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Background : Topoisomerase II (TOPO II) is an enzyme that separates intertwined chromo-
somes during DNA synthesis by transiently breaking and joining DNA strands. The level of
TOP II is one of the determinants of cellular sensitivity to anti-tumor drugs in non-Hodgkin’s
lymphoma patients. The alpha form of TOPO II has been recently used as a marker of cellular
proliferation. High levels of TOPO II are expressed in aggressive and proliferative tumors.
Methods : This study was designed to evaluate the relationship between TOPO II expres-
sion and clinicopathological parameters including age, gender, the serum LDH level, the serum

2-microglobulin level and stage, or expressions, of Ki-67, p53 and p27, in non-Hodgkin’s lym-
phoma. We analyzed forty-one biopsied tissue specimens from patients with non-Hodgkin’s
lymphoma. Results : The expression of TOPO II increased with the clinical stage and it was
correlated with Ki-67 and p53 expressions. However, TOPO II expression did not have any
significant correlation with age, gender, the serum LDH level, the serum 2-microglobulin level
and the p27 expression. Conclusions : TOPO II expression is a useful marker of cellular
proliferation and it may serve as a prognostic factor of a tumor’s progression and aggressive-
ness in non-Hodgkin’s lymphomas.
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비호지킨 림프종에서 DNA Topoisomerase II , Ki-67, p53 및 p27 발현변화

DNA 국소이성화효소(topoisomerase) II (TOPO II)는 세포

가 증식하거나 손상된 DNA를 수정할 때 DNA 이중나선을 열어

주는 역할을 한다.1 또한 TOPO II는 비호지킨 림프종에서 여러

가지 항암제에 대한 감수성을 결정짓는 중요한 요소 가운데 하나

다.2 TOPO II는 두 가지의 아형이 존재하는데, 170 kD의 TOPO

II 와 180 kD의 TOPO II 가 그것이다.3 이 중 TOPO II 는

증식 중인 세포에서 발현되며, 종양 세포에서는 증식능을 나타낼

수 있다.4 TOPO II 와 TOPO II 는 약리학적으로나 생화학적

으로 다르며 세포 증식이 일어날 때 서로 다른 조절 기능을 한다.5

TOPO II 는 핵질(nucleoplasm)과 비핵질에 모두 존재하고

TOPO II 는 비핵질에 적정량이 존재한다. 간질에 존재하는

TOPO II 는 염색질 고리를 형성하고 DNA 복제와 전사에 직

접 관여한다. 

TOPO II는 임상적으로 중요한 항암제의 표적이다.6 TOPO

II 억제제는 DNA 구조를 변형시키고, 복제 중인 DNA 갈래를

중지시켜 유전자에 변화를 일으킨다.5,7 또한 TOPO II 억제제는

Fas 수용체를 활성화하거나 미토콘드리아에 손상을 입혀 세포자

멸사를 유도한다.8 TOPO II 억제제는 p53과 상호작용하면 DNA

의 분절을 만들고 분리된 DNA 갈래의 결합을 막는 작용을 증가

시킨다.8 p53의 기능이 소실되면 알킬화 약제와 TOPO II 계열의

약제에 대한 저항성을 갖게 되고 림프종에서 p53의 기능 소실로

인해 약제 저항성이 나타나기도 한다.9 p27 역시 종양을 억제하는

역할을 한다.10,11 세포 주기를 조절하는 cyclin-dependent kinase

inhibitor p27은 cyclin E-cyclin-dependent kinase 복합체를 억

제하여 주요한 종양 억제 유전자로 작용하고 있다. 이런 기능의

소실은 여러 암에서 나쁜 예후와 관련이 있다.

비호지킨 림프종 환자를 치료할 때는 주로 TOPO II 억제제

를 치료에 사용하는데, 이 항암제에 대한 저항성이 강해져 많은

환자들이 사망에 이르고 있다. 최근 비호지킨 림프종에서 약제

저항성의 기전을 이해하고 좀더 효과적인 치료를 위해 노력하고
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있으며, 분자 생물학적 표지자를 통한 약제 저항성 측정을 기본

으로 하는 예후 인자도 개발하고 있다. 

