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국 문 요약

별아교세포종에서 bcl - 2 및 bax 단백의 발현

Apopt os i s의 중요한 조절인자인 bc l -2와 bax 유전자 중 bc l -2는 종양세포를

세포주기의 G0/ GI 기에 정지시키거나 APO- 1/ fas 항체를 통하여 apopt os i s를 억제

하고, bax는 apopt os i s를 촉진하는데 작용하는 것으로 알려져 있다. 뇌종양에서

의 bc l -2 발현에 대한 몇 연구에서 bc l -2의 발현이 종양의 악성도를 반영하지 못

하고 예후와도 연관성이 없다고 발표되었으나, 연구 대상의 수가 너무 적어서 그

의미를 찾기 어려웠다. 그러나 apopt os i s는 악성 종양의 증식이나 억제에 의미가

있음이 백혈병을 비롯한 다른 암종에서 보고되고 있지만, 별아교세포종에서는

apopt os i s 관련 유전자가 얼마나 발현되고 어떤 종류의 종양 세포에서 발현되는

지 잘 알려져 있지 않다. 이에 별아교세포종에서 apopt os i s의 조절인자인 bc l -2

와 bax 유전자가 어떻게 발현되고 종양의 증식 지수로 사용되는 Ki -67 발현율과

어떤 관계가 있는지를 알아보고, bc l -2, bax, Ki -67 발현율과 임상 소견, 병리학

소견, 환자의 생존기간 등을 비교하여 예후인자로서의 유용성에 알아보고자 본

연구를 시행하였다.

연구대상은 수술로 확인된 별아교세포종 42예를 후향적으로 조사하였으며,

WHO 분류법에 따라 4개의 조직학적 등급을 나누었다. 진료기록과 방사선학 검

사를 통해서 나이, 성별, 종양의 크기와 위치에 대하여 조사하였으며, 생존

여부를 확인하였다. 파라핀 포매조직을 이용하여 bc l - 2 , bax , Ki - 67에 대하여

면역조직화학염색을 시행한 후, 그 결과를 SPSS(wi n 10. 0 )를 이용하여 통계학

적으로 분석하였으며, 생존율과의 관계는 Kap l an-Me i er 분석을 이용하였다.

별아교세포종 42예 중 1등급이 2예, 2등급이 10예, 3등급이 10예, 4등급이

20예였다. bc l -2 단백에 대한 면역조직화학 염색 결과 2등급에서 1예, 4등급

에서 1예만이 양성으로, 전체 42예 중 2예 (4 . 76%)에서만 양성이었다. bax 단
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백에 대한 면역조직화학 염색 결과는 종양세포의 세포질에 미만성으로 염색되

었는데, 전체 42예 중 35예 (83. 3%)가 양성으로 높은 발현율을 보였으나 등급

간에 발현율의 차이는 없었다. Ki - 67에 대한 면역조직화학염색 결과 l abe l i ng

i ndex (LI )는 1등급이 60%, 2등급이 45. 5%, 3등급이 139. 8%, 4등급이 280. 85%

로 종양의 등급이 높아질수록 Ki - 67 LI가 높았다 (p<0. 05 ) . 그러나 bc l - 2 ,

bax 단백의 발현과 나이, 성별, 종양의 위치, 크기, 조직학적 등급과는 통계

학적으로 유의한 차이는 없었다. Kap l an-Me i er ana l ys i s에서 l og r ank t es t 상

bc l - 2 , bax의 발현여부에 따른 생존율도 유의한 차이는 없었으나, k i -67 LI를

92. 5%를 기준으로 92. 5% 이상인 경우 평균 생존기간이 15. 2개월이나, 92. 5%

이하인 경우 45. 5개월로 의미있게 차이가 있었다 (p<0. 05 ) .

결론적으로 별아교세포종에서 apopt os i s 조절인자 중 bc l - 2는 거의 발현되

지 않았고, bax 단백의 경우 발현율은 높았으나 예후인자로서의 의미는 없었

다. 오히려 Ki - 67 LI가 별아교세포종의 조직학적 등급과 관련하여 종양의 악

성도와 증식능을 추정할 수 있고, 환자의 예후를 예측할 수 있는 의미있는 인

자로 제시되었다.

핵 심 되는 말 : 별아교세포종, bc l -2 , bax, Ki - 67, 예후 인자
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별아교세포종에서 bcl - 2 및 bax 단백의 발현

<지도교수 김 헌 주 >

연세대학교 대학원 의학과

김 세 윤

I . 서론

성인의 원발성 두개 내 종양은 약 50- 60%가 신경상피성 종양이고, 이 중 약

75%가 별아교세포종이다. 별아교세포종 환자의 예후인자에는 여러 가지가 있지

만 조직학적인 등급이 매우 중요하다.1 그러나 때로 초기 조직 검사 상 저등급이

었으나 추후 반복 조직 검사 상 고등급으로 형질 전환하는 경우가 있어서, 예후

및 종양 적출 후 치료방침에 혼란을 야기하는 경우가 있다. 이에 객관적인 예후

인자로 여러 가지 증식인자들을 사용하여 종양의 악성도나 예후와의 연관성을

알아보려고 하지만, 방법상의 한계가 있으며 종양의 국소 이질성과 조직채취상

의 오차 등으로 인해 증식인자의 측정이 과소평가 될 수도 있다.

