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지금 돌이켜 보면, 김주항 교수님 덕분으로 유전자 치료를 

처음 접한 것이 2002년이었는데, 학위뿐 아니라 환자진료, 다

른 연구과제, 교육 등으로 주마등처럼 지나간 5년 이어선지 

남들은 늦각이 학생이라고 하는데 본인에게는 무척이나 짧은 

시간이었다는 느낌입니다. 이러한 조그마한 작품이 탄생하기까

지 저의 멘토이신 김주항 교수님의 도움은 형언할 길이 없을 

것입니다. 지난 8년 동안 존경과 사랑을 드릴 수 있는 분을 

만나서 남은 평생도 같은 직장에서 즐겁게 일을 할 수 있다는 

점은 저에게 내려진 축복이라고 생각합니다. 많은 학생들 지도 

및 연구에 바쁘신 와 중에도 이렇게 본인 과제를 마칠 수 있

게 도움을 주신 윤채옥 교수님께 깊은 감사를 드립니다. 암연

구소 실험실의 김평환 학생이 없었으면 이런 감사의 글은 쓸 

수도 없었을 것입니다. 참으로 성실하고 인간적인 학생이고 과

제 수행 동안 좋은 인연을 맺었다고 생각합니다. 본 과제에 있

어서 아데노바이러스에 PEG 및 Herceptin을 결합시키는 공정

은 필수적입니다. 이러한 과정에 결정적으로 도움을 주신 함승

주 교수님과 박효진, 정유경 학생에게 감사의 마음을 표하고 

싶습니다. 자문교수로서 중요한 지적과 더불어 격려를 주신 이

재면 교수님, 윤호근 교수님께도 이 자리를 빌어서 감사의 마
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음을 전하고 싶습니다. 

 

졸업은 시작이라고 했는데 정말 이제 출발하는 느낌입니다. 

강사 1년차 때 “형님요” 하면서 실험을 가르쳐줬던 김재성 박

사가 생각납니다. M. D. Anderson에서 좋은 결과가 있기를 바랍

니다. 이 자리에 모두 소개는 못하지만 암연구소 학생들과의 

추억도 잊지 못할 것입니다. 돌이켜 보면 참으로 소중한 시간

들이었습니다. 비록 이제 조그만 과제 하나를 마무리 지어 비

록 몸은 여기에 있지만 저의 마음은 향후 어떤 가치 있는 연

구를 진행할지에 대한 기대로 가득 차 있습니다. 이렇게 많은 

분들의 도움으로 박사학위를 마칠 수 있었듯 앞으로도 많은 

분들과 좋은 연구를 진행하여 암 연구에 기여를 해야겠다는 

각오를 새로 다지고 있습니다. 

 

아내 김현욱과 아들 손민준에게 축하를 받고 싶고 그 동안 

도와줘서 고맙고 사랑한다는 말을 전합니다. 또, 오늘의 제가 

있기까지 40년간 믿어주고 도와주신 아버지, 그리고 동생들, 

모두에게 감사의 마음을 전합니다. 마지막으로, 너의 적성은 

교수이라고 사랑과 격려로 오늘의 저를 만들어주신, 지금은 하

늘나라에 계신 어머니 영전에 이 작은 결실을 바치고, 다시 한

번 사랑하고, 보고 싶은 저의 마음을 전하고 싶습니다. 
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<국문요약> 

 

전신투여전신투여전신투여전신투여    가능한가능한가능한가능한,,,,        HERHERHERHER----2 2 2 2 표적지향성표적지향성표적지향성표적지향성,,,,    아데노바이러스의아데노바이러스의아데노바이러스의아데노바이러스의    개발개발개발개발    

 

 

HER2/neu는 세포막에 존재하는 성장인자 수용체 (Epidermal 

Growth Factor Receptor) 중 하나로서 전체 유방암 환자의 20-30%

에서 과발현되어 있으며 불량한 예후인자로 알려져 있다. 이러한 

HER2/neu를 표적으로 한 신약들이 개발되고 있으며 그 중 대표적

인 약제가 Herceptin (Trastuzumab)이다. 

아데노바이러스를 이용한 유전자 치료를 항암제로서 사용하는데 

가장 큰 문제점은 생체 내 면역반응으로 인하여 전신투여가 어렵다

는 점이다. 이러한 문제를 극복하고자 최근 PEG (polyethylene 

glycol)를 아데노바이러스에 붙이면 (PEGylation) 생체 내 면역 반

응을 낮출 수 있고 이는 아데노바이러스의 혈중제거율을 떨어뜨리

고 약동학적으로 AUC (area under the curve)를 높여서 전신투여가 

가능할 하나의 방법으로 제시되고 있다. 하지만 이러한 PEGylation

은 아데노바이러스 주위의 PEG에 의해 아데노바이러스의 세포내로

의 접근성이 떨어지는 점이 치료제로 사용하는데 있어서 극복해야 

할 문제점으로 제기되고 있다. 

본 연구에서는 그 동안 본 연구실에서 암세포 특이적 발현과 함

께 암세포 살상능이 극대화 될 수 있도록 개발한, 복제가능 아데노

바이러스인 Ad-mTERT-△19-Relaxin을 PEGylation 시킨 후 다시 

Herceptin 을 붙여서 삼차원 구조 물질 (ternary structure)을 개발

하고 이를 HER2 과발현된 유방암세포주를 대상으로 본 치료제의 

in vitro 및 in vivo 효과를 확인하고자 하였다. 

아데노바이러스의 PEGylation을 위해 아데노바이러스와 PEG를 

연결해주는 cross linker인 Dithiobis (succinimidyl-propionate) 

(DSP)나 Dithiobis (sulfosuccinimidyl-propionate) (DTSSP)를 유기
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용매인 Dimethyl sulfoxide (DMSO)나 수용액 용매를 사용하여 

PEG와 반응을 시켜서 PEGylated adenovirus (Ad-PEG)를 제작하

였다. 그 후 PEGylated adenovirus를 cross linker인1-Ethyl-3- 

(3-dimethyl-aminopropyl)-carbodiimide (EDC)/N----hydroxy succinimide 

(NHS)를 이용하여 동결 건조된 단클론항체인 Herceptin과 반응시

켜 삼차원 구조물 (Ad-PEG-HER)을 제작하였다. 

이렇게 제작된 물질의 정성분석을 위해 FPLC를 통해 분리된 아

데노바이러스 (Ad), PEGylated 아데노바이러스(Ad-PEG), 그리고 

Ad-PEG에 Herceptin이 부착된Ad-PEG-HER 각각의 크기를 DLS 

(Zeta-potential Analyzer, Photal, Otsuka, Japan)를 이용하여 측정

한 결과 세 물질 모두 크기가 약 100nm 정도였으나 Ad → 

Ad-PEG → Ad-PEG-HER의 구조로 갈수록 크기가 증가함을 확인

하였다. 또한 이들 물질들을 이용하여 세포주들에서의 GFP 발현 정

도를 확인한 결과 Ad-PEG는 Ad보다 GFP 발현 정도가 감소되었으

나 Ad-PEG-HER는 HER2 과발현 세포주인 NIH 3T6.7, MDA-MB-435, 

및 MDA-MB-231 세포주에서는 GFP 발현이 Ad-PEG보다 증가됨

을 확인할 수 있었다. 또한 이들 3가지 물질을 이용한 세포독성 실

험 (MTT assay)에서도 PEG에 의해 감소된 세포독성이 Herceptin

이 추가된 Ad-PEG-HER에서 증가됨이 관찰되었다. 이러한 효과가 

HER2/neu신호전달 기전을 매개하여 발생하는지 확인하기 위해 

competition assay를 진행하였으며 Herceptin을 미리 처리한 경우

는 그렇지 않는 경우에 비해 Ad-PEG-HER의 HER2/neu 과발현 

세포주에서의 GFP 발현이 감소되는 것을 확인하여 Ad-PEG-HER

가 HER2를 통해 감염이 됨을 간접적으로 알 수 있었다. 

