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유방암에서 화학요법은 보존적 술식의 기회를 넓히고 유방암

의재발을낮추며환자의생존율향상을가져왔다.(1) 화학요법치

료는 Early Breast Cancer Trialists’Collaborative Group

(EBCTCG)의메타분석을통해50세이하의유방암환자에서15년

Purpose: An in vitro adenosine triphosphate-based chemo-
therapy response assay (ATP-CRA) was designed to require
only a limited number of cells and shorten test turnaround
time with a high success rate. This study investigated the
correlation between in vitro doxorubicin sensitivity of tumor
cells and early systemic recurrence, defined as recurrence
within 2 years after surgery. Methods: From January 2004
to March 2007, the ATP-CRA for doxorubicin was tested
in 128 patients among breast cancer patients treated at
Gangnam Severance Hospital, Seoul, Korea. The American
Joint Committee on Cancer stages for all patients were II
and III. All patients received doxorubicin-based chemother-
apy. Selected patients were divided into a chemosensitive
group and a non-chemosensitive group, according to a 40%
cell death rate as a cut-off value. We analyzed the relation-
ship between chemosensitivity and early systemic recur-
rence in patients with breast cancer. Results: The mean
age of the patients investigated was 44.6-years-old, the
mean follow-up period was 39.9 months, and recurrence

free survival was 38.6 months. Thirteen recurrences were
observed during follow-up. Among 13 patients with a recur-
rence, eight had a recurrence within 2 years (early recur-
rence). All of the early recurring patients belonged to the
non-sensitive group. Doxorubicin sensitivity results mea-
sured by ATP-CRA were related with early recurrence free
survival in patients with breast cancer (p=0.030). The mean
cell death rate derived from the ATP-CRA for the early recur-
rence group tended to be lower than that of the non-early
recurrence group, but the difference was not statistically
significant (p=0.05). Conclusion: Doxorubicin sensitivity
measured by ATP-CRA was well correlated with in vivo drug
responsibility to predict early recurrence against doxorubicin-
based adjuvant chemotherapy in patients with breast cancer.
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동안재발을낮추고(12.3%, 2p<0.00001), 생존율의향상(10.0%,

2p<0.0001)을 가져오는 치료효과를 입증하였다.(2) 특히, 10년

생존율에서림프절양성환자에서는11.3%, 림프절음성환자에서

는 4.5%의 생존이득을 보였다.(2) 이러한 화학요법은 대규모 임

상시험결과에근거하여이루어지고있으나실제항암치료에대

한 반응은 모든 환자에서 동일하게 나타나지 않고 있다. 따라서

항암제에대한반응을잘예측할수있는인자가있다면불필요한

사용을 줄이고 효과가 좋을 것으로 예측되는 환자들에게만 투여

가가능할것이다. 하지만유감스럽게도아직임상에서사용할만

한예측인자는없고현재까지의표준보조항암치료는종양의크

기, 림프절 전이 양성 등과 같은 환자의 임상병리학적 위험 인자

에따라시행되는수준에머물러있다. 유방암의불균질한특성과

개별환자의임상병리적특징에따라서치료에대한반응및결과

가다르다. 이에따라, 화학요법에대한반응을보기위해종양의

조직학적특징이중요한지표로보편적으로사용되었다.(3) 최근

MammaPrint나OncotypeDx와같은유전자발현정도를이용

하여항암제치료가필요한군을찾아내는기술이도입되어일부

임상에서사용되고있으나이것역시엄밀히말하면항암제의반

응을예측하는것이아니라유방암의예후인자를활용한것이다.

여러 가지 방법의 in vitro 약물감수성 검사 또한 약물치료에

대한반응검사를임상투여이전에예측하기위해시도되었다.(4-

8) In vitro 약물감수성검사는이상적인방법으로보이지만, 고

도의숙련된술기를요하고, 다량의종양세포가필요하며, 실험결

과에긴시간이소요되는점등으로인하여임상에서널리이용되

고있지못한실정이다.(9)기술적인어려움외에도유방암조직을

이용한 약물반응검사가 실제 체내에서의 약물반응에 대한 예측

척도로서의타당성도아직입증되지못하였다.

