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(57) 요 약

본 발명은 조영제 조성물 및 이를 이용한 바이오 영상화 방법에 관한 것이다. 본 발명의 조영제 조성물은 생분자

인 DNA 나노 구조체를 주요 성분으로 포함하기 때문에, 본질적으로 비세포독성 및 비면역성이며, 다른 유기 또는

무기 기반 조영제 조성물에서 관찰될 수 있는 안전성 문제를 야기할 가능성이 낮다. 또한, 본 발명의 조영제 조

성물은 우수한 세포 내 섭취 및 안정성을 나타내어 충분한 조영 증강 효과를 통해 질병의 진단을 용이하게 할 뿐

만 아니라, 기존에 탐색이 어려웠던 감시림프절까지 영상화할 수 있기 때문에, 암의 전이 여부를 용이하게 판단

하고, 저침습적 치료의 임상 적용을 가능하게 한다.　 

대 표 도 - 도1
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특허청구의 범위

청구항 1 

DNA 나노케이지 구조체 및 약제학적으로 허용되는 담체를 포함하는 조영제 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 DNA 구조체는 사면체, 육면체, 팔면체, 십이면체, 이십면체, 육팔면체, 십이이십면체, 이

중 피라미드 또는 풀로렌(fullerene) 구조를 가지는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 DNA 구조체는 사면체 구조를 가지는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 DNA 구조체는 무기 또는 유기 염료(dye), 형광체, 동위원소, 자성체, 상자성 나노입자 또

는 초상자성 나노입자로 표지된 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 조성물은 형광 영상화(fluorescence  imaging),  광학 영상화(optical  imaging),  방사선

영상화, 컴퓨터 단층(CT) 촬영 또는 MRI(magnetic resonance imaging) 영상화에 사용되기 위한 것인 조성물. 

청구항 6 

제1항에 있어서, 상기 조성물은 암 또는 암 전이의 진단에 사용되기 위한 것인 조성물.

청구항 7 

질병의 발병 또는 진행상황을 진단하기 위한 정보를 제공하기 위하여, 제1항에 따른 조영제 조성물을 사용하여

조직을 영상화하는 방법.

청구항 8 

제7항에 있어서, 상기 조직은 감시림프절인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 9 

제7항에 있어서, 상기 질병은 암 또는 암의 전이인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 10 

제7항에 있어서, 상기 방법은 인 비보(in vivo)에서 수행되는 것을 특징으로 하는 방법.
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명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 조영제 조성물 및 이를 이용한 바이오 영상화 방법에 관한 것이다.　　 [0001]

배 경 기 술

감시림프절(Sentinel lymph nodes, SLNs)은 일차 종양에서 떨어져 나온 암세포가 림프 도관을 통해 최초로 도달[0002]

하는 림프절이다. 감시림프절의 상태를 평가하는 것은 암의 단계를 정확하게 결정함에 있어 매우 중요하며, 그

에 따라 암의 예후 및 가장 적합한 치료법이 결정된다.
1
 현재 유방암 및 흑색종 환자의 경우, 전이를 진단하기

위하여 침습적인 감시림프절 생검(SLNB)을 수행하고 있는데, 이를 대체할 수 있는 비침습적인 방법이 요구된다.

특히, 청색 염료 및 방사능 콜로이드에 기반한 비침습적 영상화 기법이 약 20년 전에 도입된 이래로, 임상 연구

에서 감시림프절(SLNs) 확인을 위한 기법으로 주로 사용되고 있다.
2-3
 이들 기법들은 널리 사용됨에도 불구하고,

여전히 단점을 가지고 있다. 청색 염료의 경우, 그 스펙트럼의 한계로 인하여 피부 절제 없이는 감시림프절을

확인할 수 없다는 단점이 있다.
4
 또한, 염료는 소분자이기 때문에 초기 적하점으로부터 신속하게 배출된다. 이러

한 신속한 확산은, 투과성의 림프 도관들로 둘러싸인 감시림프절 내에 잘 보유되지 않는 원인이 된다. 감시림프

절에 단시간 보유(ca. 15- 20 분)
5
된 후에,

 
염료는 제2차 결절로 넘어가게 되는데, 이는 다른 후속 결절로부터

감시림프절을 구별하는 것을 어렵게 만든다. 최근에 ICG(인도시아닌 그린), 근적외선(NIR) 염료가 이러한 청색

염료의 광학적 단점을 극복하고자 개발되었다.
6-7

 ICG 사용에 의하여 감시림프절의 육안 탐지는 개선되었지만,

ICG 역시도 소분자이기 때문에 짧은 보유 시간 문제는 여전히 해결되지 않았다. 소분자 염료를 기반으로 하는

영상제와는 대조적으로, 
99m
Tc-표지된 황 콜로이드를 포함하는, 동위원소 표지된 콜로이드의 경우 상대적으로 느

린 확산속도를 가지며, 그 결과 투여 부위에 남아 있는 경향이 있다.
8-9
 이러한 느린 확산으로 인하여, 콜로이드

는 림프절에 도달할 때까지 장시간이 걸리며, 따라서 림프 맵핑을 시행하기 전날에 투여되어야 한다. 또한, 이

러한 방사능 동위원소 기법은 방사능 제제에 대한 안전 규정 때문에 제한된 장소에서만 사용될 수 있다. 이러한

전통적인 염료-가이드 또는 방사능-가이드 SLN 맵핑 기법에서의 단점을 극복하기 위하여, SLN 확인에 있어, 초

음파
10-12

, 컴퓨터 단층 X선 사진 촬영(CT)
13-14

, 자기 공명 영상
15-17

, 광학 이미지화
18-22

, 광음향 단층 사진 촬영
23-

26 
기법 등이 연구되어 왔다. 이렇게 새롭게 연구된 기법들은 주로 나노 입자 기반 조영제 이용에 관한 것인데,

이는 나노 입자 기반 조영제가 방사성 핵종의 콜로이드와 비교하여 림프절 부위에 상대적으로 신속하게 도달하

면서도, 또한 작은 염료와 비교해서는 SLN 영역에서 유지되는 시간이 길기 때문이다. 그러나, 무기 또는 고분자

나노입자는 생물학적으로 비천연의 물질로부터 유래한 것이기 때문에 인 비보에서 잠재적인 독성을 가질 수 있

다.

