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특허청구의 범위

청구항 1 

(a) 30 내지 300 범위의 중합도(DPn)를 갖고, 탈아세틸화도가 90%를 초과하는 저분자량 키토산; 및

(b) 올리고뉴클레오타이드

의 복합체를 포함하는 조성물. 

청구항 2 

제 1 항에 있어서,

저분자량 키토산이 화학적 또는 효소적 방법을 이용하여 고분자량 키토산으로부터 수득되는 조성물. 

청구항 3 

제 1 항에 있어서,

저분자량 키토산의 탈아세틸화도가 95%를 초과하는 조성물. 

청구항 4 

제 3 항에 있어서,

저분자량 키토산의 탈아세틸화도가 99%를 초과하는 조성물. 

청구항 5 

제 1 항에 있어서,

본질적으로 순(net) 양의 전하 비를 갖는 조성물. 

청구항 6 

제 1 항에 있어서,

저분자량 키토산이 표적 리간드 및 안정화제로 유도체화된 조성물. 

청구항 7 

제 1 항에 있어서,

올리고뉴클레오타이드가 숙주 세포로 도입되었을 때 그의 기능을 발현할 침묵 서열(silencing sequence)을 포

함하는 조성물. 

청구항 8 

제 7 항에 있어서,

올리고뉴클레오타이드가 RNA 분자, 안티센스 분자, 라이보자임 및 마이크로RNA로 구성된 군에서 선택되는 조성

물. 

청구항 9 

제 8 항에 있어서,

3.5 내지 8.0의 범위의 pH를 갖는 조성물. 

청구항 10 

제 9 항에 있어서,

7.1 내지 7.6의 범위의 pH를 갖는 조성물. 
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청구항 11 

(a) 저분자량 키토산을 수성 용매에 노출시키는 단계;

(b) 단계 (a)의 수용액을 수성 용매 중의 올리고뉴클레오타이드와 혼합시키는 단계; 및

(c) 조성물의 pH를 3.5 내지 8.0의 범위로 유지시키는 단계를 포함하는

제 1 항의 조성물의 제조 방법. 

청구항 12 

제 11 항에 있어서

단계 (b)에서 생성된 생성물 용액의 부피를 감소시켜 요망되는 농도의 조성물을 수득하는 단계를 추가로 포함

하는 방법. 

청구항 13 

제 1 항의 조성물을 포유동물에 도입하는 것을 포함하는, 핵산을 포유동물에 투여하는 방법. 

청구항 14 

제 13 항에 있어서,

폐, 코, 경구, 눈, 협측, 설하, 국소, 직장 또는 질 경로에 의해 점막 조직으로 투여함으로써 조성물을 포유동

물에 도입하는 방법. 

청구항 15 

제 13 항에 있어서,

정맥내, 근육내, 피내(皮內), 두개내, 척추내, 피하 또는 심장내 투여인 비경구 경로에 의해 점막하 조직으로,

또는 내부 기관, 혈관 또는 다른 신체 표면 또는 수술동안 노출되는 체강으로 투여함으로써 조성물을 포유동물

에 도입하는 방법. 

청구항 16 

조성물이 포유동물의 하나 이상의 세포의 내부에서 그의 기능을 발현할 수 있는 올리고뉴클레오타이드인 방법. 

청구항 17 

포유동물의 예방적 또는 치료적 처치를 위해 제 1 항의 조성물을 포함하는 약제를 제조하는 것을 포함하는 제

1 항의 조성물을 이용하는 방법. 

청구항 18 

생체 내 또는 시험관 내 진단 방법에서 사용하기 위한 진단 시약으로서 제 1 항의 조성물을 이용하는 방법. 

청구항 19 

a) 폐, 코, 경구, 눈, 협측, 설하, 국소, 직장 또는 질 경로에 의해 점막 조직으로, b) 정맥내, 근육내, 피내,

두개내, 척추내, 피하 또는 심장내 투여인 비경구 경로에 의해 점막하 조직으로, 또는 c) 내부 기관, 혈관 또

는 다른 신체 표면 또는 수술동안 노출되는 체강으로 투여됨으로써 포유동물에 도입되는 것을 포함하는 악성

종양, 자가면역 질환, 유전 질환, 병원성 감염 또는 다른 병리학적 질환의 예방적 또는 치료적 처치를 위한 유

전자 치료, 안티센스 치료 또는 유전자 백신용 약제의 제조에 있어서 제 17 항의 조성물의 용도.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 일반적으로 핵산 전달 및 유전자 발현 분야에 관한 것이다.  특히, 본 발명은 올리고뉴클레오타이드,<1>

- 4 -

공개특허 10-2009-0058562



특히 작은 간섭 RNA(siRNA)를 위한 신규한 비-바이러스성 전달 시스템에 관한 것이다. 

배 경 기 술

RNA 간섭(RNAi)은 이중 나선의 짧은 간섭 RNA(siRNA)에 의해 대상 유전자의 발현을 특이적으로 하향 조절시키는<2>

것을 포함하는 자연적인 기작이다[1].  RNAi는 시험관 내 표적 스크리닝 및 확인, 및 기능성 게놈에서 점점 더

잘 확립된 수단이 되고 있다[2,3].  보다 중요하게는 siRNA-계 약물의 개발은 복합 질병, 예를 들면 당뇨병, 암

및 바이러스 감염에 대한 치료제를 발견하는데 유망하다[4-7].  플라스미드 DNA(pDNA)와 같은 다른 형태의 핵산

의 경우, 열악한 혈청 안정성, 바람직하지 않은 생체 내 약물동력학 및 비효율적인 세포 흡수가 성공적인 유전

자 침묵(gene silencing) 용도에 대한 주된 도전 과제로 남아있다.  이러한 문제점을 부분적으로 극복하기 위한

한가지 전략이 세포 흡수를 개선시킬 뿐 아니라 뉴클레아제 분해에 대한 저항을 나타내는 화학적으로 개질된

siRNA를 사용하는 것이다[9-11].  다른 전략은 폴리양이온계 siRNA 배합물을 이용하는 것을 포함한다.  예를 들

면, 양이온성 지질계 배합물은 siRNA의 시험관 내 및 생체 내 전달에 효과적인 것으로 보인다[12-15].  이와는

대조적으로 양이온성 중합체는 초기에는 올리고뉴클레오타이드 전달에 부적합한 것으로 간주되었다[16].  그러

나, 최근의 연구는 폴리에틸렌이민(PEI), 폴리아미도아민(PAMAM) 덴트라이머 및 폴리-L-라이신(PLL)과 같은 양

이온성 중합체가 siRNA 전달에 사용될 수 있음을 보여주었다[17-19].  pDNA에 대해 최적화된 조건 하에서, 올리

고뉴클레오타이드와 배합되어 전달하기 위한 전달 시스템으로서의 양이온성 중합체의 효율에 대한 모순적인 사

항들이 고려되었다.  더욱이, 여러 보고서들에서는 상기 언급된 폴리양이온의 미래의 임상 용도를 방해할 수 있

는 이의 생체 내 독성에 대한 우려가 증가되고 있다[20-22].  따라서, 독성이 없고, 효과적인 siRNA 전달 벡터

에 대한 동기가 부여된다. 

