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본 발명은 상자성 물질을 포함하는 중공형 나노입자로 이루어진 MRI(자기공명영상) 조영제 및 이의 제조방법을

제공한다. 상기 MRI 조영제는 약물 봉입 용량이 커 약물 전달 시스템 및 약물 전달 캐리어로 사용될 수 있고, 이

완성이 우수하여 T1의 효과가 강조된 MRI 및 T2의 효과가 강조된 MRI 모두에 이용될 수 있다. 
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특허청구의 범위

청구항 1 

상자성 물질을 포함하는 중공형 나노입자로 이루어진 자기공명영상(MRI) 조영제.

청구항 2 

제1항에 있어서, 

상기 상자성 물질이 망간, 가돌리늄, 에르븀, 크롬, 철, 코발트, 니켈, 란탄계열 원소, 악티늄계열 원

소로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나를 포함하는 것을 특징으로 하는, 자기공명영상(MRI) 조영제.

청구항 3 

제2항에 있어서, 

상기 상자성 물질이 망간을 포함하는 것을 특징으로 하는, 자기공명영상(MRI) 조영제.

청구항 4 

제1항에 있어서, 

상기 상자성 물질이 망간, 가돌리늄, 에르븀, 크롬, 철, 코발트, 니켈, 란탄계열 원소, 악티늄계열 원

소로  이루어진  군으로부터  선택되는  어느  하나의  상자성  이온인  것을  특징으로  하는,  자기공명영상(MRI)

조영제.

청구항 5 

제4항에 있어서, 

상기 상자성 물질이 망간 이온인 것을 특징으로 하는, 자기공명영상(MRI) 조영제.

청구항 6 

제1항에 있어서, 

상기 상자성 물질이 망간, 가돌리늄, 에르븀, 크롬, 철, 코발트, 니켈, 란탄계열 원소, 악티늄계열 원

소로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나의 상자성 이온을 포함하는 킬레이트 화합물인 것을 특징으로 하

는, 자기공명영상(MRI) 조영제.

청구항 7 

제6항에 있어서, 

상기 상자성 물질이 망간 이온을 포함하는 킬레이트 화합물인 것을 특징으로 하는, 자기공명영상(MRI)

조영제.

청구항 8 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, 

나노입자의 내부 직경이 2 내지 20 nm인 것을 특징으로 하는, 자기공명영상(MRI) 조영제.

청구항 9 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, 

나노입자의 외부 직경이  5 내지 30 nm인 것을 특징으로 하는, 자기공명영상(MRI) 조영제.

청구항 10 

상자성 물질을 포함하는 중공형 나노입자로 이루어져 있고, 
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상기 나노 입자가 생체적합성 물질로 피복되어 있는 것을 특징으로 하는, 자기공명영상(MRI) 조영제.

청구항 11 

제10항에 있어서, 

상기 생체적합성 물질이 폴리비닐알콜, 폴리락타이드(polylactide), 폴리글리콜라이드(polyglycolide),

폴리락타이드글리콜라이드공중합체(poly(lactide-co-glycolide)),  폴리안하이드라이드(polyanhydride),  폴리에

스테르(polyester),  폴리에테르에스테르(polyetherester),  폴리카프로락톤(polycaprolactone),  폴리에스테르아

마이드(polyesteramide),  폴리아크릴레이트(polyacrylate),  폴리우레탄(polyurethane),  폴리비닐플루오라이드

(polyvinyl  fluoride),  폴리비닐이미다졸(poly(vinyl  imidazole)),  클로로술포네이트  폴리올레핀

(chlorosulphonate  polyolefin),  폴리에틸렌옥사이드(polyethylene  oxide),  폴리에틸렌글리콜(poly(ethylene

glycol)) 및 덱스트란(dextran)으로 이루어진 군에서 선택되는 어느 하나, 이들의 혼합물 또는 이들의 공중합체

를 포함하는 것을 특징으로 하는, 자기공명영상(MRI) 조영제.

청구항 12 

제11항에 있어서, 

상기 생체적합성 물질이 폴리에틸렌글리콜인 것을 특징으로 하는, 자기공명영상(MRI) 조영제.

청구항 13 

제10항에 있어서, 

상기 상자성 물질이 망간, 가돌리늄, 에르븀, 크롬, 철, 코발트, 니켈, 란탄계열 원소, 악티늄계열 원

소로  이루어진  군으로부터  선택되는  어느  하나의  상자성  이온인  것을  특징으로  하는,  자기공명영상(MRI)

조영제.

청구항 14 

제13항에 있어서, 

상기 상자성 물질이 망간 이온인 것을 특징으로 하는, 자기공명영상(MRI) 조영제.

청구항 15 

제10항에 있어서, 

상기 상자성 물질이 망간, 가돌리늄, 에르븀, 크롬, 철, 코발트, 니켈, 란탄계열 원소, 악티늄계열 원

소로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나의 상자성 이온을 포함하는 킬레이트 화합물인 것을 특징으로 하

는, 자기공명영상(MRI) 조영제.

청구항 16 

제15항에 있어서, 

상기 상자성 물질이 망간 이온을 포함하는 킬레이트 화합물인 것을 특징으로 하는, 자기공명영상(MRI)

조영제.

청구항 17 

제10항 내지 제16항 중 어느 한 항에 있어서, 

나노입자의 내부 직경이 2 내지 20 nm인 것을 특징으로 하는, 자기공명영상(MRI) 조영제.

청구항 18 

제10항 내지 제16항 중 어느 한 항에 있어서, 

나노입자의 외부 직경이  5 내지 30 nm인 것을 특징으로 하는, 자기공명영상(MRI) 조영제.
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청구항 19 

상자성 물질을 포함하는 중공형 나노입자에 약물이 봉입되어 있는 것을 특징으로 하는, 세포 내 약물

전달 캐리어(carrier)용 나노입자.

청구항 20 

제19항에 있어서, 

상기 상자성 물질이 망간, 가돌리늄, 에르븀, 크롬, 철, 코발트, 니켈, 란탄계열 원소, 악티늄계열 원

소로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나를 포함하는 것을 특징으로 하는, 세포 내 약물 전달 캐리어용 나

노입자.

청구항 21 

제20항에 있어서, 

상기 상자성 물질이 망간을 포함하는 것을 특징으로 하는, 세포 내 약물 전달 캐리어용 나노입자.

청구항 22 

제19항에 있어서, 

상기 상자성 물질이 망간, 가돌리늄, 에르븀, 크롬, 철, 코발트, 니켈, 란탄계열 원소, 악티늄계열 원

소로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나의 상자성 이온인 것을 특징으로 하는, 세포 내 약물 전달 캐리어

용 나노입자.

청구항 23 

제22항에 있어서, 

상기 상자성 물질이 망간 이온인 것을 특징으로 하는, 세포 내 약물 전달 캐리어용 나노입자.

