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Detection of BRAFV600E Mutation using Peptide 
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Purpose: The aim of this study was to evaluate the diag-
nostic value of a peptide nucleic acid (PNA)-mediated PCR 
clamping method for the detection of BRAFV600E mutations 
in fine needle aspiration cytology (FNAC).
Methods: One hundred sixty four patients underwent FNAC 
to evaluate BRAFV600E mutations between April 2011 and 
November 2011. Among them, forty-two patients were diag-
nosed with papillary thyroid carcinoma in a permanent pa-
thologic specimen. A PNA-mediated PCR clamping method 
and a Dual-Priming Oligonucleotide (DPO)-based Real-time 
PCR method were used to detect the BRAFV600E mutation. 
We compared the result of mutation between the two 
methods.
Results: A BRAF mutation was found in 31 samples cre-
ated by the PNA-mediated PCR clamping method, and in 
28 samples in the DPO-based Real-time PCR method. The 
rate of BRAF mutation was 73.8% in association with the 
PNA-mediated PCR clamping method, and 66.7% in associ-
ation with the DPO-based Real-time PCR method. There 
was no statistical differences between the two methods 
(P＞0.05).
Conclusion: The PNA-mediated PCR clamping method may 
be an alternative to the DPO-based Real-Time PCR method 

for detection of BRAF mutations in thyroid nodules. (Kore-
an J Endocrine Surg 2012;12:87-91)
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서      론

  갑상선 결절은 성인에서 촉진으로 4∼8%, 초음파로는 10

∼41%까지 발견되고 있다. 그리고 부검 결과 50%의 환자

에서 결절이 발견된다.(1) 최근에는 건강 검진 시 갑상선 초

음파 검사의 대중화로 인해 갑상선 결절의 발견율이 점점 

높아지고 있으며, 그 중 약 5%에서 갑상선암이 발견된다. 

갑상선암은 국내에서 매년 증가하고 있으며, 2009년 한국 

국가암등록사업 보고서에 따르면 전체 암중에서 위암 다음

으로 가장 많은 수를 차지한다. 갑상선암 중 유두상암이 국

내에서는 가장 흔한 조직형으로 전체 갑상선암 중 약 95%

를 차지한다.(2)

  최근 갑상선암의 발생원인과 연관하여 다양한 유전자 연

구가 발표되고 있다. 갑상선 양성 및 악성 종양에서 ras 암

유전자 돌연변이가 약 30% 정도로 발견되고 있으며, 이는 

갑상선 종양 발생의 초기 단계에 관여하는 것으로 보고되

고 있다.(3) RET/PTC 돌연변이는 갑상선 유두암에서 약 11

∼40%에서 관찰되고 있다.(4) 그리고 p53 종양억제유전자 

점돌연변이도 발견되는데, 이는 분화암보다는 미분화암에

서 높은 빈도로 발견된다.(5) Raf kinase는 세포의 성장과 분

화 그리고 악성화에 관여하는 Ras, mitogen-activated protein 

kinase kinase (MEK), mitogen activated protein kinase (MAPK)/ 

extracellular signal-related kinase (ERK) 신호 경로의 중요 인

자이다. Raf kinase 중 B type RAF (BRAF)는 이 신호경로의 

가장 강력한 활성화체이며 이 유전자는 염색체 7번에 위치

한다. BRAF
V600E

은 전체 BRAF 돌연변이의 약 90% 정도를 
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Fig. 1. Schematic representation of peptide nucleic acid (PNA)-mediated PCR clamping method. 

차지하는 가장 흔한 유형이다. 이 유형은 BRAF 유전자의 

exon 15의 1799 nucleotide가 thymine에서 adenine으로 치환

되는 것으로 알려졌다.(6) 국내 연구 결과 갑상선 유두암에

서 BRAF 유전자의 돌연변이가 유병률은 80∼90% 정도로 

매우 흔히 발견되고, 특이도는 100%에 가까워 술 전 진단에 

세침흡인검사와 함께 진단율을 높이기 위해 검사의 시행이 

점점 늘어나고 있다.(7,8) BRAF 검사 방법도 여러 가지가 

보고되고 있는데 그 중 Multiplex PCR법이 흔하게 사용되고 

있다. 이에 저자들은 최근 국내에서 개발된 peptide nucleic 

acid (PNA)-mediated PCR clamping법을 이용한 BRAF 검사

를 이용하여 Multiplex PCR법과의 결과 차이와 유용성에 대

해서 알아보고자 하였다. 

