 추출

microarray 분석
array 분석을 통해 유의하게
차이를 보이는 유전자 확인

2차년도

갑상선암 동물모델에서
재분화유도 치료 시행

여러세포주를 이용하여
재분화유도 치료 동물모델
작성함.

2010 100%

갑상선옥소치료를 위한
치료모델을 만든다.

갑상선절제술을 시행하여 요오드
치료를 시행할 수 있는
치료모델을 작성함.

재분화유도 치료효과를
분자영상으로 확인

소동물PET과 SPECT를 이용한
분자영상을 시행함.

재분화유도 치료의
분자적 기전을
분자영상을 통하여
확인

Tc99m을 이용하여 SPECT로
확인함.

대상 세포주의 선정 4개의 갑상선암 세포주 선정

MAPK 신호전달체계
억제제의 투여 후
갑상선암 세포주의
형태학적 변화 및 성장
변화 관찰

완료

각 세포주에서 ERK
phosphorylation 차단
확인

완료

처치 후 세포주에서
단백질 추출 및
PROTEOMICS분석

완료

조직에서 면역화학염색
및 Western blot을
이용한 단백질 발현의
validation

완료

단백질 발현과 갑상선
유두암의 예후인자와의
연관성 분석

완료

차이나는 유전자를
실제 임상 검체에 적용

유의하게 차이를 보이는 유전자를
찾지 못해 시행하지 못함

임상,병리데이터를
기준으로 진단인자
분석

Tg 수치에 대한 내용 새로 얻음

구분 평가의 착안점 및 척도 자체평가

1차년도
(2009)

갑상선암세포주를 이용한 동물모델을

만들었나?

미분화암(DRO, FRO) 여포암(FTC)에서

작성함.

동물모델에서 재분화유도 치료를 재분화유도제(Pioglitazone)을 이용하여 시행함

나. 평가의 착안점에 따른 목표달성도에 대한 자체평가
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시행하였나?

분자영상을 시행하였나?
소동물 PET과 SPECT를 이용한 분자영상을

시행함.

동물모델에서 재분화유도 치료의 효과를

분자영상으로 확인하였나?

동물용 SPECT, 동물용 PET을 이용하여

확인함 (I-131, Tc-99m, FDG)

재분화유도 치료의 분자적 기전을

분자영상을 통하여 확인하였나?
I-131와 Tc99m을 이용한 SPECT로 확인함.

예후와 관련된 분자영상의 결과를

적용하여 재분화유도 치료를

분석하였는가?

대상환자 및 대조군 설정의 적절성 여부 적절히 수집되었음

임상데이터 수집의 충실성 여부 충실히 수집됨

BRAF 돌연변이 검색방법의 정확성 BRAF 돌연변이 검색을 정확히 수행함

특이 단백질 동정 여부 특이 단백질 동정 됨

조직과 조직에서 면역화학염색 및

Western blot을 이용한 단백질 발현의

validation

충실히 수행되었음

단백질 발현과 알려진 예후인자와의

상관관계 여부

갑상선 유두암에서 림프절 전이와 관련된

단백질 동정됨

중간형 결절로 수술 예정인 환자들의

미세침흡인 세포검사 검체 수집
충실히 수집됨

임상데이터 수집 충실히 수집됨

2차년도
(2010)

갑상선암 재분화유도치료를 갑상선암

동물모델에 적용하고 효과를 분석하였나?
적용하였고 분석하였음.

재분화유도치료 전후 분자영상을

시행하였나?

FDG PET, Tc-99m SPECT를 이용하여

시행함.

치료전후 분자생물학적 변화의 기전을

동물모델에서 분석하였나?
시도하였음.

예후와 관련된 분자영상의 결과를

적용하여 재분화 유도치료를

분석하였는가?

분석하였음.

대상 세포주 선정의 적절성 여부 적절히 수집되었음

MTT assay 및 형태학적 변화 확인

여부
확인됨

적정 dose 및 적정 처치 시간 결정 여부 획인됨

특이 단백질 동정여부 4개의 단백질 동정됨

조직에서 검색가능 여부 면역염색으로 확인 가능함

특이 단백질 발현과 알려진 예후인자와의

상관관계 여부

BRAF mutation과 관련된 단뱍질을 세포주에서

확임함

미세침흡인 세포검사 검체에 유전자검사

적용
잘 적용하였으나 유의한 결과를 얻지는 못함

검사결과와 악성 진단의 민감도, 특이도,

진단정확도 등을 분석

차이나는 유전자 대신 다른 임상 위험인자를

반영, 분석함

분석 자체는 충실히 수행됨
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5. 연구결과의 활용계획

(1) 연구종료 2년후 예상 연구성과

구 분 건 수 비 고

학술지 논문 게재 4

FDG PET/CT after Pioglitizone treatment

(국외논문 1편).

1. Journal of Clinical Endocrinology and

Metabolism (6.202)

2. Thyroid (2.602)

1. 갑상선학회 초록 발표 및 저널 submission 예정

산업재산권 등록 2

종양 및 감시림프절에 특이적인[Tc-99m] Tc 표지된

엽산 결합 인혈청 알부민(FSA)

형광 센싱 프루브 및 이를 이용한 형광 검출 방법

기 타 2
대한분자영상학회 포스터 2010

ITC 포스터 2010

(2) 연구성과의 활용계획

- 재분화치료법이 효과적인 경우 환자를 대상으로 하는 연구로 확대할 수 있음.

- 연구된 분자영상을 이용하여 환자에서 재분화치료법을 시행할 수 있음.

- 갑상선 유두암 동물 모델에서 MAPK inhibitor 치료 전후 발현이 달라진 단백질들의 발현

상황을 확인

- 치료 반응 유무에 따른 단백질 발현 검색

- 발현이 다르게 나타난 단백질들의 발현기전 탐색: epigenetic change 탐색

- HSP60 발현 여부에 다른 환자들의 장기 추적 결과 확인: 보조적 병기 결정인자로서의 간으

성 탐색

6. 참고문헌

- 각 세부과제별로 나열함.

7. 첨부서류

- 각 세부과제별로 나열함.
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II. 제1세부과제

세부과제명 : 분자영상을 이용한 재분화 치료법 개발

세부과제책임자(성명/소속) : 김석기/분자영상치료연구과
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과 제 명 분자영상을 이용한 재분화 치료법 개발

연구기간/연구비
(천원)
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과제책임자
성 명 김 석 기 주민등록번호

전화번호 031-920-1731 전 자 우 편 skkim@ncc.re.kr
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영문 Thyroid cancer, Molecular imaging, Molecular therapeutics, Redifferentiation

◆ 연구목표
<최종목표>

분자영상과 결합된 갑상선암의 재분화유도 치료법을 개발한다.

재분화유도 치료에서 분자영상 양상과 관련된 분자생물학적 기전을 조사한다.  

1차년도 목표: 난치성 갑상선암 동물모델과 치료모델을 작성하고 분자영상을 시행

2차년도 목표: 분화가 나쁜 갑상선암 동물모델에서 재분화유도치료를 시행하고 분자영상으로

분석

◆ 연구내용 및 방법

연구배경

- 갑상선암은 비교적 치료가 잘되는 것으로 알려져 있으나 매우 높은 유병율과 발병율에 불

구하고 일부 환자군은 극히 예후가 불량하다. 이 예후불량군을 예후가 좋은 군과 구별하는

진단법이 존재하지 않고 기존의 치료법이 효과가 없음.

- 예후가 나쁜 갑상선암을 치료하기 위한 방법의 하나로 재분화 유도치료가 제안되고 있음.

rosiglitazone 혹은 pioglitazone 등은 과거 여러 종양에서 시행되던 레티노이드에 비해 갑상

선암에서 치료효과가 좋은 것으로 기대됨. 하지만 이들 재분화유도치료제의 연구는 초기단

계임.

- 생체내의 분자생물학적 정보를 살펴보기 위해서는 분자영상을 적용하는 것이 유리함. 재분

화유도 치료와 같이 갑상선암의 분자생물학적 특성의 변화를 유도하는 치료법에서는 분자생

물학적 변화를 스크리닝하고 모니터하는 방법이 필요하며 분자영상은 매우 적절한 방법임.

- 갑상선암에 대해서는 이미 방사성요오드를 이용한 치료와 영상이 널리 사용되고 있고 최근

FDG PET도 방사성요오드의 제한점을 보충하는 분자영상으로 널리 사용됨. 재분화유도 치

료에서 치료반응을 모니터하는 분자영상방법은 재분화유도 치료법이 적절한 치료법으로 확

립되기 위해서는 반드시 필요함. 갑상선암 세포주 동물모델을 이용하여 재분화유도치료를

개발하고 확인하는 것이 필요함.

연구내용 및 방법/결과

A) 갑상선암 동물모델 작성과 재분화치료 효과 확인

1) 갑상선암 세포주 특성확인과 선택

- PPAR gamma receptor 발현확인 (Western Blot)/ 재분화유도제(Pioglitazone)에 의한
세포독성 평가

2) 갑상선암 동물모델 작성

- 다양한 갑상선암 세포주의 동물모델 시스템 확립 (갑상선절제)

- Pioglitazone, 방사성요오드치료모델 확립

< 요 약 문 >
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재분화유도제에 의한 세포사멸 (CCK-8 assay) 재분화유도제에 의한 FDG 섭취의 변화 - DRO 세포주

advanced DRO 종양모델에서 재분화 유도제

(pioglitazone)치료 후, FDG PET 분자영상

early DRO 종양모델에서 재분화 유도제

(pioglitazone)치료 후, FDG PET 분자영상

B) 재분화유도치료모델에 FDG PET/CT(분자영상)의 적용

- FDG PET/CT, 방사성요오드스캔의 마우스에서 적용

C) 요약/결론: 갑상선암 동물모델을 성공적으로 작성하였고, 분화가 나쁜 갑상선암에서 재분

화유도치료의 효과를 확인하였고 치료효과는 FDG PET/CT를 이용하여 모니터할 수 있었음.

하지만 분화된 여포성갑상선암에서는 치료효과도 뚜렷하지 않고 FDG PET/CT로도 차이가

없었음. 미분화암의 특성인 NIS 소실은 본연구의 재분화유도치료를 통해서는 회복되지 않았

고 방사성요오드 병합치료와 분자영상에서 변화를 관찰할 수 없었음.

◆ 연구성과

< 정량적 성과 >

구분 달성치/목표치 달성도(%)

SCI 논문 편수 0 /1

IF 합 -

기타 성과
국내특허출원 2건, 국내논문 1편

국외학회 발표 1편

< 정성적 성과 >

․갑상선암 동물모델을 작성하고 소동물 영상장비를 이용하여 분자영상을 시행하는 기반마련.

․마우스에서 갑상선전절제술을 확립함.

․재분화 유도 효과를 소동물 영상장비(PET-CT/ SPECT)를 이용하여 확인하였음.

․체외실험과 동물모델을 이용하여 재분화치료의 세포분자적 양상을 확인함.

◆ 참여연구원

(최종연도 참여인원)

성 명 김석기, 김태성, 백남석

주민등록번호
******-*******, ******-*******, ******-*******,

******-*******
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Project Summary

Title of Project
Development of redifferentiation induced therapeutics using molecular

imaging

Key Words
Thyroid cancer, Molecular imaging, Molecular therapeutics,

Redifferentiation

Project Leader Seok-ki Kim

Associated Company

◆ Purpose: we aimed to establish re-differentiation treatment supported by molecular

imaging in thyroid cancer using xenograft model, and assess the correlation of molecular

imaging and re-differentiation treatment.

◆ Method: we established thyroid cancer xenograft models combined with thyroidectomy

using various human thyroid cancer cell lines. The re-differentiation treatments were

performed using pioglitazone. The treatment effects were assessed in DRO and FTC tumor

models. Molecular imaging such as FDG PET/CT and Tc-99m pertechnate SPECT were

done before and after treatment. Pathologic analysis such as GLUT-1 and NIS

immunohistochemistry were taken.

◆ Results: various thyroid cancer models were established and used on-going study

successfully. Total thyroidectomy could be done in the mice with tolerable success rate. After

pioglitazone treatment, poorly differentiated thyroid cancer model (DRO) showed moderate but

robust decrease of tumor growth rate. but, follicular thyroid cancer model (FTC) did not.