청구항 24 

제19항에 있어서, 

상기 상자성 물질이 망간, 가돌리늄, 에르븀, 크롬, 철, 코발트, 니켈, 란탄계열 원소, 악티늄계열 원

소로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나의 상자성 이온을 포함하는 킬레이트 화합물인 것을 특징으로 하

는, 세포 내 약물 전달 캐리어용 나노입자.

청구항 25 

제24항에 있어서, 

상기 상자성 물질이 망간 이온을 포함하는 킬레이트 화합물인 것을 특징으로 하는, 세포 내 약물 전달

캐리어용 나노입자.

청구항 26 

제19항 내지 제25항 중 어느 한 항에 있어서, 

나노입자의 내부 직경이 2 내지 20 nm인 것을 특징으로 하는, 세포 내 약물 전달 캐리어용 나노입자.

청구항 27 

제19항 내지 제25항 중 어느 한 항에 있어서, 

나노입자의 외부 직경이 5 내지 30 nm인 것을 특징으로 하는, 세포 내 약물 전달 캐리어용 나노입자.

청구항 28 

제19항 내지 제25항 중 어느 한 항에 있어서, 
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상기 약물이 DOX(doxorubicin)인 것을 특징으로 하는, 세포 내 약물 전달 캐리어용 나노입자.

청구항 29 

상자성 물질을 포함하는 중공형 나노입자로 이루어진 MRI 조영제; 

상기 나노입자에 봉입되는 약물; 및

상기 약물이 봉입된 나노입자로 이루어진 MRI 조영제가 투여되는 생체 조직

을 포함하여 이루어지는, 세포 내 약물 전달 시스템.

청구항 30 

제29항에 있어서, 

상기 상자성 물질이 산화 망간(IV)인 것을 특징으로 하는, 세포 내 약물 전달 시스템.

청구항 31 

제29항에 있어서, 

상기 약물이 DOX(doxorubicin)인 것을 특징으로 하는, 세포 내 약물 전달 시스템.

청구항 32 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항의 중공형 나노입자로 이루어진 자기공명영상(MRI) 조영제를 사용하는

것을 특징으로 하는, 자기공명영상(MRI) 조영 방법.

청구항 33 

제8항의 중공형 나노입자로 이루어진 자기공명영상(MRI) 조영제를 사용하는 것을 특징으로 하는, 자기

공명영상(MRI) 조영 방법.

청구항 34 

제9항의 중공형 나노입자로 이루어진 자기공명영상(MRI) 조영제를 사용하는 것을 특징으로 하는, 자기

공명영상(MRI) 조영 방법.

청구항 35 

(a) 상자성을 가지는 금속 산화물 나노입자를 제조하는 단계;

(b) 상기 금속 산화물 나노입자를 증류수에 분산시켜서 저장하는 단계;

(c) 상기 증류수에 분산된 금속 산화물 나노입자를 산성 용액에 넣고 교반하는 단계; 및

(d) 상기 교반된 용액을 원심분리하여, 상자성 물질을 포함하는 중공형 나노입자를 수득하는 단계를 포

함하는 것을 특징으로 하는, 중공형 나노입자로 이루어진 MRI 조영제의 제조방법.

청구항 36 

제35항에 있어서, 

금속 산화물 나노입자가 산화망간 나노입자인 것을 특징으로 하는, 중공형 나노입자로 이루어진 MRI 조

영제의 제조방법.

청구항 37 

제36항에 있어서, 

단계 (a)에서 산화망간 나노입자를 망간-올레이트의 열분해 단계 및 폴리에틸렌글라이콜 포스포리피드

를 이용한 캡슐화 과정을 통해 제조하는 것을 특징으로 하는, 중공형 나노입자로 이루어진 MRI 조영제의 제조방

법.
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청구항 38 

제36항에 있어서, 

단계 (b)에서 상기 산화망간 나노입자를 증류수에 분산시켜서 1 내지 40일 동안 저장하고,

단계 (c)에서 상기 증류수에 분산된 산화망간 나노입자를 프탈레이트 완충액에 넣고 교반하여, 상기 나노입자의

껍질에 해당하는 산화망간(Mn3O4)은 남겨두고 내부의 산화망간(MnO)을 제거하는 것을 특징으로 하는, 중공형 나

노입자로 이루어진 MRI 조영제의 제조방법. 

명 세 서

발명의 상세한 설명

    기 술 분 야

본 발명은 상자성 물질을 포함하는 중공형 나노입자로 이루어진 MRI 조영제, 이의 제조방법 및 이를 이용한 약<1>

물 전달 캐리어 및 약물 전달 시스템에 관한 것이다. 

    배 경 기 술

나노  크기의  콜로이드  입자는  작은  크기와  큰  표면적을  가지기  때문에  자기공명영상(Magnetic<2>

Resonance Imaging; MRI)의 조영제로 사용될 때 여러 가지 장점이 있다. 예를 들면, 활성 자기 중심부의 큰 페

이로드(payload)를 운반하는 능력이 있고 생체막 시스템에 쉽게 침투할 수 있으며, 혈액에서의 순환 시간이 길

고 친화성이 있는 분자에 효과적으로 결합하고, 그리하여 저농도에서도 특정 타겟에 대한 섬세한 영상을 제공할

수 있게 해 주는 등의 장점이 있다(J. W. M. Bulte et al., NMR Biomed.2004, 17, 484; 및 S. Mornet S. et

al.,  J. Mater. Chem. 2004, 14, 2161). 

또한, 나노입자는 치료제와 결합하여 2가지 기능, 즉, MRI 조영의 역할 및 약물전달을 동시에 할 수 있<3>

는 의학 시스템으로서 이용될 수 있다(J. Kim et al.,  Adv. Mater. 2008, 20, 478). 예를 들면, 초상자성 산

화철 나노입자는 효과가 좋은 T2 조영제로 개발되어서 종양, 줄기세포 이동 및 암 전이 영상을 찍는 데 이용되고

있다(M. G. Harisinghani et al.,  J. Med. 2003, 348, 2491. ). 최근 일부 가돌리듐 이온(Gd
3+
) 또는 망간 이

온(Mn
2+
)을  포함하는  콜로이드  나노입자는  잠재적인  T1  MRI  조영제로  평가받고  있다(S.  Flacke  et  al.,

Circulation 2001, 104, 1280). 

최근, 마그네틱 이온을 포함하는 중공형 나노입자가 다양한 제조방법을 통해서 제조되고 있지만, 이들<4>

을 의학적으로 적용한 경우는 거의 없었다(J. H. Gao et al., Chem. Soc.2006, 128, 12632; Y. Yin, R. N.

Rioux, C. K. Erdonmez, S. Hughes, G. A. Somorjai, A. P. Alivisatos, Science 2004, 304, 711.). 또한, 가

돌리듐 이온(Gd
3+
) 또는 망간 이온(Mn

2+
)과 같이 잠재적으로 독성을 띠는 물질의 농도가 매우 낮은 상태에서도 작

동할 수 있는, 이완성이 매우 강화된 MRI 조영제용 나노 입자에 대한 요구가 증가하고 있다. 

