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초록: 유전자 전달 기술은 유용한 질병 치료 방법 중 하나이며, 질병의 유전적 돌연변이 치료를 위해 표적 부위에                

특이적으로 전달할 수 있다. 유전자 전달체로 사용되는 리포좀, 고분자 등의 나노입자는 용도에 따라 다양한 화합물로              

구성이 가능하며,  전달하고자 하는 물질에 따라 물리·화학적 물성을 변형할 수 있다는 장점을 갖고 있다.              

Polyamidoamine(PAMAM)은 대표적인 유전자 전달체 고분자로써 표면의 2차 아민기와 덴드리머(dendrimer) 구조로         

구성되어 약물, 표적화 부분, 기능성 펩타이드, 형광 프로브 등 다양한 기능적 부분을 접합할 수 있다. 본 연구에서                

는 효소 민감성 서열(Gly-Phe-Leu-Gly, GFLG)을 포함하는 시스타민 코어 PAMAM 덴드리머를 기반으로 하는 유전            

자 전달 시스템의 유전자 전달 효율에 대해 연구하였다. PAMAM 3세대(cPAMAM G3)의 시스타민 코어는 세포 내              

글루타티온(GSH)에 반응하며, 이는 이황화 결합의 환원에 의해 분해된다. 그리고 cPAMAM G3의 표면에는 GFLG            

펩타이드 서열이 접합되어 있는데, GFLG 서열은 카텝신 B에 의한 효소반응 서열로 암에서 과발현되는 카텝신 B로              

인해 암 특이적 표적이 될 수 있다. 본 연구에서 R-H-GFLG-cG3 PAMAM은 HepG2 및 SW480 세포에서 높은 유                

전자 발현 효율과 낮은 세포독성을 나타냈으며, 이는 R-H-GFLG-cG3가 특정 암세포에 대한 유전자 전달체로서 잠             

재력이 있음을 보여준다.

Abstract: Gene delivery technology is one of the useful methods for treating diseases and can be used to deliver ther-

apeutic genes specifically to target sites to treat genetic diseases. Nanoparticles composed of lipids and macromolecules, 

which are used as gene delivery vehicles, can be composed of various compounds according to the application, and have 

the advantage that their physical and chemical properties can be engineered according to the tissue environment. Poly-

amidoamine (PAMAM) dendrimer is a representative gene delivery polymeric carrier. It consists of a dendritic chemical 

structure with multivalent peripheral primary amine groups that can be conjugated with various functional moieties such 

as drugs, targeting compounds, peptides, and fluorescence probes. In this study, we synthesized a cystamine core 

PAMAM dendrimer derivative by conjugating with Arg-His dipeptide (R-H) via an enzyme cleavable peptide sequence 

(Gly-Phe-Leu-Gly, GFLG), and evaluated its characteristics as a polymeric gene carrier. The cystamine core PAMAM 

dendrimer generation 3 (cPAMAM G3) was responsive to intracellular bioreducing condition. The multivalent RHGFLG 

peptides were introduced on the surface of cPAMAM to enhance its intracellular entry and enzyme-sensitive degradation 

inside cells. R-H-GFLG-cG3 PAMAM showed high transfection efficiency and low cytotoxicity in HepG2 and SW480 

cells. The results show that R-H-GFLG-cG3 holds a potential to be used as a gene delivery carrier for specific cancer cells.

Keywords: polyamidoamine, dendrimer, Cathepsin B, disulfide bond, Gly-Phe-Leu-Gly, gene carrier.

서  론

2019년 코로나 19가 발병하여 전세계적으로 확산되었으며,    

이를 예방하는 mRNA를 기반으로 하는 백신이 개발되었다.    

코로나19 백신 개발사인 화이자와 모더나의 백신은 지질 나    
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노입자(lipid nanoparticle)를 기반으로 바이러스의 항원 단백     