한편,  내재적으로  생적합성인  DNA가  자가  조립하여  사면체,  이중  피라미드,  8면체,  12면체  및  풀로렌[0003]

(fullerene)-유사 구조를 포함하는 다양한 3차원(3D) 구조의 DNA 나노 케이지를 형성한다는 것이 종전에 보고된

바 있다.
27
 이들 중에서 특히 DNA 사면체는 4개의 DNA 가닥으로부터 간단하게 조립되어 고수율로 제조될 수 있기

때문에, 가장 실용적인 DNA 나노케이지 중 하나로 여겨지고 있다.
28-29

 DNA 나노케이지가 포유류 세포 중으로 섭

취된다는 최근의 보고는 나노케이지가 생의학 적용에 있어 중요한 역할을 할 수 있게 하는 기회를 열었다.
30
 또

한, DNA 나노케이지는 뉴클레아제에 대하여 현저하게 저항성이다.
31
 비록 종전 연구들이 DNA 나노케이지가 약물

전달 및 인 비트로 세포 수준에서의 면역 반응 자극과 같은 생명 공학 연구에 있어 전도 유망한 도구가 될 수

있음을 기술한 바 있지만,
32-33

 삼차원 DNA 나노 구조의 인 비보 적용은 여전히 기초 개발 단계 수준이다. 이와

관련하여 선각자적인 연구로서, 최근에 siRNA를 포함하는 DNA 사면체가 개발되어 인 비보 시스템 중에서 효과적

으로 mRNA를 조절하기 위하여 사용된 바 있다.
34

본 명세서 전체에 걸쳐 다수의 논문 및 특허문헌이 참조되고 그 인용이 표시되어 있다. 인용된 논문 및 특허문[0004]
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헌의 개시 내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본 발명의

내용이 보다 명확하게 설명된다. 

선행기술문헌

비특허문헌

(비특허문헌 0001)  논문(Goodman, R. P. et al., Rapid Chiral Assembly of Rigid DNA Building Blocks for[0005]

Molecular Nanofabrication. Science 2005, 310, 1661-1665) 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 기존의 나노 입자 기반 조영제와 비교하여 세포 내부로 신속하게 도입되면서도 연장된 보유시간[0006]

을 가지고, 동시에 인 비보에서 생체에 무해한 조영제 조성물의 개발을 위하여 연구 노력하였다. 그 결과 내재

적으로 생적합성인 DNA의 3차원 나노구조체가, 증가된 세포 섭취 및 안정성을 구비하여 인 비보 바이오 영상화

에 매우 유용하게 사용될 수 있다는 것을 밝혀냄으로써, 본 발명을 완성하게 되었다. 

따라서 본 발명의 목적은 상기 DNA 3차원 나노구조체를 적용한 조영제 조성물을 제공하는 데 있다.[0007]

본 발명의 다른 목적은 상기 조영제 조성물을 이용한 바이오 영상화 방법을 제공하는 데 있다. [0008]

본 발명의 또 다른 목적 및 이점은 하기의 발명의 상세한 설명, 청구범위 및 도면에 의해 보다 명확하게 된다. [0009]

과제의 해결 수단

본 발명의 하나의 관점은 삼차원 DNA 나노케이지 구조체 및 약제학적으로 허용되는 담체를 포함하는 조영제 조[0010]

성물을 제공하는 것이다. 

내재적으로 생적합성인 DNA 가 자가 조립하여 형성하는 삼차원 DNA 나노케이지 구조는 통상의 이중사 DNA와 비[0011]

교하여 뉴클레아제에 대하여 현저하게 높은 저항성을 갖는다. 본 발명자들은 DNA의 삼차원 나노구조체가 높은

생적합성 및 세포 내 안정성뿐만 아니라, 표지를 위한 유연성을 가지고 있음에 착안하여, 이를 응용한 인 비보

영상화를 설계 및 수행한 결과, 놀랍게도 삼차원 DNA 나노케이지 구조체가 선형의 DNA 이중사와 비교하여 증가

된 세포 섭취 및 세포 내 안정성을 가지는바, 인 비보 바이오 영상화에 매우 적합하다는 것을 밝혀내기에 이르

렀다. 

 본 발명의 조영제 조성물에 포함되는 상기 DNA 나노구조체란 통상 선형인 DNA가 자가 조립하여 형성된 3차원[0012]

케이지 형상의 구조를 갖는 것으로서, 예컨대 사면체, 육면체, 팔면체, 십이면체, 이십면체, 육팔면체, 십이이

십면체와 같은 다양한 다면체 구조, 이중 피라미드 또는 풀로렌(fullerene) 구조 등을 가질 수 있으나, 반드시

이에 제한되는 것은 아니다.

바람직한 구현예에서, 상기 삼차원 DNA 나노케이지 구조체는 사면체일 수 있다. [0013]

다양한 삼차원 DNA 나노케이지 구조체 중에서, 특히 DNA 사면체는 4개의 DNA 가닥으로부터 간단하게 조립되어[0014]

고수율로 제조될 수 있기 때문에 가장 실용적이며, 또한 DNA 사면체는 림프 배수 및 림프절 유지를 위하여 요구

되는 유체역학적 직경(6 내지 10 nm)
35
 범위에 속하는 크기를 가지기 때문에, 특히 SLN 조영제로서 좋은 후보자

이다. 