분자유전학의 발달에 힘입어 별아교세포종에서도 여러 종류의 분자유전학적

변화가 있음이 보고되어 정상 별아교세포나 양성 신경아교종이 악성 신경아교종

으로 형질 전환하는데 중요한 역할을 함이 밝혀졌다.2 그러나 연구자에 따라 분자

유전학적 변화는 종양의 악성도와 상관관계가 없고,3 - 5 오히려 종양 증식능이 종양

의 악성도와 더 연관이 있다는 연구결과도 있다. bcl- 2는 원발암유전자이자

apopt osis의 중요한 조절인자로 염색체 18의 장완에 위치하며, 26kd의 단백을 합

성한다. 이 단백이 미토콘드리아의 내측막, 핵주위막과 내형질세망에 위치하여6 ,7

apopt osis의 최종단계에 작용하고 종양세포를 세포주기의 G0/ GI기에 정지시키거나
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AP O- 1/ fas 항체를 통한 apoptosis를 억제하여 세포의 생존을 연장시키는 것으로

알려져 있다.8 bcl- 2 원발암유전자는 처음에 B세포 백혈병과 소포성 림프종에서

발견되었지만9 전립선, 대장, 코인두, 유방, 폐 등의 암종과 흑색세포종에서도 발현

됨이 밝혀졌고,10 뇌종양에서도 발현됨이 보고되어 활발한 연구가 진행되고 있

다.11 ,12 그러나 bcl- 2의 발현이 반드시 종양의 악성도를 반영하지는 않으며,13

Krishna 등5은 bcl- 2의 발현과 종양의 종류와의 상관관계가 명확치 않음을 보고하

였다. 오히려 b cl- 2/ Ki- 67 비율이나 bax/ bcl- 2 비율 등이 더 중요한 것으로 보고

되어14 뇌종양에서 bcl- 2 유전자군에 대한 연구가 좀더 필요할 것으로 사료된다.

b cl- 2는 apopt osis를 조절하는 다유전자군의 하나로서 bcl- 2 유전자군에는

bcl- xL , m cl- 1, A 1, bax , bak , bcl- x s , b ad, bik 등 여러 종류가 있는데 이 중에서

bcl- xL , m cl- 1, A 1 등은 bcl- 2와 같이 apopt osis를 억제하고, bax , bak , bcl- x s ,

bad, bik 등은 apoptosis를 촉진시킨다.15 따라서 이들이 어떻게 균형을 이루는가에

따라 최종적으로 apoptosis를 촉진하거나 억제하는 쪽으로 작용하게 된다. bax는

bcl- 2에 결합하여 이종이합체 (heterodim er )를 형성함으로써 광범위한 아미노산

연쇄를 이루며, b ax의 과발현은 b cl- 2의 작용을 억제하여 apoptosis를 촉진시키는

것으로 알려져 있다.15 bax 단백을 제거했을 때 항암치료 약제들에 의해 유도된

apopt osis의 약 절반이 억제되었다는 실험 결과가 있었고,16 b ax 결핍을 유도한 실

험 모델에서 apopt osis가 현저히 감소되었다는 연구 결과17로 미루어 bax는 종양

억제자로서 작용할 수 있으며 이것의 소실이 종양 발생을 촉진시킬 수 있을 것으

로 생각되고 있다.

apoptosis는 발생기 조직에서 정상적으로 관찰되고, 발달 과정에서 세포가 소실

되는 기전으로써 이해되고 있으며, 세포 회전율이 높은 성인 조직과 악성 종양에

서 나타난다.18 악성 종양은 대부분 빠른 세포 증식을 보이며, 생리적인 apopt osis

의 소실이 종양의 증식과 악성도에 기여할 것으로 알려져 있다. Ki- 67은 세포의

휴지기인 G0기를 제외한 모든 단계의 세포 주기 (G1, S , G2, M기)에서 발현되는

핵단백으로 증식하는 세포를 표지하는 대표적인 항원이다.19 신경아교종을 비롯한

여러 뇌종양에서 Ki- 67 증식지수가 조직학적 등급이나 예후와 관련이 있다는 보

고들이 있어 왔다.20
따라서 세포의 증식표지자로 알려진 Ki- 67의 발현을
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apopt osis 조절인자의 발현과 비교하면 악성 종양에서 apopt osis의 역할을 간접적

으로 예측할 수 있을 것으로 생각된다.

이에 저자는 별아교세포종에서 bcl- 2와 bax 단백에 대한 면역조직화학적 염색

과 세포증식에 관여하는 Ki- 67 발현율을 조사하여 조직학적 등급, 생존기간, 임상

소견과 비교함으로써 apoptosis 조절인자인 bcl- 2나 bax가 별아교세포종의 상관관

계나 발현율과 예후인자로써 의미가 있는지 알아보고자 하였다.
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Ⅱ . 연 구대 상과 방법

1. 연구대상

1984년 1월부터 2000년 12월까지 연세대학교 원주의과대학 부속 원주기독병원

신경외과에서 수술적 처치를 받고 별아교세포종으로 진단된 환자들 중 후향적으

로 추적조사가 가능하였던 42예를 대상으로 하였다.

