
 

 

저작자표시-비영리-변경금지 2.0 대한민국 

이용자는 아래의 조건을 따르는 경우에 한하여 자유롭게 

l 이 저작물을 복제, 배포, 전송, 전시, 공연 및 방송할 수 있습니다.  

다음과 같은 조건을 따라야 합니다: 

l 귀하는, 이 저작물의 재이용이나 배포의 경우, 이 저작물에 적용된 이용허락조건
을 명확하게 나타내어야 합니다.  

l 저작권자로부터 별도의 허가를 받으면 이러한 조건들은 적용되지 않습니다.  

저작권법에 따른 이용자의 권리는 위의 내용에 의하여 영향을 받지 않습니다. 

이것은 이용허락규약(Legal Code)을 이해하기 쉽게 요약한 것입니다.  

Disclaimer  

  

  

저작자표시. 귀하는 원저작자를 표시하여야 합니다. 

비영리. 귀하는 이 저작물을 영리 목적으로 이용할 수 없습니다. 

변경금지. 귀하는 이 저작물을 개작, 변형 또는 가공할 수 없습니다. 

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/legalcode
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/


 

 

 

TGF-β1와 GRP78 발현 억제   

조절이 sorafenib 저항성을 가지는 

간세포암종의 저항성 극복에 미치

는 영향  

 

 

 

 

 

 

 

연세대학교 대학원 

의 과 학 과 

홍  정  아 

 



 

 

 

TGF-β1와 GRP78 발현 억제   

조절이 sorafenib 저항성을 가지는 

간세포암종의 저항성 극복에 미치

는 영향  

 

 

 

 

 

 

 

연세대학교 대학원 

의 과 학 과 

홍  정  아 

 



 

 

 

TGF-β1와 GRP78 발현 억제    

조절이 sorafenib 저항성을 가지는 

간세포암종의 저항성 극복에 미치

는 영향  

 

지도교수 송 재 진  

 

이 논문을 석사 학위논문으로 제출함 

 

2021 년   12 월 

연세대학교  대학원 

의  과  학  과 

홍  정  아 



 

 

 

홍정아 의 석사 학위논문을 인준함 
 

 

 

 

 

심사위원       송 재 진      인 
 

 

 

심사위원       서 준 영      인 
 

 

 

심사위원       최 혜 진      인 
 

 

 
 
 

 
 

 

 

연세대학교 대학원 
 

 

 

2021 년  12 월 
 

 

 



 

 

감사의 글 
 

 

아무것도 모르던 제가 석사과정을 진행하기 위해 

서울로 상경하여 실험실 생활을 한지도 벌써 3년이 다 

되어 갑니다. 길다면 길고 짧다면 짧다고 느낄 수 있는 

시간동안 아직 부족하지만 실험자로써 여러가지 

경험을 할 수 있도록 도움을 주신 많은 분들이 

있습니다.  

먼저 많이 부족한 저를 지도해주신 송재진 교수님께 

감사하다는 말씀을 드리고 싶습니다. 학위를 진행하는 

동안 지원해 주시며 학위논문 심사를 맡아 주신 

최혜진 교수님께도 감사드리며 학위논문 심사를 맡아 

주신 서준영 교수님께도 감사드립니다.  

실험실 생활동안 많은 실험을 가르쳐주고 여러가지 

일들을 함께 했던 수진언니와 함께한 시간동안 부족한 

저와 함께 실험한 성희언니에게도 감사드립니다. 

그리고 지칠 때마다 힘이 되어 주신 부모님과 동생, 

친구들에게도 감사하다고 말씀드리고 싶습니다. 

아직 많이 부족하지만 실험실에서 지낸 경험을 

바탕으로 앞으로 나아갈 수 있도록 최선을 다할 

것이며 다시한번 제가 학위를 진행할 수 있도록 

도움을 주신 모든 분들께 감사드립니다. 

 

 

 

 

 

홍정아 씀 

 



 

 

<차례> 
 

국문요약 ········································································· 1 

 

Ⅰ. 서론 ·········································································· 3 

II. 재료 및 방법 ······························································ 6 

1. 세포배양   ······························································· 6 

2. Sorafenib 저항성 세포주 제작   ································· 6 

3. 증식불능 아데노바이러스 제작   ································ 6 

4. 실시간 중합효소연쇄반응 ··········································· 7 

5. Westernblot ····························································· 7 

6. Cell viability ························································· 8 

7. Clonogenic assay ······················································ 8 

8. 동물실험 ·································································· 9 

 

III. 결과  ········································································ 10 

1. sorafenib 저항성 HCC에서의 기존 shRNA 탑재 바이러스의 

효과 확인 ····································································· 10 

2. 후보물질 GRP78의 발현감소율에 따른 Sorafenib 저항성 

HCC에서의 효과 및 임계수준의 GRP78 shRNA 확보 ·············· 16 

3. HCC와 Sorafenib 저항성 HCC에서의 여러가지 shRNA 서열을

가진 아데노바이러스 비교 ·············································· 23 

4. Sorafenib 저항성 HCC에서 shRNA 서열가진 증식불능 아데노

바이러스 동물실험으로 항종양 효과 비교 ······················ 28 

IV. 고찰  ········································································ 30 

V. 결론  ········································································· 32 

 

참고문헌 ········································································· 33 

ABSTRACT ···································································· 37 



 

 

그림 차례 
 

 

그림 1. Sorafenib 저항성 HCC에서의 기존 shRNA 탑

재 바이러스의 효과 확인 ·································· 10 

 

그림 2. 후보물질 GRP78의 발현 감소율에 따른 

Sorafenib 저항성 HCC에서의 효과 및 임계수준의 

GRP78 shRNA 확보  ······································· 16 

 

그림 3. HCC와 sorafenib 저항성 HCC에서의 여러가

지 shRNA 서열 가진 아데노바이러스 비교 ········· 23 

 

그림 4. Sorafenib 저항성 HCC에서 shRNA 서열 가진

증식불능 아데노바이러스 동물실험으로 항종양효과 비

교 ································································· 28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



