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국 문 요 약

배경: 면역세포 프로파일링은 종양 내 미세환경을 반영하여 암의 진행을

예측하거나 치료의 표적을 선정하는데 중요하지만, 갑상선암에서 이에

대한 연구는 부족한 실정이다. 이에 갑상선암 중 치료가 어렵고, 치명률

이 높은 역형성 갑상선암과 전이성 분화갑상선암(전이성 분화암)에서 림

프구 대 단핵구 비율(LMR)과 형광 다중 면역조직화학 염색법(F-MIHC) 및

다중 분광 영상 시스템(MSI)을 이용하여 면역세포 프로파일링을 실시하

였다.

연구방법: 1994년에서 2020년까지 서울아산병원에서 수술 혹은 조직검사

를 시행한 18세 이상의 역형성 갑상선암과 전이성 분화암 환자를 대상으

로 하였다. LMR 분석은 기저 전혈구계산이 가능한 역형성 갑상선암 환자

및 소라페닙 치료를 받는 방사성 요오드 치료에 반응하지 않는 진행성

분화암 환자들을 대상으로 하였으며, receiver operating 

characteristic 곡선 분석을 통해 LMR 4를 기준으로 낮은 LMR군과 높은

LMR군을 분류하였다. 조직의 면역세포 프로파일링은 조직 슬라이드의 검

토를 통해 추가적인 조직 블록 제작하고, 분석이 가능한 환자들을 대상

으로 F-MIHC와 MSI를 이용하여 진행되었다. F-MIHC가 한번에 최대 6가지

의 항원을 검출할 수 있어, 1차는 프로그램된 세포사멸 리간드(PD-L1)를

포함하는 T 림프구를 중점으로 분석하였고, 2차는 T 림프구 및 대식세포

및 이와 관련한 세포들을 중점으로 분석하였다. PD-L1에 대한 지표로

tumor proportion score(TPS)와 combined positive score(CPS)를 이용하

였고, PD-L1 양성과 강양성의 기준은 각각 1이상과 50이상, 1이상과 20

이상으로 정의하였다.

결과: 말초 혈액에서 역형성 갑상선암 환자 총 35명의 LMR을 분석한 결

과, 낮은 LMR군에서 전체생존율의 중앙값이 3개월로 높은 LMR 군의 9.5

개월에 비해 유의하게 낮았으며(p=0.004), 전체사망률에 대한 단변량 분

석에서 hazard ratio(HR) 3.04(95 % confidence interval (CI) 1.37-6.77, 
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p=0.007), 다변량 분석에서 HR 2.55(95% CI 1.08-6.00, p=0.032) 로 모

두 유의하였다. 소라페닙 치료를 받는 방사성 요오드 치료에 반응하지

않는 진행성 분화암 환자 40명을 대상으로 한 분석에서도 낮은 LMR이 전

체생존율 및 질병 무진행 생존에 유의한 감소 (p=0.015, p=0.019)를 보

였으며, 전체사망률 및 질병의 진행에 대한 다변량 분석에서도 HR 2.64 

(95% CI 1.04-6.72, p=0.041), 2.69 (95% CI 1.02-7.04, p=0.045) 로 모

두 유의한 예후 인자로 확인되었다.

총 28명의 환자(역형성 갑상선암 16명, 전이성 분화암 12명)를 대상으로

한 PD-L1을 포함하는 1차 면역세포 프로파일링에서 PD-L1을 발현하는 종

양세포를 비롯하여, 단위면적당(mm2) 총 T 림프구, 세포독성 T 림프구,

조절 T 림프구 세포 수가 모두 역형성 갑상선암에서 전이성 분화암에 비

해 유의하게 높았다(모든 p<0.001). 각각의 림프구에서 PD-1과 PD-L1의

발현을 세분화하여 비교하였을 때에도 역형성 갑상선암에서 그 수가 유

의하게 높았다(모든 p<0.001). TPS, CPS에서 양성인 경우는 역형성 갑상

선암에서 81%, 94%로 모두 음성으로 확인된 전이성 분화암과 큰 차이를

보였다. 총 19명의 환자(역형성 갑상선암 12명, 전이성 분화암 7명)를

대상으로 한 2차 면역세포 프로파일링에서도 총 T 림프구(p=0.006), 자

연살해세포((p=0.038), 대식세포(p<0.001), 골수유래 억제세포(p=0.003),

수지상세포(p=0.002) 모두 역형성 갑상선암에서 그 수가 유의하게 증가

된 것이 확인되었다. 2차 분석에서 남녀 성별 및 말초 LMR에 따른 면역

세포 프로파일을 분석하였는데, 여성에서 수지상세포의 수가 유의하게

높았으며(p=0.044), 낮은 LMR 군에서 대식세포의 수가 유의하게 증가되

어 있음이 확인되었다(p=0.012).  

결론: 말초혈액에서의 LMR 값은 역형성 갑상선암과 전이성 분화암에서

예후인자로 고려될 수 있다. 암조직에서 F-MIHC와 MSI를 이용한 면역 프

로파일링을 통해 PD-L1의 발현 및 림프구 및 대식세포를 포함하는 면역

세포들의 침윤이 역형성암에서 유의하게 높음을 확인하였고, 이를 통해

역형성암에서 암 면역을 표적으로 한 치료가 좀 더 효과적일 수 있음을
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예측할 수 있다. 추가적인 면역 프로파일링을 통해 진행성 갑상선암의

새로운 치료 표적을 찾는 것이 필요하겠다.

중심단어: 역형성 갑상선암, 전이성 분화갑상선암, 림프구 대 단핵구 비

율, 면역세포 프로파일링
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서 론

1. 갑산성암의 종류와 예후

갑상선암에는 약 85-90%이상으로 가장 많은 부분을 차지하는 유두암이

대표적이나, 이외에도 여포암. 저분화암, 수질암, 역형성암 등이 존재한

다. 유두암, 여포암, 저분화암은 분화 갑상선암에 속하며, 수질암과 역

형성암은 별도로 구분된다1). 일반적으로 분화 갑상선암의 예후는 10년

생존율 90% 이상으로 매우 좋은 것으로 알려져 있으며, 병기가 동일할

경우, 유두암과 여포암의 예후는 유사하다2). 그러나, 진행성 갑상선암

에 속하는 원격전이를 동반한 분화 갑상선암(전이성 분화암)과 역형성

갑상선암의 경우에는 불량한 생존율과 낮은 치료 성적을 보인다3-6). 특

히, 역형성 갑상선 암은 전체 갑상선암의 약 2%정도의 해당되지만, 평균

생존기간이 5개월 이내이며, 1년 생존율이 20% 이하에 해당되는 치명적

인 경과를 보인다3, 7).

(1)전이성 분화암과 치료의 한계점

분화 갑상선암의 85% 이상은 수술 후 방사성 요오드 치료와 갑상선 자극

호르몬 억제치료를 통해 성공적으로 치료되며, 갑상선 이외 장기에 원격

전이를 동반하고 있더라도 방사성 요오드 치료에 반응하는 경우 비교적

양호한 예후를 보인다8). 그러나, 약 5-10%정도는 방사성 요오드 치료에

반응하지 않는 암으로 진행하게 되고 이러한 경우에는 10년 생존율 10% 

미만으로 예후가 불량하다9, 10). 방사성 요오드 치료에 반응하지 않는 전

이성 분화암의 경우, 소라페닙과 렌바티닙 등의 타이로신 키나아제 억제

제들이 치료제로 사용된다11, 12). 소라페닙은 갑상선암의 성장에 중요한

역할을 하는 vascular endothelial growth factor (VGFR), RET, RAF, 

platelet� derived growth factor� beta를 표적으로 하는 멀티키나아제

억제제로, 이전 연구에서 유의한 질병무진행 생존기간의 연장을 보였다

11). 그러나, 소라페닙을 포함한 멀티키나아제 억제제 들이 질병무진행
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생존기간을 다소 연장시키긴 하였지만, 여전히 장기간의 치료 반응 유지

및 생존율 향상에는 한계를 가지고 있어 추가적인 치료제에 대한 연구가

필요한 실정이다11-13).

(2)역형성 갑상선암과 치료적 한계점

역형성 갑상선암은 갑상선암 중 가장 불량한 예후를 보이는 암으로 수술

및 항암 방사선 동시치료, 고식적 항암치료 등 모든 가능한 치료를 동원

해도 1년 생존율 20% 정도로 불량한 예후를 보인다14). 성별, 나이, 종양

의 크기, 수술의 범위, 원격전이 여부 등이 예후에 영향을 미치는 것으

로 보고되며, 일반적으로 진단 시 식도 및 기도를 침범하여 제거가 어렵

거나, 환자가 고령이면서 원격전이를 동반하고 있는 경우가 흔하다. 진

단 시부터 다학제팀을 이루어 진료하는 것이 권고되고 있으며, 과거에는

수술 전, 후 방사선 치료 혹은 독소루비신을 포함하는 항암 방사선 동시

치료 등을 시행했으나, 최근에는 렌바티닙과 같은 멀티키나아제 억제제,

BRAFv600의 변이가 있는 경우 BRAF 억제제인 다브라페닙과 MEK 억제제인

트라메티닙의 복합 요법이나 펨브롤리주맙과 같은 면역항암제 등이 시도

되고 있지만, 여전히 치료 반응이 낮고 생존율이 낮은 상태로 지속적인

치료제 개발이 필요한 상황이다14-18).
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2. 종양의 면역세포 프로파일링과 갑상선

숙주의 면역 반응은 종양의 진행과 억제에 중요한 역할을 한다는 것은

이미 많은 암종에서 확인되었다13, 19, 20). 정상적인 면역세포는 암세포를

공격하여 증식하지 못하게 하는데, 암세포는 면역세포와의 상호작용을

통해 면역억제를 유발하는 면역관문을 활성화함으로써 면역 세포의 공격

을 피해 증식한다20-22). 따라서, 이러한 면역관문을 억제하는 여러가지

면역항암 치료제들이 개발되고, 이 중 하나가 면역관문 중 하나인

programmed cell death-1 (PD-1)에 대한 ligand인 PD ligand 1 (PD-L1)

을 억제하는 약제로 다양한 고형암에서 우수한 항종양효과가 입증되어, 

현재는 폐암, 간암, 대장암, 췌장암, 신장암 등 많은 주요 암종에서 주

목받는 치료로 자리 잡았다20, 23-27).

