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ABSTRACT

Lymph Node Imaging Using 64Cu-labeled Exosomes via Click 

Reaction in Mouse

               Kim Do Hee

                                   Advisor : Prof. Seung Rim Hwang

                           Department of Pharmacy,

                                        Graduate School of Chosun University

  Exosomes are double-layered lipid vesicles which are generated from endosomes 

and released outside cells. Recently, drug delivery and development of biomarker 

using exosomes are actively studied by many researchers. Although establishment 

of biodistribution of exosomes is required for clinical use of exosomes, 

difficulty in bioimaging of exosomes and damage to exosome viability remain 

challenges in pharmacokinetic evaluation of exosomes. For biomedical application 

of exosomes, we need safer and more accurate method monitoring biodistribution 

of exosomes.

  Meanwhile, tumor-derived exosomes can present antigen to immune cells, which 

are localized to lymph node. Dendritic cells are activated to antigen-presenting 

cells, when they meet tumor-associated antigens. Antigen-presenting cells induce 

formation of cytotoxic CD8+ T cells. Thus, visualizing distribution of exosomes 

to lymphatic system is important to research on immunotherapy.

  In this study, we performed lymph node imaging using exosomes labeled with 



radioisotope via click reaction in mouse.
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I. Introduction

  엑소좀 (exosome)은 세포의 엔도좀 (endosome)에서 생성되는 지질 이중층 막 소포체

로, 약 30-200 nm 정도의 직경 크기를 가지고 있다.[1-2] 초기에는 엑소좀이 세포로부

터 불필요한 성분을 배출하기 위한 것으로만 여겨졌으나, 모세포로부터 유래한 단백

질, mRNA, miRNA, DNA 등의 활성 성분을 지니고 있어 세포 사이의 생물학적 신호 전달 

및 커뮤니케이션에 기여한다는 것이 알려지면서 그 개념이 변화하였다.[3-7] 엑소좀에 

의한 세포 간 통신은 수용 세포의 기능적 상태를 직접적으로 변화시키며 다양한 생리

적, 병리학적 과정을 조절한다.[8-10] 이런 특성으로 인해 엑소좀을 나노 수송체 

(nanocarrier)로 활용, 약물을 전달하여 질병을 치료하거나 엑소좀의 특정 단백질 또

는 유전자를 질병 진단을 위한 새로운 생체지표 (biomarker)로 개발하는 연구가 활발

히 이루어지고 있다.[11-13]

  종양 세포 유래 엑소좀은 정상 세포에서 분비되는 엑소좀보다 높은 수율로 얻어지

며, 종양 미세 환경 연관 세포로부터 성장 인자와 사이토카인의 분비를 자극함으로써 

종양 관련 면역 억제를 중재하고 종양 발생이나 성장 등의 종양 미세 환경을 변경하는

데 필수적인 역할을 한다.[14-18] 일반적인 나노 입자를 이용하여 항원을 전달하고자 하

는 경우에는 나노 입자와 항원 사이의 인위적인 결합이 필요하고, 인위적인 결합으로 

인하여 항원의 전달 과정 중 나노 입자와 항원의 결합이 끊길 가능성이 있는 반면에 

종양 세포 유래 엑소좀은 종양 특이적 항원을 포함하고 있어 일반적인 나노 입자에 항

원을 인위적으로 접합시키는 경우와는 달리 본질적으로 항원 제시 기능을 할 수 있음

을 암시한다.[19-22]

  림프절 (lymph node)은 다수의 수지상세포 (dendritic cell)와 대식세포 

(macrophage)가 존재하는 부위로 면역 요법에 있어서의 요충지이다.[23-24] 수지상세포

는 종양 관련 항원 (tumor-associated antigen)을 만나면 항원을 T세포 (T cell)에 교

차 제시할 수 있는 항원제공세포 (antigen-presenting cell)로 활성화되며, 항원제공

세포는 종양 세포를 죽일 수 있는 종양 항원 특이성 CD8+ T세포의 생성을 유도한
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다.[25-26] 따라서 림프절을 표적으로 하여 전달되는 항원의 림프 이행을 시각화하는 일

은 면역 요법에 있어 매우 중요한 포인트가 될 것이다. 기존에 보고된 연구에 의하면, 

개개의 항원분자가 유리된 상태로 전달될 때보다 나노 입자에 의해 항원이 운반될 때 

림프절로의 항원 전달력이 향상되었다. 또한, 직경이 큰 나노 입자는 림프절을 통한 

흡수율이 적은 반면, 크기가 작은 나노 입자일수록 흡수율이 향상되었다.[27-30] 이러한 

결과들을 바탕으로 보았을 때, 엑소좀의 림프 이행은 용이할 것으로 예상된다. 

  엑소좀이 임상에서 치료, 진단 및 약물 전달에 활용되도록 연구 개발을 진행되기 위

해서는 엑소좀의 생체 내 거동 평가를 위한 분석 기법이 필요하다.[31] 전기 천공법 

(electroporation)과 유전 공학 (genetic engineering)에 의한 방법은 엑소좀에 새로

운 분자 구성을 포함시켜 표지 (labeling)하기 위한 가장 효과적인 방법으로 여겨졌으

나, 이 방법들의 복잡한 과정 중에 엑소좀의 활성을 손상시킬 우려가 있다.[32-33] 엑소

좀의 생의학적 응용을 위해서는 엑소좀의 활성을 손상시키지 않으면서도 엑소좀의 체

내 분포를 모니터링할 수 있는 비침습적이고 정확한 방법이 필요하다.

