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Introduction

Polo-like kinase 1 (Plk1)은 세포 분열을 위한 유

사 분열 중에 염색체를 배열하는 것을 돕는 중요한 조

절인자이다(1, 2). 다양한 종류의 종양에서 Plk1 단백

질이 과 발현되어 있는 것으로 알려져 있다(3, 4). 그

래서 연구자들은 Plk1을 타겟으로 하는 유도체 및 저

해제를 개발하여 종양 치료 효과를 확인하고자 하였다

(5, 6). 하지만 Plk1를 표적으로 하는 여러 약물들은 생

체 내 존재하는 다른 kinase들과의 상호작용 통해 심

각한 부작용을 초래하였다(7). 따라서 많은 연구자들

이 Plk1 단백질에 선택성이 향상 된 약물 개발의 필요

성을 인지하고, Plk1 단백질의 kinase 뿐만 아니라, 

N 말단에 존재하는 polo-box domain (PBD)를 타

겟으로 하는 유도체들을 연구하기 시작하였다(8, 9). 

그 중 Pro-Leu-His-Ser-p-Thr (PLHSpT) (Kd ~ 

0.45 μM)의 서열을 가진 phosphopeptide가 PBD에 

높은 결합력과 종양 세포를 억제하는 결과가 발표되었

다 (10). 하지만, 펩타이드 기반 유도체로, 세포막을 투

과하지 못하는 단점을 가지고 있어서, 종양세포 증식 

억제 가능성 여부를 평가하는 실험은 직접 종양세포에 

PLHSpT를 주입하여 그 효과를 관찰하였다. 따라서 본 

연구에서는 PLHSpT의 세포막 투과의 한계점을 극복

해 보고자 drug delivery system을 활용하였다. 즉, 

PLHSpT 펩타이드를 기반으로 종양 세포막 투과성을 

향상시킨 새로운 유도체를 합성하여 종양 치료 효과 및 

억제 기전을 살펴보고자 하였다. 펩타이드 기반 유도체

의 생체 내에서 약물의 안정성 및 유효성을 높이기 위

해 drug delivery system을 활용하는 연구가 활발하다

(11, 12). Drug delivery system에서 약물의 표적 방법

에는 두가지 접근법이 있는데, 세포막에 도출되어 있는 

수용체 등을 활용한 능동적 표적 방법과, 세포막에서의 
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ABSTRACT Polo-like kinase 1 (Plk1) is crucial regulator of cell cycle progression during mitosis. It is known to highly 
overexpress in many different tumor types, and has been implicated as a potential antimitotic cancer target. 
The phosphopeptide, Pro-Leu-His-Ser-p-Thr (PLHSpT), was shown a high level of affinity and specificity for 
the polo-box domain (PBD) of Plk1. However, the peptide has the limitation of cell permeability. We designed 
the derivatives to enhance the limitation of PLHSpT using drug delivery system. In addition, we synthesized 
and evaluated its radiotracer for tumor diagnosis. This review discusses the derivative and radiotracer that are 
suitable for tumor treatment and diagnosis for PBD of Plk1.
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enhanced permeability and retention (EPR) 효과

를 활용하여 약물이 수동적으로 확산되는 방법을 이용

하는 능동 표적 방법이다(13). Drug delivery system

을 이용한 약물의 생체 내 표적 바이오마커 및 단백질

에 대한 전달 효율성에서는 능동적 표적 방법이 높은 선

택성과 특이성을 가지는 것으로 일반적으로 보고 되어 

있으나, 여전히 논란의 여지가 있다. 본 연구에서는 세

포막의 투과성을 높이기 위해 두 종류의 유도체를 디자

인 하였다. 세포막 표면에 분포하고, 특히 종양 세포막

에 많이 발현되어 있는 integrin 수용체를 표적 할 수 

있는 RGD 펩타이드를 연결하여 능동적 표적 방법의 유

도체, cRGDyK-S-S-CPLHSpT를 디자인하였다. 또 

하나는 생체 적합성의 물질로, 세포막 투과를 용이하게 

도와 drug delivery system에서 많이 사용하고 있는 

vitamin E를 펩타이드에 결합시킨 유도체, vitamin 

E-conjugated PLHSpT (VE-S-S-PLHSpT)를 합

성하여 종양 억제 효과를 비교 관찰해 보고자 하였다. 

