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초록: 본 연구에서, 2세대의 폴리도아민 덴드리머(PAMAM G2)와 nuclear localization sequence(NLS) 서열을 최적           

화한 KKRK, KKRKH 펩티드를 이용하여 새로운 하이브리드 고분자를 합성하였고 이들의 유전자 전달체로서의 특            

성을 확인하였다. Hep G2와 NIH3T3 세포주를 이용하여 유전자 형질변환 실험으로, 원래의 PAMAM G2 고분자와             

비교하여 각 세포에서 20배, 2700배 이상 증가된 유전자 전달 효율을 확인하였다. 다양한 세포 내 이입 저해제들을               

이용한 실험을 통해 본 고분자/플라스미드 DNA 복합체의 주된 엔도사이토시스 경로가 거대음작용 메카니즘임을           

확인하였다. 공초점 현미경을 통해 플라스미드 DNA가 세포 핵 주변에 분포함을 확인하였다. 또한, FACS 실험으로             

고분자/DNA 복합체인 폴리플렉스의 엔도좀의 탈출 효과가 활발함을 확인하였다. 본 연구를 통해 KKRK-PAMAM           

G2, KKRKH-PAMAM G2가 효율적인 비바이러스성 벡터의 후보군으로 활용될 수 있는 잠재적 가능성을 확인하였다.

Abstract: In this study, new hybrid polymers composed of polyamidoamine dendrimer generation 2 (PAMAM G2) and 

KKRK, KKRKH peptides derived from a nuclear localization sequence (NLS) were synthesized and characterized as 

gene carriers. Using Hep G2 and NIH3T3 cell lines, it was confirmed that the gene transfection efficiency was increased 

about 20- and 2700-fold in each cell compared to that of the native PAMAM G2. The main endocytosis mechanism of 

the polymer/plasmid DNA complex (polyplex) was proved to be macropinocytosis through endocytosis inhibition exper-

iments using various inhibitors. It was confirmed that the polyplexes existed around the cell nucleus using a confocal 

microscope. In addition, it was observed that the polyplex showed active escape from endosomes using FACS analysis 

using acridine orange. As a result, KKRK-PAMAM G2 and KKRKH-PAMAM G2 show their potential to be one of effi-

cient candidates as non-viral vectors.

Keywords: polyamidoamine dendrimer, nuclear localization sequence, cytotoxicity, endocytosis, transfection.

서  론

2019년 BIS Research에서 발표한 ‘Global cell and gene       

therapy market’에 따르면 세포 및 유전자치료제 시장의 규모       

는 2018년 6510만 달러이고 2025년까지 연평균 41%로 성장       

할 예정이다.1,2 암 및 만성질환 발생률 증가, 임상시험 건수        

증가 등이 원인으로 파악되고 있으며 2020년 발표된 프로스       

트 앤설리번에 의하면 임상 단계에서 비바이러스성 벡터의    

비중은 15%로 꾸준한 관심으로 연구를 진행하고 있다.3 하지    

만 신뢰 높은 벡터의 안정성과 가격, 맞춤형 서비스로 인해    

높은 가격으로 측정되어 어려움을 가지고 있다. 

비바이러스성 벡터 중 양이온성 고분자들은 폴리에틸렌이    

민(PEI), 폴리라이신(PLL), 덴드리머, 키토산, 젤라틴 등 다양    

한 화학적 구조와 물성을 갖으며, 이에 대한 연구가 지속적    

으로 이어지고 있다.4 그 중 폴리아미도아민(polyamidoamine,    

PAMAM) 덴드리머는 ethylenediamine(EDA) core에 EDA와    

methyl acrylate(MA)가 반복되는 구형의 가지 구조를 갖고 있    

다.5 따라서, 덴드리머의 가지형 표면에는 다량의 아민기가 존    
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재하여 양이온을 띄게 되고 정전기적인력에 의해 핵산과 나       