이에 따라, 본 발명자들은 중공형 나노 입자로서, 이완성이 우수한 MRI 조영제를 개발하였고, 이를 이용하여 대<5>

용량의 약물 봉입이 가능한 약물 전달 시스템을 완성하였다. 

    발명의 내용

        해결 하고자하는 과제

본 발명은 T1의 효과가 강조된 MRI(자기공명영상) 및 T2의 효과가 강조된 MRI 모두에 사용될 수 있는, MRI 이완<6>

성 및 약물 봉입 용량이 모두 우수한 MRI 조영제, 이의 제조 방법 및 상기 조영제 를 이용한 약물 전달 시스템

및 약물 전달 캐리어를 제공하기 위한 것이다. 

        과제 해결수단

본 발명은 상자성 물질을 포함하는 중공형 나노입자로 이루어진 자기공명영상(MRI) 조영제에 관한 것이<7>
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다. 

본 발명의 다른 양태는, 상자성 물질을 포함하는 중공형 나노입자로 이루어져 있고, 상기 나노 입자가<8>

생체적합성 물질로 피복되어 있는 것을 특징으로 하는, 자기공명영상(MRI) 조영제다. 

상기 조영제에 있어서, 상기 생체적합성 물질이 폴리비닐알콜, 폴리락타이드(polylactide), 폴리글리콜<9>

라이드(polyglycolide),  폴리락타이드글리콜라이드공중합체(poly(lactide-co-glycolide)),  폴리안하이드라이드

(polyanhydride),  폴리에스테르(polyester),  폴리에테르에스테르(polyetherester),  폴리카프로락톤

(polycaprolactone),  폴리에스테르아마이드(polyesteramide),  폴리아크릴레이트(polyacrylate),  폴리우레탄

(polyurethane), 폴리비닐플루오라이드(polyvinyl fluoride), 폴리비닐이미다졸(poly(vinyl imidazole)), 클로

로술포네이트 폴리올레핀(chlorosulphonate  polyolefin),  폴리에틸렌옥사이드(polyethylene  oxide),  폴리에틸

렌글리콜(poly(ethylene glycol)) 및 덱스트란(dextran)으로 이루어진 군에서 선택되는 어느 하나, 이들의 혼합

물 또는 이들의 공중합체를 포함하는 것이 바람직하다. 또한, 상기 생체적합성 물질이 폴리에틸렌글리콜인 것이

보다 바람직하다. 

본 발명의 또 다른 양태는, 상자성 물질을 포함하는 중공형 나노입자에 약물이 봉입되어 있는 것을 특<10>

징으로 하는, 세포 내 약물 전달 캐리어(carrier)용 나노입자이다. 

본 발명의 또 다른 양태는, 상자성 물질을 포함하는 중공형 나노입자로 이루어진 MRI 조영제 상기 나노<11>

입자에 봉입되는 약물 및 상기 약물이 봉입된 나노입자로 이루어진 MRI 조영제가 투여되는 생체 조직을 포함하

여 이루어지는, 세포 내 약물 전달 시스템이다. 

상기 약물 전달 시스템에서, 상자성 물질은 산화 망간(IV)인 것이 바람직하다. <12>

상기 나노입자 및 약물전달 시스템에서, 나노입자에 봉입되는 약물은 DOX(doxorubicin)인 것이 바람직<13>

하다. 

본 발명의 또 다른 양태는 상기 중공형 나노입자로 이루어진 자기공명영상(MRI) 조영제를 사용하는 것<14>

을 특징으로 하는, 자기공명영상(MRI) 조영 방법이다. 

본 발명의 또 다른 양태는,<15>

(a) 상자성을 가지는 균일한 금속 산화물 나노입자를 제조하는 단계;<16>

(b) 상기 균일한 금속 산화물 나노입자를 증류수에 분산시켜서 저장하는 단계;<17>

(c) 상기 증류수에 분산된 균일한 금속 산화물 나노입자를 산성 용액에 넣고 교반하는 단계; 및<18>

(d) 상기 교반된 용액을 원심분리하여, 상자성 물질을 포함하는 중공형 나노입자를 수득하는 단계를 포<19>

함하는 것을 특징으로 하는, 중공형 나노입자로 이루어진 MRI 조영제의 제조방법이다. 

상기 방법에서, 균일한 금속 산화물 나노입자가 균일한 산화망간 나노입자인 것이 바람직하다. 또한,<20>

단계 (a)에서 망간-올레이트의 열분해 단계 및 폴리에틸렌글라이콜 포스포리피드를 이용한 캡슐화 과정을 통해

나노 입자를 제조하고, 단계 (b)에서 상기 균일한 산화망간 나노입자를 증류수에 분산시켜서 1 내지 40일 동안

저장하고,  단계  (c)에서  상기  증류수에  분산된  균일한  산화망간  나노입자를  프탈레이트  완충액에  넣고

교반하여, 상기 나노입자의 껍질에 해당하는 산화망간(Mn3O4)은 남겨두고 내부의 산화망간(MnO)을 제거하는 것이

바람직하다. 

본  발명의  중공형  나노입자에서,  상기  상자성  물질은  망간,  가돌리늄,  에르븀,  크롬,  철,  코발트,<21>

니켈, 란탄계열 원소, 악티늄계열 원소로 이루어진 군으로부터 선택되는 것이 바람직하다. 또한, 상기 상자성

물질은 망간인 것이 보다 바람직하다. 

본  발명의  중공형  나노입자에서,  상기  상자성  물질은  망간,  가돌리늄,  에르븀,  크롬,  철,  코발트,<22>

니켈, 란탄계열 원소, 악티늄계열 원소로 이루어진 군으로부터 선택되는 것이 바람직하다. 또한, 상기 상자성

물질은 망간 이온인 것이 보다 바람직하다. 

본  발명의  중공형  나노입자에서,  상기  상자성  물질은  망간,  가돌리늄,  에르븀,  크롬,  철,  코발트,<23>

니켈, 란탄계열 원소, 악티늄계열 원소로 이루어진 군으로부터 선택되는 것이 바람직하다. 또한, 상기 상자성

물질은 망간 이온을 포함하는 킬레이트 화합물인 것이 보다 바람직하다. 
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본 발명의 중공형 나노입자에서, 나노입자의 내부 직경이 2 내지 20 nm이고, 외부 직경이  5 내지 30<24>

nm인 것이 바람직하다. 

본 발명의 중공형 나노입자는 상자성 물질을 포함하는 껍질(shell) 및 상기 껍질 내부의 속이 비어 있<25>

는 코어(core)로 이루어진 속이 빈(hollow) 형태를 갖는다. 이때, 껍질의 직경을 나노입자의 외부 직경, 코어의

직경을 나노입자의 내부 직경이라고 한다. 