질을 합성하는 유전 정보를 전달하는 백신 기술로서 코로나       

19의 확산을 방지할 수 있었다.1

이러한 코로나 19 백신에서 사용된 지질나노입자는 유전자      

전달체로써 불안정하고 분해되기 쉬운 mRNA를 인체 내로      

안전하게 전달하는 역할을 하였다. 이는 유전자전달법(gene     

delivery)으로 질병의 원인이 되는 유전자에 대한 치료 유전       

자를 전달함으로써 교정 또는 제거하여 치료하는 방법이다.2      

치료용 핵산은 miRNA, siRNA, mRNA, 올리고뉴클레오티드     

및 plasmid DNA 등 다양한 형태로 연구되었으며, 질병의 치        

료 또는 예방 목적에 따라 다양하게 설계가 가능하다.3,4 하지        

만, 자연상태의 핵산은 세포막과 RNase 또는 DNase와 같은       

분해효소를 통과하여 핵으로 전달되기가 어렵기 때문에 치료 유       

전자를 원활히 세포 내로 유입하여 전달하기 위한 유전자 전        

달체가 연구되었으며, 양이온성 고분자(cationic polymer), 리     

포좀(liposome), 펩타이드(peptide), 무기나노입자(inorganic  

nanoparticle) 등 다양한 형태로 개발되고 연구되고 있다.5-7      

이러한 전달체 입자들은 그 특징에 따라 핵산과 정전기적·소수       

성·수소결합 등의 상호작용에 의해 나노미터 크기의 복합체      

를형성할 수 있다. 이는 음이온성 세포막을 통과하고 세포 내        

소화효소에서 핵산을 보호할 수 있다는 장점을 갖고 있으며,       

최근에는 기능성 고분자와 양이온성, 함입성, 암세포 특이적인      

펩타이드 서열을 이용한 기능화된 전달체의 효율이 보고되고      

있다.8-10 예를 들어, 아르지닌(arginine), cell-penetrating peptide     

(CPP)와 같은 양이온성 펩타이드는 핵산의 세포 내 흡수율을       

높였으며, 히스티딘(histidine)은 양성자 스폰지 효과로 핵산을     

방출하여 전달율을 높이는 연구가 보고되었다.11-13 또한, Arg-      

Gly-Asp(RGD), nuclear localization sequence(NLS), hyaluronic    

acid(HA)는 특이적인 세포 인식 서열로써 전달체에 결합하였을      

때 상대적으로 높은 유전자 발현을 나타냄을 확인하였다.14-17      

이는 세포 환경에 맞게 기능화된 고분자가 안정적이고 안전       

한 유전자 전달을 가능하게 함을 알 수 있다.

본 연구에서 사용한 양이온성 고분자 폴리아미도 아민      

(polyamidoamine, PAMAM) 덴드리머는 유전자 전달체 중 하      

나이며, 나뭇가지 모양 고분자(dendritic polymers) 형태로 가      

지 구조의 증가에 따른 여러 크기와 표면은 하이드록시기, 아        

민기, 카보닐기 등의 다양한 작용기를 갖는 파생물이 있으며       

이는 구조적인 기능화가 용이하며, PEI25kD에 비해 낮은 세       

포 독성이 보고되었다.18 이전 연구에서는 4세대 PAMAM 덴       

드리머를 이용하여 표면에 효소 카텝신 B(Cathepsin B)에 의       

해 절단되는 Gly-Phe-Leu-Gly(GFLG) 펩타이드 서열의 접합     

하여 높은 유전자 발현율을 확인하였다.19,20 카텝신 B는      

lysosomal protease로 자가포식작용(autophagy), 신경보호   

(neuroprotection) 등의 정상세포에서 중요한 역할을 하며, 암      

에서는 과발현되어 암의 진행 및 전이와 관련이 있음이 보고        

되어 암의 표적화가 가능한 효소로써 연구되고 있다.21,22

본 연구에서는 중심부에 디설파이드 결합(disulfide bond)을     

갖는 3세대 cystamine core PAMAM 덴드리머 고분자의 아     

민기 말단에 다가의 아르기닌(Arg, R)-히스티딘(His, H) 및     

글리신(Gly, G)-페닐알라닌(Phe, F)-류신(Leu, L)-글리신(Gly,   

G) 펩티드를 도입하여 신규 접합 고분자 R-H-GFLG-cG3를     

합성하였다. 다가의 R-H 펩티드의 도입으로 접합 고분자의     

세포 내 투과율과 완충능력(buffer capacity)의 증가로 엔도좀     

탈출을 용이하게 하여 유전자 전달체로서의 효율을 높이고자     

하였다(Figure 1). 또한, R-H-GFLG-cG3의 pDNA와의 나노     

복합체 형성 가능성을 확인하였다. 형성된 R-H-GFLG-cG3     

복합체의 카뎁신 B와 글루타티온에 의한 분해를 in vitro에서     

확인하였다. 또한, 카텝신 B 효소가 과발현된 세포주인 Hep     

G2, SW480에서 유전자 발현 효율과 세포 독성 및 내재화 효     

율을 분석하였다. 본 연구 결과들을 통해 R-H-GFLG-cG3의     

기능성 펩타이드에 의한 향상된 유전자 전달 효율 및 신규     

유전자 전달체로서의 가능성을 확인하였다. 