노사이즈의 폴리플렉스를 형성하며, 전달할 유전자를 다양한     

효소분해로부터 보호할 수 있다.6 구조상 3차 아민들이 풍부       

하게 존재하여 엔도좀 완충 효과에 의해 pH가 서서히 떨어        

져 더 많은 이온들이 혼입하게 된다. 높아진 이온 농도는 삼         

투압의 증가를 유도하여 라이소좀의 성숙이 진행되기 전 엔       

도좀 막 구조가 붕괴되어 유전자 복합체가 탈출하게 된다. 이        

가설은 ‘수소이온 스폰지 효과’로 세포 내부에 유전자 방출       

율을 높여 발현율이 높아진다고 알려져 있다.7

다양한 전략으로 PAMAM을 이용한 유전자 전달 벡터의      

가능성을 높이는 연구들이 지속적으로 발표되었다.8,9 최근에     

는 PAMAM G2과 헤르페스 바이러스과에서 유래된 NLS인      

RRILH, RRLHL을 도입하여 NIH3T3 세포주에서 PEI 보다      

높은 유전자 형질전환 효율을 보이는 연구가 보고되었다.10      

한편, 다른 전략으로 엔도좀 탈출을 증가시키기 위해서 카뎁       

신 B 효소에 특이적으로 절단되는 아미노산 서열(GFLG)을      

도입하는 덴드리머 고분자를 합성하였고, Hela 세포주에서 높      

은 유전자 전달 효율을 확인하였다.11 또한, 인플루엔자 B 바        

이러스 핵단백질에서 유래된 NLS 서열인 KRTR, KRTRH를      

PAMAM G3에 도입하여 합성하였고, 유전자 전달 효율이      

A549 세포주에서는 PEI 보다 높고, Hep G2 세포주에서는       

PEI와 유사한 값을 나타내는 연구 결과도 보고되었다.12

이러한 선행 논문 자료들을 참고하여, 본 연구에서는 낮은       

세대의 폴리아미도아민 덴드리머와 유전자 전달 효율을 높일      

수 있는 아미노산 서열을 합성하여 독성이 적고 유전자 전달        

효율을 높일 수 있는 고분자를 합성하였다. 고전적인 NLS은       

라이신과 아르기닌의 단일 cluster를 포함한 monopartite의 특      

성을 가지고 있다.13-15 해당서열을 가진 주된 NLS의 분석을       

통해, SV40 바이러스에 있던 아미노산 서열, PKKKRKVE      

서열과 NOSTRINβ에 존재하는 NLS 서열16 중 공통서열인      

KKRK로 최적화하였고, 폴리아미도아민 덴드리머 2차에 펩     

티드 결합을 통해 합성하였다. 양이온성 고분자와 세포막의      

인지질은 정전기적 인력으로 나노 크기의 구멍을 형성하는      

데,17 폴리아미도아민 덴드리머의 일차 아민의 수와 비례하여      

유전자 전달 효율이 증가되지만 세포 독성을 유발할 수 있다.        

따라서, 최적의 효율과 낮은 세포 독성을 위해 폴리아미도아       

민 덴드리머 2차를 선정하였다.

또한, 아미노산 서열 내에 히스티딘을 도입하였다. 히스티      

딘은 pKa가 6이고, 엔도좀에서 프로톤 스폰지 효과를 가지고       

있어 폴리플렉스의 탈출을 촉진하여 세포독성을 감소시키는     

것으로 알려져 있다.18 종합적으로 폴리아미도아민 덴드리머     

2차와 히스티딘의 특성, 최적화한 NLS 아미노산 서열(KKRK)      

을 이용하여 KKRK-PAMAM G2, KKRKH-PAMAM G2의     

물리화학적 특성과 새로운 유전자 전달체로서의 가능성을 확      

인하였다.

실  험

시약 및 재료. Polyamidoamine dendrimer ethylenediamine     

core generation 2 solution(PAMAM G2), N,N-dimethylform-     

amide(DMF), Fmoc-Lys(Boc)-OH, ethidium bromide(EtBr),   

piperidine, triisopropylsilane(TIS), trifluoroaceticacid(TFA),  

diisopropylethylamine(DIPEA), dimethylsulfoxide(DMSO), 

Deuterium oxide(D2O), acetonitrile(99.9%), chlorpromazine   

hydrochloride, methyl-β-cyclodextrin, nocodazole, genistein   

는 Sigma-aldrich(St. Louis, MO, USA)에서 구매하였다.     

Fmoc-Arg(Pbf)-OH, ANASPEC(Fremont, CA, USA)에서 구    

매하였다. N-hydroxybenzotrizole(HOBt), 2-(1H-benzotriazolel-  

yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium(HBTU), Fmoc-His(Trt)-OH는 

Novabiochem(Darmstadt, Germany) 사에서 구입하였다. Ethyl    

ether, 99%는 Junsei(Nihonbashi-honcho, Chuoku, Tokyo,    

Japan)에서 구매하였다.

Dulbecco's modified eagle's medium(DMEM), Dulbecco's    

phosphate buffered saline(DPBS), fetal bovine serum(FBS),     

WELGENE(Daegu, South Korea)에서 구매하였다. Trypsin    

0.25%(1X) solution은 HyClone(Logan, UT, USA)에서 구매     

하였다. 

Reporter Lysis 5X buffer, luciferase assay system는     

Promega(Madison, Wisconsin, USA)에서 구매하였다.

