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요 약 다가 양이온성 고분자인 polyethylenimine(PElX 이용한 plasmid DNA의 세포 전이를 검색했다. 

먼저 agarose assay에 의한 2, 10, 25, 및 50KD PEI오+ DNA의 중화복합체의 최적비율은 분자량에는 영향을 받 

지 않았고, 최적의 PEI nitrogen/DNA phosphate 중화 비율은 L5・2.0(nmol/nmol)로 나타났다. 이 복합체들을 이 

용한 COS1 세포전이에서는 2KD를 제외하고는 naked DNA에 대비 전이가 증가했고, 이 중에서 특히 25KD 

P印는 적정 전이조건에서 DEAE-dextran 혹은 lipofectin 보다 다소 증가된 전이율을 보였다. In vitro 세포전이 

의 최적 PEI/DNA 비는 7.6-13.3(nm(Winnol)이었고 최적 중화복합체를 이루는 비율보다 높게 나타났다. 용액의 

pH에 따른 전이율의 변화는 크게 없었으나 산성일때가 약간 더 증가했다. 세포 표적전이와 독성감소를 위해 

인지질분자를 사용한 liposome formulatiori을 PEI/DNA계에 도입하였다. 그 결과, PC/PE 중성 리포솜이 도입 

된 경우는 25KD를 제외하고는 PEI 단독일 때 혹은 리포솜 단독일 때 보다 전이율이 225 배씩 증가했다. 그 

러나 PEI와 같은 양이온성의 DOTAP/PE 리포솜 도입은 charge repulsion 작용으로 오히려 DOTAP/PE 단독계 

보다 전이가 감소하는 역효과를 보였다. Liposomal PEI계의 세포독성은 PEI 단독일 때 보다 % cell survival이 

10-20% 정도 증가했다. 이 결과들은 PEI가 단독으로도 좋은 전이제로 작용 할 뿐 아니라 세포표적 운반이 가 

능한 중•음성 리포솜의 효과적인 DNA 웅축제로도 이용 될 수 있음을 증명했다.

ABSTRACT. The transfection efficiency of plasmid DNA was inspected using multi-cationic polymer, 5, 10, 
25 and 50KD polyethylenimine (PEI). The optimal neutralization ratio of PEI/DNA complexes by agarose assay 
was 1.5-2.0 (nmol/nmol) without much difference in molecular weight of PEI. In vitro transfection assay, most of 
PEI-mediated plasmid delivery was better compared to the naked DNA. Especially, 25KD PEI at optimal 
condition gave higher transfection rather than the standard assay of DEAE-dextran or Lipofectin. To enhance the 
cell targeting delivery, the liposome formulations were introduced using phospholipids. As a result, PC/PE 
liposomes increased 2-2.5 times of the transfection efficiency of PEI single or PC/PE single delivery, but not the 
case of 25KD PEL Moreover, the DOTAP/PE-introduced PEI delivery reduced the transfection of DOTAP/PE 
sin이e delivery. All these results proved that the PEI can be used not only good transfectants and but also good 
DNA condensing agents in neutral/anionic liposome for cell targeting delivery.
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서 론

