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특허청구의 범위

청구항 1 

헤파린과 아민화된 엽산(folic acid) 및 항암 또는 항종양 활성을 가지는 화합물이 3원 생체분자로 접합체를 이

루고 있는 것을 특징으로 하는 항암 및 항종양 약물 전달 시스템.

청구항 2 

청구항 1에 있어서,

상기 헤파린은 히드록시기(-OH), 카르복시기(-COOH) 및 아미노기(-NH2)를 포함하는 구조인 것을 특징으로 하는

항암 및 항종양 약물 전달 시스템.

청구항 3 

청구항 1에 있어서,

상기 헤파린은 헤파린의 카르복시기(-COOH)와 아민화된 엽산의 아미노기(-NH2)가 아미드 결합(-CONH)에 의하여

결합된 것을 특징으로 하는 항암 및 항종양 약물 전달 시스템.

청구항 4 

청구항 1에 있어서,

상기 항암 또는 항종양 활성을 가지는 화합물은 카르복시기(-COOH) 또는 아미노기(-NH2) 중에서 선택된 어느 하

나의 작용기를 가지는 화합물인 것을 특징으로 하는 항암 및 항종양 약물 전달 시스템.

청구항 5 

청구항 1에 있어서,

상기 헤파린과 항암 또는 항종양 활성을 가지는 화합물은 헤파린의 히드록시기(-OH)와 항암 또는 항종양 활성을

가지는 화합물의 카르복시기(-COOH)가 에스터 결합(-COO)에 의하여 결합된 것을 특징으로 하는 항암 및 항종양

약물 전달 시스템.

청구항 6 

청구항 1에 있어서,

상기 헤파린과 항암 또는 항종양 활성을 가지는 화합물은 헤파린의 카르복시기(-COOH)와 항암 또는 항종양 활성

을 가지는 화합물의 아미노기(-NH2)가 아미드 결합(-CONH)에 의하여 결합된 것을 특징으로 하는 항암 및 항종양

약물 전달 시스템.

청구항 7 

청구항 1에 있어서,

상기 항암 또는 항종양 활성을 가지는 화합물은 레틴산(retinoic  acid),  파크리탁셀(Paclitaxel),  도제탁셀
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(Doxetaxel),  빈크리스틴(Vincristine)  및 비노렐빈(Vinorelbine)  중에서 선택된 어느 하나인 것을 특징으로

하는 항암 및 항종양 약물 전달 시스템.

청구항 8 

청구항 1 내지 7 중에서 선택된 어느 하나의 항암 및 항종양 약물 전달 시스템을 치료를 필요로 하는 환자에게

유효량으로 투여하는 것을 포함하는 것을 특징으로 하는 항암 및 항종양 치료방법.

명 세 서

발명의 상세한 설명

    기 술 분 야

본 발명은 헤파린과 접합되어 3원 생체분자를 이루는 항암 및 항종양 약물 전달 시스템에 관한 것이다.[0001]

    배 경 기 술

암과의 전쟁에서 의미있는 진전을 이루기 위하여, 암의 치료는 더욱 특이적인 세포에 표적화되고, 부작용이 감[0002]

소되며, 투약이 더욱 쉽게 이루어지며, 복합적인 수준의 종양 생존능력이 감소되게 하는 약물 전달체의 개발 측

면에서 발전되어 왔다.

종양의 혈관은 고도로 비조직화되고 성장인자와 MMPs 과 같은 혈관신생 조절자의 불균형에 기인하여 수많은 포[0003]

어(pore)에 팽창되어 있다. 혈관신생 인자와 사이토카인(cytokines)은 종양세포에 의하여 분비되어 종양 맥관구

조의 성장과 다른 외부 마커의 발현을 자극한다. 새로운 혈관의 성장을 일으키거나 저해시키는 치료는 지난 수

십년간 지적되고 알려진 많은 연구 결과와 같이 항암제로서의 중요한 전망을 제공한다. 

임상적 또는 동물 연구에서, 다당체 헤파린은 암 등의 전이에서 활동이 증가한다는 것이 알려졌다. 다당체 헤파[0004]

린은 혈관 내피 성장 인자(VEGF), 조직 인자, 혈소판 활성 인자의 저해에 의하여 혈관신생을 최소화시킨다. 다

당체 헤파린은 종양 세포의 혈관 기저막에 침투하기 위하여 필요하다고 여겨지는 MMPs, 세린 프로테아제와 헤파

라나아제의 비활성화와 관련 있다.

암 세포의 최적의 표적화(targeting)를 촉진하기 위하여, 약물의 고분자 담체나 표적화 리간드로의 접합을 위한[0005]

몇몇의 전략이 안출되어 왔다. 하나의 접근방법으로, 약물은 표적화 리간드에 직접적으로 접합되었다. 접합체는

접합 절차 중 세포 접합 도메인의 잠정적 비활성화와 in vivo 상의 항종양 활성의 감소 같은 일반적인 문제점을

나타내기도 한다. 다른 접근방법으로, 약물은 강화된 투과성 및 보유 효과(EPR)에 의하여 종양 위치(site)에 축

적하기 위하여 고분자 담체와 접합된다. 이는 약물에 직접 접합되거나 리소조말 효소에 의한 균열(cleavage)에

의하여 약물과 링커로 결합하는 식으로 적용된다. 이 전략은 수용성과 화학적 안정성이 증가되고, 약물 동력학

적 및 분배 수준이 강화되며, 부작용이 감소된 유도체를 부여하게 한다. 세포에 의한 고분자 약물 접합체의 비

특이적 흡수는 항 종양 효과의 감소를 야기한다.