Adenosine triphosphate-based chemotherapy response

assay (ATP-CRA)는약물에노출된세포군과약물치료하지않

은세포군내의ATP를측정하여종양세포의생존수준을평가하

는방법으로서단순하고신뢰할수있는검사이다.(6,10-13) 저자

들은이전연구에서ATP-CRA가적은양의조직으로비교적빠

른시간내에시행할수있어임상에서실제로적용하는데적합한

검사임을확인하였다.(14) 본연구의목적은doxorubicin에대한

ATP-CRA를시행, 약물감수성에따른원발성유방암의재발양

상을 분석하여 유방암 환자에게 있어서 in vitro ATP-CRA의

체내약물반응에대한검사로서의임상적의의를밝히는것이다.

방 법

대상환자

2004년1월부터2007년3월까지강남세브란스병원유방암클

리닉에서치료받은유방암환자중, American Joint Committee

on Cancer Committee (AJCC) 6th edition에따라병기2, 3

기에 해당하는 환자로 근치적 수술과 doxorubicin을 기반으로

하는 복합 항암화학요법을 시행 받은 128명을 대상으로 하였다.

AJCC 2기는97명, 3기는31명이었다. 환자에대한생물학적자

료는 후향적인 의무기록검토를 통해 수집하였다. 모든 환자는

doxorubicin에대한ATP-CRA를시행하였고, 선행화학요법을

시행한 환자는 화학요법 이전의 조직 검체에서 실험을 수행하였

다. 모든 환자들은 근치적 수술을 시행하였고, doxorubicin을

포함한화학요법을받았다. 유방암의재발은국소재발을제외한

전신재발을대상으로하였다. 유방암의조기재발은원발암에대

한근치적수술후2년이내발생한것으로정의하였다. 

종양조직의처리와ATP-CRA 

종양조직은100 U/mL Penicillin (Sigma, St. Louis, USA),

100 μg/mL Streptomycin (Sigma), 100 g/mL Gentamicin

(GIBCO BRL, Rockville, USA), 2.5 g/mL Amphotericin B

(GIBCO BRL), 그리고5% fetal bovine serum (FBS; GIBCO

BRL)을포함한Hanks balanced salt solution (GIBCO BRL)

에보관되었다. 보관된조직은세척, 정량분석후dispase (Sigma),

pronase (Sigma), DNAse (Sigma)의혼합물에37.8℃에서12-

16시간동안반응시킨뒤, cell strainer (BD Falcon, Bedford,

USA)를이용하여세포를수거하였다. 수거된세포는400 g에서

15분간ficoll (1.077 g/mL) 원심분리를거친뒤anti-CD45 Ab

conjugated magnetic bead (Miltenyi Biotech, Auburn,

USA)를이용한정상혈액세포제거과정을수행하였으며분리된

세포들의생존율은trypan blue exclusion으로조사하였다.

분리된암세포를10% FBS가포함된IMDM (GIBCO BRL) 배

지를 이용하여 100 μL당 2,000-20,000의 세포농도로 희석하

여 섬유아세포등의 증식을 억제할 수 있는 96 well Ultra Low

Attachment (ULA) micro-plate (Costar, Cambridge, USA)

에 triplicate로 분주하였다. 분주된 세포에 미리 doxorubicin

1.5 μg/mL 첨가하여48시간동안CO2 배양기에서배양하였다.

Doxorubicin을처리한군과처리하지않은군에서각각세포

를용해시키고세포용해액에존재하는ATP를luciferin 및과량

의luciferase (Roche, Mannheim, Germany)와반응시켜생

성되는flash type luminescence를측정하였다. Luminometer

(Perkin Elmer, Boston, USA)로측정되고기록되는측정값을

통해항암제를처리하지않은군에비해항암제를처리한군에서

발생한 Cell death rate (CDR)을 계산하였다. CDR은 아래와

같은수식을통하여계산하였다. 

CDR (%)=(1-2 [mean luminescence in treated group/
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mean luminescence in untreated controls group])×100

항암제미처리대조군의측정값이양성대조군인150 pg ATP

보다작은경우검사실패로간주하기로하였다.

통계방법

본 연구는 SPSS for Windows version 15.0 (SPSS Inc.,

Chicago, USA)을 이용하여 통계 분석하였다. Doxorubicin에

대한CDR의cut-off value를정하기위해ROC curve를사용

하였다. 환자의특징을Pearson’s chi-test를통해비교하였고,

재발발생은Fisher’s exact test를통해분석하였다. 조기재발

한 군과 조기 재발이 없는 군의 CDR은 student t-test를 통해

비교하였다. 유방암의조기재발생존에대한단변량분석을위하

여Kaplan-Meier 생존분석을사용하였다. 모든통계분석에서

p-value ≤0.05인것을통계적의미있는것으로간주하였다.

