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Introduction

전립선 암의 경우 가장 빈번하게 진단되는 암중 하나이며, 

미국의 경우 암 특이적인 사망원인 중 2위를 기록하고 있다 

(1). 국소성 전립선 암의 경우 5년 생존율이 100%에 달하지

만, 다른 부위로 전이가 일어난 경우에는 5년 생존율이 29%

까지 감소하는 것으로 보고되어 있다 (2). 전립선 암의 진행 

정도에 따라 진단 및 치료 기법이 크게 달라질 수 있으며, 조

기에 발견하는 경우 국소 방사선 치료 또는 근치적 회음부 전

립선 절제술을 통해 치료가 가능하다. 그러나 전이가 일어

난 경우에는 위와 같은 방법을 통한 치료는 불가능하며 주

로 방사선 치료 또는 호르몬 요법에 의존하여 왔다 (2). 따라

서 암 조기 진단 및 암 진행 단계를 정확히 진단하는 것이 중

요하다. 가스트린 유리 펩타이드 수용체(gastrin releasing 

peptide receptor; GRPR) 의 경우 전립선 암 (3, 4) 과 유방

암 (5) 에서 많이 발현되는 것으로 알려져 있으며, 가스트린 

유리 펩타이드 (gastrin releasing peptide; GRP) 유사체인 

봄베신 (bombesin; BBN) 펩타이드에 18F, 68Ga, 64Cu등의 방

사성 동위원소를 표지 후, 양전자 방출 단층 촬영(positron 

emission tomography; PET) 기법을 이용하여 전립선 암

을 진단하는 연구가 활발히 진행되어 왔다. 뿐만 아니라, 치

료 및 영상이 가능한 177Lu을 사용하여 전립선암을 진단하
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ABSTRACT It has been reported that 64Cu was radiolabeled with bombesin (BBN) peptide binding to the gastrin releasing 
peptide receptor expressed in human prostate cancer cells (PC3), confirming tumor target efficacy in mouse 
model. In this study, we developed the kit for the diagnosis and treatment of prostate cancer that can be used 
clinically using bombesin peptide available of 64Cu and 177Lu radioisotope labeling. The NODAGA-galacto-
BBN peptide containing the NODAGA chelator and galactose was dispensed into a sterilized glass vial and 
lyophilized to prepare a kit. The stability of the kit after long-term storage in the 4˚C cold chamber and the 
radiolabeling efficiency after 64Cu or 177Lu labeling were confirmed by thin layer chromatography. When labeling 
with 64Cu at the initial stage of storage, labeling efficiency of NODAGA-galacto-BBN peptide kit was over 
96%, labeling efficiency was over 90% when 177Lu was labeled. At 11 months after storage, the radiolabeling 
efficiency of kit against 64Cu and 177Lu was each over 95% and 90%. The cell viability was significantly reduced 
in the 177Lu-NODAGA-galacto-BBN treated group compared with the control and 177Lu alone treated group in 
clonogenic assay. In conclusion, the NODAGA-galacto-BBN kit prepared by the lyophilization showed high 
stability over time and high yield of radioisotope labeling. Also 177Lu-NODAGA-galacto-BBN confirmed high 
cytotoxicity to prostate cancer cells. Therefore, the NODAGA-galacto-bombesin kit is expected to be useful for 
the diagnosis and treatment of prostate cancer patients.
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고 치료하고자 하는 연구 또한 진행되고 있다 (6-8). 이전 

연구에서 사람 전립선암 세포 (PC3 cells) 에서 발현되는 가

스트린 유리 펩타이드 수용체에 결합하는 봄베신 펩타이드

에 NODAGA (1,4,7-triazacyclononane,1-glutaric acid-

4,7 acetic acid) 킬레이터를 통해 64Cu를 표지하고, 갈락토

오스를 도입하여 간에서의 과도한 64Cu 섭취를 줄이고, 마

우스 전립선암 모델에서 효과적인 종양 표적 효능을 확인하

였다 (9). 본 연구에서는 무균적인 동결건조 기법을 활용한

64Cu및 177Lu 방사성 동위원소 표지가 가능한 봄베신 펩타이

드 (NODAGA-galacto-BBN)를 이용하여 임상에서 간편하

고, 신속하게 활용 가능한 전립선암 진단 및 치료용 키트를 

개발하고자 하였다. 

