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Abstract

Dong, Geun-Woo

Advisor: Prof. Doh, Nam-Yong, Ph.D.

Department of Medicine,

Graduate School of Chosun University

It has been increasingly recognized that tumor microenvironment

plays an important role in tumor progression as well as

oncogenesis. Various proinflammatory mediators contribute to

tumor proliferation, neoangiogenesis, tumor invasion and

metastasis, and resistance to cancer therapy such as hormonal

and chemotherapy. Major causes of deaths related to head and

neck squamous cell carcinoma (HNSCC) are cervical node and

distant metastasis. Epithelial-mesenchymal transition (EMT) was

identified to be the key role for mediating tumor invasion and

metastasis of carcinomas. Herein the author investigate the

relationship between proinflammatory mediator and EMT in HNSCC.

The author evaluated the immunohistochemical expression of

interleukin-1 (IL-1 ), cyclooxygenase-2 (COX-2), Slug andβ β

E-cadherin in relationship with histologic differentiation, clinical

stage and nodal status in 146 surgical specimens of HNSCC.

There was correlation of increased expression of IL-1 with nodalβ

status, increased expression of COX-2 with histologic

differentiation, clinical stage, and nodal status. Increased Slug

expression was correlated to histologic differentiation and clinical

stage. Decreased E-cadherin expression was correlated to



histologic differentiation and nodal status. Significant relation was

observed between IL-1 and COX-2. However, significant inverseβ

correlation was observed between Slug and E-cadherin. Significant

relation was observed between increased proinflammatory mediator

IL-1 /COX-2 expression and increased EMT marker Slug/β

E-cadherin expression.

These results indicate that proinflammatory mediators IL-1 andβ

COX-2 induce EMT through increase of Slug and decrease of

E-cadherin. The present findings suggest some anti-inflammatory

agents could be used as an adjuvant treatment modality with

anti-cancer chemotherapeutic drugs in HNSCC.

----------------------------------------------------

Key Words: IL-1 , COX-2, Slug, E-cadherin, EMT, Head, Neck,β

Squamous cell carcinoma, Prognosis



경 편평 포암종 침습과 전 하여 생 게 하

는 종양 포가 침습과 전 능 득하는 는 종양주 에 초래 는,

염 정 여 한다 라 염 과정 전 전에 여하.

고 충 히 히게 다 암 치료에 전 가 것

다.
1 그러나 종양 어 게 침습 하고 전 가 초래

는 는 아 히 알 져 않아 암 한 망

전 에 하여 초래 므 최근 수년간 많 심 야 연 에 집

고 다 알 에 하 종양 침습 전.

과정 매 복 한 종양 포 체 내 특 물 종양,

원한 미 경 에 라 다 특히 종양 주 에(microenvironment) .

초래 는 염 침 염 포에 하여 비 는 여러 가

등에 하여 종양 포가 침습과 전cytokine, chemokine

능 득하는 여 한다.2,3

는 경 편평 포암종 행 치료 내 에Interleukin-1 (IL-1 )β β

여하 ,4,5 경 편평 포암종에 cyclooxygenase-2 (COX-2)

가시키는 것 알 져 다.6-8 는 염 시 과COX-2

열 에 여하는(mitogenic response) (inducible)

염 포 에 한 조절 에 암 종양 과

는 ,9-11 특히prostaglandin (PG), PGE2는 촉

하고 역 감시 능 억제함 종양 과정에 촉

역할 담당한다.9 는COX-2 IL-1 , lipopolysaccharide (LPS), tumorβ

그 고 물 등에 해 조절 다necrosis factor (TNF) , .α 12

또한 종양 행과정에 암종 경 피 포 특 실 고



간엽 포 특 득하는 피 간엽 행- (epithelial-

할 수 고 는 종양 침습mesenchymal transition, EMT) ,

전 접한 량한 암시하는 것

알 져 다.
13,14 들에는EMT Slug, Twist, SIP1, Zeb1

등 알 져 는 들 억제함E47 E-cadherin

키고 어 종양 침습 전 초래한다EMT .
15 는Slug Snail

종 여러 가 피 식 억제하여 조절하는family EMT

한 역할 담당한다 피조 포 착 에. E-cadherin

치하는 포 착 종양 침습억제에 한 역할 담당하고

감 거나 종양 악 가 가E-cadherin

하고 전 가 초래 다.
16

본 연 에 는 경 편평 포암종 조 역조 학적

하여 염 매개물 IL-1 COX-2 , Slugβ

간 비 평가하고 염 매개물E-cadherin , IL-1β

양 에 양COX-2 Slug E-cadherin

하여 염 매개물 에 여하는 하고 하여 종양EMT

치료 접근 하고 한다.