치료용 유전자 cDNA 자체를 plasmid DNA에 실 

어 특정조직이나 기관에 직접 주입하는 유전자치료 

요법이 시도되고 있고, 이는 쉽고도 비용이 적게들며 

각종 세포나 기관에 사용할 수 있는 장점이 있다 

Naked DNA의 직접주사에 의해 전이되는 조직은 근 

육, 갑상선, 간세포, 그리고 몇몇 암세포등이 있으나 

효율이 낮고 나머지 체세포는 이 요법에 저항적이다 

고 알려져있다. 이 에 안전하고 효율적 인 DNA 운반 

기술을 개발함이 유전자 치료법에 한 중요한 장으로 

등장했으며, 꽤 많은 전이법들이 개발되었다. 화학적 

(Ca-phosphate 침전, 각종 고분자와 lipids), 물리적 

(microinjection, electroporation, biobalistics) 그리고 생 

물학적 (viruses) 방법들이 시도되었다. 이상적인 

DNA운반계의 조건은 1) DNA를 잘 보호, 운반하고 

2) 비독성, 비면역성이어야 하며 3) 많은 양을 쉽고 

장기적으로 양산할 수 있어야 한다. 현재까지 이 모 

든 요구를 충족시킨 것은 없으나 retrovirus, adeno­

virus, 그리고 그들의 associated viruse 등의 바이러스 

계와心 양이온 리포솜과 고분자등을 이용한 비바이 

러스 운반계가6'8 대표적으로 사용되어 왔다•

비바이러스 운반계 중에서 양이온 고분자물질이 

중재된 DNA 운반계에서는 천연물이며 분자회전구 

성이 일정한 poly-L-lysine(PLL)  이 주로 이용되 

었고5° 특히 분자 끝의 일차아민기의 존재로 리간 

드나 수용체와 결합된 표적 체가 중재된 운반도 가능 

케했다 ”"2 일반적으로 고분자계가 DNA 응축능력， 

저장기간, 유전자의 장기발현등의 측면에서는 탁월 

했으나, 전이효율면에서는 양이온 리포솜만큼 효과 

적이지 못했다. 고분자 혼자로는 유효하지 못했으나 

osmotic 충격 혹은 endosome rupture agents(enveloped 

virus에서 유도된 fusigenic peptides, 비활성화된 바이 

러스)와 같이 전이 시켰을때는 세포전이가 크게 증가 

했다고 보고되었다 "火 그리고 전이율 증가를 위해 

서 발현벡터 자체의 개발과 다른 종류의 전이법들도 

시도되고 있다.'지'

종래 DNA 운반에 사용된 천연고분자물질과 비교 

하면, 다중양이온 합성고분자, polyethylenimine(PEI) 
"A"과 dendrimers끄를 사용한 in vitro!in vivo 전이 

효능은 고분자/DNA 복합체만으로도 탁월하다. PEI/ 

DNA 그리고 dendrimers/DNA 복합체의 저 장기간과 

혈청에서의 안정도는 양이온 리포솜보다 좋았고, 그 

결과 장기간(최대 90일)의 transient 유전자 발현을 

얻을 수 있었다. 이러한 결과들에 힘입어 본 연구진 

은 단위분자당 양이온이 PLL보다 1.5-2배 많으며 다 

양한 분자량으로 구입가능한 다가 양이온 고분자 

PEK 이 용한 plasmid DNA 운반계를 개발하고자 하 

였다. 혈청에서도 안정하고 체내에서도 오래 순환가 

능한 고분자가 중재된 DNA 운반계로 원하는 유전 

자의 장기발현을 가능하게 한다면 좀 더 현실적인 

유전자 치료요법을 시행할 수 있을 것이다.

실험재료 및 방법

고분자와 인지질 준비. 평균분자량 10KD 와 

50KD PEI는 Polysciences Inc.(Germany)에서 구입하 

고, 평균분자량 2KD와 25KD는 Aldrich(USA)에서 

구입한다. 지질분자들 DOTAP, DOPC, OPPC, 및 

DOPE는 Avanti polar lipids(USA)에서 구입한다. 

PEI와 사용된 지질분자의 화학구조는 Fig. 1에 보여 

진다.

고분자/DNA 복합체 준비. 사용할 고분자의 저 장 

용액을 10 mM 단위 체 수용액이 되게 만들고, HC1 로 

중성화 시킨 다음 sterile filter를 통해 (Millipore 0.22 

|lm) 멸균해 둔다. 1 pl의 PEI 저장용액은 단위체 1。

-«典如罕房 Polyethyleneimine

(ch2ch2nh-)^- (PEI)

