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(54) 발명의 명칭 극성 양이온성 고분자, 비극성 음이온성 화합물 및 금나노입자를 포함하는 온도 및 산화 응답
성 유효성분 전달체 및 이를 포함하는 약학적 조성물

(57) 요 약

본 발명의 온도 및 산화 응답성 이온 복합체는 극성 양이온성 고분자와 소수성 잔기를 가지는 비극성 음이온성

화합물이 이온쌍을 이루어 양친매성을 가지므로 자가 조립체를 형성하는 특징이 있으며 수용액에 분산되면 음이

온성 화합물의 소수성 잔기가 코어를 형성하고 양이온성 고분자의 사슬이 쉘을 형성하는 미셀(micelle) 입자로

제조되어 유효성분을 탑재할 수 있는 유효성분 전달체로 사용 가능한 특징이 있다. 

본 발명의 온도 및 산화 응답성 이온 복합체는 주변 온도가 상승하거나 산화되면 복합체의 용해도가 증가하여 탑

재물이 방출되는 장점이 있으며 암세포에 특이적인 리간드를 포함하여 암세포 특이적 엔도사이토시스가 수행된

후 세포 내부에서 탑재물을 방출하게 되므로 급성 독성을 일으키지 않으면서도 우수한 항암 효과를 보이는 장점

이 있다. 
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

반복단위에 아미노기(amino group)를 포함하는 극성 양이온성 고분자 및 하기 화학식 1:

[화학식 1]

(상기 화학식에서 1에서, Ar은 C6-C20아릴, L2는 C1-C5알킬렌이며, x는 1 내지 3의 정수이다.):

로 표시되는 비극성 음이온성 화합물; 및 금나노입자(gold nano particle)를 포함하는 온도 및 산화 응답성 이

온 복합체이며,

상기 극성 양이온성 고분자는 폴리에틸렌이민(polyethylene imine)이며 상기 비극성 음이온성 화합물은 페닐티

오아세트산(phenylthioacetic acid)인 것을 특징으로 하는 온도 및 산화 응답성 이온 복합체.

청구항 2 

삭제

청구항 3 

제 1 항에 있어서, 상기 온도 및 산화 응답성 이온 복합체는 극성 양이온성 고분자의 아미노기와 비극성 음이온

성 화합물의 카르복실기의 몰비율이 2:8 내지 5:5인 것을 특징으로 하는 온도 및 산화 응답성 이온 복합체.

청구항 4 

삭제

청구항 5 

제 1 항에 있어서, 상기 이온 복합체는 엽산화(folated) 된 것을 특징으로 하는  포함하는 것을 특징으로 하는

온도 및 산화 응답성 이온 복합체.

청구항 6 

제 1 항, 제 3항, 및 제 5 항 중 어느 한 항의 온도 및 산화 응답성 이온 복합체 및 유효성분을 포함하는 온도

및 산화 응답성 유효성분 전달체.

청구항 7 

제 6 항의 온도 및 산화 응답성 유효성분 전달체를 포함하는 약학적 조성물.

발명의 설명
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기 술 분 야

본 발명은 극성 양이온성 고분자, 비극성 음이온성 화합물 및 금나노입자를 포함하는 온도 및 산화 응답성 유효[0001]

성분 전달체 및 이를 포함하는 약학적 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

양친매성 분자가 수용액에 분산되면 열역학 제2법칙(엔트로피 구동 과정)에 따라 자발적으로 자가 조립이 형성[0003]

된다. 상기 자가 조립 구조는 구성 요소인 양친매성 분자의 모양에 의해 결정된다. 양친매성 분자의 모양은 패

킹 매개변수(P)는 P=V/LA(여기서 V: 양친매성 분자의 소수성 꼬리의 부피, L: 소수성 꼬리의 길이, A: 친수성

헤드의 단면적)로 정의된다. 예를 들어, 상기 P값이 1에 가까우면 이중층 소포(bilayer vesicle)로 형성되고,

상기 P값이 1보다 크면 육각형상(hexagonal phase)으로 형성되고, 상기 P값이 1보다 작으면 미셀(micelle)이 형

성된다.

상기 자가 조립은 구조 내에 친수성 약물 또는 소수성 약물을 수용할 수 있기 때문에 약물 전달체로서 사용가능[0004]

하다. 약물 전달체는 생체 적합성, 은폐 기능, 표적화 특성, 효율적인 조직 침투, 높은 약물 보호 능력 및 적시

방출 특성이 필요하다. 약물 운반체는 부작용 없이 약물을 표적 부위에 도달하여 전달하여야 하며 적시에 방출

되어야 한다. 약물운반체의 표적 부위 특이성 및 특이적 방출 특성을 획득하는 방법으로는 약물 전달 운반체에

자극 반응성을 부여하는 방법이 있다. 약물방출을 유발하는 자극으로는 온도, pH, 전기장, 자기장, 빛, 이온,

효소, 산화, 환원 등이 사용될 수 있다.

다중 자극 반응성 약물 전달 운반체는 하나 이상의 자극에 반응하는 특성이 있는 약물 전달 운반체를 의미한다.[0005]

최근 연구에 따르면 약물전달체로서 온도와 산화에 반응하여 내용물을 방출할 수 있는 약물운반체가 개발되고

있다. 

예를 들어, 항암제인 독소루비신(doxorubicin, DOX)은 약물운반체의 산화 조건 및 고온 조건에서 방출이 촉진되[0006]

는 것이 확인되었으며; 폴리하이드록시에틸 아크릴레이트-co-페닐 비닐 설파이드(polyhydroxyethyl acrylate-

co-phenyl vinyl sulfide, P(HEA-co-PVS))는 이중 반응성 미셀의 제조를 위한 온도 및 산화 반응성 양친매성

공중합체로 개발된 바 있다.  또한 페닐 비닐 설파이드(phenyl vinyl sulfide, PVS)의 산화는 공중합체의 낮은

임계 용액 온도의 증가와 양친매성 특성의 손실을 유도하여 탈미셀화(de-micellization)를 초래하므로 산화유도

방출을 촉진하는 것으로 알려져 있다. 그러나 이중 반응성 고분자 미셀의 제조는 미셀의 구성 성분인 공중합체

가 복잡한 과정을 거쳐 합성 및 정제되기 때문에 기술적으로 어려움이 있는 실정이다.

본 명세서에서 언급된 특허문헌 및 참고문헌은 각각의 문헌이 참조에 의해 개별적이고 명확하게 특정된 것과 동[0007]

일한 정도로 본 명세서에 참조로 삽입된다. 
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발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 극성 양이온 고분자와 비극성 음이온성 화합물이 자가 조립되어 미셀(micelle)을 형성하므로 유효성[0010]

분을 탑재하여 운반 전달체로 사용 가능하고 쉘에 엽산 및 금나노입자가 도입되어 암세포에 특이적인 엔도사이

토시스(endocytosis)가 가능 할 뿐 아니라 온도 민감성이 향상된 온도 및 산화 응답성 이온 복합체, 상기 온도

및 산화 응답성 이온 복합체 및 소수성 유효성분을 포함하는 온도 및 산화 응답성 유효성분 전달체, 상기 온도

및 산화 응답성 유효성분 전달체를 포함하는 약학적 조성물을 제공하는 것을 목적으로 한다.

본 발명의 다른 목적 및 기술적 특징은 이하의 발명의 상세한 설명, 청구의 범위 및 도면에 의해 보다 구체적으[0011]

로 제시된다. 

과제의 해결 수단

본 발명은 반복단위에 아미노기(amino group)를 포함하는 극성 양이온성 고분자 및 하기 화학식 1:[0013]

[화학식 1][0014]

[0015]

(상기 화학식에서 1에서, Ar은 C6-C20아릴, L2는 C1-C5알킬렌이며, x는 1 내지 3의 정수이다.):[0016]

로 표시되는 비극성 음이온성 화합물;을 포함하는 이온 복합체를 제공한다.[0017]

상기 극성 양이온성 고분자는 폴리에틸렌이민(polyethylene imine)이며 상기 비극성 음이온성 화합물은 페닐티[0018]

오아세트산(phenylthioacetic acid)인 것을 특징으로 하며 상기 이온 복합체는 극성 양이온성 고분자의 아미노

기와 비극성 음이온성 화합물의 카르복실기의 몰비율이 2:8 내지 5:5인 것을 특징으로 한다.

상기 이온 복합체는 금나노입자(gold nano particle)를 포함하며 엽산화(folated) 된 것을 특징으로 한다.[0019]

본 발명은 상기 이온 복합체 및 소수성 유효성분을 포함하는 온도 및 산화 응답성 유효성분 전달체를 제공한다.[0020]

본 발명은 상기 온도 및 산화 응답성 유효성분 전달체를 포함하는 약학적 조성물 또는 화장료 조성물을 제공한[0021]

다.

발명의 효과

본 발명의 온도 및 산화 응답성 이온 복합체는 극성 양이온성 고분자와 소수성 잔기를 가지는 비극성 음이온성[0023]

화합물이 이온쌍을 이루어 양친매성을 가지므로 자가 조립체를 형성하는 특징이 있으며 수용액에 분산되면 음이

온성 화합물의 소수성 잔기가 코어를 형성하고 양이온성 고분자의 사슬이 쉘을 형성하는 미셀(micelle) 입자로

제조되어 유효성분을 탑재할 수 있는 유효성분 전달체로 사용 가능한 특징이 있다. 

본 발명의 온도 및 산화 응답성 이온 복합체는 주변 온도가 상승하거나 산화되면 복합체의 용해도가 증가하여[0024]

탑재물이 방출되는 장점이 있으며 암세포에 특이적인 리간드를 포함하여 암세포 특이적 엔도사이토시스가 수행

된 후 세포 내부에서 탑재물을 방출하게 되므로 급성 독성을 일으키지 않으면서도 우수한 항암 효과를 보이는

장점이 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 PEI/PTA용액의 광학밀도를 분석한 결과를 보여준다. [0026]
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도 2는 본 발명의 PEI 용액, PTA 용액, PEI/PTA(3/7) 용액의 계면장력 및 나일 레드 방출로 인한 형광강도의 변

화를 분석한 결과를 보여준다.

도 3은 본 발명의 PEI, PTA, 건조 PEI/PTA(3/7), PEI/PTA(3/7)(5mM H2O2)및 PEI/PTA(3/7)(5mM H2O2)의 FT-IR 스

펙트럼 분석결과를 보여준다.

도 4는 본 발명의 PEI/PTA(a/b) 용액의 수소핵자기공명 스펙트럼을 보여준다. 

도 5는 다양한 온도 조건에서 본 발명의 IPSAM(3/7)에 탑재된 나일 레드가 방출된 프로파일을 보여준다.

도 6은 본 발명의 IPSAM(3/7), 엽산화 IPSAM(3/7) 및 엽산화 IPSAM(3/7)/GNP의 투과전자현미경 결과를 보여준

다. 

도  7의  패널(A)는  본  발명의  IPSAM(3/7)에  대한  근적외선  조사에  따른  현탁액의  온도  변화  프로파일과

IPSAM(3/7)에 탑재된 나일 레드의 방출 프로파일을 보여준다.

도 8은 본 발명의 엽산화 IPSAM(3/7), 유리 DOX(free DOX), 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX, 엽산화 IPSAM(3/7)/GNP 및

엽산화 IPSAM(3/7)/DOX/GNP의 근적외선 조사에 따른 in vitro KB 세포 활성 변화를 보여준다.

도 9는 본 발명의 유리 DOX, 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX 및 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX/GNP로 처리한 KB 세포에 대한

유세포 분석 결과를 보여준다.