100×antibiotic-antimycotic reagent, bisbenzimide(Hoechst  

33342), Alexa 546 Nucleic Acid labeling kit, Micro BCATM     

Protein Assay Kit, acridine orange(Molecular Probes)는 Thermo     

Fisher Scientific(Carlsbad, CA, USA)에서 구매하였다.

WST-8 Cell Viability Assay Kit는 BIOMAX(Seoul, South     

Korea) 사에서 구매하였다.

세포주. Hep G2(human hepatocellular carcinoma cell     

line) 세포주와 NIH3T3(mouse embryonic fibroblast cell line)     

세포주는 10% FBS와 15 antibiotic-antimycotic reagent가 포     

함된 DMEM을 이용해 37 oC, 5% CO2, 95% 유지된 배양기     

에서 배양하였다.

KKRK, KKRKH-G2 합성. 최근에 발표된 논문과 같은 방     

법을 사용하였다.19 간략히 말하면, 액체상 펩티드 합성법을     

이용해서 PAMAM Generation 2(G2)와 Fmoc-lys(boc)-OH,    

HOBt, HBTU, DIPEA는 1:4:4:4:8의 몰비율로 DMF에서 18     

시간 동안 43 oC에서 반응하였다. 그 후, 합성된 물질은 차가     

운 디에틸에테르로 침전하고, 씻어준다. 침전된 합성물을 질     

소가스로 건조시킨 후 7:3(v/v)의 DMF/piperidine 혼합물에     

용해시켜 암조건 하에서 2시간 동안 Fmoc 보호기 제거를 진     

행하였다. 이후에 다음 아미노산 서열들을 동일한 방법으로     

펩티드 합성을 진행한다. 아르기닌의 Pbf, 히스티딘의 Trt, 라     

이신의 Boc 보호기 제거를 위해 TFA/TIS/3차 증류수(부피비     

95:2.5:2.5)에 용해시키고 7시간 동안 반응시켰다. 이후에 디     
폴리머, 제46권 제1호, 2022년
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에틸에테르로 침전 후 씻어준 다음에 3차 증류수에 용해시켜       

투석막(MWCO 3500, Spectra/Por)에 옮긴 후 24시간 동안 투       

석을 진행하였다. 투석 후 동결건조 진행하였고, 합성률을 확       

인하기 위해 600 MHz 핵자기공명분석법(NMR)으로 분석하     

였다.

HPLC(고성능 액체 크로마토그래피) 순도 분석. G2,     

KKRKH-G2는 2000 ppm 농도로, KKRK-G2는 1000 ppm      

농도로 진행하였다. 합성물의 10 mL를 HPLC에 사용하였고,      

컬럼은 C18(5 m, 2.1×100 mm)를 이용하여 검출기 파장은       

210 nm, 컬럼온도는 25 oC, 속도는 0.4 mL/min 조건에서 10         

분간 0.1% 트리플루오로아세트산이 들어있는 물과 아세토니     

트릴을 95:5에서 75:25의 구배로 분석하였다.20

KKRK, KKRKH-G2와 플라스미드 DNA의 폴리플렉스 형     

성 분석. 0.5 g pDNA(pCN-luc)와 폴리머를 중량비에 따른       

결합력을 알아보기 위해서 전기영동하였다. HEPES buffer     

(125 mM, pH 7.4) 상에서 중량비대로 준비한 뒤, 30분 동안         

상온에서 complex시킨다. 0.7% 아가로스겔에 EtBr 0.5 g/      

μL를 처리해서 100 V에서 15분 동안 전기영동을 수행하였다.

입도분석기를 이용한 폴리플렉스의 크기 및 제타전위 측      

정. 폴리머와 pDNA의 폴리플렉스 중 세포 내 유전자 전달        

효율과 독성을 고려한 최적의 중량비를 이용하여 상온에서      

30분 동안 complex시킨다. 그 이후 각각 3차 증류수를 첨가        

하여 Zetasizer Nano ZS(Malvern Instruments Ltd., Malvern,      

UK)로 측정하였다.

세포 내 독성 실험. HepG2와 NIH3T3 세포주에서 KKRK,       

KKRKH-G2의 농도에 따른 독성을 확인하기 위해 WST-8      

assay(Biomax, Quanti-Max)를 수행하였다. 각 세포를 96 well      

plate에 18,000 세포/well 로 분주한 뒤, 37 oC, 5% CO2, 95%          

습도조건에서 배양하였다. 18시간 후, 다양한 농도로 준비된      

PEI 25 kDa, G2, KKRK-G2, KKRKH-G2를 세포에 처리하       

고 24시간 동안 동일 조건에서 배양하였다. 다양한 폴리머들       

의 처리시간 24시간에 도달하기 2시간 전에 Ez-Cytox reagent       

WST-8 시약을 각 well 당 10 μL씩 처리한 후, 2시간 동안 반           

응시켰다. 이후, ELIZA(VERSAmax, Molecular Devices,    

Sunnyvale, CA, USA)로 450 nm의 흡광도에서 측정하였다.