FDG PET/CT showed FDG accumulation decrease corresponding to the growth decrease.

GLUT-1 expression of DRO model increased after treatment, but not in FTC model. On the

contrary to FDG, Tc-99m SPECT, which reflects the expression of NIS, were not different

after treatment. Immunohistochemical assessment showed no difference of NIS expression.

◆ Conclusion: we established successfully the basis for the research using thyroid cancer

animal model and re-differentiation treatment. The treatment effect of redifferentiation

agents could be monitored with molecular imaging with some limitation.
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구분 목표 내용 및 범위 연구비

1차년도
(2009)

난치성 갑상선암
동물모델과 치료모델을
작성하고 분자영상을 시행

1. 분화가 나쁜 갑상선암세포주를 이용한
동물모델과 치료모델을 만들고
분자영상을 시행함.

500,000

2차년도
(2010)

분화가 나쁜 갑상선암
동물모델에서재분화유도치
료를 시행하고 분자영상
으로 분석

1. 동물모델에서 재분화유도치료 시행

2. 동물모델에서 재분화유도치료의

효과를 분자영상으로 확인.

3. 재분화유도치료의 분자적 기전을

분자영상을 통하여 확인.

45,000

그림 1 여러 가지 갑상선암에서 PPAR gamma의 발현 (Western Blot)

미분화암 (anaplastic thyroid cancer): DRO90, FRO

여포암 (Follicular thyroid cancer): FTC133

유두암 (Papillary thyroid cancer): TPC

1. 연구의 최종목표

<최종목표>

- 분자영상과 결합된 갑상선암의 재분화유도 치료법을 개발한다.

- 재분화유도 치료에서 분자영상 양상과 관련된 분자생물학적 기전을 조사한다.   

2. 연구의 내용 및 결과

A) 갑상선암 동물모델 작성과 특성확인

1) 갑상선암 세포주 특성확인과 선택

가) 갑상선암 세포주의 PPAR gamma 수용체 발현확인 (Western Blot)

PPAR gamma agonist를 이용한 재분화 유도를 하기위해 적절한 갑상선암 세포 주를

선별하고자 함. 여러 가지 갑상선암 세포 주에서 PPAR gamma의 발현을 Western Blot으로

확인함. 각 세포 주들의 PPAR gamma 발현은 (그림1) 에서 분화정도와 관계없이 모든

갑상선암 세포 주에서 발현됨을 확인하였음.
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그림 2 재분화유도제에 의한 세포사멸 (CCK-8 assay)

나) 갑상선암 세포주에서 재분화유도제에 의한 세포독성 평가

갑상선암 세포에서 PPAR gamma agonist (Pioglitazone) 에 의한 세포독성을 평가하기위해,

각 각의 세포 주에 0.1, 1, 10, 20, 100uM Pioglitazone을 처리한 후, 48시간후에 Cell

counting kit (CCK-8)를 이용하여 세포독성을 평가함. 미분화암 DRO90, FRO와 여포암

FTC133, 유두암 TPC 모두 Pioglitazone의 농도에 따라 세포수가 감소함 (그림2). 여러 가지

갑상선암에서의 재분화유도제의 효과를 알아보기 위해 갑상선암 종류에 따라 미분화암중에서

DRO90, 여포암에서 FTC133, 유두암에서 TPC를 선별함.



- 36 -

그림 3 갑상선암세포주의 동물모델 성공률

2) 갑상선암 세포주를 이용한 동물모델 작성

가) 다양한 갑상선암 세포주의 동물모델 시스템 확립 (그림3)

- 각 세포주는 5-6 x 100만개의 세포주를 접종하고 종양형성의 유무를 관찰하였음.

- BRAF mutation 유무 등 PPAR-gamma이외의 특성에 따라 XTC (Thyroglobulin positive

follicular thyroid cancer)와 SNU790 (BRAF mutation positive)를 추가하여 동물모델을 작성함.

- 암컷 누드마우스에서 별다른 조작 없이 세포주를 피하주사한 경우 DRO, FRO, FTC

세포주에서는 100%의 성공률을 보이며 종양을 형성하였다. 유두암인 TPC 세포주, XTC

세포주, SNU790 세포주는 종양이 형성되지 않았음.

- 누드마우스에서 종양을 형성하지 못한 세포주는 SCID마우스에서 matrigel을 이용하여 추가로

종양을 형성하는 지 평가하였음. XTC 세포주는 SCID 마우스에 matrigel을 이용하여 피하

주사하였을 때 종양을 잘 형성함. 형성된 종양으로 primary culture하여 만든 세포주를 다시

누드마우스에 접종하였을 때 100%의 성공률로 종양을 형성하였음. TPC와 SNU790는 SCID

마우스에서도 종양이 형성하지 않았음.
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나) 갑상선 절제 동물모델 시스템 확립 (thyroidectomy)

- 갑상선절제 동물모델의 필요성: 갑상선암의 치료중 방사성요오드치료는 갑상선전절제술을

시행한 경우에 시행할 수 있고, 흔히 시행하는 방사성요오드전신촬영도 정상갑상선이 모두

절제되어야 시행할 수가 있음.

- 갑상선 절제는 마우스에서는 기술적으로 어렵고, 절제후 사망률이 높음. 비수술적으로

방사성요오드를 이용하는 방법과 수술적으로 제거하는 방법이 있음. 두가지 방법으로 모두

적용하여 가능성을 살펴보았음.

- 방사선옥소를 이용한 비수술적인 기능적 갑상선 절제 마우스 모델:

방사성요오드 1 mCi 처리 후 3달 동안 관찰하였으나 변화 없었음. 갑상선이 완전히 제거되지

않았음.

- 수술현미경을 이용한 외과적 갑상선 전절제술 (그림 4 - 7):

수술을 통해 갑상선을 제거함. 외과적 수술을 통한 갑상선제거를 위해 턱밑에서 귀와 수평선 끝

지점까지 피하박리 한 후, 침샘을 둘로 나누어 양 측으로 당겨 고정하고 투명 막을 제거함.

이때 보이는 띠 근육을 양쪽으로 벌리고 갑상선을 제거함. 제거한 갑상선은 H&E 조직 염색과

SPECT 촬영으로 확인하였음.

그림 4. 갑상선 제거과정 1. Bilateral parotid glands were gently divided along the 
midline and placed laterally upon the skin, and bilateral strap muscles were then 
exposed under the investing fascia (A). Bilateral sternocleidomastoid muscles were also 
exposed in this image. Thyroid cartilage and the hyoid bone were visualized along with 
multiple tracheal rings in this figure (B). The figure shows bilateral thyroid glands with 
a flat and transparent isthmus. The isthmus was being pulled up with forceps (C-1, 
C-2) and cut vertically (D).
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그림 5. 갑상선 제거과정 2. Upon cutting in half with scissors in the 
isthmus, the bilateral lobes of the thyroid were grasped on the medial side 
and dissected upward and laterally (A, B). The sternothyroid muscles were 
located in the upper pole of bilateral lobes (C), which were retracted along 
with the strap muscles before dissecting. Minor bleeding was easily 
controlled by gentle pressure with a piece of cotton. After total 
thyroidectomy, the trachea was visualized without the thyroids (D). After 
saline irrigation, musculature, lymphatic tissues and parotid glands were 
repositioned and skin was sutured.
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그림 6. 갑상선절제술 전후 갑상선스캔영상. The 9mTc-pertechnetate whole-body scans were done for 
each mouse in the small animal SPECT system. Figure (A) represents the region of interests in the 
neck, stomach, bladder and totalbody. For background correction, remnant thyroid/corrected background 
(wholebody-remnantthyroid–stomach-bladder, if visible) was calculated. Figure (B) shows intense 
radiolabel uptake in the neck area before surgery (blackarrow). Figure (C) shows the image taken after 
total thyroidectomy. Compared with the pre-operative scan, the post-operative scan shows faint remnant 
radiolabel uptake.
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그림 7. 제거된 갑상선 H&E조직 염색. The removed thyroid glands were stained with Hematoxylin 
and Eosin (H & E), and examined under the microscope. The 100x image in the lower right square 
box is included, and part of the image is enlarged to 400x magnification. The glands were composed 
of many spherical hollow sacs called thyroid follicles. In this tissue section, each follicle appeared as

an irregular circle of cells. These follicles were filled with colloids. The stromal structures

were visible between the colloids.

3) 갑상선암 동물모델의 치료적용 모델

가) 재분화유도제(Pioglitazone) 단독 치료모델

- 배양한 갑상선암 세포주를 누드마우스의 양쪽 어깨에 접종하여 종양모델을 만듬.

- 접종 4일 후부터, 대조군과 시약 처리 군으로 나누어 대조군에는 DMSO, 시약 처리 군에는

25mg/kg의 pioglitazone을 매일 섭취시킴.

나) 재분화유도제 + 방사선요오드 병합 치료모델

- 누드마우스에서 갑상선전절제술을 시행함.

- 수술후 1주, 배양한 갑상선암 세포주를 누드마우스의 양쪽 옆구리에 접종하여 종양모델을 만듬.

- 접종 7일 후부터, 대조군과 시약 처리 군으로 나누어 대조군에는 DMSO, 시약 처리 군에는

25mg/kg의 pioglitazone을 매일 2주간 섭취시킴.

- 병합요법군은 이후 1.5mCi I131을 정맥 주사함.
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그림 8 갑상선암치료모델의 분자영상 a. 갑상선암 동물모델, b.

FDG PEC-CT영상 c.Tc99m에 의한 SPECT영상

B) 재분화유도치료와 분자영상

1) 분자영상의 선택

- 갑상선암 치료모델에서 재분화유도제(Pioglitazone)에 의한 치료효과를 영상화하기위해 갑상선암

의 분화정도에 따른 FDG 섭취 비교를 위한 PET-CT촬영과 재분화지표인 NIS(Sodium iodide

symporter)의 발현에 따른 I-131, Tc-99m의 섭취정도를 확인하기 위한 SPECT촬영을 진행함.

a b. c.

- 갑상선암의 분화도: FDG PET-CT촬영

- 갑상선암의 재분화지표중 NIS (Sodium iodide symporter)의 발현에 특이적인 분자영상: I-131/

Tc-99m Gamma Scan 혹은 SPECT 촬영.

2) FDG PET/CT 치료효과 판정 분자영상

- 재분화유도제의 치료효과를 영상화하는 데 적절한 프로토콜을 정하기 위해, 재분화유도제를 투

여하는 시점을 두 가지로 나누어 종양이 가시적으로 자란 후에 치료제를 투여하기 시작하는 모

델 (진행성 종양모델, advanced tumor model)과 종양세포를 접종하기 전부터 치료제를 투여하

기 시작하는 모델 (초기 종양모델, early stage tumor model)을 적용함 (그림 9).

- 진행성 종양모델

배양한 갑상선암 세포 주(DRO, FTC133) 를 양어깨에 접종 하여 종양모델을 만들고 접종 4일

후, 대조군과 시약 처리 군으로 나누어 대조군에는 DMSO, 시약 처리 군에는 25mg/kg의

pioglitazone을 매일 섭취시킴. 일주일에 2번 4주 동안 PET-CT 촬영함.

- 초기 종양모델

Pioglitazone을 5일 동안 우선 섭취시킨 마우스에 갑상선암 세포(DRO, FTC133) 200백만 개를
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그림 9 갑상선암 치료모델 분자영상 스케줄. 윗그림 - advanced tumor model, 아

래그림 - early stage tumor model.

양 어깨에 접종하여 종양모델을 만든 후, 대조군과 시약 처리 군으로 나누어 시약 처리 군에는

25mg/kg pioglitazone을 매일 섭취시킴. 대조군에서는 DMSO를 섭취시켜 실험함. 일주일에 2번 4

주 동안 PET-CT 촬영함.

- PET촬영은 마우스를 8시간이상 절식하고 체온을 유지하면서 적절히 마취한 후 소동물용스캐너

를 이용하여 촬영하였음 (그림 10).