방      법

1) 대상

  2011년 4월부터 2011년 11월까지 갑상선 결절을 주소로 

본원 외래를 내원한 환자 중 수술 전 초음파 유도하 세침흡

인검사와 BRAF 유전자 변이 검사를 했던 환자 164명 중 

본원에서 수술 후 최종 병리 조직 검사상 유두상암으로 진

단받았던 42명의 검체를 대상으로 하였다. BRAF 유전자 변

이 검사 방법은 Dual-Priming Oligonucleotide (DPO) based 

Real-Time PCR법과 PNA-mediated real time PCR Clamping법

을 사용하여 PNA-mediated real time PCR Clamping법이 

Dual-Priming Oligonucleotide (DPO) based Real-Time PCR법

의 결과와 차이가 있는지 알아보고자 하였다. 이 연구는 본

원의 임상실험심사위원회의 심의를 통과하였으며, 모든 환

자에게서 유전자 검사 동의를 받았다. 

2) 조직 검체 수집

  세침흡인방법을 통해 세포 검체를 얻은 후 DNA를 추출

하였다.

3) DNA 추출 방법

  BRAF 돌연변이 검출을 위한 DNA 추출은 High Pure PCR 

Template Preparation Kit를 사용하였다. 추출된 DNA는 

NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technolo-

gies, Wilmington, DE)을 사용하여 정량하였고, 실험 전까지 

－20oC에 보관하였다.

4) BRAF 유전자 변이 검사 방법

  (1) PNA-mediated real time PCR Clamping method: 갑상

선 결절에서 채취한 세침흡인 검체로부터 DNA를 추출한

다. Real-time PCR Mixture를 준비한다. PCR mixture 1, 2 각

각을 고루 섞어 준비한다. 0.2 ml PCR 튜브에 검체의 이름

을 적는다. 이 때 한 검 체 당 2개의 튜브가 필요하다. 하나

의 검체를 PCR mixture 1, 2에 각각 넣어 반응한다. 준비된 

PCR mixture 1, 2를 각각의 튜브에 13μl씩 첨가한다. 준비된 

검체를 10∼25 ng으로 적정한 후 DNase/RNase Free Water로 

final volume이 7μl가 되도록 준비한다. Mix된 용액을 부드

럽게 섞어준 후 spin down하여 각각의 기기에 맞는 PCR 

tube 혹은 PCR plate로 옮긴다. 준비된 PCR tube 혹은 PCR 

plate를 Real-time PCR 기기에 넣어 증폭한다(Fig. 1). Non 

PNA mix #1 반응에서 검체의 Threshold Cycle (Ct) 값이 22

∼35 사이에서 확인되면 증폭 반응이 제대로 일어난 것으

로 확인한다. 검체의 Ct값으로부터 다음과 같은 판정 기준

값을 계산한다. 1) ΔCt-1 값: Standard Ct값(35, wild type 샘

플에 대한 평균 Ct값)－PNA mix #2 반응에서 검체의 Ct값, 

2) ΔCt-2 값: PNA probe 유무에 따른 Ct값 차이(돌연 변이 

샘플인 경우 PNA probe의 유무에 따른 증폭 효율의 차이가 

없으므로 Ct값의 차이가 적음). 판정 기준값을 바탕으로 다

음과 같은 돌연변이 판정 기준에 따라 돌연변이 유무를 확

인한다. 1) ΔCt-1 값 2.0 이상이면 돌연변이로 판정한다. 2) 

ΔCt-1 값이 0∼2 사이인 경우 ΔCt-2 값이 3 이하이면 돌연

변이로 판정한다(Fig. 2).

  (2) Dual-Priming Oligonucleotide (DPO) based Real-Time 

PCR method: 갑상선 결절에서 채취한 세침흡인 검체로부

터 DNA를 추출한다. BRAF V600E 돌연변이를 검출하는 데 

Anyplex
TM BRAF V600E Real time detection system (Seegene 

Inc., Seoul, Korea)을 사용하였다. PCR 반응액은 다음과 같
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Fig. 2. (A) Wild type. ΔCt-1: －2.0. (B) Mutant type. ΔCt-1: 5.77.

FNAC (N)

PNA-mediated real time 

PCR clamping method

Multiplex PCR 

method

BRAF (＋) BRAF (－) BRAF (＋) BRAF (－)

Unsatisfactory (1)  0 1  0 1

Benign (1)  0 1  0 1

AUS (4)  4 0  4 0

SFM (11)  6 5  4 7

PC (25) 21 4 20 5

Total (42) 31 (73.8%) 11 (26.2%) 28 (66.7%) 14 (33.3%)

FNAC = fine needle aspiration cytology; AUS = atypia of un-

determined significance; SFM = suspicious for malignancy; PC = 

papillary carcinoma.

