
Ⅰ. 서 론

rhBMP-2의 골 재생능을 증진시키기 위한 여러 가지 시도

중 rhBMP-2의서방출이가능한지지체의연구가많이시도

되고 있는데, 이러한 전달체(delivery system)로는 inorganic

hydroxyapatite(HAP), 콜라젠, 피브린, 알지네이트나 하이알

루론산(Hyaluronic Acid, HA) 같은 천연 biopolymer나

PLGA, PLA, PGA와같은합성 polymer가제시되고있다1-4).

HA는 세포외기질의 주성분 중 하나로서 신체의 결합조

직에 존재하며5), CD44, RHAMM, ICAM-I 등의 세포수용체

를 통해서 세포생존과 증식 그리고 조직의 유지와 재생 등

에 관여하는 것으로 알려져 있다6-8). 특히 분자량에 따라

HA의 생물학적 활성도가 달라지며 고분자보다는 저분자

량일 때 좀 더 많은 angiogenic activity를 가진다고 보고 되

었다9). 이러한 특성으로 인해 골 결손부의 재생실험에 있

어서 HA는 조직공학적 담체(scaffold)로서 빈번히 사용되

고 있다.

그러나 기존의 HA에 기초한 hydrogel scaffold는 아크릴

화(acrylation)된 HA를 기본으로 가교제로서 폴리에틸렌 글

리콜(Polyethylene Glycol, PEG)를 사용하여 흡수가 적절치

못하였는데, 가교제로 polymer가 아닌 matrix metallopro-

teinase(MMP)에 분해되는 시퀀스를 가진 peptide를 사용할

경우 기존 scaffold의 문제점이던 분해속도를 증진시킬 수

있는 점이보고되었다10-12).  

본 연구에서는 rhBMP-2의 보다 양호한 controlled release

를 통해 골 형성능을 향상시키고자 in vivo 상에서 hyaluro-
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nidase와 MMP의 이중효소작용(double enzyme action)에 의

해서 분해되도록 한 MMP sensitive HA hydrogel-nanoparti-

cle(NP) complex를 제조하였으며, 이의 골치유능을 백서 두

개골 critical size defect(CSD)모델을 통해 알아보고자 하였

다.

Ⅱ. 연구 재료 및 방법

2.1 MMP sensitive hydrogel의 제조

Hyaluronic acid (MW 50kDa)는 Lifecore Biomedical Co.

(Chaska, MN, USA)에서, 1-hydroxybenzotriazole hydrate

(HOBT)는 Fluka Chemical Co. (Buchs, Switzerland)에서, 1-

ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodimide와 adipic acid

dihydrazide(AAD)및 triethanolamine(TEA)는 Sigma-Aldrich

Inc. (St. Louis, MO, USA)에서 각각 구매하였다. N-acry-

loxysuccinimide(NAS)는 Acros organics (New Jersey, USA)

에서, Poly(ethylene glycol) (PEG) tetra-thiols (PEG-SH4))

(MW 10kDa)는 Sun Bio Inc.(Orinda, CA, USA)에서 구입하

였다. RGD 펩티드와 MMP 감응성및 MMP 비감응성 펩티

드는 AnyGen. Co. Ltd (Gwang-ju, Korea)에서 공급받았다. 

하이알루론산 수화젤은 이전의 연구에서 보고된 바와 같

이 하이알루론산의 아크릴화 방식으로 제조하였다 10).

10%wt MMP sensitive 50kDa 하이알루론산 수화젤의 제조

를 위해서, 아크릴화된 하이알루론산(50kDa)을 TEA buffer

(0.3M, pH 8)에 용해시킨후, 가교제 펩티드인 MMP 감응성

펩티드(GCRDGPQGIWGQDRCG)11)를 아크릴기와 티올기

를 같은 molar ratio비율을 가진 가교제로 첨가하였고9,12),

Hyaluronic acid-based hydrogel은 Michael-type의 첨가반응

으로 형성하였다13). 