1 

 

 

국문요약 

 
TGF-β1와 GRP78 발현 억제 조절이 sorafenib 저항성을 가지는  

간세포암종의 저항성 극복에 미치는 영향  

전세계적으로 높은 발병률을 보이는 간암 중 많은 케이스를 

차지하는 Hepatocellular carcinoma (HCC)는 바르셀로나 임상 간암 

단계 시스템(BCLC)에 따라 치료법이 나뉘게 된다. 그 중 주로 

중기나 말기(advanced)환자들을 위해 사용되는 전신요법 과정에서 

사용하는 약물 중 하나인 sorafenib 은 암세포의 증식과 혈관 신생 

생성을 막는 작용 기전을 가지는 치료제로 사용되고 있다. 하지만 

일부 HCC 환자들은 이 약물에 대해 기본적으로 내성을 가지며 또 

다른 환자들은 약물 내성이 없지만 치료를 거듭할수록 내성이 생겨 

큰 효과를 보지 못하는 경우가 있다. 이러한 배경하에 sorafenib 

저항성 HCC 의 저항성 극복 방안을 제시하기 위해 발현을 조절할 

여러가지 후보물질들을 선정 후 실험을 진행하였다.  

암세포에서 다양한 작용 기전을 가지며 종양형성 및 진행에 관여 

되어있다고 밝혀져 있는 transforming growth factor (TGFβ)와 

기존에 실험실에서 Gemcitabine 저항성 췌장암 세포의 약물저항성 

극복을 위해 조절하였던 HSP27(Heat shock protein 27), 일반적으로 

stress marker 로 알려진 샤페론 단백질로 Sorafenib 저항성 HCC 와 

연관성이 보고되고 있는 Glucose-regulated protein78(GRP78, BiP) 

과 최근 Sorafenib 저항성 HCC 에서 저항성 극복을 위해 조절해볼 

가치가 있는 타겟으로 발표된 중간섬유에 속하는 세포골격 단백질 

Vimentin 까지 총 4 가지의 shRNA 탑재한 증식불능 아데노 

바이러스를 각각 Sorafenib 저항성 HCC 에 처리하였을 때 TGFβI 의 
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발현을 감소시키는 shRNA 탑재한 증식불능 아데노 바이러스가 

가장 좋은 항종양 효과를 보였고 그 다음으로 GRP78 의 발현을 

감소시키는 shRNA 탑재한 증식불능 아데노 바이러스가 좋은 

효과를 보였다. 이후 Sorafenib 저항성 SNU449 에서 두 가지의 

후보물질을 복합체로 만들어 TGFβ1-GRP78 모두 발현을 

감소시키는 shRNA 를 탑재한 증식불능 아데노 바이러스를 

처리하였을 경우 HSP27-TGFβ1 모두 발현을 감소시키는 shRNA 를 

탑재한 증식불능 아데노 바이러스를 처리하였을 때보다 더 좋은 

효과를 나타내는 것을 확인할 수 있었고 Sorafenib 저항성 

Hep3B 에서는 두 바이러스 모두 좋은 효과를 보이며 두 바이러스 

간의 큰 효과의 차이는 보이지 않았다. HCC 종류에 따라 차이가 

있지만 TGFβ1-GRP78 모두 발현을 감소시켰을 경우 Sorafenib 

저항성 HCC 의 저항성 극복에 유의미한 효과를 보일 가능성이 있다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

----------------------------------------------

핵심되는 말 :  HCC, sorafenib, TGFβI, GRP78, vimentin, adenovirus 
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TGF-β1와 GRP78 발현 억제 조절이 sorafenib 저항성을 가지는  

간세포암종의 저항성 극복에 미치는 영향  

 

<지도교수 송 재 진> 

 

연세대학교 대학원 의과학과 

 

홍  정  아 

 

 

Ⅰ. 서론 

간암은 전세계적으로 발병률이 높은 암중 하나로 Hepatocellular 

carcinoma(HCC)는 간암의 거의 90% 이상의 경우로 가장 일반적인 

형태이다. 1  

HCC 의 90% 이상의 경우가 만성적인 간질환에 의한 것인데 어떠한 

요인이라도 그 요인에 의하여 간경변증이 생긴다면 가장 큰 HCC 발병 

위험인자가 되며 발병요인은 여러가지인데 Hepatitis B 바이러스와 

만성적인 Hepatitis C 바이러스의 감염에 의한 발병, Hepatitis D 

virus 감염이나 알코올에 의한 알코올성 간질환, 비알콜성지방간과 

그 이외에도 성별 나이에 따른 요인들이 있다. 1  

HCC 는 주로 바르셀로나 임상 간암 단계 시스템(Barcelona Clinic 

Liver Cancer staging system, BCLC)에 따른 종양단계에 따라 치료법이 

다른데 초기에는 절제술, 이식 등이 이루어지고 중기에는 간암 

화학색전술 등의 치료가 이루어지며 추후 단계나 말기(advanced) 
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환자의 경우에는 전신요법(systemic therapy)이 이루어지는데 이 

단계에서 사용되는 여러 가지 약물 중 하나가 sorafenib이다.1 

HCC 환자들의 치료제로 사용되는 소라페닙 (Sorafenib)은2 종양 

세포분화와 종양 혈관생성을 억제하고 여러가지 종양모델에서 

아폽토시스 (apoptosis) 비율을 증가시킨다. 소라페닙은 세린- 

타이로신 카이네이즈 Raf-1과 B-Raf를 억제하고 혈관 내피성장인자 

수용체 (VEGFR) 1, 2, 3과 혈소판유래 성장인자β (PDGER-β)의 활성 

역시 억제한다.2,3  

위와 같은 기작을 가진 Sorafenib은 일반적으로 HCC 환자들의 

치료제로 사용되고 있는데 몇몇 환자의 경우 Sorafenib를 이용한 

치료 초기 단계에서 HCC가 약물에 저항성이 없었지만 치료를 

거듭하며 저항성을 가지게 되어 약물 치료효과가 미미한 경우가 있다. 

