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Background : Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is the most common type of malignant
lymphoma which responds well to conventional chemotherapy. However, quite a few patients
have a recurrence with more aggressive forms after completion of therapy. Multidrug resis-
tance proteins (MRP) are related to this process in several ways such as cell cycle alteration
and modulation of apoptosis. Methods : We investigated the expression of P-glycoprotein
(Gp), one of the well-known MRP, as well as apoptosis associated proteins in DLBCL. Immuno-
histochemical staining for Gp, p53, Bcl-2, Ki-67, active caspase 3 and FADD was done in forty
DLBCL cases. The association between MRP and apoptosis associated proteins to clinical
findings was also tested. Results : Twenty-nine patients out of 40 (73%) with DLBCL were
positive for Gp, and 26 cases (65%) had a strong positive for Gp. Gp expression was stronger
in high-grade lesions than in low-grade lesions and was associated to Bcl-2 expression. How-
ever, we could not find an adverse impact of Gp expression on patients’ overall survival or rela-
pse free survival rate. Conclusions : Our study revealed a high frequency of expression for
Gp in DLBCL with a possible relationship between the expressions of Gp to apoptosis asso-
ciated proteins.
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미만성대세포B림프종에서복합약제내성단백질 P-glycoprotein의 발현및

세포자멸사와의상관관계연구

미만성대세포B림프종(DLBCL)은 전 세계적으로 가장 흔히

발생하는 악성 림프종의 아형으로 비교적 항암치료에 잘 반응하

는 질환이다. 그러나 초기 관해율이 상당히 높음에도 불구하고

많은 환자들이 재발을 경험하며, 이러한 환자들의 경우 이전보

다 조직학적 등급이 높은 아형으로 발전하거나 매우 빠른 질병

진행을 거쳐 치명적 결과를 맞는 경우를 자주 보게 된다. 악성

림프종의 항암치료는 고전적인 CHOP 요법(cyclophosphamide,

vincristin, doxorubicin, prednisolone)의 기본 위에, 1997년에

개발된 rituximab의 추가로 획기적인 치료 성공률을 나타내고

있다.1,2 그럼에도 불구하고 여전히 약제 내성 및 재발에 대한 문

제를 해결하지 못한 채, 최근 각각의 특이적 항암제뿐 아니라

여러 약제에 대해 복합 내성을 유도하는 약제 내성 단백질에 대

한 연구가 시도되고 있다.3-5

약제 내성 단백질의 생산을 유도하는 물질이나 억제 물질 또

는 길항제 등을 밝혀낸다면 각종 암 질환의 항암치료 성공률을

높일 수 있으리라 기대되는데, 아직 이 분야에 대해 알려진 정보

가 많지 않다. 이에 저자들은 DLBCL에서 대표적인 복합 약제

내성 단백질(multidrug resistance protein)인 P-glycoprotein

(Gp, multidrug resistance protein-1, MDR1)의 발현과 이 단

백질이 직접 영향을 미칠 것이라 예상되는 세포자멸사(apopto-

sis) 지표와의 상관성을 분석하고, 이것이 실제 환자의 치료 성

공률 및 생존에 미치는 효과를 분석하고자 하였다.
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재료 및 방법

대상환자 및 표본

본 연구는 1999년 1월부터 2006년 12월까지 본 병원에서

DLBCL로 진단받은 후 동일한 항암요법(R-CHOP)으로 치료

받은 40명의 환자를 대상으로 하였으며, 저자 소속 기관의 임상

시험 심사위원회의 승인을 받았다. 조직학적 진단은 2008년 개

정된 WHO 림프계 종양 분류를 참조하였다.6 이때 세포학적으

로 역형성 형태(anaplasia)를 보이거나 현저한 괴사 혹은 세포

자멸사를 보이는 경우, Ki-67 지표가 50% 이상인 경우는 고등

급으로 분류하였다. 그리고 CD10 또는 Bcl-6에 양성반응을 보

이는 경우는 여포형(germinal center, GC), 나머지는 활성림프

구형(activated B-cell, ABC)으로 구분하였다.

