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Abstract

Significance of Hedgehog pathway related protein (Gli-1, Gli-2)

 and Epithelial-Mesenchymal Transition related protein (Twist, 

E-cadherin) in hepatocellular carcinoma

         Chun, HyungWook

                             Advisor: Prof. Hong, Ran, M.D, Ph.D

                Department of Medicine

                              Graduate School of Chosun University

Abnormalactivationofthehedgehog(Hh)signalingpathwayhasbeenfoundto

be involved in the occurrence, invasion, and metastasis of cancers.

Epithelial-mesenchymaltransition (EMT)also plays an importantrole in the

invasionandmetastasisofcancers.However,thesignificanceoftheHhsignaling

pathwayandEMT inthehepatocellularcarcinoma(HCC)isstillunclear.Inthe

presentstudy,theexpressionofGli-1andGli-2(keytranscriptionalfactorinthe

Hhsignalingpathway),andTwistandE-cadherin(twofactorsinvolvedinEMT)

wereexaminedin42patientswithHCCand20casesofNontumorousLivertissue

(NTL)byimmunohistochemistry,andclinicopatholgicalinformationwerecollected

inordertoanalyzethecorrelationofHhsignalingpathwaywithEMT.Thisstudy

was aimed to investigate the difference of the expression of Gli-1,Gli-2,

E-cadherin and Twistin HCC and NTL forthe diagnostic value ofHCC.

Moreover,aimed to elucidatethecorrelation between thoseproteinsand other

clinicopathologicparameters.Whether abnormalactivation oftheHh signaling

pathway isclosely related to theEMT wasalso evaluated.Gli-1 and Twist

expressionwassignificantlyincreased,andE-cadherinexpressionwasdecreasedin
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HCC incontrasttoNTL(p=0.019,p=0.003,p=<0.001,respectively).Theincreased

Twist expression was correlated with tumor size (p=0.043), and deceased

E-cadherinexpressionwascorrelatedwithhistologictypeofHCC(p=0.021).There

wasinversecorrelation between expression ofTwistandE-cadherin (p=0.006).

TheseresultsshowedthatTwistoverexpressionbyinductionofEMT changesis

involved in theoccurrenceand progression ofHCC.However,theroleofHh

signaling-relatedproteininHCCwillbeneededtodeterminebyadditionalresearch

usingmorematerialsinfuture.

Keyword:Hhsignalingpathway,Gli-1,Epithelial-mesenchymaltransition,

Twist,E-cadherin,Hepatocellularcarcinoma
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Ⅰ.서 론

간세포 암종(HCC)은 전 세계적으로 해마다 500,000-1,000,000건이 새로 발생하는 것

으로 알려져 있으며,다양한 암종 중 다섯 번째로 흔한 악성 종양이고,암으로 인한

사망 중 두 번째를 차지하는 종양이다.
1,2
이는 공격적인 전이와 함께 진행된 단계에서

진단되는 경우가 많아 매우 치명적인 것으로 알려져 있다.
3
최근 수술과 항암요법 등

의 치료적 접근의 진보에도 불구하고,간세포암종의 5년 생존율은 20-50%정도에 불

과하고 심지어 근치적 절제술을 시행한 초기 병기의 간세포암종에서도 그러하다.
4,5
이

러한 나쁜 예후에 있어 치료 후 재발이 가장 중요한 원인 중의 하나로,분자적 예후

표지자를 이용하여 발암기전을 예측함으로써 효과적인 치료 전략을 개발하는 도움이

될 수 있을 것이며,결국 환자의 예후를 개선해 줄 수 있을 것으로 판단된다.
5

Hedgehog(Hh)신호경로는 배아발달에 중요한 경로로서,배아세포의 성장과 분화,

줄기세포의 유지에 필수적으로,
7
Hh신호경로의 비정상적인 활성화는 과도한 세포증

식을 야기함으로써 악성종양의 발생에 기여하는 것으로 알려져 있다.
8
최근에 기저세

포암종,위장관암,유방암,전립샘암,폐암 등에서 비정상적인 Hh신호경로의 비정상적

인 활성화가 보고 된 바 있다.
9-15
Hh신호전달경로는 세 가지 리간드(Shh,Ihh,Dhh)

로 구성되어 있다.Hhsignalingcascade는 3가지 리간드인 Shh,Ihh,Dhh가 세포표면

에 위치한 12개의 막관통 단백질인 Patched-1(Ptch-1)에 결합함으로써 시작된다.Hh

가 없는 상태에서는,Ptch가 Smoothened(Smo)라고 불리는 7memebranespanning

receptor의 과발현과 활성을 억제하는 작용을 하나,세포외 Hh가 존재하는 상황에서는

Smo억제가 완화됨으로써 그 신호가 핵에 전달되어 Glioma-associated oncogene

(Gli)전사인자의 활성화를 촉진한다.Gli전사인자는 Gli-1,Gli-2,Gli-3의 3가지 형태

로 존재한다.
11,16

아직 이 경로의 정확한 메커니즘은 잘 알려져 있지 않으나

full-lengthGli-3는 Hh표적유전자를 활성화시키기 위하여 핵으로 운반되어지며,17전
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사인자로서만 작용하는 Hh표적유전자 중의 하나인 Gli-1은 Hh경로활성의 표지자로