I-1. Click chemistry (클릭 화학)

  클릭 화학이란 수용성 조건에서 발생하는 신속하고 선택적으로 반응하는 직교성의 

두 작용기 사이의 반응이다.[34] 클릭이라는 용어는 K. B. Sharpless가 두 분자 사이의 

반응이 클릭을 하는 것처럼 간단하고 빠르게 진행된다는 의미에서 도입하였다. 최근에 

클릭 화학의 개념은 생명과학, 약효물질 발견, 재료과학 등에서 널리 사용되는 두 분

자 사이의 2단계 결합 절차로 변화되었다.[35-39] 원하는 생성물의 매우 높은 화학적 수

율을 제공하며, 신속하고 정량적인 표지가 가능하다는 장점이 있다. 클릭 화학은 구리

를 촉매로 사용하는 여부에 따라서 크게 두 가지로, 다시 세분화되어 Cu

(Ⅰ)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition (CuAAC), strain-promoted azide-alkyne 

cycloaddition (SPAAC), tetrazine-alkene ligation 반응으로 나누어진다. 이 중, 

CuAAC 반응은 Cu(I) 이온의 존재에 의존하여 촉매화되는 반응인 반면, SPAAC 반응과 

tetrazine-alkene ligation 반응은 금속 촉매를 사용하지 않고 진행되는 반응이다. 본 

연구에서는 SPAAC 반응을 이용하였다.
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I-1-(1). Strain-promoted azide-alkyne cycloaddition (SPAAC)

  SPAAC 반응은 CuAAC 반응과는 달리 구리 촉매를 사용할 필요가 없는 표지법이

다.[40-41] CuAAC 반응은 구리의 독성으로 인해 생체에 적용하기 어려우나, SPAAC 반응

은 구리 촉매가 사용되지 않기 때문에 독성의 위험성이 적어 적용이 가능하다.[42] 이 

반응은 CuAAC 반응에 쓰이는 말단 alkyne과는 대조적으로 두드러지게 감소된 활성화 

에너지를 가지므로 외인성 촉매를 필요로 하지 않는 변형된 cyclooctyne을 사용한

다.[43] 따라서, azide와 변형된 cyclooctyne이 click chemistry로 결합함과 동시에 두 

작용기 사이에는 안정적인 1,2,3-triazole이 형성된다. SPAAC 반응은 살아있는 세포의 

단백질과 지질의 glycan의 표지, 프로테오믹스를 위한 당단백질 강화, 단백질과 올리

고뉴클레오타이드의 변형 및 조직 reengineering에 광범위하게 유용하다고 보고되어 

있다.[44-45] 초기에 이 반응에 사용되던 cyclooctyne은 비교적 느린 반응 속도로 인해 

많은 양의 시약이 필요하고 반응 시간이 길다는 단점이 있었으나, 변형된 cyclooctyne

의 개발로 반응성과 친수성이 향상되었다.[46-47] 변형된 cyclooctyne은 주로 

Azadibenzylcyclooctyne으로, DBCO, ADIBO, DIBO 등의 이름으로 불린다. SPACC 반응은 

CuAAC 반응보다 훨씬 빠르며, dual-labeling이 가능하다는 장점이 있다.[48]

I-2. Positron emission tomography/computed tomography 

(PET/CT) imaging

   체내 분포를 확인하는 영상 기법에는 여러 가지 기법이 있다. 그 중 형광 영상은 

생체 내의 세포 또는 조직의 형광물질이 외부에서 조사되는 특정 파장의 빛을 흡수하

여 여기된 후 입사광보다 긴 파장의 빛을 방사할 때 이러한 형광의 강도를 감지하여 

영상화하는 방법으로, 물질의 생체 내 거동을 비침습적으로 빠르게 스크리닝하고자 할 

때 적용할 수 있는 방법이다. 영상장비의 사양에 따라서는 다중 채널로 여러 형광물질

을 동시에 모니터링하는 것도 가능하지만, 광학 신호의 낮은 침투 깊이 때문에 심부 

조직 내 분자의 정확한 정량화에는 한계가 있다.
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  형광 영상의 한계를 극복할 수 있는 다양한 생체 영상 기법 중 positron emission 

tomography (PET)는 양전자를 방출하는 방사선 동위원소를 결합시킨 약물을 주입하여 

체내 분포를 촬영할 수 있는 방법이며, 단층 촬영술 (computed tomography, CT)의 장

점을 결합시킨 PET/CT를 사용하면 기존의 PET보다 좀 더 정확하고 빠른 검출이 가능하

다. PET으로 약물의 체내 분포를 확인하고, CT를 촬영하여 둘을 결합시키면 약물의 위

치 파악이 훨씬 용이하다.

