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초   록 

  본 연구에서는 메틸셀룰로오스를 고분자로 사용하여 와template PEI0.8k

의 접합을 통해 유전자 전달체로서 합성하였다 합성된 . poly(ethylene 

메틸셀룰로오스 는 와 복합체를 형성하여 양전하를 imine)- (MC-PEI) pDNA

띠고 나노크기를 갖는 폴리플렉스를 형성할 수 있었다 는 . MC-PEI PEI25k

와 마찬가지로 혈청 뉴클레아제 로부터 를 안전하(serum nuclease) pDNA

게 보호할 수 있었다 세포 독성을 확인한 결과 는 낮은 세포 독성. MC-PEI

을 띠었는데 이는 메틸셀룰로오스의 생체 적합성과 의 낮은 세포 PEI0.8k

독성에 기인하는 것으로 생각된다 혈청이 없는 조건에서 의 유전. MC-PEI

자 전달 효율은 보다 낮게 나타났지만 혈청이 있는 조건에서는 PEI25k

와 비슷하거나 더 높은 유전자 전달 효율을 보여 혈청 적합성이 우PEI25k

수함을 확인하였다 을 처리한 조건에서 의 유전자 . Bafilomycin-A1 MC-PEI

전달 효율을 확인한 결과 의 트랜스펙션은 엔도좀 완충 효과를 통MC-PEI

한 엔도좀 탈출에 의한 것이라 생각할 수 있다 유세포 분석기를 통한 분석 . 

결과 세포 내 섭취 정도는 높게 나타났지만 유전자 전달 효율이 낮게 나타

나는 것은 폴리플렉스의 해리나 를 핵으로 위치시킬 수 있는 작용기pDNA

의 부재와 같은 이유로 생각된다 이러한 결과를 종합해 보았을 때 . 

가 유전자 전달 시스템에서 유전자 전달체로서 이용될 수 있는 잠MC-PEI

재력을 가지고 있다고 판단할 수 있다.

주요어 유전자 전달 시스템 메틸셀룰로오스 저분자량 엔도좀 완충: , , PEI, 

효과 혈청 적합성, 

학  번  : 2012-21127
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제 장  서  론1 

유전자 전달 은 또는   (gene delivery) pDNA, oligonucleotides, 

와 같은 유전 물질을 세포에 전달하여 특정 단백질이나 유전siRNA

자의 발현을 유도 촉진 억제하는 방법을 말한다 이를 통한 유전자 , , . 

치료는 질병의 결과인 증상을 치료하는 것이 아니라 질병의 원인인 

유전자 수준에서 치료하는 획기적인 방법으로 일회 투여로 체내에

서 장시간 발현이 가능하며 유전자 재조합에 의해 변이된 환자의 

유전정보도 교정할 수 있다는 장점을 가진다 많은 논문들에서 특정. 

한 유전자를 전달함으로써 인간의 생명을 위협하는 난치병인 암[1, 

낭포성 섬유증 감염 등의 질병2], (cystic fibrosis)[3, 4], HIV [5] 

들을 치료할 수 있다는 가능성을 확인하였다 특정 유전자를 체내의 . 

세포에 적절하게 전달시키기 위해서는 유전자 전달체의 개발이 필

수적이다 이는 유전자 자체는 체내에서의 안정성이 낮아 체내의 여. 

러 물질들에 의해 쉽게 분해될 수 있고 유전자 단독으로 존재 시 , 

비교적 부피가 큰 랜덤코일의 형태를 띠고 있어 세포 내로의 전달

이 어렵기 때문이다. 

특정 유전자를 체내로 전달시키기 위한 유전자 전달체로 바이러스 

성 전달체 와 비바이러스성 전달체 (viral vector) (non-viral 

를 들 수 있다 바이러스성 전달체는 레트로바이러스 아데vector) . , 

노바이러스 등을 이용하는 방법으로 바이러스 자체의 특성 상 높은 

유전자 전달 효율을 기대할 수 있지만 안전성 측면에서 면역반응, 

암 유발 가능성이라는 문제점을 가진다 이러한 이유로 리포좀 지. , 

질 고분자 등을 이용한 비바이러스성 전달체에 대한 연구가 활발히 , 
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진행되고 있다 이들 중 고분자를 이용한 유전자 전달체에 대하여 . 

많은 연구가 진행되고 있는데 이는 고분자를 이용한 유전자 전달체, 

의 비면역원성 낮은 세포독성 설계 용이성 크기가 큰 유전자를 전, , , 

달할 수 있는 능력 때문이다 또한 화학적 개질을 통해 생체 내[6]. 

에서 기능할 수 있는 다양한 작용기를 부여함으로써 향상된 유전자 

전달 효율을 기대할 수 있다 양이온성을 띠는 고분자 유전자 전[7]. 

달체는 전달하고자 하는 유전자와 정전기적 상호작용으로 나노 크

기의 갖는 폴리플렉스 유전자 복합체 를 형성함으로써 체내 환경에( )

서 유전자를 안전하게 보호할 수 있다 또한 폴리플렉스를 형성한 . 

후에도 약간의 양전하를 가지고 있어 음전하로 하전되어 있는 세포

막에 접근하여 세포 내 섭취를 용이하게 할 수 있다.

대표적인 양이온성 고분자 유전자 전달체로  poly(ethylene imine) 

을 들 수 있다 는 높은 양이온성을 가지고 있어 와 (PEI) . PEI DNA

쉽게 결합할 수 있다 또한 높은 엔도좀 완충 효과를 가짐으로써 엔. 

도좀으로부터 효율적으로 폴리플렉스가 탈출할 수 있게 한다 는 . PEI

분자 구조 내에 일차 이차 삼차 아민기를 모두 가지고 있다 각각, , . 

의 아민기는 모두 다른 값을 가진다 와 결합 후 아직 양pKa . DNA

성자화되지 않은 아민기의 존재는 엔도좀 내로의 양성자의 유입을 

유발하고 이에 의해 염소 이온의 엔도좀으로의 유입이 촉진된다, . 

일련의 과정으로 엔도좀 내의 삼투압이 높아짐으로써 엔도좀의 팽

윤 현상이 일어나게 되고 결과적으로 엔도좀의 물리적 파괴가 발생

하여 폴리플렉스가 엔도좀으로부터 탈출할 수 있다 이러한 양성자 . 

스폰지 효과 는 의 높은 유전자 전달 효(proton sponge effect) PEI

율을 가능할 수 있게 한다 하지만 의 높은 양이온성은 [8]. PEI PEI

가 체내에서 높은 세포 독성을 띠게 하고 체내 주입 시 혈청과 같, 
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은 혈액을 구성하는 물질과 응집이 일어날 수 있다 따라서 낮은 [9]. 

분자량을 갖는 를 이용하거나 생체 적합한 다른 고분자와의 PEI [10] 

합성을 통해 이러한 문제점을 해결하려는 연구가 진행되어 왔[11] 

다.

반복되는 단위체들이 배당결합 으로 결합되어 있 (glycosidic bond)

는 다당류는 유전자 전달 시스템에서 고분자로써 이용될 backbone 

수 있다 이는 다당류는 자연계에 풍부하게 존재하여 경제적인 측면. 

에서 장점을 가지고 다당류의 특성 상 생체 적합하고 생분해가 가, 

능하기 때문이다 일반적으로 다당류는 키토산을 제외하고는 [12]. 

분자 구조 내에 와 결합할 수 있는 양이온성 작용기를 가지고 DNA

있지 않기 때문에 다당류 분자 구조 내의 하이드록실 작용기

나 카르복실 산 작용기 에 양(hydroxyl group) (carboxylate group)

이온성 작용기나 기타 작용기들을 도입하여 유전자 전달체로써 작

용할 수 있게 한다 키토산 덱스트란 . (chitosan)[13], 

사이클로덱스트린 풀루란 (dextran)[14], (cyclodextrin)[15], 

등의 다양한 다당류들이 유전자 전달을 위한 (pullulan)[16] 

고분자로 이용되어 왔다template . 

메틸셀룰로오스 는 셀룰로오스의 하이드록 (methylcellulose, MC)

실 작용기가 메틸기로 치환 치환도 어 있는 셀룰로오 (1.4 < < 2.5) 

스의 에스터 유도체이다 메틸셀룰로오스의 수용성은 메틸기의 분포. 

에 의해 결정된다고 알려져 있다 전통적으로 메틸셀룰로오스는 [17]. 

증점안정제나 유화제로서 식품 첨가물이나 화장품 분야에서 응용되

어 왔다 최근에 메틸셀룰로오스의 생체적합성과 졸 겔 전이 특성을 . -

이용하여 하이드로겔이나 약물 전달체로서 메틸셀룰로오스를 의용 

분야에 연구한 보고가 이루어졌다 하지만 현재까지 메틸셀[18,19]. 
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룰로오스를 유전자 전달체로서 이용한 연구는 보고되지 않았다. 

본 연구에서는 메틸셀룰로오스를 유전자 전달체의 고분자 template 

로써 최초로 이용하고자 했다 산화 반응을 이용하여 개. Periodate 

질한 산화된 메틸셀룰로오스에 낮은 세포 독성을 갖는 저분자량의 

를 접합시켜 메틸셀룰로오스에 양이온성을 부가하고자 PEI (PEI0.8k)

하였다 이렇게 합성한 의 물리 화학적 성질 와의 나. MC-PEI , DNA・

노 입자 형성 능력 및 폴리플렉스의 특성 세포 독성 및 유전자 전, 

달 효율 세포 내 섭취 정도를 분석하여 비바이러스성 유전자 전달, 

체로서 가 안전하고 효과적으로 기능할 수 있는지 확인하였MC-PEI

다. 
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제 장  문헌 연구2 

의 세포 독성2.1 PEI

 의 세포 독성2.1.1 PEI

고분자는 비바이러스성 유전자 전달체 중 유전자 전달 효율  PEI 

이 가장 높은 전달체 중의 하나로서 유전자 전달체 중 표준적 방‘

법 로 여겨지는 물질이다 는 그 모양에 따라’ (golden standard) . PEI

서 직선형과 분지형으로 나눌 수 있으며 단량체나 , arzidine 

단량체의 양이온성 중합 반응으로 얻을 2-substituted 2-oxazoline 

수 있다 는 전달하고자 하는 유전자와 정전기적 상호작용으로 . PEI

강력한 나노복합체를 형성함으로써 혈류의 혈청과 같은 물질로부터 

유전자의 분해를 막을 수 있다 또한 나노복합체 형성 후 표면[20]. 

