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Background : Fine needle aspiration, which is known as the most accurate and cost-effec-
tive method for diagnosis of thyroid nodule, still may result in indeterminate cases that are
pauci-cellular and show minor nuclear atypia, but most cases are associated with suspicion
of papillary thyroid carcinoma (PTC). A B-type Raf kinase (BRAF) mutation was found in
about half of PTCs and galectin-3 was expressed by malignant tumors, helping us to differ-
entiate malignancies from benign lesions. Methods : Cases studied included histologically
44 confirmed PTC cases and 18 benign cases previously diagnosed as suspicious of PTC
using cytologic examination. Cases were analyzed for galectin-3 expression by immunohis-
tochemical staining and BRAF mutation by polymerase chain reaction-restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP) with a new restriction enzyme. Results : All 44 cases of
PTC and 8 of 18 benign controls expressed galectin-3. BRAF mutations were found in only 9
of the 44 PTC cases. Assessment of galectin-3 expression demonstrated high sensitivity but
low specificity. Evaluation of BRAF mutation revealed high specificity and low sensitivity.
Conclusions : This study suggests that the combined application of these two methods for
PTC of suspicious cytology is complementary.
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세포검사로 유두갑상샘암종이 의심되는 갑상샘 결절의 Galectin-3 발현과

BRAF 돌연변이 분석

갑상샘암은 내분비종양 중 가장 많은 비율을 차지하는 악성종

양으로, 그 발병률은 우리나라뿐 아니라 전 세계적으로 빠르게

증가하고 있다. 이는 초음파를 통한 갑상샘 결절의 발견이 증가

되면서 미세암의 진단이 증가하였기 때문인데, 그 중 유두암종

은 전체 갑상샘 종양의 80% 정도를 차지하고, 1 cm 미만 미세

암의 거의 대부분을 차지하고 있다.1,2

초음파에서 갑상샘 결절이 관찰되는 경우, 가장 정확하고 비

용 대비 효율적인 진단 방법은 세침흡인 세포검사인데, 그 결과

에 따라 치료 방향 및 수술적 절제 여부를 결정하게 된다. 문헌

에 따르면, 세침흡인 세포검사에 의한 진단의 민감도와 특이도

는 각각 70-98%와 55-100% 정도로 보고되어 있으며, 약 15-

30%의 경우에서 악성 또는 양성의 판단이 어렵다고 알려져 있

다.3,4

이는 검체 채취, 표본, 병리학자의 숙련도에 의한 영향을 배

제하고, 노련한 병리학자에 의해서 현미경적 세포학적 특성만으

로 진단이 어려운 경우를 말하는데, 이처럼 미결정으로 분류되

는 세포 소견에는‘유두암종의 의심’, ‘소포 병변’, ‘소포 종양’

등이 포함된다. 특히‘유두암종의 의심’으로 분류되는 경우에

대부분의 환자는 진단 및 치료를 위한 수술을 받게 된다. 

수술 전 세침흡인 세포검사에서 진단의 정확성을 높이기 위하

여 지금까지 많은 연구자들의 노력이 있었는데, 이중 대표적인

것이 분자 표지자 연구이다. 가장 민감도가 높은 것으로 알려진

galectin-3는 lectin group의 b-galactosyl-binding protein으로

세포 사이 또는 세포와 기질 사이에 영향을 주며, 세포 주기 조

절, 세포 사멸의 억제 등에 관여한다.5,6 이것은 악성종양의 갑상

샘 세포 표면에서 발현되지만, 양성 또는 정상 갑상샘 세포에서
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는 발현되지 않기 때문에 좋은 종양 표지자로 사용될 수 있다고

보고되어 있다.7-9

최근 갑상샘암의 발생에 관여하는 몇 가지 종류의 유전자 변

이가 밝혀졌는데, 이는 갑상샘암의 종류와 그 조직학적 특성에

따라 차이가 있다. 세포의 증식, 분화, 세포 사멸 등의 기능을 조

절하는 세포 간 신호 전달 체계인 mitogen-activated protein

kinase (MAPK)/extracellular signal-regulated kinase (ERK)