(1)PD-1/PD-L1 억제제의 치료 효과를 예측하는 바이오마커와 면역프

로파일링

면역항암제의 원리가 암세포에 의해 비정상적으로 종료된 정상적인 면역

기능을 회복시키는 것이기 때문에, 종양세포 내의 면역세포 혹은 면역관

문의 발현에 대한 프로파일이 중요하다28). 현재 다양한 고형암의 면역항

암치료로 사용되는 PD-1/PD-L1 억제제의 경우, 종양 내의 PD-1/PD-L1의

발현 정도가 치료 효과를 예측하는데 중요한 것으로 밝혀져 있으며,

tumor proportion score(TPS)와 combined positive score(CPS)가 PD-

1/PD-L1의 발현 정도를 수치화하는데 대표적으로 이용된다24, 29). TPS는

전체 종양 세포에서 PD-L1이 양성인 종양세포의 백분율이며, CPS는 전체

종양세포에서 PD-L1이 양성인 모든 세포의 백분율로 여러 고형암에서 두

수치 모두 1 이상일 경우 면역항암제에 효과가 있는 것으로 보고되나,

그 이상의 수치에서의 항암제에 대한 반응 차이는 일부 암에서만 예후와

의 연관성이 보고되고 있다24, 25). 이처럼, 면역항암제의 대상을 선정하

고 치료 반응을 예측하는데 종양세포의 면역프로파일링이 점점 더 요구

되고 있다.
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(2)진행성 갑상선암에서의 면역항암치료

갑상선은 높은 면역성을 나타내는 기관으로 면역학적 특성이 갑상선 암

의 진행과 관계된다는 것이 알려져 있다13). 이전 연구에서 림프구성 갑

상선염이 갑상선 유두암의 좋은 예후와 관계된다고 보고되었고30), 역형

성 갑상선암에서 종양 연관 대식세포의 침윤의 증가가 불량한 예후와 관

계된다는 연구도 보고되었다31, 32). 이처럼, 갑상선암에서 면역계의 역할

이 중요할 것으로 생각되면서 최근에는 갑상선 암에서도 면역항암의 일

종인 PD-1/PD-L1 치료제를 투약하는 연구들이 진행되고 있고, 단일약제

뿐만 아니라 다른 항암제와의 병용에 대해서도 소규모 임상 보고들이 있

다16, 33-35). 이렇듯 다양한 암에서 효과를 보이는 면역 항암제를 갑상선

암에서도 시도해보려는 노력이 있으나, 현재까지 갑상선암에서 면역세포

의 특성에 대한 체계적인 연구가 진행되지 않아 이를 뒷받침할 만한 근

거가 부족하였다.

(3)갑상선암에서의 면역세포 및 면역 프로파일링의 필요성

면역항암제의 치료 반응을 예측하고, 면역항암제의 대상이 되는지 확인

하기 위해 종양의 면역프로파일 확인은 중요하기 때문에, 이미 다른 고

형암에서는 이에 대한 연구가 이루어지고 있다28, 36, 37). 그러나, 종양마

다 면역항암제의 반응에 대한 기준이 다르고 획일화된 명확한 기준은 없

다. 따라서, 갑상선암에서도 면역프로파일을 통해 갑상선암에 대한 특성

을 확인하고 치료제의 선택과 반응을 예측할 수 있는 기준이 필요하다

8). 갑상선암에서 연구된 면역세포 중 대표적인 것은 종양 연관 대식세

포로 역형성 갑상선암에서 특히 증가되어 있으며, 역형성 갑상선암 뿐만

아니라 분화 갑상선암에서도 불량한 예후와 관계가 있다31, 38, 39). T 림프

구의 증가는 일반적으로 항종양 효과를 나타내나 갑상선암에서는 좋은

예후와 불량한 예후 모두 보고되어 있다40, 41). 종양 내 수지상 세포는

미성숙한 표현형을 나타내며 T 림프구를 완전히 활성화하지 못하는데 갑
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상선에서는 드물지만 유두암에서 증가된 것이 보고되었다42). 골수유래

억제세포는 종양을 촉진하는 역할을 하며, 역형성 갑상선암에서 증가된

것이 보고되었다43). 자연살해세포는 두가지 표현형으로 구분되는데 CD56

이 약하고 CD16이 강양성인 경우 세포독성 활성화를 통해 항종양 효과를

보이나, CD56이 강하고 CD16이 약한 경우에는 인터류킨-13을 분비하여

면역억제 작용을 한다. 진행성 갑상선 암에서 자연살해세포의 침투 및

PD-1의 발현이 높은 CD56 양성의 자연살해세포의 증가가 확인되었다44).

이처럼, 갑상선암에서의 면역세포에 대한 연구들이 일부 보고되어 있지

만, 아직까지 갑상선암에서의 면역 프로파일 연구는 부족한 실정이다.

따라서, 갑상선암의 면역 프로파일을 확인하는 시도는 새로운 분자학적

치료 목표를 발굴하거나 면역 항암치료의 효과를 예측하는 데 중요할 것

으로 생각된다.
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3. 림프구 대 단핵구 비율

말초 혈액의 림프구와 단핵구의 비율(LMR)과 예후와의 연관성은 2012년

호치킨 림프종에서 처음 보고되었는데, Porrata 등은 476명의 호치킨 림

프종에서 환자에서 LMR을 1.1을 기준으로 하였을 때, 낮은 LMR이 불량한

전체생존율과 질병무진행생존과 유의한 연관이 있으며, LMR이 예후에 독

립적인 인자임을 보여주었다45). 그 이후 폐암, 대장암, 췌장암 등 다양

한 고형암에서도 말초 전혈구계산을 이용한 LMR을 바탕으로 낮은 LMR과

의 불량한 전체생존율 및 질병무진행생존과의 연관성을 보고하면서, LMR

이 독립적인 예후 인자로 고려될 수 있음을 보여주었다46-50). 이러한 기

존 연구들에서 LMR은 숙주의 면역계를 나타내는 바이오마커로 고려된다.

정확한 기전은 아직 밝혀지지 않았지만, 말초 혈액의 림프구가 체액성,

세포성 면역반응을 통한 항종양효과를 나타내는 종양 내 림프구 (tumor-

infiltrating lymphocyte, TIL)를 간접적으로 반영하는 것으로 추측되

며, 반면, 단핵구는 성장인자 및 사이토카인들을 생산하여 혈관생성 및

항염증 효과를 통해 종양 성장을 촉진하는 종양 연관 대식세포 (tumor 

associated macrophage, TAM)을 반영하는 것으로 추측된다38, 49, 51-53). 해

당 개념을 간략하게 수식화하면 다음과 같다.

LMR = 
����������� �� ���������� �����

��������� �� ���������� �����

≒
����� ������������ ����������� (����): ��������� ������

���������������� ����������� (����): ���������� ����� �����������

이 수치와 종양 면역성의 상관관계를 그림1로 도식화하였다. 즉, LMR이

낮다는 것은 종양 성장이 촉진되는 환경을 의미하고, 반대로 높은 LMR은

종양 성장이 억제되는 환경을 의미한다.

이전 연구에서 갑상선 암 중 가장 예후가 불량한 역형성 갑상선암의 병
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리조직을 분석하였을 때, 높은 종양 연관 대식세포의 침윤을 확인할 수

있었다31, 32). 또한, 분화 갑상선암 중 저분화암의 경우에도 대식세포 침

윤이 높을 수록 피막 침범이 잦고, 생존율이 감소한다는 연구 결과가 있

다54). 따라서, LMR이 갑상선암의 종양 내 미세환경을 간접적으로 예측하

는데 도움이 될 수 있으며, 예후와 연관성이 있을 수 있기에 본 연구는

면역세포 프로파일링에 포함하여 LMR 분석을 진행하였다.
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그림1. Lymphocyte-to-monocyte ratio and anti-tumor immunity 
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4. 형광 다중 면역조직화학 염색법과 다중 분광 영상 시스템

형광 다중 면역조직화학 염색법(Fluorescent Multiplex

Immunohistochemistry, F-MIHC)은 각기 다른 형광 표지자 항체를 이용하

여 한 조직을 한 번에 여러 개의 표지자를 염색할 수 있게 해주는 방법

이며, 다중 분광 영상 시스템(Multispectral Imaging, MSI)은 이러한 F-

MIHC 조직을 서로 융합되지 않게 각각의 세포들로 분석할 수 있는 이미

지로 만들어 판독할 수 있게 해주는 방법이다55, 56). 형광 표지자 항체로

염색된 조직은 conventional IHC로 염색된 조직과의 비교를 통해 각각의

지표마다 cut-off 값을 설정하여 양성과 음성을 구분하게 된다. F-MIHC

는 한 번에 최대 6가지의 세포 표면 단백질을 선택하여 분석할 수 있으

며, 이러한 방법을 통해 적은 조직에서도 다양한 표지자를 동시에 확인

할 수 있게 되어 암세포의 면역 프로파일을 분석하는 데 유용하다.

그러나, 현재까지 갑상선암에서 F-MIHC와 MSI를 이용한 면역 프로파일링

은 시도된 적이 없다. 따라서, 본 연구에서는 F-MIHC와 MSI를 이용하여

갑상선암의 면역세포 프로파일링을 시행하였다.

5. 연구목적

말초 혈액 내 LMR 분석 및 F-MIHC와 MSI를 이용한 면역 프로파일링을 통

해 치료 예후가 불량한 역형성 갑상선암과 전이성 분화암의 종양 내 미

세환경을 확인한다.
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연구대상 및 연구방법

1. 연구 대상

1994년부터 2020년까지 서울아산병원에서 갑상선 수술 혹은 조직검사를

시행한 18세 이상의 역형성 갑상성암 및 전이성 분화암 환자들을 대상으

로 하였다. 연구는 말초 혈액에서의 LMR 분석과 조직을 이용한 면역세포

프로파일링으로 진행되었다. 본 연구는 서울아산병원 기관심사위원회의

승인을 받았다.

LMR 분석은 기저 전혈구계산(Complete blood cell count, CBC)이 있는

역형성암 환자와 소라페닙(Sorafenib) 치료를 받는 방사성 요오드 치료

에 반응하지 않는 진행성 분화암 환자들을 나누어 분석하였다. 따라서,

전혈구계산이 없는 환자들은 제외되었고, 소라페닙 치료군의 경우에는

질병 무진행 기간(Progression free survival, PFS)을 확인하기 위해 영

상 검사에서 적어도 한 가지이상의 측정 가능한 병변이 있는 환자들만

포함하였다. 

