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(57) 요 약

본 발명은 폴리로탁산 또는 유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane, PPRX) 구조의 거대분자 하이드로겔 및 골 형성

촉진 약물을 포함하는 하이드로겔  조성물을 제공한다. 본 발명에 따른 폴리로탁산 또는 유사폴리로탁산 구조의

거대분자 기반 하이드로겔 조성물은 하이드로겔에 캡슐화된 골 형성 촉진 화합물의 수 용해도를 개선시켜 골 형

성 촉진 화합물을 장기간 지속적으로 방출할 수 있다. 특히, 골 형성 촉진 화합물이 포접 복합체의 형태로 하이

드로겔에 캡슐화된 하이드로겔 조성물에서는 골 형성 촉진 화합물이 빠르게 방출되고 신생골 형성이 증진된다.

따라서, 본 발명에 따른 거대분자 기반 하이드로겔 조성물은 골 조직 재생을 위한 생체 친화적 스캐폴드로 사용

될 수 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

폴리로탁산 또는 유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane, PPRX) 구조의 거대분자로 이루어진 하이드로겔 및 상기

하이드로겔 안에 배치된 골 형성 촉진 약물을 포함하는 하이드로겔 조성물로서,

상기 폴리로탁산 또는 유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane, PPRX) 구조의 거대분자는 주 사슬인 생체적합성 고

분자에 선형 고분자가 결 사슬의 형태로 결합되어 있는 그래프트 공중합체 및 상기 그래프트 공중합체의 선형

고분자에 끼워져 있는 다수의 고리형 분자로 구성되고,

상기 생체적합성 고분자는 카르복실기를 가지고,

상기  골  형성  촉진  약물은  호스트(host)  분자로  작용하는  고리형  분자에  포접된  포접  복합체(inclusion

complex)의 형태로 하이드로겔 안에 배치되는 것을 특징으로 하는 하이드로겔 조성물.

청구항 2 

제  1항에 있어서,  상기 생체적합성 고분자는 히알루론산(hyaluronic  acid),  히알루론산 염(hyaluronic  acid

salt) 또는 이들의 혼합물에서 선택되는 것을 특징으로 하는 하이드로겔 조성물.

청구항 3 

제 2항에 있어서, 상기 히알루론산(hyaluronic acid) 또는 히알루론산 염(hyaluronic acid salt)의 분자량(M

w)은 50,000 내지 1,000,000의 범위에서 선택되는 것을 특징으로 하는 하이드로겔 조성물.

청구항 4 

제 1항에 있어서, 상기 선형 고분자는 일 말단에 비 반응성기를 가지고 다른 말단에 생체적합성 고분자의 카르

복실기와 반응하여 에스테르 결합 또는 아마이드 결합을 형성할 수 있는 반응성기를 가지는 것을 특징으로 하이

드로겔 조성물.

청구항 5 

제 4항에 있어서, 상기 선형 고분자는 일 말단에 알킬기가 도입되고 다른 말단에 아미노기가 도입된 변형 폴리

알킬렌글리콜인 것을 특징으로 하는 하이드로겔 조성물.

청구항 6 

제 1항에 있어서, 상기 골 형성 촉진 약물은 알렌드로네이드(alendronate), 리제드로네이트(risedronate), 졸레

드로네이트(zoledronate),  에티드로네이트(Etidronate),  클로드로네이트(Clodronate),  틸루드로네이트

(Tiludronate), 파미드로네이트(Pamidronate), 올파드로네이트(Olpadronate), 이바드로네이트(Ibadronate), 플

루바스타틴(Fluvastatin), 로바스타틴(Lovastatin), 피타바스타틴(pitavastatin), 프라바스타틴(pravastatin),

로수바스타틴(rosuvastatin), 심바스타틴(simastatin), 프로스타글란틴 E2 (Prostaglandin E2, PGE2), 신바로

메틴(shinbarometin),  파이로포스페이트(pyrophosphate),  메드로네이트(medronate),  옥시드로네이트

(oxidronate) 및 옥시스테롤(Oxysterol)로 이루어진 군에서 선택되는 1종 이상인 것을 특징으로 하는 하이드로

겔 조성물.
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청구항 7 

제 1항에 있어서, 상기 선형 고분자에 끼워져 있는 다수의 고리형 분자 또는 호스트(host) 분자로 작용하는 고

리형 분자는 사이클로덱스트린 또는 사이클로덱스트린 유도체인 것을 특징으로 하는 하이드로겔 조성물.

청구항 8 

제 7항에 있어서, 상기 선형 고분자에 끼워져 있는 다수의 고리형 분자 또는 호스트(host) 분자로 작용하는 고

리형 분자는 2,6-다이메틸-β-사이클로덱스트린,  2-하이드록시에틸-β-사이클로덱스트린,  2-하이드록시프로필-

β-사이클로덱스트린, 2-하이드록시에틸-γ-사이클로덱스트린, 2-하이드록시프로필-γ-사이클로덱스트린, (2-카

르복시메톡시)프로필-β-사이클로덱스트린 또는 술포부틸에테르-7-β-사이클로덱스트린에서 선택되는 1종 이상

으로 구성되는 것을 특징으로 하는 하이드로겔 조성물.

청구항 9 

제 1항 내지 제 8항 중 어느 한 항의 하이드로겔 조성물을 포함하는 골 조직 재생용 스캐폴드.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 거대분자 기반 하이드로겔 조성물 등에 관한 것으로서, 더 상세하게는 폴리로탁산(polyrotaxane) 또[0001]

는 유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane, PPRX) 구조의 거대분자 하이드로겔 안에 골 형성 촉진 화합물이 포함된

형태의 조성물 및 이의 골 조직 재생 용도에 관한 것이다.

배 경 기 술

골 질환 및 골절에 의한 골 손실은 정형외과, 신경외과, 성형외과, 치과에서 흔한 진단이다. 골 재생은 약물이[0002]

나 물리치료와 같은 전통적인 방법으로 유도될 수 있고, 광범위한 골 손 실의 경우 그 골은 수술에 의해 제거될

수  있다.  자가이식(Autografting)은  다른  가능한  방법들에  비해  골  손실을  치료하는  이상적인  방법이다.

그러나, 수술적 치료방법은 환자의 조직에 손상을 주기 때문에 약간의 한계를 가지고 있다. 나아가, 다른 2가지

타입의 이식 기법인 동종이식(allografting)과 이종이식(xenografting)은 면역학적 거부반응과 병원균 전파의

위험이 있기 때문에 임상적인 적용에 한계를 가진다. 최근에는, 조직공학이 이런 문제점들을 극복할 수 있는 이

상적인 방법으로 부상하고 있다.

조직공학 용도의 지지체(Scaffold) 중에서, 하이드로겔(hydrogel)은 유연성, 강도 및 최적의 수분 함량을 부여[0003]

할 수 있는 3차원적인 네트워크를 가지고 있다. 보고된 연구 결과에 의하면, 하이드로겔은 특히 골 재생 성장

인자 및 약물을 모두 함유할 수 있기 때문에 골 조직공학 용도의 지지체(Scaffold)로 특히 중요하다. 하이드로

겔은 가교결합 되었는지 여부에 따라 물리적 물질 또는 화학적 물질로 분류될 수 있다. 화학적 하이드로겔은 가

교결합제의  첨가에  의해  형성된다.  화학적  하이드로겔은  미반응  물질의  존재  때문에  세포독성을  유발한다.

반면, 물리적 하이드로겔은 정전기적 상호작용, pH 및 온도와 같은 물리적인 특성들의 변경에 의해 형성되거나

포접 복합체(inclusion complexes) 형태로 형성되기 때문에 세포독성이 없다.

유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane, PPRX) 및 폴리로탁산(Polyrotaxane, PRX)은 물리적 하이드로겔로서, 호스[0004]

트(host) 분자와 게스트(guest) 분자 간의 포접 복합체(Inclusion complex) 형태로 이루어진다. 포접 복합체에

서,  게스트에  해당하는  폴리에틸렌글리콜(polyethylene  glycol,  PEG)  및  폴리프로필렌글리콜(polypropylene

glycol, PPG)과 같은 고분자는 호스트에 해당하는 α-사이클로덱스트린, β-사이클로덱스트린 및 γ-사이클로덱

스트린을 관통하여 끼워진다[T.  Higashi,  F.  Hirayama,  S.  Misumi,  H.  Arima,  and  K.  Uekama,  Design  and

evaluation of polypseudorotaxanes of pegylated insulin with cyclodextrins as sustained release system.