2.2 Nanoparticle 제조

Poly(DL-lactide-co-glycolide) (PLGA, 75 mol% of lactide,

MW 90,000)는 Boehringer Ingelheim(Ingelheim, Germany)에

서, Heparin sodium(189 IU/mg, MW 12,500)은 Celsus

Laboratories(Cincinnati, OH, USA)에서각각 제공받았다.

이전의 연구에서 생체친화적이고 기능화된 Nanoparti-

cle(NP)의 제조와 이를 이용한 실험을 보고한 바있으며, 이

는 소수성의 코어(PLGA)를 가지고, heparin을 융합시킨

hydrogel 표면층(Pluronic F-127)으로 구성된 헤파린 기능화

나노입자이다14-16). 40mg의 PLGA를 2ml DMSO에 용해시킨

후, 120mg 헤파린이 함유된 5% (w/v) Pluronic aqueous solu-

tion에 천천히 첨가하여 헤파린 기능화 나노입자를 제조하

였다.

NP는 멸균필터처리(0.45μm, Whatman, UK) 하였고, 1시

간 동안 12,000rpm의 속도로 원심분리기(Supra 22K, Hanil

Science Industrial Co., Korea)로 집적한 후, phosphate

buffered saline(PBS) 40μl에 재부유과정을거쳤다14-16).

2.3 rhBMP-2 함유 MMP sensitive hydrogel-nanoparticle

이식체 준비

재부유화된 NP와 2μg rhBMP-2의 혼합체를 상기의 MMP

sensitive hydrogel reaction mixture와 겔화를 위해 37�C에서

배양하였고, 직경 8mm의 원판형(disk) 형태로 molding과정

을거친 후동물실험에 사용하였다. 

2.4 동물 실험군 및 수술

8주령 (체중 250-300g) Sprague-Dawley 백서 (Oriental Bio

Co, Charles River Korea, Korea) 48마리를 사용하였으며, 이

식재에 따라 4개 군으로 분류하여 실험하였다 (Table 1.

mmp HA-NP-BMP군, n=12; mmp HA-BMP군, n=12; mmp

HA-NP군, n=12; mmp HA군, n=12). 동물을 xylazine

(Rompun�, 20mg/ml, Bayer Korea Ltd, Korea)과 ketamine

hydrochloride(Ketara�, 50mg/ml, Yuhan Corp, Korea)의 혼합

액 (1:4 부피비, dosage 0.15ml/100g, 복강내 주사)을 사용하

여 마취하였다. 전두부를 삭모하고 포비돈 솜으로 소독한

후, 비골에서 후두골 사이의 두개골 시상봉합을 따라 약

2cm 가량의 절개를 가한 다음 골막을 포함하는 피판을 거

상하여두정골까지 노출시켰다.

8mm trephine bur와 소형 카바이드 라운드 버 (6R, SS

White, USA) 그리고 저속 드릴 키트 (Max. 450 rpm. Hyup

Sung, Korea)를 사용하여 두정부에 직경 8mm의 원형 결손

부를 형성하였다. 수술용 현미경(Zeiss, Germany)을 이용하

여 두정부 골 두께와 동일한 절단을 시행하였으며 골창을

제거한 후 정상 두정골의 calcium/phosphate 정량 측정에 사

용하기위해 냉동보관하였다. 

예상치 못한 출혈은 bipolar coagulation(Martin, Germany)

과 oxidized cellulose (Surgicel�, Johnson & Johnson, USA)를

이용하여 지혈하였다 . 골결손부에는 rhBMP-2(2μg)+

Nanoparticle+ MMP HA hydrogel, rhBMP-2(2μg)+ MMP HA

hydrogel, Nanoparticle + MMP HA hydrogel, 그리고 MMP

HA hydrogel를 각 군의 동물(n=12)에 이식하였으며(Table 1,

Fig. 1), 피부는 5-0 nylon (Ethicon�, Johnson & Johnson,

USA)를사용하여 봉합하였다. 
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Table 1. Experimental grouping.

