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국문요약 

 

 

위암세포주에서 HERCEPTIN®과 항암제 병용요법시 

HER-2/neu (erbB-2)의 발현정도와  

상승효과의 상관관계 

 

 

위암은 우리나라에서 가장 흔한 암이지만 치료에 많은 제한을 

갖는 암종이다. 다양한 암종에서 과발현되며 불량한 예후와 관련이 

있다고 알려진 인간의 HER-2/neu 암유전자 및 그 단백은 

위암에서도 예후와 관련성이 있음이 보고되고 있다. HER-2/neu 

특히 유방암 환자의 약 30% 에서 과발현되며 에스트로젠 수용체의 

기능을 하향조절하고, 암의 증식을 유도하여 항암치료에 저항성을 

유발시킨다. 전이성 유방암에서는 이 단백의 기능을 차단하는 재조합 

인간형 항-HER-2/neu 항체 (recombinant humanized anti-HER2 

antibody: Herceptin®)를 투여함으로서, 병용투여한 항암제의 

세포독성을 증가시켜 치료반응율을 증가시킨다. 이에 본 연구에서는 

① 유세포 분석 (FACS)을 시행하여 위암 세포주에서 HER-2/neu 

단백의 발현을 조사하고 ② HER-2/neu 단백의 발현에 따른 
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Herceptin® 및 doxorubicin, cisplatin, paclitaxel, 5-FU 등의 

항암제의 단독 혹은 병용투여 후의 약제감수성을 조사하여 다음과 

같은 결과를 얻었다.  

 

1. 3가지 위암 세포주 (YCC-2, YCC-3, NCI-N87)에 대해 HER-

2/neu 단백 발현양상을 유세포계측기 (FACS)로 조사하여 NCI-

N87은 강양성 세포주(88%)로, YCC-2는 중양성 세포주(55%)로, 

YCC-3는 약양성 세포주(48%)로 정하였다. 양성대조세포로 유방암 

세포주인 SK-BR-3 (89%), 음성대조세포로 U-87 MG (6%) 

뇌종양 세포주를 이용하였다. 

 

2. 단일 약제에 의한 생체 외 약제감수성 검사에서 HER-2/neu 

단백발현 양성대조세포주인 SK-BR-3 세포주는 Herceptin®에 의해 

농도의존적으로 세포성장 억제가 나타났다. HER-2/neu 단백발현 

음성판정 기준세포주 U-87 MG는 Herceptin®의 농도의 증가에도 

불구하고 세포성장 억제가 관찰되지 않았다. 위암세포주는 

Herceptin® 단독투여에 의해 효과적인 세포성장 억제가 유발되지 

않았으며, 4가지 항암제 (doxorubicin, cisplatin, paclitaxel 및 5-

FU) 에 대해서는 모두 농도의존적으로 세포성장이 억제되었다.  
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3. Herceptin®과 항암제를 병용 사용하여 병용지수 (CI ; 

combination index) 산출에 의한 약제 감수성비교시에 Herceptin®과 

doxorubicin의 병용요법은 모든 세포주에서 상승효과를 나타냈고 

Herceptin®과 cisplatin의 병용요법에서는 NCI-N87과 SK-BR-

3에서, Herceptin®과 paclitaxel의 병용투여에서는 YCC-2에서 

상승효과를 나타내었다. Herceptin®과 5-FU의 병용투여에서 모든 

세포주가 길항효과를 나타내었다. 

 

이상과 같은 결과로 많은 위암 세포주에서 HER-2/neu 단백발현 

정도에 따라 Herceptin®과 병용하는 항암제의 효능이 다르게 

나타났다. 따라서 위암에서 Herceptin®를 투여시에는 HER-2/neu의 

발현정도가 병용약제 선택의 기준으로 이용할 수 있을 것으로 

기대된다. 

 

 

핵심되는 말 : HER-2/neu (erbB-2), HERCEPTIN®, 위암, 병용요법, CI. 
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위암세포주에서 HERCEPTIN®과 항암제 병용요법시 

HER-2/neu (erbB-2)의 발현정도와 

상승효과의 상관관계 

 

<지도교수 정현철> 

 

 

연세대학교 대학원 의과학과 

 

 

김 정 범 

 

Ⅰ. 서론 

 

성장인자 및 그 수용체에 의한 신호전달체계가 발암과정에 중요한 

역할을 함이 알려진 이후 이에 대한 많은 연구가 이루어지고 있다. 

이 중 대표적인 예가 세포막 당단백인 HER-2/neu(erbB-2) 

단백으로, 이 단백은 tyrosine kinase1 활성을 가지는 성장인자 

수용체이다. 정상세포도 HER-2/neu에 연관된 단백을 분비하지만, 
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정상적인 세포조절이 파괴되면 다량의 단백을 발현하는 과발현 

(overexpression)상태가 되어 세포분열과 세포성장 속도를 증가시켜 

암성변화를 유발한다2. HER-2/neu 유전자는 사람의 17q21번 

염색체에 존재하며3 표피성장인자 수용체 (epidermal growth factor 

receptor)와 유사한 배열을 가지는 단백질에 대한 유전정보를 가지고 

있다4,5. 그 중 EGF (epidemal growth factor) receptor family는 

수용체 tyrosine kinase 활성을 가지는 EGF receptor, c-erbB-2, 

c-erbB-3, c-erbB-46,7,8로 구성 되어있다. HER-2/neu 

종양단백은 종양세포의 성장과 분화에 관여하는 수용체로 p185kD의 

세포막당단백이며 유방암, 난소암, 위암9,10,11,12 등에서 25∼30% 정도 

과발현되며 이런 환자의 예후는 불량하다13,14,15. 

