
- 1 -

<붙임 4>

기관고유연구사업 최종보고서

연구분야(코드) 과제번호 1310180 지원
프로그램 일반연구

과제성격(기초,응용,개발) 기초 실용화 대상여부 실용화 공개가능여부
(공개,비공개) 공개

연구과제명
 (국문)  전도성 폴리머 나노 와이어의 개발을 통한 효과적인 암세포의 부착 및

분리 연구

 (영문) The fabrication of conductive polypyrrole nanowire and its

applications for cancer cell capture and electrochemical release

과제책임자 소      속 NExT 연구과 직     위 주임연구원
성      명 조영남 전     공 화학

세부과제

구분 세부과제명 세부과제책임자
성명 소속(직위) 전  공

1 전도성 폴리머 나노 와이어의 개발을 통

한 효과적인 암세포의 부착 및 분리 연구
조영남 주임연구원 화학

2
3

총 연구기간 2013년 1월 ~ 2014년 12월 
(총 2년)

참여연구원수
(단위: 명, MY) 7 / 2.6

연구기간 및
연구비

(단위:천원)

구분 연 구 기 간 계 국  립
암센터

기 업 부 담 금
소계 현금 현물

계 2013.1.1.～2014.12.31 200,000 200,000 0

제1차 2013.1.1～2013.12.31 100,000 100,000 0

제2차 2014.1.1～2014.12.31 100,000 100,000 0

제3차 0

참 여 기 업 명 칭 전화 FAX
기관고유연구사업관리규칙에 따라 본 연구개발사업을 성실히 수행하였으며 아래와 같이 최종보고서
를 제출합니다.

    2014년 10 월 29  일

   과제책임자           조영남                (서명)
국 립 암 센 터 원 장 귀 하

(첨부서류)



- 2 -

목 차

< 요 약 문 >

(한글)-------------------------------------------------------------------3

(영문)-------------------------------------------------------------------5

1. 연구의 최종목표-------------------------------------------------------7

2. 연구의 내용 및 결과-------------------------------------------------11

3. 연구결과 고찰 및 결론-----------------------------------------------21

4. 연구성과 및 목표달성도---------------------------------------------23

5. 연구결과의 활용계획-------------------------------------------------26

6. 참고문헌-------------------------------------------------------------27

7. 첨부서류-------------------------------------------------------------28



- 3 -

연구목표
(200자 이내)

<최종목표>
고성능 전도성 폴리머 나노 와이어의 제작을 통하여 peripheral blood 및 solid tumor 
tissue 로부터 전기 자극에 의하여 타겟 암세포만을 손상없이 분리할 수 있는 원천 기
술을 개발하고 원발암성 및 전이암 병소의 진단에 응용.

<당해연도목표>
Ÿ Anodic aluminium oxide (AAO)를 이용하여 전도성 폴리머 나노 와이어 구

조체의 제작 및 물성 평가.
Ÿ 전도성 폴리머, 즉 biotin-doped 폴리피롤 표면을 암세포 표적 리간드인 

anti-EpCAM으로 수식하는 기술을 개발.

연구내용 및 방법
(500자 이내)

1) 연구내용
전도성 폴리머를 기반으로 하는 나노 구조체, 즉 nanowire의 합성 및 분석. 

Ÿ 양극산화 조건(양극산화 전압, 산 용액 종류와 농도 및 온도 등)을 변화
시켜 구멍간의 간격 및 구멍의 크기와 깊이의 조절을 통하여 실험에 적합
한 Anodic aluminium oxide (AAO) template을 제작한다.

Ÿ AAO template에 전도성 폴리머, 즉 pyrrole을 충진함으로써 다양한 크기
와 길이를 가진 전도성 나노 와이어 (nanowire)를 제작하며, 제조된 나노
와이어의 크기, 크기분포, 표면 특성에 따른 안정성을 분석한다.

Ÿ 나노와이어의 표면을 암세포 표적 리간드로 수식하는 기술을 개발한다.
2) 연구방법

Ÿ AAO (Anodic alumina oxide)를 sacrificing template로 이용하여 전도성 
나노 와이어의 electro-polymerization을 시도한다.

Ÿ 나노 와이어의 전도성 폴리머 종류에 따른 제조의 용이성을 분석하고, 제
조된 나노 구조체의 표면 특성에 따른 안정성, 전기적/물리적/화학적 특성 
평가한다.

Ÿ 전도성 나노 와이어의 표면의 다양성 (즉, 거침도 (roughness) 및 친수성
/소수성으로 표면 개질 등)을 통하여 세포 부착에 효율적인 구조임을 평
가한다.

Ÿ 전도성 나노 와이어의 표면을 암세포 표적 리간드로 수식하는 기술을 개
발한다.

연구개발에 따른 
기대성과

<정량적 성과1)>

구분 달성치/목표치1) 달성도(%)

SCI 논문 편수 8/3 267

IF 합 47.05/14 336

기타 성과
미국 출원 1건

국내 출원 1건
200

1) 총연구기간 내 목표연구성과로 기 제출한 값

< 요 약 문 >
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<정성적 성과>

- 다기능성 전도성 폴리머 나노 와이어의 제작을 위한 원천 기술 확보.

- 개발된 전도성 나노 와이어를 사용하여 원발암성 종양 및 전이암의 존재를

추적 및 진단 할 뿐 아니라 암세포를 분리, 분석 할 수 있는 기술 확보.