발명의 요약<3>

본 발명은 (a) 30 내지 300 범위의 평균 중합도 수(DPn; Degree of Polymerization)를 갖는 저분자량 키토산<4>

(여기서, 저분자량 키토산의 탈아세틸화도는 90% 초과임) 및 (b) 올리고뉴클레오타이드의 복합체를 포함하는 조

성물에 관한 것이다.  제1항의 조성물은 화학적 또는 효소적 방법을 이용하여 고분자량 키토산으로부터 수득된

저분자량 키토산을 포함한다.  저분자량 키토산의 탈아세틸화도는 95% 초과, 가장 바람직하게는 99% 초과이다.

또한, 조성물은 본질적으로 네트 양전하 비를 갖는다.  저분자량 키토산은 표적 리간드와 안정화제로 유도체화

되어 있다.  올리고뉴클레오타이드는 숙주 세포에 도입되면 기능을 발현할 침묵 서열(silencing sequence)를 포

함한다.  올리고뉴클레오타이드는 RNA 분자, 안티센스 분자, 라이보자임 및 마이크로 RNA로 구성된 군에서 선택

된다.  본 발명의 조성물은 3.5 내지 8.0의 범위, 보다 바람직하게는 7.1 내지 7.6의 범위의 pH를 갖는다.  본

발명은 또한 하기 단계를 포함하는 본 발명의 조성물을 제조하는 방법에 관한 것이다: (a) 저분자량 키토산을

수성 용매에 노출시키는 단계, (b) 단계 (a)의 수용액을 수성 용매중의 올리고뉴클레오타이드와 혼합시키는 단

계, 및 (c) 조성물의 pH를 3.5 내지 8.0의 범위, 보다 바람직하게는 7.1 내지 7.6의 범위로 유지시키는 단계.

본 발명은 또한 단계 (b) 후에, 단계 (b)에서 생산된 생성물 용액의 부피를 감소시켜 바람직한 농도의 조성물을

수득하는 단계를 포함하는 조성물의 제조 방법에 관한 것이다.  본 발명은 또한 개시된 조성물을 이용하고, 조

성물을 포유동물에 도입함을 포함하는, 핵산을 포유동물에 투여하는 방법을 포함한다.  조성물을 포유동물에 도

입하는 방법은 폐, 코, 경구, 눈, 협측, 설하, 국소, 직장 또는 질 경로에 의한 점막 조직으로의 투여에 의해

달성된다.  다르게는 조성물은 정맥내, 근육내, 피하, 두개내, 척추내, 피하 또는 심장내 투여인 비경구 경로에

의해 점막하 조직으로 투여되거나, 내부 기관, 혈관, 또는 다른 신체 표면 또는 수술 동안 노출된 체강으로 투

여됨으로써 포유동물에 도입된다.  본 발명의 방법은 개시된 조성물을 포유동물에 투여하고, 이에 의해 올리고

뉴클레오타이드가 포유동물의 하나 이상의 세포 내부에서 기능을 발현하는 단계를 포함한다.  본 발명은 또한

포유동물의 예방적 또는 치료적 치료를 위한 약제로서 제조된 개시된 조성물의 이용 방법을 포함한다.  이들 용

도는 유전자 치료, 안티센스 치료, 또는 악성 종양, 자가면역 질환, 유전적 질환, 병원균 감염 및 다른 병리학

적 질병의 예방적 또는 치료적 치료용 유전자 백신을 포함하지만, 이로 한정되지는 않는다.  또한, 본 발명은

생체 내 또는 시험관 내 진단 방법에서 사용하기 위한 진단 시약으로서 개시된 조성물을 이용하는 것을 포함한

다. 

발명의 상세한 설명

도 1은 siRNA 배합물의 물리적 안정성(A) 및 알엔에이즈(RNase) A 보호(B)를 보여준다.  선형 DPn85 키토산과<12>

배합된 siRNA 복합체는 pH 값 둘 모두와 시험된 모든 전하 비에서 가장 높은 물리적인 안정성을 나타내었다.

모든 선택된 폴리양이온은 알엔에이즈 A에 의한 효소 분해로부터 siRNA를 보호할 수 있었다.  아가로즈 겔 전기

영동의 경우, 100ng의 siRNA를 각각의 웰에 부하하였다.  키토산 DPn18 배합물의 경우 30:1(+/-) 및 60:1(+/
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-)의 전하 비로 복합체를 배합하였다.  PEI  배합물의 경우 15:1(+/-)의 전하 비를 이용한 반면, 리포펙타민

2000과의 siRNA의 복합체는 2:1(+/1)의 중량 비로 배합되었다.  3개의 독립적인 실험으로부터의 대표적인 겔을

도시한다. 

도 2는 정상 HEK 293 세포(A)와 안정적으로 루시퍼라제를 발현하는 HEK 293 세포(293-Luc)(B,C)에서 siRNA의<13>

시험관 내 전달을 보여준다.  처리하지 않은 대조군 세포와 비교하였을 때 특정한 siRNA-Luc를 pLuc(A) 또는

pGFP(C)로 공동 형질감염시켰을 때 상당한 루시퍼라제 침묵이 달성되었다.  siRNA-Luc를 293-Luc 세포(B)로 단

독으로 전달하였을 때 루시퍼라제 억제 효율이 감소되었다.  루시퍼라제 유전자 발현은 형질감염 48시간 후에

분석되었다.  pDNA 전달에 대해 이전에 최적화된 키토산을 이용하여(분지된 DPn34)[27] 10:1의 전하 비로 배합

된 siRNA와 복합체를 형성하였다.  PEI 복합체의 경우 5:1(+/-) 전하 비를 이용하였고, LF2000과 siRNA의 복합

체는 2:1(+/-)의 중량 비로 배합되었다.  유전자 발현 결과는 평균 값±S.D.; n=4로서 표현되었다. 