 유방암에서는 HER-2/neu 유전자 증폭과16,17,18 HER-2/neu 

단백과발현이 환자의 예후나 치료반응에 관련이 있다는 많은 

보고들과 함께, 유방암에서 발견되는 정도의 HER-2/neu 과발현이 

NIH/3T3 세포주의 악성변이를 유발하는데 충분함이 밝혀졌다19. 즉 

유방암의 발생과 진행 또는 악성도에 HER-2/neu가 관여한다는 

사실을 알 수 있으며, HER-2/neu 과발현이 임파절 전이가 있는 

환자에서는 호르몬수용체의 존재 유무보다 더 가치 있는 예후인자라 

보고 되고 있다9. 따라서 이러한 HER-2/neu 단백을 치료표적으로 

하는 약제인 재조합 인간형 항-HER-2/neu 항체 (recombinant 
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humanized anti-HER2 antibody: Herceptin®)의 효과가 유방암치료 

에서 보고되고 있다20.  

위암은 우리나라 성인 남녀에서 가장 발생빈도가 높은 암으로 

위암의 발생과정은 다양한 유전적 변이를 동반하는 다단계 

발암과정으로 이해되고 있다. HER-2/neu 유전자 및 그 단백발현과 

위암 발생과정의 연관성이 보고되었고21, HER-2/neu 단백의 

과발현이 위암의 불량한 예후인자로 보고되었다22. Herceptin®은 

cytostatic agent로 단독치료로는 효율적인 항암효과를 기대 할 수 

없으며 타항암제나 생물학제와의 병용요법에 대해 많은 연구가 

진행되고 있다. 그러나 위암 세포주에서 Herceptin®과 항암제와 

병용요법시 병용효능에 대해서는 아직 정확하게 연구된 결과가 

없다13. 또한 HER-2/neu 발현정도와 병용요법 효과와 상관성 

연구는 완전하게 규명되지는 않았다.  따라서 본 연구에서는 HER-

2/neu 종양단백을 목표로 하는 Herceptin® (Trastuzumab, 

Genentech Inc., CA, USA)23,24,25을 위암에 투여시 HER-2/neu의 

발현정도에 따라서 효과적인 항암제와의 조합을 조사하고자 하였다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법  

 

1. 연구재료 

   

1)  대상 세포주 및 배양 

 

위암 세포주는 연세대학교 의과대학 암연구소에서 복강 내 전이 

위암으로부터 수립한  YCC-2, YCC-3 세포주 및 미국의 NCI 

(National Cancer Institute, CRL5822, USA)에서 수립한 NCI-N 

87 세포주를 사용하였고, U-87 MG (ATCC, HTB14) 뇌종양 

세포주와 SK-BR-3 (ATCC, HTB30) 유방암 세포주를 각각 HER-

2/neu 단백발현의 양성 및 음성대조세포군으로 사용하였다. 이들 

세포주는 56℃에서 30분간 비활성화된 10% 우태아 혈청 (fetal 

bovine serum, GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA)과 penicillin 

100unit/㎖, streptomycin 0.1㎎/㎖이 함유된 세포배양용 배지 

(MEM, minimum essential media, GIBCO BRL, Grand Island, NY, 

USA)를 이용하여 5% CO2 의 존재하에 37℃ 항온항습 배양기에서 

배양하였다. 

 

2) 사용약제 
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재조합 인간형 항-HER-2/neu 항체인 Herceptin® (Trastuzumab, 

440 ㎎/20㎖, 주사제, Genentech Inc., South San Francisco, CA)과 

위암에서 효과가 인정되는 항암제인 adriamycin®  (Doxorubicin, 10 

㎎/5㎖, 주사제, 일동제약, 서울), cisplatin® (Cisplatin, 10 ㎎/vial, 

주사제, 일동제약, 서울), taxol®  (Paclitaxel, 30 ㎎/vial, 주사제, 

한국 BMS, 서울) 및 5-FU® (5-fluorouracil, 250 ㎎/5㎖, 주사제, 

중외제약, 서울)를 선택하여 매 실험 시마다 약제를 세포배양액에 

희석하여 사용하였다. 

 

2. HER-2/neu 단백발현 조사 

 

HER-2/neu 단백발현조사는 Fluorescence-activated Cell 

Sorter (FACS, Becton Dickinson, U.S.A.)를 이용한  세포표면 

단백염색 (Immunophenotyping)을 시행하였다. 일차항체는 사람의 

HER-2/neu 단백에 대한 생쥐 (mouse) 단일클론항체 (monoclonal 

antibody, LAB VISION, CA)를 사용하였다. 배양된 세포주를 

trypsin-EDTA (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA)로 처리하여 

세포를 얻은 후 각각의 세포주 1 X 106 개에 단일클론항체 1:200 

희석액을 50 ㎕ 점적하고 4℃에서 1시간 반응시켰다. 반응 후에 2% 

FBS 인산완충용액 (PBS: phosphate-buffer solution, pH 7.6 Ca++ 
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Mg++ free, GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA)에 2회 세척 후 

2차 항체 (Anti-Mouse FITC-Conjugated antibody, Novocastra, 

USA) 1:40 희석액을 50 ㎕ 점적하고 다시 4℃에서 40분 

반응시켰다. 2차 항체반응이 끝난 후 인산완충용액에서 2회 세척한 

후 40 ㎛의 nylon mesh로 filtration 하여 단일 세포부유물을 얻어 

FACS에서 분석하였다. 