결 과

환자의특성

대상기간중화학요법시행전ATP-CRA를시행한stage II,

III의환자는128명이었다. 평균연령은44.7세(26-63), 평균추

적기간은 39.9개월(중간값 39.2개월)이었다. 추적 관찰 기간 중

사망한 경우를 제외하고, 최소 추적기간은 24개월이었다. 전체

환자중stage II는98명, stage III는30명이었고, 수술후보조

화학요법으로doxorubicin과cyclophosphamide를이용한환

자는51명, doxorubicin과cyclophosphamide 후에paclitaxel

을사용한화학요법은73명이었다(Table 1). 선행화학요법을시행

한환자는전체환자중에서5명이었는데, 이중3명은doxoru-

bicin, 5-fluorouracil, cyclophosphamide을 이용한 선행화

학요법을시행하고수술후보조화학치료로paclitaxel을사용하

Chemotherapy 0.301
AC (n=51) 22 29
AC followed by T (n=72) 21 51
Neoadjuvant CAF followed 2 1

by AD (n=3)
Neoadjuvant AD followed 1 1

by AD (n=2)

T size 0.880
<2 cm (n=23) 10 13
≥2 cm (n=105) 36 69

Nodal status 0.292
Negative (n=49) 20 29
Positive (n=79) 26 53

AJCC stage 0.088
II (n=98) 40 58
III (n=3) 6 24

HG 0.165
1 (n=26) 6 20
2-3 (n=92) 37 55
Unknown (n=10) 3 7

ER 0.615
Positive (n=82) 27 55
Negative (n=46) 19 27

PR 0.247
Positive (n=73) 22 51 
Negative (n=55) 24 31

C-erbB2 0.672
0-1 (n=81) 28 53
2-3 (n=47) 18 29

Table 1. Clinicopathologic characteristics of patients 

Characteristics
Doxorubicin

sensitive
(n=46)

Doxorubicin
non-sensitive

(n=82)
p-value

AC=adriamycin+cyclophosphamide; T=paclitaxel; CAF=cyclopho-
sphamide+adriamycin+5-fluorouracil; AD=adriamycin+docetaxel;
AJCC=American Joint Committee on Cancer Committee; HG=histologic
grade; ER=estrogen receptor; PR= progesterone receptor.

Early recurrence (<2 yr) 0 8

Early recurrence correlated 
with chemotherapy type
AC (n=51) 0/22 0/29 -
AC followed by T (n=72) 0/21 6/51 0.171
Neoadjuvant CAF followed 0/2 1/1 0.333

by AD (n=3)
Neoadjuvant AD followed 0/1 1/1 0.500

by AD (n=2)

Early recurrence correlated 
with nodal status

Node positive (n=49) 0/20 1/29 0.592
Node negative (n=79) 0/26 7/53 0.089

Early recurrence correlated 
with HG

HG 1 (n=36) 0/6 1/20 0.769
HG 2-3 (n=92) 0/37 5/55 0.081

Early recurrence correlated 
with ER positivity 

ER negative (n=46) 0/19 4/27 0.131
ER positive (n=82) 0/27 4/55 0.297

Early recurrence correlated 
with C-erbB2 status

C-erbB2 0-1 (n=81) 0/28 3/53 0.548
C-erbB2 2-3 (n=47) 0/18 5/29 0.141

Table 2. Relationship between early recurrence and clinico-
pathologic charactertistics 

Characteristics
Doxorubicin

sensitive
(n=46)

Doxorubicin
non-sensitive

(n=82)
p-value

AC=adriamycin+cyclophosphamide; T=paclitaxel; CAF=cyclopho-
sphamide+adriamycin+5-fluorouracil; AD=adriamycin+docetaxel;
HG=histologic grade; ER=estrogen receptor.
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였고, 다른2명은doxorubicin과docetaxel을이용하여선행화

학요법및수술후보조화학요법을시행하였다.

Doxorubicin에 대한 CDR 수치를 ROC curve에 따라 cut-

off값을 40%로 정하였고, 이에 따른 doxorubicin 민감군은 46

명, doxorubicin 비민감군은82명이었다. Doxorubicin 민감군

과비민감군의병기및생물학적특성의차이는관찰되지않았다

(Table 1).