도 3은 올리고뉴클레오타이드와 복합체를 형성한 선형(A) 및 분지(B) 키토산의 구조적 다양성이 293-Luc 세포에<14>

서 루시퍼라제 침묵 활성에 미치는 영향을 보여준다.  34 단량체 단위 보다 긴 쇄 길이를 갖는 선형 키토산(34

단량체 단위보다 더 높은 평균 중합도 수)을 이용하여 형성된 복합체의 경우 쇄 길이와 전하 비가 결정적이지

않은 것으로 보이지만, 분지쇄 키토산 복합체에 의해 매개되는 효과적인 루시퍼라제 침묵에는 더 긴 키토산 쇄

길이와 더 높은 전하 비의 측면에서 더 높은 전하 밀도가 요구된다.  150nM (100ng/웰)의 siRNA 농도가 이용되

었다.  루시퍼라제 유전자 발현을 형질전환 48시간 후에 분석하였다.  30:1(+/-)의 전하 비에서 키토산 복합체

를 배합하였다.  유전자 발현 결과는 평균 값±S.D.; n=4로서 표현되었다. 

도 4는 선형 저분자량 키토산의 siRNA 농도 독립성과 상대적인 효율을 보여준다.  더 낮은 siRNA 농도에서(15<15>

내지 30ng/웰, 22 내지 44nM/웰의 siRNA 농도에 상응함), 선형 DPn85 저 분자량 키토산이 대조군의 비처리된

293-Luc 세포의 72 내지 95%로 루시퍼라제 발현을 녹 다운(knocking down)시킴으로써 가장 높은 효능을 나타내

었다.  루시퍼라제 유전자 발현을 형질감염 48시간 후에 분석하였다.  30:1(+/-)의 전하 비에서 키토산 복합체

를 배합하였다.  유전자 발현 결과는 평균 값±S.D.; n=4로서 표현되었다. 

도 5는 루시퍼라제 침묵 활성에 미치는 혈청의 효과를 도시한다.  시험된 다양한 폴리양이온 배합물 중에서, 모<16>

든 선형 키토산 및 분지된 DPn85는 형질감염된 매질 중의 10% 혈청의 존재 하에서 293-Luc 세포에서의 이들의

루시퍼라제 침묵 활성을 유지하였다.  150nM의 siRNA 농도를 이용하였다.  루시퍼라제 유전자 발현을 형질감염

시킨지 48시간 후에 분석하였다.   저분자량 키토산 및 PEI의 경우, 각각 30:1  및 15:1(+/-)의 전하 비에서

siRNA를 배합하였다.  KF2000과의 SiRNA 복합체를 2:1(+/-)의 중량 비에서 배합하였다.  유전자 발현 결과는 평

균 값±S.D.; n=4로서 표현되었다. 

도 6은 siRNA 배합물의 세포 독성을 도시한다.  세포내 데하이드로게나제 활성(세포 독성의 측정치)을 MTT 방법<17>

에 의해 직접 또는 다양한 SiRNA 배합물로 293-Luc 세포를 형질감염시킨지 24시간 후에 측정하였다.  PEI 및

LF2000과는 대조적으로, 세포 형태학 및 세포내 데하이드로게나제 활성 둘 모두 선형 DPn85와 배합된 siRNA 복

합체로 형질감염된 후에 유지되었다.  LF2000 복합체는 형질감염된 직후에 상당한 독성을 나타내지만, 형질감염

된지 24시간 후에 세포 생활성은 회복되었다.  150nM의 siRNA 농도를 이용하였다.  저분자량 키토산 및 PEI의

경우, 각각 30:1 및 15:1(+/-)의 전하 비에서 siRNA를 배합하였다.  LF2000과의 SiRNA 복합체를 2:1(+/-)의 중

량 비에서 배합하였다.  유전자 발현 결과는 평균 값±S.D.; n=4 내지 5로서 표현되었다. 

도 7은 293-Luc 세포(A,B,C) 및 안정적으로 루시퍼라제를 발현하는 SKOV-3 세포에서 시험관 내 루시퍼라제 침묵<18>

의 시간 경과를 보여준다.  293-Luc 및 SKOV-3-Luc 세포 둘 모두에서 DPn85의 선형 키토산은 초기 개시 및 5일

동안 지속된 지속된 루시퍼라제 침묵(이는 손상되지 않은 siRNA의 세포내의 안정적인 방출을 제안한다)의 측면

에서 가장 우수한 루시퍼라제 침묵 동역학을 나타내었다.  44nM(30ng/웰)의 siRNA 농도를 이용하였다.  저분자

량 키토산 및 PEI의 경우, 각각 30:1 및 15:1(+/-)의 전하 비에서 siRNA를 배합하였다.  LF2000과의 SiRNA 복

합체를 2:1(+/-)의 중량 비에서 배합하였다.  유전자 발현 결과는 평균 값±S.D.; n=4로서 표현되었다. 

서열 목록의 간단한 설명<19>

서열 번호 1: siGL3(센스, );<20>

서열 번호 2:  안티센스, 는 메드프로브(Medprobe,  스웨덴 룬드 소재)에서<21>

주문한 루시퍼라제 유전자(siRNA-Luc)를 목표로 하는 개질되지 않은 siRNA 듀플렉스(duplex)이다[28];

서열번호  3:  미스매칭(mismatching)  siRNA;  siCONTROL  비-목표  siRNA  #1(siCON1;  센스,<22>
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);

서열  번호  4,  안티센스,  를  다마콘  리서치  인코포레이티드(Dharmacon<23>

Research, Inc.(CO, 라파에트)에서 주문하였다. 

발명의 상세한 설명<24>

(1-4) 연결된 2-아미노-2-데옥시-β-D-글루코스(GlcN)와 N-아세틸화된 유사체 2-아세트아미도-2-데옥시-β-D-글<25>

루코스(GlcNAc)로 구성된 선형 이원 폴리사카라이드 패밀리는 생체 적합한 양이온성 중합체이고,  플라스미드

pDNA 유전자 전달에 적합한 것으로 보였다[23 내지 27].  잘 확인된 분자량 분포의 선형 및 분지형 키토산 다량

체를 이용하여 상당히 효과적인 시험관 내 및 생체 내 유전자 전달이 수득되었다[25, 27].  키토산-다량체계 복

합체는 감소된 점도를 포함한 개선된 물성을 갖고, 응집에 대한 경향이 더 낮다.  이들 복합체는 또한 개선된

세포 흡수, 이른 개시 및 높은 생체 내 유전자 발현을 포함하는 개선된 효율을 갖는다.  

