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국문요약

연구배경: 광범위큰 B세포 림프종 (Diffuse large B-cell lymphoma, DLBCL)은 비호지

킨림프종에서약 40% 를차지하는흔한질병이다. DLBCL의완치율은표준항암치료

(R-CHOP; rituximab, cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and prednisone) 로 인해

과거에비해향상되었으나, 여전히약 40%의환자는치료에반응하지않고결국사망

한다. 이러한환자를예측및정의하고, 새로운치료법을개발하기위한선행연구에서

MYC 단백의 발현과 DLBCL의 나쁜 예후와의관련성이 다수 보고 되었다. 그러나 선

행연구에서 사용된 면역화학조직염색 (IHC, immunohistochemistry)은 MYC 발현강도

의다양성으로인해그염색상이다양하다. 이러한이유로 cut-off value 에대한판독자

간 불일치로 인해 진단에 적용하는데 어려움이 있다. 이러한 문제점을 극복하기 위해

발현의강도를객관적으로수치화할수있는실험기법과과학적근거를갖는정량적

분석이요구되고있다. 본연구는다중형광염색법을통한정량적이미지분석및임상

지표를종합한통계분석을통해 DLBCL예후예측에서의 MYC 단백발현 cut-off value 

를도출하였다.

재료 및 방법:  2007~2012년사이, 서울아산병원에서진단받은 DLBCL 환자의파라핀

조직을 대상으로 하였다. 이중, R-CHOP 이외의치료를 받은환자와원발성중추신경

계 DLBCL환자, TMA (tissue microarray) 를 제작할 수 없는 작은 양의 조직을 제외한

192예로 TMA를 제작하였다. TMA 면역염색은항체 마다파장이각각다른형광물질

로표지하여, 형광발현강도를정량적으로측정할수있는 Opal다중형광염색법을이

용하였다. 사용된 항체로는 종양 세포에서 MYC단백의 발현을 확인하기 위해 CD20

와 MYC 으로 염색하였다. 또한비 종양 세포인 T 세포를 제외하고분석 할 수있도록

CD3 염색을 시행하였다. 염색이 완료된 슬라이드는 Vectra slide scanner (PerkinElmer, 

Waltham, MA) 가 20 nm 간격으로 촬영한 각 파장별 이미지를 취합했다. 이미지 분석

프로그램인 inForm™ Tissue Finder™ image analysis software (PerkinElmer, Waltham, 

MA) 로정량된데이터를얻었다. MYC 의발현강도는차수로나열하여,사분위수로

나누었다 (0+, 1+, 2+, 3+). MYC 단백발현강도와양성세포비율에따른환자집단간

생존분석을시행하여 cut-off value 를도출했다. 도출된 cut-off value 를내부비교하여

신뢰성을재확인했다. 
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결과: 여러 cut-off value 를비교분석한결과, MYC 단백발현의강도가 3+ 이상이며양

성세포비율이 60% 이상인환자집단의생존이통계적으로유의하게나쁜전체생존율

(overall survival, OS) 을보였다 (p = 0.04). 무합병증생존율 (Event-free survival, EFS) 에

서는유의하지않았으나예후가나쁜경향을보였다 (P= 0.091). 콕스회귀분석으로위

험비를 구해보았다. 그 결과, MYC 단백발현의 강도가 3+ 이상이며 양성세포비율이

60% 이상인환자집단의 OS 가유의하게위험율이 2.4 배였으며, EFS 에서도같은집

단이유의하게위험율 2 배였다 (OS, p = 0.014; EFS, p = 0.032). MYC 단백발현의강도

가 3+ 이상이며 양성 세포 60% 이상을 cut-off value 로 설정한 후, internal validation 을

시행하였다. 그결과, 제시한 cut-off value 가 나쁜예후를 예측 할 수 있는 최선이라는

결과가재확인되었다 (p < 0.05).

