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The purpose of this study was to verify the importance of apoptosis in genesis of osteosarco-
ma and whether apoptosis may play an important role as a predictive factor for the response to
chemotherapy. Of the patients who were diagnosed osteosarcoma between January 1995 and
June 1999, ten patients were selected. All specimens were obtained before and after preopera-
tive chemotherapy and examined for the occurrence of apoptosis. Apoptosis was investigated by
in situ end-labeling technique on paraffin-embedded sections and apoptotic indices were calcu-
lated before and after chemotherapy. The ages of ten patients ranged from 15 to 59 with equal
sex ratio. All patients completed the planned pre-operative chemotherapy. Apoptosis occurs in
osteosarcoma and apoptotic indices are increased after chemotherapy. Mean apoptotic index (AI)
before and after chemotherapy were 17.2 (range 6-28.9) and 26.3 (9.6-46.2), respectively.
Apoptotic cells were usually present around the necrotic area. The AI was increased as the progres-
sion of stage and in responder group more than in non-responder. Apoptosis is induced by pre-oper-
ative chemotherapy and the response is variable. Changes in AI levels before and after chemothera-
py may possibly predict an individual patient’s overall response.
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서 론

골육종은 골격성장이 활발한 성장기에 주로 장골

골간단부에 호발하는 원발성 악성 골종양이다. 수술

적 단독치료 시 과반수의 환자들에서 사지절단 후 6

개월이내에 육안적 전이가 발생하거나 수술적 제거

후 80% 이상의 환자들이 2년내에 재발하여 5년 생

존율은 2 0 %에 불과하였다7 , 1 5 ).그러나 1 9 7 0년대 이후

methotrexate, adriamycin 등을 이용한 보조항암

화학요법이 도입되면서 미세전이의 효과적인 예방과

종양세포의 사멸을 일으키게 되면서 환자의 생존율

이 크게 향상되었고, 특히 복합화학요법의 시행으로

5년 생존율이 5 5 ~ 7 5 %까지 증가하게 되었다4 , 9 , 1 3 ).

1 9 7 3년 Rosen 등2 0 )이 처음 항암치료와 병행하는

사지보존술(limb salvage surgery)을 시도한 이

후, 최대한 미세전이를 억제하고 치료반응률을 높여

종양크기를 줄이며, 사지보존술 시행에 의한 삶의

질을 향상시키려는 개념에서 수술 전 항암화학요법

이 시행되었고, 현재 수술 전 항암화학요법은 골육

종의 표준 치료방법으로 자리잡게 되었다. 특히 수

술 전 항암화학요법의 시도로 종양세포의 병리조직

학적인 괴사정도로서 치료반응을 파악하여 수술 후

보조화학요법의 약제선정에 응용하는 개념도 아울러

발전하게 되었다(in vivo c h e m o t h e r a p y )1 7 ).

최근에 밝혀진 고사( a p o p t o s i s )는 생명체의 생명유

지에 불필요하거나 위험한 세포를 스스로 죽게 하는

유전자의 제어에 의해 지배되는 계획된 세포 사멸기

구로서 종양의 발생과정, 증식억제, 소실과정 및 분

화의 유도과정에 관여하는 것으로 알려져 있다2 5 , 2 6 ).

종양에서의 고사는 경도의 허혈이나 대식세포에서 유

리된 종양괴사인자, 그리고 항암제 치료에 의해 유도

된다고 하며, 특히 항암화학요법에 따른 종양세포의

고사는 세포독성과정을 거쳐 종양 세포를 파괴하거나

약제의 민감성을 증가시키고 일부는 약제에 대한 내

성을 가지게 만들기도 한다1 , 1 0 , 2 2 ).

이에 저자는 항암화학요법을 시행한 전후의 골육

종 조직에서 종양세포의 사멸과 관계된 고사지수

(Apoptotic index; AI)를 알아보고 약물치료 효과

를 병리조직학적으로 판정할 수 있는지 확인하고자

본 연구를시행하였다.

