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어떠한 말로,어떻게 시작을 해야 할지 모르겠습니다.대
학교 졸업하고 바이오에 대한 조그만 관심으로 시작된 저의 대
학원 생활,어느덧 벌써 졸업을 앞두게 되었습니다.시간이 언제
이렇게 지나 갔나 지금 이순간 제가 걸어온 길을 한번 돌아보게
됩니다.실험이 뭔지,파이펫 한번 제대로 잡아보지 않았던 제가
부족하긴 하지만 어느덧 한편의 논문이라는 것을 완성하기까지
실수와 실패,좌절,그에 따른 제 나름대로의 노력과 제가 흘린
땀,그리고 그러한 역경 속에서도 저를 위한 주위 분들의 관심
과 우리 암연구소 교수님들과 실험실 식구들의 아낌없는 보살핌
과 호통이 없었다면 불가능하지 않았나 싶습니다.처음 멋진 그
림을 그리기 위해 붓을 든 초년생 화가 지망생의 심정으로 막연
한 동경심과 떨림으로 처음 실험을 시작할 때와 졸업을 앞둔 지
금 제가 얼마나 멋진 그림을 그렸는지 다시 한번 생각하게 됩니
다.

이 논문에는 저의 석사생활 동안의 기쁨과 슬픔,그리고
저의 모든 것이 묻어 있기에 아직은 부족한 것이 많지만 많은
애착과 아쉬움이 남는,하지만 뿌듯한 논문입니다.

저의 이러한 논문이 나오기까지는 많은 분들이 함께 해
주셨는데 먼저,저희 실험실의 정신적 지주이자 아버지 같으신
김주항 교수님,환자진료를 비롯해 항상 바쁘신 일정속에서도
매일 실험실에 오셔서 학생들을 다독거려 주시는 인자하고 근엄
하신 분입니다.오실 때 마다 실험 때문에 바쁘다는 핑계로 교
수님께 인사한번 제대로 건네지 못한 마음이 늘 죄송하고 한편



으로는 항상 감사한 마음 가지고 있다는 말을 전해드리고 싶습
니다.그리고 행여나 잘못된 길을 갈까 항상 노심초사 저희 학
생들만을 걱정해 주시는,무서울 때는 눈물이 왕창 쏙 빠지도록,
하지만 다정하실 때는 한없이 부드러우신 윤채옥 교수님,항상
바쁘신 일로 몸이 열개라도 모자라신 상황에서도 당신이 책임지
시는 학생 한명 한명에 대한 관심과 배려를 늘 잊지 않으시는
세심하고 포근하신 분이십니다.처음 제가 실험실에 왔을 때 저
에게 해주셨던 ‘초초초심심심’을 잃지 말라는 그 말씀,늘 머릿속에서 잊
은 적이 없고 항상 그 마음 지키려고 노력했는데 얼마나 초심을
지켰는지 모르겠습니다.교수님의 그 말씀을 앞으로 제가 하게
될 모든 일에 있어서 밑거름으로 삼고 항상 노력하는 교수님의
부끄러운 제자가 되지 않도록 노력하겠습니다.이 두 분이 있었
기에 부족하지만 올바른 방향으로 저의 논문이 나오지 않았나
싶습니다.두 분께 머리 숙여 진심으로 감사의 말씀 올립니다.

또한 바쁘신 와중에도 보다 나은 논문의 완성을 위해 꼼
꼼한 관심과 조언을 아껴주시지 않은 서창옥 교수님과 최은창
교수님께도 진심으로 사과와 감사의 말씀을 올립니다.그리고
기쁜 일,슬픈 일 모두를 함께한 우리 실험실 식구들.항상 편한
형처럼 다가와 저희를 보살펴주시는 손주혁 선생님과 안지는 얼
마되지 않지만 저희에 대한 관심을 아끼지 않으신 안중배 선생
님,어려운 일이 있을 때마다 실험이든 다른 일이든 저희 대신
걱정해주시는 김현희 선생님,저희가 실험만 열중할 수 있도록
실험실의 사무적인 일들을 도맡아 해주신 박근호 선생님과 선영
이에게 감사와 고마움을 전합니다.

실험실 생활 처음 시작하면서 제가 정말 많이 의지한 모
든 걱정과 고민을 함께 해준 친형 같은 재성이형,지금은 다른



곳에서 열심히 생활하고 있는 은희누나,곧 산고의 고통을 느끼
며 둘째를 갖게 될 영숙누나,멀리 타향에 와서 식구들과 떨어
져 지내시는 외로워 보이지만 강하고 친근하고 근엄하신 황선생
님,저의 대학 선배이자 새로이 학위를 시작한 아기엄마 민정이
누나,새로이 사회생활에 첫발을 디딘 대봉이형과 동현이형,실
험실에서 편하게 얘기할 수 있는 동갑내기 친구들인 지영이와
경주,조금은 덜렁대지만 시원시원한 성격의 아름이와 곧 다른
곳에서 새롭게 새출발을 위한 준비를 하고있는 태영이,실험실
의 모든 잡다한 일을 솔선수범하여 행동하는 믿음직한 일규,항
상 실험에 대한 열정이 식지 않는 윤아,대학원 생활을 시작한
지 얼마 안되는 막내동생 같은 착한 오준이와 민주에게 감사와
고마움을 표하고 싶습니다.지금은 졸업하고 다른 곳에서 열심
히 생활하고 있는 은아와 태영이에게도 고마움을 표합니다.

마지막으로 오늘날의 저와 이 자리에 설 수 있도록 해주
신,제가 가진 모든 것을 버려도 아깝지 않은 저의 부모님과 형,
어느 부모님이 안그러시겠냐마는 이 나이 때까지 저를 위해 뒷
바라지며 항상 노심초사 아들 잘 되라고 걱정을 놓지 않으시는
저의 부모님과 멀리 이국땅에서 보다 나은 자신을 만들기 위해
외롭게 식구들과 떨어져 연구에 전념하고 있는,동생 잘되라고
모든 것을 포기할 수 있는 저희 형에게 작지만 저의 석사생활이
담긴 이 논문을 받치며 제대로 해보지 못한 말 ‘사사사랑랑랑합합합니니니다다다’.

저자 씀.
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국국국문문문요요요약약약

종양 선택적 살상 아데노바이러스와 항암제의 병용투여에 의한
두경부암 세포 살상능의 변화

암은 전 세계적으로 질병 사망의 수위를 차지하는 질병으로
수술,방사선 치료,항암화학 요법 등의 복합적인 치료를 하더라도 약
50% 이상의 환자들은 결국 사망하게 되는 난치의 질환이다.초기의
암은 외과적 수술이 효과적이지만,전이가 있는 대부분의 암은 수술
이외에 방사선과 항암제 치료를 병행하게 된다.하지만 그러한 치료
는 정상세포에 미치는 부작용이 크고 암세포의 다중약제에 대한 내성
으로 치료율이 극히 낮다.이에 대한 대안으로 유전자 치료 또는 면
역 치료 같은 새로운 개념의 치료방법에 대한 연구가 활발히 진행되
고 있다.최근에 진행된 여러 임상시험 결과,종양 선택적 살상 아데
노바이러스의 안전성이 입증되고 부분적으로 항종양 효과도 보고 되
었지만,치료 효과를 높이기 위해서는 고농도의 아데노바이러스를 반
복적으로 투여하여야 하는데 이는 결과적으로 생체 내 독성을 초래할
수 있다.그래서 이를 극복하기 위한 방안으로 종양 선택적 살상 아
데노바이러스와 여러 종류의 항암제를 병용 투여하여 항종양 효과를
증대시키려는 시도들이 많이 이루어지고 있다.

