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The first small interfering RNA (siRNA) therapeutics have recently been approved by the Food and 
Drug Administration in the U.S., and the demand for a new RNA therapeutics bioanalysis method—
which is essential for pharmacokinetics, including the absorption, distribution, metabolism, and ex-
cretion of siRNA therapeutics—is rapidly increasing. The stem-loop real-time qPCR (RT-qPCR) assay 
is a useful molecular technique for the identification and quantification of small RNA (e.g., micro 
RNA and siRNA) and can be applied for the bioanalysis of siRNA therapeutics. When the anti-HPV 
E6/E7 siRNA therapeutic was used in preclinical trials, the established stem-loop RT-qPCR assay was 
validated. The limit of detection was sensitive up to 10 fM and the lower limit of quantification up 
to 100 fM. In fact, the reliability of the established test method was further validated in three intra 
assays. Here, the correlation coefficient of R2>0.99, the slope of -3.10 ~ -3.40, and the recovery rate 
within ±20% of the siRNA standard curve confirm its excellent robustness. Finally, the circulation pro-
files of siRNAs were demonstrated in rat serum, and the pharmacokinetic properties of the anti-HPV 
E6/E7 siRNA therapeutic were characterized using a stem-loop RT-qPCR assay. Therefore, the stem- 
loop RT-qPCR assay enables accurate, precise, and sensitive siRNA duplex quantification and is suit-
able for the quantification of small RNA therapeutics using small volumes of biological samples.
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서   론

RNA 간섭(RNA interference, RNAi)의 개념을 이용한 질병

치료방법은 특정 유전자 발현을 제어하여 다양한 세포의 기

능, 분화, 증식 및 사멸에 관여한다[6, 7]. 초기 연구에는 유전자 

전달을 위해 바이러스를 이용한 전달시스템을 이용하고자 하

였으나, 안전성과 관련된 여러 문제점들로 인해 리포좀, 고분

자 접합체 등을 이용한 비바이러스성 전달체에 관한 연구가 

활발히 진행되고 있다[15, 19]. 

siRNA (small interfering RNA)는 특정 유전자의 발현을 

제어하는 역할을 하는 small RNA의 한 종류로, 19~21 mer 

길이의 dsRNA 형태로 양 말단의 2~3 nucleotides가 돌출

(overhang)되어 있는 구조를 갖고 있다[2]. 자연적으로는 RNA 

바이러스 또는 전이인자 유래의 duplex RNA가 Dicer에 의해 

절단되어 생성되고, RISCs (RNA-induced silencing complex)

의 구성요소인 Ago 단백질이 결합하여 타겟 mRNA에 대해 

완벽한 상보적 가닥으로 이루어져 타겟 mRNA를 cleavage하

여 유전자 침묵(gene silencing)을 유도한다[11]. 

siRNA를 이용한 치료제의 경우, 기존의 약물치료가 어려웠

던 난치질환에 새로운 해결책으로 부상하고 있으며 다양한 

질병에 대한 적용 가능성이 확인되고 있다[1]. 또한 기존의 약

물치료가 어려웠던 질병에 대해 제약없이 모든 생물의 유전자 

특이적인 적용이 가능한 치료제로 사용이 가능하다는 장점을 

가지고 있다[9].  

2004년 처음으로 임상시험을 시작한 이후로, 현재 50건 이

상의 siRNA 치료제 관련 임상시험이 보고되었다[1]. 글로벌 

임상 시험이 진행되고 있는 siRNA 치료제들 가운데 국소적 

효과를 확인하거나 일부의 임상연구에서는 off-target 효과로 

인해 중단되기도 하였으나, 최근 미국 바이오기업 앨라일람 

파마슈티컬스는 희소 신경 손상 질환인 ‘유전성 트랜스티레틴

(hATTR) 아밀로이드증’을 치료하는 약물로 미국 식품의약국

(FDA)으로부터 세계 첫 RNAi 치료제 판매허가를 받았다[14]. 