추적관찰기간동안전신재발환자는13명이었고, 이중2년이

내의조기전신재발환자는8명이었으며모두doxorubicin 비민

감군에서발생하였다(Table 2). 이외에1명의동측액와부국소

재발이있었고, 재발된액와부림프절에대한국소림프절제거술

시행후무병상태로추적관찰중이다. 림프절전이에따라분류된

환자군과 약물 종류에 따라 분류된 환자군에서 doxorubicin 감

수성에의한조기재발의발생빈도는의미있는차이를보이지않

았다(Table 2). 그외에도조직학적등급과에스트로겐수용체의

양성, C-erbB2 수용체의 상태와 doxorubicin 감수성에 의한

조기재발의발생빈도에대한의미있는차이도관찰되지않았다.

추적기간중사망한환자는모두6명으로추적기간24개월이내에

사망한환자는3명이었으며, 모두유방암의조기재발및전이암의

진행으로인한사망이었다. 24개월이후사망한환자는3명으로

2명은유방암의조기재발및전이암의진행으로인한사망이었고,

1명은추적관찰기간내에급성백혈병이발병하여사망하였다. 

약물감수성과조기재발에대한분석

13명의재발환자중2년이내재발한조기재발환자는8명이었

고모두doxorubicin 비민감군에서발생하였다(Table 2). Doxo-

rubicin 감수성에따른Kaplan-Meier 생존분석에따르면무병

생존과의연관성을입증하지못하였다(Figure 1A). 하지만doxo-

rubicin 민감군에서 조기 재발에 관한 무병생존율이 의미 있게

증가된결과를보였다(Figure 1B). 그외에다른임상병리학적인

자에서는조기재발에대한의미있는무병생존율의차이를나타

내지않았다(Table 3).

조기재발군과비조기재발군의CDR 비교

Doxorubicin에대한전체환자들의CDR 평균값은33.2%, 범

Doxorubicin sensitivity CRA 40< vs. CRA≥40 0.030
Tumor size 2 cm< vs. 2 cm≥ 0.640
Nodal status Negative vs. Positive 0.129
HG HG 1 vs. HG 2, 3 0.732
ER Negative vs. Positive 0.375
C-erbB2 status C-erbB2 0, 1 vs. C-erbB2 2, 3 0.124

Table 3. Early recurrence free survival using Kaplan-Meier
method according to doxorubicin sensitivity and clinicopatho-
logic characteristics

Clinical characteristic p-value

HG=histologic grade, ER=estrogen receptor; CRA=chemotherapy
response assay.
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Figure 1. Kaplan-Meier survival estimation graph according to doxorubicin sensitivity measured by ATP-CRA (A, Recurrence free
survival; B, Early recurrence free survival).
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Figure 2. Comparison mean cell death rate of early recurrence
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위는0-85.3%였다. 조기재발군의평균CDR은19.13%이고, 비

조기 재발군의 평균 CDR은 34.08%으로 통계적으로 의미 있게

조기재발군의평균CDR값이낮았다(p=0.05, Figure 2).

고 찰

여러가지항암제반응성검사중ATP-CRA는검사방법의특

성상매우적은양의암조직에서도적용이가능하고, 섬유모세포

와같은정상세포를제거하거나억제할수있는방법을채택하고

있다.(15,16)또, 세포생존율측정에흔히사용되는MTT (3-[4,5-

Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide,

a tetrazole) assay 등기존의방법보다정확하고종양세포의생

존에 대하여 민감하고 정확한 정보를 제공하기 때문에(17,18) 임

상에서쉽게사용할수있는방법이다.(14) 

난소암과 관련하여서 여러 차례 항암치료 후에도 재발한 난소

암에서ATP 분석에따른항암치료의반응률이59%라고보고하

였고,(10) 무작위연구가아니라는한계에도불구하고3기난소암

환자를대상으로in vitro ATP 분석을사용하여반응이있는군

에서좀더좋은생존율을보였다고하는등ATP 분석이적용되

는임상연구들이소개되고있다.(12) 유방암분야에서도몇몇연구

들이 있었는데, 본 기관에서는 ATP-CRA를 이용하여 삼중음성

유방암(triple negative breast cancer) 환자에서E-cadherin

과 안드로겐 수용체(androgen receptor)가 약물반응 예측인자

로서 의미가 있음을 보고하였다.(19) Kim 등(20)은 유방암의 선

행화학요법시행환자를대상으로ATP-CRA를시행하여화학요

법반응군의CDR이비반응군의CDR보다의미있게낮다는결과

를 발표하였다. 하지만, 유방암에 대한 ATP-CRA를 이용하여

환자의재발과생존과같은임상양상을평가하는연구는이전까

지보고된바가없었다.

