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명 세 서

청구범위

청구항 1 

소수성 아미노산, 히스티딘 및 표적 지향성 펩타이드를 포함하는 펩타이드 구조체로서, 

상기 펩타이드 구조체는 서열번호 1 내지 서열번호 14 중 하나 이상의 아미노산 서열로 이루어진 것인, 펩타이

드 구조체.

청구항 2 

삭제

청구항 3 

삭제

청구항 4 

제1항에 있어서, 

상기 펩타이드 구조체는 하기 화학식 1 내지 14로 표시되는 구조체 중 어느 하나 이상인 것을 특징으로 하는 펩

타이드 구조체. 

[화학식 1]

[화학식 2]

[화학식 3]

[화학식 4]
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[화학식 5]

[화학식 6]

[화학식 7]
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[화학식 8]

[화학식 9]

[화학식 10]
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[화학식 11]

[화학식 12]

[화학식 13]
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[화학식 14]

청구항 5 

제1항에 있어서, 

상기  표적  지향성  펩타이드는  RGD  펩타이드,  미토콘드리아  표적  펩타이드,  Fc  수용체  결합  펩타이드(Fc

receptor binding peptide) 및 베타 엔돌핀 수용체 리간드(beta endorphin receptor ligand)로 이루어진 군에

서 선택되는 하나 이상인 것인, 펩타이드 구조체.

청구항 6 

삭제

청구항 7 

제1항에 있어서, 

상기 펩타이드 구조체는 pH에 따라 구조가 변화하는 것인, 펩타이드 구조체.

청구항 8 

제1항에 있어서, 

상기 펩타이드 구조체는 pH 6.0 이하의 조건에서 역 자가조립하는 것인, 펩타이드 구조체.

청구항 9 

제1항에 있어서, 

상기 펩타이드 구조체는 자가조립 및 역자가조립 구조 변화를 통해 약물 전달이 가능한 것인, 펩타이드 구조체.

청구항 10 

제1항의 펩타이드 구조체를 포함하는, 약물 전달용 조성물. 

청구항 11 
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제1항의 펩타이드 구조체를 포함하는, 조영제 조성물. 

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 pH에 따라 자가조립 구조를 형성하는 펩타이드 구조체 및 이의 다양한 용도에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

과거 수년간, 항체 단편 및 세포 표면 수용체에 대한 리간드를 포함하는 광범위한 종양 특이적 치료용 단백질이[0002]

개발되어 있으며, 임상에서 시험되었다. 펩타이드 자가조립 구조체는 의학분야 또는 나노기술 분야 등의 다양한

생물학적 으용 가능성 때문에 많은 각광을 받고 있다. 펩타이드 자가조립 구조체는 단백질의 짧은 단위체로 이

루어지므로 태생적으로 생물학적 안정성이 높다. 경우에 따라 펩타이드 모노머는 β-sheet 2차 구조를 형성할

수 있으며, 소수성 결합, 수소결합, 정전기적 인력, 파이 파이 결합 등의 2차 결합을 통해 마이셀, 베시클, 나

노파이버, 하이드로젤 등 다양한 구조를 형성할 수 있다.  또한 펩타이드는 서열에 따라 특정 단백질에 대한 특

이적 결합이 가능하다.

최근 20년간 이와 같은 펩타이드 특성에 따라 다양한 구조뿐만 아니라 여러가지 기능을 부여하여 보다 정밀하고[0003]

안정한 기능성 구조체를 구현해 내는 연구가 진행되었다. 의학 분야의 약물 전달 시스템 분야에서 암세포에 대

한 안전하고 효율이 높은 치료제로서 펩타이드 구조체가 연구되고 있다. 암세포는 일반세포들에 비해 세포 표면

에 αvβ3인테그린 리셉터 단백질이 많이 발현되고 pH가 다소 낮으며 세포 내부에서 글루타 싸이온과 같은 펩타

이드 혹은 단백질 효소 등이 존재한다.

많은 연구에서 암세포의 특성을 고려하여 선택성 있는 펩타이드 구조체를 디자인한다.  펩타이드 구조체가 세포[0004]

내부에서 정확히 치료 효과를 구현하기 위해서는 암세포와 특이적으로 결합할 수 있는 능력뿐만 아니라 구조체

가 약물을 방출하는 과정 혹은 구조체의 구조 변화로 인해 세포를 파괴하는 과정 등이 요구되며, 이를 위해 세

포 외부와 내부의 pH차이, 글루타 싸이온의 농도 차이, 온도 차이 등의 조건 등이 고려된다. 

최근 펩타이드 구조체의 경우 약물 전달로 인한 암세포 파괴뿐만 아니라 암세포 특이적인 변화 요인에 의한 구[0005]

조 변화를 유도함으로써 세포를 파괴하는 방안이 제안되고 있으며, 이를 역-자가조립 구조체라고 통칭한다. 본

발명자들은 특정 리셉터 단백질에 특이적으로 결합할 수 있으며, 리셉터에 결합한 구조체가 세포 내 이입 작용

으로 세포 내부에 들어 갔을 때 산성 pH감응하여 역-자가조립하는 펩타이드 나노 구조체를 개발하였다. 

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 한국공개특허 제10-2016-0127827호 [0007]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 pH 감응성 펩타이드 구조체를 제공하는 것이다.[0008]

본 발명의 다른 목적은 상기 pH 감응성 펩타이드 구조체를 포함하는 약물 전달용 조성물을 제공하는 것이다.[0009]

본 발명의 또 다른 목적은 pH 감응성 펩타이드 구조체를 포함하는 조영제 조성물을 제공하는 것이다. [0010]

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위한 본 발명의 일 측면은 소수성 아미노산, 히스티딘 및 표적 지향성 펩타이드를 포함하[0012]

는 펩타이드 구조체로서, 상기 소수성 아미노산, 히스티딘 및 표적 지향성 펩타이드는 하기 구조식 1 또는 구조

식 2의 순서로 배열되는 것인, pH 감응성 펩타이드 구조체에 관한 것이다.
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[구조식 1][0013]

Xn-Hm-Rl[0014]

[구조식 2][0015]

Xn-Rl-Hm[0016]

상기 식에서 상기 X는 1종의 소수성 아미노산 또는 2종 이상의 소수성 아미노산의 결합체이고; [0017]

상기 H는 히스티딘이고;[0018]

상기 R은 표적 지향성 펩타이드이고;[0019]

상기 n은 3 내지 8이고;[0020]

상기 m은 6 내지 10이고;[0021]

상기 l은 1 내지 5인 펩타이드 구조체.[0022]

구체적으로, 상기 X는 이소류신, 류신, 발린, 이소류신 및 류신의 결합체로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상[0023]

인 것일 수 있다.

또한 구체적으로, 상기 펩타이드 구조체는 서열번호 1 내지 서열번호 14 중 하나 이상의 아미노산 서열로 이루[0024]

어진 것일 수 있다.

본 발명 일 실시예에서는 서열번호 1 내지 서열번호 14 중 하나 이상의 아미노산 서열로 이루어진 펩타이드 구[0025]

조체를 제조하였으며, 상기 펩타이드 구조체가 pH에 따라 구조가 변형되는 것을 확인하였다. 