Materials and Methods 

NODAGA-galacto-BBN kit의 제작

NODAGA-galacto-BBN은 애니젠회사 (AnyGen Co., 

Ltd., Korea)에 제작 의뢰하여 다음 실험에 사용하였다. 

NODAGA-galacto-BBN을 1 M sodium acetate에 1 mg/

mL 농도로 녹인 다음, 24 µL의 NODAGA-galacto-BBN 

용액을 pH 5의 sodium acetate buffer solution 1mL 용

액과 혼합하여 섞어준다. pH 5의 sodium acetate buffer 

solution의 제조는 먼저 stock solution A [glacial acetic 

acid (CH3COOH) 11.55 mL을 증류수에 희석하여 0.2 M 

1 L 용액으로 만든다.]와 stock solution B [16.41 g 의 

anhydrous sodium acetate (CH
3
COONa) 또는 7.22 g 의 

CH
3
COONa-3H

2
O를 증류수에 희석하여 0.2 M 1 L 용액으

로 만든다.]를 제조한 후 각각 296 µL (stock solution A), 

704 µL (stock solution B)를 혼합하여 제조하였다. 멸균한 

유리 바이알 (glass vial)에 500 µL 또는 1 mL씩 분주하여 

동결건조과정을 거쳐 12 µg 또는 24 µg 용량의 NODAGA-

galacto-BBN kit를 제작하였다 (Figure 1). 

64Cu 를 이용한 NODAGA-galacto-BBN 

kit 표지실험

12 µg과 24µg의 두 가지 농도의 NODAGA-galacto-BBN 

kit를 사용하여 64Cu (Korea Institute of Radiological and 

Medical Sciences (KIRAMS), Korea)를 표지하고 radio-

TLC를 통하여 표지수율을 확인하는 실험을 진행하였다. 

먼저 64Cu용액의 유기물질을 110 ℃에서 아르곤 가스 퍼

징(argon gas purging)을 통해 제거하고 주사용수로 재희

석하였다. 총 37 MBq, 1 mL의 64Cu용액을 1 mL 주사기

를 이용하여 펩타이드가 포함된 유리 바이알 에 주입하였

다. 70 ℃에서 30분간 반응한 뒤에 radio-TLC를 통하여 표

지수율을 확인하고 pH를 확인하였다. 최종적으로 제조된 

64Cu-NODAGA-galacto-BBN의 구조는 Figure 2에 표기

하였다.

Figure 1. Photographic image of NODAGA-galacto-BBN kit. (a) NODAGA-
galacto-BBN kit (12 µg). (b) NODAGA-galacto-BBN kit (24 µg).

Figure 2. Chemical structure of 64Cu-NODAGA-galacto-BBN
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177Lu 을 이용한 NODAGA-galacto-BBN kit 표지실험

12 µg과 24 µg 두 가지 농도의 NODAGA-galacto-BBN 

Kit를 사용하여 177Lu을 표지하고 radio-TLC를 통하여 표지

수율을 확인하는 실험을 진행하였다. 

먼저 177Lu용액의 유기물질을 110 ℃에서 아르곤 가스 퍼

징을 통해 제거하고 주사용수로 재희석하였다. 총 37 MBq, 

1 mL의 177Lu용액을 1 mL 주사기를 이용하여 펩타이드가 포

함된 유리 바이알에 주입하였다. 80 ℃에서 40분간 반응한 

뒤에 radio-TLC를 통하여 표지수율을 확인하고 pH를 확인

하였다. 