그러나, DNA 사면체 이외의 다른 다양한 삼차원 DNA 나노케이지 구조체들도 증가된 세포 섭취 및 안정성을 가지[0015]
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는 것으로서, 조영제 나노입자로서 유용하게 사용될 수 있다.

본 발명의 조영제 조성물에 있어서, 상기 DNA 구조체는 무기 또는 유기 염료(dye), 형광체, 동위원소, 자성체,[0016]

상자성 나노입자 또는 초상자성 나노입자로 표지된 것일 수 있다.

상기 무기 또는 유기 염료는 기존의 염료를 포함하여 형광 또는 광학 영상, 컴퓨터 단층(CT) 촬영과 같은 방사[0017]

선 영상화, 초음파 또는 MRI와 같은 비방사선 영상화에 있어서 영상의 대조도를 증가시키기 위하여 사용되는 것

으로서, 예컨대 디아트리조에이트(Diatrizoate), 메트리조에이트(Metrizoate), 이옥사글레이트(Ioxaglate), 이

오파미돌(Iopamidol),  이오헥솔(Iohexol),  이옥실란(Ioxilan),  이오프로미드(Iopromide),  이오딕산올

(Iodixanol), 바륨 설페이트와 같은 바륨계 염료, 가스트로그라핀(Gastrografin)
®
등을 사용할 수 있으나, 반드

시 이에 제한되는 것은 아니다.

상기  형광  표지자로는,  예컨대  인도시아닌,  NIR(근적외선)  염료,  플루오레신(fluorescein),  피코에리트린[0018]

(phycoerythrin), 로다민, 리사민(lissamine), Cy3, Cy5(Pharmacia), 발색단, 화학발광단, 매스 표지, 전자밀

집입자, 효소(알칼린 포스파타아제 또는 호스래디쉬 퍼옥시다아제) 등을 사용할 수 있으나, 반드시 이에 한정되

는 것은 아니다. 

본 발명에 있어서, 삼차원 DNA 나노케이지 구조체는 방사성 동위 원소로 표지될 수도 있는데, 사용 가능한 방사[0019]
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이에 제한되는 것은 아니다.　

상기 삼차원 DNA 나노케이지 구조체는 자성체, 상자성 나노입자 또는 초상자성 나노입자로 표지될 수도 있는데,[0020]

이 경우 특히 MRI를 이용한 영상화에 있어 유용하게 활용될 수 있다.

상자성 나노입자란 스핀-격자 이완을 일으킬 수 있는 물질로서,  예컨대 Magnevist(Schering,  Germany),  Gd-[0021]

DTPA(Gd-diethylene triamine pentaacetic acid)와 같은 Gd 킬레이트 화합물, Gd2O3(C. Riviere et al. J. Am.

Chem. Soc. 2007, 129, 5076.), MnO(T. Hyeon et al. Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 46, 5397.) 등의 물질을

사용할 수 있으나, 반드시 이에 제한되는 것은 아니다.

또한, 초상자성 나노입자란 외부에서 자기장을 주었을 때 자화되고, 유도 자기장을 발생시켜 주변 물분자의 수[0022]

소 핵스핀의 스핀-스핀 과정에 영향을 주며, 자기공명영상 신호를 증폭시키어, 통상 물과 비교하여 어두운 조영

효과(dark  or  negative  contrast  effect)를  나타내는  물질로서,  예컨대  산화철  성분을  포함하는  Feridex,

Resovist, Combidex, MEIO(magnetism engineered iron oxide) 등을 사용할 수 있으나 반드시 이에 제한되는 것

은 아니다.

상기와 같이, 삼차원 DNA 나노케이지 구조체가 어떠한 성분으로 표지되는지에 따라, 본 발명의 조영제 조성물을[0023]

형광 영상화(fluorescence imaging), 광학 영상화(optical imaging), 방사선 영상화, 컴퓨터 단층(CT) 촬영 또

는 MRI용으로 적절하게 사용할 수 있다. 

본 발명의 조영제 조성물은 상술한 삼차원 DNA 나노케이지 구조체와 함께 약제학적으로 허용되는 담체를 포함하[0024]

는데, 상기 약제학적으로 허용되는 담체는 제제시에 통상적으로 이용되는 것으로서, 락토스, 덱스트로스, 수크

로스,  솔비톨,  만니톨,  전분,  아카시아  고무,  인산  칼슘,  알기네이트,  젤라틴,  규산  칼슘,  미세결정성

셀룰로스, 폴리비닐피롤리돈, 셀룰로스, 물, 시럽, 메틸 셀룰로스, 메틸히드록시벤조에이트, 프로필히드록시벤

조에이트, 활석, 스테아르산 마그네슘 및 미네랄 오일 등을 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다. 적합한 약제

학적으로 허용되는 담체 및 제제는 Remington's Pharmaceutical Sciences (19th ed., 1995)에 상세히 기재되어
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있다. 

본 발명의 조영제 조성물은 비경구 또는 경구 방식으로 투여될 수 있다.  비경구 투여를 하는 경우,  정맥내[0025]

주입,  근육내  주입,  관절내(intra-articular)  주입,  활액내(intra-synovial)  주입,  수망강내  주입,  간내

(intrahepatic) 주입, 병변내(intralesional) 주입 또는 두개강내(intracranial) 주입 등으로 투여할 수 있다.

본 발명의 조영제 조성물의 적합한 투여량은 제제화 방법,  투여 방식,  환자의 연령,  체중,  성,  병적 상태,

음식, 투여 시간, 투여 경로, 배설 속도 및 반응 감응성과 같은 요인들에 의해 다양하게 처방될 수 있다.

또한, 본 발명의 조영제 조성물은 조직을 영상화하여 그로부터 질병을 진단하는 데 유용하게 사용할 수 있는데,[0026]

특히 암 또는 암 전이의 진단에 바람직하게 사용될 수 있다.