- 과제 종료 후 기술이전 및 국산화를 통한 국내 시장 확보 및 수출 가능성

확보.

색인어
국문

암 진단 순환종양세포 세포 부착/분리

전도성 고분자, 나노구조체 나노와이어

영문
cancer diagnosis circulating tumor cells cell capture and release

nanostructure, conducting polymer nanowire

※ 요약문의 총분량은 2page 이내로 제한함
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Project Summary

Title of Project
The fabrication of conductive polypyrrole nanowire and its

applications for cancer cell capture and electrochemical release

Key Words
Cancer diagnosis, circulating tumor cells, cell capture and release,

nanostructure, conducting polymer, nanowire

Project Leader
Youngnam Cho, PhD, NExT Branch, Research Institute, National

Cancer Center

Associated Company Not applicable

<Final Research Goal>

1. Fabricate and characterize conductive polypyrrole-based nanowire.

2. Evaluate electric-field mediated circulating cancer cell capture/release efficiency using
conductive nanowire.

<Research Methods and Results>

1. Fabricate and characterize conductive polypyrrole-based nanowires

Ÿ The experimental conditions for fabricating anodic aluminium oxide (AAO) template were

optimized.

Ÿ Synthetic routes for the fabrication of conductive polypyrrole-based nanowire with

diverse diameters and lengths were explored.

Ÿ The method for decorating nanostructured surface with specific ligands (e.g.,

anti-EpCAM) were developed and evaluated their biological activity.

Ÿ Functionalized nanoparticles were incorporated into conductive polypyrrole-based

nanowire and evaluated their chemical/biological activity.

2. Evaluate electric-field mediated circulating cancer cell capture/release efficiency using

conductive nanowires.

Ÿ We characterized the effect of anti-EpCAM on the preferential adsorption of a cell

suspension of EpCAM-positive cancer cells (MCF7 breast cancer and PC3 prostate

cancer cells) and EpCAM-negative cancer cells (HeLa cervical cancer cells) on Ppy

substrates.

Ÿ A methodology for non-destructively releasing captured cancer cells from anti-EpCAM–

immobilized, biotin-doped Ppy were developed.

Ÿ The released cells were collected and re-cultured to test viability.

Ÿ According to the cell capture and release performance using artificial blood samples, a

series of cell spiking experiments demonstrated high capture efficiency.

Ÿ A conductive nano-roughened microfluidic device was developed and demonstrated its

use as an electrically modulated capture and release system for studying rare circulating

tumor cells (CTCs).
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Ÿ An integrated multifunctional system was constructed by conductive

disulfide-biotindoped polypyrrole nanowires (SS-biotin-Ppy NWs) for capture, release,

and in situ quantification of circulating tumor cells (CTCs).

<Accomplishment>

Ÿ Quantitative

Number of publication of SCI journals: 8 papers / 3 papers = 267%

Cumulative IF 47.05 / 14 = 336%

Ÿ Qualitative

- Provide an original technology for fabricating multifunctional conductive polymer

nanowire.

- Offer the ability to capture circulating tumor cells with high efficiency and

non-detrimentally release of the captured cancer cell in response to the applied electric

fields.

- Expect to the transfer of technical know-how about electric-field mediated CTC

capture/release system.

※ 연구목표, 연구방법, 연구성과를 영문으로 요약하여 2쪽이내의 분량으로 작성
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1. 연구의 최종목표

<최종목표>

고성능 전도성 폴리머 나노 와이어의 제작을 통하여 peripheral blood 및 solid tumor tissue 로부터

전기 자극에 의하여 타겟 암세포만을 손상없이 분리할 수 있는 원천 기술을 개발하고 원발암성 및

전이암 병소의 진단에 응용.

<연구배경>

1.1. Nanostructured substrates as an efficient platform for cell growth

Numerous cellular processes including survival, proliferation, differentiation and migration

are initially manipulated by the formation of cell adhesions to underlying substrate (i.e., extracellular

matrix (ECM)) by mediating cell-cell and cell-ECM substrate that subsequently trigger a series of

biochemical signaling pathways. As the engineered nanostructures mimic the nano-architecture of

the natural ECM, the interests in cell–substrate interactions have been stimulated and the attempts

to engineer the surface adapted into traditional cell biological work have been made. Significant

efforts have been devoted for the farication of nanostructured materials due to their unique

properties including nanosize, high surface area-to-volume ratio, high porosity, and tunable

physicochemical properties. Such nanostructured materials analogus to the components of ECM

actively regulate cellular responses by creating artificial microenvironments which resemble the

micro/nano-structure and chemical composition in the body.

Recently, some efforts are directed toward designing ECM-mimicking nanostructured

materials as templates (scaffolds) to support cell growth and function. Ma et al has

demonstrated that nano-textured polymeric surfaces show the potential for bone regeneration

by differentiating MSCs towards osteoblastic cell types.1 Webster et al shows that the fibrous

carbon nanotube substrates provide a suitable environment for cell adhesion and proliferation

by mimicking unique topographic and porous features of ECM.2 Additionally, the electrical

conductivity of CNT scaffolds guide and control the adhesion and proliferation of interacting

cells in a desired way. Vertical nanowire (NW) substrates were favorable for fibroblast cell

attachment, proliferation, and differenciation by mediating cell-to-cell adhesion and function on

the ECM-resembling assembly.3 Park et al has demonstrated that the electrospun polymer

nanofibers produced by covalently grafting with cell adhesive peptide promote the cellular

responses in a controlled way.4 Such recent findings indicated that nanostructured surfaces

with enhanced morphology and functionalities provide specific structural and chemical cues for

improved cellular performance. Indeed, compared to flat substrate, the cells grown on

nanostructured surfaces produce many lamellipodia, filopodia, microspikes, and microville,

supporting that cell makes stable connections to a substrate.
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Figure 1-1. The cell growth on various nanostructured substrates.