  본 연구에서는 엑소좀의 체내 거동 평가를 위한 새로운 방법으로서 copper free 

click reaction인 SPAAC 반응을 활용한 편리하고 효율적인 방사성 동위원소 표지 방법

의 유용성을 확인하기 위한 전략을 제시하고자 하였다. 종양 세포를 포함한 다수의 세

포가 표면에 sialylated glycan을 가지고 있고, 특정 sialic acid를 함유한 당 단백질

이 종양 세포 유래 엑소좀 내에서 확인되는 것으로 보고되어 있다. 따라서, glycan 생

합성 과정 동안 azide 작용기를 가지고 있는 당류는 대사되면서 엑소좀과 통합될 수 

있다.[49-50] 세포 배양 과정에서 triacetylated N-azidoacetylmannosamine (Ac3ManNAz)

를 첨가하여 엑소좀에 azide 작용기를 통합하고 클릭 화학을 이용하여 표지한 엑소좀

을 림프계로 주입하였을 때 엑소좀의 체내 분포를 생체 영상 기법으로 확인하고자 하

였다 (Figure 1, 2).
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Figure 1. 클릭 화학을 이용한 엑소좀 표지 및 생체 내 거동 평가의 개요
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Figure 2. 엑소좀 표지에 대한 개략도
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Ⅱ. Materials and Methods

Ⅱ-1. Materials

  A549 lung cancer cell (Korean cell line bank, Seoul, Korea), RPMI-1640 medium 

with L-glutamine (1×) (Hyclone laboratory Inc., Logan, UT, USA), GibcoTM Dulbec

co’s phosphate buffered saline (DPBS) 1× with calcium chloride and magnesium c

hloride  (Thermo fisher scientific Inc., Waltham, MA, USA), X-VIVO 15 serum-free 

medium with gentamicin and phenol red (Lonza Inc., Basel, Switzerland), Premium 

fetal bovine serum (Biowest, Nuaillé, France), GibcoTM  0.5% Trypsin-ethylenedia

minetetraacetic acid (EDTA) (10×) (Thermo fisher scientific Inc., Waltham, MA, 

USA), cell culture dishes (Thermo fisher scientific Inc., Waltham, MA, USA), Pen

icillin/streptomycin solution (100×) (Capricorn scientific GmbH, Ebsdorfergrun

d, Germany), Corning® 500 mL vacuum filter/storage bottle system, 0.22 µm PES m

embrane, sterile, 12/case (Corning Inc., Corning, NY, USA), PD-10 column (GE Hea

lthcare, Chicago, IL, USA), Ac3ManNAz (α,β mixture (α:β=3:1), Future chem C

o., Ltd., Seoul, Korea), Fmoc-Lys(Dde)−OH (Anaspec Inc., Frenont, CA, USA), 1,4,

7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-tris-(t-butyl acetate)-10-acetic acid (DOTA-tri

s (t-Bu ester)) (Macrocyclics Inc., Dallas, TX, USA), DBCO-PEG4-NHS ester (Click 

chemistry tools, Scottsdale, AZ, USA), 64CuCl2 (cyclotron at Korea institute of r

adiological and medical sciences, Seoul, Korea), Ifran liquid (Hana Pharm. Co., 

Seoul, Korea), BD Ultra-FineTM Ⅱ Insulin Syringe (BD Inc., Franlin Lakes, New J

ersey, USA)

Ⅱ-2. Cell culture

  본 연구에서는 종양 세포 유래 엑소좀을 사용하여 연구를 진행하고자 lung cancer 
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cell인 A549 세포를 배양하였다. RPMI-1640 media 총 용량의 10%의 FBS와 총 용량의 

1% penicillin/streptomycin을 첨가하여 세포배양에 사용하였다. A549 세포를 100 mm 

cell culture dish에 1×106개로 seeding (각 dish의 volume 10 mL)하였으며, 37 ℃, 

5% CO2 환경의 CO2 incubator (Thermo fisher scientific, Waltham, MA, USA)에서 배

양했다. 100 mm cell culture dish의 70-80%만큼 증식되었을 때 계대배양을 진행하였

으며, 계대배양을 할 때는 dish에 담겨있던 기존의 media를 제거하기 위해 suction으

로 media를 흡입한 뒤 PBS로 100 mm cell culture dish를 세척하였다. 10× 

Trypsin-EDTA는 PBS로 1×가 되도록 희석한 다음 100 mm cell culture dish에 도포하

여 세포를 떼어내었다. 계대배양을 하며 세포의 개체수를 증가시켜, media의 총 부피

가 200 mL이 되었을 때는 cell을 1×105개로 seeding하고 다음 단계를 진행하였다.

Ⅱ-3. Triacetylated N-azidoacetylmannosamine (Ac3ManNAz) 

treatment

  엑소좀 표면을 수식하기 위해 cell culture 과정 중 모세포의 표면에 있는 

sialylated glycan에 azide 그룹이 포함되어 있는 Ac3ManNAz를 처리하였다. Ac3ManNAz 

10 mg을 DMSO 500 μL를 사용하여 농도가 50 mM이 되도록 용해하고 100 μL씩 갈색 

micro tube에 소분하여 –20 ℃ 냉동고에서 보관하였다. 냉동 보관 중이던 50 mM 

Ac3ManNAz를 해동하여 50 μL를 RPMI 1640 (10% FBS, 1% penicillin streptomycin) 

media에 첨가하고 균일하게 섞일 수 있도록 pipetting하여, Ac3ManNAz의 최종 농도가 

50 μM이 되도록 희석하였다. 세포가 seeding되어 있는 100 mm cell culture dish를 

PBS 10 mL를 사용하여 두 번 세척한 후, 50 μM이 되도록 media에 희석하여 준비해둔 

Ac3ManNAz를 100 mm cell culture dish에 10 mL씩 넣고 37 ℃, 5% CO2 환경의 

incubator에서 3일 동안 배양하였다.

