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논문개요

노인 황반변성은 망막 황반 부위의 진행성 퇴행성 질환으로, HtrA1 세린 

단백분해효소의 과도한 활성화가 주요 발병 기전이다. HtrA1은 세포외 기

질을 분해하여 망막 구조를 약화시키고 비정상적인 혈관 신생을 유도해 시

력 손실을 초래한다. 본 연구는 HtrA1의 활성을 선택적으로 추적하고 조절

할 수 있는 활성기반 프로브를 개발하여 황반변성 진단 및 치료제 개발에 

활용할 수 있는 도구를 제시하고자 하였다.

기존 LFLV-DPP 프로브의 한계를 극복하기 위해 테트라펩타이드 구조를 

트라이펩타이드로 간소화하고, P1 위치에 valine, P3 위치에 

phenylalanine을 고정한 뒤 P2 위치에 소수성 잔기를 도입하여 효소 선택

성과 세포 투과성을 개선하였다. SPPS 기법을 통해 합성된 트라이펩타이드 

기반 프로브는 기존 프로브보다 세포 투과성이 높고 IC50 값에서도 개선된 

결과를 보였다. U-87 MG 세포와 HeLa 세포에서 효율적인 활성탐지 성능

을 보였으며, 인간 혈청에서도 HtrA1 효소의 활성을 성공적으로 탐지하였

다.

또한, 프로브의 구조를 기반으로 트라이펩타이드 형태의 저해제를 설계 

및 합성하였으며, 이는 기존 LFLV-DPP 기반 저해제보다 뛰어난 억제 효

과를 보였다. 특히, P2 위치에 β-cyclopropylalanyl을 도입한 프로브와 

저해제가 공통적으로 가장 우수한 IC50 값을 기록하였다. 본 연구에서 개발

된 트라이펩타이드 프로브와 저해제는 테트라펩타이드 대비 효소 선택성과 

억제 효과가 향상되었으며, 노인 황반변성 및 퇴행성 뇌질환의 진단과 치료

제 개발에 유용한 가능성을 입증하였다.
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다만, 혈청 알부민과의 비특이적 결합 문제를 해결하기 위한 추가 연구가 

필요하다. 이러한 연구는 효소 연구와 정밀 의료 기술의 발전에 기여할 강

력한 도구를 제공하며, HtrA 단백분해효소의 선택적 탐지와 조절, 질병 관

련 바이오마커 검증 및 치료제 개발을 위한 플랫폼으로 활용될 가능성을 제

시한다.



- iii -

목 차

논문개요

1. 서론 ·······································································································1

1.1. HtrA 세린 단백분해효소 패밀리 ·····················································1

1.2. HtrA 패밀리의 구조적 특징 ·····························································3

1.3. HtrA1의 기능 ·······················································································7

1.4. HtrA1의 질병 병리학적 역할 ··························································9

1.5. HtrA1: 노인 황반변성 치료 타겟으로서의 가능성 ·················13

1.6. 활성기반 프로브 ·················································································16

1.7. HtrA 활성탐지 프로브에 관한 선행 연구 ··································21

2. 결과 및 고찰 ····················································································24

2.1. HtrA 활성탐지 트라이펩타이드 프로브의 합성 ·······················24

2.1.1. 트라이펩타이드 프로브 라이브러리의 합성 ····································24

2.1.2. 세포와 재조합 단백질에서의 선택성과 반응성 ·····························26

2.1.3. HtrA 효소 활성 분석과 IC50 ·····························································32

2.2. HtrA 활성탐지 트라이펩타이드 저해제의 합성 ·······················36

2.2.1. 트라이펩타이드 저해제 라이브러리의 합성 ····································36

2.2.2. Covalent docking을 통한 저해제와 HtrA1 결합 분석 ·············38

2.2.3. HtrA 효소 활성 분석과 IC50 ·····························································42

2.2.4. Neutrophil elastase 효소 활성 분석과 IC50 ·······························46

2.2.5. 세포 생존율 측정: MTS 분석 ···························································49



- iv -

2.2.6. 세포 장기 생존 능력 측정: Colony formation 분석 ··················51

3. 결론 ····································································································54

4. 실험 ····································································································57

4.1. 실험기기 및 시약 ···············································································57

4.1.1. 실험기기 ···································································································57

4.1.2. 시약 ············································································································58

4.2. 실험방법 ·······························································································59

4.2.1. 트라이펩타이드 저해제의 합성 ··························································59

4.2.2. HtrA 형광 기질인 H2-opt의 합성 ·················································62

4.2.3. 재조합 단백질 HtrA1의 발현 및 정제 ············································65

4.2.4. 재조합 단백질의 활성탐지 ··································································66

4.2.5. 라이브 세포, 배양 배지 및 인간 혈청에서의 단백질의 활성탐지

····················································································································66

4.2.6. HtrA 효소에 대한 IC50 측정 ·····························································67

4.2.7. Neutrophil elastase 효소에 대한 IC50 측정 ·······························68

4.2.8. ARPE-19 세포에서의 Neutrophil elastase activity 측정 ····69

4.2.9. MTS 분석 ································································································69

4.2.10. Colony formation 분석 ····································································70

4.2.11. Covalent docking ··············································································70

참고문헌

ABSTRACT



- v -

그림 목차

그림 1. 인간 HtrA 패밀리의 도메인 구조 비교 및 HtrA 패밀리 멤버의 촉

매 트립신 잔기 주변 서열 정렬 ·······························································5

그림 2. HtrA1이 세포외 기질(피브로넥틴)을 분해하여 Bruch 막에 미치는 

영향 ················································································································15

그림 3. ABPP의 약물 개발 활용 ··········································································18

그림 4. 활성기반 프로브의 구성 요소 ·································································19

그림 5. HtrA 활성탐지 테트라펩타이드 프로브의 구조-활성 관계 ··········23

그림 6. 3세대 프로브(1μM)의 재조합 단백질 HtrA1 및 HtrA2에 대한 

선택성과 반응성 ························································································29

그림 7. 3세대 프로브(1μM)의 U-87 MG, HeLa 세포 내 선택성과 반응

성 ····················································································································30

그림 8. 3세대 프로브(5μM)의 인간 혈청에서의 선택성과 반응성 ···········31

그림 9. 재조합 단백질 HtrA1과 HtrA2에 대한 트라이펩타이드 프로브의 

IC50 곡선 ·····································································································34

그림 10. compound 6의 최적 도킹 포즈. 도킹 점수 = -7.631 ··············41

그림 11. 재조합 단백질 HtrA1(A)과 HtrA2(B)에 대한 트라이펩타이드  

acetyl-capped 저해제의 IC50 곡선 ················································45

그림 12. 재조합 단백질 Neutrophil elastase에 대한 트라이펩타이드 저해

제의 IC50 곡선 ·························································································47

그림 13. ARPE-19 세포에서의 Neutrophil elastase 활성 분석 ·············48

그림 14. 트라이펩타이드 저해제에 따른 세포 성장 평가 ······························50

그림 15. MDA-MB-231, A549, H460 세포의 colony formation 분석 53



- vi -

표 목차

표 1. HtrA1, HtrA3, HtrA4가 매개하는 경로와 다양한 병리적 상태와의 

연관성 ···············································································································12

표 2. 트라이펩타이드 프로브 라이브러리의 서열 (3세대 프로브) ·············25

표 3. 트라이펩타이드 프로브의 HtrA1, HtrA2에 대한 IC50(μM) 값 ·····33

표 4. 트라이펩타이드 저해제 라이브러리의 서열 (1세대 저해제) ·············37

표 5. 트라이펩타이드 저해제의 도킹 점수 ·························································39

표 6. 트라이펩타이드 저해제의 HtrA1, HtrA2에 대한 IC50(μM) 값 ·····44



- vii -

구조식 목차

구조식 1. LFLV-DPP 테트라펩타이드 프로브 ················································23

구조식 2. 트라이펩타이드 프로브 라이브러리 ···················································25

구조식 3. 트라이펩타이드 저해제 라이브러리 ···················································37

구조식 4. 트라이펩타이드 저해제의 대표적인 합성 경로 ······························61

구조식 5. H2-opt 기질의 합성 경로 ··································································64



- 1 -

1. 서론

1.1. HtrA 세린 단백분해효소 패밀리

HtrA 세린 단백분해효소(High Temperature Requirement A serine 

protease) 패밀리는 박테리아에서 스트레스 반응과 단백질 품질 관리를 조

절하는 중요한 세린 프로테아제로, 세포 생존과 단백질 대사에 필수적인 역

할을 한다[1]. 인간 HtrA 패밀리에는 HtrA1, HtrA2(Omi), HtrA3, 

HtrA4 네 가지 멤버가 있으며, 이들은 세포 성장, 세포자멸사(apoptosis), 

염증을 포함한 다양한 생물학적 과정에 관여한다[2]. HtrA 패밀리의 구성

원들은 특정한 기능을 수행하면서도 구조적 유사성을 공유하며, 인체 내에

서 중요한 조절 역할을 수행한다.

HtrA1(PRSS11 또는 L56)은 HtrA 패밀리에서 처음 발견된 단백질로

[3, 4], 세포 성장 및 증식을 조절하는 분비 단백질이다. HtrA1은 골관절

염(osteoarthritis, OA) 조직에서 과발현되지만 난소암, 흑색종, 변형된 섬

유아세포와 같은 악성 종양에서는 발현이 감소한다는 특징을 가진다[3-7]. 

HtrA1의 과발현 연구 결과에 따르면 이 단백질은 시험관 내외에서 세포 성

장을 억제하여 종양 억제 기능을 수행하는 것으로 나타났다[5]. 또한 

HtrA1은 뒤쉔 근위축증(Duchenne muscular dystrophy) 환자의 골격근

에서 발현이 증가하며, 근육 병리와의 잠재적 연관성을 시사한다[8].

HtrA2는 Omi라는 이름으로도 알려져 있으며[9, 10], 세포자멸사 조절과 

밀접하게 연결되어 있다. 초기 연구에서 HtrA2는 스트레스 반응으로 활성

화되는 프로테아제로 발견되었으며, 세포자멸사 단백질 저해제(Inhibitors 

of Apoptosis Proteins, IAPs)의 활성을 조절하는 기능을 갖는다[11, 
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12]. HtrA2는 IAP와 결합해 이들의 카스페이스(cysteine-aspartic 

proteases, caspase) 억제 기능을 차단하고, 이를 통해 세포자멸사를 촉진

한다. 이러한 자멸사 활성은 미토콘드리아로의 수송 및 단백질 절단 과정에

서 엄격히 조절되며, 이 과정에서 N-말단 도메인이 제거되어 IAP와의 상

호작용이 가능해진다[13].

HtrA3(PRSP)는 연구가 비교적 적게 이루어진 단백질로, HtrA1과 높은 

서열 유사성을 보여 두 단백질이 기능적 유사성을 공유할 가능성이 제기되

고 있다. HtrA1과 HtrA3의 mRNA 발현 패턴은 여러 인간 조직에서 유사

하게 나타나며[14, 15], 이에 따라 HtrA3도 성장 조절이나 종양 억제에 

관여할 가능성이 제시되지만, 이를 확인하기 위한 추가 연구가 요구된다

[13].

HtrA4는 HtrA 패밀리의 네 번째 멤버로 가장 최근에 보고되었으며, 최

초로 유전자은행(GenBank)에 cDNA 서열(AK075205.1)로 등록되었다

[13]. HtrA4의 기능에 관한 연구는 아직 부족하지만, 다른 HtrA 프로테아

제들과의 구조적 유사성을 바탕으로 세포 스트레스 반응이나 유사한 조절 

과정에 관여할 가능성이 제기되고 있다.

박테리아 HtrA(DegP)는 박테리아에서 단백질 품질 유지에 중요한 역할

을 한다. DegP는 샤프론(chaperone)과 프로테아제로서 이중 기능을 가지

며, 고온과 같은 스트레스 조건에서 변성되거나 손상된 단백질을 인식해 분

해한다[16, 17]. 이를 통해 DegP는 해로운 단백질 집합체의 축적을 방지

하며, 박테리아 세포의 생존을 보장한다[18]. DegP의 상동체는 다양한 박

테리아 종들 사이에 보존되어 있으며, 인간 HtrA 패밀리와 유사한 스트레

스 반응 메커니즘을 공유한다.
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1.2. HtrA 패밀리의 구조적 특징

HtrA 패밀리의 각 멤버는 서로 다른 구조적 특징을 가지고 있으며, 이러

한 차이는 각 단백질의 고유한 생물학적 기능에 기여한다.