그림 10. 소동물용 PET/CT - FDG 섭취영상을 촬영.
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3) Tc-99m SPECT/ Gamma 영상

- 갑상선세포는 특이적으로 요오드를 섭취하고 축적하는 성격을 가지며, 방사성요오드를 투여하는

경우 특이적으로 섭취됨. 요오드의 섭취에 결정적인 역할을 하는 것은 세포막에 존재한 NIS 이

며 이는 분화한 갑상선세포에 높게 분포함.

- 갑상선암은 분화도가 높은 경우 NIS가 잘 발현되며, 방사성요오드를 잘 섭취하여 치료가 잘되

고 예후도 좋음. 분과제에서 목표로 하는 재분화유도치료의 경우 분화도를 높여 NIS의 발현을

높이고 이어 방사성요오드치료효과를 높이는 것을 목표로 함.

- NIS의 발현을 영상화하는 방법으로는 방사성요오드를 이용하거나 Tc-99m pertechnate와 같은

4가음이온을 이용하는 방법이 있음. Tc-99m pertechnate는 방사성요오드와 흡사한 섭취를 보여

서 NIS의 발현을 간접적으로 영상화 할수 있음.

- 방사성요오드나 Tc-99m pertechnate 를 이용한 감마영상이나 SPECT는 전용 소동물용 스캐너

를 이용하여 촬영함 (그림 11). 동물처치는 PET촬영과 동일하게 함.

그림 11. 소동물용 감마카메라/ SPECT
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그림 12. 재분화유도제에 의한 세포사멸 (CCK-8 assay)

C) 재분화유도치료와 분자영상을 이용한 평가

1) 재분화유도 단일치료와 분자영상

가) 갑상선암 세포주에서 재분화유도제(Pioglitazone)에 의한 세포독성 평가

- 선별한 갑상선암 세포 주에서 PPAR gamma agonist(Pioglitazone)에 의한 세포독성을 평가하기

위해, 각 각의 세포 주에 0.1, 1, 10, 20, 100uM Pioglitazone을 처리한 후, 48h에 Cell counting

kit(CCK-8)를 이용하여 알아봄.

- 미분화암 DRO90, 여포암 FTC133 모두 Pioglitazone의 농도에 따라 세포수가 감소되어짐을 확

인함 (그림12).

나) 갑상선암 세포주에서 재분화유도제(Pioglitazone)에 의한 FDG 섭취 정도 비교

- 갑상선암 세포 주에서 PPAR gamma agonist (Pioglitazone)에 의한 FDG 섭취정도를 알아 보기

위해, 각 각의 세포 주에 0.1, 1, 10uM Pioglitazone을 처리한 후, 1h, 48h에 FDG 섭취를 평가함.

- 미분화암 DRO에서는 농도와 시간에 따라 FDG 섭취가 감소되어지나, 여포암 FTC에서는 차이

가 보이지 않았음 (그림 13).
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그림 13. 재분화유도제에 의한 FDG 섭취정도 a. FTC 세포주, b.

DRO 세포주 (FDG uptake test)

다) 갑상선암 세포주에서 재분화유도제에 의한 재분화 평가 (NIS 발현)

- 갑상선암 세포 주에서 PPAR gamma agonist(Pioglitazone)에 의한 재분화 정도를 평가하기 위

해 재분화 지표인 Sodium Iodide sympoter(NIS)의 발현 양을 RNA와 단백질 수준에서 확인함.

- 각 각의 세포 주에 10uM pioglitazone을 24, 48, 72시간 처리하고 RT-PCR (그림 14) 과

Tc99m을 이용한 uptake test (그림 15) 를 시행함.

- FTC, DRO 모두 Pioglitazone처리 24시간 후, RNA양이 증가하였다가 48, 72시간에 감소

되어지며, 단백질양은 48시간에 소량 증가되어짐이 보였음.
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그림 14. 재분화유도제에 의한 NIS mRNA발현 (RT-PCR)

그림 15. 재분화유도제에 의한 NIS 단백질 발현

(Tc99m uptake test)

라) FDG PET-CT을 이용하여 재분화유도제(pioglitazoen)에 의한 치료효과 영상화

- 갑상선동물 치료모델에서 재분화유도제(Pioglitazone)에 의한 치료효과를 영상화하기 위해 FDG

를 이용하여 PET-CT 촬영함. 치료모델은 재분화유도제의 치료시기에 따라 advanced, early

stage model로 나누어 시행함.

- 재분화유도 치료에 따라 종양의 성장 억제와 FDG의 감소가 확인되어짐 (그림16).

- 치료모델의 종양은 실험대조군에서 보다 10일 이전에 크기의 차이가 나기 시작하며 그 성장의

억제정도가 advanced 모델보다 early stage에서 좀 더 차이가 남을 확인함 (그림17, 18).

- FDG의 감소는 SUV mean 값에서는 크게 차이가 나지 않으나 TRAF (종양크기에 따른 SUV

mean 값)에 따라 유의한 결과가 보여짐. 여포암(FTC133)은 early stage model로 실험을 진행

하였음.
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그림17. advanced DRO 종양모델에서 재분화 유도제

(pioglitazone)치료 후, FDG PET 분자영상

그림 16. 갑상선암동물모델에서 FDG-PET a. DRO90 종양모델 b. FTC133종양모델 (위; 대조군

아래; 재분화유도제(Pioglitazone) 처리군)

a

b.



- 48 -

그림19 FTC 동물모델에서 재분화 유도제 (pioglitazone)치료 후,

FDG PET 분자영상

그림18. early DRO 종양모델에서 재분화 유도제 (pioglitazone)치

료 후, FDG PET 분자영상
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그림20. 갑상선암모델에서 SPECT 이미지. 좌; FTC133 우;DRO90

A control(DMSO)처리군 B. 재분화유도제(Pioglitazone)처리 군,

마) 갑상선 절제 동물모델에서 재분화유도제(pioglitazone)에 의한 재분화효과 분석

- 방법; 갑상선 절제를 수행한 동물모델에 배양한 갑상선암 세포주(우;DRO, 좌;FTC133) 2백만 개

를 양 엉덩이에 접종 하여 종양모델을 만들고 접종 7일 후, 25mg/kg 재분화유도제(pioglitazone)

를 2주 동안 섭취시켜 재분화지표인 NIS에의한 Tc99m의 섭취정도를 SPECT를 이용해 영상화

함. 대조군에서는 DMSO를 섭취시킴.

- 실험결과 갑상선 재분화치료 모델에서 뚜렷한 Tc99m의 섭취가 보이지 않았음. FTC133의 대조

군에서 종양 부피와 meanSUV값은 1790.9mm
3
, 0.0103683, 재분화유도 처리군에서는 1736.7

mm
3
, 0.0157314이며 DRO90의 대조군에서 종양 부피와 meanSUV값은 705.1 mm

3
, 0.0103201, 재

분화유도 처리군에서는 1362.2 mm
3
, 0.0115601이였음.

A.

B.
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그림 21. 갑상선암 치료모델에서 SPECT 영상.

2) 재분화유도제와 I-131 병합치료와 분자영상

- 실험방법; 갑상선 절제를 수행한 동물모델에 배양한 갑상선암 세포주(DRO, FTC133) 2백만 개

를 양어깨에 접종 하여 종양모델을 만들고 접종 7일 후, 25mg/kg 재분화유도제(pioglitazone)를

2주 동안 섭취시킴. 이후 1.5mCi I131을 주입하고 일주일후 Tc99m 1mCi를 피하주사 1시간 후,

SPECT를 이용해 영상화함.

- 뚜렷한 치료효과를 관찰되지는 않음.

3) 재분화유도 치료와 기전이해를 위한 병리적 분석

- 갑상선암 동물모델에서 PET-CT와 SPECT를 통해 영상으로 확인한 재분화유도제(Pioglitazoen)

에 의한 치료 효과를 재분화 지표인 NIS(Sodium iodide sympoter)와 FDG운송에 관여하는

Glut-1의 조직 면역학 염색을 통해서 비교하였음.

- Glut-1 염색결과는 DRO 종양과 FTC의 결과가 달라, DRO 종양은 재분화유도제 처리 군

에서 대조군에 비해 Glut-1 염색이 더 많이 되었음. 하지만 FTC 종양은 차이가 없었다.

- NIS의 발현정도는 DRO 종양과 FTC 종양모두에서 차이가 없었다.
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그림 22. DRO90 조직에서 GLUT1 조직염색.

A. control(DMSO)처리군 B. 재분화유도제

(Pioglitazone) 처리군

그림 23. FTC133 조직에서 GLUT1 조직염색.

A control (DMSO) 처리군 B. 재분화유도제

(Pioglitazone) 처리군

그림 24. DRO90 조직에서 NIS(Sodium

iodide symporter) 조직염색. A

control(DMSO)처리군 B. 재분화유도제

(Pioglitazone) 처리군

그림 25. FTC133조직에서 NIS(Sodium iodide

symporter) 조직염색. A. control (DMSO)처리

군 B. 재분화유도제 (Pioglitazone)처리 군
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3. 연구결과 고찰 및 결론

< 현황, 전망, 기술동향 >

갑상선암의 예후의 특성과 예후예측의 필요성

- 갑상선암은 비교적 치료가 잘되는 것으로 알려져 있으나 매우 높은 유병율과 발병율에 불구

하고 예후가 불량한 일부 환자군을 정확히 예측하지 못함. 이로 인하여 대부분이 예후가 좋을

환자임에도 거의 모든 갑상선암에서 거의 같은 진단과 치료가 시행된다. 또한 높은 유병율과

발생율로 인하여 갑상선암의 진단과 치료에 많은 의료자원이 사용되어 사회의료적 문제가 되

고 있다.

- 많은 환자가 예후가 좋아 집중적인 치료가 필요하지 않을 가능성이 있으나 일부 환자에서는

예후가 매우 불량하며 불행히 이러한 일부 예후 불량군을 현재까지는 정확히 구별해 내지 못

하고 있다. 또한 이들 예후 불량군은 기존의 치료법이 효과가 없어 새로운 방법이 요구되고

있다.

분자영상을 이용한 예후 예측

- 현재 분자생물학적으로 연구된 예후인자와 면역조직염색으로 예후가 불량한 환자를 예측하는

연구는 널리 진행 중임. 조직에서 확인해야만 하는 이러한 예후인자는 생체내의 분자적 기전을

직간접적으로 영상화하는 분자영상을 이용하여 비침습적으로 예측가능할 것으로 생각됨.

- 최근 질병의 분자생물학적 기전에 대한 연구를 바탕으로 분자영상을 이용한 진단, 치료효과판

정, 분자표적치료 등이 여러 질환에서 활발하게 연구되고 있고 일부 임상에 적용되고 있음. 갑

상선암에서도 임상적으로 널리 쓰이는 분자영상인 FDG PET를 재발성 갑상선암 등 제한된 경

우부터 사용하기 시작하여 그 쓰임이 넓어지고 있음. FDG PET는 갑상선암절제술 후 추적진

료에서나 저에코음영/저기능 갑상선결절에서 갑상선암 수술전에 많이 시행된다. 초기의 연구에

서 anaplastic thyroid cancer와 Hurthle cell carcinoma에서 FDG 섭취가 높은 것이 관찰되었

고, 악성갑상선결절과 양성을 SUV 5를 기준으로 나눌 수 있음이 보고되기도 하였다. 또 다른

연구에서는 43명의 갑상선환자를 대상으로 한 연구에서는 모든 갑상선암과 oncocytic

adenoma에서 FDG의 섭취가 증가되었다. FNAB와 수술전 FDG PET를 비교한 연구에서 FDG

PET가 음성예측도가 높다고 보고하였다. 최근 follicular proliferation의 cytologic diagnosis를

가진 24명의 환자에서 FDG PET는 inderterminated cytology인 경우 follicular adenoma와

follicular carcinomam를 구별할 수 있다고 보고하였다.

