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Synthesis of near-infrared light-controllable chitosan-based

hydrogels and their application for drug delivery system

Hansol Park

Department of Smart Green Technology Engineering,

The Graduate School, Pukyong National University

Abstract

Chitosan is one of the most widely used materials to fabricate

hydrogels. It has low toxicity, immune-stimulatory activities and

excellent biocompatibility. In addition to these advantages, a

biodegradable and near-infrared (NIR) light-responsive hydrogel is one

of the most promising strategies as a on demand drug releasing

carrier.

In this study, Biodegradable and NIR light-triggered chitosan-based

hydrogels were prepared as drug delivery carriers for antibiotic drug

ciprofloxacin (CIP).

The ex situ-forming hydrogel that have covalently bonded

cross-linked networks fabricated readily via inverse electron demand

Diels-Alder (iEDDA) click chemistry between

norbornene-functionalized chitosan (Cs-Nb-COOH) and

methyl-tetrazine cross-linkage containing diselenide bonds (Se-MeTz).

Cross-linking densities were multipleized into three conditions to

manipulate their properties.

NIR sensitive indocyanine green (ICG) and a drug, CIP were

post-loaded into the dried hydrogel matrix in phosphorate-buffered
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saline (PBS) at three different pH values (3.7, 5.2, and 7.4). The

release profile for the hydrogels was examined in three different PBS

media same as drug loading.

The results indicated that the release profile has pH-dependent

influences and rapid release of CIP under NIR light. ICG generated

reactive oxygen species (ROS) which could cleavege diselenide bonds

in the polymer matrix, inducing release of entrapped CIP.
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제 Ⅰ장 서 론

약물의 치료효과를 높이고 부작용을 줄이기 위해서는 작용 부위에 선택적

으로 약물이 전달될 수 있도록 약물의 거동을 제어할 필요가 있다. 약물을

효율적으로 전달할 수 있도록 설계한 제형을 약물전달시스템(Drug

delivery system, DDS)이라고 한다.[1]

생체 의학적 응용 면에서 이러한 물질 중 하나가 하이드로겔이다. 하이드

로겔은 혈액, 체액 및 생체조직과 접촉했을 때 우수한 생체 적합성을 갖는

다. 그래서 하이드로겔은 상처 치료용 드레싱, 콘택트 렌즈, 인공 연골이나

막 등의 다양한 생체 재료로 사용되었다.[2,3]

하이드로겔은 많은 양의 물을 흡수하여 고분자 네트워크가 팽창하여 평형

을 이루면서 3차원의 물리적 구조가 파괴되지 않는 특징을 가지는 생체재

료이다.[4]

하이드로겔은 중합되는 소재의 출처에 따라서 천연소재 기반 고분자 네트

워크와 합성소재 기반 고분자 네트워크에 의해 제조되는 것으로 분류될 수

있다.[5] 생체재료로 많이 사용되는 히알루론산, 콘드로이틴 설페이트, 젤라

틴, 콜라겐 등과 같은 천연고분자는 생물체로부터 유래된 고분자이며, 라이

소자임, 히알루로네이즈, 콜라게네이즈 등과 같은 동물에 존재하는 효소에

의해서 분해되어 이산화탄소, 물, 산소 등과 같은 분자로 전환되고 최종적

으로는 인체로부터 배출되기 때문에 생체에 무해한 특성을 가진다.[6]

생체에 적합한 소재로 알려진 키토산(Chitosan)은 게와 같은 갑각류의 외

골격에서 주로 발견되는 키틴(Chitin)의 고분자 화학구조에서 알칼리 용액

을 이용하여 화학적으로 탈 아세틸화하는 방법과 효소를 사용하여 N-아세

틸기를 제거함으로써(탈 아세틸화) 키토산 고분자 네트워크의 측쇄의 끝을
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–NH2로 전환하여 얻은 고분자로 선형 다당류이다.[7]

키토산의 아민기와 하이드록실기는 키토산 고분자 내부 혹은 외부 구조

사이의 상호작용에서 수소결합을 형성하여 결합력이 우수하다. 키토산 고

분자는 1차 아미노 그룹이 많아서 다양한 화학결합을 유도시키는데 유용한

작용기이며, 고분자의 생체활성을 제공할 수 있다.[8] 키토산의 장점은 생

체에 적용할 때 효소에 의한 생분해성, 혈액 적합성, 생체 적합성, 무독성

의 특징을 가지고 있으며, 자연계에 존재하는 고분자들 중에서 셀룰로오스

다음으로 가장 많이 존재하는 천연 고분자이기 때문에 의료용 소재를 얻기

쉬우면서, 저비용의 장점을 가진다.[9]

최근 연구에서는 선형 고분자의 가교결합을 형성하는 가교제에 -Se-Se-

결합을 포함하도록 합성하여 근적외선에 의해 형성되는 활성산소가 가교제

를 분해시켜 가교 고분자가 다시 선형 고분자로 돌아가면서 탑재된 약물의

방출을 조절하는 보고가 활발하게 이루어지고 있다.[10,11]

본 연구에서는 앞서 언급한 키토산 측쇄에 치환시킨 노르보넨기가 선형 대

칭구조의 테트라진 가교제와 만나 Inverse electron demand Diels-Alder

reaction의 화학적 공유결합을 통해 합성되었고, 가교제 중심부가 근적외선

조건에서 분해되도록 설계하였다. 겔화율, 팽윤도, 횡단면 분석을 통해 겔

의 특성을 확인하였으며 항생제 약물 용액으로 팽윤시킨 후 용액의 산도와

근적외선 유무에 따른 약물 방출 거동을 분석하였다.
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제 Ⅱ장 이 론