전달 체계의 이상은 여러 종류의 악성종양에서 관찰되는데, 유

두암종에서도 약 70% 경우에 MAPK 전달 체계의 이상이 동

반되고, 이에는 RET/PTC 재배열, B-type Raf kinase

(BRAF)와 RAS 유전자의 점 돌연변이 등이 포함된다. 특히

문헌 보고에 따르면, 유두암종에서 이들은 각각 20%, 45%, 10%

정도 비율로 나타난다.10,11

한편 가장 많은 비율을 차지하는 BRAF 돌연변이는 대부분

이 T1799A 점 돌연변이이며, BRAF 단백 중 V600E 아미노

산의 변화를 초래한다. 이것은 BRAF kinase를 구조적으로 활

성화시키고, ERK 인산화를 지속시켜 MAPK 전달 체계의 기

능에 이상을 보이게 된다. BRAF 돌연변이는 체세포 유전자 변

형(somatic genetic alteration)이며, 갑상샘에서는 특징적으로

유두암종과 유두암종에서 파생된 미분화암에서 제한적으로 발현

된다.10,12,13 BRAF 돌연변이를 보이는 유두암종은 BRAF 돌연

변이를 보이지 않은 유두암종에 비해 높은 병기, 갑상샘 주변

조직으로의 침범, 림프절 전이의 빈도가 높은 것과 관련되어 있

어 예후가 나쁜 것으로 알려져 있다.13,14 이는 BRAF 돌연변이

가 종양 억제 유전자(TIMP3, DAPK 등)를 억제시키고, 신생

혈관 생성을 촉진(VEGF, MMPs, NF-κB 등)하는 등 이차적

인 유전자 변화를 가져오기 때문이다. 

또한 BRAF 돌연변이는 요오드 대사 유전자(iodide-metabo-

lizing gene; TSHR, NIS, TPO 등)를 억제함으로써 방사성 요

오드 소작 치료(radioiodine ablation therapy)에 저항성을 보여

재발에도 관여하므로13,15 유두암종의 중요한 예후 인자일 뿐만 아

니라, 앞으로 환자의 적절한 치료 방향을 결정하는 데에도 그 중

요성이 강조되고 있다. 특히 BRAF 돌연변이는 유두암종에 특

이도가 높기 때문에,10,12,13‘유두암종의 의심’으로 진단된 갑상샘 결

절에서이를확인하는것은진단적인가치가있을것으로생각한다. 

한편, 국내의 BRAF 돌연변이에 대한 연구를 보면 그 발생

률은 약 60-80% 이상으로 다른 나라에 비해 현저히 높은 것으

로 보고되어 있는데, 이는 국내의 검체 검사에 좀 더 민감한 방

법을 사용했다는 점을 고려할 수 있으나, 국내 증례의 특성을

고려해야 한다는 것이 보고자들의 의견이었다.14,16-19

유두암종에서 galectin-3의 발현과 BRAF 돌연변이는 많은 부

분에서 중첩되지만 그 둘 사이에 유의할 만한 상관관계는 없으며,

BRAF 돌연변이가 직접적으로 galection-3 단백 발현에 관여하

지는 않는 것으로 보고되어 있다.20 본 연구에서는 세침흡인 세

포검사에서‘유두암종의 의심’으로 진단받은 세포의 galectin-3

와 BRAF 돌연변이를 확인하여 이 두 검사의 민감도와 특이도

를 살펴보고, 이를 세포 진단에 활용할 수 있을지 그 방법에 대

해 알아보고자 한다. 

재료 및 방법

2002년 1월부터 2004년 12월까지 갑상샘 세침흡인 세포검사

로‘유두암종의 의심’으로 진단받고 갑상샘 절제술을 시행한 사

례 중 조직으로 유두암종이 확진된 44예와 소포 샘종(follicular

adenoma) 5예, 샘종 증식(adenomatous hyperplasia) 11예,

림프구갑상샘염(lymphocytic thyroiditis) 2예를 포함한 양성 병

변 18예를 대상으로 하였다. 세침흡인 세포검사는 22-gauge 바

늘로 갑상샘 결절을 1-2회 흡인한 세포를 Papanicolaou로 염색

하고, 두 명의 병리 의사가 현미경으로 관찰하였다. ‘유두암종의

의심’으로 진단받은 예들은 유두암종 핵의 특징(핵의 크기 증가,

간유리양 염색질, 핵고랑 및 핵 내 세포질 봉입체) 중 일부가 관

찰되지만, 진단하기에 부족한 경우(9/62)와 유두암종 핵의 특징

다수가 관찰되지만 그 세포의 수가 적어 진단적이지 않은 경우

(53/62)가 포함되었다.21,22

세포 도말 슬라이드는 세포 밀도에 따라 세개의 군, 즉 5-10

개의 세포로 구성된 군집의 수에 따라서 그 수가 10개 이하인

경우, 10-30개인 경우 그리고 30개 이상인 경우로 분류하였다.

이때 절제된 갑상샘 조직은 10% 중성 포르말린에 고정한 다음,

파라핀으로 포매하고, 4 mm 두께로 박절하여, hematoxylin-

eosin 염색을 시행, 현미경으로 관찰하였다. 또한 표준 진단 기

준을 적용하여 두 명의 병리의사가 유두암종의 아형을 분류하였

고, 임상 정보와 기타 조직학적 특성(종양의 크기, 종양의 다발

성, 갑상샘 주변 침윤, 림프절 전이 등)을 확인하였다. 