Ad-PEG-HER는 BALB/c 마우스에서Ad에 비해 중화항체의 생성

이 감소되었는데 이는 PEGylation으로 Ad에 대한 면역학적 반응을 

줄여줄 수 있음을 시사하고 있다. 누드마우스 xenograft 모델에서 

Ad-PEG-HER는 Ad나 Ad-PEG에 비해 개선된 항종양 효과를 보

였지만 통계학적인 유의성은 없었다. 
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결론적으로, Ad-PEG-HER는 HER2 과발현 유방암 환자에서 치

료제로서 가능성 있는 약제라고 판단되며 향후 추가적인 전임상 및 

임상연구가 필요할 것이다. 

 

 

 

핵심되는 말: 아데노바이러스, HER2, PEG, Herceptin,  

암유전자 치료 
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손 주 혁 

 

 

ⅠⅠⅠⅠ....    서론서론서론서론    

유방암은 현재 여성에서 발병률 1위의 암으로 우리나라에서도 그 

수가 급격히 증가하고 있다. 하지만, 치료법의 발전에도 불구하고 

전체 환자의 약 10% 내에서 처음부터 전이성 유방암으로 발견되고 

있으며 비록 조기 유방암으로 내원하여 완치를 목적으로 한 근치적 

치료를 한 경우 약 절반의 환자들이 10년 내에 재발을 한다. 이러

한, 전이성 혹은 재발성 유방암 환자들은 일반적으로 전신적 치료인 

항암약물치료를 받게 된다. 최근에는 이러한 독성이 강한 항암제외

에 생물학적 치료제로, epidermal growth factor receptor의 한 종류

인 HER-2에 대한 단클론항체 (monoclonal antibody)인 trastuzumab 

(상품명, Herceptin), 혈관생성인자인 vascular endothelial growth 

factor (VEGF)에 대한 단클론항체인 bevacizumab (상품명, Avastin)

등이 개발되어 현재 치료에 이용되고 있다1-3. 특히, Trastuzumab은 

HER2 과발현하는 전이성 유방암 환자에서뿐만 아니라 수술 후 재발율

을 줄이기 위한 보조항암치료제로서도 이미 임상에서 사용되고 있다4, 5. 

표준치료에 실패한 진행성 암환자를 위해서는 새로운 치료 방법

의 개발이 필요한데 이 중 중요한 접근 방법 하나가 유전자 치료이
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다. 유전자 치료는 레트로 바이러스 (retrovirus), 아데노바이러스 

(adeonvirus), AAV (adenovirus associated virus)등을 이용하는 방

법들이 주종을 이루고 있으며, 과거에는 복제 불가능 바이러스를 이

용한 유전자의 전달이 주된 연구 주제였으나 최근에는 유전자 전달

뿐 만 아니라 바이러스 자체가 복제하여 암세포를 죽게 하여 항암

효과를 극대화 할 수 있도록 제작된 복제 가능한 바이러스에 대한 

연구가 활발하게 진행되고 있다. 아데노바이러스는 우수한 유전자 

유전자 전달 효율을 보이며 높은 역가로 생산이 가능하고 쉽게 농

축할 수 있을뿐더러 in vivo에서도 유전자 전달이 용이해서 최근 암

을 대상으로 하는 유전자 치료에 많이 이용되고 있다6-9. 연세 암연

구소에서는 아데노바이러스의 초기 유전자인 E1B 19kD울 제거하여 

암세포 살상능을 증대시키고10, 동시에 바이러스가 암세포 선택적으

로 증식할 수 있도록 하기 위해 telomerase reverse transcriptase 

(TERT) 프로모터에 의해서 바이러스의 복제가 조절될 수 있도록 

제작된 Ad-mTERT-△19의 우수한 항종양 효과를 보고한 바 있다11.  

아데노바이러스의 감염초기에 발현되는 단백질들은 크게 E1A와 

E1B가 있는데, E1A는 감염직후 가장 먼저 발현되는 단백질로 바이

러스 복제에 필수적이고, 세포주기를 조절하는 pRb와 결합하여 

E2F-pRb 복합체로부터 E2F의 해리를 유도한다12-15. E1B 단백질들

은 E1B19 kDa와 E1B55 kDa로 구성되어 있다16. E1B 19kD 유전자

는 강력한 세포고사 억제제인 Bcl-2와 구조적으로 기능적으로 유사

하여, 아데노바이러스의 초기 발현 유전자인 E1A에 의해 유도되는 

세포고사를 억제한다고 알려져 있다17. 본 연구실에서도 E1B 19kD 

유전자가 소실된 아데노바이러스를 xenograft 모델의 종양에 투여

하여 세포고사의 활발한 유도와 더불어 암세포 살상능이 크게 증가

하였음을 보고하였다10. 또한, p53의 발현에 의한 세포살상은 주로 

세포고사에 의해 이루어지며 이들에 의한 항암효과는 암세포의 세

포고사 기능이 정상적일 때 더욱 효과적이다. 따라서 E1B 19kD 유

전자가 결손 되어 세포고사를 억제하지 않는 아데노바이러스를 유
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전자전달체로 이용한다면, 아데노바이러스의 증식에 따른 암세포의 

괴사뿐만 아니라 아데노바이러스 또는 p53의 발현에 의해 유도되는 

세포고사를 함께 유도할 수 있어 항종양 효과를 크게 개선시킬 수 

있을 것이다. 또한, TERT 프로모터는 암 진행 전단계인 전암 조직

과 암세포주 및 암조직에서 활성이 선택적으로 증가한다고 알려져 

있는 대표적 암세포 선택적 활성 프로모터로서18-22, 아데노바이러스

의 증식이 TERT 프로모터에 의해서 조절되는 Ad-mTERT-△19는 암

세포에서 선택적으로 증식하여 세포살상을 유도할 수 있는 장점이 있다. 

아데노바이러스를 이용한 항암치료의 또 하나의 장애요소는 바이

러스의 전파이다. 종양내에서 결체조직과 세포외기질은 바이러스가 

세포에서 다른 세포로 이동하여 감염시키는데 중요한 장애 요인으

로 알려져 있다23, 24. 이러한 한계를 극복하기 위해 본연구실에서는 

Relaxin을 이용하였다. Relaxin은 구조적으로 insulin 또는 insulin- 

like growth factors와 유사한데 기능적으로는 interstitial collagen 

생성 및 분비를 줄이고 matrix metalloproteinase와 procollagenase

의 발현을 증가시키는 것으로 알려져 있다25. 본 연구소에서는 이 

Relaxin을 탑재한 종양선택적 복제 아데노바이러스는 바이러스의 

전파 및 세포고사 유도를 증가시킴을 보고 한바 있다26. 이러한 배

경하에 본 연구에서는 Relaxin을 발현하는 Ad-mTERT-△19를 제

작하여 다음 단계의 연구에 이용하고자 한다.  

현재 임상시험 중인 유전자 치료제들은 대부분 종양에 직접 주사

하는 국소치료제이다. 하지만, 국소 치료에는 수술이나 방사선 치료 

등 치료 효과가 뛰어난 방법들이 존재하여 유전자 치료제의 대상 

환자는 제한적일 수밖에 없다. 따라서, 다른 항암제들이 그렇듯 유

전자 치료제도 혈관으로 투입하여 전이암에 대해 효과가 증명되어

야 궁극적으로 새로운 신약으로서 각광받을 수 있을 것이다. 하지만, 

현재까지 제작된 항암효과가 뛰어난 바이러스들을 전이암 치료를 

위해 혈관으로 전신 투여하면 주로는 항체에 의한 면역반응으로 인

해 안정성을 잃어 치료효과를 기대하기 어렵다. 따라서, 혈액내에서
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의 불안정성을 극복한 재조합 바이러스의 개발은 유전자 치료의 임

상 적용을 위해 반드시 해결되어야 할 요소이다. 