연구대상 및 방법

1. 연구대상

1 9 9 5년 1월부터 1 9 9 9년 6월까지 전남대학교 병원

에 내원하여 골육종으로 진단 받은 환자들 중 선정

기준에 적합한 1 0예를 대상으로 하였다. 수술 전 임

상적 병기는 병소 부위의 자기공명영상과 동맥조영

술, 폐전산화 단층촬영 및 전신 골주사 등을 시행한

후 E n n e k i n g3 )이 제시한 기준에 따라 결정하였다.

대상환자들의 선정기준은 과거 항암화학요법이나 방

사선 치료를 받은 적이 없고 침생검을 통해 병리조

직학적으로 골육종으로 확진된 후 항암화학요법이

시행되고 사지보존술에 의해 술 후 검체의 획득이

가능하였던 골육종 환자들로 간, 골수 및 신장기능

이 정상이었던 경우로제한하였다.

조사가 가능하였던 환자들의 연령분포는 1 5세에서

5 9세(평균연령: 24.8세)까지로 1 0명중 8명이 2 5세

이하 였으며, 남녀의 비율은 같았다. 골육종이 발생

한 부위는 대퇴골 원위부 3명, 경골 근위부 2명, 비

골 근위부가 2명으로 대부분이 슬관절 부근에서 발

생하였다. 조직학적 유형에 따른 분류결과, 골모세

포형이 6예, 연골모세포형이 3예, 그리고 섬유모세

포형이 1예로 관찰되었다.

2. 연구방법

1) 방사선학적 검사

환자는 수술 전 항암화학요법 전에 병소부위의 단

순 방사선 검사( F i g . 1 - A )와 흉부 방사선 검사, 병

소부위의 전산화 단층촬영, 자기공명영상촬영

(Fig.2-A), 동맥조형술, 동위원소검사를 시행하고

수술 전 항암화학약물의 투여 후 환자의 반응정도를

평가하기 위해 다시 병소의 단순 방사선 검사

(Fig.1-B), 자기공명영상 촬영( F i g . 2 - B )을 실시하

는 것을 원칙으로 하였다.

2) 임상적 병기의 결정

앞서 기술한 방사선학적 검사를 토대로

E n n e k i n g3 )의 방법에 따라 임상적 병기를 결정하였

는데 검사결과 I I A가 3예, IIB가 5예, III가 2예로

분류되었다.
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3) 환자의 수술 전 항암화학요법

환자의 수술 전 화학요법은 R o s e n의 T10 proto-

c o l2 0 )을 변형하여 수술 전 고용량의 m e t h o t r e x a t e

( 8 - 1 2 g /㎡)를 citrovorum rescue factor 용법과

병행하여 2회 반복투여하고 c i s p l a n t i n ( 1 0 0㎎/㎡)

및 a d r i a m y c i n ( 6 0㎎/㎡)을 정주하였다. 그리고 상

기 약물치료를 2회 반복 실시하는 것을 원칙으로 시

행하였다.

4) 수술 전 항암화학요법에 의한 병리조직학적

치료효과의 판정

수술 전 항암화학요법의 임상적 효과판정은 W H O

기준1 6 )에 의하여 결정하였다. 병리조직학적인 괴사정

도는 Huvos 등8 )이 제시한 기준으로 판정하였다

(Fig. 3). 골아세포의 소실, 소강의 확장 및 골세포

의 소실, 골세포 간질의 염색상이 감소되는 소견이

있으면서 골수 간질세포의 잔해로 보이는 세포가 남

아있거나 육아조직의 증가가 관찰되는 경우를 괴사

로 판정하였다. 이와 같이 조직에서 괴사의 정도를

판정하여 조직학적 등급 I은 5 0 %미만의 조직괴사가

관찰될 때, 등급 I I는 50~90%, 등급 I I I은 9 0 %이

상의 종양세포 들에서 괴사가 관찰될 때로 정하였으

며 종양이 모두 괴사되어 살아있는 종양세포가 관찰

되지 않는 경우를 등급 I V로 분류하였다. 그리고 등

급 I과 I I의 괴사를 보이는 환자들을 비반응군( n o n -

r e s p o n d e r s )으로, 등급 III 및 I V를 보이는 환자군

을 반응군( r e s p o n d e r s )으로 재분류하였다.