DOPC : X,Y= -(CH2方CHK가1((汨2>7(出3 R1,R2,R3=CH3

OPPC : X = -(CH2)7CH=CH(CH2)7CH3

Y = —(CHD14CH3 R[, R?, R3 =CH3

DOPE : X,Y= -(C^hCHCHfC^hCH, R|.R;,R3=H

DOTAP :盘
CHj/ 0

Fig. 1. The chemical structure of polyethyleneimine (PEI) 
and various phospholipids. DOTAP: 1,2-Dioleoyl-3-trime- 
thylammonium-propane, DOPC : 1,2-Dioleoybphosphati- 
dylcholine, OPPC : l-Oleoyl-2-palmitoyl-phosphatidylchol- 
ine, DOPE: 1,2-Dioleoyl-phosphatidylethanolamine. 
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nmol amine nitrogen 에 해당한다. 0-galactosidase를 

발현할 plasmid DNA는 대량추출하여 건조시키고 

물에 녹여 80 ng/ml의 저장 수용액을 만든다. 1 gg 

의 DNA는 3 nmol phosphate에 해당한다. 각각 준비 

된 고분자와 DNA 용액을 PBS 혹은 Opti-MEM으로 

단계적으로 희석한다. 연이어 희석된 PEI와 DNA를 

섞어 PEI/DNA 복합체를 만들고 약 20분간 실온에 

둔 후 사용한다.

고분자/DNA 복합체에 리포솜 도입. 구성 인지질 

분자를 정해진 비율대로 섞고 저장용매인 클로로포 

름을 원심농축기로 제거하고, 동결건조기에서 감압 

하에 하룻밤 완전히 건조시 킨다. 건조된 lipid film에 

2)에서 만들어진 균일한 고분자/DNA 복합체를 넣고 

vortexing하여 리포솜 서스펜션을 만들고 이를 원심 

분리기 에서 5,000 rpm, 20분간 원심분리하여 윗층의 

리포솜 부분을 조심스럽게 수거한다. 이렇게 제조된 

리포솜의 크기, 모양 및 균일성은 전자현미경으로 

확인한다.

복합체의 세포독성 검색(MTT assay). PEI/DNA 

복합체의 in vitro 독성검사는 MTT dye reduction 

assay로 한다. COS1 세포를 96-well plate에 1 x 105 

cells/ml 농도로 분주하고 하룻밤 배양한다. 제조된 

PEI/DNA 혹은 liposomal PEI/DNA 복합체를 다양한 

조건으로 세포에 6시간 노출한 뒤 PBS로 3회 씻는 

다. 새로운 배양액을 넣고 20시간 더 배양한 뒤 

MTT dye와 dimethyl sulfoxide로 살아있는 세포를 

염색하여 570 nm에서 흡광도를 읽어 대조군과 비교 

한다.

5 10 20 1 5 10 20 (nmol)

전이율 검색(0-gal assay). 5% CO2, 37 °C, 10% 

FBS 그리고 항생제가 든 DMEM 배양액에서 COS1 

세포를 유지시키고 Opti-MEMl(Life Tech) 배양액에 

서 전이를 시행한다. 96 well plate에 세포를 20,000 

cells/well로 깔고 하룻밤 둔다. 세포를 Opti-MEMl 

액으로 한 번 씻어내고 만들어진 PEI/DNA 혹은 

liposomal PEI/DNA 복합체를 세포에 6시간 전이시킨 

다. 6시간 후, 전이용액을 조심스럽게 걷어내고 PBS 

로 1-2회 씻고, Opti-MEMl액을 첨가한다. 4시간 후 

10% FBS가 첨가된 Opti-MEMl 배양액을 첨가하여 

계속 배양한다. 48시간 후, 배양액을 걷어내고 PBS로 

1-2회 씻고, lysis 용액을 넣어 세포를 용해하고 연달 

아 기질용액 ONPG를 첨가하여 30분-1시간 발색시킨 

후 420 nm에서 伊galactosidase 활동도를 측정한다.