세포 내 유전자 전달 효율 실험. KKRK, KKRKH-G2의       

세포 내 유전자 전달 효율을 확인하기 위해 HepG2와 NIH3T3        

세포주에서 진행하였다. 각 세포를 96 well plate에 18000 세        

포/well로 분주한 뒤, 37 oC, 5% CO2, 95% 습도조건에서 배         

양하였다. Complex test와 동일한 방식의 중량비로 세포 배       

양액을 첨가하여 30 μL의 폴리플렉스를 만들고, 세포가 분주       

된 후 18시간에 도달할 때 세포에 처리하였다. 폴리플렉스가       

처리된 후 24시간이 되었을 때, 세포 배양액을 제거하고 DPBS        

로 씻어준 후 Reporter Lysis Buffer(Promega)를 상온에 30분       

간 반응시켜 세포를 용해시킨다. 13200 rpm, 10분간 원심분       

리기를 이용해서 상층액을 분리시키고, 상층액을 사용하여     

Micro BCATM Protein Assay(Pierce, Rockford, IL, USA)를     

이용해서 생성된 단백질을 정량하고 Lumat LB 9507(Berthold     

Technology, Bad Wildbad, Germany)로 luciferin agent     

(Promega)를 처리하여 루시페라아제 활성을 측정하였다. 최     

종적으로 RLU/μg protein의 단위로 나타내었다.

세포 내 이입 저해 메카니즘 실험. 폴릭플렉스가 어떠한     

종류의 세포 내 이입을 통해 들어가는지 알아보기 위해 실험     

을 진행하였다. NIH3T3 세포주를 96 well plate에 18000 세     

포/well 로 분주한 뒤, 37 oC, 5% CO2, 95% 습도조건에서 24     

시간 동안 배양하였다. Complex test와 동일한 방식의 중량     

비로 세포 배양액을 첨가하여 30 μL의 폴리플렉스를 만들고,     

폴리플렉스 처리 30분 전 세포 내 이입 저해제들을 최종 농     

도 7.5 μM 클로르프로마진, 20 μM methyl-β-cyclodextrin,     

10 μM 노코다졸, 37 μM 제니스테인으로 세포 배양액과 함     

께 기존 세포 배양액에서 바꿔주었다.21 폴리플렉스가 처리된     

후 6시간이 지나면, 기존의 세포 배양액을 제거하고 동일한     

농도의 세포 내 이입 저해제가 포함된 세포 배양액으로 변경     

하였다. 세포 내 이입 저해제에 노출된 후 12시간이 지나면     

세포 내 유전자 전달 효율 실험과 동일한 방법으로 세포를     

용해시키고 상층액을 수득하여 루시페라아제 활성을 비교하     

였다.

공초점 형광현미경 실험. 세포 내로 pDNA가 잘 들어갔는     

지 확인하기 위해서 공초점 형광현미경을 사용하였다. pDNA     

는 Alexa 546 Nucleic Acid Labeling Kit의 protocol에 명시     

된 것과 동일하게 형광표지 하였다. NIH3T3 세포주를 1 μ-     

Slide 8 well(Ibidi)에 30000 세포/well 분주한 뒤, 37 oC, 5%     

CO2, 95% 습도조건에서 24시간 동안 배양한다. 그 이후 형     

광표지된 pDNA와 PEI 25 kDa, G2, KKRK-G2, KKRKH-     

G2의 폴리플렉스를 세포에 처리해준다. 24시간 동안 배양한     

후, 공초점 현미경으로 분석하기 30분 전에 세포핵을 Hoechst     

33342으로 10분간 반응시켜 염색하고 Zeiss LSM 5 live     

scanning microscope(Carl Zeiss, Jena, Germany)를 통해 관찰     

하였다.

유세포 분석(Flow Cytometry) 실험. 세포 내 폴리플렉스     

가 유전자 전달을 한 후, 엔도좀 탈출을 위해 라이소좀으로     

변화되어 산성을 나타내는 것을 확인하기 위해 아크리딘 오     

렌지(acridine orange, AO)를 이용하여 실험을 진행하였다.     

NIH3T3 세포주를 6 well plate에 150000 개/well로 분주한 뒤,     

37 oC, 5% CO2, 95% 습도조건에서 24시간 동안 배양하였다.     