 

3. 위암 세포주에서의 Herceptin® 및 항암제에 대한 생체 외 

(in vitro) 약제감수성 검사 

 

 위암 세포주의 생체 외 약제 감수성 검사는  3-(4,5-dimethyl-

2-tetrazolyl)-2,5-diphenyl-2H tetrazolium bromide (MTT) 

검사를 이용하였다. 이는 살아있는 세포에서는 미토콘드리아의 

succinate dehydrogenase에 의해 용해성의 tetrazolium염이 

불용성의 formazan 침전물로 전환이 되는 점을 이용하여 

분광흡도계로 흡광도 (색소흡수율)를 측정하여 살아있는 세포의 수를 

측정하는 방법이다. 방법을 약술하면, 세포성장 곡선상 지수성장기에 

해당하는 위암 세포주  1 X 104 개씩을 180 ㎕의 배양액에 부유하여 

96 well plate의 well에 각각 분주하고 37℃, 5% CO2 배양기에서 

24시간 배양하였다. 단일약제에 대한 약제감수성 검사를 위하여 ① 



 

10

Herceptin®  (4.625, 9.25, 18.5 37 uM), doxorubicin (0.0183, 

0.183, 1.83, 18.3 uM), cisplatin (0.166, 1.666, 16.66, 166.6 uM), 

paclitaxel (0.0585, 0.585, 5.85, 58.5 uM) and 5-FU (38.43, 

384.37, 3843.78, 38437.8 uM)를 농도별로 20 ㎕ 배지에 녹여 

각각의 well에 투여하고 대조군의 well에는 약제대신 동량의 배지를 

투여하여 96시간 배양하였다. ② 병용요법의 상승효과는 

Herceptin®+Doxorubicin, Herceptin®+Cisplatin, 

Herceptin®+Paclitaxel 및 Herceptin®+5-FU의 조합으로 하였다.  

Herceptin®과 각 항암제 병용시 두 약제의 molar 농도를 일정비율로 

고정하여 약제 감수성시험을 시행한 후, MTT를 2 ㎎/㎖ 농도로 

인산완충액에 녹여 50 ㎕씩 각 well에 첨가하여 4시간동안 추가 

배양하였다. 상층액을 제거한 후, 150 ㎕씩 DMSO (Dimethyl 

sulfoxide, Sigma, USA)를 각 well에 넣고 생성된 formazan 결정을 

잘 용해시키기 위하여 약 15분간 가볍게 진탕하였다. Enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) 분석기인 Sunrise (Tecan, 

Hombrechtigon, Switzerland)를 이용하여 540 nm 파장에서 흡광도 

를 측정한 후 대조군의 흡광도와 비교하여 다음과 같은 공식으로 

세포독성능을 측정하였다. 약제의 각 용량별로 5 well을 3회 

반복하여 MTT assay를 시행한 다음 평균을 구하여 결과를 

분석하였다.  
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4. 병용요법후 CI value 계산 

 

CI는 Chou-Talalay26의 공식에 의해 구하였는데 이 값은 IC50 

(Dm)과 용량효능대비곡선 (the m value)으로부터 구하였다.  

Isobologram (CI = 1)의 고전적인 공식은 아래와 같이 하였다27.  

CI  =  (D)1/(Dx)1 + (D)2/(Dx)2 

분모인 (Dx)1 과 (Dx)2 는 약제 D1 (drug1)과 D2 (drug2)를 

단독으로 처리하였을 때의 %세포독성이고, 분자 (D)1 과 (D)2 은 

약제 D1 과 D2 를 병용투여를 하였을 때의 %세포독성을 나타낸다.  

Dx = Dm [fa/(1 - fa)]1m 

Dm 은 median-effect dose (IC50)을 말하며 이것은 median-effect 

plot 의 X-intercept 의 antilog 로부터 아래의 공식에 의해 구한다.   

X = log (D) versus  Y = log [ a/(1 - a)] 

m 은 median-effect plot 의 기울기이다. Multiple drug effect 

분석은  Calcusyn (Biosoft, Cambridge, UK)을 사용하여 m, Dm, 

Dx, and CI values 을 계산하였다. (Dx)1 과 (Dx)2 는 Chou-

Talalay 의 median-effect 공식으로부터 구할 수 있다. CI<1, CI=1, 
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CI>1 각각을 상승 (synergism), 유지 (summation), 길항 

(antagonism)효과라고 정의하였다.  
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III. 결과 

 

1) HER-2/neu 단백의 발현정도 

 

3가지 위암 세포주 (YCC-2, YCC-3, NCI-N87)에 대해 HER-

2/neu 단백 발현을 조사하였다. YCC-3는 48% (약양성), YCC-2 

위암 세포주는 55% (중양성), NCI-N87은 88% (강양성) 

발현하였다. 양성 및 음성대조세포로 SK-BR-3 유방암 세포주는 

89%, U-87 MG 뇌종양 세포주는 6% 발현하였다(Fig. 1).  