에 양전하를 가지므로 세포 내로의 섭취 과정을 촉진시킬 수 있다. 

하지만 유전자 전달을 위한 전제 조건인 고분자 유전자 전달체의  

양이온성은 세포에 대한 독성을 필연적으로 야기한다 일반적으로 . 

양이온성 고분자 유전자 전달체는 양이온의 밀도가 높아질수록 분, 

자량이 증가할수록 유전자 전달 효율이 증대되는데 반해 높은 세포 

독성을 띠는 경향을 보인다 유전자 전달 효율이 가장 높은 분지[9]. 

형 는 원자 개당 하나의 아미노기를 가지고 있어 높은 양PEI25k 3

이온성을 가진다 이러한 이유로 는 체내로 주입되었을 때 혈류 . PEI

내의 다양한 물질들과의 상호작용으로 응집이 일어날 수 있고 생분, 

해성을 가지지 않는 분자의 특성으로 체내에 계속해서 축적될 수 

있는 잠재성을 가지고 있다. 

는 세포적 수준 과 전신적 수준  PEI (cellular level) (systemic 
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에서 독성을 유발한다 세포적 수준에서 와 세포막 간의 level) . PEI

전하 상호작용은 세포 자살 를 유발할 수 있다 이러한 (apoptosis) . 

의 세포 독성은 와 복합체를 형성한 후에 나타나는 세포 독PEI DNA

성과 나노복합체를 형성하지 못한 에서 분자에서 나타나는 세포 PEI

독성으로 나눌 수 있다 분자 자체에서 나타나는 양이온성[21]. PEI 

과 세포 내로 들어간 복합체에서 해리된 분자의 양이온성은 세PEI 

포막을 불안정하게 만들어 세포막으로부터 세포질 등의 유출을 유

발해 최종적으로 세포 자살이 일어나게 된다 전신적 수준에서 나타. 

나는 의 세포 독성은 폴리플렉스가 혈류 내의 구성 PEI PEI/pDNA 

성분인 적혈구 알부민 혈소판 등과 반응하여 응집이 일어나기 때, , 

문이다 또한 는 개의 혈장 단백질들과 상호 작용을 하는 것. PEI 41

이 확인되었다 이러한 결과로 가 혈액의 응고 작용에 영향을 끼. PEI

쳐 모세 혈관 색전증이 발생할 수 있다[22]. 

의 세포 독성 개선을 위한 연구 2.1.2 PEI

의 세포 독성은 의 농도 구조 분자량의 영향을 받는다  PEI PEI , , 

유전자 전달 효율이 높은 비분해성 고분자의 세포 독성을 [9]. PEI 

완화하여 유전자 전달 분야에 적절하게 응용하기 위해 다양한 방법

이 연구되어 왔다 일반적으로 저분자량의 는 고분자량 보다 . PEI PEI

세포 독성이 낮지만 유전자 전달 효율은 고분자량 보다 낮다는 PEI

단점을 가진다 이러한 이유로 저분자량의 를 생분해성 결합으로 . PEI

가교 연결시키거나 친수성 고분자나 세포 독성이 낮[10, 23, 24], ・

은 다른 고분자와 를 합성시킴으로써 세포 독성을 낮추려는 연PEI

구가 보고되었다[11, 25].

등은 분자량 과 의 를  Thomas 2 kDa 423 Da PEI disuccinimidyl 
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와 suberate (DSS) ethylene glycol bis[succinimidylsuccinate] 

와 가교시켜 아마이드 결합과 아마이드 에스터 결합을 갖는 (EGS) / 

분해 가능한 유전자 전달체를 각각 합성하였다 가교된 는 [10]. PEI

정도의 분자량을 가졌으며2.44~8.77 kDa  in vitro 조건에서 기존 

의 저분자량 보다 배 향상된 유전자 전달 효율을 나타내PEI 40~150

었다 또한 생분해성 결합을 구조 내에 가지고 있기 때문에 대조군. 

인 와 비교해 보았을 때 현저히 감소된 세포 독성을 갖는 것PEI25k

을 확인할 수 있었다 등은 을 이용하여 . Kang 2-iminothiolane

의 일차 아민을 시킨 후 와 시스테인을 0.8kDa PEI thiolation DMSO

이용하여 산화시켜 분자 구조 내에 다이설파이드 결합을 갖는 

를 합성하였다 다이설파이드 결합은 세포 내에 reducible bPEI [23]. 

고농도로 존재하는 글루타티온 과 같은 환원성 물질에 (glutathione)

의해 분해될 수 있어 합성된 유전자 전달체의 분해를 유도할 수 있

다 합성된 는 기존 의 엔도좀 완충 . reducible bPEI bPEI 0.8 kDa

효과의 정도를 유지하고 있었고 생분해성 결합인 다이설50~70 % , 

파이드 결합의 영향으로 대조군인 보다 배 낮은 세포 PEI25k 8~19

독성을 나타냈다 등은 생분해 후 부산물에서 독성이 나타나. Xiang 

는 결과를 피하기 위하여 를 이1,4-butanediol bis(chloroformate)

용하여 를 결합으로 가교시켰다 이0.8 kDa PEI biscarbamate [24]. 

후 관절염 치료에 효과를 보이는 유전자를 이용하여 그 치IL-1Ra 

료 효과를 확인하였다 등은 펩티드를 기반으로 한 고분자에 . Wen 

의 분자량을 갖는 를 합성시킨 유전자 전달체를 개발하423 Da PEI

였다 폴리글루탐산은 생분해가 가능한 폴리펩티드로써 체내. [11] 

에서 효소에 의해 분해되는 성질을 가진다 이러한 결과로 합성된 . 

고분자는 높은 농도에서도 이상의 세포 PEG-b-PLG-g-PEI 80 % 
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생존율을 나타냈다 이러한 연구들 이외에도 등은 에 친수. Ahn PEI

성 고분자인 를 직접 가교시킴으로써 낮은 세포 독성을 갖는 PEG

유전자 전달체를 개발하였다[25].

이러한 결과들로 미루어 보았을 때 체내에서 분해될 수 있거나 독성 , 

을 띠지 않는 고분자를 저분자량 와 가교시키거나 합성시킴으로써 PEI

세포 독성이 낮은 유전자 전달체의 개발이 가능하다는 사실을 알 수 

있다. 

다당류를 이용한 유전자 전달체2.2 

 키토산을 이용한 유전자 전달체2.2.1 

다당류는 자연계에 풍부하게 존재하는 물질로서 경제적인 측면에  

서 이점을 가지며 생체에 적합하고 생분해성을 가지기 때문에 , 

약물 전달체 조직공학 분야에서 스캐폴드 등 의용 [12] [26], [27] 

분야에서 다양하게 이용되어 왔다 또한 유전자 전달체로 다당류가 . 

이용되었을 시 분자 구조 내에 존재 하는 하이드록실 작용기의 존

재로 인해 과 유사한 효과로 혈류 내에서의 PEGylation shielding 

반감기가 증가하는 효과를 기대할 수 있다 다당류 중 유전자 [28]. 

전달체로 가장 활발하게 이용된 것은 키토산으로 이는 다당류 중 , 

유일하게 분자 구조 내에 양이온성을 띠는 아민기를 가지고 있기 

때문이다 하지만 화학적 개질이 이루어지지 않은 키토산은 와 . DNA

결합할 수 있는 능력이 부족하고 생체 활성 내에서 양성자화되pH 

기 어려워 유전자 전달 효율이 낮다는 단점을 보인다 따라서 번 . 2

탄소의 아민기를 개질시켜 유전자 전달 효율을 증대시키거나[13, 

화학적 개질을 통해 다른 고분자와의 합성을 진행하여 새로운 29] 
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유전자 전달체를 만든 사례가 보고되었다[30, 31].

등은 키토산에 를 이용해 구 Luo aminoiminomethanesulfonic acid

아니딘기를 부여하였다 구아니딘기는 나노입자의 세포 투과를 [13]. 

증진시켜 향상된 유전자 침묵화 효과를 유도할 수 있다 등은 . Kim 

키토산의 번 탄소에 유로카닉 산을 도입한 유전자 전달체를 보고2

하였다 유로카닉 산에 존재하는 이미다졸링의 영향으로 향상[29]. 

된 엔도좀 완충 효과는 합성된 유전자 전달체의 유전자 전달 효율 

증대에 기여하였다 등은 산화 반응을 이용하여 번. Cho periodate 2

과 번 탄소의 공유결합을 깨뜨린 산화키토산에 를 도3 PEI1.8 kDa

입한 유전자 전달체를 개발하였다 낮은 세포 독성을 갖는 저[30]. 

분자량 와 키토산의 반응으로 합성된 유전자 전달체는 다양한 PEI

세포주에서 대조군인 보다 낮은 세포 독성을 가졌다 이외에PEI25k . 

도 산화철 입자에 키토산과 를 코팅함으로써 유전자 전달PEI, PEG

과 자기공명영상에서 조영제로서의 역할을 할 수 있는 나노입자 역

시 보고된 바 있다[31].

 덱스트란을 이용한 유전자 전달체2.2.2 

유전자 전달체로 이용되는 대표적인 다당류로 덱스트란을 들 수   

있다 덱스트란은 주 사슬은 글루코스 단위체가 글라이코시. -1,6-α

드 결합으로 이루어져 있고 글라이코시드 결합이 분지형으, -1,3-α

로 소수 결합되어 있는 다당류이다 물에 대한 수용성이 뛰어나고 . 

체내의 효소에 의해 분해되며 생체 적합한 성질을 가지고 있어 유, 

전자 전달체로의 덱스트란에 대한 연구가 다수 진행되었다[14, 32, 

등은 덱스트란에 양이온성을 부여하기 위해 33]. Thomas 

와의 합성을 진행하였다glycidyltrimethylammonium chloride [14]. 
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합성한 유전자 전달체는 에 상응하는 유전자 전달 효율을 보PEI25k

였고 를 통한 세포 독성 평가에서도 미만의 세포 , MTT assay 5 % 

독성을 보였다 또한 혈액 내 생체 적합성을 관찰한 결과 적혈구의 . 

