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국문요약

AC133 항원 양성 급성 백혈병의 생물학적 특성

A C133 항원은 미성숙한 단계의 조혈모세포에서 특이적으로 표현되는

세포표면 항원이며, 정상 조혈모세포 뿐만 아니라 CD34 양성 급성 백

혈병 세포 및 일부 CD34 음성 백혈병세포에서도 표현되는 것으로 알려

져 있다. 그러나 아직까지 AC133 항원 양성 급성 백혈병세포의 임상적,

면역학적 및 생물학적 특성에 대한 연구는 거의 없는 상태이므로 저자

는 급성 백혈병에서 AC133 항원표현의 임상적 의미 및 세포생물학적

특성을 알아보고자 하였다. 대상환자는 세브란스병원에서 급성 백혈병

으로 진단 받은 환자 36예 (급성 골수성 백혈병 21예, 급성 림프구성

백혈병 15예)이었으며, 급성 백혈병 진단시의 골수 백혈병세포를 대상

으로 유세포분석과 W estern blot 분석을 시행하였다. A C133 항원 양성

백혈병은 이들 환자의 진단시 골수의 단핵세포 중 CD45와 side scatt er

를 이용하여 유세포분석으로 측정한 백혈병 세포 중에서 AC133 항원의

발현이 20%이상 표현되는 경우로 정의하였다. A C133 항원은 33.3%

(12예/ 36예)에서 양성이었고, 급성 골수성 백혈병에서는 52.4% (11예/ 21

예)에서, 급성 림프구성 백혈병에서는 6.7% (1예/ 15예)에서 A C133 항원

양성이었다. 급성 골수성 백혈병 환자에서 A C133 항원 유무에 따른 관

해유도율 등 임상적인 차이는 없었으며, 총 생존기간이나 생존율도 차

이가 없었다. 면역표현형 검사 (CD34, HLA - DR, CD38 항원)에서는

CD34 항원만 통계적으로 유의하게 AC133 항원 양성 급성 골수성 백혈

병 환자에서 더 높게 표현이 되었다 (P =0.045). 세포고사와 관련된 단
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백인 F as , F as ligand, Bcl- 2, caspase- 3의 표현을 측정하였으며, 급성

골수성 백혈병 세포들 중에서 A C133 항원 표현 정도가 높을수록 F as

의 표현정도가 통계적으로 높았다 (P =0.048). 세포고사를 유발하는 화

학물질 (cytosine arabinoside[Ara - C], dox orubicin , tum or necrosis

factor [T NF ]-α)을 사용하여 세포고사의 정도를 분석하였다. A C133 항

원 양성 급성 골수성 백혈병에서 세포고사의 정도가 낮은 경향을 보였

으나 Ara- C를 사용한 경우에만 통계적으로 유의하게 나왔으며

(P =0.049), 이러한 결과는 분리되지 않은 형태의 caspase- 3 단백의 표

현이 A C133 항원 양성 급성 골수성 백혈병세포에서 높은 경향을 보이

면서 Ara - C에 의한 caspase- 3의 활성화에 저항을 보였기 때문으로 생

각할 수 있을 것이다. 그리고, CD34 항원 양성 급성 골수성 백혈병에서

는 AC133 항원 양성 급성 골수성 백혈병과는 다르게 dox orubicin이나

T NF -α에 의한 세포고사 정도가 낮았다. 결론적으로 본 연구에서

A C133 항원의 세포고사를 포함하는 생물학적 특성이 다른 미성숙 세포

표면 항원과 차이가 있음을 확인할 수 있었다. 그러나, AC133 항원 양

성 백혈병의 이러한 생물학적 특성의 기전을 규명하고, CD34 항원과는

구별되는 임상적인 예후인자로 AC133 항원을 사용하기 위해서는 더 많

은 환자를 대상으로 하는 임상연구가 진행되어야 할 것으로 생각한다.

핵심되는 말 : A C133 항원, 급성 백혈병, 세포고사
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AC133 항원 양성 급성 백혈병의 생물학적 특성

<지도교수 민유홍>

연세대학교 대학원 의학과

김 진 석

I . 서 론

A C133 항원은 처음에는 CD34b r ig h t 조혈모세포에서만 제한되어 표현

되는 구조적으로 매우 새로운 5- tran smembrane molecule로서, 세포표

면에서 이 항원의 표현은 매우 미성숙한 과립구-단구 수임 조혈모세포

군임을 시사한다고 알려졌다1 ,2 ,3 . 즉, AC133 항원은 지금까지 조혈모세

포 특이 항원으로 널리 알려진 CD34 항원 양성 조혈모세포 중 특히 미

성숙한 단계의 조혈모세포에서 특이적으로 표현되는 세포표면 항원임을

의미한다고 할 수 있었다. 그러나, 이후에 A C133 항원은 정상 조혈모세

포 뿐만 아니라 CD34 양성 급성 백혈병 세포 및 일부 CD34 음성 백혈

병세포에서도 표현되는 것으로 알려져 왔으며4 , 아직까지 A C133 항원

양성 급성 백혈병의 임상 양상과 면역학적 및 생물학적 특성에 대한 연

구는 거의 없는 실정이며, 이에 대해서 알려진 바가 없다.

급성 백혈병은 조혈모세포의 발생 및 분화단계의 한 시점에서 발생하

는 혈액종양임은 주지하는 사실이며, 따라서 백혈병 생성기전에 있어서

각각의 백혈병이 조혈모세포 개체발생단계 (ontogeny ) 중 어느 시점에

서 유래되었는가 하는 사실을 인지함으로써 각각의 생물학적 특성을 예

측할 수 있을 것이다. 미성숙한 단계에서 발생한 백혈병의 경우 생물학

적으로도 역시 더욱 미성숙한 양상을 보여 치료에 대한 반응 및 생존율

등이 다소 저조한 것으로 알려져 있으며5 ,6 , 항암제에 대한 다약제 내성
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유전자 (mult i- drug resistance gene)의 발현과도 연관이 있는 것으로

보고되고 있다7 . 그러나, 기존의 조혈모세포 특이 항원인 CD34 항원 양

성 백혈병의 면역학적 및 생물학적 특성에 대한 다양한 연구결과를 보

면 연구마다 상이한 결과를 보이며, 이는 CD34 항원 양성 백혈병이 이

질적인 세포군임을 시사하는 소견이라고 생각된다. 따라서 CD34 항원

양성 세포군의 일부로 생각되는 A C133 항원 양성 세포를 이용함으로써

이러한 문제를 극복할 수 있을 것으로 기대할 수 있겠다.

급성 백혈병의 가장 중요한 치료방침은 항암화학요법이며 이러한 항

암약제의 항백혈병효과는 세포고사 (apoptosis )에 의한 것으로 밝혀진

바 있다. 급성 백혈병의 치료실패의 가장 중요한 원인은 약제내성이며,

따라서 세포고사 조절기전의 이상이 이러한 약제내성의 중요한 기전으

로 생각되고 있다8 . 지금까지 백혈병세포의 면역표현형 분석 및 세포고

사 연구가 활발히 이루어지고 있는 바, CD34, HLA - DR, CD38 항원 표

현형에 따라 백혈병세포의 클론 유래 단계 및 증식, 분화에 있어서의

백혈병세포의 특성을 연관시킨 연구 결과들이 보고된 바 있다. 따라서

A C133 항원 양성 백혈병세포의 면역표현형 분석 및 세포고사 조절기전

을 연구함으로써 AC133 항원 양성 백혈병세포의 생물학적 특성을 규명

할 수 있을 것으로 생각된다.