따라서 본 연구에서는 두경부암을 대상으로 E1B19kDa이 소
실되어 암세포 살상능이 증대되고,동시에 바이러스의 증식이 암세포
선택적으로 활성화되는 TERT(telomerasereversetranscriptase)프
로모터에 의해서 조절되는 종양 선택적 살상 아데노바이러스인
Ad-mTERT-△19와 2 종류의 항암제들이 배합된 cisplatin +
5-fluorouracil과 carboplatin+paclitaxel항암제를 함께 병용 투여하였
을 때의 세포 살상능,세포고사 빈도 및 생체 내 항종양 효과를 비교
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검증해 보았다.그 결과,각각의 항암제를 단독으로 사용하였을 경우보
다 2종류의 항암제를 배합하여 사용하였을 경우에 암세포 살상능이 증
가하는 것을 확인하였으며,또한 Ad-mTERT-△19바이러스와 2종류
의 항암제가 배합된 것을 단독 처리한 경우보다 이들을 함께 병합 처리
한 경우에 보다 높은 세포 살상이 유도될 수 있음을 확인할 수 있었다.
그리고 종양 선택적 살상 아데노바이러스와 항암제의 병용처리에 의
해서 유도되어지는 세포고사를 보다 가시적․정량적으로 관찰하기 위
해 시행한 Annexin-V/PI 이중 염색법을 이용한 유세포 분석과
TUNELassay를 통해서도 Ad-mTERT-△19아데노바이러스와 배합
된 항암제를 각각 단독으로 사용하였을 경우보다는 이들을 병용하여
처리하였을 때 세포고사 및 세포사멸이 월등히 증가함을 알 수 있었
다.나아가,인체 두경부암 xenograft모델을 이용하여 종양 선택적
살상 아데노바이러스와 배합된 항암제를 병용투여 하였을 때,이들을
단독으로 투여한 경우에 비해 생체 내 항종양 효과가 크게 개선되는
지를 확인하였다.

결과적으로,본 연구에서 확인된 종양 선택적 살상 아데노바
이러스와 항암제의 병용 투여에 따른 향상된 항종양 효과는 암치료에
필요한 아데노바이러스 및 항암제의 투여량을 감소시켜 아데노바이러
스에 의한 생체 내 독성을 크게 줄일 수 있을 뿐 아니라 항암제에 의
한 부작용도 현저히 감소시킬 수 있을 것으로 예상된다.이는 나아가
암 유전자 치료의 안전성과 유용성을 증가시켜 암유전자 치료를 한걸
음 진일보된 방안으로 확립하는데 일조 할 수 있을 것으로 사료된다.

……………………………………………………………………………………
핵심되는 말 :유전자 치료,복제 가능 아데노바이러스,항암제,병용
투여,cisplatin,5-fluorouracil,carboplatin,paclitaxel
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종양 선택적 살상 아데노바이러스와 항암제의 병용투여에 의한
두경부암 세포 살상능의 변화

<지도교수 윤윤윤 채채채 옥옥옥>

연세대학교 대학원 의과학과

김김김 평평평 환환환

III...서서서론론론

암은 전 세계적으로 질병 사망의 수위를 차지하는 질병으로
수술,방사선 치료,항암화학 요법 등의 복합적인 치료를 하더라도 약
50% 이상의 환자들은 결국 사망하게 되는 난치의 질환이다.초기의
암은 외과적 수술이 효과적이지만,전이가 있는 대부분의 암은 수술
이외에 방사선과 항암제 치료를 병행하게 된다.하지만 그러한 치료
는 정상세포에 미치는 부작용이 크고 암세포의 다중약제에 대한 내성
으로 치료율이 극히 낮다.이에 대한 대안으로 유전자 치료 또는 면
역 치료 같은 새로운 개념의 치료방법에 대한 연구가 활발히 진행되
고 있다1-4.유전자 치료는 재조합 DNA 기술을 이용하여 인체에 유전
물질을 도입하여 질병을 치료하거나 예방하는 방법으로써,대부분의
현대 의학이 단순히 질병의 증상만을 치료하는 것임에 반해 유전자
치료는 질병의 원인이 되는 유전적 결함을 보정하거나 세포에 새로운
기능을 부여할 수 있는 근본적인 치료방법으로 현재 유전자 치료제 개
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발에 대한 요구가 증가 하고 있다.

아데노바이러스는 생체 외(in vitro)뿐 아니라 생체 내(in
vivo)에서도 유전자 전달효율이 우수하고 높은 역가로 생산이 가능할
뿐 아니라 쉽게 농축할 수 있는 여러 장점들이 보고 되면서4,최근 5
년 사이에 암을 대상으로 하는 유전자 치료에 아데노바이러스를 이용
하는 빈도가 꾸준히 증가하고 있다2,6-7.또한,암을 대상으로 유전자
치료를 시행하는 경우에는 장기적이고 지속적인 치료 유전자의 발현을
필요로 하지 않고 아데노바이러스에 의해 유도 되는 숙주의 면역반응
이 크게 문제시 되지 않거나 오히려 잇점이 될 수 있기 때문에 아데
노바이러스를 유전자 전달체로 이용하는 유전자치료에 대한 연구가
활발히 이루어지고 있다.초기의 암 유전자 치료에 이용된 대부분의 아
데노바이러스는 복제 불가능한 아데노바이러스로,이들을 유전자 전달
체로 이용하는 경우에는 일차적으로 감염된 세포 또는 극히 일부의
주변 세포들에만 항암효과를 유발할 수 있어,암 치료 효율이 낮은 단
점이 부각되었다8-9.이러한 한계점을 극복하는 한 방안으로,암세포에
서만 선택적으로 증식하고 살상할 수 있는 종양 선택적 살상 아데노바
이러스에 대한 연구가 활발히 진행되고 있으며10-11,McCormick그룹은
종양 억제 유전자인 p53을 불활성화 시키는 아데노바이러스의 초기 유
전자인 E1B55kDa이 부분적으로 소실된 ONYX-015를 개발하여 p53
이 불활성화 된 암세포에서만 선택적으로 증식하여 암세포를 살상할
수 있음을 보고 하였다12.그러나 이러한 E1B55kDa유전자가 변형된
아데노바이러스들의 종양 세포 선택적 살상능은 야생형 아데노바이러
스 보다 현격히 낮아 임상에 효과적으로 이용하기 위해서는 이들의
세포 살상능이 개선되어야 한다.

최근에 진행된 몇 몇 초기 임상시험 결과,종양 선택적 살상
아데노바이러스의 안전성이 입증되고 부분적으로 항종양 효과도 보고
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되었지만,치료 효과를 높이기 위해서는 고농도의 아데노바이러스를
반복적으로 투여하여야 하는데 이는 결과적으로 생체 내 독성을 초래
할 수 있다.이를 극복하기 위한 방안으로 종양 선택적 살상 아데노
바이러스와 여러 종류의 항암제를 병용 투여하여 항종양 효과를 증대
시키려는 시도들이 많이 이루어지고 있다.간암 선택적으로 복제하는
아데노바이러스인 CV890과 doxorubicin을 함께 투여함으로서 생체
외 뿐 만 아니라 생체 내 항종양 효과를 현저히 향상시킬 수 있었으
며13,전립선암 선택적 살상 아데노바이러스인 CV787과 paclitaxel을
함께 병용 투여함으로서 항종양 효과를 크게 증대시킬 수 있었다14.또
한,ONYX-015 종양 선택적 살상 아데노바이러스와 cisplatin 또는
5-fluorouracil(5-FU)을 병용 투여한 결과 각각을 단독 투여한 경우에
비하여 이들을 병용 투여하였을 때 암세포 살상능이 현격히 향상되고
암조직 내의 바이러스의 확산이 증가되었다.재발한 두경부암 환자들
을 대상으로 최근에 진행된 ONYX-015아데노바이러스와 cisplatin과
5-FU를 함께 병용 투여하는 제 2상 임상시험에서 총 37명의 환자 중
19명(전체 시험환자 중 51%,평가 가능한 환자 중 63%)에서 항암효
과가 나타났다15.항암제 치료만 한 경우에는 일반적으로 30-40%의
치료반응이 나타나고 ONYX-015만 투여한 경우에는 14%의 항암효과
가 나타난 것에 비교해볼 때,바이러스를 함께 병용 투여한 경우에
상승적인 항암효과를 얻을 수 있었으며,항암치료 후 예후도 훨씬 좋
았다.