저자는 비호지킨 림프종에서 세포 증식능 표지자인 TOPO

II 의 발현 양상과 임상 병리학적 특성의 상관성을 알아보고, 대

표적인 증식 표지자인 Ki-67의 발현 양상과 비교하였다. 또한

TOPO II 억제제에 대한 저항성과 관련된 p53 및 세포주기를

억제하는 p27 단백 발현과의 상관성을 알아보고자 하였다.

재료와 방법

재료

본 연구는 1998년 1월부터 2003년 8월까지 부산대학교병원에

서 림프절 절제 생검을 시행하여 비호지킨 림프종으로 진단된

41예를 대상으로 하였다. 환자의 연령은 24세부터 83세까지로

평균 연령은 61.98세였고, 남자가 17명, 여자가 24명이었다. 부위

별로는 경부 림프절을 포함한 림프절 18예(43.9%)와 안와를 포

함한 두경부 17예(41.5%), 위점막 2예(4.9%), 유방 2예(4.9%),

난소 1예(2.4%), 비장 1예(2.4%) 등에서 발생하였다. 조직학

적 유형은 미만성 큰 B 세포 림프종이 40예(97.6%), 여포성 림

프종 1예(2.4%)였다. 임상 병기에 따라 보면 1기 30예(73.2%),

2기 5예(12.2%), 3기 3예(7.3%), 그리고 4기는 3예(7.3%)였다.

환자들의 혈청학적 검사에서 LDH, 2-작은 글로불린( 2-micro-

globulin)의 수치는 내원 당시를 기준으로 측정하였다(Table 1).

방법

면역조직화학염색

10% 포르말린으로 고정한 파라핀 포매 조직에서 4 m 두께

로 절편을 만들고 표면에 poly-L-lysine을 바른 유리 슬라이드에

부착했다. 60℃에서 30분간 보온 후 10% 자일렌으로 10분씩 세

차례 탈파라핀을 시켰다. 단계적으로 알코올 처리하여(100% 2

회, 95%, 80%, 70%) 함수화 과정을 거친 후 흐르는 물에서 2

분간 씻은 후 증류수에 담궜다. 항원 노출을 위해 10 mM/L 구

연산 완충액에서 전자레인지를 이용하여 5분간 끓이고 5분간 식

힌 후 항원노출과정을 4회반복하였다. 그런다음실온에서한시

간 동안 완전히 식힌 후 증류수에 30초간, phosphate buffered

saline (PBS)에 10분간 담궜다. 3% 과산화수소로 30분에서 한

시간정도 처리한 뒤 증류수로 씻어냈다. 

다시 PBS에 20분간 담근 후 조직 내 비특이 단백을 차단하고

일차 항체를 처리하였다. 일차 항체로는 TOPO II (3F6, Zym-

ed Laboratories, Inc. South San Francisco, CA, USA), Ki-

67 (7B11, Zymed Laboratories, Inc. South San Francisco,

CA, USA, 1:50), p53 (SP5, Neomarkers, Fremont, CA, USA,

1:100), p27 (F-8, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,

CA, USA)을 사용하였다. 4℃에서 하룻밤 동안 일차 항체를 처

리한 후 30분간 PBS에 담가 두었다. 

이후의 염색 과정에서는 Histostatin plus kit, horseradish pe-

roxidase (Zymed Laboratories Inc., South San Francisco, CA,

USA)를 이용하였고, 발색은 aminoethyl carbazole (AEC) 용

액을 이용하였다. Mayer 헤마톡실린으로 대조 염색한 후 uni-

versal mount (Dako, Capinteria CA, USA)로 일차 봉입하고

마리놀과 자일렌의 1:1 혼합액으로 2차 봉입한 후 광학현미경

(Olympus BX51, Tokyo, Japan)으로 관찰하였다. TOPO II ,

Ki-67, p53, p27의 면역조직화학염색의 판독은 핵에 발색된 경

우를 양성으로 보고 1,000개의 세포에서 양성인 세포 수를 세어

백분율로 나타냈다(Fig. 1).