결론: 본 연구 결과, MYC 단백발현의강도가 3+ 이상 이며 양성세포비율이 60% 이상

인경우 DLBCL의예후를가장잘예측할수있었다. 이결과를기반으로형광면역염

색법의 정량적 분석을 통한 DLBCL 에서의 MYC 단백과 예후 간의 관계를 예측 하는

것을 하나의 cut-off value 로 제시할수 있다. 종양세포에서 MYC 의과발현에 대해서

아직 많이알려진바가 없기 때문에 DLBCL 에서과발현 되고있는 MYC 의 병태생리

를 연구하여 치료법에 반응하지 않는 환자군을 예측하고 그에 알맞은 치료법을 제시

하는 기저연구가 될수있다.또한 AI 를 이용한새로운 진단기법을 개발하는데기반

이될것이다.
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1

서론

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) 는 B 세포림프종의한종류이다.국내 10대암

중 하나인 비 호지킨 림포마에서도 가장 흔한 질병 이며, 새롭게 진단되는 림포마 의

전체에서 30-40%를 차지한다. 생물학적 및 임상적으로 이질적인 특성으로 인해 2008

년세계보건기구 (WHO) 에서달리명시되지않는악성림프종은 DLBCL 로분류되었

다1-3). 유전자 발현 프로파일링 (GEF, Gene-expression profiling) 을 통해 2개의 아형으

로 분류할 수 있다. 전체의 45 – 50%는 germinal center B (GCB) 세포 형이며 나머지는

activated B (ABC) 세포 형으로 나뉜다4, 5). 아형 분류는 종양의 기원이 된 모세포를 조

사하여개별화된치료를가능하게했다6). 기존치료는세포독성항암제조합인 CHOP 

(cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, prednisone) 으로 시행하였다7). 최근, CHOP

요법 에 표적 항암제인 rituximab을 병행함으로써보다 높은전체 생존율 예후를보이

게되어완치율은약 60 % 정도가되었다8-10). 그러나여전히 R-CHOP 치료에반응하지

않고, DLBCL 로인해사망에이르는환자가약 40% 이다10). 

이후 이러한 환자군을 정의하고자 예후를 예측하기 위한 표지인자 규명을 위한 연구

가활발히진행되어다양한관련인자들이밝혀졌다. 

최근 많은 연구에 따르면 R-CHOP 치료에 반응하지 않고 나쁜 예후를 보이는 환자군

이 MYC 과 관련이 있다고 발표 되었다10). MYC은 강력한 oncogene이자 oncoprotein

으로 알려져 있다11-13). 정상 세포에서MYC은 세포의 생장에 중요한 역할을 하는데,

세포주기, 성장, 분열, 분화, 자멸사등에관여하며,성장인자를자극하여세포를증식

시킨다. 그러나MYC 의돌연변이로인한조절불능상태는성장과자멸사를조절하지

못하게되고,세포를불멸화하게만든다. 또한면역계의감시에서벗어나공격받지않

게 하여암을 형성하게되는 요인이 된다. 실제로 대부분의 DLBCL case에서 MYC 단

백의비정상적발현이관찰되어왔다14, 15). 그러나아직까지종양세포에서MYC 단백의

자세한역할은명확히알려진바가없다.

선행 연구들은 MYC 단백의 발현과 질병의 관련성을 검증하기 위해 면역화학조직염

색 기법을 적용하고 있기때문에 이미지 분석에대한 연구자들의관심이 높다16, 17). 소

프트웨어를 이용한 공인된 cut-off value 를 제시하려는 다수의 시도가 있었지만, 

heterogeneous 한 MYC 단백의 특성 탓에 면역 화학 조직 염색에서의 MYC 발현 강도

편차가매우크다 (그림 1). MYC  발현의강도가일관되지않기때문에양성세포를판

독하고 그 비율을 정하는데 어려움이 있다18). 이러한 이유로 현재 공인된 cut-off value 
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가 존재하지 않는다. 연구자들 마다 설정한 ct-off value 가 다르다19, 20). 따라서 면역 화

학조직염색법만을진단기준으로서임상에적용하기는어려운실정이다21).

본연구에서는이러한문제점을극복하기위하여 Opal 면역형광염색법을적용하였다. 

이는 면역화학조직염색법을기반으로 하여 형광으로 검출하는 실험법이다. 면역화학

조직염색 보다 dynamic range 가 넓기 때문에 강도를 측정하기에 알맞은 실험이다. 이

기법을이용하여발현의강도및발현위치에대한정보를정량적으로얻을수있다22). 

총 192예의 DLBCL tissue microarray내 종양세포내의 MYC의 발현정도를 Opal 면역

형광염색을통해정량분석하였다. 분석된데이터를이용하여 ROC (receiver operating 

characteristic) curve, H-scoring (histo-scoring) , MYC 단백의 발현 강도 및 양성 세포 비

율을 세분화한분석등으로 cut-off value를 도출하였다23-26). 본 연구에서 활용된 각기

법은 분석된 결과와 임상적 예후와의 상관 관계를 평가 했으며, 그 중 가장 우수했던

cut-off value 의도출된강도와비율을세분화한분석에대해논하려한다.
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그림 1. DLBCL 조직에서의MYC 면역화학조직염색의이미지
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재료및방법