연 료

연 료1.

년 년 약 년 동안 조 학 병원 비 과1994 2002 9

에 조 검 경 편평 포암 조 보 태가

양 한 강암 남 여 전 비146 37 ( : = 32:5, : 16 ,

전 암 남 여 전 비전: 21 ), 48 ( : = 43:5, : 24 ,

암 남 여 전 비전: 24 ), 61 ( : = 55:6, : 18 ,

하 다 병 에 라 하 초 암: 43 ) .

병 행 암 병 다 그 고 들( I, II) 91 , ( III, IV) 55 .

는 프절 전 는 프절 비 전 었다 연58 , 88 .

포는 평균연 남녀 비는26-87 ( ; 61.6 ) , 130:16

었다 조 학적 에 라 편평 피암 하 고(65:8) .

등 그 고 저 다83, 53, 10 (Table 1).

연2.

연 조 들 포 말 에 충 히 고정한 다10% ,

파라핀 포매에 해 께 절편 제 하여4-5 hematoxylin㎛

염 실시하 고-eosin , IL-1 , COX-2, Slug E-cadherinβ

에 한 역 조 학적 염 실시하 다.



가 학 미경적 검.

과 병 과 조 슬라 드 경 편평 포암

종 검 하여 종양 병 프절 전 무 등, ,

하고 연 적에 합 는 적 택하여 역 조 학,

적 염 한 슬라 드 제 하 다 병 는. AJCC TNM

에 라 하
17 조 학적 등 고 등, (well differentiated),

저(moderately differentiated) (poorly differentiated)

하 다.

나 역조 학적 염.

포 말 에 고정 제 한 파라핀 포매 조 께10% 4 ㎛

절하여 X-traTM 슬라 드 에 착하여(Surgipath, Richmond, USA)

에 탈 파라핀한 무수 알코 에탄 에xylene , 90%, 75% 50%

각각 씩 처 하여 함수시켰다 항원 복 하여 충2 . citrate

액 에 슬라 드 담가 압 주(10 mM, pH 6.0) (pressure

에 간 끓 실 에 치시켜 간 식힌cooker) 15 20 50 mM

충 액 수 하 다 조 절편내 내 과Tris (TBS, pH 7.5) .

억제하 하여 0.3% hydrogen

에 간 처 수 척하고 차단항체peroxide-methanol 10

실 에 간 시킨 차 항체10 rabbit polyclonal IL-1β

(1:200, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA),

mouse monoclonal COX-2 (1:300, Cayman chemical, Ann Arbor,



MI, USA), goat polyclonal Slug (1:100, Santa Cruz Biotechnology

Inc.) mouse monoclonal E-cadherin (1:100, Santa Cruz

실 에 시간 시켰다 충액Biotechnology Inc.) 1 . Tris

척하고 IL-1 Polink-2 HRP plus rabbit DAB detection systemβ

(Golden Bridge International, Inc., WA, USA) , COX-2

E-cadherin HRP plus mouse DAB detection system (Golden

하 고 는Bridge International, Inc.) , Slug HRP plus goat DAB

하여 술detection system (Golden Bridge International, Inc.)

식에 라 염 시행하 다 조염 시. Mayer's hematoxylin

행하고, Clearmount
TM Mounting Solution (Zymed Laboratories,

하 다South San Francisco, CA, USA) .

양 조 는 염 아조 하 고IL-1 COX-2 ,β

는 전 연 에 암 조 정Slug , E-cadherin

점 하 다 그 고 조 는 차 항체 신. 1 tris

충액 하여 염 하 다.

다 염 결과 판정.

에 한 염 포 내에 보 는 경IL-1 COX-2β

양 판정하 는 정 에 라 강 양, (strongly

약 양 하 다positive), (weakly positive) (absent) .

는 포 내 염 견 보 는 포가 전 존 하 않IL-1β

찰 는 포 염 포가 약 양, <20% , 20%≥

강 양 판정하 다.



는 종양 포 염 견 보 는 포가COX-2 <5%

판정하고 양 판정하 는 양 약, 5% , 5%-49%≥

양 양 견 보 강 양 하 다 한편, 50% . ,≥

는 식 아 포 포 에 양 견 보 는COX-2

아 포 경 는 종양 포 감 에 어 없었다 그러, .