우선, HtrA1은 시그널 펩타이드(signal peptide), 인슐린 유사 성장 인자 

결합 도메인(insulin-like growth factor-binding domain), 카잘형 세린 

프로테아제 저해제 도메인(Kazal-type serine protease inhibitor 

domain), 트립신 유사 프로테아제 도메인(trypsin-like protease 

domain), 그리고 PDZ 도메인까지 다섯 가지 주요 도메인을 포함하고 있

다. 이러한 도메인 구성을 통해 HtrA은 다양한 생물학적 기능을 수행하며, 

특히 PDZ 도메인은 단백질-단백질 상호작용에 중요한 역할을 한다.

HtrA3는 두 가지 이성질체 형태로 존재하는데, 장형(long form)과 단형

(short form)으로 나뉜다[19]. 장형 HtrA3는 HtrA1과 거의 동일한 도메

인 구성을 가지고 있어 구조적 유사성이 높다. 이에 반해, 단형 HtrA3는 

PDZ 도메인을 결여하고 있으며[20], 나머지 시그널 펩타이드, 인슐린 유사 

성장 인자 결합 도메인, 카잘형 세린 프로테아제 저해제 도메인, 그리고 트

립신 유사 프로테아제 도메인은 장형과 동일하게 유지된다. 이러한 이성질

체의 존재는 HtrA3가 다양한 기능을 수행할 수 있는 기초를 제공한다.

HtrA2는 HtrA1 및 HtrA3와는 구조적으로 차별화된 특징을 가지고 있

다. HtrA2는 N-terminal(아미노 말단)에 시그널 펩타이드, 인슐린 유사 

성장 인자 결합 도메인, 카잘형 세린 프로테아제 저해제 도메인이 없으며

[14], 대신 독특한 조절 도메인(regulatory domain, RD)을 포함하고 있

다. HtrA2의 이 조절 도메인은 HtrA2가 가지는 특수한 생물학적 역할과 

관련이 있으며, 다른 HtrA 멤버들과 구별되는 기능적 특성을 나타내는 데 

중요한 역할을 한다[9].
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HtrA 단백질의 트립신 유사 프로테아제 도메인을 비교한 결과, 이들 간에

는 매우 높은 보존성이 관찰된다. 효소 활성에 필수적인 촉매 삼합체

(catalytic triad)와 보존된 모티프(GNSGGPL과 TNAHV 등)는 HtrA 패

밀리 전체에서 일관되게 유지된다[14]. 그러나 HtrA2의 단기 형태

(short-form)는 다른 멤버들과 달리 두 번째와 세 번째 촉매 삼합체 잔기 

사이에 64개의 아미노산 잔기가 빠져 있다는 구조적 차이를 보인다[14]. 

이러한 구조적 차이는 HtrA2와 다른 HtrA 패밀리 멤버들 간의 기능적 차

이를 나타내는 중요한 요소로 작용한다.

HtrA 패밀리의 PDZ 도메인 분석에서는 이들 도메인이 특정 펩타이드와

의 결합 특이성을 지닌다는 사실이 확인되었다. HtrA1, HtrA2, HtrA3의 

PDZ 도메인은 각각 DSRIWWV–COOH, WTMFWV–COOH, FGRWV–
COOH 펩타이드와 복합체를 이루며, 이 복합체 구조는 PDB 데이터베이스

[21]에서 HtrA1(2JOA), HtrA2(2PZD), HtrA3(2P3W) 접근 코드로 확

인할 수 있다[22, 23]. 이러한 펩타이드들은 마이크로몰(micromolar)에서 

서브마이크로몰(submicromolar) 수준의 결합 친화도를 보이며, 높은 결합 

특이성을 입증한다. 이러한 펩타이드 리간드는 무작위 펩타이드 라이브러리

를 통해 M13 박테리오파지의 주요 외피 단백질에 융합된 형태로 처음 확

인되었다[24]. 반면 HtrA4의 PDZ 도메인은 아직 구조가 밝혀지지 않았지

만, HtrA 패밀리의 PDZ 도메인 간 구조적 유사성을 고려할 때, 이들 간에 

펩타이드 인식 메커니즘의 중복성이 있을 가능성이 제기되고 있다.
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그림 1. 인간 HtrA 패밀리의 도메인 구조 비교 및 HtrA 패밀리 멤버의 촉

매 트립신 잔기 주변 서열 정렬 (본 그림은 [14, 19, 20, 25]에서 참고하

였음).

인간 HtrA 패밀리의 알려진 모든 멤버인 HtrA1, 두 가지 HtrA2 동형체

(HtrA2-L 및 HtrA2-S), 그리고 두 가지 HtrA3 동형체(HtrA3-L 및 

HtrA3-S)의 도메인 구조 비교를 포함한다.
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HtrA1, HtrA2, HtrA3의 발현 패턴을 분석한 결과, 이들 단백질은 특정 

조직에서 다르게 분포하거나 부분적으로 중복된 발현 패턴을 보인다. 

HtrA1은 뇌 관련 조직에서 특히 높은 발현을 보이며, 심장 조직에서는 낮

은 발현을 나타낸다. 하지만 대동맥에서는 예외적으로 높은 발현이 관찰된

다. HtrA3는 심장과 난소에서 높은 발현을 보이며, 태반에서는 상대적으로 

낮은 발현 수준을 나타낸다[14]. HtrA2는 조직 간 비교적 균일한 발현을 

보이며, 특히 태아 간과 기타 태아 조직에서 높은 발현을 보여 발달 과정에

서 중요한 역할을 수행할 가능성을 시사한다. 성인 조직에서는 HtrA2가 신

장, 흉선, 골수, 그리고 갑상선에서 높은 발현을 보이며, 생식 시스템에서는 

고환에서 높은 발현을 나타내는 반면, 태반에서는 낮은 발현을 보임으로써 

HtrA1 및 HtrA3와 차별성을 보인다. 이러한 발현 차이는 각 HtrA 단백질

이 수행하는 생리적 및 병리학적 기능의 특이성을 반영한다[14].
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1.3. HtrA1의 기능

HtrA1은 단백질 품질 관리와 세포 스트레스 반응에 중요한 역할을 한다. 

이 단백질은 세포 내[26-28]와 세포 외 환경[29-34]에서 모두 작용하며, 

세포와 조직 건강 유지에 필수적인 다양한 기능을 수행한다. HtrA1의 주요 

기능으로는 변형되거나 손상된 단백질의 분해, 세포외 기질 안정성 조절, 그

리고 TGF-β(Tumor Growth Factor-beta) 신호 전달 경로의 조절이 있

다[35].

HtrA1은 세린 프로테아제 도메인을 통해 손상된 단백질이나 응집성 단백

질을 분해함으로써 세포를 독성 단백질 축적으로부터 보호한다[4, 9, 36, 

37]. 이러한 단백질 분해 작용은 ATP 비의존적 메커니즘을 통해 이루어지

며[2, 38], 이는 다른 ATP 의존성 프로테아제와의 차별성을 보여준다. 이 

에너지 효율적인 작용 덕분에 HtrA1은 다양한 조직과 생리적 조건에서 효

과적으로 기능할 수 있다.

또한, HtrA1은 세포외 기질의 특정 단백질을 분해하여 

ECM(extracellular matrix)의 무결성을 유지하고 회전율과 리모델링을 조

절한다[31]. 이는 조직 구조와 유연성을 유지하며, 상처 치유, 조직 복구, 

혈관 신생 등의 중요한 과정에서 필수적이다[39]. 그러나 HtrA1의 ECM 

분해 활성이 과도할 경우, 조직 구조가 불안정해지거나 ECM 분해가 과도

하게 이루어져 질병 병리학에 기여할 수 있다[32, 40, 41].

HtrA1은 TGF-β 신호 전달 경로의 조절에도 중요한 역할을 한다. 

TGF-β 단백질이나 그 조절 요소를 분해함으로써 신호 경로의 활성을 조

정하며[42-44], 이를 통해 조직 항상성, 면역 조절, 세포 주기 조절 등 다

양한 생리적 과정을 지원한다[45]. 이는 암 진행, 섬유증, 혈관 질환 등에

서 나타나는 비정상적인 TGF-β 신호의 조절에 중요한 의미를 가진다.
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마지막으로, HtrA1은 세포 스트레스 반응에 참여하여 스트레스 유발로 

변형된 단백질을 분해함으로써 손상을 완화하고 단백질 항상성을 유지한다

[42, 46]. 이러한 기능은 노화된 조직과 염증성 환경에서 특히 중요한데, 

이와 같은 상황에서는 손상된 단백질의 축적이 더 쉽게 발생한다. 이를 통

해 HtrA1은 스트레스 상황에서 세포 생존을 지원하며, 단백질 응집과 관련

된 염증 반응을 감소시켜 신경퇴행성 질환 및 자가면역 질환과 같은 병리적 

상태에서 중요한 역할을 한다. 
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1.4. HtrA1의 질병 병리학적 역할

HtrA1은 알츠하이머병(alzheimer’s disease, AD)에서 중요한 병리적 

단백질인 타우(tau)와 β-아밀로이드(β-amyloid, Aβ)의 축적을 관리하

는 데 중요한 역할을 한다[36, 47, 48]. 타우 단백질은 과인산화 상태에서 

신경섬유엉킴(neurofibrillary tangles)을 형성하여 신경세포의 기능을 방해

하고 세포사를 유도한다[49]. HtrA1은 타우 집합체를 분해하여 독성을 완

화하고 축적을 줄인다. β-아밀로이드에 대해서도 HtrA1은 단량체와 초기 

올리고머를 분해하여 더 큰 독성 집합체로의 진행을 억제한다[36, 47, 50, 

51]. 그러나 AD의 유전적 위험 요인인 ApoE4(Apolipoprotein E4) 대립

유전자는 β-아밀로이드 제거 경로를 방해하고 HtrA1의 발현 및 기능을 

저해하여 신경세포 독성을 가중시킨다[52-58]. 따라서 HtrA1의 활성 조

절은 AD에서 타우와 β-아밀로이드 축적을 줄이고 신경세포를 보호하는 

잠재적 치료법으로 주목받고 있다.

HtrA1은 노인 황반변성(age-related macular degeneration, AMD)의 

발병에도 중요한 역할을 한다[59-65]. 특히 망막 색소 상피(retinal 

pigment epithelium, RPE)와 Bruch 막(Bruch’s membrane, BrM)의 안

정성을 유지하는 ECM 조절 및 신호 전달 경로에 관여한다[66-68]. 

ARMS2/HtrA1 유전자 좌의 특정 SNP(single nucleotide polymorphism 

rs11200638)은 HtrA1 단백질 발현을 증가시키며[37], 이는 BrM의 구조

적 무결성을 손상시키고 맥락막 신생혈관(choroidal neovascularization, 

CNV) 형성을 촉진한다[68, 69]. HtrA1은 ECM 구성 요소인 데코린

(decorin), 피브로넥틴(fibronectin), 엘라스틴(elastin) 섬유 등을 분해하

여 BrM 안정성을 저하시킨다. 이러한 ECM 분해는 혈관이 BrM을 넘어 망

막으로 침투하도록 만들어 CNV를 유도하며, 동시에 ECM 분해 산물이 혈
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관 신생을 촉진해 병리학적 상태를 악화시킨다. 또한, HtrA1은 TGF-β

-ALK5-SMAD2/3(TGF- β type 1 receptor(ALK5), Smad2, Smad3 

proteins) 신호 경로를 억제하여 혈관 및 신경 조절을 방해하며, 이는 염증 

반응과 망막 퇴화를 가속화하여 노인 황반변성 진행에 기여한다[70, 71].

HtrA1은 망막 변성 과정에서도 중요한 역할을 한다[72]. 망막 항상성을 

유지하는 ECM 단백질인 TGFBIP(transforming growth factor-beta 

induced protein)를 분해함으로써 세포와 기질 간 상호작용을 조절하지만, 

HtrA1의 과활성화는 ECM 불안정성을 초래하며 염증 반응과 세포 스트레

스를 촉진하여 망막 변성을 가속화한다.