조직을 이용한 면역세포 프로파일 분석은 조직검사 혹은 수술조직이 남

아있는 환자들을 대상으로 하였고. 갑상선암 조직 혹은 갑상선 수술 부

위에서의 재발 조직만을 포함하였고, 원격 전이 부위의 조직은 분석 대

상에 포함하지 않았다. 경험이 많은 내분비 병리의사의 조직 슬라이드

검토를 통해 추가적인 조직 블록 제작 및 분석이 가능한 환자들을 분류

하여 분석하였다. 면역세포 프로파일 분석은 두 차례로 진행되었는데, 1

차 분석은 PD-1/PD-L1이 전체 조직에서 차지하는 비율이 이전 연구에서

면역항암제의 반응을 예측하는 바이오마커로 이용되고 있기 때문에 이와

관련하여 T 림프구를 중점으로 하여 PD-L1 양성 세포를 함께 확인하는

것으로 진행되었다. 2차 분석은 1차 분석에서 추가적으로 분석이 가능한
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역형성 갑상선암 환자에 새롭게 조직이 이용가능한 역형성 갑상선암 환

자를 추가하였고, 대조군인 전이성 분화암 환자들은 추가적인 조직 염색

에 제한이 있어 1차와는 다르게 구성되었다. 2차 분석에서는 종양 면역

환경을 반영하는 다른 면역세포들을 추가하였는데, 갑상선암에서 증가된

것으로 알려진 대식세포를 추가하였고, 분화 갑상선암과 구별되어 역형

성 갑상선암에서 감소된 것으로 보고된 수지상세포42), 암세포 억제에 및

종양면역에서 중요하게 여겨지는 자연살해세포 및 종양성장을 촉진하는

것으로 보고되는 골수유래 억제세포를 중심으로 분석하였다10). 또한, 2

차 면역프로파일 분석 환자들을 대상으로 수술 혹은 조직검사 이전 가장

가까운 안정 시점의 전혈구계산에서 확인된 림프구 및 단핵구 수치를 계

산하여 추가적인 분석에 이용하였다.
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2. 연구 방법

1) 림프구 대 단핵구 비율

역형성 갑상선암 환자들의 경우 수술 및 조직검사 전, 후로 전혈구계산

에 영향을 줄 수 있는 감염 등 상황을 배제하고, 안정화된 상태에서의

전혈구계산을 이용하였다. 전혈구계산에서 확인된 림프구 비율과 단핵구

비율을 근거로 하여 각 림프구 및 단핵구 수치를 계산하여 분석하였다.

LMR의 cut-off를 설정하기 위해 그림2와 같이 receiver operating 

characteristic (ROC) 곡선 분석을 이용하였고, 그 결과 4가 기준 값으

로 설정되었다. 일차 결과(primary outcome)는 환자들의 전체 생존율

(overall survival)로 설정하였는데, 이는 진단 시점부터 모든 원인에

의한 사망 시점까지의 기간으로 정의하였다.

소라페닙 치료를 받는 방사성 요오드 치료에 반응하지 않는 진행성 분화

암 환자들의 경우, 치료 시작일 이전 검사들 중 가장 근접한 일자에 안

정화된 상태의 전혈구계산을 이용하였고, 림프구 비율 및 단핵구 비율을

근거로 하여 혈액에서의 림프구 및 단핵구 수치를 계산하여 분석하였다.

LMR의 cut-off는 역형성 갑상선암에서 확인된 4를 기준으로 분석하였다.

일차 결과는 환자들의 전체 생존율과 질병 무진행생존으로 설정하였다.

전체 생존율은 소라페닙 치료의 시작일부터 모든 원인에 의한 사망 시점

까지의 기간으로 정의하였고, 질병 무진행생존은 소라페닙 치료 시작일

부터 질병의 진행이 확인된 시점까지의 기간으로 하였다. 질병의 치료

반응에 대한 정의는 Response Evaluation Criteria in Solid Tumors 

(RECIST) criteria v 1.1을 이용하였다57). 질병 반응율은 6개월 이상의

기간 동안 완전관해, 부분관해 또는 불변인 경우로 정의하였고, 질병 조

절 기간은 완전관해, 부분관해 또는 불변인 기간으로 정의하였다. 치료

반응 평가에는 computed tomography 또는 magnetic resonance imaging이

이용되었다.

두 분석에서 갑상선암의 병기는 American Joint Committee의 암에 대한
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tumor node metastasis (TNM) staging system을 기반으로 하였다58). 
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그림2. 림프구 대 단핵구 비율의 cut-off 설정을 위한 ROC 분석 곡선
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2) 형광 다중 면역조직화학 염색법과 다중 분광 영상 시스템 분석

F-MIHC의 진행을 다음과 같이 시행되었다. 분석 가능한 종양 조직을 4μ

m 두께의 절편으로 만들어, F-MIHC를 위한 양전하 슬라이드로 전환하였

다. F-MIHC는 Leica Bond Rx™ Automated Stainer (Leica Biosystems, 

Nussloch GmbH, Nussloch, Germany)을 이용하였다. 각 절편을 60°C에서

40분 동안 굽고, Leica Bond Dewax 용액(Cat #AR9222, Leica Biosystems)

을 사용하여 탈파라핀화한 다음 Bond Epitope Retrieval 2(Cat #AR9640, 

Leica Biosystems)를 사용하여 30분 동안 항원을 retrieval했다. 그 다

음, 절편에 순차적으로 일차와 이차항체를 붙인 뒤, tyramide signal 

amplification (TSA)의 공유결합을 통해 신호를 증폭시켰다. 이 반응에

이어 20분 동안 Bond Epitope Retrieval 1(Cat # AR9961, Leica 

Biosystems)을 사용하여 추가적인 항원 retrieval을 수행하여 1차 및 2

차 항체를 제거했다. 각 절편을 6회 연속 염색한 다음 Spectral DAPI로

대조 염색하고 HIGHDEF® IHC fluoromount(Enzo Life Sciences Inc., 

Farmingdale, NY, USA)을 이용하여 봉입했다.

F-MIHC는 한 번에 7가지의 염색이 가능한데, 세포의 구별을 위한 핵염색

인 DAPI(4',6-diamidino-2-phenylindole)가 필수적이기 때문에 이를 제

외하면 한 번에 총 6가지의 세포 표면 단백질을 분석할 수 있다. 1차 패

널에서는 CD4, CD8, PD-1, PD-L1, Foxp3, CK를 분석에 포함하였으며, 해

당 염색에 대한 방법은 다음과 같다. 각 절편을 Opal Polaris 480 및

780 reagent Kit과 Opal 7-color Automation IHC Kit(AKOYA Biosciences, 

Marlborough, MA, USA)를 사용하여 염색하여, 관심 단백질의 발현을 다

음과 같이 평가했다: cytokeratin (CK; diluted 1:300; Novus 

Biologicals LLC., Centennial, CO, USA), Opal 780 TSA Plus (diluted 

1:25); Foxp3 (diluted 1:100; Abcam Plc., Cambridge, UK), Opal 690

TSA Plus (diluted 1:150); PD-L1 (diluted 1:300; Cell Signaling 

Technology, Danvers, MA, USA), Opal 620 TSA Plus (diluted 1:150); 
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PD-1 (diluted 1:500, Abcam), Opal 570 TSA Plus (diluted 1:150); CD8 

(diluted 1:300; Bio-Rad AbD Serotec Ltd., Kidlington, UK), Opal 520 

TSA Plus (diluted 1:150); CD4 (1:200, Abcam), Opal 480 TSA Plus 

(diluted 1:300). 다음 표1에 패널 정보를 정리하여 기술하였다. CK는 1

차 분석과 동일하게 시행되었으며, CD3, CD11c, CD33, CD56, CD68을 1차

분석과 같이 각각의 TSA를 이용하여 염색하였다.
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표1. Fluorescent multiplex immunohistochemistry panel. 

Antibody Clone (Supplier)
Ab 

Titration
TSA Titration

CD4 EPR6855 (Abcam) 1:200 Opal480 1:300

CD8 4B11 (AbD Serotec) 1:300 Opal520 1:150

PD-1 EPR4877 (Abcam) 1:500 Opal570 1:150

PD-L1 E1L3N® (CST) 1:300 Opal620 1:150

Foxp3 236A/E7 (Abcam) 1:100 Opal690 1:150

CK AE-1/AE-3 (Novus) 1:300 Opal780 1:25

CD3 2GV6 (Ventana) 1:5 Opal480 1:150

CD11c EP1347Y (Abcam) 1:500 Opal520 1:150

CD56 EP2567Y (Abcam) 1:500 Opal570 1:150

CD68 SP251(Abcam) 1:300 Opal620 1:150

CD33 SP266 (Abcam) 1:100 Opal690 1:150

Abbreviations: Ab, antibody; CD, cluster of differentiation; CK; cytokeratin; Foxp3, 

forkhead box P3; PD-1, programmed cell death protein 1; PD-L1, programmed cell 

death-ligand 1; TSA, tyramide signal amplification. 
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F-MIHC 후, MSI의 분석은 다음과 같이 진행되었다. 이미지는 Vectra® 

Polaris Quantitative Pathology Imaging System (Akoya Biosciences, 

Marlborough, MA)를 이용하여 스캔하였으며, inForm 2.4.4 image 

analysis software (Akoya Biosciences, Marlborough, MA )와 Spotfire™ 

software (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA)을 사용하여 분석

하였다. 각각의 표지자 마다 평균 5~10개의 관심영역(region of 

interest, ROI)에 대한 지정 및 분석은 경험이 많은 내분비 병리 전문의

의 병리조직 검토를 통해 이루어졌으며, 세포의 구분은 nuclear DAPI 염

색 패턴과 각 세포의 형태학적 특징을 기반으로 하였다. 종양 세포의 경

우, CK와 PD-L1 양성은 핵 주위의 불규칙한 mesh 모양과 CK와 PD-L1에

대한 핵 주위 영역의 DAPI로 구분되는 세포질/막 영역을 기반으로 결정

되었다. Foxp3에 대한 핵 양성 발현은 DAPI로 정의된 핵영역에서의 작고

규칙적인 원형 모양을 기반으로 결정되었다. TIL의 세포질은 상당히 다

양할 수 있기 때문에, 핵 주위의 원형고리와 CD3, CD4, CD8, CD33, CD11c

및 PD-1에 대한 핵 주위 영역의 DAPI 정의 세포질/막 영역을 기반으로

결정했다. CD56과 CD68의 경우, 다소 불규칙한 원형 고리와 핵 주위 영

역의 DAPI 정의 세포질/막 영역을 기반으로 결정했다. 앞선 그림3, 그림

4, 그림5에서 MSI의 대표 이미지를 확인할 수 있다. 그림3A와 그림4A는

MSI로 6가지 세포 표면 단백이 발현되는 전체 종양세포의 이미지를 보여

주고, 그림3B, 그림4B는 F-MIHC로 염색된 각각의 세포 표면 마커를 보여

준다.

PD-L1의 발현에 대해서 MSI를 통해 적절한 양성 cut-off값이 얻어졌는지

확인하기 위해, conventional IHC와 F-MIHC를 비교하였고, 일관적 결과

를 확인하였다. 그림5는 이를 보여준다. 그림5의 A, C, E는 음성, 양성,

강양성의 세가지 단계의 대표적인 conventional IHC를 보여주며, B, D, 

F는 이에 대응하는 F-MIHC 이미지를 보여준다.
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그림3. Representative multispectral image and expression of cell surface markers

(first analysis)

(A) Representative multispectral image. 

(B) Cell surface markers, CD4, CD8, PD-1, PD-L1, Foxp3, and CK, detected by

fluorescence immunohistochemical staining with different colors to rule out cross-

reactivity and multispectral imaging. 
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그림4. Representative multispectral image and expression of cell surface markers

(second analysis)

(A) Representative multispectral image. 

(B) Cell surface markers, CD11c, CD56, CD33, CD68, CD3, and CK, detected by

fluorescence immunohistochemical staining with different colors to rule out cross-

reactivity and multispectral imaging. 
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그림5. Representative images of PD-L1 expression assessed by conventional PD-L1 and 

fluorescence immunohistochemical staining.