1. 대상환자모집과 tissue microarray (TMA) 제작

2007년부터 2012년 사이에 서울아산병원 종양내과에서 DLBCL을 진단받은 환자를

대상으로 했다. 그중 원발성중추신경계 DLBCL환자와 R-CHOP 이외의 치료를 받은

환자를 제외한 검체의 hematoxylin과 eosin 염색 슬라이드를 검토하여적절한 양의 종

양이 존재하는지 확인했다. 확인이 된 192명의 파라핀 조직 블록에서 환자 1인 당 직

경 1mm 의시료를 3개채취하여 TMA 주형블록에삽입하여 TMA 를완성했다27, 28). 대

상 환자에 대한 임상 정보는 병원 기록에서 성별, 나이, 치료 방법(treatment regimens), 

Ann Arbor stage, LDH (lactate dehydrogenase) level, COO (cell of origin), CNS relapse 와

국제예후지수(IPI, international prognosis score) 를입수했다. 환자추적기간은 2007 년

1 월부터 2016년 10월까지였다. 본연구는서울아산병원의임상시험심사위원회의승

인 (2015-0720) 을받았다.
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표 1. 대상 DLBCL환자들의특징및분류

All Patients

(n = 192)

Characteristic No. %

Median age, years [range] 58 [20 – 82]

Age >60y 93 48.4

R-CHOP therapy 192 100

Gender

Male 104 54.2

Female 88 45.8

Survival

<5-y OS 107 55.7

<5-y EFS 114 59.4

Stage III-IV 116 60.4

Elevated  LDH (> 250 IU/L) 91 47.4

IPI score of 3-5 76 39.6

CNS relapse 14 7.3

Cell of origin (COO)

  No identified 12 6.3

GCB 53 32.7

Non-GCB 127 67.3

Abbreviations: OS, overall survival; EFS, event-free survival; LDH, lactate dehydrogenase; 

IPI, international prognostic index; CNS, central nervous system; GCB, germinal center B-

cell
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그림 2. Microwave treatment를이용한 tyramide 증폭시스템

(This illustration is adaptive from Cell signaling tech.)
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2. Opal 다중형광면역염색

Opal 다중형광면역염색은형광을이용하여조직에서 표적항원단백을검출하는실

험법이다. 이는면역화학조직염색보다 dynamic range 가넓어서다양한강도를측정하

기에 알맞은 실험법이다29, 30). 형광분자는 자외선이나 가시광선을흡수하게되면전자

가들뜬상태가되었다가다시원상태로돌아갈때빛에너지가방출이되는성질이있

다. 형광분자는각각의특성에따라특정파장의빛을흡수하여독특한파장의빛을방

출하게 된다. Opal 다중형광면역염색은 이러한 성질을 이용하여 다른 파장대로 최대

7개의형광물질을표지할수있다. 

Opal 다중 형광 면역 염색을 시행하기 이전에 항체 최적화 농도를 정하고, 각 항체 별

형광파장을정한다22).전체적인실험방법은면역화학조직염색과동일하다31). TMA 

4um 두께로 박절한 section 으로 Opal 다중형광 면역 염색을 시행했다. 파라핀을 제거

하기위해 65°c 온열기에서파라핀을녹여준후 xylene 에 30분간담그어조직의빈공

간 사이에 포매 되어 있는 파라핀을 제거했다. 이후, 에탄올을 이용해 수세 과정을 거

쳤다. 4% 파라포름알데히드로 조직을 재고정했다. 알데히드 고정으로 생성된 cross-

link를 제거하여 항원의 결정기를 복구시키기 위해 P.H. 6.0 의 구연산염 용액에 슬라

이드를담그어MWT (microwave treatment)를시행했다. 항원결정기가복구된슬라이

드는 실온에서 열기를 식혀준 후, 인산화완충용액 (Phosphate buffered saline, PBS) 에

BSA (bovine serum albumin) 를 1%로희석한단백질비특이억제용액으로조직을실온

에서 10분반응시켰다. 이과정으로비특이적인항원 -항체간결합이억제된다. 비특

이억제가완료된슬라이드에적정농도로희석이된 1차항체 150ul 로실온에서 1시

간반응했다. 0.1% 의계면활성제 (tween 20) 를 TBS (tris-buffered saline) 용액에희석하

여 1차항체반응이끝난슬라이드를 3분간격으로 2회담그어세척했다. 세척이끝난

슬라이드는 HRP (horseradish peroxidase) 가 공액 되어 있는 2차 항체로 실온에서 1시

간 반응시켰다. 이 때, 2차 항체는 1차 항체의 숙주와 같은 종에서 면역 반응을 통해

얻은것을사용한다. 반응이끝난슬라이드는이전과같은방법으로세척했다. Opal 7-

color Manual IHC manual kit (cat. NEL811001KT, PerkinElmer, Waltham, MA)에 포함되

어 있는 TSA (tyramide signal amplification) buffer 에 형광물질을 1:50으로희석하여슬

라이드 당 150ul 로 습윤하고 어두운 염색상자에 넣고 실온에서 10분 반응했다. 반응

이 완료 된 슬라이드는 TBS-T 용액에 10분간 담그어 세척했다. 1차 항체와 2항체를
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제거하고 tyramide 와 형광물질만남기기위해 MWT를 시행했다. TSA는 tyramide 가