현재 전 세계적으로 siRNA를 이용한 임상연구가 계속해서 

진행중에 있으며, 이에 따라 약물의 효능 검증 및 핵산 약물의 

동태분석에 대하여 보다 다양한 방법들이 요구되고 있는 실정
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Fig. 1. Schematic description of stem-loop RT-qPCR. (A) Reverse 

transcription of siRNA primed by specific stem-loop RT 

primer. (B) First-strand cDNAs are amplified in real-time 

PCR using specific forward primer, reverse primer com-

plementary to stem-loop RT primer and specific TaqMan 

probe.

이다[3]. 

혈액내 핵산 약물체의 특성을 확인하는 방법으로는 방사성 

동위 원소 또는 형광 표지 siRNA, 또는 RNA 수준을 측정하는 

생물학적 분석법(Northern blotting, ELISA)등이 있으며 핵산 

약물의 정량분석법으로는 qPCR, hybridization assay, HPLC 

및 LC-MS법 등이 있으나[8, 13, 16, 18], 분석에 이용하기 위해

서는 500 μl 이상의 많은 혈액을 필요로 하므로 마우스와 같은 

작은 동물의 경우 분석에 어려움이 있다[5]. 이러한 생체시료

에서 siRNA 검출의 어려움을 극복하기 위한 방법으로써 stem- 

loop reverse transcription quantitative PCR (RT-qPCR)법은 

소량의 시료에서 가장 높은 민감도로 정량이 가능한 장점이 

있다. 이는 짧은 siRNA에 hairpin structure를 갖는 긴 염기서

열을 붙여 역전사 시킨 후에 합성된 cDNA로부터 real-time 

PCR법을 가능하게 하는 검출법이다[4, 12, 17]. 

본 연구에서는 치료제로 개발 중인 Anti-HPV E6/E7 siRNA

를 활용하여 stem-loop primer를 이용한 RT-qPCR법을 확립

하고 혈액내에서 siRNA의 확인 가능성과 검출한계, 재현성, 

민감성, 특이성 등 반복 실험을 통한 분석법 검증을 하였다. 

최종적으로 동물모델에서 siRNA를 검출하여 생체시료분석

(Bioanalysis)을 성공적으로 수행함으로 개발 중인 siRNA치료

제의 약동학적 특성을 분석하였다. 

재료 및 방법 

siRNA, Stem-loop RT-primer, PCR primer 및 probe 

제작

본 연구에서는 현재 치료제로 개발 중인 Anti-HPV E6/E7 

siRNA를 사용하였다[10]. 이는 Human Papillomavirus의 E6/ 

E7 mRNA를 타깃으로 바이러스의 발암유전자 침묵을 통해 

치료 효능을 나타내는 약물이다. Anti-HPV E6/E7 siRNA를 

정량하기 위해 필요한 각 primer들은 바이오니아(Bioneer, 

Korea)사에서 합성하였고, probe는 TaqMan™ MGB Probe 

(Applied Biosystems™, USA)을 이용하였다(Table 1). 

siRNA Specific Stem-loop RT-qPCR assay

Anti-HPV E6/E7 siRNA 표준시료를 주형으로 stem-loop 

RT-primer를 이용한 역전사반응을 통해 cDNA를 합성하였고 

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, 

Switzerland)를 사용하였다. siRNA 정량은 TaqMan™ MGB 

Probe (Thermofisher, USA)를 이용하여 정량적 실시간 중합

효소연쇄반응(quantitative real-time PCR)을 진행하였고, 반

응에 사용된 장비는 Light Cycler 480II (Roche, Switzerland)

를 이용하였다(Fig. 1).  