면역조직화학적 염색

대표적인 파라핀 조직 절편을 취하여 통상적인 방법으로 면역

염색을 시행하였다. 사용된 일차항체는 각각 Gp (MDR1, Santa

Cruz, clone, 1:150, CA, USA), P53 (Dako, clone DO-7, 1:

200, CA, USA), Bcl-2 (Dako, clone 124, 1:200), FADD (Cell

Signaling, rabbit polyclonal, 1:50, MA, USA), active caspase

3 (Pharmingen, clone C92-605, 1:200, CA, USA), Ki-67

(Dako, clone M7240, 1:100) 등이었다.

염색의 전 처치로서 슬라이드를 pH 6.0 citrate 완충액에 담

근 후 전자레인지를 이용해 가열하였으며, 일차 항체 도포 후 실

온에서 약 1시간 반응시킨 다음 Dako사의 LSAB+HRP kit를

사용하여 완료하였다. 그리고 판독은 Gp 양성 세포의 수가 10%

이상인 경우를 양성으로 판독하였으며, 염색 강도에 따라 각각

음성, 1+, 2+, 3+ 등으로 감정하였다. Bcl-2는 악성림프종 연

구에서 일반적으로 적용되는 원칙에 따라 양성 세포의 수가 30%

이상인 경우를 양성으로 판정하였고,7 염색 강도에 따라 1+, 2+

로 분류하였다. 또 P53, Ki-67, FADD, active caspase 3 등3은

양성 세포의 백분율을 그대로 통계 수치에 이용하였다.

통계학적 분석

통계학적 분석은 SPSS 16.0 소프트웨어를 이용하여 처리하

였다. 이때 각 군과의 비교 분석은 Mann-Whitney test를 사용

하였고 비모수적 상관관계는 Spearson’rho를 기준으로 하였으

며, 생존 분석율은 Kaplan Meier 분석을 이용하였다. 그리고

도출 결과 p-value 0.05 이하인 경우를 의미 있는 결과로 해석

하였다.

결 과

환자들의 임상 정보는 Table 1에 요약되어 있다. 이들의 평균

생존 기간은 39.5개월, 평균 추적 기간은 45.5개월이었으며, 완전

관해(complete remission, CR)에 이른 환자는 27명이었으나 이

중 8명이 재발하여 총 사망환자는 15명이었다. 원발 장기가 림프

절인 nodal DLBCL은 25명, extranodal DLBCL은 15명이었다.

Gp는 총 40명 중 29명(73%)에서 발현되었으며, 26명(65%)

은 중등도 이상의 강 양성 반응을 보였다. Table 1에 의해 분류

된 각 임상 지표와 조직학적 지표를 기준으로 각각 Gp, P53, Bcl-

2, Ki67, active caspase 3, FADD의 발현 정도를 비교한 결과,

고등급 림프종 환자에게서 Gp 발현율이 높고(p=0.034), P53,

Ki-67, Bcl-2 등도 높게 발현되었다(p<0.05), GC형과 ABC형으

로 분류한 세포 기원 및 nodal DLBCL과 extranodal DLBCL

으로 구분한 원발 장기에 따른 그룹 간 비교에서는 Gp 발현율의

차이를 보이지 않았다. 또한 Gp가 중등도 이상으로 발현된 환자

군(양성도 2,3, Gp-H)과 음성 및 약 양성 환자군(양성도 0, 1,

Gp-L)을 비교 분석하였는데(Table 2), 두 군 간 재발률, 골수

Characteristics No of patients, N=40

Age, year (≥60:younger) 28:12
Sex, M:F 21:19
Stage (I+II:III+IV) 18:22
IPI (Low to Interm:High) 17:23
Bone marrow involvement (%) 30:10
Complete remission (Yes:No) 27:13
Relapse (%) 8 (20%)
Death (%) 15 (38%)
Primary site (Nodal:Extranodal) 25:15
Histologic grade (Low:High) 10:30
Cell type (GC:ABC) 20:20

IPI, International prognostic index; Interm, intermediate; GC, germinal
center type; ABC, activated B-cell type.