Accordingly, nanostructured surface has been actively investigated as a platform to achieve a

better understanding of how nanostructures affect cellular behaviors such as adhesion,

viability, migration, differenciation, and morphology.

1.2. The conductive polymer substrates for biological applications

The fabrication methods for conductive polymer composites have been actively

investigated for various applications, in particular prosthetic devices, tissue engineering

scaffolds in human body, and controlled drug release. Recently, conducting polymers have

attracted much interest as suitable matrices in drug delivery system. Indeed, considerable

improvements in the performance of conducting polymer with electrochemically controlled drug

release profile have been achieved. Conducting polymers such as polypyrrole (Ppy) can be

electrochemically deposited on electrodes by entrapping a variety of anions and cations

including anti-cancer drugs, growth factors, anti-inflammatory drugs, ATP, glutamate and

protonated dopamine.5-6 These dopants inside the membrane can be released in response to

electrical stimulation. Site-specific drug delivery in the vicinity of an implantable device can

enhance the performance of drugs and also reduce the exposure of the drug to the whole

body and thus prevent potential toxicity.

Figure 1-2. The basic class of conducting polymer materials.

On the other hand, conducting polymers are being considered as an unique artificial platform

to engineer cellular interactions due to their excellent biocompatibility and low cytotoxicity. An

interfacial contact between conducting polymer-based substrate and cells not only controls cell

behavior but also promotes electrical signals to stimulate the cell-specific biological function.

Inspired by these features, this unique cell-polymer interface seems to be well suited as

platform for cancer cell detection, capture and/or sorting in view of their versatility, stability
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and specificity. Conducting polymer offers the potential of serving as a biologically inspired

platform: i) The spontaneous reversible red-ox reaction of conducting surfaces enables the

release of biomolecules in a controlled way. ii) Given that conducting polymer not only

reduces the impedance of the electrode to facilitate the signal transport with the tissue but

also promotes the cell adhesion in the presence of peptide fragments on the surface of the

particles, these platform can be further utilized as a biosensor or cell-related diagnostic and

therapeutic platforms. iii) Such biocompatible polymer offers suitable functionalities for

conjugation to biomolecules. iv) Conducting polymer can serve as a mechanical buffer between

hard inorganic surface and soft tissue and thus facilitate the adhesion of desired cells with

long-term stability. v) The chemical substances (e.g., drugs, nerve growth factors,

neurotrophic factors, etc) embedded in conducting polymer films can be released in desirable

amounts in response to electrical stimulation over an extended period. In addition, the

simplicity of fabrication allows our construction to be integrated with conventional cell-chip

devices that are already clinically used. The most widely studied classes of conductive

polymers include polyacetylene, polypyrrole, and polyaniline. Of them, polypyrrole has been

actively investigated due to its aqueous solubility, low oxidation potential, high conductivity,

and biocompatibility with mammalian cells.

1.3. Traditional cell capturing and releasing methods

The manipulation of cell–substrate interactions is essential to achieve a better

understanding for isolation and interrogation of living cells. The isolation of cell subpopulations

from the heterogeneous population in blood or other body fluids is important for the proper

applications in both basic cell biology studies and clinical diagnostics. Particularly, as the

detection of very low levels of cancer cells from blood is critically important in deciding

cancer in the early stages, cell isolation is essential for elucidating cancer development and

progression mechanisms. Cell isolation has been attempted through various strategies such as

the size or volume, density, or electrical properties, depending on the methods such as

filtration, centrifugation, dielectrophoresis or affinity binding. Among them, affinity binding is

most commonly employed due to its high specificity. Cell isolation can be conducted by

recognizing surface-immobilized ligands, such as antibodies, to antigens present on target cell

membrane. Relying on such antigen-antibody specificity, magnetic-activated cell sorting

(MACS) and fluorescence activated cell sorting (FACS) are currently utilized to achieve

specific cell isolation. MACS as a single-parameter cell isolator uses a magnetic field to sort

microbeads specifically bound to the target cells in conjunction with antibody-based affinity.

FACS enables simultaneous manipulation of multiple species of fluorescently labeled

antibodies and thus allows sorting of multiple cell types. However, current cell isolation

methods result in relatively low yield rates requiring complex and expensive experimental

settings.

On the other hand, circulating tumor cell (CTC) has been actively investigated as a

emerging tumor biomarker as it provides a valuable information in diagnosis and prognosis in

cancer metastasis. Indeed, highly efficient quantification of CTC in patient blood is a very
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promising for early cancer diagnosis. However, extreme rarity of CTCs in bloodstream makes

it challenging to develop a methodology for isolating/counting of CTCs. Recent studies show

various technical advancements in CTC detection and characterization including size /

density-based centrifugation, immunomagnetic seperation, multiplex reverse-transcription

quantitative PCR (RT-PCR)-based methods, image-based approaches, and microfilter and

microchip devices.7 However, these approaches have some limitations to be used in clinic due

to its low recovery rate and poor purity while requiring highly specialized sample processing

and handling. Therefore, it is necessary to develop a method that allows enhanced capture and

easy release of live cells from affinity surfaces for subsequent analysis and detection.