 

Stem-loop RT-qPCR assay의 표준곡선 작성 

비임상 시험을 위해 준비한 표준시료인 Anti-HPV E6/E7 

siRNA에 대한 보관과 냉, 해동의 따른 오차를 줄이기 위하여 

5 μl씩 분주하여 -20℃에 보관하였다가 real-time PCR진행시 

표준곡선을 위한 주형으로 사용하였다. siRNA 표준시료를 10 

nM부터 10배로 순차적으로 희석한 후, 3회의 real-time PCR을 

진행하였고, 희석된 siRNA 표준시료들의 Cp 값으로부터 얻

어진 결과를 이용하여 siRNA 농도의 log 값(x축)에 대한 Cp 

값(y축)을 표시하여 그려지게 되고, 이때 기울기(slope)와 결정

계수(R2) 값을 이용하여 real-time PCR의 효율(efficiency)을 결

정하였다. 

Stem-loop RT-qPCR assay 수행 및 신뢰성 검증

혈액내에 siRNA를 정량하기 위한 stem-loop qRT-PCR 반

응액 20 μl는 10 pmole primer mixture 1 μl, 10 pmole probe 

1 μl, 2x LightCycler® 480 Probes Master (Roche, Switzerland) 

10 μl과 LightCycler® 480II (Roche, Switzerland)를 이용하여 

real-time PCR을 진행하였다. 

확립된 stem-loop RT-qPCR 검출시험법의 신뢰성(reliabil-

ity)을 보증하기 위해 의약품등 시험방법 밸리데이션 가이드

라인을 참고하여 확립된 실험법의 검출한계(Limit of Detec-

tion, LOD), 최저정량한계(Lower Limit of Quantification, 

LLOQ), 정밀성, 정확성, 완건성(Robustness)을 검증하였다. 

모든 stem-loop RT-qPCR 반응에는 고, 중, 저농도의 표준물질 

siRNA를 quality control (QC) sample로 이용하였고, 이는 순

차적으로 희석한 표준물질과는 별도로 제작하여 positive con-
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A B

Fig. 2. Specific amplification of Anti-HPV E6/E7 siRNA using stem loop RT-qPCR assay. (A) Linearity of the standard curve in 

optimized assay conditions. The optimal condition of the siRNA amplification is established using the stem-loop RT-primer2, 

probe2 and forward primer3. (B) Amplification plots for 10-fold serial dilutions of the Anti-HPV E6/E7 siRNA standards 

ranging from 1 nM to 100 fM.

trol로서 사용하였다. Template를 넣지 않은 well과 stem-loop 

RT primer만 넣은 well을 negative control하여 real-time PCR

반응 결과의 정확성을 확인하였다.

검출한계(LOD) 값 검증을 위해 Anti-HPV E6/E7 siRNA 

표준시료를 1 nM부터 1 fM까지 10배씩 순차적으로 희석하여, 

3회의 real-time PCR을 실시하였다. 최저정량한계(LLOQ) 값 

검증을 위해 Anti-HPV E6/E7 siRNA 표준시료를 1 nM부터 

10 fM까지 10배씩 순차적으로 희석하여, 3회의 real-time PCR

을 실시한 후 표준곡선을 작성하고 siRNA 표준시료 농도(log)

에 대한 Cp 값(y)간의 표준 회귀식과 결정계수(R2)를 구하였

다. 결정계수(R2)값이 0.95 이상인 경우에 직선성이 있다고 판

단하였다.

Stem-loop RT-qPCR 방법의 정확성, 정밀성, 완건성을 검증

하기 위해 Anti-HPV E6/E7 siRNA 표준시료를 1 nM 부터 

100 fM까지 10배씩 순차적으로 희석하고, 3회의 real-time 

PCR을 실시한 후 평균 Cp 값을 비교함으로 실험법 반복의 

재현성을 살펴보았고, 실험자를 달리하여 3회의 real-time 

PCR을 실시한 후 표준곡선으로부터 결정된 siRNA 표준시료 

측정값의 환산율(recovery, %)을 비교하였다.