2.1 하이드로겔 개요

하이드로겔은 고분자의 가교결합에 의해 형성되어 그 형태가 무너지거나

녹지 않고도 내부에 많은 양의 물을 흡수하고 함유할 수 있는 3차원 구조

를 말한다.[12] 몇몇의 하이드로겔은 항바이러스성 혹은 항진균의 생리활

성을 갖는다.[13] 이러한 특성은 상처 치료용 드레싱과 상처 회복 과정에

유용하게 사용될 수 있다.[14] 하이드로겔을 형성시키는 고분자는 친수성

혹은 소수성의 작용기를 갖는다. 하이드록실기(-OH), 아민기(-NH2), 그리

고 아마이드기(-CONH-CONH2) 등의 친수성 작용기는 하이드로겔이 물

을 흡수하여 팽창하는 팽윤을 가능케 한다. 팽윤 과정 동안, 가교 결합된

하이드로겔은 물과의 접촉에 의한 가교 구조의 해리와 완전한 파괴가 일어

나지 않는다. Polylactic acid와 같은 소수성 주쇄를 갖는 하이드로겔은 친

수성 주쇄를 갖는 격자구조의 하이드로겔 보다 낮은 팽윤 용량을 갖는다.

하이드로겔은 여러 가지의 서로 다른 화학적 구성을 가지는 합성 고분자

혹은 천연 고분자로부터 형성될 수 있는데, 각각의 기계적, 화학적 성질이

모두 다르다. 하이드로겔에 사용되는 천연 고분자는 알지네이트, 키토산,

히알루론산, 셀룰로스, Starch, Ulvan, 젤라틴, 풀루란 등이 있다. 반면 합

성 고분자로는 폴리비닐알콜, 폴리아크릴아마이드, 폴리에틸렌글리콜 등의

고분자가 사용된 하이드로겔이 보고되었다. 하이드로겔은 두 가지의 분류

로 구분될 수 있다. 공유결합이 포함되어 가교 네트워크 사이에서의 결합

을 통해 형성되는 Chemical or permanent gel과 분자구조 사이의 얽힘이

나 이온결합이나 수소결합에 의해 혹은 소수성 작용기의 상호 작용
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1(Ahmed)에 의한 Physical or reversible gel으로 구분할 수 있다. 물리적

가교 결합에 의해 형성된 겔은 서로 다른 고분자 주쇄 사이에서 물리적 상

호작용에 의해 물에서 분해되는 것이 방지된다.[15] 이러한 하이드로겔은

slabs, microparticles, nanoparticles, coatings, films로 형성되는 것을 포함

한다.

하이드로겔의 가장 중요한 특성은 조직 근처에서 필요치 않은 면역 반응이

없게 하는 것으로, 생체적합성이 그 특성이다.[16] 몇몇의 경우에는 이 특

성이 상처 치료용 드레싱에서 나타나게 되는데, 육아조직과 흉터 형성에서

의 치유 효과를 가지기 때문이다.[17] 다루기 까다롭고 약물의 탑재와 살균

작용이 힘들고, 대부분 기계적 성질이 약하다는 것이 그 특징이다. 이런 단

점에도 불구하고 하이드로겔은 상처 치료용 드레싱, 약물 전달체, 임플란

트, 주사 가능한 고분자 시스템 등의 형태로 아주 다양한 분야에서 조직공

학과 약학, 생리의학 등으로의 많은 응용이 있다.

2.2 키토산 개요

키토산은 하이드로겔을 만들기 위해 가장 많이 사용되는 천연 고분자의

종류 중 하나로, 많은 분야 중 상처 치료용 드레싱으로 가장 많이 사용되는

하이드로겔을 형성시킬 수 있다. 키토산은 아주 뛰어난 생체적합성과 낮은

독성, 그리고 면역자극을 갖는다.[18] 이러한 특성 때문에, 키토산은 좋은

생체적합성과 상처 치료용 고분자로의 긍정적인 영향력을 갖는다. 또한,

키토산은 다른 조직과 상처와의 상호작용을 높여 상처 치료에 효과적이

다.[13] 또한 키토산의 세포질 적합성은 단기 세포독성 효과를 갖지 않음이

연구되어 입증되었다.[19] 키토산은 산성 용매를 제외하고 용해도가 낮고

이 때문에 분석의 수행에 어려움이 있다.[20] [그림 1]과 같이 아민기
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(-NH2)의 반응성 때문에 키토산은 유일한 양전하를 띄는 천연 고분자에

속하며 많은 응용이 있다. 상처 회복, 항응고제, 항균, 항진균, 항암, 지혈

등의 용도로 응용되어져 왔다. 일반적인 용어의 키토산은 순수한 형태의

poly-(beta-1-4) N-acetyl-D-glucosamine으로 존재한다. 이는 탈 아세틸

화의 정도(degree of deacetylation)에 아주 의존적이며 탈 아세틸화의 정

도에 의해 평균 분자량과 다분산성 그리고 구조가 결정된다. 한 논문에서

는 키토산 하이드로겔에서의 분자량과 탈 아세틸화의 정도의 상관성에 대

해 보고했다. 이 두 가지의 요인이 하이드로겔이 가지는 pH 값과 현탁도,

점도, 온도 감응성 등의 특징에 영향을 미치는 것으로 나타났다.[21] 탈 아

세틸화의 정도는 키토산의 항균 작용에 영향을 미치는 것도 보고되었다.