Polyethylene glycol (PEG)은 전류를 띠지 않고(uncharged) 면역

반응을 유발하지 않는, 수소성 (hydrophilic), 다중물질 (polymer)로

서 아데노바이러스 외피단백질의 free lysine residues와 반응하여 

공유결합을 함으로써 아데노바이러스 단백질로 인한 인체 내 면역

반응을 감소시킬 수 있는 물질이다27. 그 동안의 연구에서는 PEG의 

이러한 성질을 이용하여 바이러스의 전신 투여에 따른 면역원성을 

극복하고자 하였다28-32. 하지만, 아데노바이러스의 PEGylation은 역

작용으로 바이러스가 암세포 특이적으로 접근하는데 어려움을 주고 

있다. 이러한 문제점을 극복하기 위해서 또 다른 epitope을 移用하

여 re-targeting이 시도되고 있는데 여기에는 folate, integrin-specific 

RGD 펩다이드, 혹은 E-selectin-specific antibody 등이 이용되어 

왔다33-35. 

본 연구에서는 Ad-mTERT-△19 아데노 바이러스를 PEG로 싸

서 (PEGylation) 면역반응을 최소화 하여 혈액 내에서의 안정성을 

유지하고, 유방암 특이적인 HER-2를 표적화 하는 Ad-mTERT-△

19-PEG-Trastuzumab의 3중 (Ternary)바이러스를 개발하여 in 

vitro, in vivo에서의 항종양 효과를 검증하여 향후 유방암에서 개선

된 유전자 치료제로서의 가능성 여부를 규명하고자 한다. 

 

 

ⅡⅡⅡⅡ....    재료재료재료재료    및및및및    방법방법방법방법    

1. 대상 세포주 및 세포배양 

실험에 사용된 세포주들은 유방암 세포주(NIH 3T 6.7, MDA-MB- 

435, MDA-MB-231), 섬유아 세포주 NIH 3T3, 뇌암 세포주 

U251N 그리고 293 세포주 등이며, MDA-MB-435는 서울대학교에

서 그 외 모든 세포주들은 ATCC(American Type Culture Collection, 
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Manassas, VA, U.S.A)에서 구입하였다. 모든 세포주들은 10%의 우

태아혈청(GIBCOBRL, Life Tchnologies, Rockville, MD, U.S.A)과 항

생제 penicillin/streptomycin (GIBCOBRL)을 포함하는 Dulbecco's 

modified Eagle's medium (GIBCOBRL)으로 5% CO2의 존재 하에 

37℃ 항온 배양기에서 배양하였다. 

 

2. Ad-△E1/GFP 와 Relaxin 발현 Ad-mTERT-△19의 제작 

Ad-mTERT-△1911 바이러스의 E3 부위에 Relaxin을 발현시키기 위

해 우선 벡터 pDNA-LIB-RLX (ATCC)로부터 endonuclease Sa1I와 

HindIII을 이용하여 Relaxin을 잘라내어 벡터 pCA14 (Microbix, Ontario, 

Cancada)에 붙여 pCA14-RLX을 만들었으며 이로부터 CMV-relaxin-polA 

expression cassette를 제거한 후 이를 미리 endonuclease BamH1에 

의해 잘린 아데노바이러스 E3 셔틀 벡터인 pSP72-E3에 붙였다. 이렇

게 생성된 pSP72-E3/CMV-RLX은 Pvul를 처리하여 linear form으로 

만들었다. Ad-mTERT-△19 역시 endonuclease SpeI으로 처리하여 

linear form으로 만든 후 이 두 가지 linear 셔틀 벡터와 아데노바이러스

를 E.coli BJ5183에서 동시 형질 전환시켜 유전자 상동 재조합 

(homologous recombination)을 유도하였다 26. 

Ad-△E1/GFP의 제작을 위해 GFP reporter gene을 포함한 

pEGFP-N1 (Clonetech, CA)로부터 GFP 유전자를 Xho I 과 Not I

을 이용하여 분리하였다. 분리된 GFP 유전자를 Xho I과 EcoR V를 

이용하여 pCA14 벡터로 cloning 시켜 pCA14-GFP를 제작하였으

며 이 셔틀 벡터는 Xmn I 효소를 처리하여 linear form으로 만든 후 

복제 불능 아데노바이러스 벡터인 vmd1324Bst (SB Verca, University 

of Fribourg, Switzerland)와 함께 E.coli BJ5183에서 동시 형질 전

환시킨 후 BstB I을 이용해 절단하여 유전자 상동 재조합 (homologous 

recombination)을 유도하여 pdl-CMV-GFP를 제작하였다. 이렇게 

제작된 아데노바이러스들은 293 세포주에서 배양되었으며 CsCl 

gradient 로 농축 및 순수 분리하였다. 이렇게 분리된 바이러스들은 
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10 nM phosphate-buffered saline (PBS)-4% sucrose에 혼합하여 

-80℃에 보관하였다. 바이러스 역가는 260 nm 에서의 optical 

density(OD260)를 측정하여 구했으며 이때 1 absorbency unit은 

1012 viral particles per milliliter에 해당되었다. 

 

3. 아데노바이러스, PEG 그리고 Herceptin 과의 3차 구조물 제

작 및 제작된 Ad-PEG-HER의 정성 및 정량 분석 

생산된 아데노바이러스들과 PEG, Herceptin의 3차 구조물 

(ternary structure)의 제작은 Fig. 1에 도식화 하였으며 구조물의 

제작 후 정성 및 정량 분석을 진행하였다36. GFP 유전자 3.14×

1012 vp/mL을 포함한 Ad-△E1/GFP와 Relaxin 발현 Ad-mTERT-△

19를 phosphate-buffered saline (PBS)-4% sucrose에 보관하였다. 

아데노바이러스 0.15M NaCl을 포함한 0.1M sodium phosphate 

buffer (pH 7.4)에서 Dithiobis (sulfosuccinimidyl-propionate) 

(DTSSP)와 1:106 mole 비로 (ADV:DTSSP)로 상온에서 미리 반응

시켰다. 그 후 Hetero-bifunctional polyethylene glycol derivative 

(NH2–PEG–COOH, MW 3400)가 1:105 mole 비(ADV:PEG)로 추가

되었다. 2시간 동안 상온에서 반응 후 excess free l-lysine을 추가

하면서 반응을 마쳤다. 그 후 이렇게 생산된 물질 중 free PEG 

residues를 제거하기 위해서 Centricon 50-membrane tubes 

(Amicon, MW cutoff: 50,000)으로 ultrafiltration을 진행하였다. DSP 

linker를 이용한 실험에서는 DMSO가 이용되었고 나머지 공정은 

DTSSP와 같았다. 이렇게 준비된 Ad-PEG는 1-ethyl-3-(3- 

dimethyl-aminopropyl)-carbodiimide (EDC)와 N-hydroxysuccinimide 

(NHS)로 1:10:10 (PEG:EDC:NHS)의 mole 비로 0.15M NaCl을 포

함하는 0.1M sodium phosphate buffer(pH 7.4)에서 반응시켰다. 상

온에서 30분간 반응시킨 후 EDC 와 NHS residues를 제거하기 위

해 Centricon 50-membrane tubes (Amicon, MW cutoff: 50,000)에

서 ultrafiltration시켰다. 이렇게 제작된 생성물에 Herceptin® (HER, 
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185kDa)이 10:1 (PEG:HER) mole비로 추가되었고 이 반응은 4℃에

서 2시간 동안 진행되었다. 그 후 반응을 종료시키기 위해 excess 

free l-lysine이 추가되었다. 마지막으로, 순수한 Ad-PEG-HER를 

분리하기 위해 크기에 따라서 정제 가능한 크로마토그래피 Sephacryl 

S-500 (Amersham Bioscieces, Sweden)을 이용하여 실험을 진행하

였고 이렇게 정제 분리된 Ad-PEG-HER는 −20℃에서 사용할 때까

지 보관하였다. Ad-PEG-HER의 정량적 분석은 protein assay 

(Bradford method, Bio-RAD)을 이용하여 진행하였다. Linker로 사

용된 DTSSP는 수용액 상에서 반응을 일으키지만 본 연구에서는 유

기용매에서 반응을 일으키는 DSP를 함께 사용하여 일부 실험을 진

행하였고 두 linker (DTSSP, DSP)간의 PEGylation 후 세포내의 유

전자 도입 효율을 GFP 발현 정도 및 FACS를 이용하여 비교하였다. 