HRP 효소의작용을 받아서 activation된 후에 바로 주변의 생체 분자에 공유결합을 하

는현상을말한다32). MWT를통해비특이적으로반응되어있는항원 –항체, 항체 –항

체 간의 결합이 사라지게 되고, 공유결합인 tyramide와 형광이 남게 되어 host에 상관

없이최대여섯가지의항체를표지할수있다 (그림 2.). 따라서 1차항체의숙주에따

라 2차 항체 선택의 폭이좁았던 점과 항체와 형광이 세척과정에서 사라지게 되는 점

이 개선된다. 마지막으로 DAPI를 이용하여 핵에 counter staining을 한 후, 형광 염색

전용봉입제를이용해커버슬라이드를덮어완성한다 (그림 3.).

본 연구에서는 DLBCL 세포에서 MYC 이발현되는강도를정량화하기위해 1차항체

로는 CD20, MYC 을 사용했으며, 비 종양세포인 T 세포를 제외하고 분석하기 위해

CD3를표지했다 (표 2.).
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표 2. 사용된항체의정보

Name Cat. no Target Location Clone Concentrate Fluorophore

Anti-CD20 M0755 B-cell Membrane L26 1:1,000 Opal 520

Anti-CD3 A0452 T-cell
Cytoplasm, 
Membrane

F7.2.38 1:50 Opal 620

Anti-MYC ab32072 MYC Nucleus Y69 1:500 Opal 690
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그림 3. Opal 다중면역형광염색방법22)

Abbreviations: NBF, neutral-buffered formalin; HRP, horseradish peroxidase
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3. Image 획득

Vectra slide scanner (PerkinElmer, Waltham, MA) 는 파장의 범위가 420 nm 에서 720 nm

이며, 촬영간격은 20 nm 이다. 그러므로동일한조직에다양한항체와형광이표지되

어 있어도 형광 파장을 분리하여 촬영 할 수 있다. 이미지를 각 파장 별로 획득 한 후,

취합하여하나의이미지로만든다.

Vectra 3.0 software packages (PerkinElmer, Waltham, MA) 은 4가지 (DAPI, OPAL 520, 

OPAL 620, OPAL 690) 의 형광으로 표지 된 슬라이드의 형광 스펙트럼 파장이 안정적

으로 혼합되지 않고 정량화 되어야 한다. 따라서 각 파장의 예와 형광 물질이 표지 되

지 않은 조직의 자가형광파장이 다중 파장 라이브러리에 등록이 되어야 한다. 이러한

이유로표적정량의기준을형성하기위해형광파장라이브러리를생성한다 (그림 4.). 

양성대조군인 정상 조직 (예. 인간 정상 편도 조직) 을 준비한다. 염색 되지 않은 슬라

이드와 패널 중가장풍부한항체 (예. CD20) 를이용하여 개별적으로염색이된각슬

라이드로 다중 파장 분석에 필요한 형광 파장 라이브러리를 확립했다. 각각의 형광으

로 염색이 된 슬라이드로 구성 된 멀티스펙트럼라이브러리와 염색되지 않은 슬라이

드는표적정량의기준을형성한다. 형광분자의파장은표 3.에요약했다.

Vectra 로 슬라이드 전체를 저배율로 촬영하여 파장 별로 고배율 촬영 할 부분을 표시

(annotation) 해주고고배율로촬영한다 (그림 5.).
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그림 4. Opal 형광파장에대해구성된라이브러리 33).
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그림 5. 스캔된 TMA  slide 전체이미지
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그림 6. 항체별표지된형광
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표 3. Opal 형광분자의파장

.

Wavelength

Opal fluorephores Excitation Emission

Opal 520 494nm 525nm

Opal 620 588nm 616nm

Opal 690 676nm 694nm

Spectral DAPI 358nm 461nm
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4. Image 정량분석

추출 된 이미지를 분석 프로그램인 inForm® Tissue Finder™ image analysis software

(PerkinElmer, Waltham, MA)를이용하여정량화했다 (그림 6.). 정량화이전에소프트

웨어를 트레이닝하는 과정을 거쳐야한다. 먼저세포의 핵, 세포질, 세포막에 대한 위

치와 크기정보를 지정한다 (그림 7 - 9). 세포의 형태에 대한소프트웨어트레이닝후, 

CD20과 CD3로표현형을지정하여알고리즘을생성한다 (그림 10.). 생성된알고리즘

으로 모든이미지파일에대한세포구획의위치, 위치 마다발현되는형광의강도등

에대한정량적정보를얻었다 (그림 11.).