무균 시험 및 엔도톡신 (endotoxin) 시험

무균시험법은 식약청 식품의약품안전평가원에 고지된 무

균시험법에 의거하여 측정하였다. 무균시험은 무균 및 진균

을 대상으로 시행하였으며, 무균용은 액상티오글리콜산배지 

(BBLTM Fluid Thioglycollate Medium, Becton, Dickinson 

and company Sparks, Franklin Lakes, NJ)에 검체를 0.2 

- 0.4 mL를 접종하고 37 ℃에서 14일간 배양하였으며, 진

균용은 대두카제인소화배지 (BBLTM Tryptic Soy Broth, 

Becton, Dickinson and company Sparks, NJ)에 검체를 

0.2 - 0.4 mL씩 접종하고 24 ℃에서 14일간 배양 후 육

안으로 확인하여 투명하면 오염되지 않았다고 판단하였다. 

엔도톡신 시험은 Charles River 사의 Endo safeⓇ-PTSTM 

system 을 이용하여 사용자 매뉴얼에 따라서 측정하였다. 샘

플을 50배 또는 100배로 희석하여 테스트 카트리지에 주입하

여 측정 장비를 통해 결과를 확인하였다. 

세포배양

사람 전립선암 세포주인 PC3 세포주는 10% fetal bovine 

serum (FBS), 1% penicillin/streptomycin이 첨가된 Ham’s 

F-12K 배지(WelGENE, Inc., Korea)에 단층배양 하였다. 

세포는 5% CO2, 37℃ 조건의 세포 배양기 (Sanyo. Co., 

Ltd., Tokyo, Japan)에서 배양하였다.

군집 형성 분석 (Clonogenic assay)

1×106의 PC3 세포를 100 mm dish에 깔아주고 24시간 배

양한 후 2% FBS가 첨가된 Ham’s F-12K 배지로 교환하였

다. 177Lu-NODAGA-galacto-BBN 5.5 MBq을 새로 교환

한 배지에 처리한 후 4시간 배양하였다. PBS로 washing 후 

세포를 떼어 계수한 후 세포들을 각각 2 × 102, 5× 102, 1× 

103 개씩 깔아주고 14일간 배양하였다. 형성된 군집을 크리

스탈 바이올렛 (crystal violet, 0.05 w/v%) 용액으로 염색 

후 계수하였다.

Results and Discussion 

NODAGA-galacto-BBN kit를 이용한 

64Cu 표지 수율 및 표지 안정성 확인.

NODAGA-galacto-BBN kit를 사용하여 64Cu를 표지하

고 radio-TLC를 통하여 표지수율을 확인하는 실험을 진행

하였다. NODAGA-galacto-BBN 펩타이드 kit의 농도를 

12 µg, 24 µg 두 가지로, 농도를 달리하여 64Cu를 표지하였

다. radio-TLC로 64Cu에 대한 표지수율 확인결과 12 µg, 24 

µg 두 가지 농도에서 각각 96.58±2.98%, 97.02±0.51% 표

지 수율을 보여주었다 (Figure 3A-a and b). 최종 화합물

의 pH는 6-7로 확인되어 중성에 가까운 pH를 보여주었다.  

64Cu-NODAGA-galacto-BBN kit의 안정성 확인.

64Cu를 이용하여 표지한 NODAGA-galacto-BBN kit (12 

µg, 24 µg) 두 가지에 대하여 4 ℃에서의 안정성 시험을 시행

하였다. Kit 제작 후 2시간, 15시간 뒤에 64Cu-NODAGA-

galacto-BBN (12 µg, 24 µg) 에서 radio-TLC로 64Cu에 

대한 표지수율 확인결과 64Cu-NODAGA-galacto-BBN 

(12 µg) 의 경우 2시간, 15시간째 각각 96.90±2.02%, 

96.75±5.62%로 나타났다. 64Cu-NODAGA-galacto-

BBN (24 µg) 의 경우 2시간, 15시간째 각각 97.21±2.63%, 

97.64±4.09%로 나타났다 (Figure 3A-c and d, Figure 
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B). 이로써 표지 후 15시간 후에도 안정적으로 96% 이상의 

64Cu가 결합되어 있음이 확인되었다. 제작한 NODAGA-

galacto-BBN kit는 무균시험 및 엔도톡신 시험결과에서 음

성 결과를 보여 안전성을 확인하였다.