5) 종양세포의 고사를 관찰하기 위한

5) in situ end-labeling 법

Terminal deoxynucleotidyl transferase

( T d T )를 이용하여 표지된 n u c l e o t i d e를 l i n k e r

D N A의 단절에 의해 노출된 3’ 말단에 붙이는 e n d -
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Fig. 1-A, B The simple X-ray shows irregular radio-
opaque density, cortical destruction, and
soft tissue extension before (A) and after
(B) chemotherapy.

Fig. 2-A, B MRI shows decreased tumor size and peri-
tumoral edema before (A) and after (B)
chemotherapy.

Fig. 3 Gross photograph shows extensive necrosis,
destruction of cortical bones, and viable tumor
mass in adjacent soft tissues after chemotherapy.

A B

A B



l a b e l i n g법5 )에 따라 조직구조를 유지한 상태에서

DNA 단절을 관찰하였다. Probe on 슬라이드에 두

께 5μm로 박절된 조직절편을 탈파라핀과 함수과정을

거쳐 2 0㎕/㎖의 proteinase K (Sigma) 용액에 실

온에서 1 5분간 반응시켜 D N A를 노출시키고 2% 과

산화수소 용액에 실온에서 5분간 작용시켜 내재성

p e r o x i d a s e의 활성을 억제하였다. 조직을 TdT 효소

와 d i g o x i g e n i n - 1 1 - d U T P와dATP 혼합용액

( O n c o r )에 3 7�C에서 2시간 반응시킨 후 p e r o x i-

d a s e가 부착된 항d i g o x i g e n i n항체를 3 7�C에서 1시

간 작용시켰다. PBS (phosphate buffered saline)

로 세척한 후 부착된 p e r o x i d a s e를 0.02% 과산화수

소와 0.05% diaminobenzidine (DAB, Sigma)의

혼합액으로 갈색의 산화 D N A침전물을 만들었고

h e m a t o x y l i n으로 대조염색을 하여 광학현미경으로

관찰하였다. 위양성반응을 배제하기 위해 TdT 대신

P B S용액을 작용시킨 대조표본을 만들어 음성반응을

확인하였다. 염색결과 각각의 예에서 고사지수

(apoptotic index, AI)를 산정하였는데 비특이적으

로 약한 염색상을 보인 핵들은 제외하고 강하게 염색

된 종양세포의 핵들만을 대상으로 삼았다. 고사지수

는 최소1 , 0 0 0개의 종양세포 중에서 양성반응을 보인

고사세포수와 고사체를 산정하여 표시하였다.

6 )통계학적 분석

각각의 환자들에서 항암화학요법을 시행한 전후의

고사지수 변화를 알아보고자 W i l c o x o n의 부호순위

검정방법을 이용하여 유의성을 검증하였다. 또한 임

상적 병기, 조직학적 유형 및 치료에 대한 반응여부

와 고사지수간이 관계를 알아보기 위해 W i l c o x o n의

순위합 검정방법을 사용하였는데 이러한 검정방법들

은 모두 SAS 통계프로그램을 이용하여 분석하였다.

결 과

1. 수술 전 항암요법에 따른병리조직학적 효과판정

수술 전 항암화학요법에 대한 병리조직학적 괴사의

정도를 수술 후 검체에서 조사한 결과 등급 I I가 6예,

등급 I I I이 3예, 등급 I V가 1예로 확인되었다. 이들

을 반응군( r e s p o n d e r )과 비반응군( n o n - r e s p o n d e r )

으로 재분류하여 보면 반응군이 4예, 비반응군이 6예

로 조사되었다.

2. 항암요법 전후에 관찰되는 고사세포수

통상적인 헤마톡실린-에오신 염색에서 고사세포는

세포질의 응축과 염색체의 농축으로 주위 종양세포와

떨어져 있으며 산발적인 분포의 양상을 보였다

(Fig. 4-A,B).