동물실험을 통한 약물 동태학(Pharmacokinetics) 분석 

Stem-loop RT-qPCR법을 siRNA을 주입한 동물의 혈액에

서 활용가능성을 검증하기 위해 Anti-HPV E6/E7 siRNA 약

물을 랫트의 대퇴정맥에 주사후 분리된 혈액샘플을 이용하여 

stem-loop RT-qPCR법을 검증하였다. 이를 위해 수컷 Spra-

gue-Dawley 랫트(7~8 주령, n=4)(중앙실험동물)를 이용하였

으며, 동물 실험은 서울대학교 동물실험윤리위원회의 승인

(SNU-180207-1)을 받은 후 시행되었다. 전 실험 과정 동안 모

든 동물은 실험동물관리원칙(National Institutes of Health 

publication No. 85-32, revised 1985)에 의거 수행되었다. 

Anti-HPV E6/E7 siRNA 약물을 랫트의 대퇴정맥에 주사

(femoral vein, 1 mg/kg)한 후, 0.5분~24시간까지의 혈액을 

채취하고 즉시 13,000 rpm, 4℃에서 5분간 원심분리를 한 후, 

plasma를 확보하여 -70℃ deep freezer에 보관하였다. 확립된 

stem-loop RT-qPCR 검출법을 사용하여 생체시료분석을 수행

하였고, WinNonlin 프로그램을 이용하여 약물 동태 파라미터

를 분석하였다.   

결과 및 고찰

Stem-loop RT-qPCR assay 최적화 및 표준곡선(Stan-

dard Curve)

LightCycler® 480 probe Master (Roche)를 사용하여 real- 

time PCR의 조건을 확립하였다. 최적의 stem-loop primer 선

별을 위하여 길이를 다르게 한 4개의 stem-loop primer와 2개

의 probe를 이용하여 real-time PCR 진행하였다. Stem- loop 

primer의 길이에 따라 형광증폭곡선의 안정화가 각기 다르게 

확인되었다. Probe 2를 이용하였을 때 반응이 시작되는 base-

line이 직선형으로 안정적으로 확인되었고, plateau에서 증폭

된 형광값이 더 높게 확인되며, 음성대조군에서의 Cp 값을 

고려하여 stem-loop RT-primer 2과 probe 2를 stem-loop 

RT-qPCR에 사용하였다. 다음으로 확인된 stem-loop RT pri-

mer와 probe를 이용하여 forward primer를 확인하였다. 200 

nM Anti-HPV E6/E7 siRNA를 이용하여 real-time PCR을 진

행하였을 때, 형광그래프의 안정된 baseline과 상대적으로 높

은 형광값이 확인된 forward primer 3을 최종적으로 stem- 

loop RT-qPCR에 사용하였다(Fig. 2A, Table 1).

선별된 stem-loop primer와 probe를 이용하여 Anti-HPV 
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       LLOQ

Fig. 3. Determination of low limit of quantification (LLOQ) con-

centration. The real-time fluorescence units are plotted 

against concentration of initial Anti-HPV E6/E7 siRNA 

ranging from 1 nM using LightCycler® 480II (Roche). 

All standard curve generated using known concentration 

of Anti-HPV E6/E7 siRNA of 10-fold serially diluted 

5-times and the threshold cycle (Cp) value. All the ex-

perimental points were obtained in triplicates. R2 values 

were always ≥0.99.

A B C

Fig. 4. Reproducibility and linearity of stem-loop RT-qPCR assay for quantitative detection of siRNA (A-C). Standard curve generated 

using known concentration of 10-fold serially diluted Anti-HPV E6/E7 siRNA and the threshold cycle (Cp) value. Every 

siRNA concentration was measured 3-times.

E6/E7 siRNA 표준시료를 1 nM에서 100 fM까지 10배씩 순차

적으로 희석하여 real-time PCR을 수행하였다. siRNA 표준시

료에 대한 Cp 값(y)간의 선형분석결과 기울기는 -3.0834, 결정

계수(R2)는 0.9843로 확인되어 siRNA 표준시료와 Cp 값 간의 

회귀성이 높아 정량 분석이 가능한 시험법임을 확인하였다

(Fig. 2A, Fig. 2B).  