본 발명에서 신규한 siRNA 전달 시스템에서 강력한 저분자량(7 내지 17 kDa)의 본질적으로 완전 탈아세틸화된<26>

(99% 초과로 탈아세틸화된) 키토산이 실현된다.  리포펙타민 2000(LF2000)과 PEI(선형 및 분지형)를 대조군으로

이용하여, 저분자량 키토산과 배합된 siRNA 복합체의 알엔에이즈 분해에 대한 내성 및 물리적 안정성을 조사하

였다.  siRNA 전달에 대한 대부분의 보고서에서, 공동 형질감염 방법을 이용하여 생리학적으로 연관이 없는 목

표 또는 무관한 pDNA를 siRNA 배합물에 혼입하였다.  따라서, 먼저 시험관 내에서 안정하게 루시퍼라제를 발현

시키는 세포주에서 다양한 폴리양이온에 의한 siRNA 전달 효율에 이러한 혼입이 미치는 영향을 조사하였다.  그

런 다음, siRNA 배합물과 저분자량 키토산의 복합체에서 배합 및 구조를 조사하였다.  보다 구체적으로, 저분자

량 키토산(쇄 길이 및 분지)의 구조적 다양성의 역할, 배합 변수(전하 비, siRNA 농도) 및 혈청의 효과를 조사

하고, 시험관 내에서의 유전자 침묵 활성 효율과의 연관성을 조사하였다.  다양한 siRNA 배합물의 세포 독성을

루시퍼라제 유전자 침묵의 시험관 내 동역학과 비교하였다. 

이 연구는 작은 간섭 RNA(siRNA)에 대한 신규한 전달 시스템으로서 저분자량 키토산의 가능성을 입증한다.  대<27>

조군으로 폴리에틸렌이민(PEI)과 리포펙타민 2000(LF2000)을 이용하여 다양한 쇄 길이의 키토산을 siRNA와 복합

체를 형성하고, 이들의 물리적 안정성과 효소 분해에 대한 보호 효과를 시험하였다.  안정하게 루시퍼라제를 발

현하는 293 세포(293-Luc)에서 siRNA 복합체의 세포 독성 및 루시퍼라제 유전자 침묵 활성을 시험관 내 조사하

였다.  배합 변수 뿐 아니라 키토산 구조 변수가 siRNA 복합체의 루시퍼라제 침묵 활성에 미치는 효과 또한 연

구하였다.  저분자량 키토산은 알엔에이즈 분해에 대해 보호를 제공하는 물리적으로 안정한 나노입자(34 내지

86nm)로 siRNA를 복합체 형성할 수 있다.  저분자량 키토산과 siRNA사이의 더 높은 전하 비 및/또는 더 긴 키토

산 쇄에 의해 제공되는 양전하의 더 높은 수의 중요성은 시험관 내에서 더 높은 루시퍼라제 침묵 활성을 매개하

기 위한 것으로 도시된다.  PEI 및 LF2000과는 달리, 저분자량 키토산과 배합된 siRNA 복합체는 10% 혈청을 함

유하는 형질감염 배지에서 이들의 루시퍼라제 침묵 활성을 유지시켰다.  저분자량 키토산은 또한 PEI 및 LF2000

에 비해 최소한의 세포 독성을 나타내었다.  85 단량체 단위의 수평균 중합도(DPn)(DPn85)를 갖는 저분자량 키

토산은 293-Luc 세포에서 5일동안 지지된 루시퍼라제 유전자 발현의 95%를 침묵시키기 위해 44nM 정도로 낮은

siRNA 농도를 요구하였다.  모두 합쳐서, 본 출원인의 발견은 저분자량 키토산이 siRNA를 위한 효율적인 대안적

전달 시스템임을 입증하였다.  본 출원인은 상당히 짧은 쇄 길이(18 내지 34 단량체 단위)의 본질적으로 완전히

탈아세틸화된 저분자량 키토산이 시험관 내 및 생체 내에서 pDNA의 전달에 최적이었음을 이전에 보고하였다[25,

27].  본 연구에서는 본질적으로 완전히 탈아세틸화된 키토산 다량체의 시험관 내 siRNA 전달 시스템으로서의

구조-성질 관계에 대해 보고한다.  이 목적을 위해서, 다양한 쇄 길이의 선형 및 트라이사카라이드-치환된(분지

된) 키토산 다량체를 선택하였다.  본 출원인은, pDNA 전달과는 달리, 34 단량체 단위보다 더 긴 선형 올리고뉴

클레오타이드가 siRNA와 물리적으로 안정한 복합체를 형성하였고, 루시퍼라제-발현 HEK 293(293-Luc) 세포에서

시험관 내에서 가장 높은 루시퍼라제 침묵 활성을 매개함을 발견하였다.  명확하게, 구조-성질 연관성이 siRNA

와 pDNA 사이에 상당히 상이하다.  이런 상이함은 siRNA 분자가 pDNA에 비해 더 짧고, 덜 가요성이며, 더 낮은

음전하 밀도를 갖는다는 점에 의해 설명될 수  있다.   따라서,  물리적으로 안정하고 효율적인 나노입자로의

siRNA의 복합체 형성은 폴리양이온과의 더 강한 이온 상호작용을 요구한다[18, 33].

본 연구에서 본질적으로 완전히 탈아세틸화된 저분자량 키토산으로 배합된 siRNA 복합체의 입자 크기(100nm 미<28>

만)는 지질, PLL 및 고분자량 키토산(85% 탈아세틸화)에 대해 이전에 보고된 것에 비해 예상치 못하게도 훨씬

더 작았다[33, 34].  이는 본질적으로 완전히 탈아세틸화된 키토산 주쇄상의 더 높은 전하 밀도에 기인할 수 있

다.  또한, 저분자량 키토산의 개선된 용해성 및 감소된 점도는 siRNA 복합체의 작은 입자 크기에 기인할 수 있

다[35].  이전의 발견과 일치하도록, 단일 패키지로서 무관한 pDNA(pGFP)와 함께 siRNA-Luc를 공동 형질감염시
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키면 시험관 내에서 293-Luc 세포에서 상당한 루시퍼라제 침묵 활성이 생성된다.  그러나, 본 연구에서는, pDNA

를 siRNA 배합물에서 배제시킬 경우, 유전자 침묵 활성이 상당히 손상됨을 보여주었다.  따라서, 본 출원인은,

높은 음전하 밀도를 갖는 거대 분자인 pDNA의 존재가 개선된 협동적 상호작용을 통해 다양한 폴리양이온과의

siRNA 복합체 형성 효율에 상당히 기여하는 것으로 결론내렸다. 