In situ end-labeling 결과, 골육종에서 고사세

포는 주로 신생 종양유골주위나 괴사부위에 인접하

여 흔히 관찰되었으며, 특히 연부조직내로 침윤된

종양의 변연부를 따라 자주 출현하였다. 수술 전 화
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Fig. 4-A, B Apoptotic cells are characterized by pyknot-
ic nuclei surrounded by shrunken cytoplasm
and separated from surrounding cells by
halo (A,B). H&E × 200 (A) × 600 (B).

Fig. 5-A, B In situ end-labeling (ISEL) demonstrate in
both apoptotic cells and scattered apoptotic
bodies (A, B). A: low apoptotic index case,
B: high apoptotic index case. ISEL × 250
(A) × 200 (B).



학요법이 시행되기 전의 평균 고사지수는 1 7 . 2 ( 6 -

2 8 . 9 )였고, 항암화학요법이 시행된 후의 조직에서

관찰된 평균 고사지수는 2 6 . 3 ( 9 . 6 - 4 6 . 2 )으로, 항암

화학요법의 시행과 관련하여 고사지수는 통계학적으

로 의미있게 증가하였다(p=0.003)(Fig. 5-A,B).

병기에 따른 고사지수를 조사한 결과 항암요법전

평균 고사지수는 병기 I I A가 14.6, 병기 I I B가

17.0, 병기 I I I가 2 1 . 8였으며 항암요법후의 평균 고

사지수는 병기 I I A가 20.1, 병기 I I B가 23.1 병기

I I I가 4 2 . 4로 수술전후에 관계없이 병기가 높아갈수

록 다소 증가하는 경향을 보였다(p=0.0941). 조직학

적 유형별로 관찰한 치료전후의 평균고사지수는 골

모세포형의 경우 1 8 . 3과 30.3, 연골모세포형의 경우

1 1 . 1과 14.6, 그리고 섬유모세포형의 경우 각각

2 8 . 9와 3 9 . 0으로 관찰되어 골모세포형과 섬유모세

포형에서 비교적 높게 관찰되었고 연골모세포형에서

낮은 경향을 보였다(p=0.2293). 조직학적 괴사정도

에 따른 항암화학요법의 효과판정 결과, 반응군( 4

예)의 경우 항암치료전후의 평균 고사지수는 1 9 . 7과

3 0 . 4이었고 비반응군( 6예)에서는 수술전후의 평균

고사지수가 1 5 . 6과 2 3 . 9로 나타나 반응군들에서 고

사지수가 비교적 높게 관찰되었으나 통계학적인 의

의는 없었다(p=0.8312)(Table 1, Fig.6).

고 찰

골육종치료에서 수술 전 항암화학요법은 항암제의

투여로 미세전이를 예방하고 수술 전 화학요법에 대한

종양의 반응을 미리 알아 수술 후에 적절한 항암제를

선택하여 사용할 수 있게 한다. 또한 종양의 크기를

감소시킴으로써 수술 후 국소재발을 방지하고 사지보

전술을 용이하게 하여준다. 이러한 골육종에 대한 수

술 전 항암화학 약물치료 효과로 인해 골육종환자의 5

년 생존율은 수술적 치료만 시행했을 때의 5 ~ 2 0 %

이지만 Rosen 등2 0 )은 T10 protocol을 사용하여 고용

량 methotrexate, cisplantin, adriamycin 등을 투

여하여 5년 생존율이 8 0 %임을 보고한 바 있고, 국내

에서도 강 등1 1 )이 4 4 ~ 6 8 %의 5년 생존율을 보고하여

현저히 향상되었음을 알 수 있었다.

최근 항암제의 투여로 인한 종양세포의 사멸과정에

서 고사의 중요성이 강조되고 있으며 이러한 고사의

형태학적 특징으로 세포질의 농축, 원형질막의 미세섬

모의 소실, 핵의 농축과 분쇄 및 고사체의 형성 등인
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Fig. 6 Changes in apoptotic index before and after
chemotherapy. Pre; Preoperative Chemotherapy.
Post; Postoperative chemotherapy. AI; Apoptotic
index.

