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DNA cytometry has frequently been used to characterize DNA ploidy pattern in relation
to clinical and histopathological findings. Anueploidy of tumor cells has been considered
to be related with poor prognosis of patients. This study was carried out to examine
the relationship between DNA ploidy patterns obtained by flow cytometry (FCM) & static
cytometry (SCM) and histopathological observations of mammary gland tumors induced
by 7,12-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA) in rats. Eighteen from the total of 40 SD
rats treated with DMBA (10 mg/kg) developed 39 tumor masses. Tumor incidence was
45.0% and tumor multiplicity was 0.97. Adenocarcinoma was most predominant
subtype among DMBA-induced tumors. In 35 cases of malignant tumors, the incidence
of aneuploid tumor was slightly higher in SCM than in FCM. In comparison of
histopathological findings with DNA ploidy patterns aneuploidy was correlated with the
grade of mitotic rate in malignant tumors (P 0.05). Morphological parameters such＜
as nuclear areas and perimeter of nuclei were increased tendency with aneuploidy. Our
results suggest that increased tendency of malignancy might be correlated with the
degree of aneuploidy in mammary gland tumors of rats.
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서 론

암환자의 예후에 관한 정보를 알기 위한 방법의 하나

로 종양세포의 함량을 측정하는데 이 함량DNA , DNA

은 악성도를 진단하거나 예후를 판정할 수 있다고 알려

져 있다.1,2) 종양세포의 함량이 정상분포를 벗어DNA

나면 예후가 좋지 않으며 세포의 증식성이 높아 악성,

의 지표가 될 수 있는 것으로 알려져 있다.3) 함량DNA

의 해석은 eup 와 로 나누며 라loid aneuploid , euploid

함은 세포주기 G0G1에 해당하는 배수 함량DNA 2 (2n)

과 G2 에 해당하는 배수 함량 과 이에 대한M DNA 4 (4n)

배수성을 나타내는 정상적인 세포분화과정을 나타내는

것을 말하며 라 함은 이런 정상적인 배수성, aneuploid

을 벗어나 있는 상태를 일컫는다. Aneu 를ploid peak

기술하기 위해 보통 를 사용하는데 이DNA index (DI)

는 의 배수에 해당하는 위치를 로 정하여 비정DNA 2 1

상적인 배수성을 나타내는 위치의 상대적인 값을 표시

하는 것이다 는 로 정의하고. Diploid DI 1.0 1.1～

는 이하 또는 와 사이 또는aneuploid 0.9 , 1.2 1.9 , 2.2

이상에 위치하고 전체세포의 분포 중 이상이 피10%

크를 형성하는 것을 말한다.

배수성은 혹은 영상분석기를DNA flow cytometer

통해 측정할 수 있는데 배수성의 유형과 병리학, DNA

적 진단을 병행하여 유방 방광 결장 자궁경부 난소, , , ,

종양 등을 가진 환자의 예후 판정 등에 유용하게 사용

될 수 있다고 알려져 있다.4 6)～ Flow cytometry (FCM)

는 다수의 세포를 신속하게 처리할 수 있고 세포내

함량의 측정과 함께 세포 표면 항원의 표현형DNA

등을 검사할 수 있(cell surface antigen phenotype)

다는 장점도 있으나,7) 모든 세포가 동시에 측정되고

을 놓칠 수 있는 가능성이 있near diploid population

고 종양세포와 비종양세포의 비율에 따라 배수, DNA

성 양상이 달라질 수 있을 뿐만 아니라 경우에 따라서

는 작은 배수성 피크가 감춰질 수 있으며 종양세DNA

포만의 형태학적 특성의 관찰이 불가능하다는 단점도

갖는다 하지만 영상분석기를 이용한. , static cyto-

는 측정자의 의지에 따라 종양세포 만을metry (SCM)

선택적으로 구분하여 종양세포만의 배수성 판정을 할

수 있고 종양세포들에 대한 면적 주위길이 장경 단, , ,

경 등의 형태학적 변수를 비교할 수 있다 배수성. DNA

이 정상을 벗어난 는 조직학적으로 미분화aneuploidy

도가 높을수록,8,9) 종양의 크기가 클수록 또는 종양의

가 진행될수록 빈번하게 나타난다stage .10) 유선암에서

는 함량을 해석하여 악성정도를 진단하는 보조수DNA

단으로 사용하거나 환자의 예후를 판정하는데 이용하

기도 하는데,11) 를 보이는 종양이aneuploid dip 를loid

보이는 것보다 종양의 재발생률이 높고 환자의 생존율

이 떨어진다고 보고되어 있다.12)