Images of PD-L1 expression assessed by conventional PD-L1 (A, C, E) and 

fluorescence (B, D, F) immunohistochemical staining. Expression of PD-L1 is absent 

in (A, B) differentiated thyroid carcinoma tissues, and 1% (C, D) and > 50% (E, F) in 

tissues from anaplastic thyroid carcinoma.
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3) 각 세포 및 용어의 정의

(1)1차 분석

CK 양성 세포를 종양세포로 정의하였고 CK가 음성이면서 CD4, CD8, 

Foxp3가 양성인 세포를 T 림프구로 정의하였다. CD8 양성 세포는 세포독

성 T 림프구로, Foxp3 양성 세포는 조절 T 림프구로 정의하였다, 각각의

표지자의 양성인 세포를 mm2로 나누어 그 수를 비교하였다.

다른 고형암에서 PD-L1의 발현은 TPS와 CPS를 통해 평가된다. 본 연구에

서 TPS와 CPS의 계산은 아래 수식을 이용하였다.

TPS = 
( ��������������)

��������
× 100

CPS = 
� ����������������������������������������������������(�����������������)

��������
× 100

PD-L1 양성 및 강양성의 기준치는 TPS의 경우 1이상과 50이상으로 하였

고, CPS에서는 1이상과 20이상으로 하였다24, 59).

(2)2차 분석

1차 분석때와 마찬가지로 CK 양성 세포를 종양 세포로, CK가 음성이면서

각 표지자가 양성인 경우 다음과 같이 정의하였다. CD3 양성 세포를 T 

림프구로, CD56 양성 세포를 자연살해세포로, CD68 양성 세포를 대식세

포로, CD33 양성 세포를 골수유래 억제세포(Myeloid-derived suppressor 

cell, MDSC)로, CD11c 양성 세포를 수지상세포로 정의하였다. 각 세포

표면 단백질에 따른 세포의 정의를 표2에 정리하였다.
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표2. Definition of cells based on expression of cell surface molecules

Cell surface molecules Cell definition

CK+ Tumor cell

CK-and CD4+or CD8+or Foxp3+ T cell

CK- and Foxp3+ Regulatory T cell

CK-and CD8+ Cytotoxic T cell

CK- and CD3+ T cell

CK- and CD11c+ Dendritic cell

CK- and CD56+ Natural killer cell

CK- and CD68+ Macrophage

CK- and CD33+ Myeloid-derived suppressor cell

Abbreviations: CD, cluster of differentiation; CK; cytokeratin; Foxp3, forkhead box 

P3
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4) 유전자 변이에 따른 추가 분석

PD-L1을 포함하는 1차 분석 대상자에서 차세대 염기 분석법(next-

generation sequencing)을 이용한 50가지 알려진 갑상선 관련 유전자 변

이 분석을 시행하였다60). 차세대 염기 분석법의 진행은 다음과 같다. 우

선 경험이 많은 내분비 병리 전문의가 참여하여 DNA 추출을 위한 조직

블록을 제작하였으며, 각 블록에서 2-5 µm 두께의 절편으로부터 게놈

DNA를 추출하였다. PicoGreen 및 Nanodrop (Thermofisher Scientific, 

Waltham, MA, USA)을 사용하여 추출한 DNA를 qualified하였고, Agilent 

SureSelect Target Enrichment 프로토콜 (버전 B.3, Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA)을 사용하여 exome capture 

libraries를 생성하였다. 이를 이용하여 captured DNA에서 정제된 최종

생성물을 qPCR Quantification Protocol Guide (Illumina, San Diego, 

USA)에 따라 정량화하였고, TapeStation DNA ScreenTap e(Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA)를 사용하여 정성화하여 분석하였

다. Sequencing을 위해서는 HiSeq™ 2500 플랫폼(Illumina, San Diego, 

USA)을 사용하였다. 위와 같이 수행된 유전자 검사 결과에서 BRAFV600E과

TERT 프로모터 변이를 결과 이번 분석에 포함하였다.
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5) 통계학적 분석

모든 데이터는 R software (R Foundation for Statistical Computing; 

www.R-project.org, Vienna, Austria)를 사용하여 통계적으로 분석되었

다. 연속형 변수는 중앙값과 사분위수[IQR, interquartile range]로 나

타냈고, 범주형 변수는 숫자(비율)로 나타냈다. 전혈구계산의 전, 후 분

석의 비교에는 paired t-test를 사용하였고, LMR 비율의 적절한 cut-off

의 계산을 위해 ROC 분석 및 area under the curve (AUC) value를 이용

했다. 두 그룹의 비교에는 범주형 변수의 경우 Chi-squared test를 사용

하였고, 연속형 변수에는 Wilcoxon rank-sum test 및 Mann Whitney U-

test를 이용하였다. 생존 곡선은 Kaplan–Meier method를 사용하였고,

log-rank test를 통해 통계적 유의성을 확인하였다. Cox proportional 

hazards model을 이용하여 위험도를 계산하였다. P 값을 two-sided로 고

려하였고, p 값이 0.05 미만일 경우 통계적으로 유의한 것으로 간주했

다.
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결 과

1. 림프구 대 단핵구 비율의 분석

1) 역형성 갑상선암

(1)환자들의 기저 특성

역형성 갑상선암의 LMR 분석에는 총 35명의 환자들이 포함되었고, 표3에

전체 환자들의 기저특성을 정리하였다. 나이의 중앙값은 68세, 여성의

비율은 68.6%였다. 종양 크기의 중앙값은 4.5cm였으며, 림프절 전이가

82.9%에서 동반되었고, 원격전이는 45.7%에서 확인되었다. Tumor Node 

Metastasis (TNM) 병기의 IVB와 IVC에 해당되는 환자가 각각 51.4%, 

45.7% 였다. 환자들의 생존기간의 중앙값은 4.3개월이었다. 수술 혹은

조직검사 전 기저 LMR의 중앙값은 2.9였으며, 추적 LMR의 중앙값은 3.8

이었는데, 두 군 간의 paired t-test를 시행한 결과, p 값이 0.52로 유

의한 차이는 없었다.
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표3. Baseline characteristics of patients with ATC

Total (n = 35)

Age at diagnosis (years) 68 [60.5–75.0]

Sex 

Men 11 (31.4%)

Women 24 (68.6%)

Tumor size 4.5 [3.7–6.5]

T

T1 1 (2.9%)

T2 2 (5.7%)

T3 3 (8.6%)

T4 29 (82.9%)

N

N0 6 (17.1%)

N1 29 (82.9%)

M

M0 19 (54.3%)

M1 16 (45.7%)

TNM Stage

Stage IV A 1 (2.9%)

Stage IV B 18 (51.4%)

Stage IV C 16 (45.7%)

Baseline lymphocyte-to-monocyte ratio 2.9 [2.4–4.4]

Survival duration (months) 4.3 [2.4–8.9]

Treatment

Palliative therapy 20 (57.1%)

Multimodal therapy 15 (42.9%)

Abbreviations: ATC, anaplastic thyroid carcinoma; TNM stage, tumor node 

metastasis stage according to the 8th TNM staging system.
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(2)LMR에 따른 그룹 간 비교

낮은 LMR 군과 높은 LMR 군의 기저특성을 표4에 정리하였다. 낮은 LMR 

군에서 유의하게 림프절 전이가 많았으며, 이 외 두 군 간의 나이, 성

별, 크기, 치료에 따른 통계학적 차이는 없었다. 전체 생존율은 그림6와

같이 두 군 간의 유의한 차이를 보였다(p=0.004). 낮은 LMR 군의 생존율

의 중앙값은 3개월이었으며, 높은 LMR 군은 9.5개월이었다. 역형성 갑상

선암의 전체 사망률에 대해 시행한 단변량 분석에서 낮은 LMR은 위험비

(Hazard ratio, HR) 3.04 (95 % confidence interval (CI) 1.37-6.77, 

p=0.007)로 유의하였고, 함께 유의성을 보인 성별, 크기, 원격전이를 포

함하여 시행한 다변량 분석에서도 HR 2.55 (95% CI 1.08-6.00, P = 0.032)

로 유의하였다(표5).
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표 4. Clinicopathological parameters based on LMR

Total (n = 35)

Low LMR

(n = 23)

High LMR

(n = 12)
p-value

Age at diagnosis (years) 68.0 [58.0–75.0] 68.5 [66.0–78.5] 0.339

<55 years 5 (21.7) 0 (0.0) 0.217

≥55 years 18 (78.3) 12 (100)

Sex 1.000

Men 7 (30.4) 4 (33.3)

Women 16 (69.6) 8 (66.7)

Tumor size (cm) 5.0 [4.0–6.9] 3.9 [3.4–4.8] 0.062

≤4 cm 9 (39.1) 8 (66.7) 0.234

>4 cm 14 (60.9) 4 (33.3)

Lymph node metastasis 0.021

No 1 (4.3) 5 (41.7)

Yes 22 (95.7) 7 (58.3)

Distant metastasis 0.481

No 11 (47.8) 8 (66.7)

Yes 12 (52.2) 4 (33.3)

Baseline lymphocytes (µL) 1813 [1541–2023] 2082 [1855–2368] 0.023

Baseline monocytes (µL) 730 [514–828] 386 [295–504] <0.001

Treatment 1.000

  Palliative therapy 13 (56.5) 7 (58.3)

  Multimodal therapy 10 (43.5) 5 (41.7)

Abbreviations: LMR, lymphocyte-to-monocyte ratio
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그림6. Overall survival (OS) according to the lymphocyte-to-monocyte ratio (LMR) 

in anaplastic thyroid carcinoma patients

The solid line represents the OS rate of the high LMR group (≥4) (n=12, 34%), while 

the dotted line represents the OS rate of the low LMR group (<4) (n= 23, 66%). 
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표5. Cox proportional hazards model of all-cause mortality in patients with ATC

Covariate
Univariate analysis Multivariate analysis

HR (95% CI) p-value HR (95% CI) p-value

LMR (<4) 3.04 (1.37–6.77) 0.007 2.55 (1.08–6.00) 0.032

Age (≥55) 0.83 (0.32–2.16) 0.700

Sex (male) 2.16 (1.05–4.47) 0.038 1.04 (0.45–2.43) 0.927

Tumor size (>4 cm) 2.55 (1.23–5.29) 0.012 1.82 (0.79–4.19) 0.161

Lymph node metastasis 1.75 (0.66–4.61) 0.259

Distant metastasis 2.16 (1.05–4.47) 0.038 1.92 (0.86–4.27) 0.111

Multimodal treatment 0.980 (0.49–1.98) 0.954

Abbreviations: ATC, anaplastic thyroid carcinoma; LMR, lymphocyte-to-monocyte ratio; HR, hazard ratio; CI, confidence interval
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2) 소라페닙을 투약하는 방사성 요오드 치료에 반응하지 않는 진행

성 분화암

(1)환자들의 기저특성

소라페닙을 투약하는 방사성 요오드 치료에 반응하지 않는 진행성 분화

암의 LMR 분석에는 총 40명의 환자들이 포함되었으며, 표6에 환자들의

기저특성을 정리하였다. 환자들의 나이의 중앙값은 65세였으며, 68%가

여성이었다. 75%가 유두암이었으며, 가장 흔한 원격전이 장기는 폐였다.