항암제의 활성 표적화된 전달은 새로운 약물 담체의 개발 측면에서 전도유망한 접근이다. 주의깊게 디자인된 수[0006]

용성 고분자에 의하여 나노 입자의 표면 변형에 의하여, 긴 순환 시간과 특화된 표적화 같은 몇가지 주요한 개

선이 달성되었다. 특히, 고분자 담체에 표적화 모이에티를 도입함은 고분자 약물 접합체의 활성 표적화 잠재력

(active targeting potential)을 강화시킨다. 많은 연구자들은 항체, 사이토카인 같은 몇몇 표적화 리간드와 고

분자 약물 담체의 종양 특이성을 향상시키기 위하여 귀환 펩타이드(homing peptide)를 연구해 왔다.

항체나 귀환 펩타이드를 고분자 담체에 접착시키는 것은 동물 연구에서 제한되게 성공되었을 뿐인데, 이유는 기[0007]

능기  변형에  기인한  화학적  특성의  변형이나  고분자  담체에서  표적화  모이에티의  삽입에  기인한  수용체

(receptor)와의 낮은 상호작용 때문일 것으로 예측된다. 

엽산의 수용체는 난소암, 직장암 및 유방암 같은 상피세포 악성종양의 경우 암세포 표면에 과하게 발현되므로,[0008]

엽산 수용체는 기능성 종양 수용 뿐만 아니라 좋은 종양 표적화로서 작용한다. 엽산은 세포에 독성을 미치지 않
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고 암세포에 쉽게 도달할 수 있고 수용체가 매개된 엔도사이토시스(endocytosis)에 의하여 세포 내부로 전달될

수  있다.  이러한  절차에서,  리간드와  결합된  수용체는 작은 동공(caveolae)에  고립되고,  후동공 혈장 소낭

(postcaveolar plasma vesicles)을 내부화되며, 혈관내 pH의 감소에 의하여 수용체로부터 방출되고, 결과적으로

세포질 내부로 전달된다. 

또한, 엽산 리간드는 종양 세포 주변에서 약물이 고농도로 집중되기 위한 암 표적화에 매우 필수적이다. 엽산[0009]

표적화 리간드에 더하여, 많은 조사자들은 항체 같은 몇몇의 표적화 리간드를 연구하여 왔고, 표적화 약물 전달

나노입자 시스템에서 종양의 중요성을 증가시키기 위해 펩타이드를 연구하여 왔다.

    발명의 내용

        해결 하고자하는 과제

본 발명은, 헤파린을 담체로 하고, 암 또는 종양 세포에 대한 표적 특이성이 높은 엽산이 상기 헤파린과 항암[0010]

및 항종양 활성을 가지는 화합물이 3원으로 접합된 새로운 항암 및 항종양 약물 전달 시스템을 제공하는데 그

목적이 있다.

또한 본 발명은 상기 헤파린-엽산 및 약물의 3원 접합체를 이용하여 암을 치료하는 방법을 제공하는데 다른 목[0011]

적이 있다.

        과제 해결수단

상기한 목적을 달성하기 위한 일례로서 본 발명은, 헤파린과 아민화된 엽산 및 항암 또는 항종양 활성을 가지는[0012]

화합물이 3원 생체분자로 접합체를 이루고 있는 항암 및 항종양 약물 전달 시스템을 특징으로 한다.

이하 본 발명의 약물 전달 시스템을 구체적으로 설명한다.[0013]

먼저, 본 발명의 약물 전달 시스템은, 헤파린, 아민화된 엽산, 그리고 항암 또는 항종양 활성을 가지는 화합물[0014]

이 3원 생체분자로 접합체를 이루고 있다. 상기 헤파린은 히드록시기(-OH), 카르복시기(-COOH) 및 아미노기(-

NH2)를 포함하는 구조이며, 본 발명의 약물 전달 시스템에서 약물을 담지하는 담체의 역할을 수행한다. 

이러한 헤파린은 비분획 헤파린(unfractionated  heparin),  고분자량 헤파린,  저분자량 헤파린,  헤파린 단편[0015]

(heparin fragments), 재조합 헤파린, 헤파린 유사체, 헤파란(heparan) 설페이트, 헤파린 활성을 갖는 설폰화된

다당류(sulfonated polysaccharides) 등과 같은 어떠한 형태의 헤파린도 적용될 수 있을 것이다.

상기 엽산(folic acid, FA)은 아민화된 것으로, 암 또는 종양 세포에 대한 표적화 착물로서의 역할을 수행한다.[0016]

상기 헤파린과 엽산은 헤파린의 카르복시기(-COOH)와 엽산의 아미노기(-NH2)사이에서의 결합 반응에 의하여 아

마이드 결합(-CONH-)으로 합성된다. 

헤파린에 대한 엽산의 접합에 대한 이론적 원리는 특이적으로 표적화된 종양과, 약물 독성이나 인자 Xa 와 같은[0017]

항응고제와 헤파린의 결합 친화력의 감소에 의하여 출혈(bleeding) 같은 불리한 반응을 우회하는 것이다. 

또한, 다가의 엽산과 결합된 단일 헤파린 사슬은 종양 세포 주변으로 약물이 국부적으로 높은 농도를 유도하게[0018]

하고, 종양 세포 상의 과발현된 FR 을 가지는 FA의 강력한 결합 친화력을 이용한다. 