Table 1. The results of BRAFV600E mutation in PNA-mediated re-

al time PCR clamping method and Multiplex PCR meth-

od according to fine needle aspiration cytology

이 준비한다. 한 반응당 Amplification과 detection 시약인 

10× BRAF Oligo Mix (OM)는 2μl, 오염방지 시약인 8-me-

thoxypsoralen (8-Mop)은 3μl, deoxynucleoside triphosphate 

(dNTPs)가 포함된 buffer와 DNA polymerase를 포함하고 있

는 시약인 2× anyplex PCR Master Mix는 10μl씩 넣는다. 

PCR 반응액이 준비되면 5회 정도 고루 섞어준 후 0.2 ml 

PCR tube에 15μl씩 분주해준다. 샘플의 DNA 5μl를 각각의 

반응액에 넣어 전체 부피가 20μl가 되도록 준비한다. Real 

time PCR은 CFX96
TM Real-time PCR System (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA)장비를 사용하였으며 95
o
C에서 15분간 

유지한 후에 95
oC에서 15초, 60oC에서 30초를 15회 반복한 

다음 다시 95oC에서 30초, 60oC에서 32초를 35회 반복하였

다. Real time PCR에서 cycle threshold (Ct)란 형광증폭이 시

작되는 지점을 뜻한다. 검체의 적합성을 판단하는 Ct값은 

항상 40 이하이며, 검체의 Ct값이 40 이하일 때 양성으로 

판정한다. 각각의 반응은 모두 양성 대조군과 음성 대조군

을 포함하고 있다.

5) 통계학적 분석 

  SPSS 15.0 프로그램(Chicago, USA)의 student t-test를 이용

하여 2가지 검사의 일치율을 비교하였으며, P값이 0.05 이

하인 경우를 통계학적으로 유의한 것으로 판정하였다.

결      과

  세침흡인세포 결과를 5개의 분류로 구분하였다. 5개의 

분류법은 unsatisfactory, benign, atypia of undetermined sig-

nificance (AUS), suspicious for malignancy (SFM), papillary 

carcinoma (PC)이다. 총 42 검체 중 unsatisfactory 검체는 1개

였으며 이 중 1개의 검체에서 PNA-mediated real time PCR 

Clamping법과 Dual-Priming Oligonucleotide (DPO) based 

Real-Time PCR법에서 모두 BRAF 돌연변이 음성 소견이 있

었다. Benign 검체는 모두 1개였으며 모든 검체에서 BRAF 

돌연변이 음성 소견을 나타내었다. AUS 검체는 4였는데 모

든 검체에서 PNA-mediated real time PCR Clamping법과 

Dual-Priming Oligonucleotide (DPO) based Real-Time PCR법

에서 양성 소견을 보였다. SFM 검체는 11개였다. 11개의 검

체 중 BRAF 돌연변이 양성 소견을 보인 검체는 PNA-medi-

ated real time PCR Clamping법에서 6개, Dual-Priming 

Oligonucleotide (DPO) based Real-Time PCR법에서 4개였다. 

Dual-Priming Oligonucleotide (DPO) based Real-Time PCR법

에서 양성을 보인 4개의 검체에서 모두 PNA-mediated real 

time PCR Clamping법에서 양성을 나타내었지만, PNA-medi-

ated real time PCR Clamping법에서 양성을 보인 나머지 2개

의 검체에서는 Dual-Priming Oligonucleotide (DPO) based 

Real-Time PCR법에서 음성을 나타내었다. PC 검체는 25개
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였으며, 이 중 BRAF 돌연변이 양성 소견을 보인 검체는 

PNA-mediated real time PCR Clamping법에서 21개, Dual- 

Priming Oligonucleotide (DPO) based Real-Time PCR법에서 

20개였다. Dual-Priming Oligonucleotide (DPO) based Real- 

Time PCR법에서 양성을 보인 20개의 검체 모두에서 PNA- 

mediated real time PCR Clamping법에서도 양성 소견을 보였

지만, 1개의 검체 결과가 일치하지 않았다. 이 실험 결과 

PNA-mediated real time PCR Clamping법에 의한 유두상암의 

BRAF 유전자 변이율은 73.8%, Dual-Priming Oligonucleo-

tide (DPO) based Real-Time PCR법에 의한 BRAF 유전자 변

이율은 66.7%를 나타내었으며, 검사법 사이의 변이율 차이

나 검사법 사이의 일치율은 대상 환자 수가 적어 통계학적

으로는 유의하지 않았다(Table 1) (P＞0.05).