통계학적 분석

통계학적 처리는 윈도우용 SPSS 10.0 (SPSS Inc., Chicago,

IL, USA) 통계 프로그램을 이용하여 Chi-square 및 t-test 검정

을 사용하였고 p값이 0.05 미만인 경우를 통계학적으로 의미 있

는 것으로 판정하였다.

결 과

DNA TOPO II 의 발현 양상과 임상병리학적 인자들의

상관성

본 실험에서는 모든 예에서 양성 소견을 보였으나, 양성 세포

가 1% 미만인 것에서부터 70%에 이르는 것까지 다양하게 발현

하였다. TOPO II 발현은 평균값 20%를 기준으로 그 이하의

Factors Variables No. of case (%)

Age ≤60 14 (43.1)
>60 27 (65.9)

Sex male 17 (41.5)
female 24 (58.5)

Site lymph node 18 (43.9)
head and neck 17 (41.5)
gastrointestinal 2 (4.9)
spleen 1 (2.4)
breast 2 (4.9)
ovary 1 (2.4)

LDH normal 15 (36.6)
elevated 26 (63.4)

2-microglobulin normal 15 (36.6)
elevated 26 (63.4)

Histologic type diffuse large B cell lymphoma 40 (97.6)
follicular lymphoma 1 (2.4)

Stage I 30 (73.2)
II 5 (12.2)
III 3 (7.3)
IV 3 (7.3)

Table 1. Clinical findings of cases
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발현을 보이면 저발현군, 그 값을 초과하여 발현하는 경우를 과

발현군으로 정의하였다. 저발현군은 28예(68.3%), 과발현군은 13

예(31.7%)로 나타났다(Table 2).

TOPO II 발현과 임상병리학적 인자들의 상관성을 분석해

보았을 때, TOPO II 의 발현과 임상병기는 유의한 상관관계를

나타냈다. 그 밖에 나이, 성별, 발생 부위, 혈청 LDH 수치와 2-

작은 글로불린 수치 등과는 유의한 상관성이 관찰되지 않았다

(Table 3).

DNA TOPO II 와 Ki-67, p53 및 p27발현의 상관성

TOPO II 의 발현 양상과 Ki-67, p53 및 p27의 발현 양상과

의 상관성을 분석해 보았다. Ki-67은 70% 발현을 기준으로 과발

현군과 저발현군으로 나누었다. TOPO II 와 Ki-67의 발현군은

통계학적으로 유의한 상관관계를 보였다(p=0.013) (Table 4).

p53의 경우는 5% 발현을 기준으로 과발현군과 저발현군으로

나누었다. p53의 발현군은 TOPO II 발현군과 정의 상관관계

를 가지며 통계적으로 유의한 상관성을 보였다(p=0.013) (Table

4). p27 발현은 정도에 따라 4등급으로 나누었다. 1등급은 0-

Fig. 1. Immunohistochemical stainings for topoisomerase II (A), Ki-67 (B), p53 (C) and p27 (D) show positive reaction in nuclei of tumor cells.

A B

C D
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25%, 2등급은 26-50%, 3등급은 51-75%, 그리고 4등급은 76-

100%의 발현을 보이는 것으로 정의하였고 TOPO II 발현과

통계학적 유의성은 없었다(Table 4).