Group N Composition

mmp HA 12 mmp Hyaluronic Acid Hydrogel only

mmp HA-NP 12 Nanoparticle+mmp Hyaluronic Acid 

Hydrogel

mmp HA-BMP 12 rhBMP-2(2μg)+mmp Hyaluronic Acid 

Hydrogel

mmp HA-BMP-NP 12 rhBMP-2(2μg)+Nanoparticle+mmp 

Hyaluronic Acid Hydrogel



실험 4주 후 각 실험 동물들을 CO2 질식을 통하여 희생시

킨 다음 결손부를 포함한 두개골을 채취하여 방사선학적,

조직형태학적, 정량적인분석을 시행하였다. 

2.5 방사선학적 분석

채취된 조직을 먼저 캐비닛형 soft x-ray unit(CMB-2,

Softex co. Japan; 20kvp, 2mA, 2min 및 30kvp, 2mA, 1.5min)

으로 방사선사진을 채득하였다. 방사선 필름 (Biomax,

Kodak, USA) 상은 디지털카메라(D200, Nikon, Japan)를 이

용하여 디지털영상으로 변환하였으며, 골재생부에서 무작

위로 추출한 6개의 점 (고밀도 3부위, 저밀도 3부위)의 방

사선 밀도를 영상분석기(OPTIMAS, version 6.51.199,

Media Cybernetics, L.P., USA)를 이용하여 흑화도(Gray lev-

el)를 평균하였다. 또한 획득한 이미지에 결손부의 원래 면

적과 새로 재생된 부위의 외형을 잡아 재생면적의 비율을

계산하였다(% Bone fill). 

2.6 조직형태학적 분석

Soft x-ray 촬영 후, 각 시료의 절반을 조직학 및 조직형태

학적 분석을 위해 처리하였다. 각 조직은 10% buffered

formaldehyde에 고정하였으며, 10% formic acid로 탈회하였

다. 시상봉합에 직각으로 골 결손부의 적도를 포함하여 양

부위를 trimming한 후 파라핀에 포매하였다. 블록을 4μm

두께로 절단한 후 헤마톡실린-에오진(H&E)과 Masson

Trichrome(MT) 염색을 하였다. MT염색을 시행한 슬라이

드 영상은 ArtiScan 4000TF (Microtek, USA)으로 영상주사

한 후, SPOT(version 4.6, Diagnostic Instrument, Inc, USA)으

로 화상화 하였다. 골 결손부와 신생골 형성부의 길이를

OPTIMAS 소프트웨어 프로그램을 통해 분석하였고, 결손

재생부의 %길이 , 결손부의 신생골 형성 면적과 잔존

Hydrogel의면적을 구하였다.

2.7 ALP 활성도 및 Ca/PO4정량

Soft x-ray 촬영 후, 조직학 및 조직형태학적 분석을 위해

군별로 개체의 절반을 할당하고 남은 나머지 개체를 ALP

활성도 및 Ca/PO4정량분석에 이용하였다. 8mm 직경의 원

형 결손부를 수술용 가위로 절단하고 골수와 혈액을 제거

하기 위해 phosphate-buffered saline (PBS)에 담구어 4℃에

서 overnight 한 후, 1ml의 extraction buffer <25mM NaHCO3

(pH 7.4), 0.01% Triton X-100 in PBS>로 4℃, 72시간 동안

단백질을 추출하였다. 불용성 물질을 제거하기 위해 4℃,

13,000rpm, 10분 동안 원심 분리한 다음 동결건조기

(Labconco, USA)에 넣어 overnight한 후 정밀저울을 사용해

건조중량을 측정하였다. 