서 여겨지고 있다.
17,18

또한 Hh신호전달경로의 cascade는 WNT,EGF/FGF,TGF-β/Actibvin/Nodal/BMP

신호 cascade와 교차반응(cross-talk)하며 이는 E-cadherin의 억제와 N-cadherin의 활

성을 통한 상피 간엽 전환(Epithelial-MesenchymalTransition,EMT)에 영향을 줌으

로써 Hh 신호경로가 여러 암종의 침습과 전이에 관여하는 것으로 알려져 있다.
19

EMT 역시 암의 침습과 전이에 중요한 역할을 하는 것으로서,이는 상피세포가 세포

극성과 세포-세포간 유착을 소실하여 새포골격의 재편성이 일어나게 되어,세포의 이

주,침습능력을 획득하게 됨으로써 상피세포가 간엽세포로 전환되는 과정을 의미한

다.
20
EMT를 보이는 세포들은 여러 면에서 줄기세포와 유사한 성격을 띄게 되며 정상

세포 또는 종양세포 군집에서 벗어나게 되며 운동성을 획득하게 된다.21기초 나선-고

리-나선 전사인자(basichelix-loop-helixtranscriptionfactor)인 Twist와 zinc-finger

전사인자인 Snail은 EMT의 가장 중요한 조절자로서 이러한 전사인자들이 E-cadherin

발현을 억제하여 간엽세포로서의 성격을 부여함으로써 세포의 확산능력과 세포형태의

결정적인 변화를 유도한다.
22

Hh신호경로는 EMT와 관련된 종양의 미세환경의 경로 중 하나라고 생각된다.하

지만 간세포암종에서 Hh신호경로와 EMT의 상관관계는 아직 정확하게 밝혀지지 않

았다.본 연구에서는 간세포암종에서 Hh 신호경로의 주 전사인자로 알려져 있는

Gli-1과 Gli-2,EMT에 관여하는 인자 중 E-cadherin과 Twist의 발현양상을 관찰하

고,이들의 발현양상과 간세포암종의 여러 예후인자를 포함한 임상병리학적 인자들과

의 상관관계와 4가지 단백 상호간의 상관관계도 검사하고자 하였다.아울러,정상조직

과 간세포암종에서의 이들의 발현의 차이를 확인함으로써 간세포암종에서의 진단적

가치의 여부를 살펴보고자 하였다.
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∏.연구재료 및 방법

1.증례선정

2006년 2월부터 2012년 12월까지 조선대학교병원에서 간세포암종의 진단 하에 간엽

절제술(lobectomy)혹은 구역절제술(segmentectomy)등의 외과적 적출을 시행한 환자

중 조직보관상태와 의무기록이 양호한 42명의 환자를 비연속적으로 선택하였다.또한

비교분석을 위하여 조직학적 이상소견을 찾을 수 없는 외과적으로 적출하거나 침생검

한 정상 간 조직 20례를 대상으로 하였다.

2.조직병리학적 분석

1)광학현미경적 검사

환자의 임상기록과 병리과 조직 슬라이드를 후향적으로 분석하였다.환자의 나이,

성별을 확인하였으며 혈청학적으로 HBsAg의 유무 및 혈청 alpha-fetoprotein(s-αFP)

의 정도를 확인하였다.관찰대상이 된 조직들은 10% 중성 포르말린에 고정 후 제작한

파라핀 포매 조직을 4∼5㎛ 두께로 박절하여 H&E염색을 실시하여 광학현미경으로

검경하여 연구목적에 부합하는 대표적인 부위를 선택하여 면역조직화학적 검사를 위

한 슬라이드를 제작하였다.H&E슬라이드를 통해 각 종양을 재검토하고 종양의 크기

및 T 병기,Edmonson-Steiner등급,종양의 피막 및 담관침윤여부,종양의 배경에 경

화성 병변의 존재여부를 확인하였으며 면역조직화학적 염색을 통해 Twist,

E-cadherin,Gli-1,Gli-2의 발현여부를 확인하였다.

2)면역조직화학적 검사

Gli-1(Abcam,Cambridge,MA,USA,ab92611),Gli-2(Abcam,Cambridge,MA,

USA,ab7181),Twist (Abcam,Cambridge,MA,USA,ab50581),E-cadherin

(Novocastra,NCL-E-cad)에 대한 rabbit다클론항체는 제조사 메뉴얼에 따라 테스트

하였다.Immunolocalization은 mouseImmunoCruz
™
StainingSystem sc-2050(Santa

CruzBiotechnology,SantaCruz,CA,USA)을 이용하여 다음과 같이 시행하였다.염

색과정은 표준 프로토콜에 따라 시행하였다.간략히 설명하면,파라핀 포매조직을 4㎛

두께로 박절하여 X-traTM슬라이드(Surgipath,Richmond,USA)에 부착하여 xylene에
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탈파라핀 한 뒤,무수알코올,90%,75% 및 50% 에탄올에 각각 2분씩 처리하여 함수

시킨 후 LSAB방법에 의해 염색을 시행하였다.항원성 회복을 위하여 citrate완충액

(10mm,pH6.0)에 슬라이드를 전자오븐에 15분간 끓인 후 실온에 방치시켜 20분간 식

힌 후 50mM Tris완충용액(TBS,pH7.5)으로 수세하였다.조직절편내의 내인성 과산

화효소의 활성을 억제하기 위하여 0.3% hydrogenperoxide-methanol에 10분간 처리

후 증류수로 세척하고 차단항체를 실온에서 10분간 반응시킨 뒤 1차 항체 처리하였다.