        효 과

본 발명의 상자성 물질을 포함하는 중공형 나노입자로 이루어진 MRI 조영제는 MRI 라벨링, 이완성이 우<26>

수하고 약물 봉입 용량이 클 뿐만이 아니라 제조방법이 간단하다. 

구체적으로, 본 발명에 따른 MRI 조영제 는 중공형으로, 코어(core)가 비어있으므로, 빈 공간으로 고분자량의<27>

약물들이 들어갈 수 있어 약물 봉입용량(drug loading capacity)이 클 뿐만 아니라, 세포 섭취 능력(cellular

uptake)이 우수하다. 또한, 물과 접촉할 수 있는 표면적(water-accessible surface area)이 넓다. 따라서, MR-

활성 자기 중심부에 큰 페이로드를 운반할 수 있어, 항암제 등의 약물을 전달하기 위한, 약물 전달 시스템 또는

약물 전달 캐리어로 이용될 수 있다. 또한, 본 발명에 따른 MRI 조영제 는 이완성이 우수하며, T1의 효과가 강

조된 MRI 및 T2의 효과가 강조된MRI 모두에 사용될 수 있는 듀얼(dual) 조영제 로 이용될 수 있다. 이에 따라,

본  발명에 따른 나노입자로 이루어진 조영제 는  치료를 위한 진단 영상 및  약물  전달을 결합한 치료/진단

(theragnosis)용의 이중기능을 가지는 MRI 약제 개발에 대한 새로운 접근법을 제공할 수 있다. 

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용

이하 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 하기 실시예는 본 발명의 예시 목적을<28>

위한 것이며, 첨부된 특허청구범위에 따른 본 발명의 보호범위를 제한하고자 하는 것은 아니다. 

실시예<29>

실시예 1. 중공형 산화망간 나노입자(HMON) 제조 및 그 특성<30>

1.1. 일반적인 고려 사항<31>

MnCl2·H2O(Aldrich),  올레산염 나트륨(TCI),  올레산(불포화 지방산; Aldrich),  프탈레이트 완충액(pH<32>

4.6,  (주)삼전화학)  및 1,2-디스테아로일-sn-글라이세로-3-포스포에탄올아민-N-[메톡시(폴리에틸렌 글라이콜)-

2000] (mPEG-2000 PE, Avanti Polar Lipids, Inc.)을 포함한 반응물을 구매한 후 정제없이 사용하였다. 투과전

자현미경(TEM)으로  JEOL  JEM-2010를  사용하였고,  주사터널현미경(SEM,  scanning  tunneling  microscopy)으로

LEO SUPRA 55(Carl Zeiss, Germany)을 사용하였다. 나노입자의 자기적 성질을 5 T의 초전도자석을 갖추고 있는

초전도양자간섭소자(SQUID, superconducting quantum interference device) 자력계(Quantum Design, MPMS5XL)

에 의해 측정하였다. X-ray 광전자 분광기로 K-알파(Thermo Electron, U.K.)를 이용하였다.

1.2.HMON 합성 <33>

올레인산으로 안정화된 직경 약 20 nm의 산화망간 나노입자(Manganese oxide nanoparticles; MON) 및<34>

균일한 산화망간 나노입자(water-dispersible manganese; WMON)를, 망간-올레이트 복합체의 열분해 및 폴리에틸

렌글라이콜 포스포리피드(polyethyleneglycol phospholipid)를 이용한 캡슐화(emcapsulation)를 통해 제조하였

다(Na, H. B. et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 46, 5397; Park, J. et al., Nat. Mater. 2004, 3, 891.;

Dubertret, B. et al., Science 2002, 298, 1759. 등 참고 ). 상기 과정을 도식화하여 도 2에 나타내었다. 

에탄올, 물 및 n-헥산의 혼합 용매 내에서 MnCl2·H2O와 올레산염 나트륨을 반응시켜 제조된 1.24 g의<35>

Mn-올레산염 복합체(2 mmol)를 10 g의 1-옥타데센 (Aldrich Chemical Co., 90%)에 용해시켰다. 상기 혼합 용액

을 진공 상태에서 70 ℃, 1 시간 동안 가스를 제거하여 물과 산소를 제거하고 강하게 교반하면서 300 ℃까지 가

열하고, 1 시간 동안 온도를 유지한 후 실온으로 냉각시켰다. 20 ml의 헥산이 나노입자의 분산성을 향상시키기

위해 첨가된 후, 나노입자들을 침전시키기 위해 80 ml의 아세톤을 첨가하였다. 상기 왁스형 침전물을 원심분리

에 의해 회수하였다. 상기 정제 과정을 과잉 계면활성제와 용매를 제거하기 위해 2 회 이상 반복하였다. 

정제된 MnO 나노입자(MON)들은 클로로포름에 분산시켜 PEG-포스포리피드 껍질(shell)에 의해 캡슐화되<36>

어 생체적합성이 부여되도록 하였다. CHCl3 (5 mg/ml) 내의 2 ml 유기 분산성(organic dispersible) MnO 나노입
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자들을 10 mg의 1,2-디스테로일-sn-글라이세로-3-포스포에탄올아민-N-[메톡시(폴리에틸렌 글라이콜)-2000]이 포

함된 1 ml의 CHCl3 용액과 5:1의 비율로 혼합시켰다. 용매를 증발시킨 후, 80℃에서 1 시간 동안 진공 상태에서

배양하였다. 5 ml의 물을 첨가하여 맑고 짙은 갈색의 현탁액이 생성시켰다. 여과 후, 과잉 mPEG-2000 PE를 초원

심분리에 의해 제거되어 정제된 WMON를 수득하였고, 이를 증류수 내에서 분산시킨 후 며칠 동안 저장하였다. 

파우더 X-선 회절(XRD) 패턴으로부터 따라 MON 및 WMON의 MnO 주성분을 확인하였다. X-선 광전자 분광<37>

기(X-ray Photoelectron Spectroscopy; XPS)를 이용한 표면 조성물 분석에 따라 Mn(II)와 Mn(III)의 존재가 나

타났다(도 3). 즉, 합성된 MON는 유기용매하에서 공기와 접촉함으로써 형성된 Mn3O4로 보호막이 씌워지고, 이들

이 물로 이동했을 때 산화가 일어나서 더 두꺼운 Mn3O4 껍질이 형성된 것으로 보인다(도 4). 이와 관련하여, 최

근에 공기 하에서의 MnO 표면 산화에 대한 것이 보고된바 있다(A. E. Berkowitz, et al., Phys. Rev.B. 2008,

77, 024403; G. Salazar-Alvarez et al., J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 9102).