또한 PLHSpT를 바탕으로 하는 유도체를 합성하고, 

Plk1 PBD를 비침습적으로 표적 하는 방사성추적자를 

개발하였다. Plk1 PBD를 표적 하는 방사성추적자 개

발은 새로운 시도의 연구로, 종양 진단과 종양 억제

제 개발에 매우 중요한 의미를 갖는다. 이 종설에서는 

PLHSpT 펩타이드 유도체에 방사성동위원소를 결합하

여 이를 PET 영상 장비를 통해 Plk1 PBD를 표적 하여 

종양을 진단 및 종양 억제제에 평가에 수행 된 방사성추

적자에 대해 알아보았다. 

cRGDyK-S-S-CPLHSpT

Integrin 수용체를 선택적으로 표적 하는 저해제

인 RGD는 drug delivery system에 가장 활발히 사

용하는 펩타이드이다. 종양 세포에 과 발현되어 있는 

integrin 수용체를 선택적으로 결합하여 수용체를 통

해 물질을 전달하도록 도와주는 기전으로 알려져 있다. 

그리고 RGD와 PLHSpT 사이에 disulfide 결합으로 

두 물질을 연결하였는데, 종양세포 내의 glutathione 

농도가 높아 가수분해 작용이 일어나 종양 세포 안에

서 disulfide 결합이 쉽게 끊어지는 것으로 알려져 있

다(14-16). 따라서 본 유도체는 총 3 단계의 시스템

으로 약물이 핵 속에 Plk PBD에 전달될 수 있도록 고

안하였다. 먼저 1단계는, cRGDyK-S-S-CPLHSpT 

유도체가 integrin 수용체를 통해 종양 세포막을 통과

하고, 2단계는 세포 내에서 disulfide 결합이 끊어져 

RGD 부분과 PLHSpT 부분이 서로 분리 된다. 3단계

는 PLHSpT 부분만이 핵 속으로 전달되어 Plk1 PBD

와 단백질-펩타이드 상호작용이 일어날 수 있도록 하

고, 그로 인해 약물의 효과를 볼 수 있도록 유도체를 합

성하였다(Figure 1) (17). 본 연구에서 사용한 종양세포

는 integrin 수용체와 Plk PBD 발현양이 높다고 알려

져 있는 U87MG와 Hela 종양 세포를 사용하였다. 종

양 세포 (Hela 세포) 억제 효과에서는 농도에 비례하

여 종양세포 증식을 억제하였는데, 24시간 동안 관찰

한 결과 IC50 값이 75 μM이었다. 대조군으로 RGD와 

PLHSpT 펩타이드 사이에 disulfide bond가 없는 유

도체, cRGDyK-Asp-CPLHSpT에서는 종양 세포 증

식 억제 효과가 전혀 없었다. 이 결과를 통해 disulfide 

결합의 중요성을 알 수 있었는데, 종양 세포내에서 예

상대로 disulfide 결합이 끊어지고, 오로지 PLHSpT 부

분 만이 Plk1 PBD에 영향을 줄 수 있다는 것을 알 수 

있었다. 본 유도체의 메커니즘을 규명하기 위해 세포분

열 시 변화를 관찰하였는데, 종양세포의 세포분열 과정 

Figure 1. Structure of cRGDyK-S-S-CPLHSpT (a) and 68Ga-NOTA-
cRGDyK-S-S-CPLHSpT (b)
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중에 유도체가 작용하여 세포의 분열을 억제하고, 세포 