도 10은 본 발명의 유리 DOX, 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX, 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX/GNP를 처리한 KB 세포의 공초점

레이저 주사 현미경 이미지를 보여준다.

도 11은 본 발명의 온도 및 산화 응답성 유효성분 전달체의 작용기전을 보여준다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 반복단위에 아미노기(amino group)를 포함하는 극성 양이온성 고분자 및 하기 화학식 1:[0027]

[화학식 1][0028]

[0029]

(상기 화학식에서 1에서, Ar은 C6-C20아릴, L2는 C1-C5알킬렌이며, x는 1 내지 3의 정수이다.):로 표시되는 비[0030]

극성 음이온성 화합물;을 포함하는 온도 및 산화 응답성 이온 복합체를 제공한다.

상기 극성 양이온성 고분자는 극성 및 양이온성을 가지는 고분자를 의미하며 상기 아미노기(아민기)가 반복단위[0031]

에 포함되되 주쇄, 측쇄 또는 말단에 포함될 수 있다. 상기 아민기를 포함하는 양이온성 고분자는 폴리에틸렌이

민(Polyethyleneimine:  PEI),  폴리비닐아민(Polyvinylamine),  폴리아미도아민(Polyamidoamine),  폴리알릴아민

(Polyallylamine),  폴리라이신(Poly-Llysine), 키토산(Chitosan), 아민화 메틸셀룰로오스 및 아민화 에틸셀룰

로오스  군으로부터  선택된  하나  또는  둘  이상의  고분자일  수  있으며,  바람직하게는  폴리에틸렌이민

(polyethyleneimine, PEI)이다.

상기 비극성 음이온성 화합물은 비극성인 잔기를 포함하는 음이온성 화합물로서 상기 화학식 1로 표현도리 수[0032]

있다. 상기 ‘아릴’은 수소, 탄소 원자 및 적어도 1개의 방향족 고리를 포함하는 탄화수소 고리계 라디칼을 지

칭하는 것으로, 6 내지 20의 탄소원자, 바람직하게 6 내지 12개의 탄소원자를 가질 수 있으며 상기 ‘알킬렌’

은 1 내지 10개 바람직하게는 1 내지 8개, 보다 바람직하게는 1 내지 6개의 탄소 원자를 갖는 분자쇄 또는 직쇄

알킬의  라디칼을  의미할  수  있다.  바람직하게는  본  발명의  비극성  음이온성  화합물은  페닐티오아세트산

(phenylthioacetic acid)이다.

본 발명의 온도 및 산화 응답성 이온 복합체는 수용액상에서 상기 극성 양이온성 고분자와 비극성 음이온성 화[0033]

합물이 이온쌍을 이루어 자가 조립체를 형성하는 특징이 있다. 바람직하게는 극성 양이온성 고분자의 아미노기

와 비극성 음이온성 화합물의 카르복실기가 2:8 내지 5:5의 몰비율로 이온쌍을 이루어 자가조립체를 형성하며

보다 바람직하게는 극성 양이온성 고분자의 아미노기와 비극성 음이온성 화합물의 카르복실기가 3:7의 몰비율로
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이온쌍을  이루어  자가조립체를  형성한다.  가장  바람직하게는  극성  양이온성  고분자로서  폴리에틸렌이민

(polyethyleneimine)을 사용하고 비극성 음이온성 화합물로서 페닐티오아세트산(phenylthioacetic acid)를 사

용하되 상기 폴리에틸렌이민의 아미노기와 페닐티오아세트산의 카르복실기가 3:7의 몰비율로 이온쌍을 이루어

자가조립체를 형성한다.

본 발명의 온도 및 산화 응답성 이온 복합체는 상기 극성 양이온성 고분자의 아미노기와 상기 비극성 음이온성[0034]

화합물의 카르복실기가 이온결합하여 이온쌍을 이루게 되어 양친매성을 가지는 특징이 있다. 상기 양친매성이

감소하면 복합체의 용해도가 증가하게 되고 이는 온도 및 산화 응답성 이온 복합체가 분해된다는 것을 의미하므

로 탑재된 유효성분의 방출증가로 이어지게 된다.

본 발명의 온도 및 산화 응답성 이온 복합체는 이온쌍 자가 조립체이므로 상한 임계 용액 온도(upper critical[0035]

solution temperature, UCST) 특성을 가져 온도에 따라 용해도가 변하게 된다. 또한 본 발명의 온도 및 산화 응

답성  이온 복합체는 상기 비극성 음이온성 화합물에 황성분이 포함되어 있어 산화 조건에 따라 설폭사이드

(sulfoxide) 및 설폰(sulfone)으로 산화되므로 이온쌍의 양친매성이 감소되어 용해도가 변하게 된다. 정리하면

본 발명의 온도 및 산화 응답성 이온 복합체는 온도 및 산화 조건이 변화되면 용해도가 변하여 탑재물의 방출이

조절된다.

본 발명의 온도 및 산화 응답성 이온 복합체는 금나노입자(gold  nano  particle)를 포함하는 것을 특징으로[0036]

한다. 상기 금나노입자는 근적외선(near-infrared, NIR)을 조사하게 되면 표면 플라즈몬 공명을 일으켜 열을 발

생시키는 특징이 있다. 따라서 본 발명의 온도 및 산화 응답성 이온 복합체에 금나노입자를 도입하게 되면 근적

외선을 조사하는 것만으로 복합체의 주변온도를 손쉽게 상승시킬 수 있는 장점이 있다. 

본 발명의 온도 및 산화 응답성 이온 복합체는 엽산화(folated)된 것을 특징으로 한다. 상기 엽산(folic acid)[0037]

이 온도 및 산화 응답성 이온 복합체에 도입되면 상기 엽산과 암세포의 수용체가 특이적으로 결합되어 암세포

내부로  엔도사이토시스(endocytosis)되므로  탑재물(유효성분)을  암세포  내부에  특이적으로  방출할  수  있게

된다. 상기 엽산화는 온도 및 산화 응답성 이온 복합체의 비극성 음이온성 화합물에 축합반응을 통해 결합되어

도입되는 것을 특징으로 하며 바람직하게는 상기 엽산이 폴리에틸렌이민(polyethyleneimine)에 축합반응을 통해

도입되는 것을 특징으로 한다.

본 발명은 상기 온도 및 산화 응답성 이온 복합체와 유효성분을 포함하는 온도 및 산화 응답성 유효성분 전달체[0038]

를 제공한다.

상기 유효성분은 항암제, 항생제, 세포막 염료, 아미노산, 광과민제(photosensitiser), 및 유전자 복합체의 군[0039]

으로부터 선택된 어느 하나 또는 이들의 혼합물일 수 있다. 상기 유효성분은 온도 및 산화 응답성 이온 복합체

로부터 방출되어 복합체의 산화 조건을 강화시킬 수 있는 성분인 것이 바람직하며 이온성 또는 소수성의 제한이

없다. 바람직하게는 상기 유효성분은 항암제일 수 있으며 보다 바람직하게는 세포내에서 산화조건을 강화시키는

독소루비신(doxorubicin, DOX)이다.

본 발명은 상기 온도 및 산화 응답성 유효성분 전달체를 포함하는 약학적 조성물을 제공한다. 본 발명에 기재된[0040]

“조성물”은 활성 성분으로서 상기 온도 및 산화 응답성 유효성분 전달체와 함께 천연 또는 인공의 담체, 라벨

또는 탐지제와 같은 불활성 성분 또는 애주번트, 희석제, 결합제, 안정화제, 완충제, 염, 친지방성 용매, 보존

제와 같은 활성 성분과의 조합을 의미하며, 약학적으로 허용 가능한 담체를 포함한다. 

상기 담체는 약학적 부형제 및 부가적인 단백질, 펩티드, 아미노산, 지질, 및 탄수화물 (예를 들어, 단당류; 이[0041]

당류;  삼당류;  사당류;  올리고당류;  알디톨,  알돈산,  에스테르화된  설탕과  같은  설탕의  유도체,

폴리사카라이드, 또는 당 중합체 등)을 단독으로 또는 조합하여 포함할 수 있으며, 1 내지 99.99 중량% 또는 부

피%로 포함할 수 있다. 

단백질 부형제는 인간 혈청 알부민, 재조합 인간 알부민, 젤라틴, 카제인 등을 포함할 수 있으며 이에 제한되지[0042]

않는다. 

완충 역할을 할 수 있는 대표적인 아미노산 성분으로는 알라닌, 알기닌, 글리신, 베타인, 히스티딘, 글루탐산,[0043]

아스파르트산, 시스테인, 라이신, 루신, 아이소루신, 발린, 메티오닌, 페닐알라닌, 아스파탐 등을 포함할 수 있

으며 이에 제한되지 않는다. 

탄수화물  부형제는  프룩토스,  말토스,  갈락토스,  글루코스,  D-만노스,  솔보스와  같은  단당류;  락토스,[0044]

수크로스, 트레할로스, 셀로비오스와 같은 이당류, 라피노스, 말토덱스트린, 텍스트란, 전분과 같은 다당류, 및
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만니톨, 자일리톨, 말티톨, 락티톨, 소르비톨, 및 마이오이노시톨과 같은 알디톨 등을 포함할 수 있으며 이에

제한되지 않는다. 

본 발명의 온도 및 산화 응답성 유효성분 전달체를 포함하는 약학적 조성물은 당업자에 의해 공지의 방법으로[0045]

제제화할 수 있다. 본 발명의 약제학적 조성물은 필요에 따라서 물 또는 그 외의 약학적으로 허용되는 액과의

무균성 용액, 또는 현탁액제의 주사제의 형태로 비경구적으로 사용할 수 있으며 약학적으로 허용되는 담체 또는

매체,  구체적으로는,  멸균수나 생리 식염수,  식물유,  유화제,  현탁제,  계면활성제,  안정제,  부형제,  비히클

(vehicle), 방부제, 결합제 등과 적당 조합하여, 일반적으로 인정된 제약 실시에 요구되는 단위 용량 형태로 혼

화함으로써 제제화 할 수 있다. 상기 제제화에 있어서 유효성분량은 지시받은 범위의 적당한 용량을 얻을 수 있

도록 하는 것을 의미한다. 

본 발명의 온도 및 산화 응답성 유효성분 전달체를 포함하는 약학적 조성물을 주사를 위한 무균 조성물로서 제[0046]

제화 하는 경우 주사용 증류수와 같은 부형액을 이용해 통상의 제제 실시에 따라 처방할 수 있다. 주사용의 수

용액으로서는 생리 식염수, 포도당 및 그 외의 보조약을 포함한 등장용액 예를 들어, D-소르비톨, D-만노스, D-

만니톨, 염화 나트륨을 사용할 수 있으며 적당한 용해 보조제 예를 들어, 에탄올류인 폴리 알코올, 프로필렌 글

리콜, 및 폴리에틸렌 글리콜과 비이온성 계면활성제류인 폴리소르베이트 80(TM), 및HCO-50을 병용하여 사용 할

수 있다. 또한 유성액으로서 참기름, 콩기름을 사용 할 수 있으며 용해 보조제로서 안식향산벤질, 벤질 알코올

과 병용하여 사용 할 수 있다. 

상기 주사제형의 예로서는 정맥내 주사제형, 동맥내 주사제형, 선택적 동맥내 주사제형, 근육내 주사제형, 복강[0047]

내 주사제형, 피하주사제형, 뇌실내 주사제형, 뇌내 주사제형, 골수액강내 주사제형이 있으며 바람직하게는 상

기 주사제형은 정맥내 주사제형이다.