.
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그림 7. 핵 segmentation 이미지
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그림 8. 세포막 segmentation이미지
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그림 9. 세포질 segmentation이미지
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그림 10. CD20, CD3 phenotyping

CD20

CD3
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그림 11. inForm 소프트웨어분석의흐름33)
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5. 집단분류방법

정량화된 DLBCL 종양세포에서MYC의발현강도를오름차순으로나열한후, 분위

수로 4개의집단으로나누었다 (그림 12.). 각각의강도에따라분류된집단의특징은

표 4. 에요약되어있다. 분석에앞서MYC 단백발현강도와양성세포비율의세분화

한 cut-off value 를이용하여 9개의집단으로나누어 OS 와 EFS 를분석했다 (표 5.).
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표 4. 분위수로나눈각집단의MYC 단백발현강도의범위와중간값

MYC expression intensity Range Median

0 4 – 23.6 19

1+ 23.7 – 29.4 27.9

2+ 29.4 – 35.9 35

3+ 35.9 – 102.4 51.2
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그림 12. MYC 단백발현강도에따른사분위수분포그래프
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표 5. MYC 단백발현강도와양성세포비율이세분화된각집단의기준

MYC expression

Intensity Proportion(%)

1+

0 - 30

30 - 60

60 -

2+

0 - 30

30 - 60

60 -

3+

0 - 30

30 - 60

60 -
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6. 통계분석

사용된 통계 기법으로는 카플란-마이어 생존곡선법과 콕스 회귀분석을 사용했다. 카

플란-마이어 생존곡선으로 누적 생존을 시각화 하여 추정했다34). 카플란-마이어의 유

의성은 로그 순위 법으로 검정했다. 콕스 회귀분석으로는 각 집단의 위험비를 계산하

여생존분석을했다35-37). 도출된결과를비교하여가장적합한 cut-off value 를구하고

자했다. P-value 는 0.05 미만을통계적으로유의하게보았다38).

통계 프로그램으로는 R version 3.2.2 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, 

Austria) 을사용했다. 
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결과

1. 환자의특징별통계

환자들의 임상 정보는 표 1. 에 요약하였다. 192 명의 환자 중 남성 환자는 104 명

(54.2%) 이며여성환자는 88명 (45.8%) 이다. 평균나이는 58세 (범위, 20-82 세) 이고,

60세 이상의 환자는 93명 (48.4%) 이다. GCB 아형의 환자는 53명 (32.7%) 이며, non-

GCB 아형의 환자는 127명 (67.3%) 이다. 116명 (60.4%) 의환자가 병기 3-4기에속했

다. 그리고 76명 (39.6%) 의 환자는 IPI 점수 3-5에 속했다. 91명 (47.4%) 의 환자는

LDH 가 250 IU/L 이상이고, CNS (central nervous system) relapse환자는 14 (7.3%) 명이

다. 5년미만의전체생존율은 55.7%, 5년미만의무합병증생존율은 59.4% 이다.

2. Opal 다중면역형광염색의분석

Opal 다중면역형광염색은 192 개의조직샘플 TMA 블록에시행했다. DLBCL 세포에

서 MYC 단백의발현을확인하기위해 CD20 과MYC 을표지하고, 비종양세포인 T 세

포를제외하기윟 CD3 를표지했다. 각단백의발현은이미지로확인했다 (그림 13.). 파

장 별 이미지를 겹쳐서 CD20과 MYC이 동시에 발현되는 종양 세포를 분석 했다 (그

림 14.). 이 때 DAPI 와 MYC 이 같은 위치에서 발현되므로 DAPI로 핵의 위치를 파악

한후, MYC 을중점으로분석을했다39).