면역조직화학염색은 NexesES(Ventana,Tucson,AZ,USA)을 이용하여 시행하였다.

슬라이드는 각각 Gli-1(dilution,1:100),Gli-2(dilution,1:100),Twist(dilution,1:100),

E-cadherin(dilution,1:100)를 도포하여 32분동안 배양하였다.VentanabasicDAB

detection kit (catalog no. 760-001)는 secondary detection method로서

affinity-purifiedgoatantimouseIgG과 IgM (b200lg/ml),goatantirabbitIgG(b200

lg/ml)를 함유한 biotinylatedimmunoglobulinsecondaryantibody를 포함하고 있다.8

분동안 배양하고 conjugatedstreptavidinhorseradishperoxidase를 반응시켰다.헤마

톡실린 (Ventana catalog no.760-2021)으로 대조염색을 시행하고,Clearmount
TM

Mountingsolution(ZymedLaboratories,SouthSanFrancisco,CA,USA)으로 봉입하

였다.

3)면역조직화학적 염색의 판정

염색결과판정은 주관성을 배제하기 위하여 환자의 임상경과를 알지 못하는 병리의

사에 의해 시행되었다.Gli-1,Gli-2는 핵에 염색되는 경우를 양성으로 판정하며,염색

강도는 주변세포의 염색강도보다 높았다.염색범위는 종양세포의 밀도가 높은 부분 중

10개 이상의 고배율시야(x400배)에서 10% 이상의 양성세포가 관찰될 때 양성으로 정

의하였다.23 E-cacdherin은 정상 간세포 및 간세포암종의 세포막에 발현을 보였으며,

악성 종양세포와 간세포암종과 비교적 멀리 떨어져 있는 비종양성 간세포를 비교하였

다.종양세포에서,비종양세포와 비교하여 염색강도가 비슷하거나 더 강한 염색강도를

보이는 경우를 ‘발현의 유지’로 간주하였고,반면,비종양성 간세포에 비래 발현이 떨

어지거나 발현되지 않은 경우를 ‘발현의 감소’로 간주하였다.24Twist는 간세포암종 세

포의 핵과 세포질에 발현되었으며,주변의 비종양성 간세포보다 높은 경우를 양성으로

간주하였다.
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3.통계학적 분류

간세포암종에서 Gli-1,Gli-2,Twist,E-cadherin단백의 발현과 각각 단백간의 상관관

계,여러 임상병리학적 요소들과 단백발현과의 상관관계에 대한 통계학적 분석은 X
2

test,Fisher'sexacttest를 이용하였으며,통계학적 유의수준은 p<0.05으로 하였다.분

석은 STAT View softwarepackage(AbacusConcepts,Berkeley,USA)프로그램을

사용하였다.
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Ⅲ.결 과

1.임상 및 조직학적 소견

임상병리학적 자료는 표 1에 요약하였다.총 42명의 간세포암종(Hepatocellular

carcinoma,HCC)환자들은 평균 연령 57.8세로,50세 미만이 5례(11.9%),50세 이상이

37례(88.1%)였다.전체적인 성비는 35례(83.3%)대 7례(16.7%)로 남성이 절대적으로

우세하였으며 26례(61.9%)에서 B형 간염 표면항원(HBsAg)에 양성을 보였다.종양의

크기는 5cm 미만 29례(69.0%),5cm이상 13례(31.0%)였으며,33례(78.6%)의 조직에서

주변 간의 뚜렷한 경화성병변을 확인할 수 있었다.(Fig.1-d)종양의 크기 및 갯수,혈

관침윤 등에 의하여 판단되는 T 병기는 pT131례(73.8%),pT25례(11.9%),pT36례

(14.3%)로 분류되었다.또한 간피막침윤(capsuleinvasion)이 8례(19.0%)에서,담관침윤

이 3례(7.1%)에서 관찰되었다.종양은 조직학적으로 육주형(trabeculartype) 20례

(47.6%), 가선형(pseudoglandular type)또는 육주형과 가선형(trabecular and

pseudograndulartype)을 함께 갖는 혼합형 18례(42.9%),고형(solidtype)4례(9.5%)로

관찰되었다.(Fig.1-a,b,c)혈청학적으로 α-태아 단백질(s-αFP)정도가 100미만 31례

(73.8%),100이상 11례(26.2%)로 나타났다.