본 발명의 온도 및 산화 응답성 유효성분 전달체를 포함하는 약학적 조성물은 약제학적 유효량의 유효성분을 포[0048]

함한다. 상기 유효량의 결정은 당해 기술 분야에서 통상의 지식을 가진 자가 본 명세서에 개시된 내용을 기반으

로 용이하게 결정될 수 있다. 

일반적으로 상기 약제학적 유효량은 유효성분을 낮은 농도로 1차 투여한 후, 대상체에서 부작용이 없으면서도[0049]

요망되는 효과를 얻을 때까지 점진적으로 증량시키는 방법으로 결정된다. 본 발명의 온도 및 산화 응답성 유효

성분  전달체를  포함하는  약학적  조성물의  적절한  투여량이나  투여  간격을  결정하는  방법은  Goodman  and

Gilman's  The  Pharmacological  Basis  of  Therapeutics,  Goodman  et  al.,  eds.,  11th  Edition,  McGraw-Hill

2005,  및  Remington:  The  Science  and  Practice  of  Pharmacy,  20th  and  21st  Editions,  Gennaro  and

University of the Sciences in Philadelphia, Eds., Lippencott Williams & Wilkins (2003 and 2005)에 상세

히 설명되어 있다.

본 발명의 온도 및 산화 응답성 유효성분 전달체를 포함하는 약학적 조성물의 투여 방법은 질환의 종류, 환자의[0050]

나이, 체중, 성별, 의학적 상태, 질환의 중증도, 투여 경로, 및 별도로 투여되는 약물과 같은 다양한 인자를 고

려하여 결정될 수 있다. 본 발명의 온도 및 산화 응답성 유효성분 전달체를 포함하는 약학적 조성물이 환자에

투여되는 양은 투여 방법, 환자의 건강 상태, 체중, 의사의 처방과 같은 많은 인자에 의하여 결정될 수 있으며,

이는 당해 기술 분야의 통상의 지식을 가진 자의 지식 범위 내에 있다. 

상기 “약”은 당해 기술 분야에서 통상적으로 관용되는 범위, 예를 들어, 평균 표준 편차 범위 내로 이해될 수[0051]

있으며 언급된 값의 50%, 45%, 40%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%,

0.5%, 0.1%, 0.05%, 또는 0.01% 이내로 이해될 수 있다.

또한, 인산염 완충액, 및 초산나트륨 완충액과 같은 완충제, 염산 프로카인과 같은 무통화제, 벤질 알코올, 또[0052]

는 페놀과 같은 안정제, 및 산화 방지제와 더 배합할 수 있다. 상기 조제된 주사액은 통상, 적당한 앰플에 충전

시킨다. 현탁액 및 유탁액은, 담체로서, 천연 검, 한천, 알긴산 나트륨, 펙틴, 메틸셀룰로스, 카복시메틸셀룰로

스, 또는 폴리비닐알코올을 함유할 수 있다. 근육 내 주사를 위한 현탁액 또는 용액은 활성 화합물과 함께, 약

학적으로 허용되는 담체 예를 들어, 멸균수, 올리브 오일, 에틸 올레에이트, 글리콜류 및 적합한 양의 리도카인

염산염을 함유할 수 있다.

본 발명의 온도 및 산화 응답성 유효성분 전달체를 포함하는 약학적 조성물은 정맥 주사 (bolus injection) 또[0053]

는 연속주입 (continuous infusion)으로 환자에 투여될 수 있다. 본 발명의 온도 및 산화 응답성 유효성분 전달

체를 포함하는 약학적 조성물은 1시간 이하, 1시간 이상, 2시간 이상, 3시간 이상, 4시간 이상, 8시간 이상, 12

시간 이상, 1일 이상, 2일 이상, 3일 이상, 4일 이상, 5일 이상, 6일 이상, 7일 이상, 2주 이상, 3주 이상, 4주
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이상, 1개월 이상, 3개월 이상, 6개월 이상에 적어도 1회, 적어도 2회, 적어도 3회, 적어도 4회, 또는 적어도 5

회에 걸쳐, 연속적으로, 또는 일정 시간 간격으로, 또는 임상적 판단에 의하여 결정된 시간 간격을 두고 투여될

수 있다. 

주사제는 앰플형으로, 또는 복수회 투여 용기의 단위 용량형으로 제형화 될 수 있다. 그러나 통상의 기술자는[0054]

본 발명에 따른 약학 조성물의 투여량은 환자의 나이, 체중, 키, 성별, 일반적 의학적 상태 및 기존 치료 이력

과 같은 다양한 인자들에 따라 변경될 수 있음을 이해할 것이다.

하기 실시예를 통해 본 발명을 상세히 설명한다.[0055]

실시예 [0057]

1. 실험방법[0059]

1.1. 실험재료[0060]

폴리에틸렌이민(polyethylene imine, PEI, 분지형, 평균분자량(MW): 2000), 염화금산(HAuCl4·3H2O), 독소루비[0061]

신(doxorubicin,  DOX),  엽산(folic  acid,  FA),  1-에틸3-(3-디메틸아미노프로필)카르보디이미드(1-ethyl3-(3-

dimethylaminopropyl)carbodiimide,  EDC),  디메틸술폭시드(dimethyl sulfoxide,  DMSO), N-히드록시숙신이미드

(N-hydroxysuccinimide,  NHS),  에틸렌디아민테트라아세트산(ethylenediaminetetraacetic acid,  EDTA), 디아미

디노-2-페닐인돌  디히드로클로라이드(diamidino-2-phenylindole  dihydrochloride,  DAPI),  포름알데히드

(formaldehyde), 트립신(trypsin), 트리즈마(trizma) 완충액, 인산완충식염수(PBS, 10배 농도, pH 7.4), 디메

틸포름아미드(dimethylformamide,  DMF)  및  3-(4,5-디메틸티아졸-2-일)-2-5-디페닐테트라졸륨  브로마이드(3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyltetrazolium  bromide,  MTT)는 Sigma-Aldrich  Co.(St. louis, MO)에

서 구입하였다. KB  세포는 한국 세포주 은행(서울, 한국)에서 제공받았다. 과산화수소(H2O2,  30%)는 Daejung

Chemicals & Metals Co.(한국 시흥)에서 구입하였다. 페닐티오아세트산(phenylthioacetic acid, PTA) 및 나일

레드(nile  red)는  Tokyo  Chemical  Industry  Co.,  Ltd.(Tokyo,  Japan)에서  구입하였다.  FBS(fetal  bovine

serum)가  없는  Roswell  Park  Memorial  Institute(RPMI)  1640  배지는  GibcoTM(Dublin,  Ireland)에서

구입하였다.

1.2. 상한 임계 용액 온도 분석[0063]

14.8㎎, 21.8㎎ 또는 30.5㎎의 PEI를 20㎖ 바이알에서 30mM Trizma 완충액(pH 7.0) 15㎖에 용해시켜 PEI 용액[0064]

을 제조하였다. 상기 PEI 용액에 PTA 135.2㎎, 128.2㎎, 또는 119.5㎎를 첨가하여 PEI 및 PTA의 농도가 10㎎/

㎖이고 아미노기와 카르복실기의 몰비가 3:7 또는 4:6 또는 5:5인 PEI/PTA 혼합 용액을 제조하였다. 상기 바이

알을 실온에서 24시간 동안 롤러 믹서로 굴려 PEI/PTA 혼합 용액을 혼합하였다. 아미노기 대 카르복실기의 몰비

가 a:b인 PEI/PTA  혼합 용액은 PEI/PTA(a/b)용액으로 칭하였으며 PEI/PTA(a/b)  용액에 포함된 PEI/PTA이온쌍

및 PEI/PTA이온쌍 자가조립체는 각각 IP(a/b) 및 IPSAM(a/b)으로 명명하였다.

PEI/PTA(a/b) 용액 2.5㎖을 3㎖ 큐벳에 넣고 온도 조절기(CW-05G, Jeio Tech, 대한민국)의 항온 큐벳 홀더에[0065]

장착  한  후  2℃/min의  승온  속도로  20℃에서  50℃로  가열하면서  UV  분광  광도계(UK  6505  UV/Vis

Spectrophotometer, JENWAY, UK)로 광학밀도(600㎚)를 측정하였다. 

PEI/PTA(3/7)용액의 산화에 따른 광학밀도의 변화를 확인하기 위하여 H2O2의 최종 농도가 0, 0.5, 1, 5, 20 및[0066]

100mM가 되도록 H2O2 용액을 처리하였다. PEI와 PTA는 총 10㎎/㎖가 되도록 하였으며 실온에서 롤러 믹서로 4시

간 동안 굴려 혼합하였다. XmM H2O2용액으로 처리된 PEI/PTA(3/7) 용액은 PEI/PTA(3/7) 용액(XmM H2O2)으로 명명

하였다.  PEI/PTA(3/7)  용액(XmM  H2O2)의  광학  밀도는  전술한  바와 같이 측정하였으며 상한 임계 용액 온도

(upper critical slution temperature, UCST)는 정체기 영역(plateau region)의 데이터 점을 연결하는 접선과

감소 영역(decreasing region)의 데이터 점을 연결하는 접선의 교차점으로 정의하였다.

1.3. 계면 장력 측정[0068]

IP(3/7)의 공기/물 계면활성에 대한 산화의 영향을 조사하기 위해 PEI/PTA(3/7)용액(XmM H2O2)에 대하여 링 방[0069]

법을 적용하여 계면 장력을 측정하였다. PEI/PTA(3/7)용액(XmM H2O2)은 상기와 같이 제조하되 PEI와 PTA의 농도

만을 달리하였다. PEI와 PTA의 총농도는 4㎎/㎖로 하였고 아미노기:카르복실기=3:7의 비율로 하였으며 완충액의
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종류(Trizma 완충액 30mM, pH 7.0), H2O2 농도(0, 0.5, 1, 5, 20, 100mM) 및 혼합 방법(롤러 믹서, 4시간)은 모

두 동일하게 하였다. PEI/PTA(3/7)용액(XmM H2O2)과 동일한 H2O2농도를 갖는 30mM Trizma 완충액(pH 7.0)으로 연

속 2회 희석하였다. 대조군으로 PEI와 PTA를 각각 30mM Trizma 완충액 pH 7.0에 4㎎/㎖농도로 녹인 후 동일한

완충액으로 연속 2회 희석하여 순수한 PEI 용액과 순수한 PTA 용액을 얻었다. 용액의 표면장력은 계면장력계

(DST 60, SEO Co., Suwon, South Korea)를 이용하여 링법으로 측정하였다.

1.4. 임계 미셀 농도 측정[0071]

PEI/PTA(3/7)  용액(XmM  H2O2)은  상기와 같이 제조하되 PEI와 PTA의 총농도만을 달리하였다. 임계 미셀 농도[0072]

(critical micelle concentration, CMC)를 결정하기 위한 PEI+PTA의 농도는 20㎎/㎖이었으며 아미노기/카르복

실기의 비율(3/7), 완충액의 종류(Trizma 완충 30mM, pH 7.0), H2O2 농도(0, 0.5, 1, 20mM), 및 혼합 기간(4시

간)은 동일하였다.