Ⅱ-4. Isolation of exosomes

  Ac3ManNAz을 처리한 지 3일이 지나고 100 mm cell culture dish에 있는 Ac3ManNAz가 

섞인 media를 suction으로 흡입하여 제거하였다. 그 후, PBS 10 mL를 사용하여 2회 세
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척한 다음 serum free media를 cell culture dish에 채워주고 37 ℃, 5% CO2 환경에서 

overnight incubation하였다. overnight incubation 과정이 끝나면 모든 cell culture 

dish의 serum free media를 모아서, 우선 cell debris를 제거하기 위해 2,000 x g, 4 

℃에서 20분 동안 Srovall ST 16R (Thermo fisher scientific, Waltham, MA, USA)을 

사용하여 원심분리하였다. 그 후 microvesicle을 제거하기 위해 10,000 x g, 4 ℃에서 

45분 동안 Supra R22 (Hanil scientific Inc., Gimpo, Korea)로 원심분리하고, 원심분

리 이후에도 존재할 수 있는 microvesicle 잔존물을 제거하기 위해 0.22 μm syringe 

filter로 여과하였다. 여과 과정이 끝난 이후에 엑소좀을 모으기 위해 100,000 x g, 4 

℃에서 150분 동안 Optima L-100 XP centrifuge (Beckman coulter Inc., Brea, CA, 

USA)로 원심분리하였다. centrifuge tube 바닥에 모여 있는 pellet을 PBS에 재분산시

키고 하나의 centrifuge tube에 다시 모은 다음 엑소좀 세척을 위해 100,000 x g, 4 

℃에서 150분 동안 원심분리하였다. 원심분리가 끝난 후 centrifuge tube에 모인 엑소

좀을 PBS 1 mL로 재분산시키고 이것을 micro tube에 250 μL씩 나눠서 Bicinchoninic 

acid assay (BCA assay) 및 NanoDrop (Thermo fisher scientific, Waltham, MA, USA)

을 활용하여 총 단백질 정량을 한 뒤 –80 ℃의 초저온 냉동고에 보관하였다. 또한, 엑

소좀의 크기를 측정하고자 동적광산란 (dynamic light scattering, DLS (ELSZ-2000 

Otsuka elctronics Co., Ltd., Osaka, Japan)) 및 투과전자현미경 (transmission 

electron microscopy, TEM (JEM-2100F, Jeol Ltd., Tokyo, Japan)) 분석을 수행하였

고, 엑소좀의 대표적인 단백질인 CD9, CD81 등의 tetraspanin을 검출하기 위해 

western blot을 수행하였다. 

Ⅱ-5. Characterization of exosomes

Ⅱ-5-(1). BCA assay를 활용한 엑소좀의 단백질 정량

  표면 수식된 엑소좀의 단백질 농도 측정을 위해 BCA assay를 실행하였다. 우선, -80 

℃ 초저온 냉동고에 보관되어 있던 엑소좀 현탁액 시료는 얼음이 담겨있는 통에 넣고 

서서히 해동시킨 후, PierceTM BCA protein assay kit (Thermo fisher scientific 

Inc., Waltham, MA, USA)의 BCA reagent A와 BCA reagent B를 50:1의 비율로 혼합하여 

BCA 시약을 제조하였다. BCA 시약을 제조한 뒤에는 2 mg/mL의 농도를 가진 PierceTM 
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Bovine serum albumin standards (BSA) (Thermo fisher scientific Inc., Waltham, 

MA, USA)을 사용하여 0, 0.125, 0.25, 0.5, 1 mg/mL의 순차적인 농도의 표준용액을 준

비하였다. 이렇게 만든 각 농도의 표준용액을 multichannel micropipette을 사용하여 

20 μL씩 96 well plate에 가하였다. 해동된 엑소좀 현탁액 시료도 micropipette을 이

용하여 20 μL씩 96 well plate에 옮겨주고 제조해놓았던 BCA 시약을 100 μL씩 각 농

도의 표준용액과 엑소좀 현탁액 시료의 well에 넣고 거품이 생기지 않도록 조심스럽게 

pipetting하여 섞어주었다. Pipetting 과정이 끝나면 37 ℃의 환경에서 30분 동안 반

응시키고, SpectraMax M3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular devices Llc., 

San Jose, CA, USA)를 사용하여 562 nm에서 흡광도를 측정하였다. 분석된 표준용액의 

농도에 따른 흡광도 데이터로 standard curve를 그린 후 엑소좀 현탁액 시료의 단백질 

농도를 정량하였다.

Ⅱ-5-(2). NanoDrop을 활용한 엑소좀의 단백질 정량

  표면 수식된 엑소좀의 단백질 농도를 측정하기 위해 BCA assay를 실행한 후 데이터

의 신뢰성을 높이고자 NanoDrop을 이용하여 엑소좀 현탁액 시료의 단백질 농도를 측정

하였다. 증류수를 이용하여 NanoDrop의 Blank를 측정하고, 얼음이 담겨있는 통에서 해

동된 엑소좀 현탁액 시료를 micropipette을 사용하여 1.5 μL를 채취하여 NanoDrop의 

측정 받침대에 도포한 뒤 측정하였다. 총 12번의 측정이 이루어졌으며, 엑소좀 현탁액 

시료의 단백질 농도는 12번 측정한 값을 평균 내어 구하였다.