[그림 1] 키토산의 구조
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2.3 키토산의 원료

키틴, poly (β-(1⟶4)-N-acetyl-ᴅ-glucosamine)은 천연 다당류의 하나이

다. 1811년 프랑스의 화학자 Henri Braconnot에 의해 처음 발견되었다.[22]

키틴은 proteoglycan(Glycosaminoglycan과 Core protein을 총칭하는 단어)

으로서 특정 생물의 세포 외벽 구조 매트릭스의 형태를 갖는다. 이것은 셀

룰로스 다음으로 자연에서 가장 풍부하게 존재하는 고분자이다. 이런 생체

고분자는 거대한 숫자의 갑각류 생물의 겉껍질에 많이 존재한다. 이런 생

물에서 유래한 고분자는 키틴과 다중 불포화산, 그리고 콜라겐의 중요한

원료가 된다. 키틴은 또한 이족 생물의 외골격은 물론 오징어나 문어에서

도 추출될 수 있다.[23-26]

1859년에 Roget에 의해 처음 발견된 키토산은 알칼리성의 환경에서 부분

적으로 탈 아세틸화가 일어난 키틴의 변형된 형태로 키틴에서 유래된 가장

중요한 응용이라고 할 수 있다.[27] 키토산에서 발견되는 물리화학적 특성

은 해양 원료의 분류에 밀접한 연관이 있다.[28] 키토산은 또한 알칼리 처

리 이외에도 높은 온도에서 효소 작용에 의해서도 생성된다.[29,30] 키토산

은 키틴의 효소 작용에 의한 분해로 형성될 수 있지만 많은 양이나 상업적

인 응용으로의 사용은 불가능하다. Almond emulsin의 β-glucosidase는 효

소 제제의 기존 chitanase로 인해 키틴의 표면을 가수 분해할 수 있는 것으

로 보고되었기 때문이다.[31]

곰팡이 세포 벽으로부터 발효를 통해 얻어지는 키토산 제조법은 경제적

인 방식으로 키토산을 얻을 수 있는 방법이다. 이러한 방법은 특정 곰팡이,

zygomycete(접합균류, 진균류의 한 종류)의 세포벽에서부터 얻어질 수 있

다.[32,33] 이 진균류를 활용하여 키토산을 생산하는 방법에는 몇 개의 장

점이 있다. 가장 중요한 장점은 의 세포 외벽은 아주 많은 양의 키토산과
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발효과정에서 제어될 수 있는 몇 가지 요인들에 의해 결정되는 키토산의

물리화학적 특성을 이유로 들 수 있다. 예를 들면, 이런 진균류 곰팡이가

서로 다른 pH 산도를 갖고 다른 환경에서 성장하면 서로 다른 분자량을

갖는 키토산이 생성된다.[34] 충분한 양의 키토산을 얻는 방법과 97%에 달

하는 탈 아세틸화 정도를 갖는 키토산에 대한 방법도 보고되었다.[35,36]

갑각류의 키틴으로부터 얻어지는 키토산은 진균류 곰팡이를 활용하여 키

토산을 얻는 방법보다 탈 아세틸화의 정도가 낮고 점도와 분자량 또한 낮

다. 낮은 분자량의 키토산은 키토산 단일막의 인장력과 연장성을 감소시키

지만 침투성은 높인다. 진균류 곰팡이를 통해 얻어진 키토산은 보다 의료

용, 농업용 응용에 적합하다.[37,38]

2.4 키토산의 용해도

수소결합에 의한 분자간의 강한 상호작용에 의해 키틴은 높은 결합에너

지를 갖기 때문에, 키틴은 물, 희석시킨 산성 용매 그리고 알콜류를 포함한

다양한 용매에 녹지 않는다.[39] 이것은 천연 고분자 키틴을 활용하기에 개

발과 처리단계에서 가장 주요한 문제점이다. 키틴에서 유래한 가장 중요한

고분자인 키토산은 희석시킨 산성 수용액에서 아주 쉽게 용해될 수 있다.

탈 아세틸화에 의해 생겨난 1차 아민기의 존재로 인해 pKa 값으로 6.3을

갖기 때문이다. 용해의 원리는 [그림 2]에서 표현된 것과 같이

ᴅ-glucosamine의 반복단위 속 –NH2 작용기의 양성자화로 인해 -NH3
+로

변환되기 때문이며, 다당류는 산성 용매 속에서 고분자 전해질으로 변환되

기 때문이다.
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[그림 2] 키토산의 양성자화 반응

키토산의 용해도는 보통 1% 또는 0.1 M 아세트산 수용액을 통해 측정된

다. 키토산 수용액의 농도는 키토산을 용해시키기 위해 사용한 아세트산의

양에 의존하는 것으로 나타났다.[40] 양성자의 최소 농도는 키토산 반복단

위가 가진 아민기의 수에 의해 결정된다. 양성자화의 정도(degree of

protonation)가 점진적으로 증가할수록 키토산의 용해도도 따라서 증가한

다.

키토산의 용해도는 분자량이 작아질 수록 증가한다. 분자 내외의 영향과

서로 다른 키토산의 형태에 의해 발생하는 분자량의 변화는 키토산 내부의

N-acetylglucosamines 반복단위의 함량을 변화시킨다. 그러나 탈 아세틸

화를 조절하여 용해도를 향상 시키는 것은 높은 비용과 낮은 수율을 갖는

다.[41]

2.5 키토산의 독성

대부분의 보고에서 키토산의 독성은 무시할 수 있는 정도를 나타냈다. 키

토산 하이드로겔의 진피 섬유 아세포에 대한 in vitro 세포독성 연구의 결

과는 실험 쥐의 피부에서 얻어졌다. 그들의 세포 생존력에 관한 연구에서
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는 하이드로겔과 분해로 발생한 부산물로부터 세포독성이 없는 것으로 나

타났다. 조직학적 분석에서도 키토산 하이드로겔의 반응성 부족(lack of

reactive) 혹은 피부 병변(skin lesions)의 육아 종성 염증(granulomatous

inflammatory)으로 드러났으며 장기(organs)의 병리학적 이상

(pathological abnormalities)의 존재는 이 하이드로겔의 국소(local) 및 전

신(systemic) 조직 적합성(histocompatibility)을 뒷받침했다.[42]