Anti-HPV E6/E7 siRNA 표준시료를 통한 검출한계

(LOD) 및 최소정량한계(LLOQ) 확인 

검출한계 검증을 위해 1 nM Anti-HPV E6/E7 siRNA 표준

시료를 10배씩 순차적으로 1 fM까지 희석한 시료를 독립적으

로 준비하여 각 희석배수당 3회 반복적으로 수행하였다. 검출

한계(LOD) 값은 100 fM ~ 1 nM 농도범위의 Cp 값 간격이 

3 ~ 3.5을 일정하게 유지하며 나타남으로써 PCR 효율이 약 

100%임을 확인하였지만, 10 fM 농도 이하의 Cp 값에서는 변

화량이 3 이하로 변하는 것으로 확인되어 검출한계를 10 fM 

농도로 결정하였고(Table 2), 10 nM siRNA 표준시료를 10배

씩 순차적으로 희석했을 때 100 fM siRNA 표준시료 농도까지 

확인된 표준곡선의 slope의 값이 -3.1442, 결정계수(R2) 값이 

0.99 이상으로 확인되어 100 fM siRNA 표준시료의 농도를 

정량표준곡선의 최소값(LLOQ)으로 결정하였다(Fig. 3). 

Stem-loop RT-qPCR 검출법의 신뢰성 검증 

완건성(robustness)은 시험방법 중 일부 조건이 의도적으로 

변경되었을 때 측정값이 얼마나 영향을 받는지에 대한 척도를 

나타내는 것으로 통상적으로 검사법의 신뢰도에 대한 지표이다. 

생체시료에서 Anti-HPV E6/E7 siRNA 검출이 가능한지 확

인하기 위해 확립된 stem-loop RT-qPCR 시험법의 재현을 통

하여 정확성 및 완건성 검증을 실시하였다. 실험자를 다르게 

하여 동일한 siRNA 표준시료를 이용하여 3번의 stem-loop 

RT-qPCR을 진행하여 재현성을 확인하였다(Table 3). 3명의 

실험자들로부터 확인된 siRNA 표준시료에 대한 Cp 값(y) 간

의 표준곡선의 slope는 -3.10~-3.40으로 확인되었고, 결정계수 

R2는 모두 0.99 이상으로 확인되었다. 확립된 시험법의 조건에

서 각 농도별 표준시료의 Cp 값의 변화가 거의 없고 CV (%)가 

0.04~0.34%로 모두 3% 이하로 나타났다. 각 시험결과로부터 

확인된 표준곡선에 Cp 값을 적용하여 환산된 siRNA 표준시

료의 회수율(%)을 분석한 결과 80.14~118.54%로 확인되어 실

험자간 반복의 시험결과에 대한 완건성이 있음을 확인하였다. 

3일간 동일한 Anti-HPV E6/E7 siRNA 표준시료를 이용하

여 stem-loop RT-qPCR을 수행한 후 Cp값을 비교하여 정밀성

을 확인하였다(Fig. 4, Table 4). siRNA 표준시료에 대한 Cp 

값(y) 간의 표준곡선은 첫째 날의 경우 y = -3.0491x + 17.194 

(결정계수(R2) =0.9971), 둘째 날의 경우 y = -3.331x + 16.631

(결정계수(R2) = 0.9910), 셋째 날의 경우 y = -3.130x+16.755(결

정계수(R2) = 0.9910)로 표준곡선의 결정계수(R2)는 모두 0.99 
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Table 4. Precision of stem-loop RT-qPCR from independent experiments

　

　
Concentration

Cp value Final analysis

Test 1 Test 2 Test 3 AVE SD CV

1 day

1 nM

100 pM

10 pM

1 pM

100 fM

NTC

13.79

16.92

19.65

23.39

26.09

N/A

13.80

16.96

19.66

23.46

26.17

N/A

13.83

16.95

19.67

23.41

26.17

N/A

13.81

16.94

19.66

23.42

26.14

0.02

0.02

0.01

0.04

0.05

0.15

0.12

0.05

0.15

0.18

2 day

1 nM

100 pM

10 pM

1 pM

100 fM

NTC

13.46

15.40

19.83

23.20

26.58

N/A

13.47

15.39

19.84

23.14

26.60

N/A

13.49

15.39

19.83

23.16

26.58

N/A

13.47

15.39

19.83

23.17

26.59

0.02

0.01

0.01

0.03

0.01

0.11

0.04

0.03

0.13

0.04

3 day

　