암 생물학에서도 HtrA1은 암 유형 및 조직 맥락에 따라 상반된 역할을 

수행한다[26]. 난소암에서는 TGF-β 신호를 조절하여 세포 증식과 이동을 

억제하고[73], HtrA1 발현 감소는 암의 침습성과 전이를 증가시킨다[74, 

75]. 반면 위암에서는 HtrA1이 과발현되어 암 세포의 성장을 억제하는 역

할을 한다. 한편, 흑색종에서는 HtrA1 발현 감소가 전이 가능성을 증가시

키며[26, 73, 76, 77], ECM 분해를 억제하여 세포 이동성과 침투력을 감

소시킨다고 보고되었다[78].

골관절염에서 HtrA1은 연골 ECM 성분인 아그레칸(aggrecan)과 II형 콜

라겐을 분해하여 연골 손상을 가속화한다[33, 79, 80]. 또한, HtrA1은 

MMP-1(matrix metalloproteinase-1)과 MMP-3(matrix 

metalloproteinase-3)을 활성화하여 ECM 추가 분해를 촉진하며, 이는 질

환 진행을 악화시킨다[81, 82].

자간전증(pre-eclampsia)에서는 태반 ECM 재구성을 조절하는 HtrA1의 

과활성화가 태반의 구조적 불안정성을 초래하며[83, 84], 이로 인해 고혈압

과 태아 성장 지연과 같은 주요 증상이 발생한다.

백질뇌병증(progressive multifocal leukoencephalopathy, PML) 및 뇌 



- 11 -

소혈관 질환에서는 HtrA1 돌연변이가 ECM 조절 장애를 유발하여 혈관 구

조 손상과 혈류 감소를 초래하며[44], 이는 CADASIL(Cerebral 

Autosomal Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts and 

Leukoencephalopathy) 및 CARASIL(Cerebral Autosomal Recessive 

Arteriopathy with Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy)과 

같은 뇌혈관 질환의 병태생리에 기여한다[85-91].
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표 1. HtrA1, HtrA3, HtrA4가 매개하는 경로와 다양한 병리적 상태와의 

연관성 (본 표는 [44]에서 발췌하였음).

Biological site Pathology Bi o l ogi c al 
Pathway HtrAs involved References

Placenta Pre-eclampsia TGF-β HtrA1, 3 and 4 [92-95]

Eyes Age-related macular 
disorder (AMD) TGF-β HtrA1 [86]

Cerebral blood 
vessel

Small vessel disease 
(CARASIL, CADASIL)

TGF-β, 
NOTCH3 HtrA1 [85, 87, 96]

Multiple sites Cancer TGF-β, 
NOTCH1 HtrA1, 3 and 4 [97-99]

Neurons Alzheimer’s disease TGF-β HtrA1 [50, 100]

Bones, cartilage Osteoarthritis TGF-β HtrA1, 3 [101, 102]



- 13 -

1.5. HtrA1: 노인 황반변성 치료 타겟으로서의 가능성

노인 황반변성은 중심 시력을 담당하는 황반 부위에 병리적 변화가 발생

하여 비가역적인 시력 상실을 초래하는 주요 원인 중 하나이다[65]. 황반은 

망막의 특수화된 부위로, 중심 시력의 선명함을 책임지는 원뿔세포가 밀집

된 중심 오목(fovea)을 포함한다. 노인 황반변성은 4단계로 구분되며

[103-106], 초기 단계는 망막 색소 상피 이상 없이 작은 드루젠(drusen)

이 나타나는 것이 특징이다. 중간 단계에서는 더 큰 드루젠과 RPE의 변화

가 관찰되며, 진행된 노인 황반변성은 건성 AMD와 습성 AMD로 나뉜다.

건성 AMD는 RPE와 Bruch 막 아래에 드루젠이 축적되고, 이로 인해 석

회화, 위축, 망막 조직의 손실이 발생하는 것이 특징이다[37]. 건성 AMD는 

대개 양안에 대칭적으로 나타나며 진행 속도가 느리다. 반면, 습성 AMD는 

Bruch 막을 뚫고 맥락막에서 비정상적인 혈관이 자라면서 누출, 삼출, 출혈

이 발생하여 빠른 시력 손실을 초래한다. 습성 AMD에는 맥락막 신생혈관

과 결절성 맥락막 혈관병증이 포함된다[69]. 맥락막 신생혈관은 전형적인 

신생혈관 형성으로 나타나는 반면, 결정성 맥락막 혈관병증(polypoidal 

choroidal vasculopathy, PCV)는 아시아 인구에서 더 흔히 발견되며 상대

적으로 안정적인 병리 경과를 보이는 결절 모양의 혈관 병변을 특징으로 한

다[107]. 두 경우 모두 황반의 구조적 무결성을 손상시켜 시력 장애를 유

발한다.

iPS-RPE 세포(induced pluripotent stem cell-derived retinal 

pigment epithelium cell)에서 고위험 ARMS2/HtrA1 대립유전자를 가진 

경우, HtrA1 기질인 EFEMP1(EGF-containing fibulin-like 

extracellular matrix protein 1)과 TSP1(thrombospondin 1)의 발현이 

증가하며[68, 108], 이는 황반변성 병리 진행에 중요한 영향을 미친다. 
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EFEMP1은 드루젠 형성, 보체 경로 활성화, 염증 반응 및 TGF-β 신호 

조절을 통해 혈관 신생을 촉진하며, TSP1은 HtrA1에 의해 분해되어 생성

된 조각이 내피 세포의 혈관 내강 형성을 유도하여 비정상적인 신생혈관을 

유발한다[68]. 이러한 세포외 기질 구성 요소의 증가는 HtrA1의 단백질 분

해 활성 증가로 인한 피드백 루프와 관련이 있다.

결과적으로, HtrA1은 ECM 분해와 Wnt(Wingless-type MMTV 

integration site family) 및 TGF-β 신호 전달 경로를 통해 노인 황반변

성 병리에서 중요한 역할을 수행하며, 이러한 메커니즘은 염증, 비정상적인 

신생혈관 형성, 그리고 망막 퇴화를 포함한 황반변성의 주요 병리적 특징을 

설명한다. 따라서 HtrA1은 노인 황반변성 치료를 위한 유효한 타겟이 될 

수 있음을 의미한다.
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그림 2. HtrA1이 세포외 기질(피브로넥틴)을 분해하여 Bruch 막에 미치는 

영향 (본 그림은 [37]에서 발췌하였음). 

HtrA1은 세포외 기질(TSP1, EFEMP1)과 TGF-β 신호 전달 경로

(TGF-β, TGF-βRII(transforming growth factor-beta receptor II), 

GDF6(growth differentiation factor 6)) 관련 단백질 및 수용체를 통해 

혈관 신생에 영향을 미친다.
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1.6. 활성기반 프로브

활성기반 프로브(Activity-Based Probes, ABPs)는 효소의 활성 상태를 

선택적으로 탐지하고 연구하기 위해 설계된 특수한 화학 프로브이다. 활성

기반 프로브는 효소의 활성화된 형태에만 결합하여 비활성화된 형태나 억제

된 효소와 구별할 수 있도록 설계되었다. 이는 기존의 기질기반 프로브와 

달리 효소의 기질 전환에 의존하지 않고, 효소 활성 부위에 공유 결합을 형

성함으로써 효소 활성을 직접 탐지할 수 있게 한다[109].

이러한 특성 덕분에 활성기반 프로브는 효소의 동적 조절, 국소화 및 생

리학적·병리학적 역할을 이해하는 데 강력한 도구로 사용된다. 특히 단백

분해효소(protease)와 같은 다양한 생물학적 과정 및 질병에 관여하는 효

소 연구에 있어 활성기반 프로브는 뛰어난 도구로 평가받고 있다. 일반적인 

항체나 단백질체학 기술은 단백질의 총량을 측정할 수는 있지만, 효소의 활

성 상태를 반영하지 못하는 단점이 있다. 반면, 활성기반 프로브는 효소의 

동적 활성 상태를 직접 탐지할 수 있어 효소 조절 메커니즘 연구에 매우 유

용하다[110].

활성기반 프로브는 효소의 특성과 활성 메커니즘에 맞추어 설계되며, 주

로 반응성 워헤드(reactive warhead), 표적화 요소(targeting element), 

탐지 태그(detection tag)라는 세 가지 주요 구성 요소로 이루어져 있다

[111, 112].

첫 번째 구성 요소인 워헤드는 효소의 활성 부위와 공유 결합을 형성하는 

반응성 화학 그룹으로, 표적 효소의 촉매 메커니즘에 따라 설계된다. 예를 

들어, 세린 및 트레오닌 단백분해효소는 플루오로포스폰산

(fluorophosphonate)이나 디페닐 포스폰산(diphenyl phosphonate)과 같

은 전자 친화적 워헤드를 사용하며, 시스테인 단백분해효소는 아실옥시메틸 



- 17 -

케톤(acyloxymethyl ketone) 및 비닐 설폰(vinyl sulfone) 등 부드러운 

전자 친화체를 사용한다. 또한, 메탈로 및 아스파르트산 단백분해효소는 활

성화된 물 분자를 사용하는 촉매 메커니즘 특성상 잠재적 전자 친화체

(latent electrophiles)를 사용한다.

두 번째 구성 요소인 표적화 요소는 효소의 활성 부위에 특이적으로 결합

할 수 있도록 설계된 인식 모티프이다. 주로 기질 유사체나 펩타이드 서열

이 사용되며, 효소 특이성을 높이기 위해 라이브러리를 기반으로 최적화가 

이루어진다.

세 번째로, 탐지 태그는 형광 염료, 비오틴, 방사성 동위원소 등 다양한 

방식으로 효소의 활성탐지를 가능하게 한다. 형광 태그는 실시간 이미징에 

적합하며, 비오틴 태그는 효소의 정제와 탐지에 유용하다. 클릭 화학 기반 

태그를 활용하면 탐지 과정에서 발생할 수 있는 간섭을 최소화할 수 있다.

또한, 링커(linker)는 선택적으로 워헤드와 태그 사이의 공간적 여유를 제

공하며, 선택성을 높이거나 특정 조건에서 분리가 가능하도록 설계될 수 있

다. 
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그림 3. ABPP의 약물 개발 활용 (본 그림은 [113]에서 발췌하였음).

ABPP(activity-based protein profiling)를 통해 정상 조직과 비정상 조

직의 단백분해효소 활성 프로파일 차이를 확인할 수 있다. 예를 들어, 태깅 

후 PAGE(polyacrylamide gel electrophoresis)로 분리하여 질병 관련 효

소를 식별, 정량화(특히 활성 기준)하고 약물 표적으로 검증할 수 있다. 이

를 통해 단백분해효소 저해제의 효능을 평가하고, 후보 물질의 검증 및 선

도 물질 발굴에 활용할 수 있다.
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그림 4. 활성기반 프로브의 구성 요소 (본 그림은 [113]에서 참고하였음).

활성기반 프로브는 워헤드, 링커, 태그로 구성된다. 워헤드는 효소 활성 부

위와 공유 결합을 형성하며, 링커는 용해도 및 절단 특성을 조정하고, 태그

는 형광 가시화, 정제, 또는 질량 분석에 활용된다. 이 구성은 유기 합성을 

통해 유연하게 설계될 수 있다.
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활성기반 프로브는 다양한 활용 분야에서 중요한 역할을 한다. 첫째, 단백

분해효소 프로파일링에서 활성기반 프로브는 복합 단백질 혼합물에서 활성 

상태의 단백분해효소를 식별하고 정량화하여 질병과 관련된 효소 활성을 규

명하는 데 사용된다. 예를 들어, 암 진행에서 시스테인 단백분해효소 활성을 

분석하는 데 활용되었다. 둘째, 라이브 세포 이미징에서는 형광 태그가 포함

된 활성기반 프로브를 사용하여 세포와 조직에서 실시간 효소 활성을 시각

화할 수 있다. 이를 통해 종양이나 염증 부위에서 효소의 활성을 구체적으

로 관찰할 수 있다. 셋째, 활성기반 프로브는 효소 저해제를 평가하는 데도 

사용된다. 활성기반 프로브는 저해제와 효소 간 경쟁 결합을 통해 억제 효

율성을 측정하며, 물리적으로 정제하기 어려운 효소에도 적용 가능하다. 마

지막으로, 활성기반 프로브는 질병 진단 및 치료 표적 검증에서도 중요한 

도구로 사용된다. 활성 상태의 효소에 특이적으로 결합함으로써 질병 표적 

효소를 검증하고, 이를 바탕으로 치료제 개발을 위한 새로운 전략을 제공한

다. 활성기반 프로브는 이러한 강력한 특성과 활용 가능성으로 인해 생물학 

연구와 임상 응용 모두에서 핵심적인 도구로 자리 잡고 있다[114].
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1.7. HtrA 활성탐지 프로브에 관한 선행 연구

선행 연구에서는 HtrA 단백분해효소의 활성탐지 및 조절을 목표로 하는 

활성기반 프로브가 개발되었다. 이 연구에서는 HtrA1과 HtrA2를 표적으로 

하여 효소 활성의 선택성과 효율성을 극대화하는 설계 전략이 적용되었다. 