Table 1. Osteosarcoma cases characteristics and results

Case Sex/age Site of the primar Stages Pathologic Dx* Histologic Pre- Post-
tumor Response AI† AI‡

1 F/15 Femur IIB Chondroblastic OS II(non-responder) 9.3 18
2 F/17 Femur IIB Osteoblastic OS IV(responder) 17.2 21.6
3 F/19 Femur III Osteoblastic OS III(responder) 25.9 46.2
4 M/22 Femur IIB Fibroblastic OS II(non-responder) 28.9 39
5 F/59 Fibula IIA Chondroblastic OS II(non-responder) 6 9.5
6 M/19 Fibula IIB Osteoblastic OS II(non-responder) 11.4 23.1
7 M/24 Tibia IIA Osteoblastic OS II(non-responder) 15.5 21
8 M/15 Tibia IIB Chondroblastic OS III(responder) 18 16.3
9 M/30 Humerus III Osteoblastic OS III(responder) 17.7 38.5
10 F/23 Calcaneus IIA Osteoblastic OS II(non-responder) 22.2 29.7

*Dx, Diagnosis;  †Pre-AI, Pre-operative apoptotic index;  ‡Post-AI, Post-operative apoptotic index



데 통상의 헤마톡실린-에오신 염색을 통한 광학현미경

으로는 관찰하기가 어렵다. 본 실험에서 이용한 i n

s i t ue n d - l a b e l i n g법은 세포질과 염색질 농축과 같은

고사의 형태학적 특징이 보이지 않는 초기단계의 고사

세포들을 포함한 D N A의 단절이 있는 고사세포만을

선택적으로 관찰할 수 있는예민한 방법으로 고사지수

의 객관적인 측정에 널리 이용되고 있다. 방광암1 2 )과

유방암 환자2 )의 항암치료시 관찰되는 종양세포의 고사

는 항암제 투여 후 8시간에서 출현하기 시작하여

1 2 ~ 2 4시간에 최고에 다다르고 4 8시간 이후에는 관찰

이 되지 않는다고 하였다. 생체외 실험에 비해생체내

에서의 고사는 특정시기에 소수의 세포들만 고사의 과

정에 들어가기 때문에 이러한 고사세포를 관찰하기 위

해서는 일정한 시간 간격을 두고 반복 생검을 실시하

는 것이 일반적이다1 0 ). 하지만 본 실험의 골육종 환자

들은 모두항암제 투여 2주후에 수술이 시행된 경우로

수술조직에서 관찰되는 고사세포가 항암제효과와 무관

한 소견으로 볼 수있다. 그러나 생체내에서 고사는 역

동적인 과정이기 때문에 종양세포의 감수성이나 항암

제의 투여방법, 기간, 용량 및 혈중 농도 등에 따라

달리 출현한다는 보고 등1 0 )으로 미루어 보아 항암제

투여이후에도 관찰될 수 있다고 생각된다.

대부분의 항암제는 빠르게 분열하는 종양세포들의

D N A에 손상을 주어 종양세포를 파괴하는데2 1 ) 골육

종의 경우 종양의 변연부나 종양유골의 주변에서 활

발한 세포증식을 보인다. 따라서 in situ e n d -

labeling 결과 고사세포들이 이러한 부위에서 흔히

관찰되었으며 괴사의 주변에서도 많은 고사세포와

고사체를 확인할 수 있었다.

골 종양의 치료에 있어 중요한 장애요인으로 항암

제에 대한 내성이 있다6 , 2 4 ).이를 극복하려는 시도로

생체외 항암제 감수성 조사 등 여러 방법들이 시도

되고 있으나 검사의 부정확성과 기술적인 제약으로

인해 임상적용에 부적절하였다. 수술 전 약물요법의

중요한 장점중의 하나는 수술 후 종양조직에서 생체

내 항암제 감수성 검사가 가능하다는 사실이다.