본 발명의 다른 관점은 질병의 발병 또는 진행상황을 진단하기 위한 정보를 제공하기 위하여, 상술한 조영제 조[0027]

성물을 사용하여 조직을 영상화하는 방법을 제공하는 것이다.

본 발명의 조영제 조성물은 증가된 세포 내 섭취 및 우수한 세포 내 안정성을 가지는 생적합성 삼차원 DNA 나노[0028]

케이지 구조체를 포함하기 때문에, 생체 조직을 영상화하는데 매우 유용하게 사용될 수 있다. 

바람직한 구현예에서, 상기 영상화하고자 하는 조직은 감시림프절일 수 있는데, 감시림프절은 투과성의 림프 도[0029]

관들로 둘러싸여 물질의 배출이 신속한 관계로 기존의 조영제로는 탐색이 어려웠다. 그럼에도 불구하고, 본 발

명의 조영제 조성물은 감시림프절 중의 세포 속으로 섭취 및 유지되어, 증가된 감시림프절 내 보유시간을 나타

내므로, 빠른 정맥 역류로 인하여 탐색이 곤란하였던 감시림프절까지도 우수하게 국소화하는 특징을 갖는다.

상술한 바와 같이 본 발명의 방법은 감시림프절까지 영상화할 수 있는 방법으로서, 암 또는 암의 전이의 진단을[0030]

위하여 사용될 수 있으며, 바람직하게는 인 비보에서 수행될 수 있다.

발명의 효과

본 발명의 조영제 조성물은 생분자인 DNA 나노 구조체를 주요 성분으로 포함한 것으로서, 본질적으로 비세포독[0031]

성 및 비면역성이며, 다른 유기 또는 무기 기반 조영제 조성물에서 관찰될 수 있는 안전성 문제를 야기할 가능

성이 낮다. 또한, 본 발명의 조영제 조성물은 우수한 세포 내 섭취 및 안정성을 나타내어 충분한 조영 증강 효

과를 통해 질병의 진단을 용이하게 할 뿐만 아니라, 기존에 탐색이 어려웠던 감시림프절까지 영상화할 수 있기

때문에, 암의 전이 여부를 용이하게 판단하고, 저침습적 치료의 임상 적용을 가능하게 한다.

도면의 간단한 설명

도 1. Td의 특성 확인. (A) 사면체 조립을 확인하기 위한 천연 PAGE. 레인 1: Cy5-S4; 레인 2: Cy5-S4 및 S3;[0032]

레인 3: Cy5-S4, S3 및 S2; 레인 4: Cy5-S4, S3, S2 및 S1. Td(B) 및 Ds(C)의 유체역학적 크기를 측정하기 위

한 DLS 데이터. (D) Td의 AFM 이미지 및 AFM 이미지 중에서의 Td 입자의 고도 분포.

도 2. 10% 마우스 혈청 중에서 선형의 DNA 이중사(Cy5-Ds) 및 DNA 사면체 안정성의 겔 전기영동 분석.

도 3. DNA 프로브를 사용한 SLN 영상화. Cy5-Td (A) 또는 Cy5-Ds (B)를 주입한 직후(상단) 및 2시간 후(하단)

의 마우스 영상. (C) Cy5-Td(백색점) 및 Cy5-Ds(흑색점) 주입 후 SLN 영역에서의 시간 의존적인 Cy5 발광의 강

도 변화.

도 4. Cy5-Td을 주입한 마우스의 광학 단층 X선 사진 영상. Cy5의 발광에 의하여 왼쪽 겨드랑이에 있는 SLN가

특히 눈에 띤다.

도 5. (A) 투여 2시간 후에 찍은 인 비보 형광 영상. (B) Cy5-Ds-주입한 마우스(상단) 및 Cy5-Td-주입한 마우스

(하단)로부터 유래한 분리된 기관의 엑스 비보 NIR 형광 영상. 표시된 장기들은 왼쪽부터 순서대로 간, 폐, 비

장, 신장, 심장, 종양, 왼쪽 겨드랑이 SLNs 및 오른쪽 겨드랑이 SLNs이다. (C) SNLs에서의 Cy5(적색) 및 자동형

광(녹색)이 혼합되지 않은 발광 프로파일. (D) Cy5-Ds-주입된 마우스(상단) 및 Cy5-Td-주입된 마우스(하단)로부

터 유래한 분리된 장기의 비혼합된 형광 이미지로서, 특히 왼쪽 겨드랑이 SLN로부터의 Cy5 발광을 보여준다. 
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도 6. Cy-Td(A) 및 Cy-Ds(B)의 조직학적 위치의 형광 분석. 좌측 패널 중 사각형 영역을 확대한 것을 우측 패널

에 나타내었다. 밝은 필드 영상을 상단에, 그에 대응하는 형광 영상을 하단에 각각 나타내었다. 핵은 DAPI로 염

색되어 녹색을 띤다.

도 7. SLN 조직의 조직학적 영상 중에서의 강도 비교. 사진 중에 포함된 숫자는 카메라로 읽은 카운트 수준을

나타내면서, Cy5의 평균 형광 신호를 표시한다.

도 8. DNA 프로브의 세포 섭취. (A) Td 및 Ds의 세포 내 섭취를 보여주고 있는 RAW264.7 세포의 형광 현미경 영

상. (B) 미처리 대조군(흑색)과 비교하여 나타낸, Td(녹색) 및 Ds(적색) 처리된 세포의 유세포 분석 프로파일.

(C) Ds와 비교하여 Td 의 증가된 세포 섭취를 보여주는 정량적 데이터.

도 9. RAW264.7 세포에 대한 Ds 및 Td의 세포 독성

도 10. Td (10a) 및 Ds (10b)의 안정성을 시험하기 위한 세포 내 FRET. 공여자(Cy3)에 대한 여기 및 발광 필터

를 사용하여 얻은 영상을 맨 윗줄에 나타내었다. 수용자(Cy5)에 대한 필터를 사용하여 얻은 영상을 맨 아래 줄

에 나타내었다. 공여자에 대한 여기 필터 및 수용자에 대한 발광 필터를 사용하여 얻은 FRET 영상을 중간 줄에

나타내었다.