로 유발7,12-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA)

된 랫드의 유선암은 사람의 유방암과 조직학적으로 유

사하며,13) 회 경구투여에 의해 의DMBA 1 80 100%～

종양 발생률을 보이고 병리조직학적으로 선종

섬유선종 선암종(adenoma), (fibroadenoma), (ade-

의 형태를 나타낸다nocarcinoma) .14)

본 연구는 에 의해 유발된 랫드의 유선종양에DMBA

대하여 과 기법으로 배수성 유형을 조FCM SCM DNA

사 비교하고 이 배수성과 종양세포의 형태학적, DNA

특성과의 연관성 및 배수성과 영상분석기를 통해DNA

산출된 세포의 계량형태학적 특성을 규명하고자 하였

다.

재료 및 방법

1) 실험동물

실험동물은 주령의 특정병원체부재7 (Specific pa-

암컷 계 랫드 마리를thogen free) Sprague-Dawley 40

본 실험에 사용하였으며 온도와 상대습도가 각각,

23±1o 로 유지되는 방에서 랫드용 케이지에C, 55±5%

사육하였고 인공조명 시간 점등 시간 소등 하에, (12 , 12 )

음수와 사료는 자유로이 섭취하도록 하였다.

2) 시험물질 투여

화학 발암물질인 DMBA (Aldrich Chemical Co.,

는 에USA) sesame oil (Sigma Chemical Co., USA)

녹여 랫드 체중 당 을 회 경구 투여하kg 10 mg 1 였다.

3) 병리조직학적 검사

투여 개월 후에 모든 동물을 에테르 마취하DMBA 6

에 부검을 실시하여 유선종양조직과 정상유선을 분리

하였다 분리한 조직은 병리조직학적 검사를 위해.

중성포르말린으로 시간 고정한 후 조직처리과10% 24

정을 거쳐 파라핀 포매하고 조직절편을 염색하였H&E

다 조직학적 검사를 실시함에 있어서 종양의 형태학.
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적 특성을 소관형성 핵다형성(tubule formation),

유사분열률 의(nuclear pleomorphism), (mitotic rate)

가지로 조직학적 등급 판정의 기준을 삼았다 소관형3 .

성의 경우 분명한 소관의 형성과 관강이 보이면 grade

뚜렷한 소관의 형성이 있으나 충실성 종양성장이 있I,

으면 소관의 형성이 거의 없으면 로grade II, grade III

분류하였다 핵다형성은 핵의 크기와 모양에 따라 분.

류하여 핵의 크기와 모양이 일정하면 핵의 크grade I,

기와 모양의 극도의 변화는 없으나 약간의 변화가 인

지되면 뚜렷한 핵의 크기와 모양의 변화와 함grade II,

께 크고 기이한 핵이 존재하면 로 분류하였다grade III .

유사분열률은 현미경 배 시야에서 개의 필드를400 10

검사하여 총 핵분열상이 개 미만이면 개10 grade I, 10

에서 개 미만이면 개 이상이면 로20 grade II, 20 grade III

분리하였다.

4) DNA 배수성 검사

(1) 세포 부유액의 제조 등이 사용한 방법을: Hedley

이용하여 파라핀에 봉입된 조직괴로부터 세포부유액을

만들었다.15) 먼저 파라핀에 포매된 조직을 조직박절기

(Reichert-Jung Co., Aus 로tria) 50 μ 두께로 절편하m

고 으로 파라핀을 제거하여 알콜로 함수과정을xylene

거친 후 40 mM citrate 에 분간 부유buffer (pH 7.6) 10

시켰다 이어서. 이 함유된0.25% trypsin citrate buffer

를 처치한 후 37o 에서 하루밤 방치하여 세포를 분리C

하였다 세포분리를 용이하게 하기 위하여 가위로 잘.