1 nM

100 pM

10 pM

1 pM

100 fM

NTC*

13.77

15.49

19.40

22.59

25.90

N/A

13.82

15.68

19.52

22.69

25.93

N/A

13.79

15.71

19.52

22.70

25.95

N/A

13.79

15.63

19.48

22.66

25.93

0.03

0.12

0.07

0.06

0.03

0.18

0.76

0.36

0.27

0.10

* NTC: No template control.

A B

Fig. 5. Quantitative detection of Anti-HPV E6/E7 siRNA in rat serum. (A) Standard curves in rat serum using stem-loop RT-qPCR. 

(B) Circulation profile of Anti-HPV E6/E7 siRNA in rat.

이상으로 나타나 재현성뿐만 아니라 회귀성이 매우 높음을 

확인할 수 있었다. 이와 같은 결과에서 stem-loop RT-qPCR 

assay를 이용하여 siRNA 정량검출법의 활용이 가능함을 확인

할 수 있었다.  

또한 동일한 Anti-HPV E6/E7 siRNA 표준시료를 이용한 

다른 정량분석법인 hybridization assay를 이용하여 두 assay 

간의 검출한계 및 민감도를 비교하였을 경우 hybridization 

assay의 경우 10 pM의 검출한계와, 20 pM의 최소정량한계값

을 보이는 반면에 본 연구에서 확립한 stem-loop RT-qPCR법

의 경우 10 fM의 검출한계와 100 fM의 최소정량한계값을 갖

는 것으로 확인되어(data not shown) hybridization assay에 

비해 경우 약 1,000배 정도의 높은 민감도를 보이는 것으로 

나타나 소량의 생체시료 분석 및 저농도의 siRNA 검출에 더 

적합한 방법임을 알 수 있었다.

랫트 모델에서 stem-loop RT-qPCR 분석법에 의한 siRNA 

약물 동태학 분석

약효를 기대하는 약물의 흡수, 분포, 대사, 배설에 대한 체내 

동태를 분석하기 위한 방법으로서 시험동물을 이용하여 확립

된 stem-loop RT-qPCR 분석법의 활용을 확인하였다. Anti- 

HPV E6/E7 siRNA를 랫트의 대퇴정맥에 주입 후, 0.5분~24시

간까지의 혈액을 채취하였다. 채취된 랫트 혈액으로부터 plas-

ma를 분리하여 stem-loop RT-qPCR을 사용하여 siRNA를 정

량하였다. 표준곡선의 경우, siRNA 표준시료를 이용하여 진

행하였을 때 stem-loop RT-qPCR의 slope 값은 -3.1443, 결정계

수 R2>0.99으로 확인되었다(Fig. 5A). 결정된 표준곡선의 회귀

식을 이용하여 시간별 랫트의 혈액에 존재하는 siRNA의 양을 

분석하였을 때 naked siRNA는 혈중최고농도(Cmax)인 13.9 

μg/ml에서 30분만에 0.011 μg/ml로 급격히 감소함을 확인하
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Table 5. Pharmacokinetic parameter analysis of Anti-HPV E6/ 

E7 siRNA in rat serum 

Parameter

1 mg/kg

Naked

siRNA

Anti-HPV

E6/E7 siRNA

AUCt (min*μg/ml)

Cmax (μg/ml)

CL (ml/min/kg)

T1/2 (min)

29.14

13.9

38.0

5.0

6580.64

22.7

0.15

364.3

였다(Fig. 5B). 이는 제형화가 되지 않은 siRNA는 혈액과 se-

rum 상에서 nuclease에 의해 분해되며 매우 불안정하다는 것

을 보여준다. 약물 동태학적 분석을 통해 혈장농도-시간곡선

하 면적(AUC)은 29.14 min*μg/ml, 반감기(T1/2 )는 5 min으로 

계산되었다(Table 5).