구체적으로, 상기 펩타이드 구조체는 하기 화학식 1 내지 14로 표시되는 구조체 중 어느 하나 이상인 것을 특징[0026]

으로 할 수 있다.

[화학식 1][0027]

[0028]

[화학식 2][0029]

[0030]

[화학식 3][0031]

[0032]

[화학식 4][0033]

[0034]
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[화학식 5][0035]

[0036]

[화학식 6][0037]

[0038]

[화학식 7][0039]

[0040]
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[화학식 8][0041]

[0042]

[화학식 9][0043]

[0044]

[화학식 10][0045]

[0046]
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[화학식 11][0047]

[0048]

[화학식 12][0049]

[0050]

[화학식 13][0051]

[0052]
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[화학식 14][0053]

[0054]

또한 구체적으로, 상기 본 발명의 표적 지향성 펩타이드는 RGD 펩타이드, 미토콘드리아 표적 펩타이드, Fc수용[0055]

체 결합 펩타이드(Fc receptor binding peptide) 및 베타 엔도르핀 수용체 리간드(beta endorphine receptor

ligand)로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상일 수 있다.

본 발명에서, “표적 지향성 펩타이드”는 생체 내 목적 부위로 본 발명의 펩타이드 구조체가 이동할 수 있도록[0056]

목적 부위의 세포 표면에 결합할 수 있는 펩타이드나 항체를 말한다. 

상기 생체 내 목적 부위는 필요에 따라 달라질 수 있으며, 암세포 또는 염증세포와 같이 치료제 또는 약물의 목[0057]

적이 되는 부분일 수 있다. 상기 표적 지향성 펩타이드를 통해 본 발명의 펩타이드 구조체는 암세포, 염증세포

등 목적이 되는 부위에 도입될 수 있으며, 목적이 되는 부위에 따라 적절히 표적 지향성 펩타이드를 변경하여

사용할 수 있다.

일 실시예에서, 상기 pH 감응성 펩타이드 구조체에 하나 이상의 아미노산을 추가적으로 더 포함할 수 있다. [0058]

상기 펩타이드 구조체는 아민기(-NH2)를 가진 아미노산을 추가로 더 포함할 수 있다. 예를 들어, 라이신은 아민[0059]

기를 이용하여 고리형(cyclic) 펩타이드 구조체를 형성하는데 관여한다.

상기 펩타이드 구조체는 글라이신(G)을 추가로 더 포함할 수 있다. 예를 들어, 글라이신(G)은 블록과 블록 사이[0060]

의 링커 역할을 한다. 또는 고리형 구조체에서 거울상 이성질체가 형성되는 것을 방지할 수 있다. 

상기 펩타이드 구조체는 트립토판(W)을 추가로 더 포함할 수 있다. 예를 들어, 트립토판(W)은 aromatic ring 부[0061]

분의 특정 파장의 빛을 흡광할 수 있어, 펩타이드 정제에 이용될 수 있다.

더욱 구체적으로, 상기 트립토판, 글라이신 또는 라이신이 추가로 더 포함된 펩타이드 구조체에 있어서, 상기[0062]

구조식 1 또는 2의 Xn 상단에 트립토판이 추가로 결합되거나, 상기 구조식 1 의 Rl 하단 또는 구조식 2의 Hm 하단

에 글라이신 또는 라이신이 추가로 결합된 형태인 것일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니며 필요에 따라 적

절한 아미노산을 추가하거나 변경 적용할 수 있다.

상기 펩타이드 구조체는 pH에 따라 구조가 변화하는 것일 수 있으며, pH 6.0 이하의 조건에서 역 자가조립하는[0063]

것일 수 있다.

본 발명자들은 소수성 블록의 아미노산 개수 및 종류, 히스티딘의 개수 및[0064]

결합 위치, 선형 또는 고리형에 따라 펩타이드의 구조 변화를 관찰하였으며, pH에 따른 2차 구조 변화를 CD로[0065]

관찰하여 그 기작을 규명하였다.

상기 펩타이드 구조체는 RGD블록, H블록, 및 소수성 아미노산(I, L, V) 블록[0066]

으로 구성될 수 있다.[0067]

상기 펩타이드 구조체는 2종의 모이어티(친수성 및 소수성)로만 이루어진 종[0068]

래 펩타이드 대비 구조가 복잡하므로 다양한 구조로 자가조립할 수 있으며, 표적 지향성 및 pH 감응성을 나타낼[0069]

수 있다.
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상기 표적 지향성 펩타이드, 예컨대 RGD 블록의 경우 암세포의 표면에 다량 발현되는 인테그린에 특이적으로 결[0070]

합할 수 있고, 결합을 통해 엔도사이토시스를 유발하여 세포 내부로 도입될 수 있다.

또한, 상기 펩타이드 구조체는 친수성 특성을 가지므로 생체 조건에서 용이[0071]

하게 용해될 수 있다. 상기 표적 지향성 펩타이드는 다른 소수성 아미노산의 종류 및 개수를 고려하여 1회 이상[0072]

반복하여 연결시킴으로써 전체 친수성을 제어할 수 있다.

상기 히스티딘 블록의 경우 잔기의 imidazole 부분 질소의 pKa가 6.04이고pH가 pKa 이상일 때는 전기적으로 중[0073]

성인 반면, pH가 pKa보다 낮아지면 +1 전하를나타낼 수 있다.

따라서 상기 펩타이드 구조체는 생체 조건인 pH 7.4 에서 소수성 성질이 강[0074]

해해지는 반면, 암세포의 엔도좀 또는 라이소좀 속 조건인 pH 4.5 내지 6에서는 전하를 띄어 친수성을 가질 수[0075]

있다.

즉, 상기 펩타이드 구조체는 pH 변화에 의해 친수성 아미노산 체인의 길이가[0076]

길어지며, 플러리 허긴스 상수가 변화하여 구조 변화가 유발될 수 있다.[0077]

또한 구체적으로, 상기 펩타이드 구조체는 자가조립 및 역자가조립 구조 변화를 통해 약물 전달이 가능한 것일[0078]

수 있다.

상기 펩타이드 구조체는 혈류 내에서는 안정적으로 자가조립 구조를 형성하는 반면, 산성의 pH조건에서 친수성[0079]

이 강해지고 역-자가조립하는 특성을 가져 암조직 등 낮은 pH조건에서 담지되어 있는 약물을 방출할 수 있으므

로 약물 전달체로서 사용될 수 있다.

상기 펩타이드 구조체는 혈액 내 pH에서 자가조립 구조를 형성하여 담지된약물의 손실없이 안전하게 표적 조직[0080]

으로 수송할 수 있으며, 산성의 pH 조건인 표적 조직 도달 후 담지된 약물을 방출할 수 있으므로, 정맥 주사제

로서 투여되는 경우 약물 전달 효과가 우수하여 약물 전달 용도로 활용될 수 있다.