2. 간세포암종과 비종양성 간조직에서의 Gli-1, Gli-2, Twist,

E-cadherin발현의 차이

비종양성 간조직(Non-Tumorous Liver,NTL)20례와 HCC 42례에서의 Gli-1,

Gli-2,Twist,E-cadherin의 발현양상을 비교하였다.Hedgehog 신호경로 표지자인

Gli-1과 Gli-2에 있어 먼저,Gli-1은 NTL에서 양성 2례(10.0%),음성18례(90%)를 보

였으며,HCC조직에서는 양성 17례 (40.5%),음성 25례(59.5%)로 HCC에서 발현의 증

가를 보여,HCC와 NTL간에 통계학적으로 유의한 수준의 발현의 차이를 보였

다.(p=0.019)(Fig.2-a,b)그러나 Gli-2는 NTL에서 양성 14례(70.0%),음성 6례(30.0%),

HCC에서 양성 33례(78.6%),음성 9례(21.6%)를 보여 두 그룹간 발현의 차이를 보이지

않았다.(Fig.2-c,d)상피간엽조절관련 단백인 E-cadherin과 Twist중 먼저,E-cadherin

은 NTL전 조직에서 강양성을 보였으나,HCC에서는 양성 8례(19.0%),음성 34례
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(81.0%)로 두 그룹 간 통계학적으로 유의한 수준의 발현의 차이를 보였다.(p=<0.001)

(Fig.3)Twist는 NTL에서 양성 8례(40.0%),음성 12례(60.0%),HCC에서 양성 34례

(81.0%),음성 87례 (19.0%)를 보여 역시 통계학적으로 유의한 수준의 발현의 차이를

보였다.(p=0.003)(표 2)(Fig.4)

3.E-cadherin면역조직화학적 발현에 따른 임상병리학적 의의

E-cadherin의 면역조직화학적 염색결과를 분석해 보았을 때,42례의 간세포암종 중

33례(78.6%)에서 발현의 감소 혹은 소실이 관찰되었다.이들의 여러 임상병리학적 인

자들과의 연관성을 분석한 결과,간세포암종의 조직학적 양상에 다른 발현율의 차이를

보였는데,육주형 간세포암종 20례 중 12례 (60.0%),혼합형 간세포암종 18례 중 17례

(94.4%),고형 간세포암종 4례 중 4례(100.0%)에서 E-cadherin발현의 감소 혹은 완전

소실을 보여,종양의 분화가 떨어질수록 E-cadherin소실이 증가한다는 결과를 보였으

며 이는 통계학적으로 유의하였다.(p=0.021)(Fig.3)그 외의 표 1에 제시된 여러 임

상병리학적 인자들과 Twist단백발현은 유의한 상관성을 보이지 않았다.(표 3)

4.Twist면역조직화학적 발현에 따른 임상병리학적 의의

Twist의 염색결과를 여러 임상병리학적 요소들과의 연관성을 분석하였다.42례의

간세포암종 중 Twist단백발현은 34례(81.0%)에서 양성을 보였으며 8례(19.0%)에서

음성소견을 보였다.Twist단백발현의 여부와 여러 임상병리학적 인자들과의 연관성

을 분석하였을 때,종양의 크기가 5cm 미만인 경우 29례 중 21례(72.4%)에서 양성을

보이는 반면,5cm 이상인 경우 13례 전체에서 Twist단백발현을 보여,종양의 크기가

클수록 (≥5cm)통계학적으로 유의한 수준의 Twist단백발현의 증가가 관찰되었다.

(p=0.043)그 외의 표 1에 제시된 여러 임상병리학적 인자들과 Twist 단백발현은 유

의한 상관성을 보이지 않았다.(표 3)

5.Gli-1과 Gli-2면역조직화학적 발현에 따른 임상병리학적 의의

Gli-1과 Gli-2단백의 발현을 관찰하였을 때,Gli-1은 42례의 간세포암종 중 17례

(40.0%)에서 양성,25례 (60.0%)에서 음성을 보였으며,Gli-2는 33례(78.6%)에서 양성,

9례(21.4%)에서 음성을 보였다.그러나,여러 임상병리학적 인자들과 Gli-1,Gli-2단
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백발현은 유의한 상관성을 보이지 않았다.(표 4)

6.E-cadherin과 Twist면역조직화학적 발현의 상관관계

Twist와 E-cadherin단백의 면역조직화학적 검사결과를 토대로 두 단백사이의 상관관

계를 분석하였을 때 통계학적으로 유의한 수준의 음의 상관관계를 보이는 것으로 나

타났다.(p=0.006)즉,42례의 간세포암종 중 34례(81.0%)에서 Twist의 양성소견을 보

였으며, Twist양성인 간세포암종 34례 중 30례(88.2%)에서 E-cadherin발현의 감소

혹은 완전 소실을 확인할 수 있었다.(표 5)

7.Gli-1,Gli-2와 Twist,E-cadherin발현과의 상관관계

Hedgehog 신호전달경로관련 단백인 Gli-1,Gli-2와 상피간엽조절단백인 E-cadhein,

Twist간의 상관관계는 관찰되지 않았다.
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Ⅳ.고 찰