현재 두경부암에 대한 항암치료에 널리 사용되고 있고 많은
연구가 되어져 있는 항암제들로는 cisplatin과 그것의 아날로그인
carboplatin,그리고 단독으로 쓰일 때 보다는 다른 항암제와 병합되어 사
용될 때 상승적 치료효과를 보이는 5-FU와 paclitaxel이 대표적이다.
알킬화제로 분류되는 cisplatin은 DNA에서 수소이온을 알킬기(R-CH)
로 대치시켜 세포가 사용할 수 없는 분자로 만들어 신진대사에 장애
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를 일으킴으로써 세포의 증식을 막고 세포살상 유도하며,그것의 아날
로그형인 carboplatin역시 이 기전과 유사하게 암세포 살상을 유도한
다16-17.5-FU는 항대사제(antimetabolite)로써 세포 주기(cellcycle)의
S시기에 작용하여 nucleotide의 생성이나 그 기반이 되는 purine또는
pyrimidine형성을 방해하고,그 결과 DNA 합성을 저지하여 세포살상
을 유도하게 된다18.한편,paclitaxel은 튜블린 단위체의 중합작용을
유도하여 마이크로튜블을 안정화시킴으로써 유사분열 과정에서 세포
주기를 정지시켜 종양세포의 세포살상을 유도한다19.현재 두경부암의
표준 항암 치료법으로 cisplatin과 5-FU를 함께 투여하는 방법이 많이
이용되어지고20,종양 선택적 살상 아데노바이러스와의 병용 치료법으
로도 이들 두 종류의 항암제를 임상시험에 주로 사용하였으며,아데
노바이러스와의 상승적 항암효과도 보고 된 바 있다. 하지만,
cisplatin,carboplatin과 5-FU는 DNA 합성을 저해하여 암세포 살상
을 유도하게 되는데,아데노바이러스의 유전체는 이중가닥의 DNA로
구성되어 있어 이들 항암제에 의해 아데노바이러스의 복제과정이 저
해 받을 수 있으며 이에 따라 종양세포를 살상할 수 있는 바이러스
분자의 양이 감소하기 때문에 항종양 효과도 감소할 수 있다고 보고
된 바 있다21.이와는 대조적으로,paclitaxel은 DNA 합성을 저해하지
않고 세포 주기를 정지시켜 세포 살상을 유도하기 때문에 아데노바이
러스의 증식을 저해하지 않는다22.그 결과,paclitaxel항암제와 병용
투여된 종양 선택적 살상 아데노바이러스의 증식이 암세포 내에서 활
발히 일어나게 되어 항종양 효과가 효과적으로 유도될 수 있다.

분자 생물학의 발전으로 바이러스 유전자들의 기능을 보다 폭
넓게 이해할 수 있게 됨으로서,종양세포를 더욱 효과적으로 표적화
할 수 있는 변형된 아데노바이러스들이 개발되었다.아데노바이러스의
E1B19kDa유전자는 강력한 세포고사 억제제인 bcl-2와 구조적으로 기
능적으로 유사하며,아데노바이러스의 초기 발현 유전자인 E1A에 의해
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유도되는 세포고사를 억제한다고 알려져 있다23.실제로 김재성 등은
E1B 19kDa유전자가 소실된 아데노바이러스는 세포고사를 활발하게
유도하여 결과적으로 암세포 살상능을 크게 향상시킬 수 있음을 보고하
였다24.이후,아데노바이러스의 초기 유전자인 E1B19kDa가 소실되어
암세포 살상능이 증대되고,동시에 바이러스의 증식이 암세포 선택적
으로 활성화되는 TERT(telomerasereversetranscriptase)프로모터
에 의해서 조절되는 종양 선택적 살상 아데노바이러스인
Ad-mTERT-△19의 우수한 생체 내 �외 항종양 효과가 보고 되었다25.
TERT프로모터는 암 진행 전단계인 양성종양 조직과 암세포주 및 암
조직에서 활성이 선택적으로 증가한다고 알려져 있는 대표적 암세포
선택적 활성 프로모터로서,아데노바이러스의 증식이 TERT 프로모터
에 의해서 조절되는 Ad-mTERT-△19아데노바이러스는 암세포 선택
적으로 증식하고 그 결과,암세포 선택적 세포살상을 유도할 수 있다.

이러한 배경 하에 본 연구에서는,두경부암의 표준 치료법으로
사용되고 있는 항암제인 cisplatin과 5-FU의 배합과 cisplatin의 독성과
부작용을 줄인 carboplatin과 DNA 합성을 저해하지 않는 paclitaxel의
배합을 종양 선택적 살상 아데노바이러스인 Ad-mTERT-△19와 함께
병용 투여함으로서 암세포 살상효과를 향상시켜 암치료 효율을 개선시
킬 수 있는지를 알아보았다.이는 향후 향상된 암세포 살상능으로 암치
료에 필요한 아데노바이러스 및 항암제의 투여량을 감소시켜 아데노바
이러스에 의한 생체 내 독성을 크게 줄일 수 있을 뿐 아니라 항암제에
의한 부작용도 현저히 감소시킬 수 있을 것으로 기대된다.
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...대대대상상상 세세세포포포주주주 및및및 세세세포포포배배배양양양

실험에 사용된 세포주들은 두경부암 세포주(QLL1,CAL27,
FaDu,SCC9)와 293 세포주 등이며,모두 ATCC(American Type
CultureCollection,Manassas,VA)에서 구입하였다.FaDu세포주를
제외한 모든 세포주들은 10%의 우태아혈청(GIBCO BRL,Grand
island,NY)이 함유된 DMEM 배지(GIBCO BRL,Grandisland,NY)
를 배양액으로 항생제 penicillin/streptomycin(GIBCO BRL,Grand
island,NY)을 첨가하여 5% CO2의 존재 하에 37℃ 항온 배양기에서
배양하였다.FaDu세포주는 같은 조건하에서 MEM(GIBCO)으로 배
양하였다.

222...재재재조조조합합합 아아아데데데노노노바바바이이이러러러스스스 AAAddd---mmmTTTEEERRRTTT---△△△111999의의의 생생생산산산

아데노바이러스 플라즈미드인 pAdmTERT-△19를 제한효소
PacI으로 처리하여 선형화 시킨 뒤, 293 세포주에
lipofectamine(GIBCOBRL)을 이용하여 형질전환하여 Ad-mTERT-Δ
19복제 가능 아데노바이러스를 생산하였다.생성되어진 아데노바이
러스는 293세포주에서 증식시켜 limitingdilution또는 plaqueassay
로 바이러스의 역가를 결정하였다. 동물실험을 위해서는 CsCl
gradient로 농축하여 바이러스를 순수 분리하였다.