2. 연구방법

가. 임상 소견

연구대상 환자 중 퇴원하여 외래추적이 가능한 환자는 진료 기록지를 후향적

으로 분석하여 항암요법이나 방사선치료의 유무, 재발여부에 대하여 조사하였다.

진료기록상 추적조사가 불가능한 환자는 진료 기록지 분석과 병행하여 주소지에

설문지를 보내거나 전화연락을 통해 환자의 상태, 생존여부 및 사망시기 등을 확

인하였고, 연락처를 알 수 없는 경우에는 마지막 외래추적 시기를 기준으로 생존

시기를 산출하였다. 종양의 위치와 크기는 방사선학적 검사 자료를 이용하였다.

나. 병리학적 검색

기존에 제작되어 있는 유리 슬라이드를 모두 재검토하여 종양 조직이 충분히

포함된 대표적인 파라핀 포매 조직 블록 한 개를 선택하였고, 슬라이드가 파손되

었거나 찾을 수 없는 경우에는 해당되는 모든 파라핀 포매 조직을 4㎛ 두께로 절

편하여 슬라이드에 부착시킨 후, xylen e으로 탈파라핀하고 100% , 95% , 75% 알콜

에 담근 후 hem atoxylin - eosin 염색을 시행하여 검경 후 충분한 종양 조직의 존재

여부를 확인하여 면역조직화학 염색이 적절한 한 개의 블록을 선택하였다.
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별아교세포종의 병리학적 분류는 2000년에 개정된 W H O 종양 분류법을 따랐

고, 핵의 이형성, 괴사, 혈관증식의 정도에 따라 털모양세포 별아교포종 (pilocyt ic

ast rocytom a )은 1등급, 별아교세포종 (ast rocyt om a )은 2등급, 역형성 별아교세포종

(anaplastic ast rocyt om a )은 4등급, 아교모세포종 (g lioblast om a )은 4등급으로 구분

하였다 (F igure 1).

Fig ure 1 . W H O classification of astrocytic neoplasm. Histologic features from grade I

to grade IV are shown according to pleomorphism, nuclear atypia , endothelial

hyperplasia, necrosis , and mitoses (H- E stain , x 200).
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다. bcl- 2와 bax 단백에 대한 면역조직화학 염색

(1) bcl- 2 단백에 대한 면역조직화학 염색

일차 항체는 m ou se ant i- hum an bcl- 2 (DA KO A/ S , Copenh agen , Denm ark )를

1:50으로 희석하여 사용하였다. 선택한 파라핀 블록을 5㎛ 두께로 박절하여

poly - L - ly sin e- coat ed slide 위에 부착시키고 50℃에서 ov ernight 건조시켰다. 탈파

라핀과 재수화를 거치고 세척한 후 m icrow av e (750W )에 5분간 3회 가열하고 20

분간 pressure cooker 안에 유지시켰다. 3% hy drog en perox ide/ m ethan ol에 10분

동안 처리하여 내인성 과인산화 효소를 억제하였다. 증류수에 세척하고 T ris

buffer에 10분간 세척하였다. DA KO LSAB larg e v olum e kit (DA KO A/ S ,

Copenh agen , Denm ark )를 사용하여 50분간 처리한 후 ABC (Avidin - biot in

complex )에 50분간 염색을 하였다. AE C (3- am in o- 9 ethylcarbazole )에 6분간 발

색한 후 흐르는 물에 세척하고 h em atox ylin으로 대조 염색한 다음 다시 흐르는

물에 세척하고 gly cerol로 봉합하였다.

(2) bax 단백에 대한 면역조직화학 염색

일차 항체는 r abbit ant i- hum an bax (Carpin ter ia , CA , USA )를 1:100으로 희석

하여 사용하였다. bcl- 2와 마찬가지로 시행하되 m icrow av e에 가열한 후 CSA

(Cat aly sed sign al amplificat ion ) kit를 이용하여 hy drog en perox ide를 5분 동안 처

리하여 내인성 perox idase를 제거하였고, 세척 후 protein blocking ag ent를 사용

하여 5분간 처리하였다. 일차항체 처리 후 세척하였고, an t i- r abbit 이차항체를 사

용하여 ant ib ody link한 후 ABC에 염색하고 am plicat ion reag ent를 약 15분간 유

지시켰다. st r ept avidin - perox idase를 15분간 처리 후 sub str ate - chrom ogen으로 발

색시키고 세척 후 hem atoxylin으로 대조 염색하였다.
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(3) bcl- 2와 bax 단백에 대한 면역조직화학 염색의 결과 판정

양성 반응을 보인 종양세포에 대한 면역조직화학 염색의 강도 (in ten sity )와 분

포 (distr ibut ion )에 따라 등급을 정하고 각각의 점수를 합하여 음성과 양성을 구분

하였다. 강도는 면역조직화학 염색이 음성인 경우는 0 , 약 양성인 경우는 1+ ,

양성인 경우는 2+ , 강 양성인 경우는 3+ 으로 하였고, 분포는 면역조직화학 염색

이 음성인 경우 0 , 종양세포의 핵에 강한 갈색으로 염색된 부분이 전체 종양조

직의 25%미만인 경우 1+ , 25- 50%인 경우 2+ , 50% 이상인 경우 3+ 으로 하였

다. 면역조직화학 염색의 강도와 분포에 따른 각각의 점수를 합산하여, 0, 1, 2점인

경우는 음성, 3, 4, 5, 6점인 경우는 양성으로 하였다 (T able 1).