또한 in vivo 만성 독성(chronic toxicity)에 대한 연구와 정제 이후 낮은

내독소(endotoxin)를 갖는 키토산에 대한 보고에서도 마찬가지로 키토산의

독성은 무시할 만큼인 것으로 나타났다. 또한 독성이 없는 키토산이 지혈

제와 같은 의약품으로의 용도로 적합함을 밝혔다.[43-45]

2.6 키토산의 생 의학적 특성

키토산의 분해율은 탈산화 정도 또는 분자량을 변경하여 제어할 수 있

다.[46] 키토산의 분해된 제품이 무독성, 비면역성임을 입증하기 위해 많은

연구가 이루어졌다.[47] 이 중에 폴리아크릴아마이드/키토산 하이드로겔의

특성, 생체적합성, 방출성 등을 보고했으며 키토산이 생체적합성과 생체흡

수성이 우수한 것으로 나타났다.[48] 키토산의 항균 활성은 많은 박테리아,

백열성 곰팡이, 효모에 대해 입증되었다. 키토산은 반응성의 스펙트럼이

넓고 박테리아 박멸에 효과가 있으며 포유류 세포에 대한 독성이 낮다.[14]

2.7 키토산의 pH 반응성

키토산의 주쇄에 있는 수많은 아민 그룹들은 pH에 의존적인 용해성을 부
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여하는데, 이는 바이오 센서와 약물 전달 시스템을 조작하는 데 이용되어

왔다. [그림 3]과 같이 키토산의 아민기는 산성 완충용액에 의해 이온화되

어 아민기 사이의 정전기적 반발에 기여하여 사슬 간 체인 확장으로 이어

져 결국 키토산 하이드로겔의 수분 흡수를 증가시킨다. 또한, 키토산의 항

균 활성도 pH에 의존하며, 키토산은 산성 환경에서만 항균 활동을 보인 것

으로 보고되었다.[49]

[그림 3] 키토산의 pH 반응 팽윤 거동 메커니즘

2.8 화학 결합 가교반응과 가교제

화학적으로 가교결합된 하이드로겔은 결합 형성이 비가역적인 키토산 고

분자의 공유결합에 의해 형성된다. 천연 및 합성 고분자의 가교결합은 가

교제와 고분자 측쇄의 기능기(-OH, -COOH, NH2 등)의 반응에 의해 얻어

질 수 있다. 가교제는 중합체 사슬 사이의 결합을 형성할 수 있는 최소 두

개의 반응성 기능기를 갖는 분자이다. 현재까지 키토산 하이드로겔을 얻기

위해 가장 많이 사용되는 가교제는 그림 4와 같이 글루타알데히드, 포름알
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데히드, 또는 에틸렌글리콜 디클리시딜 에테르, 지니핀과 같은 디알데하이

드이다. 언급된 가교제들 중에서 키토산과의 알데하이드 반응은 인접한 이

중 에틸렌 결합으로 생성되는 공명효과에 의해 키토산의 아민기와 결합을

형성한다. 하지만 글루타알데히드는 저용량에서도 세포독성이 있으며 글

루타알데히드 중합으로 보관 또는 멸균 시 글루타알데히드 잔여물이 배출

될 수 있다고 보고되었다.

[그림 4] 화학 결합 가교제의 구조

약물 방출 및 약물 응용을 제어하기 위한 비용해성 하이드로겔을 얻기 위

해 연구자들은 낮은 세포독성을 가진 가교제를 찾으려고 시도해왔다. 지니

핀은 지니파 열매에서 분리된 이리도이드 글루코사이드인 지니포시드에서

추출한 천연 가교제이다. 지니핀은 생물조직, 키토산, 젤라틴과 같은 생체

고분자와 결합하여 공유결합을 이루는 것으로 보고되었다. 아미노기가 존

재하는 고분자에 효과적인 가교제 역할을 한다. 하지만 지니핀과 아민기의

반응 속도가 글루타알데히드보다 현저히 느린 것으로 밝혀졌다. 그림 5에

서 나타난 키토산과 지니핀의 반응은 이해하기 쉽고 인간과 동물 세포에

대한 세포독성이 없다. 지니핀으로 가교결합된 하이드로겔의 생체적합성,

생분해성 및 약효를 조사하여 지니판이 임상 용도에 매우 적합할 수 있다

고 결론지었다.[50-52] 지니핀은 또한 항염증, 항혈관신생제제 역할에 관여

하는 것으로 나타났으며, 알츠하이머 아밀로이드 베타 단백질의 독성으로
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부터 해마 뉴런을 보호했다.[53]

[그림 5] 지니핀과 키토산의 가교 결합

2.9 키토산의 하이드로겔의 상처 드레싱 약물 전달으로의 응

용

생체의 상처 치유과정은 응고, 염증, 이주 확산(migration proliferation),

리모델링의 4가지 중첩 단계를 포함하는 복잡한 과정이다. 인체는 피부기

능의 결핍이나 큰 상처의 엄청난 유체 손실이 없는 한 정상적인 상처에서

치유과정의 모든 요건을 제공할 수 있다. 하지만 적절한 pH, 수분, 산소 압

력을 제공하고 미생물 침투를 방지하면서 상처치유 과정을 가속화 할 수

있다.[54,55] 비 치료 상처에 대한 상처 관리는 최근 응고, 염증, 혈관신생,

상피, 수축, 리모델링과 같은 다양한 메커니즘을 수반하는 많은 상처 드레

싱 응용에서 증가하고 있다. 이상적인 상처 드레싱은 박테리아 감염으로부
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터 상처를 보호하고, 촉촉하고 치유되는 환경을 제공해야 하며, 생체적합

성이 있어야 한다.[56,57] 앞서 언급한 키토산은 생체적합성, 생분해성, 지

혈성 및 반감염 활동, 상처치유를 가속화 하는 능력 등 상당한 특성 때문에

많은 연구자들로 하여금 상처 치료 드레싱으로의 활용이 보고되고 있다.