Sorafenib 저항성을 가지며 아직까지 HCC가 sorafenib 저항성을 

가지게 되는 정확한 기작은 밝혀지지 않았다. 4,5 

다기능 사이토카인 transforming growth factor β(TGFβ)는 세포에서 

여러가지 역할을 하며 세포의 상황에 따라 다른 역할을 한다고 

알려져 있다. 일반적으로 자라는 중이거나 성숙한 기관에서의 

상피세포 분화를 막고 유방, 장, 갑상선 등의 상피세포에서는 

아폽토시스를 유발하기도 한다. 이외에도 TGFβ는 세포의 노쇠, 모양, 

분화, 세포와 세포 또는 세포와 세포 외 기질 간의 부착을 조절하는 

여러가지 역할을 하며 특히 일반 상피세포나 초기 단계의 

종양세포에서 Smad 관련 기작이 종양 및 세포 생장을 억제시키는 

역할을 하지만 말기단계에서는 오히려 종양진행, 침윤, 전이, 
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혈관신생, 상피에서 간충직으로의 전이를 강화시키는 역할을 한다고 

알려져 있다. 6,7,8 

Glucose-regulated protein 78 (GRP78, BiP)은 Endoplasmic reticulu 

-m(ER)의 stress marker 인 샤페론 단백질로 대표적인 역할로는 

ER 에서 unfolded protein response(UPR)를 조절한다고 알려져 

있으며 HCC 를 포함한 많은 암세포에서 GRP78 증가는 종양발생, 

종양진행, 침윤, 전이와 연관된 것으로 알려져 있고 9,10 최근 논문에 

따르면 Sorafenib 약물로 치료 시도하였지만 큰 효과를 보지 못한 

HCC 환자의 샘플에서 GRP78, HSP90, 14-3-3ε 단백질 발현이 

높아져 있었으며 특히 GRP7 은 73%의 종양샘플에서 높아져 있었고 

biomarker 로써의 가능성과 GRP78 관련기작이 sorafenib 저항성 

극복에 영향을 줄 가능성 있다는 결과보고가 있었다.16 

또 다른 타겟인 vimentin 은 epithelial-mesenchymal transition 

(EMT) marker 중 하나인 중간섬유에 속한 세포골격 단백질이다. 11 

vimentin 의 주요 역할은 세포질에서 세포기관의 위치를 정착시키고 

보조하는 것이며 여러 논문에서 vimentin의 발현이 암세포의 침윤과 

증식에 관여 있다 결과 보고가 있고 12,13 최근 논문에서 Sorafenib 

저항성 HCC 에서 저항성 극복을 위해 조절한 좋은 타겟 중 

하나로도 발표된 바 있다. 15   

이 논문에서는 위와 같은 여러 후보 물질들의 조절을 통하여 

Sorafenib 약물 저항성을 가지는 HCC 의 저항성 극복 가능성을 

확인하였다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법 

1. 세포배양 

293A(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), A549(adenocarcinomic 

human alveolar basal epithelial cells), DU145(human prostate 

cancer cell line), SNU449, Hep3B 세포주를 사용하였으며 

DMEM(Hyclone, Logan, Utah, USA)에 8% FBS와 10unit/ml의 

Penicillin-Streptomycin을 사용하여 배양하였다. 

 

2. Sorafenib 저항성 세포주 제작 

SNU449와 Hep3B를 100φ 세포배양접시에 총량 media 10ml 기

준으로 1/1000, 1/500, 1/200, 1/100로 희석하여 sorafenib 5μM 2

주간 처리하여 얻는 세포를 지속적으로 sorafenib 처리하여 저항

성 세포 유지하였다. Sorafenib 저항성 SNU449의 경우 추가로 

10μM로 약물 처리 농도 늘려 sorafenib 저항성 SNU449 확보하

였다. 

 

3. 증식불능 아데노바이러스 제작 

GRP78 (Glucose-Regulated Protein 78) 발현을 감소시키는 

shRNA 서열을 선정하였다. 첫번째로 논문에서 발췌한 GAG GTT 

ACC CAT GCA GTT GTT (shGRP78 1st 서열)와 논문에서 발췌한 

서열을 변형시킨 GGT TAC CCA TGC AGT TCT TAC (shGRP78 

2nd, 3rd, 6th)과 제놀루션(Genolution, 서울)에서 받은 서열인 CCA 
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AGA TGC TGA CAT TGA AGA (shGRP78 4th 5th)를 실험실에 있

는 pSP72 아데노바이러스 셔틀벡터에 클로닝 진행하되 셔틀벡터

의 프로모터에 변화를 주거나 (shGRP78 2nd와 3rd) shRNA의 헤

어핀 루프 구조에 변화를 주어 (shGRP78 3rd와 6th/shGRP78 4th 

와 5th) 총 6가지 셔틀벡터를 완성하여 실험 진행하여 선정한 일

부 셔틀벡터 dl324-IX 아데노바이러스 유전자에 상동재조합하여 

증식불능 아데노바이러스 제작하였다.  

 

4. 실시간 중합효소연쇄반응(Real-Time PCR) 

세포주를 6well plate에 well 당 1x105 세포를 분주 20~24h 후 

바이러스나 DNA/RNA를 처리 후 36~48시간 내에 TRIZOL 

reagent (Thermofisher, FL, USA)를 이용하여 RNA 추출하고 

ReverTra Ace qPCR RT Master Mix (Toyobo, Japan)이용하여 추

출한 RNA를 cDNA로 합성 후 power SYBR Green PCR Master 

Mix(Thermofisher, FL, USA) 이용하여 실시간 중합효소 연쇄반

응을 진행하였다. 