진단시부터 소라페닙 투약까지 기간의 중앙값은 10년이었으며, 모든 환

자들은 과거에 방사성 요오드 치료를 받았고, 누적 용량의 중위값은

12GBq이었다.
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표6. Baseline characteristics of patients treated with sorafenib for progressive RAI-

refractory DTC

Total (n = 40)

Age at initiation of sorafenib (years) 65.4 [60.2-72.9]

Sex 

Male 13 (32.5)

Female 27 (67.5)

Pathology 

PTC 30 (75.0)

FTC 6 (15.0)

PDTC 4 (10.0)

Time from diagnosis (years) 10.0 [3.7-16.0]

Previous treatment 

RAI therapy 40 (100)

External beam radiation therapy 15 (37.5)

Radiofrequency ablation 3 (7.5)

Systemic chemotherapy 1 (2.5)

Resection of metastatic tumor 5 (12.5)

Cumulative RAI dose (GBq) 12.0 [5.5-19.2]

Definition of RAI refractoriness*

At least one target lesion without RAI uptake 34 (85.0)

RAI uptake but progressive target lesions 2 (5.0)

Disease progression even with RAI therapy or 

cumulative RAI ≥ 22.3 GBq
7 (17.5)

Metastatic lesion sites

  Lung 38 (95.0)

  LNs 17 (42.5)

  Bone 15 (37.5)

  Pleura 4 (10.0)

Liver 1 (2.5)

Head and neck (including operation bed) 10 (25.0)

Others (adrenal, kidney, pancreas) 4 (10.0)
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Baseline LMR 3.9 [2.4 -6.1]

Abbreviations: PTC, papillary thyroid carcinoma; FTC, follicular thyroid carcinoma; 

PDTC, poorly differentiated thyroid carcinoma; RAI, radioactive iodine; LNs, 

lymph nodes, LMR, lymphocyte-to-monocyte ratio

*Three patients had double features of RAI refractoriness 
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(2)LMR에 따른 그룹 간 비교

LMR에 따른 기저특성을 표7에 정리하였다. 나이, 성별, 암의 종류, 누적

방사선량, 증상, 소라페닙 유지용량 및 렌바티닙 전환 등 주요 인자에서

두 군 간의 유의한 차이는 없었다. 전체생존율과 질병 무진행 생존을 낮

은 LMR 군과 높은 LMR 군으로 나누어 분석하였을 때 두 군간 유의한 차

이가 확인되었다(그림7). 전체생존율의 중앙값은 낮은 LMR 군에서 24개

월, 높은 LMR 군은 중앙값에 도달하지 않았다(p=0.0153). 질병 무진행생

존의 중앙값은 낮은 LMR 군에서 10개월, 높은 LMR 군에서 29개월이었다

(p=0.0187). 

LMR에 따른 질병 반응률은 낮은 LMR 군에서 68%, 높은 LMR 군에서 89%로

높은 LMR 군에서 더 좋은 경향을 보였으나, 통계적으로 유의하지는 않았

다(표8). 낮은 LMR 군에서 53%, 높은 LMR 군에서 89%가 6개월 이상의 질

병 조절 기간을 보였다.

전체 사망률에 대해 시행한 단변량 분석에서 낮은 LMR은 HR 2.98 (95% 

CI 1.18–7.52, p=0.021)로 유의하였고, 전체 사망률에 대한 주요 예후

인자로 알려진 성별, 종양 크기, 항암제, 증상 중 단변량 분석에서 유의

하게 나온 암 연관 증상을 포함하여 시행한 다변량 분석에서도 HR 2.64 

(95% CI 1.04-6.72, p=0.041)로 유의하였다(표9). 질병의 진행과 관련하

여서도 단변량, 다변량 분석을 진행하였고, 낮은 LMR군은 단변량에서 HR 

2.37 (95% CI 1.13–5.00, P = 0.023), 다변량에서 HR 2.69 (95% CI 1.02-

7.04, p=0.045)로 유의한 예후 인자로 확인되었다(표10).
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표7. Clinicopathological parameters according to LMR

Total (n = 40)

Low LMR

(n = 22)

High LMR

(n = 18)

p-value

Age at diagnosis (years) 70.0 [60.0–74.4] 64.0 [60.5–70.4] 0.251

Sex 0.111

Male 10 (45.5) 3 (16.7)

Female 12 (54.5) 15 (83.3)

Pathology 0.108

PTC 19 (86.4) 11 (61.1)

FTC 1 (4.5) 5 (27.8)

PDTC 2 (9.1) 2 (11.1)

Cancer–related symptoms

  Yes 12 (54.5) 4 (22.2) 0.080

Metastatic lesion sites 0.446

  Lung only 5 (22.7) 7 (38.9)

Sorafenib maintenance dose 0.168

< 600 mg 4 (18.2) 0 

≥600 mg 18 (81.8) 18 (100)

Change to lenvatinib after 

progression

  Yes 7 (31.8) 5 (27.8) 1.000

Cumulative RAI dose (GBq) 350 [200–540] 200 [150–400] 0.411

Baseline lymphocytes (/µL) 1275 [986–1,670] 2125 [1,986–2,713] < 0.001

Baseline monocytes (/µL) 523 [428–689] 362 [301–435] 0.002

Abbreviations: LMR, lymphocyte–to–monocyte ratio, PTC, papillary thyroid 

carcinoma, FTC, follicular thyroid carcinoma, PDTC, poorly differentiated thyroid 

carcinoma, RAI, radioactive iodine
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그림 7. Prognosis based on lymphocyte-to-monocyte ratio (LMR) in patients with 

progressive radioiodine-refractory differentiated thyroid carcinoma treated with

sorafenib. (A) Overall survival (OS) based on LMR. (B) Progression-free survival 

(PFS) based on the LMR in these patients.
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표8. Treatment efficacy in patients treated with sorafenib for progressive RAI-

refractory DTC based on LMR

Low LMR 

(n = 22)

High LMR 

(n = 18)
p-value

Disease response 0.916

CR 0 0

PR 4 (18.2) 4 (22.2)

SD (≥ 6 months) 11 (50.0) 12 (66.7)

Disease control rate 15 (68.2) 16 (88.9)

Disease control duration 0.104

< 6 months 8 (36.4) 2 (11.1)

6-24 months 8 (36.4) 6 (33.3)

≥ 24months 6 (27.2) 10 (55.6)

Disease control (PR or SD) ≥ 6 months 14 (53.6) 16 (88.9)

Abbreviations: RAI, radioactive iodine, DTC, differentiated thyroid carcinoma, 

LMR, lymphocyte-to-monocyte ratio, CR, complete response, PR, partial response, 

SD, stable disease 
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표9. Cox proportional hazards model of all-cause mortality in patients with RAI-refractory DTC

Covariate

Univariate analysis Multivariate analysis

HR (95% CI) p-value HR (95% CI) p-value

LMR (<4) 2.98 (1.18–7.52) 0.021 2.64 (1.04–6.72) 0.041

Male sex 0.86 (0.36–2.09) 0.746

Tumor size (>4 cm) 1.83(0.67–4.94) 1.186

Sorafenib only (no change to lenvatinib) 2.34(0.86–6.33) 0.094

Sorafenib maintenance dose (<600 mg) 1.72 (0.58–5.12) 0.975

Metastasis to other organs (except lung–only) 1.35 (0.53–3.43) 0.632

Cancer-related symptoms 2.86 (1.25–6.55) 0.013 2.58 (1.10–6.05) 0.030

Abbreviations: RAI, radioactive iodine, DTC, differentiated thyroid carcinoma, LMR, lymphocyte–to–monocyte ratio, HR, hazard ratio, 

CI, confidence interval
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표10. Cox proportional hazards model of progression-free survival in patients with RAI-refractory DTC

Covariate

Univariate analysis Multivariate analysis

HR (95% CI) p-value HR (95% CI) p-value

LMR (<4) 2.37 (1.13–5.00) 0.023 2.69 (1.02–7.04) 0.045

Male sex 0.76 (0.35–1.65) 0.489

Tumor size (>4 cm) 1.03(0.39–2.73) 0.068

Sorafenib maintenance dose (<600 mg) 3.72 (1.22–11.31) 0.021 0.93 (0.3–2.89) 0.903

Metastasis to other organs (except lung-only) 1.62(0.70–3.77) 0.262

Cancer-related symptoms  2.75(1.34–5.66) 0.006 2.59 (1.1–6.11) 0.030

Abbreviations: RAI, radioactive iodine, DTC, differentiated thyroid carcinoma, LMR, lymphocyte-to-monocyte ratio, HR, hazard ratio, CI, 

confidence interval
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2. 암조직에서 면역세포 프로파일링

1) 1차 분석: PD-L1을 포함한 T 림프구의 분석

(1)환자들의 기저 특성

병리 조직 검체의 검토를 통해 총 28명의 환자들이 면역세포 프로파일링

에 포함되었다. 이 중 12명은 전이성 분화암, 16명은 역형성 갑상선암

환자였다. 역형성 갑상선암 환자들 중 5명은 de novo 역형성 갑상선암

환자였고, 11명은 갑상선 유두암에서 변화하거나 함께 확인된 경우였으

며, 여포암과 관계된 환자는 없었다. 표11에 환자들의 기저 특성을 정리

하였다. 나이 중앙값은 59세였으며, 역형성암 환자들의 나이가 유의하게

높았다. 남성의 비율을 54%였으며, 두 군의 유의한 차이는 없었다. 두

군 모두 폐가 가장 흔한 전이 부위였다. 전이성 분화암 환자들 중 병리

검체에서 림프구성 갑성선염을 보인 환자는 없었고, 역형성 갑상선암에

서는 두 명에서 림프구성 갑상선염 소견이 확인되었다. 전체 환자의 60%

에서 BRAFV600E와 TERT 프로모터 변이가 확인되었다. 갑상선암으로 사망

한 환자는 총 19명(68%)이었는데, 이들 중 역형성 갑상선암 환자가 15명

에 해당하여, 1명을 제외하고는 모두 사망하였다.
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표11. Baseline characteristics of patients with DTC and ATC (first analysis).