결 고卜

고분자/DNA 복합체 제조와 0-gal assay. 평균분 

자량 2, 10, 25, 50KD PEI의 10 mM 저장용액(1 国 

PEI stock=10 nmol nitrogen)과 pSV-0-galactosidase 

plasmid DNA의 80 卩g/ml(l |ig plasmids=3 nmol 

phosphate) 저장용액을 만들었다. 세포전이를 실시하 

기전 PEI와 DNA를 PBS와 Opti-MEMl 배양액으로 

희석하고 적정비율대로 혼합하여 약 20분간 둔 후 

agarose assay를 실시했다(药g. 2). DNA 5 gg(15 

nmol of DNA phosphate)에 대해 첨가되는 PEI 양이 

많아질수록 DNA의 중화 응축도가 높아졌으며, 분 

자량에 크게 상관없이 20 nmol의 PEI nitrogen에서

2KD 10KD 25 KD
Marker I I I I f I

50KD PEI

A Hindm 1 5 10 20 I 5 10 20

Fig. 2. Agarose assay of various PEI/DNA complexes. Various PEI/DNA complexes were produced by 'Materials and 
Methods' and analyzed by 1 % agarose assay.
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대부분 응축된, 즉 DNA의 음이온과 PEI의 양이온이 

서로 중화된 PEI/DNA 복합체를 만들었다. PEI 분자 

량은 DNA 음전하 중화능력에 크게 영향을 끼치지 

않으나 plasmid의 남은 양과 감소하는 형태로 볼 때 

25KD PEI가 가장 우수한 PEI/DNA 복합체를 만듦 

을 볼 수 있다. 25와 50KD PEI의 30 nmol에서 해당 

하는 PEI/DNA 복합체를 만들어 전기영동한 결과 

DNA를 완전히 중화시켰다. 결과적으로 agarose 

assay에서 PEI nitrogen/DNA phosphate 비율이 PEI 

의 분자량에 크게 상관없이 1.5-2.0(nmol/nmol)이었 

을 때가 중화의 최적조건이었다.

위에서 언급한 방법으로 다양한 PEI/DNA 비율의 

복합체를 제조, COS1 세포주에서 plasmid DNA를 

전이시키고 48시간 배양한 후 p-gal assay를 실시했 

다. PEI/DNA 복합체의 배양액 속에서의 안정도검 색 

은 시간에 따른 agarose assay를 실시한 결과 복합체 

제조 6시간 이후에도 응축된 복합체는 대체로 안정 

하였다. 20 nmol PEI nitrogen 농도에 대응한 다양한 

DNA 비율에 따른 세포전이 결과(药g. 3)에서는 전반 

적으로 25, 50KD가 5, 10KD보다 전이율이 높았으 

며, 5, 10 25KD는 DNA양이 2-1-0.5 ng(6-3-1.5 

nmol phosphate)으로 감소할수록 전이율이 계속 증 

가했으나 50KD는 증가하다가 감소했다. 즉 5, 10, 

25KD에서는 최적 세포전이를 위한 PEI/DNA 비율 

은 13.3(20 nmol nitrogen/1.5 nmol phosphate)이었고, 

50KD는 6.7로 나타났다. 이 PEI/DNA 비율 수치는 

최적 중화 조건 비율보다 높은 것으로 세포전이는 

여전히 PEI의 양이온이 중요한 역할을 한다는 것이 

입증되었다. 아울러 PEI를 이용한 전이율의 대조군 

으로 Lipofectin과 Dextran-DEAE를 이용한 결과와 

비교하였고, PEI가 중재된 DNA 운반계도 이들 대조 

군에 대비 손색이 없었다. 특히 20 nmol의 25KD 

PEI는 1.5 nmol DNA 농도였을때는 월등하게 높은 

전이율을 보였다. 그러나 세포독성을 비교해 본 결 

과 25KD PEI가 이들 commercial kit보다 약 1.5-2배 

정도 더 강한 것으로 나타났다. 상용 kit인 Lipofectin 

과 Dextran-DEAE의 % cell survival은 90-95인데 반 

해, PEI의 % ceU survival은 60-70으로 나타났다(Fig. 

5). 그리고 세포전이에 미치는 25KD PEI 용액의 pH 

영향을 살펴보기 위해 최적의 조건에서 용액의 pH를 

5.0, 6.0, 7.0, 그리고 8.0으로 조절한 후 세포전이를 실 

시한 결과, 산성의 경우가 조금 높았으나 전반적으로 

pH의 영향은없었다.