PEI/PTA  용액(XmM H2O2)을 동일한 H2O2  농도를 포함하는 30mM  Trizma  완충액(pH 7.0)으로 연속 2회 희석하여[0073]

PEI+PTA의 최종 농도가 0, 0.0625, 1.25, 2.5, 5, 10, 15 및 20㎎/㎖이 되도록 하였다. 나일 레드(nile red)

10㎎을 20㎖ 바이알에 담긴 메탄올 10㎖에 용해시켜 나일 레드 용액을 제조하고 상기 나일 레드 용액(1㎎/㎖)

10㎕를 5㎖ 바이알에 담긴 PEI/PTA용액(XmM H2O2) 1㎖에 첨가하여 암조건 및 실온조건에서 12시간 동안 보관하였

다. 상기 혼합 용액을 필터(0.45 μm)로 여과한 후, 형광 분광 광도계(Hitachi F2500, Hitachi, Japan)에서 여

기 파장(556㎚)를 사용하여 나일 레드의 형광 강도(613㎚)를 측정하였다.

1.5. FT-IR 분광기를 통한 PEI/PTA 이온쌍 및 산화 검사[0075]

PEI/PTA(3/7)  용액과 PEI/PTA(3/7)  용액(5mM  H2O2)을  동결건조한 후 PEI/PTA(3/7),  PEI/PTA(3/7)(5mM  H2O2),[0076]

PEI 및 PTA를 각각 KBr과 혼합하여 혼합분말을 제조한 후 막자사발로 균질화하였다. 상기 균질화한 혼합분말을

틀에  넣고  프레스를  이용하여  압착한  후  푸리에  변환 적외선 분광광도계(FTIR,  FT-3000-Excalibur,  Varian

Inc., CA, USA)를 이용하여 FT-IR 스펙트럼을 얻었다.

1.6. 1H NMR 분광법을 이용한 PEI/PTA 상호작용 분석[0078]

수소핵자기공명분광법을 이용하여 PEI와 PTA의 상호 작용을 분석하였다. PEI와 PTA의 이온 결합 반응은 D2O로[0079]

제조된  완충용액에서  수행되었으며  24시간  후  분석을  수행하였다.  수소핵자기공명스펙트럼은  Bruker  Avance

400MHz 분광계(강원대학교 중앙연구소)를 이용하여 수득하였다.

1.7. 온도 및 산화 반응 방출[0081]

온도 및 산화반응성 방출 조사를 위해 나일 레드를 포함한 IPSAM(3/7)을 하였다. 1.5㎖ 30mM  Trizma  완충액[0082]

(pH7.0, H2O2농도: 0, 0.5, 1, 또는 5mM)을 큐벳(3㎖)에 넣은 후 상기 큐벳을 UV 분광광도계(UK 6505 UV /Vis

분광 광도계, JENWAY, 영국)에 장착하고 완충액의 온도를 25.5℃, 37℃, 또는 43℃로 조절하였다. 나일 레드를

포함하는 IPSAM(3/7) 현탁액 1㎖을 상기 온도가 조절된 Trizma 완충액이 들어 있는 큐벳에 주입한 후 형광 분광

광도계(Hitachi F2500, Hitachi, Japan)에서 여기 파장(556㎚)으로 실시간 파장(613㎚)을 측정하였다. 탑재물

의 방출율(Release %)은 다음 식을 사용하여 계산하였다: Release%=(1-Ft/Fo)×100 (여기서, Ft는 특정 시간의

형광강도를 의미하며, Fo는 초기 형광강도를 의미한다).

1.8. 엽산화 PEI의 제조[0084]

엽산화 PEI는 알려진 축합 반응(condensation reaction)을 이용하여 제조하였다. 엽산(folic acid) 0.11g을 10[0085]

㎖ 바이알에서 DMSO 5㎖에 용해시켜 엽산용액을 제조하였다. EDC 0.042g와 NHS 0.025g를 상기 엽산용액에 녹인

후 상온에서 3시간 동안 교반하여 카르복실기를 활성화하였다. PEI 1g을 50㎖ 바이알에서 증류수 25㎖에 용해시

켜 PEI 용액을 제조하였다. 상기 활성화된 엽산 용액을 PEI 용액에 천천히 넣고 실온에서 밤새 교반하여 반응시

켰으며 상기 반응 혼합물은 투석막(MWCO 1,000)을 이용하여 3일 동안 증류수로 투석하였다. 상기 합성한 엽산화

PEI는 D2O에 용해시켜 수소핵자기공명 스펙트럼(Bruker Avance 400MHz, 강원대학교 중앙연구소)을 얻었다. 

1.9. 금나노입자를 포함하는 엽산 IPSAM의 제조[0087]

온도 및 산화 반응성 방출 분석을 위하여 엽산화 IPSAM(3/7)을 제조하되 PEI와 엽산화 PEI의 총질량이 총 함량[0088]

의 2%(w/w)가 되도록 하였다. 엽산화 PEI, PEI 및 PTA의 총농도는 20㎎/㎖이었으며 아미노기/카르복실기의 비율
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(몰비)은 약 3/7이었으며, 30mM  Trizma  완충액(pH  7.0)을 사용하였다. in-situ  합성방법을 통해 금나노입자

(GNP)를 엽산화 IPSAM(3/7)에 도입하였다. HAuCl4를 IPSAM 현탁액에 농도가 0.5mM이 되도록 용해한 후 실온에서

24시간  방치하여  GNP가  형성되어  엽산화  IPSAM(3/7)에  도입되도록  하였다.  GNP가  도입된  IPSAM(3/7)은

IPSAM(3/7)/GNP로 지칭하였다.

1.10. 투과 전자 현미경[0090]

IPSAM(3/7) 현탁액, 엽산화 IPSAM(3/7) 현탁액 및 엽산화 IPSAM(3/7)/GNP 현탁액을 등량비로 우라닐 아세테이[0091]

트(1.2%(w/v))와  혼합한  후  실온에서  어두운  조건에서  3시간  동안  방치하였다.  포릅바르/구리 코팅  그리드

(Formvar/copper-coated  grid)를  현탄액에  담그어  표면에  IPSAM(3/7),  엽산화  IPSAM(3/7),  엽산화

IPSAM(3/7)/GNP  나노입자가 증착되도록 한  후  실온에서 건조시켰다.  투과전자현미경(LEO-912AB  OMEGA,  LEO,

Germany)을 이용하여 TEM  사진,  SAED(selected  area  electron  diffraction)  패턴,  GNP의 고해상도 TEM(HR-

TEM)을 수득하였다.

1.11. 엽산화 IPSAM/GNP에서 탑재물의 방출[0093]

탑재물(나일 레드 또는 DOX)을 엽산 IPSAM(3/7)/GNP에 탑재시켰다. 나일 레드는 근적외선조사에 따른 유도방출[0094]

을 분석하기 위해 사용되었으며 DOX는 시험관 내 항암 효능을 분석하기 위해 사용되었다. 나일 레드 용액(1㎎/

㎖, 메탄올) 또는 DOX 용액(10㎎/㎖, DMSO) 10㎕과 엽산화 IPSAM(3/7)/GNP 현탁액(20mg/ml) 1㎖을 5㎖ 바이알

에 담은 후 실온에서 12시간 동안 암실에 두었다. DOX 용액과 엽산화 IPSAM(3/7)/GNP 현탁액의 혼합물을 투석막

(MWCO 3000)을 사용하여 30mM Trizma 완충액(pH 7.4)으로 24시간 동안 투석하면서 탑재되지 않은 여분의 DOX를

제거하였다. 상기 투석 후, DOX가 탑재된 엽산화 IPSAM(3/7)/GNP 현탁액을 동결 건조하였다. DOX의 정확한 탑재

량(%)을  확인하기  위해  상기  동결건조한  DOX  탑재  엽산화  IPSAM(3/7)/GNP  5㎎을  DMF  1㎖에  용해시키고

22,000rpm에서 30분 동안 초원심분리하여 상등액을 수득하였다. 상기 상층액에 대하여 형광분광광도계(Hitachi

F2500, Hitachi, Japan) 분석을 실시하여 DOX의 형광강도를 분석하였다. 상기 형광분광광도계분석의 여기 및 방

출 파장은 각각 485㎚ 및 550㎚이었다. DOX의 양은 보정 곡선을 통하여 결정되었다. 특정 DOX  탑재량(%)은

IPSAM에  로딩된  DOX의  질량  퍼센트로  정의하였다.  DOX  탑재  엽산화  IPSAM(3/7)/GNP는  엽산화

IPSAM(3/7)/DOX/GNP로 명명하였다.

1.12. 제타 전위 측정[0096]

IPSAM(3/7),  엽산화  IPSAM(3/7),  엽산화  IPSAM(3/7)/DOX,  엽산화  IPSAM(3/7)/GNP  및  엽산화[0097]

IPSAM(3/7)/DOX/GNP 나노 입자의 표면 전위를 분석하기 위하여 제타 전위(zeta potential)를 측정하였다. 상기

IPSAM(3/7),  엽산화  IPSAM(3/7),  엽산화  IPSAM(3/7)/DOX,  엽산화  IPSAM(3/7)/GNP  또는  엽산화

IPSAM(3/7)/DOX/GNP의 현탁액을 30mM Trizma 완충액(pH 7.0)으로 희석하여 광산란 강도가 50 내지 100Kcps가

되도록 하였다. 제타 전위는 동적 광산란 장비(ZetaPlus 90, Brookhaven Instrument Co., U.S.A.)를 사용하여

실온(20-23℃)에서 측정하였다.

1.13. 근적외선 유도 방출 분석[0099]

시험관(직경 1㎝ 및 길이 10㎝)에 GNP가 포함된 나일 레드 IPSAM(3/7)  또는 GNP가 포함되지 않은 나일 레드[0100]

IPSAM(3/7) 현탁액 10㎖을 넣었다. PEI와 PTA의 총농도는 20㎎/㎖가 되도록 하였으며 GNP의 농도는 0.5mM으로

하였다. 상기 시험관을 스티로폼으로 절연한 후 현탁액 표면으로부터 22㎝ 떨어진 광원을 이용하여 근적외선

(2W, 808㎚)을 조사하였으며 일정 시간 간격으로 현탁액의 온도를 측정하고 현탁액(0.6㎖)을 수득하였다. 상기

수득한 현탁액 시료는 22,000rpm에서 10분간 초원심분리한 후 상등액을 수득하여 나일 레드의 형광강도를 측정

하고, 나일 레드의 방출율(%)을 결정하였다. 대조군으로서 근적외선 조사를 수행하지 않은 GNP가 포함된 나일

레드 IPSAM(3/7) 또는 GNP가 포함되지 않은 나일 레드 IPSAM(3/7) 현탁액의 방출율(%)을 사용하였다.

1.14. 항암 효능 평가[0101]

엽산화 PSALM(3/7)/DOX 현탄액 또는 엽산화 PSALM(3/7)/DOX/GNP 현탁액을 10mM PBS(pH 7.4)로 희석하여 DOX 농[0102]

도가 10㎍/㎖이 되도록 하였다. 양성 대조군으로서 엽산화 IPSAM(3/7) 및 엽산산 IPSAM(3/7)/GNP 현탁액을 사용

하였으며  IPSAM의  농도는  엽산화  IPSAM(3/7)/DOX  및  엽산화  IPSAM(3/7)/DOX/GNP  현탁액과  동일하게

조절하였다. 다른 양성 대조군으로서 10㎍/㎖ 유리 DOX 용액(10mM PBS, pH7.4)을 사용하였으며 음성 대조군으로

서 10mM PBS(pH 7.4)를 사용하였다. 1x10
4
 cells/㎖ KB 세포(200㎕)을 96-well plate에 넣고 CO2 배양기에서 37

℃의 조건으로 24시간 동안 배양하였다. 배지를 제거한 후 FBS가 포함되지 않은 RPMI 1640 배양 배지(180㎕)와
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상기 시료(20㎕)를 각 well에 넣고 동일한 조건에서 12시간 동안 더 배양하였다. 상기 96-well plate로부터 30

㎝ 떨어진 거리에서 근적외선을 1시간 동안 조사하고 추가로 12시간 동안 더 배양하였다. 배양 후 배지는 제거

하고 10mM PBS(pH 7.4)로 세포를 세척한 후 5㎎/㎖ MTT 시약(20㎕)을 넣어 4시간 동안 배양하였다. 원심분리 후

각 well의 상층액을 제거하고 DMSO(200㎕)를 넣어 살아있는 세포에서 형성된 포르마잔(formazan)을 용해시켰다.