본 발명의 다른 측면은 상기 펩타이드 구조체를 포함하는 약물 전달용 조성물에 관한 것이다.[0081]

구체적으로, 상기 약물은 저분자량 약물, 유전자 약물, 단백질 약물 또는 이의 혼합물일 수 있다.[0082]

상기 저분자량 약물은 해열제로서 안티피린(antipyrin), 안티페브린(antifebrin), 아스피린(aspyrin) 또는 살리[0083]

피린(salipyrin)일  수  있고,  항염증제로서  아스피린(aspirin),  살리실레이트(salicylates),  이부프로펜

(ibuprofen),  플루르비프로펜(Flurobiprofen),  피록시캄(pyroccikam),  나프로센(naproxen),  페노프로펜

(fenoprofen),  인도메타신(indomethacin),  페닐부타존(phenyltazone),  메소트렉세이트(methotrexate),  메클로

에타민(mechlorethamine),  덱사메타손(dexamethasone),  프레드니솔론(prednisolone),  셀레콕시브(celecoxib),

발데콕시브(valdecoxib),  니메슐리드(nimesulide),  코르티손(cortisone)  또는  코르티코스테로이드

(corticosteroid)일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

상기 유전자(gene) 약물은 작은 간섭 리보핵산(small interfering RNA, siRNA), 작은 헤어핀 리보핵산(small[0084]

hairpin  RNA,  shRNA),  마이크로 리보핵산(microRNA, miRNA)  또는 플라스미드 데옥시리보핵산(plasmid DNA)일

수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다. 

상기 단백질(protein) 약물은 단일클론 항체(monoclonal antibody)계열의 트라스트주맵(trastuzumab), 리투시[0085]

맵(rituximab), 베바시주맵(bevacizumab), 세투시맵(cetuximab), 보테조밉(bortezomib), 엘로티닙(erlotinib),

제피티닙(gefitinib), 이매티닙 메실레이트(imatinib mesylate), 수니티닙(sunitinib); 효소(enzyme)계열의 L-

아스파라지나제(L-asparaginase);  호르몬(hormone)계의 트리톨레린 아세테이트(triptorelin  acetate),  메제스

트롤  아세테이트(megestrol  acetate),  플루타미드(flutamide),  비카루타마이드(bicalutamide),  고세레린

(goserelin); 시토크롬 씨(cytochrome c) 또는 p53 단백질일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 또 다른 측면은 상기 펩타이드 구조체를 포함하는 조영제 조성물에 관한 것이다.[0086]

상기 펩타이드 구조체는 표적 지향성 펩타이드가 결합되어 있는 바 목적 부위에서의 pH 변화를 이용하여 조영[0087]

물질을 방출할 수 있다. 일 예로 pH가 상대적으로 낮은 암 조직에서 조영 물질을 방출할 수 있으므로, 다양한

종류의 암을 진단하기 위한 조영제로서 활용될 수 있다.

상기 조영제는 MRI  조영제로서 상자성 물질, 가돌리늄과 망간의 착화합물 형태로서, Gd-DTPA,  Gd-DTPA-BMA,[0088]
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GdDOTA, Gd-DO3A 및 초상자성 물질인 산화철로 이루어지는 군으로부터 선택되는 하나 이상을 포함할 수 있고,

PET 조영제로서 방사성 동위원소 
18
F, 

124
I, 

64
Cu, 

99
mTc 및 

11
In으로 이루어지는 군에서 선택된 하나 이상을 포함

할 수 있으며, 킬레이트 DOTA 및 DTPA 착화합물 형태로서 상기 펩타이드 구조체에 도입될 수 있다.

상기 조영제 조성물은 추가적으로 약학적으로 허용 가능한 담체를 더욱 포함할 수 있다.[0089]

본 발명에 따른 조영제 조성물에 사용되는 담체는 의약 분야에서 통상 사용되는 담체 및 비히클을 포함하며, 구[0090]

체적으로 이온 교환 수지, 알루미나, 알루미늄 스테아레이트, 레시틴, 혈청 단백질(예, 사람 혈청 알부민), 완

충 물질(예, 각종 인산염, 글리신, 소르브산, 칼륨 소르베이트, 포화 식물성 지방산의 부분적인 글리세라이드

혼합물), 물, 염 또는 전해질(예, 프로타민 설페이트, 인산수소이나트륨, 인산수소캄륨, 염화나트륨 및 아연

염), 교질성 실리카, 마그네슘 트리실리케이트, 폴리비닐피롤리돈, 셀룰로즈계 기질, 폴리에틸렌 글리콜, 나트

륨 카르복시메틸셀룰로즈, 폴리아릴레이트, 왁스, 폴리에틸렌 글리콜 또는 양모지 등을 포함하나 이에 제한되지

않는다. 본 발명의 조영제 조성물은 또한 상기 성분들 이외에 윤활제, 습윤제, 유화제, 현탁제, 또는 보존제 등

을 추가로 포함할 수 있다.

본 발명에 따른 조영제 조성물을 생체 또는 시료에 투여하고, 상기 생체 또는 시료로부터 형광을 나타내는 나노[0091]

구조체에 의해 발산되는 신호를 감지하여 영상을 수득할 수 있으며, 생체 또는 시료 내에서 발광되는 형태를 분

석하여 질환에 대한 진단용도로 활용할 수 있다.

상기 “시료” 는 진단하고자 하는 대상으로부터 분리한 조직 또는 세포를 의미한다. 또한 상기 조영제 조성물[0092]

을 생체 또는 시료에 주입하는 단계는 의약 분야에서 통상적으로 이용되는 경로를 통해 투여될 수 있으며, 예를

들어 정맥내, 복강내, 근육내, 피하 또는 국부 경로 등의 비경구 투여를 이용할 수 있다.

발명의 효과

본 명세서에 의해 개시되는 기술에 따르면, 다음과 같은 효과가 발생한다. [0093]

본 명세서에서 개시하는 펩타이드 구조체는 소정의 pH 조건에서 역 자가조립하므로, 표적의 특성을 고려한 표적[0094]

-특이적인 약물 전달체 및 조영제로서 활용이 가능하다. 

또한, 본 발명의 펩타이드 구조체는 자가조립을 통해 다차원 구조체를 형성할 수 있는 바, 약물전달시스템, 생[0095]

체모방소자, 나노센서 소재, 바이오이미징 소재 등으로 활용될 수 있다.

본 발명의 효과는 상기 효과로 한정되는 것은 아니며, 본 발명의 상세한 설명 또는 청구범위에 기재된 발명의[0096]

구성으로부터 추론 가능한 모든 효과를 포함하는 것으로 이해되어야 한다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 일 실시예에 따른 펩타이드 구조체의 HPLC 정제 결과를 나타낸 그래프이다(가로축:시간(time,[0098]

분), 세로축: 강도(intensity, a.u.)).

도  2는  본  발명의 일 실시예에 따른 펩타이드 구조체의 MALDI-TOF  측정 결과를 나타낸 것이다(가로축:시간

(time, 분), 세로축: 강도(intensity, a.u.)).

도 3은 본 발명의 일 실시예에 따른 펩타이드 구조체(Linear I6H6RGD)를 AFM을 통해 관찰한 것이다(왼쪽부터 pH

4.5, pH 6, pH 7.5). 

도 4는 본 발명의 일 실시예에 따른 펩타이드 구조체(Cyclic I6H6RGD)를 AFM을 통해 관찰한 것이다(왼쪽부터 pH

4.5, pH 6, pH 7.5). 