Hedgehog신호경로는 배아의 발달,각 장기의 성숙,형태의 유지 등에서 중요한 역

할을 담당한다.
25
이는 배아가 성숙하면 불활성화되며,따라서 Hh신호전달경로의 비

정상적인 활성화는 위암 등의 악성 종양의 발생,침윤,전이와 관계있는 것으로 알려

져 있다.
19,20
이 중,Gli-1은 Hh신호경로의 주 전사인자로

6
위암,대장암을 비롯한 여

러 암종에서 정상 세포와 비교하였을 때 악성 종양에서 강하게 발현하는 것으로 보고

되고 있다.
6,23
Wang등

23
은 121명의 진행성 위암환자를 대상으로 한 연구에서 진행성

위암에서 Gli-1발현의 증가가 저명하게 관찰되며,Gli-1을 발현하는 그룹은 Gli-1을

발현하지 않은 그룹에 비하여 종양의 침윤깊이,림프절전이가 통계학적으로 유의한 수

준으로 증가하는 것을 확인하였다.127례의 대장암조직에 대한 연구
28
에서도 Gli-1단

백 및 mRNA level이 정상조직과 비교하였을 때 암조직에서 유의하게 증가한다는 보

고도 있었다. Gli-2도 역시 Hh신호경로의 주 전사인자로,수모세포종,기저암종,전

립선암,유방암,간암을 포함한 다양한 암종의 발생과 연관있는 것으로 알려져 있다.

이는 또 다른 Hh신호경로의 주전사인자인 Gli-1과,그 외 Bcl-2,c-FLIP,cyclinD1,

c-Myc,VEGF(vascularendothelialgrowthfactor)등 하부 표적유전자의 발현을 조

절하며,간암,소아교모세포종,유방암을 비롯한 여러 악성종양에서 과발현되며,환자

의 나쁜 예후와 관계있는 것으로 알려져 있다.
6,29
Im 등

29
은 334례의 유방암조직을 대

상으로 sonicHedgehog (Shh),Patched (Ptch),smoothened (Smo),Gli-1,Gli-2,

Gli-3의 6가지 Hh신호단백질의 발현여부를 분석하였고,이 중 Shh와 Ptch발현이 림

프절 전이여부와,Shh,Gli-3발현이 종양의 병기와,Smo,Gli-3발현이 종양세포의

핵등급과,Ptch,Smo,Gli-3발현이 종양의 조직학적 분화도와 각각 통계학적으로 유의

한 수준의 상관관계가 있으며,특히 그 중 Gli-2는 환자의 나쁜 예후와 상관성을 가짐

을 함께 보고하였다.그 외에 간암에 있어,Zhang등
6
은 68례의 간세포암 조직과 20예

의 정상 간 조직을 대상으로 한 연구에서 주변의 비종양성 간 조직 및 정상 간 조직

과 비교하여 간세포암조직에서 Gli-2의 발현이 증가하며,이는 통계학적으로 유의한

수준의 발현의 차이를 나타내었다.또한 Gli-2발현의 증가가 종양의 분화도,피막의

유무,혈관침윤유무,조기 재발,간내 전이등의 임상병리학적 인자들과 더불어 환자의

나쁜 예후와 통계학적으로 유의한 수준의 상관관계가 있음을 보고하였다.
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종양의 미세환경 중 하나인 상피간엽전환(Epithelial-Mesenchymaltransition,EMT)

는 암의 침습과 전이에 중요한 역할을 하는 것으로서,이는 상피세포가 세포극성과 세

포-세포간 유착을 소실하여 새포골격의 재편성이 일어나게 되어,세포의 이주,침습능

력을 획득하게 됨으로써 상피세포가 간엽세포로 전환되는 과정을 의미한다.20EMT의

주 특징은 안정적인 adherentjunction의 성립에 필수적인 세포유착분자인 E-cadherin

의 하향조절(down-regualtion)과 vimentin,fibronectin,N-cadherin을 포함한 간엽분자

들의 상향조절(up-regulation)으로,최근의 여러 연구에서 E-cadherin의 억제가 종양세

포의 역분화(dedifferentiation),침습적 성장,잦은 림프절 전이와 연관이 있음이 보고

되고 있다.
30-32

E-cadherin은 종양 형성 시 유전자 돌연변이,프로모터 과메틸화,전사

억제자에 의한 프로모터 억제 등 여러 메카니즘에 의해 억제된다.ZincfingerSnail

homologue들(Snail1,Snail2/slug and Snail3)과 여러 기초나선-고리-나선 전사인자

(highlyconservedbasichelix-loop-helixtranscriptionfactor)(Twist,Zeb-1,ZEB-2)