 

2) 위암 세포주에서 Herceptin® 및 항암제에 대한 생체 외 

약제감수성검사 

 

(1) 단일 약제에 의한 생체 외 약제감수성 검사 

 

Herceptin® 단독투여시 위암 세포주에서는 Herceptin®에 의한 

경미한 세포성장 억제효과가 관찰되어 IC50 는 측정되지않았다(Fig. 

2). 반면, 4가지 항암제 (doxorubicin, cisplatin, paclitaxel, 5-

FU)에 대해서는 농도의존적으로 세포성장 억제효과가 관찰되어 

IC50을 구하였다(Table 1, Fig. 3,4,5,6).  
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(2) Herceptin®과 항암제 병용투여시의 효과 

 

Herceptin®과 doxorubicin를  병용투여 하였을 때 HER-2/neu 

단백발현 정도에 YCC-3(CI>1)를 제외한 세포주에서 상승효과 

(CI<1)가 관찰되었다(Table 2, Fig.7). Herceptin®과 cisplatin를 

병용투여 하였을 때 SK-BR-3, NCI-N87 및 YCC-3에서 상승효과 

(CI<1)가 관찰되었으나 YCC-2,  U-87 MG에서는 길항효과 

(CI>1)가 관찰되었다(Table 3, Fig. 7). Herceptin®과 paclitaxel를 

병용투여 하였을 때 YCC-2,  U-87 MG 에서는 길항효과(CI>1)가 

관찰되었고, YCC-3에서는 상승효과 (CI<1), SK-BR-3, NCI-N87 

에서는 항암제의 용량에 따라 효과가 바뀌었다(Table 4, Fig. 7). 

Herceptin®과 5-FU를  병용투여 하였을 때는 모든 세포주에서 

길항효과 (CI>1)가 나타났다(Table 5, Fig. 8). 
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Table 1. IC30 and IC50 of five anti-cancer agents against YCC-2, YCC-3, 
NCI-N87, U-87 MG and SK-BR-3 cell lines 
 

Anticancer Cell lines (IC30) uM 

agents YCC-2 YCC-3 NCI-N87 SK-BR-3 U-87 MG 

Herceptin 82.36 11.83 1326.72 0.0161 289.09 

Doxorubicin 0.6 0.76 0.008 0.03 0.07 

Cisplatin 1.79 21 9.28 14.54 2.58 

Paclitaxel 0.52 6.45 0.86 0.19 0.3 

5-FU 33.11 0.22 4.11 148.75 5.51 

 

Anticancer Cell lines (IC50) uM 

agents YCC-2 YCC-3 NCI-N87 SK-BR-3 U-87 MG 

Doxorubicin 2.93 2.31 0.07 0.10 0.29 

Cisplatin 4.51 30.73 45.86 5.65 20.63 

Paclitaxel 1.24 9.61 1.49 0.42 0.79 

5-FU 752.04 4.74 119.61 753.42 46.58 
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Table 2. Calculated values for the Combination Index as a growth 
inhibitory effect of combination treatment with Herceptin® and 
Doxorubicin in gastric cancer cell lines. 

A. YCC-2          Combination Index Value                Parameter (단위:uM) 

Drug ED50 ED75 ED90 Dm m r 

DOX    2.93 0.54 0.98 

HER    1201.02 0.32 0.91 

DOX+HER 0.09 0.05 0.03 0.25 0.74 0.96 

CI synergy synergy synergy       

B. YCC-3         Combination Index Value                 Parameter (단위:uM) 

DOX       2.310 0.768 0.946 

HER    46.063 0.623 0.970 

DOX+HER 0.266 0.598 1.377 0.406 0.469 0.925 

CI synergy synergy antagonism       

C. NCI-N87      Combination Index Value                  Parameter (단위:uM) 

DOX       0.070 0.398 0.864 

HER    113350 0.191 0.635 

DOX+HER 0.005 0.004 0.003 0.000 0.437 0.995 

CI synergy synergy synergy       

D. U-87 MG      Combination Index Value                 Parameter (단위:uM) 

DOX       0.295 0.620 0.997 

HER    1845.5 0.457 0.860 

DOX+HER 0.441 0.435 0.448 0.101 0.589 0.992 

CI synergy synergy synergy       

E. SK-BR-3      Combination Index Value                 Parameter (단위:uM) 

DOX    0.103 0.832 0.998 

HER    1424000 0.046 0.435 

DOX+HER 0.046 0.074 0.117 0.005 0.616 0.985 

CI synergy synergy synergy    

DOX : Doxorubicin, HER : Herceptin, CI : Combination index 
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Table 3. Calculated values for the Combination Index as a growth 
inhibitory effect of combination treatment with Herceptin® and Cisplatin in 
gastric cancer cell lines.    