사멸 과정을 통해 종양세포가 죽는 것을 확인하였다. 종

양이 이식되어 있는 동물 모델을 만들어 in vivo에서의 

종양 치료 효과를 3일 간격으로 4 mg/kg 양으로 주사

하여 19일동안 관찰하였다 (n = 5). 종양의 크기가 19

일째에는 대조군에 비해서 치료군에서 60%이상 감소

되어 있는 것을 확인하였고, 종양 조직 염색 실험을 통

해 in vitro의 결과와 마찬가지로 종양세포가 사멸된 결

과를 관찰하였다. 따라서 본 연구에서 개발한 유도체의 

종양 치료 효과를 종양 이식 동물 모델에서 살펴볼 수 

있었다. Plk1 PBD를 PET을 통해 영상을 획득하기 위

해서 cRGDyK-S-S-CPLHSpT에 방사성 동위원소, 

68Ga과 배위 결합을 위한 1,4,7-triazacyclononane-

1,4,7-triacetic acid (NOTA)를 합성하였다(17). 그리

고 68Ga를 표지하여 새로운 종양 표적 방사성추적자를 

합성하여 PET에서 종양 진단 가능성을 평가 하고자 하

였다. 표지 한 방사성추적자를 Hela와 U87MG 종양 세

포와 함께 시간 별 변화를 관찰하였는데, 두 종양 세포

에서 시간에 비례하여 종양 섭취가 증가되었다 (Hela 

cell: 1.51 ± 0.03, 2.10 ± 0.13, and 3.10 ± 0.20 

% of uptake at 30, 60, and 120 min, U87MG cell: 

1.49 ± 0.10, 1.35 ± 0.22, and 2.82 ± 0.15 % of 

uptake at 30, 60, and 120 min). 억제 실험에서는 

cRGDyK (100μg/mL)과 함께 관찰한 결과, integrin 

수용체가 많이 발현되어 있다고 알려진 U87MG 종양 

세포에서 방사성추적자의 섭취가 50%로 감소되는 것

을 관찰하였다. 

PET 영상을 획득하기 위해, 5 주령 누드 마우스 피

하 층에 U87MG 종양 세포를 1×106개 주사하여 고형 

종양을 유발한 모델을 만들었다. 이후 68Ga-NOTA-

cRGDyK-S-S-CPLHSpT를 꼬리 정맥 주사하여 

PET를 통해 종양 방사성추적자를 평가하였다. PET에

서는 주사 후 각 30, 60, 120분 일 때 종양에서 유의

한 이미지와 정량 값 (1.22 ± 0.11, 1.45 ± 0.1, and 

0.85 ± 0.05 standardized uptake values, SUV)을 

확인하였다. 종양/근육 조직의 비율을 관찰한 결과, 주

사 1시간 후 3.03으로 종양/근육 조직 섭취 비율이 가

장 높았다. Biodistribution 실험에서도 PET 영상 결

과와 유사한 패턴의 조직 섭취를 관찰하였는데, 특히 종

양 조직에서는 주사 후 30, 60, 120분 후 각각 1.02 ± 

0.25, 3.40 ± 1.10, and 0.62 ± 0.05 %ID/g의 정

량 값을 확인하였다(Figure 3(a)). 따라서 cRGDyK-

S-S-CPLHSpT 유도체의 in vitro/in vivo 종양 치

료 효과를 확인하였으며, 68Ga-NOTA-cRGDyK-

S-S-CPLHSpT는 PET을 통한 종양의 진단 가능성

을 확인함으로써, 다중 기능의 유도체를 개발한 연구 

결과이다. 하지만 여전히, 본 연구에서 개발한 68Ga-

NOTA-cRGDyK-S-S-CPLHSpT 방사성추적자가 

Plk1 PBD를 직접적으로 결합하여 종양을 진단하는 것

인지에 대한 여부를 확인하는 연구가 더 필요하다. Plk 

PBD 타겟 종양 표적 방사성추적자로는 처음 시도한 것

으로, 그 의미가 큰 연구 결과라고 생각한다.  Figure 2. Structure of VE-S-S-PLHSPT (a) and 123I-radiolabled VE-S-S-
PLHSPT (b)