들을 포함한 다양한 전사인자들이 E-cadherin의 proximalregion내 E-boxelement와

상호작용한다.
31,33-35

이 중 EMT 프로그램을 조절하는 중요한 인자들 중 하나인

Twist단백은 고도로 보존된 기초나선-고리-나선 전사인자(highlyconservedbasic

helix-loop-helixtranscriptionfactor)로 축(axis)과 패턴형성을 매개한다.36암종의 전

이에서 Twist가 중요한 역할을 한다는 증거는 유방암 동물모델에서 처음 보고되었으

며,이는 전이된 유방암 세포에서 Twist에 의해 유도된 EMT가 종양세포의 침습을

촉진하는데 중요한 역할을 하고 있음을 나타낸다.
37

본 연구에서는 아직 소수의 연구결과에 머물러 있는 간세포암종에서의 Hh신호경로

와 EMT의 역할을 분석하고자 42례의 간세포암종과 20례의 비종양성 간조직

(Non-tumorousLiver,NTL)에 대하여 면역조직화학적 염색을 통하여 Hh신호경로

관련 단백 Gli-1,Gli-2와 EMT 연관 단백 E-cadherin,Twist의 발현양상을 관찰하였

다.결과를 바탕으로 첫째,간세포암종에서의 각 단백의 발현이 정상조직과 비교하여

유의하게 발현의 차이를 보이는지 분석하였고 둘째,각 단백의 발현과 간세포암종의

여러 임상병리학적 인자들과의 상관성을 분석하였다.또한 셋째,간세포암종에서의

Hh신호경로 단백과 EMT관련단백의 발현이 서로 상관성을 보이면서 영향을 주는지

의 여부를 검사하였다.먼저,Hh신호 관련단백인 Gli-1과 Gli-2에 있어,Zhang등6의

연구결과와는 달리 Gli-2는 다양한 항체희석농도의 변화에도 불구하고 NTL과 간세포
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암종에서 모두 발현되어 두 그룹 간 차이를 볼 수 없었으나,Gli-1은 비종양성 간조직

의 90%에서 발현되지 않은 것에 비해,간세포암종의 40.5%에서 발현되어 간세포암종

과 NTL사이에 통계학적으로 유의한 발현의 차이를 보임이 확인되었으며 이는 Gli-1

이 간세포암종의 조직학적 진단의 도구로 가치가 있음을 시사한다.그러나 간세포암종

의 여러 임상병리학적 인자들과는 유의한 상관성을 보이지 않았다.

EMT 관련단백인 E-cadherin과 Twist는 NTL과 비교하였을 때,간세포암종에서 통계

학적으로 유의한 발현의 차이를 보였다.E-cadherin은 NTL20례 전체에서 강한 세포

막 발현을 보였으나,간세포암종에서는 42례 중 34례(81.0%)에서 발현의 완전 소실 혹

은 저명한 발현의 감소를 보여 두 그룹 간 통계학적으로 유의한 (p<0.0001)발현의 차

이를 보였다.또한 Twist도 NTL20례 중 8례(40.0%)에서 양성을 보였으나,간세포암

종의 경우 34례(81.0%)에서 양성을 보여, 역시 유의한 발현의 차이를 보여,

E-cadherin과 Twist가 간세포암종에서 조직학적 진단의 중요한 도구가 될 수 있을 것

으로 판단된다.여러 임상병리학적 인자들과 각 단백의 발현간의 상관관계를 분석하였

을 대,E-cadherind의 발현은 종양의 조직학적 특성과 유의한 상관관계를 보였다.육

주형 간세포암종에서는 60.0%,혼합형에서 94.4%,고형 간세포암종의 100%에서

E-cadherin발현의 감소 및 완전 소실이 관찰되어,종양의 분화도가 더 떨어질수록

E-cadherin발현의 감소가 증가하는 것을 확인할 수 있었다(p=0.021).또한 Twist발현

은 종양의 크기와 상관성을 보였는데,5cm 미만 간세포암종의 72.4%와 5cm 이상 간

세포암종의 100%에서 Twist의 발현이 확인되어,종양의 크기가 클수록 Twist발현이

증가하는 것으로 확인되었다(p=0.043).

Katoh 등
19
에 따르면,Hh 신호전달경로의 cascade는 WNT,EGF/FGF,TGF-β

/Actibvin/Nodal/BMP 신호 cascade와 교차반응하며 이는 E-cadherin의 억제와

N-cadherin의 활성을 통한 상피간엽전환(EMT)에 영향을 줌으로써 결국 Hh신호경로

가 여러 암종의 침습과 전이에 관여하는 것으로 알려져 있다.저자는 이러한 Hh신호

경로 단백(Gli-1,Gli-2)과 EMT 관련단백(Twist,E-cadherin)의 발현이 간세포암종에

서 서로 상관성을 보이면서 영향을 주는지의 여부를 검사하였으나 이러한 단백들 간

에 유의한 상관관계는 보이지 않았다.

그러나 E-cadherin과 Twist발현은 분명한 상관성을 보였는데,Twist발현이 증가할

수록 E-cadherin발현의 소실 또는 감소가 나타나는 것으로 나타났다(p=0.006).이러
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한 Twist의 고발현과 E-cadherin의 발현감소와의 상관관계는 이전의 자궁내막암,간