T able 1 . Int erpret at ion of im m unohistochemical st ain for b cl- 2 and bax

Score = A+B, Negative (A+B=0, 1, 2), Positive (A+B=3, 4, 5, 6)

라. Ki- 67의 면역조직화학 염색

(1) Ki- 67의 면역조직화학 염색

일차항체는 r abbit ant i- hum an Ki- 67 (DA KO A/ S , Copenhag en , Denm ark )

을 사용하였으며, bcl- 2 와 동일한 과정을 거쳐서 면역조직화학 염색을 시행하였

다.

S cale 0 1+ 2+ 3+

A . Int en sity
no

w eak

positiv e

m oderat e

posit iv e

st rong

posit iv e

B. Dist r ibution

(% of positiv e cells )
no 〈 25 25- 50 〉50
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(2) Ki- 67의 면역조직화학 염색의 결과판정

400배의 고배율 광학현미경 시야에서 Ki- 67에 대한 면역조직화학 염색이

가장 강하게 된 부위를 5군데 이상 관찰하여 최소한 1,000개 이상의 종양세포

중 종양세포의 핵에 양성 반응을 보인 세포의 평균 갯수에 대한 천분율을

Ki- 67 lab eling in dex (LI)로 정의하였다.

양성으로 염색된 세포핵 수

Ki- 67 LI (‰) = x 1,000

1,000개의 종양 세포 수

마. 통계처리

b cl- 2, bax 단백 발현 및 Ki- 67 LI와 나이, 성별, 종양의 위치와의 관계를 통계

프로그램 (SP S S , w in 10.0)을 이용하여 chi- squ are, one w ay AN OVA를 사용하

였으며, 통계학적 유의성은 p값이 0.05이하인 경우로 하였다. 생존기간과의 관계는

Kaplan - M eier 분석을 이용하였다.
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Ⅲ . 결 과

1. 임상 소견

환자의 나이는 4세에서 66세로 평균 41.4세였으며, 남자가 23명, 여자가 19명이

었다. 환자의 나이가 50세 미만인 경우가 24예였고, 50세 이상인 경우가 18예였다.

종양의 위치는 천막상 종양이 37예, 천막하 종양이 5예였다. 종양의 크기는 3cm

미만이 6예, 3cm에서 5cm 사이가 30예였고, 5cm 이상이 6예였다 (T able 2). 절제

범위는 32예는 전절제 또는 아전절제가 시행되었으며, 10예는 부분절제 또는 뇌정

위적 조직생검이 시행되었다. 재발이 확인된 경우는 3예가 있었는데, 이 중 1예는

3등급이며 아전절제 후 잔여 종괴가 성장하여 재발을 보였고, 2예는 1등급과 4등

급으로서 완전절제 후 재발하였다.

T ab le 2 . Clinical finding s of ast rocyt ic neoplasm .

Variables No. of pat ient s (% )

A ge 〈50 n =24 (57.1)

≥50 n =18 (42.9)

Gender m ale n =23 (54.8)

fem ale n =19 (45.2)

Locat ion suprat entorial n =37 (88.1)

infr atent orial n =5 (11.9)

Size 〈3 ㎝ n =6 (14.3)

3- 5 ㎝ n =30 (71.4)

〉5 ㎝ n =6 (14.3)
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2. 병리학적 분류

W HO 종양 분류법을 따라 분류하였을 때 털모양세포 별아교세포종 (pilocyt ic

ast rocytom a )인 1등급이 2예, 2등급 10예, 역형성 성상세포종 (an aplast ic

ast rocytom a )인 3등급 10예, 교모세포종 (glioblast om a )인 4등급은 20예였고, 이 중

gliosarcom a 2예가 포함되었다. 그 외에 다형성 황색 별아교세포종 (pleom orphic

x anthoastrocyt om a , 이하 P XA ) 2예는 2등급에 포함하였다 (T able 3).