Ⅱ-5-(3). Western blot을 통한 엑소좀의 tetraspanins 검출

  분리한 엑소좀 시료의 tetraspanins인 CD9과 CD81 검출을 위하여 western blot을 진

행하였다. 먼저, 15% resolving gel과 15% stacking gel을 제조하였다. 증류수, 30% 

acrylamide mix, 1.5 M Tris (pH 8.8), 10% SDS, 10% ammonium persulfate, TEMED를 

4.0, 3.3, 2.5, 0.1, 0.1, 0.004 mL씩 넣어 resolving gel을 제조하여 gel 제조용 유

리판에 옮겨 담고, resolving gel 위에 증류수를 적정량 가하여 gel의 표면을 매끄럽

게 만들어주었다. resolving gel이 굳고 나면 증류수, 30% acrylamide mix, 1.0 M 

Tris (pH 6.8), 10% SDS, 10% ammonium persulfate, TEMED를 2.7, 0.67, 0.5, 0.04, 
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0.04, 0.004 mL씩 넣어 stacking gel을 제조하고, resolving gel 위에 있던 증류수를 

제거하고 그 위에 stacking gel을 채워 넣었다. 그 후, comb을 기포가 생기지 않게  

꽂고 sample을 제조하였다. 얼음이 들어있는 통에서 서서히 녹인 엑소좀 시료를 4× 

SDS 염료와 3:1의 비율로 섞어주고 100 ℃ 끓는 물에서 3분 동안 반응시킨 뒤 

vortexing하여 얼음이 담겨있는 통에 보관하였다. stacking gel이 다 굳고 나면 고정

판에서 gel 제조용 유리판을 분리해내고 약하게 흐르는 물에 조심스럽게 씻으면서 

comb을 제거하였다. 물기를 제거한 뒤 gel 제조용 유리판은 다시 고정판에 고정시키고 

이것을 전기영동장치에 넣은 뒤 1× SDS buffer를 채워주었다. ladder는 5 μL 정도의 

용량으로, sample은 단백질 양이 약 30 μg 되게 계산한 용량을 gel의 각 칸에 넣어주

고 전기영동장치를 연결하여 60V로 1시간 동안 전기영동을 하였다. 1시간 후, 

stacking gel에 ladder와 sample이 다 내려오면 80V로 변경하여 ladder와 sample이 

resolving gel의 끝까지 내려올 때까지 전기영동을 하였다. 전기영동이 끝나면 gel을 

분리해낸 다음, gel과 methanol에 담가둔 membrane을 접촉시킨 후, 스펀지, 3M paper, 

gel, membrane, 3M paper, 스펀지 순서로 고정하여 ice pack, transfer buffer와 함께 

전기영동장치에 넣고 100V로 1시간 30분 동안 transfer시켰다. transfer 과정이 끝난 

뒤에는 5% skim dry milk가 함유된 tris-buffered saline과 Tween 20 혼합액 (TBST)을 

membrane이 담겨있는 통에 넣은 다음 10분씩 3번 membrane을 blocking하였다. 

blocking 과정이 끝나면 TBST로 5분씩 2번 세척해주고 primary antibody를 TBST에 희

석시켜 4 ℃에서 overnight shaking하였다. overnight 과정이 끝나면 10분씩 3번 TBST

로 세척하고 secondary antibody를 TBST에 희석시켜 실온에서 1시간 30분 동안 

shaking하며 반응시켰다. 반응이 끝나면 TBST로 10분씩 3번 세척한 후 membrane을 꺼

내어 카세트에 고정시키고 ECL buffer를 뿌려주어 암실에서 developer와 fixer를 이

용, 필름 현상하였다. 현상된 필름은 잘 건조시켜 western blot band의 스캔 결과를 

얻었다.

Ⅱ-6. Radioisotope labeling of exosomes

Ⅱ-6-(1). DOTA-Lys-PEG4-DBCO의 합성

  엑소좀 시료에 표지를 하기 위하여 우선적으로 합성되어야 할 DOTA-Lys-PEG4-DBCO는 
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standard solid phase Fmoc strategy 방법을 적용하여 Peptron Inc. (Daejeon, Korea)

에서 합성되었다. Fmoc-Lys(Dde)-O-Resin의 Fmoc 그룹은 제거된 뒤에 Boc protection 

그룹으로 대체되었다. DMF에 녹인 2% hydrazine을 사용하여 Dde그룹을 제거한 다음 DO

TA-tris (t-Bu ester)를 (Boc)-Lys(H)-O-Resin과 결합하였다. 그 후, trifluoroacetic 

acid (TFA)와 triisopropylsilane (TIS), deionized water를 각각 95:2.5:2.5로 섞은 

용액으로 처리하여 DOTA-Lys을 얻었다. 얻어진 DOTA-Lys을 DBCO-PEG4-NHS와 결합하여 

최종적으로 DOTA-Lys-PEG4-DBCO를 생성하였다 (Figure 3). Crude 상태의 DOTA-Lys-PEG

4-DBCO를 (A) capcell pak C18 column, 이동상 0.1% TFA/ water 그리고 (B) 0.1% TFA/

acetonitrile로 하여 gradient condition을 2분 동안 0-10% (B), 이후 10분 동안 10-4

0% (B), 다시 2분 동안 40-70% (B) flow rate 1 mL/min의 조건으로 설정된 1290 Infin

ity LC system (Agilent, Santa clara, CA, USA)를 사용하여 분석한 결과, DOTA-Lys-P

EG4-DBCO는 7.06분에 용출되었다. 정제된 DOTA-Lys-PEG4-DBCO는 LC/MS (HP 1100)을 사

용하여 분석되었으며, 주 LC/MS의 ion peak는 M+ (m/z): 1111 for DOTA-Lys-PEG4-DBCO 

(calculated: 1111.27)이다.