도 5는 본 발명의 일 실시예에 따른 펩타이드 구조체(Cyclic I8H6RGD)를 AFM을 통해 관찰한 것이다(왼쪽부터 pH

4.5, pH 6, pH 7.5). 

도 6은 본 발명의 일 실시예에 따른 펩타이드 구조체(Cyclic I6H10RGD)를 AFM을 통해 관찰한 것이다(왼쪽부터 pH

4.5, pH 6, pH 7.5). 

도 7은 본 발명의 일 실시예에 따른 펩타이드 구조체(Cyclic I6H10RGD buffer)를 AFM을 통해 관찰한 것이다(왼쪽

부터 SABS buffer pH 4.5, KPBS buffer pH 7.5). 
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도 8은 본 발명의 일 실시예에 따른 펩타이드 구조체(Cyclic I6RGDH6)를 AFM을 통해 관찰한 것이다(왼쪽부터 pH

4.5, pH 6, pH 7.5).  

도 9는 본 발명의 일 실시예에 따른 펩타이드 구조체(Cyclic L6H10RGD)를 AFM을 통해 관찰한 것이다(왼쪽부터 pH

4.5, pH 6, pH 7.5). 

도 10은 본 발명의 일 실시예에 따른 펩타이드 구조체(Cyclic V6H10RGD)를 AFM을 통해 관찰한 것이다(왼쪽부터

pH 4.5, pH 6, pH 7.5). 

도 11은 본 발명의 일 실시예에 따른 펩타이드 구조체(Cyclic I3L3H10RGD)를 AFM을 통해 관찰한 것이다(왼쪽부터

pH 4.5, pH 6, pH 7.5). 

도 12는 본 발명의 일 실시예에 따른 펩타이드 구조체(Cyclic L3I3H10RGD)를 AFM을 통해 관찰한 것이다(왼쪽부터

pH 4.5, pH 6, pH 7.5). 

도 13은 본 발명의 일 실시예에 따른 펩타이드 구조체(Cyclic (IL)3H10RGD)를 AFM을 통해 관찰한 것이다(왼쪽부

터 pH 4.5, pH 6, pH 7.5). 

도 14는 본 발명의 일 실시예에 따른 펩타이드 구조체(Cyclic (LI)3H10RGD)를 AFM을 통해 관찰한 것이다(왼쪽부

터 pH 4.5, pH 6, pH 7.5). 

도 15는 본 출원의 일 실시예에 따른 펩타이드 구조체를 TEM을 통해 관찰한 것이다.

도 16은 본 출원의 일 실시예에 따른 펩타이드 구조체를 Circular Dichroism spectrometer를 통해 관찰한 것이

다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 실시예에 의해 상세히 설명한다. 단, 하기 실시예는 본 발명을 예시하는 것일 뿐, 본 발명이[0099]

하기 실시예에 의해 한정되는 것은 아니다.

1. 펩타이드 설계[0100]

디자인한 펩타이드 구조체는 14종이며 아미노산 서열은 하기 표 1과 같다.[0101]

표 1

펩타이드 구조체[0102] 아미노산 서열 서열번호

Linear I6H6RGD W-IIIIII-G-HHHHHH-G-RGDRGDRGD-K 1

Linear I8H6RGD W-IIIIIIII-G-HHHHHH-G-RGDRGDRGD-K 2

Linear I6H10RGD W-IIIIII-G-HHHHHHHHHH-G-RGDRGDRGD-K 3

Linear I6RGDH6 W-IIIIII-G-RGDRGDRGD-G-HHHHHH-K 4

Cyclic I6H6RGD W-IIIIII-G-HHHHHH-G-RGDRGDRGD-G 5

Cyclic I8H6RGD W-IIIIIIII-G-HHHHHH-G-RGDRGDRGD-G 6

Cyclic I6H10RGD W-IIIIII-G-HHHHHHHHHH-G-RGDRGDRGD-G 7

Cyclic I6RGDH6 W-IIIIII-G-RGDRGDRGD-G-HHHHHH-G 8

Cyclic L6H10RGD W-LLLLLL-G-HHHHHHHHHH-G-RGDRGDRGD-G 9

Cyclic V6H10RGD W-VVVVVV-G-HHHHHHHHHH-G-RGDRGDRGD-G 10

Cyclic I3L3H10RGD W-IIILLL-G-HHHHHHHHHH-G-RGDRGDRGD-G 11

Cyclic L3I3H10RGD W-LLLIII-G-HHHHHHHHHH-G-RGDRGDRGD-G 12

Cyclic (IL)3H10RGD W-ILILIL-G-HHHHHHHHHH-G-RGDRGDRGD-G 13

Cyclic (LI)3H10RGD W-LILILI-G-HHHHHHHHHH-G-RGDRGDRGD-G 14

히스티딘(H) 블록의 경우 히스티틴의 잔기에 이미다졸(imidazole) 부분 질소의 pKa가 6.04인데 이를 pH가 pKa[0103]
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이상일 때는 전기적으로 중성인데 반해 pH가 pKa보다 낮아지면 + 1 전하를 띄게 된다. 이로 인해 생체 조건인

pH 7.4 에서는 소수성 성질이 강해지고 펩타이드 구조체가 암세포 안에 들어가 엔도좀이나 라이소좀의 내부 조

건인 pH 4.5 ~ 6 환경이 되면 전하를 띄게 되어 친수성 성질을 갖게 되어 펩타이드의 친수성 아미노산 체인의

길이가 길어지게 되고 이로 인해 플러리 허긴스 상수가 변화하여 구조체의 구조 변화를 유발한다.

히스티딘(H)의 개수에 따른 구조 변화를 살피고자, 히스티딘이 6개인 서열 및 10개인 서열을 비교하였다. 또한,[0104]

RGD와 H 블록의 위치에 따른 구조 변화를 살피고자, I6H6RGD와 I6RGDH6 와 같이 위치를 달리한 서열도 디자인 하

였다.

RGD 블록의 경우 암세포의 표면에 많이 발현되는 αvβ3 인테그린에 특이적으로 결합할 수 있고 그 결합으로 인[0105]

해 엔도사이토시스를 유발하여 펩타이드 나노 구조체가 세포 안으로 들어갈 수 있게 하는 기능을 갖는다. 또한

친수성 성질을 가지고 있어 펩타이드가 생체 조건에서 잘 용해될 수 있게 해주는 기능을 갖는다. 

또한, 소수성을 나타내는 아이소류신(I), 류신(L) 또는 발린(V) 블록에 따른 구조 변화를 확인하였다. 상기 소[0106]

수성 블록들은 생체 조건의 용액에 녹아 있을 때 Hydrophobic effect로 인해 코어를 형성하여 마이셀 베시클 튜

브등과 같은 특정한 나노구조를 이루게 해주는 기능을 갖는다. 이들은 β-sheet을 형성하는 성질이 있어 pH에

따라 더 급격한 구조변화를 유발할 것으로 예측되었다.