T able 3 . W HO histologic gradin g sy st em

Grade No. of patient

I Pilocytic astrocytoma 2

Astrocytoma

(including PXA)

II
10

III Anaplastic astrocytoma 10

Glioblastoma

(including gliosarcoma)

IV
20

T otal 42

* PXA : pleomorphic xanthoastrocytoma

3. 면역조직화학 염색 소견

가. bcl- 2 단백의 발현

b cl- 2 단백은 세포질에 갈색으로 염색되었고, 대조군으로 림프구에 염색된 부

분을 예시하였다 (F igure 2). 털모양세포 별아교세포종 및 역형성 별아교세포종은

양성 반응을 보인 것이 없었으며, 별아교세포종 (n =10)의 경우 10% , 교모세포종

(n =20)은 5%가 양성 반응을 보였다. 종양 등급과 bcl- 2 단백의 발현과는 통계학적

으로 유의한 차이가 없었다 (T able 4). 나이, 성별, 종양의 위치, 종양의 크기와

bcl- 2 단백 발현 사이에는 통계학적으로 상호 유의한 차이는 없었다.
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T able 4 . Imm unohist och em ical ex pression of bcl- 2 in the astrocytic neoplasm

*chi- squ are test (p> 0.05)

Fig ure 2 . T he immunuhistochemical stain for bcl- 2 protein . A . In control section,

bcl- 2 protein was presented in the nucleus of lymphocytes (x 400). B. T here is a

positive reaction in the glioblastoma (x 400).

W H O grade (No. of pat ient ) No. of posit iv e case (% )

I (n =2) 0 (0)

II (n =10) 1 (10)

III (n =10) 0 (0)

IV (n =20) 1 (50)

T otal (n =42) 2 (4.76)
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나. bax 단백의 발현

b ax 단백은 세포질에 미만성으로 염색되었는데 같은 종양에서도 핵의 다형성

이 심한 세포에서는 음성 반응을 나타냈으며, 주로 핵의 다형성이 심하지 않은 세

포에 염색되는 특징이 있었다 (F igure 3).

털모양세포 별아교세포종 (n =2)의 경우 50%에서 양성 반응을 보였으며, 별아

교세포종 (n =10)은 100% , 역형성 별아교세포종 (n =10)은 70% , 교모세포종 (n =20)

은 85%에서 각각 양성 반응을 보였다. 종양 등급과 bax 단백의 발현과는 통계학

적으로 유의한 차이는 없었다 (T able 5). 나이, 성별, 종양의 위치, 종양의 크기와

bax 단백 발현 사이에도 통계학적으로 상호 유의한 차이는 없었다.

Fig ure 3 . Immunohistochemical stain for bax protein in the glioblastoma. A. Diffuse

and intense cytoplasmic positive reaction is seen (x 400). B. Characteristically , the

pleomorphic cells are negative (x 400).
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T able 5 . Imm unohist och em ical finding s for bax in the astrocyt ic n eoplasm

*chi- squ are test (p> 0.05)

다. Ki- 67의 발현

Ki- 67은 핵에 염색되었고, 음성에서부터 강양성에 이르기까지 다양한 염색성을

보였다 (F igure 4). 전체 환자의 평균 Ki- 67 LI는 178.33‰이었고, 조직학적 분류

에 따라서는 털모양세포 별아교세포종 (n =2)은 평균 10‰, 별아교세포종 (n =10)은

평균 45.5‰, 역형성 별아교포종 (n =10)은 평균 139.8‰, 교모세포종 (n =20)은 평균

280.85‰이었다. 종양의 등급이 높을수록 Ki- 67 LI가 높았고, 통계학적으로 유의한

차이가 있었다 (p< 0.05) (T able 6). 그러나 나이, 성별, 종양의 위치, 종양의 크기

와 Ki- 67 LI 사이에는 통계학적으로 유의한 차이가 없었다.

T able 6 . Imm unohist och em ical finding s of Ki- 67 in the a strocyt ic n eoplasm

*chi- squ are test (p< 0.05)

W HO grade (N o. of patient ) N o. of posit iv e ca se (% )

I (n =2) 1 (50)

II (n =10) 10 (100)

III (n =10) 7 (70)

IV (n =20) 17 (85)

T ot al (n =42) 35 (83.3)

W H O grade (No. of pat ient ) Min - M ax (m ean LI)(‰)

I (n =2) 5- 15 (10)

II (n =10) 0- 130 (45.5)

III (n =10) 6- 460 (139.8)

IV (n =20) 30- 560 (280.85)

T otal (n =42) 0- 560 (178.33)
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,

Fig ure 4 . Immunohistochemical st ain for nuclear Ki- 67 antigen in astrocytomas ,

showing variable immunoreactivity . A . T here is an area of negative reaction (x 400). B.

Low grade astrocytoma discloses weak positive reaction (x 400). C. Anaplastic

astrocytoma shows strong posit ivity (x 400). D. Glioblastoma also reveals strong

positive reaction (x 400).
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4. bcl- 2, bax , Ki- 67의 발현과 생존기간의 비교

가. 별아교세포종의 조직학적 등급에 따른 평균 생존기간

전체 대상 환자의 평균 생존기간은 26.8개월이었다. 종양의 분류에 따른 평균

생존기간은 털모양세포 별아교세포종 (n =2)은 84.5개월, 별아세포종 (n =10)은

38.6개월, 역형성 별아교세포종 (n =10)은 35.8개월, 교모세포종 (n =20)은 8.4개월이

었으며, Kaplan - M eier analy sis에서 log rank test상 각 군간에 통계학적으로 유의

한 차이가 있었다 (p< 0.05) (F igure 5).