장기간 냉장보관 NODAGA-galacto-BBN kit

의 64Cu/177Lu 표지를 통한 안정성 확인 

NODAGA-galacto-BBN kit (24 µg)의 장기 냉장 보

관 (4℃) 안정성을 확인하기 위하여 kit 제작 후 11개월째 

64Cu/177Lu에 대한 표지수율을 확인하였다.

NODAGA-galacto-BBN 펩타이드 키트의 64Cu 에 대한 

표지 효율은 96.14%, 177Lu 에 대한 표지효율은 90.01% 로 확

인되었다. 이러한 결과를 통하여 장기 냉장 보관한 kit에 대

해서도 방사성동위원소가 안정적으로 표지가 이루어져, 장기

간 냉장 보관에 대한 kit의 안정성이 확인되었다 (Figure 4). 

Figure 3. Stability test of 64Cu-NODAGA-galacto-BBN kit at 4˚C. (A) Radio-TLC of 64Cu-NODAGA-galacto-BBN kit (a-d). (a) Radio-TLC of [64Cu]NODAGA-galacto-
BBN (12µg) at 2 h after radiolabeling. (b) Radio-TLC of [64Cu]NODAGA-galacto-BBN (12µg) at 15 h after radiolabeling. (c) Radio-TLC of [64Cu]NODAGA-galacto-BBN 
(24µg) at 2 h after radiolabeling. (d) Radio-TLC of [64Cu]NODAGA-galacto-BBN (24µg) at 15 h after radiolabeling. Black arrows indicate the radioactivity of 64Cu. Red 
arrows indicate the radioactive peak of [64Cu]NODAGA-galacto-BBN. (B) Stability of [64Cu]NODAGA-galacto-BBN (12µg, black line) and [64Cu]NODAGA-galacto-BBN 
(24µg, red line) for 15 h at 4˚C. 

Figure 4. Radiolabeling efficiency of NODAGA-galacto-BBN kit stored for 11 months. (a) Radio-TLC of 64Cu-NODAGA-galacto-BBN (12 µg). (b) Radio-TLC of 177Lu-
NODAGA-galacto-BBN (12 µg). Black arrows indicate the radioactivity peak of 64Cu (a), 177Lu (b). Red arrows indicate the radioactivity peak of 64Cu-NODAGA-galacto-BBN 
(a), 177Lu-NODAGA-galacto-BBN (b).

A B
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군집형성 분석을 통한 177Lu-NODAGA-galacto-

BBN의 치료효과 확인.

군집형성 분석을 통하여 PC3-Luc 세포에 대한 177Lu-

NODAGA-galacto-BBN의 치료 효과를 확인하였다. 

5.5 MBq의 177Lu-NODAGA-galacto-BBN을 처리 

(76.64±13.39%)한 경우 Control group에 비하여 통계적으

로 유의하게 세포 수가 감소 하는 것이 확인되었으며, 177Lu을 

단독 처리한 군 (95.93±7.56%)에 비해서도 통계적으로 유

의하게 세포수가 감소하였다. 11.1 MBq의 177Lu-NODAGA-

galacto-BBN을 처리한 경우에는 Control group 대비하여 

통계적으로 유의한 세포수 감소를 보여(Figure 5), 177Lu-

NODAGA-galacto-BBN처리가 전립선암 세포 사멸에 효

과적임을 확인하였다. 

Conclusion 

본 연구를 통하여 NODAGA-galacto-BBN kit의 64Cu 및 

177Lu에 대한 높은 표지 효율 및 장기간 냉장 보관 시에도 안

정성 유지함을 확인할 수 있었으며, 177Lu 표지 봄베신 처리

에 의한 전립선암 세포의 생존율 감소를 통해 치료효과를 확

인할 수 있었다. 본 연구결과를 토대로, 전립선암 환자의 진

단 및 치료에 NODAGA-galacto-BBN kit가 유용하게 활용

될 수 있을 것으로 기대한다.
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