고      찰

  갑상선 결절은 성인 인구에서 초음파 검사로 약 40% 정

도에서 발견되는 흔한 질환이며, 연령이 증가할수록 발견

율이 증가한다. 결절이 발견되면 세포 흡인 검사를 통해 양

성과 악성을 구분하는 것이 중요하며, 악성인 경우에는 수

술로 갑상선 절제술을 해야 하지만, 양성으로 판정될 경우

에는 치료가 불필요한 경우가 많다. 최근 초음파 기술의 발

달과 함께 세포 흡인 검사는 외래에서 간편하게 시행할 수 

있는 검사이기 때문에 많이 활용되고 있다. 하지만 초음파 

소견에서 악성이 의심되더라도 세포 흡인 검사에서 unsat-

isfactory 또는 benign 또는 atypia of undetermined significance

로 나오는 경우 임상의사에게는 쉽게 수술 결정을 못하고 

망설일 때가 많다. 우리 나라의 경우 갑상선암이 가장 흔한 

내분비계 암이며 이 중 95% 이상이 유두상암이기 때문에

(2) 최근에는 갑상선암의 진단율을 높이기 위해 수술 전에 

BRAF 유전자 돌연변이를 검사하는 경우가 증가하고 있다. 

  BRAF 유전자 돌연변이 검사법은 여러 방법이 보고되고 

있다. Direct DNA sequencing, PCR-RFLP, Dual-Priming Oligo-

nucleotide (DPO) based Real-Time PCR, PCR-single strand 

conformation polymorphism 그리고 pyrosequencing법 등이 보

고되고 있다.(9) 전통적인 검사법은 direct DNA sequencing

법이다. 하지만 이 방법은 비용도 비싸고 결과가 나오는데 

약 10시간 정도 걸린다는 단점이 있다. Kwak 등(9)은 BRAF 

유전자 변이 검사에 direct DNA sequencing법을 이용하여 결

과 차이를 비교하였는데, Dual-Priming Oligonucleotide 

(DPO) based Real-Time PCR 검사법은 간단하고 결과가 볼 

수 있는데 5시간도 걸리지 않을 뿐 아니라 민감도와 정확도

에서는 더 좋은 결과를 보여 주었다. 이에 저자들은 최근 

국내에서 개발된 PNA-mediated real time PCR Clamping법을 

세포 흡인 검체를 통해 multiplex PCR법과의 차이를 알아보

고자 하였다. 모든 검체가 수술 후 유두상암으로 확진된 환

자였기 때문에 두 가지 방법의 specificty는 100%가 될 수밖

에 없었다. 하지만 총 42개의 검체 중 PNA-mediated real 

time PCR Clamping법에서 31개의 검체가 BRAF 유전자 변

이를 보였고, Dual-Priming Oligonucleotide (DPO) based 

Real-Time PCR법에서는 28개의 검체만 변이를 보였다. 3개

의 검체에서 결과 차이를 보였는데 이는 검사법 간의 민감

도 차이보다는 DNA 추출하는 과정에서 종양세포 보다는 

조직구나 염증세포 같은 정상세포가 더 많이 포함되어 

BRAF 유전자 변이 결과에 영향을 주었을 경우로 생각된다. 

이 3개의 검체를 다시 검사하지는 않았지만 종양세포가 많

이 포함된 검체에서 다시 DNA를 추출하여 검사한다면 다

른 결과를 보일 수도 있을 것이다.

  유전자 변이 검출율의 차이는 대상 검체 수가 적어 어떤 

방법이 더 좋다고 결론을 내기 힘들지만, PNA-mediated real 

time PCR Clamping법으로 BRAF 유전자 변이를 검사하는 

것도 좋은 방법이라고 생각한다. 이 방법은 야생형 염기서

열과 상보적인 PNA probe를 이용한 Real time PCR 기반의 

기술이다. PNA는 일종의 인공 DNA로 상보적인 핵산에 대

한 강한 결합력, 높은 특이성을 가지고 있다. PNA-mediated 

PCR clamping법은 PNA의 이러한 장점과 DNA polymerase

에 대한 primer로 사용될 수 없는 점을 이용하여 개발되었

으며, 야생형 DNA는 PNA probe에 의해 PCR 증폭이 억제되

고, 돌연변이 DNA만 선택적으로 증폭됨으로써 극소량의 

돌연변이를 검출하는 기술이다. 또 다른 장점은 검사 후 결

과를 보는데 3시간 30분 정도면 충분하다는 것이다. 