마이크로플레이트 판독기(N10588, Thermo Fisher Scientific, USA)에서 웰에 존재하는 포르마잔의 흡광도(540

㎚)를 분석하였다. 세포 생존율은 완충 용액으로 얻은 포르마잔 흡광도에 대한 시험 시료 또는 대조군으로 얻은

포르마잔 흡광도를 비교하여 백분율로 나타내었다.

1.15. DOX가 탑재된 엽산화 IPSAM과 암세포의 상호작용[0104]

3x10
4
 cells/㎖ KB 세포 현탁액(1㎖)을 12-well plate에 넣고 CO2 배양기에서 37℃의 조건으로 24시간 동안 배[0105]

양하였다. 배양 후 배지를 제거하고 10mM PBS(pH 7.4)로 세포를 세척한 후 미레 제조한 FBS-free RPMI 1640 배

양 배지(0.5㎖)와 시험시료(0.5㎖, free DOX 용액, 엽산 IPSAM(3/7)/DOX 및 엽산 IPSAM(3/7)/DOX/GNP)의 혼합

액을 각 웰에 넣어 준 후 CO2 배양기에서 37℃의 조건으로 4시간 동안 더 배양하였다. 배양 후 배지를 제거하고

10mM PBS(pH 7.4)로 세포를 세척한 후, 트립신/EDTA 용액을 넣어 세포를 분리시켰다. 상기 세포 현탁액을 튜브

에 넣고 원심분리하여 상층액을 제거하였다. 원심분리한 튜브에 침전된 세포는 10mM PBS(400㎕, pH 7.4, 4℃)을

넣어  현탁액으로  제조하고  유세포  분석기(fluorescence-activated  cell  sorting,  FACS,  Calibur,  Becton

Dickinson, USA; 강원대학교)를 사용하여 470㎚에서 여기 시키면서 에서 DOX의 형광 강도(560㎚)를 측정하였다.

공초점 레이저 주사 현미경(CLSM)을 이용하여 유리 DOX 또는 DOX 탑재 IPSAM과 KB 세포 사이의 상호작용을 분석

하였다. 상기와 동일한 조건에서 세포를 배양한 후 세포가 유리 DOX 또는 DOX 탑재 IPSAM과 상호작용하도록 배

양한 후 포름알데히드 용액(2.5%(v/v))을 사용하여 세포를 고정하였다. 고정된 세포는 10mM PBS(pH 7.4)로 세척

한 후 DAPI염색을 수행하고 공초점 레이저 주사현미경(LSM 880 with Airyscan, Carl Zeiss; 강원대학교 중앙연

구소)으로 형광 이미지를 촬영하였다.

2. 결과[0107]

2.1. 상한 임계 용액 온도 분석결과[0108]

도 1의 패널(A)는 본 발명의 PEI/PTA(5/5) 용액, PEI/PTA(4/6) 용액, PEI/PTA(3/7) 용액의 20 내지 50℃ 온도[0109]

범위에서의 광학밀도를 분석한 결과를 보여준다. 

PEI/PTA(5/5) 용액의 광학 밀도는 23℃ 부근에서 감소하기 시작하여 36℃에서 0에 도달하는 것으로 확인되었다.[0110]

PTA는  카르복실기를 포함하며 PEI는  아미노기를 포함하므로 PTA와  PEI는  이온결합이 가능하다. 상기 형성된

PEI/PTA  이온쌍(IP(5/5))은 PTA가 비극성(non-polar)  분자이고 PEI가 극성(polar) 분자이기 때문에 양친매성

(amphiphilic)인 동시에 표면 활성(surface-active)을 가질 가능성이 높다. 저온에서 광학 밀도가 높은 이유는

이온쌍이 양친매성 특성으로 인하여 자가 조립되기 때문으로 판단된다. 이온쌍이 수용액에 분산되면 PTA의 페닐

그룹은 소수성 상호 작용을 통해 서로 결합하므로 코어가 형성되고 PEI 사슬은 상기 코어를 둘러싸는 쉘을 형성

하는 방법으로 미셀 입자를 형성하게 된다. 

가시광선은 상기 형성된 IPSAM(IPSAM(5/5))에 의해 산란되므로 높은 광학 밀도를 생성할 수 있다. 이온쌍 용액[0111]

의 온도가 상승하게 되면 PTA의 용해도가 증가하고 PTA 분자의 페닐기 간의 소수성 인력이 약해져 IPSAM은 분해

되기 쉬워진다. 상기와 같은 IPSAM의 온도 유도 분해는 온도가 증가함에 따라 광학 밀도가 감소하는 주요 원인

인 것으로 판단된다.

광학 밀도는 온도가 증가함에 따라 현저하게 감소하며 특히 23℃ 부근에서 급격히 감소하기 시작한다. 따라서[0112]

PEI/PTA(5/5)용액의 이온쌍(IP(5/5))은 상한 임계 용액 온도(upper critical slution temperature, UCST) 거동

을 보이는 것으로 판단되며 PEI/PTA(5/5)용액의 UCST는 약 23℃인 것으로 판단된다. PEI/PTA(4/6) 용액의 광학

밀도는  25℃에서  31℃로  증가하는  동안  약간  감소하였으며  31℃  이후에  급격히  감소하였다.  따라서

PEI/PTA(4/6) 용액(IP(4/6))의 이온쌍은 31℃ 부근에서 UCST를 나타내는 것으로 판단된다. PEI/PTA(3/7) 용액

의 광학 밀도 프로파일은 상기와 유사하게 27 내지 37℃ 범위에서 약간 감소한 후 급격히 감소하는 것으로 확인

되었다. 따라서 PEI/PTA(3/7) 용액(IP(3/7))의 이온쌍은 약 37℃에서 UCST를 나타내는 것으로 분석되었다. 

UCST는 PTA의 함량에 비례하는 것으로 확인되었다. PTA 함량이 증가할수록 PTA 분자의 페닐 그룹 사이의 소수성[0113]

인력이 더 광범위하게 작용하므로 IPSAM을 분해하는 데 더 많은 열에너지가 필요하게 된다. IP(3/7)의 UCST는

체온인 37℃와 유사하므로 IP(3/7)와 IPSAM(3/7)을 선택하여 추가적인 실험을 진행하였다.
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도 1의 패널(B)는 본 발명의 PEI/PTA(3/7) 용액(0mM, 0.5mM, 1mM, 5mM, 20mM 및 100mM H2O2)을 20 내지 50℃의[0114]

온도 범위에서 가열한 결과를 보여준다. 먼저 PEI/PTA 용액(0mM H2O2)은 온도가 25 내지 37℃로 증가하게 되면

광학 밀도가 점차적으로 감소하게 되고 37℃ 이후 급격히 감소하는 것으로 확인되었다. 따라서 H2O2 처리를 하지

않은 IP(3/7)의 UCST는 37℃ 부근인 것으로 판단된다. PEI/PTA(3/7) 용액(0.5mM H2O2)의 광학 밀도에 관한 온도

의존적 프로파일은 PEI/PTA(3/7)  용액(0mM H2O2)과 유사한 것으로 확인되었다. 그러나 PEI/PTA(3/7) 용액(0mM

H2O2)의 광학 밀도가 급격히 감소하기 시작한 온도는 PEI/PTA(3/7) 용액(0.5mM H2O2)의 광학 밀도가 감소한 온도

보다 약 4℃ 낮았다.

PTA의 황화물은 H2O2에 의해 산화되어 설폭사이드(sulfoxide)와 설폰(sulfone)이 될 수 있다. PTA가 산화되면[0115]

극성과 물에 대한 용해도가 증가하여 더 낮은 온도에서도 쉽게 용해될 수 있다. 이러한 이유로 1mM H2O2 용액으

로 처리한 IP(3/7)의 UCST는 H2O2를 처리하지 않은 IP(3/7)보다 더 낮을 것으로 판단되었다. 다른 1, 5 및 20mM

H2O2 농도에서 처리된 PEI/PTA(3/7) 용액은 상기와 유사하게 온도가 증가함에 따라 광학 밀도가 변화하는 것으로

확인되었다. 본 발명의 분석결과 PEI/PTA(3/7) 용액(1mM H2O2), PEI/PTA(3/7) 용액(5mM H2O2), 및 PEI/PTA(3/7)

용액(20mM H2O2)에 함유된 IP(3/7)의 UCST는 약 31℃, 27℃, 23℃로 상기 예측과 일치하는 결과를 확인하였다.

이에 반하여, PEI/PTA(3/7) 용액(100mM H2O2)은 전체 온도 범위에서 광학 밀도가 거의 0에 가까웠다. 상기 결과

는 100mM H2O2로 처리된 IP(3/7)의 UCST가 20℃보다 훨씬 낮기 때문으로 판단된다. 

정리하면 IP(3/7)의 UCST는 H2O2 농도가 증가함에 따라 감소한다.[0116]

2.2. 계면장력 분석결과[0118]

도 2의 패널 (A)는 PEI 용액(0, 0.5, 1, 5, 20 또는 100mM H2O2), PTA 용액(0, 0.5, 1, 5, 20 또는 100mM H2O2)[0119]

및 PEI/PTA(3/7) 용액(0, 0.5, 1, 5, 20 또는 100mM H2O2)의 계면 장력을 분석한 결과를 보여준다. 

PEI 용액의 경우 계면 장력은 거의 변화가 없었으나 농도는 4㎎/㎖로 증가한 것이 확인되었다. PEI는 수용성 고[0120]

분자로서 양친매성이 적어 계면활성을 거의 나타내지 않는다. PTA 용액의 계면 장력은 73에서 68 dyne/cm로 약

간 감소한 반면 농도는 4㎎/㎖로 증가한 것이 확인되었다. PTA는 소수성 페닐기와 친수성 카르복실기를 가지고

있어 어느 정도의 계면활성을 가질 수 있다. H2O2 처리하지 않은 PEI/PTA 혼합용액의 계면 장력은 포화상태에서

46 dyne/cm로 감소한 반면, PEI와 PTA의 농도는 4㎎/㎖로 증가하였다. 포화 방식으로 계면 장력이 감소하는 것

은 계면활성제의 전형적인 패턴이다. 

PTA는 카르복실기를 포함하고 있으며 PEI는 아미노기를 포함하고 있으므로 PTA와 PEI는 이온결합이 가능하다.[0121]

상기 생성된 PEI/PTA 이온쌍(IP(3/7))은 PTA가 비극성 분자이고 PEI가 극성 분자이기 때문에 양친매성 및 표면

활성을 가질 가능성이 높다. 상기 결과는 PTA/PEI 혼합 용액의 계면 장력이 농도가 증가함에 따라 효과적으로

감소하는 이유를 설명해 준다. H2O2 처리된 PEI/PTA 용액 예를 들어, PEI/PTA(3/7) 용액(0.5, 1, 5, 20, 또는

100mM H2O2))의 계면 장력은 상기와 유사한 방식으로 감소하였으나 PEI와 PTA의 농도는 4㎎/㎖으로 증가하는 것

이 확인되었다. 그러나 계면 장력의 감소 정도는 H2O2 처리를 하지 않은 PEI/PTA 혼합용액보다 낮은 것으로 확인

되었으며 H2O2의 농도에 반비례하는 것으로 확인되었다. 예를 들어, H2O2의 농도가 0mM, 0.5mM, 1mM, 5mM, 20mM

및 100mM인 경우 4㎎/㎖에서의 계면 장력은 각각 46dyne/㎝, 49.5dyne/㎝, 51.5dyne/㎝, 54.2dyne/㎝, 56dyne/

㎝ 및 64dyne/㎝인 것으로 확인되었는데 이는 IP(3/7)의 계면활성이 H2O2의 농도가 증가함에 따라 감소한다는 것

을 의미한다.