333...MMMTTTTTT aaassssssaaayyy를를를 이이이용용용한한한 항항항암암암제제제에에에 의의의한한한 암암암세세세포포포 살살살상상상능능능 비비비교교교
검검검증증증
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네 가지 종류의 두경부암 세포주들(QLL1,CAL27,FaDu,
SCC9)을 대상으로 각각의 항암제들,즉 cisplatin,5-FU,carboplatin,
paclitaxel의 암세포 살상 효과를 비교 검증하기 위해서,세포들을
24-wellplate에 분주하고 24시간 뒤에 항암제의 농도를 높여가며 처
리하고 72시간 후에 MTT(3-(4, 5-dimethylthiazol-2yl)-2,
5-diphenyltetrazolium bromide,2mg/ml)용액 200㎕씩을 platewell
에 첨가하여 4시간동안 37℃ 항온기에서 반응시켰다.MTT에 의해
살아있는 세포에서 포마젠 결정이 형성되면 1ml의 DMSO(dimethyl
sulphoxide)를 첨가하고 37℃에서 10분간 방치한 후 microplate
reader(MolecularDevicesCorporation,Sunnyvale,CA)를 이용하여
540nm에서 흡광도를 측정하여 세포의 상대적 생존율을 측정하였다.
세포의 생존률은 측정된 흡광도 값을 이용하여 아래와 같은 방법으로
계산하였다.

444...MMMTTTTTT aaassssssaaayyy를를를 이이이용용용한한한 재재재조조조합합합 아아아데데데노노노바바바이이이러러러스스스와와와 항항항암암암제제제의의의
병병병용용용 투투투여여여에에에 의의의한한한 암암암세세세포포포 살살살상상상능능능 비비비교교교 검검검증증증

암세포 특이적 살상 아데노바이러스와 배합된 항암제들
(cisplatin+5-FU 또는 carboplatin+paclitaxel)을 각각 또는 병용
처리한 뒤,시간에 따른 암세포 살상능을 비교하기 위하여,두경부암
세포주인 QLL1,CAL27,FaDu,SCC9를 24-wellplate에 분주하고 24
시간 후 Ad-mTERT-△19아데노바이러스를 각각 0.3,0.5,3,0.3
MOI로 감염시켰다.바이러스 감염 후 24시간에 각각의 세포들에
cisplatin(1 μM) + 5-FU(1 μM) 또는 carboplatin(10 μM) +
paclitaxel(1nM)을 처리한 후 1,3,5일째(QLL1,FaDu)또는 2,4,6
일째(CAL27,SCC9)에 MTTassay를 시행하였다.

생존률(%)= 실험군의 평균 색소 흡수률 -기준 색소 흡수률 x100
대조군의 평균 색소 흡수률 -기준 색소 흡수률
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555...TTTUUUNNNEEELLLaaassssssaaayyy를를를 통통통한한한 세세세포포포고고고사사사 관관관찰찰찰

종양세포 특이적 살상 아데노바이러스와 배합된 항암제들
(cisplatin+5-FU 또는 carboplatin+paclitaxel)의 암세포에 대한 각
각의 세포고사 유도능력과 병용투여에 따른 세포고사 유도능력 변화
를 비교하기 위하여,두경부암 세포주들인 QLL1(4 × 105 cell),
CAL27(3× 105 cell),FaDu(1× 105 cell),SCC9(4× 105 cell)를
chamberslide에 분주하고 Ad-mTERT-△19아데노바이러스로 각각
감염시켰다.바이러스 감염 후 24시간에 각각의 세포들을 cisplatin(1
μM)+5-FU(1 μM)또는 carboplatin(10 μM)+paclitaxel(1nM)로
처리하였다.항암제 처리 24시간 후 배지를 제거한 뒤 ApopTag
Kit(Intergen,Purchase,NY)을 이용해 제조회사가 제시한 방법에 따
라 TUNEL assay를 수행하였다. 양성 대조군으로는
camptotecin-11(CPT)을 처리하였다. 발색여부를 확인하기 위해
peroxidase와 결합된 avidin을 사용하여 diaminobenzidine(DAB;
DAKO,Carpinteria,CA)과 반응시킨 후 세포들이 갈색으로 변하는
것이 육안으로 확인되면 증류수로 3회 세척하였다.세포질을 관찰하
기 위해 0.5% methylgreen으로 다시 10분간 염색하고 세척한 후
xylene에 슬라이드를 완전히 적시고 Permount(SP15-500; Fisher
scientific,FairLawn,NJ)로 mounting하여 현미경으로 관찰하였다.

666...AAAnnnnnneeexxxiiinnnVVV---FFFIIITTTCCC///PPPrrrooopppiiidddiiiuuummm IIIooodddiiidddeee(((PPPIII)))이이이중중중 염염염색색색을을을 통통통
한한한 세세세포포포고고고사사사 관관관찰찰찰

종양세포 특이적 살상 아데노바이러스와 배합된 항암제들
(cisplatin+5-FU 또는 carboplatin+paclitaxel)의 병용투여에 따른
세포고사 유도능력의 변화를 알아보기 위하여,두경부암 세포주들인
QLL1,CAL27,FaDu,SCC9를 각각 1×106cell로 25T cultureflask
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에 분주하고 24시간 후 Ad-mTERT-△19바이러스를 감염시켰다.바
이러스 감염 후 24시간째 각각의 세포들에 cisplatin(1 μM)+5-FU(1
μM)또는 carboplatin(10 μM)+paclitaxel(1nM)을 처리한 후 48시간
또는 72시간 후에 감염된 세포들을 회수하여 1×bindingbuffer로 세
척한 후 ApoAlertAnnexin V-FITC apoptosiskit(Clontech,Polo
Alto,CA)를 이용하여 유세포 분석을 시행하였다.

777...생생생체체체 내내내 항항항종종종양양양 효효효과과과 검검검증증증

생후 6～8주 정도 경과된 누드마우스의 복벽 피하에 1×107개
의 인체 두경부암 세포주인 FaDu를 주사한 뒤,종양의 크기가 약 5
0～80㎣ 정도 성장하였을 때,1x107plaqueformingunit(PFU)/20
㎕의 Ad-mTERT-△19바이러스와 음성 대조군인 PBS를 종양 내에
직접 이틀 간격으로 3회 주사하였다.첫 번째 바이러스 투여 후 24시
간 뒤부터 cisplatin(4mg/kg)+5-FU(10mg/kg)또는carboplatin(20
mg/kg)+paclitaxel(4mg/kg)을 이틀 간격으로 3회 복강 내에 투여
하고 종양의 성장을 관찰하였다.종양의 크기는 caliper를 이용하여 종
양의 장축과 단축을 측정하고,다음과 같은 공식으로 산출하였다.

Tumorsize(mm3)=(단축 mm)2×장축 mm ×0.523
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ⅢⅢⅢ...결결결 과과과

111...종종종양양양 선선선택택택적적적 살살살상상상 아아아데데데노노노바바바이이이러러러스스스인인인 AAAddd---mmmTTTEEERRRTTT---△△△111999의의의
생생생산산산

종양세포 특이적 활성 프로모터인 hTERT의 활성과 암세포
특이성을 향상시키기 위한 방안으로 야생형 hTERT에 1개의 c-myc
결합부위와 5개의 Sp1부위를 첨가하여 변환된 m-hTERT 프로모터
를 제작하였다(Fig.1A).세포 살상능이 월등히 증대된 복제 가능 아
데노바이러스인 Ad-ΔE1B19에 암세포 특이적 복제능을 부여하기 위
하여,m-hTERT 프로모터를 아데노바이러스 E1A의 내재 프로모터와
치환하여 제작한 Ad-mTERT-Δ19아데노바이러스의 복제가 암세포
특이적으로 일어나는지를 알아보기 위해,대조군 바이러스인 Ad-Δ
E1B19와 함께 각각 감염시킨 후 아데노바이러스에 의해 발현되는 E1
단백질의 발현 양상을 검증하였다.Fig.1B에서 볼 수 있듯이,Ad-Δ
E1B19에 의해 감염된 경우는 암세포들과 정상세포들 모두에서 바이
러스의 복제가 활발히 일어나 E1 단백질이 높게 발현된 반면,
Ad-mTERT-Δ19아데노바이러스에 의해 감염된 경우는 telomerase
활성이 높은 암세포주들에서만 발현이 되고 telomerase활성이 미미
한 모든 정상세포주들(WI38,BJ,IMR90)에서는 전혀 발현되지 않았
다.