Biomaterials  29,  3866  (2008).;  A.  Harada,  and  M.  Kamachi,  Complex  formation  between  poly(ethylene

glycol) and α-cyclodextrin. Macromolecules 23, 2821 (1990).; A. Harada, J. Li, and M. Kamachi, The
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molecular necklace: a rotaxane containing many threaded α-cyclodextrins. Nature 356, 325 (1992).]. 하

이드로겔은 독특한 구조적 성질 때문에 인 비트로(in vitro) 조직공학 용도의 지지체(Scaffold) 뿐만 아니라 약

물/유전물질 전달을 위한 운반체로 도입되어 왔다. 그러나, 하이드로겔을 생체에 적용한 사례는 매우 드물다.

유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane, PPRX) 및 폴리로탁산(Polyrotaxane, PRX) 구조의 거대분자로 이루어진 하[0005]

이드로겔을 조직 재생 용도로 적용하는 선행기술을 살펴보면, 대한민국 등록특허공보 제10-0714742호에는 복수

의 고리형 분자(예를 들어 α-사이클로덱스트린)를 관통시킨 선형 분자(예를 들어 폴리에틸렌글리콜)의 양쪽 말

단에 가수분해성 결합에 의하여 부피가 큰 치환기를 갖는 생체친화성 기(예를 들어 아미노산,  올리고펩티드

등)가 도입된 폴리로탁산에 대하여, 이웃하는 폴리로탁산 1 분자 중에 포함되는 고리형 분자끼리를 가교용 선형

분자(예를 들어 폴리에틸렌글리콜비스아민)를 통하여 가교결합으로 가교한 그물코 구조의 폴리로탁산 히드로겔

을 포함하는 조직 재생용 기재가 개시되어 있다. 또한, 대한민국 등록특허공보 제10-1263639호에는 인체 내에

매식될 수 있는 임플란트 베이스; 상기 임플란트 베이스의 표면에 화학결합되고, 생체적합성 선형고분자와 상기

생체적합성 선형고분자에 끼워진 고리형 분자와 상기 고리형 분자가 상기 생체적합성 선형고분자에서 이탈하지

않도록 상기 생체적합성 선형고분자의 양쪽 끝단에 가수분해 가능하도록 화학결합된 캡핑 분자를 포함하는 폴리

로탁산; 및 상기 폴리로탁산에 가수분해 가능하도록 화학결합된 생체활성물질을 포함하며 상기 폴리로탁산은 인

체 내의 효소에 의해 가수분해되는 것을 특징으로 하는 치과용 임플란트 재료가 개시되어 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 종래의 기술적 배경하에서 도출된 것으로서, 본 발명의 목적은 골 형성 촉진 약물을 장시간 동안 지[0006]

속적으로 방출할 수 있고 동시에 신생골 형성을 증진시킬 수 있는 하이드로겔 조성물 및 이의 용도를 제공하는

데에 있다.

과제의 해결 수단

본 발명의 발명자들은 히알루론산에 그래프트 결합된 메톡시 폴리에틸렌글리콜의 선형 사슬에 α-사이클로덱스[0007]

트린을 관통시켜 형성한 유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane, PPRX) 구조의 거대분자 하이드로겔 및 상기 하이

드로겔  안에  심바스타틴(Simvastatin,  SIM)  또는  2-하이드록시프로필-β-사이클로덱스트린과  심바스타틴

(Simvastatin, SIM)의 포접 복합체(HP-β-CD-ic-SIM)를 캡슐화하여 거대분자 기반 하이드로겔 조성물을 제조하

였다. 이후, 거대분자 하이드로겔 및 거대분자 기반 하이드로겔 조성물을 골 결손 부위에 식립하고 골 형성 활

성을 마이크로-CT 분석과 조직학적 분석을 통해 평가하고 거대분자 기반 하이드로겔 조성물이 생체 내 골조직

공학 스캐폴드(Scaffold)로 사용될 수 있음을 확인하고 본 발명을 완성하였다.

본 발명에서 사용되는 용어인 유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane, PPRX)은 선형 고분자의 사슬에 다수의 고리[0008]

형 분자가 꼬치 형태로 끼워져 있는 구조의 화합물을 의미하고, 폴리로탁산(polyrotaxane)은 유사폴리로탁산

(Pseudopolyrotaxane, PPRX)의 양쪽 말단에 고리형 분자가 이탈하지 않도록 부피가 큰 봉쇄기를 도입한 구조의

화합물을 의미한다. 상기 선형 고분자는 폴리에틸렌글리콜, 폴리이소프렌, 폴리이소부틸렌, 폴리부타디엔, 폴리

프로필렌글리콜, 폴리테트라히드로푸란, 폴리다이메틸실록산, 폴리에틸렌글리콜과 폴리프로필렌글리콜과의 공중

합체, 폴리메틸비닐에테르, 폴리에틸렌 및 폴리프로필렌으로 이루어지는 군에서 선택될 수 있으나, 반드시 여기

에 한정되는 것은 아니다. 또한, 상기 고리형 분자는 α-사이클로덱스트린, β-사이클로덱스트린 및 γ-사이클

로덱스트린으로 이루어지는 군으로부터 선택될 수 있으나, 반드시 여기에 한정되는 것은 아니다. 또한, 상기 봉

쇄기는 다이니트로페닐기류, 사이클로덱스트린류, 아다만탄기류, 트리틸기류, 플루오레세인류, 피렌류, 치환 벤

젠류, 치환될 수 있는 다핵 방향족류 및 스테로이드류로 이루어지는 군으로부터 선택될 수 있으나, 반드시 여기

에 한정되는 것은 아니다. 상기 봉쇄기의 구체적인 예로는 2,4-다이니트로페닐기, 3,5-다이니트로페닐기, 벤질

옥시카르보닐 기, 9-프레오닐메틸옥시카르보닐 기, 벤질에스테르 기, 제 3 부틸카르보닐 기, 아미노산 제 3 부

틸에스테르 기 등이 있다.

본 발명에서 사용되는 용어인 포접 복합체(inclusion complex)는 호스트(host) 분자에 존재하는 공동(cavity)[0009]

안에  게스트(guest)  분자가  위치하는  형태의  복합체를  의미한다.  포접  복합체를  형성하는  대표적인  호스트

(host) 분자로는 사이클로덱스트린이 있다.
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거대분자 기반 하이드로겔 조성물[0011]

본 발명의 일 측면은 거대분자(Supermolecule) 기반의 하이드로겔 조성물을 제공한다. 본 발명의 일 예에 따른[0012]

하이드로겔 조성물은 폴리로탁산 또는 유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane, PPRX) 구조의 거대분자로 이루어진

하이드로겔 및 상기 하이드로겔 안에 배치된 골 형성 촉진 약물을 포함한다. 이하, 본 발명에 따른 하이드로겔

조성물을 주요 구성성분 별로 나누어 설명한다.

(1) 폴리로탁산 또는 유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane, PPRX) 구조의 거대분자로 이루어진 하이드로겔[0014]

본  발명의  일  예에  따른  하이드로겔  조성물에서,  하이드로겔을  형성하는  폴리로탁산  또는  유사폴리로탁산[0015]

(Pseudopolyrotaxane, PPRX) 구조의 거대분자는 주 사슬인 생체적합성 고분자에 선형 고분자가 결 사슬의 형태

로 결합되어 있는 그래프트 공중합체 및 상기 그래프트 공중합체의 선형 고분자에 끼워져 있는 다수의 고리형

분자로 구성된다.

상기 생체적합성 고분자는 선형 고분자의 말단과 반응할 수 있는 카르복실기를 가지는 것이라면 그 종류가 크게[0016]

제한되지 않으며, 예를 들어 히알루론산(Hyaluronic acid), 폴리아스파틱산[Poly(aspartic acid)], 폴리아크릴

산[Poly(acrylic  acid)],  폴리글루타믹산[Poly(glutamic  acid)],  카르복시메틸셀룰로오스(Carboxymethyl

cellulose), 키토산(Chitosan) 및 그의 유도체, 글라이콜 키토산(Glycol chitosan) 등이 있다. 본 발명에서 생

체적합성 고분자는 하이드로겔 형성 능력 및 선형 고분자와의 결합성, 생체적합성 등을 고려할 때 히알루론산

(hyaluronic acid), 히알루론산 염(hyaluronic acid salt) 또는 이들의 혼합물에서 선택되는 것이 바람직하다.