또한, 유기용매인 DMSO의 아데노바이러스의 활성 정도에 대한 영

향을 GFP의 세포내 발현 정도를 이용하여 분석하였다. 

 

 

Fig.Fig.Fig.Fig.    1111  Generation of Ad-PEG-HER conjugation; Adenovirus was coated with 

PEG via cross linkers such as DSP or DTSSP and then, Ad-PEG was 

conjugated with Herceptin monoclonal antibody using cross linker of EDC/NHS. 



 11 

4. Gold를 이용한 Ad-PEG-HER 의 정성분석을 위한 

Au-Ad-PEG-HER의 제작 

Ad-PEG-HER을 최종적으로 확인하기 위하여 colloidal gold 

particles 을 Ad-PEG-HER 에 붙였다. Colloidal gold particles (~ 

20nm)은 참고문헌에 보고 된 바대로 제작하였다37. 준비된 gold 

particles은 anti-Herceptin Ab (FITC-goat anti-human IgG; 

81-7111; ZyMax™, South San Francisco, CA) 에 붙이고 이 복합

체를 HER–PEG–ADV 에 다시 붙였다38. 이를 간략하게 요약하면, 

준비된 gold particles은 0.1M K2CO3을 이용하여 pH 9.0 이 되도록 

하였다. 희석된 anti-Herceptin antibody는 상온에서 1시간 동안 

colloidal gold particle solution과 반응 시켰다. 그 후 5% (w/w) 

BSA solution을 추가하여 colloidal gold particles을 안정화하였고 

이를 다시 30분 간 incubation하였다. 반응하지 않는 anti-Herceptin 

Ab을 제거하기 위해 원심분리를 반복하였고 침전물은 0.15M NaCl, 

1% BSA 그리고 0.5% NaN3을 포함한 0.1M sodium phosphate 

buffer(pH 7.4)로 부유하여 보관하였다. Au가 붙은 anti-Herceptin 

antibody는 Ad-PEG-HER과 함께 4℃에서 12시간 이상 반응시켰

다. 

 

5. 세포내 GFP 발현 측정 

HER2/neu 양성 유방암 세포주 (MDA-MB-435; 2×105    cells/well, 

NIH 3T 6.7; 1×105 cells/well, MDA-MB-231;5×104 cells/well) 그

리고 HER2/neu 음성 세포주 (NIH 3T3; 1×105 cells/well)를 24 

well plate 에 분주 24시간 후 각각의 세포를 Ad, Ad-PEG, 그리고 

Ad-PEG-HER로 감염시켰다. 3일 후 MetaMorph Imaging System 

(Molecular Devices, USA)이 장착된 fluorescence microscopy 

(Olympus BX51; Olympus Optical, Tokyo, Japan)를 이용하여 관찰

하였다. 그 후 유세포 분석을 시행하여 GFP를 정량화 하였다. 
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6. Herceptin retargeting의 확인을 위한 competition assay 

제작한 Ad-PEG-HER 바이러스의 세포내로의 감염경로를 확인하

기 위하여 Herceptin 또는 PBS를 각각 투여한 후의 바이러스의 감

염 정도를 비교하였다. 이를 위하여, MDA-MB-435 세포를 1×105 

cells/well로 24 well에 분주 한 다음날 well 당 바이러스 감염 전

에 Herceptin을 200ug/well 그리고 PBS 동일 양을 4℃에서 1시간 

동안 각각 처리하였다. 그 후 세포주를 PBS로 washing 한 후 Ad, 

Ad-PEG, 그리고 Ad-PEG-HER를 상온에서 2시간 동안 감염시키

고 다시 PBS로 washing하였다. 그 후 5% 우태하혈청이 포함된 

DMEM 1ml을 넣어준 48시간 후 GFP 발현을 측정하였다. 

 

7. MTT assay를 통한 종양 세포 살상능 비교 

종양 살상 아데노 바이러스인 Ad-mTERT-△19-Relaxin과 이 

바이러스에 PEG 그리고 PEG-Herceptin을 결합한 각 바이러스의 

암세포 살상능을 비교하기 위하여, 유방암 세포주 NIH 3T 6.7, 

MDA-MB-435, MDA-MB-231, 뇌암 세포주 U251N 등을 

24-well plate에 분주하고 24시간 후 Ad-mTERT-△19-Relaxin 

아데노바이러스, Ad-mTERT-△19-Relaxin-PEG, Ad-mTERT-△

19-Relaxin-PEG-HER를 감염시켰다. 감염 4일 후, MTT(3-(4, 

5-dimethylthiazol-2yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide, 2mg/ml) 

용액 200 ㎕씩을 plate well에 첨가하여 4시간동안 37℃ 항온기에

서 반응시킨 후 MTT에 의해 살아있는 세포에서 포마젠 결정이 형

성되면 1 ml의 DMSO(dimethyl sulphoxide)를 첨가하고 37℃에서 

10분간 방치한 후 microplate reader (Molecular Devices 

Corporation, Sunnyvale, CA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측

정하여 세포의 상대적 생존율을 측정하였다. 세포의 생존률은 측정

된 흡광도 값을 이용하여 아래와 같은 방법으로 계산하였다. 
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생존률(%) = 
실험군의 평균 색소 흡수률 - 기준 색소 흡수률 

대조군의 평균 색소 흡수률 - 기준 색소 흡수률 
× 100 

 

8. 아데노바이러스의 혈중 clearance의 측정 

BALB/c 마우스에서 각 아데노바이러스의 혈중 clearance 분석을 

위해서는 실시간 정량 분석 PCR을 시행하였다. BALB/c 마우스의 

꼬리 정맥에 각각의 아데노바이러스를 1×1010 vp로 주사 후 안와정

맥에서 100 ul의 전혈을 0. 5. 10, 20, 30, 40그리고 60분에 각각 채

취하였다. 채취한 혈액을 QIAamp DNA blood mini kit (Qiagen, 

Valencia, CA, USA)를 이용하여 아데노바이러스 DNA를 포함한 전

체 DNA를 추출한 후 PCR 수행을 위해 Nanodrop UV spectrophotometer

를 이용하여 정량 한 후 5 ng의 DNA를 template로 이용하여 quantitative 

real-time PCR로 각각의 시간대별로 채취한 혈액 시료에서 viral 

genome을 측정하였다. 

 

9. 중화 항체 및 IL-6 측정 

아데노 바이러스에 대한 BALB/c 마우스에서 면역반응을 측정하

기 위해 혈중 중화항체 및 IL-6를 측정하였다. 중화항체를 확인하

기 위해 1×1010 vp의 Ad, Ad-PEG 그리고 Ad-PEG-HER 아데노 

바이러스를 각각 BALB/c 마우스의 꼬리 정맥에 주사 후 8일 후에 

안와 정맥에서 약 1ml의 전혈을 각각 채취하였다. 각 마우스로부터 

채취 한 혈액으로부터 serum을 분리한 후 중화항체 측정을 위해서 

56 ℃에서 30분간 heat inactivation시킨 후 다음 실험 수행 전까지 

-20 ℃에 보관하였다. 그 뒤 24 well 각각에 U343 세포 (4×104)를 

1ml media 와 함께 분주한 후 다음날 Ad-△E1/GFP 바이러스 400 

MOI를 전체 300ul 안에 각각의 Ad로부터 얻어진 anti-Ad serum 

1:5, 1:10, 1:30의 비율이 되도록 섞고 이 혼합물을 37 ℃에서 20분
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간 반응시켰다. 그 뒤 세포가 분주되어 있는 well의 media를 제거

한 뒤 Ad-△E1/GFP와 anti-Ad serum이 섞인 혼합물 300 ul를 세

포에 37 ℃에서 1시간 처리하였다. 반응 종료 후 혼합물을 제거한 

뒤 5% FBS가 섞인 media 500ul로 washing 한 뒤 5% FBS media 1 

ml을 넣어서 48시간 배양 후 GFP 발현 정도를 형광 사진 및 FACS 

분석을 통하여 간접적으로 확인하였다. 