이렇게 개발된 HtrA 선택적 활성기반 프로브를 활용함으로써 세포 내 

HtrA1의 활성을 선택적으로 추적할 수 있을 뿐만 아니라, 프로브의 구조-

활성 관계(Structure-activity relationship, SAR)를 분석하는 데 유용하

게 활용될 수 있었다.

선행 연구에서 개발된 활성기반 프로브는 HtrA 단백분해효소의 활성 부

위 특성을 기반으로 설계된 펩타이드 서열을 포함하였다. P1 위치에 발린

(valine)이나 류신(leucine)을 포함한 펩타이드 서열은 HtrA1과 HtrA2에 

대해 높은 선택성을 나타냈으며, P2 및 P3 위치에는 친수성 및 비자연적 

아미노산 변형을 도입하여 선택성을 더욱 강화하였다. 연구진은 P1-Val과 

P2 위치의 소수성 잔기가 HtrA 효소 활성에 유리하다는 사실을 확인하였

으며, P2-β-tBu 및 P3-2-Nal 그룹은 HtrA2의 선택성을 향상하는 것

으로 나타났다. 또한, P3-Lys는 DegP 선택성을 확보하는 데 필수적임을 

밝혀냈다[46].

특히, LFLV-DPP 프로브는 HtrA1에 대해 높은 선택성을 보였으며, 

HeLa 세포 및 U-87 MG 세포에서 효소의 농도 의존적 라벨링을 성공적

으로 수행하였다. 또한, 형광 염료 기반 탐지 태그가 도입되어 실시간 이미

징이 가능해졌으며, β-아밀로이드에 노출된 성상세포 모델에서 HtrA1 활

성 증가를 명확히 관찰할 수 있었다. 이는 알츠하이머병의 병리적 기전을 

탐구하고 조기 진단 바이오 마커로 활용할 가능성을 시사하였다. 한편, 

HtrA2에 특화된 프로브는 미토콘드리아 타겟팅 그룹과 결합하여 
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SH-SY5Y 세포 내 미토콘드리아에서도 HtrA2 활성을 성공적으로 표지하

였다. SDS-PAGE 분석 결과, LFLV-DPP는 높은 재현성을 보였으며, 비

표적 효소 및 인간 혈청 알부민(human serum albumin, HSA)과의 비특이

적 결합이 거의 없었다.[115]. 

결론적으로, 개발된 프로브는 효소 활성의 정성적 및 정량적 평가에 유용

한 도구로 활용될 수 있으며, 효소의 병리적 활성과 관련된 신호를 정밀하

게 추적할 가능성을 보여주었다. 이를 통해 새로운 진단 바이오 마커의 발

굴과 효소 기능 연구를 위한 강력한 플랫폼을 제시하였다.
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그림 5. HtrA 활성탐지 테트라펩타이드 프로브의 구조-활성 관계 (본 그

림은 [46]에서 발췌하였음).

활성기반 프로브의 구조와 각 자리 (P1, P2, P3, P4)의 아미노산 변형이 

HtrA1, HtrA2 그리고 DegP에 미치는 선택성과 활성.

구조식 1. LFLV-DPP 테트라펩타이드 프로브.
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2. 결과 및 고찰

2.1. HtrA 활성탐지 트라이펩타이드 프로브의 합성

2.1.1. 트라이펩타이드 프로브 라이브러리의 합성 (본 라이브러리의 합성

은 광주과학기술원과의 공동연구를 통해 송다솜 연구원이 합성하였

음)

본 연구에서는 선행 연구를 바탕으로 1, 2세대 프로브 중 HtrA에 선택적

이었던 펩타이드 시퀀스를 바탕으로 하여 3세대 프로브를 디자인 및 합성

하였다. 특히, P2 위치에서 선택성을 개선하기 위해 Abu(aminobutyryl), 

β-Cpa(β-cyclopropylalanyl), Leu(leucine), Nva(norvaline) 등 다양

한 잔기를 포함한 변형 라이브러리를 제작하였다. 이 과정에서 carboxy 

fluorescein(CF) 태그가 포함된 트라이펩타이드 부분을 표준 고상 펩타이

드 결합 기술(Solid Phase Peptide Synthesis, SPPS)로 합성하고, 이를 

Val-DPP 아미노산과 결합시켰다. 결합 후에는 다시 preparative HPLC 

정제를 통해 최종적으로 높은 순도의 프로브를 확보하였다.
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표 2. 트라이펩타이드 프로브 라이브러리의 서열 (3세대 프로브).

구조식 2. 트라이펩타이드 프로브 라이브러리.

P1 자리는 valine, P3 자리는 phenylalanine으로 고정하고, P2 자리만 변

형을 준 프로브의 모식도.

Compound Name Sequence Molecular 
Weight

1 DS-4-173 CF-Ahx-Phe-Abu-Val-DPP 1009.06

2 DS-4-174 CF-Ahx-Phe-ß-Cpa-Val-DPP 1035.10

3 DS-4-175 CF-Ahx-Phe-Leu-Val-DPP 1037.12

4 DS-4-176 CF-Ahx-Phe-Nva-Val-DPP 1023.09
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2.1.2. 세포와 재조합 단백질에서의 선택성과 반응성

세포 환경에서 프로브의 선택성과 반응성을 확인하기 위해, HeLa 및 

U-87 MG 세포와 재조합 단백질 HtrA1, HtrA2를 사용하여 프로브 활성

탐지 실험을 수행하였다. 기존에 개발된 LFLV-DPP 프로브를 양성 대조군

으로 설정하고, 이를 새롭게 설계된 트라이펩타이드 기반 프로브와 비교하

여 평가하였다.

재조합 HtrA1과 HtrA2 단백질에서 두 프로브의 선택성은 큰 차이가 없

었으나, 근소한 차이로 인해 트라이펩타이드 기반 프로브 중 compound 2

가 HtrA1에서 더 강한 탐지 신호를 나타내며 밴드 두께가 두꺼운 것이 관

찰되었다. 이러한 결과는 재조합 단백질 실험에서 확인된 데이터를 뒷받침

하며, 트라이펩타이드 프로브의 반응성이 미세하게 더 우수함을 시사한다.

반면, 세포 수준에서는 두 세포 모델 모두에서 1세대 LFLV-DPP 프로브

와 비교하면 트라이펩타이드 기반 프로브의 활성탐지 효율이 확연히 향상된 

것을 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 트라이펩타이드 프로브가 기존 1세

대 프로브보다 세포 환경에서 더 우수한 성능을 발휘하며, 세포 내 투과도

가 향상되었음을 입증한다.

특히, U-87 MG 세포에서는 세포 배양액에서 분비된 단백질과의 결합 

정도를 관찰하고자 하였는데, 이를 통해 트라이펩타이드 기반 프로브가 기

존 LFLV-DPP에 비해 현저히 개선된 성능을 보였다. compound 1은 소 

혈청 알부민(bovine serum albumin, BSA)과의 비특이적 결합이 눈에 띄

게 줄어든 것으로 확인되었으며, 이는 세포 배양액 내에서도 높은 선택성을 

유지할 수 있음을 보여준다. 이러한 결과는 트라이펩타이드 프로브의 설계

가 인간 혈청 알부민과의 비특이적 결합 문제를 효과적으로 해결하였음을 

입증하며, 세포 환경에서 더 나은 활성탐지 효율과 특이성을 제공한다는 점
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에서 중요한 진전을 나타낸다.

이와 같은 결과를 보다 구체적으로 확인하고 분석하기 위해, 추가로 인간 

혈청을 이용한 실험과 세포 환경에서의 활성탐지 실험을 수행하였다. 트라

이펩타이드 프로브와 LFLV-DPP를 사용하여 상업적으로 구매한 인간 혈

청(human serum) 환경에서 동일한 활성탐지 실험을 수행하였다. 인간 혈

청은 약 100–110 mg/ml에 이르는 고농도의 단백질 혼합물로 구성되어 있

으며, 대부분의 분비 효소는 소량으로 존재하기 때문에 특정 효소 활성을 

분석하는 데 어려움이 따를 수 있다. 또한, 효소의 단백질 농도와 활성은 표

본 획득 방식 및 시점에 따라 다를 수 있다.

실험 결과, 각 혈청 표본(50μg)에 10 ng의 재조합 HtrA1을 첨가했을 

때, 모든 프로브는 HtrA1을 명확히 표지하는 것으로 나타났다. 이는 고농

도의 단백질 혼합물에서도 활성 HtrA1을 선택적으로 탐지할 수 있는 프로

브의 성능을 입증한다. 반면, HtrA1이 첨가되지 않은 혈청에서는 알부민 

밴드만 관찰되었는데, 이는 실험에 사용된 인간 혈청에 자연적으로 존재하

는 HtrA1의 양이 탐지하기에 충분하지 않았기 때문으로 보인다.

일반적으로 HtrA1의 혈청 농도는 환자에 따라 약 40–50 ng/ml로 낮고 

변동성이 크기 때문에, 실제 환자 표본에서 HtrA1의 활성을 탐지하려면 혈

청 표본의 부피를 늘리거나 신호 증폭 기술이 필요할 것으로 보인다. 이를 

기반으로, 본 연구는 프로브의 실질적 활용 가능성을 검증하기 위해 표본 

전처리 및 신호 증폭 기술을 포함한 후속 연구를 진행할 예정이다. 또한, 이

들 프로브의 치료적 응용 가능성을 평가하기 위한 연구도 현재 진행 중이

다.

다만, 첫 실험에서 이전에 수행했던 U-87 MG 세포 실험 결과와는 다소 

다른 양상이 관찰되었고, 이를 확인하기 위해 인간 혈청 실험을 두 차례에 

걸쳐 반복 수행하였다. 두 번째 혈청 실험에서는 트라이펩타이드 프로브의 
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순서를 바꿔 진행한 결과, 실험마다 변동되는 데이터를 얻었다. 이러한 결과

는 비특이적 결합에 기인한 것으로 추정된다.

따라서, 이러한 비특이적 결합의 영향을 최소화하기 위해 프로브 설계와 

실험 조건을 더욱 정밀히 조정할 필요가 있다. 이는 향후 연구에서 프로브

의 특이성을 강화하고 실험 결과의 재현성을 높이는 중요한 단서를 제공하

며, 최적화된 프로브 개발로 이어질 것이다.
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그림 6. 3세대 프로브(1μM)의 재조합 단백질 HtrA1 및 HtrA2에 대한 

선택성과 반응성.

재조합 단백질 HtrA1과 HtrA2(50ng)에 대한 3세대 프로브(1μM)의 선

택성 및 반응성. rhHtrA, recombinant HtrA (rhHtrA1,2, 36kDa)
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그림 7. 3세대 프로브(1μM)의 U-87 MG, HeLa 세포 내 선택성과 반응성.

(C) U-87 MG 세포 배양액과 세포 라이세이트에 1μM 농도의 선택된 프

로브로 표지한 후 SDS-PAGE (45℃에서 2시간 동안 라벨링). (D) HeLa 

세포 라이세이트에 1μM 농도의 선택된 프로브로 표지한 후 SDS-PAGE 

(45℃에서 2시간 동안 라벨링). * 소 혈청 알부민
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그림 8. 3세대 프로브(5μM)의 인간 혈청에서의 선택성과 반응성.

각 프로브(5μM)로 표지된 인간 혈청(50μg). *인간 혈청 알부민.
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2.1.3. HtrA 효소 활성 분석과 IC50

프로브의 선택성을 보다 구체적으로 분석하기 위해, 상업적으로 사용 가

능한 형광 기질인 H2-opt(H2-optimal substrate)를 이용하여 IC50 값을 

측정하였다. 이를 통해 재조합 HtrA 및 세포성 HtrA1에 대해 반응성을 보

였던 트라이펩타이드 프로브를 선택적으로 평가하였다.