본연구는국내유방암환자를대상으로ATP-CRA를적용하

여항암제감수성을평가함으로써유방암환자의임상경과의예

측검사로서활용될수있는지평가해보고자하였다. ATP-CRA

결과에 따른 2년 내 조기 재발을 우선적으로 비교한 이유는 2년

내조기재발이수술후보조항암화학요법에대한저항성에서기

인한다고 알려져 있기 때문이다. 유방암의 경우 doxorubicin과

taxane이 보조항암화학요법으로 주로 사용되기 때문에 유방암

에서의조기재발은주로이들약제에대한저항성으로생각할수

있다.(21)

Doxorubicin 및taxane에대한저항성은임상적으로보조약

물치료혹은선행화학요법시, 약물치료의완료후6개월이내재

발하거나약물치료기간중혹은마지막약물주입후3개월이내

에종양의진행을보이는것으로정의한다.(22) 약물보조요법치

료기간이 통상적으로 6개월 정도 소요되기 때문에, 수술 후 1년

전후의재발은doxorubicin에대한저항성과관련되어있다. 하

지만증상이없는경우일반적으로전신재발에대한추적검사는

12개월 간격으로 시행하였기 때문에 수술 후 2년 내에 발견되는

재발은 doxorubicin 저항성과 관련 있다고 보는 것이 타당하다

고하겠다. 

또한 2년 이내의 조기 재발은 유방암의 불량한 예후를 시사하

는정확한예측인자중하나이고,(23) 유방암관련사망의위험도

는2년이내재발한경우가가장높다.(24) 본연구에서도8명의

조기재발환자중5명이조기재발에따른유방암의진행및전이

로인하여추적관찰기간내에사망하였다. 본연구에서2년이내

의 조기 재발 환자 8명의 무병기간은 1년 이내 2명, 1년부터 1년

6개월이3명, 1년6개월부터2년까지3명이었다. 

결과에서알수있듯이doxorubicin에대한ATP-CRA를시

행하여2년이내의조기재발위험군예측에도움을줄수있음을

보여주었다. 또한 조기 재발군의 CDR이 비조기 재발군의 CDR

보다낮은것을확인하였다(Figure 2). 이와같은결과는ATP-

CRA을이용한약물감수성평가와체내약물반응과유의한상관

관계가있음을시사한다. 본연구는ATP-CRA를이용한항암제

감수성평가방법의임상적타당성을확인하여, 유방암환자의치

료경과를예측하고평가할수있는검사방법으로임상분야에서

의적용가능성을제시했다고할수있다. 

비록ATP-CRA는민감한검사방법이지만, 기술적인부분이외

에도ATP-CRA를이용한항암제감수성평가방법은각기관이나

연구자마다 다르기 때문에, 표준화되고 일관된 평가척도 확립을

위한 논의 및 연구가 필요하다. 또, 본 연구에서는 doxorubicin

에대한ATP-CRA만을사용했지만, 특히림프절전이양성환자

의경우유방암의예후가더욱불량하고표준화된치료로taxane

약물을사용하기때문에taxane에대한약물감수성검사를추가

하여조합한다면, 보다좋은결과를얻을수있을것이다. 

항암제반응성검사의궁극적목표는치료전에반응을미리예

측하여 반응이 좋을 것으로 보이는 환자에게는 약물을 투여하고

효과가없을것으로보이는환자에게는다른약물을선택하도록하

는것이다. 저자들의이전연구에의하면유방암에서흔히사용되

는항암제들에대한반응이환자마다매우다양하게나타나는것을

알수있는데,(14) 본연구와더불어ATP-CRA가유방암환자에

서 항암제, 특히 doxorubicin에 대한 반응을 예측할 수 있다는

근거를보여주었다. 하지만이결과만으로임상에서ATP-CRA를

사용하기에충분하다고할수는없다. 본연구에서doxorubicin

에 대한 CDR 40%를 기준으로 반응성을 결정하였는데, 다른 환

자군을대상으로하는검증이필요하며, 최종적으로전향적인연

구를통해ATP-CRA의항암제에대한반응예측력을명확히하여
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야할것이다. 이를통해유방암환자의항암화학요법에대한효과

의예측과적절한약물선택을통한치료성적향상에기여할수있

을것이다.

본 연구는 ATP-CRA를 통해 약물감수성을 평가하여 유방암

환자의조기재발을예측할수있음을밝혔다. ATP-CRA는화학

요법에대한체내약물반응예측에도움을주는검사방법으로서,

향후유방암재발연구및개별화된약물치료를위한유용한도구

로활용될수있을것이다.
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