 

5.Westernblot 

샘플 버퍼(4% SDS, 20% glycerol, 0.004% bromophenol blue, 

0.125M Tris-Hcl Ph 6.8)로 용해시킨 다음 96도에서 10분간 가

열하여 식힌 뒤 정량하여 SDS-polyacrylamide gel(4% stacking 

gel과 10% running gel)에 전기영동 한다. 이후 트랜스퍼 버퍼 
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(2.5nM Tris, 200mM Glycine, 20% Methanol)를 이용하여 PVDF 

membrane (Millipore, Billerica, MA, USA)로 트랜스퍼 하고 상온

에서 1시간동안 TBST에 녹인 5% Skim milk로 블록킹 진행한다. 

1차 항체를 TBST에 녹인 5% Skim milk나 5% BSA에 희석하여 

4도에서 12시간~16시간 동안 반응시킨 후 상온에서 TBST로 15

분간 3번씩 세척한다. 이후 2차 항체(Cell signaling Technology, 

Danvers, MA, USA)를 TBST에 녹인 5% Skim milk나 5% BSA에 

희석하여 상온에서 1시간 동안 반응시킨 후 TBST로 10분간 3번

씩 세척 후 ECL용액 이용하여 결과 확인하였다. 

 

6. Cell viability  

HCC 세포주와 sorafenib 저항성이 확보된 HCC 세포주를 6well 

plate에 well 당 1x105 세포를 분주 20~24h 후 증식불능 아데노

바이러스 100MOI/well 처리 48h 후 Trypan Blue Stain(0.4%) 

(gibco Thermofisher, FL, USA) 1:1 비율로 염색 후 세포수 측정

으로 cell viability 확인하였다. 

 

7. Clonogenic assay  

HCC 세포주와 sorafenib 저항성이 확보된 HCC 세포주를 6well 

plate에 well 당 1x105 세포를 분주 20~24시간 후 증식불능 아

데노바이러스 100MOI/well 처리 48시간 후 well당 5x103 또는 

1x104 세포수로 희석하여 현미경으로 관찰. 이후 세포들이 콜로니 
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형성 시, 크리스탈 바이올렛 시약(Thermofisher, FL, USA)으로 

염색하여 관찰하였다. 

 

8. 동물실험 

Sorafenib 저항성 Hep3B를 nude mice에 마리 당 9x106 세포 주

사한 후 종양의 크기가 90~100 mm³되는 시점에 종양에 PBS 50 

μl와 증식불능아데노 NC (Negative control) 바이러스, 증식불능

아데노 shTGFβ1 바이러스, 증식불능아데노 shHSP27/shTGFβ1 

바이러스, 증식불능아데노 shTGFβ1 /shGRP78 바이러스를 각각 

50 μl용량의 PBS에 5x108 plaque forming unit (PFU) 희석하여 

이틀간격으로 3번 주사한 후 크기를 측정하였다. 종양의 크기는 

종양의 장축 x 종양의 단축2 x 0.52 = mm3으로 계산하였다.  
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Ⅲ. 결과 

1. Sorafenib 저항성 cell에서의 기존 shRNA 탑재 바이러스의 효과 

확인 

(A) 

 

(B) 
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(C) 
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(D) 

 

 

(E) 

 

그림1 (A) sorafenib 저항성이 확보된 HCC 세포주 SNU449 -SR과 저항성이 

없는 HCC 세포주 SNU449에서 TGFβI shRNA/ TGFβⅡ shRNA/  HSP27 
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shRNA 발현하는 증식불능 아데노 바이러스를 처리 후 IC 50 농도의 

sorafenib 처리하여 세포 생존 능력 확인. (B) sorafenib 저항성이 확보된 

HCC 세포주 Hep3B-SR과 SNU449-SR에서 HSP27 shRNA / TGFβI 

shRNA/ HSP27-TGFβI shRNA 발현하는 증식불능 아데노바이러스를 처리 

후 생존과 관련된 단백질 발현양 확인. (C) sorafenib 저항성이 확보된 HCC 

세포주 SNU449-SR과 저항성이 없는 HCC 세포주 SNU449, sorafenib 

저항성이 확보된 HCC 세포주 SNU449-SR에 TGFβI shRNA / 

TGFβI-HSP27/  shRNA 발현하는 증식불능 아데노바이러스를 감염시킨 뒤 

Microarray 진행. (D) HCC cell line과 Sorafenib 저항성 있는 HCC cell 

line에서 GRP78과 Vimentin RNA 발현양 비교. (E) HCC cell line과 

Sorafenib 저항성 있는 HCC cell line에서 GRP78 단백질 발현양 비교. 

 

먼저 실험실에서 투고한 논문인 Down-Regulation of TGF-β 

Expression Sensitizes the Resistance of Hepatocellular Carcinoma 

Cells to Sorafenib에서 이미 Sorafenib 저항성 HCC에서 효과를 보인 

TGFβI/ TGFβⅡ shRNA 발현하는 증식불능 바이러스와 Ratio of 

phosphorylated HSP27 to nonphosphorylated HSP27 biphasically 

acts as a determinant of cellular fate in gemcitabine-resistant 

pancreatic cancer cells 에서 Gemcitabine 저항성 췌장암 세포의 

약물 저항성 극복을 위해 사용하였던 HSP27 shRNA 발현하는 

증식불능 아데노 바이러스를 이용하여 Sorafenib 저항성 HCC에서 

각각의 shRNA 증식불능 아데노 바이러스를 처리하였을 때와 두가지 

모두 발현양 감소시키는 증식불능 아데노 바이러스를 처리하여 

sorafenib 저항성이 확보된 HCC 세포주 SNU449-SR과 저항성이 

없는 HCC 세포주 SNU449에서 그 효과를 확인하는 실험을 
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진행하였다. SNU449와 SNU449-SR에 각각 NC(Negative control)/ 

HSP27 shRNA / TGFβI shRNA/ TGFβⅡ shRNA/ HSP27-TGFβI 

shRNA/ HSP27-TGFβⅡ shRNA 발현하는 증식불능 아데노바이러스 

처리 24시간 후 IC50 농도의 Sorafenib 14μM을 처리 후14 24시간 

이후에 cell viability assay 진행하였다. 두가지 세포 모두에서 효과를 

보이기는 하나 HSP27 shRNA 탑재 바이러스와 TGFβⅡ shRNA 

탑재 바이러스의 경우 Sorafenib 저항성 SNU449에서 비교적 미미한 

효과를 보였다. (그림 1A)  