2.10 근적외선에 의한 가교제의 Diselenide 결합 분해

하이드로겔의 약물 방출 거동을 외부 자극에 의해 제어하기 위한 방법으

로는 pH, 빛, 초음파 등이 있다. 특히 UV 빛 자극을 통한 하이드로겔 약물

방출 프로세스는 자외선이 조직 깊숙히 침투하지 못해 인체에 손상을 줄

수 있다는 것이 보고되었다.[58] 이와 반대로 근적외선(NIR) 빛은 유해한

부작용 없이 약 3~5 mm 깊이의 체내 조직으로 침투할 수 있다. NIR 빛 반

응 하이드로겔을 생산하는 일반적인 방법은 산화 그래핀 나노시트와 탄소

나노튜브, 금 나노입자와 같은 NIR 흡수 물질을 사용하는 방법이

다.[59-61] 그러나 이러한 종류의 방법은 열 감응성 중합체에 대해서만 실

현 가능하며 NIR 조명이 꺼진 후에는 아무런 효과가 없었다.

인도시아닌 그린(Indocyanine green, ICG)은 NIR 빛을 흡수하고 활성산

소종(Reactive oxygen specious, ROS)을 생성할 수 있는 안전한 광 감응

성 물질이다.[62,63] 이 단계 이후 ROS는 약한 공유결합에 산화 손상을 일

으키며, 특히 낮은 결합에너지(172 kJ/mol)를 갖는 diselenide(-Se-Se-)결

합을 분해시킨다.[64]

따라서 diselenide 결합과 IEDDA 클릭 반응의 조합은 아주 간단하면서도

생체적합성을 가지며, 별다른 부산물이나 독성을 갖지 않는 키토산의 하이

드로겔의 특징을 그대로 살리면서도 약물 방출의 제어에 사용될 수 있는

유망한 전략이 될 수 있다.
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제 Ⅲ장 실 험

3.1 시약

천연 유래 고분자 Chitosan(CS, low molecular weight, Mw=50-190 kDa,

deacetylation degree = 93% caculated by 1H NMR)은 Sigma-Aldrich에

서 구매하였다. CS의 아민기에 개환 반응으로 결합시키기 위한 Carbic

anhydride(CA, mixture of endo and exo, predominantly endo, 99%)는

ACROS Organics에서 구매하여 별도의 정제과정 없이 사용되었다.

Selenium powder(Se, -325 mesh, 99.5%(Metals basis))와 4-Bromobutyryl

chloride(4-BBC, 97%)는 Alfa Aesar에서 구매하였다. Sodium

borohydride(NaBH4, powder, 98%)와 Tetrabutylammonium

hydrogensulfate(TBA)(97%)는 Sigma-Aldrich에서 구매하였다. 테트라진-

셀레늄 가교제를 만들기 위한 Methyltetrazine-amine (MeTz-Amine, HCl

salt, 95%)는 Click Chemisty Tools에서 구매하였다. Ciprofloxacin

hydrochloride monohydrate(CIP)(98%)는 TCI에서 구매하였다. 가교제 합

성을 위한 Tetrahydrofuran(THF, HPLC)은 SK Chemicals에서 구매하여

한 번의 증류 과정을 거쳐 정제한 후 무수 상태로 사용하였다.

Triethylamine(TEA, 98%)은 JUNSEI에서 구매하였다. 용매는 다른 시약과

용매들은 Analytical grade(HPLC)로 DUKSAN, JUNSEI에서 구매하여 별

도의 정제과정 없이 사용되었다.
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3.2 분석

분자의 구조를 해석하기 위한 양성자 퓨리에 변환 핵자기공명(NMR) 스

펙트럼은 400MHz JEOL NMR Spectomerter를 통해 얻어졌다. 시료의 작

용기와 반응도 등의 정보를 얻기 위한 적외선 분광분석(FT-IR) 스펙트럼

은 Potassium Bromide(KBr) Pellets을 만들어 Agilent Cary640

Spectrometer를 통해 얻어졌다. 하이드로겔의 횡단면 구조 분석을 위한 주

사전자현미경(SEM) 사진은 MIRA3 TESCAN을 통해 얻어졌다. 하이드로

겔의 팽윤도 분석을 위한 전자저울은 SCALTEC SPB31을 통해 얻어졌다.

하이드로겔의 CIP 약물전달 성능을 분석하기 위한 자외선-가시광선

(UV-vis) 스펙트럼은 Optizen POP UV-vis Spectrophotometer를 통해 얻

어졌다. 하이드로겔의 근적외선 조사 분석을 위해 808 nm 파장의

NIR-laser photo diode를 광원으로 사용하였고, 2 W/cm2 의 출력을 갖도

록 설정하였다.