Fig ure 5 . Kaplan- Meier survival curve according to histologic grade (p〈0.05).
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나. bcl- 2 단백의 발현에 따른 평균 생존기간

b cl- 2 단백이 발현된 군 (n =2)의 평균 생존기간은 62개월, 발현되지 않은 군

(n =40)은 평균 25개월이었고, Kaplan - M eier an aly sis에서 log rank test상 유의한

차이는 없었다 (p> 0.05) (F igure 6).

Fig ure 6 . Kaplan- Meier survival curve according to bcl- 2 expression (p〉0.05).
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다. bax 단백의 발현에 따른 평균 생존기간

b ax 단백이 발현된 군 (n =35)의 평균 생존기간은 28.5개월, 발현되지 않은 군

(n =7)은 평균 18개월이었고, Kaplan - M eier an aly sis에서 log rank t est상 유의한

차이는 없었다 (p> 0.05) (F igure 7).

Fig ure 7 . Kaplan- Meier survival curve according to bax expression (p〉0.05).
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라. bcl- 2, bax 단백의 동시 발현 및 한 가지만 발현하였을 경우, 동시에 음성

인 경우에 따른 평균 생존기간

b cl- 2, bax 단백이 동시에 발현된 경우 (n =2)의 평균 생존기간은 62개월, bax

단백만 양성인 경우 (n =33)는 평균 26.5개월, bcl- 2만 양성인 경우는 없었으며,

bcl- 2, bax 단백이 동시에 음성인 경우 (n =7)는 평균 18개월로 Kaplan - M eier

an aly sis에서 log rank t est상 각 군 사이에는 평균 생존기간에 통계학적으로 유의

한 차이는 없었다 (p> 0.05) (F igure 8).

Fig ure 8 . Kaplan- Meier survival curve according to concomitant expression of bax and

bcl- 2 protein (p〉0.05).
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마. Ki- 67의 발현에 따른 평균 생존기간

Ki- 67 LI에서 민감도와 특이도가 최고가 되는 92.5‰를 cut - off v alu e로 했을

때 92.5‰이상인 경우 (n =26)에는 평균 생존기간이 15.2개월인데 비하여, Ki- 67 LI

가 92.5‰이하인 경우 (n =16)는 평균 45.5개월로 Kaplan - M eier an aly sis에서 log

rank t est상 통계학적으로 유의한 차이가 있었다 (p< 0.05) (F igure 9).

Fig ure 9 . Kaplan- Meier survival curve according to Ki- 67 expression (p〈0.05).
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Ⅳ . 고 찰

A poptosis를 억제시키는 유전자인 bcl- 2는 apopt osis의 빈도를 조절하여 암 발

생과정에 관여하는 것으로 알려져 있는데 소포성 림프종에서 흔히 발견되는 염색

체 14번과 18번의 전위부에서 확인된 원발암유전자이다. 이 유전자는 여러 개의

연관된 다유전자군으로 구성되어 있고 이들의 상호 작용을 통하여 apopt osis의 정

도가 결정된다. bcl- 2 유사 단백인 bax는 자체적으로 결합하여 동종이합체

(h om odim er )를 형성하면 apopt osis를 증가시킨다고 보고되었다. 만약 세포 내의

bcl- 2의 표현이 증가된 경우에는 bax 단백과 결합체를 형성하고 bax 단백이 동종

이합체를 형성하는 것을 억제함으로써 apopt osis를 억제한다. bcl- 2 유전자군에서

bcl- xL , m cl- 1, A 1등은 bcl- 2와 같이 apoptosis를 억제하고, bax , bak , bcl- x s ,

bad, bik 등은 apoptosis를 촉진시킨다.15

뇌종양에서 bcl- 2에 대한 이전의 연구들을 살펴 보면, bcl- 2는 별아교성 종양,

뇌실막세포종, 신경집종, 속질모세포종, 수막종, 뇌하수체 샘종 등 여러 뇌종양에서

발현되고, 별아교세포 종양에서도 자주 발현되며 그 발현 정도가 조직학적 등급과

관련이 있다는 연구2가 있었으나 생존 기간과는 유의한 연관성이 없다고 보고되기

도 하였다. 한편 bcl- 2의 발현과 별아교세포 종양의 악성도와는 관계가 없다고 보

고되기도 하여5 bcl- 2와 별아교세포종과의 관계는 아직 정립되어 있지 않다. 또한

apopt osis는 여러 인자가 상호 작용하는 가운데 이루어지는 것이므로 bcl- 2 단독

으로 apopt osis에 영향을 미쳐 종양의 발생과 증식에 역할을 한다고 생각하기는

어려우므로 반대 작용을 하는 bax와 같은 다른 인자와의 연구가 동반되어야 한

다고 사료된다. 본 연구에서 bcl- 2의 발현은 대조군으로 염색한 림프구에서는 잘

발현되어 방법상 위음성의 가능성은 배제된다고 생각되나 종양에서의 발현은 매

우 적어서, 조직학적 등급이나 생존기간과의 연관성을 알아보기가 어려웠다. 면역

조직화학 염색으로는 반응하는 항원 단백이 이합체를 형성하든지 또는 단량체로

존재하든지 상관없이 반응을 일으키고, bcl- 2는 구조적으로 apopt osis를 조절하는

같은 유전자군 내에 반대 작용을 하는 bax를 비롯한 다른 유전자 단백들과 동종
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단백을 동시에 포함하고 있고,2 1 다른 단백과 결합하여 복합체를 잘 이루기 때문에

면역조직화학 염색 결과만으로 발현을 해석하기에는 제한성이 있다고 생각된다.