또한, 아이소류신(I) 개수에 따른 구조 변화를 살피고자, I6H6RGD 와 I8H6RGD 와 같은 서열을 비교하였다.[0107]

또한,  H10RGD의  플랫폼의 더 다양한 응용 가능성을 확인하고자 I  블록 외에도 L,  V과 같이 소수성이며 β-[0108]

sheet을 형성하는 성질을 가지는 아미노산(cyclic L6H10RGD, cyclic V6H10RGD,)으로 대체하여 cyclic I6H10RGD와

비교하였다.

또한, 소수성 아미노산의 조합을 활용하는 것이 가능한지 증명하기 위하여, I 또는 L을 조합한 아미노산(cyclic[0109]

I3L3H10RGD, cyclic L3I3H10RGD, cyclic (IL)3H10RGD, cyclic (LI)3H10RGD)의 pH감응성을 확인하였다. 

추가로, 라이신(K)은 선형 펩타이드를 고리형으로 합성하는 방식들을 고안하던 중 라이신의 아민기를 활용하는[0110]

방법을 시도하기 위해 배치하였다.

글라이신(G)은 블록과 블록 사이의 링커 역할을 한다. 또는 cyclic 펩타이드를 합성할 때 trityl resin을 사용[0111]

하는데 이때 거울상 이성질체가 형성되는 것을 방지하고자 첫번째 서열로 글라이신을 이용하였다.

트립토판(W)은 aromatic ring 부분이 280 nm 파장의 빛을 흡광하므로 펩타이드 정제를 위해 배치하였다.[0112]

펩타이드 합성을 완료 후 원하는 최종 산물만을 정제하기 위해 HPLC를 이용하여 정제 과정을 거치는데 최종적으[0113]

로 컬럼에서 흘러나오는 용액에 280nm 파장의 빛을 투사하면 용액에 용해된 펩타이드가 빛을 통과할 때 트립토

판이 빛을 흡광하여 HPLC의 시그널을 발생시킬 수 있다.

2. 합성 및 실험 방법[0114]

2-1. 펩타이드 합성[0115]

선형 펩타이드의 경우 rink amide resin 상에서 solid phase peptide synthesis 방법을 통해 합성하였다. Fmoc[0116]

chemistry를 이용하여 N-terminal에서부터 서열대로 아미노산 1개씩 순차적으로 합성하였다.

Resin은  100umol을  1당량으로  하여  합성하였다.  최초  resin에서  Fmoc을  제거할  때에는  부피비율  20%[0117]

piperidine이 녹아있는 NMP 용액을 resin에 첨가하여 10분정도 반응시키고 DMF와 NMP로 세척하였다. 이후 합성

할 아미노산을 HCTU, HOPt, DIPEA를 함께 NMP에 용해시킨 후 5분 정도 인큐베이션 하였다. Fmoc이 제거된 resin

에 NMP에 리에이전트들과 녹아 있는 아미노산을 첨가하고 약 60분 동안 쉐이커에서 반응시켰다. 다음 아미노산

을 합성시킬 때도 마찬가지 방법으로 Fmoc 제거하고 다음 아미노산을 합성하였고, 합성이 모두 완료될 때까지

서열대로 순차적으로 반복하였다.

합성이 완료된 후 펩타이드에 붙어있는 resin과 프로텍팅 그룹을 제거하기 위해 resin에 2.5% H20, 2.5% TIS가[0118]

녹아있는 TFA 용액인 reagent K 용액을 2시간 이상 처리하였다. Reagent K를 제거하기 위해 아르곤 가스로 휘발

시키고 남은 reagent K용액에 TBME를 첨가하였다. 이후 용액을 3분 동안 원심 분리하여 펩타이드를 침전시키고

상층 용액을 제거하였으며, 당해 과정을 3회 반복함으로써 최종 산물인 펩타이드를 수득하였다. 

등록특허 10-2219828

- 17 -



고리형 펩타이드의 경우 trityl  resin  상에서 solid  phase  peptide  synthesis  방법을 통해 합성했다. Fmoc[0119]

chemistry를 이용하여 N-terminal에서부터 서열대로 아미노산 1개씩 순차적으로 합성하였다.

Resin은 100umol을 1당량으로 하여 합성하였다. 처음 resin에서 Fmoc을 제거할 때에는 부피비율 20% 피페리딘[0120]

(piperidine)이 녹아있는 NMP 용액을 resin에 첨가하여 10분 정도 반응시키고 DMF와 NMP로 세척하였다.

순차로 합성할 아미노산을 HCTU, HOBt, DIPEA를 함께 NMP에 용해시킨 후 약 5분 동안 인큐베이션 하였다. 고리[0121]

형 펩타이드의 경우 거울상 이성질체가 생길 것을 우려하여 resin에 합성하는 첫 아미노산은 글라이신으로 합성

하였다.

Fmoc이 제거된 resin에 NMP에 리에이전트들과 녹아 있는 아미노산을 첨가하고 60분정도 쉐이커에서 반응시켰다.[0122]

이후 아미노산을 합성시킬 때도 마찬가지 방법으로 Fmoc 제거하고 다음 아미노산을 합성하고, 합성이 모두 완료[0123]

될 때까지 순차로 반복하였다.

마지막 서열까지 합성을 완료하고 Fmoc을 제거한 후 고리형을 만들기 위해 cyclization 과정을 수행하였다.[0124]

TFA : TFE : MC = 2 : 2 : 6 용액을 펩타이드에 처리하여 resin에서 분리해내고 용액에 녹은 펩타이드는 감압[0125]

증류를 통해 고체 상태로 수득하였다.

펩타이드 중 20 μmol을 1당량으로 하여 DIPEA 4당량과 함께 DMF 20 mL에 녹인 용액과 HATU 1당량을 DMF 20mL[0126]

에 녹인 용액을 각각 따로 시린지에 준비하였다.

둥근 바닥 플라스크에 HOBt 1당량과 HATU 0.1당량을 DMF 20 mL에 녹인 용액을 준비하였다. 시린지 펌프를 이용[0127]

하여 앞서 준비한 2개의 시린지에 있는 용액을 둥근 바닥 플라스크에 있는 용액에 0.06 mL/min 속력으로 흘려주

었다.

시린지에 용액이 둥근플라스크 용액에 모두 흘러 들어가면 반응이 종료되고, 반응이 종료된 후 고체 상태의 펩[0128]

타이드를 수득하고자 DMF를 감압증류로 최대한 제거하였다. 

남은 DMF는 MC 1 mL에 녹여 50 mL 튜브에 옮기고 TBME 1 mL, Hexane 약 50mL를 차례로 첨가하며 각 용액을 첨[0129]

가할 때마다 소니케이션을 하였다.

이후 용액을 3분 동안 원심 분리하여 펩타이드를 침전시키고 상층 용액을 제거하였으며, 본 과정을 3회 반복함[0130]

으로써 최종 산물인 펩타이드를 수득하였다.

펩타이드에 남은 프로텍팅 그룹들을 제거하기 위해 reagent K용액을 2시간이상 처리하였다.[0131]

reagent K를 제거하기 위해 아르곤 가스로 휘발시키고 남은 reagent K 용액에 TBME를 첨가하였다.[0132]

용액을 3분 동안 원심 분리하여 펩타이드를 침전시키고 상층 용액을 제거하였으며, 당해과정을 3회 반복함으로[0133]

써 최종 산물인 펩타이드를 수득하였다. 