1.3.HMON의 합성<38>

도 4에 나타낸 바와 같이, 산성 용액 내 WMON로부터 MnO 페이즈(phase)의 코어를 선택적으로 제거함으<39>

로써 HMON의 속이 빈 내부 코어를 제조하였다. 10 mg의 WMON를 20 ml의 4.6 pH 프탈레이트 완충액에 분산시켰고

MnO 코어를 떼어내기 위해 12 시간 동안 교반하였다. 초원심분리에 의해 밝은 갈색 상등액 용액으로부터 HMON를

수득하였으며, 증류수 내 분산과 초원심분리의 반복에 의해 세척하였다

상기 정제된 HMON 현탁액은 우수한 콜로이드 안정성을 나타내었고, 이로부터 계면활성제 분자에 의한<40>

코팅의 파괴가 없음을 확인하였다. 투과전자현미경 및 주사전자현미경에 의해 내부에 빈 공간을 가지는 HMON의

형성과 합성 초기 물질인 WMON과 비슷한 크기로 분포되어 있는 HMON를 확인하였다(도 5). 

또한, 반복된 실험을 통해서, 산 처리 전에 물(증류수 등)에 WMON을 담그는 시간이 길어질수록 반응산<41>

물인 HMON의 내부 모양의 변화가 뚜렷하게 나타나는 것을 관찰하였다(도 6). WMON를 하루 동안 물에 담가 놓았

더니  구형과  유사한,  직경  12  nm의  내부의  빈  공간이  생겼고,  물에  담가놓은  후  1일째  HMON의  고해상도

TEM(HRTEM) 이미지에는 다중 결정 부분에 의해 불완전하게 둘러싸인 개방된 구멍이 나타났으며, 물에 담그는 시

간이 증가함에 따라 밀폐된 내부 공간이 형성되기 시작하였다. 이에 따라, 물에 담근 후 5일째에 수득한 HMON에

서는 폴리크리스탈린 껍질에 의해 둘러싸인 빈 공간이 있는 구조가 형성되었고, 내부 표면에는 주름이 많이 생

성되어 HMON 나노 입자의 표면적이 현저하게 증가하였다. HRTEM 분석 결과 물에 10 내지 40일 동안 담가놓은 후

HMON 나노 입자의 평균 직경이 2 내지 20 nm로 나타났고, 이들 구조에는 2 내지 3개의 불규칙한 형태의 구멍이

포함되어 있었다. 

5일 동안 물에 담가 놓은 후, 제조된 HMON의 XRD 패턴은 이들의 폴리크리스탈린 성질을 반영하여 MnO<42>

부분이 확실하게 감소된 넓은 피크를 나타내었다. 이는 산성 반응 조건에서, 코어에서는 MnO 페이즈의 선택적

용해가 일어나고 껍질을 구성하는 Mn3O4는 저항한다는 것을 나타내는 것이다(도 7a). 또한, 상기 HMON는 실온 부

근에서는 상자성인 반면, 저온에서는 강자성을 나타내었는데, 이는 이들의 주성분이 Mn3O4임을 지지하는 결과이

다(도 7b). 물에 담가 놓는 시간이 길수록 내부 공간이 줄어드는 것은, 반응물질인 WMON에서 대부분의 MnO 페이

즈가 Mn3O4로 전환되기 때문이다. 

실시예 2. MRI 이완성 측정<43>

본 발명의 MRI 조영제로서의 나노입자의 유효성을 평가하기 위해서, WMON과 WMON을 5일 동안 물에 담근<44>

후에 제조된 HMON의 이완성을 3.0 T 인간 임상 스캐너를 이용하여 측정하였다. 도 8에 나타난 바와 같이, 동일

한 Mn 농도에서 HMON은 T1- 및 T2- 효과가 강조된MRI(T1- and T2-weighted MRI) 모두에서 WMON 보다 현저하게 증

강된 효과를 나타내었다(도 8c). 또한, 조영제의 농도 함수로서 이완율을 측정하여 얻은 특정 이완성은, 고체

상태의  내부를  가지는  WMON의  이완성과  비교하였을  때,  HMON에서  현저하게 증강되었다(하기 실시예의 표  1

참고). 이러한 결과는 MnO 코어가 제거됨으로써 새로 형성된 내부 빈 공간의 표면에 Mn의 농도가 증가되어 나타

난 것이다. 

농도를 변화시키면서 시험관 내에 준비된 WMON과 HMON 각각의 T1 및 T2 이완시간은, 80 mT/m의 경사 진<45>

폭과  200  ms/m의  슬루율(slew  rate)을  갖고  있는  3.0  T  임상용  MRI  스캐너(Philips,  Achieva  ver.  1.2,

Philips  Medical  Systems,  Best,  The  Netherlands)로 측정되었다. Look-Locker  시퀀스(TR/TE  =  10/1  ms  및

flip angle = 5)는 위상 간격 264 ms의 최소 역지연 시간 87 ms를 이용하여 서로 다른 역지연 시간에서의 17 경
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사 에코 영상들을 얻어내는 방법으로 T1을 측정하는 데 이용되었다. 여기서, 인-플레인(in-plane) 영상 해상도

=625 ?625 mm
2
이며, 절편 두께=500 mm 이었다. 이 영상들은 3-파라미터 함수에 맞추어져 Matlap 프로그램을 이

용하여 T1  값이 계산되었다. T2는 다중절편 터보스핀 에코시퀀스 (TR/TE  =  5000/20,  40,  60,  80,  100,  120,

140, 160, 180, 200 ms, in-plane 해상도 = 200 ×200 mm
2
, 절편 두께 = 500 mm)에서의 10 개의 서로 다른 에

코 시간들을 이용함으로써 측정되었다. 이 영상들은 Levenberg-Margardt 방법에 맞추어져 Matlap 프로그램을 이

용한 T2 값이 계산되었다. 조영제의 농도 vs T1
-1
 및 T2

-1
의 플롯(plot) 그래프부터 나노입자들의 특정 이완성(r1

및 r2)을 계산하였다. T1 맵 (60 - 80 pixels) 과T2 맵 (200 ?00 픽셀)에서 각 ROIs의 신호 강도가 각각의 농도

에서 측정되었고, 이것은 각각 r1 및 r2 계산에서 이용되었다. ICP-AES에 의해 측정된 망간 원자의 몰 농도 와

산화망간 나노입자 수에 근거하여 두 가지 종류의 특정 이완성을 도출하였다. 산화망간의 나노입자 수에 기초한

이완성은, WMON로서 20 nm 직경의 구형(sphere)에 가까운 것과, 내부 및 외부 직경이 각각 20 nm 및 10 nm인 빈

구멍(sphericla hollow)을 가진 구형에 가까운 것을 가지고 계산되었다. 그 결과를 하기 표 1에 나타내었다.