결과적으로, compound 2 (P2-β-Cpa)는 HtrA1과 HtrA2에 대해 각

각 0.69μM 및 1.4μM의 가장 강력한 억제 효과를 보이며, 우수한 선택성

을 입증하였다. 반면, P2 자리를 류신(leucine)으로 대체한 compound 3는 

HtrA1에 대해 1.8μM, HtrA2에 대해 9.5μM의 IC50 값을 나타내며 두 

효소 간 억제 효과에서 큰 차이를 보였다. 이는 아미노산의 개수를 감소시

키더라도 효소 간 선택성을 강화할 가능성을 보여준다.

따라서, 트라이펩타이드 프로브는 기존 LFLV-DPP에 비해 HtrA 효소에 

대해 더 우수한 억제 활성을 나타냈으며, compound 2와 3 모두 새로운 설

계 전략을 기반으로 효소 선택성과 효율성에서 유망한 도구로 평가되었다. 

이러한 결과는 HtrA 연구 및 질병 진단에서 트라이펩타이드 프로브의 활용 

가능성을 더욱 확장한다.
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요약하자면, 트라이펩타이드 프로브는 기존의 LFLV-DPP 프로브에 비해 

효소 선택성과 반응성에서 개선된 성능을 보여주었다. 특히, P2 위치의 변

형을 통해 각 프로브가 HtrA1과 HtrA2에 대해 서로 다른 반응성을 나타냈

다. Compound 2는 HtrA1과 HtrA2 모두에서 가장 강력한 억제 효과(IC50 

0.69μM 및 1.4μM)를 보이며, 선택성과 억제 효율성에서 우수성을 입증

하였다.

또한, P2 자리에 류신을 도입한 compound 3는 HtrA1과 HtrA2에 대해 

각각 1.8μM 및 9.5μM의 IC50값을 보이며, 두 효소 간 억제 효과에서 큰 

차이를 나타냈다. 이는 효소 간 선택성을 강화할 가능성을 보여주는 결과로, 

류신과 같은 자연 아미노산을 기반으로 한 설계의 중요성을 시사한다.

세포 실험에서도 트라이펩타이드 프로브는 LFLV-DPP에 비해 HeLa와 

U-87 MG 세포에서 더욱 강력한 활성탐지 효율을 나타냈으며, compound 

1은 인간 혈청 알부민과의 비특이적 결합이 현저히 감소하여, 복잡한 단백

질 환경에서도 높은 선택성을 유지하며 효소 활성을 탐지할 가능성을 보여

주었다.

혈청 실험 결과, 트라이펩타이드 프로브는 농도 의존적으로 HtrA1을 성

공적으로 활성을 탐지했으나, 자연적으로 존재하는 HtrA1의 농도가 낮아 

신호 증폭 기술이나 표본 전처리와 같은 추가적인 접근이 필요할 수 있음을 

시사했다. 이는 트라이펩타이드 프로브가 고복잡도 환경에서도 효소 특이적 

탐지가 가능하며, 임상적 활용 가능성을 보이는 도구임을 입증한다.

다만, 실험 반복 과정에서 세포 실험과 달리 비특이적 결합이 일부 관찰

되었으며, 이를 해결하기 위한 프로브 설계와 실험 조건의 최적화가 향후 

연구에서 중요한 과제로 남아 있다. 이러한 결과는 트라이펩타이드 프로브

가 효소 연구 및 질병 진단 분야에서 강력한 도구로 활용될 수 있으며, 지

속적인 최적화를 통해 실질적 응용 범위를 더욱 확대할 수 있을 것이다.
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2.2 HtrA 활성탐지 트라이펩타이드 저해제의 합성

2.2.1. 트라이펩타이드 저해제 라이브러리의 합성

본 연구에서는 3세대 프로브 서열을 바탕으로 하여 3세대 프로브를 디자

인 및 합성하였다. 특히, P2 위치에서의 프로브의 선택성이 저해제에서도 

같은 양상으로 관찰되는지 보려고 노력했다. 이 과정에서 Cbz 혹은 acetyl 

capping group이 포함된 트라이펩타이드 부분을 표준 고상 펩타이드 결합 

기술(Solid Phase Peptide Synthesis, SPPS)로 합성하고, 이를 Val-DPP 

아미노산과 결합했다. 결합 후에는 다시 preparative HPLC 정제를 통해 

최종적으로 높은 순도의 프로브를 확보하였다.
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표 4. 트라이펩타이드 저해제 라이브러리의 서열 (1세대 저해제).

구조식 3. 트라이펩타이드 저해제 라이브러리.

P1 자리는 valine, P3 자리는 phenylalanine으로 고정하고, CG(Capping 

group)와 P2 자리만 변형을 준 저해제의 모식도.

Compound Name Sequence Molecular Weight

5 SJ-2-89 Ac-Phe-Abu-Val-DPP 579.63

6 SJ-2-52 Ac-Phe-ß-Cpa-Val-DPP 605.67

7 SJ-2-92 Ac-Phe-Leu-Val-DPP 607.69

8 SJ-2-94 Ac-Phe-Nva-Val-DPP 593.66

9 SJ-2-58 Cbz-Phe-Abu-Val-DPP 671.73

10 SJ-2-74 Cbz-Phe-ß-Cpa-Val-DPP 697.77

11 SJ-2-70 Cbz-Phe-Leu-Val-DPP 699.78

12 SJ-2-73 Cbz-Phe-Nva-Val-DPP 685.76



- 38 -

2.2.2. Covalent docking을 통한 저해제와 HtrA1 결합 분석

트라이펩타이드 기반 저해제 8종의 도킹 점수를 비교 분석하여, 앞서 평

가한 IC50 값과의 상관관계를 확인하고, 유사한 결과를 보이는 저해제가 있

는지 탐색하였다. 도킹 점수는 저해제와 단백질 간 결합 친화도를 정량적으

로 나타내며, 점수가 낮을수록 더 강력한 결합력을 나타내는 저해제로 평가

되었다.

도킹 점수 분석 결과, 저해제들의 결합 친화도를 나타내는 점수는 

compound 8, 6, 10, 7, 11, 9, 5, 12 순서로 나타났다. Acetyl-capped 

저해제만을 비교했을 때는 compound 8, 6, 7, 5 순서로 점수가 높게 평가

되었다. 하지만 이 결과를 IC50 값과 비교했을 때 약간의 차이가 있었다. 

IC50 결과에서 HtrA1에 대한 억제 능력은 compound 6, 8, 5, 7 순서로 

나타났으며, 특히 compound 6이 도킹 점수와 IC50 모두에서 우수한 성능

을 보였다. 도킹 점수는 저해제가 단백질에 결합하는 안정성을 예측하는 지

표로, 실험적으로 측정된 IC50 값과 일치하는 경향을 보인 것은 compound 

6이 매우 효과적인 저해제로 작용할 가능성을 뒷받침한다.
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Compound 6의 결합 메커니즘과 구조적 특징을 보다 구체적으로 이해하

기 위해 covalent docking 분석을 수행하였으며, 이를 통해 Compound 6

이 HtrA1(PDB: 3NZI)의 활성 부위에서 Ser328과 공유 결합을 형성하며 

효소 억제를 유도한다는 결과를 확인하였다.

포즈 분석 결과, 효소와의 결합 특이성을 결정짓는 핵심 요소가 P1 부위

와 밀접하게 관련된 것으로 나타났다. P1 부위는 효소의 S1 포켓과 강하게 

상호작용하여 결합의 정합성과 친화도를 극대화하였다. 반면, P2 부위는 예

상과 달리 효소 결합 부위의 바깥쪽으로 돌출되어 상대적으로 낮은 중요성

을 보였으며, Asp250과 약한 상호작용을 나타내어 residue 크기의 영향을 

받는 것으로 분석되었다. P3 부위는 Val347을 포함하는 루프 구조와 안정

적으로 상호작용하여 효소의 활성형 구조 유지에 기여하였다. Acetyl 

capping group은 효소 활성 부위 외곽의 잔기들과 약한 소수성 상호작용을 

통해 복합체 안정성을 보조했으나, 결합 친화도에는 큰 영향을 미치지 않는 

것으로 확인되었다. 특히, diphenyl phosphonate 워헤드는 활성 부위의 주

요 잔기인 Ser328과 직접 공유 결합을 형성하며, 주변의 소수성 잔기들과

의 상호작용을 통해 강력한 억제 효과를 발휘하였다.

이러한 구조적 특징은 compound 6이 HtrA1의 활성 부위에 선택적으로 

결합하며 효소 활성을 억제할 수 있음을 보여준다. 이를 기반으로 한 합성

과 분석을 통해 최적의 저해제 설계를 목표로 하고자 하였다.
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그림 10. compound 6의 최적 도킹 포즈. 도킹 점수 = -7.631.
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2.2.3. HtrA 효소 활성 분석과 IC50

저해제의 선택성과 억제 효율성을 보다 구체적으로 분석하기 위해 상업적

으로 사용 가능한 형광 기질인 H2-opt를 활용하여 IC50 값을 측정하였다. 

이 실험을 통해 재조합 HtrA 및 세포성 HtrA1에 대해 반응성을 보였던 트

라이펩타이드 프로브를 기반으로 설계된 저해제들을 선택적으로 평가하였

다.

분석 결과, compound 6(P2-β-Cpa)는 HtrA1과 HtrA2에 대해 각각 

3.66μM 및 9.98μM의 IC50 값을 나타내며, 가장 강력한 억제 효과를 보

였다. 특히, Ac-capped 저해제(compound 5-8)가 전반적으로 

Cbz-capped 저해제(compound 9-12)보다 우수한 성능을 보였으며, 이는 

capping group의 설계가 저해제의 용해도 및 효율성에 큰 영향을 미친다는 

점을 시사한다. 반면, Cbz-capped 저해제는 용해도가 낮아 IC50 값에서 큰 

변동이 발생하였으며, 최적화를 시도했음에도 50μM 이상의 IC50 값을 보

였다.

P2 자리를 류신으로 대체한 compound 7은 HtrA1과 HtrA2에 대해 각

각 11.0μM과 10.9μM의 IC50 값을 나타내며, 두 효소 간 억제 효과의 차

이가 크지 않았다. 이는 효소 간 선택성을 확보하기 어려울 수 있음을 나타

낸다. 유사하게, compound 5 또한 HtrA1과 HtrA2에 대해 각각 11.0μM

과 10.9μM의 IC50 값을 보이며 비슷한 경향을 나타냈다. 그러나 

compound 8은 HtrA1에 대해 8.02μM, HtrA2에 대해 23.1μM의 IC50 

값을 보여, 두 효소 간 억제 효과에서 명확한 차이를 드러내어 선택적 저해

제로서의 가능성을 확인시켰다.

한편, 기존의 테트라펩타이드 저해제 LFLV-DPP는 HtrA1과 HtrA2에 

대해 각각 7.6μM/5.85μM 및 12μM의 IC50 값을 나타냈다. 이를 비교했
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을 때, 트라이펩타이드 기반 저해제들은 기존 LFLV-DPP보다 HtrA 효소

에 대해 더 우수한 억제 활성을 나타냈으며, 특히 compound 5-8은 새로

운 설계 전략을 바탕으로 효소 선택성과 효율성에서 유망한 결과를 보였다.

이러한 결과는 HtrA 효소에 관한 연구와 질병 진단에서 트라이펩타이드 

저해제의 활용 가능성을 더욱 확장할 기회를 제공하며, 향후 효소 선택성을 

강화하고 효율성을 개선한 저해제 설계를 통해 HtrA 관련 질환 치료제 개

발에 중요한 이바지를 할 수 있음을 시사한다. 
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2.2.4. Neutrophil elastase 활성 분석과 IC50

다양한 protease에 대한 저해제의 선택성을 확인하기 위해 neutrophil 

elastase를 대상으로 IC50 값을 측정하였다. Neutrophil elastase에 대한 

억제 효과는 펩타이드 P1 위치에 발린이 존재할 경우 강력한 결합을 유도

하는 것으로 알려져, 이를 기반으로 억제 효과를 확인하기 위한 실험을 진

행하였다. 이를 위해 재조합 단백질을 활용한 IC50 실험을 수행한 결과, 

compound 5-8은 모두 소수점 단위의 μM 값으로 neutrophil elastase에 

대해서도 상당한 억제 효과를 보이는 것을 확인할 수 있었다.