2.7.1 ALP 활성도 분석

ALP 활성도는 paranitrophenyl phosphate (pNPP)로부터

p-nitrophenolate의 시간 의존적인 형성에 의해 측정 (405nm

에서 빛의 최대 흡수)되는 ALP kit (QuantiChromTM alkaline

phosphatse assay kit, Bioassay Systems, CA, USA)를 사용하

였다. 96 microtiter plate well 에 뼈 추출물 30μl를 첨가하였

다. 반응을시작하기위해샘플 well 에전체반응양이 200μl

가 되도록 working solution (Assay buffer, pH 10.5, 5mM Mg

acetate, 10mM pNPP)을 신속히 첨가하고 잘 섞어주었다.

405nm에서 초기 흡광도와 4분 경과후 흡광도를 mictotiter

plate reader (Powerwave X340, Bio-Tek instruments, VT,

USA)를 이용하여 측정하였다. ALP 활성도는 Units(U)/mg

뼈 건조중량으로 계산하였으며, 1 U는 실온에서 1분당 기

질 1μmol의산물로의 전환으로정의하였다. 

2.7.2 칼슘과 인산의정량분석

칼슘과 인산의 정량측정은 상용 kit (QuantiChromTM

Calcium, Phosphate assay kit, Bioassay Systems, CA, USA)를

사용하여 분석하였다. 건조된 뼈를 회화로에 넣어 700℃,

2시간동안 희석재가 될 때 까지 태워 칼슘과 결합한 유기

물 성분을 제거하였다. 회화가 끝난 시료는 6N 염산 3ml을

넣어 4℃ overnight 시킨 다음, Whatman paper #1로 filtering

하였다. 칼슘양은 10배로 희석한 시료 5μl를 96-well plate

에 첨가하고 working reagent 200μl 첨가후 실온에서 3분간

반응시켰으며 612nm에서 흡광도를 mictotiter plate reader

(Powerwave X340, Bio-Tek instruments, VT, USA) 를 이용

하여 측정하였다. 인산양 측정을 위해 100배 희석한 시료

50μl를 96-well plate에 첨가하고 Reagent 100μl 첨가후 실온

에서 30분간 반응시키고 광밀도 620nm에서 흡광도를 측정

한 후 여러 standard의 농도를 비교하여 샘플의 농도를 산

출하였다. 

2.8 통계학적 방법

조직형태학적, 방사선학적, 정량적 분석을 통해 얻은 결

과는 Stat ViewⅡ program (version 5.01, The SAS Institute,

USA)을 이용하여 one-way analysis of variance (ANOVA)

test로 통계 분석하였다. 유의성 있는 결과가 관찰되면 a

Matrix metalloproteinase(MMP) sensitive HA hydrogel-nanoparticle complex와 rhBMP-2를 이용한 골재생
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Fig. 1. Intraoperative photographs showing 8mm CSD and

transplanted mmp HA-NP-BMP complex.
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pairwise multiple test (Fisher’s PLSD)를 이용하여 각 군을

비교하였다. p-value가 0.05 이하일 경우 유의성 있는 차이

로 간주하였다.   

Ⅲ. 연구 성적 및 결과

3.1. 실험 동물과 실험 술식

모든 동물은 수술 직후 회복되었으나 mmp HA-BMP군에

서 2 마리, HA군에서 2마리가 수술 후 사망하였다. 따라서

각 군의 실험동물은 다음과 같은 개체수를 보였다 :

n=12(mmp HA-NP-BMP군), n=10(mmp HA-BMP군),

n=12(mmp HA-NP군), n=10(mmp HA군). 수술 후 4주 동안

창상의 감염이나 예상치 못한 조직반응은 발견되지 않았

으며 , 시편 채취시 흡수가 진행되고 일부가 남아있는

hyaluronic acid의 잔존을육안으로 확인할수 있었다.