본 출원인은 또한 더 긴 키토산 쇄 및/또는 더 높은 전히 비의 측면에서 높은 전하 밀도가 물리적으로 안정한<29>

복합체 뿐만 아니라, 또한 시험관 내에서 가장 효율적인 유전자 침묵을 수득할 것임을 보여주었다.  본 출원인

의 발견은 siRNA/덴드라이머 복합체에 의해 수득되는 더 우수한 복합체 형성 및 유전자 침묵 활성을 위해서는

더 높은 생성 수, 더 높은 전하 비 및 더 높은 siRNA 농도(100nM)가 요구된다는 PAMAM 덴드라이머에 대해 보고

된 이전의 보고와 잘 일치한다[18].   LF2000계 배합물의 경우 유사한 높은 농도의 siRNA가 또한 권장되었다

[12].  본 발명에서, 가장 효율적인 저분자량 키토산(선형 DPn85)은 293-Luc 세포에서 루시퍼라제 유전자 발현

을 95% 이상 침묵시키기 위해서는 44nM 정도의 낮은 siRNA 농도를 필요로 한다.

또한, 본 연구에서의 실험 조건 하에서, 긴, 선형 저분자량 키토산과 배합된 siRNA 복합체는 형질감염 배지 중<30>

의 10% 혈청의 존재하에서 그들의 루시퍼라제 침묵 활성을 유지하였다.  유지된 침묵 활성에 대한 가장 그럴듯

한 이유는 이들 복합체가 PEI 및 LF2000과는 달리, 이런 비교적 높은 혈청 농도에서 응집에 대해 저항할 수 있

다(이는 개선된 콜로이드 안전성에 반영된다)는 것이다.  더 짧고 분지된 키토산 다량체가 감소된 유전자 침묵

활성을 나타낸다는 발견은 전하 밀도가 감소되고 키토산 주쇄와 siRNA  사이의 전하 상호작용이 입체적으로 방

해된 결과로서 siRNA 복합체 형성이 손상된 것으로 설명될 수 있다.  

고분자량 키토산과 배합된 siRNA 복합체가 최소의 세포 독성을 갖는다는 보고와 일치하게, 본 출원인은 본 연구<31>

에서 높은 siRNA 농도(150nM)가 배합에 사용된 경우에 조차 293-Luc 세포가 DPn85 저분자량 키토산으로 형질감

염된 후에 그들의 세포내 데하이드로게나제(dehydrogenase) 활성을 유지함을 보여주었다[33].  저분자량 키토산

은 PAMAM 덴드라이머에 대해 이전에 공개된 결과에 비해 훨씬 더 낮은 세포 독성을 나타내었으며, 이전의 발표

결과는  50 내지 100nM의 siRNA 농도를 이용하면 세포 생존 능력이 상당히 감소(60 내지 50%)된다는 것이다. 

최종적으로, 선형 저분자량 키토산과 함께 배합된 siRNA 복합체는 PEI에 대해 이전에 보고된 것[17]에 비해 더<32>

이른 개시 및 지속적인 루시퍼라제 침묵 활성을 나타내었다.  DPn85 키토산 올리고뉴클레오타이드의 개선된 동

역학은 작은 나노-크기의 siRNA 복합체의 개선된 세포 흡수 및 손상되지 않은 siRNA의 세포 내의 지속적인 방출

결과로 추정된다.

실 시 예

2. 재료 및 방법<33>

2.1. 재료<34>

사이토메갈로바이러스 프로모터 및 개똥벌레 루시퍼라제(pLuc) 또는 녹색 형광 단백질(pGFP)를 함유하는 GMP-등<35>

급 플라스미드(gWiz
TM
)를  미국 노쓰 다코다주 파고 소재의 알드브론(Aldevron)에서 구입하였다.   리포펙타민

2000(LF2000)을 인비트로겐(Invitrogen)으로부터 구입하였다.  선형 PEI; ExGen 500(분자량: 22kDa)을 독일 페

레멘타스(Ferementas)에서 구입하였다.  분지된 PEI(분자량: 25kDa)를 스웨덴 스톡홀름 소재의 알드리치 스웨덴

(Aldrich Sweden)에서 구입하였다. 

2.2 siRNA 듀플렉스<36>

서열 번호 1: siGL3(센스, );<37>

서열 번호 2: 안티센스, 는 메드프로브(스웨덴 룬드 소재)에서 주문한 루시<38>

퍼라제 유전자(siRNA-Luc)를 목표로 하는 개질되지 않은 siRNA 듀플렉스(duplex)이다[28];

서열번호  3:  미스매칭  siRNA;  siCONTROL  비-목표  siRNA  #1(siCON1;  센스,<39>

);

서열  번호  4,  안티센스,  를  다마콘  리서치  인코포레이티드(Dharmacon<40>

Research, Inc.(CO, 라파에트)에서 주문하였다.  

2.3. 저분자량 키토산<41>
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다양한 쇄 길이의 완전히 탈-N-아세틸화된(탈아세트화도 >99.8%; FA<0.001) 선형이고 7% 트라이사카라이드-치환<42>

된 저분자량 키토산(분지형 키토산)을 하기 개시된 바와 같이 준비하고 특성을 규명하였다[25,29].  34, 50 및

85 단량체 단위의 수평균 중합도(DPn)를 갖는 저분자량 키토산을 전적으로 이용하였다.  다각 레이저 광 산란을

갖는 크기 배제 크로마토그래피(SEC-MALLS)에 의해 쇄 길이 분포를 분석하였다. 

2.4. 세포<43>

인간 배아 신장 세포주 HEK 293(293 세포)를 미국 메릴랜드주 록빌 소재의 ATCC에서 구입하였다.  개똥벌레 루<44>

시퍼라제를 안정적으로 발현하는 HEK  293(293-Luc  세포)는 핀랜드 쿠오피오 대학 약학과의 파보 혼카코스키

(Paavo Honkakoski) 박사의 선물이었다[30].  안정적으로 루시퍼라제를 발현하는 난소 암종 세포주(SKOV-3-Luc)

또한 독일 마버그 소재의 필립스 대학, 약물독성학과의 아힘 아이그너(Achim Aigner) 박사의 선물이었다.  모든

세포를 공급자의 추천에 따라 유지시켰다. 