특히, HtrA와의 IC50 값에서도 가장 뛰어난 성능을 보였던 compound 6

은 neutrophil elastase에 대해서도 0.3132μM의 IC50 값을 나타내며, 가

장 강력한 억제 효과를 보였다. Compound 5는 0.3489μM, compound 7

은 0.6938μM, compound 8은 0.6690μM의 값을 나타내었다. 한편, 

Cbz-capped 저해제(compound 9-12) 중에서는 compound 11만 측정할 

수 있었으며, 0.6517μM의 IC50 값을 나타냈다. 나머지 Cbz-capped 저해

제들은 용해도가 낮아 IC50 값에서 큰 변동이 발생하였으며, 최적화를 시도

했음에도 여전히 50μM 이상의 IC50 값을 보였다.

ARPE-19 세포에서 neutrophil elastase 활성 분석 실험을 추가로 진행

하였다. 그러나 neutrophil elastase는 주로 호중구에만 존재하여 양이 적

고, 세포 내에서 활성도 관찰되지 않았다. 따라서, HtrA 효소 억제에 유의

미한 영향을 미치지 않을 것으로 판단되었다.

이러한 결과는 HtrA에 대한 저해제 개발에서 효소 특이성을 강화하고 비

특이적 억제를 최소화하기 위한 추가적인 구조적 설계의 필요성을 시사한

다.
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Neutrophil elastase activity assay

time (sec)
0 100 200 300 400 500 600

80

100

120

140

160
DMSO
control1
control2
compound 6(1)
compound 6(2)
compound 6(3)
HA1 1
HA1 2
HY-6-18 1
HY-6-18 2

그림 13. ARPE-19 세포에서의 Neutrophil elastase 활성 분석.

HA1은 HtrA 활성제를, HY-6-18은 LFLV-DPP의 저해제 compound를 

의미한다. 
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2.2.5. 세포 생존율 측정: MTS 분석

저해제 라이브러리의 세포 독성을 평가하기 위해 HeLa 세포, U-87 MG 

세포 그리고 HepG2 세포를 사용하여 MTS 분석(methanethiosulfonate 

assay)을 수행하였다. 각 세포주에서 저해제 또는 활성제를 처리한 후 세포 

생존율(cell viability)을 측정하였으며, 저해제의 세포 독성 평가 결과는 아

래와 같이 나타났다.

MTS 분석 결과, 모든 세포주에서 저해제 처리 후 세포 생존율이 전반적

으로 80% 이상으로 나타나, 합성된 저해제들이 세포 독성이 거의 없음을 

확인할 수 있었다. 특히, 특정 세포주에서 약간의 차이는 존재했으나, 전체

적으로 세포 생존율이 높은 수준을 유지하는 경향을 보였다.

결과적으로, 본 실험은 합성된 저해제들이 세포 독성을 거의 나타내지 않

으며, 세포 생존율이 전반적으로 높은 수준을 유지함을 확인하였다. 이러한 

결과는 합성된 저해제가 독성이 낮고 안전한 후보 물질로 평가될 가능성을 

강하게 시사한다.
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2.2.6. 세포 장기 생존 능력 측정: Colony formation 분석

저해제 라이브러리의 세포 증식 억제 효과를 평가하기 위해 

MDA-MB-231 세포, A549 세포, 그리고 H460 세포를 사용하여 colony 

formation 분석을 수행하였다. 각 세포주에 저해제(compound 6) 또는 활

성제(HA1)를 처리한 후, 세포의 콜로니 형성(colony formation) 능력을 

평가하였으며, 이를 통해 저해제가 세포 증식에 미치는 영향을 확인하였다. 

모든 세포에서 콜로니 형성 양상은 비슷하게 나타나 정확한 비교가 어려

웠으나, HtrA 활성제(HA1)를 처리한 경우 콜로니 수가 상대적으로 감소하

는 경향이 관찰되었다. 이러한 결과로 인해 저해제의 영향을 명확히 평가하

기에는 어려움이 있었다. 보다 명확한 비교를 위해 향후 실험에서는 

MCF-7 세포와 같은 정상 세포를 대조군으로 포함하고, 웰의 중앙 부분에

서도 균일하게 세포를 배양하여 분석하는 것이 필요할 것으로 보인다.
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그림 15. MDA-MB-231, A549, H460 세포의 colony formation 분석.

실험은 각 세포에서 동일 조건으로 두 번 반복하여 진행되었다. 대조군 세

포(처리하지 않은 세포), 저해제를 처리한 세포, 활성제를 처리한 세포의 사

진을 촬영하였다.
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3. 결론

본 연구에서는 HtrA 효소를 타겟으로 하는 새로운 트라이펩타이드 기반 

프로브와 저해제를 설계하고, 그 특이성과 효율성을 평가하였다. 3세대 프

로브는 기존의 1세대 및 2세대 프로브와 비교하여 HtrA1 및 HtrA2에 대

한 선택성과 반응성에서 개선된 성능을 보였다. 특히, compound 2는 높은 

효소 특이성과 낮은 비특이적 결합을 통해 복잡한 단백질 환경에서도 우수

한 탐지 성능을 나타냈다. 이러한 특성은 임상적 활용 가능성을 시사하며, 

복잡한 혈청 환경에서도 HtrA1의 활성을 탐지할 수 있는 기반을 제공하였

다.

저해제 연구에서는 트라이펩타이드 기반 저해제의 IC50 값을 분석하여 

HtrA 효소에 대한 선택적 억제 능력을 평가하였다. Compound 6은 HtrA1

에 대해 가장 낮은 IC50 값을 나타내며, 가장 강력한 억제 효과를 보였다. 

그러나 neutrophil elastase에 대한 IC50 분석에서 비특이적 억제 효과가 

관찰되어, 향후 연구에서는 HtrA 효소에 대한 선택성을 더욱 강화하고 비

특이적 억제를 최소화하는 설계가 필요함을 확인하였다.

MTS 분석을 통해 저해제의 세포 독성을 평가한 결과, 모든 세포주에서 

저해제 처리 후에도 세포 생존율이 80% 이상으로 유지되어 저해제의 독성

이 낮음을 확인하였다. Colony formation 분석에서는 각 세포에서 저해제

와 활성제의 영향을 분석하였으나, 콜로니 형성 양상이 전반적으로 비슷하

게 나타나 정확한 비교가 어려웠다. 이를 보완하기 위해, 향후 연구에서는 

정상 세포를 대조군으로 포함하고, 실험 조건을 더욱 엄밀히 조정하여 분석

의 신뢰도를 높이는 것이 필요하다.

이 연구는 HtrA 효소를 타겟으로 하는 프로브와 저해제 설계에 있어 중

요한 발전을 제공하며, HtrA 관련 질환의 진단 및 치료제 개발에 있어 유
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망한 가능성을 제시하였다. 특히, compound 2와 compound 6의 공통점인 

P2 자리의 β-cyclopropylalanyl unnatural amino acid가 HtrA의 활성 

변화를 추적하는 데 중요한 역할을 한다는 점을 확인하였다. 이는 향후 효

소 선택성과 효율성을 더욱 강화하기 위한 설계 방향에 있어 중요한 단서를 

제공한다. 또한, 비극성이 낮고 작은 capping group이 용해도가 우수했으

며, acetyl-capped 저해제가 특히 높은 용해도와 우수한 IC50 및 세포투과

도를 보여 현재 노인 황반변성 모델 세포주에서 치료 효과를 검증 중이다.

그럼에도 불구하고, 본 연구를 통해 트라이펩타이드 기반 프로브와 저해

제 설계에서 많은 성과를 확인하였으나, 여전히 해결해야 할 몇 가지 과제

가 남아 있다. 첫째, 알부민과의 비특이적 결합 문제를 완전히 해결하지 못

하였다. 이를 개선하기 위해, PEG(polyethylene glycol)과 같은 극성 또는 

수용성이 증가한 링커를 도입하여 알부민과의 결합을 줄이고 선택성을 강화

하는 방안을 고려할 수 있다. 

둘째, 본 연구에서는 트라이펩타이드 기반 저해제에 초점을 맞췄지만, 테

트라펩타이드 기반 저해제를 합성하여 비교함으로써 트라이펩타이드 설계의 

한계와 강점을 더욱 명확히 확인할 수 있을 것이다. 이러한 접근은 저해제

의 구조적 변형에 따른 효능 변화를 심층적으로 이해하는 데 이바지할 것이

다. P2 자리 뿐만 아니라 P3 자리를 활용해 알부민 결합을 완화할 수 있는 

테트라펩타이드 저해제 라이브러리를 합성해 비교하는 것이 유망한 전략이 

될 수 있다.

셋째, 기존 설계에서 Val-DPP 워헤드를 사용한 방식을 넘어, 대체 워헤

드를 활용한 새로운 프로브 및 저해제의 합성을 시도할 수 있다. 예를 들어, 

Val-DPP에서 diphenyl phosphonate 대신 boronate ester, phosphonate 

ester, phosphinate ester와 같은 다양한 반응성 electrophile을 적용하여 

성능 향상을 도모할 수 있을 것이다.



- 56 -

이와 같은 제언은 향후 연구에서 트라이펩타이드 프로브 및 저해제의 성

능을 개선하고, HtrA 효소에 대한 선택성을 강화하여 더욱 효과적인 진단 

도구 및 치료제로 발전시키는 데 중요한 방향성을 제공할 것이다.
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4.  실험

4.1. 실험기기 및 시약

4.1.1. 실험기기

액체크로마토그래피-질량분석기 (Liquid Chromatography)는 HP 1100

모델로 질량분석기(MS)는 Electrospray ionization (ESI) 방식의 Agilent 

Technologies 6130 모델을 사용하여 수행하였으며 column은 Agilent 

XDB-C18모델을 사용하였다. 액체크로마토그래프 (High Performance 

Liquid Chromatograph)는 KNAUER 제작사의 AZURA 모델을 사용하여 

수행하였으며 column은 Luna C18을 사용하였다. RFU 및 IC50 data는 

Molecular Devices SpectraMax M3를 사용하였다. 화합물 정제를 위한 

flash column chromatography는 Merck사의 Silica gel 60 

(Merck-Millipore)를 사용하였다. 1H NMR과 13C NMR 스펙트럼은 

JEOL사의 JNM-ECZ500R/SI(500 MHz 1H, 125 MHz 13C) 분광계로

부터 얻어졌으며, NMR 용매로는 CDCl3, DMSO-d6, acetonitrile-d3, 

D2O를 사용하였다. Chemical shift는 표준물질인 tetramethylsilane으로부

터 ppm단위로 기록하였으며 데이터는 chemical shift multiplicity 

(s=singlet, d=doublet, t=triplet, m=multiplet), coupling constant 

(Hz), integration의 순으로 기록하였다. 세포 이미징은 EVOS FL imaging 

system 를 사용하였다.
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4.1.2. 시약

반응에 사용된 시약은 Sigma-Aldrich, Thermofisher Scientific, Alfa 

Aesar, TCI, Acros, Novabiochem, ChemImpex, Fisher Chemical, 

Cayman Chemical, Biosesang에서 구입하여 정제 없이 사용하였다. 

Water는 3 차 증류수를 사용하였다. 실험에 사용된 트라이펩타이드 프로브 

(compound 1-4)의 합성은 광주과학기술원 서지원 교수 연구팀과의 공동

연구를 통해 송다솜 연구원이 수행하였다.