세포막에 영향을 미치는 용혈 반응이 보이지 않았고 적혈구와의 응, 

집도 확인되지 않았다 이로써 양이온성을 부여한 덱스트란 유전자 . 

전달체의 세포 적합성을 확인할 수 있었다 등은 . Hosseinkhani 

산화 반응을 이용하여 개질한 덱스트란 알데하이드 유도periodate 

체에 스퍼민 을 합성시킨 유전자 전달체를 보고하였다(spermine)

스퍼민은 모든 진핵 세포에 존재하는 물질로 기관이나 조직[28]. 

에서 필수적인 성장 인자로 이용된다 덱스트란 스퍼민 유전자 전달. -

체는 대조군으로 사용된 지질 기반 트랜스펙션 물질 DOTAP/Chol 

에 버금가는 유전자 전달 효율을 보였고 1/1 in vivo 실험에서도 높 

은 유전자 발현 정도를 나타냈다 등은 뇌에서 합성되는 생물 . Yang 

기원 아민인 아그마틴과 덱스트란을 를 p-toluenesulfonyl chloride

이용한 방법으로 합성하였다 이 연구에서 합성된 덱스트란 아[32]. -

그마틴 고분자는 뛰어난 혈액 적합성을 보였으며 보다 높은 PEI25k

유전자 전달 효율을 보였으며 대표적인 고분자 유전자 전달체인 

과도 버금가는 유전자 전달 효율을 나타냈다Exgen 500 .

 2.2.3 기타 다당류들의 유전자 전달체로서의 활용

키토산 덱스트란 이외의 다른 다당류의 유전자 전달체 연구도 활  , 

발히 진행되어 왔다 등은 사이클로덱스트린을 . Forrest tosyl 

로 개질한 후 와의 반응을 통해 사이클로덱스트린chloride PEI -PEI 

접합체를 합성하였다 글루코스로 구성된 컵 모양의 원형 올리[15]. , 

고머인 사이클로덱스트린은 상호 작용에 의해 소수성을 host-guest 
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띠는 분자와 포접 화합물 를 형성할 수 있어 (inclusion complex)

약물 전달 시스템에서 많이 연구되었던 물질이다 등[33]. Forrest 

이 합성한 유전자 전달체는 세포에서 독성을 띠지 않았으HEK293 

며 개질하지 않은 보다 배 높은 유전자 전달 효율을 보였PEI25k 4

다 등은 의용 분야나 화장품 분야에서 코팅제 하이드로겔로 . Yun , 

많이 이용되어 왔던 히알루로난을 이용하여 마이크로스피어를 합성

하여 장소 특성성 타겟팅 이 가능한 유전- (site-specific targeting)

자 전달체를 개발하였다 양이온성을 부여하기 위해 [34]. adipic 

를 이용하였다 이외에도 풀루란 알지네이트dihydrazide . [16], [35],  

하이드록시에틸 전분 등의 다당류를 이용한 유전자 전달체 연[36] 

구도 보고되었다.

2.3 의용 분야에서의 셀룰로오스 유도체 활용

유전자 전달 분야에서의 셀룰로오스 유도체 활용 2.3.1 

셀룰로오스는 글루코스 단위체가 글라이코시드 결합으로   -1,4-β

연결되어 있는 다당류이다 자연계에 가장 많이 존재하는 유기화합. 

물로 고등 식물의 세포벽을 구성하는 성분이며 목질부의 대부분을 

차지하고 있다 전통적으로 셀룰로오스는 종이나 방직성 섬유로 대. 

량 사용되고 있으며 셀룰로오스 유도체들은 플라스틱 접착제 필름 , , 

등의 다양한 분야에서 응용되어 왔다.

셀룰로오스를 기반으로 한 셀룰로오스 유도체들 역시 유전자 전달 

체로서 활용하기 위해 연구가 진행되어 왔다 등은 하이드록시. Xu 

프로필셀룰로오스 를 으로 하여 (HPC) backbone poly((2-dimethyl 

를 곁사슬로 합성한 유전자 amino)ethyl methacrylate) (DMAEMA)
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전달체를 보고했다 는 로부터 안정성을 승인받은 물[37]. HPC FDA

질로 식품이나 약물의 제형으로 이용되어 왔다 의 . HPC hydroxyl 

은 원자 전이 라디칼 중합 를 통해 공중합group (ATRP) comb-like 

체를 형성하기 위한 개시 지점으로 이용되었다 개시제로 . 2-brom-

를 이용하여 의 을 개질하여 oisobutyl bromide HPC hydroxyl group

을 합성한 후 원자 전이 라디칼 중합을 이용하여 HPC-Br

를 접합시켰다 이후 을 이용하여 부분적DMAEMA . 1-bromohexane

으로 기화 시켜 양이온성을 증가시켰다 이렇게 합성4 (quaternized) . 

된 고분자는 와 정전기적 상호작용으로 이하의 크기pDNA 200 nm 

를 갖는 나노입자를 형성할 수 있었고 낮은 세포 독성과 에 , PEI25k

버금가는 높은 유전자 전달 효율을 나타냈다 등은 지. Griesenbach 

질을 기반으로 한 유전자 전달체 와 간의 복합체를 (GL67A) DNA 

카르복시메틸셀룰로오스 겔과 섞어 주어 쥐의 기도에서 점탄성 겔

이 머무르는 시간을 증가시켜 유전자 전달 효율을 높인 연구를 보

고하였다[38]. 

의용 분야에서의 메틸셀룰로오스의 활용 2.3.2 

셀룰로오스 유도체 중 하나인 메틸셀룰로오스는 번 번 번 탄  2 , 3 , 6

소의 하이드록실 기가 메톡시 기로 치환되어 있으며 치환도는 

로 알려져 있다 치환되어 있는 정도에 따라 소수성 부분1.4~2.5 . ‘ ’ 

과 친수성 부분 로 나뉘(hydrophobic zones) ‘ ’ (hydrophilic zones)

어 있는 불균일 고분자로서 치환 정도가 높(heterogeneous) [39] 

은 부분의 소수성 상호작용 에 의해 겔화(hydrophobic interaction)

가 일어나게 된다 이러한 겔화는 온도반응성의 성질을 가지며 [40]. 

에서 졸 겔 전이반응이 일어나게 된다 이러한 메틸60~80 - [40]. ℃



- 20 -

Figure 1. Chemical structure of methylcellulose
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셀룰로오스 겔을 이용하여 외상에 의한 뇌의 부상에 대한 스캐폴드

로 이용한 연구가 등에 의해 보고되었다 말초신경도관의 Tate [18]. 

재생에 메틸셀룰로오스가 기여할 수 있기 때문에 비침습적 조[41], 

직 공학의 분야로 메틸셀룰로오스를 이용하였다 용매 내 . DPBS 8 

까지의 메틸셀룰로오스 용액은 차 쥐 성상 세포의 세포나 신경의 % 1

괴사를 유발하지 않았고 메틸셀룰로오스 겔 주입 주 후 병변이 감, 2

소한 양상을 관찰할 수 있었다 이러한 결과는 메틸셀룰로오스 겔의 . 

생체 적합성과 조직 공학에서의 활용도를 보여준다 등. Stabenfeldt 

은 산화 반응을 통해 얻은 산화 메틸셀룰로오스 유도체periodate 

에 라미닌을 접합시킴으로써 뇌세포의 부착 증진과 생장 촉진을 확

인하였다[42].

조직 공학 이외에 약물 전달 시스템으로서의 메틸셀룰로오스에 대 

한 연구도 진행되었다 등은 메틸셀룰로오스와 알지네이트를 . Liang 

섞어 주어 만든 하이드로겔의 반응성을 확인하였다 염화나pH [43]. 

트륨의 존재에 의해 팽윤 거동이 변화함에 따라 에서 증대된 pH 7.4

약물 방출 양상을 보였다 이로서 장에서 특이적으로 약물을 방출할 . 

수 있는 하이드로겔의 가능성을 확인하였다 등은 항암제인 도. Kim 

세탁셀 의 국부적이고 지속되는 약물 방출을 위해 저분(docetaxel)

자량의 메틸셀룰로오스와 마이셀을 복합시킨 시스템Pluronic F127 

을 개발하였다 소수성 약물의 용해를 위해 이용한 [19]. Pluronic 

마이셀을 를 이용하여 메틸셀룰로오스 하F127 ammonium sulfate

이드로겔 내에 담지시켰다 쥐를 이용한 . in vivo 실험에서 메틸셀룰 

로오스 마이셀 시스템은 종양의 성장을 억제하는 뛰어난 효과를 / 

보였다.

이처럼 지금까지 의용 분야에서 메틸셀룰로오스를 활용하기 위한  



- 22 -

연구가 활발하게 진행되어 왔다 하지만 아직까지 유전자 전달체로. 

서 메틸셀룰로오스를 활용한 연구는 보고되지 않았다 본 연구에서. 

는 저분자량 를 이용하여 메틸셀룰로오스를 유전자 전달체로 이PEI

용하고자 하였다. 
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제 장  재료 및 방법3 

재 료3.1 

Methylcellulose (15 cP, 2 % in H2O), poly(ethylenimine) 

(PEI, molecular weight 0.8k and 25 kDa), poly-L-lysine (PLL, 

molecular weight 70-150 kDa), agarose, ethidium bromide,  

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), heparin sodium salt, 

그리고 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT)는 에서 구입하였으며 Sigma-Aldrich (U.S.A.) , 

는 에sodium periodate, sodium tetrahydroborate Junsei (Japan)

서 구입하였다. D2 는 O Cambridge Isotope Laboratories (U.S.A.), 

는 에서 각각 구입하였다 플라HPLC grade Water Duksan (Korea) . 

스미드 인 는 을 발현하는 DNA pCN-Luci luciferase reporter gene

플라스미드로 은 를 사용하competent cell Escherichia coli DH5α

였고 는 , pDNA PureLink HiPure Plasmid Filter Purification 

를 이용하여 얻었다kit(Invitrogen, U.S.A.) . Luciferase assay 

과 는 에서 구입하였system reporter lysis buffer Promega(U.S.A.)