이에 본 연구자는 AC133 항원 표현 여부에 따른 백혈병세포의 면역

표현형과 임상양상의 차이를 비교 분석하고, 또한 세포고사 조절기전에

중요한 역할을 하는 것으로 알려진 F as , Bcl- 2, caspase- 3 단백의 구조

적 표현정도를 측정하며, in vit ro에서 A C133 항원 양성 백혈병세포의

세포고사 유발 화학물질에 대한 세포고사 유발 반응 정도를 A C133 항

원 음성 백혈병세포 및 다른 미성숙 세포 표면 항원과 비교 분석함으로

써 급성 백혈병에서 AC133 항원의 임상적인 의미와 A C133 항원 양성

백혈병의 생물학적 특징을 알아보고자 하였다.
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II . 재료 및 방법

1 . 대상

1997년 11월부터 2000년 5월까지 연세대학교 의과대학 부속 세브란스

병원 혈액종양내과에서 처음 급성 백혈병으로 진단 받은 15세 이상의

환자 36예 (급성 골수성 백혈병 21예, 급성 림프구성 백혈병 15예)를

대상으로 하였다. 급성 백혈병의 혈액학적 진단은 형태와 세포화학염색

에 기초를 둔 F rench - Am erican - Brit ish (FAB ) 분류에 따라 시행하였

다. 급성 백혈병으로 진단 받을 당시의 골수 단핵세포 (bone marrow

m ononuclear cells )를 F icoll- Hypaque (Nyegaard, Oslo, Norw ay ) 농도

차이 (density gradient )를 이용한 분리법으로 분리하였다. 2차례 세척

을 한 뒤에 세포들을 10% fet al bovine serum (F BS ; GIBCO,

Gaither sburg , MD )과 10% dim ethyl sulfoxide (DMS O)를 포함한

RPMI 1640 배양액 (GIBCO)에 재부유시킨 후에 액화 질소에 냉동하여

- 70℃에서 보관하였다. 급성 백혈병으로 진단 받을 당시의 골수 단핵세

포를 녹이고 FBS와 RPMI 1640으로 2번 세척하고 0.3% trypan blue

용액으로 염색한 뒤에 hemocytometer를 이용하여 활성도 (viability )를

측정하여서 활성도가 90%이상인 것만 사용하였다.
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2 . 방법

가. 임상적 특징과의 연관성

대상 급성 백혈병 환자의 진단당시의 나이, 성별, 말초혈액수치, lact ate

dehydrogenase (LDH ), 염색체 변이 및 관해유도 항암치료 이후 골수검

사 상 완전 관해 판정 유무, 완전 관해 유지기간, 1년내 재발 유무, 무

병생존기간, 총 생존기간 등 임상적인 특징을 의무기록을 통하여 후향

적으로 조사하였다. 급성 골수성 백혈병과 급성 림프구성 백혈병으로

나눠서 A C133 항원 표현 유무와 임상적인 특징과의 연관성을 조사하였

다. 완전관해는 골수 외 백혈병 (extramedullary leukemia )의 증거가 없

으며, 말초혈액에서 호중구가 1,500/ L이상, 미숙세포 (blast )가 없고, 혈

소판이 100,000/ uL이상이며 골수검사 상 세포 충실도 20%이상, 미숙세

포가 5%미만에서 관찰되는 상태가 적어도 4주 이상 지속될 때로 정의

하였다.

나. A C133 항원 표현에 따른 면역표현형 (immunophenotype) 검사

백혈병세포에서 A C133, CD34, CD38, HLA - DR 항원의 표현과 세포고

사와 관련된 단백질인 F as , F asL (ligand)을 측정하기 위하여 각각의

항원에 대한 단클론 항체 (monoclonal ant ibodies )를 이용한 유세포분석

(flow cytom etry )을 하였다. 각 단클론 항체는 FIT C (fluorescent

isothiocyanate, F L1)나 PE (phycoerythrin , F L2)나 PerCP (peridinine

cholorophyll protein , FL3)와 결합된 것을 사용하거나 purified 형태를

사용하였다. A C133- PE (Milt enyi Biot ec, Bergisch Gladbach ,

Germ any ), CD34- F IT C (Becton Dickinson , Mountain View , CA ,

USA ), CD38 (Becton Dickin son ), HLA - DR - PerCP (Becton
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Dickin son ), F as (Becton Dickin son ), F asL (Becton Dickin son ),

CD45- FIT C (Becton Dickinson )을 사용하였다. 음성 대조로는 m ou se

IgG1 - F IT C, m ou se IgG1 - PE , m ou se IgG1 - P erCP (Becton Dickin son )을

사용하였다.

유세포분석을 위해서 2.5- 5.0×105 cells/ 50 uL의 단핵세포를 100 uL

F A CS w ash buffer에 재부유시킨 뒤에 다음과 같은 단클론 항체 조합

(T able 1)에 따라 각각 10 uL 단클론 항체를 넣고 4℃에서 20분간 배

양시킨 후 F A CS w ash buffer 2 ml을 넣고 4℃에서 300 g로 5분간 원

심분리하여 침전된 세포를 사용하였다.

T able 1. Monoclonal antibody panel for flow cytometry used in the

study

형광물질이 결합되지 않은 항체인 CD38, F as , F asL은 RAM (rat

ant i- mouse) IgG1 - PerCP (Becton Dickinson )와 다시 한번 더 4℃에서

20분간 배양하여 분석하였다. 염색된 세포들은 유세포분석기

(FA CSCalibur , Becton Dickin son )를 이용하여 forw ard scat ter (F S C)

와 side scatter (SS C)지표는 linear scale로, 형광 강도의 검출에는

F IT C는 FL1, PE는 F L2, PerCP는 FL3 지표를 log scale로 맞추고

CellQuest softw are (Becton Dickin son )를 사용하여 각 항원마다 적어

No FIT C PE PerCP

1 Control Ig G1 Control IgG1 Control IgG1

2 CD34 A C133 CD38

3 CD34 A C133 HLA - DR

4 CD34 A C133 F as

5 CD34 A C133 F asL

6 CD45 A C133
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도 10,000개의 골수 유핵 세포 분석 결과를 얻어서 분석을 하였다. 실험

에 사용된 환자의 전체 세포 중에서 CD45와 SS C를 이용하여 백혈병

세포를 검출한 뒤 여기서 A C133 항원의 표현정도를 측정하였다. 염색

된 세포가 대조군과 비교하여 적어도 20%이상일 때를 양성으로 간주하

였다. AC133 양성 백혈병은 CD45와 SSC를 이용하여 측정한 백혈병

세포 중에서 A C133 항원이 대조군과 비교하여 20%이상 표현될 때로

정의하였다.

다. W estern blot 분석

급성 백혈병 환자 36예의 백혈병세포에서 W estern blot 분석을 이용하

여 Bcl- 2, caspase- 3 단백의 표현 정도를 측정하였다. A C133 항원에

따른 급성 골수성 백혈병에서 이들 단백의 표현에 대한 결과분석은 세

포에서 추출한 단백의 농도가 낮아 분석을 시행하지 못한 2예와 급성

전골수성 백혈병 (acute promyelocytic leukemia, M3) 2예를 제외한 17

예를 대상으로 하였다. 급성 백혈병으로 진단 받을 당시의 환자의 골수

단핵세포에서 단백을 추출한 후에 측정할 단백을 12%

SDS - polyacrylamide gel에서 전기영동으로 분리하고 nitrocellulose

m embrane (Amer sham , Little Chalfont , UK )위로 단백을 이동시켰다.