면역조직화학염색을 이용한 galectin-3의 확인은 세침흡인 도

말 세포로 시행하였고, 세포 블록이 있는 경우에는 이를 사용하

였다. 또 파라핀으로 제작된 세포 블록을 5 mm 두께로 박절하였

으며, 60℃ 오븐에서 1시간 건조시킨 후 탈파라핀 과정과 함수

과정을 거치고, 항원 부활 처리를 위해 10 mM 구연산 완충액

(citrate buffer, pH 6.0)을 이용하였다. 그리고 내인성 과산화효

소 활성도를 저지하기 위해 3% H2O2로 15분간 처리하고, Tris-

Buffered Saline (TBS)에 5분간 세척한 후, 1차 항체인 galec-

tin-3 (Novocastra, Newcastle, UK)를 실온에서 2시간 처리하

였다.      

한편 일차 항체 처리가 끝난 슬라이드는 TBS로 세척한 후 이

차 항체(peroxidase-conjugated polymer, EnVision Detection

System, DAKO, Glostrup, Denmark)로 실온에서 30분간 반

응시키고, TBS로 세척한 후 NovaRED substrate kit (VEC-

TOR Laboratory, Burlingame, CA, USA)를 이용하여 현미

경 검경 하에서 발색하였다. 이때 세포 블록이 없는 경우는 도

말 슬라이드를 자일렌에 담궈 커버 슬라이드를 분리시킨 후 탈

파라핀 과정을 제외한 상기 동일한 면역조직화학염색 과정을 거
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쳤다. 대조 염색은 Harris hematoxylin으로 시행하고, 탈색과

현색 과정 후 탈수, 투명, 봉입 과정을 거쳐 현미경으로 관찰하

였다. 결과의 평가는 비정형 소포세포의 세포질에 염색된 경우

에 한해 양성으로 평가하고, 대식세포를 내부 양성 대조 세포로

하였다. 

한편 BRAF T1799A의 확인은 polymerase chain reaction-

restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP)법

을 사용하였고, 이를 위한 DNA 검출 또한 세침흡인 도말 세포

에서 시행하였다. 도말 슬라이드 중 비정형 소포세포가 있는 부

위의 바닥 면에 다이아몬드 펜슬로 표시한 후 자일렌을 이용하

여 커버 슬라이드를 제거하고, 함수 과정을 거친 후 증류수에 2

분간 두었다. 그리고 이를 완전히 마르게 한 다음 다이아몬드

펜슬로 표시한 비정형 세포 부위를 면도칼로 긁어내고 소형관에

담았다. 그런 다음 QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN,

Chatsworth, CA, USA)를 이용하여 안내서에 따라 DNA를

추출하고, spectrophotometer (NanoDrop, Wilmington, DE,

USA)에서 DNA 양을 측정, 그 양이 PCR을 하는 데 적당한지

알아보았다. 

PCR은 추출한 DNA와 5U Taq polymerase, 각 0.25 mM

dNTP, 20 pmole of primers, 10×Ex Taq buffer로 조성하여

총량을 50 mL로 하였는데, 이때 추출한 genomic DNA의 양은

100 ng/mL에 맞추었고, genomic DNA의 양이 적은 경우에는

증류수의 양을 줄이고, genomic DNA의 양을 늘려 총량에 맞

추었다. 한편 exon 15의 BRAF 유전자를 확인하기 위해서

primer를 고안하였는데, 이것은 증폭 산물에 Bsp EI 제한 효소

자리를 만들기 위한 것으로, 이에 두 개의 불일치 염기를 포함

하였다(forward primer 5′ATA GGT GAT TTT GGT

CTA GCT CCG G 3′, reverse primer 5′GAT TTT TGT

GAA TAC TGG GAA CT 3′) (Fig. 1). 이때 PCR의 조건

은 95℃에서 10분 후, 94℃에서 30초, 45℃에서 30초, 72℃에서

30초의 순환을 40회 반복하고 마지막으로 72℃에서 10분으로

하였다. 증폭 산물은 MinElute PCR purification kit (QIA-

GEN)를 이용하여 정제하고, 10 unit의 Bsp EI (Takara,

Tokyo, Japan)을 37℃에서 2시간 정도 반응시켜 mutant DNA

를 절단하였다. 결과물은 4% agarose gel과 TAE buffer를 이

용하여 전기 영동을 시행하고 ethidium bromide로 1시간 정도

염색하였으며, 염색된 젤은 UV light transilluminator를 이용

하여 사진 촬영하였다. 이때 양성 대조군은 이형 접합

BRAFV600E 돌연변이(heterozygous BRAFV600E mutation)를 갖

는 사람의 유두갑상샘암종 배양 세포계(human papillary thy-

roid carcinoma cell line)인 HT29과 ARO를 사용하였고, 음성

대조군은 야생형 사람의 유두갑상샘암종 배양 세포계인 DLD-1

을 사용하였다(Fig. 2).