실  험

재료. Cystamine core generation 3 PAMAM(cG3 PAMAM)은     

Andrews Chemservices(Berrien Springs, MI)에서 구매하였다.    

Fmoc-His(trt)-OH, Fmoc-Gly-OH, 2-(1H-benzotriazole-1-yl)-  

1,1,3,3-tetramethyluronium hexaafluorophosphate(HBTU)는 

Novabiochem(Darmstadt, Germany)에서 구매하였다. Fmoc-   

Leu-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Arg(pbf)-OH, 1-hydroxybenzotriazole   

hydrate(HOBt)는 Anaspec(Fremont, CA, USA)에서 구매하였다.    

Piperidine, triisopropylsilane(TIS), trifluoroacetic acid(TFA),   

cathepsin B(from human liver), ethidium bromide(EtBr),     

N,N-diisopropylethylamine(DIPEA), dimethylsulfoxide(DMSO), 

dimethylformamide(DMF), dithiothreitol(DTT)는 Sigma Aldrich   

(St. Louis, MO, USA)에서 구매하였다. Luciferase assay kit는     

Figure 1. Illustration of the transfection of R-H-GFLG-cG3 PAMAM 

dendrimer/plasmid DNA polyplexes.
 Polym. Korea, Vol. 47, No. 3, 2023
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Promega(Madison, WI, USA)에서 구매하였다. BCA protein     

assay kit는 Thermo Fisher Scientific(Hudson, NH, USA)에서      

구매하였다. Antibiotic-antimycotic(100×) solution, Dulbecco   

modified eagle medium(DMEM), Dulbecco phosphate-buffered    

saline(DPBS), trypsin-EDTA solution(0.25%), fetal bovine    

serum(FBS)는 Gibco(Gaithersburg, MD, USA)에서 구매하였다.

R-H-GFLG-cG3의 합성. cG3 PAMAM의 말단 잔기의 아      

민기에 액체상 펩타이드 합성법을 이용하여 RHGFLG 서열을      

합성하였으며, 합성 과정은 Figure 2에 나타내었다.20,23 cG3      

PAMAM의 양에 비례하여 Fmoc-Gly-OH(4eq), HOBt(4eq),    

HBTU(4eq), DIPEA(8eq)를 정량하여 DMF/DMSO(1:1, v/v)    

용매에 녹여주었다. 16시간 후, 차가운 다이에틸에터(diethyl     

ether)를 이용하여 침전시키고 2-3번 다이에틸에터로 세척하     

였다. 합성물을 질소가스를 이용하여 건조시킨 후, DMF/      

DMSO(1:1, v/v) 용매에 희석시킨 30% 피페리딘(piperidine)     

용매에 녹인 후 1시간 30분 동안 암반응시킨다. 이 후, 차가운         

다이에틸에터(diethyl ether)를 이용하여 침전과 세척 과정을     

진행하고, 펩타이드 서열 순서대로 위 과정을 반복한다. Fmoc-       

Leu-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(trt)-OH   

and Fmoc-Arg(pbf)-OH를 차례대로 진행한 합성물을 TFA 용      

매(TFA : TIS : D.W=95 : 2.5 : 2.5, v/v/v)에 녹이고 6시간 동안            

반응을 진행하여 pbf와 trt 보호기를 제거한다. 차가운 다이에       

틸에터(diethyl ether)를 이용하여 침전하고 질소가스로 건조     

시킨 후, 증류수에서 MWCO 3500 투석 튜빙으로 투석하여       

정제를 진행한 후에 동결건조하였다. R-H-cG3도 위와 같은     

방법으로 GFLG 서열이 없이 진행하였다. R-H-cG3와 R-H-     

GFLG-cG3를 D2O에 녹여 300 MHz 1H NMR spectroscopy     

(Fourier 300, Bruker, USA)를 이용하여 구조를 확인하였다. 