Anti- Bcl- 2 (Santa Cruz Biotechnology , Santa Cruz, California , USA ),

ant i- caspase- 3 (Santa Cruz Biot echnology )와 ECL chemiluminiscent

detection reagent (Am ersham )를 사용하였고, 각각의 단백의 표현정도

는 CSC Camera controller 1.4 program (Vilber lourm at , France)으로

읽은 뒤에 T INA 2.10e program (Raytest , Germ any )을 이용하여 측정

하였으며, AC133 항원 표현 유무에 따른 각각 단백의 표현정도의 차이

를 관찰하였다. 대조군으로 anti- hum an α- tubulin (Cedarlane,

H ornby , Ontario, Canada )을 사용하여 α- tubulin을 측정하였다.
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라. 화학물질에 의한 세포고사 유도 검사

급성 백혈병 환자 36예의 진단 받을 당시의 환자의 골수 단핵세포에 세

포고사를 유발하는 화학물질 (cytosine arabinoside[Ara - C],

doxorubicin , T NF -α)을 첨가하여 세포고사를 유도하였으며, Ara - C 1

uM (24시간), dox orubicin 1 uM (4시간), T NF -α 10 ng/ ml (4시간)을

사용하였다. 세포고사의 유도정도는 Annexin - V - FIT C (Becton

Dickin son )/ Propidium iodide (PI; Sigma, Deisenhofen , Germ any ) 염색

후 유세포분석기를 이용하여 분석하였다. 100 uL (1×106 cells )에

Annexin - V - F IT C 5 uL와 PI 10 uL를 첨가하여 염색하였다. 세포고사

가 된 세포는 Annexin - V +/ PI± 세포로 규정하였다. 세포고사의 정도는

화학물질을 첨가하지 않은 대조군과의 차이를 측정하여 사용하였으며,

A C133 항원 표현 유무에 따른 세포고사의 정도의 변화를 측정하였다.

마. 화학물질에 의한 세포고사의 형태학적 분석

세포고사를 유발하는 화학물질인 Ara- C 1 uM (24시간), doxorubicin 1

uM (4시간), T NF -α 10 ng/ ml (4시간)을 첨가하여 세포고사를 유도하

였으며, 화학물질을 첨가하지 않은 대조군과 각각의 화학물질은 첨가한

세포와의 형태학적 차이를 관찰하였다. 24시간 동안 배양을 한 다음 세

포염색을 위해서 cytospin centrifuge (Cytospin 3; Shandon , USA )를

시행하였으며, Wright 염색을 하여 현미경 (Olympus BX50F ; Olympu s

opt ical co, Japan )으로 AC133 항원 표현 유무에 따른 세포고사의 형태

학 변화를 관찰하였다.
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바. 통계 분석

A C133 항원 양성 유무에 따른 임상적 특징을 비교하기 위해서는

Student ' s T - test를 사용하였고, 생존율 비교를 위해서는 Kaplan - Meier

surviv al test를 사용하였고 통계적인 의의를 검사하기 위해서는 log

rank test를 사용하였다. A C133 항원에 따른 면역표현형 검사와 생물학

적 특성을 비교하기 위해서는 chi- square test , Student ' s T - test ,

P ear son correlation t est를 사용하였다. 모든 통계 결과는 P값이 0.05미

만인 경우를 통계적인 유의성이 있는 것으로 판정하였다. 이상의 모든

통계적 분석은 Window s - SPSS release 9.0을 사용하여 수행하였다.
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III . 결 과

1 . A C133 항원 표현에 따른 급성 백혈병 환자들의 임상적 특성

대상 급성 백혈병 환자들은 총 36예이었으며, 환자들의 임상적인 특

성을 요약하였다 (T able 2, 3).

T able 2. Clinical characterist ics and expression rates of A C133 and
CD34 antigen in acute lymphoblast ic leukemias

F AB; F rench - Am erican - British , CR1; fir st complet e remission , OS ;

overall surv ival duration .

UPN Sex/ A ge
F AB

type

A C133

(% )

CD34

(% )
Kary otype

CR1

durat ion

(month s )

OS

(m onth s )

1 M/ 39 L2 3.3 91.2 46XY , t (9;22) 7 11

2 F/ 15 L2 5.7 4.7 n orm al 4 12

3 F/ 18 L2 0.8 68.1 not report able 5 8

4 F/ 26 L2 3.9 80.4 n orm al 9 20

5 M/ 45 L2 2.0 2.0 n orm al 4 12

6 M/ 43 L2 35.3 94.3 not report able 1 9

7 F/ 17 L2 1.0 1.8 n orm al 17 18

8 M/ 59 L2 1.4 0.3 n orm al 13 14

9 M/ 24 L2 10.1 9.8 47XY , +16 11 13

10 F/ 36 L2 0.9 78.6 n orm al 12 13

11 M/ 27 L2 2.6 21.8 47XY , +10 4 10

12 F/ 37 L2 0.3 79.5 not report able 6 7

13 F/ 42 L2 0.2 48.4 n orm al 0 4

14 M/ 45 L2 1.1 89.3 n orm al 4 5

15 M/ 45 L2 9.4 91.9 n orm al 0 11
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T able 3. Clinical characterist ics and expression rates of A C133 and
CD34 antigen in acute myelogenous leukemias

UPN Sex/ A ge
F AB

type

A C133

(% )

CD34

(% )
Kary otype

CR1

durat ion

(month s )

OS

(m onth s )

1 F/ 25 M4 23.0 80.3 n orm al 8 11

2 M/ 46 M4 36.0 64.3 48XY , +21×2 10 11

3 F/ 18 M 2 67.8 0.7 45XO, - 7,+15 13 14

4 M/ 42 M 2 6.4 2.1 47XY , +8 11 15

5 F/ 15 M 2 7.1 58.0 not report able 0 10

6 F/ 58 M4 1.5 48.4 46XX , t (8;21) 0 3

7 M/ 51 M3 0.3 31.2 46XY , t (15;17) 17 18

8 M/ 17 M5 64.8 74.0 n orm al 16 17

9 M/ 50 M5 20.1 26.8 n orm al 18 20

10 F/ 68 M 2 51.5 58.7 not report able 3 6

11 M/ 35 M 1 87.7 92.3 n orm al 0 2

12 M/ 42 M 2 11.4 84.0 not report able 4 10

13 M/ 52 M5 9.5 90.9 45XY , - 8 0 2

14 M/ 67 M 0 65.3 46.8 n orm al 0 1

15 M/ 34 M5 1.4 0.6 49XY , +8,10,14 3 4

16 M/ 59 M 0 0.9 49.4 n orm al 0 1

17 M/ 73 M 1 73.6 91.6 47XY , +8 0 1

18 M/ 72 M5 91.0 93.6 47XY , +8 0 7

19 F/ 71 M3 1.7 5.0 n orm al 22 23

20 F/ 18 M5 2.3 1.6 not report able 27 29

21 M/ 56 M4 90.9 89.3 n orm al 2 10
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전체 36명 급성 백혈병 환자의 남녀 비는 1.6:1 (남자 22명, 여자 14

명)이었다. 평균 연령은 41.3세 (15- 73세)였다. A C133 항원은 12예

(33.3% )에서 양성이었으며, 이들 A C133 항원 양성 급성 백혈병 환자에

서 백혈병세포 중 A C133 항원의 표현은 중앙값이 65.0% (20.1- 91.0% )

이었다. 대상환자들의 임상적인 특징을 AC133 항원 표현 유무에 따라

요약하였으며, 중앙값을 사용하였다 (T able 4).

T able 4. Patient s characterist ics according to A C133 expression

*Norm al range; 225- 445 IU/ L , LDH ; lactate dehydrogenase, NS ;

non - significant .