한편 악성종양의 진단에 있어서 BRAF 돌연변이와 galectin-

3의 민감도, 특이도, 정확도, 양성 예측률, 음성 예측률 및 종양 및

세포의 특성을 비교하는 데에는 기술 통계와 카이제곱 통계량을

이용한 교차 분석을 시행하였으며, 이 분석에는 SPSS ver. 13.0

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하였다.

결 과

조직으로 확인된 44예의 유두암종은 전형적인 유두암종(con-

Fig. 2. The use of complementary DNA sequencing (A) corrobo-
rates the polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP). (B) The method is consistent with
detection of the B-type Raf kinase (BRAF) mutation. ARO and
HT-29, human papillary carcinoma cell lines heterozygous for the
BRAFV600E mutation; DLD-1, a human papillary carcinoma cell line
that harbored only wild type BRAFV600E; normal DNA, human
blood used as a negative PCR control.
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Fig. 1. Strategy underlying the polymerase chain reaction-restric-
tion fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method for detec-
tion of B-type Raf kinase (BRAF)T1796A mutations. DNA extracted
from fine-needle aspiration samples is amplified by PCR using a
mismatched forward primer. Amplified products are digested with
Bsp E1 for 1-2 hours, and then electrophoresed in a 4% agarose
gel. Underlined nucleotides are the artificial mismatched bases
in the PCR primer. ▼ indicates the restriction site of the Bsp E1
enzyme. FNAB, fine needle aspiration biopsy.

Wild type FNAB Mutant type

5′-ATA-GCTACAGTG-3′ Genome 5′-ATA-GCTACAGAG-3′
DNA

5′-ATA-GCT CCG G-3′ PCR 5′-ATA-GCT CCG G-3′
5′primer

5′-ATA-GCTCCGGTG-3′ PCR 5′-ATA-GCTCCGGAG-3′
3′-TAT-CGAGGCCAC-5′ PCR 3′-TAT-CGAGGCCTC-5′
5′-ATA-GCTCCGGTG-3′Cut with 5′-ATA-GCT▼CCGGAG-3′
3′-TAT-CGAGGCCAC-5′ Bsp E1 3′-TAT-CGAGGCC▼TC-5′
Product size: 210 bp Digested products size: 189 bp
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ventional papillary carcinoma) 40예, 소포성 아형(follicular

variant) 2예, 소공질-상실양 아형(cribriform morular variant)

1예, 미만성 경화성 아형(diffuse sclerosing variant) 1예로 최

종 진단되었다. 대상 환자의 평균 나이는 44.7세로 22세부터 71

세까지의 넓은 분포를 보였고, 남녀 비율은 5:39로 여자에게서

호발하였다. 종양의 평균 크기는 14.7 mm였고, 다발성으로 존

재하는 경우가 13예(29.5%), 주변 조직으로의 침윤이 있는 경우

가 25예(56.8%) 그리고 림프절 전이가 있는 경우가 23예

(52.3%)였다(Table 1).

Galectin-3 면역조직화학염색의 결과는 유두암종 44예 모두

(100%)에서 양성 반응을 보였고, 양성 병변 18예 중 샘종 증식

5예(5/11), 소포 샘종 2예(2/5) 그리고 림프구 갑상샘염 1예

(1/2) 등 총 8예(44%)에서 양성 반응을 보였다(Table 2, Fig.

3). 또한 양성 병변 중 galectin-3가 발현되는 예들의 세포 특징

을 살펴본 결과, 높은 세포 밀도(5예), 핵의 중첩(1예), Hu_rthle

세포 변화(1예), 림프구 염증의 동반(1예) 등이 관찰되었다

(Table 3).

PCR-RFLP를 통한 BRAF 돌연변이의 확인 결과는 총 44예

의 유두암종 중 9예에서 BRAF 돌연변이가 있는 것으로 판명되

었고, 양성 병변 18예는 모두 음성이었다(Table 4, Fig. 4). 이

결과를 바탕으로 galectin-3의 발현 결과와 BRAF 돌연변이 유

무를 각각 또는 조합하여 그 예민도, 특이도, 정확도, 양성 예측

률, 음성 예측률 등을 살펴보았다. 즉 galectin-3를 단독으로 시

행했을 때 예민도, 특이도, 정확도, 양성 예측률, 음성 예측률은

각각 100, 55.5, 87, 84.6, 100(%)이었고, BRAF 돌연변이를 단

독으로 시행했을 때는 20.4, 100, 43.5, 100, 33.9(%) 그리고

galectin-3와 BRAF 돌연변이를 동시에 시행했을 때는 100,

100, 100, 100, 100(%)으로 확인되었다(Table 5).