222...단단단독독독 및및및 두두두 가가가지지지 항항항암암암제제제의의의 배배배합합합 병병병용용용 투투투여여여에에에 의의의한한한 암암암세세세포포포
살살살상상상능능능 비비비교교교 검검검증증증

종양 선택적 살상 아데노바이러스와 항암제의 병용 투여에 의
한 두경부 암세포 살상능의 상승효과를 검증하기 위한 예비 실험으로
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Figure 1. (A) Schematic illustration of replication-competent
adenoviralvectorsusedinthisstudy.Ad-ΔE1B19expressesE1A
underthecontrolofendogenouspromoterandcarriesE1B 19kDa
mutatedintranslationalinitiationcodon.;Ad-mTERT-Δ19hasthe
samebackboneasAd-ΔE1B19exceptfortheexpressionofE1A
controlledbym-hTERT promoter.(B)Restrictedreplicationofthe
Ad-mTERT-19incancercells.Forty-eighthoursafterinfection,
totalproteinfrom C33A (lane1),A549(lane2),HeLa(lane3),
SK-Hep1(lane4),WI38(lane5),BJ(lane6)andIMR90(lane7)
cellsinfectedwithAd-ΔE1B19orAd-mTERT-Δ19atanMOIof1
incancercells(lanes1,2,3and4),andatanMOIof10in
normalcells(lanes5,6and7),wasanalyzedwithanti-E1A or
anti-actinantibodyasdescribedinMaterialsandMethods.
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4종류의 항암제(cisplatin,5-FU,carboplatin,paclitaxel)의 단독 투여
에 따른 세포 살상능을 알아보았다.이를 위하여,먼저 인체 두경부암
세포주들인 QLL1,CAL27,FaDu,SCC9을 대상으로 cisplatin(0.1,1,
10,50,100 μM),5-FU(0.1,1,10,50,100 μM),carboplatin(1,10,
100,200,1000 μM),paclitaxel(0.1,1,10,100,1000nM)을 여러 농도
로 처리하여 세포의 사멸 정도를 MTT assay를 시행하여 비교 분석
하였다.Fig.2A에서 보는 바와 같이 실험에 사용된 모든 종류의 두
경부암 세포주에서 투여된 항암제의 농도가 증가함에 따라 세포 살상
효과가 증가되는 것이 관찰되었으며,이를 바탕으로 약 20% 정도의 세
포 살상을 유도하는 각각의 항암제 적정 투여 농도인 cisplatin(1 μM),
5-FU(1μM),carboplatin(10μM),paclitaxel(1nM)를 결정하였다.

현재 두경부암 치료에 빈번하게 이용되는 항암제 병용 투여법
인 cisplatin과 5-FU의 배합과 바이러스의 증식에 악영향을 미치지 않
는 항암제인 carboplatin과 paclitaxel의 병용 투여에 따른 암세포 살상
능 증진 여부와 이들 두 가지의 병용 투여법의 암세포 살상능을 비교
검증하기 위하여, 4 가지 종류의 두경부암 세포주들을 대상으로
cisplatin(1 μM)+5-FU(1 μM)또는 carboplatin(10 μM)+paclitaxel(1
nM)을 각각 투여한 뒤 세포살상 정도를 MTT assay를 시행하여 산출
하였다.Fig.2B에서 보는 바와 같이,본 연구에서 실험한 모든 두경부
암 세포주들에서 한 가지 항암제를 투여한 경우에 비해 두 가지 항암제
를 병용 투여한 경우에 세포살상 정도가 상승적으로 증가함을 확인하였
다.즉,PBS만을 처리한 음성 대조군의 cellviability를 100% 기준으
로 하였을 때,QLL1세포주에 cisplatin과 5-FU를 단독으로 투여한
경우에는 각각 17%와 4%의 세포살상을 유도한 반면,이들을 함께 투
여하였을 경우에는 29%의 세포살상을 유도하여 세포살상 정도가 상
승적으로 증가하였다.이와 유사하게,carboplatin과 paclitaxel을 단독
으로 투여한 경우에는 각각 19%와 25%의 세포살상을 유도한 반면,
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Figure2.Dose-responsecurveofheadandneckcancercelllines
to chemotherapeutic agents (A) and cell killing effect of
combinationtherapyofcisplatin+5-FU orcarboplatin+paclitaxel
(B).A,Cellswereexposed to cisplatin,5-FU,carboplatin,and
pacilitaxelfor3daysattherangeof0.1～100 μM forcisplatinand
5-FU,1～1000 μM forcarboplatinand0.1～1000nM forpaclitxel,
andcytotoxicity ofeach chemotherapeuticagentwasdetermined
byMTT assay.B,CellsweretreatedwithPBS,cisplatin(1 μM),
5-FU (1 μM), carboplatin (10 μM), paclitaxel (1 nM), or
combinationofcisplatin(1μM)+5-FU(1μM)andcarboplatin(10
μM)+paclitaxel(1nM).CellsurvivalwasevaluatedbyanMTT
assay.Resultsareexpressedasapercentageofcontrol(untreated
cells),andvaluesrepresentthemeansSD obtainedfrom triplicate
determinations.
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이들을 함께 병합하여 투여하였을 경우에는 33%의 증가된 세포 살
상을 유도하였다.이러한 항암제 병용투여에 따른 증대된 세포 살상
능 현상은 CAL27,FaDu,SCC9에서 모두 유사하게 나타났으며,이러
한 결과들을 바탕으로,한 가지 항암제를 투여한 경우에 비해 두 가지
항암제를 병용 투여한 경우에 세포살상 정도가 상승적으로 증가함을 확
인할 수 있었다.

333...종종종양양양 선선선택택택적적적 살살살상상상 아아아데데데노노노바바바이이이러러러스스스 AAAddd---mmmTTTEEERRRTTT---△△△111999와와와 항항항
암암암제제제의의의 병병병용용용 투투투여여여에에에 의의의한한한 암암암세세세포포포 살살살상상상능능능 상상상승승승효효효과과과 비비비교교교 검검검
증증증