도 11. 세포 내 FRET. DNA 프로브로 처리한 후 0 시간(11a), 2 시간(11b), 4 시간(11c), 6 시간(11d), 8 시간

(11e) 및 24 시간(11f) 동안 RAW264.7 세포를 배양하였다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명 하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체적[0033]

으로 설명하기 위한 것으로서, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는 것은 본 발명이 속하는

기술 분야에서 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 자명할 것이다. 

실시예 [0034]

<실험방법>[0035]

DNA 사면체(Td) 및 선형의 이중사 DNA(Ds)의 제조. [0036]

모든 DNA 올리고뉴클레오타이드는 바이오니어(대한민국, 대전)로부터 구입하였다. S1, S2, S3 및 Cy5-S4(또는[0037]

FAM-S4)를 혼합하여 Td를 조립하였다. TM 완충액(10 mM Tris-HCl, 5 mM MgCl2, pH=8.0) 중에 4개의 DNA 서열

(각 서열 250 nM)을 혼합하였다. PCR 기계(Applied Biosystems, USA)를 사용하여, 상기 혼합물을 95℃까지 가

열하여 변성시키고,  4℃까지 냉각하여 어닐링되도록 하였다.  Ds는 Td  조립에 사용한 것과 동일한 방법으로,

Cy5-S4 및 그의 상보적 가닥(c-S4)으로부터 제조하였다.

DNA 사면체 및 선형의 이중사 DNA를 구성하기 위하여 사용한 올리고뉴클레오타이드 서열은 하기 표 1에 나타내[0038]

었다.
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[표 1][0039]

[0040]

겔 전기영동. DNA 사면체의 형성을 확인하기 위하여, 100 V 조건 하, 4℃의 완충액 중에서 40분 동안, 비변성[0041]

폴리아크릴아미드  겔(6%)에서  전기영동을  수행하였다.  전기  영동  후에  형광스캐너(Typhoon  9400,  GE

healthcare, USA)를 사용하여 이미지를 시각화하였다.

동적  광산란  측정.  문헌
38
에  기재된  방법에  따라,  제타사이저(Malvern,  UK)  중에서  Td의  유체역학적  크기[0042]

(hydrodynamic size)를 측정하였다.

뉴클레아제에 대한 저항성 측정. 안정성 시험을 위하여, DNA 용액(90 μL, 900 nM)에 10% 마우스 혈청(10 μL,[0043]

Sigma Aldrich, USA)을 첨가하고, 혼합물을 37℃에서 배양하였다. 각각의 시점에, 98% 탈이온화 포름아마이드,

10 mM EDTA, 브로모페놀 블루 및 자일렌시아놀 0.5 mg/ml로 구성된 정지 용액을 첨가하여 반응을 정지시키고,

변성  12%  PAGE  (7  M  우레아)  상에서  분석을  수행하였다.  손상되지  않은  DNA  구조의  양은  형광  스캐너

(Typhoon9400, GE Healthcare, USA) 상에서 Cy5-S4를 시각화하여 측정하였다.

인 비보 영상화에 의한 SLN 맵핑. 동물 실험은 한국 과학기술원 동물 보호 및 사용 위원회의 승인을 받았으며,[0044]

모든 마우스는 위원회의 규정에 따라 처리하였다. 인 비보 영상화 및 질병 모델 제작을 위하여, 0.5% 펜토바르

비탈 나트륨(0.01  mL/g)을 복막 내 주입하여 마우스를 마취시켰다. BALB/c 누드 마우스(5주령, 웅성, Orient

Bio Inc., Korea)를 이용하여 동물 질병 모델을 제작하였다. 마우스의 대퇴부에 SCC7 세포(배양 배지 중에 현탁

시킨 1.0×10
6
개의 세포)를 피하 접종하여 종양을 생성시켰다. Cy5-Ds 및 Cy5-Td를 왼쪽 발바닥 피하 내에 주입
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하였다. 고감도 영상 시스템(IVIS-스펙트럼, Perkin-Elmer, USA) 중에서 수행되는 CCD 카메라를 사용하여 SLN

맵핑의 실시간 형광을 기록하였다.

엑스 비보 영상화 및 조직학적 분석. 인 비보 영상 연구 후에, 인 비보 영상화에서 사용된 것과 동일한 획득세[0045]

트를 구비한 IVIS-스펙트럼 영상 시스템을 사용하여, 절제된 기관, 림프절 및 몸통의 다른 부위에 대한 엑스 비

보 근적외선 형광 영상을 얻었다. 광학적 및 형광 조직학적 관찰을 위해, 현미경(Leica DMI3000 B, 독일; 및 누

안스 멀티스펙트럼 영상 시스템, Perkin Elmer, USA)을 사용하여 OCT-함침된 림프절의 DAPI(4',6'-디아민-2-페

닐인돌)-염색된 단편(20 μm, CM1900 microtome, Leica, 독일)을 관찰하였다.

RAW264.7 세포 속으로 Td 감염. 열로 불활성화한 10% 우태아 혈청, 1% 페니실린 및 스트렙토마이신을 포함하는[0046]

DMEM 배지(Gibco, USA)가 들어있는 유리바닥 35 mm 페트리 접시에 RAW264.7 세포를 넣었다. 2.5×10
4
개 세포를

각각의 접시에 접종하고, 5% CO2를 포함하는 37°C 의 습한 대기 환경 중에서 상기 접시를 밤새 배양하였다. 각

각의 세포 시료로부터 성장 배지를 제거하고, PBS(Gibco, USA)를 사용하여 세포를 2회 세척하였다. 혈청 및 항

생제가 없는 신선한 배지(250 μL) 중에 있는 Td 또는 Ds(250 nM)를 사용하여 각각의 감염 혼합물을 준비하고,

이를 세포 시료에 첨가하고, 5% CO2를 포함하는 37°C의 습한 대기 중에서 6시간 동안 배양하였다.