또 세포 도말 슬라이드의 세포 밀도에 따른 분류를 살펴보면,

유두암종으로 확인된 44예 중 10개 이하의 군집을 보인 예가 20

예, 10-30개의 군집을 보인 예가 18예, 30개 이상의 군집을 보인

Sensitivity Specificity Accuracy PPV NPV

BRAFV600E 20.4 100 43.5 100 33.9
Galectin-3 100 55.5 87 84.6 100
Galectin-3 and BRAFV600E 100 100 100 100 100
Galectin-3 or BRAFV600E 100 55.5 87 84.6 100

BRAF, B-type Raf kinase; PPV, positive predictive value; NPV, negative
predictive value.

Table 5. Statistical analysis of single and combined galectin-3
expression and BRAF mutation in cytology specimens

Histologic diagnosis (n) Cytologic feature (n)
Galectin-3

Positive Negative

Adenomatous High cellularity (5) 4 1
hyperplasia (11) Low cellularity (5) 0 5

Hu_rthle cell change (1) 1 0
Follicular High cellularity (2) 1 1

adenoma (5) Low cellularity (3) 1a 2
Lymphocytic Overlapping with 1 1

thyroiditis (2) lymphocytes (2)

aThis case shows low cellularity but the galectin-positive clusters with
nuclear overlapping. 

Table 3. Correlation of galectin-3 expression with cytologic fea-
tures of benign thyroid nodules

Clinicopathological characteristics No. of patients (n = 44)

Range of age (yr) 22-71 (44.7)a

Sex (Male : Female) 5 : 39
cPTC 40 (90%)
fvPTC 2 (4.4%)

Variant of PTC dsPTC 1 (2.3%)
cmPTC 1 (2.3%)

Size of tumor (mm) 5-53 (14.7)b

Multiplicity 13 (29.5%)
Perithyroidal soft tissue extension 25 (56.8%)
Lymph node metastasis 23 (52.3%)

aMean age; bMean size. 
PTC, papillary thyroid carcinoma; cPTC, conventional papillary thyroid
carcinoma; fvPTC, follicular variant papillary thyroid carcinoma; dsPTC,
diffuse sclerosing variant papillary thyroid carcinoma; cmPTC, cribriform
morular variant papillary thyroid carcinoma.

Table 1. Clinicopathological characteristics of papillary thyroid
carcinoma

Histologic diagnosis (n)
Galectin-3

Positive (%) Negative (%)

cPTC (40) 40 (100) 0
fvPTC (2) 2 (100) 0
dsPTC (1) 1 (100) 0
cmPTC (1) 1 (100) 0
Benign (18) 8 (44) 10 (56)

cPTC, conventional papillary thyroid carcinoma; fvPTC, follicular variant
papillary thyroid carcinoma; dsPTC, diffuse sclerosing variant papillary
thyroid carcinoma; cmPTC, cribriform morular variant papillary thyroid
carcinoma.

Table 2. Expression of galectin-3 by immunohistochemical stain-
ing in cytology specimens

Category (n)
Galectin-3 (+)

BRAF (+) BRAF (-)  

Galectin-3 (-)

BRAF (+) BRAF (-)  

cPTC (40) 8 32 0 0
fvPTC (2) 0 2 0 0
dsPTC (1) 0 1 0 0
cmPTC (1) 1 0 0 0
Benign (18) 0 8 0 10

BRAF, B-type Raf kinase; cPTC, conventional papillary thyroid carcino-
ma; fvPTC, follicular variant papillary thyroid carcinoma; dsPTC, diffuse
sclerosing variant papillary thyroid carcinoma; cmPTC, cribriform moru-
lar variant papillary thyroid carcinoma.

Table 4. Prevalence of positivity for galectin-3 and BRAF muta-
tion in cytology specimens
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예가 6예였다. 각 군에서 BRAF 돌연변이의 양성률은 각각 15%

(3/20), 22.2% (4/18), 33.3% (2/6)로 세포 밀도가 증가할수

록 BRAF 돌연변이의 빈도가 증가하는 경향을 보였다.