Table 1. Clinical and histologic characteristics of the patients

Characteristics Gp-H (N=26) Gp-L (N=14)

Age, year (>60:<60) 18:8 10:4
Stage (I+II:III+IV) 12:14 6:8
IPI (High:Low) 11:15 6:8
BM involvement (Yes:No) 7:19 3:11
OS (months) 38.1 (3.7-66.4) 42.6 (4.8-62.1)
RFS (months) 16.1 (7.3-35.1) 19.5 (10.2-54.2)
P53 (%, mean±SD) 44.5±11.2 38.9±7.9
Bcl-2 (mean±SD) 1.51±0.89 0.77±0.68
Ki-67 (%, mean±SD) 35.8±12.1 33.3±14.1
Active caspase (%, mean±SD) 17.6±6.2 11.4±8.6
FADD (%, mean±SD) 14.0±7.1 11.2±5.8

BM, bone marrow; OS, overall survival; RFS, relapse free survival.

Table 2. Comparison of clinical parameters and immunohisto-
chemical results between patients with high P-glycoprotein
expression (Gp-H) and with low expression (Gp-L)
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침범 빈도, 병기, GC형/ABC형 차이, 세포자멸사 관련 단백질

발현 정도 등을 비교한 결과, 의미 있는 차이를 발견하지 못하였

다. 또한 원발 장기에 따른 영향을 배제하기 위해 동일한 분석을

nodal DLBCL (N=25)에 국한하여 시행하였으나, 역시 뚜렷

한 차이는 없었다. 상관관계 분석에서 Gp 발현은 Bcl-2와 양성

상관성을 보였으나(p-value=0.045), 세포자멸사 및 임상 지표

들과는 상관성을 보이지 않았다.

또한 Gp-H군의 평균 생존 기간은 38.1개월로서 Gp-L군의

평균 생존 기간인 42.6개월보다 낮았으나, 통계학적으로 의미있

는 수치를 보이지는 못하였다(p-value=0.73). 두 그룹 간 무재

발 생존기간(relapse free survival)의 비교에 있어서도 뚜렷한

차이는 드러나지 않았다(p-value=0.61).

고 찰

본 연구는 각종 암 질환의 치료 결과에 영향을 미칠 수 있는

약제 내성 단백질의 발현이 DLBCL에서 어느 정도 발현되는 지

와 예후와의 관련성을 조사한 연구이다. 그러나 DLBCL에서는

아직 Gp를 비롯한 다 약제 내성 단백질과의 연관성 연구 보고가

매우 적으므로8 이 분야는 향후 새롭게 개척해 나가야 할 것이다.

Gp는 ATP binding cassette superfamily의 일종으로 각종

약제를 세포 밖으로 몰아내는 efflux pump의 역할을 하며, 특히

악성림프종 치료에서 가장 빈번히 사용되는 doxorubicin에 대한

내성을 갖게 한다고 알려져 있다.9 또한 백혈병 세포에서 세포자

멸사를 조절하고10 특히 항암제 작용 중 caspase에 의한 세포자

멸사 유도로부터 암세포를 보호한다는 것이 알려져 있다.11 저자

들은 Gp가 과발현되는 Gp-H 환자군이 Gp-L 군에 비해 재발

빈도가 높고 무재발 생존 기간이 단축될 것을 가정하고 연구를

계획하였으며, 이러한 부정적 효과는 세포자멸사를 억제하는 단

백질들의 이상 발현 혹은 과발현에 기인할 것이라고 가정하였다.