3.3 합성 및 실험 요약

[그림 6] NIR-responsive chitosan-based hydrogel, Cs-Se Gel 합성
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[그림 7] NIR-responsive chitosan-based hydrogel, Cs-Se Gel 실험 도식

3.4 Cs-Nb-COOH의 합성

다른 합성에 비해 절차가 간단하고, 정제과정을 간소화시키면서도 미반응

분자를 효과적으로 제거할 수 있는, 기존에 보고된 합성 방법에 따라 [그

림 6]과 같이 Norbornene-functionalized Chitosan 고분자를 합성하였

다.[65] 자력 교반 하에서 100 mL의 2 wt% 아세트산(AcOH) 수용액에

CS(1 g, 5.9 mmol)을 용해시켰다. 투명한 용액으로 모두 용해시킨 이후

CA(972 mg, 5.9 mmol)을 추가하여 50℃의 온도에서 48시간 동안 반응시

켰다. 48시간 이후 투석막(MWCO, cut-off 14 kDa)을 이용하여 5% NaCl

수용액으로 24시간 동안 1차 투석하였고, 증류수를 이용하여 48시간 동안

2차 투석하였다. 투석 이후 얻어진 물질을 회수하여 3일간 동결건조한 후

최종적으로 Cs-Nb-COOH를 얻었다.
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3.5 Cs의 탈산화도와 Cs-Nb-COOH 치환도 분석

키틴의 탈아세틸화 반응으로 형성된 키토산 천연 고분자의 탈산화도

(Degree of deacetylation, DD, %)와 3.3의 합성 이후 노르보넨 치환도

(Degree of substitution, DS, %) 를 분석하기 위해 기존에 보고된 방법을

따라 1H NMR peak integrals을 이용하여 다음의 [식 1]과 [식 2]를 통해

얻어졌다.

[식 1]     





[식 2]     



where ICH3 is the integral of CH3 peak of acetyl group in GlcNAc(3H,

orange highlight, see Fig 8.), INb is the integral of the alkene peak of

norbornene (2H, blue highlight, see Fig 8.) and IH2 is the integral of H2 in

GlcN, GlcNAc GlcN-Nb units (1H, green highlight, see Fig 8.)

3.6 γ-BSeL의 합성

Selenolactones의 합성을 다루고 있는 기존의 보고된 합성 방법에 따라

[그림 6]과 같이 γ-BSeL이 합성되었다.[66] 질소 분위기의 자력 교반 하에

서 Se(5.92 g, 0.15 mol)와 50 mL의 증류수를 교반 시킨 후, 드로핑 깔때

기에 미리 50 mL의 증류수에 용해시켜 준비된 NaBH4(5.67 g, 0.15 mol)

수용액을 천천히 혼합시켰다. 주입 과정에서 발생하는 가스가 가스 분산

튜브를 타고 원활하게 빠져나올 수 있게 500 rpm의 빠른 교반 속도와 함

께 질소를 충분히 0℃에서 30분 동안 반응시켰다. 반응 이후 상 촉매인



- 18 -

Bu4NHSO4(0.96 g, 3.7 mol%)의 수용액과 톨루엔에 용해시킨 BBC(13.91

g, 0.15 mol) 용액을 드로핑 깔때기에 주입하여 NaSeH 혼합액과 천천히

혼합시켰다. 30분 동안 추가 교반 이후, 질소로 치환된 분위기를 유지하며

상온에서 12시간 동안 반응시켰다. 얻어진 혼합물 용액을 분액 깔때기로

옮겨 50 mL의 5% NaHCO3 수용액으로 씻어내고, MgSO4를 사용하여 톨

루엔 혼합액 속의 물 분자를 제거했다. 여과된 혼합액 속의 톨루엔을 저압

증발시킨 후 수득한 용액으로부터 진공 증류를 통해 무색 투명한 액체인

γ-BSeL을 수득하였다. yield : 77%; bp 120-122℃/30 mmHg. 1H NMR

(400 Mhz, Chloroform-d): δ 3.54 - 3.43 (m, 1H), 2.42 (td, J = 6.8, 1.5

Hz, 1H), 2.28 - 2.17 (m, 1H) [그림 10].

3.7 Se-MeTz의 합성

[그림 6]과 같이 자력 교반 하에서 정제된 THF 무수 용매 0.5 mL에

MeTz-Amine(261 mg, 1.1 mmol)과 TEA(0.334 g, 3.3 mmol)를 혼합하여

30분 동안 아민기의 염산염의 형태가 1차 아민으로 변하도록 반응시켰다.

반응 이후 3.3.3에서 합성된 γ-BSeL(149 mg, 1 mmol)을 THF 무수 용매

0.5 mL에 용해시켜 혼합물에 천천히 첨가하여 외부 공기에 노출된 상태로

12시간 동안 반응시켰다. 반응 이후 잔여 THF를 진공으로 제거하고, TEA

의 염산염을 제거하기 위해 5mL의 1N HCl 수용액을 첨가하여 1시간 동안

교반하였다. 교반 이후 혼합액을 여과하여 증류수로 씻어낸 보라색 고체들

을 진공 건조하여 수득하였다. yield : 89%; 1H NMR (400 Mhz, Dimethyl

Sulfoxide-d6): δ 8.52 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 8.42 - 8.38 (m, 2H), 7.51 (d, J

= 8.3 Hz, 2H), 4.38 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 2.98 (s, 3H), 2.94(t, J = 7.3 Hz,

2H), 2.30 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.97 (p, J = 7.3 Hz, 2H) [그림 10].
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3.8 Cs-Se Gel의 제조

[그림 7]에 나타난 것과 같이 클릭 반응을 통한 키토산 고분자 주쇄의 가

교 결합을 위해 용매 Dimethyl Sulfoxide(DMSO)에 Cs-Nb-COOH를 녹인

용액과 Se-MeTz를 녹인 용액을 상온에서 혼합하여 12시간 동안 방치시켰

다. 이 과정에서 하이드로겔의 물리-화학적 특성을 비교하기 위해

Cs-Nb-COOH의 노르보넨 치환기와 Se-MeTz의 메틸-테트라진 작용기의

몰 비율을 고려하여 세 가지의 다른 조건으로 구성하였다. 350 μL의

DMSO에 8 mg Cs-Nb-COOH를 용해하여 준비되었고, 50 μL의 DMSO에

Se-MeTz 작용기를 각각 몰 비율로 10/10, 10/7, 10/4(Nb-COOH/MeTz)만

큼 용해하여 준비되었다. 졸-겔 상 변화는 반응시간 이후 반응 용기를 뒤

집었을 때 모두 겔화가 완료되었음을 확인하였다. 이후 용기에서 수득한

겔을 투석막(MWCO, Cut-off 14 kDa)을 이용하여 증류수로 투석시켰다.