Recently, a number of studies have demonstrated enhanced local topographical interactions

between nanostructured substrates and nanoscale components of the cellular surface (e.g.,

microville, filopodia) as a result of increased cell/substrate contact frequency and duration,

consequently promoting cell capture efficiency through multivalent binding between cells and

nanostructured surface.8

Figure 1-3. The current methods for CTC isolation.

In this grant, I plan to develop an efficient strategy to construct 3D conductive

nanowire to capture, isolate and release cells in response to applied electric field,

ultimately utilizing them as an efficient cell-capture/release tool.
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2. 연구의 내용 및 결과

1) biotin-doped 전도성 폴리피롤 필름의 제작 및 EpCAM-positive or negative인 암세포를 선택적으
로 부착/분리하는 연구
Ÿ ITO 표면에 biotin이 doping된 polypyrrole 코팅은 0.7V로 1분동안 일정 전압을 가하는 전기중합 

(electropolymerization) 방법을 통해서 이루어졌다. (그림 2-1)

그림 2-1. Electropolymerization 방법을 
통해 ITO 표면에 biotin-doped된 
polypyrrole을 코팅한다.

Ÿ 제작된 biotin-doped polypyrrole 의 생체 안정성 및 전기적/물리적/화학적 특성을 SEM, XPS, 
Four-point probe 및 cell viability 분석으로 평가하였다. 

Ÿ EpCAM 항체를 polypyrrole 표면에 고정화시키기 위해서 biotin-doped polypyrrole을 i) 
streptavidin으로 반응시키고, ii) biotinylated EpCAM 항체를 부착시켰다.

Ÿ 또한, polypyrrole에 탑재한 biotin의 양에 따른 EpCAM 항체의 고정화 정도 및 암세포의 부착 능력
을 조사하였다. 그림 2-2a에서와 같이 EpCAM 항체의 고정화 없이는 EpCAM-positive인 MCF7 
세포의 부착은 거의 보이지 않았다. 그림 2-2b에서 보인 것처럼 polypyrrole 내에 탑재된 biotin의 
농도가 증가할수록 더 많은 양의 EpCAM-positive cells (MCF7, PC3)의 부착을 보였으며, 
EpCAM-negative cell은 biotin의 농도와는 상관없이 거의 부착되지 않는 것을 관찰하였다.
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그림 2-2. (a) biotin-doped polypyrrole에 EpCAM 
항체를 고정하지 않은 경우 MCF7 cell의 부착에는 
큰 차이를 보인 반면 HeLa cell에는 영향을 주지 않
는다. (b~c) polypyrrole에 탑재된 biotin의 농도가 
증가할수록 EpCAM-positive cell 부착정도에 월등한 
향상을 보여준 반면, HeLa cell에는 거의 상관없는 
결과를 보이고 있다.

Ÿ EpCAM 항체가 고정된 polypyrrole에 부착된 암세포들을 손상없이 미세한 전기 자극으로 분리하기 
위한 시도가 있었다. 다양한 전압과 시간을 가하여 암세포의 분리 정도 및 cell viability를 비교 조
사하였다. (그림 2-3)
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그림 2-3. EpCAM 항체가 고
정된 polypyrrole 표면에 부착
된 암세포가 외부에서 가해진 
다양한 전압에 반응하는 모습. 
negative 전압에서만 암세포의 
분리가 일어남을 관찰할 수 있
음. 분리된 암세포의 cell 
viability 연구 결과 control 세
포와 비슷한 양상을 보임.

Ÿ 1초 ~ 1분에 걸쳐 가해준 negative 전압은 polypyrrole 필름을 팽창시켜서 polypyrrole 내에 탑재
되어 있던 biotin molecules들을 자유롭게 release 되도록 해 주는 동시에 
biotin-streptavidin-biotinylated EpCAM에 연결되어 있던 암세포들도 손상없이 표면으로부터 분리
시켜준다. (그림 2-4)

그림 2-4. EpCAM 항체가 고정된 polypyrrole 표
면에 부착된 암세포가 외부에서 가해진 negative 
전압에 반응하여 손상없이 release 되는 현상.
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Ÿ EpCAM 항체가 고정된 polypyrrole 표면으로부터 전기 자극으로 인해 분리된 암세포를 다시 배양하여

cell phenotype에 변화가 있는지 조사하였다. 그림 2-5에 따르면 전기 자극 전후에 MCF7 세포 표면에 발

현된 EpCAM의 양에는 변화가 없는 것으로 확인되었으며, 또한 fluorescent-tagged secondaty antibody

(green) 를 사용하여 cell 표면에 분포한 EpCAM을 확인한 결과 전기 자극 전후의 cell phenotype에는 변

화가 없음을 확인하였다.