3.2. 방사선학적 분석 (광농도 분석)

각 군의 Soft X-ray영상 분석에서는 광농도에 의해 mmp

HA-NP-BMP군에서는 전체 12개의 개체중 8개에서, 그리고

mmp HA-BMP군에서는 10개중 1개에서만 골형성이 관찰되

었고, mmp HA-NP군에서는 12개중 7개, mmp HA군에서는

골형성이 관찰되지 않았다(Fig. 2). 따라서 광밀도와 %bone

fill은방사선사진상에서골형성이인지되는개체에서만시

행되었다. 통계적 분석 결과, 골 재생부에서 임의로 선정된

6 점에서의 평균 방사선밀도는 광밀도에 있어서 mmp HA-

NP-BMP군(90.056±7.297)이 제일 높았으나 mmp HA-BMP

군(68.800±9.728)에 비해 유의할 만한 차이를 보이지 않았

으며, mmp HA군에비해서는현저히높았다(Fig. 3).

mmp HA-NP-BMP군의 bone fill이 가장 높았으며 (30.678

±4.691%), 그 다음으로는 mmp HA-NP 군이었다(22.005±

4.453 mm2). mmp HA군도 20.114±3.918%로 나왔으며, 전

체군간에 유의한차이는 없었다(Fig. 4).  

mmp HA             mmp HA-NP           mmp HA-BMP          mp HA-BMP-NP

Fig. 2. Images of the Soft x-ray. Some new bone formation can be seen in the

center area of CSD defect from mmp HA-NP-BMP and mmp HA-NP group.

Fig. 3. Comparison of the radiodensity, the gray level in the

regenerated bone area. mmp HA-NP-BMP group has high-

er bone density than mmp HA group with statistical signifi-

cant differences.

Fig. 4. Bone regeneration area of bone defect. mmp HA-

NP-BMP group has more bone regeneration area than other

groups. But there were no statistical significant differences

between the groups.
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3.3. 조직학 및 조직형태학적 분석

mmp HA-NP-BMP군에서 다량의 신생골 형성이 관찰되

었다(Fig. 5). 동물을 희생시킬 시 육안적으로는 골형성이

미미한 것으로 관찰되었으나, 현미경상에서는 이식체 계

면을 따라서 신생골이 형성되고 있었다. 그리고 hyaluronic

acid base의 scaffold는 상당부분이 잔존하고 있었으며, 특

이한 것은 이식체가 전반적으로 흡수되는 것보다는 frag-

mentation되면서 이것들 사이사이로 신생골이 형성되는 양

상이었다.

각 군의 H/E 염색표본에서도 mmp HA-NP-BMP군에서는

비교적 골형성이 잘되어 있으나, hyaluronic acid의 잔존은

여전히 관찰되고 있다(Fig. 6). mmp HA-BMP군에서는 신

생골 형성이 미약하였으며, 역시 잔존하는 scaffold도 관찰

되었다(Fig. 7). mmp HA군에서는 골형성이 관찰되지 않았

고, scaffold가많이 잔존하고있었다(Fig. 8).

각 군에서 new bone length% 와 new bone formation area

(mm2) 및 잔존 HA 면적분석에서는 조직형태학적으로

mmp HA-NP-BMP군에서 골재생이 제일 높게 관찰되었으

며(new bone length%: 18.582±11.635%), mmp HA-BMP군

에서는 골형성이 관찰되지 않았다(0.000±0.000%). mmp

HA군과 mmp HA-NP군에서도 골 변연에 한정된 골 재생이

관찰되었다(10.272±5.177%; 11.033±7.528%). 골형성 면

적은 mmp HA-NP-BMP군이 제일 많았고(0.308±0.196

mm2), mmp HA-BMP군에서는 골형성이 아주 미미하였다.

골결손부 절단면에서 상당 부분의 hyaluronic acid 이식체

가 남아 있었는데 이것의 면적은 mmp HA-NP-BMP군에서

0.692± 0.230mm2, mmp HA-BMP군에서는 0.656±

0.428mm2, mmp HA-NP군은 0.614±0.273 mm2 그리고 mmp

HA군에서는 0.327±0.169 mm2이었다(Table. 2, Fig. 9-11).

Fig. 5. Histological image of bone regeneration in defect

(MT staining, from above (a) mmp HA, (b) mmp HA-BMP,

(c) mmp HA-NP and (d) mmp HA-NP-BMP group, x10

magnification with full specimen image). New bone forma-

tion through fragmentation of hydrogel can be seen in mmp

HA-NP-BMP group. There is no new bone formation in

center of defect in other groups.