Figure 3. DOTA-Lys-PEG4-DBCO의 합성
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Ⅱ-6-(2). 64Cu와 DOTA-Lys-PEG4-DBCO의 결합

  앞서 합성된 DOTA-Lys-PEG4-DBCO를 증류수에 녹여 10-3 M (10-6 mol/mL)의 농도로 준

비해두었다. 이 용액을 다시 DOTA-Lys-PEG4-DBCO가 10-8 mol이 되도록 100 μL, 50 mM 

농도의 sodium acetate buffer (pH 5.5)와 혼합시키고 Cyclotron에서 생산된 64CuCl2 

용액 (저장 용액: 0.01 N HCl 50 ul에 5 mCi)과 배합하였다. 이 때, 최종 농도는 5 

mCi/mL (0.5 mCi/10-8 mol of DOTA-Lys-PEG4-DBCO in 100 uL)이며, 40 ℃의 조건에서 

30분간 반응하였다 (Figure 4). 그 후, 결과물은 이후 64Cu-DOTA-Lys-PEG4-DBCO로 표지

될 엑소좀의 표지 여부와 수율을 확인하기 위해 TLC silica gel 60 F254 (Merck 

millipore, Burlington, MA, USA)에 도포한 뒤, 0.1 M citrate와 10% ammonium 

acetate/methanol (1:1, v/v)을 이동상으로 사용하여 radio-thin layer 

chromatography (radio-TLC)로 분석하였다.

Figure 4. 64Cu와 DOTA-Lys-PEG4-DBCO의 결합
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Ⅱ-6-(3). 64Cu-DOTA-Lys-PEG4-DBCO를 이용한 엑소좀의 표지

  앞의 두 단계를 거친 후에는 엑소좀에 방사성 표지를 할 수 있다. 이전 단계에서 

64Cu와 DOTA-Lys-PEG4-DBCO를 결합하여 64Cu-DOTA-Lys-PEG4-DBCO를 얻었다. 엑소좀은 

SPPAC 반응을 활용한 간편한 방법으로 64Cu-DOTA-Lys-PEG4-DBCO와 결합시킬 수 있다 

(Figure 5). 64Cu-DOTA-Lys-PEG4-DBCO (0.5 mCi/10
-9 mol of DOTA-Lys-PEG4-DBCO in 100 

uL)를 표면 수식된 엑소좀과 함께 30분간 40 ℃의 조건으로 반응시켰다. 반응한 뒤에

는 PD-10 coulmn을 사용하여 정제하고, 64Cu로 표지된 엑소좀의 표지 여부와 표지 수

율은 앞서 설명한 64Cu-DOTA-Lys-PEG4-DBCO처럼 radio-TLC를 사용하여 분석되었다.

Figure 5. 64Cu-DOTA-Lys-PEG4-DBCO를 이용한 엑소좀의 표지
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Ⅱ-7. Analysis of radio-thin layer chromatography 

(radio-TLC)

  엑소좀의 표지 여부와 표지 수율을 확인하기 위해서 radio-TLC를 진행하였다. TLC s

ilica gel 60 F254의 끝부분에서 1.5 cm 떨어진 부분을 start point로, 반대쪽 끝 편에

서 1 cm 떨어진 부분은 end point로 지정하였다. Start point의 중앙 부분에 64Cu-DOT

A-Lys-PEG4-DBCO와  64Cu-DOTA-Lys-PEG4-DBCO로 표지된 엑소좀 시료를 spotting하고, 

0.1 M citrate와 10% ammonium acetate, methanol을 1:1 부피 비율로 섞은 용액 (10% 

ammonium acetate/methanol (1:1))을 각각 이동상으로 사용하여 전개시켰다. 시약이 e

nd point에 도달하면 이동상에서 TLC silica gel 60 F254을 분리시켜 AR-2000 Radio-TL

C imaging scanner (Eckert & Ziegler radiopharma Inc., Hopkinton, MA, USA)을 사용

하여 분석을 진행하였다. 용매와 화합물이 이동한 거리인 보존 계수 (Rf) 값은 (복합

체가 이동한 거리)/(용매 전방에서 이동한 거리)로 계산하였다.