0.5 μg pDNA(pCN-luc)와 KKRK, KKRKH-G2를 1:8 중량     

비로 세포배양액 상에서 600 μL의 complex를 상온에서 30     

분간 형성하였다. 해당 폴리플렉스를 배양 후 24시간이 되었     

을 때, 세포에 처리하였다. 폴리플렉스의 처리시간이 24시간     

이 되었을 때, 세포를 떼어내서 3000 rpm, 3분간 원심분리시     

켜 상층액을 수득하였다. 세포를 한 번 더 씻어, 동일한 조건     

으로 원심분리를 진행하고 AO의 농도가 2.5 μM가 되도록     
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처리하여 염색하였다. 유세포분석기(Becton Dickinson, FACS    

Canto II)를 이용해서 FITC, Texas Red 파장대에서 10000개       

의 세포를 분석하였다.22

통계 처리. 실험 결과 데이터의 통계 처리는 GraphPad사       

의 Prism 5 프로그램을 사용하여 Student’s t-test를 수행하였       

다(*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001).

결과 및 토론

KKRK, KKRKH-PAMAM Generation 2(G2) 합성. 본     

연구에서 제작한 KKRK-G2는 PAMAM에 라이신, 아르기닌     

순으로 차례로 합성하였고, KKRKH-G2는 히스티딘, 라이신,     

아르기닌 순으로 합성을 하였다. 산화 중수소(D2O)에 녹인      

합성물을 600 MHz 핵자기공명분석법(NMR)으로 분석한 결     

과, KKRK-G2의 합성률은 라이신, 아르기닌이 각각 99%였      

고, 최종 99%이상의 합성률을 보였다. KKRKH-G2의 합성      

률은 라이신, 아르기닌은 99%, 히스티딘은 92%로 최종 전체       

합성률은 92% 이상으로 확인하였다. NMR 스펙트럼 분석은      

다음과 같다(Figure 1). 

KKRK-G2: δ(ppm) 1.545(라이신 -CHCH2CH2CH2CH2NH2-),   

1.789(라이신 -CHCH2CH2CH2CH2NH2-, 아르기닌 -CHCH2-   

CH2CH2NH-), 1.856(라이신 -CHCH2CH2CH2CH2NH2-, 아르   

기닌 -CHCH2CH2CH2NH-), 2.526(PAMAM -NCH2CH2CO-),   

2.738(PAMAM -CONHCH2CH2N-), 2.926(라이신 -CHCH2-   

CH2CH2CH2NH2-, 아르기닌 -CHCH2CH2CH2NH-), 3.089   

(PAMAM -NCH2CH2CO-), 3.306(라이신 -NH2CHCH2CH2-   

CH2CH2NH2-), 3.382(PAMAM -NCH2CH2NCO2-), 3.7(PAMAM   

-NCH2CH2NCO-), 4.414(라이신 -CHCH2CH2CH2CH2NH2-,  

아르기닌 -CHCH2CH2CH2NH-).

KKRKH-G2: 1.589(라이신 -CHCH2CH2CH2CH2NH2-), 1.852   

(라이신 -CHCH2CH2CH2CH2NH2-, 아르기닌 -CHCH2CH2-   

CH2NH-), 1.939(라이신 -CHCH2CH2CH2CH2NH2-, 아르기닌   

-CHCH2CH2CH2NH-), 2.604(PAMAM -NCH2CH2CO-), 2.858   

(PAMAM -CONHCH2CH2N-), 3.035(라이신 -CHCH2CH2-   

CH2CH2NH2-, 아르기닌 -CHCH2CH2CH2NH-), 3.154(PAMAM   

-NCH2CH2CO-, 히스티딘 -HCCH2CCHNCHNH-), 3.340(라   

이신 -NH2CHCH2CH2CH2CH2NH2-), 3.484(PAMAM -NCH2-   

CH2NCO-), 4.009(PAMAM -NCH2CH2NCO-), 4.479(라이신   

-CHCH2CH2CH2CH2NH2-, 아르기닌 -CHCH2CH2CH2NH-),  

4.679(히스티딘 -HCCH2CCHNCHNH-), 7.145(히스티딘  

-HCCH2CCHNCHNH-), 7.95(히스티딘 -HCCH2CCHNCHNH-).

HPLC(고성능 액체 크로마토그래피) 순도 분석. NMR분     

석을 통해 90% 이상의 합성률을 확인하였고, HPLC를 이용     

해서 순도 분석을 진행하였다. 실험 조건에 따라 아미노산이     

합성되어 분자량이 커진 KKRK, KKRKH-G2는 기준인 G2     

의 머무름 시간인 5분보다 늦은 9분에 나타나는 것을 확인할     

수 있었다. 또한, 가장 큰 피크로 나타난 것으로 보아 순도     

높은 합성이 되었다는 것을 확인할 수 있다(Figure 2). 