Figure 3. Biodistribution of 68Ga-NOTA-cRGDyK-S-S-CPLHSpT (a) and 
123I-radiolabled VE-S-S-PLHSPT (b)
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Vitamin E-conjugated PLHSpT

Vitamin E는 항암효과, 산화방지제, 혈전용해제 등

의 효과로 잘 알려져 있다(18). 특히 친유기성의 특성

을 가진 vitamin E는 drug delivery system에서 세포

막 투과를 위한 전달체 역할로 많이 보고되어 있다 (19, 

20). 본 연구에서는 vitamin E와 Plk1 PBD 저해제인 

펩타이드, PLHSpT를 결합시켜 liphophlicity를 향상 

시켜 세포막의 투과를 향상시키고자 하였다. 앞 연구

와 마찬가지로 그 물질 사이에는 종양 세포 환경에 의

해 결합이 끊어질 수 있도록 disulfide 결합으로 연결

하여, vitamin E-conjugated PLHSpT (VE-S-S-

PLHSpT)를 합성하였다(Figure 2) (21).  

In vitro 종양 세포 억제 실험은 Plk1 PBD가 많이 

발현되어 있다고 알려진 Hela 종양 세포에서 수행하

였다. 합성한 유도체의 각 농도 (0, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 

10, 50, 400, 200 and 500 μM)로 종양 세포 증식 억

제 실험을 한 결과, IC50 값이 148.71 μM로 관찰 되었

다. 앞 실험의 능동적 표적 방법인 cRGDyK-S-S-

CPLHSpT 유도체의 결과 (IC50 = 75 μM)와 비교해 본

다면 cRGDyK-S-S-CPLHSpT가 좀 더 우수한 종양 

세포 증식 억제 효과가 있음을 알 수 있다. 하지만 본 실

험 한 가지의 결과만으로 cRGDyK-S-S-CPLHSpT 

유도체, 즉 능동적 표적 방법이 종양 억제 효과가 더 우

수하다고 단정짓기에는 무리가 있으며, 다른 비교 실험

이 필요하다. VE-S-S-PLHSpT 유도체 역시 농도 차

이에 의한 종양 세포 증식 효과를 확인할 수 있었다. 개

발한 VE-S-S-PLHSpT 유도체의 세포분열 시 억제 

효과를 규명하기 위해 cell cycle arrest 실험을 진행

하였다. 그 결과 VE-S-S-PLHSpT가 종양 세포 분열

을 억제하는데, 특히 세포분열 과정 중 G2/M기 때 세

포 분열을 억제하는 것을 관찰하였으며, cRGDyK-S-

S-CPLHSpT과 마찬가지로 종양 세포의 세포 사멸을 

유도하는 기전을 확인하였다. Plk1 PBD를 PET을 통해 

영상을 획득하기 위해서 VE-S-S-PLHSpT와 방사성 

동위원소 123I/124I를 사용하여 iodogen tube 방법을 통

해 radioiodination을 진행하였다. 표지 한 방사성추적

자를 Hela 종양 세포와 함께 시간 별 변화를 관찰하였

는데, 종양 세포에서 시간에 비례하여 종양 섭취가 증

가되었다 (3.48 ± 0.16, 3.59 ± 0.32, 4.26 ± 0.32, 

and 5.35 ± 0.54 % of uptake at 1, 4, 16 and 120 

h). 억제 실험에서는 VE-S-S-PLHSpT (180 μM)과 

함께 처리하여 시간 별로 관찰한 결과, 24 시간 후에 

50%의 방사성섭취가 감소되는 결과를 얻음으로써, 특