그림 2-5. EpCAM 항체가 고정
된 polypyrrole 표면에 부착된 
암세포가 외부에서 가해진 
negative 전압에 반응하여 
release 된 후 cell phenotype에 
변화가 있는지 확인하기 위해 
전기 자극 전과 후에 세포 표면
에서 발현되는 (a) EpCAM 의 
양을 Western blot으로 비교하
였음. (b) fluorescent-tagged 
secondary antibody (green)를 
붙여서 전기 자극 전후의 
EpCAM 발현 정도를 비교함.

Ÿ EpCAM 항체가 고정된 polypyrrole이 EpCAM-positive 세포만을 선택적으로 검출하는지 확인하기 
위하여 EpCAM-positive인 MCF7과 EpCAM-negative인 HeLa 세포를 1:1로 혼합하여 실험하였다. 
그림 2-6에서 관찰된 것과 같이 polypyrrole 필름은 MCF7 세포에게만 특이적으로 반응하여 부착
했으며, 그 결과 95%의 capture yield와 96%의 purity를 보였다.

그림 2-6. EpCAM 항체가 고정된 polypyrrole 표
면에 EpCAM-positive인 MCF7과 EpCAM-negative
인 HeLa 세포를 1:1로 혼합하여 부착 실험을 한 결과 
MCF7 세포만 선택적으로 검출되는 결과를 보임. 

Ÿ 실제로 혈액에서 순환종양세포를 검출할 수 있는지 확인하기 위해 인공적으로 MCF7 세포들을 전
혈 (whole blood)에 추가하여 실험하였다. 100 ~ 1000개의 MCF7 세포들을 혈액에 섞어서 
EpCAM 항체가 고정된 polypyrrole 필름에 떨어뜨렸을 때 대부분의 MCF7 세포들은 표면에 부착되
었으며 2초동안의 전기 자극을 통하여 90%의 MCF7 세포들을 손상없이 회수할 수 있었다. 이에 
반해, 대부분의 혈구세포들은 polypyrrole 표면에 부착되지도 않을뿐더러 부착되었더라도 전기자극
을 가할 때 release 되지 않고 polypyrrole 표면에 그대로 남아있는 것을 확인하였다. (그림 2-7)

Ÿ polypyrrole 표면에 capture 되고 release된 MCF7 세포와 백혈구를 immunofluorescence로 확인한 
결과 백혈구에서 특이적으로 발현되는 CD45 와 MCF7에서 발현되는 CK의 존재를 각각 확인하였
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다.

그림 2-7. 1 ml 혈액에 100 ~ 1000

개의 MCF7 세포를 혼합한 후

EpCAM 항체가 고정된 polypyrrole

표면에 부착되고 분리된 MCF7 세

포와 백혈구의 수를 확인하였다. 또

한 immunifluorescence imaging을

통하여 WBC와 MCF7에서 발현되

는 CD45 및 CK의 존재를 확인하였

다.

2) SS-biotin-doped 전도성 폴리피롤 나노와이어의 제작 및 EpCAM-positive or negative인 암세포
를 선택적으로 부착/분리하는 연구
Ÿ Cell Capture 하는 platform을 기존의 평면 방식보다는 3차원의 구조체로 변경한다면 훨씬 향상된

cell과의 interaction을 기대해도 될 것이다. 따라서, 본 연구계획서에서 제안한 실험과 같이 3차원의

전도성 나노와이어 구조체를 anodic alumina oxide (AAO) 라는 template을 사용하여 제작하였다.

(그림 2-8)

Ÿ 사용된 AAO의 pore diameter 및 length에 따라 제작된 polypyrrole 나노와이어의 dimension이 결정

되어진다.
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그림 2-8. AAO template를

사용하여 polypyrrole 나노와

이어 구조체를 제작하는 과

정.

Ÿ 또한, polypyrrole을 AAO pore에 전기 중합적 방법으로 electro-polymerization 할 때

NHS-SS-Biotin을 함께 혼합하여 제작하였다. 그림 2-9A에서 설명한 것과 같이 Biotin-doped

Polypyrrole 나노와이어 구조체에 streptavidin과 biotinylated EpCAM 항체로 추가로 표면 개질을

하였다.

그림 2-9. (A) polypyrrole 나노와이

어 구조체에 EpCAM 항체를 고정화

시키는 process, (B) CTC를 검출한

후 전기 자극 또는 glutathion

treatment에 의해 손상없이 분리하

는 과정, (C) 나노 와이어 표면에 부

착된 암세포의 수를 정량적으로 측

정하는 센서의 개발.

Ÿ NHS-SS-Biotin가 도핑된 polypyrrole 나노와이어 구조체를 이용하여 부착된 암세포를 전기자극 또

는 glutathion에 의해 손상없이 분리하는 연구를 수행하였다. (그림 2-9B)
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Ÿ 또한, polypyrrole 나노와이어 구조체를 이용하여 부착된 암세포를 정량적으로 측정하기 위하여 전

기화학적 방법을 추가하여 소량의 암세포도 count할 수 있는 바이오 센서 기술을 개발하였다. (그림

2-9C)

Ÿ EpCAM 항체 고정화된 polypyrrole 나노와이어 구조체의 EpCAM-positive 세포의 선별적인 부착

능력을 평가하기 위하여 MCF7 cell과 HeLa cell을 평면 polypyrrole 필름과 3차원 polypyrrole 나노

와이어 구조체에 부착하였다. 그림 10에서 보는 것과 같이 3차원 나노구조체에서 평면보다 탁월한

세포 부착 능력이 있음을 입증하였다. EpCAM-negative인 HeLa 세포는 평면과 3차원 나노구조체

사이에 부착 능력에 있어서 차이를 보이지 않았다. (그림 2-10)

그림 2-10. (A) Flat polypyrrole (Ppy)

및 Ppy 나노와이어 구조체에 MCF7과

HeLa 세포의 부착 능력을 비교하였음.