A C133 항원 양성 급성 백혈병은 급성 골수성 백혈병 중에서 52.4%

(11예/ 21예)이었으며, 급성 림프구성 백혈병 중에서는 6.7% (1예/ 15예)

이었다. 급성 림프구성 백혈병보다는 급성 골수성 백혈병에서 A C133

A C133 expression

Positiv e (N =12) Negativ e (N =24) P

A ge 48 (17- 73) 40.5 (15- 71) N S

Sex (M :F ) 9:3 13:11 N S

AML

M 0/ M 1/ M 2/ M3 1/ 2/ 2/ 0 1/ 0/ 3/ 2
M4/ M5 3/ 3 1/ 3

ALL (L2) 1 14

Hemogram

H em oglobin (g/ dL ) 7.6 (4.2- 12.0) 7.8 (2.8- 13.0) N S

W BC (×109/ L ) 42.9 (2.7- 341.5) 16.3 (1.3- 109.2) N S

Plat elet s (×109/ L ) 53.0 (9.0- 139.0) 54.0 (8.0- 512.0) N S

LDH * (IU/ L) 713.5 (250.0- 4672.0) 1423.0 (344.0- 13570.0) N S
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항원의 표현이 높았다 (P =0.005). AC133 항원 양성 급성 림프구성 백

혈병 1예는 형태학적으로는 L2, 면역학적으로는 common B -세포 림프

구성 백혈병 (CD10 양성)이었으며, 백혈병세포 중 A C133 항원의 표현

은 35.3%이었다. 급성 골수성 백혈병환자의 임상적 특징을 AC133 항원

표현 유무에 따라 요약하였다 (T able 5). 급성 골수성 백혈병에서

F rench - American - Brit ish (F AB ) 분류에 따른 AC133 항원은 M1에서

100% (2예/ 2예), M4에서 75% (3예/ 4예), M0에서 50% (1예/ 2예), M5에

서는 50% (3예/ 6예)에서 표현되었으며, 급성 전골수성 백혈병 (M3) 2예

에서는 A C133 항원의 표현은 없었다 (T able 3).

T able 5. Clinical characterist ics of AML patient s according to AC133

expression

A C133- posit iv e
(N=11)

A C133- n egativ e
(N=10)

P

A g e 50.0 (17- 73) 46.5 (15- 71) NS

Sex (M :F ) 8:3 6:4 NS
H em ogram

Hemoglobin (g/ dL ) 7.6 (4.9- 13.7) 6.9 (5.0- 12.3) NS

W BC (×109/ L ) 28.6 (2.7- 341.5) 18.6 (1.4- 45.7) NS
Platelet s (×109/ L ) 41.0 (9.0- 139.0) 24.5 (8.0- 116.0) NS

LDH (IU/ L) 663.0 (250.0- 4672.0) 1537.5 (480.0- 4232.0) NS

Percent age of A C133-

posit iv e cells
65.3 (20.1- 91.0) 2.0 (0.3- 11.4) < 0.01

Kary otype

Norm al 6 2
t (8:21) or t (15:17) 0 2
+8 or +21 3 2
- 5 or - 7 1 0
other s 0 1
not report able 1 3
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2 . A C 133 항원 표현에 따른 치료결과와 생존율

A C133 항원 표현 유무에 따른 치료결과와 생존율을 비교하기 위해서

는 급성 골수성 백혈병과 급성 림프구성 백혈병의 임상 경과가 다르므

로 각각의 치료결과와 생존율을 분석하였다. A C133 항원 양성 급성 림

프구성 백혈병 1예는 VPD (vincristine, prednisolone, daunorubicin ) 항

암화학요법 시행 후 완전관해에 도달하였으나 1달 뒤에 재발하였으며,

총 생존기간은 10개월이고 무병 생존기간은 6개월이었다. 급성 골수성

백혈병 21예의 치료결과와 생존율은 AC133 항원 표현 유무에 따라 분

리하여 분석하였다 (T able 6).

T able 6. T herapeutic out com es in acut e leukemia patient s

A M L
A LL

AC133- positive AC133- negative P

CR rate (%) 63.6 (7/ 11) 60.0 (6/ 10) NS 86.7 (13/ 15)

CR1 durat ion (months ) 10.0 14.0 NS 6.0

Remission failure rate (%) 36.4 (4/ 11) 40.0 (4/ 10) NS 13.3 ( 2/ 15)

Early death 25.0 (1/ 4 ) 50.0 (2/ 4 ) 0.0 ( 0/ 2 )
Resist ance 75.0 (3/ 4 ) 50.0 (2/ 4 ) 100.0 ( 2/ 2 )

Relapse rate (%) 42.9 (3/ 7 ) 50.0 (3/ 6 ) NS 53.8 ( 7/ 13)

One- year relapse rate (%) 42.9 (3/ 7 ) 33.3 (2/ 6 ) NS 53.8 ( 7/ 13)

Median OS (months ) 10.0 10.0 NS 11.0

One- year survival rate (%) 45.5 46.7 NS 41.7

Median DFS (months ) 10.0 14.0 NS 6.0

AML; acute myelogenou s leukemia, ALL; acute lymphoblastic
leukemia .
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급성 골수성 백혈병 환자 중 15예에서는 관해유도 항암제로 Ara- C

100 mg/ m 2을 관해도입 치료 1일부터 7일까지, idarubicin 12 mg/ m 2을

1일에서 3일까지 사용하였으며 이중 11예에서 완전관해에 도달하였다.

급성 전골수성 백혈병 2예는 AT RA (all- tan s retinoic acid)로 완전관

해에 도달하였다. 관해유도 항암제로 Ara - C, idarubicin , topotecan의 병

합요법을 시행한 1예에서는 완전관해에 도달하지 못하였으며, 3예에서

는 치료를 시행하지 못하고 조기에 사망하였다.

급성 골수성 백혈병의 총 생존기간의 중앙값은 10개월이었으며,

A C133항원 표현 유무에 따른 통계적인 차이는 없었다. A C133 항원 양

성 급성 골수성 백혈병 환자의 생존율이 A C133 항원 음성 환자보다 낮

은 경향은 보였으나 통계적으로 유의하지 않았다 (Figure 1). 그리고,

A C133 항원 양성 골수성 백혈병 환자의 첫번째 관해유지기간 (CR1

durat ion )이 A C133 항원 음성 환자보다 짧은 경향을 보였고, 1년내 재

발율 (one- year relapse rate)은 높은 경향은 보였으나 통계적으로 유의

하지 않았다 (T able 6). CD34 항원 표현 유무에 따른 생존율은 CD34

항원 양성 급성 골수성 백혈병 환자에서 통계적으로 유의하게 낮았다

(log rank test ; P <0.01). 그러나, A C133+/ CD34+ 급성 골수성 백혈병 환

자와 A C133- / CD34+ 급성 골수성 백혈병 환자의 생존율은 차이가 없었

다. 그리고, CD38 항원과 HLA - DR 항원의 표현에 따른 생존율의 차이

도 없었다.
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F ig . 1. Kaplan - Meier surv ival estimates of acut e myeloid leukemia

patient s according to AC133 expression .
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3 . A C133 항원과 CD 34 , CD 38 , H LA - D R 항원 표현과의 연관성

급성 백혈병 환자의 골수 단핵세포에서 A C133 항원 표현에 따른

CD34, CD38, HLA - DR 항원의 표현정도를 유세포분석을 통하여 분석

하였다 (F igure 2).

F ig . 2. Coexpression of A C133, CD34, CD38, HLA - DR, F as , F asL

(ligand) in AML cells . Flow cytom etric analy ses of

immunophenotypes of AML cells obt ained from tw o representat ive

cases are shown .
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급성 림프구성 백혈병 15예 중에서는 CD34 항원 양성은 10예

(66.7% ), CD38 항원 양성은 15예 (100% ), HLA - DR 항원 양성은 12예

(80.0% )이었다. A C133 항원 양성 급성 림프구성 백혈병 1예에서는

CD34, CD38, HLA - DR 모두 양성으로 나타났다.

급성 골수성 백혈병 21예 중에서 CD34 항원 양성은 15예 (71.4% ),

CD38 항원 양성은 18예 (85.7% ), HLA - DR 항원 양성은 19예 (90.5% )

이었다. 급성 골수성 백혈병 환자에서 A C133 항원 양성 유무에 따른

이들 항원의 표현은 CD34 항원의 표현만 통계적으로 유의하게 A C133

항원 양성 급성 골수성 백혈병 환자에서 더 높게 표현이 되었다

(P =0.045)(T able 7). CD34 항원 양성 급성 골수성 백혈병 15예 중

A C133 양성 (A C133+/ CD34+ )은 10예 (66.7% )이었으며, A C133- / CD34+인

경우가 5예 (33.3% ) 있었다. A C133 항원 양성인 나머지 1예는

A C133+/ CD34 -인 경우이었다.