상기 히알루론산(hyaluronic acid) 염은 히알루론산 나트륨, 히알루론산 칼슘, 히알루론산 마그네슘, 히알루론

산 아연, 히알루론산 코발트 또는 히알루론산 테트라부틸암모늄에서 선택되는 1종 이상으로 구성될 수 있고, 하

이드로겔 제조의 편의성을 고려할 때 히알루론산 나트륨인 것이 바람직하다. 또한, 상기 히알루론산(hyaluronic

acid)  또는  히알루론산 염(hyaluronic  acid  salt)의  분자량(Mw)은  선형 고분자와의 반응성 등을 고려할 때

50,000 내지 1,000,000의 범위에서 선택되는 것이 바람직하고, 100,000 내지 500,000의 범위에서 선택되는 것이

더 바람직하다.

상기 선형 고분자는 일 말단에 비 반응성기를 가지고 다른 말단에 생체적합성 고분자의 카르복실기와 반응하여[0017]

에스테르 결합 또는 아마이드 결합을 형성할 수 있는 반응성기를 가지는 것이라면 그 종류가 크게 제한되지 않

는다.  상기  비  반응성기는  생체적합성  고분자의  카르복실기와  반응하지  않는  -H,  알킬기,  알콕시기,

카르복실기, 에스테르기 등에서 선택될 수 있으나, 반드시 여기에 한정되는 것은 아니다. 또한, 상기 반응성기

는 -OH, 아민기(특히, 아미노기) 등에서 선택될 수 있다. 본 발명에서 상기 선형 고분자는 히알루론산과의 반응

성 내지 고리형 분자로의 포접성 등을 고려할 때 폴리에틸렌글리콜, 폴리프로필렌글리콜, 폴리부틸렌글리콜과

같은 폴리알킬렌글리콜의 양 말단에 비 반응성기와 반응성기가 각각 도입된 변형 폴리알킬렌글리콜인 것이 바람

직하다. 예를 들어, 변형 폴리알킬렌글리콜은 일 말단에 알킬기(예를 들어, 탄소 수가 1 내지 4인 알킬기)가 도

입되고 다른 말단에 아미노기가 도입될 수 있다. 본 발명에서 사용되는 변형 폴리알킬렌글리콜의 구체적인 예로

는  메톡시  폴리에틸렌글리콜  아민(Methoxy  polyethylene  glycol  amine)  메톡시  폴리프로필렌글리콜  아민

(Methoxy polypropylene glycol amine), 메톡시 폴리부틸렌글리콜 아민(Methoxy polybutylene glycol amine),

에폭시 폴리에틸렌글리콜 아민(Eethoxy polyethylene glycol amine), 에톡시 폴리프로필렌글리콜 아민(Eethoxy

polypropylene glycol amine) 등이 있으며, 히알루론산과의 반응성, 생체 친화성 내지 고리형 분자로의 포접성

등을 고려할 때 메톡시 폴리에틸렌글리콜 아민(Methoxy polyethylene glycol amine)인 것이 바람직하다. 상기

메톡시 폴리에틸렌글리콜 아민(Methoxy polyethylene glycol amine)의 분자량(Mw)은 히알루론산과의 반응성 내

지 고리형 분자로의 포접성 등을 고려할 때 1,000 내지 10,000의 범위에서 선택되는 것이 바람직하고, 1,500 내

지  5,000의  범위에서  선택되는  것이  바람직하다.  본  발명에서  메톡시  폴리에틸렌글리콜  아민(Methoxy

polyethylene glycol amine)이 히알루론산에 결합되어 그래트프 공중합체를 형성하는 경우 히알루론산 대 메톡

시 폴리에틸렌글리콜 아민의 몰비는 1:50 내지 1:200인 것이 바람직하고, 1:75 내지 1:150인 것이 더 바람직하

나,  반드시  여기에  한정되는  것은  아니다.  또한,  본  발명에서  메톡시  폴리에틸렌글리콜  아민(Methoxy

polyethylene glycol amine)이 히알루론산에 결합되어 그래트프 공중합체를 형성하는 경우 히알루론산 대 메톡

시 폴리에틸렌글리콜 아민의 중량비는 1:0.5 내지 1:2.5인 것이 바람직하고, 1:1 내지 1:2인 것이 더 바람직하

다.

상기 그래프트 공중합체의 선형 고분자에 끼워지는 다수의 고리형 분자는 선형 고분자를 관통할 수 있는 소정의[0018]

공동(cavity)을 가지는 것이라면 그 종류가 크게 제한되지 않으며, 생체 친화성 내지 피포접성을 고려할 때 사
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이클로덱스트린인 것이 바람직하다. 예를 들어, 상기 고리형 분자는 α-사이클로덱스트린(α-cyclodextrin), β

-사이클로덱스트린 또는 γ-사이클로덱스트린에서 선택되는 1종 이상으로 구성될 수 있고, 피포접성을 고려할

때 α-사이클로덱스트린(α-cyclodextrin)인 것이 바람직하다. 또한, 상기 고리형 분자는 다이메틸사이클로덱스

트린, 글루코실사이클로덱스트린 등과 같은 사이클로덱스트린 유도체에서 선택될 수도 있다. 본 발명에서 그래

프트 공중합체를 구성하는 선형 고분자가 메톡시 폴리에틸렌글리콜 아민이고, 그래프트 공중합체를 구성하는 선

형 고분자의 사슬에 끼워지는 고리형 분자가 α-사이클로덱스트린인 경우 선형 고분자 대 고리형 분자의 중량비

는 1:1 내지 1:4인 것이 바람직하고, 1:1.5 내지 1:2.5인 것이 더 바람직하다. 또한, 본 발명에서 그래프트 공

중합체가 메톡시 폴리에틸렌글리콜로 그래프트된 히알루론산이고, 메톡시 폴리에틸렌글리콜 사슬에 끼워지는 고

리형 분자가 α-사이클로덱스트린인 경우 그래프트 공중합체 대 고리형 분자의 중량비는 1:0.5 내지 1:2인 것이

바람직하고, 1:0.8 내지 1:1.5인 것이 더 바람직하다.

(2) 골 형성 촉진 약물[0020]

본  발명의  일  예에  따른  하이드로겔  조성물에서,  골  형성  촉진  약물은  폴리로탁산  또는  유사폴리로탁산[0021]

(Pseudopolyrotaxane, PPRX) 구조의 거대분자로 이루어진 하이드로겔 안에 균일하게 배치되며, 바람직하게는 하

이드로겔에 의해 캡슐화된다. 상기 골 형성 촉진 약물은 골 형성을 촉진하는 것으로 알려진 공지의 저분자량 화

합물이라면 그 종류가 크게 제한되지 않으며, 바람직하게는 수 용해도가 낮은 약물에서 선택된다. 예를 들어,

상기 골 형성 촉진 약물은 비스포스포네이트계 약물, 스타틴계 약물 등에서 선택될 수 있고, 구체적으로 알렌드

로네이드(alendronate),  리제드로네이트(risedronate),  졸레드로네이트(zoledronate),  에티드로네이트

(Etidronate),  클로드로네이트(Clodronate),  틸루드로네이트(Tiludronate),  파미드로네이트(Pamidronate),  올

파드로네이트(Olpadronate),  이바드로네이트(Ibadronate),  플루바스타틴(Fluvastatin),  로바스타틴

(Lovastatin), 피타바스타틴(pitavastatin), 프라바스타틴(pravastatin), 로수바스타틴(rosuvastatin), 심바스

타틴(simastatin), 프로스타글란틴 E2 (Prostaglandin E2, PGE2), 신바로메틴(shinbarometin), 파이로포스페이

트(pyrophosphate),  메드로네이트(medronate),  옥시드로네이트(oxidronate)  및 옥시스테롤(Oxysterol)로 이루

어진 군에서 선택되는 1종 이상일 수 있다. 또한, 상기 골 형성 촉진 약물은 하이드로겔 안에서의 캘슐화 용이

성  내지  신생골  형성  활성  등을  고려할  때,  스타틴계  약물에서  선택되는  것이  바람직하고,  심바스타틴

(simastatin)인 것이 더 바람직하다. 본 발명의 일 예에 따른 하이드로겔 조성물에서 상기 골 형성 촉진 약물의

함량은 하이드로겔 100 ㎎ 당 1~20 ㎎인 것이 바람직하고, 2~10 ㎎인 것이 더 바람직하다.