2.5. siRNA 복합체의 배합<45>

pH 6.2의 멸균된 MilliQ 물에 키토산을 용해시킨 후 멸균 여과하여 키토산 저장 용액(0.2mg/ml)을 준비하였다.<46>

[25]에 개시된 바와 같이 키토산, 그런 다음 siRNA 저장 용액 또는 siRNA/pDNA(공동 형질감염의 경우)를 와동

혼합기(스웨덴 스판가 소재의 케보 랩(Kebo Lab), 헤이돌프(Heidolph) REAX 2000, 레벨 4) 상에서 강하게 교반

하는 동안 멸균 MilliQ 물에 첨가함으로써 키토산 복합체를 배합하였다.  pDNA 또는 siRNA 1㎍당 상이한 하기

양의 키토산을 이용하여 1:1(+/-)의 전하 비에서 키토산 복합체를 제조하였다: 0.58㎍의 선형 키토산, 0.69㎍의

7% A-A-M으로 치환된 키토산(분지형 키토산)[25, 27].  [31]에 개시된 바와 같이 와동 혼합기상에서 강하게 교

반하는 동안 PEI 용액을 siRNA 저장 용액 또는 siRNA/pDNA(형질감염의 경우)에 첨가함으로써 PEI의 siRNA 복합

체를 제조하였다.  형질감염시키기 전에, 배합물을 약 10분동안 실온에서 방치한다.  LF2000 복합체를 형성하기

위해, 와동 혼합기에서 강하게 교반하는 동안 siRNA 저장 용액 또는 siRNA/pDNA(공동 형질감염의 경우)를 키토

산 용액에 첨가하였다.  siRNA 및 LF2000 용액 둘 모두 형질감염 배지 OptiMEM I로 희석시켰다.  형질감염시키

기  전에,  LF2000  복합체를  약  30분동안  실온에서 방치하였다.   예비  실험에 근거하여,  PEI  복합체의 경우

15:1(+/-)의 전하 비 및 LF2000 복합체의 경우 2:1(+/-)의 중량 비를 선택하고, 전적으로 사용하였다(데이터는

도시되지 않음).

2.6. 겔 지연 분석<47>

아가로즈 겔 지연 분석법을 이용하여 siRNA 복합체의 물리적 안정성을 연구하였다.  [25]에 개시된 바와 같이,<48>

40mM TAE 완충액 중의 4% 아가로즈(메타포(MetaPhor: 등록상표) 아가로즈, 미국 메인주 록랜드 소재의 캠브렉스

바이오 사이언스 록랜드 인코포레이티드(Cambrex Bio Science Rockland Inc.))를 이용하였다.  [18]에 개시된

바와 같이 복합체를 1.5U 알엔에이즈 A(영국 앰비온)와 함께 30 내지 90분동안 항온처리한 후, 효소 분해에 대

해 복합체를 형성한 siRNA의 보호에 대해 연구하였다.  항온처리 후, 헤파린(5mg/ml)을 이용하여 복합체를 해리

시키고, siRNA의 일체성을 아가로즈 지연 분석을 이용하여 검사하였다.  저장 용액으로부터 수득된 siRNA를 대

조용으로 이용하였다. 

2.7. 키토산 폴리플렉스(polyplex)의 크기 측정<49>

[25]에 개시된 바와 같이 나노사이저(Nanosizer) ZS(영국 맬버른 맬버른 인스트루먼츠(Malvern Instruments))<50>

를 이용하여 광자 상관성 분광계를 이용하여 복합체의 크기를 측정하였다.  MilliQ 물 1ml당 5㎍의 siRNA 농도

에서 복합체를 제조하였다.  모든 측정은 25℃에서 수행되었다. 

2.8. 시험관 내 형질감염 실험<51>

형질감염 실험 24시간 전에, HEK 293(293, 293-Luc) 세포 및 SKOV-3-Luc 세포를 96웰 조직 배양 플레이트(영국<52>

캠브릿지 소재의 코스타(Costar) 제품)에 시딩하여 형질감염일에 80 내지 90% 세포 컨플루언스(confluence)를

수득하였다.  혈청이 없는 배지(OptiMEM I Reduced Serum Media, 스웨덴 태비 소재의 깁코/BRL 라이프 테크놀

로지스 에이비(Gibco/BRL Life Technologies AB) 또는 10% 혈청의 존재(FBS) 하에서 pH 7.4에서 형질감염을 수

행하였다.  만니톨을 첨가함으로써 등장성(300mOsm/kg)을 수득하였다.  세포를 미리 가열시킨 OptiMeM으로 세척

하고, 50㎕의 siRNA 복합체 배합물을 각 웰에 첨가하였다.  공동 형질감염 실험에서, 웰당 0.33㎍의 pDNA(pLuc

또는 pGFP)를 이용하였다.  미스매치(대조군) siRNA를 모든 시험관 내 실험에 포함시켰다.  5시간의 배양 후,

배합물을 제거하고, 0.2ml의 새로운 배양 배지를 첨가하였다.  이틀을 초과하는 실험의 경우, 배지를 이틀마다

교환하였다.  형질감염 후 24 내지 120시간 범위인 미리 규정된 시점에서, 세포를 미리 가열된 PBS(pH 7.4)로
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세척하고, 루시퍼라제 용균 완충액(위스콘신주 매디슨 소재 프로메가(Promega))으로 용균시켰다.  그런 다음,

루미노미터(오스트리아, 비엔나 소재의 메디에이터스 피에이치엘(Mediators PhL))을 이용하여 루시퍼라제 유전

자 발현을 측정하였다.  개똥벌레 루시퍼라제(미주리주 루이스 소재의 시그마(Sigma))를 이용하여 제조된 표준

곡선으로부터 발현된 루시퍼라제의 양을 측정하였다. 

2.9. 세포내 데하이드로게나제 활성(MTT 방법)<53>

293-Luc  세포에서 세포내 데하이드로게나제 활성(세포 독성의 척도)에 미치는 다양한 siRNA  배합물의 효과를<54>

[32]에 개시된 바와 같은 MTT 방법에 의해 평가하였다.  간략하게, 293-Luc 세포를 상기 개시된 바와 같이 형질

감염시켰다.  형질감염시킨 지 5시간 후에, 염산염 완충된 염수(PBS) 중의 MTT (3-(4,5-다이메틸티아졸-2-일)-

2,5-다이페닐 테트라졸륨 브로마이드)(독일 다이센호펜 소재의 시그마) 용액을 첨가하였다.  4시간 후에, 100㎕

의 산-아이소프로판올(아이소프로판올중의 0.04M HCl)을 첨가함으로써 포마잔 결정을 용해시켰다.  플레이트 판

독기(테칸  사파이어(Tecan  Safire),  오스트리아  그로디그  소재의  테칸  오스트리아  게엠베하(Tecan  Austria

GmbH))를 이용하여 570nm에서 흡광을 측정하고 690에서 바탕값 보정하였다.  동일한 방식으로 처리한 배양 배지

를 이용하여 장치를 0 흡광으로 설정하였다  처리된 세포의 세포내 데하이드로게나제 활성을 대조군(비처리된)

세포의 활성과 연관시키고, 하기 식으로부터 계산하였다:

세포내 데하이드로게나제의 상대적 활성% = [A(시험)*100/A(대조군)]<55>

상기 식에서,<56>

A(시험) 및 A(대조군)는 각각 처리된 세포와 대조군 세포의 흡광 값이다. <57>

다른 기구에서, 형질감염된 지 24시간 후에 세포가 배양 배지에서 성장하도록 하였다.  그런 다음, 이들을 MTT<58>

시약으로 처리하여 다양한 배합물의 지연된 독성을 시험하였다. 