다. Dulbecco’s Modified Eagles’ Medium (DMEM), Dulbecco’s 

Phosphate Buffered Saline (DPBS), 0.25 % Trypsin-EDTA, 

Fetal Bovine Serum (FBS), Penicillin-Streptomycin (Pen Strep, 

모두 에서 구매하였다P/S) Invitrogen-Gibco (U.S.A.) . BCATM 

는 에서 구입하였다protein assay kit PIERCE (U.S.A) .
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실험방법3.2 

메틸셀룰로오스 접합체의 합성 3.2.1 -PEI 

메틸셀룰로오스 의 합성을 위해 먼저 메틸셀룰로오스를 산화  -PEI

시켰다 메틸셀룰로오스와 를 각각 물에 용해시켰. sodium periodate

다 메틸셀룰로오스의 완전한 용해를 위해 필요한 부피의 의 물. 1/3

을 로 가열시켰다 교반하고 있는 물에 메틸셀룰로오스 가루를 80 . ℃

용해시킨 후 차갑게 냉각시킨 남은 의 물을 첨가하여 온도를 냉2/3

각시켰다 분 동안 에서 추가적으로 냉각시킨 후 완전한 . 30 0~5 , ℃

용해를 위해 분 이상 실온에서 교반시켜준다 메틸셀룰로오스의 30 . 

산화를 위해 용해시킨 메틸셀룰로오스 수용액을 sodium periodate

와 실온에서 시간 동안 반응시켰다 반응물은 셀룰로오스 투석막24 . 

을 이용하(MWCO : 3,500, Spectrum Laboratories, Inc., U.S.A.)

여 정제하였다 정제된 용액을 동결건조시켜 산화된 메틸셀룰로오스. 

를 얻었다.

다음으로 메틸셀룰로오스 접합체의 합성을 위해 산화 메틸셀 , -PEI 

룰로오스의 단위 글루코스 배 당량에 해당하는 분자량 의 5 800 PEI 

수용액을 실온 빛이 차단된 조건에서 산화 메틸셀룰로오스 용액에 , 

첨가하여 시간 동안 반응시켰다 형성된 이민 형태를 환24 . (imine) 

원시키기 위해 용액을 첨가하여 추가적sodium tetrahydroborate 

으로 시간 더 반응시켰다 용액의 정제를 위해 위와 동일한 방법24 . 

으로 셀룰로오스 투석막 을 이용하여 투석시킨 후(MWCO : 3,500) , 

동결건조를 통해 최종적으로 메틸셀룰로오스 를 얻었-PEI (MC-PEI)

다.   
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의 특성 분석3.2.2 MC-PEI

  3.2.2.1 1 을 이용한 구조 분석H NMR

의 구조는 핵자기공명분광기를 이용하여 확인하였다 각   MC-PEI . 

시료는 D2 를 용매로 사O (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.)

용하여 의 농도로 씩 준비하였다 메틸셀룰로오10 mg/mL 500 L . μ

스 산화된 메틸셀룰로오스 각각의 구조는 , , MC-PEI 400 MHz 

JEOL JNM-LA400 (JEOL, Japan), 600 MHz AVANCE 600 

을 이용하여 확인하였다(Brucker, Germany) .

를 이용한 분자량 측정  3.2.2.2 Gel permeation chromatography

합성된 각각 고분자들의 분자량을   gel permeation chromatogr-

를 이용하여 측정aphy(YL-9100, Young Lin Instrument, Korea)

하였다 로써 다양한 분자량을 가진 이 . Standard polyethyleneglycol

사용되었다 각각의 시료는 포름산 을 사용하여 . 1 % (formic acid)

의 농도로 준비하였고10mg/mL , UltrahydrogelTM 250 (Waters, 

컬럼에서 의 유속으로 분자량 측정을 시행하였다U.S.A.) 1 mL/min . 

산 염기 적정 실험을 통한 완충용량의 측정  3.2.2.3 -

의 완충용량 측정을 위하여 산 염기 적정 실험을 시행하  MC-PEI -

였다 의 아민을 갖게끔 각각의 고분자들을 정량한 후 . 50 mol 10 μ

의 수용액에 용해시켰다 의 를 이용하여 mL 0.1 M NaCl . 1 M NaOH

를 까지 맞춘 후 용액을 이용해 단위로 적pH 11 0.1 M HCl 10 L μ

정하였다 용액의 변화를 . MC-PEI pH pH meter(SevenEasyTM pH 
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를 이용하여 측정하였다meter S20, Mettler-Toledo, Switzerland) . 

대조군으로써 염화나트륨 수용액 수용액0.1 M , bPEI25k, PEI0.8k 

이 이용되었다 완충용량은 범위 와 내에서 양성자화되는 . pH 7.4 5.1 

아민의 백분율로서 계산되며 구체적인 식은 다음과 같다.

완충용량 (%) = 
(%) 100

mol N
M 1.0VHCl




  △VHCl은 용액의 가 에서 까지 변화하는 과정에서 사용pH 7.4 5.1

된 염산의 부피를 나타내고 은 각각의 고분자에서 양0.1 M , N mol

성자화가 가능한 아민의 몰수를 나타낸다.

폴리플렉스의 특성 분석 3.2.3 MC-PEI/pDNA 

  아가로스 겔 전기영동3.2.3.1 

  MC 와 의 폴리플렉스 형성능력을 확인하기 위해 아가로스 -PEI DNA

겔 전기영동을 실시하였다 의 를 함유하. 0.5 g/mL ethidium bromideμ

고 있는 아가로스 겔 은 (0.7%, wt./vol.) Tris-Acetate-EDTA(TAE) 

를 이용하여 제조하였다 폴리플렉스는 buffer . Hepes buffer (pH 7.4) 

상에서 pDNA (pCN-Luci, 0.5 g/ L) μ μ 에 무게비율 0.5 g 0.25, μ

에 맞춰 총 다섯 가지 농도로 준비하였고0.5, 0.75, 1, 2 , MC-PEI 

수용액에 를 넣어준 후 분간 안정화시켰다 시료를 만들어pDNA 30 . 

진 겔에 주입한 후 Mupid-2plus® 전기영동장치에 (OPTIMA, Japan) 

서 분간 전기영동을 진행하였다 전기영동 완료 후 15 . pDNA band

의 위치를 ChemiDoc™ XRS+ gel documentation system 

을 이용하여 확인하였다(BIO-RAD, U.S.A.) .
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혈청에 대한 폴리플렉스의 보호 능력 측정  3.2.3.2 DNA 

아가로스 겔 전기영동을 통해 혈청에 대한 폴리플렉스의 보  DNA 

호 능력을 측정하였다 의 로 무게 비율 . 0.5 g pDNA 25, 50, 75, μ

의 폴리플렉스를 준비한 후 에서 분간 조건100 37 30 50 % FBS ℃

에서 배양시켰다 다음으로 폴리플렉스로부터 를 분리시키기 . , pDNA

위해 를 최종 농도 로 분 동안 처heparin sodium salt 10 mg/mL 30

리하였다 이후 최종적으로 폴리플렉스의 전기영동을 통해 . pDNA 

의 위치를 로 확인하였다 폴리플렉스band UV illuminator . PEI25k 

를 대조군으로 사용하였다. 

폴리플렉스의 평균 입자 크기 및 표면전하 측정 3.2.3.3 MC-PEI 

와 폴리플렉스의 평균 입자 크기 및 표면전하  MC-PEI DNA 

는 (Zeta-potential value) Zetasizer Nano ZS (Malvern 

를 이용하여 측정하였다 무게비율 부터 까Instruments, UK) . 0.5 100

지의 폴리플렉스를 의 를 사용5 g pDNA (pCN-Luci, 0.5 g/ L)μ μ μ

하여 의 수용액으로 제조하였다 폴리플렉스 형성 후 분간 0.5 mL . 30

배양시킨 다음 평균 입자 크기 및 표면 전하 측정 전 폴리플렉스 , 

수용액을 로 희석시켰다 평균 입자 크기 및 표면 전하 값은 1 mL . 

번씩 측정하여 그 평균값을 구하였다3 . 

를 통한   3.2.3.4 Transmission electron microscopy (TEM)

폴리플렉스의 형태 관찰MC-PEI 

의 를 이용하여 제조한 의 폴리플렉  0.5 g pDNA 10 L MC-PEI μ μ

스 수용액을 구리 격자판에 위치시켰다 각각의 시료를 초 TEM . 30

동안 수용액을 통해 염색시켰다 폴리플렉스의 형uranium acetate . 
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태는 transmission electron microscopy (JEM1010, JEOL, Japan)

를 이용하여 확인하였다 의 가속 전압 . TEM (accelerating voltage)

는 였다80 kV . 

 3.2.4 MC-PEI의 세포실험

세포 배양  3.2.4.1 

유전자 전달체의 세포실험을 위해 쥐의 근아세포   MC-PEI 

와 인간 자궁경부암 세포(Mouse myoblast cell line, C2C12)

를 사용하였다(human cervical adenocarcinoma cell line, HeLa) . 

세포는 농도의 이 10 % FBS, 1 % penicillin/streptomycin (P/S)

들어있는 을 배지로 하여 이산화탄소 조건에서 DMEM 37 , 5 % ℃

배양하였다.

를 통한 의 세포 독성 관찰  3.2.4.2 MTT assay MC-PEI

합성된 고분자의 세포 독성을 알아보기 위해 를 진행  MTT assay

하였다 에 과 을 . 96-well cell culture plate C2C12 cell HeLa cell

의 배지에 당 100 L (10 % FBS) DMEM well 1×10μ 4 의 밀도로  

분주하였다 시간 후 정도 세포가 자란 것을 확인한 . 24 70~80 % 

다음 혈청 이 들어 있지 않은 의 에 , (serum) 100 L DMEM 20, 40, μ

의 농도로 녹인 용60, 80, 100 g/mL MC-PEI, PEI25k, PEI0.8k μ

액을 처리하였다 시간 후 각각의 고분자 용액을 제거하고 각 . 4 , 

에 완전 배지 를 넣어준 후 위와 동well (complete media) 100 L μ

일한 배양 조건에서 시간 배양하였다 세포 배양 후 각 에 24 . well

의 용매 을 첨가하고 25 L MTT stock solution (2 mg/mL, DPBS )μ

같은 조건에서 시간 더 배양하였다 배지를 신중하게 제거한 후2 . , 
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의 을 첨가하여 분화된 세포의 결과로 각 에 형성150 L DMSO wellμ

된 포르마잔 결정 을 녹였다 각 의 흡광도(formazan crystal) . well

를 의 파장에서 570 nm microplate reader (Synergy HI, BioTek, 

를 이용하여 측정하였다 실험 결과는 상대적인 세포의 생존 U.S.A.) . 