정리하면 H2O2의 농도가 높으면 PTA가 더 쉽게 산화될 수 있으므로 상기 IP(3/7)는 양친매성 및 계면 활성이 보[0122]

다 낮아지게 되는 것이다.

2.3. 임계 미셀 농도 분석[0124]

도 2의 패널(B)는 본 발명의 PEI와 PTA의 농도 변화에 따른 PEI/PTA(3/7) 용액(0, 0.5, 1, 20mM H2O2)에 함유된[0125]

나일 레드(nile red)의 형광 강도 변화를 보여준다.
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상기 형광 강도는 상대적으로 낮은 농도 범위에서는 보다 약한 것으로 확인되었으며 농도가 어느 정도 증가하더[0126]

라도 형광 강도는 더 이상 증가하지 않고 거의 일정한 것으로 확인되었다. 상기 결과는 나일 레드가 저농도 범

위의 극성 수용액에만 존재하고 비극성 환경에서는 존재하지 않는 다는 것을 의미한다. 

나일 레드는 극성(polar) 환경에서 형광을 나타내지 않는 것으로 알려져 있다. PEI+PTA의 농도가 증가하여 특정[0127]

값에 도달하게 되면 형광 강도가 증가하기 시작하는데 이는 해당 농도에서 비극성 환경이 형성된다는 것을 의미

한다. IP(3/7)는 양친매성을 가지므로 특정 농도(임계 미셀 농도, critical micelle concentration, CMC)에서

미셀을 형성할 수 있으며 상기 형성된 미셀에서 PTA의 페닐기는 미셀 코어를 형성하게 되고 상기 코어는 비극성

환경을 제공할 수 있게 된다. 나일 레드는 미셀의 비극성 코어에 용해되어 들어가기 쉬우므로 강한 형광강도를

나타낸다. 따라서 형광이 증가하기 시작한 농도를 시료의 임계 미셀 농도(CMC)로 판단할 수 있다. 상기 CMC는

형광 상수 범위의 데이터 포인트를 연결하는 직선과 형광 증가 범위의 데이터 포인트를 연결하는 직선의 교차점

에  있는  농도에  해당한다.  두  직선의  교점을  이용하여  얻은  CMC는  PEI/PTA(3/7)  용액의  H2O2  농도가  0mM,

0.5mM, 1mM일 때 각각 약 4.70㎎/㎖, 6.59㎎/㎖, 9.40㎎/㎖인 것으로 확인된다. H2O2 농도가 20mM인 경우 형광

이 증가하는 범위에 해당하는 데이터 포인트가 1 내지 2개 밖에 없었기 때문에 직선을 그려 분석하는데 어려움

이 있었으나 나일 레드의 형광값이 로그(log)값 1과 1.2 사이에서 증가하기 시작하면서 CMC가 10㎎/㎖에 해당한

다는 것을 산출할 수 있었다.

정리하면 PEI/PTA(3/7) 용액에 포함된 H2O2 농도가 증가하게 되면 CMC는 증가하게 되며 H2O2 농도가 증가함에 따[0128]

라 PTA의 산화도가 증가하여 비극성이 감소하는 것으로 확인되었다. 따라서 산화 후 미셀이 형성되려면 더 많은

IP(3/7)가 필요할 것으로 판단된다.

2.4. FT-IR 분광기를 통한 PEI/PTA 이온 쌍 및 산화 분석[0130]

도 3의 패널(A)는 본 발명의 PEI, PTA, 건조 PEI/PTA(3/7)의 FT-IR 스펙트럼 결과를 보여준다. PEI의 아미노기[0131]

는 3300㎝
-1
 부근에서 강하고 넓은 피크로 확인되었으며 PTA 카르복실기의 카르보닐기는 1700㎝

-1
 부근에서 강하

고 날카로운 피크로 확인되었다. PEI/PTA(3/7)의 스펙트럼에서는 아미노기의 신호가 거의 사라졌으며 카르복실

기의 카르보닐기 신호 또한 그 강도가 현저히 낮아진 것이 확인되었으며 카르복실산염(COO
-
)의 신호가 1573 내

지 1406㎝
-1
부근에서 나타난 것으로 확인되었다. 상기 결과는 PEI의 아미노기와 PTA의 카르복실기가 이온화 되었

다는 것을 의미하며 PEI가 PTA와 상호 작용하여 이온쌍을 형성할 수 있다는 것을 의미한다. 

도 3의 패널(B)는 PEI/PTA(3/7)(5mM H2O2)와 PEI/PTA(3/7)(5mM H2O2)의 FT-IR 스펙트럼을 보여준다. H2O2 처리로[0132]

인해 형성된 설폭사이드(sulfoxide)는 1034㎝
-1
에서 확인되며, 설폰(sulfone)은 1271㎝

-1
에서 발견되는데 이는

PTA가 H2O2에 의해 쉽게 산화된다는 것을 의미한다.

2.5. 수소핵자기공명분광법을 통한 PEI/PTA 이온쌍 분석[0134]

도 4의 패널(A)는 본 발명의 PEI/PTA(a/b) 용액의 수소핵자기공명 스펙트럼을 보여준다. PTA의 방향족 양성자[0135]

(proton)는 7.42ppm에서 7.27ppm으로 상향 이동하였고 메틸렌 양성자(methylene proton)는 3.75pp에서 3.65ppm

으로 상향 이동하는 것이 확인된다. PTA 함량이 증가함에 따라 피크의 상향 이동 및 폭 변화가 더 분명해졌는데

이는 PTA의 페닐기 사이에 강한 소수성 상호작용이 일어났다는 것을 의미한다. 또한 PEI의 양성자가 2.65ppm에

서 3.08ppm으로 하향 이동한 것이 관찰되었는데 이는 PEI와 PTA의 이온 상호 작용과 PTA 분자 간의 소수성 상호

작용 때문인 것으로 판단된다.

2.6. 온도 및 산화 반응 방출 분석[0137]

도 5의 패널(A)는 25.5℃ 조건에서 본 발명의 IPSAM(3/7)에 탑재된 나일 레드가 방출된 프로파일을 보여준다. [0138]

H2O2 농도가 0mM인 IPSAM(3/7)의 경우 나일 레드의 방출율은 거의 0%이었다. PEI/PTA(3/7) 용액에서 IP(3/7)의[0139]

UCST는 H2O2 농도가 0mM인 경우 약 37℃인 것으로 확인되었다(도 1의 패널(B) 참조). 따라서 사기 실험 조건은

UCST보다 훨씬 낮은 온도인 25.5℃이므로 IPSAM(3/7)은 무결성이 유지되어 나일 레드가 전혀 방출되지 않는 것

으로 판단된다. 또한 상기 IPSAM(3/7)은 온도 25.5℃의 경우 모든 H2O2 농도 조건에서 탑재물의 방출이 거의 없

는 것으로 확인되었다. 

등록특허 10-2671525

- 17 -



도 5의 패널(B)는 37℃ 조건에서 본 발명의 IPSAM(3/7)에 탑재된 나일 레드가 방출되는 프로파일을 보여준다.[0140]

H2O2 농도가 0mM인 경우 처음 2시간 동안 약 9.6%가 방출되었으며 그 이후에는 나일 레드의 방출이 거의 일정하

게 유지되는 것이 확인되었다. PEI/PTA(3/7) 용액(0mM H2O2)에서 IP(3/7)의 UCST는 약 37℃였다(도 1의 패널(B)

참조). 따라서 H2O2 농도가 0mM인 조건이라 하여도 37℃에서는 IPSAM(3/7)이 어느 정도 분해되어 상당한 방출이

발생하게 되는데 이는 실험 온도가 UCST(약 37℃)와 거의 동일하기 때문으로 판단된다.

H2O2 농도가 0.5mM인 IPSAM(3/7)의 경우 방출정도는 H2O2 농도 0mM에서와 같이 시간 경과에 따라 포화 방식으로[0141]

증가하는  것이  확인되었다.  그러나  최대  방출율은  약  30.4%로  0mM에서  관찰된  것보다  약  20%  더  높았다.

IP(3/7)의 UCST는 0.5mM에서 약 33℃로 나타났으며, 방출배지(37℃)의 온도는 UCST보다 높았다(도 1의 패널(B)

참조). 실제로, H2O2 농도가 0.5mM인 경우 37℃의 광학 밀도는 약 45% 감소하여 IPSAM(3/7)이 상당히 분해된 것

으로 확인되었다(도 1의 패널(B) 참조). 

광학 밀도는 IPSAM(3/7)의 양에 비례해야 하며 방출율은 광학 밀도의 감소 정도와 밀접한 관련이 있다. 상기 방[0142]

출률은 H2O2 농도와 비례하여 증가하는 것으로 판단된다.

예를 들어, H2O2  농도가 1mM 및 5mM인 경우 최대 방출율은 각각 54.4% 및 69.9%인 것으로 확인되었다. UCST는[0143]

H2O2 농도가 증가함에 따라 감소하므로 IPSAM(3/7)은 H2O2 농도에 비례하여 산화 유도 분해가 증가할 것으로 판단

된다. 실제로 H2O2 농도가 1 및 5mM인 경우 37℃에서 광학 밀도는 각각 약 72% 및 89% 감소했다.

도 5의 패널(A)는 43℃ 조건에서 본 발명의 IPSAM(3/7)에 탑재된 나일 레드가 방출되는 프로파일을 보여준다. [0144]

43℃에서 관찰된 나일 레드의 방출율은 37℃에서 관찰된 것과 유사하게 시간이 경과함에 따라 포화 방식으로 증[0145]

가하였으며 H2O2 농도에 비례하여 증가하였다. 예를 들어, H2O2 농도가 0mM, 0.5mM, 1mM 및 5mM인 경우 방출율은

각각 약 50.4%, 72%, 88% 및 92%였다. 상기에서 설명한 바와 같이 IPSAM은 H2O2 농도가 증가함에 따라 UCST가

감소하기 때문에 더 높은 H2O2 농도에서 더 쉽게 산화-유도 분해를 받게 될 것으로 판단된다(도 1의 패널(B) 참

조). 모든 H2O2 농도에서 탑재물의 방출은 43℃>37℃>25.5℃의 순서로 광범위한 것으로 확인되었다.

IPSAM(3/7)은 IP(3/7)의 UCST 거동으로 인하여 온도가 높을수록 더 쉽게 분해될 가능성이 있다. 실제로 상기 광[0146]

학 밀도는 H2O2 농도가 0mM, 0.5mM, 1mM, 및 5mM일 때 각각 약 62%, 89%, 96%, 및 99%만큼 감소하였는데 이는

IPSAM(3/7)이 43℃ 보다 더 낮은 온도에서 쉽게 용해된다는 것을 의미한다.