DLBCL 세포에서발현되는MYC 의강도를사분위수로나누어 4개의집단화했다.가

장 발현의 강도가 약한 0+ 의 중간값은 19 (4 – 23.7) 이다. 1+ 의 중간값은 27.9 (23.6 –

29.4) 였으며, 2+ 의 중간값은 35 (29.4 – 35.9) 였고, 발현의 강도가 가장 강한 3+ 의 중

간값은 51.2 (35.9 – 102.4) 이다 (표 4.). 
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그림 13. 면역형광염색이된 B 세포와 T 세포와MYC단백의이미지

DAPI

MYC

CD20

CD3
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그림 14. DLBCL 세포에서MYC 단백의발현

CD20

MYC
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3. MYC 단백발현강도와양성세포비율의세분화의통계적분석

강도 0+을제외한 1+, 2+, 3+ 에대해양성세포비율을세분화한집단에대해분석했다

(표 5.). 강도 1에 대한 3개의 집단 중 myc1.group3 의 OS 가 카플란-마이어 곡선의 결

과, 유의하지않게예후가나쁜경향을보였다 (OS, p = 0.41; 그림 15.). EFS 역시 OS 와

같이유의하지않게예후가나쁜경향을보였다 (EFS, p = 0.7; 그림 16.). OS 에대한콕

스 회귀 분석의 결과, myc1.group3 가 가장 예후가 나쁜 경향이 있었으나, 통계적으로

유의하지않았다 (HR, 1.39, 95% CI, 0.05 – 3.9, p = 0.529; 표 6.). EFS 에대한콕스회귀

분석결과역시 myc1.group3 가예후가나쁜경향이있었으나통계적으로유의하지않

았다 (HR, 1.20, 95% CI, 0.52 – 2.8, p = 0.667; 표 7.).
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그림 15. MYC 단백 발현강도가 1+ 이상일때 양성세포 비율세분화를이용한 OS 의

카플란-마이어곡선
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그림 16. MYC 단백발현강도가 1+ 이상일때양성세포비율세분화를이용한 EFS 의

카플란-마이어곡선
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표 6. MYC 1+ 의 OS에대한콕스회귀분석결과

Variable

OS

HR 95% CI P

myc1.group1 Reference

myc1.group2 0.86 0.26 – 2.9 0.805

myc1.group3 1.39 0.50 – 3.9 0.529
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표 7. MYC 1+ 의 EFS에대한콕스회귀분석결과

Variable

EFS

HR 95% CI P

myc1.group1 Reference

myc1.group2 0.94 0.36 – 2.5 0.895

myc1.group3 1.20 0.52 – 2.8 0.667
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강도 2를양성세포비율로세분화한 3개집단에대한카플란-마이어법분석결과는

다음과같다. myc2 의 OS 분석은유의하지않았으며 비례가정에위배되었다. (OS, p = 

0.12; 그림 17.). EFS 역시 유의하지 않았으며 비례가정에 위배되었다 (EFS, p = 0.2; 그

림 28.). myc2+ 에 대해 콕스 회귀 분석을 진행했다. 그 결과, myc2.group3 의 OS 가 다

른집단에비해유의하지않게예후가나쁜경향을보였다 (HR, 1.39, 95% CI, 0.50 – 3.9, 

p = 0.529; 표 8.). EFS 역시유의하지않게예후가나쁜경향을보였다 (HR, 1.6, 95% CI, 

0.92 – 2.8, p = 0.086; 표 9.).  
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그림 17. MYC  단백발현강도가 2+ 이상일때양성세포비율세분화를이용한 OS 의

카플란-마이어곡선
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그림 18. MYC 단백발현강도가 2+ 이상일때양성세포비율세분화를이용한 EFS의

카플란-마이어곡선
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표 8. MYC 2+ 의 OS에대한콕스회귀분석결과

Variable

OS

HR 95% CI P

myc2.group1 Reference

myc2.group2 1.7 0.73 – 3.7 0.225

myc2.group3 2.0 1.02 – 3.8 0.042 *
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표 9. MYC 2+ 의 EFS에대한콕스회귀분석결과

Variable

EFS

HR 95% CI P

myc2.group1 Reference

myc2.group2 1.5 0.77 – 3.0 0.224

myc2.group3 1.6 0.93 – 2.8 0.086
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강도 3에 속하는 3개의 집단에 대한 카플란-마이어 분석 결과는 다음과 같다. OS 는

myc3.group3 이다른집단에비해예후가나쁜경향을보였으며, 통계적으로유의했다

(OS, p = 0.04;그림 19.). EFS 는통계적으로유의하지않게예후가나쁜경향을보였다

(EFS, p = 0.091; 그림 20.). OS 의콕스회귀분석결과, myc3.group3 가유의하게예후가

나쁨을보였다 (HR, 2.4, 95% CI, 1.20 – 4.9, p = 0.014; 표 10.). EFS 의콕스회귀분석결

과도 myc3.group3 유의하게 예후가 나쁜 경향을 보였다 (HR, 2.0, 95% CI, 1.06 – 3.7, p

= 0.032; 표 11.).