Total

(n = 28)

DTC

(n = 12)

ATC

(n = 16)
p-value

Age 59 (28–89) 48 (28–68) 66 (40–89) 0.015

Male sex 15 (54) 8 (67) 7 (44) 0.412

Site

Thyroid 26 (93) 12 (100) 14 (88)

Trachea, operation 

bed
2 (7) 0 2 (12)

Lymphocytic thyroiditis 2 (7) 0 2 (12)

Distant metastasis 26 (93) 12 (100) 14 (88)

Genetic mutations

BRAFV600E mutation 15 (60) 9 (75) 6 (38) 0.113

TERT promoter 

mutation
15 (60) 4 (33) 11 (69) 0.140

Both 9 (32) 4 (33) 5 (31) 0.999

Disease-specific death 19 (68) 4 (33) 15 (94) 0.003

Abbreviations: ATC, anaplastic thyroid carcinoma; DTC, differentiated thyroid 

carcinoma; TERT, telomerase reverse transcriptase.
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(2)면역세포 프로파일링

전이성 분화암과 역형성 갑상선암의 면역세포 발현에 대한 결과가 그림7

과 그림8에 도식화되어있다. PD-L1을 발현하는 종양세포를 비교하였을

때 역형성 갑상선암에서 유의하게 높은 발현이 확인되었다(그림8, 중앙

값 mm2당 183.5 대 0.03, p<0.001). 전체 T 림프구 수 역시 역형성 갑상

선암에서 mm2당 중앙값 1138로 전이성 분화암의 84.05에 비해 유의하게

높았다 (그림 9A, p<0.001). CD8 양성인 세포독성 T 림프구와 FoxP3 양

성인 조절 T 림프구로 구분하여 비교하였을 때에도 역형성 갑상선암과

전이성 분화암에서 각각 370.7 대 19.0, 263.8 대 14.2로 유의한 차이가

확인되었다(그림9B-C, p<0.001). 또한, 각각의 림프구에서 PD-1과 PD-L1

의 발현을 세분화하여 비교하였을 때에도 전이성 분화암에 비해 역형성

갑상선암에서 그 수가 유의하게 높은 것이 확인되었으며, 단지 세포독성

T 림프구의 PD-1에서만 통계적 유의성이 없었다(그림9 A-C, p<0.001).

면역 항암제의 치료 반응을 예측하는 바이오마커로 이용되는 TPS, CPS 

점수 측면에서도 전이성 분화암은 양성 소견이 없는 반면, 역형성 갑상

선암의 경우, TPS에서는 81%, CPS에서는 94%에서 양성 소견이 확인되었

고, 6%와 44%에서는 각각 강양성을 보였다(그림10, both p<0.001).
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그림8. Comparison of numbers of tumor cells expressing PD-L1 based on 

pathological subtype.

The Y axis is transformed into a logarithm; 0 is expressed as 0.001. Bold lines, 

medians. (* p < 0.05; Mann Whitney U tests.)

Abbreviations: ATC, anaplastic thyroid carcinoma; DTC, differentiated thyroid 

carcinoma; PD-L1, programmed cell death-ligand 1.
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그림9. Comparison of numbers of total lymphocytes (A) and lymphocyte subtypes (B, C) between DTC and ATC.

The y-axis is transformed to a logarithm; 0 is expressed as 0.001. Bold lines, medians. (* p < 0.05; Mann Whitney U tests.)

Abbreviations: ATC, anaplastic thyroid carcinoma; CD8, cluster of differentiation 8; DTC, differentiated thyroid carcinoma; Foxp3, forkhead 

box P3; PD-1, programmed cell death protein 1; PD-L1, programmed cell death-ligand 1.
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그림10. Differences in TPS and CPS according to pathological subtype

Abbreviations: ATC, anaplastic thyroid carcinoma; CPS, combined positive 

score; DTC, differentiated thyroid carcinoma; PD-L1, programmed cell 

death-ligand 1; TPS, tumor proportion score.
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(3)유전자 변이에 따른 PD-L1 발현의 차이

유전자 변이에 따라 PD-L1을 발현하는 종양 세포를 비교하였을 때,

BRAFV600E유전자의 발현 여부와는 유의한 차이가 없었으나, TERT 프로모

터 변이가 있는 경우에는 유의하게 높은 발현을 보였다(그림11A, TERT

(+) 64.2 대 TERT (-) 0.06, p<0.001). TPS, CPS 점수 측면에서도 TERT

프로모터 변이가 있는 경우, TPS에서는 67%, CPS에서는 73%에서 양성 소

견이 확인되었고, 7%와 40%에서는 각각 강양성을 보였다(그림11B,

p<0.001).
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그림11. Comparison of numbers of tumor cells expressing PD-L1 based on genetic characteristics (A) and differences in TPS and 

CPS according to TERT promoter mutation (B).

Abbreviations: CPS, combined positive score; PD-L1, programmed cell death-ligand 1; TPS, tumor proportion score.
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2) 2차 분석: 대식세포와 기타 면역세포를 포함하는 분석

(1)환자들의 기저특성

총 19명의 환자가 분석에 포함되었다. 1차 분석에 포함된 환자 중 추가

적인 조직 염색이 불가능한 역형성 갑상선암 환자 6명이 제외되었고, 추

가적으로 조직 이용가능한 환자 2명이 새롭게 추가되어 총 12명의 역형

성 갑상선암 환자가 분석에 포함되었으며, 1차 분석에 포함되었던 전이

성 분화암 환자들은 추가적인 조직 염색이 불가능하여, 2차 분석에서는

7명의 전이성 분화암 환자들이 대조군으로 새롭게 추가되었다. 나이의

중앙값은 61세였으며, 47.4%가 남성이었고 나이와 성별에서 두 군 간의

유의한 차이는 없었다. 분석에 이용된 조직 중 원발 갑상선 부위가 15건

(78.9%)였으며, 4건(21.1%)는 이전 수술 부위에 재발한 조직이었다. 역

형성 갑상선암의 50% 에서는 원격전이를 동반하였으며, 역형성 갑상선암

과 전이성 분화암 모두에서 가장 흔한 전이 부위는 폐였다. LMR 4미만에

해당되는 환자는 전이성 분화암에서는 28.6%인 것에 비해, 역형성 갑상

선암에서 91.7%로 높았다. 유전자 변이 분석에서 역형성 갑상선암의

66.7%에서 TERT 유전자 변이가 있었으나, 새롭게 추가된 전이성 분화암

에서는 유전자 변이 분석이 1명에서만 시행되었기에 두 군 간의 비교는

제한적이다. 환자들은 분석 당시 모두 사망한 상태로 전체 생존기간의

중앙값은 4.1개월로 역형성 갑상선암이 전이성 분화암에 비해 유의하게

짧았다(표12).
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표12. Baseline characteristics of patients with DTC and ATC (second analysis).

Total

(n = 19)

DTC

(n = 7)

ATC

(n = 12)

p-

value

Age 61[54.5 – 70.5] 55 [51 – 63.5] 65 [58 – 78] 0.162

Male sex 9 (47.4) 2 (28.6) 7 (58.3) 0.437

Site 0.976

Thyroid 15 (78.9) 5 (71.4) 10 (83.3)

Trachea, 

operation bed
4 (21.1) 2 (28.6) 2 (16.7)

Distant metastasis 13 (68.4) 7 (100) 6 (50)

LMR (<4) 13 (68.4) 2 (28.6) 11 (91.7) 0.004

Genetic mutation

No test 8 (42.1) 6 (85.8) 2 (16.7)

BRAFV600E

mutation
3 (15.8) 0 3 (25.0)

TERT promotor 

mutation
9 (47.4) 1 (14.3) 8 (66.7)

Both 3 (15.8) 0 3 (25.0)

Overall survival 

duration (month)
5.2 [3.5 – 20.8] 35.3 [20.8 – 80.8] 4.1 [2.8 – 5.6] <0.001

Abbreviations: ATC, anaplastic thyroid carcinoma; DTC, differentiated thyroid 

carcinoma; LMR, lymphocyte-to-monocyte ratio
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(2)면역세포 프로파일링

전이성 분화암과 역형성 갑상선암의 면역세포 발현에 대한 결과가 그림

12, 그림13에 도식화되어있다. 종양 세포의 수는 역형성 갑상선암에 비

해 전이성 분화암에서 mm2당 중앙값 644 대 1828로 증가되어 있었으며

(p<0.001), 표지자가 모두 음성인 세포는 두 군에서 유의한 차이가 없었

다(그림12 A-B). 그림13의 A-E는 각각의 세포 수를 비교한 그래프로, 이

전 연구와 유사하게 역형성 갑산성암에서 총 T 림프구 수가 mm2당 중앙

값 579로 전이성 분화암 74에 비해 유의하게 증가된 것이 확인되었다

(그림 13A, p<0.006). 역형성 갑상선암과 전이성 분화암에서 각각 자연

살해세포는 mm2당 중앙값 108 대 11로 유의한 차이를 보였다(그림 13B, 

p=0.038). 대식세포는 mm2당 중앙값 733 대 113 로 역형성 갑상선암에서

유의하게 증가되어 있었다(그림 13C, p<0.001). 골수유래 억제세포 역시

mm2당 중앙값 336 대 16로 역형성 갑상선암에서 유의하게 증가되어 있었

다(그림 13D p=0.003). 수지상세포의 경우에도 mm2당 중앙값 103 대 3으

로, 역형성 갑상선암에서 그 수가 유의하게 증가된 것이 확인되었다(그

림 13E, p<=0.002).

남녀 성별에 따른 면역세포 프로파일링을 추가적으로 분석하였을 때, 종

양세포, 총 T 림프구, 자연살해세포, 대식세포, 골수유래 억제세포에서

는 두 군간 유의한 차이가 없었으나 (그림 14A-E), 수지상세포는 mm2당

중앙값 107 대 13 로 유의한 차이를 보였다 (그림 14F, p=0.044).

2차 분석 환자에서는 말초혈액의 LMR결과를 바탕으로 총 림프구 수와 대

식세포 수를 비교하였다. 총 림프구 수는 LMR 4미만의 낮은 LMR 군과

LMR 4이상의 높은 LMR 군간 유의한 차이가 없었으나 (그림 15A), 대식세

포 수는 낮은 LMR 군에서 mm2당 중앙값 706 대 높은 LMR 군에서 149 로

유의하게 증가되어 있었다 (그림 15B, p=0.012)
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그림12. Comparison of numbers of tumor cells and all negative cells based on pathological subtype.

The Y axis is transformed into a logarithm; 0 is expressed as 0.001. Bold lines, medians. (* p < 0.05; Mann Whitney U tests.)

Abbreviations: ATC, anaplastic thyroid carcinoma; DTC, differentiated thyroid carcinoma
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그림13. Comparison of numbers of T lymphocytes (A), natural killer cells (B), macrophages (C), Myeloid-derived suppressor cells (D) and 

dendritic cells (E) between DTC and ATC.
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The Y axis is transformed into a logarithm; 0 is expressed as 0.001. Bold lines, medians. (* p < 0.05; Mann Whitney U tests.)

Abbreviations: ATC, anaplastic thyroid carcinoma; DTC, differentiated thyroid carcinoma; NK, natural killer; MDSC, Myeloid-derived 

suppressor cell
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그림14. Comparison of numbers of Tumor cells (A), T lymphocytes (B), natural killer cells (C), macrophages (D), Myeloid-derived 

suppressor cells (E) and dendritic cells (F) according to sex.  
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The Y axis is transformed into a logarithm; 0 is expressed as 0.001. Bold lines, medians. (* p < 0.05; Mann Whitney U tests.)