RAW264.7 세포 속에 있는 Td의 현미경 영상화. 현미경 시험 및 유세포 분석을 위하여, FAM-S4 가닥을 사용하여[0047]

형광 표지된 Td를 제작하였다. Hoechst 34580(3 ㎍/mL, Invitrogen, USA)을 사용하여 핵을 염색하고, PBS(200

μL)로 세포를 2회 세척하였다.  그 다음 세포 배양 배지(200  μL)를 첨가하였다. 형광 현미경(DeltaVision,

Applied  Precision,  USA)으로 살아있는 세포를 영상화하였다. 플루오레신 및 Hoechst 34580를 위하여 사용된

여기/발광 필터는 각각 480-500/509-547 nm와 340-380/432-482 nm이었다.

유세포 분석. RAW264.7세포를 10
5
 세포/mL의 밀도로 24-웰 플레이트에 접종하고, 24시간 동안 배양한 다음, PBS[0048]

로 2회 세척하였다. 감염 실험에서 채택한 방법과 동일한 방법을 사용하여 플루오레신 표지된 DNA 분자와 함께

배양 및 수득하고, PBS로 3회 세척하였다. 그 다음 트립신 보충물(TrypLE
TM
, Gibco, USA) 0.2 mL를 각각의 시료

에 첨가하고, 37°C에서 5분간 배양하였다. 그 다음 각각의 시료에 배지 1 mL를 첨가하고, 얻어진 세포 현탁액

을 원뿔형 튜브(Falcon
TM
 tubes, BD Biosciences, USA)로 이전한 후, 2500 rpm에서 3분간 원심분리하였다. 상등

액을 제거하고, 세포 펠렛을 PBS 1 mL에 재현탁시켰다. 유세포 분석기(FC500, Beckman coulter, USA)를 사용하

여 세포의 플루오레신 강도를 측정하였다. 적어도 1,000개 세포의 시료를 3회 분석하였다.

세포 생존 분석. MTT 분석법으로 Td의 세포독성을 측정하였다. 구체적으로, 배지(100 μL)와 함께 8.0×10
3
개[0049]

RAW264.7 세포를 96-웰 플레이트에 접종하고, ~80% 컨플루언시가 될 때까지 밤새 배양하였다. 그 다음, 세포를

혈청 및 항생제를 포함하지 않는 신선한 배지와 함께, 선형의 이중사 DNA 또는 DNA 사면체의 존재 하에서 37℃

의 CO2 챔버에서 6시간 동안 배양하였다. 그 다음 배지를 포함하는 시료를 제거하고, PBS로 세포를 3회 세척하였

다. 신선한 세포 배양 배지와 함께 세포를 CO2 챔버 중에서 48시간 동안 배양하였다. 그 다음 각각의 세포에 티

아졸릴 블루 테트라졸리움 브로마이드(MTT, TACS, Germany) 용액(10 μL)을 첨가하고, 37℃에서 4시간 동안 배

양하였다. 디메틸 설폭사이드(DMSO, Sigma-Aldrich, USA) 200 μL로 세포를 용출시켰다. 상온에서 밤새 배양한

후에, 마이크로플레이트 리더(SpectraMax Plus
TM
, Molecular Devices, USA)를 사용하여 580 nm에서 흡광도를 측

정하였다.

FRET(Fluorescence resonance energy transfer) 분석. 10% 열 불활성화 우태아 혈청, 1% 페니실린 및 스트렙토[0050]

마이신을 포함하는 DMEM 배지(Gibco, USA)와 함께 RAW264.7 세포를 유리바닥 35 mm 페트리 접시 중에 두었다.
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2.5×10
4
개 세포를 각각의 접시에 접종한 후, 5% CO2를 포함하는 37°C의 습한 대기 중에서 밤새 배양하였다. 각

각의 세포 시료로부터 성장 배지를 제거하고, PBS(Gibco, USA)로 세포를 2회 세척하였다. Cy3-S1, S2, S3 및

Cy5-S4를 혼합하여 Cy3-Td-Cy5를 제작하였다. Cy3-Ds-Cy5는 Cy3-c-S4 및 Cy5-S4를 혼합하여 준비하였다. Td 및

Ds를 위한 단일 표지된 대조군 프로브는 Cy3-S1, S2, S3 및 S4 (또는 S1, S2, S3 및 Cy5-S4) 및 S4 및 Cy3-S1

(또는 S1 및 Cy5-S4) 각각을 혼합하여 준비하였다. PCR 기계를 사용하여, 95℃까지 가열하여 혼합물을 변성시키

고, 4℃까지 냉각하여 어닐링을 수행하였다. 감염은 섭취 실험에서 채택한 것과 동일한 방법을 사용하여 수행하

였다. DNA 시료의 최종 농도는 100 nM이었다. 그 다음 세포를 PBS로 2회 세척하고, 37°C에서 신선한 세포 배지

(200 μL)와 함께 배양하고, 형광 현미경(Delta Vision)을 사용하여 다른 시점(0, 2, 4, 6, 8 및 24 시간)에서

영상화하였다. Cy3 및 Cy5에 대하여 사용한 여기/발광 필터는, 각각 542-570/594-630 및 630-650/665-705 nm이

었다. FRET 분석을 위하여, Cy3/Cy3(제공자/제공자), Cy3/Cy5(제공자/수용자) 및 Cy5/Cy5(수용자/수용자)와 같

은 다른 여기/발광 필터를 사용하여 신호를 기록하고, ImageJ로 분석하였다

<실험결과>[0051]

DNA 사면체를 조립하고, 사면체 구조(Td)의 구성을 비변성 폴리아크릴아미드 겔 전기영동(PAGE) 상에서 분석한[0052]

결과, PAGE 분석에서 DNA 사면체 조립의 전형적인 현상인 DNA의 사슬형 첨가에 의한 지연 증가가 관찰되었다(도

1A). 크기 측정을 위하여 DNA 사면체에 대한 DLS(dynamic light scattering)를 측정하고, 이를 선형의 이중선

DNA (Ds)와 비교하였다. DNA 사면체 및 DNA 이중선의 크기는 각각 8.89 (±0.22) nm 및 4.19 (±0.39) nm으로

나타났다(도 1B 및 1C). 추가 특성화를 위하여 AFM를 더 측정하였으며, AFM 이미지에서 관찰된 DNA 사면체의 크

기는 건조 상태에서 3 내지 5 nm 이었다(도 1D). 