- 유두상 갑상선암에서는 여러 가지 종양표지자가 보고되어 있다. 대표적으로 COX-2, MMP-2,

VEGF-C, Bcl-2, Ki-67, p21 등이 보고되어 있다. Cox-2는 apoptosis를 억제하고 angiogenesis

를 자극하며 종양의 침범과 전이 potential을 증가시킨다. VEGF-C는 lymphangiogenesis를 자

극하며 많은 종양에서 발현이 증가되어 있다. MMP-2는 종양의 침범과 전이를 증진시키는 단

백질분해 효소이다. MMP-2의 발현은 유두상갑상선암에서 더 aggressive한 양상과 연관이 있

다. BCL-2는 apoptosis를 억제하며 갑상선암에서는 BCL-2의 발현은 dedifferentiation과 관련

이 있으며 undifferentiated cancer에서 발현이 낮아진다. p21은 cyclin-dependent kinase

inhibitor로 suppressing cell proliferation이다. 갑상선암에서는 p21이 많이 발현되면 림프절전

이와 나쁜 예후와 관련이 있다. 유두상갑상선암에서 재발을 반복하는 경우 점점 종양의

proliferation index가 증가하며 Ki-67이나 PCNA(proliferating cell nuclear antigen)이 증가한
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다. 예후가 나빠지는 고연령에서 Ki-67은 증가한다. Galectin-3, Cytokeratin 19, p53, and

Ki-67은 갑상선암의 감별진단을 위해 도움이 된다.

- 그 외 survivin과 hTert도 주요한 예후인자이다. Survivin은 세포고사(apoptosis)의 억제제로

작용하는 단백질로 세포분열에 역할을 한다. 대부분의 악성종양에서 강하게 발현 되며 일부 항

암치료에 대한 저항성과 관련함이 알려져 있다. 갑상선암에서도 항암치료에 저항성을 보이는

악성도가 높은 경우 발현이 증가되어 있음. hTERT(human telomerase reverse transcriptase)

는 악성종양에서 발현되는 것으로 알려져 있고 양성병변에서는 발현이 잘 나타나지 않는 것으

로 알려져 있음. Survivin과 hTERT는 갑상선암중에서도 나쁜 예후의 갑상선암, 분화도가 떨어

지는 갑상선암과 관련이 있음.

- 갑상선암에서 FDG PET와 이러한 biologic marker와의 관계에 대한 연구는 부족하다. BRAF

등 oncogene등의 gene level에서의 변화와 FDG PET의 양상, 선형적관계에 대한 연구도 제대

로 이루어지지 않았다. 특히 갑상선전제술전의 분자영상(FDG PET)과 예후인자와의 관계는 아

직 불확실하며 국내에서 40병의 갑상선암에서 진행된 연구결과에서는 갑상선절제후 추적시의

결과와 달리 수술전 FDG PET에서 기존의 연구와 달리 섭취가 있는 등 추가적인 연구를 필요

로 하고 있음.

- 갑상선암의 예후를 비침습적으로 진단하는 방법은 환자를 진료하는 데도 도움이 되고 국가적

으로 의료자원의 효율적 이용에도 도움이 됨.

예후불량 갑상선암의 치료 - 재분화유도 치료의 현황

- 분자영상등의 방법으로 예후가 불량한 갑상선암을 구별하더라도 현재 대부분의 갑상선암과

달리 분화가 나쁜 갑상선암은 현재 별다른 치료방법이 없다. 이러한 갑상선암은 임상적으로

처음부터 매우 공격적인 양상을 보이기도 하지만 많은 경우 처음에는 임상적으로 다른 예후

가 좋은 갑상선암과 같지만 어느 순간 분화가 나빠지면서 공격적인 양상을 보인다. 이러한 차

이를 보이는 근본적인 원인을 분자생물학적 기법을 이용하여 진단초기에 혹은 분화가 나빠지

는 초기에 발견하고 치료하는 것이 유용하겠다.

- 예후가 나쁜 갑상선암을 치료하기 위한 방법의 하나로 재분화 유도치료를 이용할 수 있을 것

으로 예상됨. rosiglitazone 혹은 pioglitazone 등은 과거 여러 종양에서 시행되던 레티노이드에

비해 갑상선암에서 치료효과가 좋은 것으로 기대됨. 하지만 이들 재분화유도치료제의 치료기

전, 치료효과를 평가할 방법 등은 체계적으로 확립되어 있지 않음. 약제별로 세포주, 동물모

델, 임상시험 순으로 체계적인 연구가 시행되지 못한 상태임.

- 연구가 미비하지만 유전자치료 등의 다른 대안에 비해 현실적으로 쉽게 임상사용이 가능한

방법으로 판단되고 이전의 레티노이드를 이용한 치료 등으로 가능성을 인정받았음.

갑상선암의 동물모델, 치료모델

- 분화가 나쁜 갑상선암의 동물모델을 이용하여 재분화유도 치료의 효과와 기전을 확인할 필요

가 있음. 또한 여러 재분화유도 치료제 중 적절한 것을 선택하는 데도 동물모델이 필요하다.

- 동물모델에서 재분화유도 치료제를 투여하고 방사성요오드치료를 적용하는 모델을 작성하고

분자영상을 이용하여 재분화유도 치료의 효과예측, 모니터링 기법을 개발할 수 있음. 동물모델

에서 재분화유도 치료의 효과를 확인한 기존의 연구는 부족하며 또한 분자영상을 적용한 연구
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는 찾아보기 힘들다.

- 동물모델로 임상시험에서는 하기 힘든 다양한 분자영사기법, 예를 들어 FLT PET, 예후인자에

대한 분자영상등,을 널리 사용할 수 있다. 추후의 갑상선암의 기전연구나 치료제 연구, 전임상

실험등에 널리 쓰일 수 있음. 현재 활용중인 표적물질 뿐 만 아니라 갑상선암의 여러 후보예후

인자에 대해서 분자영상과의 관련성을 밝혀 낼 수 있는 실험적 기초기술로 활용이 가능함.

<연구결과 및 고찰, 결론>

갑상선암 동물모델의 작성

- 재분화유도치료에 적합한 갑상선세포주이면서 동물모델로 이용할 수 있는 세포주로 DRO90,

FTC133세포주를 확인하였음. 이들 세포주에서 재분화유도치료에 의한 in vitro 세포독성을 확

인하였음. 이는 이전의 보고와 일치하는 내용으로 동물모델등 in vivo 나아가 임상적으로 재분

화유도치료를 적용할 만한 근거가 되는 것으로 판단하였음.

- 갑상선암세포들은 본 연구에서 재분화유도제로 이용하려는 PPAR-gamma agonist에 대한 수용

체가 발현되어 있었고 실제로 PPAR-gamma에 의한 세포독성이 in vitro에서 10 umol을 전후

하여 세포독성을 보임. 강한 세포독성을 보이는 것은 아니나 갑상선암세포주에 일관성있게 세

포독성을 보임.

- 재분화유도치료를 포함하여 갑상선암의 치료효과를 보기위하여 기본적으로 갑상선암세포주를

이용하고 정상갑상선을 제거한 갑상선암 연구에 적합한 동물모델을 성공적으로 확립하였음. 특

히 마우스에서 갑상선을 절제하는 기술을 획득하였고 분자영상을 이용하여 절제결과를 확인할

수 있었음.

재분화유도치료와 분자영상

- 예후인자 등 표적물질이나 생체내의 분자생물학적 정보를 살펴보기 위해서는 분자영상을 적용

하는 것이 유리하다. 재분화유도 치료와 같이 갑상선암의 분자생물학적 특성의 변화를 유도하

는 치료법을 개발하기 위해서는 분자생물학적 변화를 스크리닝하고 모니터하는 방법이 필요하

며 분자영상은 매우 적절한 방법이다. 생체내부를 영상화하는 영상 기술은 CT, MR, 초음파등

주로 해부학적 구조를 보여주는 방법과 생체내에서 일어난 대사과정등 기능적인 변화를 영상

으로 보여주는 SPECT나 PET방법 등이 개발되어 있다. 최근 SPECT와 PET등은 앞서 기술한

분자영상학의 발전성과와 결합되어 병변에 해부학적 변화에 앞서 나타나는 분자생물학적 변화

를 생물체가 살아있는 상태에서도 영상화할 수 있는 단계에 이르렀다. 따라서 종양의 특성을

변화시키는 재분화유도등의 치료법에 적합하다. 그 외 형광이나 발광을 이용한 광분자영상

(optical imaging)의 방법도 동물영상단계에서는 유용하게 사용될 수 있을 것으로 판단됨.

- 재분화유도 치료의 대상인 고위험군을 선정하기 위한 방법, 재분화유도에 의한 치료대상 갑상선

암의 변화-분화도의 변화등을 직간접적으로 모니터하는 비침습적인 방법은 재분화유도 치료법

이 적절한 치료법으로 확립되기 위해서는 반드시 필요한 것이다. 이러한 용도에는 분자영상적

기법인 FDG PET이 가장 적절할 것으로 판단됨. 또한 갑상선암이 다른 조직과 달리 특이적
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요오드를 섭취하는 능력이 있어 방사성요오드 스캔도 적절한 분자영상임.

- 동물모델에서 재분화유도치료의 효과를 관찰하기에는 분자영상을 이용하는 것은 매우 유용하고

편리함. 비침습적이어서 반복적인 평가가 가능한 점은 매우 유용한 특성임.

- 본 연구에서는, 현재 난치성 갑상선암의 치료방법으로 부상하고 있는 재분화유도치료의 효과를

판정하는 데 분자영상의 소견을 확인하고자 하였음. in vitro실험을 통하여 재분화유도치료 전

후에 FDG 섭취의 변화를 살펴 보았음. 재분화유도치료를 통해 분화가 나쁜 DRO세포주는 세

포사멸을 약하게 보이면서 FDG섭취도 용량에 의존적으로 감소함을 보여주었음. 하지만 분화가

좋은 FTC는 그러한 효과가 관찰되지 않았음.

재분화유도치료와 FDG PET/CT 분자영상

- FDG 섭취변화로 재분화유도치료효과의 판정

재분화유도치료가 분화가 나쁜 암인 DRO에서는 재분화유도치료의 효과를 관찰할 수 있다는

실험적 근거를 확인하였으나, 재분화유도치료의 세포분자적 변화로 거론되어온 NIS의 발현변

화는 in vitro에서는 일부 관찰되었으나 동물모델에서는 뚜렷하지 않았음.

- DRO 세포주에서 FDG PET/CT를 이용한 재분화유도치료 효과의 영상화

분화가 나쁜 갑상선암 세포주 DRO의 종양은 FDG 섭취가 치료후에 대조군에 비해 감소하였

음. FDG 섭취의 감소는 절대적이지 않고 종양의 성장속도와 FDG 섭취의 증가속도가 대조군

에 비해 감소함. 또한 FDG의 섭취의 강도가 크게 감소하기 보다 종양의 크기가 느리게 증가

하는 데 따른 현상으로 판단됨 (그림 16, 그림 17).

DRO 종양의 크기증가 속도감소는 이미 종양이 크게 자란 진행성종양모델보다는 종양이 작을

때부터 약제를 투여하는 조기종양모델에서 더욱 뚜렷하였다 (그림 18).

DRO 종양이 FDG PET/CT로 재분화유도치료의 효과를 관찰할 수 있는 것은 병리결과에서

유도치료후 증가한 GLUT-1 발현과 관련이 있어 보인다. 다만 GLUT-1의 증가가 종양의 재

분화정도와의 관련성은 알 수 없으나, 재분화유도치료의 결과로 보임.

- FTC 세포주에서 FDG PET/CT를 이용한 재분화유도치료 효과의 영상화

분화가 좋은 FTC 세포주는 in vitro결과와 같이, 종양모델에서는 진행성모델, 조기종양모델

모두에서 대조군과 종양성장속도가 차이가 없었음 (그림 19).

이러한 결과는 병리결과와도 합치하는 결과로 FTC는 재분화유도치료후에도 GLUT-1의 발현

에 차이가 없었다.

- DRO, FTC 세포주의 결과로 볼 때 FDG PET이 세포주의 재분화유도치료에 대한 반응을

반영하는 것으로 판정할 수 있지만 이들 세포주들의 반응은 예상보다 매우 적음을 알수

있었음.

재분화유도치료와 NIS 표적 분자영상

- 재분화치료에 따른 NIS 발현 등 재분화 효과 분석
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NIS는 in vitro 실험에서 pioglitazone처치후 약하게 상승하였으나 그 효과는 지속되지

않음. FTC, DRO 모두 pioglitazone처리후 24시간째 RNA level 증가하였으나 48시간이후 감

소하였고 NIS단백질은 48시간에 소량 증가하였음.