Fig. 6. H/E staining histological images of mmp HA-NP-BMP

group (Left side: x40 magnification, Right side: x100 mag-

nification). There is new bone formation along margin of

grafted materials with homogeneous fragmented degrada-

tion of hyaluronic acid scaffold.

Fig. 7. H/E staining histological images of mmp HA-BMP

group (Left side: x40 magnification, Right side: x100 mag-

nification). There is little new bone formation along margin

of grafted materials, but homogeneous fragmented degra-

dation of hyaluronic acid scaffold is seen similary to mmp

HA-BMP-NP group.

a

b

d

c
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3.4. Dry weight, ALP 및 Ca/PO4정량

3.4.1 Dry weight

각 샘플의 건조무게는 mmp HA-NP-BMP군(7.10±2.83

mg), mmp HA-NP군(5.72±0.93 mg), mmp HA군(2.74±0.66

mg), mmp HA-BMP군(1.40±0.24 mg) 순서이었다(Table. 3). 

mmp HA-NP군 중에서 연조직이 다소 많이 부착되어 있던

2개체를 배제한 후 다시 통계분석을 하였어도(4.45±0.72

mg)군 간의 순서에는 차이가 없었다. 이는 예상대로 mmp

HA-NP-BMP군의 건조무게가 가장 높았으나, mmp HA-

BMP군이 mmp HA-NP군 보다낮은 건조중량을보였다.

Fig. 8. H/E staining histological images of mmp HA group

(Left side: x40 magnification, Right side: x100 magnifica-

tion). There is no new bone formation along margin of

grafted materials with more homogeneous fragmented

degradation of hyaluronic acid scaffold.

Fig. 10. New bone area(mm2) analysis. mmp HA-NP-BMP

group has higher tendency of new bone formation area in

defect area than other groups. 

Fig. 9. New bone length(%) analysis. Histomorphometrically,

mmp HA-NP-BMP group has higher tendency of bone

regeneration length in defect area than other groups. 

Fig. 11. HA scaffold degradation analysis. Histomorpho-

metrically, although mmp HA group showed high level of

hyaluronic acid gel resorption, there is no statistical signifi-

cancy among all groups.

Table 2. Bone regeneration length, new bone formation area, remained mmp HA area.

Group N % length Area (mm2) remained mmp HA area

mmp HA 5 10.272±5.177 0.072±0.037 0.327±0.169

mmp HA-NP 6 11.033±7.528 0.028±0.028 0.614±0.273

mmp HA-BMP 5 0.000±0.000 0.000±0.000 0.656±0.428

mmp HA-NP-BMP 6 18.582±11.635 0.308±0.196 0.692±0.230

(there is no statistical significant differences among all groups.)
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3.4.2 ALP 활성도

Biomineralization의 과정상 중요한 효소중 하나인 ALP는

값이 높을수록 인산함유 substrate의 hydrolysis를 증진시켜

orthophosphate를 형성하고 칼슘흡수를 증가시키므로 골재

생의 좋은 지표가 될수 있다.17,18) ALP 활성도는 mmp HA-

NP 군과 mmp HA-NP-BMP군이 다른 군에 비해 높았으나,

통계적차이를 보이지는않았다(Fig. 12). 

3.4.3 칼슘과 인산의정량분석

칼슘 정량(Ca content)은 mmp HA-NP-BMP군이 mmp HA-

BMP군에 비하여 통계적으로 유의하게 증가되어 있었다.

하지만 인산 정량(Pi content)은 mmp HA군과 mmp HA-NP

군이 MMP HA-BMP군에 비하여 유의하게 증가되어 있었

다(Fig. 13). 

Ⅳ. 총괄 및 고찰

본 연구에서는 조직공학적 골재생을 위한 여러가지 시도

중 특히, 성장유도인자의 조절되면서도 서방형 방출이 가

능한 지지체를통한 골재생능을평가해 보고자하였다.