표 1

나노입자<46>
T1 

[a]

(ms)

T2 
[a]

(ms)

동일한 망간 농도 동일한 나노입자 수 [c]

r1

(s·mM)
-1

r2

(s·mM)
-1

[Dox 

봉입] 
[b]

(μg)

r1

(s·μM)
-1

r2

(s·μM)
-1

[Dox 

봉입] 
[d]

(μg)

WMON 585 104 0.21 1.49 58 31 223 8.6

HMON 135 27 1.42 7.74 202 180 983 25.6

[a]: 4.5 mM Mn(ICP-AES로 측정됨)에서 측정.<47>

[b]: Mn 1 mg 당 기준.<48>

[c]: 구형의 중공형 모델(spherical hollow model)과 같은 나노입자로부터 얻어진 수치.<49>

[d]: 나노입자 1 M 당 기준.<50>

상기 표 1에 나타난 바와 같이, Mn 이온 농도에 기초하여 계산하였을 때, HMON의 r1 및 r2는 WMON 보다 각각<51>

7.0 배 및 5.5 배 높았고, 나노입자의 수에 기초하여 계산하였을 때에는 각각 5.8 배 및 4.4 배 더 높았다. 

실시예 3. 약물 봉입용량 및 방출 프로파일의 조사 <52>

본  발명에서는  HMON의  약물  전달  캐리어로서의  성질을  측정하기  위해서,  소수성  항암제인<53>

DOX(doxorubicin)을 모델 항암제로 이용하여 나노입자의 약물 봉입용량(drug-loading capacity)을 확인하였다. 

약물 봉입은, CH3Cl/CH3OH 혼합 용매에서 나노입자와 DOX를 혼합하고, 유기 용매를 증발시킨 후, 물속으<54>

로 이동시키는 과정의 프로토콜을 이용하여 수행하였다. 먼저, 나노입자들(WMON 과 HMON)의 결합을 위해, 약물

(DOX·HCl)의 하이드로클로라이드염을 소수성 염으로 변환시켰다(Yolles, S. et al. Acta Pharm. Suec. 1978,

15, 382). 소수성 DOX의 제조를 위해 과량의 트리에틸아민(TEA)을 약물(DOX·HCl)의 염화수소 염을 함유하는 메

탄올-클로로포름 혼합물 현탁액에 7:1의 비율로 첨가하였다. 수용성 현탁액으로부터 원심분리되어 회수된 고체

HMON(1.57  mg)을 소량의 올레산의 존재 하에서 1 mg  의 DOX  를 포함한 메탄올-클로로포름 혼합물(7 :  1  의

비율) 용액 속으로 분산시켰다. 상기 용매의 증발 후에, 2 ml 물을 첨가하였고, 결과적으로, DOX 가 봉입된 나

노입자들 (DOX-WMON 과 DOX-HMON)이 수용성 분산되었다. 도 12a 및12b는 DOX-봉입 HMON를 나타낸 것이고 도 13

은 상기 과정을 모식적으로 나타낸 것이다. 봉입되지 않은 DOX는 세 번의 초원심분리 및 증류수 내 재분산을 통

해 제거되었다. DOX 봉입을 측정하기 위해, DOX 봉입 나노입자들을 현탁액의 1 ml 분취액의 원심분리에 의해 수

집하였고, 메탄올-클로로포름 혼합액 내에서 재분산시켰다. 나노입자들을 원심분리에 의해 용액으로부터 제거하

였고, 형광분광광도계(Perkin-Elmer LS 50B)를 이용하여 ex=485 nm와 em=591 nm에서 용액 내 약물 농도를 측정

하였다. 표준 플롯 그래프를 나노입자에 봉입된 DOX의 양을 계산하기 위해 동일한 조건에서 작성하였고, 이에

대한 결과를 상기 표 1에 나타내었다.

상기 표 1에 나타난 바와 같이, 5일 동안 물에 담가 놓은 WMON로 제조한 HMON에 포함된 DOX의 양은,<55>
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WMON와 비교하였을 때, Mn 이온 농도에 기초한 경우는 HMON가 WMON 보다 4.0 배 더 많고, 나노입자의 수에 기초

하였을 때는 HMON가 WMON 보다 3.2 배 더 많은 것으로 나타났다. 이는 DOX 분자가 나노입자 표면을 둘러싸고 있

는  올레인산  분자의  소수성  껍질  속으로  분배되어  들어갔기  때문이다(T.  K.  Jain  M.,  et  al.,  Molecular

Pharmaceutics 2005, 2, 194.) 즉, HMON의 높은 봉입 용량은 내부 구멍 안의 주름이 증가하여 HMON의 내부 표

면적이 구형의 외부 표면에 비해 증가함으로써 올레인산과 접촉하는 표면적이 증가한 결과이다. 

상기 결과로부터, 본원 발명의 HMON이 암세포를 표적으로 하는 약물 전달체로 사용될 수 있음을 확인하<56>

였다.  

또한, DOX 방출 프로파일을 수득하기 위하여, 0.1 mg의 DOX 및 0.5 mg의 Mn을 함유하는 DOX-봉입 HMON<57>

을 pH 7.4에서 1 mL의 PBS 완충 용액에 분산시키고 실온에서 교반하였다. 0, 1, 2, 4, 12, 24, 60 및 90시간

경과 후, 100 μL의 현탁액을 각각 모아 원심분리하여 나노입자의 고체를 제거하였다. 각각의 시간에 따라 방출

된 DOX의 양을 상청액의 형광 강도를 통해 측정하였고 이를 PBS 완충액에서의 표준 곡선과 비교하였다(도 19).

실시예 4. HMON을 이용한 세포 라벨링 및 약물 전달 조사<58>

MR 라벨링(labeling) 및 세포 내 약물 전달자로서의 HMON의 유효성을 DOX-봉입(DOX-loaded) HMON로 인<59>

큐베이션된 MCF-7 및MDA-MB-435s 세포를 조사함으로써 평가하였다. 

4.1.세포배양 <60>

인간 유방암세포주, MCF-7 세포들은 가습된 5% CO2 분위기의 37℃에서 성장배지(L-글루타민, 1%항생제-<61>

항진균제,  10%  우태아혈청으로  이루어진  RPMI1640)에서  보존되었다.  세포들은  세포성  섭취  실험(cellular

uptake experiment) 전에, 24시간 동안 규칙적으로 계대배양 및 자생(reseeded) 되었다. 다른 인간 유방암 세포

주, MDA-MB-435s 세포들은 가습된 0% CO2 분위기의 37℃에서 성장배지(L-글루타민, 1% 항생제-항진균제, 10% 우

태아 혈청으로 이루어진 L-15)에 보존되었다. 세포들은 세포성 섭취 실험 전에, 24시간 동안 규칙적으로 계대배

양 및 자생되었다.

4.2.공초점 레이저주사현미경(CLSM)<62>

MCF-7 및MDA-MB-435s세포들은 세포성 취입 전에 24 시간 동안 챔버 슬라드에서 웰(well)당 5x10
3 
세포<63>

의 밀도로 평판 배양되었다. 세포들을 37℃에 2 시간 동안 DOX-HMON에서 배양하였다. 이때 DOX의 농도는 10 μM

였다. 이후, 세포들을 차가운 PBS로 세 번 세척하고, 세포핵들은 Hoechst 33342로 염색하였다. 배지에서 10 μM

의 최종 농도를 갖는 Hoechst 33342를 세포들에 첨가하고, 세포들을 37℃에서 30분 동안 배양하였다. 배양한 뒤

에, 세포들을 4% 파라포름알데하이드 용액에서 고정시켰다. 슬라이드들은 마운팅 배지로 덮었다. 세포들은 Bio-

rad사의 라디언스(Radiance) 2100 공초점 현미경 시스템(Confocal Microscope System)을 이용하여 촬영하였다

(도 14).