T able 7. Immunophenotype in A C133- positiv e and A C133- negativ e

AML cells

A C133- positiv e (N =11) A C133- n egat iv e (N =10) P

CD34 (% ) 65.3±30.2 34.1±36.3 0.045

CD38 (% ) 58.9±25.8 56.4±33.9 N S

HLA - DR (% ) 72.2±20.0 59.1±32.6 N S

A C133 항원 양성 급성 골수성 백혈병에서 AC133 항원 양성 세포 중

A C133 항원과 CD34 항원을 동시에 표현하는 세포가 차지하는 비율은

99.0% (중앙값)이었으며, A C133 항원과 CD38 항원을 동시에 표현하는

세포는 76.5%, A C133 항원과 HLA - DR 항원을 동시에 표현하는 세포

는 94.1%이었다.
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4 . A C133 항원 표현에 따른 세포고사와 관련된 단백의 표현 특성

급성 백혈병 환자의 골수 단핵세포에서 A C133 항원 표현에 따른 세

포고사와 관련된 단백인 F as , F asL 단백의 표현정도는 유세포분석을

시행하였고 (F igure 2), Bcl- 2, ca spase- 3 단백의 표현정도는 W estern

blot 분석을 시행하였다 (Figure 3).

F ig . 3. Detect ion of Bcl- 2, caspase- 3 proteins in AML cells using

W estern blot analy sis .

급성 림프구성 백혈병 중에서는 F as 항원 양성은 9예 (60.0% ), F asL

항원 양성은 9예 (60.0% )이었다. A C133 항원 양성 급성 림프구성 백혈

병 1예에서는 F as (91.9% ), F asL (89.9% ) 모두 양성이었다. Bcl- 2,

caspase- 3의 표현정도는 흡광도 (OD, optical den sity )로 정량화 하였으

며, AC133 항원 양성 급성 림프구성 백혈병 1예에서는 Bcl- 2와

caspase- 3 단백의 표현정도는 모두 평균값 이상이었다.
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급성 골수성 백혈병 21예 중에서 F as 항원 양성은 12예 (57.1% ),

F asL 항원 양성은 11예 (52.4% )이었다. 급성 골수성 백혈병 환자에서

A C133 항원 양성 유무에 따른 F as , F asL 단백의 표현정도는 A C133

항원 양성 급성 골수성 백혈병 환자에서 더 높은 경향을 보였으나 통계

적으로는 차이가 없었다 (T able 8).

T able 8. Coexpression of F as and F as ligand protein s according to

A C133 expres sion in AML cells

A C133- posit iv e (N =11) A C133- neg at iv e (N =10) P

F a s (% ) 39.3±26.1 19.1±21.3 NS

F a s ligan d (% ) 41.2±30.9 22.7±26.5 NS

급성 골수성 백혈병 17예에서 W estern blot 분석을 통한 Bcl- 2,

caspase- 3 단백의 표현정도는 AC133 항원 양성 급성 골수성 백혈병에

서 Bcl- 2의 표현은 더 낮고, caspase- 3의 표현은 더 높은 경향을 보였

으나, AC133 항원 양성 유무에 따른 이들 Bcl- 2, caspase- 3 단백의 표

현정도는 통계적으로는 차이가 없었다 (Figure 4).
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F ig . 4. Expression of Bcl- 2, caspase- 3 in AC133- positive (filled

bar s ) and A C133- negative AML cells (empty bar s ). OD ; optical

den sity .

급성 골수성 백혈병 환자에서 CD45와 S SC를 이용하여 측정한 백혈

병 세포들 (leukemic blast s ) 중에서 A C133 항원 표현정도와 F as의 표

현정도와의 연관성은 통계적으로 의미있게 AC133 항원 양성 급성 골수

성 백혈병에서 높게 나타났다 (Pear son correlation , P =0.048). 그러나,

다른 세포고사 관련 단백인 F asL, Bcl- 2, caspase- 3의 표현정도는

A C133 항원의 표현정도와 관련성이 없었다.
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급성 골수성 백혈병에서의 CD34 항원과 세포고사 관련 단백의 표현

과의 연관성은 F as , F asL의 표현정도는 통계적으로 의미있게 CD34 항

원 양성 급성 골수성 백혈병에서 높게 나타났다 (P <0.001). 그러나,

CD34 항원 양성 급성 골수성 백혈병에서 Bcl- 2의 표현정도는 낮은 경

향을 보였고, caspase- 3의 표현정도는 높은 경향을 보였으나 통계적으

로는 차이가 없었다. CD34 항원 양성 급성 골수성 백혈병 중에서

A C133+/ CD34+ 급성 골수성 백혈병과 A C133 - / CD34+ 급성 골수성 백혈

병간에 세포고사와 관련된 단백인 F as , F asL, Bcl- 2, caspase- 3의 표현

은 F as , F asL은 A C133+/ CD34+ 급성 골수성 백혈병에서 높은 경향을

보였고, Bcl- 2, caspase- 3는 A C133+/ CD34+ 급성 골수성 백혈병에서 낮

은 경향을 보였으나 통계적인 차이는 보이지 않았다.
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5 . A C 133 항원 표현에 따른 세포고사 유도 결과

급성 골수성 백혈병에서 AC133 항원 표현 유무에 따른 세포고사의

정도를 Annexin - V - FIT C/ Propidium iodide (PI) 염색 후 유세포분석을

통하여 분석하였다 (F igure 5). 급성 골수성 백혈병에서 AC133 항원에

따른 세포고사의 정도는 세포고사를 유발하는 화학물질을 처리하지 않

은 대조군과 비교하여 분석한 결과 Ara- C를 사용한 경우에는 통계적으

로 유의하게 A C133 항원 양성 세포에서 세포고사의 정도가 더 낮게 나

왔다 (P =0.049). 그러나, dox orubicin , T NF -α를 사용한 경우에서는

A C133 항원 양성 급성 골수성 백혈병에서 세포고사의 정도가 낮은 경

향을 보였으나 통계적으로는 차이가 없었다 (T able 9).

T able 9. Percentage of apoptosis according to A C133 expression in

AML cells

A C133- positiv e (N =11) A C133- n eg ativ e (N =10) P

Ara - C (% ) 34.8±6.3 39.7±4.2 0.049

Dox orubicin (% ) 40.7±7.1 45.4±3.2 NS

T NF -α (% ) 34.7±1.6 36.6±4.0 NS
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F ig . 5. Dual color flow cytom etry analy sis of apoptosis in AML cells

(representative cases ). (1) Untreated control cells . (2) Cells t reat ed

w ith 1 uM Ara- C for 24hrs . (3) Cells treated w ith 1 uM dox orubicin

for 4hr s . (4) Cells treated with 10 ng/ ml T NF -α for 4hr s .
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CD34 항원 표현 유무에 따른 세포고사의 정도는 dox orubicin , T NF -

α를 사용한 경우에서는 CD34 항원 양성 급성 골수성 백혈병에서 세포

고사의 정도가 통계적으로 유의하게 더 낮았으나 (dox orubicin ;

P =0.015, T NF -α; P =0.011), Ara - C를 사용한 경우에는 CD34 항원 양

성 급성 골수성 백혈병에서 세포고사의 정도가 낮은 경향을 보였으나

통계적으로는 차이가 없었다.