상기 항암 또는 항종양 활성을 가지는 화합물(이하, “약물”이라고 기재)은 카르복시기(-COOH) 또는 아미노기[0019]

(-NH2)를 가지는 화합물을 사용할 수 있으며, 이는 상기 헤파린과 항암 또는 항종양 활성을 가지는 화합물이 결

합됨에 있어, 헤파린의 히드록시기(-OH)와 항암 또는 항종양 활성을 가지는 화합물의 카르복시기(-COOH)가 에스

터 결합(-COO)에 의하여 결합시키거나, 약물의 아미노기(-NH2) 가 헤파린의 카르복시기(-COOH)가 아미드 결합(-

CONH)에 의하여 결합시킨 특징이 있다. 상기 아미노기(-NH2)는 약물을 아민화하여 결합시킨 것도 포함한다.

약물과 헤파린의 에스터 결합(ester linkage) 또는 아미이드 결합(amide linkage)은 자유 활성 약물이 종양 세[0020]

포에 확산 및 축적되기 위해서 뿐만 아니라 항 종양 활성을 강화시키기 위한 약물의 용해성 향상을 위하여 가수

분해 될 수 있게 한다. 이와 같은 특징에 의하여 본 발명은 수용성 항암 및 항종양성 약물 전달 시스템을 제공
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할 수 있게 하는 것이다. 한정하는 것은 아니지만, 상기 약물, 즉, 항암 또는 항종양 활성을 가지는 화합물로는

레틴산(retinoic acid), 파크리탁셀(Paclitaxel), 도제탁셀(Doxetaxel), 빈크리스틴(Vincristine) 및 비노렐빈

(Vinorelbine) 등 중에서 선택된 어느 하나를 사용할 수 있다.

이하 본 발명의 명세서에서는 강한 항암 및 항종양 활성을 가지는 것으로 알려진 레틴산을 약물의 예로 들어 본[0021]

발명을 설명하고 있으나, 이는 본 발명의 바람직한 일례로서 본 발명을 구체적으로 설명하기 위함에 있음에 있

을 뿐, 본 발명에 사용될 수 있는 약물이 레틴산으로 한정되는 것은 아님을 이해해야 할 것이다. 

또한, 상기 언급한 세 가지 구성요소인 헤파린, 엽산, 그리고 약물의 조합으로, 각각이 가지는 특이적 기능은[0022]

in vivo 상에서 강한 항암 및 항종양제로서 기술자에게 사용된다. 이러한 접근은 가장 효율적인 것으로 여겨질

것이고, 가까운 미래에 암 및 종양에 대하여 실용적인 치료적 선택이 될 것이다.

헤파린과  엽산의  접합은  약물의  수용성을  강화하고,  선택적인  표적화가  가능하게  하고,  응고  캐스캐이드[0023]

(cascade)의 회피에 의하여 헤파린의 항암제 담체로서의 역할을 강화시킨다. 또한 암이나 종양의 표적화의 접근

은 다양한 종류의 암의 치료가 가능하게 한다. 

헤파린-엽산-레티노이드(HFR) 접합체의 반응은 FT-IR과 1H-NMR에 의하여 확인되어지는 에스터(ester)와 아마이[0024]

드(amide) 결합(bonding)과 관련된다. HFR 접합체 비율은 자외선(UV) 스펙트로메트리에 의하여 측정되었다. 

이러한 HFR 접합체의 나노입자의 크기는 DLS(dynamic  light scattering)와 TEM에 의하여 측정되었다. 그리고[0025]

합성된 HFR이 공촛점 마이크로스코피와 접촉하여 선택성을 보유하고 있으며, in vitro 상에서 MTT 에세이에 의

하여 항-종양 효과를 직접적으로 보임을 확인하였다.

이러한 결과는 HFR 접합체가 비독성 항암제의 담체로서 적용될 수 있으며, 암의 효과적인 치료제인 새로운 나노[0026]

입자 약물 전달 시스템으로서 적용될 수 있음을 예측할 수 있게 한다. 

본 발명의 상기한 약물 전달 시스템은 임의의 암 치료를 수행하는 적절한 유익/유해 비율(benefit/risk ratio)[0027]

로 원하는 효과 및 효율을 제공하기에 충분하지만 독성을 야기하지 않는 수준의 양인 유효량으로서 암에 대한

치료가 필요한 환자에 투여될 수 있다.  이때 "투여(administering)" 및 이와 유사한 용어는 암 세포가 위치하

는 신체 부분에 조직적으로 순환될 수 있는 조성물을 치료대상에게 전달하는 것을 의미한다. 그러므로, 상기 조

성물은  피하(subcutaneous),  근육내(intramuscular)  또는  정맥내(intravenous)  투여,  또는  복강내

(intraperitoneal) 투여에 의한 전형적인 조직적 투여(systemic administration)에 의해 환자에게 투여되는 것

이 바람직하다. 이러한 용도를 위한 주사제는 액체 또는 현탁액과 같은 통상의 형태로 준비될 수 있고, 또는 주

사 전 액체 내 용액 또는 현탁액으로서 준비되기에 적합한 고체 형태로 준비될 수 있고, 또는 에멀젼의 형태로

준비될 수 있다. 적절한 부형제(excipients)는 예를 들면, 물, 식염수, 덱스트로스, 글리세롤, 에탄올 등을 포

함하고, 필요에 따라, 습윤제 또는 유화제, 완충제 등과 같은 소량의 보조제가 첨가될 수 있다.

본 발명에 의하면 in vitro 상에서 극적인 종양의 수축과 종양 맥관 구조의 붕괴를 헤파린(다당체의 고분자 담[0028]

체), 엽산(folic acid)(표적화 착물), 그리고 약물(항암 및 항종양제)을 포함하여 이루어지는 3원 생체분자 나

노입자의 사용으로 얻었다.