  수술 전 BRAF 유전자 돌연변이 검사의 장점은 앞서 언

급이 되었지만, 수술 전 세포 흡인 검사의 결과가 애매한 

경우 수술을 결정하는 데 도움을 줄 수 있을 뿐만 아니라 

수술 중 동결절편검사의 횟수를 줄일 수 있어 수술 시간을 

20∼30분 정도 단축시킬 수 있을 뿐만 아니라 환자에게도 

전신마취의 시간을 줄일 수 있어 유용하다. 그리고 고령이

나 전신 질환으로 수술을 받을 수 없는 경우 표적 치료제의 

연구 및 개발에 도움을 줄 수 있다.

  최근 흑색종에서도 BRAF 유전자 변이와 연관한 다양한 

표적 치료제들을 개발하고 있고 대표적인 약제군 중 하나

가 BRAF 억제제(BRAF Inhibitors)이다. Sorafenib, RAF-625, 

XL-281 등이 이에 속하는데, 최근에는 선택적인 BRAF 억

제제들이 개발되었고, 임상연구에서 가장 앞선 약제 중 하

나가 PXL4032이다.(10,11) PLX4032를 이용한 Phase I 임상

시험에서 16명의 BRAF 유전자변이 흑색종 환자 중 14명의 

환자에서 종양의 크기가 완전 관해를 보였고 56%의 환자에

서는 부분 관해를 보였다고 한다.(12) 아직 이 연구는 진행 

중이지만, 6개월 간의 결과만 보면 상당히 의미있는 결론을 

얻을 것으로 평가할 수 있겠다. 최근에는 Vemurafenib 

(Zelboraf)라는 약제가 미국 FDA에서 BRAF 유전자 변이 전

이성 악성 흑색종에서 치료제로 승인받아 본원에서 임상시

험이 진행 중이다. 치료시작 후 Fluorodeoxyglucose-positron 

emission tomography 검사에서도 상당히 긍정적인 결과를 
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 유전자 변이 검사  91󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏
얻었다고 한다. 흑색종에도 이러한 연구가 진행되어 조금

씩 좋은 결과를 보여주듯이 갑상선암이나 특히 유두상변이 

역형성암에서도 BRAF 유전자 변이가 발견되기 때문에 환

자의 무병생존율 향상에 도움을 줄 것으로 기대된다.

  유두상암에서 BRAF 유전자 변이는 임상병리학적 특징

이나 예후인자와의 관계에서 관계가 있다는 보고도 있고 

그렇지 않다는 보고도 있다. Frasca 등(13)의 연구에서는 갑

상선외 침윤, 크기 그리고 림프절 전이였고, Kebebew 등

(14)의 연구에서 관련이 있는 인자는 나이, 병기, 림프절전

이, 국소재발, 원격전이였다. Xing 등(15)과 Lee 등(16)은 변

이가 있는 군에서 없는 군보다 수술 후 재발률이 유의하게 

차이가 나는 것을 보고하였다. 그러나 Puxeddu 등(17)의 연

구에서는 갑상선 유두암에서 나이, 성별, 암종의 크기, 갑상

선외 침윤, 림프절 전이 그리고 병기와 유전자 변이 사이에

는 관련이 없는 것으로 나타났다. 본 연구에서는 수술 후 

임상병리학적 특징 및 예후 인자에 대해서는 조사하지 않

아 BRAF 유전자 변이와의 상관 관계는 알 수 없었지만 대

상 환자 수가 더 늘어나고 추적 관찰 기간이 길게 되면 예

후와 유전자 변이와의 관계도 조사를 할 계획이다. 

결      론

  비록 제한된 환자수이지만 PNA-mediated real time PCR 

Clamping법은 Dual-Priming Oligonucleotide (DPO) based 

Real-Time PCR법과의 BRAF 유전자 변이 결과에서 그에 못

지 않은 결과를 보여주었으며, 검사법도 간단하기 때문에 

임상에서 그 사용이 증가될 것으로 생각된다. 특히 세포 흡

인 검사 결과가 애매할 경우 수술 여부를 결정하는데 중요

한 정보를 제공해 줄 수 있다. 하지만 유전자 변이와 예후 

관계에 대해서는 더 많은 환자수를 대상으로 추적 관찰이 

이루어져야 할 것이다. 
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