A C133 항원 유무에 따른 세포고사의 형태학적 변화를 관찰하였다

(Figure 6). 염색질이 모이고 농축되며, 핵이 조각나고, 농축된 호염기성

의 세포질을 가진 세포고사의 전형적인 형태소견이 관찰되었고, AC133

항원 표현 유무나 세포고사를 유발하는 화학물질에 따른 세포고사의 형

태학적 변화는 차이가 없었다.

F ig . 6. Light microscopic finding s of apoptotic A C133- posit ive AML

cells (W right ' s stain , ×1,000). (1) Untreat ed control cells . (2) Cells

t reated with 1 uM ara - C for 24hr s . (3) Cells t reated with 1 uM

doxorubicin for 4hr s . (4) Cells treated with 10 ng/ ml T NF -α for

4hrs .
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IV . 고 찰

최근 급성 백혈병에서의 A C133 항원의 표현에 대한 소수의 연구논문

이 발표되었지만1 ,2 ,3 ,4 , 아직까지 A C133 항원의 임상적인 의의에 관련된

보고는 적으며, 세포고사와의 연관성에 대해서는 보고된 바가 없다. 이

에 저자는 급성 백혈병에서 A C133 항원의 임상적인 의의와 세포고사와

연관된 단백과의 연관성, 세포고사 정도 등 A C133 항원 양성 급성 백

혈병의 생물학적 특성을 연구하였다.

본 연구에서는 본원에서 급성 백혈병으로 진단 받은 36명의 환자를

대상으로 하였으며, A C133 항원 양성 백혈병은 CD45와 SSC를 이용한

유세포분석상 A C133 항원의 발현이 백혈병 세포 중 20%이상 표현될

때로 정의하였다9 . 전체 급성 백혈병 환자에서는 33.3%에서 A C133 항

원 양성을 보였으며, 급성 골수성 백혈병에서는 52.4%에서, 급성 림프

구성 백혈병에서는 6.7%에서 A C133 항원 양성이었다. Buhring 등4의

급성 백혈병 32예에서의 A C133 항원의 표현에 대한 보고에서 전체 급

성 백혈병에서는 78%, 급성 골수성 백혈병에서는 87%, 급성 림프구성

백혈병에서는 56%에서 AC133 항원이 양성으로 보고하였다. 본 연구에

서는 Buhring 등4의 결과보다는 AC133 항원 양성율이 떨어지나,

A C133 항원이 급성 골수성과 급성 림프구성 백혈병에서 모두 표현이

됨을 확인할 수 있었고, 급성 림프구성 백혈병보다는 급성 골수성 백혈

병에서 더 많이 표현됨을 확인할 수 있었다. CD34 항원이 F AB 분류

중 미성숙한 세포형태 (M0, M 1, M4)에서 높게 표현된다고 보고되고

있고6 , 본 연구 결과에서도 AC133 항원 역시 이들 미성숙 세포형태에

서 더 많이 표현되는 경향을 보이므로 A C133 항원의 표현이 F AB 분

류에 따른 차이가 있는지를 확인하기 위해서 더 많은 급성 골수성 백혈
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병 환자를 대상으로 하는 연구가 필요할 것으로 생각된다.

본 연구에서는 AC133 항원 양성 급성 골수성 백혈병 환자에서는

CD34 항원의 표현이 높으며, A C133 항원이 CD34 양성 급성 백혈병

세포 및 일부 CD34 음성 백혈병세포에서도 표현된다는 Buhring 등4의

결과 (A C133+/ CD34+ ; 70%, A C133 - / CD34+ ; 9%, A C133+/ CD34 - ; 17% )

를 확인하였다. CD34 항원 양성 급성 골수성 백혈병은 불량한 치료결

과와 예후를 가진다고 알려져 있으나5 ,6 , 본 연구에서는 A C133 항원 표

현 유무에 따른 생존율은 차이가 없었으며, A C133+/ CD34+ 급성 골수성

백혈병 환자와 A C133- / CD34+ 급성 골수성 백혈병 환자의 생존율도 차

이가 없었다. H orn 등3이 30예의 급성 골수성 백혈병 환자에서 보고한

결과에서도 A C133 항원 양성 환자의 완전 관해율이 낮은 경향을 보였

으나 통계적인 차이는 없었으며, 본 연구에서도 완전 관해율의 차이는

없었고 A C133 항원 양성 골수성 백혈병 환자의 첫번째 관해유지기간이

A C133 항원 음성 환자보다 짧은 경향을 보였고, 1년내 재발율은 높은

경향은 보였으나 통계적으로 유의하지는 않았다. 본 연구에서 급성 백

혈병에서 예후인자로 사용되던 진단 시 백혈구의 수, LDH 값, 나이 등

은1 0 A C133 항원 표현 유무에 따른 차이를 보이지 않았다. 염색체에 따

른 급성 백혈병의 예후가 차이가 나는 것으로 보고되고 있으며, 특히

Grimw ade 등1 1은 급성 골수성 백혈병에서 복잡한 핵형 (complex

karyotype), - 5, - 7, 3q의 이상소견을 보이는 경우는 불량한 예후를, +8,

+21, +22, 정상 염색체를 보이는 경우는 중간정도의 예후를, t (8;21),

t (15;17), inv (16)인 경우에는 좋은 예후를 보인다고 보고하였다. 본 연

구에서 염색체에 따른 세 집단간에 생존율의 차이는 보이지 않았으며,

A C133 항원 양성 급성 골수성 백혈병 환자에서 불량한 예후를 보이는

염색체가 많은 경향을 보였으나 통계적인 차이는 없었다.

HLA - DR 항원 양성 급성 골수성 백혈병은 불량한 예후를 보이는 것
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으로 알려져 있으며1 2 , CD38 항원 양성 급성 골수성 백혈병은 CD38 항

원 음성에 비하여 생존율이 높은 것으로 보고되고 있다1 3 . 특히

CD34+/ CD38 - 급성 골수성 백혈병은 항암화학요법에 대한 민감도

(sensitiv ity )가 떨어지는 것으로 보고하고 있다1 4 ,1 5 . 본 연구에서는

CD38 항원과 HLA - DR 항원의 표현은 각각 85.7%, 90.5%이었고 각 항

원에 따른 생존율의 차이는 없었으며, AC133 항원 표현 유무에 따른

이들 항원의 표현에도 차이가 없었다. 그리고, A C133 항원 양성 급성

골수성 백혈병에서 대부분 하나의 A C133 항원 양성 백혈병 세포에서

CD34, CD38, HLA - DR 항원을 같이 표현하였다.

F as (CD95)와 F asL 단백은 세포고사에 관여하는 단백으로 급성 백

혈병에서 이들 단백의 표현이 많은 경우에는 F as/ F asL 경로를 통한 세

포고사가 증가하는 것으로 알려져 있으며 항암약제 (dox orubicin ,

etoposide, cisplatin )의 항백혈병효과도 F as/ F asL 경로의 활성화에 의한

세포고사에 의한 것으로 알려지고 있다1 6 ,1 7 . 그리고, 급성 골수성 백혈병

에서 F as 항원의 표현이 높을수록 완전관해율이 높다고 보고되고 있다
1 8 . 본 연구에서는 급성 골수성 백혈병 환자에서 백혈병 세포들 중에서

A C133 항원 표현정도가 높을수록 F as의 표현정도가 높았으며

(P =0.048), F asL은 높은 경향을 보였으나 통계적으로는 차이가 없었다.