정도 아무것도 처리하지 않은 세포에 대한 상대적인 세포 생(RCV, 

존 정도 값으로 나타내었다 모든 실험은 배수로 진행되었다) . 4 .

혈청 유무 조건에서의 세포 트랜스펙션 실험  3.2.4.3 MC-PEI 

합성된 고분자의 혈청 유무 조건에서의 트랜스펙션 효율은   

luciferase assay reagent (Luciferase Assay System, Promega, 

를 이용하여 과 에서의 U.S.A.) C2C12 cell HeLa cell luciferase 

의 발현값으로 확인하였다reporter gene . 과 C2C12 cell HeLa cell

을 에 를 이24-well cell culture plate DMEM (FBS 10%) media

용하여 5 × 104 의 밀도로 분주 후 이산 cells / well 37 , 5 % ℃

화탄소 조건에서 시간 동안 배양하였다 고분자들을 세포에 처리24 . 

하기 전 배지를 신선한 배지 로 교체하는 과정에서 혈청이 400 Lμ

있는 조건과 없는 조건으로 나누어 각각의 조건을 설정하였다. 0.5 

의 가 에 들어갈 수 있도록 무게비를 g pDNA well 25, 50, 75, 100μ

으로 맞추어 폴리플렉스 용액 를 만든 후 세포에 MC-PEI 100 Lμ

처리하였다 를 대조군으로 사용하였다 시간 배. PEI25k, PEI0.8k . 4

양 후 폴리플렉스 용액을 제거하고 각 에 완전 배지를 well 500 L μ

넣어준 후 위와 동일한 배양 조건에서 시간 배양하였다 세포 배48 . 

양 후 으로 배지를 제거하고 의 를 이용하여 suction 240 L DPBSμ

을 씻어주었다 그리고 당 의 를 처리well . well 120 L lysis bufferμ

한 후 에서 분간 흔들어 주었다 각 로부shaking incubator 30 . well
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터 세포의 용해물을 모은 후 원심분리하여 상등액을 취하고, 

을 이용하여 세포 용해물의 발광도를 측정하였luciferase assay kit

다 발광도는 을 이용하여 확인하였. microplate reader Synergy H1

다 세포의 단백질 정량을 위해 . Micro BCA™ Protein Assay Kit 

을 이용하였다 이를 통해 최종 결과를 단위 (Thermo, U.S.A.) . mg 

단백질에 대한 상대적 발광도 값 으로 나타내(Relative Light Unit)

었다 모든 실험은 배수로 진행되었다(RLU/mg cellular protein). 3 .

을 처리한 조건에서의 트랜스펙션 실험 3.2.4.4 Bafilomycin A1

합성된 고분자의 엔도좀 완충 효과를 알아보기 위하여  

을 처리한 조건에서의 트랜스펙션 실험을 진행하였bafilomycin A1

다 에서 트랜스펙션 실험을 동일한 방법으로 진행하였다. HeLa cell . 

폴리플렉스 용액을 세포에 처리하기 전 의 , 200 nM bafilomycin 

용액을 세포에 분 동안 처리하였다 시간 트랜스펙션 A1/DPBS 10 . 4

후 폴리플렉스 용액을 제거하고 각 에 완전 배지를 넣, well 500 L μ

어준 후 위와 동일한 배양 조건에서 시간 배양하였다48 . PEI25k, 

폴리플렉스 무게비 용액이 대조군으로 사용되었다 이후 PLL ( 5) . 

과정은 위의 실험과 동일한 방식으로 진행되었다. 

유세포 분석기를 통한 세포내 흡수 정도 측정 3.2.4.5 

폴리플렉스의 세포내 흡수 정도 를 알아보기 위  (cellular uptake)

하여 유세포 분석기를 이용한 실험을 진행하였다 을 . HeLa cell

에 배지를 이용하여 12-well cell culture plate DMEM (FBS 10%) 

2 × 105 의 밀도로 분주 후 이산화탄소 조 cells/well 37 , 5 % ℃

건에서 시간 동안 배양하였다 트랜스펙션 전 각각 의 배지를 24 . well
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혈청이 없는 배지로 교체하였다 트랜스펙션에 이용되는 는 . pDNA

개의 뉴클레오티드 당 개 분자의 로 염색하였50 1 YOYO-1 iodide

다 의 를 가지고 있는 폴리플렉스 용액을 에서 . 0.5 g pDNA 37 μ ℃

시간 동안 세포에 처리하였다 그 후 배지를 으로 제거한 4 . , suction

후 에 있는 세포들을 를 이용하여 두 차례 씻어well ice-cold DPBS

주었다 트립신 처리로 세포들을 떼어낸 후 에 세포. 250 L DPBSμ

들을 서스펜션 시켰다 형광이 들어간 폴리플렉스의 세포 내 흡수 . 

정도는 를 이용BD FACscan analyzer (Becton Dickinson, U.S.A)

하여 1 × 104 개의 세포를 분석군으로 설정하여 확인하였다 . 

를 이용하여 세포 내 흡수 Becton Dickinson CellQuest software

정도를 분석하였으며 를 이용하여 데이터를 정리, Flowing software

하였다.
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제 장  결과 및 고찰4 

의 합성 및 특성 분석4.1 MC-PEI

의 합성 4.1.1 MC-PEI

메틸셀룰로오스와 의 접합을 위해서 산화 반응을   PEI periodate 

통해 메틸셀룰로오스를 산화시켰다 이온 . Periodate (IO4- 은 다당)

류 내에 존재하는 탄소 탄소 결합의 인접해 있는 다이올과 반응하-

여 번과 번 탄소 사이의 공유결합을 절단하고 다이알데하이드를 2 3

형성시켜 추가적인 반응을 가능하게 한다고 알려져 있다 본 [44]. 

연구에서도 이와 같은 방식으로 메틸셀룰로오스의 글루코스 단위체 

내의 번과 번 탄소의 공유결합을 이온을 이용하여 절2 3 periodate 

단시켰다 메틸셀룰로오스의 산화를 위해 단위 글루코스 몰 수의 . 

배에 해당하는 를 이용하였다 투석과 동결건조 0.5 periodate [45]. 

후 얻은 산화된 메틸셀룰로오스 를 단위 글루코스 몰 수의 (OXMC)

배에 해당하는 와의 반응을 통해 반5 PEI0.8k reductive amination 

응시켰다 의 알데하이드 작용기는 이민 형성 반응을 통해 . OXMC

의 아민 작용기와 반응할 수 있다 형성된 이민 결합은 상PEI0.8k . 

당히 불안정한 성질을 갖기 때문에 추가적인 반응이 없을 시 결합

이 계속해서 유지되지 못 할 가능성이 크다 따라서 . sodium 

를 이용하여 이민 결합을 안정적인 일차결합tetrahydroborate C-N 

으로 환원시켜 주는 반응을 추가적으로 진행하였다 정제를 위해 투. 

석을 진행한 후 동결건조를 통해 최종적으로 합성된 는 하MC-PEI

얀 빛을 띠는 스펀지 형태의 고체로 얻어졌다. 
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Figure 2. Synthesis scheme of MC-PEI.
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 4.1.2 1 을 통한 의 개질 합H NMR MC, OXMC, MC-PEI , 

성 여부 확인

  1 을 통하여 의 개질 및 합성 여부를 H NMR MC, OXMC, MC-PEI

확인하였다 개질하지 않은 메틸셀룰로오스의 번 탄소(Figure 3). 2

에 존재하는 양성자 피크 는 (proton peak) 1 분석을 통해 H NMR 

확인할 수 있다 하이드록실 작용기의 수소 원자가 메틸기로 치환되. 

지 않은 번 탄소의 양성자 피크 는 에 2 (H-2 (2-OH)) 3.3~3.4 ppm

존재하고 하이드록실 작용기의 수소 원자가 메틸기로 치환된 번 , 2

탄소의 양성자 피크 는 에서 확인된(H-2 (2-OMe)) 3.05~3.2 ppm

다 이를 바탕으로 메틸셀룰로오스의 산화 정도 와의 합성 [46]. , PEI

정도를 확인할 수 있다. 

에서 메틸셀룰로오스의 양성자 피크가 사라 Figure 3 H-2 (2-OH) 

진 것을 확인할 수 있다 이는 산화 반응을 통하여 . periodate H-2 

양성자가 알데하이드 양성자로 개질되었다는 것을 의미한다 반면 . 

양성자 피크는 산화 반응 후에도 변화를 보이지 않H-2 (2-OMe) 

았다 기존의 연구에서는 산화 반응을 통해 또. periodate 2,3, 2,6, 

는 다이메틸글루코스의 가능성도 알려져 있지만 3,6- overoxidation 

본 연구에서는 이온을 통한 산화 반응에 [47, 48] periodate OMe 

을 갖는 번 탄소는 관여하지 않았다는 것을 알 수 있다group 2 . 

양성자 피크의 감소 정도를 토대로 메틸셀룰로오스의 H-2 (2-OH) 

산화 정도는 임을 확인할 수 있다56 % . 

에 를 접합시킨 최종 반응물 에 존재하는 의  OXMC PEI MC-PEI PEI

양성자 피크를 계산함으로써 의 합성 정도 역시 PEI 1 을 통H NMR

하여 확인할 수 있다. PEI0.8k (-NHCH2CH2 의 양성자 피크는 -)
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에 존재한다 메틸셀룰로오스에 존재하는 모든 양성자2.6~3.0 ppm . 