아가로스 겔 전기영동을 이용한 pDNA의 복합체 형성과     

방출 실험. R-H-GFLG-cG3와 pDNA(pCN-luc)을 이용하여    

전기영동을 진행하였다. 복합체 샘플은 각각 pDNA(0.25     

µg):polymer(1:5, 1:10, 1:15, 1:20) 중량비로 준비하여 25 mM     

HEPES 버퍼 내에서 30분간 진행하였다. 이후 pDNA 방출     

실험에서는 환원제인 DTT와 효소 카텝신 B를 이용하였다.     

첫번째로 R-H-GFLG-cG3/pDNA 복합체 샘플을 중량비 1:20     

으로 위와 같은 조건으로 준비하였다. 그리고 25 mM DTT를     

처리하고 37 ℃에서 20분간 반응시켰다. 두번째로, 효소실험은     

활성화 버퍼(0.1 M acetate, 0.01 M EDTA, 0.05 M reduced     

GSH pH 5.0)에서 R-H-GFLG-cG3/pDNA 복합체와 카텝신     

B 0.5 uM 최종 농도에서 37 ℃, 4시간 동안 반응을 진행하였     

다. 위의 모든 샘플은 EtBr을 함유한 0.7% 아가로스 겔에서     

20분간 전기영동하여 UV 램프에서 밴드를 확인하였다. 

동적광산란법(Dynamic Light Scattering, DLS)과 제타전    

위(Zeta Potential Values) 측정. pDNA/R-H-GFLG-cG3 복합     

체의 크기와 표면전하를 측정하기 위해 DLS와 제타전위를     

진행하였다. 복합체는 pDNA(5 µg):polymer(1:5, 1:10, 1:15,     

1:20)의 중량비로 준비하여 30분간 복합체 형성을 진행하였다.     

각각의 샘플은 1:400(v/v)의 비율로 증류수를 이용하여 희석하     

였고 각각 DLS(ELS-Z, Otsuka Electronics, Osaka, Japan),     

zeta instrument(Malvern, London, UK)를 이용하여 측정하     

였다.

전계방출주사전자현미경(Field Emission-Scanning Electron  

Microscopy, FE-SEM). pDNA/R-H-GFLG-cG3 복합체의 형    

태를 관찰하기 위해 FE-SEM으로 확인하였다. 복합체는 각     

각 pDNA(0.25 µg)/polymer(1:5, 1:10, 1:15, 1:20)의 중량비로     

준비하여 30분간 복합체 형성을 진행하였다. 이후, 1:200(v/v)     

비율로 증류수를 이용해 희석하여 실리콘 웨이퍼 위에 점적하여     

건조하였다. 이후 platinum(Pt) 코팅하여 FE-SEM(S-4800,    

Hitachi, Japan) 장비를 이용하여 측정하였다.

세포 배양과 WST-1 측정 실험. SW480와 Hep G2 세포     

주를 CO2 인큐베이터(습도 95%, CO2 5%, 37 ℃)에서 10%     

FBS, 1% antibiotic-antimycotic를 함유한 DMEM 미디어를     

이용해 배양하였다. 세포는 trypsin-EDTA 0.5%를 이용하여     

계대배양하였다. WST-1 실험은 세포 독성을 평가하기 위함     

으로 96 well plate에 1×104 cells/well로 넣어준 후 24시간     

배양하였다. 이후 샘플을 희석하여 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 mg/mL     

의 농도로 각 well에 처리하고, 24시간 동안 배양 후, WST-1     

용액을 첨가하고 2시간 동안 반응하였다. VERSAmax microplate     

reader(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여     

450 nm에서의 흡광도를 측정하였다.

Figure 2. Synthesis scheme of Arg-His-Gly-Phe-Leu-Gly-cystamine 

core PAMAM G3 (R-H-GFLG-cG3) following Fmoc chemistry: (1) 

Fmoc-Gly-OH, HoBt, HBTU, DIPEA in DMF/DMSO(1:1); (2) piperi-

dine 30% in DMF/DMSO(1:1); (3) Fmoc-Leu-OH, HoBt, HBTU, 

DIPEA; (4) Fmoc-Phe-OH, HoBt, HBTU, DIPEA; (5) Fmoc-Gly-

OH, HoBt, HBTU, DIPEA; (6) Fmoc-His(Trt)-OH, HoBt, HBTU, 

DIPEA; (7) Fmoc-Arg(pbf)-OH, HoBt, HBTU, DIPEA; (8) TFA 

solution (TFA : TIS : D.W = 95 : 2.5 : 2.5, v/v/v) for 6 h.
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루시페라아제 실험과 공초점 현미경 측정 실험. 유전자 발       

