■ 별첨3. 한국췌장외과학회 연구계획서 작성 방법
		췌장암 특이적 섬유아세포를 이용한 진단방법의 임상적 유용성 탐색


1. 연구계획 요약
췌장암은 발견 당시 전이성 췌장암으로 확인되는 경우가 50-55%으로, 치료방법의 결정을 위해서는 전이여부를 확인하는 것이 매우 중요함. 일반적으로 췌장암의 진단과 병기 평가를 위해서는 [18F]FDG PET을 사용하는데, 기존의 [18F]FDG PET은 당대사를 평가하여 췌장 병변의 악성과 양성을 구분하고 전이여부를 평가하기 때문에, 염증이나 감염에 의해서도 당대사가 올라가며 [18F]FDG PET의 해상도가 낮아 췌장암의 진단적인 도구로서의 역할에는 한계가 있음.
췌장암세포는 종양미세환경(tumor microenvironment, TME)이라고 불리는 면역세포, 사이토카인, 섬유아세포, 대사산물, 히알루론산이 풍부한 섬유조직형성 기질로 둘러싸여 있어서, immune surveillance를 피할 수 있음. 특히 췌장암은 종양의 기질이 많은 암종이기 때문에, 이러한 구조적 특징으로 인해 다른 암종에 비해 각종 항암치료의 효과가 떨어짐. 종양미세환경 (TME)을 형성하는 과정에서 암섬유아세포의 역할은 매우 중요하고, 암종마다 그 정도가 다양하게 나타남. 따라서 췌장암 특이적인 암섬유아세포의 발현 정도가 어떤 임상 및 병리적 요인에 따라 달라지는지 확인하고 그 특성을 조사하여 기초 자료를 수집할 필요가 있음.
최근의 암섬유아세포에 대한 새로운 치료들이 시도되고 있으며, 어떤 특성의 암이 그러한 치료의 적합한 후보가 될 수 있을지, 종양면역치료 등과 함께 combination으로 할 때 추가적인 이익이 있을 지에 대한 기초적인 자료 확보가 필요함. 이러한 탐색연구를 통한 기초 자료의 확보는 암섬유아세포의 양 뿐만 아니라 유전자/단백질 발현에 따른 섬유아세포의 특성에 대하여 평가하여 암에 대한 정밀치료 전략 수립에 중요한 역할을 수행할 수 있을 것으로 기대됨.
이에 본 연구는 조직검사상 췌장암이 확인되었거나, 임상적으로 의심되어 수술이 계획된 환자를 대상으로 기존의 PET 영상검사법([18F]FDG PET)과 FAPI PET을 촬영하고, 그 영상검사법을 비교하여 병기 설정 및 진단 민감도, 특이도를 비교 분석하여 췌장암에서의 FAPI PET의 진단적 유용성을 탐색하고자 함.

2. 국내외 연구동향
기존 PET의 한계
· 췌장암은 발견 당시 전이성 췌장암으로 확인되는 경우가 50-55%으로, 치료방법의 결정을 위해서는 전이여부를 확인하는 것이 매우 중요함.
· 일반적으로 췌장암의 진단과 병기 평가를 위해서는 CT(Computed tomography), MRI(Magnetic resonance imaging), PET(Positron emission tomography)를 사용하며, 일반적으로 사용하는 [18F]FDG PET은 당대사를 평가하여 췌장 병변의 악성과 양성을 구분하고 전이여부를 평가하는데 사용됨.
· 하지만 염증이나 감염에서도 당대사가 올라가며 [18F]FDG PET의 해상도가 낮아 췌장암의 진단적인 도구로서의 역할에는 한계가 있음.

암섬유아세포 (cancer-associated fibroblast, CAF)의 중요성
· [image: ]종양미세환경(tumor microenvironment, TME)은 면역세포, 사이토카인, 섬유아세포, 대사산물, 히알루론산이 풍부한 섬유조직형성 기질로 이루어져 암세포의 주변을 둘러싸고 있음.그림 1. 췌장암의 종양 미세 환경 (TME)