상기 결과는 온도 상승으로 인해 탑재물의 방출이 촉진된 이유를 설명해 준다. 체온조건인 경우 상기 방출은[0147]

H2O2 농도에 반응하여 수행된다. 그러나 IPSAM(3/7)에 탑재된 탑재물의 H2O2 농도에 대한 방출 민감성은 생체 내

에서 작동할 만큼 높지 않은 것으로 판단되는데 그 이유는 생체내에서 산화를 유도할 수 있는 산화제의양이 방

출을 유도하는 최소 H2O2 농도인 약 0.5mM 수분보다 훨씬 낮기 때문이다.

본 발명의 결과에 따르면 상기 탑재물의 방출은 산화 반응을 이용하기 보다는 온도 반응을 이용하는 것이 보다[0148]

나은 것으로 판단되는데 그 이유는 근적외선과 같은 외부 자극을 통해 IPSAM(3/7) 주변의 온도를 쉽게 증가시킬

수 있디 때문이다.

본 발명에서는 상기 IPSAM(3/7)에 금나노입자를 도입하였다. 또한 PEI를 엽산화하여 IPSAM이 수용체 매개 엔도[0149]

사이토시스를 통해 암 세포에 침투 할 수 있도록 하였다.

2.7. 엽산화 PEI의 수소핵자기공명 분석[0151]

엽산화 PEI의 수소핵자기공명 스펙트럼을 분석하였다. 분석결과 PEI의 에틸렌기는 2.40 내지 2.85ppm사이에서[0152]

확인되며, 엽산의 신호와 관련하여 아미드 결합 부근의 메틸렌 양성자는 2.05 및 2.15ppm에서 발견되며, 2차 아

미노기에 인접한 메틸렌 양성자는4.3ppm에서 확인되며, 카르복실기 부근의 메틴 양성자는 4.6ppm에서 확인되며,

페닐 양성자는 6.83 및 7.73 ppm에서 확인되며, 아미드 양성자는 8.5ppm에서 확인되며 1차 아미노기의 양성자는

8.6ppm에서 확인되었다.

PEI의 에틸렌 양성자 및 엽산의 메틴 양성자 피크의 적분값을 이용하여 PEI의 에틸렌 이민 단위에 대한 엽산의[0153]

몰비를 계산한 결과 1:0.022인 것으로 확인되었다. PEI에 도입된 엽산에 대한 PEI의 몰비는 약 1:0.92인 것으로
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확인되었는데 이는 PEI의 평균 분자량이 1,800이기 때문으로 판단된다.

2.8. 투과 전자 현미경 분석결과[0155]

도 6은 본 발명의 IPSAM(3/7), 엽산화 IPSAM(3/7) 및 엽산화 IPSAM(3/7)/GNP의 투과전자현미경 결과를 보여준[0156]

다. 

IPSAM(3/7)은 거의 원형에 가까운 형태인 것으로 확인되었으며 직경은 30 내지 40㎚인 것으로 확인되었다. 본[0157]

발명의 IP(3/7)는 양친매성 및 표면 활성을 가지며 엔트로피 구동 프로세스에 의해 수용액에서 구형 미셀로 자

가 조립된다. 엽산화 IPSAM(3/7)은 IPSAM(3/7)와 모양과 크기가 유사한 것으로 확인되었으며 PEI의 2%만이 엽산

화되어 물성 변화가 거의 없는 것으로 확인되었다.

금나노입자(GNP)는 작고 검은 점으로 확인된다(도 6의 패널(C) 및 (D) 참조). 금 이온은 환원제에 의해 GNP로[0158]

환원될 수 있다. 본 발명의 PEI 아미노기의 질소 원자의 경우 고립 전자쌍을 가지므로 PEI에 대한 환원제로 작

용할 수 있디 따라서 실험을 위한  추가적인 환원제를 첨가할 필요가 없었다. GNP는 직경이 9㎚ 미만이었으며

대부분 IPSAM에 결합되어 있는 것으로 확인되었다. 고해상도 투과전자현미경 분석결과 격자 간격은 0.24㎚인 것

으로 확인되었으며 입자의 SAED 패턴에서 감지된 날카로운 회절 반점이 확인된 것으로 보아 GNP의 순수한 결정

질 특성을 보이는 것으로 판단되었다.

GNP는 고립전자쌍을 갖는 화합물과 배위결합을 가질 수 있는 것으로 알려져 있다. 따라서 상기 GNP는 PEI의 질[0159]

소 원자 고립 전자쌍으로 인해 PEI와의 배위 결합을 하는 방법으로 IPSAM에 결합되는 것으로 판단된다.

2.9. 엽산화 IPSAM/GNP의 탑재[0161]

DMF에 용해된 DOX의 보정은 하기의 방정식과 같다: Y=1050.5X+20.4(R
2
=0.9998).[0162]

상기 X는 DOX 농도(㎍/㎖)를 의미하고 상기 Y는 형광 강도를 의미한다. IPSAM(3/7)에 탑재된 DOX의 양은 IPSAM[0163]

현탁액에 첨가된 DOX의 약 91%였으며 특정 탑재는 0.455%인 것으로 산출되었다. IPSAM는 PEI와 PTA가 PEI(1.97

㎎PEI/㎖):PTA(18.03㎎PTA/㎖)=1:9.16의 질량비로 포함되어 있으므로 일종의 소수성 코어-풍부 마이셀로 구분할

수 있다. 본 발명에서는 DOX:PTA=1:91.6의 질량비가 되도록 IPSAM 현탁액에 DOX를 첨가하여 탑재시켰으며 상기

DOX는 주로 PTA로 구성된 코어에 쉽게 탑재되는 것으로 판단된다.

2.10. 제타 전위 측정[0165]

IPSAM(3/7),  엽산화  IPSAM(3/7),  엽산화  IPSAM(3/7)/DOX,  엽산화  IPSAM(3/7)/GNP  및  엽산화[0166]

IPSAM(3/7)/DOX/GNP의 제타 전위는 각각 +49.3mV, +49.7mV, +46.5mV, +21.2mV, 및 +24.3mV인 것으로 확인되었

다. IPSAM에 포함된 PEI 사슬은 양전하를 띠며 극성을 가져 수성 벌크상으로 향할 가능성이 있다. 양이온성 고

분자  사슬은  표면  전위에  많은  영향을  미치며  결과적으로  강한  양의  제타  전위를  보이게  된다.  엽산화

IPSAM(3/7)의 제타 전위는 IPSAM(3/7)의 제타 전위와 매우 유사한 것으로 호가인되었다. 핵자기공명분석법에 따

르면 PEI 1분자(molecule)에는 엽산 1분자(molecule)가 부착된 것으로 확인되었다. 엽산화 PEI를 IPSAM에 도입

한 결과 PEI+엽산 PEI의 총함량이 IPSAM 질량의 2%(w/w) 수준에 불과한 것으로 확인되었다. 추가적으로 엽산화

PEI의 엽산 잔기는 아미노기를 포함하는 것으로 확인되었는데 이는 엽산 PEI가 IPSAM의 제타 전위에 거의 영향

을 미치지 않는다는 것을 의미한다. 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX의 제타 전위는 엽산화 IPSAM(3/7)보다 약간 낮은 것

으로 확인되었다.

DOX는  양이온성  항암제이며 IPSAM에는  적은  양이 탑재된다.  상세하게는 IPSAM에  특정  탑재된 DOX의  함량은[0167]

0.455%에 불과하다. 따라서 상기 탑재된 DOX는 양으로 하전된 IPSAM의 제타 전위에 큰 영향을 미치지 않을 것으

로 판단된다.

엽산화 IPSAM(3/7)/GNP의 제타 전위는 엽산화 IPSAM(3/7)보다 훨씬 낮은 것으로 확인되었다. GNP는 음전하를 띤[0168]

나노입자로서 IPSAM의 양전화를 중화하므로 제타 전위를 감소시키게 된다. 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX/GNP의 제타

전위는 엽산화 IPSAM(3/7)/GNP보다 약간 높았는데, 이는 아마도 양전하를 가지는 DOX가 탑재되었기 때문으로 판

단된다.

2.11. 근적외선 유도 방출 분석[0170]

도  7의  패널(A)는  본  발명의  IPSAM(3/7)에  대한  근적외선  조사에  따른  현탁액의  온도  변화  프로파일을[0171]

보여준다.
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GNP가 포함되지 않은 IPSAM(IPSAM(3/7))에 근적외선을 조사한 경우 현탁액의 온도가 13분 만에 25℃에서 약 34[0172]

℃로 증가했으며 그 이후에는 유의한 증가가 없었다. 빛 에너지는 분산되어 서스펜션 온도를 높이는 것으로 판

단된다. IPSAM(3/7)/GNP에 근적외선을 조사한 경우 현탁액의 온도는 33분 만에 48℃까지 상승하였으며 그 이후

에는 유의한 증가가 없었다. 상기 GNP는 근적외선이 조사되면 표면 플라즈몬 공명을 일으켜 열을 발생시킨다.

이에 반하여 근적외선이 조사되지 않은 경우 GNP의 포함과 상관없이 현탄액의 온도가 변하지 않았다.

도  7의  패널(B)는  본  발명의  근적외선  조사로  인한  IPSAM(3/7)에  탑재된  나일  레드의  방출  프로파일을[0173]

보여준다.

근적외선 조사 없는 경우 GNP의 포함여부와 상관없이 1시간동안 IPSAM의 나일레드 방출이 확인되지 않았다. 이[0174]

에 반하여 근적외선이 조사되는 경우 GNP가 포함되지 않은 IPSAM은 처음 10분 동안 유의미한 나일 레드 방출을

보이지 않았으나 40분 및 60분 후 각각 5%, 및 7.5%의 나일 레드 방출율을 보였다. 근적외선 조사하에서 GNP가

없는 IPSAM 현탁액에 근적외선을 조사하게 되면 현탁액의 온도는 최초 10분 동안은 33℃로 증가한다. 그러나 상

기 10분의 시간만으로는 충분한 방출이 일어나지 않았다. 15분간 근적외선을 조사하게 되면 온도가 최대 34℃에

도달하였으며 그 이후에는 변화하지 않았다(도 7의 패널(A) 참조). 25 내지 35℃ 범위에서 PSAM 현탁액의 광학

밀도는 온도 증가에 따라 약간의 감소만을 보였다(도 1의 패널(A) 참조). 상기 IPSAM의 부분적 분해는 10분 근

적외선 조사 후 발생한 탑재물의 방출을 설명해 준다. 

IPSAM(3/7)/GNP는 근적외선이 조사되면 탑재물의 방출율(%)이 급격히 향상된다. 상세하게는 근적외선 조사 후[0175]

최초 5분 동안 IPSAM(3/7)/GNP의 방출율은 약 0.5% 증가하였으며 그 이후 상당히 증가하여 60분에는 방출율이

약 32%까지 급격히 증가하는 것으로 확인되었다. IPSAM(3/7)/GNP 현탄액의 온도는 근적외선 조사 5분만에 약 37

℃로 높아졌으며, 10분후에는 약 43℃로 높아졌으며 그 후 더 높아져 최대온도인 48℃에 도달하였다(도 7의 패

널(A) 참조).

IPSAM(3/7)/GNP 현탄액 온도는 근적외선 조사 5분 만에 IP(3/7)의 UCST인 37℃에 도달하였으나 탑재물을 방출은[0176]

시간이 더 오래 걸렸다(도 7의 패널(A) 및 도 5 참조). 상기 결과는 IPSAM(3/7)의 방출율이 최초 5분 동안 매우

낮았던 이유를 설명하여 준다(도 7의 패널(B) 참조). 정리하면 IPSAM(3/7)의 탑재물 방출율은 온도에 비례하므

로 근적외선을 조사하여 온도가 증가하게 되면 방출율의 향상이 가속화된다.