A. YCC-2          Combination Index Value             Parameter (단위:uM) 

Drug ED50 ED75 ED90 Dm m r 

CDDP       4.512 0.921 0.882 

HER    1201.0 0.316 0.915 

CDDP+HER 1.375 2.707 5.337 2.232 0.587 0.965 

CI antagonism antagonism antagonism       

B. YCC-3          Combination Index Value             Parameter (단위:uM) 

CDDP       30.733 2.227 0.929 

HER    46.063 0.623 0.970 

CDDP+HER 0.274 0.110 0.054 12.091 1.472 0.998 

CI synergy synergy synergy       

C. NCI-N87        Combination Index Value             Parameter (단위:uM) 

CDDP       45.860 0.5306 0.929 

HER    1.13E+05 0.1905 0.634 

CDDP+HER 0.027 0.012 0.005 0.827 0.8759 0.956 

CI synergy synergy synergy       

D. U-87 MG       Combination Index Value             Parameter (단위:uM) 

CDDP       5.651 1.084 0.984 

HER    1845 0.457 0.859 

CDDP+HER 9.176 9.853 10.579 2.561 1.013 0.991 

CI antagonism antagonism antagonism       

E. SK-BR-3       Combination Index Value             Parameter (단위:uM) 

CDDP       20.632 2.424 0.939 

HER    1.42E+06 0.046 0.434 

CDDP+HER 0.002 0.003 0.004 1.453 1.436 0.986 

CI synergy synergy synergy       

CDDP : Cisplatin, HER : Herceptin, CI : Combination index 
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Table 4. Calculated values for the Combination Index as a growth 
inhibitory effect of combination treatment with Herceptin® and Paclitaxel 
in gastric cancer cell lines.   

A. YCC-2        Combination Index Value              Parameter (단위:uM) 

Drug ED50 ED75 ED90 Dm m r 

TAX    1.242 0.975 0.895 

HER    1201.02 0.316 0.914 

TAX+HER 6.029 14.774 36.205 0.850 0.543 0.816 

CI antagonism antagonism antagonism    

B. YCC-3        Combination Index Value              Parameter (단위:uM) 

TAX       9.609 2.129 0.940 

HER    46.063 0.623 0.970 

TAX+HER 0.225 0.172 0.185 7.010 1.220 0.889 

CI synergy synergy synergy       

C. NCI-N87      Combination Index Value             Parameter (단위:uM) 

TAX    1.49 1.56 0.96 

HER    113350 0.19 0.63 

TAX+HER 1747.94 0.807 0.0003 858.42 -0.16 0.90 

CI antagonism synergy synergy    

D. U-87 MG     Combination Index Value              Parameter (단위:uM) 

TAX       0.785 0.894 0.871 

HER    1845.53 0.457 0.859 

TAX+HER 361.023 1571.47 6840.35 1.265 0.407 0.889 

CI antagonism antagonism antagonism       

E. SK-BR-3     Combination Index Value              Parameter (단위:uM) 

TAX       0.421 1.112 0.964 

HER    1.42E+06 0.046 0.434 

TAX+HER 0.052 0.243 1.119 0.004 0.436 0.882 

CI synergy synergy antagonism       

TAX : Paclitaxel, HER : Herceptin, CI : Combination index 



 

19

Table 5. Calculated values for the Combination Index as a growth 
inhibitory effect of combination treatment with Herceptin® and 5-FU in 
gastric cancer cell lines.   

A. YCC-2          Combination Index Value             Parameter (단위:uM) 

Drug ED50 ED75 ED90 Dm m r 

5-FU       4.739 0.279 0.920 

HER    46.063 0.623 0.970 

5-FU+HER 74054 2.89E+05 1.13E+06 71.077 0.207 0.928 

CI antagonism antagonism antagonism       

B. YCC-3          Combination Index Value             Parameter (단위:uM) 

5-FU       4.739 0.279 0.920 

HER    46.063 0.623 0.970 

5-FU+HER 74054 2.89E+05 1.13E+06 71.077 0.207 0.928 

CI antagonism antagonism antagonism       

C. NCI-N87       Combination Index Value             Parameter (단위:uM) 

5-FU       119.608 0.251 0.974 

HER    113350 0.191 0.635 

5-FU+HER 1.9E+17 3.2E+02 5.3E+29 3658800 -0.023 0.866 

CI antagonism antagonism antagonism       

D. U-87 MG       Combination Index Value             Parameter (단위:uM) 

5-FU       46.583 0.397 0.84124 

HER    1845 0.457 0.85991 

5-FU+HER 25540 4940.8 955.806 6.477 0.977 1 

CI antagonism antagonism antagonism       

E. SK-BR-3       Combination Index Value             Parameter (단위:uM) 

5-FU       753.422 0.522 0.926 

HER    1424000 0.046 0.435 

5-FU+HER 226.516 173.362 132.681 488.149 0.598 0.935 

CI antagonism antagonism antagonism       

HER : Herceptin, CI : Combination index 
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Fig. 1. HER-2/neu expression in gastric cancer cell lines by FACS.  
A. SK-BR-3 (positive control); B. U-87 MG (negative control); C. YCC-3 
(weak positive); D. YCC-2 (intermediate positive); E. NCI-N87 (strong 
positive) 

A. B. 

C. D.

E. 
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 Fig. 2. Chemosensitivity of Herceptin® in gastric cancer cell lines. 

A. Dose-effect curve; B. Median-effect curve 
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Fig. 3. Chemosensitivity of doxorubicin in gastric cancer cell lines. 
A. Dose-effect curve; B. Median-effect curve 
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Fig. 4. Chemosensitivity of cisplatin in gastric cancer cell lines. 
A. Dose-effect curve; B. Median-effect curve 
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Fig. 5. Chemosensitivity of paclitaxel in gastric cancer cell lines. 
A. Dose-effect curve; B. Median-effect curve 
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Fig. 6. Chemosensitivity of 5-FU in gastric cancer cell lines. 
A. Dose-effect curve; B. Median-effect curve 
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C.  