고 찰

TOPO II는 DNA 복제 시 DNA 이중나선을 잘라내는 역할

을 한다. 국소이성화효소는 I형, II형, III형, IV형이 밝혀져 있으

며 그 작용점이 서로 다르다. 그 중 II형은 포유동물에서 와

의 두 아형이 있으며, TOPO II 는 증식하는 세포에서 발현되

고 정모세포, 림프절의 배중심, 증식기의 자궁내막 등에서 정상

적으로 나타나며 증식이 멈춘 상태에서는 발현되지 않는다.2 그

에 반해 TOPO II 는 증식하는 세포 뿐 아니라 휴지기의 세포

에서도 발현되지만 TOPO II 에 비해 그 기능이 잘 알려져 있

지 않다.12

TOPO II 는 증식하는 세포, 특히 급속히 증식하는 종양세포

에서는 더욱더 많이 발현된다. 종양의 이러한 특성을 이용하여

TOPO II 를 억제하는 항암제를 개발하였고, 그러한 항암제로

는 에피포도필로톡신(epipodophyllotoxin)계 약물과 안스라사이

클린(anthracycline)계 약물 등이 있다. 이 약물들은 DNA 나선

구조를 생성하는 과정에서 DNA TOPO II 를 억제한다. 형성

된 TOPO II-DNA 복합체는 안정화되고 결과적으로 DNA 합성

과 세포 증식을 중지시켜 세포자멸사를 야기한다.13 이러한 항암

제는 TOPO II 에 작용하므로 종양세포 내 TOPO II의 양이

많을수록 감수성이 높아지고 치료효과가 커지며, 또한 약제 저항

성도 낮아진다.14 Lohri 등은 TOPO II의 발현 정도가 치료에 대

한 반응을 미리 알 수 있는 표지자가 될 수 있다고 보고하였다.15

Bofin 등은 TOPO II 유전자가 HER-2 종양 유전자가 있는

17q12-q12에 가까이 위치해 있어 유방암에서는 HER-2가 TOPO

II 의 유전자 증폭과 결손 등을 일으켜 TOPO II 억제제에 대

한 감수성과 저항성에 변화를 야기한다고 하였다.16 위암이나 폐

암에서는 HER-2의 증폭보다 TOPO II 의 증폭이 더 흔히 보

였고, 급성 림프모구 백혈병과 방광암에서는 TOPO II 의 증폭

만이 관찰되었다 한다. 이러한 종양에서도 TOPO II 의 증폭과

결손은 화학요법제의 저항성에 영향을 미친다고 하였다.16

희소돌기아교세포종에서는 증식을 나타내는 표지자로 p21,

p27 그리고 TOPO II (KiS1) 등이 알려져 있고, 고등급인

경우 TOPO II 발현이 10% 이하인 군과 이상인 군에서 재발

과 사망, 생존율에 유의한 차이를 보였다고 하였다.17 Gotlieb 등

은 난소의 상피성 종양에서 TOPO II 와 Ki-67의 발현이 임상

병기가 진행할수록 더 증가하고, 발현이 증가할수록 생존기간이

유의하게 짧아졌다고 보고하였다.18 또한 위암에서는 종양의 크

기가 큰 경우 TOPO II 의 발현이 50% 이상 증가하였다고 보

고하였다.19

본 연구에서는 비호지킨 림프종의 TOPO II 과발현군에서

Ki-67의 발현이 유의하게 높았다. 종양 세포에서 TOPO II 가

증식능을 나타내듯이, 비호지킨 림프종에서도 TOPO II 가 증

식능을 예측할 수 있는 인자가 될 수 있다. 

highlow

TOPO II expression
(No. of cases)Factors

Age 41 28 13
≤60 14 9 5

0.691
>60 27 19 8

Sex 41 28 13
male 17 11 6

0.678
female 24 17 7

Site 41 28 13
nodal 18 13 5

0.632
extranodal 23 15 8

Serum LDH 41 28 13
normal 15 10 5

0.865
elevated 26 18 8

Serum 2- 41 28 13
microglobulin
normal 15 9 6

0.386
elevated 26 19 7

Stage 41 28 13
I and II 35 26 9

0.046
III and IV 6 2 4

Table 3. The relationship between clinicopathologic factors and
TOPO II expression in non-Hodgkin’s lymphomas

Total
(No. of cases)

p-value

highlow

TOPO II expression
(No. of cases)

p53 expression 41 28 13
≤5% 34 26 8

0.013
>5% 7 2 5

Ki-67 expression 41 28 13
≤70% 36 27 9

0.013
>70% 5 1 4

p27 expression 41 28 13
grade 1 0 0 0
grade 2 6 4 2

0.618
grade 3 17 13 4
grade 4 18 11 7

Table 4. The relationship between expressions of TOPO II , p53,
Ki-67 and p27

Total
(No. of
cases)

p-value

Area of TOPO II expression (%) No. of cases (%)

0-5 17 (41.5)
6-10 4 (9.7)
11-20 7 (17.1)
21-30 4 (9.7)
31-50 3 (7.3)
51-100 6 (14.6)