이로써 myc3.group3 집단의 cut-off value 가 예후를 가장 잘 예측 할 수 있다는 결과가

도출됐다.
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그림 19. MYC 단백 발현강도가 3+ 이상일때 양성세포 비율세분화를이용한 OS 의

카플란-마이어곡선

p = 0.04
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그림 20. MYC 단백발현강도가 3+ 이상일때양성세포비율세분화를이용한 EFS 의

카플란-마이어곡선
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표 10. MYC 3+ 의 OS에대한콕스회귀분석결과

Variable

OS

HR 95% CI P

myc3.group1 Reference

myc3.group2 1.4 0.73 – 2.8 0.3

myc3.group3 2.4 1.20 – 4.9 0.014 *
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표 11. MYC 3+ 의 EFS에대한콕스회귀분석결과

Variable

EFS

HR 95% CI P

myc3.group1 Reference

myc3.group2 1.2 0.63 – 2.1 0.642

myc3.group3 2.0 1.06 – 3.7 0.032 *
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4. 내부 data 로도출된 cut-off value 검증

앞서도출된 myc3.group3 의 cut-off value 를내부비교를통해재검정해보았다.

전체 192명의환자를MYC 발현강도 3+ 이상이며, 양성세포비율이 60% 이상의 cut-

off value 를이용해음성군 (myc3.regroup = 1) 과양성군 (myc3.regroup = 2)으로이원화

했다.

OS 를카플란-마이어생존곡선으로분석한결과는통계적으로유의하게양성군이음

성군에비해예후가나쁜경향을보였다 (OS, p = 0.019; 그림 21.). EFS 의카플란-마이

어 곡선 분석 역시 OS 와 비슷하게 예후가 나쁜 경향을 보였다 (EFS, p = 0.032; 그림

22.). OS 에 대한 콕스 회귀 분석 결과, 양성군이 예후가 나쁜 경향을 보였다 (HR, 2.2, 

95% CI, 1.1 – 4.3, p = 0.022; 표 12.). 
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그림 21.도출된 cut-off value 로내부데이터에대한 OS의카플란-마이어곡선
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그림 22. 도출된 cut-off value 로내부데이터에대한 EFS의카플란-마이어곡선
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표 12. 도출된 cut-off value 에대한 internal validation 콕스회귀분석결과

Variable

OS

HR 95% CI P

myc3.regroup1 Reference

myc3.regroup2 2.2 1.1 – 4.3 0.022 *
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5. COO 가확인된환자군에대한 cut-off value재검증

예후를 예측하는데 영향을 미칠 것으로 알려져 있는 COO와 IPI, 도출 된 cut-off value

를 비교분석 했다.비교분석을 위해 COO 가 확인되지 않은 환자를 제외 한 180명을

대상으로했다.40). 

앞서 도출 된 cut-off value 에 따라 음성군과 양성군으로 이분화 했다. 이를 콕스 회귀

분석결과가앞선결과와같이양성군이유의하게예후가나쁨을보였다 (HR, 2.1, 95% 

CI, 1.06 – 4.2, p = 0.033.) .

COO 는 양성군이 음성군에 비해 유의하지 않게 예후가 나쁜 경향을 보였다 (HR, 1.3, 

95% CI, 0.65 – 2.7, p = 0.443).

IPI 지수 3 미만인모집을음성군, 3 이상인모집을양성군으로나누어분석했다. 그결

과음성군에비해양성군이양성군이유의하게예후가나쁨을보였다 (HR, 2.7, 95% CI, 

1.47 – 5.0, p = 0.001).

그 결과, COO 로예측한결과보다 MYC 단백의발현의 강도와비율이예측에적합하

다는결과를도출할수있었다. 

이로써 Opal 다중 면역 형광 염색으로정량화 하여 cut-off value 를 강도 3+ 이상, 양성

세포비율 60% 이상으로하는것이판독기준으로제시가능하다는결론을내렸다 (표

13.).
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표 13. COO 가 확인된 180명의 환자에 대한 도출된 cut-off value, COO, IPI의 단변량

분석의결과

Variable

OS

HR 95% CI P

myc3.group1 Reference

myc3.group2 2.1 1.06 – 4.2 0.033 *

COO 1 Reference

COO 2 1.3 0.65 – 2.7 0.443

IPI 1 Reference

IPI 2 2.7 1.47 – 5.0 0.001 **
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결론

본 연구는 MYC 단백 발현 강도를 객관적으로 정량함 으로써 R-CHOP요법에 반응하

지않는나쁜예후의 DLBCL환자군을예측하는데의미가있다. 

MYC 단백발현의 강도가 3+ 이상이며 양성세포비율이 60% 의 cut-off value가 연구결

과가장명확한예후를예측할수있었다. 