신경아교종에서 bax의 발현은 정상 별아교세포에서보다 종양성 별아교세포에

서 더 강하게 발현되며, 저등급에서보다 고등급에서 더 높고, 또한 분화된 신경모

세포종에서보다 미분화된 신경모세포종에서 더 강하게 발현된다는 연구 결과2 1가

있었다. 본 연구에서 bax 단백은 35예 (83.3% )에서 발현을 보였고, 흥미롭게도 핵

의 다형성이 심한 악성 종양세포에서는 발현되지 않고 비교적 다형성이 적은 종

양세포에서 발현되었는데, 이것은 이전 연구에서의 소견과 같이 bax 단백이 세포

의 분화에 관여할 것이라는 주장을 뒷받침하는 소견이라고 생각된다. 그러나 종양

의 등급에 따른 bax 단백 발현은 통계학적으로 유의한 차이가 없었다. 또한 나이,

성별, 종양의 위치, 종양의 크기, 생존 기간과 bax 단백 발현 사이에도 통계학적으

로 유의한 차이는 없었다. 본 연구 대상에는 수술 후 화학요법이나 방사선 조사를

받은 환자들이 포함되어 있고, 생검으로만 채취한 조직이 상당수 포함되어 있어서

임상 소견 및 생존기간과의 연관성을 분석하는데 오차로 작용했을 가능성이 있다

고 생각된다.

b cl- 2와 bax는 apopt osis를 조절하는데 있어 서로 반대 작용을 하는 것으로 여

겨지는데, 어떤 연구에서는 bcl- 2와 bax 모두 조직학적 등급이 높을수록 발현율이

함께 증가되어 bax가 어떤 상태에서는 apopt osis를 억제하는 작용도 있을 것이라

고 제시한 보고도 있었다.2 1 본 연구에서 bcl- 2와 bax가 동시에 양성인 군과 동시

에 음성인 군, bax만 양성인 군을 나누어 생존기간을 비교해 보았으나 bcl- 2 양성

인 예가 적어 분석이 어려웠고 통계학적으로 유의한 차이는 없었다.

악성 종양은 대부분 빠른 세포 증식을 보이며 급속히 성장하므로 세포의 증식

능이 높을 것으로 생각되며,22 세포의 증식표지자로 알려져 있는 Ki- 67의 발현도

높을 것으로 예상할 수 있다. Ricco 등의 연구23에 의하면 별아교세포종에서

Ki- 67 LI는 조직학적 등급과는 의미있는 관련이 있었지만 환자의 생존과의 연관

성은 없다고 보고하였다. 본 연구에서는 Ki- 67의 발현을 LI로 표현하였을 때 별아

교세포종의 조직학적 등급이 높을수록 Ki- 67 LI가 높았고, 이는 통계학적으로 의

미 있는 차이를 보였다. 조직학적 등급이 높을수록 환자의 생존기간이 통계학적으
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로 유의한 감소를 보였으며, 또한 Ki- 67 LI가 높은 경우에 환자의 생존 기간이 통

계학적으로 유의하게 짧았다. 따라서 Ki- 67 LI는 별아교세포종의 조직학적 등급과

관련하여 종양의 악성도와 증식능을 추정할 수 있고, 환자의 예후를 예측할 수 있

는 의미있는 인자로 생각된다.
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Ⅴ . 결 론

본 연구는 별아교세포종에서 apoptosis 관련 단백인 bcl- 2와 bax에 대한 면역조

직화학적 발현을 관찰하여 예후인자로서의 유용성에 대해 알아보고자 하였으며, 세포

주기 관련 단백인 Ki- 67 LI를 통한 종양증식능의 측정을 함께 시행하여 다음과 같은

결과를 얻었다.

1. bcl- 2는 2예 (4.8% )에서 발현되었으며, 조직학적 등급, 나이, 종양의 크기,

종양의 위치, 생존기간과 통계학적인 상관관계는 없었다 (p> 0.05).

2. bax는 35예 (83.3% )에서 발현되었으며, 특징적으로 저등급에서는 강하게,

고등급에서는 약하게 염색되었으나, 조직학적 등급, 나이, 종양의 크기,

종양의 위치, 생존기간과의 통계학적인 상관관계는 없었다 (p> 0.05).

3. Ki- 67 LI는 조직학적 등급이 높을수록 통계학적으로 유의하게 높았고

(p< 0.05), 생존기간이 짧은 군에서 통계학적으로 유의하게 높았다 (p < 0.05).

그러나 나이, 종양의 크기, 종양의 위치와는 통계학적인 상관관계가 없었다.