게 잘라 주었다 분리된 세포를. 45 μ 구경의m nylon

로 여과하여mesh 5% dimethylsul 가 첨foxide (DMSO)

가된 에 부유시켜 세척 과정을citrate buffer (pH 7.6)

회 이상 반복하여 세포 부유액을 얻은 후 이를 개의3 2

시험관에 분주시킨 후 하나는 분석에flow cytometry

사용하였고 다른 하나는 분석에 사용static cytometry

하였다.

(2) Flow cytometry: 각 시험관 내의 세포수를

1×106 개가 되도록 조정하여 최종 부유액 을/ml 0.4 ml

이 함유된 용액 에 분간 처리하0.25% trypsin 1.8 ml 10

고 이어서 와 가0.05% trypsin inhibitor 0.01% RNase

함유된 액 에 분간 처리한 후1.5 ml 10 0.04%

에 분간propidium iodide 1.5 ml 20 처치하여 핵을 염

색하였다 유세포분석기. (EPICS C/CS, Coulter Co.,

를 사용하여 하에서 개 이상의USA) argon laser 5,000

세포에서 propidium io 의 형광발현을 측정하여 종dide

양의 의 배수성을 검사하였다 검사시DNA . chicken

를 외부기준으로 사용하여RBC G0G1 피크를 구하고 이

피크의 배수성 수치의 에 해당하는 위치를 로±25% 2C

하고 이것의 두 배에 해당하는 위치를 로 정의하여4C

정상배수성에 해당하는 채널에 피크가 형성되는 것을

로 정의하였다 는 적어도 전체diploid peak . Aneuploid

세포수의 이상이 정상배수성을 벗어나는 위치에10%

피크가 형성되는 경우로 설정하였다.

(3) Static cytometry: 각 시험관내의 세포수를

2×104 개가 되도록 조정하여 최종 부유액 를/ml 2 ml

을 이용하여cytospin (Shandon Co., GB) poly-L-

코팅된 슬라이드 위에 부착시킨 후 염lysine Feulgen

색을 실시하였다 염색강도를 현미경 배. Feulgen 400

배율에서 영상분석장치(Carl Zeiss Co., Ger 로many)

측정하였다 염색표본을 영상분석기를 통해 핵의 영상.

을 분리하고 핵의 면적 둘레 및 장경과 단경을 산출하,

고 각 핵의 평균휘도 와 세포가, (grey level of nuclei)

없는 부분의 배경휘도 를 구하(background grey level)

여 아래와 같은 식에 따라 핵의 함량을 산출하였DNA

다.

grey level of nuclei nuclearDNA= (- log )ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ × areabackground grey level

정상 이배수성을 갖는 함량값을 구하기 위하여DNA

각 슬라이드에서 개 이상의 정상 림프구 또는 정상30

간질조직세포를 측정하여 정상 의 평균을DNA value

구하였다 이 값으로. G0G1 피크를 구하고 이 수치의

에 해당하는 위치를 로 하고 이것의 두 배에±25% 2C

해당하는 위치를 로 정의하여 정상배수성에 해당하4C

는 채널에 피크가 형성되는 것을 로 정의하였diploid

다 종양시료에서는 종양세포를 개 이상을 무작위. 200

로 선택하여 함량을 측정하였다 여기서 정상적DNA .

인 배수성을 나타내는 것을 종양으로 하였고diploid ,

적어도 전체 세포수의 이상이 정상배수성을 벗어10%

나는 위치에 피크가 형성되는 경우는 종양aneuploid

으로 분류하였다 또 영상분석기를 통하여 종양세포의. ,

핵의 크기 주위길이 장경(nuclear area), (perimeter),

(maxiaml 과 단경diameter) (mi 을 측정nimal diameter)

하였다.

4) 자료의 분석
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과 분석방법에서 진단에 따른 유의성 검정FCM SCM

은 continuity adjust χ2 를 이용하였고 조직학적 등test

급에 따른 종양의 병리조직학적 양상은 Mantel-

Haenszel χ2 를 이용하였다test . 배수성 양상과 핵DNA

의 형태학적 변량과의 유의성을 검정하기 위해 각 군

간의 측정치에 대한 분석은 를 이용하였고ANOVA test

여기에서 유의성이 인정된 경우에는 Duncan's

를 실시하였다 각각의 검정에서 유multiple range test .

의수준은 를 채택하였다0.05 .