나 경 염 판정함에 어 식 종양 포 감

필 한 경 가 어 양 포, cytokeratin CD68

종양 포 간주하 다.

는 핵에 염 는 경 양 판정하고 종양 포내 염Slug

강 등 약 양 등 양 강 양 나4 (0: , 1: , 2: , 3: )

누고 전체 종양 포 양 보 는 종양 포 등5 (0:

나누어 염0%, 1: 1-25%, 2: 26-50%, 3: 51-75%, 4: 76-100%)

강 에 하여 각각 점 염 에 하여 각각 점0~3 , 0~4

여하 다 염 강 점수 합하여 점 점. 0: 0 , 1-2: 1 , 3-5:

점 점 한 최종 점수가 경 고2 , 6-7: 3 3 ,

그 미만 경 저 나누어 하 다(0-2) .18

포 에 보 는 종양 포 하고E-cadherin

점수 하여 <5%: 0, 5-25%: 1, 26-50%: 2, 51-75%: 3,

하고 염 강 에 라 약 양 등76-100%: 4 : 0, : 1,

양 강 양 한 염 강 염 점수 합: 2, : 3

하고 점 고 판정하고 그 미만 저, 6 ,

간주하 다.18



라 계학적.

계학적 Stat View software package (Abacus Conceptus,

하 다Berkeley, CA, USA) .

병 종양 프절 전 태, , IL-1 , COX-2, Slugβ

양 각각과 계E-cadherin , IL-1 COX-2, Slugβ

간 양 간E-cadherin, IL-1 /COX-2 Slug/E-cadherinβ

계는 χ
2 검정하 고 들 계학적 수test ,

하 다p<0.05 .



결 과

역 조 학적 양1. IL-1 , COX-2, Slug E-cadherinβ

는 종양주 에 침 프 식 에 양 보IL-1β

고 주 포나 종양 포 에 약한 역 찰

었다 는 연 가 강한 양 보 고. IL-1 54 (37%) ,β

는 약한 양 그 고 는76 (52%) , , 16 (11%)

보 다 (Fig. 1).

는 종양 주 정 점 피에 약한 양 보COX-2

고 식 내피 포 포 등에 약하게 포 내 양, , ,

보 다 는 연 가 강한 양. COX-2 96 (66%)

보 고 는 약한 양 그 고 는, 43 (29%) , , 7 (5%)

보 다 (Fig. 2) (Table 1).

는 종양 포 핵에 염 었는 전체 연Slug 79 (54%)

에 고 에 저 보 다, 67 (46%) (Fig. 3).

종양 포 포 에 다양하게 염 었 종양주E-cadherin ,

정 점 하는 피 포는 포 전체에 강하고 뚜 하게 염

었다 연 가 고 보. E-cadherin 55 (38%)

고 는 저 보 다, 91 (62%) (Fig. 4) (Table 2).



양 과 병 학적 계2. IL-1β

양 과 프절 전 무는 한 계가 었다IL-1 .β

강할수 프절 전 가 하게 가하 다, IL-1β

그러나 과 병 는 없(p<0.05). IL-1β

었다 (Table 1).

양 과 병 학적 계3. COX-2

양 과 정 에 조 학적 병 그COX-2 , ,

고 프절 전 무 는 한 계가 었다 각각( p<0.05).

편평 피암 가 어 수 병 가 높아 수 그 고, ,

프절 전 가 초래 그룹에 강 양 하게COX-2

가하 다 (Table 1).

양 과 병 학적 계4. Slug

정 에 조 학적 병 는Slug

한 계가 었다 각각 편평 피암( p<0.001, p<0.05).

가 어 수 병 가 높아 수 강 양, Slug

하게 가하 다 그러나 프절 전 무 는 한 계가.

없었다 (Table 2).



양 과 병 학적 계5. E-cadherin

정 에 조 학적 프절 전E-cadherin

무 는 한 계가 었다 각각 조 학( p<0.001, p<0.05).

적 가 어 거나 프절 전 가 초래 에 E-cadherin

하게 감 하 다 그러나 병 는 한 계가.

없었다 (Table 2).

계6. IL-1 COX-2β

한 계 보 다IL-1 COX-2 (p<0.05).β

강하게 하는 경 강하게 하는 경향IL-1 COX-2β

보 고 약하게 하는 경 약하게 하는 경, IL-1 COX-2β

향 보 다 (Table 3).