Abbreviations: NK, natural killer; MDSC, Myeloid-derived suppressor cell
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그림15. Comparison of numbers of T lymphocytes (A), macrophages (B) according to LMR.
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고 찰

본 연구는 역형성 갑상선암과 전이성 분화암의 면역학적 특성을 분석하

고자 수행되었으며, 말초 혈액에서의 LMR과 실제적인 조직에서의 면역

세포 프로파일링으로 분석이 진행되었다. 연구 결과, 역형성 갑상선암에

서 낮은 LMR이 유의하게 전체생존율 감소를 보였으며, 성별, 종양 크기,

원격전이를 보정한 후에도 통계적으로 유의한 예후 인자로 확인되었다.

이는 소라페닙 투약을 받는 방사성 요오드 치료에 반응하지 않는 진행성

전이성 분화암 환자에서도 유사한 결과를 보였는데, 전체생존률 및 질병

무진행 생존률 모두에서 말초 혈액 내 LMR 값이 예후와 통계적으로 유의

한 연관이 있었다. F-MIHC 및 MSI를 통한 면역세포 프로파일링에서는 총

T 림프구수 뿐만 아니라, 세포독성 T 림프구, 조절 T 림프구 모두 역형

성 갑상선암에서 유의하게 증가되어 있었고, 이는 PD-1/PD-L1 양성 세포

를 분류하여 분석하였을 때에도 동일하였다. 면역항암제의 치료반응 예

측에 이용되는 TPS, CPS 점수 역시 역형성 갑상선암에서 유의하게 높았

다. 이후, 후속으로 시행된 면역세포 프로파일링에서도 역형성 갑상선암

에서 자연살해세포, 대식세포, 골수유래 억제세포, 수지상세포 모두 역

형성 갑상선암에서 유의하게 높았다. 요약하면, 말초 혈액에서의 LMR이

갑상선암의 예후와 연관을 보였으며, 종양 내 미세환경, 특히 조직 내

면역세포의 구성이 갑상선암의 종류에 따라 차이를 보이는 것을 새로운

분석 기법을 통해 확인되었다.

숙주의 면역기능은 종양세포의 파괴와 성장에 중요한 역할을 한다19). 이

전 연구들에 따르면 림프구들과 종양 침윤 림프구들은 종양을 억제하는

역할을 하는 것으로 알려져 있으며, 절대적인 림프구의 감소는 종양에

대한 면역 반응을 불충분하게 만든다51, 61-63). 반면에 증가된 단핵구 수

는 혈액암 및 일부 고형암에서 불량한 예후와 연관이 있음이 보고되어

왔는데, 단핵구에서 유래되는 것으로 고려되는 종양 연관 대식세포 역시
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불량한 예후와 연관된 것으로 고려된다38, 64-67). 말초 혈액을 통해 계산

한 LMR은 간접적으로 항종양 효과를 가진 것으로 고려되는 종양 침윤 림

프구 수와 종양의 진행을 촉진할 것으로 알려진 종양 연관 대식세포 수

를 반영하는 것으로 해석되는데49), 실제 낮은 LMR이 불량한 예후와 관계

가 있음이 본 연구를 통해 확인되었다. 아직까지 LMR이 종양 내 미세환

경을 반영한 다는 것은 증명되지 않았지만, 이전 연구에서 증가된 종양

연관 대식세포가 역형성 갑상선암의 불량한 전체생존률과 관계가 있음이

보고되었고31, 32), 본 연구에서도 낮은 LMR군에서 종양 내 대식세포가 유

의하게 증가되어 있음이 확인되었다. 다만, 총 림프구 수에서는 유의한

차이가 없었고, 역형성 갑상선암에서 낮은 LMR이 91.7%로 유의하게 많았

기 때문에 역형성 갑상선암의 특징일 가능성도 배제하기 어렵다. 다만,

본 연구 결과가 LMR에 대한 가설을 일부 뒷받침해 줄 수 있겠다.

이번 연구에서 시행된 면역세포 프로파일링에서는 역형성 갑상선암에서

우리가 LMR을 통해 기대하였던 대식세포의 증가뿐만 아니라 T 림프구를

비롯하여 자연살해세포, 골수유래 억제세포, 수지상세포들도 모두 증가

된 것이 확인되었다. 역형성 갑상선암에서 종양 연관 대식세포가 특이적

으로 증가되어 있으면, 불량한 예후와 관계되어 있음이 이미 보고되었으

며, 본 연구의 결과와 일치한다31, 32), 골수유래 억제세포의 경우, 일반

적으로 면역 반응 억제를 유도하는 것으로 고려되는데, 이전 연구에 따

르면 정상인과 갑상선암의 혈액을 통해 검사를 시행하였을 때, 갑상선암

환자에서 골수유래 억제세포의 농도가 유의하게 높았으며, 특히 진행된

갑상선암과 역형성 갑상선암에서 그 수의 유의한 증가를 보였음이 보고

되었다43). 이전 연구에서 보고된 바와 같이 면역억제작용을 보이는 CD56

양성의 자연살해세포와 미성숙 표현형으로 고려되는 수지상세포도 역형

성암에서 증가된 것으로 확인되었다. 이처럼 각종 면역세포의 증가 소견

이 역형성 갑상선암에서 확인되었는데 이에 대해서는 정확한 기전이 밝

혀지지는 않았으나, 과도한 사이토카인의 생산 등을 포함하는 면역탈진
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상태로 추측된다44). 최근에는 자연살해세포의 기능을 회복시키는 것을

기반으로 하는 면역항암치료가 역형성 갑상선암에서 효과를 보일 수 있

음이 실험 단계에서 보고되고 있다68, 69). 이전 연구에서 Giannini 등은

총 T 림프구 수가 증가되어 있는 경우를 역형성암 유사 형질로 정의하였

는데, “hot pathway”라고 명명되는 면역관문 억제 중개물질의 과도한

발현에 따르는 탈진된 T 림프구가 증가되는 것으로 보고하였다70). 본 연

구에서 확인된 증가된 T 림프구 및 PD-L1의 발현을 고려하였을 때, 적절

한 PD-L1 억제제를 통한 T 림프구의 재생을 유도하게 된다면 ATC 치료에

도움이 될 수 있을 것으로 생각된다.

이전에도 일부 연구에서 역형성 갑상선암의 PD-1/PD-L1 경로를 평가하고

자하는 시도가 있었다. Chintakuntlawar 등은 역형성 갑상선암에서 높은

PD-1/PD-L1의 발현이 낮은 전체생존율과 연관이 있음을 보고했다71).

Bastman 등은 진행성 갑상선암의 면역 프로파일을 역전사 효소-중합효소

연쇄반응(reverse transcriptase-polymerase chain reaction), 유세포

분석(flow cytometry), 면역화학염색으로 시행하였는데, 역형성 갑상선

암 환자에서 PD-L1의 발현이 높음을 보고하였다72). 안 등은 면역화학염

색을 통해 407명의 원발성 갑상선암 환자들의 조직에서 PD-L1 발현을 확

인하였는데, 분화 갑상선암에서 6-7%, 역형성 갑상선암에서 22%로 PD-L1 

발현이 뚜렷하게 차이가 나는 것을 확인하였다73). 본 연구에서도 이전

연구와 유사하게 역형성 갑상선암에서의 PD-1/PD-L1 발현이 높은 것을

입증했으며, 추가적으로 면역항암제에 대한 치료 반응을 예측하는 데에

이용되는 TPS와 CPS 점수를 계산하여 비교하였다. 다만, 아직까지 역형

성 갑상선암에서 PD-L1 억제제의 투약 효과에 대해서는 정립되지 않았

다. PD-L1 억제제인 펨브롤리주맙와 항암제를 함께 투약하는 2상 연구의

경우, 총 3명의 역형성 갑상선암 환자를 대상으로 하였을 때 의미있는

임상적 효과가 없었다74). 반면, 역형성 갑상선암의 쥐를 이용한 동물 실

험에서 BRAFV600E 변이 억제제(PLX4720)와 PD-1/PD-L1 억제제의 투약이 시
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너지 효과를 나타내는 보고가 있고33), BRAFV600E양성 환자에서 베무라페닙

에 이어 니볼루맙을 투약하여 효과적으로 치료를 진행한 사례도 있다34).

Iyer 등은 렌마티닙, 다브라페닙 혹은 트라메티닙 등을 투약하던 역형성

갑상선암 환자들에서 펨브롤리주맙을 추가하여 7개월의 전체 생존기간을

연장했음을 보고하였다16). 최근에는 6명의 역형성 갑상선암 환자와 2명

의 저분화 갑상선암을 대상으로 렌바티닙에 펨브롤리주맙을 투약한 연구

결과가 보고되었는데, 역형성 갑상선암 환자의 66%에 해당되는 4명에서

완전 관해를 보였으며, 저분화 갑상선암 환자 2명은 모두 부분 관해를

보였다35). 전체적으로 질병 무진행 생존은 17.75개월이었으며, 역형성

갑상선암 환자에서도 16.5개월의 질병 무진행 생존기간을 보여주었는데,

TPS가 50% 이상인 경우 좋은 반응을 보였다. 역형성 갑상선암의 낮은 유

병률로 실제 면역항암의 효과를 확인하는데 추가적인 연구와 시간이 필

요하겠으나, 본 연구에서의 면역프로파일 결과가 향후, 면역항암치료를

하는 근거로 이용될 수 있겠다.

갑상선암의 예후와 관련한 유전자 변이가 여러 연구들에서 보고되었으

며, BRAFV600E과 TERT 프로모터 변이는 가장 대표적인 갑상선암의 예후와

관련한 변이로 알려져 있다60, 75-77). 면역 프로파일링의 1차 분석 시,

BRAFV600E 변이와 PD-L1발현과는 상관관계가 없었는데, 이는 이전의 연구

와 일치한다72). 반면, TERT 프로모터 변이 유무에 따라, PD-L1 양성 세

포의 수와 TPS, CPS 수치가 유의한 차이를 보인 점은 이전 보고와 차이

가 있는데. 이는 포함된 대상자가 이전 연구에서는 주로 초기 단계의 원

발성 갑상선암인 반면, 본 연구에서는 진행성 갑상선암을 대상으로 했기

때문일 수 있다73). 아직까지 유전적 돌연변이와 PD-L1 발현과의 연관성

은 입증되지 않은 상태이며, 그 기전은 불명확하다. 따라서 본 연구 결

과의 해석에 있어서도 주의가 필요한데, 이는 TERT 프로모터 변이가 약

30% 정도였던 전이성 분화암에 비해 역형성 갑상선암에서는 그 발현이

약 70%로 높았기 때문에 TERT 프로모터 변이의 특성보다는 역형성 갑상
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선암의 특성이 반영되었을 가능성이 있기 때문이다. 유전자 변이와 면역

세포 발현과의 상관관계에 대해서는 추가 보완 연구가 필요하겠다.