2-2. 펩타이드 정제[0134]

합성된 펩타이드를 HPLC로 정제하였다. 5 내지 10 umol 씩 나누어 고체 상태로 얻은 펩타이드 샘플을 H2O : ACN[0135]

= 1 : 1 용액 1 mL에 소니케이션 처리를 하여 용해시키고 시린지 필터로 여과하였다.

여과된 샘플에 H2O 4 mL를 첨가하여 소니케이션 처리를 하고 HPLC 장비에 주입하여 정제하였다. TFA 0.1 % H2O[0136]

용액과 TFA 0.1 % ACN 용액을 이동상으로 하고 C 4 및 C 18 칼럼을 고정상으로 하여 분리하였다.

60분간 0.1  %  TFA/ACN  용매를 5%  에서부터 50  %  기울기로 C4  컬럼을 통해 25℃에서 흘려주며 정제하였다.[0137]

Cyclic I3L3H10RGD, Cyclic L3I3H10RGD, Cyclic (IL)3H10RGD, Cyclic (LI)3H10RGD는 10-37% 기울기로 0.1% TFA/ACN

용매를 60분간 C4 컬럼을 통해 25℃에서 흘려주며 정제하였다(도 1).

2-3. 펩타이드 분자량 및 정제 확인[0138]

MALDI-TOF로 합성 도중 또는 최종 합성 후, 샘플들을 측정하여 합성 및 정제 여부를 확인하였다.[0139]

샘플은 CHCA metrix와 1 : 1 부피 비율로 cocrystallization하여 고체화하고 linear 모드로 측정하였다(도 2).[0140]

2-4. pH에 따른 펩타이드 샘플 준비[0141]
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pH7에 따른 펩타이드 자가조립 샘플을 준비하기 위해 각 펩타이드에 HFIP에 녹인 후 스피드백을 이용해 용매를[0142]

제거하였다.

pH 페이퍼를 이용하여 pH를 측정하였다. pH 4.5 수용액에 녹아 있는 펩타이드 샘플의 경우, 용매가 제거되어 펩[0143]

타이드만 남아 있는 EP 튜브에 물과 HCl을 섞어 pH 4.5 가 된 수용액을 첨가하였다.

pH 7.5 수용액에 녹아있는 펩타이드 샘플도 마찬가지 방법으로 펩타이드만 남아 있는 EP 튜브에 물과 NH3를 혼[0144]

합하여 pH 7.5로 조절된 수용액을 첨가하였다.

pH 별로 준비된 펩타이드의 최종 농도는 20 μM이며, 소니케이터를 이용하여 10분 이상 소니케이션을 가해주고[0145]

1일 동안 상온에 인큐베이션하였다.

Cyclic I6H10RGD의 경우 생체조건에서도 구조를 유지하는지 알아보기 위해 pH 4.5 SABS(Sodium acetate buffer[0146]

15mM) 및 pH 7.5 KPBS(Potassium Phosphate buffer 15mM) 상에서 샘플을 준비하였다.

동일한 방법으로 펩타이드에 HFIP에 녹인 후 스피드백을 이용해 용매를 제거하고 각 buffer를 첨가하였다. [0147]

펩타이드의 최종 농도는 20 μM이었으며, 소니케이터를 이용하여 10분 이상 소니케이션을 가해주고 1일 동안 상[0148]

온에 인큐베이션하였다. 

2-5. AFM(Atomic force microscopy) 측정[0149]

AFM 측정을 위해 준비된 pH별 펩타이드 샘플을 각각 20μL씩 신선한 마이카면에 올리고 수분을 완전히 증발시켰[0150]

다. 

Park NX10 장비를 이용하여 noncontact 모드로 이미지를 확보하였으며 샘플에 따라 셋 포인트는 8 내지 14 nm,[0151]

Z servo gain 은 1.5 내지 4, 속도는 0.1 내지 0.5 Hz 로 스캔하였다.

2-6. TEM(Transmission Electron Microscopy) 측정[0152]

TEM 측정을 위해 준비된 pH별 펩타이드 샘플을 각각 2μL씩 carboncoated copper grid에 올리고 수분을 완전히[0153]

증발시켰다. 유기물 샘플은 전자 밀도가 낮아 TEM에서 관찰하기 어려우므로, 전자 밀도가 높은 2%(w/v) uranyl

acetate를 펩타이드 샘플이 올려진 carbon-coated copper grid에 2 μL 처리하고 1분 후 필터 페이퍼로 완전히

흡수시켰다. 샘플들은 JEOL-JEM 2010로 120kV 전압에서 관찰하였다.

2-7. CD(Circular dichroism) 측정[0154]

준비된  pH별  펩타이드  샘플을  각각  100Μ씩  path  length  1mm인  큐벳에서  Chirascan  Circular  Dichroism[0155]

spectrometer 장비를 이용하여 CD 스펙트럼을 측정하였다(260 내지 190nm). Molar ellipticity는 펩타이드 농

도 및 아미노산 개수로 나누어 산출하였다.

3. AFM 실험결과[0156]

고리형 펩타이드를 합성하기전 먼저 선형 펩타이드들을 합성하여 pH에 감응성 있게 나노 구조가 바뀌는지 AFM을[0157]

통해 관찰하였다. 

3-1. 선형(Linear) I6H6RGD[0158]

Linear I6H6RGD의 경우 pH 4.5일 때 자가조립이 잘 되지 않는 것으로 판단되는 무정형화된 구조가 관찰되었다(도[0159]

3).

반면 pH가 6인 H2O상에서 20 nm 내외의 직경을 가지는 균일한 마이셀을 형성하였고 pH가 7.5 일 때는 40 내지[0160]

80 nm 직경의 다양한 크기를 가지는 베시클이나 베시클끼리 융합된 수 ㎛ 길이의 비정형한 구조를 형성하였다.

3-2. 고리형(Cyclic) I6H6RGD[0161]

linear I6H6RGD의 결과를 토대로 디자인된 펩타이드가 충분히 pH 감응성을 가지는 것을 확인하였기 때문에 더 급[0162]

격한 구조변화를 보일 것으로 예상되는 고리형 펩타이드의 pH에 따른 구조변화를 관찰하였다.

Cyclic I6H6RGD의 경우 pH 4.5 환경에서는 자가조립 구조체가 거의 관찰 되지 않았으나 매우 드물게 직경 20 nm[0163]

내외의 마이셀 구조나 100 nm 이상의 베시클 구조가 관찰되었다.

등록특허 10-2219828

- 19 -



pH 6 환경에서는 pH 4.5 에 비해 자가조립 구조체의 개수와 밀도가 훨씬 높았으며 직경 20 nm 내외의 마이셀 구[0164]

조가 주로 관찰되었고 직경 수십 100 nm 내외의 베시클 구조가 관찰되었다.

pH 7.5 환경에서도 pH 6 환경과 마찬가지로 비슷한 크기의 마이셀과 베시클이 관찰되었다(도 4).[0165]

3-3. Cyclic I8H6RGD[0166]

Cyclic I8H6RGD의 경우 Cyclic I6H6RGD에 비해 pH에 따른 구조 차이가 더 명확 하였다. pH 4.5 환경에서는 직경[0167]

20 nm 내외의 마이셀 혹은 cylindrical 마이셀이 관찰되었고 pH 6에서는 수 ㎛의 다양한 크기를 갖는 판상 구조

가 형성되었다.

pH 7.5 환경에서는 더 크기가 크고 비정형적인 뭉친 구조가 형성 되었다. Cyclic I8H6RGD의 경우 pH에 대한 감[0168]

응성은 매우 높으나 높은 pH 환경에서 I의 개수가 많아 소수성 결합이 매우 커져서 모양이 과도하게 비정형적이

고 고차원적인 자가조립을 하지 못한 것으로 판단된다(도 5).