투석 이후 얻어진 물질을 회수하여 3일간 동결건조한 후 최종적으로 건조

상태의 Cs-Se Gel을 얻었다.

3.9 겔 함량 측정

3.7에서 얻어진 건조상태의 Cs-Se Gel을 다시 DMSO에 3일 동안 팽윤과

세척 과정을 거쳐 미반응의 고분자와 가교제를 제거시켰다. 이후 다시 투

석과 동결건조 과정을 거쳐 얻은 건조상태의 Cs-Se Gel의 무게를 측정했

다. 각각의 다른 몰 비율로 준비된 Cs-Se Gel의 함량 측정의 결과는 [표

1]과 같이 나타났고, 미반응 고분자와 가교제의 무게를 고려한 겔 함량은

[식 3]과 같이 계산되었다.
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Gel Feed ratio Nb-COOH/MeTza Gel Content (%)b

Cs-Se Gel1 10/10 94

Cs-Se Gel2 10/7 93

Cs-Se Gel3 10/4 91

[표 1] Cs-Se Gel의 제조 비율과 함량

aTheoretical mol equivalent of norborene-carboxylic acid and methyl–tetrazine

groups.

bMeasured by a general gravimetrical method.

[식 3]     ×

where W0 is the primary weight of the dry hydrogels and W1 is the dry

weight of hydrogels after swelling and washing with DMSO. The test was

conducted in triplicate.

3.10 팽윤도 분석

Cs-Se Gel 의 팽윤도 분석은 마이크로 저울을 통한 무게 분석으로 실시

하였다. 납작한 원기둥 형태의 건조된 Cs-Se Gel을 PBS에 담갔다. 가교도

차이에 따른 팽윤도 분석을 위해 Cs-Se Gel1/2/3을 각 조건에 적용시켰으

며, 이때 사용된 PBS는 0.01 M 농도와 pH 7.4의 산도를 가지도록 초기에

준비하였고, AcOH를 사용하여 세 가지의 pH 조건(pH 3.7/5.2/7.4)에서 분

석하였다. 팽윤된 하이드로겔은 기존에 보고된 방법대로 특정 시간별로

PBS 용액에서 건져내어 여과지에 표면의 용액을 제거한 후 마이크로 저울

에서 무게를 측정하였다.[66] 각 PBS 용액은 24시간마다 새로운 PBS 수용

액으로 교체되었다. 측정은 세 번씩 반복되었다. 각 하이드로겔의 팽윤도는
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아래 [식 4]와 같이 계산되었다.

[식 4]      × 

where Ws is the weight of swollen hydrogels and Wd is the weight of finally

dried hydrogels.

3.11 횡단면 표면분석

Cs-Se Gel1/2/3의 내부 형태를 분석하기 위해 팽윤 평형상태에 도달한

하이드로겔을 동결건조하였다. 이후 액체질소에 담가 저온으로 굳혀서 횡

단면(Cross-section)이 보이도록 절단시켰다. 샘플을 관찰하기 위해

MIRA3 TESCAN SEM 장비를 사용하였다.

3.12 CIP 검량선

하이드로겔의 약물 방출 특성을 평가하기 위해 항생제 약물 중 하나인 시

프로플록사신 염산염(Ciprofloxacin hydrochloride, CIP)을 사용하였다. 다섯

가지 농도 CIP/PBS의 UV-vis 흡광도를 분석하여 각 농도에서 나타내는

흡광도를 그래프로 표현하였다. 이때 PBS는 pH 3.7, 5.2의 두 가지 조건에

서 측정하였으며, 각 산도별 CIP 흡광도의 파장별 peak 값의 변화에 근거

하여 측정되었다. UV-vis 측정 파장범위는 CIP의 특징 peak를 관찰하기에

최적화된 200 ~ 400 nm에서 측정되었다. 그래프에서의 직선은 검량 결과

를 나타내는 추세선이며, 이 추세선의 함수식으로부터 각 농도에서 용해되

어 있는 CIP의 무게를 계산할 수 있었다.
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3.13 ICG/CIP 탑재

CIP 약물의 사후 탑재과정은 기존의 보고된 방식을 따랐다.[68] 투석 이

후 동결 건조된 Cs-Se Gel1(Nb-COOH/MeTz 10/10 feeding ratio)을 1

mg/mL 농도의 CIP/PBS 용액 1 mL에 팽윤시켜 약물을 하이드로겔 내부

로 탑재했다. 이때 PBS는 pH 3.7로 준비되어 용매로 사용되었다. ICG의

탑재를 위해서는 CIP와 함께 ICG를 1 mL의 PBS에 1 mg만큼 추가하여

용해시킨 이후 Cs-Se Gel1을 팽윤시켰다.

3.14 근적외선 제어 CIP 방출 거동 분석

3.12에서 탑재된 CIP 약물의 방출 거동을 분석하기 위해 세 가지의 PBS

pH 3.7, 5.2 조건에서 분석되었다. 팽윤 과정을 거쳐 CIP가 탑재된 원기둥

형 Cs-Se Gel1을 증류수에 헹궈내고 바이알 속 15 mL의 PBS에 넣었다.