IL-6는 1×1010 vp의 Ad, Ad-PEG 그리고 Ad-PEG-HER 각각의 

아데노바이러스를 BALB/c 마우스의 꼬리 정맥에 주사 한 3, 6, 12, 

24, 48시간 후    안와정맥에서 뽑은 300 ul의 전혈에서 serum을 분리

한 후 IL-6 ELISA (R&D systems, Minneapolis, MN, USA)를 진행

하여 측정하였다. 

 

10. 생체내 항종양 효과 검증 

생후 6 ~ 8 주 경과된 누드마우스의 복벽에 MDA-MB-435 유방

암 세포주 1×107개를 피하 주사한 뒤, 종양의 크기가 약 100 - 

150 mm3 정도에 도달하였을 때 1×1010 vp의 Ad, Ad-PEG, 

Ad-PEG-HER와 음성 대조군인 PBS를 각각 꼬리정맥에 이틀간 3

회 투여한 후 종양의 성장을 관찰하였다. 종양의 크기는 caliper를 

이용하여 종양의 장축과 단축을 측정한 후 다음과 같은 공식으로 

산출하였다. Tumor size(mm
3
)=(단축 mm)2 × 장축 mm × 0.523 종

양의 용적비교는 Mann-Whitney test를 이용하였다. 

 

11. 독성연구 

제작한 아데노바이러스의 독성을 보기 위해서 BALB/c 마우스의 

꼬리 정맥에 PBS, Ad, Ad-PEG, Ad-PEG-HER 각각을 1×1010 vp로 

주사하였다. 주사 3일 후 안와정맥에서 전혈을 채취하여 원심분리 

후 serum을 분리 한 뒤 aspartate aminotransferase (AST)와 

alanine aminotransferase (ALT), T-bilirubin 그리고 creatinine 수
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치를 측정하여 비교하였다. 

 

ⅢⅢⅢⅢ....    결과결과결과결과    

1. PEGylation시의 cross linker 들의 효능 비교와 유기용매인 

DMSO의 적정 농도의 결정  

Cross linker로 DSP 사용시 필요한 DMSO의 농도를 결정하기 위

해 DMSO의 농도에 따른 Ad-△E1/GFP의 GFP 발현정도를 평가하

였다. Fig. 2에서 볼 수 있듯이 30% 이상의 DMSO 농도에서는 아데

노 바이러스의 활성도가 떨어지는 것을 확인할 수 있었고 30% 

DMSO 농도에서 최적의 아데노바이러스 활성도를 보였으나 

Ad-PEG-HER 제작 과정 중에서의 Herceptin이나 adenovirus의 

단백질 성분에의 안정성에의 영향을 고려하여 이후의 공정에서는 

10%의 DMSO를 사용하였다. 

 

 

Fig.Fig.Fig.Fig.    2222  Effects of DMSO on adenovirus infection; increased concentration 

of DMSO shows clearly enhanced transduction efficacy until 30% of 

DMSO concentration. However, concerns about the potential hazard of 

DMSO on protein such as adenovirus or Herceptin made the 

concentration of DMSO limited to 10%. 
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2. PEGylation 에 사용되는 cross linker 에 따른 유전자 전달 

효율 비교 

Cross linker로서 DTSSP 와 DSP는 1:106 molar ratio로 사용하

였으며 정량적으로 유전자 전달 효율을 보고자 시행한 FACS 분석 

상 유기용매를 사용하는 DSP가 적은 농도에서도 DTSSP에 비해 

PEGylation 효율이 좋음을 확인할 수 있었다(Fig. 3). 하지만, DSP

를 이용한 PEGylaiton시 유기용매인 DMSO를 사용해야 하는 단점

으로 인해 향후의 실험은 수용액상에서 반응을 일으킬 수 있는 

DTSSP를 사용하여 PEGylation을 진행하였다. 

 

 

 

    

Fig.Fig.Fig.Fig.    3333  Transduction efficiencies of PEGylated Ad with different 

cross-linkers (DSP, DTSSP) along with different concentrations; GFP 

expression was decreased significantly with the DSP cross linker than 

with the DTSSP, which means DSP via the solvent of DMSO shows better 

PEGylation efficacy than DTSSP. 
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3. Ad-PEG-HER conjugate 의 정성 분석  

제작한 Ad-PEG-HER의 정성분석을 위해서 FPLC 후 분리된 Ad, 

Ad-PEG, Ad-PEG-HER 각각을 DLS를 시행하여 size를 측정한 결

과 Fig. 4.Fig. 4.Fig. 4.Fig. 4. 같은 size distribution을 보였다. 그 결과 세 물질 모두 

직경이 약 100 nm 정도였으나 Ad에 비해서 Ad-PEG가 더 크고, 또 

Ad-PEG-HER가 가장 직경이 커서 아데노바이러스에 PEGylation 

및 Herceptin이 붙음으로써 크기가 증가된 것으로 확인되었다. 

또한 Ternary structure를 시각적으로 확인하기 위해 gold를 이

용하여 반응시킨 후 시행한 TEM Image상, Fig. 5에서 보듯이 Ad, 

Ad-PEG, Ad-PEG-HER 사이에서는 서로간에 차이를 구분하기 어

려웠다. 하지만, Herceptin에 대한 antibody에 gold를 붙여서 반응시킨 

Au-Ad-PEG-HER의 TEM Image를 통해서 Ad-PEG-HER의 3차 

구조가 생성되었음을 확인할 수 있었다. 

 

Fig.Fig.Fig.Fig.    4444 Determination of average size of the three particles; Even though 

three particles (Ad, Ad-PEG, Ad-PEG-HER) shows similar sizes on DLS 

examination around 100 nm, it shows a tendency to be larger in size as 

Ad is conjugated to PEG and to be largest in Ad-PEG-HER. 
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FFFFigigigig....    5555 Transmission Electron Microscopy (TEM) images of (a) Ad, (b) 

Ad-PEG, (c) Ad-PEG-HER and (d) Ad-PEG-HER-Au 

 

4. Ad, Ad-PEG, Ad-PEG-HER 바이러스의 세포내 혈질도입 효

율 비교 

HER2/neu가 과발현된 세포주에서 Ad-PEG-HER가 PEGylation에 

의해 감소된 아데노바이러스의 세포내 형질도입 효율을 Herceptin

에 의한 retargeting을 통해 개선할 수 있는지를 보고자 본 실험을 

진행하였다. 그 결과 모든 세포주에서 Ad-PEG는 Ad 보다 감소된 

형질 도입율을 보였고 HER2/neu 과발현 세포주인 NIH3T6.7, 

MDA-MB-435, MDA-MB-231 세포주에서는 Ad-PEG에 비해서 

Ad-PEG-HER가 더 나은 형질도입을 보인 반면 HER2/neu가 발현

되지 않는 NIH3T3 세포주에서는 Ad-PEG에 비해 큰 차이를 보이

지 않음을 알 수 있었다 (Fig. 6). 
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Fig.Fig.Fig.Fig.    6666  Fluorescence microscope images of cells followed by the incubation 

with Ad, Ad-PEG and Ad-PEG-HER in HER2 positive cell lines (NIH 3T6.7, 

MDA-MB-435, MDA-MB-231) and HER2 negative cell line (NIH 3T3). In 

HER2 positive cell lines, the addition of Herceptin to Ad-PEG overcomes 

the decreased GFP expression attributed to the addition of PEG to 

adenovirus while in HER2 negative cell lines, it does not. 