이후 Sorafenib 저항성 HCC인 SNU449-SR과 Hep3B-SR에 HSP27 

shRNA/ TGFβI shRNA / HSP27-TGFβI shRNA 발현하는 증식불능 

아데노바이러스를 100MOI 처리 48시간 후 westernblot으로 

세포생존 관련 단백질 확인한 결과 Hep3B-SR에서만 vimentin과 

β-catenin 단백질 발현이 감소하였을 뿐 다른 단백질의 발현은 

차이가 없었으며 SNU449-SR에서는 전체적인 서바이벌 단백질의 

발현양 차이가 거의 없었다. 그리고 Hep3B-SR에서의 차이 마저도 

HSP27 shRNA를 단독으로 발현하는 증식불능 아데노바이러스의 

경우 대조군인 NC 증식불능 아데노바이러스를 처리하였을 때와는 큰 

차이가 없었다. (그림 1B) 

추가로 SNU449, SNU449-SR, SNU449-SR에 TGFβI shRNA / 

HSP27 shRNA / HSP27-TGFβI shRNA 발현하는 증식불능 

아데노바이러스를 감염시켜 Microarray를 진행하였을 때, sorafenib 

저항성을 가지는 SNU449의 경우 많은 수의 유전자들이 저항성이 

없는 SNU449와는 RNA 패턴이 다른 것을 알 수 있었고 TGFβI 
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shRNA / HSP27 shRNA/ TGFβI-HSP27 shRNA를 발현하는 증식불능 

아데노바이러스를 처리하였을 경우 다시 RNA 패턴이 변화하여 

저항성이 없는 SNU449와 유사해지는 것을 확인할 수 있었다. 

그러나 HSP27 -TGFβI shRNA 동시에 발현하는 증식불능 

아데노바이러스를 처리하였을 경우와 각각의 shRNA를 발현하는 

바이러스를 처리하였을 때의 경우 모두 큰 차이가 없는 관계로 

새로운 타겟이 될 shRNA의 필요성을 확인하였다. (그림 1C)  

이후 여러가지 논문의 결과를 참고하여 Sorafenib 저항성 HCC와 그 

발현이 연관되어 있을 것으로 예상되는 GRP78과 Vimentin의 RNA 

발현양을 HCC와 Sorafenib 저항성 HCC에서 확인하였다. GRP78의 

발현양의 경우 모든 Sorafenib 저항성 HCC에서 저항성이 없는 

HCC보다 약 60~70배 높은 발현양을 확인할 수 있었지만 

Vimentin의 경우 Hep3B-SR이 Hep3B에 비해 약 20배 높은 

발현양을 확인할 수 있었지만 SNU449-SR과 SNU449 사이에서의 

발현양은 약 2배로 거의 차이가 없는 것을 확인할 수 있었다. (그림 

1D) 이후 Sorafenib 저항성 HCC에 sorafenib 용량을 달리하여 처리 

후 GRP78의 단백질 발현양을 확인한 결과 Sorafenib 저항성 

HCC에서 더 높은 발현양을 확인할 수 있었다. (그림 1E) 위와 같은 

과정들을 토대로 TGFβI / GRP78 / Vimentin를 shRNA로 조절할 

후보물질로 선정하였다.  
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2. 후보물질 GRP78의 발현 감소율에 따른 Sorafenib 저항성 HCC에

서의 효과 및 임계수준의 GRP78 shRNA 확보 

 

(A) 
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(B) 

Defective shGRP78 1st  

U6 promoter GAT CCG AGG TTA CCC ATG CAG TTG TT TCTC 

AAC AAC TGC ATG GGT AAC CTT TT TTTT A 

Defective shGRP78 2nd 

U6 promoter GAT CCG GTT ACC CAT GCA GTT GTT AC TCTC  

GTA ACA ACT GCA TGG GTA ACC TTTTA 

Defective shGRP78 3rd 

H1 promoter GAT CCG GTT ACC CAT GCA GTT GTT AC TCTC  

GTA ACA ACT GCA TGG GTA ACC TTTTA 

 

(C) 
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(D) 

 

 

(E) 

Defective shGRP78 4th 

H1 promoter CCA AGA TGC TGA CAT TGA AGA TCT CTC TTC 

AAT GTC AGC ATC TTG GTT TTA  

Defective shGRP78 5th 

H1 promoter GAT CCC CAA GAT GCT GAC ATT GAA GA TCTC 

TCT CTT CAA TGT CAG CAT CTT GGT TTT TTA 

Defective shGRP78 6th 

H1 promoter GAT CCG GTT ACC CAT GCA GTT GTT ACT CTC 

TCG TAA CAA CTG CAT GGG TAA CCT TTT TTA 
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(F)  

 

(G) 
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(H) 

 

그림2 (A) siGRP78로 Sorafenib 저항성에서의 세포생존능력 cell viability 

assay와 Clonogenic assay로 확인 (B) GRP78 발현 감소시키는 shRNA 서

열 1st, 2nd, 3rd (C) DU145와 A549 세포에서 GRP78 발현 감소시키는 

shRNA 1st, 2nd, 3rd 서열 탑재한 증식불능 아데노바이러스 처리 후 RNA 감

소율 확인 (D) A549와 SNU449에서 제놀루션에서 제공받은 GRP78 발현 

감소시키는 shRNA 처리 후 RNA와 단백질 발현양 확인. (E) 제놀루션에서 

제공받은 GRP78 발현 감소시키는 shRNA 서열 변형시켜 확보한 shRNA 서

열 4th, 5th, 기존에 존재하는 GRP78 발현 감소시키는 shRNA 서열 변형시켜 

확보한 shRNA 서열 6th (F) GRP78 shRNA를 증식불능 아데노바이러스 셔틀

벡터에 클로닝 진행 후 293A 세포에서 GRP78 RNA 감소율 확인 (G) 