또한, 본 발명의 일 예에 따른 하이드로겔 조성물에서, 골 형성 촉진 약물은 바람직하게는 약물의 방출 거동을[0022]

고려할 때 포접 복합체(inclusion complex)의 형태로 하이드로겔 안에 배치되고, 더 바람직하게는 포접 복합체

(inclusion complex)의 형태를 유지한 채 하이드로겔에 의해 캡슐화된다. 예를 들어, 상기 골 형성 촉진 약물은

호스트(host) 분자로 작용하는 고리형 분자에 포접된 포접 복합체(inclusion complex)의 형태로 하이드로겔 안

에 배치될 수 있다. 상기 호스트(host) 분자에 포접되는 골 형성 촉진 약물은 알렌드로네이드(alendronate), 리

제드로네이트(risedronate),  졸레드로네이트(zoledronate),  에티드로네이트(Etidronate),  클로드로네이트

(Clodronate), 틸루드로네이트(Tiludronate), 파미드로네이트(Pamidronate), 올파드로네이트(Olpadronate), 이

바드로네이트(Ibadronate),  플루바스타틴(Fluvastatin),  로바스타틴(Lovastatin),  피타바스타틴

(pitavastatin), 프라바스타틴(pravastatin), 로수바스타틴(rosuvastatin), 심바스타틴(simastatin), 프로스타

글란틴 E2 (Prostaglandin E2, PGE2), 신바로메틴(shinbarometin), 파이로포스페이트(pyrophosphate), 메드로

네이트(medronate), 옥시드로네이트(oxidronate) 및 옥시스테롤(Oxysterol)로 이루어진 군에서 선택되는 1종 이

상일 수 있으나, 반드시 여기에 한정되는 것은 아니다. 본 발명에서 상기 호스트(host) 분자로 작용하는 고리형

분자는 사이클로덱스트린 또는 사이클로덱스트린 유도체 등에서 선택될 수 있으며, 하이드로겔 안에 배치된 골

형성 촉진 약물의 수 용해도를 향상시키고 장시간의 지속적인 골 형성 촉진 약물의 방출 특성을 유지하면서 동

시에 방출 속도를 가속화시키는 관점에서 사이클로덱스트린 유도체인 것이 바람직하다. 상기 호스트(host) 분자

로 작용하는 사이클로덱스트린 유도체는 2,6-다이메틸-β-사이클로덱스트린, 2-하이드록시에틸-β-사이클로덱스

트린,  2-하이드록시프로필-β-사이클로덱스트린,  2-하이드록시에틸-γ-사이클로덱스트린,  2-하이드록시프로필-

γ-사이클로덱스트린,  (2-카르복시메톡시)프로필-β-사이클로덱스트린  또는  술포부틸에테르-7-β-사이클로덱스

트린에서 선택되는 1종 이상으로 구성될 수 있고, 2-하이드록시프로필-β-사이클로덱스트린인 것이 바람직하다.

본  발명에서  골  형성  촉진  약물이  심바스타틴(simastatin)이고,  심바스타틴(simastatin)을  포접하는  호스트

(host) 분자가 2-하이드록시프로필-β-사이클로덱스트린인 경우 골 형성 촉진 약물 대 호스트(host) 분자의 혼

합 중량비는 1:1 내지 1:5인 것이 바람직하고, 1:2 내지 1:4인 것이 더 바람직하다.
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본 발명의 바람직한 일 예에 따른 하이드로겔 조성물의 경우, 상기 생체적합성 고분자는 히알루론산(hyaluronic[0023]

acid), 히알루론산 염(hyaluronic acid salt) 또는 이들의 혼합물에서 선택되고, 상기 선형 고분자는 일 말단에

알킬기가 도입되고 다른 말단에 아미노기가 도입된 변형 폴리알킬렌글리콜이고, 상기 고리형 분자는 α-사이클

로덱스트린(α-cyclodextrin), β-사이클로덱스트린 또는 γ-사이클로덱스트린에서 선택되며, 상기 골 형성 촉

진  약물은  플루바스타틴(Fluvastatin),  로바스타틴(Lovastatin),  피타바스타틴(pitavastatin),  프라바스타틴

(pravastatin), 로수바스타틴(rosuvastatin) 또는 심바스타틴(simastatin)에서 선택된다. 또한, 본 발명의 바

람직한 일 예에 따른 하이드로겔 조성물에서 골 형성 촉진 약물은 호스트(host) 분자로 작용하는 고리형 분자에

포접된 포접 복합체(inclusion complex)의 형태로 하이드로겔에 의해 캡슐화된다. 이때, 상기 호스트(host) 분

자로 작용하는 고리형 분자는 2,6-다이메틸-β-사이클로덱스트린, 2-하이드록시에틸-β-사이클로덱스트린, 2-하

이드록시프로필-β-사이클로덱스트린,  2-하이드록시에틸-γ-사이클로덱스트린,  2-하이드록시프로필-γ-사이클로

덱스트린,  (2-카르복시메톡시)프로필-β-사이클로덱스트린  또는  술포부틸에테르-7-β-사이클로덱스트린에서  선

택되는 것이 바람직하다.

거대분자(Supermolecule) 기반 하이드로겔 조성물의 제조방법[0025]

본 발명의 일 측면은 거대분자 기반 하이드로겔 조성물의 제조방법을 제공한다. 본 발명의 일 예에 따른 거대분[0026]

자 기반 하이드로겔 조성물의 제조방법은 주 사슬인 생체적합성 고분자에 선형 고분자가 결 사슬의 형태로 결합

되어 있는 그래프트 공중합체의 수용액에 고리형 분자, 그리고 골 형성 촉진 약물 용액을 첨가하고 반응시키는

단계를 포함한다. 또한, 본 발명의 다른 예에 따른 거대분자 기반 하이드로겔 조성물의 제조방법은 주 사슬인

생체적합성 고분자에 선형 고분자가 결 사슬의 형태로 결합되어 있는 그래프트 공중합체의 수용액에 고리형 분

자, 그리고 골 형성 촉진 약물이 호스트(host) 분자에 포접된 포접 복합체 용액을 첨가하고 반응시키는 단계를

포함한다. 본 발명에 따른 거대분자 기반 하이드로겔 조성물의 제조방법은 반응 산물을 동결건조하여 하이드로

겔 조성물을 형성하는 단계를 더 포함할 수 있다. 본 발명에 따른 거대분자 기반 하이드로겔 조성물의 제조방법

에서 고리형 분자는 그래프트 공중합체를 구성하는 선형 고분자에 끼워져 유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane,

PPRX) 구조의 거대분자로 이루어진 하이드로겔을 형성하고, 동시에 골 형성 촉진 약물 또는 골 형성 촉진 약물

을 함유하는 포접 복합체는 하이드로겔 안으로 캡슐화된다. 한편, 본 발명에 따른 거대분자 기반 하이드로겔 조

성물의 제조방법은 반응 산물을 동결건조하기 전에 유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane, PPRX) 구조의 거대분자

양 말단에 봉쇄기를 도입하여 유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane, PPRX) 구조의 거대분자로 이루어진 하이드로

겔을 폴리로탁산 구조의 거대분자로 이루어진 하이드로겔로 전환시키는 단계를 더 포함할 수 있다.

본 발명에 따른 거대분자 기반 하이드로겔 조성물의 제조방법에서 그래프트 공중합체를 구성하는 생체적합성 고[0027]

분자, 선형 고분자, 선형 고분자에 끼워지는 고리형 분자, 하이드로겔 안에 배치되는 골 형성 촉진 약물, 골 형

성 촉진 약물을 포접하기 위한 호스트(host) 분자의 종류 및 사용량은 거대분자 기반 하이드로겔 조성물에서 전

술한 내용과 동일하므로 구체적인 설명을 생략한다.