 

5. 복제가능 아데노바이러스를 이용해 생성된 Ad-PEG-HER의 

종양 세포 살상 효과 비교 검증 

복제가능 아데노 바이러스인 Ad-mTERT-△19-Relaxin를 이용

하여 Ad-PEG-HER를 제작한 후 HER2/neu 과발현 세포주와 발현

되지 않는 세포주에서의 각각 바이러스의 세포살상능을 MTT assay

를 이용하여 비교하였다. 그 결과 HER2/neu 과발현 세포주에서는 

Ad-mTERT-△19-Relaxin에 비해 Ad-mTERT-△19-Relaxin-PEG

는 PEGylation에 의해서 감소된 세포살상능을 확인할 수 있었고 

Heceptin이 conjugation 된 Ad-PEG-HER에서는 Ad-mTERT-△

19-Relaxin에 비해서는 우월하지 못한 세포살상능을 보이지만 
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Ad-mTERT-△19-Relaxin-PEG 에 비해 상대적으로 증가된 세포

살상능을 보임을 확인하였다, 하지만 HER2/ neu를 발현하지 않는 

세포주인 U251N 에서는 차이를 확인할 수 없었다 (Fig. 7) 

 

 

Fig.Fig.Fig.Fig.    7777  MTT assay of the Ad, Ad-PEG, and Ad-PEG-HER using Ad as a 

replication competent adenovirus (Ad-mTERT-△19-Relaxin) in cell lines 

of HER2 expressing (T6.7, MDA-MB-435, MDA-MB-231) and HER2 

negative (U251). In HER2 positive cell lines (T 6.7 and MDA-MB-231), 

Ad-PEG-HER shows an increased cytotoxicity than Ad-PEG, however, 

there was no significant difference between them in U251 cell line. 

 

6. Her2/neu 과발현 세포주에서의 Ad-PEG-HER 의 감염경로 검증 

Ad-PEG-HER의 감염 경로를 확인하기 위하여 미리 Herceptin 

항체를 전처치를 한 MDA-MB-435 세포주에서는 Ad-PEG-HER의 

세포감염이 상대적으로 낮았지만 Herceptin 전처치를 하지 않은

MDA-MB-435 세포주에서는 Ad-PEG-HER는 PEGylatin에 의해 

감소된 형질 도입을 증가 시킴을 보아서 Ad-PEG-HER는 Her2/neu

를 통해 감염되었을 것으로 추정된다 (Fig. 8). 



 21 

 

Fig.Fig.Fig.Fig.    8888  Comparisons of Ad-PEG-HER transduction efficiency in HER2 

positive cell line (MDA-MB-435) with/without pretreated Herceptin 

(competition assay). Ad-PEG-HER showed decreased GFP expression in 

MDA-MB-435 cells where Herceptin monoclonal antibody had been 

treated before, indicating HER2/neu was a target at which Ad-PEG-HER 

acted. 

 

7. Ad, Ad-PEG, Ad-PEG-HER 의 Pharmacokinetics 

Ad, Ad-PEG, 및 Ad-PEG-HER 각각의 아데노바이러스 1×1010 

vp를 BALB/c 마우스의 꼬리 정맥에 주사 후 안와정맥에서 100 ul

의 전혈을 0. 5. 10, 20, 30, 40 그리고 60분에 각각 채취한 후 PCR

을 이용하여 측정한 혈중 viral genome은 Fig. 9 와 같았다. Ad는 

10분에서 1.8×103 vp/mL 검출 되었으나 Ad-PEG-HER는 10분에 

1×104 vp/mL이 검출되어 Ad-PEG-HER의 경우 Ad에 비하여 약 5

배 정도로 높은 아데노바이러스 혈중 역가를 보였다. 하지만, 주사 

후 20분부터는 Ad 그리고 Ad-PEG-HER 아데노바이러스의 역가를 

보이지 않았다. 이에 비해서 Ad-PEG는 40분까지 혈중에서 아데노

바이러스가 발견되는 소견을 보였다. 
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Fig.Fig.Fig.Fig.    9999 Pharmacokinetics of Ad, Ad-PEG and Ad-PEG-HER in BALB/c 

mice shows increased circulation time of Ad-PEG-HER compared to that 

of Ad. 

 

8. IL-6및 중화 항체의 측정 결과 

생체내에서 각각의 Ad, Ad-PEG, Ad-PEG-HER의 혈중 면역반응

유도의 정도를 확인하기 위해 중화항체 및 IL-6를 측정하였다. 각

각의 아데노바이러스 주사 3시간 후부터 최대 48시간 후까지 각 시

간대 별 IL-6의 발현은 Fig. 10과 같았다. 3시간째의 각 Ad, 

Ad-PEG, Ad-PEG-HER의 IL-6는 16, 11, 13 pg/ml로 유사한 발현 

정도를 보였다. 그러나 바이러스 투여 후 6시간째의 Ad의 IL-6의 

혈중농도는 다른 투여 그룹들에 비해서 411pg/mL로 높은 발현이 

관찰되었고 시간이 지날수록 감소되는 경향이 관찰되었다. 반면에 

Ad-PEG에서는 동 시간대에 14pg/mL이었고 Ad-PEG-HER는 

77pg/mL로 Ad에 비해서 상당히 낮은 소견을 보였고 그 이후의 시

간에서도 비슷한 경향을 보였다. 

아데노바이러스 처리 후 생성된 중화항체의 정도를 확인하기 위

해 각 아데노바이러스 (Ad, Ad-PEG, Ad-PEG-HER)에 의해 유도된 
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anti-serum과 Ad-△E1/GFP를 U343 세포주가 포함된 well에 처

리하였다. 각각의 아데노바이러스에 대한 중화항체가 포함된serum

을 희석시킴에 따른 Ad-△E1/GFP의 GFP발현 정도를 확인한 결과

는 Fig. 11과 같았다. 그 결과 Ad에서 얻어진 anti-serum은 Ad-△

E1/GFP로 인한 GFP 발현을 anti-serum 농도에 비례하여 감소시

켰지만 Ad-PEG와 Ad-PEG-HER에서는 이러한 GFP 발현의 감소

를 확인할 수 없어서 Ad-PEG와 Ad-PEG-HER에서는 중화항체가 

적게 생성되었음을 간접적으로 확인할 수 있었다. 이를 정량적으로 

확인하고자 시행한 GFP FACS도 비슷한 결과를 보였다. 가장 적게 

희석된 1:5 비율의 anti-serum을 첨가한 경우, Ad에서는 9800 정

도 발현하였지만 Ad-PEG에서는 18,000, Ad-PEG-HER에서는 

27,000정도가 발현되어 상대적으로 중화항체가 적게 생성되었음을 

정량적으로 확인하였다. 

 

Fig.Fig.Fig.Fig.    10 10 10 10     Comparison of serum IL-6 concentration among Ad, Ad-PEG 

and Ad-PEG-HER shows decreased IL-6 production in Ad-PEG-HER 

treated mice than in Ad administered mice at 6, 12, 24 and 48 hours. 

However, there was little difference in IL-6 production at 3 hours after 

each agent (Ad, Ad-PEG, Ad-PEG-HER) had been administered. 
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Fig.Fig.Fig.Fig.    11111111  Ad-PEG and Ad-PEG-HER show increased GFP expression 

compared to Ad after treating with anti-Ad-PEG, anti-Ad-PEG-HER and 

anti-Ad-serum, respectively, indicating less production of neutralizing 

antibody provoked by Ad-PEG and Ad-PEG-HER. 