3-4. Cyclic I6H10RGD[0169]

Cyclic I6H10RGD의 경우도 마찬가지로 Cyclic I6H6RGD에 비해 pH에 따른 구조 차이가 더 명확하였다.[0170]

pH 4.5 환경에서는 직경 20 nm 내외의 마이셀이 관찰되었고 pH 6에서도 직경 20 nm 내외의 마이셀이 관찰되었다[0171]

(도 6).

pH 7.5 환경에서는 크기가 다양한 직경이 수십 nm 에서 약 500 nm 정도의 베시클과 베시클끼리 퓨전된것으로 추[0172]

정되는 수 ㎛ 길이의 타원형 구조가 형성 되었다.

Cyclic I6H10RGD가 Cyclic I6H6RGD에 비해 pH에 따른 구조 차이가 더 명확한 이유는 H의 개수가 4개가 더 많기[0173]

때문인 것으로 판단되었다.

Cyclic I8H6RGD에 비해 높은 pH에서 안정된 베시클 구조를 갖는 것은 I의 개수가 적어 높은 pH에서도 비정형적인[0174]

구조를 형성하지 않고 적절한 소수성 결합을 하기 때문인 것으로 판단된다. 

3-5. Cyclic I6H10RGD buffer[0175]

다른 펩타이드에 비해 homogeneous한 구조를 형성하며 마이셀과 베시클을 형성하는 점이 다양한 응용 가능성을[0176]

보여준다고 판단되어 생체 조건과 유사한 pH4.5인 SABS buffer 와 pH 7.5인 KPBS buffer 상에서도 구조를 형성

하는지 관찰하였다.

기대하던 대로 SABS buffer에서도 pH 4.5인 수용액 환경과 마찬가지로 직경 20 nm 내외의 마이셀이 관찰되었고[0177]

KPBS buffer pH 7.5인 수용액 환경과 마찬가지로 수십에서 수백 nm 직경의 다양한 크기의 베시클이 관찰되었다.

즉, Cyclic I6H10RGD 펩타이드는 생체 내 환경 속에서도 구조와 기능을 유지하여 생체 응용이 가능할 것으로 판[0178]

단된다(도 7).

3-6. Cyclic I6RGDH6[0179]

Cyclic I6RGDH6의 경우 pH 4.5 환경에서는 구조가 잘 형성되지 않는 것으로 보이는 수 nm 크기의 비정형 구조와[0180]

20 nm 내외의 마이셀 구조가 관찰되었다.

pH 6 환경에서는 pH 4.5 에 비해 자가조립 구조체의 개수와 밀도가 훨씬 높았으며 20 nm 내외의 마이셀 구조가[0181]

주로 관찰되었다.

pH 7.5 환경에서는 Cyclic I8H6RGD의 경우와 유사한 수 ㎛ 크기의 비정형 구조가 관찰되었다(도 8).[0182]

소수성 블록에 대한 H블록 위치의 방향만 차이가 나고 있음에도, Cyclic I6RGDH6가 Cyclic I6H6RGD에 비해 pH에[0183]

따른 구조 변화가 명확한 것을 보아 소수성 블록 주변의 환경이나 방향성이 자가조립을 제어할 수 있는 중요한

요소인 것으로 판단된다.

고리형 펩타이드는 모두 pH에 따라 구조 변화를 이루었기 때문에 디자인된 서열의 일반화 가능성을 알아보고자[0184]

등록특허 10-2219828

- 20 -



추가 펩타이드를 합성하였다.

4가지 펩타이드 중 Cyclic I6H10RGD 펩타이드가 pH에 따른 구조변화가 명확하였으며, pH에 따라 용용 가능성이[0185]

마이셀과 베시클을 homogeneous 하게 형성하였으므로 H10RGD 플랫폼의 확장 가능성을 알아보고자 소수성 펩타이

드 moiety 부분(I)을 L, V 로 대체한 Cyclic L6H10RGD, Cyclic V6H10RGD를 합성하였다.

3-7. Cyclic L6H10RGD[0186]

Cyclic L6H10RGD의 경우 pH 4.5 환경에서는 직경 20nm 내외의 마이셀 구조나 수십 nm 정도의 베시클 구조가 관찰[0187]

되었다.

pH 6 환경에서는 pH 4.5 에 비해 자가조립 구조체의 개수와 밀도가 훨씬 높았으며 20 nm 내외의 마이셀, 수십[0188]

nm 정도의 베시클, 뭉침 구조가 다양하게 관찰되었다(도 9).

pH 7.5 환경에서는 Cyclic I8H6RGD와 Cyclic I6RGDH6의 경우와 유사한 수 ㎛ 크기의 비정형적인 구조가 관찰되었[0189]

다.

Cyclic I6H10RGD에 비해 크거나 비정형한 구조가 관찰되는 이유는 I에 비해 L이 더 소수성 성질을 갖기 때문으로[0190]

판단되었다.

3-8. Cyclic V6H10RGD[0191]

Cyclic V6H10RGD의 경우 pH 4.5 환경에서는 직경 100 ~ 200 nm 내외의 베시클 혹은 길다란 베시클 구조가 관찰되[0192]

었다.

pH 6 환경에서는 직경 20 nm 내외의 마이셀, 수십 nm 정도의 베시클 구조가 다양하게 관찰되었다. pH 7.5 환경[0193]

에서는 직경 20 nm 내외의 cylindrical 마이셀 구조가 관찰되었다(도 10).

Cyclic V6H10RGD는 다른 펩타이드의 양상과는 다르게 pH가 낮을 때 오히려 더 큰 구조가 형성되었다.[0194]

상기 결과는 packing parameter의 관점으로 봤을 때 소수성 체인의 부피 혹은 길이 비율이 낮아질수록 마이셀과[0195]

같은 더 작은 자가조립 구조를 형성하는 것과 상반되나, V이 다른 아미노산과는 다른 특이한 2차 β-sheet쌓음

을 하기 때문으로 추정되었다.

Cyclic L6H10RGD 및 Cyclic V6H10RGD도 예측한 바와 같이 pH에 따라 구조가 확연히 변하였으므로, Cyclic Xn-Hm-Rl[0196]

펩타이드의 pH 감응성을 일반화 할 수 있을 것으로 판단하였다.