현율 측정을 위해 루시페라아제 실험을 진행하였다. 48 well       

plate에 3×104 cells/well의 세포를 넣어준 후 배양하였다. 샘       

플은 1:5, 10, 15, 20(pDNA : polymer) 중량비로 준비하였고,        

세포배양액으로 희석하여 각각 처리하였다. 24시간 후, 배양      

액을 제거하고 DPBS를 이용하여 세척하였다. Lysis 버퍼를      

150 µL씩 각각 처리하여 20분간 교반하였다. 이후 샘플을 수        

득하여 12000 rpm에서 10분간 원심분리하였다. 상층액의 단      

백질을 수득하여 BCA assay kit를 이용하여 단백질 정량을       

진행하고 루시페린(Luciferin)을 처리하여 발광세기를 발광측    

정기(Lumat LB 9507, Berthold Technology, Bad Wildbad,      

Germany)를 이용하여 측정하였다.

R-H-GFLG-cG3의 세포 내 분포도를 확인하기 위해 공초점      

현미경을 측정하였다. SW480 세포주를 2×104 cells/well의 양      

으로 idibi-8u dish에 배양하였다. R-H-GFLG-cG3, R-H-cG3,     

cG3는 Alexa 488(green)으로 표지하였고, pDNA는 Cyanine     

3(red)로 표지하였다. 복합체는 24시간 동안 처리하였으며,     

DPBS로 세척 후 Hoechst 33342를 이용하여 핵을 염색하였다.       

세포는 Zeiss LSM 5 Live confocal laser microscope(Zeiss,       

Oberkochen, Germany)를 이용하여 관찰하였다.

통계처리. 통계 분석은 GraphPad Prism 5를 이용하여      

Student’s t-test를 진행하였다.

결과 및 토론

R-H-GFLG-cG3 PAMAM의 합성. R-H-GFLG-cG3는 Fmoc    

합성법을 이용하여 합성하였다(Figure 1). 합성된 R-H-GFLG-     

cG3와 R-H-cG3는 300 MHz 1H NMR spectroscopy를이용하여      

구조를 분석하였으며, 결과는 아래와 같다(Figure 3).

(A) R-H-cG3 피크: δ(in ppm) arginine:1.58(-HCCH2CH2-     

CH2NH-), 1.84(-HCCH2CH2CH2NH-), PAMAM cG3: 2.50(-    

NHCH2CH2CO-), 3.19(-NHCH2CH2CO-), 3.24(-NHCH2CH2NH-),  

histidine: 7.06(-CH(CH2(CCHNCHNH))NH-), 7.88(-CH(CH2  

(CCHNCHNH)). (B) R-H-GFLG-cG3피크: δ(in ppm) leucine:     

0.83(-CH(CH3)2CHCH2CH-), arginine: 1.55(-HCCH2CH2CH2NH-),  

1.76(-HCCH2CH2CH2NH-), 4.29(-HCCH2CH2CH2NH), PAMAM  

cG3: 2.43(-NHCH2CH2CO-), 2.95(-NHCH2CH2CO-), 3.30(-   

NHCH2CH2NH-), phenylalanine: 7.02, 7.25(-COCHCH2 (C6H5)    

NH-), histidine: 7.33(-CH(CH2(CCHNCHNH))NH-), 7.80(-   

CH(CH2(CCHNCHNH)). 이러한 결과를 통하여 R-H-cG3    

PAMAM, R-H-GFLG-cG3 PAMAM의 구조를 확인하였고 합     

성이 성공적으로 진행되었음을 확인하였다.20

R-H-GFLG-cG3 PAMAM의 나노복합체 분석. 전기영동    

법을 이용하여 루시페라아제 발현 플라스미드 DNA와 R-H-      

GFLG-cG3의 안정적인 복합체(polyplex) 형성을 확인하였다.    

양이온성인 R-H-GFLG-cG3의 양을 중량비로 증가함에 따라     

pDNA의 전기영동 밴드의 변화가 일어나는지 관찰하였다.     