본 발명에 따른 거대분자 기반 하이드로겔 조성물의 제조방법에서 사용되는 주 사슬인 생체적합성 고분자에 선[0028]

형 고분자가 결 사슬의 형태로 결합되어 있는 그래프트 공중합체는 (a) 카르복실기를 가지는 생체적합성 고분자

및 카르복실기 활성화제의 혼합 수용액에 선형 고분자를 첨가하고 반응시켜 생체적합성 고분자의 카르복실기와

선형 고분자의 말단에 존재하는 아미노기 사이에 아마이드 결합을 형성시키는 단계; 및 (b) 반응 산물을 투석하

여 불순물을 제거하고 동결건조하는 단계로 이루어진 방법에 의해 제조될 수 있다. 상기 카르복실기 활성화제는

1,3,5-트리아진(1,3,5-triazine) 고리를 함유하는 화합물로서, 히알루론산과 같은 생체적합성 고분자에 존재하

는 카르복실기를 반응성 중간체인 에스테르기로 전환시키는 역할을 한다. 이러한 카르복실기 활성화제의 종류로

는  시아누릭  클로라이드(Cyanuric  chloride),  2-클로로-4,6-다이메톡시-1,3,5-트리아진(2-chloro-4,6-

dimethoxy-1,3,5-triazine),  2-클로로-4,6-다이페닐-1,3,5-트리아진(2-chloro-4,6-diphenyl-1,3,5-triazine),

2-클로로-4-메톡시-6-페닐-1,3,5-트리아진(2-chloro-4-methoxy-6-phenyl-1,3,5-triazine),  2-클로로-4-페닐-6-

메톡시-1,3,5-트리아진(2-chloro-4-phenyl-6-methoxy-1,3,5-triazine),  4-(4,6-다이메톡시-1,3,5-트리아진-2-

yl)-4-메틸모르폴리늄  클로라이드[4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium  chloride,

DMT-MM) 등이 있고, 카르복실기 활성화 수준을 고려할 때 4-(4,6-다이메톡시-1,3,5-트리아진-2-yl)-4-메틸모르

폴리늄 클로라이드[4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium chloride, DMT-MM)인 것이 바

람직하다.

또한, 본 발명의 일 예에 따른 거대분자 기반 하이드로겔 조성물의 제조방법에서 사용되는 골 형성 촉진 약물[0029]
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용액은 골 형성 촉진 약물의 수 용해성이 낮기 때문에 골 형성 촉진 약물을 탄소 수가 1 내지 4인 저급 알코올

에 용해시켜 제조하는 것이 바람직하다.

또한, 본 발명의 다른 예에 따른 거대분자 기반 하이드로겔 조성물의 제조방법에서 사용되는 포접 복합체 용액[0030]

은 골 형성 촉진 약물 용액을 호스트(host) 분자 수용액에 첨가하고 혼합하여 제조한다. 이때, 골 형성 촉진 약

물 용액은 골 형성 촉진 약물의 수 용해성이 낮기 때문에 골 형성 촉진 약물을 탄소 수가 1 내지 4인 저급 알코

올에 용해시켜 제조하는 것이 바람직하다.

골 조직 재생용 스캐폴드[0032]

본 발명의 일 측면은 두개골 결손 등과 같이 골 손상 내지 골 손실이 발생하였을 때 골 결손 부위에 식립되어[0033]

골 결손 부위를 지지하고, 골 결손 부위 주위의 자가 조직으로부터 자가 골 재생을 유도할 수 있는 골 조직 재

생용 스캐폴드(Scaffold)를 제공한다. 본 발명의 일 예에 따른 골 조직 재생용 스캐폴드(Scaffold)는 전술한 거

대분자(Supermolecule) 기반 하이드로겔 조성물을 포함하거나 거대분자(Supermolecule) 기반의 하이드로겔 조성

물로 이루어질 수 있다. 특히, 본 발명의 일 예에 따른 거대분자(Supermolecule) 기반의 하이드로겔 조성물에서

골 형성 촉진 약물이 호스트(host) 분자로 작용하는 고리형 분자에 포접된 포접 복합체(inclusion complex)의

형태로 하이드로겔에 의해 캡슐화되는 경우, 골 형성 촉진 약물의 수 용해도가 증가하여 방출 특성이 향상되고,

그로 인해 골 조직 재생용 스캐폴드의 신생골 형성 활성이 향상된다.

발명의 효과

본 발명에 따른 폴리로탁산 또는 유사폴리로탁산 구조의 거대분자 기반 하이드로겔 조성물은 하이드로겔에 캡슐[0034]

화된 골 형성 촉진 화합물의 수 용해도를 개선시켜 골 형성 촉진 화합물을 장기간 지속적으로 방출할 수 있다.

특히, 골 형성 촉진 화합물이 포접 복합체의 형태로 하이드로겔에 캡슐화된 하이드로겔 조성물에서는 골 형성

촉진 화합물이 빠르게 방출되고 신생골 형성이 증진된다. 따라서, 본 발명에 따른 거대분자 기반 하이드로겔 조

성물은 골 조직 재생을 위한 생체 친화적 스캐폴드로 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 MPEG-g-HA/α-CD 유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane, PPRX), MPEG-g-HA/α-CD/SIM 유사폴리로탁산 및[0035]

MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM 유사폴리로탁산의 제조 과정을 개략적으로 나타낸 것이다.

도 2는 2가지 타입의 하이드로겔인 MPEG-g-HA/α-CD/SIM PPRX와 MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM PPRX로부터

심바스타틴(Simvastatin, SIM)의 방출 역학을 나타낸 것이다.

도 3은 3가지 타입의 PPRX 하이드로겔을 실험 동물에 이식하고 4주 후에 평가된 4가지 샘플 각각의 대표적인 CT

이미지이다.

도 4는 3가지 타입의 PPRX  하이드로겔을 실험 동물에 식립하고 4주 후에 평가된 4가지 샘플의 골 부피(Bone

vloume, BV)를 나타낸 것이고, 도 5는 골 표면적(bone surface, BS)을 나타낸 것이고, 도 6은 해면골소주 넘버

(trabecular number, Tb.N)를 나타낸 것이고, 도 7은 해면골소주 두께(trabecular thickness, Tb.Th)를 나타낸

것이고, 도 8은 해면골소주 간격(trabecular separation, Tb.Sp)을 나타낸 것이다.

도 9는 하이드로겔 샘플의 식립 4주 후에 Haematoxylin and eosin(H&E) 으로 염색된 두개골 결손 부위의 이미지

이고, 도 10은 Goldner's Trichrome 으로 염색된 두개골 결손 부위의 이미지이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 실시예를 통하여 보다 구체적으로 설명한다. 다만, 하기 실시예는 본 발명의 기술적 특징을 명[0036]

확하게 예시하기 위한 것일 뿐 본 발명의 보호범위를 한정하는 것은 아니다.

1. 실험 재료[0038]

히알루론산(Hyaluronic acid, HA; Mw : 100~150 kDa)과 메톡시 폴리에틸렌글리콜 아민(Methoxy polyethylene[0039]

glycol  amine,  MPEG-amine;  Mw  :  2,000)은  각각  Lifecore  Biomedical,  LLC(Chaska,  MN,  USA)와  Creative

PEGWorks(NC, USA)에서 구입하였다. α-사이클로덱스트린(α-cyclodextrin, α-CD), 2-하이드록시프로필-β-사
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이클로덱스트린(2-Hydrxypropyl-β-cyclodextrin,  HP-β-CD)  및  심바스타틴(Simvastatin,  SIM)은  Sigma-

Aldrich(MO,  USA)에서  구입하였다.  4-(4,6-다이메톡시-1,3,5-트리아진-2-yl)-4-메틸모르폴리늄  클로라이드[4-

(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium  chloride,  DMT-MM)은  Wako  Pure  Chemical

Industries(Osaka,  Japan)로부터  공급되었다.  Ketalar™  과  Lidocaine™(Yuhan  Co.,  Ltd.,  Seoul,  Korea),

Rompun™(Bayer Korea Ltd., Seoul, Korea), Betadine®(Purdue Pharma L.P., CA, USA), 및 Ethicon Vicryl®

과 Ethicon Ethilon®(Johnson & Johnson Services, Inc., NJ, USA)이 동물실험에 사용되었다. 모든 화학물질

은 추가적인 정제 없이 공급받은 상태로 사용되었다. 

2.  MPEG-g-HA/α-CD  유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane,  PPRX),  MPEG-g-HA/α-CD/SIM  유사폴리로탁산  및[0041]

MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM 유사폴리로탁산의 제조

도 1은 MPEG-g-HA/α-CD 유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane, PPRX), MPEG-g-HA/α-CD/SIM 유사폴리로탁산 및[0042]

MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM 유사폴리로탁산의 제조 과정을 개략적으로 나타낸 것이다.