DNA 나노구조의 혈청 안정성을 측정하기 위하여 Cy5-표지된 Td(Cy5-Td)의 뉴클레아제 저항성을 10 % 마우스 혈[0053]

청 용액 중에서 시험한 결과, 사면체 구조의 경우 그 70 % 이상이 상기 혈청 용액에 7 시간 노출된 뒤에도 유지

된 반면, 선형 이중 DNA(Cy5-Ds)의 경우는 3 시간 후에 완전히 분해되는 것으로 관찰되었다(도 2). Td의 이러한

장시간 혈청 안정성은 SLN 영상화를 위해 바람직한 특성인데, 왜냐하면 SLN을 시각화한 후 SLN생검에 대략 30분

이 소요되기 때문이다.
36
 

DNA 사면 구조체의 특성화 및 혈청에서의 안정성 분석 이후에, Cy5-표지된 DNA 구조체(Cy5-Td)를 종양을 가진[0054]

마우스의 앞발에 피하 주입하여 SLNs 영상화를 시도하였다. 앞발의 SLNs가 일반적으로 겨드랑이 영역에 위치하

기 때문에, SLNs를 지정하기 위하여, 겨드랑이 영역의 피부를 통한 형광 신호를 관찰하였다. 도 3은 DNA 프로브

주입 후의 마우스의 형광 영상을 나타낸다. 영상화 프로브로서 Cy5-Td를 사용함으로써, 겨드랑이 SLNs가 성공적

으로 탐지되었다(도 3A). 반면에, 선형 DNA 프로브인 Cy5-Ds는 SLNs에서 무시할 정도의 형광 신호를 나타낼 뿐

이었고, SLNs의 공간 정보를 제공하는데 실패하였다(도 3B). Cy5-Td가 특이적으로 SLNs 중에서 관찰된 것과는

대조적으로, Cy5-Ds는 안면과 같이 의도하지 않은 영역에서 관찰되었다. 프로브에 의한 SLN 영상화에 관한 동적

정보를 얻기 위하여 각각의 프로브의 림프절에서의 형광 강도를 정량화하였다(도 3C). 형광 강도는 Cy5-Td의 주

입 2시간 후에 최대 수준에 도달하였다. 그 다음 8시간 동안에는 강도가 배경 수준으로 천천히 감소하였다. 사

면체 구조와 달리, 선형의 DNA는 측정 동안에 배경 신호와 거의 구별할 수 없을 정도의 강도 수준만을 제공하였

다. 이러한 결과는 DNA 사면체가 SLN 영상화에 사용될 수 있으며, DNA 물질이 상기 적용에 활용되기 위해서는

나노입자-유사 구조가 필수적임을 시사한다. 겨드랑이 SLNs 중의 Cy5-Td의 위치변경은 도 4에서 보여지는 바와

같이 프로브 주입된 마우스의 단층 X선 사진 촬영 영상을 통해 추가적으로 나타내었다.

살아있는 동물 중에서 Cy5-Td에 의한 특이적인 SLN 영상화를 관찰한 다음, 주입 2시간 후 희생된 마우스 중에서[0055]

형광 DNA 사면체의 생분포를 관찰하였다(도 5A). Cy5 표지된 DNA 사면체로부터 유래한 형광은 Cy5-Td 프로브가

주로 SLNs 중에 축적되었고, 신장, 간 및 비장에 소량으로 축적되었음을 나타내었다(도 5B 상단). 반면에, 선형

DNA 프로브인 Cy5-Ds는 SLNs 중에 상대적으로 적은 양이 축적되었고, 프로브를 포함하는 다른 기관과 유사한 양

으로 축적되는 것으로 확인되었다(도 5B 하단). 다른 조직과 SLNs 사이의 발광 스펙트럼의 차이는 SLNs 중에서

관찰되는 뚜렷한 형광 강도가 Cy5 표지된 DNA 사면체로부터 유래한 것임을 나타내며, 이는 조직의 자가 형광으

로부터 유래하는 비특이적 영상화의 가능성을 배척하는 것이다(도 5C 및 5D). 

Cy5-Td에 의한 효과적인 SLNs 영상화를 관찰한 후에, 분절을 조직학적 분석하여 SLNs 조직 중의 DNA 구조체의[0056]

분포를 조사하였다. 냉동 섹션 중의 Cy5의 형광 강도는 Cy5-Td의 대부분이 동양구조(sinusoid) 영역에 있는 세

포에 의하여 섭취되었음을 나타내었는데, 이는 형광 발광에 의해 확인될 수 있다(도 6A). 반면에, Cy5-Ds는 산

공개특허 10-2014-0110401

- 10 -



만하고 흐린 염색 영역을 나타내면서, 세포 중에 거의 축적되지 않은 것으로 확인되었다(도 6B). Cy5-Td-처리된

조직의 상대적인 강도는, 대조군 배경 신호 수준으로 낮은 강도를 보인 Cy5-Ds-처리된 조직의 것과 비교하여 대

략 5배 더 높은 것으로 나타났다(도 7).