Hep3B와 SNU449에 최종형태의 GRP78 shRNA 5th를 탑재한 증식불능 아데

노바이러스를 MOI별로 감염시켜 GRP78 RNA와 단백질 감소율 확인 (H) 자

체선정한 GRP78 shRNA 탑재한 Defective shGRP78 3th 와 최종선정된 

GRP78 shRNA 탑재한 Defective shGRP78 5th 증식불능 아데노바이러스 감

염시킨 후 Clonogenic assay로 세포생존 능력 비교 

먼저, SNU449와 sorafenib 저항성 SNU449-SR에 siGRP78 
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(santacruze, TX, USA)를 처리한 후 일정농도의 sorafenib를 처리하

여 Cell viability assay를 통하여 단기적으로 clonogenic assay 통하

여 장기적으로 세포 생존능력을 확인한 결과 siGRP78를 처리하였을 

때 대조군보다 더 낮은 세포생존 능력을 보였다. (그림 2A)  

이후 논문에서 발췌한 shRNA 서열 G AGG TTA CCC ATG CAG 

TTG TT와 그 서열을 변형시켜 제작한 G GTT ACC CAT GCA GTT 

GTTAC shRNA를 각 각 다른 프로모터로 발현하게 만든 증식불능 

아데노바이러스를 두가지 종류를 모두 제작하였다. (그림 2B) 이후 위

의 3가지 바이러스를 각각 DU145와 A549 세포에 100MOI로 감염시

킨 후 RNA 수준에서 GRP78발현양을 비교한 결과 DU145 세포에서

는 shGRP78 1st 서열을 가진 증식불능 아데노바이러스가 제일 높은 

수준으로 GRP78발현양을 감소시키며 A549에서는 shGRP78 3rd 서열

을 가진 증식불능 아데노바이러스가 제일 높은 수준으로 GRP78발현

양을 감소시켰다. 그러나 3가지 증식불능 아데노바이러스 모두 

GRP78 발현 감소율을 최대 50%까지 밖에 감소시키지 못하였다. (그

림 2C) 

더 높은 GRP78 발현 감소율을 보이는 shRNA 서열을 찾기 위해 ‘제

놀루션’에 의뢰하여 GRP78을 타겟으로 하는 총 5가지 종류의 

shRNA 제품을 받아 각각 A549와 SNU44에 처리하여 RNA 수준과 

단백질 수준에서 발현 감소율 확인하였을 때, shRNA5가 가장 높은 

GRP78 발현 감소율을 보였다. (그림 2D) 

그림 2D 결과를 바탕으로 shRNA5 서열을 변형시켜 pSP72 아데노

바이러스 발현벡터에 클로닝 진행하여 각각 다른 헤어핀-루프 구조를 
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가지도록 만든 shGRP78 4th, shGRP78 5th 증식불능 아데노바이러스를 

제작하였고 기존의 shGRP78 3rd 서열의 헤어핀-루프 구조를 변형시

켜 추가로 3가지 증식불능 아데노바이러스를 제작하였고(그림 2E) 증

식불능 아데노바이러스 셔틀벡터 pSP72에 각 shRNA서열 클로닝한 

플라스미드를 293A에 처리하여 RNA 수준에서 GRP78 발현양 확인

한 결과 shGRP78 5th 서열 가지는 플라스미드가 가장 높은 수준의 발

현 감소율을 보였으며 (그림 2F) 위 결과를 바탕으로 shGRP78 5th를 

최종 형태의 shRNA로 선정하고 이를 탑재한 증식불능 아데노바이러

스를 제작하였다.  

이후 Hep3B와 SNU449에서 최종형태의 GRP78 shRNA를 탑재한 증

식불능 아데노바이러스를 MOI별로 처리하여 RNA 수준과 단백질 수

준에서 GRP78 발현 감소율 확인하였고 이전에 제작된 shGRP78 1st, 

2nd, 3rd shRNA 탑재한 형태의 바이러스들 보다 더 좋은 효과를 나타

내는 것을 확인할 수 있었다. (그림 2G)  

이후 HCC와 Sorafenib 저항성 HCC에 기존에 먼저 확인하였던 

GRP78 shRNA 탑재한 Defective shGRP78 3th 와 최종 선정된 

GRP78 shRNA 탑재한 Defective shGRP78 5th 증식불능 아데노바이

러스를 처리하여 Clonogenic assay통해 바이러스 처리 시 세포 생존 

능력을 비교 확인하였을 때 최종형태 shGRP78 5th 서열을 탑재한 증

식불능 아데노바이러스를 처리하였을 때 더 낮은 세포생존 능력을 보

이는 것을 확인할 수 있었다. (그림 2H) 
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3. HCC와 sorafenib 저항성 HCC에서의 여러가지 shRNA 서열 가진 

아데노바이러스 비교  

(A) 
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(B) 

 

 

(C) 
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(D) 

 

 

그림3 (A) Hep3B, SNU449, sorafenib 저항성 HCC인 Hep3B-SR과 

SNU449-SR에 대조군 NC/ TGFβI/ HSP27/ GRP78/ Vimentin shRNA 서열  

발현하는 증식불능 아데노바이러스를 처리 48시간 뒤 cell viability assay 

진행. (B) 그림3(A)와 동일한 조건에서 Clonogenic assay 진행. (C) Hep3B, 
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SNU449, sorafenib 저항성 HCC인 Hep3B-SR과 SNU449-SR에 대조군 

NC/ HSP27-TGFβI/ TGFβI-GRP78 shRNA 서열 발현하는 증식불능 아데노 

바이러스를 처리 48시간 뒤 cell viability assay 진행 (D) 그림3(C)와 

동일한 조건에서 Clonogenic assay 진행. 