 

9. 생체내 항 종양 효과 

PBS 그리고 Ad, Ad-PEG, Ad-PEG-HER 1×1010 vp를 이틀 간격

으로 각 군마다 6마리씩의 누드마우스의 꼬리 정맥에 3회 주사하였

다. 종양성장을 36일까지 관찰한 바로는 PBS 1655.7 mm3, Ad 

1616.3 mm3, Ad-PEG 1440.5 mm3, 그리고 Ad-PEG-HER는 

1152.6 mm3, 크기를 보였다. Ad-PEG-HER가 In vivo 상 가장 항 

종양효과가 좋은 경향을 확인할 수 있었다 (Fig. 12). 하지만, 이는 

통계학적으로 유의하지 않았다 (P value > 0.05) 
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Fig.Fig.Fig.Fig.    12121212  In vivo anti-tumor efficacy of Ad-PEG-HER through tail-vein 

injection was compared with PBS, Ad, and Ad-PEG-HER. Even though 

Ad-PEG-HER shows a better in vivo activity than the other controls, it 

was not statistically significant. 

 

10. 독성연구 

Ad, Ad-PEG, 그리고 Ad-PEG-HER를 BALB/c mice의 꼬리정맥에 

투여 후 검사한 AST, ALT, T-bilirubin, creatinine치는 어떤 바이러스도 

처리하지 않은 대조군에 비해서 유의한 차이를 보이지 않았다 (Fig. 13). 

 

Fig.Fig.Fig.Fig.    13131313  Compared to Ad and Ad-PEG, Ad-PEG-HER did not increase 

liver and renal toxicities. 
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ⅣⅣⅣⅣ....    고찰고찰고찰고찰    

암유전자 치료에 아데노바이러스를 주로 많이 이용하는 이유는 

다른 바이러스에 비해서 상대적으로 많은 양의 바이러스 생산이 쉽

고, 아데노바이러스는 분열하거나 분열하지 않는 세포 모두에 상당히 

높은 효율로 유전자를 전달할 수 있으며, insertional mutagenesis 가능

성이 없으며 바이러스 biology가 잘 알려져 있기 때문이다. 하지만, 

이러한 장점에도 불구하고 아데노바이러스를 이용한 유전자 치료에 

있어서 가장 큰 단점은 아데노바이러스의 유전자를 싸고 있는 

capsid protein 이 강력한 innate immune response를 유도한다는 

것이다. 또한 일반 성인들은 대부분 adenovirus serotype 5에 대한 

neutralizing antibody가 있어서 반복투여가 어렵다는 점이다. 또한, 

아데노바이러스는 대부분 세포내로의 감염이 세포 표면의 coxsackie 

and adenovirus receptor(CAR) 그리고 alpha v intergrins을 통해서 

일어나는데 이러한 수용체는 암세포 외에도 많은 다른 정상세포들

에서 발현되고 있어서 특정세포에 특이적으로 유전자 전달이 어렵다

는 점이다39-42. 이러한 단점들을 극복하고자 하는 시도로 O'Riordan. 

등은 PEGylation의 유용성을 보고한 바 있다32. PEG는 미국 FDA에

서 화장품, 식품, 의약품에서 사용이 허가되어 현재 PEG-interleukin-2, 

PEG-alpha interferon 등의 약제로 실제 임상에서 사용 중이다43-45. 

아데노바이러스의 PEGylation에는 단백질의 lysine residue가 주

로 target 이 되는데 이때 cross linker가 필요하고 본 연구에서는 

DSP와 DTSSP를 이용하였다. 최종적으로는 DTSSP를 사용하여 

Ad-PEG-HER를 제작으며 DSP를 사용하기 위한 DMSO 농도 결정

시 DMSO의 농도에 비례하여 아데노바이러스 유전자 전달의 효율이 

높아지는 것을 확인할 수 있었다. 본 연구에서는 30%의 DMSO에서 

아데노바이러스의 유전자 전달 효율이 가장 좋았지만 DMSO의 

potential cytotoxicity를 고려하여 10%의 농도를 이용하였다. 그러

나 DMSO가 아데노바이러스의 감염을 촉진하는 기전은 현재까지 
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명확히 규명된 바가 없어서 향후 DMSO와 유전자 전달 효율에 대

한 연구가 더 필요할 것이다. 

본 연구자들은 ternary structure의 Ad-PEG-HER 제작 및 

validation을 시행하여 보고한바 있다26. 이번 연구에서는 다른 세포

주들 (NIH 3T6.7, MDA-MB-435, MDA-MB-231, NIH 3T3)를 이용

하여 Ad, Ad-PEG과 Ad-PEG-HER의 세포내 유전자 형질 도입 효

율 및 MTT Assay를 이용한 세포독성실험을 진행하여 비교한 결과 

Ad-PEG보다는 HER2/neu 발현 세포주들에서 유의하게 Ad-PEG-HER

가 세포내 유전자 형질 도입을 증가시키고 세포살상 효과도 좋음을 

확인할 수 있었다. Ad-PEG-HER의 개선된 세포 살상효과 및 유전자 

전달 효율이 HER2/neu를 매개로 하는지 규명하기 위해 Herceptin을 

세포에 전처치한 후 Ad-PEG-HER를 투여하는 competition assay를 

수행한 결과 Herceptin 투여 후 Ad-PEG-HER의 유전자 형질 도입 

효율이 현저히 감소함을 확인하여 세포표면의 HER2/neu를 매개로 

하여 Ad-PEG-HER의 감염이 이루어짐을 확인할 수 있었다. 그러나 

NIH3T6.7 세포주는 MDA231에 비해 훨씬 많은 HER2/neu를 발현함

에도 불구하고 Ad-PEG-HER에 의한 GFP형질도입이 낮은 결과를 보

이고 있는데, 이는 NIH 3T6.7이 murine cell line으로 일반적으로 

murine cell line은 아데노바이러스 transduction에 가장 중요한 

CAR expression이 낮은 것으로 알려져 있어 이러한 점이 상대적으

로 낮은 세포내 형질 도입에 영향을 미쳤을 것이라고 판단된다. 

아데노바이러스를 혈액내 주입시 반감기는 2분 이내이며 대부분

의 투여 바이러스는 즉시 간에 축적되는 것으로 알려져 있다28. 그

러나 Ad-PEG의 혈중제거율은 아데노바이러스를 주사하는 경우에 

비해 1/4로 감소한다28. 또한 in vivo에서 아데노바이러스를 

PEGylation하는 정도가 올라갈 수록 유전자 전달 효율이 증가하는 

것으로 보고 되고 있다. 즉 아데노바이러스 capsid protein의 90%

가 PEGylation이 되면 유전자 전달효율이 암세포에서 35배 증가하

고 간에서 제거되는 비율은 낮아짐이 보고되고 있다33. 또한 아데노
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바이러스에 대한 innate immune response를 보기 위해 측정한 

BALB/c 마우스에 아데노바이러스 주사 후 측정한 혈중 IL-6는 

Ad-PEG의 경우 PEGylation 하지 않는 Ad에 비해 30% 정도의 적

은 IL-6를 생성하는 것으로 알려져 있다31. 하지만 이렇게 개발된 

Ad-PEG는 표적 세포에의 선택적 감염이 어려운 문제점이 있다. 이

를 극복하기 위한 방안으로는 Ad-PEG에 peptides, protein, 

antibodies등의 표적 특이적 ligand를 부착하는 방법이 연구되고 있

다. 이러한 시도 중에는 RGD, fibroblast growth factor-2등을 이용

한 Ad-PEG-ligand에 관한 연구보고가 있다30, 34. Eto 등은 CAR 발

현유무와 관계없이 RGD-PEG-Ad는 PEG-Ad에 비해서 200배 가

까이 유전자 전달 효율이 높음을 보고하였다34. 본 연구에서는 항체 

특히 유방암 치료제로 잘 알려진 monoclonal antibody인 Herceptin

을 표적인지 물질로 이용하였다. Herceptin은 Kd=0.1nM로 

HER2/neu에 high affinity를 보이는 단클론 항체로 이미 세포주, 

xenograft model 그리고 임상에서의 유용성이 잘 알려져 있다46. 따

라서, 본 연구는 HER2/neu를 표적으로 한 Ad-PEG-HER의 

ternary structure를 이용한 최초의pharmacokinetics 그리고 in 

vivo 연구이다. 약동학적 결과를 보면 2분이 반감기라고 알려진 Ad

에 비해 circulation time 이 증가된 것으로 보인다. 즉, Ad 투여 후 

10분이 지나서는 혈중 Ad가 1.8 * 103 vp/mL검출 되었으나 

Ad-PEG-HER는 10분에 1* 104 vp/mL이 검출되어 Ad-PEG-HER

는 Ad에 비해서 약 5배 높은 아데노바이러스의 혈중 역가를 보였다. 