[image: ]
· 최근 종양 미세환경을 구성하는 섬유아세포 (fibroblast)의 중요성이 부각되고 있음.
· 섬유아세포는 암조직의 틀을 이룰 수 있는 물질 구성에 중요한 역할을 하며, 여러 사이토카인 (cytokine) 등을 통해 암세포 및 암면역세포와 밀접한 연관성을 가지고 암의 성장과 억제에도 기여함.
· 특히, 암섬유아세포는 유전자의 손상이나 활성산소 등에 의한 세포 손상, 염증 유발 사이토카인 등에 의해 정상 섬유아세포가 활성화되어 나타나게 됨. 
· 암섬유아세포는 조직 구조를 바꾸어 암의 침투 특성을 바꾸거나, 종양 대사 변화에도 영향을 미치고, 여러 신생혈관이나 대식세포 활성화를 유발하는 등 종양미세환경 구성에 중심적 역할을 함. 
[image: figure2]그림 2. 암섬유아세포 (CAF)의 기능 및 그에 따른 작용기전 (Sahai et al. Nature Reviews Cancer 2020)

섬유아세포 활성 단백질 (FAP)의 작용 기전 및 임상적 활용 가능성 (Lindner et al. J Nucl Med 2018)
· FAP의 발현은 주로 대장암, 췌장암, 난소암, 간세포암에서 나쁜 예후와 연관되어 있는 것으로 알려져 있음.
· Peptidase 활성을 통해 Matrix digestion 및 remodeling을 일으키기 때문에, 종양세포의 침습을 일으킬 뿐만 아니라, 부산물인 Neuropeptide Y는 종양의 혈관신생 (angiogenesis)에 관련이 있는 것으로 밝혀져 있음.
· 암섬유아세포 (CAF)는 Collagen I의 Primary source로 항암화학치료 약물의 흡수를 방해하기 때문에, 이를 Targeting하여 제거하면 치료의 반응성을 증대시킬 수 있음.
· 섬유아세포 활성 단백질 (FAP)는 정상 조직에는 존재하지 않고, 작용부위가 세포외공간에 위치하기 때문에 이를 표적으로 하는 분자들은 보다 낮은 Background activity와 Side effect를 보이게 됨.
· [image: ]따라서, FAP를 targeting하는 FAP 억제 peptide (FAPI)를 추적자 (tracer)로 사용하게 되면 Background와 잘 대조되는 양질의 영상을 얻을 수 있고, 동시에 암세포 특이적인 치료에 이용될 수 있음.그림 3. FDG-PET과 FAPI-PET의 비교

[image: 다른, 여러개이(가) 표시된 사진

자동 생성된 설명]
그림 4. 섬유아세포 활성 단백질 억제 펩타이드 (FAPI)의 분자구조

암섬유아세포 타겟의 임상응용 분야
· 종양미세환경에 대한 주요한 역할과 암성장과의 밀접한 연관성 때문에, 암섬유아세포를 타겟으로 하는 치료가 새롭게 제시되고 있음. 
· 암섬유아세포의 활성화를 유발하는 신호를 억제하거나 (TGF-ß inhibition) 암섬유아세포에 특이적 발현을 하는 Fibroblast activation protein (FAP)에 대한 항체 치료 등이 제시가 되고, 임상시험이 이루어지고 있음.
· 이와 같은 암섬유아세포의 정량적 평가와 TGF-ß 신호 등과 관련된 Pathway들을 평가하는 방법이 필요하며, 최근 FAP 억제 peptide를 활용한 PET영상이 가능하여 (FAPI PET) 다양한 암 종에서의 영상 획득이 이루어지고 있음. 
· [image: ][image: 암 28종을 방사성 의약품으로 시각화한다? - 테크레시피]암 섬유아세포의 특성과 발현 정도의 평가는 단백질 수준에서 조직에서 평가할 수 있는 alpha-SMA, FAP, FSP-1 등을 면역조직화학적 평가를 통해 획득할 수 있음. 또한, RNA-expression을 RNA-seq으로 획득한 데이터를 기반으로 종양 내 섬유아세포의 정도를 평가할 수 있는 방법을 활용할 수 있음 (TIMER, CIBERSORT, xCell등)그림 5. 다양한 암환자에 대한 FAPI-PET 영상 (Kratochwil et al. J Nucl Med 2019)



[image: EMB000059c4b3f8]췌장암에서의 암 섬유아세포
· 췌장암은 다른 암에 비하여 특히 FAP 발현이 많은 것으로 확인되었음. 췌장암은 암섬유아세포의 활성과 종양기질의 활성화 정도가 매우 다양하고, 이것이 치료에도 영향을 미치는 것으로 알려져 있음.
· 따라서 FAPI PET을 이용한 비침습적 종양미세환경 특성화가 필요함.