인 비보 SLN 영상화 동안에 관찰된 DNA 구조체의 세포 섭취를 추가적으로 시험하기 위하여, RAW264.7 마우스 조[0057]

직구 전구 세포 중에서 DNA 구조체 세포 섭취에 관한 인 비트로 연구를 수행하였다. 조직구 세포는 림프절 중에

서  발견되는  다양한  세포  형태  중의  하나이기  때문에
37
,  인  비트로  세포  연구를  위한  모델  시스템으로서

RAW264.7을 선택하였다. 플루오레신으로 표지된 DNA 사면체를 RAW264.7 세포와 함께 6시간 배양한 경우, 현미경

검사시 세포질이 형광을 나타내었는데, 이는 Td가 성공적으로 세포 중으로 전달되었음을 나타내는 것이다(도

8A). 그러나, Ds의 전달은 Td와 같이 효과적이지 못하였다. 세포 속으로의 DNA 구조체 섭취를 정량적으로 분석

하기 위하여, 유세포 분석법으로 전달 효율을 분석하였다(도 8B 및 8C). Ds와 비교하여 상대적으로 증가된 Td의

전달이 관찰되었는데, 이는 현미경 검사 영상과 일치하는 것이었다. 

한편, DNA 사면체의 세포 독성 관점에 있어서, Td는 세포 생존 능력에 영향을 미치지 않았는데, 이는 DNA 나노[0058]

구조체가 세포 독성이 없음을 나타내는 것이다(도 9).

또한, 세포 중에서의 사면 구조체의 안정성을 연구하기 위하여, 이중 표지된 Cy3-Td-Cy5의 FRET(형광 공명 에너[0059]

지 전달) 효율을 관찰하였다. Cy3-Td-Cy5로 처리된 세포 상의 제공자(donor)에 대한 여기광을 조사한 다음, 발

광 프로파일을 취득하였다. 580 nm에서 감소되는 제공자 강도에 대한 670 nm에서 증가되는 수용자 강도의 비율

로서 FRET 신호를 관찰하였다(도 10 및 도 11). 단일 표지된 Cy3-Td 및 Cy5-Td으로 처리된 세포의 강도를 배경

대조군으로 사용하였다. 형광 세포 영상화를 위하여 DNA 프로브 농도를 증가시켜 사용하였다(100 nM). 도 10a는

다른 시점에서의 Td의 세포 내 FRET 이미지를 나타낸다. 비록 시간 의존적인 감소가, Cy3 및 Cy5 강도에서뿐만

아니라, FRET 효율에서도 관찰되었지만, FRET-기반 신호는 Td로 처리한 세포 중에서, 심지어 8시간 후에도 여전

히 관찰되었는데, 이는 Td가 세포 내에서 상당한 안정성을 가짐을 보여준다. 이는 종전 결과
31-32

와도 일치하는

것이다. 반면에, 선형의 Cy3-Ds-Cy5로부터 유래한 FRET 신호는 빠르게 감소하여 4 시간 후에 배경 수준에 근접

하였는데(도 10b), 이는 인 비트로 혈청 안정성 평가의 경향과 잘 상응하는 것이다(도 11). 이러한 결과는 DNA

사면체에 의한 성공적인 SLN 영상화가 선형 이중사와 비교하여 DNA 사면체가 갖는 SLNs 조직구 세포 속으로의

증가된 세포 섭취 및 증가된 세포내 안정성에서 기인하는 것임을 제시한다.

<결 론>[0060]

상기 실시예에 있어서, 본 발명자들은 DNA 구조체상의 Cy5 표지의 형광에 기반한 효과적인 SLN 영상화를 위한[0061]

나노 크기의 DNA 사면체를 활용하였다. 염료로 표지된 DNA 나노 구조체에 의한 SLNs의 시각화는 인 비보 모델

시스템 중에서 성공적으로 기술되었다. 선형의 DNA 프로브와 비교하여 DNA 사면체는 SLNs 중에 효과적으로 위치

하였고, 마디에서 증가된 보유 시간을 나타내었다. 이와 같은 DNA 사면체의 SLN 맵핑을 위한 장점들은 DNA 구조

체의 증가된 세포 섭취에서 기인하는 것이었다. 

또한, 본원발명자들은 마우스 조직구 전구 세포를 사용한 인 비트로 FRET 분석을 수행하여, DNA 사면체의 세포[0062]

섭취 효율 및 증가된 세포 내 안정성을 평가하였다. 사면체는 뉴클레아제에 대하여 현저하게 저항성인데, 이는

DNA 사면체를 인 비보 영상 기법에 있어 더욱 매력적인 도구로 만든다.

사면체뿐만 아니라, 사면체를 포함하는 다른 다양한 삼차원 나노케이지 구조체들 또한 선형의 이중사 DNA와 비[0063]

교하여 증가된 세포 섭취 및 세포 내 안정성을 나타내므로, SLN 맵핑에 효과적으로 사용될 수 있을 것으로 기대

된다.

DNA 구조체는 대사적인 뉴클레오타이드로 분해될 수 있는 내재적인 생분자로 구성된 것이기 때문에, 이는 실질[0064]

적으로 비-세포독성이고, 비-면역성이며, 임상 영역에 적용되었을 때 다른 유기 또는 무기 나노입자 기반 영상

화 시스템에서 관찰될 수 있는 안전성 문제를 야기할 가능성이 낮다. 게다가 형광 표지뿐만 아니라, 다른 영상

화 양식들을 위한 화학 모이어티도 구조체의 DNA 가닥에 쉽게, 그리고 장소 특이적으로 결합할 수 있다. 그러므

로, 인 비보 영상화에 있어서의 성공적인 수행, 높은 생적합성 및 맞춤 변형을 위한 무궁한 잠재력을 구비한 단

순한 제조법과 함께, DNA 삼차원 나노케이지 구조체는 인간 임상 모델에서도 또한 조영제로서 유용할 것으로 기

대된다.
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