- 종양모델의 방사성요오드 스캔이나 Tc-99m pertechnate 스캔에서 DRO와 FTC는 매우 미약

한 섭취를 보였음 (그림 20). 이러한 낮은 섭취는 재분화유도치료를 통해서도 변화하지 않았

음.

- 방사성요오드치료를 병합한 경우에도 이러한 낮은 섭취는 개선되지 않음 (그림 21).

- 동물모델의 종양을 적출하여 치료전후 FDG섭취와 관련된 GLUT-1과 요오드섭취와 관련된

NIS의 발현을 면역화학염색을 통해 관찰하였음. 치료전후에 유의한 차이점은 발견하지 못하

였음. 이전의 연구의 결과와 잘 일치하는 결과는 아님.

결론적으로 본연구를 통하여 갑상선암 세포주를 이용하여 재분화유도치료의 개발 및 연구

에 필요한 여러 가지 동물모델을 확립하였음. 재분화유도치료의 효과는 FDG PET과 같은 분

자영상으로 관찰할 수 있었다. 이 효과는 기대와 달리 재분화의 지표중 하나인 NIS발현에 의

한 결과는 아니었음. 또한 재분화유도치료의 효과는 분화가 나쁜 갑상선암에서만 관찰되었음.

다만 몇 가지의 제한점이 이 연구의 수행중에 확인되었는데, 예상과는 달리 재분화유도치

료는 모든 갑상선암에서 일관적으로 효과적이지는 않았음. 분화가 된 여포성 갑상선암인

FTC에서는 치료가 없었다. 재분화유도치료 자체의 효과가 이전의 연구결과와 달리 갑상선암

에서 높지 않음을 확인하였음.
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최종목표 연차별목표 달성내용
달성도(%)

연차 최종

분자영상과

결합된

갑상선암의 재

분화유도

치료법을

개발한다.

1차년

도

분화가 나쁜 갑상선암

세포주를 이용하여

동물모델을 만든다.

여러세포주를 이용하여 동물모델을 작성

하였음.

2009 100%갑상선옥소치료를 위한
치료모델을 만든다.

방사성요오드를 이용한 기능적 갑상선절

제술을 시행하여 요오드치료를 시행할 수

있는 치료모델을 작성함.

갑상선암 동물모델에서

분자영상을 시행한다.

방사성요오드를 이용한 분자영상을 시행

함.

소동물PET를 이용한 분자영상을 시행함.

2차년

도

갑상선암 동물모델에서

재분화유도 치료 시행

여러세포주를 이용하여 재분화유도 치료

동물모델 작성함.

2010 100%

갑상선옥소치료를 위한

치료모델을 만든다.

갑상선절제술을 시행하여 요오드 치료를

시행할 수 있는 치료모델을 작성함.

재분화유도 치료효과를

분자영상으로 확인

소동물PET과 SPECT를 이용한 분자영상

을 시행함.

재분화유도 치료의

분자적 기전을

분자영상을 통하여 확인

Tc99m을 이용하여 SPECT로 확인함.

구분 평가의 착안점 및 척도 자체평가

1차년도
(2009)

갑상선암세포주를 이용한 동물모델을

만들었나?

미분화암(DRO, FRO) 여포암(FTC)에서

작성함.

동물모델에서 재분화유도 치료를

시행하였나?
재분화유도제(Pioglitazone)을 이용하여 시행함

분자영상을 시행하였나?
소동물 PET과 SPECT를 이용한 분자영상을

시행함.

동물모델에서 재분화유도 치료의

효과를 분자영상으로 확인하였나?
동물용 SPECT, 동물용 PET을 이용하여
확인함 (I-131, Tc-99m, FDG)

재분화유도 치료의 분자적 기전을

분자영상을 통하여 확인하였나?
I-131와 Tc99m을 이용한 SPECT로 확인함.

예후와 관련된 분자영상의 결과를

적용하여 재분화유도 치료를

분석하였는가?

2차년도
(2010)

갑상선암 재분화유도치료를 갑상선암

동물모델에 적용하고 효과를

분석하였나?

적용하였고 분석하였음.

재분화유도치료 전후 분자영상을

시행하였나?

FDG PET, Tc-99m SPECT를 이용하여

시행함.

바. 기타연구성과

(2) 목표달성도

가. 연구목표의 달성도

나. 평가의 착안점에 따른 목표달성도에 대한 자체평가
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치료전후 분자생물학적 변화의 기전을

동물모델에서 분석하였나?
시도하였음.

예후와 관련된 분자영상의 결과를

적용하여 재분화 유도치료를

분석하였는가?

분석하였음.

5. 연구결과의 활용계획

(1) 연구종료 2년후 예상 연구성과

구 분 건 수 비 고

학술지 논문 게재 1
FDG PET/CT after Pioglitizone treatment

(국외논문 1편).

산업재산권 등록 2

종양 및 감시림프절에 특이적인 [Tc-99m]
Tc 표지된 엽산 결합 인혈청 알부민(FSA)

형광 센싱 프루브 및 이를 이용한 형광 검출
방법

기 타 2
대한분자영상학회 포스터 2010

International Thyroid Congress 2010 포스터

(2) 연구성과의 활용계획

- 재분화치료법이 효과적인 경우 환자를 대상으로 하는 연구로 확대할 수 있음.

- 연구된 분자영상을 이용하여 환자에서 재분화치료법을 시행할 수 있음.
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색인단어
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◆ 연구목표
<최종목표>

- 갑상선 유두암에서 MAPK 신호전달관련 단백질들의 발현을 proteomics기법을 사용하여 검색하고

갑상선 유두암의 임상적 예후인자와의 연관성을 분석, 새로운 분자적 예후 표지자를 발굴함. 발굴

된 단백질의 세포내 작용기전을 밝혀 임상적인 이용가능성을 탐색함

<2009년도 목표>

- 갑상선 유두암조직에서 BRAF 돌연변이 유무에 따른 MAPK 신호전달 관련 단백질등의 발현양상을

PROTEOMICS기법을 이용하여 분석하여 발현에 차이가 있는 단백질을 발굴하고 관련 단백질의 발

현이 갑상선 유두암의 임상적 예후인자와의 연관이 있는지 분석하여 새로운 예후인자로서의 사용

가능성을 탐색함.

<2010년도 목표>

- 갑상선암 세포주에서 BRAF돌연변이와 관련되어 나타나는 MAPK 신호 억제제 처리 후 나

타나는 발현 단백질의 차이를 분석

◆ 연구내용 및 방법

A. 1차년도

1) 연구방법

- 11개의 신선동결된 갑상선 유두암 조직 수집

- 갑상선 유두암에서 BRAF 돌연변이 양성군 중 림프절 전이가 있는 군과 없는 군의 2군으로

나누어 단백질을 추출 후 2D gel elecrophorosis와 MALDI-TOF를 이용하여 정성적으로 검색

하고 동정

- 갑상선암 조직에서 Western blot과 면역조직화학염색을 통해 후보 단백질의 발현 유무를 validation

함

- 수집된 갑상선암에서의 알려진 임상병리학적 예후인자를 검색하여 단백질 발현양상의 차이와의 연

관성을 분석함

2) 연구결과

- BRAF 돌연변이 양성군에서 HSP60의 발현 유무에 따라 림프절 전이여부에 차이가 남을 확인

함. HSP60가 발현되어 있는 경우 림프절 전이가 적게 나타남.
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BRAF

mutation

/Proteoms

Sensitivity(%) Specificity(%) PPV(%) NPV(%)

Calreticulin 71.8 48.8 80.0 37.7

HSP60 73.3 73.9 88.0 51.5

SOD 51.5 73.9 73.9 51.5

Vimentin 70.6 34.8 61.5 44.4

Nucleophosmin 53.8 50.0 60.0 43.8

B. 2차년도

1) 연구방법

- 갑상선암 세포주 선정: BRAF 돌연변이 양성인 SNU790, 돌연변이 음성인 XTC, TPC, 대조군으로

여포성 갑상선암 세포주 FTC133세포주 이용한다.

- 각 세포주에서 MAPK 신호억제제인 U0126과 sorafenib을 dose와 처치 시간을 달리하여 투여 후 형

태학적 변화와 proliferation 변화 유무를 검색한다,

- 처치 후 각 단계에서 ERK와 pERK의 발현을 western blot으로 검색하여 검색하여 MAPK 신호가

차단 되었는지 확인함.

- 각각의 세포주에서 MAPK 신호 차단 전과 차단 후의 단백질 발현에 차이가 있는지를

PROTEOMICS기법을 이용해 검색함

- 갑상선 유두암 조직에서 발굴 단백질의 발현 유무를 검색 후 임상양상과 비교.

2) 연구결과

- BRAF 돌연변이 유무에 따라 단백질 발현양상에 차이가 나타남

- MAPK inhibitor로 처리하였을 때 단백질의 발현양상 변화가 BRAF 돌연변이 유무에 따라 다르게

나타남

◆ 연구성과

-정량적 성과

구분 달성치/목표치
1)

달성도(%)

SCI 논문 편수 0/2 0

IF 합

기타 성과

-정성적 성과

․BRAF 돌연변이 양성인 갑상선 유두암에서도 HSP60 단백질 발현 유무에 따라 림프절 전이 양상이

다름을 확인함.

․HSP60 단백질이 갑상선 유두암에서 종양억제 유전자로서 기능할 가능성 확인

․장기 추적검사를 통하여 분자적 표지자로서의 가능성 확인 계획

․BRAF 돌연변이 유무에 따라 단백질의 발현이 다르게 나타남을 확인함

․BRAF 돌연변이 유무에 따라 단백질의 발현이 다르게 나타남을 확인함

◆ 참여연구원

(최종연도 참여인원)

성 명
정기욱, 양선경,

주민등록번호
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Project Summary

Title of Project
Establishment of new prognostic factor of papillary thyroid

carcinoma using proteomics approach

Key Words
papillary thyroid carcinoma, BRAF mutation, proteomics,

prognostic factor

Project Leader KI-WOOK CHUNG

Associated Company NONE

Purpose : the purpose of this research was to identify proteins associated wi서

MAPK signaling pathways using proteomics in papillary thyroid carcinomas. the

other purpose was to find new molecular prognostic factors along with BRAF

mutation

Method : 11 fresh frozen PTC tissue and 3 PTC and 1 FTC cell lines were

studied. Using 2D gel electrophoresis and MALDI - TOF, protein expression was

researched. Expression analysis was performed according to BRAF mutation status,

LN metastasis, MAPK inhibitor treatment. Identified proteins validated with IHC

and western blot. Clinico-pathological characteristics are compared according to

identified protein expression.

Results : Protein expression was different between PTCs with BRAF muation and

without it. Protein expression was changed after application of MAPK inhibitor.

Protein change was different according to BRAF mutation status. HSP 60

exrpession was associated with less frequent LN metastasis in BRAF mutation (+)

PTCs,

Conclusion : Protein expression status was different according to BRAF mutation

status. HSP60 protein mat serve as tumor inhibitor in BRAF (+) PTCS.
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1. 연구의 최종목표

- 최종목표: 갑상선 유두암에서 BRAF mutation 등, MAPK 신호전달관련 단백질들의 발현을 proteomics

기법을 사용하여 검색하고 갑상선 유두암의 임상적 예후인자와의 연관성을 분석, 새로운 분자적 예후

표지자를 발굴함. 발굴된 단백질의 세포내 작용기전을 밝혀 임상적인 이용가능성을 탐색함

- 2009년도 목표: 갑상선 유두암조직에서 BRAF 돌연변이 유무에 따른 MAPK 신호전달 관련 단백질등

의 발현양상을 PROTEOMICS기법을 이용하여 분석하여 발현에 차이가 있는 단백질을 발굴하고 관련

단백질의 발현이 갑상선 유두암의 임상적 예후인자와의 연관이 있는지 분석하여 새로운 예후인자로서

의 사용가능성을 탐색함.

- 2010년도 목표: 갑상선암 세포주에서 BRAF돌연변이와 관련되어 나타나는 MAPK 신호 억제제

처리 후 나타나는 발현 단백질의 차이를 분석 갑상선 암 신호전달체계에 따르는 단백질의 발현

변화를 검색하고 기능을 탐색한다.