2.12. In-vitro 항암 효능 분석[0178]

도 8은 본 발명의 엽산화 IPSAM(3/7), 유리 DOX(free DOX), 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX, 엽산화 IPSAM(3/7)/GNP 및[0179]

엽산화 IPSAM(3/7)/DOX/GNP의 근적외선 조사에 따른 in vitro KB 세포 활성 변화를 보여준다.

엽산화 IPSAM(3/7)은 근적외선 조사에 관계없이 암세포(KB 세포)의 생존율에 유의한 영향을 미치지 않는 것으로[0180]

확인되었다. 상기 결과는 엽산화 IPSAM 또는 근적외선 조사가 암세포의 활성에 아무런 영향을 주지 않은 것을

의미한다. 항암제로 잘 알려진 유리 DOX(free DOX)는 암세포 성장 억제에 상당한 효능을 보였으나, 근적외선 조

사에 따른 항암 효과의 차이는 보이지 않았다. 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX는 유리 DOX보다 더 높은 암세포 성장 억

제 효능을 보였다. 엽산 수용체는 암세포(KB 세포)에서 과발현되는 것으로 알려져 있다. 따라서 엽산이 도입된

IPSAM은  수용체  매개  엔도사이토시스를  통해  암세포로  쉽게  침투될  수  있다.  상기  결과는  엽산화

IPSAM(3/7)/DOX는  유리  DOX보다  더  높은  암세포  성장  억제  효능을  보이는  이유를  설명해  준다.  엽산화

IPSAM(3/7)과 유리 DOX의 항암 효과와 마찬가지로 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX 또한 근적외선 조사에 의해 암세포 성

장 억제효과가 거의 영향 받지 않았다. 

한편, 엽산화 IPSAM(3/7)/GNP는 근적외선 조사가 없는 경우 세포 생존율에 거의 영향을 미치지 않았지만, 근적[0181]

외선 조사에서는 세포 성장을 유의하게 억제하였다. GNP는 근적외선을 흡수하고 표면 플라즈몬 공명을 통해 열

로 발산 할 수 있다. 상기 GNP에 의해 생성된 열은 세포 성장을 억제할 수 있다. 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX와 마찬

가지로 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX/GNP는 DOX의 항암 특성으로 인해 암세포 성장을 억제하는 데 상당한 효능을 나타

내는 것으로 확인되었다. 근적외선을 조사하며 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX/GNP을 처리한 경우 암세포의 활성이 현저

하게 감소한 것으로 확인된다. 정리하면 본 발명의 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX/GNP은 근적외선이 조사된 조건에서

광열효과(photothermal effect)에 의해 세포 성장을 억제하는 효과가 있을 뿐 아니라 상기 열로 인해 IPSAM가

분해되고 이로 인해 탑재물인 DOX이 방출되어 암세포의 활성을 저하시키는 것이다.

2.13. DOX가 탑재된 엽산화 IPSAM과 암세포의 상호작용[0183]

도 9는 본 발명의 유리 DOX, 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX 및 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX/GNP로 처리한 KB 세포에 대한[0184]
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유세포 분석 결과를 보여준다.

유리 DOX를 처리한 KB 세포는 상대적으로 낮은 형광 강도(GMFI=364.3)를 보이는 것으로 확인되었으며 상기 형광[0185]

은 DOX에 의한 것이므로 항암제(DOX)가 세포내로 전달된 것으로 판단된다. 

상기 유리 DOX의 전달은 단순 확산에 의한 것으로 판단된다. 이에 반하여 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX로 처리된 암세[0186]

포의 경우 유리 DOX(GMFI=364.3)로 처리된 암세포보다 훨씬 강한 형광 강도(GMFI=1701.3)를 보였다. 엽산 수용

체는 KB 세포에서 과발현되는 것으로 알려져 있다. 따라서 엽산 수용체를 매개로 한 엔도사이토시스에 의해 엽

산화  IPSAM(3/7)/DOX가  KB  세포  내로  내부화되어  강한  형광  강도를  발생시키는  것으로  판단된다.  엽산화

IPSAM(3/7)/DOX/GNP로 처리된 KB 세포 또한 리간드-수용체 상호작용 및 수용체 매개 엔도사이토시스로 인해 강

한 형광 강도를 나타내는 것으로 확인되었다.

엽산화 IPSAM(3/7)/DOX/GNP로  처리한 KB  세포의 GMFI는  1403.9로  엽산화 IPSAM(3/7)/DOX를  처리한 KB  세포[0187]

(GMFI=1701.3)보다 다소 낮았는데 이는 DOX 형광의 일부가 GNP에 의해 흡수되었기 때문으로 판단된다.

수용체 매개 엔도사이토시스에 더하여, IPSAM과 암세포 사이의 정전기적 상호작용은 세포 내로 나노입자의 내재[0188]

화를 촉진할 것으로 판단된다. 상세하게는 IPSAM의 양의 제타 전위(엽산화 IPSAM(3/7)/DOX/GNP=+24.3mV, 엽산화

IPSAM(3/7)/DOX=+46.5mV)는 정전기적 상호작용을 통해 IPSAM의 접착 및 세포 내로의 진입을 촉진할 수 있는 것

으로 판단된다.

유세포 분석 결과에 따르면 엽산 나노입자에 의해 암세포로 전달되는 DOX의 양은 유리 DOX보다 훨씬 많은 것으[0189]

로 확인되었다. 상기 결과는 엽산화 IPSAM에 로딩된 DOX가 유리 DOX보다 더 높은 항암 효능을 나타내는 이유를

설명해준다(도 8 참조).

도 10은 본 발명의 유리 DOX, 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX, 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX/GNP를 처리한 KB 세포의 공초점[0190]

레이저 주사 현미경(CLSM) 이미지를 보여준다.

DAPI로 염색된 핵은 10mM PBS(pH 7.4)를 처리한 KB 세포의 영상에서 파란색으로 확인된다. DOX 형광은 적색으로[0191]

표시되는데 DOX 형광은 핵 주변뿐만 아니라 핵내에서도 발견되었다. 상기 결과는 DOX가 세포에 의해 흡수된 후

핵으로 전달되어 DNA 가닥의 이중 나선에 삽입되었다는 것을 의미하며 이로 인해 단백질의 생합성이 억제되어

암세포의 사멸이 유도되었다는 것을 의미한다.

엽산화 IPSAM(3/7)/DOX로 처리한 암세포의 DOX 형광 강도는 유리 DOX로 처리한 암세포보다 훨씬 강한 것으로 확[0192]

인되었다. 본 발명의 엽산화는 엔도사이토시스를 통한 DOX 형광의 강도 향상에 중요한 역할을 하는 것으로 판단

된다. 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX/GNP로 처리한 암세포는 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX로 처리한 암세포와 유사한 수준의

강한 DOX 형광을 나타냈다. IPSAM에 엽산과 같은 리간드를 도입하게 되면 수용체 매개 엔도사이토시스를 유도하

여 상기 IPSAM을 쉽게 암세포 내부로 침투시킬 수 있게 된다. 추가적으로 수용체 매개 엔도사이토시스와 함께

IPSAM과 암세포 사이의 정전기적 상호작용 또한 IPSAM의 엔도사이토시스를 촉진한 것으로 판단된다.

본 발명의 FACS 분석결과 및 CLSM 분석결과는 본 발명의 in vitro 항암 효능 분석결과 (도 8 참조)의 결과와 잘[0193]

일치하였는데 이는 DOX의 세포 흡수가 많을수록 항암 효과가 높다는 것을 의미한다(도 8, 9, 및 10 참조). 

IPSAM(3/7)은 세포 내에서 산화되면 탑재물을 방출하게 된다. 그러나 세포에 내재된 ROS로는 IPSAM에 탑재된[0194]

DOX의 방출을 유도하기에 불충분할 것으로 판단된다. 그 이유는 상기 IPSAM의 산화 민감도가 충분하지 않기 때

문이다(도 5 참조). DOX는 세포내에서 산소 자유 라디칼을 생성하는 것으로 알려져 있으며 이는 세포내에 침투

한 IPSAM 역시 산화할 수 있을 것으로 판단된다. 상기 결과는 GNP가 포함되지 않았으며 항암제(DOX)가 나노입자

에 싸여 있는 IPSAM(엽산화 IPSAM(3/7)/DOX 및 엽산화 IPSAM(3/7)/DOX/GNP)이 세포내에 침투하여 DOX 항암 활

성을 발휘할 수 있는 이유를 설명해 준다(도 8 참조).

정리하면 GNP가 포함된 IPSAM(3/7)에 근적외선을 조사하게 되면 온도 상승으로 인해 IPSAM의 분해가 촉진되고[0195]

이는 DOX의 방출을 촉진하여 보다 높은 항암 활성으로 이어지게 된다(도 8 참조).

3. 결론[0197]

본 발명의 PEI는 PTA와 이온쌍을 형성할 수 있고 상기 이온쌍은 양친매성 및 표면 활성 특성으로 인해 수용액에[0198]

서 나노 입자 즉, IPSAM으로 자가 조립될 수 있다.

상기 IPSAM은 UCST 거동을 나타냈으며, 상세하게는 아미노기:카르복실기 비율이 3:7인 IPSAM(IPSAM(3/7))의 경[0199]

우 pH 7.0에서 약 37℃의 UCST를 보였고 H2O2 농도가 증가함에 따라 치료에 사용되는 IPSAM(3/7)의 양이 감소하
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였다.

본 발명의 IPSAM은 산화 및 온도에 반응하여 탑재물을 방출하는 특성을 보였다. H2O2 농도가 증가함에 따라 탑재[0200]

물인 나일 레드의 방출율이 현저하게 증가하였다.

본 발명의 IPSAM이 산화되면 이온쌍(IP(3/7))의 계면 활성이 감소하고 CMC가 증가하게 된다. 따라서 IPSAM(3/[0201]

7)의 UCST는 감소하게 되고 이는 IPSAM의 분해 및 탑재물의 방출로 이어진다.

본 발명의 IPSAM에 열을 가하여 온도가 UCST보다 높아지면 IPSAM은 분해되고 이는 강렬한 탑재물의 방출로 이어[0202]

진다.

GNP를 포함하는 IPSAM에 탑재된 나일 레드는 근적외선 조사에 의해 방출이 급격히 증가하게 된다. [0203]

GNP의 표면 플라즈몬 공명에 의해 생성된 열은 IPSAM을 분해하고 강화된 방출을 유도할 수 있다.[0204]

엽산화 IPSAM(3/7)에 로딩된 DOX는 유리 DOX보다 KB 세포에 대한 In vitro 항암 활성이 유의하게 더 높은 것으[0205]

로 확인되었다.

엽산화 IPSAM에 적재된 DOX는 FACS 및 CLSM에 의해 입증된 바와 같이 유리 DOX보다 더 암세포에 내재화되는 비[0206]

율이 더 높았다.

GNP가 포함된 IPSAM에 근적외선을 조사하게 되면 항암 활성이 보다 증가하는데 이는 IPSAM의 분해가 촉진되어[0207]

DOX의 방출이 촉진되었기 때문이다.

본 발명의 IPSAM은 처음으로 개발된 약물전달체이며 산화, 열 및 근적외선 조사에 반응하여 탑재물을 방출하는[0208]

특징을 가진다.

본 명세서에서 설명된 구체적인 실시예는 본 발명의 바람직한 구현예 또는 예시를 대표하는 의미이며, 이에 의[0209]

해 본 발명의 범위가 한정되지는 않는다.  본 발명의 변형과 다른 용도가 본 명세서 특허청구범위에 기재된 발

명의 범위로부터 벗어나지 않는다는 것은 당업자에게 명백하다.  

도면

도면1
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