Fig. 7. Combination Index as a growth inhibitory effect of
combination treatment with Herceptin® and anti-cancer agents
A.doxorubicin, B. cisplatin, C. paclitaxel, D. 5-FU 
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IV. 고 찰 

 

신호전달의 시발인 성장인자나 성장인자 수용체는 과발현되면 

세포의 성장에 큰영향을 미치게 됨은 물론 세포를 암변형에 

이르게까지 할 수 있다. 전암유전자는 세포의 성장, 발달 및 

분화과정에 중추적인 역할을 담당하며 성장인자나 수용체, 혹은 

신호전달체계에 관여하여 세포의 정상적인 증식제어기능의 상실을 

유도하여 종양세포로의 전환을 유발할 수 있다. 섬유아세포 

성장인자군에 속하는 FGF-5, TGF-a, EGF, EGF 수용체 등은 모두 

과발현되면 세포를 암화시킬 수 있다. 

HER-2/neu 단백은 인간의 유방암 세포주에서 처음으로 발견된 

이후4 유방암에서의 연구가 활발히 이루어져 현재까지 유방암 환자의 

약 30%에서 과발현되는 것으로 보고되고 있으며 생체 외 실험과 

동물실험을 통해 유방암 발생의 초기단계에 관여하고28, 재발율을 

증가시키며 전이를 유도하고, 또한 호르몬 치료에 대한 반응을 

저하시켜 유방암의 불량한 예후인자로써 인식되었다5,25. 유전자는 

염색체 7번에 위치하는 EGFR유저자 및 v-erbB 종양유전자와 

구조적으로 밀접한 관련이 있는 종양유전자로 17번 염색체의 q21에 

위치하고 있다. 이는 transmembrane domain에서 점상 돌연변이에 

의해 활성화된 전환 유전자로 4.8kb의 mRNA의 합성을 통해 
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분자량 185kd의 tyrosine kinase계통의 당단백질을 생성한다. 

HER-2/neu 단백은 정상조직에서는 발현이 거의 없고 원발성이나 

전이성 암조직에서는 균질하게 발현이 되므로 치료의 표적으로 

제시되고 있으며, 이를 차단하는 항-HER-2/neu 항체는 실제로 

생체 외 실험과 동물 실험을 통해 유방암 세포주에서 높은 

세포독성도를 나타내었다29,30. HER-2/neu의 extracellular region에 

대한 항체인 항-HER-2/neu 항체는 인간의 면역글로부린 

분자구조에 murine antigen binding region을 삽입함으로 사람에게 

사용할 수 있도록 만든 인간재조합 HER-2/neu 단일 항체인 

Herceptin®으로 발전하게 되어, 전이성 유방암 환자에 대한 

임상실험 결과 약 21%의 반응율을 보이고 함께 투여한 항암제의 

반응율도 증가시킴이 보고되었다31. Park등은 인체 위암조직에서 

HER-2/neu 유전자 및 그 단백발현을 조사하여 위암 발생과정과 

깊은 연관성이 있음을 보고하였고, Yonemura등은 HER-2/neu 

단백의 과발현시 위암의 예후에 나쁜 영향을 미침을 보고하여 

유방암에서처럼 HER-2/neu 단백 발현시 항-HER-2/neu 항체 

사용이 유용할 것으로 추측된다32. 

한편 위암은 현재까지 증명된 유일한 완치치료법이 수술이며 

완치적 수술후에도 약 80%의 환자에서 국소재발 혹은 전이성 

재발이 발생하여 수술후 보조적 항암요법이나 전이성 암에서의 
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유도항암요법이 필요하다. 그러나 위암에서 사용되는 약제는 5-

FU를 비롯하여 doxorubicin, cisplatin, mitomycin 및 paclitaxel 

등으로 그 반응율이 15-30%정도에 불과하여 위암의 발생기전에 

대한 연구 및 보다 새로운 치료법이 요구되고 있다33.  

본 실험에서는 먼저 3가지 위암 세포주 (YCC-2, YCC-3, NCI-

N87)에 대해 HER-2/neu 단백 발현을 조사하여 단백 발현이 

강양성인 NCI-N87 와 중양성인 YCC-2 위암 세포주, 그리고 

약양성인 YCC-3 위암 세포주로 정하였다. HER-2/neu 단백 

발현을 조사하는데 있어서 면역조직학적 염색법은 객관화가 낮아, 

flow cytometry 방법을 시행하였다. 암세포주에 대한 성장억제 

효과를 관찰하기 위해 doxorubicin, cisplatin, paclitaxel 및 5-FU 

4가지 항암제를 선택하였는데 이는 위암에서 비교적 기본 약제로 

사용되거나 현재 효과가 인정되고, 유방암에서 Herceptin®과 함께 

사용하여 약제의 상승효과 (synergic effect)가 밝혀진 약제들이다. 