결 과

1) 종양발생 및 병리조직학적 검사

투여군 마리 중 종양이 발생한 랫드는DMBA 40 18

마리이며 종양 수는 개였다 종양의 발생률은39 . 45%

이며 종양의 는 이었다 종양이 발생한multiplicity 0.97 .

마리에 대한 종양갯수는 개로 마리당 평균18 39 2.16

개의 종양을 갖고 있었다 종양은 경부 견갑부 흉부. , , ,

복부 피하직에 분포하였다 발생한 종양은 대부분 유.

황색조의 경도가 다양한 원형 또는 타원형이었으며,

크기는 직경이 에서 에 달하였다0.8 cm 5 cm . DMBA

투여에 의해 발생한 종양 예의 종양조직의 조직학적39

검사 결과 선암종이 예 섬유선종이 예 편평세포29 , 4 ,

암종이 예 유두암종이 예로 선암종이 가장 많은 빈3 , 3

도를 나타내었다 선암종은 대부분의 경우에서 다양한.

크기와 모양을 갖는 소관의 형성과 입방 혹은 원주상

피세포의 증식이 있었고 핵분열상도 다수 나타났다.

섬유선종은 증식된 상피세포들이 주위에 있는 섬유조

직에 의해 잘 구획되어 있었다 유두암종의 경우는 상.

피세포의 유두상 증식이 전반부에 걸쳐 나타났다 편.

평상피암종의 경우는 상피세포가 중층편평상피의 분화

양상을 나타내었고 각질진주의 형성이 관찰되었다 관.

찰된 유선암중 가장 많이 나타난 선암종의 한 예를

에 나타내었다 종양의 조직학적 등급판정을 소Fig. 1 .

관형성 핵다형성 유사분열률의 가지로 구분하여 실, , 3

시한 결과 선암종의 경우 각 에서 가장 높은grade II

빈도를 나타내었다 이에 대한 결과를 에 요약. Table 1

하였다.

2) DNA 배수성

발생한 종양 예에 대하여 배수성 분석을 실39 DNA

시하였다 과 의 기법에 의해 얻은 배수. FCM SCM DNA

성 양상은 에 나타나 있다 양성종양 예의 경Table 2 . 4

우는 검사에서 모두 를 나타내었다FCM, SCM diploid .

악성종양 예 중 에서는 예에서 분석이 가능35 FCM 28

하였는데 dip 가 예 가 예loid 16 (57.3%), aneuploid 12

로 분석되었다 분석 불가능한 것이 예가 있(42.7%) . 7

었는데 예는 뚜렷한3 G0G1 를 형성하지 않았으며peak

Fig. 1. The mammary gland tumor of the rat induced by DMBA shows adenocarinoma lesions, composed of acini
with irregular size and shape. H&E stain, ×100.
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나머지 예에서는 값이 높아 분석에서 제외하였다4 CV .

의 경우 검사된 악성종양 예 중 예에서 분석SCM 35 32

이 가능하였는데 가 예로 는diploid 16 50%, aneuploid

예로 를 나타났으며 분석이 불가능한 예에서16 50% 3

는 뚜렷한 세포주기를 나타내는 피크를 형성하지 않았

다 이 분석에서 의 경우 보다 의. SCM FCM aneuploid

비율이 조금 높게 나타났다 두가지 분석방법에서 진.

단에 따른 유의성을 검정하기 위하여 Continuity

Adjust χ2 를 실시한 결과 유의성이 관찰되지 않아test

서 두가지 방법은 서로 유사한 시험결과를 도출하였음

을 확인하였다.

은 축에 함량을 임의단DNA ploidy histogram x DNA

위 로 표시하고 축에 세포의 수를 표시(arbiturary unit) y

하여 각 함량에 대한 세포의 분포를 나타내는 것DNA

인데 의 경우에는 닭적혈구에 의해 정상 이, FCM DNA

배수에 해당되는 위치를 선정한 후 시료를 flow

로 측정하여 이배수체에 해당하는 위치를cytometer

G0G1 로 잡고 이 위치를 로 명명하며 이에 배peak 2C 2

에 해당하는 위치를 G2 로 정의하고 이 위치를M peak

로 명명하였다 중4C . DNA histogram G0G1 와peak

G2 사이에 비정상적인 위치에 피크가 형성되어M peak

이를 종양으로 분류하고 이의 한 예를aneuploid Fig.