BRAF 돌연변이의 유무를 유두암종의 아형에 따라 비교해 보

면 전형적인 유두암종은 8예(20%), 소공질-상실양 아형은 1예

(100%)에서 BRAF 돌연변이를 갖고 있었고, 미만성 경화성 아

형 1예와 소포성 아형 2예는 BRAF 돌연변이가 관찰되지 않았

다(Table 6). 다른 조직학적 특성을 BRAF 돌연변이 유무로 분

류해 비교해 보면, BRAF 돌연변이가 있는 경우의 평균 종양 크

기는 19.8 mm, 없는 경우의 평균은 13.9 mm이고, 다결절을 보

이는 것은 양성인 경우가 3예(33.3%), 음성인 경우가 12예

(38.7%)였으며, 주변 조직으로의 침윤을 보이는 것은 BRAF

돌연변이가 있는 경우가 4예(44.4%), 없는 경우가 20예(64.5%)

였다. 그리고 림프절 전이는 BRAF 돌연변이가 존재하는 경우

가 4예(44.4%)에서, BRAF 돌연변이가 없는 경우는 18예(58%)

Fig. 4. A representative result showing the detection of B-type Raf
kinase (BRAF)T1796A mutations in fine-needle asprates by polymerase
chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP). Samples in lane P, 6 and 7 are BRAFT1796A-positive and sam-
ples in lane 1, 2, 3, 4, 5, and 8 are BRAFT1796A-negative. A human
papillary carcinoma cell line (ARO) is used as a positive PCR
control (lane P). Lane M, 100 bp DNA markers. 
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Product size; 210 bp, Digested product size; 189 bp
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Fig. 3. Cytology and immunocytochemical staining of samples that are suspicious for papillary thyroid carcinoma (PTC). (A) The cytology of
a case confirmed as PTC, reveals a tight cellular cluster showing nuclear overlapping, nuclear clearing and nuclear grooves (Papanicolaou).
(B) A PTC case showing strong cytoplasmic reactivity for galectin-3 (immunocytochemical stain for galectin-3). (C) The cytology of a case
confirmed as adenomatous hyperplasia (AH) reveals a relatively loose cellular cluster showing nuclear overlapping, nuclear grooves and
abundant cytoplasm (Papanicolaou). (D) An AH case that shows relatively weak cytoplasmic reactivity for galectin-3 (immunocytochemical
stain for galectin-3).

A B

C D



에서 관찰되었다(Table 7). 끝으로 BRAF 돌연변이 유무에 따

라 조직학적 특징의 차이가 있는지를 교차 분석한 결과는 각 항

목 모두에서 유의한 상관 관계가 없는 것으로 나타났다. 

고 찰

세침흡인 세포검사에서 유두암종이 의심되는 경우 galectin-3

의 면역조직화학염색은 민감도는 높으나 특이도는 낮고, BRAF

돌연변이 검사는 민감도는 낮으나 특이도는 높은 것을 알 수 있

었다. 또한 두 검사를 조합한 결과는 민감도와 특이도가 현저히

증가함을 확인하였다. 세침흡인 세포검사에서 유두암종이 의심

되고, 조직으로 유두암종이 확인된 44예에서 세침흡인 도말 세

포의 galectin-3 면역조직화학염색은 100% 양성 결과를 보였

고, BRAF 돌연변이는 20.9%에서 확인되었다. 세침흡인 세포

검사에서는 유두암종이 의심되었으나, 조직에서 양성 병변임이

확인된 18예에서는 galectin-3가 44%에서 양성이었고, BRAF

돌연변이는 전 예에서 관찰되지 않았다. 

Galectin-3는 세포 사멸의 억제와 관련된 단백질로 이미 많은

연구를 통해 악성종양에서 특이적으로 발현하고 양성 병변에서

는 발현하지 않는 것으로 알려져 있으나, 그 특이도는 70-90%

정도로 다양하게 보고되어 있다.23,24 본 연구에서는 galectin-3가

44%의 위양성 결과를 보여, 이를 양성과 악성을 판단하는 단일

항체로 사용하기에는 제한점이 있다는 것을 알 수 있었다. 또 이

차 항체로 EnVision Detection system을 사용하였으므로 내인

성 바이오틴에 의한 비특이적 위양성의 결과는 배제할 수 있었다.

또한 양성 병변 중 galectin-3가 발현된 예들의 세포들을 재검

토한 결과, 이들은 galectin-3 음성인 세포들에 비해 높은 세포

밀도, Hu_thle 세포 변화, 세포들 간의 겹침 및 림프구와의 혼성

등의 특징을 보이고 있었는데, 이들의 세포 소견은 galectin-3가

양성이라 하더라도 유두암종으로 진단하기에는 부족한 소견으로

galectin-3의 양성을 비특이적인 소견으로 보는 것이 합당할 것

으로 생각한다. 따라서 세포 소견을 우선 병리의사가 판단하고,

galectin-3의 염색 결과를 참고하여 적용해야 할 것으로 생각한다. 