히알루론산(HA) 6.7 μmol(1.0 g)과 DMT-MM 0.7 mmol(0.2 g)을 증류수 300㎖에 용해시킨 용액에 메톡시 폴리에[0043]

틸렌글리콜 아민(Methoxy polyethylene glycol amine, MPEG-amine) 0.7 mmol(1.4g)을 첨가하고, 혼합물을 상온

에서 3일 동안 반응하도록 두었다. 상기 반응은 메톡시 폴리에틸렌글리콜 아민(Methoxy  polyethylene  glycol

amine, MPEG-amine)의 일 말단에 존재하는 아민기와 히알루론산(HA)의 카르복실기 간의 축합 반응이고, 이를 통

해 아마이드 결합(amide bond)이 형성된다. 반응 산물을 투석 튜브(MWCO : 2,000)로 3일 동안 투석하여 DMT-MM

을 제거하였다. 정제된 반응 산물을 -90℃에서 7일 동안 동결건조하여 메톡시 폴리에틸렌글리콜이 아마이드 결

합(amide bond)에 의해 히알루론산(HA)에 그래프트된 형태의 변형 히알루론산(MPEG-g-HA)를 수득하였다.

첫 번째 유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane, PPRX)을 제조하기 위해 상기 히알루론산 유도체(MPEG-g-HA) 100[0044]

㎎을 증류수 20㎖에 녹여 MPEG-g-HA 수용액을 제조하였다. 이후, MPEG-g-HA 수용액에 α-사이클로덱스트린(α-

cyclodextrin, α-CD) 0.1 mmol(0.1 g)을 첨가한 후, 상온에서 1일 동안 저어서 MPEG-g-HA의 MPEG 선형 사슬에

α-사이클로덱스트린의 개구부가 끼워진 형태의 MPEG-g-HA/α-CD PPRX 하이드로겔을 생성시켰다. 이후, 반응 산

물을 -90℃에서 7일 동안 동결건조한 후 사용 전까지 -20℃에서 냉동보관 하였다.

두 번째 유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane, PPRX)을 제조하기 위해 상기 히알루론산 유도체(MPEG-g-HA) 100[0045]

㎎을 증류수 20㎖에 녹여 MPEG-g-HA 수용액을 제조하였다. 또한, 심바스타틴(Simvastatin, SIM) 0.02 mmol(10

㎎)을 에탄올 10㎖에 용해시켜 심바스타틴(Simvastatin, SIM) 용액을 제조하였다. 이후, MPEG-g-HA 수용액에 α

-사이클로덱스트린(α-cyclodextrin, α-CD) 0.1 mmol(0.1 g)과 심바스타틴(Simvastatin, SIM) 용액을 첨가하

고, 상온에서 1일 동안 저어서 MPEG-g-HA의 MPEG 선형 고리에 α-사이클로덱스트린의 개구부가 끼워진 형태의

MPEG-g-HA/α-CD PPRX 하이드로겔 및 상기 하이드로겔에 캡슐화된 심바스타틴(Simvastatin, SIM)으로 이루어진

MPEG-g-HA/α-CD/SIM PPRX 하이드로겔을 생성시켰다. 이후, 반응 산물을 -90℃에서 7일 동안 동결건조한 후 사

용 전까지 -20℃에서 냉동보관 하였다.

세 번째 유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane, PPRX)을 제조하기 위해 상기 히알루론산 유도체(MPEG-g-HA) 100[0046]

㎎을 증류수 20㎖에 녹여 MPEG-g-HA 수용액을 제조하였다. 또한, 심바스타틴(Simvastatin, SIM) 0.02 mmol(10

㎎)을  에탄올  10㎖에  용해시켜  심바스타틴(Simvastatin,  SIM)  용액을  제조한  후,  심바스타틴(Simvastatin,

SIM)  용액을  2-하이드록시프로필-β-사이클로덱스트린(2-Hydrxypropyl-β-cyclodextrin,  HP-β-CD)  수용액(증

류수 10㎖에 HP-β-CD 28㎎을 용해시켜 제조함)에 천전히 적하하고 혼합하여 2-하이드록시프로필-β-사이클로덱

스트린과 심바스타틴(Simvastatin, SIM)의 포접 복합체(HP-β-CD-ic-SIM) 용액을 제조하였다. 이후, MPEG-g-HA

수용액에  α-사이클로덱스트린(α-cyclodextrin,  α-CD)  0.1  mmol(0.1  g)과   HP-β-CD-ic-SIM  용액을

첨가하고, 상온에서 1일 동안 저어서 MPEG-g-HA의 MPEG 선형 고리에 α-사이클로덱스트린의 개구부가 끼워진 형

태의 MPEG-g-HA/α-CD PPRX 하이드로겔 및 상기 하이드로겔에 캡슐화된 HP-β-CD-ic-SIM 으로 이루어진 MPEG-

g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM PPRX 하이드로겔을 생성시켰다. 이후, 반응 산물을 -90℃에서 7일 동안 동결건조한

후 사용 전까지 -20℃에서 냉동보관 하였다.

상기  두  번째  유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane,  PPRX)  및  세  번째  유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane,[0047]

PPRX)을 제조하는 과정에서, 심바스타틴(Simvastatin, SIM) 또는 2-하이드록시프로필-β-사이클로덱스트린과 심

바스타틴(Simvastatin, SIM)의 포접 복합체(HP-β-CD-ic-SIM)는 히알루론산 유도체(MPEG-g-HA)의 MPEG 선형 사

슬에 α-사이클로덱스트린의 개구부가 끼워져 MPEG-g-HA/α-CD PPRX 하이드로겔이 형성되는 동안 MPEG-g-HA/α-
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CD PPRX 하이드로겔 안으로 캡슐화된다.

2. 심바스타틴(Simvastatin, SIM)의 인 비트로(in vitro) 방출 역학[0049]

심바스타틴(Simvastatin,  SIM)의  인  비트로(in  vitro)  방출  역학은  투석막(MWCO  :  20  kDa)과  원뿔  바이얼[0050]

(conical vial)로 구성된 변형된 확산 장치를 이용하여 연구되었다. 

2가지 타입의 하이드로겔인 MPEG-g-HA/α-CD/SIM PPRX와 MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM PPRX 100㎎을 각각[0051]

의 투석막 안에 넣고, 투석막의 입구를 봉쇄하였다. 이후, 투석막을 37℃의 인산 완충용액(PBS, pH 7.4, 50㎖)

안에 위치시키고, 미리 설정한 시간 간격으로 PBS 5㎖를 추출하고, 추출된 PBS와 동일한 부피의 새로운 매질을

추가하였다.  추출된  PBS의  흡광도를  자외선-가시광선(Ultraviolet-Visible,  UV-Vis)  분광광도계

(Spectrophotometer)를 이용하여 235 ㎚의 파장에서 측정하였다.

도 2는 2가지 타입의 하이드로겔인 MPEG-g-HA/α-CD/SIM PPRX와 MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM PPRX로부터[0052]

심바스타틴(Simvastatin,  SIM)의  방출  역학을  나타낸  것이다.  도  2에서  보이는  바와  같이  심바스타틴

(Simvastatin, SIM)은 MPEG-g-HA/α-CD/SIM PPRX에 비해 MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM PPRX에서 더 급격하

게 방출되었다.  2가지 타입의 유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane,  PPRX)  하이드로겔인 MPEG-g-HA/α-CD/SIM

PPRX와  MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM  PPRX로부터  심바스타틴(Simvastatin,  SIM)의  초기  버스트(initial

burst)는  1일  이내에  각각  53.7%  및  40.5%  이었다.  2가지  타입의 하이드로겔에서 심바스타틴(Simvastatin,

SIM)의 방출은 28일 동안 지속되었고, MPEG-g-HA/α-CD/SIM PPRX와 MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM PPRX로부

터 방출된 심바스타틴(Simvastatin, SIM)의 누적량은 각각 9.05㎎ 및 9.33㎎ 이었다.