공초점 레이저주사현미경(CLSM)을 통한 관찰 결과, 자유 DOX(free DOX)는 대부분 세포핵에 존재하는 반<64>

면에, HMON과 결합된 DOX 분자가 세포질에 있었다. 이는 HMON의 내재화(internalization)가 잘 일어나는 것을

증명하는 것으로, 인큐베이션이 일어나는 2  시간 이내에, 대부분 엔도사이토시스 메커니즘을 통하여, HMON가

DOX를 세포 속으로 운반한 것이다(도 9a 및 9b). 

4.3.DOX, DOX-봉입 HMON 및 HMON의 세포독성 평가<65>

DOX 봉입 HMON의 시험관 내(in vitro) 세포독성(cytotoxicity)을 MCF-7 세포주에서 측정하고 자유 DOX<66>

와 비교하였다. 

세포  생존력(viablility)을  37℃  가습된 5%  CO2분위기의 성장배지(L-글루타민,  1%  항생제-항진균제,<67>

10% 우태아 혈청을 포함하는 Leibovitz의 L-15 및 RPMI1640)에 보존된 MCF-7 및 MDA-MB-435s 세포들로 측정하

였다. 자유 DOX, 탈 양성자화된 DOX, DOX-봉입 HMON 및 HMON의 세포독성은 MTT 어세이를 이용한 세포성장 억제

를 측정하여 평가되었다. 즉, 세포들을 96-웰에 5x10
3 
cell/ 밀도로 평판배양하고, 상기 화합물로 72 시간 동안

처리하였다. 처리가 끝난 뒤, 세포들을 세척하고 MTT 0.5 mg을 첨가하여 3 시간 동안 배양하였다. 세포 생존력

은 처리된 세포 수와 비처리된 대조군 세포(non-treated control cells) 수의 비율로 나타냈다. 세포 생존력 그

래프를 DOX의 농도에 따라 나타내어, 도 15a(MCF-7) 및 15b(MDA-MB-435s)에 나타내었다. DOX-봉입 HMON의 생존

력은 부분적으로는, 배지로 방출된 자유 DOX에 의한 것이다. 
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상기 실험 결과, HMON 단독으로는 실험 조건에서 유효한 세포독성을 보여주지 않았으나, DOX 봉입 HMON<68>

은 용량-의존 세포독성 효과를 보여주었고, 이는 동량의 용액 내 DOX와 비교하였을 때 조금 더 낮은 값이었다.

이는 HMON가 가지는 서방형 약물 전달(sustained drug release) 성질 때문인 것으로 보였다.  

4.4.세포들의 in vitro MRI <69>

1, 10, 50 μg/ml 농도의 DOX-HMON 또는 DOX-WMON으로 배양한 MCF-7 세포들을 원심분리하고, 세포 펠<70>

릿들(resulting cell pellets)을 1% 아가로스 용액과 혼합하였다. 상기 혼합물을 MRI촬영을 위해 에펜돌프 튜브

(eppendorf tube)로 옮겼다. 아가로스와 세포 혼합물의 T1- 및 T2- 효과가 강조된 MRI 촬영을 80 mT/m의 기울기

진폭과 200  ms/m의 슬루율(slew  rate)을 갖는, 3.0T  전신 MRI  시스템(Philips,  Achieva  ver.  1.2,  Philips

Medical Systems, Best, The Netherlands)을 이용하여 수행하였다(도 9c 및 도 9d).

DOX-봉입 HMON로 처리되지 않은 대조군과 비교하였을 때, DOX-봉입 HMON로 처리된 MCF-7 세포의 MRI 영<71>

상에서 농도 의존적 신호 증강(concentration dependent signal enhancement)이 관찰되었고, 유의적인 대비 증

강이 T1-및 T2-효과가 강조된 영상에서 모두 발견되었다. 도 9c 및 9d에서 보이는 바와 같이, DOX-봉입 HMON가

증가함에 따라 T1의 효과가 강조된 영상에서의 의미 있는 밝기 대비(brighter contrast)와 T2의 효과가 강조된

영상에서 의미 있는 어둠 대비(darker contrast)가 관찰되었다. 

4.5.마우스 in vivo MRI <72>

25~35 g의 C3H 마우스 6 마리를 동물 취급에 대한 삼성 바이오메디컬 연구소의 교육 가이드라인 하에<73>

이용하였다. 3 마리에 대해서는, 코어 사이즈가 20 nm인 HMON 1μL(ICP-AES로 측정된 Mn 2.21mg/ml)를 28G 사

이즈 바늘을 적용한 정위장치(stereotaxic device)를 이용하여 쥐의 뇌에 주입하였다. HMON의 혈관내 전달을 위

하여,  쥐 몸무게 1kg  당 20mg의 Mn(ICP-AES로 측정된)을 쥐의 꼬리 정맥을 통하여 투여하였다.  생체 내(in

vivo) MRI 촬영을 위해, 동물들을 마취하고, MR-호환 크래들(cradle)에 놓았다. MRI를 촬영하는 동안, 얼굴 마

스크의 산소 과잉 공기를 통해 2% 이소플루랜을 호흡하도록 하여 마우스들을 마취시켰다. 직장의 온도를 주의

깊게 관찰하여 36±1℃로 유지하였다. HMON이 쥐의 몸에 퍼지는 시간을 조사하기 위하여, 3마리 동물에 대하여

HMON을 투여하기 전과 투여 후 3시간, 24시간, 48시간, 72시간 및 7일에 MRI를 촬영하였다(도 10).

모든 생체 내(in vivo) MRI 촬영은 20 cm 기울기에 100 마이크로초에 400 mT/m 상승시간(rise-time)을<74>

제공할 수 있는, 7T/20 MRI 시스템(Bruker-Biospin, Fallanden, Switzerland)에서 실시되었다. 버드케이지 코

일(72mn 내경)(Bruker-Biospin, Fallanden, Swizerland)을 여기(excitation)를 위해 사용하였고, 활동적 분리

상의 어레이 코일을 신호를 받기 위해 사용하였다. 빠른 스핀 반사의 T1-효과가 강조된 MRI 시퀀스(반복시간

(TR)/반사시간(TE)=300/7.9ms, 실험수(NEX)=4, 에코 트레인 길이(echo train length)=2, 800  두께의 슬라이스

가 10개 형성된 100x100μm
2
 플레인 솔루션) 및 빠른 스핀 반사의 T2-효과가 강조된 MRI 시퀀스(반복시간(TR)/

반사시간(TE)=3000/60ms, 실험수(NEX)=4, 에코 트레인 길이(echo train length)=4, 800 두께의 슬라이스가 10

개 형성된 100x100μm
2
 플레인 솔루션)을 사용하여, 고해상도 HMON 명암강화 멀티슬라이스 MR 영상을 각 마우스

의 뇌로부터 수득하였다(도 16 내지 도 18).