(B) 나노와이어 길이별 암세포의 부착 능

력 비교. (C) SEM을 통하여 flat 또는 나

노와이어에 부착된 암세포의 이미지를 확

보함.

Ÿ 전기 자극 및 glutathion에 의하여 부착된 암세포가 가해진 voltage 또는 treatment 시간에 따

라 효율적으로 분리되는 것을 확인하였다. 또한, 검출된 암세포를 분리/수집하여 배양한 결과

표면의 단백질의 변화가 없음을 western blot을 통하여 확인 하였다. (그림 2-11)

그림 2-11. (상) Ppy 나노와이어 구조

체에 부착된 HCT116 세포를 전기자극에

의해 분리하는 과정. (하) Ppy 나노와이

어 구조체에 부착된 HCT116 세포를

glutathion 처리에 의해 분리하는 과정.

Ÿ Ppy 나노와이어 구조체에 부착된 HCT116 세포의 수를 정량화하기 위하여 HRP-label된 나노

입자와 반응시켜서 극소량의 암세포도 선택적으로 측정할 수 있는 시스템을 개발하였다. (그림

2-12)
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그림 2-12. (A) HRP-label된 나노입자

의 SEM 이미지. (B) UV-Vis data를 이

용하여 각 나노입자가 HRP를

incorporation 하였는지 평가. (C) 합성된

나노입자의 size를 측정. (D) Ppy 나노와

이어에 부착된 HCT116 세포의 양에 따

른 전기적 신호의 변화를 관찰. (E) Ppy

나노와이어 구조체에 부착된 HCT116 세

포를 전기자극 (ES) 또는 glutathion

(GSH) 처리에 의해 분리한 후 24시간 후

까지의 morphological 변화를 관찰.

3) biotin-doped 전도성 폴리피롤을 마이크로 플루이딕 채널에 고정화 시킨 후 전기 화학적 반응에 의
해 암세포를 검출/분리하는 기술
Ÿ Ppy 나노구조체를 마이크로 플루이딕 시스템과 접목시켜서 다량의 혈액에서 단시간에 농축된

암세포를 검출/분리할 수 있는 기술을 개발하였다. (그림 2-13) Voltage에 따른 polypyrrole 폴

리머 표면의 거침도 (roughness) 가 변화됨을 알 수 있다.

그림 2-13. 마이크로 플루이딕 채널에

biotin-doped된 Ppy 나노구조체를 전기화

학적으로 코팅한 후 표면에 anti-EpCAM

을 고정화하는 기술.

Ÿ 그림 2-14에서 보는 것과 같이, 가해진 voltage에 따른 polypyrrole 표면의 거침도의 값이 달리

짐에 따라 암세포의 부착능력 또한 달라짐을 알 수 있다. Applied voltage 값이 높아질수록 폴

리머 표면의 거침도도 높아지고 또한 cell capture yield 가 월등히 향상됨을 알 수 있다. (그림
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2-14 상)

Ÿ 마이크로 플루이딕 시스템의 flow rate에 따른 cell capture efficiency를 비교하였다. 일반적으

로 flow rate 이 느릴수록 cell capture 효율이 좋으나, 마이크로 플루이딕 채널에 고정된

EpCAM 항체의 양이 증가할 때, 즉 50 ng/ml일 때는 flow rate과 상관없이 높은 cell capture

효율을 보였다. (그림 2-14 하)

그림 2-14. (상) 가해진 voltage에 따라

마이크로 플루이딕 채널에 코팅된

biotin-doped된 Ppy의 거침도가 변화됨,

거침도가 높아질수록 cell 부착능력이 향

상됨. (하) 마이크로 플루이딕 시스템의

flow rate에 따른 세포 부착 능력 변화.

Ÿ Voltage의 변화, 즉 negative voltage와 positive voltage를 한꺼번에 가할 때 비선택적으로 부

착된 백혈구는 제거하며 암세포만을 선택적으로 분리하는 기술을 확인하였다. (그림 2-15)
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그림 2-15. (A) 혈액 내 존재하는 암세포

(MCF7)를 선택적으로 분리하였음.

(B)-(C) Ppy 나노와이어에 부착된 세포

에 다양한 voltage를 가하여 MCF7을 선

택적으로 분리하며 WBC는 제거하는 과

정. (D) Voltage에 따라 분리된 암세포의

viability. (E) Western blot을 통해 분리

된 암세포의 EpCAM expression을 측정.