종양 선택적 살상 아데노바이러스인 Ad-mTERT-△19와 2가
지 종류의 항암제 병용 투여에 의한 종양 세포 살상능 상승효과를 검
증하기 위하여,QLL1,CAL27,FaDu,SCC9두경부암 세포주들을 대
상으로 Ad-mTERT-△19 아데노바이러스를 각각 0.3,0.5,3,0.3
MOI로 감염시키고,24시간이 경과한 뒤에 cisplatin(1 μM)과 5-FU(1
μM)또는 carboplatin(10 μM)과 paclitaxel(1nM)을 처리하여 세포의
사멸 정도를 비교 분석하였다.Fig.3에서 보는 바와 같이 실험에 이
용된 모든 세포주들에서 항암제 또는 Ad-mTERT-△19바이러스만
을 처리한 경우,그리고 항암제와 아데노바이러스를 병용투여 한 모
든 경우에서.시간이 지남에 따라 세포 살상 효과가 증가되는 것이
관찰되었으며,특히 Ad-mTERT-△19아데노바이러스 또는 항암제를
단독으로 투여한 경우보다 이들을 병용 투여한 경우에 높은 종양 살
상능이 유도되었다. 특히, QLL1과 CAL27 세포주의 경우에는,
carboplatin과 paclitaxel항암제를 혼합하여 투여한 경우가 cisplatin과
5-FU 항암제를 혼합하여 투여한 경우에 비해 아데노바이러스와 병용
투여되었을 때 더 높은 종양 살상효과를 나타내는 것으로 확인할 수
있었다.하지만 이와는 대조적으로,FaDu와 SCC9세포주의 경우에는,
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Figure3. Invitrogrowthinhibition by combination therapy of
Ad-mTERT-△19andcisplatin+5-FU orcarboplatin+paclitaxel.
MonolayerofheadandnecakcancercellswastreatedwithPBS
(◆),Ad-mTERT-△19(■),cisplatin+5-FU (▲),Ad-mTERT-△
19 plus cisplatin + 5-FU (X),carboplatin + paclitaxel(Ж),
Ad-mTERT-△19 plus carboplatin + paclitaxel (●). For the
combination therapy ofadenoviruswith chemotherapeuticagents,
cells were infected with Ad-mTERT-△19 atan MOIof0.3
(QLL1),0.5 (CAL27),3 (FaDu),0.3 (SCC9).At 24 hr post
infection,cellswerethenexposedtocisplatin(1 μM)+5-FU (1 μ
M)orcarboplatin(10 μM)+paclitaxel(1nM)for72hr.MTT
assay wasperformedtototally viablecells,andresultsarethe
meanoftriplicateexperiments.
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cisplatin과 5-FU 항암제를 혼합하여 투여한 경우에 carboplatin과
paclitaxel항암제를 혼합하여 투여한 경우와 유사하거나 약간 나은
세포살상을 유도하였다.

444...TTTUUUNNNEEELLLaaassssssaaayyy를를를 통통통한한한 종종종양양양 선선선택택택적적적 살살살상상상 아아아데데데노노노바바바이이이러러러스스스
와와와 항항항암암암제제제의의의 병병병용용용 투투투여여여에에에 의의의한한한 세세세포포포고고고사사사 관관관찰찰찰

종양 선택적 살상 아데노바이러스인 Ad-mTERT-△19또는
항암제를 단독투여 한 경우의 세포고사 유도 능력과 이들을 함께 병
용투여 하였을 때 세포고사 진행이 상승적으로 증가하는지를 확인하
기 위해서 세포고사의 중요한 생화학적 특징 중의 하나인 DNA 절편
화를 확인할 수 있는 TUNELassay를 시행하였다.Fig.4에서 볼 수
있듯이,양성 대조군으로 사용한 CPT-11을 처리한 모든 4종류의 인
체 두경부암 세포주의 경우에 거의 대부분의 세포들이 진한 갈색으로
염색되어 세포고사가 활발히 진행되고 있음을 확인하였다.또한,
Ad-mTERT-△19바이러스 또는 항암제를 단독으로 처리하였을 때
보다는 이들을 병용 투여 하였을 경우에 세포고사가 진행되고 있는
진한 갈색으로 염색된 세포들의 비율이 증가하였다.특히,QLL1세포
주의 경우,Ad-mTERT-△19 바이러스를 단독 처리하였을 때 약
10%미만의 세포들이 진한 갈색으로 염색된 반면 아데노바이러스와
carboplatin+paclitaxel의 항암제를 함께 투여한 경우는 약 80% 이
상의 세포들이 진한 갈색으로 염색되어 바이러스와 항암제를 병용투
여 할 때 현저히 높은 빈도로 세포고사가 진행되었음을 확인할 수 있
었다.이러한 병용 투여법의 상승적 세포고사 유도는 다른 두경부암
세포들인 CAL27,FaDu,그리고 SCC9에서도 관찰되었다.
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Figure4.Efficientinductionofapoptosisincombinationtherapy.
At48hraftertreatmentwithoutorwith1M ofcamptothecin
(CPT),Ad-mTERT-△19,cisplatin+5-FU,Ad-mTERT-△19plus
cisplatin+5-FU,carboplatin+paclitaxel,Ad-mTERT-△19plus
carboplatin+paclitaxel,apoptoticcellsweredetectedbyTUNEL
assay. Ad-mTERT-△19 oncolytic Ad combined with
chemotherapeuticagentsshowedsignificantlyincreasedinductionof
apoptosiscomparedtothetreatmentwitheachsinglemodality.
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종양 선택적 살상 아데노바이러스인 Ad-mTERT-△19또는
항암제를 단독투여 한 경우의 세포고사 유도 능력과 이들을 함께 병
용투여 하였을 때 세포고사 진행이 상승적으로 증가하는지를 알아보
기 위해서,초기 세포고사를 확인할 수 있는 Annexin-V와 propidium
iodide(PI)로 이중염색(doublestaining)하여 유세포 분석을 시행하였다
(Fig.5).일반적으로 세포고사 과정이 진행되는 동안 세포막 안쪽에
주로 존재하는 phosphatidylserine(PS)은 세포막 밖으로 유출되게 되
는데,Annexin-V는 세포고사 초기에 세포막 밖으로 유출되어 나온
PS를 검출할 수 있는 반면에 PI는 세포사 후기에 나타나는 현상인
세포막의 파괴로 PI가 세포내로 들어가 핵내에 있는 chromatin과 결
합할 수 있어 세포괴사(necrosis)의 특징을 확인할 수 있다.따라서
Annexin-V에 음성반응(-), PI에 음성 반응(-)을 보이는 세포
(Annexin-V-/PI-)는 건강한 세포를 의미하며,Annexin-V+/PI-는 세포
고사가 일어난 세포,그리고 PI+세포는 세포괴사가 일어난 세포를 의
미한다.네 종류의 두경부암 세포주(QLL1,CAL27,FaDu,SCC9)에
Ad-mTERT-△19바이러스를 각각 1,1,3,2MOI로 처리하고 24시
간 뒤 cisplatin(1 μM)+ 5-FU(1 μM)또는 carboplatin(10 μM)+
paclitaxel(1nM)로 처리한 후 48-72시간 뒤에 FACS를 시행하였다.
그 결과,SCC9세포주에 Ad-mTERT-△19,cisplatin+5-FU,또는
carboplatin+paclitaxel을 단독 투여한 경우에는 각각 11.27%,9.94%,
9.51%의 세포들이 초기 세포고사의 특성을 나타낸 반면,
Ad-mTERT-△19와 cisplatin+5-FU,또는 carboplatin+paclitaxel
을 병용 투여한 경우에는 각각 16.03%와 18.6%의 세포들이 초기 세
포고사의 특성을 나타내었다.또한,세포고사가 진행되고 있는 세포들
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Figure5. Analysis of early apoptotic cell population by
Annexin-V/PIdouble staining.At48 or72 hraftertreatment
withoutorwith 1M ofcamptothecin (CPT),Ad-mTERT-△19,
cisplatin + 5-FU, Ad-mTERT-△19 plus cisplatin + 5-FU,
carboplatin + paclitaxel, Ad-mTERT-△19 plus carboplatin +
paclitaxel,cellswerestainedwithAnnexin-V-FITC andPI.The
stained cells wereanalyzed by flow cytometry.Combination of
oncolytic Ad and chemotherapeutic agents showed significantly
increased apoptosiscompared tothetreatmentwith each single
modality.
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(Annexin-V+/PI- +Annexin-V+/PI+)의 경우에도,Ad-mTERT-△19,
cisplatin+5-FU,또는 carboplatin+paclitaxel을 단독 투여한 경우
에는 각각 36.16%,24.24%,25.57%인 반면,이들을 함께 병용투여 한
경우에는 각각 43.33%와 43.23%로 상승적으로 세포고사가 증대함을
확인할 수 있었다.이러한 병용 투여에 따른 증대된 세포고사 유도능
은 QLL1과 CAL27세포주에서도 확인할 수 있었으며,FaDu세포주
의 경우에는,Ad-mTERT-△19와 carboplatin+paclitaxel을 병용 투
여한 경우에 비해 Ad-mTERT-△19와 cisplatin+5-FU를 병용 투여
한 경우에 세포고사 빈도가 증가하였음을 확인 할 수 있었다.
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종양 선택적 살상 아데노바이러스와 배합된 항암제를 병용투
여 하였을 때,이들을 단독으로 투여한 경우에 비해 생체 내 항종양
효과가 개선되는지를 알아보기 위해서,인체 두경부암 세포주인 FaDu
를 누드 마우스 복벽 피하에 접종하여 형성된 종양에 1x107PFU의
Ad-mTERT-△19바이러스를 이틀 간격으로 3회 종양 내에 직접 투
여하였으며,cisplatin(4mg/kg)+5-FU(10mg/kg)의 항암제 배합 또
는 carboplatin(20mg/kg)+paclitaxel(4mg/kg)의 항암제 배합을 첫
번째 바이러스 투여 후 다음날부터 이틀 간격으로 복강 내에 3회 주
사하였다.음성 대조군인 PBS를 종양 내 3번 투여하고 생체 식염수를
3번 복강 내 투여한 누드 생쥐의 경우에는 종양의 크기가 바이러스
투여 후 24일경에 2474.7±1351.8㎣ 정도로 빠르게 성장하였으나,
cisplatin+5-FU,또는 carboplatin+paclitaxel을 단독 혹은 이들을
Ad-mTERT-△19바이러스와 함께 병용 투여한 경우에는 음성 대조
군에 비해 종양의 성장이 현저히 억제되었다(Fig.6).즉,cisplatin+
5-FU또는 carboplatin+paclitaxel의 배합된 항암제를 단독으로 투
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Figure6.Invivoanti-tumoreffectofthecombinationtreatmentof
oncolyticadenovirusandchemotherapeuticagents.Humanhead&
neck squamous cellcarcinoma (FaDu)xenograftestablished in
nude mice were grouped (n=4) and treated with PBS (◆),
Ad-mTERT-△19 (■),cisplatin + 5-FU (▲),Ad-mTERT-△19
plus cisplatin + 5-FU (X), carboplatin + paclitaxel (Ж),
Ad-mTERT-△19pluscarboplatin+paclitaxel(●).Tumorgrowth
wasmonitored on a2- to3-day intervalaftereach treatment.
Datapointsrepresentthemean±SE ofthetumorsizeineach
groupattheindicatedtimepoints.Ad-mTERT-△19Adcombined
withcisplatin + 5-FU inducedsignificantly morepotentinvivo
anti-tumoreffectcomparedtothetreatmentwithAdorcisplatin+
5-FUalone.
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여 받은 누드 생쥐의 경우에,항암제 투여 후 24일경에 종양의 크기
가 각각 1569.9±523.9㎣와 1728.7±361.1㎣로 항종양 효과를 관
찰할 수 있었다(P < 0.05).또한,Ad-mTERT-△19 바이러스와
cisplatin+5-FU 또는 carboplatin+paclitaxel을 병용투여한 경우에
는, 바이러스 투여 후 24일경에 종양의 크기는 816.8±294.9㎣와
1585.9±997.5㎣로 아데노바이러스와 항암제를 단독투여 한 경우에
비해 종양의 성장이 더욱 억제 되어 상승적인 항종양 효과를 확인 할
수 있었다.
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ⅣⅣⅣ...고고고찰찰찰