암,대장암에 대한 연구에서도 밝혀진 바 있다.
38-40

특히 Lee등
39
은 간세포암종에서

EMT 유도를 통한 Twist의 과발현이 암종의 전이와 침습에 유의한 상관관계를 보인

다고 보고하였다.암종의 전이에 대한 Twist의 역할에 대하여는 아직 논란이 있는데,

전립선암,유방암,간암 등
39,22,41

에서는 Twist과발현이 암종의 전이와 유의한 상관관

계가 있다고 보고되는 것과 대조적으로,위암이나 대장암에 대한 연구에서는 유의한

상관관계가 없다는 보고도 있다.
42,43
Twist는 Snail,Slug,SIP등의 다른 EMT를 유도

하는 전사인자들과 같이 유사 E-boxsequencemotif를 사용하여 DNA에 결합하고

E-cadherin을 억제한다.
44
Twist의 조절기전은 아직 더 밝혀져야 하나,Fackler등

45
은

유방암에서 Twist유전자의 프로모터가 침윤관암종에 비해 침윤소엽암종에서 덜 메틸

화되며,침윤괌암종에서 침윤소엽암종에 비해 더 높은 Twist의 발현을 보임을 보고하

였다.또한 Mehrota등
46
은 유방암에서 전이부위에 비해 원발부위에서 Twist유전자

의 촉진자의 고메틸화가 더 자주 관찰된다고 하였다. 또한 다양한 암종에서

E-cadherin발현은 유전자 돌연변이,다양성(heterozygosity)의 소실,프로모터부위의

고메틸화등에 의해 분자적 수준에서 조절된다고 알려져 있으나
39
E-cadherin프로모

터의 메틸화가 E-cadherin발현소실과 밀접한 연관이 없다는 보고47도 있어 최근에는

그 외 다른 조절기전들이 가능성있게 대두되고 있으나,아직 정확하게 밝혀진 바는 없

다.Lee등
39
은 간세포암종에서 E-cadherin의 분자적 수준에서의 조절보다는 Twist에

의해 매개된 전사억제를 E-cadherin발현소실의 새로운 기전으로 증명하였다.그러나

유방암,특히 전이부위에서 Twist유전자의 프로모터의 메틸화가 보고되어 서로 상반

된 결과를 보였는데,
46
Lee등은 이러한 상반된 결과들로 보아 종양의 진행에서 Twist

의 역할이 종양세포에 따라 다양하게 나타난 것이라는 의견이 제시되고 있어 암의 진

행에서의 Twist의 정확한 역할에 대해 더 많은 연구가 필요할 것이다.
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Ⅳ.결 론

본 연구에서는 간세포암종에서 Hh신호경로의 주 전사인자로 알려져 있는 Gli-1과

Gli-2,EMT에 관여하는 인자 중 E-cadherin과 Twist의 발현양상을 관찰하고,이들의

발현양상과 간세포암종의 여러 예후인자를 포함한 임상병리학적 인자들과의 상관관계

와 4가지 단백 상호간의 상관관계도 검사하고자 하였다.아울러,정상조직과 간세포암

종에서의 이들의 발현의 차이를 확인함으로써 간세포암종에서의 진단적 가치의 여부

를 살펴보고자 하였다.

그 결과,간세포암종에서 주변 비종양성조직에 비해 Gli-1,Twist,E-cadherin발현이

유의한 차이를 보여 이들의 간세포암종에서의 진단적 가치 및 종양발생에서의 이들

단백의 역할을 확인함으로써,특히 발현이 증가된 Twist나 Gli-1이 간세포암종의 발

암유전자 기능을 하는 것이 증명되었다.Twist발현은 종양의 크기와,E-cadherin발

현은 종양의 조직학적 유형과 상관관계가 확인되었으나,그 외 여러 임상병리학적 인

자들과는 뚜렷한 상관관계를 보이지 않아 간세포암종의 예후인자로서의 역할은 미미

하다고 생각된다.또한 Twist와 E-cadherin 발현이 서로 음의 상관관계를 보여,

Twist가 E-cadherin소실로 확인되는 EMT통로를 통해 종양세포의 침습성을 제공해

주는 것으로 판단되며,이는 향후 간세포암종 치료에 있어 E-cadherin의 조절을 통한

치료법 개발의 가이드라인을 제시해 중 수 있을 것으로 생각한다.간세포암종의 발생

및 진행에 있어 Hh신호경로와 EMT 사이의 상호작용을 보고자 하였으나,두 그룹

간 단백의 유의한 발현의 차이는 나타나지 않았다.이러한 Hh신호경로와 EMT 간

상호작용과,앞서 언급된 E-cadherin억제를 통한 Twist발현 증가의 정확한 기작을

밝히고,이들 단백의 예후인자로서의 가치를 평가하기 위하여 향후 더 많은 검체를 통

한 추가연구가 필요할 것이다.
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Sex Male 35 (83.3)

 Female 7 (16.7)

Age <50 5 (11.9)

   (mean : 57.8) ≥50 37 (88.1)

HBsAg Present 26 (61.9)

 absent 16 (38.1)

Tumor size <5 29 (69.0)

 ≥5 13 (31.0)

pT 1 31 (73.8)

 2 5 (11.9)

 3 6 (14.3)

Cirrhosis Present 33 (78.6)

 Absent 9 (21.4)

E-S grade 1 8 (19.0)

 2 32 (76.2)

 3 2 (4.8)

Capsule invasion Present 8 (19.0)

 Absent 34 (81.0)

Bile duct invasion Present 3 (7.1)

 Absent 39 (92.9)

istology Trabecular 20 (47.6)

 Mixed1 18 (42.9)

 Solid 4 (9.5)

Serum-AFP <100 31 (73.8)

 ≥100 11 (26.2)

Table1.CharacteristicsofPatients(%)

1
:mixedform composedofpseudoglandular,trabecularandpseudograndularpattern
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NTL HCC p-value

Gli-1 (%)

n 20 42

0.019*+ 2(10.0) 17(40.5)

- 18(90.0) 25(59.5)

Gli-2 (%)

n 20 42

0.532+ 14(70.0) 33(78.6)

- 6(30.0) 9(21.4)

Twist (%)

n 20 42

0.003*+ 8(40.0) 34(81.0)

- 12(60.00 8(19.0)