Herceptin®의 세포성장 억제효과는 SK-BR-3에서 최고 IC40까지 

관찰되었는데 이는 약제의 반감기가 짧아 (72시간) 기본적인 MTT 

검사에서 요구되는 시간 (96시간)까지 약제가 남아있지 않아 나타난 

결과 일수도 있다고 생각된다. 또한 Herceptin®이 성장인자 

수용체에 작용하는 cytostatic agent이고, HER-2/neu을 통한 

세포성장 pathway가 차단되더라도 다른 pathway을 이용하여 
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암세포주의 성장을 유발할 수도 있어, 약제의 농도를 더 

증가시켰으나 세포 성장의 억제정도에는 유의한 차이는 없었다. 본 

실험에서 사용된 Herceptin®의 용량은 안체내 투여가 가능한 최대 

농도로 시행하였으며 이 농도가 유방암에서 확립된 농도이므로 

위암과의 차이점을 시사한다 하겠다. 

4가지 항암제에 대한 단일 약제감수성 검사에서는 HER-2/neu 

단백발현이 강양성인 SK-BR-3 유방암 세포주에선 농도의존적으로 

세포성장 억제효과가 관찰되었다. 특히 doxorubicin의 경우 모두 

의미있는 세포성장 억제효과가 관찰되었는데 이는 여러 

연구에서처럼 HER-2/neu 단백 발현과 doxorubicin에 대한 

반응사이의 상관관계가 있음을 알 수 있었다34. 그러나 ciplatin의 

경우 HER-2/neu 단백이 강양성인 NCI-N87 위암 세포주에서는 

약제의 농도가 증가함에 따라 세포성장 억제효과가 관찰되지 않았고 

나머지 세포주에서는 의미있는 성장 억제효과가 나타났다. 한편 

Paclitaxel에 대해서도 HER-2/neu 단백발현 유무와 상관없는 약제 

감수성의 결과를 보였는데, Yu 등35의 약제저항성 및 Baselga 등36의 

약제감수성을 모두 관찰할 수 있어 향후 연구가 더 필요하리라 

생각된다. 

Herceptin과 항암제의 상호작용인 상승 (synergism), 유지 

(summation), 길항 (antagonism) 효과는 HER-2/neu 단백발현의 
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정도나 그 발현과정인 phosphorylation의 변동은 아닌 것으로 

제시되고 있다20. Doxorubicin은 여러 연구에서 EGFR나 

tranforming growth factor (TGF)-α와 같은 성장인자의 발현을 

증가시켜 항-EGFR 단일 항체를 함께 사용시 상승적인 

세포성장억제 효과가 관찰되고 있다. Doxorubicin의 경우 

병용투여시 의미있는 세포성장 억제효과가 관찰되었는데 이는 여러 

연구에서처럼 HER-2/neu 단백 발현과 doxorubicin에 대한 

반응사이의 상관관계가 있음을 알 수 있었다. Cisplatin은 DNA 

adduct를 형성함으로 약제의 세포독성도를 보이는데 이는 복제 

(replication)와 전사 (trasncription)와 같은 DNA 가닥의 분리를 

요구하는 세포과정을 방해함으로 발생되며32 이때 anti-HER-2/neu 

항체를 전처치하는 경우 cisplatin에 의해 생성되고 DNA adducts의 

회복 (repair) 능력이 감소하게 된다25. 본 실험에서는 HER-2/neu 

단백이 강양성인 NCI-N87 위암 세포주에서는 IC20, YCC-2에서는 

IC10 용량에서 그리고 음성판정 기준세포인  U-87 MG에서는 

길항효과가 나타났으며 나머지 세포주에서는 성장억제효과가 

나타났다. Paclitaxel에 대해서도  농도가 증가함에 따라 상승효과가 

관찰되었는데 Chang등32의 보고에 의하면 위암 세포주에서 

paclitaxel은 apoptosis전에 주로 G2/M-phase의 arrest뿐 아니라 

G0/G1-phase에 있는 세포에도 세포독성도를 나타낸다37. 
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Herceptin®과 병용처리시의 paclitaxel과의 약물 상호작용은 

paclitaxel에 의해 G2/M phase에 arrest된 세포에서 Herceptin® 

처리로 M-phase로의 cell progression이 더욱더 down-

modulation되어 세포독성도가 증가된다고 생각된다. 또한 

Herceptin® 처리시 G0/G1 phase에 있는 세포가 증가하게 되는데27 

이때 paclitaxel에 민감하게 반응하여 세포독성도가 증가된다고 

생각된다. Herceptin®과 5-FU를  병용투여 하였을 때는 모든 

세포주에서 길항효과 (CI>1)가 나타났다.  

결론적으로 여러 종류의 위암 세포주에서 세포 유형에 따라 

HER-2/neu 단백발현 정도에 차이가 있으며 그 발현여부나 

발현정도에 따라 위암에서 주로 사용되는 항암제 (doxorubicin, 

cisplatin, paclitaxel 및 5-FU)를 결정해야 한다고 생각된다. 
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V. 결 론 

 

위암 세포주에서 HER-2/neu 단백의 발현을 조사하고 이때 

재조합 인간형 HER-2/neu 항체인 Herceptin®과 항암제 

(doxorubicin, cisplatin, paclitaxel, 5-FU)의 단독 혹은 복합투여 

후의 반응율을 조사하였다.  

 

1. 3가지 위암 세포주 (YCC-2, YCC-3, NCI-N87)에 대해 HER-

2/neu 단백 발현은 NCI-N87이 강양성(88%), YCC-2이 

중양성(55%) 그리고 YCC-3가 약양성(48%)으로 조사되었다. 