3. 인 비보(in vivo) 동물 실험[0054]

(1) 유사폴리로탁산(Pseudopolyrotaxane, PPRX) 하이드로겔의 이식[0055]

인  비보(in  vivo)  동물  시험은  Institutional  Animal  Care  and  Use  Committee  (IACUC)  of  the  KyungHee[0056]

University Hospital at Gangdong (no. KHNMC AP 2014-004)에 의해 승인되었다. 16 마리의 흰쥐(~ 30 g, n=4,

Korea)에 91% ketamine hydrochloride(Ketalar™)와 9% xylazine(Rumpun™)으로 이루어진 용액을 근육 주사하

여 마취시켰다. 수술 부위를 베타딘(betadine)으로 소독한 후에, 2% 리도카인(lidocaine) 용액을 국소 마취제로

적용하였다. 이후, 마이크로-CT(Micro-CT) 분석과 조직학적 평가(Histological evaluation)를 위해 MPEG-g-HA/

α-CD PPRX, MPEG-g-HA/α-CD/SIM PPRX 및 MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM PPRX를 두개골 결손 부위에 식립

하였다. 골막을 재흡수성 Ethicon Vicryl로 봉합하고, 피부를 Ethicon Ethilon으로 봉합하였다. 이식 4주 후에,

쥐를 희생시켰다.

(2) 마이크로-CT(Micro-CT) 분석[0058]

쥐를 희생시킨 후, 두개골 결손 부위를 10%(v/v) 중성 완충포르말린(neutral buffered formalin) 용액에 고정[0059]

시켰다.  회수된  샘플의  마이크로-CT(Micro-CT;  SkyScan  1173,  SKYSCAN,  Kartuizersweg  3B  2550  Kontich,

Belgium) 분석을 통해 골 부피(Bone vloume, BV), 골 표면적(bone surface, BS), 해면골소주 넘버(trabecular

number, Tb.N), 해면골소주 두께(trabecular thickness, Tb.Th) 및 해면골소주 간격(trabecular separation,

Tb.Sp)을 검사하였다. 스캔한 자료는 Skyscan™ CT-analyser software로 분석되었다.

도 3은 3가지 타입의 PPRX 하이드로겔을 실험 동물에 이식하고 4주 후에 평가된 4가지 샘플 각각의 대표적인 CT[0060]

이미지이다. 도 3에서 보이는 바와 같이 골 형성 활성도는 MPEG-g-HA/α-CD PPRX 하이드로겔을 두개골 결손 부

위에 주입함으로써 증진되었다. 이러한 결과는 MPEG-g-HA/α-CD PPRX 하이드로겔 자체가 신생골 형성에 중요한

역할을 한다는 것을 나타낸다. 하이드로겔 속으로 캡슐화된 심바스타틴(Simvastatin, SIM)은 골 형성 활성도를

증진시키는 것으로 나타났다. 특히, 심바스타틴(Simvastatin, SIM)의 개선된 수 용해도는 골 형성 활성도의 증

진에 강한 영향을 주었다. 도 4는 3가지 타입의 PPRX 하이드로겔을 실험 동물에 식립하고 4주 후에 평가된 4가

지 샘플의 골 부피(Bone vloume, BV)를 나타낸 것이고, 도 5는 골 표면적(bone surface, BS)을 나타낸 것이고,

도  6은  해면골소주  넘버(trabecular  number,  Tb.N)를  나타낸  것이고,  도  7은  해면골소주  두께(trabecular

thickness,  Tb.Th)를  나타낸  것이고,  도  8은  해면골소주  간격(trabecular  separation,  Tb.Sp)을  나타낸
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것이다. 도 4 내지 도 8에서 "PPRX Ⅰ"은 MPEG-g-HA/α-CD PPRX를 의미하고, "PPRX Ⅱ"는 MPEG-g-HA/α-CD/SIM

PPRX를 의미하고, "PPRX Ⅲ"는 MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM PPRX를 의미한다. 도 4 내지 도 8에서 보이는

바와 같이 MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM PPRX는 MPEG-g-HA/α-CD/SIM PPRX 보다 1.17배 큰 골 부피(Bone

vloume,  BV)  및  1.02배  큰  골  표면적(bone  surface,  BS)을  가졌다.  더구나,  해면골소주  넘버(trabecular

number, Tb.N) 및 해면골소주 두께(trabecular thickness, Tb.Th)는 심바스타틴(Simvastatin, SIM)을 포함하는

하이드로겔에서 크게 향상되었다. 한편, 심바스타틴(Simvastatin, SIM)을 포함하는 하이드로겔은 더 작은 해면

골소주 간격(trabecular separation, Tb.Sp)을 보였다.

(3) Haematoxylin과 eosin(H&E) 염색 및 Goldner's Trichrome 염색[0062]

쥐를 희생시킨 후, 두개골 결손 부위를 10%(v/v) 중성 완충포르말린(neutral buffered formalin) 용액에 고정[0063]

시켰다. 조직을 4℃에서 하룻밤 동안 고정한 후, 인산 완충 용액(PBS)에 현탁하였다. 석회화된 샘플을 파라핀

안에  포매하고,  40㎛  두께의  조직  절편을  표준  프로토콜에  따라  Haematoxylin  and  eosin(H&E)  용액과

Goldner's Trichrome 용액으로 염색하였다. 염색된 조직 절편을 형광 현미경(fluorescence microscopy; AX70,

TR-62A02, Olympus, Tokyo, Japan)으로 시각화하였다.

도 9는 하이드로겔 샘플의 식립 4주 후에 Haematoxylin and eosin(H&E) 으로 염색된 두개골 결손 부위의 이미지[0064]

이고, 도 10은 Goldner's Trichrome 으로 염색된 두개골 결손 부위의 이미지이다. H&E로 염색된 모든 샘플에서

골 형성 및 골 흡수와 관련된 3가지 타입의 세포들인 골아세포(osteoblasts, Ob), 골세포(osteocytes, Oc) 및

파골세포(osteoclasts, Ocl)가 관찰되었다. 라운드된 골단위(osteons)와 골세포는 골소강(lacunae)에 위치하였

고, 골아세포(osteoblast)에 의해 둘러싸여 있었다. 특히, 신생골(red color)의 성장은 MPEG-g-HA/α-CD/HP-β

-CD-ic-SIM  PPRX가  식립되었을  때  양쪽  가장자리에서  안쪽으로  가장  활발히  진행되었고,  이는  Goldner's

Trichrome 으로 염색에 의해 확인되었다. 3가지 타입의 PPRX가 식립된 결손 부위에는 PPRX를 식립하지 않은 대

조군 부위에 비해 식립 4주 후 세포와 골단위(osteons)가 현저하게 채워졌다. MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-

SIM PPRX로 채워진 많은 영역의 두개골 결손 부위에서 골 형성 활성도가 증가하였다.

4. 토의(Discussion)[0066]

3-하이드록시-3-메틸글루타릴  코엔자임  A(3-hydroxy-3-methylglutaryl  coenzyme  A,  HMG-CoA)  환원효소[0067]

(reductase)의  저해제인  심바스타틴(Simvastatin,  SIM)은  콜레스테롤  수치를  낮추기  위해  사용되는  스타틴

(statin)  계열의  약물에  속한다.  또한,  심바스타틴(Simvastatin,  SIM)은  재조합  인간  골  형성  단백질

2(recombinant human bone morphogenetic protein-2, rhBMP-2)을 증가시켜 골아세포의 분화를 촉진하고 인 비

트로(in   virto)  및  인  비보(in  vivo)  상에서  신생골  형성을  촉진하는  것으로 알려져 있다[G.  Mundy,  R.

Garrett, S. Harris, J. Chan, D. Chen, G. Rossini, B. Boyce, M. Zhao, and G. Gutierrez, Stimulation of

bone formation in vitro and in rodents by statins. Science 286, 1946 (1999).]

그러나, 심바스타틴(Simvastatin, SIM)은 낮은 수 용해도로 인해 생체 이용도가 낮다. 지용성 약물의 수 용해도[0068]

와 생체 이용도를 개선하기 위해, 지용성 약물은 고분자 하이드로겔, 고체 분산체, 마이크로에멀젼, 초임계 유

체,  사이클로덱스트린  포접  복합체(Cyclodextrin  inclusion  complexes),  덴드리머  복합체(dendrimer

complexes), 마이크로 입자 또는 나노 입자의 안쪽으로 캡슐화된다[M. S. Bae, D. H. Yang, J. B. Lee, D. N.

Heo, Y. D. Kwon, I. C. Youn, K. Choi, J. H. Hong, G. T. Kim, Y. S. Choi, E. H. Hwang, and I. K. Kwon,

Photo-cured  hyaluronic  acid-based  hydrogels  containing  simvastatin  as  a  bone  tissue  regeneration

scaffold. Biomaterials 32, 8161 (2011).].