세포 배양에는 HeLa 세포, U-87 MG 세포, HepG2 세포, 

MDA-MB-231 세포, A549 세포 그리고 H460세포 모두 한국 세포주 은

행에서 구매하였으며(ARPE-19 세포는 울산대학교 의과대학 강민지 교수 

연구실에서 제공하였다), 배양 배지는 Gibco사의 Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM), DMEM:F12 또는 Roswell Park Memorial 

Institute Medium (RPMI-1640)를 사용하여 세포에 따라 Fetal bovine 

Serum(FBS)과 penicillin/streptomycin을 혼합하여 사용하였다.
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4.2. 실험방법

4.2.1. 트라이펩타이드 저해제의 합성

펩타이드는 고체상 펩타이드 합성법(Solid-Phase Peptide Synthesis, 

SPPS)을 사용하여 합성되었다. 2-chlorotrityl chloride resin (100–200 

mesh), 1% DVB (1.00 mmol/g, 300 mg, 0.30 mmol)을 DMF(7.5 mL)

에 넣어 상온에서 30분 동안 팽윤시켰다. 펩타이드 결합 반응을 위해 아미

노산을 DIEA(116.3 mg, 0.15 mL, 0.90 mmol, d = 0.74 g/mL)와 

DMF(1.5 mL)에 용해하여 첨가한 뒤, 강하게 교반하며 1.5시간 동안 반응

시켰다. 이후 DMF와 CH2Cl2로 세척하였다. 세척 후, 20% piperidine(774 

mg, 0.9 mL, 9.09 mmol, d = 0.86 g/mL)을 DMF(4.5 mL)에 혼합하여 

3회 반복하여 Fmoc deprotection을 수행하였으며, 이후 다시 DMF와 

CH2Cl2로 세척하였다. Deprotection 후, 팽윤시킨 레진을 capping group

이 달린 원하는 아미노산(0.90 mmol)과 Oxyma Pure (85.3 mg, 0.60 

mmol), DIC(109.35 mg, 0.135 mL, 0.90 mmol, d = 0.81 g/mL)을 

DMF 용액(2.0 mL)에 혼합하여 펩타이드 결합 반응을 진행하였다. 

반응 후 레진은 MeOH, DMF, CH2Cl2로 세척하였다. 레진은 CH2Cl2에 

팽윤시키고, 클리비지 칵테일 (2,2,2-트리플루오로에탄올 : 아세트산 : 

CH2Cl2 = 1:1:8, v/v/v)을 사용하여 상온에서 2시간 동안 반응시켜 펩타이

드를 분리하였다.

건조된 펩타이드에 HATU(1.1eq), Oxyma Pure(1.1eq), DIEA(2.2eq)

를 DMF(1.0 mL)에 혼합하여 첨가한 뒤 교반하였다. Valine-diphenyl 

phosphonate(Val-DPP, 1eq)는 DIEA(1.5eq)와 함께 DMF(0.5 mL)에 

준비하였다. Val-DPP는 상온에서 5분간 활성화한 뒤, 교반 중인 펩타이드 

용액에 첨가하여 3일간 상온에서 반응을 진행하였다.
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Supelclean™ LC-18 SPE Tube를 사용하여 반응이 끝난 펩타이드를 3

차 증류수(Distilled water, DW)로 세척한 후, Acetonitrile(ACN)에서 생

성물을 수득하였다. 생성된 펩타이드는 preparative HPLC를 사용하여 정

제한 후 동결건조하였다. 펩타이드의 순도(>98%)는 분석용 HPLC로 확인

되었다. 
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구조식 4. 트라이펩타이드 저해제의 대표적인 합성 경로.

Compound 5와 9의 P2 아미노산은 Abu, compound 6과 10의 P2 아미노

산은 β-Cpa, compound 7과 11의 P2 아미노산은 Leu, compound 8과 

12의 P2 아미노산은 Nva이다.
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4.2.2. HtrA 형광 기질인 H2-opt의 합성

펩타이드는 고체상 펩타이드 합성법(Solid-Phase Peptide Synthesis, 

SPPS)을 사용하여 합성되었다. 2-chlorotrityl chloride resin (100–200 

mesh), 1% DVB (1.00 mmol/g, 300 mg, 0.30 mmol)을 DMF(5.0 mL)

에 넣어 상온에서 30분 동안 팽윤시켰다. 펩타이드 결합 반응을 위해 아미

노산을 DIEA(91 mg, 0.12 mL, 0.90 mmol, d = 0.74 g/mL)와 

DMF(1.5 mL)에 용해하여 첨가한 뒤, 강하게 교반하며 1.5시간 동안 반응

시켰다. 이후 DMF와 CH2Cl2로 세척하였다. 세척 후, 20% piperidine(688 

mg, 0.80 mL, 8.08 mmol, d = 0.86 g/mL)을 DMF(3.0 mL)에 혼합하

여 3회 반복하여 Fmoc deprotection을 수행하였으며, 이후 다시 DMF와 

CH2Cl2로 세척하였다. Deprotection 후, 팽윤시킨 레진을 원하는 아미노산

(0.90 mmol)과 HBTU(N,N,N′,N′

- T e t r a m e t h y l - O - ( 1 H - b e n z o t r i a z o l - 1 - y l ) u r o n i u m 

hexafluorophosphate, 341 mg, 0.90 mmol), DIEA(183 mg, 0.25 mL, 

1.80 mmol, d = 0.74 g/mL)을 DMF 용액(2.0 mL)에 혼합하여 펩타이드 

결합 반응을 진행하였다. 이후 DMF와 CH2Cl2로 세척하였다. 이때, 아미노

산 중 Fmoc-Lys(Dnp)-OH은 아미노산을 0.45 mmol, DIEA 0.9 mmol, 

HBTU 0.9 mmol 사용하여 하룻밤 동안 반응을 진행하였다. 이러한 과정을 

반복하여 원하는 서열을 얻은 후, 다시 Fmoc deprotection을 수행하였다. 

마지막으로 레진에 붙은 펩타이드를 DMF(5.0 mL)에 서스펜드 시키고, 

Mca-OH(7-Methoxycoumarin-4-acetic acid, 0.45 mmol), DIEA 0.9 

mmol, HBTU 0.9 mmol를 DMF에 용해시켜 첨가한 뒤 강하게 교반하며 

하룻밤 동안 반응을 진행하였다. 반응 후 레진은 MeOH, DMF, CH2Cl2로 

세척하였다.
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레진은 CH2Cl2에 팽윤시키고, 클리비지 칵테일 (2,2,2-트리플루오로아세

트산 : triisopropylsilane : CH2Cl2 = 95:2.5:2.5, v/v/v)을 사용하여 상온

에서 7.5시간 동안 반응시켜 펩타이드를 분리하였다. 분리된 펩타이드는 차

가운 diethyl ether에 침전시키고, 1500–1800 rpm에서 1분 동안 원심분

리한 뒤 상층액을 제거하였다. 이 과정을 10번 반복한 뒤, 생성된 가루를 

상온에서 건조시켰다. 생성된 펩타이드는 preparative HPLC를 사용하여 

정제한 후 동결건조하였다. 펩타이드의 순도(>98%)는 분석용 HPLC로 확

인되었다.

 



-
 6

4
 -

C
l

O
H

Fm
oc

H
N

O

O
H

H N
O

Fm
oc

H
N

O

H
N

H
N

O

O

N
H

N
O

2

O
2N

O

O

O
H

H N
O

N H
O

H
N

N
H

N
O

2

O
2N

O

O

Fm
oc

H
N

O

O
H

H N
O

N H
O

H
N

N
H

N
O

2

O
2N

O

O

H N
O

Fm
oc

H
N

O

O

O
H

H N
O

N H
O

H
N

N
H

N
O

2

O
2N

O

O

H N
O

N H
O

O

Fm
oc

H
N

O

O

O
H

H N
O

N H
O

H
N

N
H

N
O

2

O
2N

O

O

H N
O

N H
O

O
H N

O

O

Fm
oc

H
N

O

O

O
H

H N
O

N H
O

H
N

N
H

N
O

2

O
2N

O

O

H N
O

N H
O

O
H N

O

O

N H
O

O

Fm
oc

H
N

O

O
H

H N
O

N H
O

H
N

N
H

N
O

2

O
2N

O

O

H N
O

N H
O

O
H N

O

O

N H
O

O
H N

O

Fm
oc

H
N

O

H
N

N
H

H N
S

O
O

O

O
H

H N
O

N H
O

H
N

N
H

N
O

2

O
2N

O

O

H N
O

N H
O

O
H N

O

O

N H
O

O
H N

O

N H
O

H
N

N
H

H N
S

O
O

O Fm
oc

H
N

O

H
N

N
H

N H
S

O
O

O

O
H

H N
O

N H
O

H
N

N
H

N
O

2

O
2N

O

O

H N
O

N H
O

O
H N

O

O

N H
O

O
H N

O

N H
O

H
N

N
H

H N
S

O
O

O

H N
O

H
N

N
H

N H
S

O
O

OFm
oc

H
N

O
O

H

H N
O

N H
O

H
N

N
H

N
O

2

O
2N

O

O

H N
O

N H
O

O
H N

O

O

N H
O

O
H N

O

N H
O

H
N

N
H

H N
S

O
O

O

H N
O

H
N

N
H

N H
S

O
O

O

N H
O

O

O

O
M

e

O

Ex
ac

tM
as

s:
24

37
.1

99
0

M
ol

ec
ul

ar
W

ei
gh

t:
24

38
.9

26
0

구
조

식
 5

. 
H

2
-

o
p
t 

기
질

의
 합

성
 경

로
.



- 65 -

4.2.3. 재조합 단백질 HtrA1의 발현 및 정제

Recombinant HtrA1 (pET29)은 BL21(DE3) E. coli에서 니켈-친화성 

크로마토그래피를 통해 정제되었다. BL21(DE3) 세포는 형질전환 후 

Luria-Bertani(LB) 배지와 100 mg/mL 암피실린(Biosesang)을 포함한 

배지에서 37℃에서 conical tube로 하룻밤 동안 배양하였다. 이후, 세포는 

6-8시간 동안 37℃에서 LB 배지, 100 mg/mL 암피실린 및 34 mg/mL 

클로람페니콜(Biosesang)을 포함한 배지에서 OD600이 약 0.8에 도달할 때

까지 플라스크에서 배양되었다. 단백질 발현은 18℃에서 0.5 mM IPTG로 

20시간 동안 유도하였다.

세포는 4℃에서 3,590 rpm으로 20분간 원심분리하여 수확하였고, 수확

된 세포 펠릿은 −80℃에서 동결하여 용해 전까지 보관하였다. 동결된 세포

는 얼음 위에서 해동한 후 resuspension buffer(50mM Tris pH 8.0, 

500mM NaCl)에 현탁시킨 뒤, 초음파 분해법(sonication)을 통해 용해하

였다. 용해물은 4℃에서 13,000 rpm로 1시간 동안 원심분리하여 맑게 한 

후, 이 용해물을 Ni-NTA 레진(1L 배양액당 0.75 mL 레진)과 함께 최소 

1시간 동안, 경우에 따라 하룻밤 동안 4℃에서 반응시켰다.

결합된 레진은 washing buffer(50mM Tris pH 8.0, 1M NaCl, 20mM 

imidazole)로 레진 부피의 50배만큼 세척되었으며, 세척된 레진은 elution 

buffer(50mM Tris pH 8.0, 200mM NaCl, 10% glycerol(v/v), 300mM 

imidazole)를 사용해 효소를 용출되었다. 세척과 용출 과정에서는 

Bradford 방법을 사용하여 효소 존재 여부를 확인하였다.

최종적으로, 효소는 크기 배제 크로마토그래피(size exclusion 

chromatography)를 통해 추가로 정제되었으며, storage buffer(50mM 

Tris pH 8.0, 200mM NaCl, 10% glycerol(v/v))로 교환하였다. 이 과정
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에서 Cytiva사의 PD-10 탈염 컬럼이 사용되었다. 정제된 효소의 농도는 

Bradford 방법으로 소 혈청 알부민(BSA)를 표준으로 하여 측정하였으며, 

소분하여 −80℃에서 보관되었다.

4.2.4. 재조합 단백질 활성탐지

직접 발현한 HtrA1과 R&D Systems에서 구매한 재조합 HtrA2, 인간 

호중구 엘라스타제 단백질을 각각 50ng씩 50mM Tris pH 8.0, 0.25% 

CHAPS assay buffer 20μL에 희석하였다. 각 단백질을 1μM 농도의 프

로브와 혼합하여 45℃에서 2시간 동안 반응시켰다. 이후, SDS-PAGE 

sample buffer를 첨가하여 반응을 종료하였다. 라벨링된 단백질은 12% 

SDS-PAGE를 통해 분리하고, ChemiDoc MP Imaging 시스템을 사용하여 

분석하였다.