그림 6. 다양한 암종에서의 FAP 발현 비교

3. 연구목적 및 계획 
조직검사상 췌장암이 확인되었거나, 임상적으로 의심되어 수술이 계획된 환자를 대상으로 기존의 PET 영상검사법([18F]FDG PET)과 [18F]FAPI PET을 촬영하고, 두 영상검사법을 비교하여 병기 설정 및 진단 민감도, 특이도를 비교 분석하여 췌장암에서의 FAPI PET의 진단적 유용성을 탐색하고, 섬유아세포 타겟 치료와 연관된 바이오마커로서의 활용 가능성에 대해 기초 자료를 확보하고자 함.

4. 연구방법 
1) 연구대상자의 선정, 제외기준
		A. 선정기준
·  20세 이상의 성인
·  CT 및 PET/CT 를 포함하는 영상검사상 췌장암이 의심되고 조직검사상 암이 확인된 환자
·  수술전 조직학적 검사가 어려워 조직검사상 암이 확인되지 않았으나, 임상상 및 영상검사상 암이 강하게 의심되어 수술적 치료가 계획된 환자
·  연구 참여 시작 전에 피험자 또는 법정대리인이 서면동의서를 작성하고 연구에 요구되는 사항을 준수할 수 있는 환자

B. 제외기준
- 임신하였거나 수유중인 환자
- 시험자가 판단하기에 피험자가 동의서를 이해하는 것을 방해하거나 방해할 것으로 여겨지는 임상적으로 유의한 조절되지 않는 발작, 중추신경계질환이나 정신질환의 병력을 가진 환자 
- 조절되지 않는 중증 감염이나 조절되지 않는 기타 중증 동반 질환으로 진행된 피험자  
- 연구 전 4주 이내 기타 다른 주요 수술을 받은 환자 또는 주요 수술의 영향에서 완전히 회복되지 않은 환자.

C. 목표한 대상자 수 및 산출 근거 
· 본 연구는 췌장암에서 FAPI PET과 기존의 영상검사(FDG PET, CT, MRI)를 비교하고 섬유아세포의 양과 관련된 유전자 및 단백질 발현을 임상 및 조직학적 grade와 연관 분석하는 예비연구로서, 기존에 수행된 바 없는 연구임. 탐색적 목적으로 계획된 연구로서, 연관 분석을 위해 총 30 명의 피험자 수를 목표로 함.

2) 구체적 연구방법
췌장암으로 새롭게 진단된 환자로서 수술이 계획된 환자에서 본 연구 선정 기준에 합당한 환자를 대상으로 연구에 대해 설명하고 참여 동의를 구함. 

A. 수술 전 평가
환자의 수술 전 영상 검사를 리뷰하여 다음을 평가함.
· 복부조영증강 CT: 종양의 크기, 의심되는 종양의 림프절
· [18F]FDG PET/CT: 원발종양의 FDG 섭취 정도 SUVmax, PET 기반 종양 크기 (Tumor Volume), 섭취를 보이는 병변의 수. 
· FDG PET/CT는 FDG 를 0.14 mCi/kg로 정맥 주사 후 60분간 안정상태를 유지한 뒤 Torso영상을 획득함. Torso영상 촬영은 약 총 10분간 진행됨 (환자의 키에 따라 촬영 bed수가 결정되며, bed당 2분간 촬영) 
· 임상 병기
· [18F]FAPI PET/CT :
연구적 목적의 촬영으로서, 섬유아세포의 정량적 지표를 획득하여 바이오마커로서 활용하기 위하여 본 연구에서 필요함. 
  원발종양의 FAPI 섭취정도 SUVmax, FAPI PET기반 종양 크기 (tumor volume), 섭취를 보이는 병변의 수 
· FAPI PET/CT는 FAPI 를 185 MBq (5 mCi) 로 정맥 주사 후 안정상태를 유지한 뒤 60분 및 120분 째 Torso영상을 획득함. Torso영상 촬영은 약 총 10분간 진행됨 (환자의 키에 따라 촬영 bed수가 결정되며, bed당 2분간 촬영) 