우리는 심바스타틴(Simvastatin, SIM)의 수 용해도를 개선하기 위한 이중 시스템(dual system)을 설계하였다.[0069]

상기 이중 시스템은 심바스타틴(Simvastatin, SIM)과 2-하이드록시프로필-β-사이클로덱스트린(2-Hydrxypropyl-

β-cyclodextrin, HP-β-CD) 간의 포접 복합체(HP-β-CD-ic-SIM) 및 MPEG-g-HA/α-CD/SIM PPRX 하이드로겔[T.

Nakama, T. Ooya, and N. Yui, Tempaerature- and pH-controlled hydrogelation of poly(ethylene glycol)-

grafted hyaluronic acid by inclusion complexation with α-cyclodextrin. Polymer J. 36, 338 (2004).] 안

에서 캡슐화된 HP-β-CD-ic-SIM  으로 구성된다. 신생골 형성을 평가하는데에 있어서, 유사폴리로탁산(PPRX)은

불포화된 수용액 안에서 해리되기 때문에 인 비트로(in vitro) 실험을 수행할 수 없었다. 따라서, 두개골 결손

모델 토기를 이용하여 인 비보(in vivo) 동물 실험을 수행하였고, MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM PPRX의 신
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생골 형성 향상 효과를 MPEG-g-HA/α-CD PPRX 및 MPEG-g-HA/α-CD/SIM PPRX의 효과와 비교하였다.

심바스타틴(Simvastatin,  SIM)은  2-하이드록시프로필-β-사이클로덱스트린(2-Hydrxypropyl-β-cyclodextrin,[0070]

HP-β-CD)의 내부 공간에 채워질 수 있고, 그로 인해 수 용해도가 증가한다는 사실은 알려져 있다[S. W. Jun,

M. S. Kim, J. S. Kim, H. J. Park, S. Lee, J. S. Woo, and S. J. Hwang, Preparation and characterization

of  simvastatin/hydroxypropyl-β-cyclodextrin  inclusion  complex  using  supercritical  antisolvent  (SAS)

process. Eur. J. Pharm. 66, 413 (2007).]. 또한, α-사이클로덱스트린(α-CD)을 메톡시 폴리에틸렌글리콜 아

민(Methoxy polyethylene glycol amine, MPEG-amine) 사슬을 관통하는 형태로 끼우면, 유사폴리로탁산(PPRX)이

형성된다.

MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM  PPRX로부터  심바스타틴(Simvastatin,  SIM)의  방출  역학은  MPEG-g-HA/α-[0071]

CD/SIM PPRX의 결과와 다르게 나타났다. HP-β-CD-ic-SIM은  SIM 보다 하이드로겔부터 더 빠르게 방출되었는데,

이는 포접 복합체 형성 후에 수 용해도가 향상되었기 때문이다.  MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM  PPRX에서

HP-β-CD-ic-SIM의 빠른 방출은 rhBMP-2의 발현을 증가시키고 결국 신생골 형성의 증진을 유발한다(도 2 및 도

3 참조). 반면, MPEG-g-HA/α-CD/SIM PPRX에서 SIM이 방출되기 위해서는 MPEG-g-HA/α-CD/SIM PPRX가 해리되어

야 하고, 만약 PPRX 하이드로겔이 그 구조를 유지하면 SIM의 방출이 저해된다.

마이크로-CT(Micro-CT)는 3차원적인 해면골(Trabecular Bone) 구조의 분석 및 비파괴적 평가를 위해 사용될 수[0072]

있는 부상하고 있는 기술이다[I. Kallai,  O.  Mizrahi,  W.  Tawackoli,  Z.  Gazit, G. Pelled, and D. Gazit,

Microcomputed tomography-based structural analysis of various bone tissue regeneration models. Nature

Protocols 6, 105 (2011).]. MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM PPRX는 가장 높은 BV, BS, Tb.N 및 Tb.Th를 보

였고, 가장 낮은 Tb.Sp를 보였다. 이러한 사항들은 신생골 형성으로 정량적으로 분석하는데 있어서 중요한 인자

이다[J. H. Lee, S.-J. Jang, H.-R. Baek, K. M. Lee, B.-S. Chang, and C.-K. Lee, Synergistic induction

of early stage of bone formation by combination of recombinant human bone morphogenetic protein-2 and

epidermal growth factor. J. Tissue Eng. Regen. Med. 9, 447 (2015).]. BV 및 BS와 같은 파라미터에 기초하

여, 우리는 MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM PPRX가 식립된 두개골 결손 부위에서 신생골이 더 활발하게 형성

된다고 결론지었다. 또한, Tb.N, Tb.Th 및 Tb.Sp의 결과는 신생 해면골소주 대(trabecular rods)가 신생골의 3

차원 네트워크 안에서 더 조밀하게 형성되었음을 의미한다.

신체의  신생골은  중간엽줄기세포(mesenchymal  stem  cell)가  골전구세포(osteoprogenitors),  전조골세포[0073]

(preosteoblasts), 골아세포(osteoblasts), steocytic osteoblasts, 그리고 최종적으로 골세포(osteocytes)로

연속적으로 분화함으로써 형성된다[T. J.  Heino,  and  T.  A.  Hentunen, Differentiation of osteoblasts and

osteocytes form mesenchymal stem cells. Current Stem Cell Research & Therapy 3, 131 (2008).]. BMP-2는

전체적인 분화 과정에 영향을 주고 신생골 형성을 촉진한다. SIM은 줄기세포의 골형성 분화를 유도하는데에 필

수적인  계기를  제공할  수  있다.  MPEG-g-HA/α-CD/SIM  PPRX와  비교할  때,  MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM

PPRX으로부터 방출된 SIM은 더 나은 수 용해도 때문에 두개골 결손 부위 주위에서 줄기세포의 골형성 분화를 자

극할 수 있다.

골 리모델링 과정 동안, 작은 골은 파골세포(osteoclasts)에 의해 재흡수되고 이어서 재흡수된 골을 대체할 수[0074]

있는 파골세포(osteoclasts)들이 모여든다. 골 리모델링 과정은 골격 전체에서 비동기적으로(asynchronously)

발생한다. 골세포(osteocytes)는 골전구세포(osteoprogenitors)에서 유도되고 성숙한 골에서 가장 흔하게 발견

된다. 

H&E 염색을 통해 모든 샘플에서 골아세포(osteoblasts), 골세포(osteocytes) 및 파골세포(osteoclasts)가 존재[0075]

한다는 것을 알 수 있고, 이는 신생골이 모든 샘플에서 골 리모델링 과정에 의해 형성된다는 것을 의미한다. 특

히,  이러한 3가지 세포 타입의 두개골 결손 부위로 활발하게 퍼져나갔고,  MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM

PPRX가 식립된 부위에서 신생골이 더 풍부하게 생성되었다. 우리는 SIM의 수 용해도가 두개골 결손 부위에서 신

생골 형성을 증진하는데에 중요한 역할을 한다고 결론지었다.

5. 결론(Conclusion)[0077]

우리는  심바스타틴(Simvastatin,  SIM)과  2-하이드록시프로필-β-사이클로덱스트린(2-Hydrxypropyl-β-[0078]

cyclodextrin,  HP-β-CD)  간의 포접 복합체(HP-β-CD-ic-SIM),  그리고 MPEG-g-HA  고분자와 α-CD로 이루어진

거대분자 하이드로겔에 기초하여 이중 시스템(dual system)을 설계하고 제조하였다. 그 뒤에, 우리는 토끼 모델

공개특허 10-2017-0033834

- 13 -



동물을 이용하여 두개골 결손 부위에서 신생골 형성의 증진에 대한 이중 시스템의 영향을 조사하였다. 마이크로

-CT, H&E 염색 및 Goldner’s trichrome 염색에 의해 평가한 결과, MPEG-g-HA/α-CD/HP-β-CD-ic-SIM PPRX가

식립된 두개골 결손 부위에서 신생골이 더 풍부하게 생성되었다. 우리의 결과들은 SIM의 수 용해도가 신생골 형

성에 영향을 주었다는 것을 의미한다.

이상에서와 같이 본 발명을 상기의 실시예를 통해 설명하였지만 본 발명이 반드시 여기에만 한정되는 것은 아니[0080]

며 본 발명의 범주와 사상을 벗어나지 않는 범위 내에서 다양한 변형실시가 가능함은 물론이다. 따라서, 본 발

명의 보호범위는 특정 실시 형태로 국한되는 것이 아니며, 본 발명에 첨부된 특허청구의 범위에 속하는 모든 실

시 형태를 포함하는 것으로 해석되어야 한다.

도면
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