급성 골수성 백혈병에서 CD34 항원과 F as , F asL의 표현정도는 관련이

없다는 보고1 9도 있으나, 본 연구에서는 CD34 항원의 표현이 높을수록

F as , F asL의 표현이 높았다 (P < 0.01). 그러나, AC133+/ CD34+ 급성 골

수성 백혈병 환자와 AC133 - / CD34+ 급성 골수성 백혈병 환자간에는

F as , F asL의 표현정도는 차이가 없었다. 그러므로, A C133 항원과 관련

되어서 F as의 표현정도가 높았던 것이 아니고 AC133 항원 양성일수록

CD34 항원의 표현이 많았기 때문에 F as 단백의 표현이 높았던 것으로

생각된다. 그리고, CD34+/ CD38 - 급성 골수성 백혈병에는 F as 단백의
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표현이 적고 F as 단백에 의한 세포고사가 적으며 항암화학요법에 저항

을 보인다고 알려져 있으며1 4 ,1 5 , 본 연구의 대상환자는 급성 전골수성

백혈병 2예를 제외하면 급성 골수성 백혈병 환자의 94.7% (18예/ 19예)

에서 CD38 항원 양성을 보여서 대부분 CD34+/ CD38-이 아닌 환자를 대

상으로 한 연구 결과이므로 F as , F asL의 표현이 높았던 것으로 생각된

다. 그리고, 본 연구의 결과에서는 자료를 보여주지 않았지만 CD38 항

원 표현 유무에 따른 F as의 표현정도도 의미 있게 CD38 양성 급성 골

수성 백혈병 환자에서 높았으며 (P < 0.01), F asL의 표현정도는 CD38 양

성 급성 골수성 백혈병 환자에서 높은 경향을 보였으나 통계적 차이는

없었다 (P =0.56).

급성 백혈병에서 F as , F asL 이외에 세포고사와 관련이 있는 단백은

여러 가지가 있으며, 그 중에서 Bcl- 2계 단백 (Bcl- 2 family prot ein s ;

Bcl- 2, Bcl- X, Bcl- XL , Bcl- X S , BAX, BAD, MCL- 1)과 IL- 1 전환 효소

관련 단백 (int erleukin - 1 converting enzyme[ICE]- related protein s ;

ICE , CPP32[caspase- 3], ICH - 1[caspase- 2])이 대표적이며2 0 본 연구에

서는 A C133 항원 표현과 Bcl- 2, caspase- 3 단백의 표현정도를 관찰하

였다. 급성 백혈병에서 Bcl- 2 단백의 표현이 증가된 경우는 완전관해에

의 도달과 생존율에 있어서 독립적인 불량한 예후인자로 보고하고 있으

며, CD34 양성율과 연관성이 있는 것으로 보고하고 있다2 1 . 이 것은

Bcl- 2 단백의 표현이 높은 백혈병이 더 미분화된 백혈병임을 보여주는

한 증거가 된다고 볼 수 있으며, AC133항원 역시 미분화된 백혈병에서

표현되는 항원이므로, A C133 항원의 양성율과 Bcl- 2 단백의 표현과의

연관성은 높을 것으로 생각하였다. 그러나, 본 연구에서는 급성 골수성

백혈병에서 Bcl- 2 단백의 표현이 A C133 항원 표현에 따른 차이를 보

이지 않았다. 본 연구에서는 Bcl- 2 단백은 CD34 항원과도 그 표현정도

가 연관성이 없었으며, A C133 - / CD34+ 급성 골수성 백혈병보다는
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A C133+/ CD34+ 급성 골수성 백혈병에서 낮은 경향을 보였으나 통계적

인 차이는 보이지 않았다.

Caspase- 3 단백은 전효소 (proenzym e)의 형태로 합성되는 물질로 분

리되어 생물학적으로 활성화된 형태가 되면 DNA - repair enzym e poly

(ADP - ribose) polym erase (PARP )와 같은 세포를 보호하는 물질을 파

괴하여서 세포고사를 유도하게 된다2 2 . 그리고, cytosine arabinoside

(Ara - C), etoposide, mitox antrone과 같은 항암약제는 caspase- 3의 활성

화를 유도하여 백혈병세포의 세포고사를 유도하는 것으로 알려져 있다

2 2 ,2 3 . 급성 골수성 백혈병에서 caspase- 3의 표현이 높을수록 불량한 예

후를 보이며, 특히 중간정도나 좋은 예후를 보이는 염색체를 가진 경우

에는 분리되지 않은 형태의 (uncleaved) caspase- 3의 표현이 높을수록

생존율이 감소하는 것으로 보고되고 있다2 2 . 본 연구에서는 A C133 항원

양성 급성 골수성 백혈병에서 분리되지 않은 형태의 caspase- 3의 표현

은 더 높은 경향을 보였으나 통계적인 차이는 없었다. 또한, caspase- 3

의 표현정도는 CD34 항원 양성 급성 골수성 백혈병에서도 높은 경향을

보였으나 통계적인 차이는 없었고, AC133+/ CD34+과 AC133 - / CD34+ 급

성 골수성 백혈병간에서도 차이는 없었다.

A C133 항원 표현에 따른 세포고사의 정도는 세포고사를 유발하는 화

학물질인 Ara- C, doxorubicin , T NF -α를 사용하여 관찰하였다. Ara - C

는 nucleoside 유사물질 (analogue)로 caspase- 3의 활성화에 의한 DNA

합성억제를 유발하여 세포고사를 유도하는 것으로 알려져 있다2 3 ,2 4 ,2 5 . 본

연구에서 Ara- C를 사용한 경우에는 A C133 항원 음성 급성 골수성 백

혈병에서보다 A C133 항원 양성에서 더 낮은 세포고사를 보였으며, 이

러한 현상은 A C133 항원 양성 급성 골수성 백혈병에서 caspase- 3의

표현이 높은 경향을 보였던 결과와 연관이 있을 것으로 생각된다. 즉

A C133 항원 양성 급성 골수성 백혈병에서는 분리되지 않은 형태의
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caspase- 3 단백의 표현이 높으며 Ara- C에 의한 caspase- 3의 활성화에

저항을 보였기 때문에 Ara- C에 의한 세포고사가 낮았던 것으로 생각할

수 있을 것이다. 또한, 분리되지 않은 형태의 caspase- 3의 표현이 많을

수록 불량한 예후를 보이므로2 2 더 많은 환자를 대상으로 하는 연구를

하여 A C133 항원 양성 급성 골수성 백혈병에서 분리되지 않은

caspase- 3의 표현이 A C133 항원 음성보다 통계적으로 높음을 확인하

면 A C133 항원이 불량한 예후를 보이는 원인을 확실히 증명할 수 있을

것이다. 또한 본 연구에서는 CD34 항원 양성 급성 골수성 백혈병에서

는 Ara- C에 의한 세포고사가 CD34 항원 음성 보다 낮은 경향을 보였

으나 통계적인 차이는 없어서 A C133 항원이 CD34 항원과 생물학적 특

성에서 차이를 보이는 세포표면 항원임을 확인 할 수 있었다.

Dox orubicin은 anthracycline계 항암물질로 topoisomerase II inhibit or

로 작용하여 DNA에 손상을 주며, reactive oxygen species (ROS )를

생성하여 강력한 세포독성을 유발한다2 6 . 급성 백혈병에서 doxorubicin

은 F as/ F asL 경로를 통한 세포고사를 유발하는 것으로 알려져 있다
1 6 ,1 7 ,2 7 . 본 연구에서 A C133 항원 양성 급성 골수성 백혈병에서

doxorubicin에 의한 세포고사의 정도가 AC133 항원 음성보다 낮은 경

향을 보였으나 통계적으로는 차이가 없었고, CD34 항원 표현 유무에

따른 세포고사의 정도는 CD34 항원 양성 급성 골수성 백혈병에서 더

낮았다 (P =0.015).

T NF -α는 F as 단백의 표현의 증가를 유도하여 세포의 세포고사를

유도하는 화학물질이다2 8 . 본 연구에서 A C133 항원 양성 급성 골수성

백혈병에서 T NF -α에 의한 세포고사의 정도가 AC133 음성보다 낮은

경향을 보였으나 통계적으로는 차이가 없었고, CD34 항원 표현 유무에

따른 세포고사의 정도는 CD34 항원 양성 급성 골수성 백혈병에서 더

낮았다 (P =0.011). 최근에는 CD34 항원 양성 급성 골수성 백혈병에서
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T NF -α에 의한 세포고사에 저항을 보이는 것을 NF - kappaB의 활성화

로 설명하고 있다2 9 . AC133 항원 양성 급성 골수성 백혈병에서는 CD34

항원 양성 급성 골수성 백혈병과는 다르게 dox orubicin이나 T NF -α에

의한 세포고사 정도가 차이가 없어서 A C133 항원은 F as/ F asL 경로와

연관된 세포고사와는 관련이 없을 것으로 생각된다.