        효 과

본 발명에 의하면, 수용성 약물 담체, 헤파린 담체와 엽산을 사용함으로서 활성 표적화 나노입자를 제조하였다.[0029]

또한, 나노입자가 암세포를 효과적으로 감소시키며, 암세포에 의하여 연관된 수용체를 통하여 치료적 지수를 향

상시킴을 관찰하였다. 아미드 결합에 의한 약물 접합은 그 자체로 새로운 수용성 항암제가 되며, 이러한 수용성

항암제는 기존 항암제와 달리 수용성 제제로 구성이 가능하다. 에스터 결합에 의한 항암제 결합체는 항암제의

작용기의 결합에 의해 생화학적 활성도가 떨어지는 경우가 발생할 경우 에스터결합체가 항암제 근처에서 분해되

어 원래의 항암제의 성질을 가지도록 조절하고자 한다. 

본 발명에 의하면, 고농도의 약을 담지할 수 있고, 높은 수용성을 가지고, 암세포에 대한 표적화 효과를 강화할[0030]

수 있는 접합체를 간단하게 제조할 수 있다.

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용
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이하 본 발명을 실시예에 의거하여 구체적으로 설명하겠는바, 본 발명이 다음 실시예 등에 의하여 한정되는 것[0031]

은 아니다.

참고예. [0032]

재료[0033]

저분자량 헤파린(117.4 IU/mg, LMWH, 6000 Da)은 메디플렉스 사(Mediplex Co, Korea)로부터 구입하였다. 엽산[0034]

(Folic acid, FA), 피리딘(pyridine), 디메틸 설폭사이드(dimethyl sulfoxide, DMSO), 에틸렌 디아민(Ethylene

diamine), 레틴 산(retinoic acid), 포름아마이드(Formamide) 및 FITC(Fluorescein-5-isothiocyanate)는 시그

마-알들리치  화학(Sigma-Aldrich  Chemical  Co.  St  Louis,  MO)으로부터  구입하였다.  DCC(N,N’-

Dicyclohexylcarboimide)와 NHS(N-hydroxysuccinimide)는 프루카(Fluka, Buchs, Switzerland)로부터 구입하였

다. 페니실린-스트렙토마이신, 송아지 태아 혈청(FBS), 0.25 %(w/v) 트립신-0.03 %(w/v) EDTA 용액, 및 EMGM

배지는 ATCC(American Type Culture Collection, Rockville, MD)로부터 구입하였다. RPMI-1640 배지(without

FA)는  인비트로겐(Invitrogen,  Carlsbad,  CA)으로부터  구입하였다.  세파덱스  A-25는  팜아시아  바이오테크

(Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden)로부터 구입하였다. 코아테스트 인자 Xa 에세이 키트(Coatest Factor

Xa assay kits)는 크로모게닉스(Chromogenix, Milano, Italy)로부터 구입하였다.  모든 시약은 분석등급을 사

용하였으며, 정제하지 않고 사용하였다.

실시예 1. 헤파린-엽산-레틴산 접합체(HFR)의 합성[0035]

30 ml DMSO 에 녹인 FA (1 mmol) 를 DCC (1 mmol) 및 NHS (2 mmol)와 60 ℃에서 8 시간동안 반응시켰다. 만들[0036]

어진 FA-NHS는 에틸렌 디아민(10 mmol)과 200 ml 피리딘과 혼합하고 실온에서 밤새 반응시켰다. 조생성물(crude

product)에 과량의 아세토니트릴을 첨가하여 침전시키고, 여과한 후 디에틸에테르로 세차례 세척한 후 진공 건

조시켰다. 보다 정제하기 위하여, 생성물을 2N HCl에 녹이고 과량의 아세토니트릴을 첨가하여 침전시켰다. 여과

후, 정제된 진한 황색 분말을 진공 건조시켰다. 먼저, 헤파린-엽산 접합체(HF)가 헤파린과 아민화된 FA가 커플

링되어 이루어졌다. 

요약하면, 헤파린(150 mg, 0.0125 mmol)을 약하게 가열하면서 포름아미드(10 ml)에 용해시켰다. DCC (26 mg,[0037]

0.125 mmol)와 NHS (15 mg, 0.125 mmol)를 DMSO (1 ml)에 녹이고, 헤파린 용액을 첨가하였다. 12 시간동안 교

반시킨 후 여과하여 DCU를 제거하였다.

그리고 DMSO에 녹인 FA-NH2와 트리에틸렌아민(Et3N, 100㎕)를 활성화된 헤파린 용액에 첨가하였다. 12시간 동안[0038]

교반시킨 후,  혼합물은 미반응 된 DCC,  NHS,  FA-NH2,  Et3N를 제거하기 위하여 수용액 상태에서 투석(MWCO  :

2000)하였다. 투석한 용액의 불용성 물질을 여과를 통하여 제거를 하였고, 이 용액을 동결 건조하여 분말 상태

인 최종 생성물 헤파린-FA를 수득되었다.