계7. Slug E-cadherin

한 계 보 다Slug E-cadherin

강하게 하는 경 약하게(p<0.005). Slug E-cadherin

하는 경향 보 고 약하게 하는 경 강, Slug E-cadherin

하게 하는 경향 보 다 (Table 4).



계8. IL-1 /COX-2 Slug/E-cadherinβ

는 양 계가 었 나 계학적 없었다IL-1 Slug .β

그러나 계는 계가 었 계IL-1 E-cadherinβ

학적 하 다 (p<0.05).

는 양 계가 었 계학적 하 다COX-2 Slug

그러나 계는 계가(p<0.05). COX-2 E-cadherin

었 나 계학적 없었다 (Table 5).



고 찰

는 생과정에 필수적 전 포가 극 실하EMT (polarity)

고 간엽 포 득하는 것 만 종양 행에 여하여

침습과 전 하는 심 하는 것 알 져

다.
14,19-22 경 편평 포암에 한 망 주 원 경 프절

전 폐 같 원격 전 다.
23,24 연 에

감 거나 실 적 종양 공격 과 연E-cadherin

어 종양 가 어 거나 역 보 침습 한

다.
25-28 에 결합하여E-cadherin promoter E-box Snail

전 억제함 초래 는 감 는E-cadherin E-cadherin EMT

하게 다.29,30 에 해 억제가 초래 종Snail E-cadherin

양 매 침습적 고 전 하는 격 전 알 수 다.29

뿐아니라 Snail matrix metalloproteinase-2 (MMP-2)

하고 포간 착 억제하여 종양 침습(cell-cell adhesion)

가시키는 여한다.31 는 하여 억제하siRNA Snail

라 고 감 하EMT MMP-2 in vitro 에

포 동 침습 억제 고 in vivo 에 전 능 가함

었다.32 본 연 에 감 하여 정E-cadherin EMT

평가한다 감 는 종양 프절 전E-cadherin

계가 어 가 종양 침습 전 에 한EMT ,

역할 담당하고 할 수 었다.

에 하는 는 아 달에 한 역할 담당하는 물Snail family Slug



만
33 전 각종 종양 행 전 에 여Snail

한다.
34,35 는 하여 억제하여 종양 공, Slug Snail E-cadherin

격 시키는 역할 하게 다 본 연 에 종양. Slug

병 양 계가 었고 과는E-cadherin

계가 어 과 합 는 견 었다.

경 편평 포암종에 승 나 타 전에Snail Akt

한 는 전 가 초래 가량에 만30% Snail

과 어 다 나 는 여 는 것 보고 었는. NBS1

암 하 감Nijmegen breakage syndrome (NBS) ,

수 연 과(radiosensitivity) (growth retardation)

chromosomal-instability syndrome NBS 전 물(gene

다product) NBS1 .37

염 침 종양 경 흔하게 동 는 견 다.3 경 편평

포암종에 여러 가 염 매개물 가 어 찰

다.38 는 에 라 감 하 하는COX-2

(inducible) ,9 는 각종 물 등에COX-2 cytokine

해 조절 염 에 여하고 열 에 여하여 포, ,

에 조절 담당할 뿐만 아니라 종양 암 과정에,

여한다.9-12 존 승조절COX-2 Snail (COX-2-dependent

감 어져 에 여할 것upregulation of Snail) E-cadherin EMT

다 는 경 편평 포암종 침습 전 능 치료내 과. IL-1 ,β

고 가시키는 것 알 져 다COX-2 .13,14 라

과 적 접한 것IL-1 COX-2β

판단 다 본 연 결과 프절 전 양 계가. IL-1β



고 는 조 학적 병 는 물 프절 전 양, COX-2 ,

계가 었다 또한 과 양. IL-1 COX-2β

계가 었다 라 가는 가시. IL-1 COX-2β

키고 는 존 승조절 하여 감COX-2 Snail E-cadherin

어져 킬 것 는 본 연 결과에EMT

침하 다.

결 염 매개물 가는 하여 종양 공격 가EMT

시키고 역 염 매개물 차단하 축 억제 가, Snail EMT

라져 종양 침습 나 전 능 억제 것 라는 것 다.

본 연 결과는 경 편평 포암종 단 측하

는 한 정보 제공함 물 종양 침습 전 저 하는

과적 치료 개 에 한 료가 것 생각 다.