Huvos 등2 3 )도 수술 전 약물요법후 비반응군 환자들

에서 수술 전 투여하지 않았던 항암제를 병용하는

방법으로 비반응군의 생존율를 증가시켰다고 보고하

고 있다. 본 연구에서도 이들 보고에 근거하여 수술

전 약물요법후 종양조직의 병리학적 괴사정도에 따

라 환자를 반응군과 비반응군으로 분류하고 각각의

군들에서 고사지수를 조사한 결과, 반응군( 4예)의

경우 수술전후의 평균 고사지수는 1 9 . 7과 3 0 . 4이었

고 비반응군( 6예)에서는 수술전후의 평균 고사지수

가 1 5 . 6과 2 3 . 9로 나타나 비록 통계학적 의의는 없

었지만 반응군에서 고사지수가 높게 관찰되었다. 이

러한 결과는 조사대상으로 삼았던 대상의 수가 많지

않았기때문으로 생각되었다.

본 연구결과 병리조직학적인 괴사정도와 고사지수

가 비교적 일치하는 경향을 보여 약물치료에 대한

수술 후 고사지수가 반응군에서 비반응군에 비해 증

가하였다. 또한 수술 전 항암제 투여후 얻은 검체에

서의 평균 고사지수가 2 6 . 3으로 투여전의 1 7 . 2에 비

해 통계학적으로 의의있게 증가하였다.

항암제 치료후 고사지수의 증가를 보였던 대부분의

증례들과 달리 증례 8의 경우 항암치료 전에 비해 치

료후에 오히려 고사지수가 감소하였는데, 항암제 자

체가 p 5 3의 돌연변이나 bcl-2 유전자의 과발현과 같

이 고사를 억제하는 방향으로 유전자의 돌연변이를

일으킴으로써 종양세포가 약제의 내성을 가지게 되는

요인으로 작용할수 있을 것으로 생각된다1 0 , 2 1 ).

항암제에 의한 고사의 기전은 많은 유전자와 유기

적인 복잡한 관계를 보이지만 주로 p53, myc과 같

은 종양억제 유전자의 돌연변이나 종양유전자의 발현

및 증폭으로 인한 b a x나 f a s의 증가 및 b c l - 2의 억

제 등으로 설명하고 있다1 4 , 1 8 , 1 9 ).따라서 본 실험에서처

럼 고사만을 관찰함으로써 항암제의 효과를판정하려

는 시도는 한계를 지닐 수 밖에 없었다. 하지만 추후

종양세포의 고사와 함께 이러한 유전자들의 발현을

규명함으로써 항암제들이 종양세포의 고사에 미치는

영향을 보다 자세히 알 수 있을 것으로생각된다.

본 실험 결과, 항암화학요법에 의한 종양세포의

사멸은 괴사 뿐만 아니라 고사의 과정을 거쳐 발생

하는 것으로 추정되었으며 종양내에서 관찰되는 고

사세포수와 임상적 예후와는 밀접한 관련이 있을 것

으로 보이나 이는 더 많은 환자들의 추적관찰을 통

해 연구되어야 할 것으로 생각되었다.

결 론

항암화학요법에 대한 종양세포의 고사와 그 의미

를 알아보고자 수술적 근치수술전 항암화학요법을

받았던 1 0명의 골육종 환자들의 파라핀 포매괴
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(paraffin block)를 대상으로 하여 in situ e n d -

labeling 결과, 골육종에서 고사세포는 주로 신생

종양유골주위나 괴사부위에 인접하여 흔히 관찰되었

으며, 특히 연부조직내로 침윤된 종양의 변연부를

따라 자주 출현하였다. 조직학적 유형에 따른 고사

지수는 골모세포형과 섬유모세포형에서 비교적 높게

관찰되었고 연골모세포형에서 다소 낮은 경향을 보

였다. 수술 전 화학요법이 시행되기 전의 평균 고사

지수는 1 7 . 2이였고, 항암화학요법이 시행된 후의 조

직에서 관찰된 평균 고사지수는 2 6 . 3으로, 항암화학

요법의 시행과 관련하여 고사지수는 통계학적으로

의의있게 증가하였다(p<0.05). 이상의 성적으로 보

아 항암화학요법에 의한 종양세포의 사멸은 괴사 뿐

만 아니라 고사의 과정을 거쳐 발생하는 것으로 추

정되었으며 종양내에서 관찰되는 고사세포수와 임상

적 예후와는 밀접한 관련이 있을 것으로 보이나 이

는 더 많은 환자들의 추적관찰을 통해 연구되어야

할 것으로 생각된다.
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