 

2. Herceptin® 단독투여시 HER-2/neu 단백발현에 상관없이 

Herceptin®의 농도내에서는 양성판정 기준세포인 SK-BR-3가 

IC40의 세포성장억제 효과가 관찰되었다. 위암세포주에서는 

세포독성능이 충분하게 나타나지 않았다. HER-2/neu 단백발현에 

정도의 차이는 있으나 4가지 항암제 (doxorubicin, cisplatin, 

paclitaxel, 5-FU)에 대해서 농도의존성으로 세포성장억제 효과가 

관찰되었다. 

 

3. Herceptin과 항암제를 병용투여한 경우 HER-2/neu 단백발현 
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정도에 상관없이 Herceptin®과 doxorubicin의 경우에 모든 

세포주에서 세포성장억제에 상승 효과가 관찰되었고 Herceptin®과 

5-FU의 경우는 모든 세포주에서 길항효과가 관찰되었다.  

 

여러 종류의 위암세포주에서 세포 유형에 따라 HER-2/neu 

단백발현 정도에 차이가 있으며 그 발현여부나 발현정도에 따라 

위암에서 주로 사용되는 항암제(doxorubicin, cisplatin, paclitaxel, 

5-FU)에 대한 약제 감수성 사이에는 상관관계가 있음을 알 수 

있었다. 또한 약제에 따라서 항-HER-2/neu 항체(Herceptin®)와 

함께 투여시 항암제의 세포독성효과를 더욱 증가시킬 수 있어 

항암제의 투여용량을 줄이고 항암제에 의한 부작용을 감소시켜, 

위암에서도 Herceptin®을 이용한 생물학적 치료의 효과를 기대할 수 

있을 것으로 생각된다. 그러나 암세포주에 따른 반응의 차이가 

있으므로 위암에서 Herceptin®을 사용할 경우에는 유방암과는 다른   

protocol에 의해 시행되어야 할 것이다. 
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Abstract 

 

Correlation of HER-2/neu (erbB-2) expression and combined effect 

of HERCEPTIN® and chemotherapeutic agents  

in gastric cancer cell lines 
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Jeong Beom Kim 

 

Directed by Professor Hyun Cheol Chung 

 

Gastric cancer is the most common malignancy in Korea. Although 

advanced gastric cancer has many limitations and response rate is marginal in 

chemotherapy. Overexpression of human HER-2/neu gene and its protein are 

associated with increased cell division and a high rate of tumor growth and 

have been reported in several malignancies. Especially, approximately 30% of 

breast cancer patients have overexpression of HER-2/neu protein and the 

overexpression metastasize faster, induces resistance of the chemotherapy and 

down-regulate function of estrogen receptor. Recombinant humanized anti-

HER2 antibody (trastuzumab, Herceptin®) inhibits proliferation of HER-2/neu 
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overexpressing tumor cells and the use of that in combination in metastatic 

breast cancer have increased cytotoxicity of chemotherapeutic agents. 

In this study, we evaluated followings: ① the expression of HER-2/neu 

protein in gastric cell lines by FACS, ② comparing the cytotoxicity in 

chemotherapeutics (doxorubicin, cisplatin, paclitaxel, 5-FU) alone and in 

combination with Herceptin® according to the expression of HER-2/neu 

protein by MTT assay 

 

1. After evaluation of the expression of HER-2/neu protein in three gastric 

cancer cell lines (YCC-2, YCC-3, NCI- N87), NCI-N87 (88%) gastric cancer 

cell line with strong positivity of HER-2/neu expression. YCC-2 (55%) and 

YCC-3 (48%) gastric cancer cell line with intermediated, weak positivity 

respectively. SK-BR-3 (89%) breast cancer cell line and U-87 MG (6%) brain 

cancer cell line were selected for HER-2/neu positive, negative control 

respectively. 

 

2. In vitro MTT assay for treatment of Herceptin®, cell growth dose-

dependently inhibited in HER-2/neu positive control cell line SK-BR-3. 

Although dose of Herceptin® increased, Growth inhibition was not observed in 

HER-2/neu negative control cell line U-87 MG. Effective growth inhibition 
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was not observed in gastric cancer cell lines with single treatment of 

Herceptin®, all cell lines observed the dose-dependent growth inhibition to  

chemotherapeutic agents(doxorubicin, cisplatin, paclitaxel and 5-FU). 

 

3. In combination of Herceptin® with chemotherapeutic agents, comparing the 

drug sensitivity by CI (combination index), combination of Herceptin® with 

doxorubicin observed synergistic effects in all cancer cell lines except YCC-3, 

combination of Herceptin®  with cisplatin observed NCI-N87 and SK-BR-3 

and combination of Herceptin® with paclitaxel observed synergistic effects in 

YCC-2. combination of Herceptin® with 5-FU observed antagonistic effects in 

all cancer cell lines. 

 

In conclusion, According to HER-2/neu  expression level, effect of anti-

cancer agents was observed differently in combination of Herceptin® With 

chemotherapeutic agents. This suggest that HER-2/neu  expression level can 

be applied standard of combination drug selection in combination of 

Herceptin® With chemotherapeutic agents in gastric cancer. 

 

Key words : HER-2/neu(erbB-2), HERCEPTIN®, gastric cancer cell line, 

combination treatment, CI. 