지지체를 개발하기 위한 여러가지 시도중 적절한 생체적

합성과 저분자량에서의 좀 더 활성화되는 신생혈관화 작

용등의 효용성으로 hyaluronic acid는 조직공학적 골재생에

서 많이이용되어 지고있다.

또한, 지지체로서의 생물학적 물성과 조직공학적 효용성

을 더욱 강화하기 위해 amino기, aldehyde기 또는 methacry-

late기를 이용한 화학적 기능변화로 좀더 안정적인 cross-

linked network를형성하는 시도도이루어 지고있다.

골재생능뿐 아니라 지지체의 적절한 분해능도 조직개조

와 재생에 있어서 중요한 요소가 될수 있으며, 조직재생능

에 따라 지지체의 분해능이 적절히 조절되는 것이 이상적

인 stimulus responsive degradation의요건이 될것이다.

본 실험에 사용된 MMP-sensitive 펩티드를 가교제로 가

지는 Hyaluronic acid based hydrogel은 조직에서 분비되는

hyaluronidase에 의해 분해되거나 또는 세포에서 분비되는

MMP에 의해 기능화된 MMP-sensitive 펩티드 가교제가 분

해되는 기전을가지고 있다. 

Hyaluronic acid-based hydrogel은 자체의 에스테르 결합

Fig. 12. Quantification of alkaline phosphatase(ALP) activity of

regenerated tissue.

Fig. 13. Quantification of Ca/PO4 of the regenerated tissue.

Table 3. Dry weight of regenerated tissue within the criti-

cal size defect.

Group N Dry weight (mg)

mmp HA 5 2.74±0.66

mmp HA-NP 6 5.72±0.93

mmp HA-BMP 5 1.40±0.24

mmp HA-NP-BMP 6 7.10±2.83

(there is no statistical significant differences among all groups.)
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때문에 가수분해에 의해 느리게 분해되지만, in vitro실험

에서 24시간 이내에 50 U/ml의 hyaluronidase에 의해 젤의

분해 와 collagenase에 의해 MMP sensitive 펩티드 가교제의

분해를 보이기도하였다12).

최근에는 다당류-기능화 나노입자 및 수화젤 담체를 포

함하는 복합체와 이를 포함하는 서방형 약물전달체체나

골대체, 충전제등의 연구가 조직공학적 골재생을 위해 활

발히 시도되어지고 있다.

이러한 복합체의 구조는 생분해성 고분자로 이루어진 코

어(core)와 생체적합성 고분자 유화제로 이루어진 외부의

수화젤막, 그리고 이러한 코어와 수화젤막에 물리적으로

고정되어 있는 다당류를 포함하는 다당류-기능화 나노입

자로 구성되어 있다. Core로는 D,L-락티드-co-글리코리드,

락트산, 글리콜산, ε-카프로락톤등의 생분해성 고분자

polymer가 제시되고 있으며, 유화제 외부막으로는 polox-

amer, poloxamine, 비닐 알코올등의 polymer가 시도되고 있

다 . 다당류 -기능화 나노입자로는 heparin, alginate,

hyaluronic acid, 키토산등이 선택되고 있으며 이들 다당류

와 특이적으로 결합하고 있는 성장인자로 BMP나 TGF-β,

VEGF, FGF, PDGF등이 있다14-16).

여러가지 조직공학적 골재생능 평가를 위한 표준 실험방

법중 하나인 백서 두개골의 critical size defect(CSD) 모델을

이용한 이번 실험에서 방사선학적 광농도분석, 조직형태

학적 계측분석과 ALP활성도 및 건조중량과 칼슘인산 정

량분석을 통한 matrix mineralization 평가를 통해서 볼 때

다른 군에 비해서 mmp HA-NP-BMP군에서 상대적으로 우

수한 골재생능을 보여 주고 있다. 또한 특별한 이물반응이

나 염증반응 없이 우수한 신생골의 형성과 더불어 mmp

HA 만을 사용한 실험군에 비해서 많은 잔존량을 보여주고

있어서 기능화된 mmp HA-NP-BMP군에서 서서히 분해가

조절되어지는 측면이있음을 보여주고있다.