헤파린(150 mg, 0.0125 mmol)을 포름아마이드(10 ml)에 용해시켰다. DCC (26 mg, 0.125 mmol)와 NHS (15 mg,[0039]

0.125 mmol)를 DMSO (1 ml)에 녹여서 헤파린 용액에 첨가하였다. 혼합물은 실온에서 12 시간동안 교반하고 침전

된 DCU는 여과하여 제거하였다. DCU가 제거된 용액에 DMSO에 녹인 FA-NH2 (30 mg, 0.0625 mmol)와Et3N(100㎕)을

첨가하였다. 그리고 실온에서 12 시간동안 교반한 후, 혼합물은 활성화된 RA에 첨가하였고. 12시간 상온에서 교

반을 하였다. RA는 DMSO (5 ml)에 녹이고 DCC (26 mg, 0.125 mmol), NHS (15 mg, 0.125 mmol)을 첨가한 후 혼

합물을 실온에서 4 시간동안 교반하여 활성화시켰다. 12시간 반응이 끝난 후, 용액은 수용액에서 2일동안 투석

하였다(MWCO : 2000). 그리고 불용성물질은 여과하여 제거하였고,  최종 생성물 헤파린-FA-RA는 동결건조하여

수득되었다. 

헤파린(D2O)의 
1
H-NMR : δ5.38 [H1 of glucosamine residue(A)], δ5.04 [H1 of iduronic acid residue(I)],[0040]

δ4.84 [I-5], δ4.36-4.23 [A-6], δ4.12-4.40 [I-3], δ4.08[I-4],  δ4.02[A-5], δ3.78[I-2], δ3.71[A-

4], δ3.65-3.69[A-3], δ3.24[A-2]. 
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아민화된 FA(DMSO)의 
1
H-NMR : δ1.1 [s, C7-H of FA, 1H], δ4.28-4.16 [m, α-CH2  of Glutamate of FA, 1[0041]

H],δ6.64[d, 3’, 5’-H of FA, 2H], δ7.64[d, 2’, 6’-H of FA, 2H]. δ8.1-8.17 [H of CONH]. 

헤파린-RA-FA (D2O)의 
1
H-NMR : δ=6.15ppm [CH3 or OAc of RA],δ=4.01ppm[A or I of heparin], δ=2.45ppm[2-[0042]

OBz and NBz of RA], δ=7.64[H of FA, 2H], δ=8.17ppm [CONH between heparin and FA] and δ=5.78ppm [COO

between heparin and RA]

실시예 2. HFR의 특징 확인[0043]

UV-vis 흡수 스펙트라는 스펙트로포토미터(Shimadzu UV-2401PC)를 슬릿 넓이 1.0 nm으로 작동하여 측정하였다.[0044]

헤파린-FA에 결합된 RA의 함량은 메탄올 내의 RA의 기지 농도에 의하여 생성된 표준 곡선의 UV 측정결과를 근거

로 하여 예측되었다(λ= 358nm). 헤파린-RA-FA의 IR 스펙트라는 MAGNA 560 스펙트로미터를 사용하고 시료를 KBr

펠렛으로 분석한 FT-IR에 의하여 얻어졌다. 

평균입자 크기, 크기 분포 및 모포로지(morphology)는 입자 크기 분석기(Otsuka Electronics, ELS-Z series)와[0045]

80 kV의 TEM (JEM 1010, JEOL)을 사용하여 측정되었다. 입자의 수 분산성은 탄소가 코팅된 구리 그리드(grid)에

방울방울 떨어뜨려 굳히고(drop-cast), 그리드는 현미경에 탑재하기 전에 실온의 공기로 건조시켰다. 크기를 측

정하기 위한 시료는 소량의 헤파린-RA-FA 분말을 물에 분산시키고 1 분간 초음파 욕조(ultrasonic bath)에서 처

리하여  준비하였다.  측정조건은  파장  656  nm,  점성  0.89  cp,  및  굴절지수(refractive  index)  1.33  으로

하였다. 

헤파린 사슬에 결합된 FA의 함량은 비색법(colorimetric method)에 의하여 분석되었다. 요약하면, FA는 다양한[0046]

농도로 10 ml의 DMSO에 용해시켰다. FA의 흡광도는 UV-vis 스펙트로미터(290 nm)로 측정하였고, 측정된 수치는

표준곡선을 나타내었다. 또한, 톨루이딘 블루 방법을 사용하여 헤파린이 함량을 측정하였다. 요약하면, 다양한

농도(4~40 μg/ml in 0.2% NaCl)를 가지는 헤파린 표준 용액 2.5 ml은 2.5 ml의 톨루이딘 블루 용액(25 mg의

톨루이딘 블루가 0.2% NaCl을 포함하는 500 ml 0.01N HCl에 용해됨)과 혼합되어 몇몇의 시혐관에 준비하였다.

혼합  용액은  30  초간  볼텍싱하여  혼합하였다.  헥산(5  ml)을  각각의  시험관에  첨가하고 헤파린-색소 복합체

(heparin-dye complex)를 분리하기 위하여 다시 층 분리가 일어나기 전까지 30 초간 볼텍싱하였다. 층 분리가

되면 밑의 층의 용액을 추출해서 UV-vis 스펙트로미터 (631nm)로 흡광도를 측정하여, 그 흡광도 값으로 표준곡

선을 나타내었다. 합성 된 헤파린-FA-RA를 UV-vis 스펙트로미터(290, 631nm)로 측정한 후 두 가지 방법에서 얻

어진 표준 곡선에 대입을 하여 헤파린에 결합되어진 FA와  RA의 양을 구하였다.