Ⅱ-8. In vivo PET/CT imaging

  6주령의 암컷 nude mouse를 isoflurane 용액을 사용하여 5분 동안 흡입 마취시킨 뒤 

Holder에 고정시키고, PET/CT imaging을 위해 30 μL씩 insulin syringe에 loading하

여 준비해둔 64Cu로 표지된 엑소좀을 오른쪽 footpad와 mouse의 꼬리에 있는 정맥에 

주입하였다. 주입한 지 1시간 및 12시간 후 nude mouse를 다시 isoflurane 용액으로 

흡입 마취시킨 뒤 생체영상을 PET/CT (Simens, Erlangen, Germany)로 촬영하였다. 촬

영된 image data는 Inveon multimodality system (Simens, Erlangen, Germany)를 사용

하여 분석했다.
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Ⅲ. Results and Discussion

Ⅲ-1. Characterization of exosomes

  분리한 표면 수식된 종양 세포 유래 엑소좀의 정량 및 정성 분석을 위해 BCA assay 

및 NanoDrop을 활용한 단백질 정량, DLS, TEM, Western blot을 실행하였다. 분리한 표

면 수식된 엑소좀의 단백질 정량 분석을 진행한 결과 약 1 mg/mL의 총 단백질 농도를 

가지고 있음을 확인하였다 (Figure 6, Table 1, Table 2). 표면 수식된 엑소좀 시료의 

DLS 측정 결과 입자들의 평균 직경은 165.6 nm였으며, polydispersity index 값은 

0.125였다. 1000 nm 정도의 크기를 가진 소수의 입자가 포착되는 것으로 보아 초원심

분리 과정에서 소량의 불순물이 공침되었거나 엑소좀 현탁액 보존 중 응집물이 형성되

었을 가능성이 있다 (Figure 7). 평균 크기는 165.6 nm로 확인되었지만 100 nm 내외의 

입자들이 대다수 존재하는 것으로 확인되었다. TEM 이미지로 엑소좀 및 표면 수식된 

엑소좀의 크기 및 모양을 확인할 수 있었는데, 두 엑소좀 사이의 특별한 차이점이 없

어 표면 수식 과정에서 엑소좀 외형의 손상이 거의 없음을 확인할 수 있었다 (Figure 

8). 또한, western blot을 수행해본 결과 CD9, CD81과 같은 엑소좀의 tetraspanin 단

백질의 band를 확인할 수 있었으나, 정량화를 위해서는 추가적인 실험이 필요할 것으

로 보인다 (Figure 9). 

Figure 6. BCA assay를 활용한 엑소좀의 단백질 정량 standard curve graph
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Standard Exosome Protein Unit

0 0.0716 0.7576 1.1300 mg/mL

0.125 0.1673 0.6969 1.0282 mg/mL

0.25 0.2446 0.7088 1.0481 mg/mL

0.5 0.3738

1 0.6802

Concentration 1.0688 mg/mL

Table 1. BCA assay를 활용한 엑소좀의 단백질 정량

순차 Sample Type Protein Unit

1 BSA 0.966 mg/mL

2 BSA 1.004 mg/mL

3 BSA 0.912 mg/mL

4 BSA 1.133 mg/mL

5 BSA 0.986 mg/mL

6 BSA 1.008 mg/mL

7 BSA 1.100 mg/mL

8 BSA 1.066 mg/mL

9 BSA 1.071 mg/mL

10 BSA 1.015 mg/mL

11 BSA 0.999 mg/mL

12 BSA 1.067 mg/mL

Concentration 1.027 mg/mL

Table 2. NanoDrop을 활용한 엑소좀의 단백질 정량
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Figure 7. DLS를 이용한 엑소좀 시료의 직경 측정
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Figure 8. TEM 이미지 촬영

(a) 엑소좀 시료의 TEM 이미지 , (b) 표면 수식된 엑소좀 시료의 TEM 이미지 

Figure 9. Western blot을 통한 엑소좀의 tetraspanins 검출

(a) 엑소좀 시료의 CD9 검출 , (b) 엑소좀 시료의 CD81 검출
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Ⅲ-2. Radio-TLC

  표지된 엑소좀의 표지 여부와 표지 수율을 확인하기 위해 64Cu-DOTA-Lys-PEG4-DBCO와 

64Cu-DOTA-Lys-PEG4-DBCO로 표지된 엑소좀을 각각 분석한 결과 64Cu-DOTA-Lys-PEG4-DBCO

의 Rf값은 0.1 M citrate를 이동상으로 사용했을 때는 0.1이었고 10% ammonium 

acetate/methanol (1:1)을 이동상으로 사용했을 경우는 0.2로 나타났다. 

64Cu-DOTA-Lys-PEG4-DBCO로 표지된 엑소좀 시료는 0.1 M citrate와 10% ammonium 

acetate/methanol (1:1)을 이동상으로 사용했을 경우 각각 Rf 값이 0.0으로 나타났으

며, 표지 수율은 99% 이상으로 확인되었다 (Figure 10). 이러한 결과를 바탕으로 엑소

좀의 표지가 성공적으로 이루어졌음을 확인할 수 있었다. 

Figure 10. Radio-TLC를 활용한 엑소좀 시료의 표지 여부 및 수율 확인

(a) 64Cu-DOTA-Lys-PEG4-DBCO의 결과 ,

(b) 64Cu-DOTA-Lys-PEG4-DBCO로 표지된 엑소좀 시료의 결과
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Ⅲ-3. In vivo PET/CT imaging

  종양 세포 유래 엑소좀의 생체 내 거동평가를 확인하기 위해 64Cu-DOTA-Lys-PEG4-DBC

O를 사용하여 방사성동위원소로 표지한 엑소좀을 각각 nude mouse의 footpad와 꼬리에 

있는 정맥에 주입하여 PET/CT 영상을 촬영하였다. 엑소좀 시료의 림프 이행 특성을 확

인하고자 주입한 지 1시간째와 12시간째에 PET/CT 생체영상을 촬영하였다 (Figure 1

1). Figure 11의 생체영상 사진에 의하면, footpad로 주입된 엑소좀은 주입된 지 12시

간 후에 림프계를 따라 이행하므로 간 초회통과효과를 피할 수 있으나, 정맥 주사된 

엑소좀은 상당량이 간으로 이행한 것을 확인할 수 있었다.