고분자/DNA 복합체의 리포솜 도입. 먼저 선행결 

과에서 최적 세포전이를 기록한 PEI/DNA 비율에서 

세포표적 전이율 향상과 PEI로 인한 세포독성 감소 

를 위해 인지질 분자를 이용한 리포솜 제조를 도입 

했다. 사용된 지질은 DOTAP, DOPC, OPPC, 그리고 

DOPE 이며 양이온성 리포좀으로 DOTAP/PE를 중 

성 리포솜으로 DOPC/PE 및 OPPC/PE 시스템를 도 

입했다. DOPC와 OPPC* 같은 PC계열 분자이나

5O»

M
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Polyethylene! mines(PEI)

Fig. 3. Comparisions of various PELmediated transfec­
tions of COS1 cells. Cells were transfected with the 
plasmid DNA complexed to various PEIs. DEAE-dex- 
tran and Lipofectin were used as standard assay. All 
data are presented as means ±SD from at least five 
separate experiments.

Polyethyleneimines (PEI)

Fig. 4. Effects of various liposomal PEI/DNA-mediated 
transfections of COS1 cells. Liposomal PEI/DNA com­
plexes using DOTAP/DOPE, DOPC/DOPE, and OPPC/ 
DOPE systems were prepared as described in Materials 
and Methods . p-Galactosidase activity was determined 
by absorbance at 420 nm after transfections with various 
liposomal PEI/DNA complexes and coloring with ONPG. 
All data are presented as means ±SD from at least three 
separate experiments.
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OLicofeatin ■DEAE-Dextran 0PEI(1OKD) HPEI(25KD|

nPEI{50KD) BDOTAP BDOPC QOPPC

Liposomal PEI/DNA Complexes

Fig. 5. % Cell survival of COS1 cells with various lipo­
somal PEI/DNA. Cytotoxicity was determined by the 
MTT assay following a 6h exposure of liposomal PEI/ 
DNA complexes and 42h postincubation. All data are 
presented as means ±SD from at least three separate ex­
periments.

2개의 긴지방성 사슬의 불포화도가 DOPC는 각각 

1개씩, OPPC는 한쪽은 1개 다른 한쪽은 포화가 된 

상태이다. 실험재료 및 방법에서 언급된 것과 같이 

liposomal PEI/DNA 복합체를 제조하고, COS1 에서 같 

은 조건으로 세포전이를 실시했다. Liposomal PEI/ 

DNA 복합체가 중재된 전이율과 그것의 대조군인 단 

독 리포솜과의 비교결과를 Fig. 4에 나타내었다.

리포솜을 도입한 결과 양이온성인 DOTAP/PE의 

경우는 단독일 때보다 대부분 감소했으나, 중성인 

PC/PE계는 10, 25와 50KD PEI에서 오히려 리포솜 

단독일 때보다 크게 증가되었다. 2KD PEI는 크게 

영향을 받지 않았다. PEI 단독계일 때와 비교해 보 

면, 전반적으로 리포좀 도입으로 향상되었으나 최적 

조건의 25KD PEI계는 오히려 감소되었다. 정리하 

면, PEI/DNA 복합체에 도입한 리포솜 효과에서 양 

이온성 (DOTAP/PE)은 역효과를, 그러나 중성 (PC/PE) 

은 전이율을 향상시켰다. 리포솜이 도입된 계의 세포 

독성은 그렇지 않은 PEI/DNA 단독계와 비교해 볼 때 

약 10-20%의 감소효과를 보였으나 commercial kit에 

대비 여전히 약 5-10% 더 유독했다(Fig. 5). 세 가지의 

리포좀 시스템이나 PELS] 분자량에 따른 일관성 있 

는 영향은 관찰 할 수 없었다.