2.10. 데이터 분석<59>

4개씩의 시료를 이용하여 최소 2회씩 실험을 수행하였다.  모든 자료를 평균 값±표준 편차로 표현한다.  평균<60>

값 사이의 통계적 차이를 ANOVA를 이용하여 조사하였다.  그룹 간의 차이는 p <0.05에서 유의한 것으로 간주되

었다. 

물리적 안정성 및 효소 보호<61>

먼저, 다양한 쇄 길이의 선형 및 분지형 키토산 다형체가 siRNA와 안정한 복합체를 형성할 수 있는 능력을 겔<62>

지연 분석에서 조사하였다.  더 높은 전하 비를 갖는 더 긴 선형 올리고뉴클레오타이드와 함께 배합된 복합체

만이 pH 8.0(이는 전기영동 완충액에 흔히 이용되는 pH이다)에서 siRNA를 유지하였다(도 1A).  85 단량체 단위

(DPn85)의 수평균 중합도(DPn)를 갖는 선형 저분자량 키토산은 시험한 모든 전하 비에서 가장 높은 물리적 안정

성을 제공하였다.  이와는 대조적으로, 겔 완충액의 pH가 7.4로 낮아지는 경우, 시험된 모든 저분자량 키토산은

siRNA와 안정한 복합체를 형성할 수 있었다.  증가된 pH 값에서 분지되고 더 짧은 키토산 다량체의 siRNA 배합

물의 물리적 안정성이 감소된 것은, 저분자량 키토산을 이용하여 배합된 이전에 최적화된 pDNA 복합체에 비해,

물리적으로 안정한 복합체를 형성하는데 더 높은 전하 밀도를 갖는 폴리양이온 및 siRNA와의 더 강한 상호작용

이 요구된다는 것을 제안한다[25, 27]. 

효소 분해는 유전자 침묵 활성에 대한 제한 인자일 수 있으므로, 알엔에이즈 A에 의한 효소 분해(30 내지 90분<63>

의 항온처리 기간을 이용하였다)로부터 siRNA를 보호하는 선택된 저분자량 키토산의 능력을 또한 조사하였다.

유전자 전달 요구조건에 따르면, 양의 대조군(PEI 및 LF2000) 뿐 아니라 시험된 모든 저분자량 키토산은 복합체<64>

를 형성하지 않은 siRNA(이는 알엔에이즈 A에 의해 완전히 분해되었다)에 비해 효소 분해로부터 보호를 제공하

였다(도 1B).  선형 DPn85 및 LF2000으로 배합된 복합체를 파괴시키는데 헤파린을 이용한 더 긴 항온처리(2h)가

필요하다는 점은 다른 시험된 폴리양이온에 비해 개선된 물리적 안정성을 반영한다(자료는 도시되지 않음).

입자 크기<65>

siRNA 배합물의 입자 크기가 이들의 조직 분포 및 세포 흡수에 크게 영향을 미칠 수 있기 때문에 저분자량 키토<66>

산으로 배합된 siRNA 복합체의 입자 크기를 조사하였다.  표 1은 저분자량 키토산이 siRNA와 자가 조립되어 나

노크기 입자(34 내지 86nm)를 형성함을 보여준다.  생성된 입자의 크기는 성분들의 +/- 전하 비에 의존하였다.

10:1 (+/-)의 가장 낮은 전하 비에서 작은 입자 크기(34 내지 46nm)가 수득된 반면, 더 높은 전하 비를 사용하

면 상대적으로 더 큰 입자 크기(61 내지 86nm)가 생성되었다.  입자 크기는 양자 상관 분광계에 의해 측정되었
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다. 

표 1

<67>

공동 형질감염되고 안정하게 발현된 목표의 침묵 비교<68>

대부분의 시험관 내 실험에서, siRNA는 그의 pDNA 목표와 동시에 전달(공동 형질감염)되기 때문에, 먼저 대조군<69>

으로 미스매치 (비-침묵) siRNA를 이용하여 동일한 리포터 서열을 목표로 하는 siRNA(siRNA-Luc)와 함께 개똥벌

레 루시퍼라제 리포터(pLuc)를 코딩하는 pDNA용 패키지를 전달하는 저분자량 키토산의 효율을 시험하였다.  형

질감염은 pDNA 투여량의 최적화된 형질감염 조건, 가장 효율적인 저분자량 키토산 및 전하 비(이는 본 출원인의

실험실에서 pDNA 전달에 대해 최적화되었다[27])에서 (루시퍼라제 리포터를 발현하지 않는) 293 세포에서 수행

되었다.  분지형 DPn34 키토산 다량체 또는 LF2000에 의해 전달된 siRNA-Luc는 대조군 배합물(pLuc 만)에 비해

루시퍼라제 발현의 유의한 녹다운(85  내지 90%)을  야기하였다(도 2A).   두가지 전달 시스템 모두 미스매치

siRNA를 이용한 경우 루시퍼라제 발현에서의 비-유의한 억제가 관찰되었다.  

그러나, 선택된 폴리양이온에 의해 동일한 조건하에서 siRNA-Luc가 루시퍼라제를 안정적으로 발현하는 293-Luc<70>

세포로 배타적으로 전달되는 경우(유전자 침묵 용도에 보다 적절한 케이스), 매우 낮은 루시퍼라제 침묵 활성이

수득되었고, 루시퍼라제 발현에서 유의한 침묵을 수득하기 위해 더 높은 siRNA 농도가 필요하였다(도 2B). 

공동 형질감염 기법이 293-Luc 세포에서 유전자 침묵 활성에 영향을 미치는 지를 조사하기 위해, 무관한 플라스<71>

미드(pGFP)를  상기  시험된  것과  동일한  siRNA-Luc  배합물에  혼입시켰다.   293  세포에서  수득된  패턴과

유사하게, 분지형 키토산 다량체, PEI 및 LF2000은 가장 낮은 siRNA 농도(웰당 1 내지 30ng, 웰당 1.5 내지

40nM에 상응)에서도 루시퍼라제 발현의 유의한 녹다운(40 내지 85%)을 매개하였다(도 2C).  siRNA 배합물(공동

형질감염)에서 pDNA의 혼입은 유전자 침묵 활성에 긍정적인 효과를 발휘하였다.  이러한 결과는 siRNA 전달에

대한 배합물 요구사항이 pDNA와는 상이하고, 시험관 내에서 폴리양이온에 의한 성공적인 siRNA 전달에 대해 특

징화되는 중요한 변수가 있음을 제안한다. 