의 피크와 의 양성자 피크를 비교해 보았을 때 약 의 접PEI 6.9 %

합 정도를 보임을 알 수 있었고 이는 메틸셀룰로오스의 단위 글루, 

코스 개 당 한 분자의 가 접합되어 있다는 것을 의미한다14.5 PEI .
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Figure 3. 1H NMR spectra of polymers. a) Methylcellulose 

(MC). b) Oxidized methylcellulose (OXMC). c) PEI-grafted 

methylcellulose (MC-PEI).
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의 분자량 측정4.1.3 MC-PEI

겔 투과 크로마토그래피 를   (Gel permeation chromatography)

이용하여 합성한 의 분자량을 측정하였다 로써 다MC-PEI . Standard

양한 분자량을 갖는 를 사용하였다 산화된 메틸셀룰로오스 PEG . 

는 메틸셀룰로오스의 자체 중량평균 분자량인 (OXMC) 35.5 kDa 

보다 약 정도 감소한 의 (PDI = 5.06) 59 % 14.6 kDa (PDI = 5.04)

중량평균 분자량 값을 나타내었다 이는 에 의해 메틸. overoxidation

셀룰로오스의 해중합이 발생했음을 의미한다 산화 반응. Periodate 

에 의해 분자량이 감소하는 현상은 다당류를 개질한 다른 논문에서

도 확인할 수 있다 를 접합시킴으로써 합성된 는 [30]. PEI MC-PEI

보다 높은 분자량 값을 가질 것으로 예상되었지만 에 의OXMC , GPC

해 측정된 의 무게평균 분자량 값은 MC-PEI 10.9 kDa (PDI = 

로 오히려 감소하는 양상을 보였다 이러한 결과에 대한 가능2.19) . 

성으로 양이온성을 갖는 가 컬럼의 레진과 상호작용을 일으MC-PEI

켜 컬럼 내 의 유동성이 감소하였거나 직선형의 메틸셀룰MC-PEI , 

로오스에 가 접합되어 있는 의 구조적 특성 상 직선형PEI MC-PEI

의 보다 분자량 값이 과소평가 되었을 가능성을 생각해 볼 OXMC

수 있다 감소한 값은 다분산성이 큰 기존의 메틸셀룰로오[49]. PDI 

스가 와의 반응을 통해 작은 분자량을 갖는 부분이 제거된 결과PEI

로 생각할 수 있다 세포독성은 크지 않지만 낮은 유전자 전달 효율. 

을 보이는 가 메틸셀룰로오스와의 접합으로 분자량이 증가PEI0.8k

함으로써 를 원활하게 축합하여 상승된 유전자 전달 효율을 pDNA

가지게 될 것이라고 기대할 수 있다.
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Table 1. Molecular weight measurement by GPC.

Number molecular weight (Mw) PDI value

Methylcellulose 35.5 kDa 5.06

OXMC 14.6 kDa 5.04

MC-PEI 10.9 kDa 2.19
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의 완충용량 4.1.4 MC-PEI

산 염기 적정을 통하여 합성된 의 엔도좀 완충 용량을   - MC-PEI

측정하였다 일반적으로 고분자 유전자 전달체의 엔도좀 완충 효과. 

는 폴리플렉스의 효율적인 엔도좀 탈출을 유도함으로써 유전자 전

달 효율을 높일 수 있는 기작이라고 알려져 있다 대조군으로 사[8]. 

용한 와 의 엔도좀 완충 용량은 에서 언급한 PEI25k PEI0.8k 3.2.2.3

완충용량 식을 바탕으로 계산하였을 때 각각 와 의 23.2 % 32.2 %

값을 나타내었고 합성한 는 의 값을 보였다 , MC-PEI 31.3 %

이는 메틸셀룰로오스에 접합된 가 합성 과정을 거친 (Figure 4). PEI

후에도 엔도좀 완충 효과를 상실하지 않았다는 것을 의미한다 이러. 

한 의 높은 엔도좀 완충 효과는 폴리플렉스가 세MC-PEI MC-PEI 

포 내의 엔도좀으로부터 효과적으로 탈출하는 것을 가능하게 할 것

이라고 생각된다.  
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Figure 4. Acid-base titration of PEI25k, PEI0.8k, and MC-PEI.
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4.2. MC 폴리플렉스의 특성 분석-PEI/pDNA 

아가로스 겔 전기영동 4.2.1 

유전자 전달 시스템에서 유전자 전달체의 폴리플렉스 형성 능력  

은 중요한 전제조건으로 여겨진다 아가로스 겔 전기영동을 통해 . 

의 폴리플렉스 형성 능력을 확인하였다 는 구성 물MC-PEI . pDNA

질인 인산염의 영향으로 음전하를 띠므로 양전하를 갖는 고분자와 , 

반응 시 정전기적 상호작용에 의해 폴리플렉스를 형성할 수 있다. 

아가로스 겔 전기영동을 통하여 의 폴리플렉스 형성 능력을 MC-PEI

확인한 결과 무게비 까지는 의 이동이 관찰되지만 , 0.5 pDNA band

무게비 에서부터는 가 의 이동을 완전하게 0.75 MC-PEI pDNA band

억제시켰다는 것을 알 수 있었다 이는 양전하를 갖는 (Figure 5). 

의 도입으로 낮은 무게비에서도 가 와 정전기적 PEI MC-PEI pDNA

상호작용에 의해 효과적으로 폴리플렉스를 형성하였다는 것을 의미

한다.  
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Figure 5. Agarose gel electrophoresis result of MC-PEI. Numbers 

mean weight ratios of MC-PEI polyplexes.
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4.2.2 혈청에 대한 폴리플렉스의 보호 능력 측정pDNA 

유전자 전달 과정에서 유전자 전달체는 체내로 주입되었을 때 혈  

류 내에서 여러 물질들을 마주하게 된다 그 중 혈청 과 같. (serum)

은 물질들은 유전자 전달체의 안정성을 저해할 수 있기 때문에 유, 

전자 전달체는 이러한 환경으로부터 전달하고자 하는 유전 물질을 

안전하게 보호할 수 있어야 한다 이를 확인하기 위해 아가로스 겔 . 

전기영동을 통해 폴리플렉스가 혈청의 영향으로부터 MC-PEI 

를 효과적으로 보호할 수 있는지에 대한 실험을 진행하였다pDNA . 

폴리플렉스를 제조한 후 MC-PEI 50 % FBS (fetal bovine serum) 

조건에서 분간 배양시켜 혈청의 영향에 있게 한 다음30 , heparin 

를 이용하여 폴리플렉스로부터 를 해리시킨 후 전sodium salt pDNA

기영동을 실시하여 가 온전하게 존재하는지 확인하였다pDNA . 

의 번 레인에서 확인할 수 있듯이 자체는 혈청에  Figure 6 2 pDNA 

의해 작은 파편으로 분해된다 하지만 번부터 번 레인에서 분해. 3 6

된 파편이 확인되지 않은 것으로 말미암아 폴리플pDNA , MC-PEI 

렉스는 를 혈청으로부터 안전하게 보호하고 있다는 것을 확인pDNA

할 수 있었다 유전자 전달 분야에서 표준적 기준 . (golden 

로 여겨지는 번 레인 역시 폴리플렉standard) PEI25k (7 ) MC-PEI 

스와 같은 양상을 보였다 번 레인의 아래쪽에 존재하는 . 1

가 폴리플렉스와 폴리super-coiled pDNA bands MC-PEI PEI25k 

플렉스에서 사라진 것은 혈청에 의해 절단된 것으로 생각된다. 

이 실험 결과를 뒷받침하기 위해 혈청과 의 상호작용에 대 , pDNA

한 헤파린의 영향을 확인하였다 에서 보듯 혈청에 의해 . Figure 7 , 
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가 분해되는 현상이 헤파린에 의해 현저하게 저해되는 것을 확DNA

인할 수 있다 번부터 번 레인에서는 어떠한 의 도 확. 4 7 pDNA band

인할 수 없는데 이는 헤파린에 의한 의 해리 작용이 없으므, pDNA

로 폴리플렉스 내에 가 완전하게 쌓여 있다는 것을 의미한다pDNA . 

이로써 헤파린 존재 시 혈청에 의해 가 분해되지 않는다는 것pDNA

을 알 수 있다. 

이러한 결과로 가 와 마찬가지로 와 강력하 , MC-PEI PEI25k pDNA

게 폴리플렉스를 형성함으로써 혈청의 공격으로부터 를 안전pDNA

하게 보호할 수 있어 체내 주입 시 혈장 내에서 높은 안정성을 가, 

질 것이라고 생각할 수 있다. 
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Figure 6. pDNA protection from serum result by agarose gel 

electrophoresis. 1 : pDNA only, 2: pDNA + serum, 3: MC-PEI 

polyplex (wr = 25) + serum, 4: MC-PEI polyplex (wr = 50) + 

serum, 5: MC-PEI polyplex (wr = 75) + serum, 6: MC-PEI polyplex 

(wr = 100) + serum, 7: PEI25k polyplex (wr = 1) + serum
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Figure 7. Serum inhibition effect of heparin. 1: pDNA only, 2: pDNA 

+ heparin + serum, 3: pDNA + heparin/serum, 4: MC-PEI polyplex 

(wr = 25) + serum, 5: MC-PEI polyplex (wr = 50) + serum, 6: 

MC-PEI polyplex (wr = 75) + serum, 7: MC-PEI polyplex (wr = 

100) + serum
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4.2.3. 폴리플렉스의 평균 입자 크기 및 표면전하MC-PEI 

를 이용하여 폴리플렉스의 평균 입자 크기와   Zeta-sizer MC-PEI 

표면 전하를 측정하였다 폴리플렉스의 원활한 세포 내 섭취 . 

를 위해서는 폴리플렉스가 이하의 입자 크기(endocytosis) 200 nm 

를 가져야 하며 또한 적정 수준의 양전하를 띠어야 한다고 알려져 

있다 이는 폴리플렉스가 음전하를 가지고 있는 세포막으로 접근하. 

여 세포 내로 들어가야 하기 때문이다 폴리플렉스는 측정. MC-PEI 

된 모든 무게비에서 의 수 평균 크기 측정값을 보였다 100~150 nm -

이를 통해 폴리플렉스는 효율적인 세포 내 섭(Figure 8). MC-PEI 

취를 위한 적절한 입자 크기를 가지고 있다는 것을 알 수 있다

[50].

이후 폴리플렉스의 표면 전하 값을 측정하였다 무게비  MC-PEI . 