에 나타내었다 의 경우에는 시료내의 정상임파2 . SCM

구 및 간질세포를 사용하여 영상분석기로 측정하여 정

상 배수에 해당하는 위치를 로 하고 이에 두DNA 2 2C

배에 해당하는 채널을 로 정의하여 이를 각각 배체4C 2

함량을 갖는DNA G0G1 배체 함량 값을peak, 4 DNA

갖는 G2 로 구분하고 이 사이에 위치하는 것을M peak

로 구분하였다S phase . G0G1 와peak G2 사이M peak

에 비정상적인 위치에 피크가 형성되어 이를

Table 1. Incidence of malignant mammary tumors of rat induced by DMBA by histologic grade
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

Grade of tubule Grade of nuclear Grade of mitotic
Histologic Number of formationa pelomorphismb ratec

classification tumor cases ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
I II III I II III I II III

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Adenocarcinoma 29 3 25 1 5 17 7 10 12 7
Papillary carcinoma 3 0 3 0 0 3 0 0 3 0
Squamous cell carcinoma 3 0 0 3 0 3 0 3 0 0
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Total number 35 3 28 4 5 23 7 13 15 7

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
a: Grade of tubule formation is classified into three categories: grade I (tubules with clearly visible lumens are formed),
grade II (definite tubule formation is seen in moderate amount but there are also areas of solid tumor growth) and
grade III (little or no tubule formation). b: Grade of nuclear pleomorphism represent variablility of both size and shape
of the tumor nuclei, classified into three: grade I (nuclei show regular and little variation in size and shape), grade
II (moderate variation in size and shape of nuclei) and grade III (marked variation, particular when very large and bizzare
nuclei are present). c: Grade of mitotic rate represents total number of mitotic figure, sum in ten fields under the
magnification of ×400 (I: 10, II: 10-19, III: 20).＜ ＞

Table 2. Ploidy patterns of flow cytometry (FCM) and static cytometry (SCM) in DMBA-induced mammary tumors in
rats
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

No. of No. of ploidy No. of diploid No. of aneuploid
samples examination tumor tumor

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Benign 4 4 4 (100%) 0 (0%)

FCM
Malignant 35 28 16 (57.3%) 12 (42.7%)

Benign 4 4 4 (100%) 0 (0%)
SCM

Malignant 35 32 16 (50.0%) 16 (50.0%)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
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종양으로aneuploid 분류하고 이 중의 한 예를 Fig. 3

에 나타내었다.

과 에 의해 얻어진 배수성 양상과 조FCM SCM DNA

직학적 소견과의 관계를 살펴보면 병리조직학적으로

양성인 경우에는 양상을 보이며 형diploid aneuploid

태는 관찰되지 않았다 또 소관형성과 핵다형성에서. ,

배수성 양상은 종양과 종양 사DNA diploid aneuploid

이에 유의성이 나타나지 않았다 조직등급에 따른 유.

사분열률은 종양과 종양사이에 유의diploid aneuploid

한 차이를 보여서(Mantel-Haenszel χ2 test, P 0.05),＜

유사분열률의 등급이 증가할수록 종양에 비해diploid

종양의 빈도가 증가하는 경향을 나타내었으aneuploid

며 이 결과를 에 나타내었다Table 3 .

영상분석기를 통해 얻어진 형태학적 변량과 배DNA

수성 양상을 비교하여 보면 핵크기 핵주위둘레 단경, ,

의 변량값에서 양성종양보다 악성종양의 경우 평균이

높게 나타났다 또. , an 종양의 경우는euploid diploid

종양에 비해 핵크기 핵주위길이 핵장경 핵단경의 변, , ,

량값의 평균이 모두 크게 나타났으나 각 변량값에 대

한 두 군간에 유의성은 없었다 이 결과를 에. Table 4

나타내었다.