결론적으로 A C133 항원의 표현 유무에 따른 임상적인 차이는 없었지

만, A C133 항원의 세포고사를 포함하는 생물학적 특성이 다른 미성숙

세포 표면 항원과 차이가 있음을 확인할 수 있었다. 그러나, A C133 항

원 양성 백혈병의 이러한 생물학적 특성의 원인을 확실히 증명하고

CD34 항원과는 구별되는 임상적인 예후인자로 A C133 항원을 사용하기

위해서는 AC133 항원에 특이한 신호전달경로 (signal t ransduction

pathw ay )에 대한 연구와 더 많은 환자를 대상으로 하는 임상연구가 진

행되어야 할 것으로 생각한다.
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V . 결 론

저자들은 1997년 11월부터 2000년 5월까지 연세의료원 세브란스병원

에서 처음 급성 백혈병으로 진단 받은 15세 이상의 환자 36예 (급성 골

수성 백혈병 21예, 급성 림프구성 백혈병 15예)를 대상으로 각 환자의

임상적인 특징과 급성 백혈병으로 진단 받을 당시의 골수 백혈병세포를

가지고 A C133 항원 표현 여부에 따른 백혈병세포에서의 면역표현형 및

임상양상의 차이를 비교 분석하고, AC133 항원 표현 여부에 따른 세포

고사를 포함한 생물학적 특성과의 상관관계를 조사하여 다음과 같은 결

과를 얻었다.

1. 대상 환자들은 총 36예이었으며, 남녀 비는 1.6:1 (남자 22명, 여자

14명)이었다. 평균 연령은 41.3세 (15- 73세)였다. A C133 항원은 12

예 (33.3% )에서 양성이었으며, A C133 항원 양성 급성 백혈병은 급

성 골수성 백혈병 중에서 52.4% (11예/ 21예)이었으며, 급성 림프구

성 백혈병 중에서는 6.7% (1예/ 15예)가 A C133 항원 양성이었다. 급

성 골수성 백혈병 중에서 AC133 항원 유무에 따른 임상적인 차이

는 없었다.

2. A C133항원 표현 유무에 따른 급성 골수성 백혈병 환자의 총 생존기

간이나 생존율은 차이가 없었다. 그리고, A C133 항원 양성 골수성

백혈병 환자의 첫번째 관해유지기간이 AC133 항원 음성 환자보다

짧은 경향을 보였고, 1년내 재발율은 높은 경향은 보였으나 통계적

으로 유의하지 않았다.

3. 급성 골수성 백혈병 중에서 CD34 항원 양성은 15예 (71.4% ), CD38

항원 양성은 18예 (85.7% ), HLA - DR 항원 양성은 19예 (90.5% )이

었으며, A C133 항원 표현에 따른 이들 항원의 표현은 CD34 항원의
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표현만 통계적으로 유의하게 A C133 항원 양성 급성 골수성 백혈병

환자에서 더 높게 표현이 되었다 (P =0.045).

4. 급성 골수성 백혈병 환자에서 백혈병 세포들 중에서 A C133 항원 표

현 정도와 F as의 표현정도와의 연관성은 통계적으로 의미 있게

A C133 항원 양성 급성 골수성 백혈병에서 높게 나타났다

(P =0.048). 그러나, 다른 세포고사 관련 단백인 F as ligand, Bcl- 2,

caspase- 3의 표현정도는 A C133 항원의 표현과 관련이 없었다.

5. 급성 골수성 백혈병에서 A C133 항원에 따른 세포고사의 정도는

Ara- C를 사용한 경우에는 통계적으로 유의하게 A C133 항원 양성

에서 세포고사의 정도가 더 낮게 나왔으며 (P =0.049), 이런 결과는

분리되지 않은 형태의 caspase- 3의 표현이 A C133 항원 양성 급성

골수성 백혈병에서 높은 경향을 보였이면서 Ara - C에 의한

caspa se- 3의 활성화에 저항을 보였기 때문으로 생각할 수 있을 것이

다. 그리고, dox orubicin , T NF -α를 사용한 경우에서도 A C133 항원

양성 급성 골수성 백혈병에서 세포고사의 정도가 낮은 경향을 보였

으나 CD34 항원 양성 급성 골수성 백혈병과는 다르게 통계적으로

는 차이가 없었다.

결론적으로 본 연구에서는 AC133 항원 표현 유무에 따른 임상적인 차

이는 없었지만, A C133 항원의 세포고사를 포함하는 생물학적 특성이 다른

미성숙 세포 표면 항원과 차이가 있음을 확인할 수 있었다.
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Abs t r ac t

Bi ol ogi cal Char act er i s t i cs of AC133 Ant i gen- Pos i t i ve

Acut e Leukemi as

J i n Se ok Ki m

D ep artm ent of M edicine

T he Graduate S chool, Y ons ei Univers ity

(Directed by Professor Yoo Hong Min )

A C133 ant igen is a cell surface antigen w hich is selectively

expressed on hem atopoietic stem and progenitor cells . It has been

reported that AC133 antigen is expressed on the sub set s of CD34+

acut e leukemias , and occasionally on CD34 - acut e leukemias . W e

inv estigated the clinical and biological characteristics of A C133

ant igen - posit ive acute leukemias . T hirty - six adult acute leukemia

patient s w ere analyzed u sing a cut - off criterion of 20% or m ore

gat ed leukemic blast s expressing the A C133 antigen for AC133+

leukemias . T he biological characteristics focu sed on apoptosis w ere

ex amined u sing mult icolor flow cytometry and W estern blot analy sis .

Result :

1. A C133 ant igen expression w as found in 12 cases (33.3% ). Elev en

of 21 (52.4% ) acute myelogenou s leukemia (AML) patient s and 1

of 15 (6.7% ) acute lymphoblastic leukemia pat ient s w ere positive
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for AC133 ant igen , and the difference w as significant . None of the

clinical prognost ic marker s w ere significantly different betw een

A C133+ and AC133 - AML patient s .

2. Median disease free surviv al time and ov erall survival t ime of

A C133+ and AC133 - AML patient s w ere not significant ly different .

3. T he expression rat es of CD34 w ere significantly higher in A C133+

AML patient s compared to those of A C133 - AML (P =0.045).

4. Among the apoptosis - related prot eins , the F as expression on the

leukemic blast s w as higher in the A C133+ AML (P =0.048), but

F as ligand, Bcl- 2, caspase- 3 expression rates w ere not

significantly different betw een AC133+ and A C133- AML.

5. T he apoptosis rates w ere significantly low er in the Ara - C treated

A C133+ AML (P =0.049), but the apoptosis rat es to other

apoptosis - inducing agent s (dox orubicin , T NF -α) w ere not

different betw een AC133+ and A C133 - AML cells . W e thought that

there w ere some associat ion s betw een a trend tow ard higher

caspase- 3 expres sion rates and low er Ara - C induced apoptosis

rat es in the A C133+ AML .

Our result s dem on strate that the AC133 ant igen had no clinical

significance, but the A C133 antigen might provide different biological

charact eristics including apoptosis from other immature cell surface

m arker s . How ev er , t o verify the prognost ic usefulness of A C133

ant igen and the basis of the biological charact eristics of A C133

ant igen - posit ive acute leukemias , further study w ith more cases is

needed.

Key W ords : A C133 antigen , acute leukemia , apoptosis
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