Ÿ 전기 자극 전과 후에 관찰을 통해, 마이크로 플루이딕 채널에 capture된 암세포와 백혈구의 모

습의 변화를 분석하였다. -0.8 V와 0.5 V를 차례대로 가했을 때 마이크로 플루이딕 채널에 비

선택적으로 부착된 대부분의 백혈구는 전도성 표면과의 직접적인 접촉을 통해 타서 세포 표면

이 깨짐으로 제거되는 양상을 보인 반면, 리간드에 의해 표면으로부터 약간 떠 있는 듯 붙어있

는 암세포는 손상없이 제거되는 것을 관찰하였다. (그림 2-16)

그림 2-16. (A) 마이크로 플루이딕 채널

의 모습. 혈액 내 존재하는 암세포

(MCF7)는 선택적인 부착 및 백혈구의

비선택적인 부착 모습. -0.8V와 0.5V의

연속적인 전기 자극 후에 암세포는 손상

없이 분리된 반면 대부분의 백혈구는 전

기 자극에 의해 세포 표면이 깨지는 현상

이 발생됨. (B) 형광염색을 통하여 Ppy

나노와이어에 부착된 세포의 다양한

morphology를 관찰함.
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Ÿ EpCAM 한가지의 항체 뿐만 아니라 5종류의 항체를 혼합하여 Ppy 나노와이어를 제작하였다.

Antibody mixture-immobilized Ppy 코팅된 마이크로 플루이딕스의 cell capture 효율이

EpCAM 항체 한 가지만 사용하였을 때의 경우보다 월등히 향상된 검출/분리 효과를 보였다.

(그림 2-17)

그림 2-17. (A) 마이크로 플루이딕 제작

시 immobilized된 항체의 종류에 따른 암

세포의 부착 능력 평가. (B) 혈액에

EpCAM-negative인 암세포를 spike시킨

후 antibody mixture-immobilized Ppy

마이크로 플루이딕스의 검출 및 분리 효

율 분석.

3. 연구결과 고찰 및 결론

Ÿ 혈중암세포 (CTC)의 분석은 암의 조기 발견과 치료 및 전이과정 규명을 위한 새로운 진단분

야로서 많은 관심을 받고 있다. 환자의 혈액 내에서 검출/분리된 CTC를 통하여 새로운

암 표지자의 발굴 및 암 전이의 메커니즘을 밝히는 등의 생물학적 연구뿐만 아니라 실제

임상에 적용하여 수술 후 조기 재발 여부 판정에 도움이 되는 추적 관찰, 항암제 치료의

기능을 모니터링하는 기술, 더 나아가 분리된 혈중암세포의 분자생물학적 특성 분석을 통한

환자 개인별 맞춤형 치료까지 가능하게 하고 있다.

Ÿ 그러나, 혈액에 존재하는 혈중암세포의 수가 매우 적고 또한 검출 및 분리가 용이하지 않기 때

문에 실제적으로 얻을 수 있는 표본의 양이 매우 제한적이다. 또한, 다량의 혈구세포가

비선택적으로 검출되기 때문에 false-positive로서 암세포의 분석에 방해가 되고 있다.

Ÿ 최근의 혈중암세포 검출 및 분리 방법의 기술적 진보는 이러한 문제점들을 극복하게 하며 다

양한 검출 플랫폼들을 통하여 임상 적용을 가능하게 했다. 현재 혈중암세포의 분리와 농축을

위해 가장 널리 쓰이는 방법으로는 밀도차를 이용한 원심분리법, 상피종양세포들의 크기를

이용한 미세여과법 (isolation by size of epithelial tumor cells, ISET), 상피세포 특정 항체를

이용한 면역자기분리법 (immuno­magnetic isolation), 다중역전사정량중합효소연쇄반응

(RT-PCR), 및 미소유체공학 (Microfluidics)이나 마이크로칩 장치 같은 최신의 분석

플랫폼들이 있다.

Ÿ 검출된 혈중암세포는 면역세포화학법 (immunocytochemistry , ICC) , 높은 민감도의

전사정량중합효소연쇄반응 방법 (RT-PCR ) , 분자와 영상이 조합된 방법들 같은

혈중암세포들의 핵산분석법을 기반으로 한 분자분석방법, 혈중암세포에서 표현되는 암특이

단백질을 검출하는 Epi­Spot 분석 같은 단백질 기반 분석법 (즉, 항 CK (anti-cytokeratin)

항체를 이용한 검출)들을 통하여 검증되고 해석되어 진다.

Ÿ 본 연구에서는 biotin-doped polypyrrole (Ppy) 나노 구조체을 이용하여 EpCAM 양성

암세포를 혈액 내에서 특이적으로 포획하고 손상 없이 분리해낼 수 있는 기술을 개발하였다.

Ppy에 도핑된 biotin에 암세포 특이적인 항체를 고정화시킨 후 혈중암세포를 효과적으로
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검출할 수 있으며, 또한 다양한 전기 voltage에 의해 부착된 암세포의 분리가 조절되기 때문에

이를 이용하여 선택적으로 혈중 암세포를 포획하고 분리해낼 수 있다.

Ÿ Ppy 폴리머는 가공이 용이하며 비용이 경제적이라는 장점이 있다. Ppy를 이용하여 다양한

나노 구조체를 제작할 수 있으며, 또한 마이크로 플루이딕 시스템에 쉽게 전기화학적으로

코팅시켜 30분 내에 4 ml의 혈액에서 혈중암세포를 분리할 수 있는 기술을 제공할 수 있다.

Ÿ 또한, 전도성 폴리머인 Ppy를 바이오 센서로써 사용하여 환자 혈액으로부터 검출된 극미량의

암세포를 효과적으로 센싱하여 정량화 할 수 있는 기술에 사용할 수 있다. 마이크로 플루이딕

시스템을 통하여 검출된 암세포를 분리할 필요 없이 바로 전기화학적 방법으로 센싱하여

암세포의 양을 측정할 수 있다면 하나의 platform을 사용하여 암세포 검출, 센싱, 그리고

분리까지 할 수 있는 도구가 될 것이다.