외과적 수술 후에 MTD(maximaltolerateddoes)의 다양한 항
암약제 화학요법 사용에도 불구하고 종양의 재발은 여전히 공통된 현
상이다.더욱이 항암화학요법은 치료적 효과나 안정성을 개선하기 위
한 두 가지 주요한 문제점을 가지고 있다26.이중 하나는 대부분의 항
암화학 약제들은 독성을 비롯한 심각한 부작용을 가지고 있다는 것이
고 나머지 주된 문제점은 약제에 내성을 갖는다는 것이다.이러한 항
암 약제들에 대한 종양 내성의 연구는 거의 항상 세포내 그리고 분자
적 기전에 초점이 맞추어져 있었다.그러나 어떤 결과들은 생리학적
인 기전들이 항암 약제에 대해 종양세포들이 내성을 갖는데 중요한
역할을 한다고 보고한 바 있다27.결국은 이러한 문제점을 해결하기
위해서 약제의 흡수를 증가시키거나 약제에 대한 내성을 감소시키고
또는 치료효과를 증가시키는 방법들을 모색하게 되었다.그중 종양
선택적 살상 아데노바이러스를 이용한 암치료는 항암화학요법과 함께
병합치료 될 때 치료 효율이 크게 증대될 수 있음이 여러 전임상 모
델 및 임상시험 등을 통해 검증되고 있다.병합 항암치료에 기초한
이론은 각기 다른 기전을 가진 항암 치료를 통해 종양세포를 공격하
는 것이며,이는 곧 종양 세포로 하여금 치료에 대한 저항성이 생기
는 시간을 지연 및 억제 할 수 있다1.그러나 기존의 임상시험에 사용
된 대부분의 종양 특이적 살상 아데노바이러스들은 세포고사 억제 기
능을 가진 아데노바이러스의 초기 유전자인 E1B19kDa단백질을 발
현하여 여러 항암제에 의해 유도되는 세포고사를 억제하게 되어,그
결과 아데노바이러스와 항암제에 의해서 유도되어지는 세포 살상능을
감소시킬 수 있다.