연구 결과 Gp는 대다수의 DLBCL 환자에게서 양성으로 나타

났는데, 이는 Gp의 이상 발현이 DLBCL의 발병에 영향을 미치

거나 질병 진행 과정에서 습득되었을 가능성을 강하게 시사하는

것이다. 특히 Gp의 발현은 항 세포자멸사 단백 중 Bcl-2의 발

현과 깊은 상관성을 보였고 이는 기존에 다른 종양에서 시행된

연구 결과들과 부분적으로 부합하였다.12-14

Sakaeda 등14은 Hela 세포에서 Gp가 Bcl-2 mRNA의 전사

를 상향 조절하며, caspase 3의 발현을 유도함으로써 항암제 cis-

platin의 작용을 억제한다는 것을 밝혀낸 바 있다. 따라서 본 연

구 결과는 Gp의 과도 발현이 DLBCL에서도 Bcl-2를 통하여 종

양 세포의 생존에 유리하게 작용할 것이라는 가설을 뒷받침한다.

Fig. 1. Detection of P-glycoprotein, active caspase 3, and FADD
in diffuse large B-cell lymphoma. (A) Staining for P-glycoprotein
shows specific strong cytoplasmic positivity. (B) Active caspase
3 immunostain is noted as nuclear positivity in some tumor cells.
(C) FADD is positive in tumor cell cytoplasm.
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Fig. 2. Kaplan Meier survival analysis between patients with low P-glycoprotein expression (Gp-L) and with high P-glycoprotein expression
(Gp-H). (A) Overall survival (B) Relapse free survival.
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그러나 Gp의 과발현과 active caspase 3 및 FADD와의 연관성

은 드러나지 않았는데, 이는 Gp가 세포자멸사의 비교적 초기 단

계인 Bcl-2의 활성화에는 관여하지만 그 이후 연쇄적으로 일어

나는 기전에는 Gp와 관계없는 다른 요인들이 복합적으로 작용

하기 때문이라고 추정된다. 

Gp가 전체 생존율 및 무 재발 생존율에 미치는 영향 분석에

서는 Gp-H 군이 다소 생존 기간이 짧은 경향을 보였으나, 통계

적으로 의미 있는 수치에 도달하지는 못하였다. 또 Gp-H 군은

Gp-L에 비해 완전 관해율이 약간 떨어졌는데 이 역시 큰 차이

를 보이지는 않았다. 그 이유로 몇 가지를 고려해볼 수 있는데,

그 중 한가지로 Gp가 DLBCL에서 장기나 세포 기원에 관계없

이 전반적으로 높게 발현된다는 사실을 생각해볼 수 있다. 이

Gp의 과발현은 DLBCL의 종양 특성 즉 다른 암에 비해 약제

내성 소인을 강하게 가지고 있다는 특성을 설명하고 있으나, 실

재 약제 내성이 나타나기까지는 다른 요인들이 관여할 것으로

예상된다. 특히 고등급의 DLBCL에서 Gp의 발현이 높은 점도

Gp가 DLBCL 종양의 생물학적 특성 또는 악성도를 나타내는

인자 중에 하나라는 것을 뒷받침한다. 또한 환자의 치료 효과

및 예후의 결정에는 많은 변수들이 작용하므로 Gp가 doxoru-

bicin의 내성을 유발하기는 하지만 악성림프종의 치료에는 CHOP

요법의 다른 세가지 약제가 동시에 투여되기 때문에 한가지 약

제의 내성으로 예후를 결정할 수 없다는 점을 고려해야 한다. 그

러나 비록 Gp가 CHOP 요법에는 포함되지 않으나 악성림프종

의 항암제로 사용되는 etoposide, daunorubicin, vinblastin 등의

다양한 약제 내성에 복합적으로 관여하고 있으며,15 소아 림프구

성 백혈병에서 다양한 약제 내성 단백질의 발현과 예후를 분석한

다른 연구에서는 많은 단백질 중에서 유일하게 Gp만 예후에 영

향을 주는 인자임을 보고한 바도 있다.16 그러므로 비록 본 연구

결과가 DLBCL에 있어서 Gp가 재발 및 예후에 미치는 영향을

직접적으로 밝히지는 못하였으나, 섣부른 판단보다는 후속 연구

를 통해 결정하는 편이 현명할 것으로 사료된다.

결론적으로 Gp는 DLBCL에서 매우 높은 발현율을 보였으며,

Bcl-2를 통한 세포자멸사 억제에 적지 않은 영향을 미칠 것으로

생각된다.
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