에서 폴리플렉스는 약 의 표면 전하 값을 보였다 이는 0.5 20 mV . –

가 무게비 에서는 와 충분한 정전기적 상호작용이 MC-PEI 0.5 pDNA

일어나지 않기 때문에 효과적으로 폴리플렉스를 형성하지 못 한다

는 것을 의미한다 하지만 무게비 에서는 약 의 표면 전하 . 1 20 mV

값을 나타냈다 이는 앞서 진행했던 아가로스 겔 전기영동에서 보였. 

던 결과에 부합되는 결과이다 의 비율이 증가하면서 의 . MC-PEI PEI

존재로 양전하를 갖는 성분이 많아지기 때문에 효과적으로 와 pDNA

폴리플렉스를 형성할 수 있다 이 넘어가는 무게비에서는 모든 . 10

폴리플렉스들이 약 에서 정도의 표면 전하 값을 보였고 30 40 mV 

이로써 안정된 폴리플렉스들이 형성되었다는 것을 알 수 있다 

(Figure 9). 
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폴리플렉스의 평균 입자 크기와 표면 전하 값 측정을 통 MC-PEI 

해 폴리플렉스가 세포막에 접근하여 세포 내 섭취가 일어나기 위한 , 

필요조건인 양전하를 띠는 작은 폴리플렉스 입자가 잘 형성되었다

는 것을 확인할 수 있었다.  
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Figure 8. Average size measurement result of MC-PEI polyplexes (n 

= 3, error bars represent standard deviations).
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Figure 9. Zeta-potential value measurement result of MC-PEI 

polyplexes (n = 3, error bars represent standard deviations).
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폴리플렉스의 입자 형태 확인 4.2.4. MC-PEI 

을 이용하여   Transmission electron microscopy (TEM) MC-PEI

폴리플렉스의 크기와 모양을 확인하였다 폴리플렉스는 무. MC-PEI 

게비 에서 모두 조밀하고 동그란 입자의 형태를 띠었다 25, 50, 75

입자의 크기는 이하로 확인되었고 무게비에 (Figure 10). 100 nm , 

따른 특별한 차이는 발견되지 않았다 이는 를 통한 입자 . Zeta-sizer

크기의 양상과 일치한다 하지만 으로 확인한 입자의 크기는 . TEM

로 확인한 평균 입자 크기보다 작게 확인되었다 이는 Zeta-sizer . 

로 입자의 크기를 측정할 때는 물에 의한 수화 Zeta-sizer

현상으로 폴리플렉스 입자의 크기가 다소 증가하는데 (hydration) 

반해 으로 입자의 크기를 확인하였을 때에는 이와 같은 현상이 TEM

일어나지 않기 때문이다. 
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Figure 10. TEM images of MC-PEI polyplexes a) prepared at a 

weight ratio of 25, b) 50, c) 75. Black scale bars represent 200nm.
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의 세포실험4.3. MC-PEI

의 세포 독성 4.3.1 MC-PEI

  MC 의 세포 독성은 를 통해 확인하였으며 사용-PEI MTT assay

한 세포주는 쥐의 근아세포인 세C2C12 포와 사람의 자궁경부암 

세포인 세포이다 와 를 대조군으로 사용하였HeLa . PEI25k PEI0.8k

다. 각각의 고분자는 의  20, 40, 60, 80, 100 g/mLμ 농도로 준비하

였고 세포 독성의 정도는 어떠한 처리도 하지 않은 세포들의 생존율을 , 

로 100 % 하여 고분자 처리를 했을 때의 상대적 세포 생존율 

로 표현하였다 에서 보는 바와 (relative cell viability) . Figure 11

같이 는 세포에서 의 고농도에서도 MC-PEI C2C12 100 g/mLμ

의 높은 생존율을 보였다 이에 반해 대조군인 는 86.32 % . PEI25k

의 농도에서도 의 세포만이 살아남은 것을 볼 수 20 g/mL 19.27 %μ

있었다 이는 널리 알려져 있듯 의 높은 세포 독성 때문이. PEI25k

다 는 세포에서의 고분자들의 세포 독성을 보여준. Figure 12 HeLa 

다 세포. C2C12 에서의 실험 결과와 마찬가지로 가 낮은 MC-PEI

세포 독성을 갖는다는 사실을 확인할 수 있다 는 . PEI25k HeLa 

세포에서도 강한 세포 독성을 보여주고 있었다 의 경우. PEI0.8k

에서는 두 세포에서 다른 세포 독성 양상을 보여주고 있었는데, 

세포에서는 의 농도가 증가함에 따라 세포의 생C2C12 PEI0.8k

존율이 감소하는 경향을 보였지만 세포는 의 영향HeLa PEI0.8k

을 거의 받지 않았다 이는 고분자의 세포 독성이 세포 의존적 . -

인 경향을 띠는 것을 보여준다 와 (cell-dependent) [23]. PEI0.8k

의 세포 독성이 세포보다 세포에서 더 약하PEI25k C2C12 HeLa 

게 나타난 것은 양이온성 고분자에 대해 세포가 더 민감C2C12 
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하게 반응한다는 것을 의미한다. 
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Figure 11. MTT results of polymers in C2C12 cells (n = 4, error 

bars represents standard deviations).
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Figure 12. MTT results of polymers in HeLa cells (n =4, error bars 

represent standard deviations).
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의 세포 트랜스펙션 실험 4.3.2 MC-PEI

의 유전자 전달 효율은 발광효소 의 유전자   MC-PEI (luciferase)

발현 정도를 평가함으로써 측정하였다(transgene expression) . 

에 의해서 발현되는 발광효소는 생물체 발광 관여pCN-Luci DNA

물질로 정의되는 발광소 과 발광효소 발광소 발광반응 (luciferin) -

반응 을 일으킨다 발현된 빛을 상대적 발광도 값 (L-L ) . (relative 

으로 나타내고 를 통하여 알아낼 수 있light unit, RLU) , BCA assay

는 세포의 용해물에 존재하는 단위 단백질량으로 보정함으로써 

유전자에 의한 단백질 발현 정도를 확인할 수 있다 pCN-Luci 

본 실험에서는 무게비 의 (RLU/mg protein). 25, 50, 75, 100

폴리플렉스를 준비하였다 와 가 대조군으MC-PEI . PEI25k PEI0.8k

로 사용되었고 의 무게비는 에 존재하는 , PEI0.8k MC-PEI PEI0.8k

의 양에 근거하여 설정되었다 은 가 없는 조건에서. Figure 13 FBS

세포에서의 트랜스펙션 결과를 보여주고 있다 폴C2C12 . MC-PEI 

리플렉스는 무게비 에서 가장 높은 단백질 발현 정도를 나타냈75

다 이 값은 양성대조군인 와 비교했을 때는 약 배 정도 낮. PEI25k 8

은 값을 보였지만 단독으로 트랜스펙션 실험을 진행했을 , PEI0.8k 

때 나타나는 값보다 배 더 높은 값을 나타내었다 저분자300~2200 . 

량의 는 를 축합하는 능력이 떨어지고 폴리플렉스로부터 PEI pDNA , 

가 쉽게 해리되기 때문에 유전자 전달 효율이 떨어진다pDNA [51]. 

세포에서도 역시 무게비 의 폴리플렉스가 가장 HeLa 75 MC-PEI 

높은 유전자 전달 효율을 보였으며 이 값은 와 비교하였을 , PEI25k

때 약 배 정도 낮은 값이었다 하지만 와 비교해 보았을 3 . PEI0.8k

때는 배 정도 더 높은 유전자 전달 효율을 보였다 400~1300

이러한 결과로 는 혈청이 있는 조건에서 (Figure 14). MC-PEI
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에는 미치지 못하는 유전자 전달 효율을 보였지만 PEI25k PEI0.8k

와 비교했을 때 월등히 향상된 유전자 전달 효율을 나타냈다. 

의  MC-PEI in vivo 조건에서의 유전자 전달 가능성을 알아보기 위 

하여 혈청이 있는 조건에서의 트랜스펙션 실험을 시행하였다 혈청. 

이 있는 조건에서 양이온성 고분자의 유전자 전달 효율은 혈청과의 

상호작용에 의해 감소하는 양상을 보인다 본 실험에서도 역시 [52]. 

와 모두 유전자 전달 효율이 감소하였다 그러나 PEI25k MC-PEI . 

주목할 만한 점은 세포에서 무게비 와 의 , C2C12 75 100 MC-PEI 

유전자 전달 효율이 의 그것보다 배 더 높은 값을 나타PEI25k 3~5

냈다는 것이다 세포에서의 유전자 전달 효율도  (Figure 15). HeLa 

의 유전자 전달 효율과 거의 비슷한 값을 보였다 PEI25k (Figure 

이러한 결과는 혈청이 있는 조건에서 의 유전자 전달 16). MC-PEI

효율이 의 유전자 전달 효율보다 훨씬 덜 감소했다는 것을 PEI25k

의미한다 이것은 혈청이 있는 조건에서 폴리플렉스가 높. MC-PEI 

은 안정성을 가지기 때문이라고 생각된다 이러한 원인은 . MC-PEI 

폴리플렉스의 표면 전하가 높은 양전하 값을 보이지만 메틸셀룰로, 

오스에 존재하는 하이드록실 작용기와 메톡시 작용기로 인해 혈청 

단백질로부터 효과를 가질 수 있기 때문이다 이는 shielding . PEG

를 합성시킴으로써 나노입자의 체내에서의 안정성 향상을 도모하는 

다른 연구들의 결과와 흡사한 부분이다[53].