Figure 4(A)에 나타난 것과 같이 1:5(pDNA: polymer, w/w)에서     

pDNA의 밴드가 관찰되지 않았으며, 이는 R-H-GFLG-cG3의     

양이온에 의해 정전기 상호작용으로 pDNA와 응축될 수 있     

음을 입증하였다. 따라서, R-H-GFLG-cG3와 pDNA에 의해     

형성된 복합체는 표면에 양전하를 띠게 되며 음전하인 세포     

막을 투과하여 세포 내로 전달될 수 있음을 예상할 수 있다.8     

세포막을 투과하여 전달된 복합체는 세포 내 적정 환경에서     

유전자를 방출하여야 한다. R-H-GFLG-cG3는 고분자 중심에     

이황화결합을 갖고 있으며 이는 GSH이나 DTT에 의해 두개의     

티올(thiol)기로 분해될 수 있다. 또한, R-H-GFLG-cG3의 표     

면에 접합한 GFLG 펩타이드 서열은 카텝신 B에 의해 특이     

적으로 절단될 수 있다. 이러한 기능성을 확인하기 위해 DTT와     

카텝신 B를 이용한 pDNA의 방출을 실험하였다. DTT에 의     

한 환원을 평가하기 위해 형성된 R-H-GFLG-cG3 복합체를     

DTT(25 mM)로 10분간 처리하고 전기영동을 통해 확인하였     

다(Figure 4(b)).24 DTT를 처리하지 않은 복합체는 pDNA의     

밴드가 관찰되지 않은 반면, DTT를 처리한 복합체는 pDNA     

밴드가 검출되었다. R-H-GFLG-cG3 복합체는 pDNA의 밴드     

가 검출되어 중심의 디설파이드 결합이 분해된 것으로 예상     

되었으나 관찰된 pDNA의 밴드가 명확하지 않았다. 이것은     

DTT에 의해 고분자 중심이 분해되고 잔여 R-H-GFLG 서열     

Figure 3. Results of 1H NMR spectroscopy (300 MHz, D2O) of the 

polymers. (A) R-H-cG3; (B) R-H-GFLG-cG3.
 Polym. Korea, Vol. 47, No. 3, 2023
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이 갖고 있는 표면 전하와 소수성 인력이 유지되어 pDNA의        

일부와 상호작용하고 있는 것으로 예상된다.

다음으로, R-H-GFLG-cG3의 복합체를 카텝신 B 효소를 처      

리하여 pDNA의 방출을 평가하였다. Figure 4(c)에서, 카텝신      

B를 처리한 복합체군에서 pDNA 밴드를 확인하였다(lane 2).      

반면, GFLG 서열이 없는 R-H-cG3 복합체는 pDNA의 밴드가       

나타나지 않았다(lane 1). 또한, R-H-GFLG-cG3와 R-H-cG3가     

pDNA와 정상적으로 복합체를 형성하는 것을 확인하였으며     

(lane 3,4), 이러한 결과는 'GFLG' 서열이 카텝신 B에 의해 특         

이적 절단되었음을 의미한다. 이는 GFLG 서열을 이용하여      

표적부위에 특이적인 분해를 유도할 수 있음을 예상할 수 있        

다.19,20,25 이러한 결과로부터 R-H-GFLG-cG3는 양이온성에 의     

해 pDNA를 응축시켰고, DTT와 카텝신 B에 의해 pDNA를       

방출할 수 있음을 확인하였다.