Figure 11. PET/CT에 의한 엑소좀 시료의 생체영상

(a) 64Cu 표지된 엑소좀을 footpad에 주입하였을 때 영상 ,

(b) 64Cu 표지된 엑소좀을 꼬리 정맥에 주입하였을 때 영상
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Ⅳ. Conclusion

  본 연구에서는 모세포의 생물 활성 성분을 지니고 있어 세포 간의 생물학적 전달 및 

커뮤니케이션에 기여하며 종양 특이적 항원을 포함하고 있는 종양 세포 유래 엑소좀의 

생의학적 응용을 위해 종양 세포 유래 엑소좀의 활성을 손상시키지 않으면서도 정확하

한 체내 분포를 확인하는 방법으로 클릭 화학을 통해 표지한 종양 세포 유래 엑소좀을 

mouse의 footpad에 주입하여 림프 이행 특성을 확인하였다.

  먼저 엑소좀의 표면을 수식하기 위해 cell culture 과정 중 azide 그룹이 포함되어 

있는 Ac3ManNAz를 사용하여 엑소좀에 azide 그룹을 통합시켰고, 클릭 화학, 그 중에서

도 SPAAC 반응을 통해 표면 수식된 종양 세포 유래 엑소좀을 64Cu-DOTA-Lys-PEG4-DBCO

를 이용하여 표지하였다. 보존 계수 값의 변화로 엑소좀의 성공적인 표지를 확인할 수 

있었으며, 표지 수율은 99% 이상으로 확인되었다.

  표지된 종양 세포 유래 엑소좀은 종양 관련 항원을 만나면 항원제공세포로 활성화되

어 종양 항원 특이성 CD8+ T세포의 생성을 유도하는 수지상세포와 대식세포가 존재하

여 면역 요법에 있어서 요충지인 림프절로의 이행을 보고자 mouse의 footpad로 주입하

였다. 꼬리 정맥에 종양 세포 유래 엑소좀이 주입된 mouse와 1시간, 12시간째의 In 

vivo PET/CT 영상을 비교해보았을 때, 엑소좀을 footpad에 주입한 mouse는 림프 이행

이 확인되었으나 꼬리 정맥에 주입한 mouse는 대부분이 간으로 이행된 것을 확인할 수 

있었다.

  앞서 본 결과들을 통해 클릭 화학을 활용하여 종양 세포 유래 엑소좀에 방사성동위

원소 표지가 가능하다는 것을 알 수 있었으며, 이것이 엑소좀의 활성을 손상시키지 않

는다는 것 또한 확인되었다. 이는 엑소좀의 생체 내 거동 평가에 유용한 기법이 될 수 

있을 것으로 예상된다. 표지한 엑소좀을 마우스에 주입한 다음 생체영상기법을 통해 

종양 세포 유래 엑소좀의 림프 이행을 확인하였고, 면역 요법에 있어서 요충지인 림프
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절에 종양 특이 항원을 지닌 종양 세포 유래 엑소좀의 림프 이행 시각화는 면역 요법

에 있어서도 중요성을 지닐 것으로 기대된다.
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국문초록

클릭 반응을 통한 64Cu 표지 엑소좀의 림프절 이미징 연구

                                 김 도 희

                                             지 도 교 수 : 황 승 림

                                               조선대학교 대학원 약학과

  엑소좀은 세포의 엔도좀에서 기원하여 세포 밖으로 분비되는 지질 이중층 막 소포체

이다. 최근 나노 수송체로서의 엑소좀을 활용한 약물 전달 연구와 엑소좀의 특정 단백

질 또는 유전자를 질병 진단을 위한 생체지표로 활용하고자 하는 연구가 활발히 이루

어지고 있다. 엑소좀이 임상에서 활용되도록 하기 위해서는 엑소좀의 생체 내 거동 평

가법의 확립이 필요하다. 그러나, 영상화의 어려움과 시각화를 위한 표지 과정에서의 

엑소좀 활성 손상 등 엑소좀의 체내 동태 파악에 있어 아직 해결해야 할 난제들이 남

아 있다. 엑소좀의 생의학적 응용을 위해서는 엑소좀의 효능을 손상시키지 않으면서도 

엑소좀의 체내 분포를 모니터링할 수 있는 비침습적이고 정확한 방법이 필요하다.

  한편, 종양 세포 유래 엑소좀은 항원 제시 기능을 할 수 있으며, 다수의 면역세포들

이 폐색되어 있는 림프로 이행 가능하다. 수지상세포는 종양 관련 항원을 만나면 항원

을 T세포에 교차 제시할 수 있는 항원제공세포로 활성화되며, 항원제공세포는 종양 세

포를 죽일 수 있는 종양 항원 특이성 CD8+ T세포의 생성을 유도한다. 따라서 종양 세

포 유래 엑소좀의 림프 이행을 시각화하는 일은 면역 요법 연구에 있어서도 중요성을 

가진다.

  본 연구에서는 클릭 화학을 통하여 엑소좀에 방사성동위원소를 표지한 후 마우스 체

내에 주입하였을 때 림프 이행 여부를 PET/CT로 모니터링하였다.
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