플라스미드 DNA의 Complex Test와 크기 및 제타전위     

측정. 다양한 중량비로 합성물과 플라스미드 DNA(pDNA)이     

폴리플렉스를 형성하는지 확인하기 위해서 전기영동을 진행     

Figure 1. 1H NMR data of (a) KKRK-G2; (b) KKRKH-G2.
Figure 2. HPLC chromatograms of G2, KKRK-G2 and KKRKH-

G2.
폴리머, 제46권 제1호, 2022년
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하였다. KKRKH-G2는 1:1 부터 pDNA의 밴드가 완벽하게      

복합체를 형성한 것을 확인하였다. KKRK-G2는 4:1부터     

pDNA의 밴드가 줄어들며, 8:1은 완벽하게 복합체가 형성됨      

을 확인하였다(Figure 3).

전기영동을 통한 complex test 통해서 각 합성물들이 8:1에       

서 완전한 폴리플렉스를 만드는 것을 확인하였다. Zetasizer      

로 분석한 결과, 실제로 KKRKH-G2는 +33.8 mV, KKRK-       

G2는 +26.13 mV가 나타나는 것을 확인하였다. 세포 내로 유        

전자가 이입되기 위해서 폴리플렉스는 300 nm 이하의 나노       

사이즈를 가지는 것이 중요한데, 해당 폴리플렉스는 178, 176       

nm를 나타나는 것을 확인하였다(Table 1). 

결과적으로 KKRK-G2, KKRKH-G2의 충분한 양전하 특     

성은 Zetasizer 분석으로 증명하였고, pDNA의 인과 정전기      

적 인력을 통해 폴리플렉스가 형성됨을 전기영동을 이용하여      

확인하였다. 

세포 내 독성 실험. 세포주에 따른 KKRK-G2, KKRKH-       

G2의 독성을 평가하기 위해서 WST assay를 진행하였다. 

살아있는 세포는 미토콘드리아 수소이탈효소에 의해 환원     

되어 formazan을 형성하게 되고 죽은 세포는 효소활성이 사       

라져 formazan의 흡광도에 따라 세포독성을 분석할 수 있다.       

PEI, G2, KKRK-G2, KKRKH-G2는 최종 농도가 90, 45,       

22.5, 11.25 g/mL되도록 세포에 처리하였다. HepG2 세포주      

에서는 세포 독성이 높다고 알려진 PEI 25 kD는 매우 높은         

독성을 나타낸 것을 확인하였고, 해당 농도에서 G2, KKRK-       

G2, KKRKH-G2가 독성이 없음을 확인할 수 있었다(Figure     

4). NIH3T3 세포주에서도 PEI 25 kD의 독성을 확인하였고,     

KKRK-G2는 90 g/mL에서 24%, 45 g/mL에서 8%의 세포     

생존율이 나타났다. 양전하를 가진 나노입자는 일반적으로 음     

전하를 가진 입자보다 세포 내로 유입이 더 많아서 세포 독     

성에 영향을 주는 것으로 알려져 있다.23 또한, 양이온성 고     

분자는 음이온성 고분자에 비해 세포막의 안정성을 방해하     

고, 사이클린(D,E)의 발현을 감소시킨다. 이는 세포 주기 중     

G1이 지연되고, 세포분열을 저해하게 되어 독성을 나타내는     

경우도 보고되었다.24 KKRK, KKRKH-G2는 세포주별로 독     

성 차이가 나타났는데, 세포의 민감도에 의한 세포막 손상 정     

도의 차이라고 사료된다. 보고에 따르면, 양이온성 물질을 이     

용한 세포실험에서 NIH 3T3의 IC50 값은 4 ppm이고 HepG2     

의 IC50는 97 ppm으로 같은 물질의 독성 정도가 24배 차이     

가 나는 것을 볼 때, NIH 3T3 세포의 양이온성 물질에 대한     

민감도가 Hep G2보다 더 높은 것에 기인하는 것으로 생각된     

다.25 KKRK, KKRKH-G2는 덴드리머 형태의 구조에 양전하     

Figure 3. Complex test for polyplexes of (a) KKRK-G2; (b) 

KKRKH-G2 with pDNA. Control (pDNA only), the weight ratios 

of KKRK-G2 and KKRKH-G2 with pDNA.

Figure 4. Cytotoxicity assay in HepG2 (a); NIH3T3 (b) using WST 

assay. The data of respective point indicates means±SD (n=4).