신생골의 건조중량에 따른 칼슘과 인산량의 비율과 정량

분석을 통해 기질광화의 정도를 평가할 수 있으며, mmp

HA-NP-BMP군이 상대적으로 높은 건조중량과 ALP활성

도 및 칼슘/인산정량을 보여주면서 우수한 기질광화능을

나타내었다. 정상골조직의 건조중량과 칼슘/인산 정량분

석치를 비교하면 mmp HA-NP-BMP군에서 얻어진 신생골

조직의 성숙도를가늠할 수있으리라 여겨진다.

기존의 백서 CSD 모델상에서 BMP-지지체에 의한 골재

생능에 대한 몇몇 실험에서는 8주 이내에 골결손부의 완전

한 재생능을 보고하고 있고, BMP의 투여량과 줄기세포등

의 조합여부에 의한 각기 다른 결과를 보여주고 있다16,19).

또한 BMP의 glycosylation에 의한 용해도 조절로 기질내의

BMP-2의 장기간 유지상태와 그에 따른 강화된 골재생능

도 보고되고있다20). 

그리고, 조직공학적 연구에서 줄기세포의 분화유도체나

세포나 성장인자의 지지 및 전달체로서 hyalouronic acid-

based hydrogel의 가능성도제시되고 있다9,10).

요약하건대, 이번 연구를 통해서 BMP-2에 의한 신생골

의 remodeling 과정이 기능화된 MMP 감응성 하이알루론

산 수화젤-나노입자 복합체에 의해 유의하게 강화되었으

며, 이 지지체를 통해서 광화되고 성숙된 신생골조직의 발

생을 방사선 광농도분석, 조직계측학적 분석과 골기질의

정량분석을 통해 확인하였으며 이는 새로운 골결손 대체

제로서의가능성을 시사하고있다고 생각되어진다.

또한, 향후 MMP sensitive HA based hydrogel-nanoparticle

복합체의 기능을 극대화하기 위한 줄기세포나 성장유도인

자의 적절한 조합을 찾는 부가적인 연구가 필요하리라 사

료되었다.

Ⅴ. 결 론

본 연구에서는 백서 두개골 결손부의 골재생 실험에서

MMP sensitive Hyaluronic Acid based Hydrogel, Nanoparticle

그리고 2μg의 rhBMP-2를 조합하여 다음과 같은 결과를 얻

었다.

1. 4주 기간 동안 mmp sensitive HA scaffold가 분절형태로

분해되어 양호하게 흡수되는 조직학적 소견이 관찰되

었으며, 염증이나 이물반응등은 관찰되지않았다.

2. mmp HA-NP-BMP군에서 조직학적으로 뚜렷한 골 형

성이 관찰되었으나, mmp HA-BMP군은 상대적으로 골

형성이 현저하게이루어지지 않은상태였다.

3. 이는 나노입자가 scaffold의 흡수에 따른 rhBMP-2의 용

해도를 적절히 조절하여 서방출의 기능성도 있지만,

BMP의 incorporation processing상의 영향도 고려해 볼

필요가 있을것이다.

4. 동일한 HA based transplant를 이용하여 좀 더 장기적인

기간의 동물실험을 추가하여 젤의 흡수 진행에 따른

나노입자의 효과를 고찰해 보는 것이 필요할 것이며

아울러 MMP sensitive HA hydrogel의 흡수가 좀더 빠르

게 제조하는방법도 좀더 연구되어야할 것이다. 

5. 위 실험결과를 볼 때 골재생에 있어서 BMP의 전달체

및 비계체로서 MMP sensitive HA based hydrogel-

nanoparticle 복합체가 유효하게 사용되어 지리라 생각

되었다.
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