저분자량 키토산의 구조 변이성과 배합 변수가 유전자 침묵 활성에 미치는 영향<72>

a) 쇄길이, 주쇄 분지 및 전하 비<73>

저분자량 키토산에 의한 siRNA 전달에 미치는 키토산 구조와 배합 변수의 영향을 조사하기 위해서, 먼저, 293-<74>

Luc 세포중의 siRNA 복합체에 의해 매개되는 루시퍼라제 발현의 침묵에 미치는 쇄 길이, 분지 및 전하 비의 영

향을 시험관 내 시험하였다.  선형 키토산의 경우 34 단량체 단위보다 긴 쇄 길이를 갖는 키토산은 전하 비에

독립적으로 유의한 루시퍼라제 침묵을 매개하였다(도 3A).  분지형 키토산 다량체와 배합된 복합체에 의해 매개

되는 루시퍼라제 침묵은 전하 비 및 쇄 길이 둘 모두에 의존적이다(도 3B).  더 긴 분지형 키토산 다량체의 경

우, 더 높은 전하 비가 키토산 주쇄의 분지(치환)의 부정적인 영향을 보상할 수 있다.  이들 결과는 저분자량

키토산의 높은 전하 밀도가 물리적으로 안정한 복합체를 생성할 뿐 아니라, 시험관 내에서 효율적인 siRNA 배합

물을 생성함을 강조한다. 

b) siRNA 농도 및 선형 저분자량 키토산의 상대적 효율<75>

다음 단계에서, 다양한 선형 저분자량 키토산(일정한 전하 비에서)으로 배합된 복합체의 루시퍼라제 침묵 활성<76>

에 미치는 siRNA 농도의 영향을 293-Luc 세포에서 조사하였다.  가장 낮은 siRNA 농도(웰당 15 내지 50ng, 웰당

22 내지 73nM에 상응)를 이용하여, 선형 DPn85 복합체는 대조군의 처리되지 않은 세포의 72 내지 95%로 루시퍼

라제 발현을 녹다운시킴으로써 가장 높은 효능을 입증하였다(도 4).  DPn18을 제외하고, 시험된 선형 키토산의
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복합체는 siRNA 농도가 70 내지 300ng/웰(103 내지 440nM/웰)로 증가되었을 때 필적하는 루시퍼라제 침묵 프로

파일을 보여주었다.  선형의 더 긴쇄의 저분자량 키토산과 배합된 복합체의 더 높은 효능은 가장 높은 유전자

침묵 활성을 달성하는데 있어 siRNA 배합물의 물리적 안정성의 역할을 지지한다. 

혈청의 존재 하에서 시험관 내 형질감염<77>

더 높은 루시퍼라제 침묵 효율이 증가된 세포 독성의 결과가 아님을 확인하기 위해서,  비교적 높은 농도의<78>

siRNA(150nM)와 배합된 다양한 폴리양이온 복합체가 세포 형태 및 세포내 데하이드로게나제 활성에 미치는 영향

을 MTT 방법을 이용하여 조사하였다.  5시간의 형질감염 후에, 선형 DPn85와 배합된 siRNa 복합체가 세포 형태

및 세포내 데하이드로게나제 활성(세포 독성의 측정치)에 아무런 영향을 미치지 않는 것이 관찰되었다(도 6).

이와는 대조적으로, PEI 및 LF2000을 이용한 경우 유의한 독성 효과가 관찰되었고, 선형 PEI의 경우 독성이 가

장 높았다.  LF2000 복합체로 처리된 세포가 24시간 후에 세포내 데하이드로게나제 활성을 회복한 반면, PEI로

처리된 세포는 24시간 후에도 데하이드로게나제 활성이 추가로 감소되었다.  이들 결과는 선형 DPn85 저분자량

키토산의 급성 세포 독성이 상대적으로 높은 농도의 siRNA를 사용한 경우에 조차 PEI 및 LF2000보다 더 낮음을

입증하였다. 

RNAi의 시험관 내 동역학<79>

최종적으로, siRNA-Luc를 293-Luc 세포로 전달한 후의 루시퍼라제 침묵의 시간 경과를 조사하였다.  34 내지 85<80>

단량체 단위의 DP 값 범위를 갖는 저분자량 키토산, PEI 및 LF2000을 시험하였다.  DPn18 키토산은 더 긴 키토

산에 비해 덜 효과적이기 때문에 이들은 포함되지 않았다(도 4).  선형 DPn85와 배합된 siRNA 복합체는 루시퍼

라제 침묵의 초기 개시를 매개하였고, 여기서 1일 후에 유의한 효과(70%)가 검출되고, 2일 후에 최대(92%)에 이

르렀다(도 7A).  유전자 침묵 활성은 5일동안 지속되었고, 이는 손상되지 않은 siRNA가 세포내에서 안정하게 방

출됨을 제안한다.  분지형 키토산 다량체는 이들의 선형 대응물에 비해 덜 효과적인 루시퍼라제 침묵 역할을 입

증하였다(도 7B).  LF2000 및 PEI는 저분자량 키토산에 의해 매개되는 것보다 더 낮은 유전자 침묵 효과를 보였

다(도 7C).  다른 세포주인 SKOV-3-Luc에서의 루시퍼라제 침묵 동역학은 293-Luc 세포와 유사한 결과를 생성하

였다(도 7D).
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도면의 간단한 설명

도 1은 siRNA 배합물의 물리적 안정성(A) 및 알엔에이즈(RNase) A 보호(B)를 보여준다. <5>

도 2는 정상 HEK 293 세포(A)와 안정적으로 루시퍼라제를 발현하는 HEK 293 세포(293-Luc)(B,C)에서 siRNA의<6>

시험관 내 전달을 보여준다. 

도 3은 올리고뉴클레오타이드와 복합체를 형성한 선형(A) 및 분지형(B) 키토산의 구조적 다양성이 293-Luc 세포<7>

에서 루시퍼라제 침묵 활성에 미치는 영향을 보여준다. 

도 4는 선형 저분자량 키토산의 siRNA 농도 독립성과 상대적인 효율을 보여준다. <8>

도 5는 루시퍼라제 침묵 활성에 미치는 혈청의 효과를 도시한다. <9>

도 6은 siRNA 배합물의 세포 독성을 도시한다. <10>

도 7은 293-Luc 세포(A,B,C) 및 안정적으로 루시퍼라제를 발현하는 SKOV-3 세포에서 시험관 내 루시퍼라제 침묵<11>

의 시간 경과를 보여준다.  
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