B. 수술 후 평가
수술시 획득한 원발 종양 조직의 일부를 육안으로 관찰한 후 급속 냉동처리하여 보관 
수술 후 평가 항목 
· 환자의 기본 특성: 나이, 성별, 진단명, 병력 및 가족력, 검진소견
· 수술 이후 병리학적 병기 (AJCC 8th edition)
· 수술 이후의 병리학적 소견
병리 형태 기반 타입, 조직학적 Grade 
· Fresh frozen조직을 통하여 다음에 대한 검사를 수행
· 면역조직화학 : FAP, CD68, CD3, MRC1, PD-L1
· RNA-expression : Total RNA-sequencing 및/또는 qPCR통한 상기 유전자의 RNA발현 평가

C. 추적 평가
- 수술 후 임상 진료 목적으로 외래 통해 추적 관찰하며, 재발 여부 및 재발까지의 수술 후부터 기간을 수집함.
- 재발 여부와 암 섬유아세포의 연관성을 분석함. 

3) 기존 치료 및 연구와의 차별점
본 연구는 최근 기초 및 중개 연구를 통해 중요성이 부각되는 암 섬유아세포에 대한 임상 응용 가능성을 살펴보는 연구로서, 영상 및 조직 기반으로 암섬유아세포를 평가하여, 다른 임상지표 및 병기와의 연관성, 예후와의 연관성, 그리고 종양면역미세환경과의 연관성을 통해 치료 응용을 목표로 하는 새로운 연구임. 즉, 기존 이루어진 연구가 없으며 임상적 응용 가능성을 보기 위한 탐색 연구임. 

4) 효과 평가기준, 평가 방법 및 해석 방법 (통계분석방법 등)
· Demographic변수, 조직검사결과 Grade및 병기에 따른 섬유아세포 평가 정량 지표, 영상 검사에서의 측정 변수를 비교 분석 수행. 연속변수에 대한 상관성을 Pearson correlation으로, 명목변수에 의한 연관성은 independent t-test, One-way ANOVA를 통해 수행함. 
· 본 연구를 통해 모인 환자를 대상으로 수술 후 임상적 follow-up을 추후 분석하여 재발 여부를 평가, cox-regression model로 평가함. 

5. 예상되는 연구결과 및 발전방향 
종양의 섬유아세포 발현량에 따라 서로 다른 예후특성을 보이며, 서로 다른 종양면역 미세환경 특성을 보임.
종양의 섬유아세포 발현 정도 평가는 환자의 예후 예측뿐 아니라 다른 임상-영상-조직검사결과와 통합하여 종양면역치료에 대한 적합한 세부 암종을 찾는데 활용할 수 있을 것임.
섬유아세포의 발현량은 종양의 면역학적 특성과도 밀접한 연관이 있어, 종양면역치료에 대한 새로운 바이오마커로서의 가능성을 탐색해 볼 수 있을 것으로 기대함.
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7. 연구추진일정 
연구계획의 추진 일정을 항목별로 작성한다.
	내용
	2022년 01월 ~ 2022년 12월

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	관련자료 조사 및 검사 준비
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	피험자 선정 및 검사진행
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	조직기반 검사수행
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	영상, 병리 데이터 분석
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	결과 도출 및 보고서 작성
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	





8. 연구분담표
	   내용
	연구자

	
	성명
	소속
	직위

	연구설계, 핵의학검사 진행 및 영상 분석
	천기정
	서울대학교병원 핵의학과
	교수

	환자모집, 수술 진행, 병리결과 분석
	권우일
	서울대학교병원 외과
	교수

	환자모집, 수술 진행, 영상/병리 결과 분석 및 해석 
	김홍범
	서울대학교병원 외과
	교수

	연구설계, 결과 분석 및 해석
	변윤형
	의정부을지대학교병원 외과
	조교수



9. 소요예산
 (단위: 원)
	항목
	내역
	단가
	수량
	단위
	합계

	인건비(40%)
	인건비
	100,000 x 12개월=1,200,000
	3
	명/원
	3,600,000

	재료비(45%)
	검사료
판독료
	100,000
30,000
	30
30
	건/원
건/원
	3,900,000

	연구활동잡비(15%)
	
	
	
	
	

	여비
	국내여비
국외여비
	200,000
500,000
	2
2
	회/원
회/원
	1,400,000

	회의비
	회의비
	100,000
	5
	회/원
	500,000

	자문비/자료수집비
	자문비
피험자교통비
	300,000
10,000
	1
30
	회/원
명/원
	600,000

	기타
	
	
	
	
	

	합계(100%)
	
	
	
	
	10,000,000



※ 위 사항을 기재하신 후 한국췌장외과학회 메일(kpsc2004@gmail.com)로 보내주시기 바랍니다.
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