3-9. Cyclic I3L3H10RGD, Cyclic L3I3H10RGD, Cyclic (IL)3H10RGD 및 Cyclic (LI)3H10RGD[0197]

Cyclic I3L3H10RGD, Cyclic L3I3H10RGD, Cyclic (IL)3H10RGD 및 Cyclic (LI)3H10RGD의 경우 역시 pH에 따라 구조 변[0198]

화가 나타남을 확인하였다. 구체적으로, pH 4.5 및 pH 6 환경에서 베시클과 같은 구조를 형성하였으며, pH 7.5

환경에서는 훨씬 거대하고 비정형한 불규칙적 구조가 형성되었다(도 11, 도 12, 도 13 및 도 14).

4. TEM 실험결과[0199]

AFM 데이터를 고려하면, Cyclic I6H10RGD의 경우 다른 펩타이드에 비해 homogeneous한 마이셀과 베시클 구조를[0200]

잘 형성한다고 판단되어 TEM으로 구조를 추가적으로 관찰하였다. pH 7.5 환경에서는 AFM과 마찬가지로 수십 nm

직경의 베시클이 잘 형성되었다(도 18).

다만 pH 4.5 환경에서는 AFM와 유사하게 마이셀 구조가 잘 관찰되지는 않았지만 직경 20nm이하의 작은 구조들이[0201]

관찰된 것으로 보아 Cyclic I6H10RGD의 pH감응성이 확인되었다. 

5. CD 실험결과[0202]

펩타이드가 pH에 따라 어떻게 구조 변화를 하게 되는지 좀 더 명확한 기작을 가지고 설명하기 위해 CD를 측정하[0203]

였다.

Cyclic X6H10RGD 펩타이드에 대한 CD를 측정한 결과 pH 4.5, pH 6 환경에서는 랜덤코일 2차구조를 형성하는데 반[0204]
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해 pH 7.5 환경에서는 β-sheet 2차 구조를 형성하였다(도 19).

상기 결과를 참조하면, pH가 증가함에 따라 히스티딘이 전하를 잃게 되어 소수성 성질이 강해지므로, 소수성 아[0205]

미노산의 2차 구조 형성에 영향을 미쳐 β-sheet형성을 용이하게 하고 이로 인해 정형화된 고차원 구조를 형성

시키는 것으로 판단할 수 있다.

전술한 본 발명의 설명은 예시를 위한 것이며, 본 발명이 속하는 기술분야의 통상의 지식을 가진 자는 본 발명[0206]

의 기술적 사상이나 필수적인 특징을 변경하지 않고서 다른 구체적인 형태로 쉽게 변형이 가능하다는 것을 이해

할 수 있을 것이다. 그러므로 이상에서 기술한 실시예들은 모든 면에서 예시적인 것이며 한정적이 아닌 것으로

이해해야만 한다. 예를 들어, 단일형으로 설명되어 있는 각 구성 요소는 분산되어 실시될 수도 있으며, 마찬가

지로 분산된 것으로 설명되어 있는 구성 요소들도 결합된 형태로 실시될 수 있다.

본 발명의 범위는 후술하는 청구범위에 의하여 나타내어지며, 청구범위의 의미 및 범위 그리고 그 균등 개념으[0207]

로부터 도출되는 모든 변경 또는 변형된 형태가 본 발명의 범위에 포함되는 것으로 해석되어야 한다. 
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<150>    KR 10-2018-0042402

<151>    2018-04-11

<160>    14

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    25

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Linear I6H6RGD

<400>    1

Trp Ile Ile Ile Ile Ile Ile Gly His His His His His His Gly Arg

  1               5                  10                  15 

Gly Asp Arg Gly Asp Arg Gly Asp Lys

             20                  25

<210>    2

<211>    27

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Linear I8H6RGD

<400>    2

Trp Ile Ile Ile Ile Ile Ile Ile Ile Gly His His His His His His

  1               5                  10                  15 

Gly Arg Gly Asp Arg Gly Asp Arg Gly Asp Lys

             20                  25        

<210>    3

<211>    29

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Linear I6H10RGD

<400>    3

Trp Ile Ile Ile Ile Ile Ile Gly His His His His His His His His

  1               5                  10                  15 

His His Gly Arg Gly Asp Arg Gly Asp Arg Gly Asp Lys
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             20                  25                

<210>    4

<211>    25

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Linear I6RGDH6

<400>    4

Trp Ile Ile Ile Ile Ile Ile Gly Arg Gly Asp Arg Gly Asp Arg Gly

  1               5                  10                  15 

Asp Gly His His His His His His Lys

             20                  25

<210>    5

<211>    25

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Cyclic I6H6RGD

<400>    5

Trp Ile Ile Ile Ile Ile Ile Gly His His His His His His Gly Arg

  1               5                  10                  15 

Gly Asp Arg Gly Asp Arg Gly Asp Gly

             20                  25

<210>    6

<211>    27

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Cyclic I8H6RGD

<400>    6

Trp Ile Ile Ile Ile Ile Ile Ile Ile Gly His His His His His His

  1               5                  10                  15 

Gly Arg Gly Asp Arg Gly Asp Arg Gly Asp Gly

             20                  25        

<210>    7

<211>    29
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<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Cyclic I6H10RGD

<400>    7

Trp Ile Ile Ile Ile Ile Ile Gly His His His His His His His His

  1               5                  10                  15 

His His Gly Arg Gly Asp Arg Gly Asp Arg Gly Asp Gly

             20                  25                

<210>    8

<211>    25

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Cyclic I6RGDH6

<400>    8

Trp Ile Ile Ile Ile Ile Ile Gly Arg Gly Asp Arg Gly Asp Arg Gly

  1               5                  10                  15 

Asp Gly His His His His His His Gly

             20                  25

<210>    9

<211>    29

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Cyclic L6H10RGD

<400>    9

Trp Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gly His His His His His His His His

  1               5                  10                  15 

His His Gly Arg Gly Asp Arg Gly Asp Arg Gly Asp Gly

             20                  25                

<210>    10

<211>    29

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Cyclic V6H10RGD
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<400>    10

Trp Val Val Val Val Val Val Gly His His His His His His His His

  1               5                  10                  15 

His His Gly Arg Gly Asp Arg Gly Asp Arg Gly Asp Gly

             20                  25                

<210>    11

<211>    29

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Cyclic I3L3H10RGD

<400>    11

Trp Ile Ile Ile Leu Leu Leu Gly His His His His His His His His

  1               5                  10                  15 

His His Gly Arg Gly Asp Arg Gly Asp Arg Gly Asp Gly

             20                  25                

<210>    12

<211>    29

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Cyclic L3I3H10RGD

<400>    12

Trp Leu Leu Leu Ile Ile Ile Gly His His His His His His His His

  1               5                  10                  15 

His His Gly Arg Gly Asp Arg Gly Asp Arg Gly Asp Gly

             20                  25                

<210>    13

<211>    29

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Cyclic (IL)3H10RGD

<400>    13

Trp Ile Leu Ile Leu Ile Leu Gly His His His His His His His His

  1               5                  10                  15 
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His His Gly Arg Gly Asp Arg Gly Asp Arg Gly Asp Gly

             20                  25                

<210>    14

<211>    29

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Cyclic (LI)3H10RGD

<400>    14

Trp Leu Ile Leu Ile Leu Ile Gly His His His His His His His His

  1               5                  10                  15 

His His Gly Arg Gly Asp Arg Gly Asp Arg Gly Asp Gly

             20                  25
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