외국문헌에 따르면 갑상샘 유두암의 BRAF 돌연변이는 약

40%가 발현된다고 보고되었으나
10,11

국내 검체를 분석한 문헌에

서는 BRAF 돌연변이가 60%에서 높게는 80%까지 검출되어 다

른 지역보다 발생률이 현저히 높은 것으로 보고되어 있다.14,16-19

이런 보고의 차이는 연구된 종양의 발생 지역이 다르다는 것과,

사용된 검체의 채취 방법 및 검출 방법이 다르다는 점 등을 원

인으로 생각해 볼 수 있다. 본 연구의 BRAF 돌연변이 양성률

은 20.9%로 국내 자료들과 비교하면 낮은 것이었으나, 몇몇 외

국의 문헌들은 이와 비슷한 정도의 BRAF 돌연변이 양성률을

보고하였다.14

본 연구가 다른 문헌과 다른 점은 세가지 정도로 설명할 수

있다. 첫째, 본 연구의 대상으로 사용된 검체는 제작된 지 약 5

년에서 7년의 시간이 지난 것으로 검체 자체의 손상이 있을 수

있고, 검체를 사용하기 위해 커버 슬라이드를 제거하는 것 또한

많은 조작이 필요한 과정이므로 이렇게 채취된 검체량, 즉 세포

수의 절대량이 적었다는 것이다. 둘째는 이 실험에 포함된 예들

이 세침흡인 세포검사에서 유두암종이 의심되었으나 악성의 가

능성이 확실치 않았던 증례였다는 점이고, 셋째는 검출 방법으

로 염기서열 분석 방법 등 좀 더 검출 가능성이 높은 방법을 사

용하지 않고, 비용 효율적인 PCR-RFLP 방법을 사용했다는 점

이다.

본 연구에서 알게 된 것은 검사에 포함되는 세포 수에 따라

BRAF 돌연변이 검출률이 다르다는 것이다. 즉 검체의 채취 방

법에 있어 슬라이드에서 세포를 채취하는 것은 DNA를 얻는 데

는 문제가 없었으나, 세포 군집이 적을수록 BRAF 돌연변이의

검출 빈도가 낮아지는 것을 알 수 있었다. 유두암종이 의심되나

확실히 진단하기에는 양적 또는 질적으로 부족하여 미결정으로

분류된 세침흡인 세포검사는 62예 중 53예가 결정적인 세포 수

의 부족 때문이고, 9예가 유두암종 진단에 부족한 핵의 특징 때

문이었다. 비정형 세포의 수는 최소 20개 정도였고, 이를 포함

한 모든 예에서 DNA 검출 및 PCR-RFLP가 가능하였다. 또

한 도말 세포의 수가 증가할수록 BRAF 돌연변이의 검출 빈도

가 증가하는 것을 확인할 수 있었고, BRAF 돌연변이의 양성률

은 5-10개의 세포로 구성된 군집의 수가 10개 미만일 때 15%
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Histologic type (n)
BRAF mutation

Positive (%) Negative (%)

cPTC (40) 8 (20) 32 (80)
fvPTC (2) 0 (0) 2 (100)
dsPTC (1) 0 (0) 1 (100)
cmPTC (1) 1 (100) 0 (0)
Total (44) 9 (20.4) 35 (79.6)

BRAF, B-type Raf kinase; cPTC, conventional papillary thyroid carcino-
ma; fvPTC, follicular variant papillary thyroid carcinomal; dsPTC, diffuse
sclerosing variant papillary thyroid carcinoma; cmPTC, cribriform moru-
lar variant papillary thyroid carcinoma.

Table 6. Correlation of BRAF mutation with a histologic variant of
papillary thyroid carcinoma

Histopathologic characteristics
BRAF mutation

Positive Negative 

Size of tumor (mm) 5-42 (19.8)a 5-52 (13.9)a

Multiplicity 3 (33.3%) 12 (38.7%)
Perithyroidal soft tissue 4 (44.4%) 20 (64.5%)

extension
Lymph node metastasis 4 (44.4%) 18 (58%)
Total 9 35

aMean size.
BRAF, B-type Raf kinase.

Table 7. Correlation of BRAF mutation with histopathologic char-
acteristics of papillary thyroid carcinoma



(3예), 군집의 수가 10개에서 30개 사이일 때 22.2% (4예), 그

이상인 경우가 33.3% (2예)로 나타났다. 

슬라이드의 세포를 채취하여 검체로 사용한 보고는 Sapio 등20

과 Kim 등19의 연구 등이 있었지만, 본 연구와는 대상과 방법에

서 차이가 있었다. 전자의 경우는 대상으로 선정된 슬라이드가

본 연구에서와 같이 진단용으로 제작된 것이 아니라, 연구 목적

으로 다시 제작된 것이었고, 염기서열 분석 방법으로 BRAF 돌

연변이를 확인한 것이었다. 후자는 세침흡인 세포검사의 진단과

관계없이 수술한 모든 예를 대상으로 하였고 pyrosequencing 방

법을 이용하였다. 