Table 2. Immunohistochemical results of DNA topoisomerase II
expression
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TOPO II 억제제는 여러 가지 경로로 세포의 자멸사를 유도

하는데, 세포 자멸사와 관련되는 여러 유전자, bcl2, p53, myc

등에도 영향을 미쳐 다른 화학 약제의 내성에도 관여하게 된다.20

앞에서 언급한 것과 같이 p53은 TOPO II 억제제와의 상승작용

을 일으켜 약제 반응성을 증진시킨다. 일반적으로 재발되었거나

약제 불응성 비호지킨 림프종에서는 p53 유전자의 변이나 과증

식, bcl2 유전자의 과증식을 함께 보고하고 있는데,8,9 정상적인

p53이 있는 경우보다 비정상 p53이 있는 경우가 약물에 대한 저

항성이 높다고 한다.21

p53은 여러 다양한 종양유발 인자들의 자극 때문에 과오돌연

변이를 일으킨다.22 미만성 큰 B 세포 림프종과 버킷림프종의 경

우 17%에서 25%까지 발견되어 p53의 변이가 고등급의 림프종

으로 진행하는 중요 기전으로 생각된다.23 p53의 과발현은 일반

적으로 p53 변이와 관계가 깊은데 p53 단백의 과발현은 고성장

하는 비호지킨 림프종에서 비교적 흔하고 저성장 림프종에서는

드물다.

p53의 변이는 MALT 림프종24과 여포성 림프종25의 큰세포

전환과 강한 관련이 있으며 외투층세포림프종의 모세포성 변이

(blastoid variant)26와도 관련이 깊다. p53의 변이로 말미암아

임상적으로 병의 진행이 빨라지고 저성장하는 림프종인 만성 B-

림프구성 백혈병, 여포성 림프종, 가장자리층림프종, 외투층세포

림프종 등의 치료에 대한 저항성도 나타난다.26 p53의 기능 소실

은 저등급의 B 세포 림프종을 진행시키고 p53의 과발현이나 변

이는 낮은 생존율과 관련이 있다.27 이 연구에서 p53의 발현이

TOPO II 의 발현과 비례하여 증가한 것은 림프종에 축적된

p53 유전자의 변이와 공격적 종양의 특성을 반영하는 것으로

보인다. 

반응성 림프 조직에서는 p27의 발현이 증식 억제와 관련이 있

다. p27은 외투층림프구(mantle lymphocyte), 속질 흉선세포

(medullary thymocytes) 등의 정지세포 등에서 강하게 발현되

며 소포중심 B 세포, 소포사이 큰 림프세포와 피질 흉선세포에

서는 저발현된다.28 일반적으로 림프종에서 p27은 악성도가 높을

수록 소실되며 비호지킨 림프종의 나쁜 예후와 연관된다. 본 연

구에서는 TOPO II 와 p27의 상관성을 비교해 보았으나 유의

한 관계를 보이지 않았다. 이것은 미만성 큰 B 세포림프종만을

대상으로 하였으며 대상의 크기도 작기 때문이라고 생각된다.

임상병기가 높을수록 TOPO II 의 발현이 유의하게 높으므

로, TOPO II 의 과발현은 임상병기가 높은 공격적인 림프종을

의미한다. 외투층 세포림프종29이나 호지킨 림프종,30 난소종양18에

서도 종양이 진행될수록 TOPO II 가 많이 발현된다고 보고하

였다. 이처럼 TOPO II 는 여러 종양에서 임상병기와 관련이 있

어 종양이 진행될수록 많이 발현된다. p53, p16, p27 등의 발현

은 증식능의 증대와 종양의 공격성에 관여하며 생존기간을 단축

시키는데,23 임상병기가 높을수록 TOPO II 는 과발현되므로 이

들과 TOPO II 는 연관성이 있을 것이다. 한편 TOPO II 의

과발현을 보이는 종양은 TOPO II 억제제에 대한 감수성이 크다

는 것을 의미하므로 TOPO II 억제제로 치료하면 효과가 크고

예후가 좋을 것으로 생각된다. 
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