갑상선암은 성별에 따른 차이를 보이는 암으로 여성에서 유병률이 높고,

남성에서 예후가 불량한 것으로 알려져 있다78). 갑상선암에서 주로 보이

는 발생률의 차이는 주로 어린이, 사춘기에 높다가 연령이 증가할수록

줄어들어, 폐경 이후 고령에서는 점차 비슷해지는 양상을 보여, 호르몬

의 영향이 있을 것으로 추측된다79). 성별에 따른 호르몬의 차이는 면역

체계에도 영향을 줄 수 있는데, 에스트로겐과 테스토스테론이 면역 체계

에 미치는 영향을 연구하여 남녀 성별에 따른 암의 차이를 분석하고자

하는 여러 시도들이 있었다80). 이전 보고에 따르면 에스트로겐은 주로

인터페론 감마 및 자연살해세포의 활성도를 증가시키고81), 수지상세포의

분화를 촉진시키는 것으로 알려져 있다82, 83). 반대로, 테스토스테론은

일반적으로 면역억제 작용을 통해 자연살해세포의 활성도와 대식세포의

toll-like receptor 4를 감소시키는 것으로 알려져 있다84, 85). 본 연구

에서는 수지상 세포만이 성별에 따른 유의한 차이를 보였는데, 에스트로

겐에 의한 영향으로 고려하기에는 연구에 포함된 환자들의 연령 중앙값

61세로 고령의 남성 및 대다수가 폐경 후 여성인 점을 고려하면, 성호르

몬과의 연관성을 보기에는 제한이 있을 수 있겠다. 이에 대해서는 넓은

연령층에 대한 추가적인 연구가 필요하다.

종양 내 미세환경을 분석하는 것은 종양-숙주 상호작용을 밝히는 기초

단계로 새로운 치료법의 개발로 이어질 수 있는 중요한 과정이다21, 22).

암의 면역학적 형질은 다양한 면역세포의 존재 유무에 따라 구별될 수

있고, 그러한 구별은 면역항암제의 대상을 찾는데 이용될 수 있다70, 86).

과거에는 microarray, bulk RNA sequencing, fluorescence-based flow 

cytometry 등으로 면역프로파일을 확인하고자 하였으나, 이러한 전통적

인 접근에는 많은 양의 샘플이 요구되며, 검출 신호가 중복되는 등의 한
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계점이 있었다28). Single-cell RNA sequencing, cytometry by time of 

flight, multiplex IHC와 같은 최신 분석 기법이 도입되면서 전통적 한

계점이 극복되었고, 이들을 조합하여 다면적인 종양의 면역프로파일링이

가능하게 되었다28, 87). 본 연구에서 이용한 F-MIHC와 MSI는 단백질 단계

의 분석으로 같은 조직에서 여러 개의 표적을 분석할 수 있게 해줌으로

써 종양세포의 면역프로파일링을 위한 도구로 검증되고 있다55). 아직까

지는 한 번에 6개의 표적을 확인할 수 있어 본 연구에서는 1차 분석에서

PD-L1에 초점을 맞춘 림프구 중점의 분석을 시행하였고, 2차 분석에서는

대식세포 및 자연살해세포를 포함하는 면역세포 분석을 시행하였다. 이

처럼 평가하고자 하는 면역세포가 많아도 2~3개의 상대적으로 적은 조직

절편을 통해 분석이 수행될 수 있기 때문에, 암세포의 면역프로파일링에

있어 가치 있는 분석방법이라 생각된다.

본 연구는 몇 가지 제한점을 가지고 있다. 첫째, 후향적 단일 기관 연구

이기 때문에 선택 편향이 개입될 수 있다. 둘째, 역형성 갑상선암의 낮

은 유병률로 연구에 포함된 대상자 수가 적어 통계 검정력이 약할 수 있

다. 셋째, LMR의 경우 다양한 환경에서 전혈구계산이 변화될 수 있고 모

든 환자에서 일정한 간격으로 시행된 것은 아니었기 때문에 채혈 시점에

따른 변동성을 배제할 수 없다. 넷째, 면역프로파일이 가능한 조직에 제

한이 있었기 때문에 LMR과 면역프로파일을 직접적으로 연계하여 분석하

는 데에 한계가 있었다. 다섯째, 면역 프로파일의 결과와 예후와의 연관

성을 확인하지 못하였다 그러나, 지금까지 갑상선암의 면역프로파일에

대한 연구가 거의 없기 때문에, 치명율이 높은 역형성 갑상선암 및 전이

성 분화암과 같은 진행성 갑상선암에서의 추가적인 예후인자의 가능성은

보이는 LMR과 적은 조직에서 다양한 표적 세포를 확인할 수 있는 F-MIHC 

및 MSI를 통해 구별되는 면역프로파일을 확인했다는 데에 큰 의미를 지

닌다.
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결 론

본 연구에서는 진행성 갑상선암의 종양내 면역환경을 말초혈액과 종양

조직을 이용하여 확인하고자 하였다. 말초혈액에서의 LMR 값은 역형성

갑상선암과 전이성 분화암에서 모두 유의한 예후인자로 확인되었는데,

전혈구계산은 비교적 간편하게 시행될 수 있는 검사이기 때문에 향후 전

향적 연구를 통해 그 가치를 확인해 볼 필요가 있겠다. 최신 분석 기법

인 F-MIHC와 MSI를 이용한 조직의 면역프로파일링을 통해 림프구 및 대

식세포를 포함한 각종 면역세포의 침윤이 전이성 분화암에 비해 역형성

갑상선암에서 유의하게 증가되어 있음을 보여주었다. 1차 분석을 통해

PD-L1의 발현이 역형성 갑상선암에서 두드러져 있음이 확인되었고, 이는

향후 역형성 갑상선암에서 면역항암치료가 좀 더 효과적일 수 있음을 보

여준다. 2차 분석을 통해 확인된 역형성 갑상선암에서의 대식세포, 골수

유래 억제세포, 수지상세포, 자연살해세포의 증가 또한 지친 면역세포의

가능성을 보여주어 면역세포의 기능 회복을 목표로 하는 치료제의 개발

에 대한 근거가 될 수 있겠다. 분석에 이용된 F-MIHC와 MSI는 비교적 적

은 조직만으로도 다양한 세포를 한 번에 확인할 수 있는 분석법으로 추

가적인 면역프로파일링 연구에 적극적으로 활용해볼 수 있을 것으로 생

각되며, 더 많은 환자들을 포함하는 전향적인 연구를 통해 치명율이 높

은 진행성 갑상선암의 새로운 치료 표적을 찾는 노력이 지속적으로 필요

하겠다.
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영 문 요 약

Background: Analysis of the tumor microenvironment is a fundamental step in 

uncovering the details of tumor-host interactions that can lead to the development of 

novel therapies. Advanced thyroid cancers, including differentiated thyroid 

carcinoma (DTC) with distant metastasis, poorly differentiated thyroid carcinoma, 

and anaplastic thyroid carcinoma (ATC), are associated with poor clinical outcomes 

and limited treatment options. This study aimed to determine the immune profiles of 

advanced thyroid cancers using the lymphocyte-to-monocyte ratio (LMR) and 

fluorescent multiplex immunohistochemistry (F-MIHC) and multispectral imaging 

(MSI).

Method: We included patients aged over 18 years old who had pathologically

confirmed diagnoses of DTC with distant metastasis or ATC between 1994 and 2020, 

at the Asan Medical Center, Seoul, Korea. We retrospectively analyzed patients with 

ATC or progressive radioactive iodine-refractory (RAIR) DTC who were treated by 

sorafenib with available baseline complete blood cell count (CBC) data. By ROC 

analysis, we sub-classified the patients into two groups: the low LMR group with 

LMR < 4 and the high LMR group with LMR ≥ 4. We assessed the response rate, 

progression-free survival (PFS), and overall survival (OS) according to the LMR.

To analysis of immune profiling, we included patients who could make additional 

tissue blocks through review of tissue slides by endocrinology pathologist. The 

samples were assessed using F-MIHC and MSI with antibodies against the cell 

surface molecules, cluster of differentiation (CD) 4, CD8, programmed cell death 

(PD-1), PD ligand 1 (PD-L1), forkhead box protein (Foxp)3, and cytokeratin (CK)

for first analysis and CD3, CD11c, CD56, CD68, CD33 for second analysis. The 

expression of PD-L1 was evaluated using tumor proportion (TPS) and combined 

positive (CPS) scores.

Results: Among 35 patients with ATC, the OS curves were significantly different 

based on the LMR values, and the median OS of the low and high LMR groups was 



76

3.0 and 9.5 months, respectively (p=0.004). In multivariate analysis, low LMR was 

also an independent risk factor for all-cause mortality in patients with ATC (HR, 2.55; 

95% confidence interval (CI): 1.08-6.00, p=0.032) after adjusting for sex, tumor size 

and distant metastasis status. In 40 patients with progressive RAIR DTC, low LMR 

was associated with poor response rate and shorter disease control duration with 

sorafenib. The PFS curves differed significantly based on the LMR values and the 

median PFS of the low and high LMR groups (p=0.019). The OS curves also differed 

significantly based on the LMR. The median OS of the low LMR group was 24.3 

months and that of the high LMR group was not reached until the end of observation 

period (p=0.015). In multivariate analysis, low LMR was an independent risk factor 

for all-cause mortality in patients with progressive RAIR DTC (hazard ratio [HR], 

2.64; 95% confidence interval [CI]: 1.04–6.72, p=0.041).

In first analysis of immune profiling including PD-L1, total 28 patients (16 ATC, 12 

DTC) were included. Significantly more PD-L1-positive tumor cells (CK+PD-L1+) 

per mm2 were found in ATC than in DTC samples (183.5 vs. 0.03, p<0.001). 

Lymphocyte infiltration was significantly increased in ATC compared with DTC 

with significantly more PD-L1 or PD-1-positive lymphocytes in ATC than in DTC 

samples. Notably, TPS and CPS indicated that PD-L1 expression was negative in all 

DTC samples but positive in 81% and 94% of ATC samples, respectively. In second 

analysis of immune profiling including macrophage, total 19 patients (12 ATC, 7 

DTC) were included. Significantly more T lymphocytes (p=0.006), natural killer 

cells (p=0.038), macrophage (p<0.001), myeloid-derived suppressor cells (p=0.003) 

and dendritic cells (p=0.002) were found in ATC than in DTC samples. There was 

no significant difference of immune cell according to sex, except dendritic cell. 

Dendritic cell was significantly increased in female compared with male (107 vs. 13, 

p=0.044). More macrophages were found significantly in low LMR than in high 

LMR (706 vs. 149, p=0.012), whereas lymphocyte was no significantly different

according to LMR. 

Conclusion: Low LMR is associated with poor survival in patients with ATC and 

progressive RAIR DTC. LMR could be a simple and stable prognostic biomarker 
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reflecting host immunity in patients with progressive thyroid carcinoma. Immune 

profiling revealed significant differences between advanced DTC and ATC, 

particularly in terms of PD-L1 expression and lymphocyte infiltration. Therefore, 

immune profiling using F-MIHC and MSI can provide invaluable information 

regarding tumor microenvironments, which could help select candidates for 

immunotherapy and create new targeted treatments for thyroid cancer.

Key words: anaplastic thyroid carcinoma, metastatic differentiated thyroid 

carcinoma, lymphocyte-to-monocyte ratio, immune profiling
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