이렇게 얻은 결과로 의  MC-PEI in vivo 유전자 전달에서의 가능성을 확 

인할 수 있었다.  
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Figure 13. Transfection efficiencies of polymers in serum-free 

condition in C2C12 cells. Numbers in box represent weight ratios of 

polymers (n = 3, error bars represent standard deviations).
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Figure 14. Transfection efficiencies of polymers in serum-free 

condition in HeLa cells. Numbers in box represent weight ratios of 

polymers (n = 3, error bars represent standard deviations). 
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Figure 15. Transfection efficiencies of polymers in serum condition 

in C2C12 cells. Numbers in box represent weight ratios of polymers 

(n = 3, error bars represent standard deviations). 
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Figure 16. Transfection efficiencies of polymers in serum condition 

in HeLa cells. Numbers in box represent weight ratios of polymers 

(n = 3, error bars represent standard deviations).
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트랜스펙션 기작 연구4.3.3 

의 트랜스펙션 과정에서 엔도좀 완충 효과의 영향을 알아  MC-PEI

보기 위하여 을 처리한 후 트랜스펙션을 진행하였bafilomycin A1

다 은 의 억제제 . Bafilomycin A1 vacuolar type ATPase (inhibitor)

로 엔도좀의 양성자 펌프의 기능을 저해시킴으로써 의 유전자 PEI

전달 효율을 감소시킨다고 알려져 있다 이 대조군으로 사[54]. PLL

용되었는데 이는 은 구조 내에 차 아민만이 존재하여 엔도좀, PLL 1

을 완충시킬 수 있는 작용기가 없기 때문이다 에서 보는 . Figure 17

바와 같이 유무에 따른 의 유전자 전달 효율 bafilomycin A1 PLL

정도 차이는 거의 존재하지 않았고 이는 의 트랜스펙션 기작은 , PLL

엔도좀 완충 효과에 의한 것이 아님을 확인할 수 있다 반면 . 

의 유전자 전달 효율은 와 마찬가지로 MC-PEI PEI25k bafilomycin 

에 의해 크게 감소하였다 이로써 폴리플렉스의 트랜스A1 . MC-PEI 

펙션은 엔도좀 완충 효과에 의한 엔도좀 탈출에 의한 것임을 알 수 

있다.
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Figure 17. Bafilomycin A1-treated transfection efficiencies of 

polymers. Number means weight ratios of MC-PEI polyplexes. PLL 

and PEI25k polylplexes were prepared at a weight ratio of 5 and 1, 

respectively (n = 3, error bars represent standard deviations). 
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폴리플렉스의 세포내 흡수4.3.4 

유세포 분석기 를 이용하여 폴리플렉스의 세포  (flow cytometry)

내 흡수 정도를 확인하였다 세포 내로 흡수된 폴리플렉스의 검출을 . 

위해 를 로 염색하였다 유전자 전달 효율이 pDNA YOYO-1 iodide . 

가장 뛰어났던 무게비 의 폴리플렉스에서 가장 높은 세포내 흡수 75

정도를 확인할 수 있었고 사용된 모든 무게비의 폴리플렉, MC-PEI 

스는 와 비슷하거나 더 높은 세포내 흡수 정도를 보였다 이PEI25k . 

는 적절한 크기를 갖고 양전하를 띠는 폴리플렉스 입자의 성질에 

기인한다고 여겨지지만 이 사실이 보다 높은 유전자 전달 , PEI25k

효율을 가져오진 못 했다 그러므로 효율적인 유전자 전달을 위해 . 

폴리플렉스로부터 더욱 원활하게 를 해리시키거나 전달된 pDNA

의 핵 위치화 를 돕는 또는 합성시키는 pDNA (nuclear localization) , 

의 분자량을 변화시키거나 접합 정도를 개선하는 등의 추가PEI PEI 

적인 개질이 필요할 것으로 생각된다 이러한 개질 방법으로는 생분. 

해성 작용기를 부여하거나 핵 위치 신호 (nuclear localization 

을 가지고 있는 작용기를 추가적으로 접합시키는 방법 등이 signal)

있다[50].



- 66 -

Figure 18. Flow cytometry results of a) cell only, b) PEI25k 

polyplex, c) MC-PEI polyplex (wr = 25), d) MC-PEI polyplex (wr = 

50), e) MC-PEI polyplex (wr = 75), f) MC-PEI polyplex (wr = 100).
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제 장  결  론5 

본 연구에서는 유전자 전달 시스템의 유전자 전달체로써의 메틸  

셀룰로오스의 활용에 대해 최초로 연구하였다 메틸셀룰로오스에 . 

를 축합할 수 있는 능력과 엔도좀에서 완충될 수 있는 성질을 pDNA

부여하기 위해 저분자량 를 부착하였다 이를 위해 PEI0.8k . 

산화 반응을 이용하여 메틸셀룰로오스를 산화시키고 산periodate 

화된 메틸셀룰로오스의 알데하이드 작용기와 의 아민 작용PEI0.8k

기와의 반응을 통해 를 부착시켰다 이렇게 합성된 고분자PEI0.8k . 

의 물리화학적 특성을 확인하고 와의 폴리플렉스 형성 후 폴, pDNA

리플렉스의 특성 확인 및 여러 세포 실험을 진행하였다.

합성된 유전자 전달체는 메틸셀룰로오스의 글루코스 유닛  MC-PEI 

개당 한 분자의 가 결합된 형태로 합성되었다 접14.5 PEI . MC-PEI 

합체의 중량평균 분자량은 의 값을 나타내10.9 kDa (PDI = 2.19)

었고 완충용량은 로서 의 완충용량이 유지되는 결과, 31.3 % PEI0.8k

를 확인할 수 있었다. 

접합체는 대비 무게비 에서 와 정전기 MC-PEI pDNA 0.75 pDNA

적 상호작용을 통해 폴리플렉스를 형성하였으며 이는 접합된 의 PEI

작용으로 가 양전하를 띠게 되어 효과적으로 를 축합MC-PEI pDNA

할 수 있다는 것을 보여준다 이는 를 통해 폴리플렉스의 . Zeta-sizer

표면 전하를 확인한 결과와 일치한다 폴리플렉스는 . MC-PEI/pDNA 

무게비 에서 의 양전하 값을 나타내었고 무게비가 증가함에 1 20 mV

따라 평균적으로 정도의 값을 나타내었다 이를 통해 양전35 mV . 

하를 띠는 폴리플렉스가 일반적으로 음전하를 띠는 세포막과 반응
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하여 세포내 섭취 과정을 통해 효과적으로 세포 내로 흡수될 수 있

는 가능성을 확인할 수 있었다 폴리플렉스를 . MC-PEI/pDNA FBS

에 노출시킨 실험에서도 폴리플렉스는 와 MC-PEI/pDNA PEI25k

마찬가지로 강력하게 복합체를 형성하여 를 혈청으로부터 효pDNA

과적으로 보호하고 있었으며 이는 폴리플렉스가 혈장 내에MC-PEI 

서도 안정성을 유지할 것을 암시한다 폴리플렉스의 . MC-PEI/pDNA 

평균 입자 크기는 측정한 모든 무게비에서 이하의 값을 가150 nm 

졌으며 이는 세포 내로 폴리플렉스가 흡수되기에 적절하다고 생각

되어진다. 

의 세포 독성을 확인하기 위해 실시한 에서는  MC-PEI MTT assay

접합체가 낮은 세포 독성을 가지고 있는 것을 확인할 수 MC-PEI 

있었다 이는 생체에 적합한 성질을 갖는 메틸셀룰로오스와 낮은 세. 

포 독성을 갖는 의 성질 때문이다 유세포 분석기를 통해 PEI0.8k . 

폴리플렉스의 세포 내 흡수를 확인한 결과 대조군인 MC-PEI 

와 유사하거나 더 높은 세포 내 흡수 결과를 보여주었지만PEI25k , 

혈청이 없는 조건에서 실시한 트랜스펙션 실험에서 는 대조MC-PEI

군인 에 비해 다소 낮은 유전자 전달 효율 값을 나타냈다PEI25k . 

이는 적절한 입자 크기와 양전하를 띠는 폴리플렉스의 특MC-PEI 

성으로 세포 내로 잘 흡수되지만 폴리플렉스로부터 를 원활하pDNA

게 해리시키지 못하거나 세포 내의 핵으로 를 적절하게 이동pDNA

시키는 능력이 부족하기 때문이라고 사료된다 하지만 혈청이 있는 . 

조건에서 실시한 트랜스펙션 실험에서 는 대조군인 높은 유MC-PEI

전자 전달 효율 값을 나타내었고 이는 메틸셀룰로오스에 존재하는 

하이드록실 작용기와 메톡시 작용기의 작용으로 가 혈청 내MC-PEI

에 존재하는 여러 단백질과 크게 상호작용을 하지 않기 때문이라고 
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생각된다 의 트랜스펙션 기작을 을 통해 . MC-PEI bafilomycin A1

확인해 본 결과 엔도좀 완충 효과를 통해 세포 내의 엔도좀에서 탈

출하는 것을 확인할 수 있었다. 

본 연구를 통해 메틸셀룰로오스를 이용해 합성한 접합체 MC-PEI 

가 유전자 전달체로서 이용될 수 있는 가능성을 확인하였다 유전자 . 

전달 효율을 높이기 위한 추가적인 개질과 합성한 고분자의 생체 

적합성 및 효과적인 유전자 전달의 확인을 위한 in vivo 실험 등의  

추가적인 연구를 통해 실제 체내로 응용할 수 있는 유전자 전달체

로서 접합체를 이용할 수 있을 것이라고 기대한다MC-PEI . 
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Abstract

Low Molecular Weight Poly(ethylene 

imine)-Methyl Cellulose Conjugate for 

Non-viral Gene Delivery System

Kyunghwan, Kim

Department of Biosystems & Biomaterials Science and Engineering

The Graduate School

Seoul National University

 In this work, methylcellulose was employed as a template 

polymer with graft of PEI0.8k for gene delivery systems. 

Synthesized poly(ethylene imine)-grafted methylcellulose 

(MC-PEI) could condense pDNA into positively charged and 

nano-sized particles. It could protect pDNA from serum nuclease 

in similar with PEI25k. Its cytotoxicity was minimal probably due 

to the biocompatibility of methylcellulose and low cytotoxicity of 

PEI0.8k. The transfection efficiency of MC-PEI in serum-free 

condition was lower than that of PEI25k but similar or even 

higher in serum condition, showing good serum compatibility. 

Bafilomycin A1-treated transfection results indicate the 

transfection of MC-PEI is mediated via endosomal escape by its 

endosome buffering ability. Higher cellular uptake and lower 

transfection efficiency of MC-PEI than PEI25k suggest the 

transfection may be impaired by other barriers such as polyplex 

dissociation or nuclear localization of pDNA. These results 
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demonstrate MC-PEI possess a potential for efficient gene 

delivery systems.

                                                                 

Keywords : Gene delivery systems, methylcellulose, low 

molecular weight PEI, endosome buffering, serum 

compatibility 
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