Anti-HPV E6/E7 siRNA 치료제의 경우, 24시간까지 혈중

에서 약물의 안정성이 지속되는 것을 확인하였으며(Fig. 5B) 

혈중최고농도(Cmax)는 22.7 μg/ml이며 24시간에도 0.9 μg/ 

ml로 계산되었다. 혈장농도-시간곡선하 면적(AUC)은 6580.64 

min*μg/ml, 반감기(T1/2)는 약 6시간으로 계산되었다(Table 5).

본 연구를 통해 siRNA기반 약물의 생체내 검증을 할 수 

있는 민감도가 높은 stem-loop RT-qPCR assay를 확립하였고, 

최종적으로 동물실험에 사용된 현재 개발중인 Anti-HPV 

E6/E7 siRNA 치료제의 약물 동태학적 특성을 파악하는데 사

용이 가능한 것으로 확인하였다. 따라서 본 연구에서 사용된 

stem-loop RT-qPCR assay 법은 혈액내의 약물 분석뿐만 아니

라 siRNA 치료제의 약물 동태학적 ADME (absorption, dis-

tribution, metabolism and excretion) 분석과 조직 및 세포내

의 전달효율 분석 등 소량의 약물 분석에도 적극 활용이 될 

것으로 기대된다. 
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초록：Stem-loop RT-qPCR 분석법을 이용한 siRNA 치료제의 생체시료 분석법 검증 및 약물 동태학적 

분석

김혜정1․김택민2․김홍중1․정헌순1*․이승호2* 

(1인핸스드바이오, 2인천대학교 생명공학부 나노바이오전공)

본 연구는 siRNA 기반 치료제등의 핵산치료제 개발에 있어서 필수적인 약물의 생체내 흡수, 분포, 대사, 배설

에 대한 동태의 확인을 위해 stem-loop RT-qPCR 법을 이용하여 보다 더 정확한 시험법을 확립하고자 하였다. 

siRNA에 특이적인 primer와 probe를 선별하여 siRNA 정량검출 시험법을 최적화하였다. siRNA 표준시료를 이용

하여 최적화된 시험법을 적용하였을 때 siRNA 표준시료에 대한 Cp 값(y)간의 선형분석 결과, 기울기 평균 -3.3, 

결정계수 R2>0.99으로 확인되어 siRNA 표준시료와 Cp 값 간의 회귀성이 매우 높아 정량 분석이 가능한 시험법임

을 확인하였고, 같은 표준시료를 이용한 stem-loop RT-qPCR의 검출한계(LOD)는 10 fM, 최소정량한계(LLOQ)는 

100 fM이었다. 확립된 시험법의 신뢰성을 확인하기 위해 시험자를 다르게 하고, 시험법을 3회 반복하여 각각 진행

한 결과, siRNA 표준시료에 대한 Cp 값(y)간의 선형분석 결과 기울기와 결정계수 R2의 재현성(slope ± -3.2, 결정

계수 R2>0.99)을 확인하였고, 표준 곡선으로부터 환산된 siRNA 표준시료의 회수율(recovery ± 20%)과 완건성이 

우수함을 확인하였다. 확립된 stem-loop RT-qPCR을 생체내 존재하는 약물 검증에 적용할 수 있는지 확인하기 

위하여 시험동물에 siRNA를 주입 후 시간별 혈액을 채취하여 확립된 시험법으로 시험을 진행하였고 약물 동태학

적 분석을 통해 siRNA치료제의 혈액내의 안정성을 확인하였다. 따라서 본연구에서 개발된 stem-loop RT-qPCR 

분석법은 정확성, 정밀성 및 민감도가 높은 분석법으로 핵산치료제 개발 연구의 다양한 생체시료 분석 연구에 

적용할 수 있을 것으로 기대한다. 