고 찰

배수성에 관한 초기 연구는 주로 분광측DNA 광현미

경법 을 이용하여(microspectrophotometry) 이루어져 왔

Table 3. Ploidy patterns by histological grade in DMBA-induced mammary tumors in rats
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

Histologic findings
Grade of tumor No. of diploid tumor No. of aneuploid tumor Significance

of tumors
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Tubule formation I 1 1

II 12 14 NS
III 3 1

Nuclear pleomorphism I 0 0
II 4 6 NS
III 12 10

Mitotic rate* I 9 3
II 5 8 P 0.05＜
III 2 5

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
*: Significantly different in ploidy pattern at P 0.05 (Mantel-Haenszel χ＜ 2 test)

Fig. 2. Abnormal DNA stemline is found at the site of
DNA index 1.57 in DNA histogram obtained by the
method of FCM in one case of adenocarcinoma.

Fig. 3. Aneuploid peak located at the site of DNA index
1.52 indicates abnormal DNA stemline in DNA histogram
obtained by the method of SCM in one case of adeno-
carcinoma.
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다.4) 이어서 와 영상분석기를 사용하여flow cytometer

종양조직의 함량 배수성 양상과DNA , DNA S phase

분획을 구하는 것이 시도되어 왔다.9,16)

방법은 핵을 로 염색하여 레FCM propidium iodide

이저에 의해 산란된 빛을 분석하여 DNA his 을togram

나타낸 것이다 본 연구에서 분석시 이배수. FCM DNA

함량을 구하기 위해 외부기준으로 등의 방법Vindeløv
17)에 따라 닭적혈구를 사용하였다 여기서 파라핀 포매.

조직에서 다른 재료를 처리할 경우 내부기준은 다른

염색정도를 보이며 일정한 G0G1 를 보이지 않는peak

다는 등의 연구Hedley 15)에 기준하여 내부기준은 사용

하지 않았다 의 경우에는 종양내부의 있는 정상. SCM

임파구 또는 정상간질세포를 측정하여 이를 내부기준

으로 사용하였다.

을 검사법을 이용하면 세포표면 또는 세포내 항FCM

원 등을 조사하여 종양세포의 유용한 정보를 알아낼

수가 있다 방법은 핵의 크기 형태 염색질 형. SCM , ,

태 핵소체 크기 핵세포질비율을 연구하여 악성도 평, ,

가에 사용할 수 있다.18) 이런 외에 면monoparameter

역조직화학반응에 대한 적절한 발색제를 선정하고 적

절한 필터를 사용하면 특별한 세포의 항원 또는 종양

유전자를 정량분석할 수 있으며 이것을 함량과DNA

비교하여 상관관계를 추정할 수 있다 여기서 법. SCM

은 세포시료를 슬라이드 위에 단층을 형성시켜 현미경

을 통해 영상을 포착하여 세포를 측정자가 임의로 선

택하여 종양세포와 비종양세포의 배수성을 구분DNA

하여 측정할 수 있고 세포를 형태학적 특성에 따라 구

분하여 각 세포에 따른 히스토그램을 작성할 수 있으

며 각각 세포의 형태계측학적 변량을 동시에 측정하여

형태학적 변량에 대한 객관성 있는 기술을 부분적으로

가능하다는 장점을 갖는다.

등은 유선종양조직을 동결절편하여Bacus HER-

을 면역염색하고 염색을 실시하2/neu protein Feulgen

여 이에 대한 영상 분석을 실시하여 두 변량에 대한 상

관관계를 추정하였다.19) 또한 특정 배수성 피크DNA

를 이루는 종양세포의 형태학적 특성을 규명할 수 있

다.20) 최근에 사람의 유선암종에서 배수성과 cycline

의 발현을 검사하였는데 종양중 가D1 aneuploidy 70%

의 강한 발현을 나타내어 의 과발현cyclin D1 cyclin D1

이 에 기여한다고 보고하였다aneuploidy .21) 본 연구에

서 분석에 의해 산출된 핵면적 주위둘레 장경SCM , , ,

단경의 평균이 종양보다diploid aneu 종양에서ploid

증가하는 경향을 나타내었으나 군간의 유의성은 없었

다 종양세포의 크기와 모양이 다양하여 본 분석에 사.

용한 형태학적 인자와 배수성 양상과 관계는 규DNA

명하기가 어려웠다 앞으로는 분자생물학적 기법을 사.

용하여 세포표면에 발현된 표지물질을 검출하여 이를

형태학적 인자와 동시에 분석하는 것이 바람직할 것으

로 생각된다.