2. 연구의 내용 및 결과

1) 1차년도

- 연구방법

A. 11개의 신선동결된 갑상선 유두암 조직 수집

B. 수집한 갑상선 유두암조직에서 MAPK 신호 자극요소인 BRAF mutation을 DNA sequencing을 이

용하여 검색함.

C. 갑상선 유두암에서 BRAF 돌연변이 양성군과 음성군의 2군으로 나누어 단백질을 추출 후 2D

gel elecrophorosis를 이용하여 BRAF 돌연변이 유무에 따라 발현에 차이가 나는 단백질을 검

색함.

D. 갑상선 유두암에서 BRAF 돌연변이 양성군 중 림프절 전이가 있는 군과 없는 군의 2군으로

나누어 단백질을 추출 후 2D gel elecrophorosis를 이용하여 BRAF 돌연변이 유무에 따라 발

현에 차이가 나는 단백질을 검색함.

E. 차이가 나는 단백질을 MALDI-TOF를 이용하여 정성적으로 검색하고 동정중임.

F. 갑상선암 조직에서 Western blot과 면역조직화학염색을 통해 후보 단백질의 발현 유무를 validation

G. 수집된 갑상선암에서의 알려진 임상병리학적 예후인자를 검색하여 BRAF 돌연변이 유무에 따르는

단백질 발현양상의 차이와의 연관성을 분석

- 연구결과

A. BRAF 돌연변이 양성군에서 림프절 전이여부에 따른 단백질 발현양상의 차이
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그림 1. 림프절전이 양성군에서 발현 증가한 단백질 (10개):

Calreticulin, HSP60, gelsolin, tropomycin alpha, Cathepsin

B, PEBP1, SOD2, LAMININ A, Triosephosphate isomerase,

LAP3, 림프절전이 음성군에서 발현이 감소한 단백질 (2개):

Aconitate hydrase, vimentin

B. Western blot validation of protein expression

그림 2. HSP60, SOD2, PEBP1, and vimentin expression status were

matched with 2D gel electrophoresis results.
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C. IHC result in validation set. 

그림 3. HSP60 expression was associated with less frequent

LN metastasis

D. IHC result of HSP expression in test set. 
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2) 2차년도

- 연구방법

A. Cell line culture

갑상선암 세포주인 SNU790, TPC1, XTC 및 FTC133의 4개 세포주를 이용

BRAF 변이에 따른 단백질 발현의 차이를 확인하기 위하여, BRAF mutation cell line인

SNU790을 실험군으로 선정하였고, BRAF wild type cell line인 TPC1과 XTC를 대조군으로 하

였으며, Negative control cell line으로 FTC133을 선택함.

각 세포주를 10% fetal bovine serum, non-essential amino acid mixture, 1mM sodium

pyruvate, 2mM L-glutamine이 포함된 RPIM 1640에서 배양.

B. MAPK pathway inhibitor and MTT assay

MAPK inhibitor: Sorafenib tosylate와 U0126 ethanolate을 이용

<MTT assay>

각각의 세포주를 현탁액으로 만들어 96 well plate에 1*10
3
개씩 넣고 각각의 시약을 2 μM , 5 μ

M, 10 μM, 15 μM의 농도로 처리한 후 3시간에서 72시간에 걸쳐 시간별로 세포변화를 관찰. 이

결과에 따라, U0126은 10μM의 농도로 24시간, Sorafenib은 10μM의 농도로 48시간 배양 조건이

약물에 의한 세포의 apoptosis를 유발하지 않으면서 세포 성장을 억제하는 것으로 확인.

C. Extraction and Precipitation of Proteins

각 세포주에 대하여 약물을 처리하지 않은 군, U0126을 처리한 후 24시간 배양한 군, Sorafenib

처리 후 48시간 배양한 군으로 나누어 각 세포주에 대해 단백질 분석을 시행

D. 2D gel Electrophoresis & MALDI-TOF

이차적 전기영동인 Sodium dodecyl sulfate-polyacryamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 를

시행 후, 차이가 나는 단백질 spot 에 대하여 정량 분석을 시행함.

E. Western blot and Immunohistochemistry

동정된 단백질이 세포주와 실제 갑상선 유두암 조직에서 차이를 보이는 지를 확인하기 위하여

BRAF 변이 세포주인 SNU790과 BRAF 변이가 없는 유두암 세포주인 TPC1에 대한 Western

blot을 시행하였고, 갑상선 유두암 조직에 대해서는 면역조직화학 염색을 시행함. 총 158개의

파라핀 블록이 사용되었음.

F. Statistical analysis

BRAF 변이 유무에 따라 각 단백질 발현에 차이가 있는지 확인하기 위하여 발현 양성 여부에

대해 chi-square test및 Fisher’s exact test를 시행하였으며, 모든 분석의 통계적 유의성 여부는

양측 유의수준 5%이하에서 판단하였음.
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Spot

No.
Protein Name

SwissProt

no.

Mascot

score
Calculated pI % coverage Subcellular location

1,15 Calreticulin P27797 110 4.29 10 ER lumen

2 Tubulin β P07437 101 4.78 9

3 ATP synthaseβ P06576 57 5.26 16 Mitochondrion

4 Nucleophosmin P06748 52 4.64 21 Nucleus

5 PDI A3 P30101 48 5.98 15 ER

6,10,13 Vimentin P08670 111 5.06 33

7 HSP 90-α P07900 65 4.94 9 Cytoplasm

8 Calumenin O43852 173 4.47 22 ER

9 α-enolase P06733 169 7.01 68 Nucleus

11,14 HSP60 P10809 135 5.70 28 Mitochondrion

12 SOD P04179 66 8.35 39 Mitochondrion

- 연구결과

A. 동정된 단백질

<2DE protein profiles of XTC, TPC1, SNU790 and FTC133 cell line>
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<Different protein spots between SNU790 and TPC1 cell line>

<Different expression of proteins after treatment of U0126 and Sorafenib>
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BRAF(W),N(%) BRAF(M),N(%) p

SOD

Negative 17(73.9) 16(48.5)
0.057

Positive 6(26.1) 17(51.5)

HSP60

Negative 17(73.9) 16(26.7)
<0.001

Positive 6(26.1) 44(73.3)

Calreticulin

Negative 20(48.8) 33(28.2)
0.021

Positive 21(51.2) 84(71.8)

B. 파라핀 블록에 대한 면역화학염색 결과

<Western blot and Immunohistochemistry of SNU790 and TPC1 cell line >

Figure A: Western blot, figure B: Immunohistochemistry

W, wild type ; M, mutation
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BRAF

mutation

/Proteoms

Sensitivity(%) Specificity(%) PPV(%) NPV(%)

Calreticulin 71.8 48.8 80.0 37.7

HSP60 73.3 73.9 88.0 51.5

SOD 51.5 73.9 73.9 51.5

Vimentin 70.6 34.8 61.5 44.4

Nucleophosmin 53.8 50.0 60.0 43.8

<Western blot of XTC, SNU790 and TPC1 cell line (treated with U0126 and Sorafenib)>

Bold arrow, decreased expression

C. 각 단백질의 BRAF 변이에 대한 검사 예민도
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3. 연구결과 고찰 및 결론

MALDI-TOF를 이용하여 갑상선 질환 및 갑상선 암에서 발현되는 단백질을 정량적으로 분석

하는 연구와 BRAF 변이에 대한 유전자적 연구는 보고된 바 있다. Netea-Maier등은 갑상선 여포

종양과 여포암 사이의 단백질 발현 양상의 차이를 보고하였고, Brown 등은 정상 갑상선 조직과

갑상선 유두암 조직 사이의 단백질 발현 차이를 보고하였다. 하지만, 갑상선 유두암에서 가장 흔

하게 발생하는 BRAF 변이에 따른 단백질 발현 양상에 대한 연구는 부족한 상황이다. 본 연구에

서는 BRAF변이에 따라 다르게 발현되는 단백질을 정량적 단백질 분석을 이용하여 동정하고, 면

역조직화학 염색법을 이용하여 각 단백질의 발현 양상을 생체 조직에서 확인하였다.

본연구에서는 MALDI-TOF/TOF를 이용하여 BRAF 변이가 있는 세포주에서 발현 양상이 변

화하는 단백질인 vimentin, calreticulin, nucleophosmin, HSP60, SOD을 확인할 수 있었다. 이들

단백질의 기능은 Mascot(http://www.matrixscience.com/)에서 검색할 수 있었으며, 이 중

vimentin은 구조단백질로 class III intermediate filaments로 알려져 있다. Calreticulin은 단백질의

folding을 돕는 calcium-binding chaperone으로 thyroperoxidase를 포함하여 다양한 glycoprotein

을 합성하는데 중요한 역할을 하는 ER 단백질이다. Nucleophosmin은 ribosome 생합성,

centrosome 복제, 단백질의 chaperoning, histone 조합, 세포 증식 및 p53등의 종양억제 유전자 조

절에 관여한다. 또한, HSP60은 mitochondria 안으로 단백질을 이동시키는데 관여하며, 이동된 단

백질의 folding을 교정하는 작용을 촉진하며 misfolding을 억제하고 refolding을 도와 unfolded

polypeptide의 적절한 조합이 가능하도록 하는 역할을 할 것으로 생각된다. SOD는 잘 알려진 단

백질로, 세포내에서 정상적으로 발생되면서 생물학적 시스템에 독성을 보이는 radical을 파괴하는

역할을 한다. 본 연구에서는 동정된 단백질 중에서 calreticulin과 HSP60을 생체 시료에서 확인함

으로써 BRAF 변이를 예측할 수 있는 새로운 표지자로 제시할 수 있었다.

본연구에서는 MAPK inhibitor가 단백질 발현 양상에 미치는 영향을 확인하고자 각 세포주별

MALDI-TOF를 실시하여 세포주별로 발현 양상을 달리하는 여러가지 단백질을 동정할 수 있었

다. BRAF 변이가 없는 XTC세포주와 TPC1 세포주 사이에 약제 처리 후 공통적으로 발현이 감

소하는 단백질은 vimentin이었으며, vimentin은 BRAF 변이 세포주인 SNU790에서도 약제 처리

후 발현이 감소되는 양상을 보였다. Western blot 결과에서 vimentin의 발현이 감소하는 경우는

Sorafenib을 처리한 TPC1 세포주에서만 확인이 되었으나, 정량적 분석 결과를 고려할 때

Sorafenib 약제가 구조 단백질인 vimentin에 영향을 미친다는 것을 예측할 수 있었다. XTC 세포

주에서 발현이 감소하는 alpha-enolase는 다양한 기능을 수행하는 효소로서, 당분해 작용에 관여

하며, 성장 조절, 혐기상황에 대한 적응과 알러지 반응등에서 중요한 역할을 한다. 또한, 혈관내부

및 세포간 섬유용해작용에도 관여할 것으로 생각되고, immunoglobulin생산을 자극하는 것으로 알

려져 있다. SNU790 세포주에서 약제 처리 후 발현이 감소되는 PDI A3와 nucleophosmin그리고

TPC1 세포주에서 발현이 감소하는 calreticulin은 모두 단백질의 folding과 단백질 합성 및 조절에

관여한다. Western blot에서는 TPC1 세포주와 SNU790 모두에서 sorafenib을 처리하였을 때에만

발현이 감소되는 것으로 나타났다. Sorafenib은 MAPK pathway에서 RAF/MEK/ERK pathway를

차단하는 약제로, 주로 serine/threonine kinase(c-RAF)에 영향을 미치는 것으로 알려져 있다. 또

한, U0126은 MEK1/2의 phosphorylation를 방해함으로써 갑상선 유두암 세포의 증식을 억제하는

것으로 알려져 있는데, 이는 sorafenib보다 좀 더 하위 경로를 억제하는 것이다. 본 연구의

western blot 결과는 생체 조직에서의 확인을 하지 못했다는 한계점이 있으나, sorafenib 처리 후

에만 발현이 감소되는 vimentin, nucleophomin 및 calreticulin의 결과를 보아 이들 단백질이
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RAF/MEK/ERK pathway의 상위 경로에 영향을 미치는 단백질일 가능성도 고려할 수 있겠다.