우선 기존의 실험실에서 투고한 논문을 토대로 Sorafenib 저항성 

HCC에서 좋은 타겟으로의 결과를 보여준 TGFβI shRNA 증식불능 

아데노 바이러스와 Gemcitanbine 저항성 췌장암의 약물저항성 

극복을 위해 조절되어진 HSP27 shRNA 증식불능 아데노 바이러스, 

여러가지 논문을 참고하여 새로이 선정한 shRNA서열을 가진 GRP78 

shRNA 발현하는 증식불능 아데노 바이러스와 Vimentin shRNA 

발현하는 증식불능 아데노 바이러스를 각각 HCC와 sorafenib 저항성 

HCC에 처리 후 48시간 뒤 cell viability assay와 Clonogenic 

assay를 진행하였다.  

그 결과 SNU449와 SNU449-SR의 경우 TGFβI과 GRP78 순으로 

발현을 각각 낮추어 줬을 때 약물 저항성 HCC와 저항성이 없는 

HCC 모두에서 확연한 효과를 보였고 Hep3B와 Hep3B-SR의 경우 

바이러스가 모두 효과 있었고 미미하지만 TGFβI과 GRP78 순으로 

발현을 각각 낮추어 줬을 때 가장 큰 효과를 보였다. (그림 3A,B) 

이후 기존 실험에서 효과를 보았던 TGFβI shRNA 서열과 이전에 

사용하였던 HSP27 shRNA 두개의 서열을 탑재한 증식불능 아데노 

바이러스와 TGFβI shRNA와 개별적으로 발현을 낮추었을 때 TGFβI 

다음으로 높은 효과를 보였던 GRP78 shRNA 두개의 서열을 탑재한  

증식불능 아데노 바이러스를 각각 HCC와 sorafenib 저항성 HCC에 

처리 후 48시간 뒤 cell viability assay와 Clonogenic assay를 
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진행하였다.  

그 결과 SNU449와 SNU449-SR의 경우 TGFβI과 HSP27 발현을 

동시에 낮추는 shRNA를 탑재한 증식불능 아데노 바이러스를 

처리하는 것 보다 TGFβI과 GRP78 발현을 모두 낮추는 아데노 

바이러스를 처리하였을 때 더 낮은 세포생존 능력을 보였고 

Hep3B와 Hep3B-SR의 경우 HSP27-TGFβI shRNA 증식불능 

아데노 바이러스와 TGFβI-GRP78 shRNA 증식불능 아데노 바이러스 

두가지 모두 대조군을 처리하였을 때에 비하여 더 낮은 세포생존 

능력을 보였고 둘 간의 차이는 크게 보이지 않았다. (그림 3C,D) 
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4. sorafenib 저항성 HCC에서 shRNA 서열 가진 증식불능 아데노바

이러스 동물실험으로 항종양효과 비교  

(A)

 

그림4 (A) Sorafenib 저항성 Hep3B 주사하여 종양 형성 후 종양 크기가 약 

90~100 mm3일 때 PBS/ 대조군 NC/ TGFβI/ HSP27- TGFβI / TGFβI 

-GRP78 shRNA 발현하는 증식불능 아데노 바이러스를 이틀 간격으로 3번 

주사 후 두번째 주사하는 날부터 종양 크기 확인. 

이전의 Invitro 실험결과를 토대로 shRNA를 단독으로 발현시키는 

TGFβI shRNA 증식불능 아데노 바이러스와 기존에 실험실에서 

사용하였던 HSP27-TGFβI shRNA 증식불능 아데노 바이러스와  

새로 제작한 TGFβI-GRP78 shRNA 증식불능 아데노 바이러스를 

Sorafenib 저항성 Hep3B인 Hep3B-SR를 누드마우스에 주사한 후 

일정 크기의 종양이 형성되었을 때 이틀간격으로 3번 종양에 직접 

주사한 후 종양의 크기 변화를 확인하였다. 그 결과 Invitro 실험과 

비슷하게 대조군이 PBS와 NC(negative control) 증식불능 아데노 

바이러스를 주사하였을 때 보다 TGFβI shRNA 증식불능 아데노 
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바이러스와 HSP27-TGFβI shRNA 증식불능 아데노 바이러스, 

TGFβI-GRP78 shRNA 증식불능 아데노 바이러스를 주사하였을 때 

항종양 효과가 나타났고 TGFβI shRNA 증식불능 아데노 바이러스를 

주사하였을 때 보다는 HSP27-TGFβI shRNA 증식불능 아데노 

바이러스와 TGFβI-GRP78 shRNA 증식불능 아데노 바이러스를 

주사하였을 때 더 좋은 항종양 효과가 나타났고 HSP27-TGFβI 

shRNA 증식불능 아데노바이러스와 TGFβI-GRP78 shRNA 증식불능 

아데노바이러스를 주사한 차이는 Invitro와 마찬가지로 크게 나타나지 

않았다. 
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Ⅳ. 고찰 

간암은 2025 년까지 측정되는 발병률만 백만명이 넘을 것으로 예상될 

정도로 전세계적으로 발병률이 높은 암중 하나이다. 그중 가장 

일반적인 형태인 Hepatocellular carcinoma(HCC)는 간암의 거의 90% 

이상의 케이스를 차지한다.  

HCC 의 경우 Hepatitis B, Hepatitis C, Hpatitis D 바이러스 감염, 

알코올성와 비알콜성 지방간, 성별, 나이에 따라 등 여러가지 무수한 

발병 요인들이 있으며 종양의 초기나 중기 단계에 절제술, 이식, 

화학색전술 등의 치료가 이루어지며 주로 바르셀로나 임상 간암 단계 

시스템(Barcelona Clinic Liver Cancer staging system, BCLC)에 따라  

종양단계을 구분하여 치료법을 달리한다. 말기(advanced) 환자에게 

이루어지는 전신요법(systemic therapy)에 사용되는 약물에는 

처음단계에서 atezolizumab 과 bevacizumab 를 함께 사용하고 그 이후 

Sorafenib를 사용하기도 한다.1 

오랜 시간동안 HCC 치료제의 하나로 사용되어오고 있는 Sorafenib

의 경우 약물 사용으로 인한 내성이 생긴 환자들과 기존의 HCC자체

에서 sorafenib에 저항성을 가지는 환자들이 있으며 HCC가 

Sorafenib에 내성을 가지게 되는 기작들에 대하여 여러가지 가설들은 

많지만 확실히 정의되는 기작은 아직 없다. 