결국 본 연구와 다른 문헌들의 보고들을 종합하면 적은 세포

로도 검사가 가능하지만, 충분한 세포 확보가 진단에 있어 필수

적인 사항인 것을 알 수 있다.

BRAF 돌연변이를 검출하는 방법들 중 본 연구에서 시행한

PCR-RFLP은 간편하고 경제적이며 검출력이 높은 검사 방법

이다. 현재 BRAF 돌연변이를 확인하는 방법은 매우 다양하게

소개되어 있는데, 가장 널리 쓰이는 방법은 염기서열 분석법이

고, 그 외에도 pyrosequencing, 용해점 분석법, PCR-RFLP 등

이 있다. 

세침흡인 세포검사 도말에는 종양세포뿐 아니라 정상 소포세

포, 적혈구, 혈관 내피세포 그리고 간질세포들이 혼재해 있고, 종

양세포도 대부분 이형 접합체(heterozygote)이며, 종양세포의 일

부만이 돌연변이를 갖고 있기 때문에 실제로 돌연변이를 갖는

DNA의 양은 극히 일부에 지나지 않는다. 따라서 돌연변이를 확

인하기 위해서는 검출력이 높은 방법을 사용해야 한다. 돌연변이

를 갖는 대립 인자를 검출할 수 있는 종양의 최소 용적 비율을

나타내는 검출 한계는 염기서열 분석이 20%, pyrosequencing

이 6%, 용해 곡선 분석이 10%, PCR-RFLP가 3% 정도로 각

각 보고된 바 있다.
23-25

이중 PCR-RFLP는 고가의 장비 없이 간

편하게 사용할 수 있으며, 검출력이 높아 임상에서 진단 목적으

로 사용하기에 가장 적합한 방법 중 하나이다. 

PCR-RFLP의 제한 효소는 돌연변이형의 대립인자를 절단하

거나 야생형의 대립인자를 절단하게 되는데, 후자의 경우에는 효

소 반응이 불충분할 때 위양성의 결과를 얻게 되는 단점이 있다.

본 연구는 돌연변이형의 대립인자를 절단하는 Bsp E1 제한효

소를 이용하였는데, 이는 이전에 사용되지 않았던 제한효소로서

다른 문헌에서 사용된 제한효소에 비해 돌연변이의 검출률이 더

높은 것을 확인하였다. 

유두암종의 변이에 따른 차이를 보기 위해 계획된 연구는 아

니었으나, 분석된 결과를 보면 전형적인 유두암종에서 20%, 소

공질-상실양 아형에서 100%의 BRAF 돌연변이가 나타났고, 미

만성 경화성 아형과 소포성 아형에서는 BRAF 돌연변이가 나

타나지 않았다. 이 결과는 각 아형의 수가 적지만 기존의 보고

와 유사한 빈도를 보이는 것이며,25,26 전형적인 형태 또는 예후가

나쁜 아형에서 BRAF 돌연변이가 관련되어 있음을 시사한다.

소공질-상실량 아형의 BRAF 돌연변이에 대한 연구는 지금까지

보고된 것이 없어 비교할 수 없었고, 본 연구에 포함된 예가 적

어서 결론을 내리기는 어렵지만, 드물게 발생하는 아형이므로

본 예의 결과도 보고할 가치가 있다고 생각한다.

다른 조직학적 특성을 BRAF 돌연변이 유무로 나누어 비교

한 결과는 통계학적으로 의미 있는 것은 아니었으나, BRAF 돌

연변이가 있는 경우 평균 종양의 크기가 좀 더 크고, 다결절의 빈

도, 주변 조직으로의 침윤 빈도, 림프절의 전이 빈도 등이 낮은

것을 알 수 있었다. 이런 결과들은 아형과의 상관성과 유사한 결

과라고 볼 수 있다.10

갑상샘 세침흡인 세포검사에서‘유두암종의 의심’으로 진단

받은 경우, BRAF 돌연변이 검사와 galectin-3 면역조직화학염

색을 동시에 시행하는 것은 진단의 민감도, 특이도 및 정확도를

높일 수 있는 방법이다. 또한 BRAF 돌연변이 검사는 세침흡인

세포검사를 통해 이미 슬라이드에 도말된 세포라도 그 수를 충분

히 얻을 수 있다면 진단을 하는 데 도움이 될 수 있다. 이러한

BRAF 돌연변이 검사 방법은 여러 가지가 있으나, PCR-RFLP

법이 가장 경제 효용적인 것으로 생각되며 세침흡인 세포검사도

그 변이에 따라 다른 결과를 보일 수 있기 때문에 PCR-RFLP

법을 이용한 검사법이 치료 계획을 세우는 데 도움이 될 것으로

기대한다.
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