이성을 확인할 수 있었다. PET 종양 영상을 획득하

기 위해 종양이 이식되어 있는 동물 모델을 준비하였

다. 누드 마우스 피하 층에 Hela 종양 세포를 5×106개 

주사하여 고형 종양을 유발한 모델을 만들었다. 이후 

123I/124I-radiolabled VE-S-S-PLHSpT를 꼬리 정맥 

주사하여 PET를 통해 종양 방사성추적자를 평가하였

다. PET에서는 주사 후, 종양 조직에서 유의한 이미지

와 정량 값 (1.60 ± 0.42, and 0.85 ± 0.13 %ID/g at 

1 and 4 h)을 확인하였다. 그리고 123I/124I로 표지 한 방

사성추적자들의 단점으로 상대적으로 다른 방사성동위

원소로 표지 한 방사성추적자에 비해 생체 내 안정성이 

낮다는 것을 알 수 있었다. 특히 갑상선과 방광 조직에

서 높은 방사능의 섭취를 보였다. Biodistribution 실

험에서도 PET 영상 결과와 유사한 결과를 얻을 수 있

었다. 종양 조직에서는 주사 후 1, 4 시간 후 각각 1.42 

± 0.16와, 0.86 ± 0.06 %ID/g의 정량 값으로 시간

에 비례하여 방사능의 섭취가 감소하는 것을 확인하였

다(Figure 3(b)). 따라서 VE-S-S-PLHSpT 유도체

도 in vitro/in vivo에서 종양 억제 및 치료 효과를 확

인하였으며, 123I/124I-radiolabled VE-S-S-PLHSpT

는 PET을 통한 종양의 진단 가능성을 하였다. 이번 실

험의 결과에서는 두 유도체에 대한 결과를 비교해 보자

면, 능동적 표적 방법으로 종양 세포에 많이 발현되어 

있는 integrin 수용체를 표적 하여 세포막을 투과시키

는 방법의 결과들이 in vitro/in vivo 실험 모두에서 종

양 억제 평가뿐만 아니라, 종양 진단 가능성 면에서도 

향상된 것으로 보인다. 하지만 PLHSpT 펩타이드를 기

반으로 한 두 유도체 모두 Plk1 PBD와의 단백질-펩타

이드 상호작용에 의한 약물 효과를 확인하였으며, 종양 

치료제로 발전 가능성을 확인하였다. 그리고 앞으로 본 

연구 결과를 바탕으로 Plk1 PBD에 대한 선택성과 특

이성이 향상 된 유도체 개발 연구를 진행하고자 한다.   
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Conclusion

PLHSpT 펩타이드 유도체에 방사성 동위원소를 결

합하여 Plk1 PBD 단백질을 표적으로 하여, 종양을 진

단 하는 영상 및 종양 억제제를 평가한 방사성추적자 결

과를 살펴보았다. 이번 연구 결과들을 통해서도 알 수 

있듯이 PLHSpT 펩타이드는 종양에 과 발현 되어 있는 

Plk1 PBD 단백질와 결합력이 높기 때문에 그 결과를 

바탕으로 방사성추적자 개발에 대한 연구를 수행하기에 

용이 하였다. 그러나 펩타이드 기반 방사성추적자 개발

에 있어서 가장 큰 단점이 생체 내 안정성에 대한 평가

도 앞으로 수행해야 하는 과제라 여겨진다. 이와 같이 

Plk1 PBD 타겟으로 하는 방사성추적자 개발 연구가 시

작 단계이기 때문에 많은 문제점들을 해결할 수 있는 실

험들이 앞으로 수반 되어야 한다. 그럼에도 불구하고 

Plk1 PBD을 기반으로 한 방사성추적자 개발 연구는 종

양과의 높은 친밀도 및 선택성의 장점이 있기 때문에 새

로운 방사성추적자 개발을 기대한다. 
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