Ÿ Ppy 나노 구조체에 도핑된 biotin을 통하여 암세포에 특이적인 다양한 항체들을 고정화 시킴으

로써 EpCAM의 발현 유무에 관계없이 혈액내에 떠다니는 모든 암세포들을 효과적으로

검출할 수 있음을 확인하였다.
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전도성 고분자인 polypyrrole과 biotin을 혼합하여 전기화학

적 방법으로 AAO template를 통해 전도성 나노와이어를

제작하였음.

The decoration of nanowires with
specific target ligands (e.g.,
anti-EpCAM)

전도성 나노와이어에 도핑된 biotin을 통하여 target 항체를

고정화하는 기술을 수립하였음.

Assessing in vitro cell-capture
efficiency of conductive nanowire

EpCAM 항체가 고정화된 전도성 나노와이어를 통해

EpCAM-positive 암세포를 선택적으로 검출하였음.

Evaluating in vitro electrical
field-mediated cell-release profile
from conductive nanowire

전도성 나노와이어에 미세한 마이너스 voltage를 가함으로

부착된 암세포를 손상없이 효과적으로 분리할 수 있었음.

Detect and quantify the captured
cells using both electrochemical
and optical approaches

전도성 나노와이어에 부착된 암세포를 정량화하기 위해 나

노입자와 반응을 시킨 후 전기화학적 방법으로 전류의 변

화를 측정하였음.

5. 연구결과의 활용계획

(1) 연구종료 2년후 예상 연구성과

구 분 건 수 비 고

학술지 논문 게재 1 Biomaterials (IF 8.312)

산업재산권 등록 2 국내/국제 특허 등록

기 타

(2) 연구성과의 활용계획

가. 기술적 측면

- 혈중종양세포 (CTC) 분석은 암의 진단 및 치료를 위한 실용적이고 효과적인 분야이다.

치료 전/후 환자의 혈액으로부터 발견된 순환종양세포의 숫자를 비교하여 암의 병기를

진단하고 치료 방법을 선정할 수 있으며, 치료 후 종양의 이동을 모니터하기 위한 수단

으로써 사용가능하다.

- 따라서, 본 연구에서는 전도성 나노와이어 구조체를 통하여 혈중 종양 세포들을 효율적

으로 capture하고 release 하는 기술을 제공하였다. 손상없이 분리된 CTC는 재배양을 통

해 분자생물학적인 분석을 거쳐서 기존의 치료 방법을 보완할 수 있다.

- 이렇듯, 혈액을 이용한 진단 방법은 보편적으로 시행되고 있는 종양이 침투한 부위에서

조직을 반복적으로 채취해 조직검사를 하는 방법보다 좀 더 실용적이고 간단하여 기존의

진단 및 치료 방법을 개선할 수 있다.

- 본 연구에서 제시한 전도성 나노와이어 구조체를 통한 CTC 검출 및 분리 기술은 다양
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한 종양을 혈액을 통해 진단하는 일을 가능하게 할 것이며, 결론적으로 초기 암 진단과

암 치료 효율을 높이는 계기가 될 것이다.

- 또한, 전도성 나노 와이어 구조체의 가공이 용이하며 적은 비용으로 제작이 가능하기 때

문에 대용량의 생산이 용이하며 상업화가 가능하다.

- CTC 검출/분리 기술 뿐 아니라, 각각의 나노 와이어 기둥에 약물과 금 나노입자를 효

율적으로 탑재시킬 수 있으므로 암 진단 및 치료 효과를 동시에 탑재시켜 다기능성

platform으로써의 개발을 기대할 수 있다.

나. 경제/산업적 측면

- 기존의 CTC 분리 방법에서 발생하는 세포의 손상과는 달리, 전도성 나노 와이어를 이용

할 경우 종양 세포를 단 시간 내에 감지, 분리 및 미세한 전기 자극에 의하여 손상없는

추출, 분석이 가능하므로 임상에서의 적용에 장점이 될 수 있다.

- 전기적/광학적 측정방법을 이용하여 저 농도의 CTC 검출을 가능하게 하는 진단용 바이

오칩의 구현을 가능하게 한다.

- 기존의 마이크로 플루이딕 (microfluidic) 기술과 접목하면 세포와 표면의 각각의 나노

패턴들과의 반응 시간, 횟수를 증가시키므로 나노 구조체를 통하여 매우 작은 양의 혈중

종양세포들을 탐색하는데 있어서 민감도 및 선택성을 향상시킬 수 있다.

- 전도성 나노 와이어 구조체를 기존의 마이크로 칩이나 센서에 장착하여 CTC 검출을 실

시간으로 모니터링하는 기술로의 구현이 가능하다.

다. 활용방안

- 새로운 혈액 진단 장치로서 제약이 많은 현재의 조직생검 기술을 대체한다.

- 혈액을 이용하여 암의 진단 및 치료 효능을 추적할 수 기술을 제공한다.

- 국립 암센터 및 제약 회사등과 연구 협력을 통하여 전도성 나노 와이어 구조체의 다기

능화 및 안정화를 유도함으로 더 효과 있는 진단 장치로써의 개발을 위한 자료를 제공

한다.
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