몇몇 시료의 경우에서 의 값이 높게 나타나 이를CV

분석에서 제외하였다 에 영향을 미치는 주요 요인. CV

으로는 등이 지적한 조직의 고정에 대한 문제가Hedley

있다.5) 고정제로서는 중성포르말린 또는 formalin/

이 낮은 를 보이는 것으로 보인acetic acid/acetone CV

다 또 값에 영향을 미치는 요인으로 파라핀 절편. , CV

의 두께의 문제를 들 수 있다 는 파라핀 절. Kallioniemi

편의 두께에 따른 영향에서 얇은 절편일수록 조직파편

이 많이 생성되어 높은 분획을 보인다고 보고S phase

하였다.22) 높은 분획의 증가는 역시 비정상적S phase

분포와 종양의 미분화와 연관되는 것으로 알려져DNA

Table 4. Morphological parameters of rat mammary tumor cells by DNA ploidy patterns
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

Ploidy pattern
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Morphological parameter Benign Malignant
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Diploid Diploid Aneuploid

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Nuclear area (AU)a 33.60±9.22 38.77±14.64 43.01±15.40
Perimeter (AU) 32.78±5.65 33.20±9.13 35.78±8.32
Maxiaml diameter (AU) 8.53±1.38 8.23±1.82 8.87±1.65
Minimal diameter (AU) 6.04±0.93 6.07±1.34 6.58±1.16
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
a: AU represents arbitrary unit.
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있다.16) 등의 연구에서 분획의 백분율Hedley S phase

이 종양의 와 환자의 생존율과 연관되는 것으로grade

나타났다.9) 본 연구에서는 aneup 종양의 경우loid

기법을 사용하였을 때 분획이 정확하게FCM S phase

산출되지 못했는데 이는 정상적 세포분획의, S phase

분획과 비정상적 세포분획의 분획이 겹쳐서S phase

나타나기 때문이다 또 본 연구에서는 산출된. S phase

값이 큰 차이를 나타냈다 이는(data not shown). S

분획의 형태가 다양하여 기존의 계산방법으로phase

는 상당한 오류가 발생하기 때문이다 등은. Baisch

히스토그램의 분석방법에서 대부분이FCM G0G1 peak

의 분획을 과대평가하고 분획을 과소평가한S phase

다고 하였으며,23) 등은 히스토그램으로McGuire FCM

부터 를 계산하는 프로그램의 오류를 지적하S phase

였다.16) 정확하게 분획을 구하기 위해서는S phase

히스토그램 상에서 산출하는 것 보다는 세포주기DNA

표지인자를 사용한 biparame 를 이용하는ter analysis

것이 더욱 효과적일 것으로 생각된다 세포주기.

로는markers ploidy, Brdu, 3H-thymidine, Ki-67,

등이 있는데PCNA, cyclin Brdu, 3 방법은H-thymidine

만을 검출할 수 있다는 장점이 있으며S phase ,

은 증식성 인자에 대한 연구를 할Ki-67, PCNA, cyclin

수 있는 장점이 있다.24) 앞으로는 와 여러DNA ploidy

세포주기 표지인자가 어떤 상관성이 있는지에 대한 연

구가 수행되어야 할 것이다 또 에서는 대다수의. , SCM

예에서 히스토그램에서 뚜렷한 세포주기가 나타DNA

나지 않아 분획을 구하기 어려웠으며 여기서S phase

도 분획을 정확히 구하기 위해서는S phase S phase

에 해당하는 세포만을 특수하게 염색하는 방법을 사용

하여 이에 대한 영상을 정량분석하는 것이 효과적일

것으로 생각된다.

결 론

에 의해 유발된 랫드의 유선종양은 선암종이DMBA

가장 많았으며 배수성 검사 결과 양성 종양은 모, DNA

두 종양을 나타내었고 악성종양에서는diploid ,

종양의 빈도는 결과 결aneuploid FCM 42.7%, SCM

과 를 나타내어 기법을 사용하여 얻은 것 보50% FCM

다 을 사용하여 얻은 것이 조금 높았다 조직학적SCM .

검사와 배수성 양상을 비교해 본 결과 유사분열률의

등급이 높아질수록 an 종양이 더욱 빈발하는 것euploid

으로 나타났다( 배수성과 세포형태학적P 0.05). DNA＜

특징은 핵면적과 핵주위 길이가 증가하는 경향을 나타

내었다.
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