Table 1. Characterization of PAMAM Derivative/pDNA complexes

Sample
Zeta Potential 

(mV)
Diameter 

(nm)
Polydispersity 

(PDI)

pDNA -15.50±1.93 - -

KKRKH-G2/pDNA +33.80±2.61 178.97±0.90 0.22

KKRK-G2/pDNA +26.13±0.47 176.67±11.15 0.24

*Complex samples were prepared at 8:1 weight ratio and measured 3          

times.
 Polym. Korea, Vol. 46, No. 1, 2022
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를 가지는 아미노산 서열들이 연속해서 4개가 붙어있어 세포       

골격 속 음전하의 단백질들(액틴, 베타 튜블린 등)과 반응하       

여 세포막을 방해시켜 손상되어 독성을 나타내는 것으로 사       

료된다.24,26,27 하지만, KKRKH-G2는 90 g/mL에서 51%의     

세포 생존율을 보여 고농도에서는 독성이 나타나지만 KKRK-      

G2보다 생존율이 6배 이상 증가하는 것을 확인하였다. 최근       

에 발표된 논문에서 제시하는 바와 같이 다수의 히스티딘 잔        

기 도입을 통해 세포 내 활성 산소종을 제거하여 독성을 낮         

추는 효과의 가능성을 확인하였다.28 

세포 내 유전자 전달 효율 실험. 핵 위치 서열의 특성을         

가진 KKRK, KKRKH-G2의 세포 내 유전자 전달 효율을 확        

인하기 위해서 Hep G2와 NIH3T3을 사용하였다. 두가지 세       

포주에서 PEI 25 kD는 플라스미드 DNA와 중량비 1:1의 폴        

리플렉스를 형성하였고, 유전자 효율이 높다고 보고된 결과      

와 일치함을 확인하였다.8

세포 내 유전자 전달 효율은 아르기닌과 라이신, 히스티딘     

을 도입한 것이 아미노산을 도입하지 않은 PAMAM 덴드리     

머보다 증가한 것을 확인하였다(Figure 5). Hep G2 세포주의     

경우 동일한 중량비에서 G2보다 KKRKH-G2는 29배,     

KKRK-G2는 20배 증가하였고, NIH3T3 세포주에서는 동일     

한 중량비에서 G2보다 KKRKH-G2는 3011배, KKRK-G2는     

2779배 증가하였다. PEI는 43 Da마다 1개의 양이온이 존재     

하여, 하전 밀도가 매우 높은 양이온성 고분자이다. KKRK-     

G2는 186 Da마다 1개, KKRKH-G2는 220 Da마다 1개의 양     

이온이 존재한다. 그러므로 PEI보다 하전 밀도가 상대적으로     

더 낮고 플라스미드 DNA의 응집력 또한 차이가 난다고 볼     

수 있다. 따라서, 본 연구에서 수행한 두 가지 세포주에서 PEI     

와 유사하거나 낮은 유전자 전달 효율을 나타냈다고 생각한     

다. 하지만, 두 종류의 세포주에서 동일하게 순수한 G2 덴드     

리머 폴리플렉스의 중량비보다 낮은 비율에서 KKRK-G2 및     

KKRKH-G2 폴리플렉스들의 유전자 전달 효율이 급격하게     

증가되어 NLS에 의한 유전자 전달 효율이 통계적으로 유의     

미하게 증가하였음을 확인하였다. 이는 폴리플렉스상의 양이     

온성 펩티드로 인한 세포투과성이 증가되었고, 또한 NLS 서     

열 효과에 의한 핵 타켓팅 효율의 증가에 기인한다고 사료된다.

세포 내 이입 저해 메카니즘 실험. KKRK, KKRKH-G2/     

pDNA 폴리플렉스가 어떻게 세포 내로 이입되는지 다양한 억     

제제를 사용하여 진행하였다. 각 억제제의 원리를 간단히 나     

열하면 다음과 같다. 클로르프로마진은 클라트린 매개 세포     

내 이입과정 억제제이고, methyl-β-cyclodextrin은 카베올리와    

지질들이 인터널리제이션되는 클라트린 비매개(지질 뗏목 경     

로) 세포 내 이입과정, 노코다졸은 거대음작용, 제니스테인은     

Src 타이로신 카이네이즈를 억제하는 클라트린 비매개 세포     

내 이입 억제제다.21,29 

PAMAM은 세포에 따른 다양한 세포 내 이입과정들이 보     Figure 5. Transfection efficiency of KKRK-G2 and KKRKH-G2 in 

(a) HepG2; (b) NIH3T3. The results are shown as mean±SD (n=3).

Figure 6. Endocytosis inhibitor effects on transfection efficiency of 

the three polyplexes in NIH3T3 after 6 h. The results are shown as 

mean±SD (n=3). 
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고되어 왔다.30,31 억제제를 사용하지 않은 대조군과 비교했을      

때, 같은 농도에서 KKRK-G2, KKRKH-G2들은 노코다졸에     

의한 유전자 전달 효율이 급격히 감소하는 것을 확인하였다       

(Figure 6). 억제제 효과가 통계적으로 유의미함을 보여주었      

기에, KKRK-G2, KKRKH-G2들은 거대음작용을 통한 세포     

내 이입이 진행될 수 있다는 가능성을 입증하였다.