헤파린, 그리고 합성 된 HFR의 생화학적 활성도를 측정하기 위해 Factor Xa 방법을 사용하였다. 우선 서로 다른[0047]

농도의 헤파린 용액(100μl)에 안티트롬빈 III 용액(100μl)을 혼합하여 37℃에서 4분 동안 배양시켰다. 혼합

된  용액에  Factor  Xa  용액(100μl)을  넣어준  후,  37℃에서  30초  동안  배양시켰다.  30초  후,  Factor  Xa

substrate (S-2222, 200μl)를 넣어주고 37℃에서 3분 동안 배양시킨다. 마지막으로 20% acetic acid 용액(200

μl)를 첨가해 준 후, UV-Vis 스펙트로미터를 통해 405nm에서의 흡광도 값을 측정하였다, 헤파린 농도에 따른

흡광도 값을 가지고 생화학적 활성도의 표준 곡선을 나타내었다. 합성 된 HFR도 위와 같은 방법을 거친 후,

405nm에서의 흡광도 값을 측정하였다. 그리고 헤파린의 표준 곡선에 대입하여 합성 된 HFR의 생화학적 활성도를

구하였다.

실시예 3. 공촛점 현미경 연구(Confocal microscopic study)[0048]

세포 흡수와 표지된 헤파린-FA  접합체의 세포간 분산을 시각화하기 위하여 공촛점 레이저 현미경법(confocal[0049]

laser  scanning  microscopy,  Zeiss  LSM510,  Germany)이  배양된  KB  세포를  사용하여  수행되었다(Lab-TekII

chamber slide, NalgeNunc, Napevillem,IL). FITC는 상기한 바와 같이 헤파린이나 헤파린-FA과 접합하기 위하

여 사용되었다. 표지된 헤파린-탁솔-FA 접합체의 RPMI-1640 배지 내 농도는 1 ㎍/ml 이었다. 3 시간 배양 후,

복합체를 포함하는 배지는 웰(wells)로부터 흡인되었다. 세포는 PBS 완충액(pH 7.4)으로 세 차례 세척하고 4%의

포름알데하이드가 포함된 PBS 완충액(pH 7.4) 200 ㎕ 을 최종적으로 첨가하였다. 시료는 가급적이면 빨리 관찰
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하도록 하였다.

조직절편(tissue sections)의 초기 스캐닝은 통상의 형광 현미경과 FITC 필터가 구비된 낮은 배율(10 × lens)[0050]

에서 이루어졌다. FITC가 표지된 영역은 공촛점 현미경(excitation/emission wavelengths: 488 nm and 510 nm)

을 사용하여 높은 배율(63 × lens)에서 스캐닝 되었다. 대물렌즈의 배율은 각각의 이미지에 기재하였다.

실시예 4. MTT 분석[0051]

KB 세포주는 10% 우태아 혈청(fetal calf serum)을 함유하고 FA가 결핍된 RPMI1640 배지를 사용하고 5 % CO2를[0052]

포함하는 가습된 공기에서 37 ℃에서 배양되었다. 단분자막(monolayer) 상태로 성장한 세포(1 × 10
5  
cells/m

l)는 0.25% 트립신-0.03 EDTA 용액을 사용하여 채취되었다. 개별적 배지의 세포(100 ㎕)를 96-웰 플레이트에 분

주하고 에세이 전에 24 시간동안 미리배양시켰다. 

MTT 에세이는 KB 세포와 MDA-MB 231 세포를 각각의 다른 농도의 각 화합물의 4 배수로 37℃에서 하루동안 배양[0053]

시키는 것에 의해 수행되었다. 대조군은 약물의 첨가 없이 37℃에서 하루동안 배양시켰다. 

에세이는  생체  세포의  미토콘드리아에  의하여  생성된  불용성  자색  포르마잔(formazan)에서  황색  테트라졸륨[0054]

(tetrazolium) 부분(MTT)의 감소에 근거를 둔 것이다. 배양 후, 20 ㎕의 MTT 용액을 포함하는 100 ㎕ 배지를 각

각의  웰에  첨가하고  플레이트를  추가적으로  4  시간  배양시키며,  그  후  각각의  웰에  100  ㎕의  MTT  가용화

(solublization) 용액(10% Triton X-100 plus 0.1 N HCl in anhydrous isopropanol, Sigma, Milwaukee, WI)를

첨가하였다. 용액은 MTT 포르마잔 결정이 잘 용해되도록 천천히 혼합하였다. 각 웰의 흡광도는 파장 570 nm에서

마이크로플레이트 판독기를 사용하여 측정하였다. 690 nm 에서의 웰 플레이트의 배경 흡광도가 측정되었고 570

nm 측정치에서 뺐다.  결과는 % 세포 생존력으로 나타내고, 처리군(T)의 광학 밀도 수치(OD)를 대조군(C)의 OD

로 나누어서 나타내었다([T/C × 100%]).

결과 및 고찰[0055]

HFR 접합체의 합성과 특성[0056]

본 연구에서, HFR 접합체는 FA의 아미노 기(-NH2)와 RA의 카르복시기(-COOH) 사이의 커플링 반응에 의하여 준비[0057]

되었다. 헤파린은 히드록시 기(-OH)와 카르복시기를 기본 구조내에 포함하고 있다. 헤파린의 히드록시 기는 RA

의 카르복시 기와 링크되고(scheme 1, (b)),  헤파린의 카르복시 기는 아민화된 FA(FA-NH2)의 아미드 기와 링크

되었다(scheme 1,(a)). HFR 접합은 
1
H-NMR, FT-IR 스펙트라에 의하여 확인되었다. (a) 헤파린-아민화 엽산 (FA-

NH2)과, (b) 헤파린-엽산-레틴산 접합체의 화학적 합성 경로를 다음 Scheme 1에 나타내었다. 