4.2.5. 라이브 세포, 배양 배지 및 인간 혈청에서의 단백질 활성탐지

모든 세포주는 한국세포주은행(서울, 한국)에서 구매하였으며, 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)에 10% Fetal Bovine 

Serum (FBS), 100U/mL 페니실린, 100μg/mL 스트렙토마이신

(Pen/Strep)을 첨가하여 배양하였다. 인간 혈청은 Sigma-Aldrich에서 구

매하였다. HeLa 세포와 U-87 MG 세포는 24-well plate에 2 × 10⁵ 세

포/well로 분주한 뒤, 37℃, 5% CO₂ 환경에서 활성탐지 실험 전 18–20

시간 동안 배양하였다. 배양 배지를 신선한 배지로 교체한 후, 프로브(10μ

M)를 첨가하였으며, 세포를 2시간 동안 배양하였다. 최종 DMSO 농도는 

1% 미만으로 유지하였다. 각 웰에서 배양액을 수집한 뒤, 인산완충생리식

염수(PBS)로 두 번 세척하였다. 활성 HtrA 단백질의 직접적인 라벨링을 
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평가하기 위해 SDS-PAGE sample buffer를 첨가하여 세포를 용해하였다. 

SDS-PAGE sample buffer 첨가 후, 조추출물을 수집하여 85℃에서 10분

간 가열(3분마다 vortex)한 뒤, 12% SDS-PAGE로 분리하였다. 라벨링된 

단백질은 형광 스캐너로 젤을 스캔하여 분석하였다.

인간 혈청 활성탐지 실험의 경우, 혈청은 assay buffer(50mM Tris pH 

8.0, 0.25% CHAPS)으로 희석하여 50μg/well로 준비하고, 일부 시료에는 

재조합 HtrA1(10ng/well)을 첨가하고, 다른 시료에는 첨가하지 않고 실험

을 진행하였다. 각 시료에 5μM 농도의 트라이펩타이드 프로브 또는 

LFLV-DPP를 첨가한 뒤, 45℃에서 1시간 동안 라벨링을 수행하였다. 반

응은 SDS-PAGE sample buffer를 첨가하여 중단시켰다. 표지된 단백질은 

12% SDS-PAGE로 분리되었으며, 형광 스캐너로 젤을 스캔하여 분석하였

다. 

4.2.6. HtrA1과 HtrA2에 대한 IC50 측정

(1) 트라이펩타이드 프로브

HtrA 활성은 형광 기질인 H2-opt 

(Mca-Ile-Arg-Arg-Val-Ser-Tyr-Ser-Phe-Lys(Dnp)-Lys (12.μ

M)과 50mM Tris pH 8.0, 0.25% CHAPS로 구성된 assay buffer를 사

용하여 측정하였다. 트라이펩타이드 프로브는 96-Well Black/Clear 

Bottom Plate(Falcon)에 최종 농도가 0.5μM ~ 25μM이 되도록 spot을 

찍었다. 100ng의 재조합 단백질을 150μL의 assay buffer에 희석하여 첨

가하였다. 상온에서 10분간 활성화한 뒤, 50μL의 기질 용액을 추가하였다. 

형광 신호(excitation 328 nm, emission 393 nm)는 37℃에서 

Spectramax M3 형광 판독기로 30초 간격으로 2시간 동안 측정되었다. 

IC50 값은 GraphPad Prism을 사용한 비선형 회귀분석을 통해 계산되었다.
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(2) 트라이펩타이드 저해제

HtrA 활성은 H2-opt (12.5μM)과 50mM Tris pH 8.0, 0.25% 

CHAPS로 구성된 assay buffer를 사용하여 측정하였다. 트라이펩타이드 

저해제는 96-Well Black/Clear Bottom Plate(Falcon)에 최종 농도가 0.1

μM ~ 100μM이 되도록 spot을 찍고, 100μL의 assay buffer에 녹였다. 

효소는 50μL의 assay buffer에 희석하여 상온에서 30분간 활성화하였다. 

이후, 효소 용액을 프로브와 반응시켜 상온에서 10분간 반응시킨 뒤, 마지

막으로 50μL의 기질 용액을 추가하였다. 형광 신호(excitation 328nm, 

emission 393nm)는 37℃에서 11-13초 간격으로 1시간 동안 

Spectramax M3 형광 판독기로 측정되었으며, IC50 값은 GraphPad Prism

을 사용한 비선형 회귀분석을 통해 계산되었다.

4.2.7. Neutrophil elastase에 대한 IC50 측정

트라이펩타이드 저해제는 96-Well Black/Clear Bottom Plate(Falcon)

에 최종 농도가 0.1μM ~ 100μM이 되도록 spot을 찍었다. Neutrophil 

elastase를 activation buffer(50mM MES pH 5.5, 50mM NaCl)에 50μ

g/mL로 희석한 뒤, 37℃에서 2시간 동안 활성화하였다. 이후, 활성화된 효

소 용액을 assay buffer(50mM Tris pH 7.5, 1M NaCl, 0.05% 

Brij-35(w/v))에 1ng/μL 농도로 희석하여 각 웰에 100μL씩 분주하였

다. 형광 기질(MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-AMC, Cayman Chemical) 

은 assay buffer로 희석하여 50μM 농도로 준비하였고, 이를 각 웰에 100

μL씩 추가하였다. 형광 신호(excitation 380nm, emission 460nm)는 3

7℃에서 11-13초 간격으로 5분 동안 Spectramax M3 형광 판독기로 측

정되었으며, IC50 값은 GraphPad Prism을 사용한 비선형 회귀분석을 통해 

계산되었다.
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4.2.8. ARPE-19 세포에서의 Neutrophil elastase activity 분석

ARPE-19 세포는 울산대학교 의과대학 강민지 교수 연구실에서 제공하

였으며, Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 

(DMEM/F12)에 10% Fetal Bovine Serum (FBS), 100 U/mL 페니실린, 

100μg/mL 스트렙토마이신(Pen/Strep)을 첨가하여 배양하였다. 

ARPE-19 세포는 24-well plate에 5 × 104 세포/well로 분주한 뒤, 3

7℃, 5% CO₂환경에서 실험 전 18–20시간 동안 배양하였다. 배양액을 제

거한 후 PBS로 두 번 세척하고, Opti-MEM으로 배양액을 교체하였다. 

Opti-MEM 처리 시, 저해제, 활성제 또는 대조군으로 DMSO를 

Opti-MEM에 희석하여 최종 농도 50μM이 되도록 준비한 뒤, 24시간 동

안 처리하였다. 96-Well Black/Clear Bottom Plate(Falcon)에 배양액을 

100ul/well 로 분주한 뒤, 기질 용액은 assay buffer(50mM Tris pH 7.5, 

1M NaCl, 0.05% Brij-35(w/v))로 희석하여 50μM 농도로 준비하였고, 

이를 각 웰에 100μL씩 추가하였다. 형광 신호(excitation 380nm, 

emission 460nm)는 37℃에서 11-13초 간격으로 5-15분 동안 

Spectramax M3 형광 판독기를 사용해 측정하였다.

4.2.9. MTS 분석

HeLa, U-87MG, 그리고 HepG2 세포를 각각 1 × 10⁴ cells/well로 

96-well plate에 배양하였다. 18-20시간 배양한 뒤, 배지를 교체하고 저

해제를 10μM 농도로 첨가하여 밤새 반응시켰다. 이후, 배지를 교체한 후 

well당 20μL의 MTS 용액을 추가하고 37℃, 5% CO₂ 조건에서 2시간 

동안 배양하였다. 최종적으로 490nm에서 흡광도를 측정하였다.
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4.2.10. Colony formation 분석

모든 세포주는 한국세포주은행(서울, 한국)에서 구매하였으며, Roswell 

Park Memorial Institute Medium (RPMI-1640)에 10% Fetal Bovine 

Serum (FBS), 100U/mL 페니실린, 100μg/mL 스트렙토마이신

(Pen/Strep)을 첨가하여 배양하였다. MDA-MB-231 세포, A549 세포와 

H460 세포는 6-well plate에 1 × 103 세포/well로 분주한 뒤, 37℃, 5% 

CO₂환경에서 활성탐지 실험 전 18–20시간 동안 배양하였다. 배양 배지를 

저해제 또는 활성제(10μM)가 처리된 신선한 배지로 교체한 뒤, 세포를 3

일 동안 배양하였다. 이후, 3일마다 저해제 또는 활성제가 처리된 신선한 

배지로 교체하는 과정을 반복하였다. 13일째 되는 날, PBS로 두 번 세척한 

뒤, Fixing buffer (Methanol:Glacial Acetic Acid:Water=1:1:8)로 사용

해 세포를 고정하였다. 고정된 세포는 0.1% crystal violet으로 상온에서 

15분간 염색하였으며, PBS로 두 번 세척한 후 형광 스캐너로 세포 사진을 

촬영하였다.

4.2.11. Covalent docking 

Covalent docking은 Schrödinger의 Covalent Docking 워크플로우를 사

용하여 Maestro(Schrödinger Suite)에서 수행하였다. 저해제의 화학 구조

는 LigPrep 모듈을 사용해 3D 좌표와 생리학적 pH(7.4)에서의 양성자화

를 생성하여 준비하였다. HtrA1(PDB: 3NZI)의 단백질 구조는 Protein 

Preparation Wizard를 사용해 전처리하였으며, 여기에는 결합 순서 지정, 

수소 추가, 결정학적 물 분자의 제거, 수소 결합 네트워크 최적화, 그리고 

제한된 에너지 최소화 과정이 포함되었다.

Covalent docking receptor grid는 활성 부위 내에서 공유 결합 부위로 

Ser328을 정의하여 생성하였다. 저해제의 전기친화적 워헤드(electrophilic 



- 71 -

warhead)는 Ser328과 공유 결합을 형성하기 위한 반응성 그룹으로 지정

되었다. 도킹 과정에서는 공유 결합 형성과 함께 저해제와 HtrA1 결합 포

켓 간의 비공유 상호작용도 고려하였다.

도킹 시뮬레이션은 CovDock 모듈을 사용하여 수행하였으며, 저해제의 다

양한 구조적 형태와 방향을 샘플링하여 가능한 결합 포즈를 생성하였다. 도

킹 결과는 도킹 점수, 결합 상호작용, 공유 결합의 기하학적 구조를 기준으

로 가장 적합한 포즈를 선택하여 분석하였다. Compound 6(SJ-2-52)는 

HtrA1(PDB: 3NZI)의 Ser328 측쇄에 공유적으로 도킹되었다. 최종 도킹 

포즈의 시각화와 분석은 모두 Maestro를 사용하여 수행하였다.
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ABSTRACT

Development of Chemical Probes for Exploring and 

Regulating Serine Protease Activity

Soo Jung Han

Department of Next Generation 

Applied Sciences

Graduate School of

Sungshin University

Age-related macular degeneration is a progressive degenerative 

disease of the macular region of the retina, with hyperactivation of 

the HtrA1 serine protease being a key pathological mechanism. 

HtrA1 degrades extracellular matrix, weakening retinal structure 

and inducing abnormal neovascularization, leading to vision loss. 

This study aimed to develop an activity-based probe capable of 

selectively tracking and modulating HtrA1 activity, providing a tool 

for age-related macular degeneration diagnosis and therapeutic 

development.

To overcome the limitations of the existing LFLV-DPP probe, the 

tetrapeptide structure was simplified into a tripeptide design. Valine 

was fixed at the P1 position and phenylalanine at the P3 position, 

while various hydrophobic residues were introduced at the P2 
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position to improve enzyme selectivity and cell permeability. The 

tripeptide-based probe synthesized using solid-phase peptide 

synthesis demonstrated superior cell permeability and improved IC50 

values compared to its predecessors. The probe exhibited efficient 

labeling performance in HeLa and U-87 MG cells and successfully 

detected HtrA1 activity in human serum.

Additionally, a tripeptide-based inhibitor was synthesized using 

the probe's structure as a template. This inhibitor exhibited greater 

inhibitory effects than the LFLV-DPP-derived inhibitors. The 

tripeptide-based probes and inhibitors developed in this study 

demonstrated enhanced enzyme selectivity and inhibitory efficacy, 

establishing their potential utility for the diagnosis and therapeutic 

development of age-related macular degeneration and related 

diseases.

However, additional research is required to address the issue of 

non-specific binding to serum albumin. This work provides a robust 

tool for advancing enzyme research and precision medicine, offering 

a platform for selective detection and modulation of HtrA1, as well 

as validation of disease-related biomarkers and development of 

novel therapeutics.
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