고 찰

평균분자량 2, 10, 25, 50KD의 PEI를 이용한 

plasmid DNA 전이연구에서 특히 25KD PEW Lipo- 

fectin과 Dextran-DEAE의 대조군에 대비 손색이 없는 

저 렴하고 효과적 인 고분자가 중재된 DNA 운반을 이 

루었다. 나아가 세포표적 전이효율과 유전자 발현을 

증가시키고자 도입한 리포솜은 고분자를 plasmid 

DNA의 응축물질로 사용하고자 할 때 기초연구자료 

가 될 것이다. 현재 실험세포전이계에 주로 사■용되고 

있는 양이온 리포솜계는 인위적인 양이온성 지질분 

자가 만드는 것으로 전이율은 좋은 편이나, 비적절한 

DNA 응축, 그. 결과 상대적으로 큰 입자 크기, 이로 

인한 세포특이성 저하와 생체환경의 부적합성등이 

문제가 되고 있다. 이에 비해 세포 특이운반과 생체 

적응이 뛰어난 중•음이온성의 리포솜들은 poor 

entrapments. 사용에 제한이 되어 왔다. 이에 25KD 

PEI의 경우, 고분자 자체만으로도 전이율이 뛰어나 

DNA 운반에 단독으로 쓰일 수 도 있으나, 이들의 뛰 

어난 DNA 응축능력으로 compact core를 이루고 이를 

천연 리포솜으로 싸서 효과적인 세포특이 운반을 이 

룰수 있으면 더욱 특이성 있는 유전자 치료가 가능 

할 것이다. 이러한 의도들을 겨냥한 본 liposomal PEI/ 

DNA 연구의 결과는 가장 최적 조건하의 25KD PEI 

를 제외하고는, 대부분의 PEI/DNA 에 리포솜이 도입 

된 시스템이 PEI 단독 일때보다 전이율이 2-2.5배 증 

가했다. 그리고 응축된 PEI/DNA 복합체와 그렇지 않 

은 유독물질의 분리가 어려워 세포독성의 문제가 리 

포솜 도입으로 10-20% 정도로 향상되었다. 그러나, 

리포솜 도입으로 PEI 운반계의 세포독성이 감소되었 

음에도 불구하고 여전히 commercial kit에 대비 약 5- 

10% 더 유독했다. 이는 더욱 정밀한 정제와 멸균으로 

극복 할 수 있을 것이며, 그래서 세포독성 문제가 해 

결된다면 더욱 효율적인 전이 시스템이 될 것이다. 

이 리포솜 도입에서, 양이온성 리포솜 DOTAP/PE는 

음이온인 DNA를 응축하고도 충분히 남은 PEI의 양 

이온과 charge repulsion으로 리포솜이 제대로 형성되 

지 못했고, 그 이유로 전이율이 DOTAP/PE 단독계보 

다 더 떨어지는 역효과를 냈다. 반면에 전자반발 효 

과가 없는 중성의 PC/PE 리포솜에서는 PEI 단독 혹 

은 PC/PE 단독일 때보다 전이율이 훨씬 증가된 효과 

를 보여 주었다. 이는 PEI 자체의 질소의 양전하들이 

plasmid DNA의 음전하를 충분히 응축시키고도 여전 

히 양이온을 뛰고 있다는 증거를 보여주었다.

PC/PE 계가 DOTAP/PE 계 보다 PEI 가 응축된 

DNA 운반에 더 효과적이었다는 것은 실제 세포 표 

면의 membrane은 대부분 PC, PS, PE 등의 natural 
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lipids로 구성되어 있기 때문에 합성물 DOTAP 보다 

는 PC/PE계가 더욱 더 생체적 세포표적 전이에 적합 

하다는 결론을 유도할 수 있다. 그러 므로 PEI 자체는 

plasmid DNA 응축물질로 탁월하고, 이에 PC/PE계 

의 리포솜을 도입하여 세포표적 전이율 향상과 세포 

독성 감소 등을 이루는 실질적인 liposomal PEI/ 

DNA 운반계가 될 것이다. 이 결과는 앞으로 어떤분 

자나 단백질이 DNA 운반 시스템의 응축물질로 사 

용될 때 기초 연구자료로 쓰일 것이며, plasmid 

DNA가 중재된 유전자 치료 및 백신개발에도 실제 

적용할수 있을 것이다.
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