[Scheme 1][0058]

[0059]

 [0060]
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1
H-NMR 스펙트라에서(도 1), 아미드 공유결합이 헤파리과 아민화된 FA 사이에 FA의 아미노기와 헤파린의 카르복[0061]

시 기의 커플링 반응에 의하여 형성되었다(도  1(a),d). 도 1(a)에 나타낸 바와 같이, 헤파린(3.6, 4.0ppm), 아

민화된 FA(2.0, 2.7, 6.7, 8.6 ppm) 및 RA(1.1, 1.7, 5.7, 6.5ppm)와 약간 관련있는 특징적인 화학물질이 관찰

되었다.

FT-RE 스펙트라에서(도 2, (a)), 헤파린-RA 접합은 CH3 과 -CH2-으로 2850-2990cm
-1
에서 지방성(aliphatic) 화합[0062]

물 신축 진동(stretching vibration)이 증명되었다. 헤파린-RA 접합은 -NH으로 3280-3300cm
-1
에서 이차 아미드

신축 진동이 증명되었다. 헤파린의 전형적인 신축 진동은 3300-3600cm
-1 
에서 넓은 흡습 밴드로 나타난다. 

헤파린에 대한 FA, RA의 커플링 비율은 톨루이딘 블루 비색법과 UV 스펙트로포토미터에 의하여 확인되었다. 헤[0063]

파린에 대한 FA, RA의 커플링 비율은 헤파린 분자 당 결합된 FA, RA 의 비율을 의미한다. 헤파린에 대한 FA, RA

의 커플링 비율은 표 1에 나타내었다. 결과적으로, 헤파린에 대한 FA, RA의 커플링 비율은 추가되는 FA, RA의

비율의 증가에 따라 증가되었다.

[표 1] HF 및 HFR 접합체의 커플링 비율[0064]

[0065] 시료 고분자 타입 몰비a 커플링 비율b

1 HF I 헤파린:FA 1:1 1:0.53

2 HF II 헤파린:FA 1:5 1:2.75

3 HF III 헤파린:FA 1:10 1:5.46

4 HFR I 헤파린:FA 1:5:1 1:2.40:0.28

5 HFR II 헤파린:FA:RA 1:5:5 1:2.64:3.74

6 HFR III 헤파린:FA:RA 1:5:10 1:2.47:6.56
a
 Molar ratio of heparin : FA : RA.

b
The coupling ratio of FA, RA in heparin molecules were determined by UV spectrometer, toluidine
blue colorimetric method, respectively.

HFR 접합체의 임계 미셀 농도(CMC)[0066]

HFR의 CMC는 HFR 접합체의 다양한 농도에서 피리딘의 2개의 형광 여기(I370/I381) 스펙트라의 비율을 측정하여 확[0067]

인할 수 있다. HFR 농도가 증가함에 따라 피리딘 분자는 자가 응집된 HFR의 소수성 도메인 내에 위치하게 된다.

CMC는 낮은 농도에서 교차점(cross over point)로부터 확인된다. 표 2와 도 3에 나타낸 바와 같이, HFR I, HFR

II,및 HFR III 접합체의 CMC 수치는 각각 0.5, 0.13,  및 0.01 mg/L이다.  HFR 접합체의 CMC 수치가 소수성 RA

비율의 증가에 따라 감소하며, 이러한 이유로 소수성이 강화되는 것을 쉽게 확인할 수 있다. 자가 응집된 나노

입자의 CMC는 소수성 세그먼트가 커플링 되는 비율에 의하여 조절할 수 있다고 보고되었다.

[표 2] HFR 접합체의 특성[0068]

시료[0069] 생활성(IU/mg)a CMC(mg/L)b 크기(nm)c

헤파린 117.4 - 343.9 ± 3.08

HFR I 114.8 0.5 259.2 ±  2.75

HFR II 92.8 0.13 227.6 ±  1.74

HFR III 81.3 0.01 174.6 ±  3.74
a  
Bioactivities  of  HFR  conjugates  were  determined  by  established  procedures  with  FXa  chromogenic

assay.
b
Critical micelle concentration of HFR conjugates was analyzed by fluorescence spectrophotometer.

c
 The average size of HFR conjugates was determined by DLS.

HFR 접합체의 크기와 크기 분포[0070]

HFR 나노입자의 크기와 크기 분포는 DLS에 의하여 분석되었다. HFR 나노입자(헤파린, HFR I, HFR II, HFR II[0071]
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I)의 평균 크기는 각각 343.9± 3.08, 259.2± 2.75, 227.6± 1.74, 174.6± 3.74 이었다(표 2). 이는 헤파린

에 결합되는 RA의 커플링 비율이 감소함에 따라 입자 크기가 감소됨을 지시하며, 입자 크기가 수성 조건에서 RA

의 소수성 상호작용에 영향을 받기 때문에 기인한다. 도 4에 나타낸 바와 같이, 본 발명의 HFR 나노입자는 150

내지 300 nm 범위의 좁은 크기 분포를 가진다. HFR 나노입자의 형태는 TEM에 의하여 확인되었다(도 5). 미셀,

나노입자 및 거대분자(macromolecules)를 사용한 다른 연구 자료로부터, 150 내지 300nm 범위의 나노입자 크기

는 EPR 효과를 이용하는 피동적 전달이 가능한 것으로 생각된다.

HFR의 생물학적 활성 [0072]

HFR 접합체의 생물학적 활성은 발색성 에세이(chromogenic assay)에 의하여 측정되었다(표 2). 헤파린과 HFR 접[0073]

합체(HFR I, HFR II, HFR III)의 생물학적 활성 수치는 각각 117.4, 114.8, 92.8, and 81.3 IU/mg이었다. 헤파

린에 접합된 RA의 커플링 비율이 증가함에 따라 생물학적 활성은 감소되는 것으로 관찰되었다. 