염 과 암 생 히 한 많 연 가 었 ,39,40 종

양내 염 특히 항암치료 종양 에 하여 생하는 염

종양 행 전 등에 향 미칠 수 다는 연 등 하여 암

치료는 물 에 염제 역할 펴 에 다.41

본 연 는 염 암 행 전 에 향 미치는 체적

과정 하여 함 다EMT .

라 암 침습 나 전 능과 같 종양 공격 여러 들

에 하여 조절 만 그 에 염 매개물 한 역할 었

므 항암치료에 염 치료 병행하는 내 심 게 검 하여야

할 시점 라고 판단한다 존에 에 차단. COX-2

제 과42는 물 차단제가COX-2 PGE2 차단하게 고 어

PGE2 매개 전 억제 차단하여 억제하게E-cadherin EMT



어 경 편평 포암종 전 능 낮출 것 다.

같 실 경 편평 포암종 과적 치료에 차COX-2

단제가 한 역할 담당할 수 침하는 결과

차단제는 물 다 태 염제에 한 결과 과적 것COX-2

는 다 그러나 여러 가 다 태 염제에 한.

염 매개물 차단 감 어 는 에E-cadherin EMT

한 과적 책 것 에 한 추 연 가 필 하다고 생각

다.



결

경 편평 포암종 조 학적 행 전 에, IL-1 ,β

가가 한 역할 담당하고 었다 그러나COX-2 Slug .

는 감 가E-cadherin IL-1 , COX-2 Slug ,β

행 전 에 한 역할 담당하고 었다 염 매개물. IL-1β

는 에 한 역할 담당하 는 나COX-2 EMT IL-1β

가는 종양 공격 과 촉 하 다COX-2 EMT .

라 염제 염 매개물 조절하여 억제 하는 것EMT

적 경 편평 포암종 치료 연 가치가

다고 판단 다.
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Table 1. The clinicopathologic data according to the expression pattern

of IL-1 and COX-2 in head and neck squamous cell carcinomaβ

β β

β



Table 2. The clinicopathologic data according to the expression pattern

of Slug and E-cadherin in head and neck squamous cell carcinoma



Table 3. Interrelation between the expressions of IL-1 andβ COX-2 in

head and neck squamous cell carcinoma

β β

β



Table 4. Interrelation between the expressions of Slug and E-cadherin in

head and neck squamous cell carcinoma



Table 5. Interrelation between the expression of IL-1 /COX-2 andβ

Slug/E-cadherin in head and neck squamous cell carcinoma

β



Legend for figures

Figure 1. Immunohistochemical staining of laryngeal squamous cell

carcinoma for IL-1 . a: Poorly differentiated squamous cell carcinomaβ

showed strong positive cytoplasmic staining. Some tumor infiltrating

lymphocytes showed positive reaclymp, too. b: Well differentiated

squamous cell carcinoma showed weakly positive cytoplasmic staining in

some tumor cells. Polink-2 HRP plus rabbit DAB detection system,

counterstained by hematoxylin.

Figure 2. Immunohistochemical staining of laryngeal squamous cell

carcinoma for COX-2. a: Poorly differentiated squamous cell carcinoma

showed strong positive cytoplasmic staining in majority of tumor cells

and some tumor infiltrating lymphocytes or macrophages. b: Well

differentiated squamous cell carcinoma showed weakly positive

cytoplasmic staining in some tumor cells and tumor infiltrating

lymphocytes or macrophages. Polink-2 HRP plus mouse DAB detection

system, counterstained by hematoxylin.

Figure 3. Immunohistochemical staining of laryngeal squamous cell

carcinoma for Slug. a: Poorly differentiated squamous cell carcinoma

showed high nuclear expression of Slug in majority of tumor cells. b:

Well differentiated squamous cell carcinoma showed low nuclear

expression of Slug in some tumor cells. Polink-2 HRP plus goat DAB

detection system, counterstained by hematoxylin.

Figure 4. Immunohistochemical staining of laryngeal squamous cell

carcinoma for E-cadherin. a: Well differentiated squamous cell carcinoma

showed high membranous expression of E-cadherin in majority of tumor

cells. b: Poorly differentiated squamous cell carcinoma showed low



membranous expression of E-cadherin in majority of tumor cells.

Polink-2 HRP plus mouse DAB detection system, counterstained by

hematoxylin.
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