공초점 형광현미경 실험. 세포 내 유전자 전달 효율이 증        

가되려면 폴리플렉스들이 세포막 내로 이입되고 라이소좀 성      

숙에서 탈출하여 DNA가 핵 내부로 들어가 유전자 발현이 잘        

되어야 한다.

실제 이미지 상에서 유전자가 세포 핵주변으로 전달되는지      

확인하기 위해서 실험을 진행하였다. 대표적으로 NIH3T3 세      

포주 내 유전자 전달 효율이 높고 세포 독성이 적은 KKRKH-         

G2 폴리플렉스를 사용하였고, 중량비는 KKRKH-G2와 플라     

스미드 DNA는 8:1로 진행하였다. 

세포 내 유전자 전달 효율과 유사한 결과로 PAMAM G2        

보다 KKRK-G2, KKRKH-G2들이 세포 핵 근처에 플라스미      

드 DNA가 존재하는 것을 볼 수 있다(Figure 7). 그 중         

KKRKH-G2는 KKRK-G2보다 유전자 전달 효율이 높았는     

데, 이미지 상에서 더 많은 플라스미드 DNA를 전달하였다.

폴리플렉스의 엔도좀 탈출 및 세포질 분포 효능 분석. 아     

크리딘 오렌지는 세포 내에서 이중나선 DNA의 인과 반응하     

여 양성자화된 AO가 530 nm에서 초록색의 형광을 나타낸다.     

하지만 산성화된 환경에서는 양성자화된 아크리딘 오렌지가     

응집되어 630 nm에서 최대 형광을 나타내 빨강-오렌지 색을     

나타낸다고 알려져 있다.32 폴리플렉스가 세포 내로 이입되어     

라이소좀으로 성숙되가는 과정에서 아크리딘 오렌지는 빨강     

-오렌지 색의 형광을 나타나게 되지만 엔도좀을 탈출하면 기     

존의 초록색과 빨간색이 섞인 노란색 형광을 띄게 된다.33 폴     

리플렉스가 NIH3T3 세포주 내로 폴리플렉스에 노출된지 24     

시간이 지난 후 유세포분석기로 분석한 결과, G2, KKRK-G2,     

KKRKH-G2을 처리한 세포들은 Q4부분에서 아무것도 처리     

하지 않은 대조군의 Q4보다 3.6~4.5배 증가되어 엔도좀 라이     

소좀 성숙과정에 들어가고 있다고 볼 수 있다(Figure 8). 중     

요한 것은 G2보다 KKRK-G2, KKRKH-G2의 Q2 세포 비율     

이 각각 3.8배, 2.5배 증가되어 폴리머의 중량비가 2배 낮음     

에도 불구하고 엔도좀 탈출을 시도하는 비율이 높다는 것을     

확인할 수 있다. 

결  론

SV40 바이러스, NOSTRINβ의 NLS 중 공통서열인     

‘KKRK’ 서열과 히스티딘을 이용하여 저분자량의 PAMAM     

덴드리머에 결합하여 새로운 펩티드-고분자 하이브리드 고분     

Figure 7. Internalization of KKRK-G2 polyplexes and KKRKH-G2 

polyplexes in NIH3T3. Nucleus (Blue, Hoest 33342), pDNA (Red, 

Cyanine 3), Scale bar : 10 μm.

Figure 8. AO assay for observation of endo-lysosomal disruption of 

NIH3T3 induced by G2, KKRK-G2, KKRKH-G2 using Flow 

cytometry.
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자를 합성하였다. HepG2와 NIH3T3 세포주를 이용하여 공      

초점 형광현미경 및 루시페라아제 유전자 형질전환 실험을      

통해서 KKRK-G2, KKRKH-G2는 대조군인 G2보다 pDNA     

복합체들이 세포내부로의 전달이 매우 향상되었고, 또한 높      

은 형질변환 효율을 보여줌을 입증하였다. 합성물의 폴리플      

렉스는 약 170 nm의 나노 입자이며 충분한 양전하를 가져        

높은 유전자 효율을 가졌지만, 고농도의 경우 세포 독성을 가        

지게 되었다. 세포 내 이입 저해 실험을 통해 거대음작용을        

통한 메카니즘 가능성을 입증하였고, AO 실험을 통해 대조       

군에 비해 KKRK-G2, KKRKH-G2는 엔도좀 탈출 효율이 더       

높다는 것을 확인하였다. 그러므로 KKRK-G2와 KKRKH-G2     

는 새로운 하이브리드 고분자로서 효율적인 비바이러스성 유      

전자 전달체로 활용할 수 있을 것이라 사료된다.
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