접합에 의하여 헤파린의 기본 골격이 변형되면, 변형되지 않은 헤파린과 비교하여 HFR 접합체는 낮은 생물학적[0074]

활성과 생체 친화적 특성이 관찰된다. 또한, HFR 접합체는 응집체를 경유하여 암세포에 접근할 수 있다.

따라서, 헤파린, FA 및 RA 간의 커플링 비율을 조절하여 약물 전달 시스템과 최적의 생물학적 활성을 모두 나타[0075]

내게 할 수 있다.

비표적화 헤파린-FITC와 표적화 HF-FITC 접합체의 형광 이미지[0076]

엽산 수용체는 암 치료제로서 가장 많이 연구되어온 표적이다. 엽산 수용체는 정상 조직 표면과 비교하여 많은[0077]

암  세포의  표면에  분포하고  있다.  엽산  수용체는  난소암,  폐암,  뇌암,  유방암  세포  등에  분포되어  있다.

따라서, 엽산 리간드는 표적화 리간드로 널리 사용되었고, 이는 엽산 리간드의 수용성, 비독성, 저렴함, 비면역

적, 다른 물질로부터 합성이 용이함, 환경에 안정함 등 때문이다. 

본 발명에서, KB 세포주가 사용되었다. KB 세포주는 표적화 암세포로 널리 사용되었으며, 이는 KB 세포주 자체[0078]

의 엽산 수용체의 높은 발현과 엽산 리간드에 대한 친화도 때문이다. 세포 친화도와 세포 접합을 연구하기 위하

여,  HF  (HF  I,  HF  II,  HF  III)-FITC의  다른  몰비를  접합시켜  준비하였다.  또한,  준비된  시료는  KB  세포

(0.01mg/ml)와  세포 결합되는 정도를 측정하기 위하여 사용되었다. 

도 5에는, KB 세포에 흡수된 헤파린, HF 접합체(HF I, HF II, HF III) 의 공촛점 형성 이미지를 나타내었다. 비[0079]

표적화 헤파린은 HF I, HF II, HF III 접합체보다 형광 이미지의 강도가 낮게 관찰되었다. 형광 이미지의 강도

는 FA의 커플링 비율이 높아짐에 따라 증가하였다. 

in vitro 에서 HFR의 세포 생존력(viability)[0080]

헤파린, HFR 접합체(HFR I, HFR II, HFR III) 의 KB 세포에 대한 세포 생존력은 MTT 에세이법에 의하여 측정되[0081]

었다. 도 6은 세포 생존력이 약물 농도, 시간, RA와 엽산 리간드의 커플링 비율에 따라 영향 받음을 나타낸다.

0.01 ~ 1 mg/ml 범위의 농도에서, 48 시간 후, RA, HFR 접합체는 도 6(b)에 나타낸 바와 같이 급속하게 감소하

였다. 또한, 1 mg/ml 농도의 헤파린은 약 80% 가량 감소되었다. 명확하게, HFR 접합체는 암세포를 조절할 수 있

음이 관찰되었다.

상술한 바와 같이 본 발명에 의하면, 수용성 약물 담체, 헤파린 담체와 엽산을 사용함으로서 활성 표적화 나노[0082]

입자를 제공할 수 있다, 또한, 나노입자(HFR 접합체)가 암세포를 효과적으로 감소시키며, 암세포에 의하여 연관

된 수용체를 통하여 치료적 지수를 향상시킴을 관찰하였다. 에스터 결합에 의한 약물 접합은 가수분해에 의한

약물의 방출이 가능하게 한다. 

본 발명에 의하면, 고농도의 약을 담지할 수 있고, 높은 수용성을 가지고, 암세포에 대한 표적화 효과를 강화할[0083]

수 있는 접합체를 간단하게 제조할 수 있다.
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도면의 간단한 설명

도 1은 (a) 헤파린-FA-RA 접합체, (b) 아민화된 FA (FA-NH2), (c) RA, (d) FA. 및  (e) 헤파린의 
1
H-NMR 스펙트[0112]

럼이다.

도 2는 (a) 헤파린-FA-RA 접합체, (b) 아민화된 FA (FA-NH2), (c) RA, (d) FA. 및  (e) 헤파린의 FT-IR 스펙트[0113]

럼이다. 

도 3은 HFR 접합체(HFR I, HFR II, HFR III)의 임계 미셀 농도(Critical micelle concentration, CMC)를 나타[0114]

낸 것이다. 

도 4는 HFR 접합체의 크기 분포를 나타낸 것이다[ (a) HFR I, (b) HFR II, and (c) HFR III 접합체]. [0115]

도 5는 KB 세포에 흡수된 헤파린, HF 접합체(HF I, HF II, HF III) 의 공촛점 형성 이미지를 나타낸 것이다[(a)[0116]

HFR I, (b) HFR II, and (c) HFR III 접합체].

도 6은 KB 세포주에 접합체 처리 후 얻어진 공촛점 현미경 이미지이다[(a) Heparin-FITC, (b) HF I-FITC, (c)[0117]

HF II-FITC, (d) HF III-FITC 접합체]. 

도 7은 KB 세포주에 RA, 헤파란, HFR 접합체(HFR I, HFR II, HFR III)를 처리 후 각 시간동안 배양하여 얻어진[0118]

세포  생활성을 나타낸 것이다[(a) 24h, (b) 48h 배양, n=3].
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