이 실험에서는 Sorafenib 저항성 HCC에서 약물 저항성 극복을 위해 

조절하여 볼 수 있는 후보물질들을 선정하고 조절의 정도를 확인하며 

그 선정된 물질들의 조절이 Sorafenib 저항성 HCC에서 어떤 효과를 

가지는지 확인하는 과정을 진행하였다.  

이 실험에 사용된 Sorafenib 저항성 HCC의 경우 Sorafenib 저항성 

세포를 얻는 과정에서 일반적으로 약물의 IC 50까지 농도를 올려 처
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리하지만 이 논문에서는 SNU449에서는 10μM Hep3B에서는 5μM로 

이전 실험실 논문에서 측정된 IC 50에 미치치 못하는 용량으로 

Sorafenib 저항성 HCC를 얻어 실험을 진행하였다. 이후에 IC 50농도

로 처리 시 저항성이 없는 HCC와 Sorafenib에 저항성 있는 HCC를 

비교하였을 때 다소 낮은 농도로 처리하였을 경우여도 IC 50 농도를 

처리하였을 때 차이가 있었으며 Sorafenib 처리 시 죽지 않는 HCC

를 저항성 Cell로 정의하여 실험을 진행하였다.  

Invivo 실험에서 HSP27-TGFβI shRNA 증식불능 아데노바이러스와 

TGFβI-GRP78 shRNA 증식불능 아데노바이러스 주사하였을 때 항종

양 효과 차이는 크지 않았는데 그 이유 중 하나는 동물실험에 사용하

였던 Sorafenib 저항성 Hep3B가 Invitro 실험에서도 동일한 양상을 

보였기 때문으로 예상되며 Invitro에서 실험한 결과 더 확연한 차이를 

보인 sorafenib 저항성 SNU449에서 추가로 진행하여 Invitro와 동일

한 경향성을 보이는지 확인할 필요성이 있고 증식불능 아데노 바이러

스를 3번 injection 하여 동물실험을 진행하였지만 추가로 증식이 가

능한 최종형태인 종양용해성 아데노 바이러스를 제작하여 동물실험을 

진행할 필요성이 있다. 
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Ⅴ. 결론 

본 연구에서는 Sorafenib 저항성 HCC 에서 다기능 사이토카인 

transforming growth factor (TGFβ)와 Glucose-regulated protein 

78 (GRP78, BiP), HSP27 (Heat shock protein 27)과 Vimentin 의 

발현을 조절하는 shRNA 서열을 탑재한 아데노 바이러스로 

감소시켰을 때 Sorafenib 저항성 HCC 에서 TGFβ의 발현을 낮췄을 

때 가장 좋은 항종양 효과를 볼수 있었고 그 다음으로 GRP78 

발현양을 감소시켰을 때 좋은 항종양 효과를 볼 수 있었으며 

TGFβI 과 GRP78 의 발현을 동시에 감소시켰을 때 HSP27 과 

TGFβI 의 발현을 동시에 감소시켰을 때 보다 미세하지만 더 좋은 

항종양 효과를 확인할 수 있었다.  이 실험결과를 통하여 Sorafenib 

저항성 HCC 에서 TGFβI 과 GRP78 의 발현을 동시에 감소시켰을 때 

Sorafenib 저항성 HCC 의 저항성 극복 방안의 한 대안이 될 수 

있을 것이라 확인하였다.  
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Hepatocellular carcinoma (HCC), which accounts for a large number 

of cases of liver cancer with a high incidence worldwide, is divided 

into treatments according to the Barcelona Clinical 

Hepatocarcinoma Stage System (BCLC). Among them, sorafenib, 

one of the drugs used in the systemic therapy process mainly used 

for intermediate or advanced patients, is used as a therapeutic agent 

with a mechanism of action that blocks the proliferation of cancer 

cells and angiogenesis. However, some HCC patients are basically 

resistant to this drug, while others are not resistant to the drug, but 

resistance develops over time, so there are cases where the effect 

is not great. Under this background, in order to suggest a method for 

overcoming the resistance of sorafenib-resistant HC, various 

candidates to control the expression were selected and then the 

experiment was conducted. 

Transforming growth factor (TGFβ), which has been shown to have 

various mechanisms of action in cancer cells and is involved in 

tumorigenesis and progression, and HSP27 (Heat shock protein 27), 

which was previously regulated in the laboratory to overcome drug 

resistance of gemcitabine-resistant pancreatic cancer cells, 

generally Glucose-regulated protein78 (GRP78, BiP), a chaperone 

protein known as a stress marker, which has been reported to be 
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associated with sorafenib-resistant HCC, and a cytoskeleton 

belonging to the intermediate fiber, recently announced as a target 

worth controlling for overcoming resistance in sorafenib-resistant 

HCC When non-proliferative adenoviruses loaded with a total of 

four shRNAs including the protein Vimentin were treated with 

Sorafenib-resistant HCC, the non-proliferative adenovirus loaded 

with shRNA, which reduces the expression of TGFβI, showed the 

best antitumor effect, followed by the expression of GRP78. A 

non-proliferative adenovirus loaded with shRNA that reduces 

Afterwards, when two candidate substances were complexed in 

Sorafenib-resistant SNU449 and treated with a non-proliferative 

adenovirus loaded with shRNA that reduced both TGFβ1-GRP78 

expression, the non-proliferative adenovirus loaded with shRNA 

that reduced both HSP27-TGFβ1 expression. It was confirmed that 

it showed a better effect than when treated with Sorafenib-resistant 

Hep3B, both viruses showed good effects, and there was no 

significant difference in effect between the two viruses. Although 

there is a difference depending on the type of HCC, if the 

expression of both TGFβ1-GRP78 is reduced, there is a possibility 

that it will show a significant effect in overcoming the resistance of 

Sorafenib-resistant HCC. 
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