R-H-GFLG-cG3 복합체의 입자 크기를 관찰하기 위해 FE-      

SEM을 측정하였다. R-H-GFLG-cG3 복합체는 고분자량에 따라     

서로 다른 크기 분포가 관찰되었으며, 모든 중량비에서 나노       

입자가 형성됨을 확인하였다. Figure 5(a)에서 pDNA/R-H-     

GFLG-cG3 복합체는 1:5 중량비에서 약 800-900 nm 크기를       

형성함을 관찰하였고, 1:10 중량비에서 1:5 중량비 보다 더       

작은 크기로 형성됨을 확인하였다(Figure 5(b)). 동적광산란     

(Dynamic light scattering, DLS)을 이용한 수용액 상의 입자       

측정 결과 또한 FE-SEM의 결과와 유사하게 나타났다. 1:5       

중량비가 0.31의 PDI 값으로 측정되었으며 이는 다른 중량       

비에 비해 높은 값을 나타냄을 확인할 수 있다(Table 1). 이는         

복합체의 직경이 다른 중량비에 분포도가 넓게 측정된 것을       

의미하며, R-H-GFLG-cG3의 양이 증가함에 따라 복합체는     

좁은 크기 분포와 낮은 PDI 값을 나타낸다. R-H-GFLG-cG3의     

복합체는 1:15 및 1:20(w/w)에서 FE-SEM 측정 결과 200 nm     

미만으로 관찰되었다(Figure 5(c), (d)). 특히, 1:20의 중량비     

가 균일한 크기를 나타냈으며 DLS 결과는 140.1±4.4 nm,     

PDI=0.26인 것으로 나타났다. 이 결과는 R-H-GFLG-cG3와     

pDNA의 정전기적 상호작용이 안정적인 나노 크기를 형성함을     

설명할 수 있다. 반면, 낮은 폴리머 비율은 DNA의 느슨한 응     

축을 형성하고 500 nm 이상의 직경을 관찰할 수 있었다. 추     

가적으로 R-H-GFLG-cG3의 표면전하를 제타전위를 이용하여    

측정하였을 때(Table 1), R-H-GFLG-cG3 폴리플렉스의 모든     

비율은 30 mV 이상의 양전하를 띠는 것을 측정하였다. 결론     

적으로 R-H-GFLG-cG3은 양이온성 나노입자를 형성함을 확     

인하였으며, 이는 효과적으로 세포 내로 함입될 가능성이 있     

음을 시사한다.8

R-H-GFLG-cG3의 세포독성 및 유전자 발현효율분석. R-     

H-GFLG-cG3의 세포 독성은 Hep G2와 SW480 세포주에서     

WST-1 분석법으로 수행하였다. Figure 6(a)에서, 대조군 PEI     

25 kD은 Hep G2 세포주에서 농도 증가에 따라 높은 독성을     

Figure 4. Characterization of R-H-GFLG-cG3 polyplexes using Gel 

electrophoresis. (a) Formation of polyplexes, lane 1: naked pDNA 

(pCN-luc, 0.25 ug), lane 2, 3, 4, 5: pDNA:R-H-GFLG-cG3 (1:5, 1:10, 

1:15, 1:20 weight ratio, respectively); (b) Dithiothreitol (DTT) test, 

lane 1: naked pDNA, lane 2: R-H-GFLG-cG3 polyplexes (1:20), 

lane 3: pDNA + DTT, lane 4: R-H-GFLG-cG3 polyplexes (1:20) + 

DTT; (c) cathepsin B test, lane 1: pDNA + cathepsin B, lane 2: R-

H-cG3 + cathepsin B, lane 3: R-H-GFLG-cG3 polyplexes (1:20) + 

cathepsin B, lane 4: naked pDNA, lane 5: R-H-cG3 polyplexes (1:20), 

lane 6: R-H-GFLG-cG3 polyplexes (1:20).

Figure 5. Diameter and morphology of pDNA/R-H-GFLG-cG3 

polyplexes using Dynamic Light Scattering (DLS) and Field Emis-

sion Scanning Electron Microscope (FE-SEM). DLS results and 

FE-SEM images of the polyplexes at (a) 1:5; (b) 1:10; (c) 1:15; (d) 

1:20 (pDNA: polymer, weight ratio). scale bar = 400 nm.
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나타내었다. 반면, R-H-GFLG-cG3는 모든 농도군에서 100%     

생존율을 유지했으며 cG3, R-H-cG3도 Hep G2 세포주에서      

매우 낮은 세포독성을 나타내었다. SW480 세포주에서도 R-      

H-GFLG-cG3는 25kD PEI에 비해 낮은 세포독성을 나타냈      

다. 위의 결과로 R-H-GFLG-cG3는 두 세포주에서 80% 이상       

의 생존율을 보였으며, 안전하고 독성이 고분자임을 입증하     

였다. R-H-GFLG-cG3의 유전자 전달율을 평가하기 위해 루     

시페라아제 분석으로 평가하였다. Luciferase 리포터 유전자     

(pCN-luc)를 HepG2 및 SW480에 R-H-GFLG-cG3와 복합체     

상태로 처리하였다. 대조군으로는 PEI 25 kD와 비교하였다.     

Figure 6. (a) Evaluation of polymer cytotoxicity; (b) trasnfection efficiency using luciferase assay in HepG2 and SW480 cells.