본 발명의 단순한 변형 내지 변경은 이 분양의 통상의 지식을 가진 자에 의하여 용이하게 실시될 수 있<75>

으며, 이러한 변형이나 변경은 모두 본 발명의 영역에 포함되는 것으로 볼 수 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 일 실시예에 따른 중공형 나노입자로 이루어진 조영제를 나타낸 그림이다.  <76>

도 2는 본 발명의 일 실시예에 따른 균일한 산화망간 나노입자(WMnOs)의 제조방법 및 균일한 산화망간<77>

나노입자의 현미경 사진을 나타낸 것이다.

도 3은 본 발명의 일시예에 따른 산화망간 나노입자(MON), WMON, 및 중공형 산화망간 나노입자(hollow<78>

manganese oxide nanoparticles; HMON)의 X-선 광전자 분광기(XPS) 그래프를 나타낸 것이다.

도 4는 본 발명의 일 실시예에 따른 HMON을 합성하는 과정으로 모식적으로 나타낸 것이다.<79>

도 5는 WMON 및 HMON를 보여주는 투과전자현미경(TEM) 이미지를 나타낸 것이다.<80>
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도 6은 WMON를 물에 담가 놓는 시간에 따라 HMON의 내부 구조가 영향을 받는다는 것을 보여주는 일련의<81>

TEM 이미지 및 히스토그램으로서, (a)는 WMON를, (b)는 WMON를 하루 동안 물에 담가 놓은 후 제조된 HMON, (c)

는 5일, (d)는 10일, (e)는 20일, (f)는 40일 동안 물에 담가 놓은 후 제조된 HMON를 나타낸 것이며, 히스토그

램은 나노입자들의 외부 직경(회색 막대)와 내부 공간(흰색 막대)의 크기 분포를 나타내는 것이다.

도 7의 (a)는 HMON, WMON, MON의 XRD 패턴을 나타낸 것으로서 Mn3O4에 대응하는 피크는 작은 사각형으<82>

로 나타내었고, 그래프 하단의 선들은 큐빅 MnO 페이즈(JCPDS Card. No. 07-0230) 및 테트라고날 Mn3O4 페이즈

((JCPDS Card. No. 24-0734)에 해당하는 반사 위치는 나타내는 것이고, 7(b)는 T=5K(점선), T=300K(직선)에서

의 MON과 WMON의 히스테리시스 곡선을 나타낸 것이다.

도 8의 (a) 및 (b)는 WMON 및 HMON의 농도 vs (a) T1
-1
 및 (b) T2

-1
의 플롯(plot) 그래프이며, (c) 및<83>

(d)는 다양한 Mn 농도에 따른 MON과 WMON 수용성 현탁액에서 얻어진 (c) T1- 및 (d) T2-효과가 강조된 MRI이다 

도 9는, (a) 자유 DOX 및 (b) DOX-봉입 HMON를 이용하여, 10μM DOX 농도에서 2 시간 동안 인큐베이션<84>

된 MDA-MB-435s 세포의 DOX 형광의 CLSM 이미지((a)와 (b)의 맨 왼쪽 이미지), Hoechst 33342로 염색된 세포핵

CLSM 이미지 (중간 이미지) 및 통합 이미지를(맨 오른쪽) 나타내고, (c) 및 (d)는 다양한 농도에서 2 시간 동안

인큐베이션된 MCF-7 세포의 (c) T1-효과가 강조된 MRI 및 (d) T2-효과가 강조된 MRI이다. 

도 10은 국소적으로 HMON가 주입된 마우스 뇌의 (a) T1-효과가 강조된 MRI 및 (b) T2-효과가 강조된<85>

MRI이고, (c) HMON을 마우스 혈관 내에 주입한 이후에 마우스 신장의 T1-효과가 강조된 MRI의 신호 증강의 타임

코스를 나타낸 것이다.

도 11은, (a) WMON 및 (b) HMON의 주사전자현미경(SEM) 이미지이다.<86>

도 12는, (a) 자연광 하에서의 DOX-봉입 HMON 및 (b) UV(=365 nm) 조사 하에서의 DOX-봉입 HMON 사진<87>

을 나타낸 것이다.

도 13은 본 발명의 일 실시예에 따른 DOX가 HMON에 봉입되는 과정을 나타내는 모식도이다.<88>

도 14는 (a) 자유 DOX 및 (b) DOX-봉입 HMON를 이용하여 10 μM  DOX 농도에서 2 시간 동안 인큐베이<89>

션 된 MCF-7 세포의 DOX 형광 CLSM 이미지((a)와 (b)의 맨 왼쪽 이미지), Hoechst 33342로 염색된 세포핵 CLSM

이미지 (중간 이미지) 및 통합 이미지(맨 오른쪽)를 나타낸 것이다.

도 15는 (a) MCF-7 및(b) MDA-MB-435 세포에 대한 DOX, DOX-HMON, 및 HMON의 세포 독성을 나타내는 그<90>

래프이다.

도 16은 HMON을 마우스 혈관내 주입한 이후에 마우스 신장의 T1-효과가 강조된 MRI를 시간대 별로 나타<91>

낸 것이다.

도 17은 HMON을 마우스 뇌에 혈관내 주입한 이후의 T1-효과가 강조된MRI를 시간대 별로 나타낸 것이다.<92>

도 18은 HMON을 마우스 뇌에 혈관내 주입한 이후의 T1- 및 T2-효과가 동시에 강조된 MRI를 나타낸 것이<93>

다.

도 19는 PBS 완충 현탁액 내의 DOX-봉입 HMON로부터의 DOX 방출 프로파일을 나타낸다. <94>

도 20은 5μM의 Mn 농도에서 DOX-봉입 HMON(좌측) 및 DOX-봉입 WMON(우측)를 이용하여 인큐베이션된<95>

MCF-7 세포(a) 및 MDA-MB-435 세포(b)에 대한 DOX 형광 분광분석 이미지((a)와 (b) 각각의 맨 위쪽), Hoechst

33342로 염색된 세포핵 형광 분광분석 이미지((a)와 (b) 각각의 중간 이미지) 및 통합 이미지((a)와 (b) 각각의

맨 아래쪽)를 나타낸 것이다.

도 21은 다양한 농도의 배지에서 2시간 동안 DOX-봉입 HMON 및 DOX-봉입 WMON로 인큐베이션된 MCF-7 세<96>

포의 T1- 및 T2-효과가 동시에 강조된 MRI 결과를 나타낸 것이다. 
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