하지만, Ad-PEG-HER는 Ad-PEG에 비해서는 반감기가 짧아서 이

것이 Herceptin에 의한 것인지 향후 분석이 필요할 것이다. 한 가지 

가능성은 Herceptin이 humanized monoclonal antibody로 약 5%정도

가 murine protein이라서 면역학적 반응을 유발하여 circulation 

time에 영향을 미쳤을 수 있을 것이다. 

또한, in vivo에서 innate immunity를 보고자 각 Ad, Ad-PEG, 

Ad-PEG-HER 투여 3시간 후의 IL-6는 16, 11, 13 pg/ml로 거의 
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유사한 발현 정도를 보였다. 그러나 바이러스 투여 후 6시간째의 

Ad의 IL-6의 혈중농도는 다른 투여 그룹들에 비해서 411 pg/mL로 

높은 발현이 관찰되었고 시간이 지날수록 감소되는 경향이 관찰되

었다. 반면에 Ad-PEG 투여군에서는 동 시간대에 IL-6농도가 14 

pg/mL이었고 Ad-PEG-HER 투여군은 77 pg/mL로 Ad에 비해서 

상당히 낮은 소견을 보였고 그 이후의 시간에서도 비슷한 경향을 

보였다. 한 문헌에서는 Ad-PEG 투여군에서 투여 6시간후의 IL-6

가 Ad 투여군에 비해 약 30%정도 감소되는 것으로 보고되고 있는

데 본 연구에서는 다른 결과를 보였다31. 본 연구에서 6시간에서 

IL-6의 혈중농도는 각 군간에 차이가 있었으나 이는 3시간 검사에

서 안와정맥에서 채혈을 함으로써 생기는 tissue injury에 의해 이차

적으로 생겼을 가능성이 높을 것으로 사료된다. 대신 3시간의 IL-6 

양을 통해 각 군에서의 아데노바이러스로 인한 면역반응 유발 정도

를 알 수 있을 것으로 사료되나 본 연구에서는 각 군에서 IL-6 양

은 차이가 없었다. 

또한 본 치료제에 의한 humoral immunity는 neutralizing 

antibody를 in vivo에서 간접적으로 측정하였다. Ad 투여 후 채취한 

seurm의 투여로 Ad-△E1/GFP에 의한 U343 세포주로의 GFP 

delivery는 serum농도가 높을수록 GFP의 발현이 감소되었으나 

Ad-PEG, Ad-PEG-HER 투여 후 채취한 serum은 Ad-△E1/GFP에 

의한 U343 세포주로의 GFP delivery에 크게 영향을 주지 않아서, 생

성된 serum내의 neutralizing antibody가 적었을 것임을 간접적으로 

확인할 수 있었다. Mouse xenograft에서의 항종양 효과는 6마리의 누

드마우스를 대상으로 확인하였는데 Ad-PEG-HER가 PBS 뿐 아니라 

Ad, Ad-PEG에 비해서도 종양의 성장을 더욱 억제함을 확인할 수 

있었으나 통계학적으로는 유의하지 않았다. Ad-PEG-HER의 간 및 

신장 독성을 보기 위한 in vivo 연구에서도 특이할 만한 독성을 보

이지 않아서 HER2양성 유방암에서 치료제로 사용하기 위한 추가적

인 연구가 필요할 것으로 사료된다. 



 30 

ⅤⅤⅤⅤ....    결론결론결론결론    

본 연구를 통하여 제작한 Ad-PEG-HER의 3중 구조 유전자 치료

제는 HER2/neu 과발현 세포주에서 Ad-PEG 바이러스에 비하여 세

포내로의 유전자 전달효과가 우수하였으며 Ad-PEG-HER의 세포감

염경로는 HER2를 매개로 하는 것으로 추정된다. 누드마우스에서 

Ad-PEG-HER 바이러스는 단독의 아데노바이러스에 비하여 낮은 

중화항체의 생성을 유도하고, Ad 또는 Ad-PEG에 비하여 개선된 항

종양효과를 보이는 경향을 확인할 수 있었다. 
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HER2/neu is 1 of the 4 known epidermal growth factor 

receptors and is known to be overexpressed in 20-30 % of 

breast cancer patients, indicating poor prognosis. New drugs 

are being developed targeting HER2/neu, and Herceptin 

(Trastuzumab) is regarded as a representative one at 

present.  

The most well-known obstacle for an adenovirus to be 

developed as an anticancer drug is the limitation to be 

delivered systemically because of the in vivo immune 

response. Recently, conjugation of polyethylene glycol 

(PEG) to the adenovirus (PEGylation) showed increased 

circulation time in mice, indicating the possibility of systemic 

administration of the adenovirus as an anticancer therapeutic. 

However, PEGylation resulted in decreased viral delivery 

into the cell because of PEG which is coating the virus 
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outside could prevent the viral contact with the receptors in 

cell. The current study aimed to increase the systemic viral 

delivery of this PEGylated adenovirus through by making a 

ternary structure with Herceptin (trastuzumab) in HER2 

positive breast cancer. We used Ad-mTERT-△19-Relaxin 

as a backbone adenovirus that was developed in our 

laboratory. It was designed to enhance target specificity 

using the TERT promoter and increase cellular apoptosis and 

viral spread through the deletion of the E1B19 gene and the 

addition of the Relaxin gene in the E3 region. The backbone 

virus was conjugated with PEG (Ad-PEG) using either 

dithiobis (succinimidyl-propionate) DSP or dithiobis 

(sulfosuccinimidyl-propionate) DTSSP as a cross-linker in 

water or DMSO followed by binding to Herceptin with the 

cross-linker of 1-Ethyl-3-(3-dimethyl-aminopropyl)-carbodiimide 

(EDC)/N-hydroxysuccinimide(NHS), resulting in a ternary 

structure named Ad-PEG-HER. The mixtures of the 

adenovirus only, Ad-PEG, and Ad-PEG-HER were 

segregated respectively using FPLC. The size of each 

product was measured using DLS (Zeta-poetntial Analyzer, 

Photal, Otsuka, Japan) and showed particles of around 100 

nm in size.  The size was larger in Ad-PEG-HER, Ad-PEG, 

and adenovirus only in that sequence. In terms of GFP 

expression, Ad-PEG showed decreased gene expression 

compared to Ad but Ad-PEG-HER showed enhanced GFP 

expression in HER2 positive cell lines such as NIH 3T6.7, 

MDA-MB-435, and MDA-MB-231. In MTT assay, Ad-PEG- 
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HER overcame the decreased cytotoxicity of Ad-PEG 

because of PEGylation.  In order to confirm that this effect 

was mediated through HER2, competition assay was done 

and showed that Herceptin pretreatment led to decreased 

GFP expression with Ad-PEG-HER. In a pharmacokinetic 

study in BALB/c mice, Ad-PEG-HER showed slightly 

increased circulation time compared to Ad. Analysis of 

immune response after Ad-PEG-HER treatment showed 

decreased production of IL-6 and neutralizing antibody. In 

nude mouse xenograft model, Ad-PEG-HER showed 

enhanced antitumor acitvity compared to Ad and Ad-PEG 

when injected systemically but it was not statistically 

significant. In conclusion, Ad-PEG-HER seems to be a 

promising therapeutic in HER2 positive breast cancer but 

further preclinical and clinical studies are needed to explore 

its potential. 
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