따라서 본 연구에서는 두경부암을 대상으로 E1B19kDa이 소
실되어 암세포 살상능이 증대되고,동시에 바이러스의 증식이 암세포
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선택적으로 활성화되는 TERT 프로모터에 의해서 조절되는 종양 선
택적 살상 아데노바이러스인 Ad-mTERT-△19와 2종류의 항암제들이
배합된 cisplatin+5-FU와 carboplatin+paclitaxel항암제를 함께 병용
투여하였을 때의 세포 살상능,세포고사 빈도 및 생체 내 항종양 효과
를 비교 검증해 보았다.먼저 항암제 배합 전,약 20%의 세포 살상능을
나타내는 농도에서 항암제 단독으로 사용하였을 경우보다 항암제를 배
합하여 사용하였을 경우에 암세포 살상능이 증가하는 것을 확인하였다.
또한,암세포 살상능을 정량화할 수 있는 MTT assay를 통해서
Ad-mTERT-△19바이러스와 2종류의 항암제가 배합된 것을 단독 처
리한 경우보다 이들을 함께 병합 처리한 경우에 보다 높은 세포 살상이
유도될 수 있음을 확인할 수 있었다.특히,QLL1과 CAL27세포주의
경우에는,carboplatin+paclitaxel항암제를 아데노바이러스와 병합하
여 투여한 경우가 cisplatin+5-FU 항암제와 아데노바이러스를 병합
하여 투여한 경우에 비해 더 높은 종양 살상효과를 나타낸 반면에,
FaDu와 SCC9세포주의 경우에는,cisplatin+5-FU 항암제를 아데노
바이러스와 병합하여 투여한 경우에 carboplatin+paclitaxel항암제
를 아데노바이러스와 병합하여 투여한 경우와 유사하거나 약간 나은
세포살상을 유도하였다.이러한 결과들을 바탕으로, QLL1과 CAL27
세포주에서는 DNA 합성을 저해하지 않고 세포 주기를 정지시켜 세포
살상을 유도해 아데노바이러스의 증식을 저해하지 않는 paclitaxel이
포함된 항암제가 배합된 경우,종양 선택적 살상 아데노바이러스와
함께 투여될 때 보다 향상된 암세포 살상을 유도할 수 있음을 알 수
있다.하지만,FaDu와 SCC9세포주에서는 오히려 cisplatin+5-FU
항암제와 아데노바이러스를 함께 병용투여 한 경우에 보다 나은 세포
살상이 유도되었기 때문에,이러한 현상은 세포주의 특이성에 따라
다르게 나타날 수 있음을 알 수 있다.즉,각각의 세포주들의 항암제
에 대한 민감성이 다르고,이에 따라 항암제와의 병합투여에 따른 암
세포 살상정도가 달라질 수 있을 것으로 생각된다.종양 선택적 살상
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아데노바이러스와 항암제의 병용처리에 의해서 유도되어지는 세포고
사를 보다 가시적․정량적으로 관찰하기 위해 시행한 Annexin-V/PI
이중 염색법을 이용한 유세포 분석과 TUNEL assay를 통해서도
Ad-mTERT-△19아데노바이러스와 배합된 항암제를 각각 단독으로
사용하였을 경우보다는 이들을 병용하여 처리하였을 때 세포고사 및
세포사멸이 월등히 증가함을 알 수 있었다.

여러 전임상 및 임상시험 결과들과 마찬가지로,본 연구 결과
종양 선택적 살상 아데노바이러스와 항암화학요법을 함께 병용 투여
하는 경우에 보다 증대된 항종양 효과를 유도할 수 있음을 확인하였
다.병합 치료의 증가된 항종양 효과의 기전은 아직 확실히 규명되지
는 않았지만,이를 뒷받침 해주는 몇몇 가설들이 존재한다.첫째,아데
노바이러스의 감염으로 세포내 p53의 발현이 증가하고,그 결과 항암
제에 대한 세포 민감성을 증대시켜 암세포 살상 효과를 증가시킬 수
있다는 것이다.이러한 가설을 지지해 주는 것으로,전립선암 선택적
살상 아데노바이러스인 CV787과 docetaxel의 병합치료시 p53의 발현
이 증가됨이 보고 되었다8.둘째,대부분의 항암 약제들은 면역반응을
억제하기 때문에 아데노바이러스의 생체 내 면역반응을 억제하여 바
이러스를 생체 내에 전신투여 하였을 때 고농도의 바이러스가 종양에
도달할 수 있게 해준다는 것이다.셋째,아데노바이러스의 E1A 유전
자의 발현은 항암제에 대한 종양세포의 감수성을 증가시킨다는 것이
다29.

본 연구에서 확인된 종양 선택적 살상 아데노바이러스와 항암
제의 병용 투여에 따른 향상된 항종양 효과는 암치료에 필요한 아데
노바이러스 및 항암제의 투여량을 감소시켜 아데노바이러스에 의한
생체 내 독성을 크게 줄일 수 있을 뿐 아니라 항암제에 의한 부작용
도 현저히 감소시킬 수 있을 것으로 예상된다.이는 나아가 암 유전
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자 치료의 안전성과 유용성을 증가시켜 암유전자 치료를 한걸음 진일
보된 방안으로 확립하는데 일조 할 수 있을 것으로 사료된다.



- 32 -

VVV...결결결론론론

본 연구에서는,아데노바이러스의 초기 유전자인 E1B 19kDa
가 소실되어 암세포 살상능이 증대되고 항암제에 의한 세포살상을 효
과적으로 촉진하며,동시에 바이러스의 증식이 암세포 선택적으로 활
성화되는 TERT(telomerasereversetranscriptase)프로모터에 의해
서 조절되는 종양 선택적 살상 아데노바이러스인 Ad-mTERT-△19와
2가지 배합된 항암제,즉 두경부암에 있어서 표준 항암화학치료에 이용
되고 있는 cisplatin과 5-FU의 배합과 carboplatin과 paclitaxel의 배합으
로 구성된 항암제를 단독 및 병용 투여하였을 때의 세포 살상능을 생체
내․외에서 비교 검증하였다.그 결과,아데노바이러스 및 배합된 항암
제를 단독으로 처리하였을 때 보다는 이들을 병용 처리하였을 경우에
보다 효과적이고 상승된 항암효과를 유도 할 수 있음을 확인하였다.이
러한 암세포에 대한 살상능의 개선으로 암치료에 필요한 항암제 및
바이러스의 투여량을 감소시켜 바이러스에 의한 생체 내 독성과 면역
반응을 크게 줄이고 동시에 정상세포에 대한 항암제의 독성을 줄여
효율적인 암치료 효과를 유도할 수 있을 것으로 기대한다.
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The head and neck squamous cellcarcinoma(HNSCC)
affects an estimated 500,000 patients annually worldwide.At
present, the combination therapy of chemotherapeutic agents,
cisplatin and 5-fluorouracil(5-FU),hasbeen used asastandard
therapy for advanced HNSCC. Gene attenuated replication
competentadenovirusesarebeing developedasnovelanti-tumor
therapeutics. Clinical trials with the ONYX-015 (E1B
55kDa-deleted)adenovirus in combination with chemotherapeutic
agents(cisplatin,5-FU)havedemonstratedasynergisticantitumor
effect. However, most of replicating adenoviruses used in
combination therapy todatehavetheirE1B 19kDageneintact.
BecausetheE1B19proteinisananti-apoptoticagent,adenoviruses
retainingtheirE1B 19kDagenemayinterferewiththemodeof
action ofsomechemotherapeuticagents,resulting in attenuating
theoverallpotencyofthesecombinationtreatment.Inourprevious
report,E1B 19kDa-deleted adenovirus,Ad-mTERT-△19,which
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encodetheE1A genedrivenbytheuniquelymodifiedm-hTERT
promoter,elicitedenhancedviralreplicationandcytopathiceffects
in acancercell-specificmanner.Fortheaim ofimproving the
therapeuticefficacyforHNSCC cancer,weinvestigatedthevalue
of different combinations of various chemotherapeutic agents
combined with Ad-mTERT-△19. We assessed the cytotoxic
activityofeachcombinationinfourdifferentHNSCC cancercell
lines,utilizingMTT assay.Ourresultsshow thatthecombination
therapywithAd-mTERT-△19andchemotherapeuticagentsledto
improved cytotoxic effect compared with a virus or
chemotherapeutic agents alone treatment. The induction of
apoptosiswasalsosynergisticallyincreasedincancercellstreated
withAd-mTERT-△19 andchemotherapeuticagents,demonstrated
by FACS analysisandTUNEL assay.Furthermore,combination
therapy with Ad-mTERT-△19 and chemotherapeutic agents
exhibitedsuperioranti-tumoreffectinFaDuheadandnecktumor
in vivo compared with eitheragentalone.Overall,this study
presentsstrongevidenceforasynergisticeffectwhentreatmentof
Ad-mTERT-△19iscombinedwithchemotherapeuticagents.

……………………………………………………………………………………
Key Words : gene therapy, combination therapy, cisplatin,
5-fluorouracil,carboplatin,paclitaxel
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