갑상선 유두암에서 BRAF 돌연변이는 예후인자로서의 가능성이 논의 되고 있지만 우리나라처

럼 75%이상의 갑상선 유두암이 BRAF 돌연변이를 가지고 있는 상황에서는 BRAF 돌연변이 단독

으로 예후인자가 되기에는 전반적인 갑상선 유두암의 좋은 예후를 설명하지 못한다. 그러므로

BRAF 돌연변이외에 그 하부 신호 전달체계에 직용하는 다른 분자적 표지자가 있을 가능성이 있

다. 본 연구에서는 HSP60 발현 여부에 따라 BRAF 돌연변이가 있는 갑상선 유두암에서도 림프절

전이가 다르게 나타남을 알 수 있었다. HSP60는 STRESS 단백질로 일반적으로 ISCHEMIA나 스

트레스 상황에서 세포의 고사를 막는 역할을 한다고 알려져 있다. 그러므로 본 연구의 결과와 같

이 종양억제 유전자로서의 역할은 모순된 것처럼 보이나 실제로 다양한 암에서 HSP60의 발현이

종양의 예후에 긍정적인 영향과 부정적인 영향을 모두 끼칠 수 있는 것으로 보고 되고 있으므로

갑상선 유두암에서의 역할을 주목할 수 있다. 장기간의 추적관찰 과 기전 연구가 필요할 것으로

생각된다.

본 연구는 몇 가지 한계점을 지니고 있는데, 첫째, 이 연구에서 확인된 단백질은 대부분 세포

를 구성하고, 세포의 합성과 대사에 관여하는 일반적인 단백질로, BRAF 변이와 관계된 MAPK

pathway의 하위 경로를 밝힐 수는 없었다. 둘째, BRAF 변이와 관계된 모든 spot을 연구한 것이

아니며, 발현 차이가 큰 spot들만을 대상으로 정량적 분석을 한 것이므로 본 연구에서 확인된 단

백질보다 많은 단백질을 확인할 수 있는 연구가 필요할 것으로 보인다. 마지막으로, 밝혀진 단백

질들의 일반적인 기능 이외 BRAF 변이 혹은 MAPK inhibitor 작용과 관련된 기능에 대한 연구는

이루어지지 않았으므로 추후 이 단백질들의 역할에 대한 연구가 더 필요할 것으로 판단된다.

결론적으로 요약하면, 본 연구에서는 BRAF 변이에 따라 다르게 발현되는 단백질을 정량적 단

백질 분석으로 동정하고 생체 조직을 이용하여 확인하였으며, BRAF변이를 예측할 수 있는 새로

운 표지자를 제안할 수 있었다. 또한 HSP60 단백질이 림프절 전이에 영행을 미치는 종양억제 유

전지로서의 간으성이 잇다는 것을 확인 하였다. 이는 추후 전향적 연구들이 이루어진다면 임상적

이용도 고려할 수 있을 것이다. 또한, MAPK inhibitor와 BRAF 변이의 상관 관계 및 약제에 의한

단백질 발현의 차이를 확인하여 RAF/MEK/ERK pathway와의 관계도 예측해 볼 수 있었으나 대

사 경로에 대한 연구는 좀 더 필요할 것으로 보인다.
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달성도(%)
연차 최종
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유두암의 임상적 예후

인자와의 연관성을 분

석, 새로운 분자적 예
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발굴된 단백질의 세포

내 작용기전을 밝혀 임

상적인 이용가능성을

탐색함

1차년도

대상환자군 및 대조군의
선정

11개의 동결절편 조직을

이용, BARF돌연변이
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임상데이터 수집 수집완료

BRAF 돌연변이 검색 검색완료
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이용한 갑상선유두암
특이 단백질 발굴 및
동정

동정 완료

조직에서 면역화학염색
및 Western blot을
이용한 단백질 발현의
validation

완료

단백질 발현과 갑상선
유두암의 예후인자와의
연관성 분석

분석 완료
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BRAF mutation 등,

MAPK 신호전달관련
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proteomics기법을 사용

하여 검색하고 갑상선

유두암의 임상적 예후

인자와의 연관성을 분

석, 새로운 분자적 예

후 표지자를 발굴함.

발굴된 단백질의 세포
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특이 단백질 동정 여부 특이 단백질 동정 됨

조직과 조직에서 면역화학염색 및
Western blot을 이용한 단백질
발현의 validation

충실히 수행되었음

단백질 발현과 알려진
예후인자와의 상관관계 여부

갑상선 유두암에서 림프절 전이와 관련된 단백질 동정됨

평가의 착안점 자 체 평 가

대상 세포주 선정의 적절성 여부 적절히 수집되었음
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확인 여부

확인됨

적정 dose 및 적정 처치 시간
결정 여부

획인됨

특이 단백질 동정여부 4개의 단백질 동정됨

조직에서 검색가능 여부 면역염색으로 확인 가능함
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- 발현이 다르게 나타난 단백질들의 발현기전 탐색: epigenetic change 탐색
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탐색
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7. 첨부서류
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어레이 분석
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- 81 -

목 차

< 요 약 문 >

(한글) 중간형 갑상선결절에서 악성과 양성 감별을 위한 마이크로어레

이 분석

(영문) microanalysis analysis to differentiate follicular thyroid

cancer from indeterminate thyroid nodule

1. 연구의 최종목표 ------------------------------- 85

2. 연구의 내용 및 결과 ------------------------------- 85

3. 연구결과 고찰 및 결론 ------------------------------- 90

4. 연구성과 및 목표달성도 ------------------------------- 91

5. 연구결과의 활용계획 ------------------------------- 92

6. 참고문헌 ------------------------------- 93

7. 첨부서류 ------------------------------- 94



- 82 -

< 요 약 문 >

연구분야(코드) I-1 과제번호 0910032-3

과 제 명 중간형 갑상선결절에서 악성과 양성 감별을 위한 마이크로어레이 분석

연구기간/연구비
(천원)

합계 2009년 1월 1일 ～ 2010년 12월 31일 95,000

1차년도 2009년 1월 1일 ～ 2009년 12월 31일 50,000

2차년도 2010년 1월 1일 ～ 2010년 12월 31일 45,000

과제책임자
성 명 이유진 주민등록번호

전화번호 011-239-1028 전 자 우 편 euleemd@gmail.com

색인단어
국문 중간형, 갑상선 결절, 감별진단, 마이크로어레이
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◆ 연구목표

<최종목표>

갑상선결절에서 미세침흡인 세포검사 시 5-30%에 이르는 중간형 결절에서 불필요한 수술 및 자원

낭비를 줄이기 위해 악성 및 양성 여부를 감별할 수 있는데 도움이 되는 지표를 찾기 위함

<당해년도 목표>

중간형 결절로 진단되어 수술한 결절을 대상으로 악성 결절 및 양성 결절 조직을 이용하여 DNA를

추출, 마이크로어레이(microarray) 분석을 통하여 둘 간을 구별할 수 있는 유전자를 찾아내고, 이 차

이나는 유전자를 실제 검체에 이용하여 양성, 악성 결절 여부를 감별하는 데에 도움이 될 수 있는지

확인함

◆ 연구내용 및 방법

- 갑상선암은 내분비계에서 가장 흔한 암이며 최근 전세계적으로 그 발생빈도가 증가하고 있

으며 우리나라에서도 여성암 중 1위를 차지함

- 갑상선암은 처음에 갑상선 결절로 발견되며, 암을 진단하는 가장 좋은 방법은 미세침흡인

세포검사인데, 이러한 미세침흡인 세포검사를 시행하면 5-30%에서 악성 및 양성을 명확히

구분할 수 없는 중간형 (indeterminate) 결절이 진단됨. 중간형 결절의 경우 추적관찰 중 반

복 시행한 검사에서 양성으로 나오거나 크기가 줄어들어 악성의 가능성을 배제할 수 있는

경우도 있으나 그 비율은 높지 않으며, 반복 검사에도 중간형으로 나오는 경우에는 진단적

수술이 요구됨. 이들 중 암은 15-47% 정도로 보고되며, 암이 진단되는 경우 나머지 엽의 절

제를 위한 재수술이 요구되는 등 자원 낭비가 큰 상태임.

- 중간형 결절 중 악성 및 양성결절을 구별하기 위한 여러 연구가 있었으며, 병력 및 임상소

견 중 단일결절, 4cm 이상의 결절, 젊은 연령, 고정된 결절 등은 암에서 유의하게 더 많은

것으로 보고되었지만, 우리나라의 결과는 고정된 결절 외에는 차이가 없다고 보고하였으며,

다른 연구들 사이에도 결과가 많이 달라 일관적으로 양성, 악성결절을 감별할 수 있는 소견

은 아직 뚜렷치 않음.

- 이 외 galectin-3 발현 유무, DNA 메틸화(methylation)의 정도, BRAFV600E, RET/PTC 돌

연변이 유무, hTERT(인간 텔로미어 역전사효소; human telomere reverse transcriptase) 발
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현 정도를 관찰하여 감별하고자 하는 시도가 있었으며, 6개의 갑상선암과 관련된 유전자들

의 조합(multigene assay)을 이용하여 발현 양상을 보아 악성과 양성결절을 구별하려는 시

도가 있었음.

- 이들 중 6개 유전자의 조합을 이용한 방법은 그 양성, 음성 예측도 및 민감도, 특이도가 매

우 높은 감별에 유용한 방법이나 6개나 되는 유전자 발현을 모두 봐야 하기 때문에 임상에

서 적용하기에 쉬운 방법은 아니라는 단점이 있음.

- 현재로서 가장 임상에서 손쉽게 적용하는 방법은 환자의 임상양상, 결절의 특징, galectin-3

발현 유무 등을 조합하여 판단하는 방법임.

- 이에 중간형 갑상선결절의 감별진단을 용이하게 할 수 있는 marker를 찾기 위해서 중간형

결절로 수술한 환자들의 조직을 이용하여 양성결절과 악성결절에서 다르게 발현되는 유전자

들을 마이크로어레이 법을 이용하여 가려내고 이를 실제 임상에 적용할 수 있는지 살펴보고

자 함.

- 중간형 갑상선결절로 수술한 환자들의 조직 50개를 양성결절, 악성결절로 구분하고 각 군에

서 RNA를 추출, 각각 형광물질로 표지함. 이렇게 만들어진 cDNA 탐식자(probe)를 DNA칩

에 교잡(hybridization)시켜 각 유전자의 발현 여부, 발현 정도를 확인하고 양성결절, 악성결

절에서 차이가 나는 유전자를 찾아냄.

- 이들 유전자 중 갑상선 및 갑상선암과 연관성이 높은 유전자를 선별하여 양성, 악성결절에서

의 민감도, 특이도, 양성 및 음성 예측률이 높은 유전자 혹은 유전자의 조합을 찾아냄.

- 대상군의 임상적 특성과 결합하여 실제 진단에 도움이 될 수 있는 예측 인자를 찾아냄

◆ 연구성과

-정량적 성과

구분 달성치/목표치
1)

달성도(%)

SCI 논문 편수 0/1 0

IF 합 0/4-5 0

기타 성과

1) 총연구기간내 목표 연구성과로 기 제출한 값

-정성적 성과

․임상에서 흔히 마주치지는 않지만 마주치게 되면 감별이 어려운 중간형 결절에 있어서 갑상선여포

암의 진단 정확도를 높이는데 수술전 혈청 Tg 레벨이 도움이 될 수 있음을 새롭게 제시하였음.

◆ 참여연구원

(최종연도 참여인원)

성 명
이유진, 이은경, 신수영

주민등록번호
******-*******, ******-*******, ******-*******
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Project Summary

Title of Project
microanalysis analysis to differentiate follicular thyroid cancer from

indeterminate thyroid nodule

Key Words indeterminate, thyroid nodule, differential diagnosis, microarray

Project Leader You Jin Lee

Associated Company none

Purpose : We performed microarray analysis and compared clinical, sonographical, and

pathological parameters between benign and malignant thyroid nodules to differentiate

follicular thyroid carcinoma from benign thyroid nodules.