E-cadherin (%)

n 20 42

<0.001*+ 20(100.0) 8(19.0)

- 0(0.0) 34(810.0)

Table2.ExpresionofGli-1,Gli-2,TwistandE-cadherininnon-tumorousliver

(NTL)tissueandhepatocellularcarcinoma(HCC)

*
:statisticallysignificant
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 No(%)

E-cadherin Twist

 + - p-value + - p-value

HBsAg    

0.265

  

1.0  present 26 (61.9) 4 22 21 5

  absent 16 (38.1) 5 11 13 3

Tumor size (mm)    

0.232

  

0.043*  <50 29 (69.0) 8 21 21 8

  ≥50 13 (31.0) 1 12 13 0

pT    

0.660

  

0.655  1 31 (73.8) 6 26 25 7

  21) 11 (26.2) 3 7 9 1

Cirrhosis    

1.0

  

0.168  present 33 (78.6) 7 26 25 8

  absent 9 (21.4) 2 7 9 0

E-S grade    

0.558

  

0.651
  1 8 (19.0) 1 7 7 1

  2 32 (76.2) 8 24 25 7

  3 2 (4.8) 0 2 2 0

Capsule invasion    

1.0

  

0.635  present 8 (19.0) 2 6 6 2

  absent 34 (81.0) 7 27 26 8

Bile duct invasion    

0.525

  

1.0  present 3 (7.1) 1 2 3 0

  absent 39 (92.9) 8 31 31 8

histology    

 0.021*

  

0.297
  trabecular 20 (47.6) 8 12 14 6

  mixed* 18 (42.9) 1 17 16 2

  solid 4 (9.5) 0 4 4 0

s-AFP (ng/ml)    

0.403

  

0.657  <100 31 (73.8) 8 23 24 7

  ≥100 11 (26.2) 1 10 10 1

Table 3. Relation between expression of Twist and E-cadherin and

clinicopathologicfeaturesofhepatocellularcarcinoma

1)
:pT2+pT3

2)
:mixed form composed ofpseudoglandular,trabecularand pseudograndular

pattern*:statisticallysignificant
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 No (%) 

 

Gli-1 Gli-2

 + - p-value + - p-value

HBsAg    

 0.195

  

 0.202  present 26 (61.9) 13 13 22 4

  absent 16 (38.1) 4 12 11 5

Tumor size (mm)    

0.738

  

0.421  <50 29 (69.0) 11 18 22 4

  ≥50 13 (31.0) 6 7 11 2

pT    

0.714

  

 1.0  1 31 (73.8) 12 20 25 7

  21) 11 (26.2) 5 5 8 2

Cirrhosis    

 0.446

  

 0.375  present 33 (78.6) 12 21 27 6

  absent 9 (21.4) 5 4 6 3

E-S grade    

0.603

  

 0.443
  1 8 (19.0) 2 6 7 1

  2 32 (76.2) 14 18 24 8

  3 2 (4.8) 1 1 2 0

Capsule invasion    

 1.0

  

 0.336  present 8 (19.0) 3 5 5 3

  absent 34 (81.0) 14 20 278 6

Bile duct invasion    

 0.260

  

 1.0  present 3 (7.1) 0 3 3 0

  absent 39 (92.9) 17 22 30 9

histology    

0.704

  

 0.462
  trabecular 20 (47.6) 9 11 16 4

  mixed2) 18 (42.9) 6 12 13 5

  solid 4 (9.5) 2 2 4 0

s-AFP (ng/ml)    

 0.268

  

0.209  <100 31 (73.8) 11 20 26 5

  ≥100 12 (26.2) 6 5 7 4

Table 4.Relation between expressio ofGli-1 and Gli-2 and clinicopathologic

featuresofhepatocellularcarcinoma

1)
:pT2+pT3

2)
:mixedform composedofpseudoglandular,trabecularandpseudograndular

pattern
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  E-cadherin
 P-value  + (%) - (%)

Twist
+ 4 (9.6) 30 (71.4)

 0.006*-  5 (11.9) 3 (7.1)

Table 5.Relation between Twistand E-cadherin expression in hepatocellular

carcinoma.

*
:statisticallysignificant
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Fig 1.Histopathologicfindingsofhepatocellularcarcinoma(HCC);a)trabecular

pattern,b)pseudoacinarpattern,c)solidpattern,d)regeneratingcirrhoticnodules,

asabackgroundofHCC.
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Fig2.ExpressionofGli-1andGli-2;a,b)nuclearstainingofGli-1intrabecular

pattern(a)andpseudoacinarpattern(b)ofHCCincontrasttonormallivertissue

(insetof'a'),c,d)strong and diffusenuclearstaining ofGli-2in trabecular

pattern(c)andpseudoacinarpattern(d)ofHCCaswellasadjacentnormalliver

parenchyme(insetof'c').



- 29 -

Fig 3.Expression ofE-cadherin;a,b)absolutelossofE-cadherin in HCC in

contrastto strong and diffusemembraneousstaining in adjacentnormalliver

parenchyme(upper,star),c,d)weakeningofexpressionofE-cadherininHCC

(arrow:adjacentbileduct).
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Fig 4.Expression ofTwist.Strong and diffusestaining ofTwistin HCC in

contrasttoadjacentnormallivertissue(arrow).
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