비록현재까지MYC의병태생리에대해폭넓게연구되어있지않지만, 본연구결과를

기반으로 MYC 의 생물학적역할에대해규명하여 R-CHOP 에반응하지 않는 DLBCL 

환자군을 예측하는중요한 표지 인자로서 활용될수 있으며 또한 적절한치료법을 제

시하는데기여할수있을것이다.

현재 임상진단기법으로 널리 활용되고 있는 면역화학염색 기법에도 도출된 cut-off 

value 가적용가능하다면병리의사의진단의보조적도구로유용하게사용될것이다. 

또한 이 연구는 AI 를 이용한 새로운 진단 기술을개발하는데 기저 연구가 될 것 으로

사료된다.
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ABSTRACT

Introduction: A large B-cell lymphoma (DLBCL) is a common disease that accounts for 

approximately 40% of non-Hodgkin's lymphomas. DLBCL has improved compared to the 

past due to standard chemotherapy (r-CHOP; rituximab, cyclophosphamide, doxorubicin, 

vincristine, and prednisone), but about 40% of patients still do not respond to treatment and 

eventually die. Previous studies to predict and define these patients and to develop new 

therapies have reported a number of associations between the expression of MYC protein 

and the poor prognosis of DLBCL. However, immunohistochemistry (IHC) used in previous 

studies has a variety of staining due to the diversity of MYC expression intensity. For this 

reason, it is difficult to apply it to the diagnosis due to the inconsistency between the readers 

and the cut-off value. In order to overcome these problems, it is required to carry out 

quantitative analysis with an experimental technique and scientific basis that can objectively 

quantify the intensity of expression. In this study, MYC protein expression cut-off value was 

derived from DLBCL prognosis prediction by quantitative image analysis using multiplexed 

immunofluorescence staining and statistical analysis combined with clinical indicators.

Methods: Between 2007 and 2012, paraffin tissues of DLBCL patients diagnosed at Asan 

Medical Center in Seoul were studied. Of these, TMAs were made in 192 patients except for 

patients who received treatment other than R-CHOP, DLBCL patients with primary central 

nervous system, and small amounts of tissue that could not be used for TMA (tissue 

microarray). TMA immunohistochemistry was performed by using Opal multiphoton 

staining method, in which each antibody was labeled with a different fluorescent material 

and quantitatively measured the fluorescence intensity. The antibody used was stained with 

CD20 and MYC to confirm the expression of MYC protein in tumor cells. In addition, CD3 

staining was performed for analysis except T cell, which is a non-tumor cell. The stained 

slides were collected by a Vectra slide scanner (PerkinElmer, Waltham, Mass.) At 20 nm 

intervals. Quantified data was obtained with inForm ™ Tissue Finder ™ image analysis 

software (PerkinElmer, Waltham, Mass.). The expression intensity of MYC was divided by 

the number of quartiles (0+, 1+, 2+, 3+). The cut-off value was calculated by performing 

survival analysis between patient groups according to MYC protein expression intensity and 

positive cell ratio. The resulting cut-off value was internally compared to confirm the 
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reliability.

Results: Comparison of multiple cut-off values showed that overall survival (OS) was 

statistically significantly worse in patients with MYC protein expression> 3+ and positive 

cell ratio> 60% (p < = 0.04). There was no significant difference in event-free survival (EFS), 

but the prognosis was poor (p = 0.091). Cox regression analysis was used to determine the 

HR (hazard ratio). As a result, the OS of the patients with the intensity of MYC protein 

expression of 3+ and the percentage of positive cells of 60% or more was significantly 

higher than that of the control group (HR, 2.4, p = 0.032). The intensity of MYC protein 

expression was over 3+, and more than 60% of positive cells were set as cut-off value and 

internal validation was performed. As a result, we conclude that the proposed cut-off value is 

the best predictor of poor prognosis (p <0.05).

Conclusions: In this study, the prognosis of DLBCL was best predicted when the intensity 

of MYC protein expression was over 3+ and the proportion of positive cells was more than 

60%. Based on these results, quantitative analysis of fluorescence immunohistochemistry 

can be used to predict the relationship between MYC protein and prognosis in DLBCL as a 

cut-off value. Since the overexpression of MYC in tumor cells has not been well known, it 

may be a baseline study to study the pathophysiology of MYC overexpressed in DLBCL, to 

predict patients who do not respond to the treatment and to suggest appropriate treatment 

methods. It will also be a basis for developing new diagnostic techniques using AI.

Key words: Diffuse large B-cell lymphoma, MYC, Opal multiplexed immunofluorescence, 

cut-off value, quantitative analysis
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