Methods : We enrolled 164 subjects who underwent thyroid surgery in National Cancer

Center because of the results of indeterminate cytology. We reviewed patients‘ age at

diagnosis, sex, preoperative thyroglobulin (Tg) and anti-Tg antibody levels, free T4, TSH

level, sonographic findings incluing tumor size, and pathological findings. We compared

benign and malignant group using the general cDNA microarray technique with illumina

HumanRef-8 v3 Expression BeadChip (Illumina, INc., San Diego, CA).

Results : We cannot find significantly different genes in microarray analysis between benign

and follicular cancer group. But, among clinical and sonographical findings, we could find

several risk factors showing significant differences. Young age, male, larger tumor size,

preoperative high Tg level, hypoechoic nodule without hypoechoic rim on sonography

increased cancer probability significantly in multivariate analysis. With cut-off value 187.5

ng/ml, sensitivity and specificity was 54.8% and (90.1%, respectively. AUC was 0.748 and

p-value was 0.000.

Conclusions : Microarray analysis did not show significant differences between benign and

malignant thyroid nodules. But, peroperative Tg levels had very high specificity in

predictgin follicular thyroid cancer. Therefore it may be very excellent tools to differentiate

follicular thyroid cancer from benign thyroid nodules.
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1. 연구의 최종목표

<최종목표>

갑상선결절에서 미세침흡인 세포검사 시 5-30%에 이르는 중간형 결절에서 불필요한 수술 및 자원 낭비를

줄이기 위해 악성 및 양성 여부를 감별할 수 있는데 도움이 되는 지표를 찾기 위함

<당해년도 목표>

중간형 결절로 진단되어 수술한 결절을 대상으로 악성 결절 및 양성 결절 조직을 이용하여 DNA를 추출, 마

이크로어레이(microarray) 분석을 통하여 둘 간을 구별할 수 있는 유전자를 찾아내고, 이 차이나는 유전자

를 실제 검체에 이용하여 양성, 악성 결절 여부를 감별하는 데에 도움이 될 수 있는지 확인함

2. 연구의 내용 및 결과

1) 대상환자 선별

본원에서 갑상선절제술을 시행한 환자 3038례 중 미세침흡인 세포검사상 중간형 결과를 보인

164례을 추출, 이들의 병리 기록 및 slide를 리뷰하였다. 이들 중 54개의 조직이 미세침흡인 세포

검사상 중간형(favor follicular neoplasm 혹은 indeterminate, follicular neoplasm vs nodular

hyperplasia, 혹은 favor nodular hyperplasia)에 합당하였고, 이들 중 악성 가능성이 낮은 favor

nodular hyperplasia 소견을 제외한 검체에 대해 병리, 세침흡인검사 결과를 리뷰하였다.

최종적으로 연구에는 양성결절 9례, 악성결절 14례가 포함되었으며, 악성 결절 14례 중 갑상선

유두암이 7례, 갑상선여포암이 7례였다. 미세침습여포암과 광범위침습여포암은 각 4, 3례였다 (그

림1)

그림 1. 대상군 선정
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2) microarray analysis

각 조직에서 RNA를 추출하여 illumina HumanRef-8 v3 Expression BeadChip (Illumina, INc.,

San Die해, CA)를 이용하여 microarray analysis를 시행하였다.

실험은 3회 반복하였고 유전자들의 cluster에서 각 유전자의 형광물질의 강도를 비교하여 2배

이상 차이 나며 p value가 0.05 이하인 경우 유의한 유전자 발현의 차이가 있다고 해석하였다.

시행한 실험에서 양성결절과 악성결절 사이에 유의한 차이를 보이는 유전자는 발견되지 않았

으며, 양성결절 대 갑상선유두암, 갑상선여포암의 비교에서도 유의하게 차이나는 유전자는 없었다.

갑상선여포암을 미세침습여포암 및 광범위침습여포암으로 나누어서 양성 대 미세침습여포암, 양성

대 광범위침습여포암, 미세침습여포암 대 광범위침습여포암으로 분석해 보았으나 역시 유의하게

차이나는 유전자는 찾을 수 없었다.

3) 환자들의 임상적, 병리적, 초음파적 특성 분석

본원에서 갑상선절제술을 시행한 환자 3038례 중 미세침흡인 세포검사상 중간형 결과를 보인

164례에 대해서는 위의 실험에 더해 임상적, 병리적 특성을 분석하였다.

양성 결절이 88례 (53.7%), 악성결절이 76례 (46.3%) 였으며, 악성 결절은 갑상선유두암 32례,

여포변이 갑상선유두암(papillary thyroid cancer, follicular variant) 9례, 미세침습여포암 31례, 광

범위침습여포암 4례였다.

이들의 임상적 특성 및 수술 전 혈액검사 결과를 표1에 정리하였다.

수술 전의 환자 성별, 진단나이, 갑상선기능 등은 각 군간에 차이를 보이지 않았다.

하지만 초음파상 갑상선결절의 크기는 군간에 유의한 차이를 보였다. 갑상선유두암은 유의하게

양성결절 군에 비해 작았으며 (양성 2.4±1.2cm vs. 여포성 변이 유두암 1.2±0.7cm, 유두암

0.8±0.1cm, p <0.05), 갑상선여포암은 유의하게 큰 결과(미세침습여포암 2.9±1.9cm, 광범위침습여

포암 4.3±1.3cm, p <0.05)를 보였다.

중간형 결절에서 주 감별 대상인 갑상선여포암과의 비교시에는 유의하게 수술 전 티로글로불

린(thyroglobulin, Tg) 수치가 양성결절 군에 비해, 악성결절 군에서 높음을 확인할 수 있었다 (표

2, 양성결절: 미세침습여포암: 광범위침습여포암, 15 ± 229: 188 ± 2285: 2762 ± 2079 ng/ml

median ± SD])
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표1. 대상군의 병리진단에 따른 임상소견 비교

* p value <0.05 when compared with benign group

표2. 양성결절과 갑상선여포암의 임상 특성 비교

* p value <0.05 when compared with benign group
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수술전 초음파 소견을 바탕으로 양성결절 및 악성결절(여포암)에서의 소견 차이를 분석한 결과

악성결절일수록 불규칙한 경계를 가지는 빈도가 높았으며 (양성 vs. 미세침습여포암 vs. 광범위침

습여포암, 7(9.1％）vs. 6 (20.7%) vs. 2 (50.0%), p = 0.012), 악성결절에서는 저에코, 양성결절에서

는 등에코성결절이 유의하게 많았으며 (p < 0.05), 악성결절군에서는 결절둘레로 저에코성 띠가

보이지 않는 경우가 유의하게 많았다 (저에코 띠, 양성 vs. 미세침습여포암 vs. 광범위침습여포암,

50 (64.9%) vs. 9 (31.0%) vs. 1 (25.0%), p <0.05). 또한 유의하게 악성결절에서 석회화소견이 많

았다 (양성 vs. 미세침습여포암 vs. 광범위침습여포암, 11 (14.5%) vs. 12 (41.4%) vs. 3 (75.0%),

p <0.05) (표 3).

표3. 양성결절과 갑상선여포암의 초음파 특성 비교

이들을 대상으로 여포암의 위험도에 대한 다변량 분석 결과 진단 젊은 나이, 남성, Tg 수치가

높은 경우, 석회화, 저에코 결절 등이 유의하게 갑상선여포암의 위험도를 높이는 것으로 분석되었

다 (표4).

ROC curve를 이용하여 진단 나이 및 Tg 값의 진단 민감도 및 특이도에 대해 분석하였다. 나

이의 경우 AUC 0.524 (95% confidence interval 0.404-0.645), p = 0.674 로 cut-off value 52.5세

의 경우 민감도 48.5%, 특이도 68.2%를 보였으며 양군간에 유의한 차이를 보이지 않았다(date not

shown). 하지만 Tg 값의 경우 cut-off value 187.5로 하였을 때 민감도 54.8%, 특이도 91.5% 로

AUC 0.748 ( 95% confidence interval 0.634-0.861), p = 0.000 으로 유의한 차이를 보였다 (그림

2). 종양크기에 대해서 살펴보았을 때 AUC 0.663 ( 95% confidence interval 0.562-0.764, p =
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0.005) 로 1.65cm 이상인 경우 민감도 95.7%, 특이도 46.6%를 보였다.

표4. 갑상선여포암의 발생위험도에 대한 다변량 분석

그림 2. 그림2. Tg 결과에 대한 ROC

curve



- 90 -

3. 연구결과 고찰 및 결론

갑상선암의 진단에 있어서 가장 정확하고 널리 시행되고 있는 검사는 미세침흡인세포검사(fine

needle aspiration; FNA) 이다. 진단정확도가 95% 이상으로 gold standard 인 검사이지만, 이 검

사만으로는 악성 및 양성을 정확하게 진단할 수 없는 중간형 결절은 적게는 5%에서 많게는

30-40%에 이르러 이들의 경우 정확한 진단을 위하여 수술을 시행해야 한다. 하지만 이들 중 암의

빈도는 15-47% 정도로 반 이상의 환자가 암이 아님에도 수술을 시행받아야 하며, 암으로 확인되

더라도 나머지 엽절제술을 위한 재수술이 필요하게 되는 등 많은 불편함이 있다.

이에 중간형 결절을 좀더 정확히 악성, 양성으로 구분하기 위한 여러 연구가 있었으나, 이를

통해 밝혀진 인자들이 실제 임상에서 결절을 구별하는데 큰 도움은 되지 않고 있는 것이 현실이

다.

최근 분자유전 분야에서의 진단기법에 대한 연구가 활발하여, BRAF 돌연변이는 매우 높은 특

이도로 갑상선유두암을 진단하는데 도움이 되는 도구로 사용되고 있다.

이에 여포암에서의 진단에 도움이 되는 유전자를 찾기 위하여 이 실험을 진행하였다.

하지만, microarray 결과를 여러번 반복하였음에도 불구하고, 양성결절과 갑상선여포암 사이에

유의한 발현 차이를 보이는 유전자는 찾을 수가 없었다.

이에 유전자 수준에서의 차이 외에 임상상, 초음파 영상 소견, 병리소견 등의 인자들을 리뷰하

였고, 본 연구에서는 다른 연구들의 결과와 비교적 일관되게 젊은 연령, 큰 결절 크기등이 갑상선

여포암의 가능성을 높이는 인자로 분석되었다.

이 외에 티로글로불린(thyroglobulin, Tg) 수치가 새로이 갑상선여포암의 가능성을 예측할 수

있는 인자로 제시되었다.

Tg는 정상적으로 갑상선조직에서 생성되는 단백으로 갑상선암 뿐 아니라 증식성 갑상선 질환

에서도 그 값이 증가하여 갑상선암의 진단에는 도움이 되지 않으므로 갑상선학회에서는 수술 전

Tg 의 수치를 측정하는 것이 의미가 없다고 언급하고 있다.

가장 흔한 종류의 암인 갑상선분화암, 그 중에서 갑상선유두암에 있어서는 위의 가이드라인과

동일하게 이 연구에서도 Tg 수치의 유의한 차이가 나타나지 않았다(표 1). 하지만 범위를 양성결

절과 갑상선여포암으로 좁혔을 때 Tg 수치는 유의하게 악성결절에서 높았으며, 양성, 미세침습여

포암, 광범위침습여포암으로 갈수록 유의하게 증가하는 경향을 보였다.

cut-off value 187.5를 기준으로 이보다 Tg 수치가 높으면 갑상선암일 가능성이 유의하게 증가

하였고, 민감도 54.8%, 특이도 91.5%로 AUC 0.748 로 비교적 높은 진단정확도를 가질 것으로 예

측할 수 있었다. 민감도가 다소 낮긴 하나 Tg 수치가 187.5 ng/ml를 넘지 않으면 거의 대부분에

서 갑상선여포암의 가능성을 배제할 수 있는 좋은 진단인자가 될 것으로 생각된다.

이상의 결과들을 바탕으로 요약하자면, 갑상선여포암에 있어서는 아직 양성종양과 유의한 차이

를 보이는 유전자를 발견할 수 없었으며, 임상에서 환자가 갑상선결절로 내원하여 시행한 미세침

흡인세포검사상 중간형 소견을 보이는 경우에는 나이, 성별, 종양의 크기나 초음파 소견 등의 위

험인자와 더불어 serum Tg 레벨을 측정하는 것이 도움이 될 것으로 생각된다.
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