Table 1. Zeta Potential and Diameter of R-H-GFLG-cG3 Polyplexes

Sample pDNA/Polymer (weight ratio) Diameter (nm) Polydispersity index (PDI) Zeta potential

R-H-cG3

1:5 188.3±4.8 0.33 35.53±0.61

1:10 160.4±9.8 0.27 36.33±0.15

1:15 199.4±3.2 0.25 36.70±0.46

1:20 132.9±2.4 0.19 36.23±0.47

R-H-GFLG-cG3

1:5 866.7±18.6 0.31 39.77±2.59

1:10 238.8±21.7 0.29 37.07±0.81

1:15 172.7±20.4 0.29 36.91±0.57

1:20 140.1±4.4 0.26 37.43±1.53

*DLS and Zeta potential values were measured at room temperature. All measurements were repeated three times.
 Polym. Korea, Vol. 47, No. 3, 2023
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Figure 6(b)에서 cG3 PAMAM은 낮은 유전자 발현율을 보였       

으며, R-H-cG3는 PEI 25 kD보다 낮지만 cG3 PAMAM 보다는        

높은 발현율을 나타냈다. 이는 R-H-cG3가 His과 Arg에 의해       

완충효과에 의한 엔도좀 탈출과 양이온성에 의한 세포 함입       

율 증가로 인해 pDNA를 효과적으로 세포 내로 전달했음을       

의미한다.11-13 R-H-GFLG-cG3는 HepG2와 SW480 세포주에    

서 PEI 25kD와 동등한 유전자 발현 효율을 나타냄을 확인하        

였다. 이는 R-H-GFLG-cG3가 pDNA를 세포 내로 함입하고,      

세포 내 환경에서 방출 시스템인 GFLG 서열과 디설파이드       

코어에 의해 분해되어 pDNA를 효과적으로 전달한다는 것을      

입증하였다.20 이러한 결과는 R-H-GFLG-cG3가 pDNA를 안     

정적으로 보호하여 세포 내에서 유전자의 분해시스템을 극복      

하고 또한 효소 작용 감응성 기능에 의해 pDNA를 세포질로        

효과적으로 방출함을 나타낸다.

R-H-GFLG-cG3의 세포 내 분포도 확인. R-H-GFLG-cG3     

의 세포 내 분포도를 확인하기 위해 공초점 현미경을 이용하여        

관찰하였다. R-H-GFLG-cG3는 Alexa 488을 사용하여 형광     

표지하였고, 플라스미드 DNA(pCN-luc)는 Cyanine 3으로 표     

지하였다. Figure 7, SW480 세포주에서 R-H-GFLG-cG3의     

녹색 형광은 pDNA의 적색 형광과 높게 분포되며 두 형광색이        

겹쳐진 노란색 형광이 관찰되었다. cG3 PAMAM은 R-H-cG3에      

비해 모두 낮은 형광색을 나타냈으며, R-H-GFLG-cG3의 녹색      

형광이 R-H-cG3와 비교하였을 때 세포내부에서 비교적 넓게      

분포됨을 확인하였다. 또한, R-H-GFLG-cG3의 형광은 세포     

질과 핵에서도 확인이 되었으며 이는 다른 대조군들과 다른     

분포도를 보이는 것을 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 R-     

H-GFLG-cG3의 기능적 부분들이 pDNA의 세포 흡수 및 방     

출에 중요하다는 것을 입증하는 것이며, R-H-GFLG-cG3는     

낮은 독성과 안정적인 세포 내 유전자 전달율과 발현율을 보     

이는 것을 확인하였다. 

결  론

본 연구에서는 3세대 PAMAM 덴드리머의 시스타민 코어에     

효소 민감성 서열(GFLG)과 히스티딘, 아르지닌을 접합하여     

높은 효율을 유전자 전달체를 합성하였다. R-H-GFLG-cG3 복     

합체는 GSH와 카텝신 B에 의해 분해되는 유전자 방출 시스템과     

히스티딘에 의한 엔도좀 탈출효과와 아르지닌의 세포 침투 능     

력으로 인해 높은 유전자 전달 및 발현효율을 나타내었다.

또한, R-H-GFLG-cG3는 GFLG 서열이 없는 R-H-cG3에 비     

해 높은 세포 내재화 및 분포도를 관찰하였다. 이러한 결과를     

통하여 R-H-GFLG-cG3이 pDNA 방출 및 유전자 발현을 효율     

적으로 제어함을 확인할 수 있다. R-H-GFLG-cG3는 잠재적     

인 가능성을 가진 유전자 전달 고분자이며 약물 전달, 암 표적     

화 외에도 질병의 치료를 위한 여러 의약바이오 연구 및 개     

발 분야에 응용될 수 있을 것으로 기대된다.
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