이와 같은 결과로 apopt osis 관련 단백인 bcl- 2와 bax는 별아교세포종의

예후인자로서 의미가 없었고, Ki- 67 LI가 별아교세포종의 악성도와 증식능을

추정할 수 있고, 환자의 예후를 예측할 수 있는 의미있는 인자로 생각되었다.
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Abs trac t

Expre s s i on of bc l - 2 and bax prot e i ns i n as t rocyt i c t umor s

Se i - Yoon Ki m

D ep artm en t of M ed icin e

T he Grad uate S chool, Y ons e i Univ ers ity

(Di r ec t ed by Pr ofes sor Hun Joo Ki m)

Neur oep i t he l i a l t umor s account for 50 t o 60 per cent of pr i mar y

i nt r acr ani a l t umor s i n adu l t s . As t r ocyt i c t umor s cons t i t ut e about 75 per

cent of gl i omas . Hi s t ol og i c gr ade s i gn i f i cant l y i n f l uences sur vi va l and

pr ognos i s among pa t i ent s wi t h as t r ocyt i c t umor s . B ut pr ogr es s i on f r om

i n i t i a l l ow gr ade t o h i gh gr ade on r epea t t i s sue samp l i ng usua l l y

confused us . Anot her pr ognos t i c f ac t or of as t r ocyt i c t umor s i s an

es t i ma t i on of pr ol i f er a t i ve i ndex i n t umor ce l l s .

B c l - 2 and bax pr ot ooncogene r egu l a t e apopt os i s . B c l - 2 pr ol ongs

sur v i va l by ar r es t i ng ce l l s i n t he G  0 / G  1 phase of t he ce l l cyc l e or

i nhi b i t i ng of APO- 1/ Fas ant i body-medi a t ed apopt os i s . B ax gener a l l y

pr omot es apopt os i s .

In br a i n t umor , i t has been publ i shed t ha t bc l -2 expr ess i on was not

r e l a t ed ma l i gnancy and pr ognos i s . Because t he number of t he s t udy case was

l i mi t ed, t her e wer e some pi t fa l l s . W   e s t udi ed for t y- t wo cases

r e t r ospec t i ve l y i n or der t o i nves t i ga t e t he r e l a t i onshi p be t w een t he

i mmunohi s t ochemi ca l expr ess i on of bc l - 2 & bax pr ot e i n i n as t r ocyt i c t um  or s
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and pr ognos i s .

W   e c l as s i f i ed t he as t r ocyt i c t umor s accor di ng t o W       HO gr adi ng sys t em

and r ev i ewed t he c l i ni ca l i n for ma t i on and sur v i va l t i me . The sec t i ons

wer e t aken f r om sur g i ca l l y r esec t ed par a f f i n- embedded t i s sue and

per for med i mmunoh i s t ochemi ca l s t a i ns (ABC me t hod ) for bc l - 2 , bax , and

Ki -67. Ki - 67 l abe l i ng i ndex (LI ) wer e expr es sed as per cent i l e of

pos i t i ve l y s t a i ned nuc l e i t o 1, 000 neopl as t i c ce l l s .

For t y- t wo cases of as t r ocyt i c t umor s wer e gr ade I (2 cases ) , gr ade I I

( 10 cases ) , gr ade I I I ( 10 cases ) , and gr ade IV (20 cases ) accor di ng t o

W     HO gr adi ng sys t em. The                                                                                              s t a i n for bc l - 2 r evea l ed a

pos i t i v i t y i n on l y t wo (4. 76%) among for t y- t wo cases . The i mmunos t a i n

for bax pr ot e i n was pos i t i ve i n 35 cases (83. 3%) . However , t he

cor r e l a t i on be t ween bc l - 2 & bax pr ot e i n expr es s i on and age , sex, t umor

l oca t i on , s i ze , and h i s t o l og i c gr ade was not found. B y Kap l an-M   e i er

ana l ys i s , bc l - 2 & bax pr ot e i n expr es s i on and sur v i va l t i me i n as t r ocyt i c

t umor s was not s t a t i s t i ca l l y s i gni f i cant i n l og r ank t es t (p>0. 05 ) .

Ther e wer e s t a t i s t i ca l l y s i gn i f i cant di f f er ences be t ween Ki -67 LI and

h i s t ol og i c gr ade and be t ween Ki - 67 LI and sur v i va l t i me , r espec t i ve l y

(p<0. 05 ) . B ut t he r e l a t i onsh i p of Ki - 67 l abe l i ng i ndex (LI ) and age ,

sex, t umor l oca t i on , and s i ze was not pr esent .

As a conc l us i on , bc l -2 and bax pr ot e i n as apopt os i s - r egu l a t i ng fac t or

wer e not s i gn i f i cant , wher eas Ki -67 LI was sugges t ed as a s i gn i f i cant

pr ognos t i c f ac t or , as soc i a t ed wi t h h i s t ol ogi c gr ade and sur v i va l t i me of

as t r ocyt i c t umor s .

Ke y W  or ds : as t r ocyt i c t umor , bc l - 2, bax , Ki - 67, pr ognos t i c f ac t or
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