외부 환경을 차단하기 위해 커버를 씌워 암전 상태에서 보관되었고, 온도

조건은 체온과 유사하도록 37℃의 온도를 유지시켰다. 근적외선 조사 시에

는 808 nm의 레이저 다이오드 광원을 사용하여 15분간 반사판을 대고 샘

플에 조사시켰고(ON), 15분 이후에는 다른 샘플들과 같이 커버가 씌워진

상태로 보관되었다(OFF). 바이알에서 특정 시간마다 3mL의 PBS 용액을

추출하여 UV-vis 흡광도 측정을 통해 각 시간 간격마다 방출되는 CIP의

무게를 3.11의 검량선(추세선) 함수식에 대입하여 분석할 수 있었다. 추출

이후에는 3 mL의 순수한 PBS 추가하여 PBS 용액의 전체 부피를 유지시

켰다. 희석되는 효과는 용액이 보충된 것을 각각 고려하여 재계산하였다.

분석을 위한 측정은 각각 3번씩 수행되었다. CIP의 방출 퍼센트는 누적 계

산법으로 계산되었다.
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제 Ⅳ장 결과 및 고찰

4.1 Cs-Nb-COOH의 합성

아마이드 결합은 하이드록실 그룹에 비해 아민의 높은 친핵성을 이용하여

키토산 주쇄의 작용기를 기능화하는 데 일반적으로 사용된다. 종래의 키토

산의 아민기를 노르보넨 작용기로 기능화하는 방법으로는

Norbornene-carboxylic acid를 아민기와 Coupling 반응을 하기 위한

Coupling agent로 1-ethyl-3-(3(dimethylamino)-propyl)carbodiimide(EDC),

N-hydroxysuccinimide(NHS)와 같은 agent가 사용되었다. 하지만 반응 이

후 키토산의 정제과정에서 투석이나 침전 여과 이후에도 미반응

EDC/NHS가 그대로 존재하는 등의 문제점이 발생한다. 덧붙여 기존의 보

고에 따르면, 이렇게 만들어진 Norbornene functionalized

Chitosan(Cs-Nb-H)은 산성 조건이나 서로 다른 용해를 돕는 시약 혹은

공용매의 사용에도 낮은 용해성을 나타내고, 이는 키토산의 아민기가 아마

이드 결합으로 변환됨에 따른 양전하 감소와 함께 노르보넨 작용기의 결합

에 의해 소수성이 증가한 결과임이 예상된다. 이를 우회하기 위해 보고된

방법대로 키토산의 아민 그룹과 반응하기 위해 Carbic Anhydride(CA)를

사용하여 Coupling agent의 사용 없이도 개환 반응을 통해 아마이드 결합

을 형성하여 Cs-Nb-COOH를 합성할 수 있었다.[65] 합성 절차는 [그림 6]

에 나타나 있다. 키토산 주쇄에 존재하는 아민기의 몰수와 개환 반응을 유

도하기 위한 CA의 몰수의 비율을 고려하여 이론적으로 100%(1:1) 치환이

되게끔 키토산 용액에 CA를 첨가하였다.
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4.2 Cs의 탈산화도와 Cs-Nb-COOH 치환도 분석

키틴으로부터 탈 아세틸화에 의해 형성된 키토산 주쇄의 탈 산화도는 [그

림 8]에서 나타난 1H NMR Spectra peaks의 Integral을 사용하여 [식 1]를

따라 계산되었을 때 약 92%의 탈 산화도를 갖는 것으로 나타났다.

[그림 8] Cs(위)와 Cs-Nb-COOH(아래)의 1H NMR Spectra

이는 키토산 주쇄의 아민기와 연결된 탄소에서 존재하는 수소들의 피크

적분 값(초록색 하이라이트, 1.00 고정) 대비 아세틸기 끝의 CH3 수소 피
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크의 적분 값(주황색 하이라이트, 0.19)을 3으로 나누어 1에서 뺄셈한 값이

퍼센트로 계산되었다. 한편 CA와 -NH2의 반응에 의한 -Nb-COOH의 작

용기 치환도는 [그림 8]에 나타난 결과값을 사용하여 [식 2]에 따라 계산되

었을 때 약 32.5%의 치환도를 갖는 것을 알 수 있었다. 키토산 주쇄의 아

민기와 연결된 탄소에서 존재하는 수소들의 피크 적분 값(초록색 하이라이

트, 1.00 고정)대비 노르보넨기의 이중결합 위치에서의 수소 2개가 형성하

는 피크의 적분 값(파란색 하이라이트, 0.65)을 2로 나눈 값을 퍼센트로 계

산하였다. 이는 기존에 보고된 Cs-Nb-COOH의 합성 결과와 일치하는 것

으로 나타났다.[65]
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[그림 9] Cs, Cs-Nb-COOH, Se-MeTz, Cs-Se Gel 1의 FT-IR

Spectra

[그림 9]에서 나타난 FT-IR Spectra를 통해 확인한 결과 Cs의 작용기인
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하이드록실기(-OH)와 아민기(-NH2)의 stretching vibrations에 의해 3429

cm-1의 피크가 나타났다. 1654 cm-1와 1594 cm-1 에서 나타난 피크는 각

각 –CONH2와 -NH2 작용기에 기인한다. 합성 과정으로부터 Cs에서 작용

기가 32.5% 치환된 Cs-Nb-COOH에서는, 새로 생겨난 아마이드 결합으로

부터 기인한 C=O stretching 피크가 1764 cm-1에서 관찰되었으며, 1693

cm-1과 1389 cm-1에서 노르보넨기 옆에 형성된 COO-기의 asymmetric,

symmetric stretching 피크가 나타났다.

4.3 γ-BSeL의 합성

[그림 10]에서 나타난 오각형의 락톤 형태에 탄소 대신 셀레늄 원자가 1

개 포함되어 있는 γ-BSeL의 합성을 위해 상업적으로 이용 가능한 알킬

할라이드 브롬카복실릭 염소화물 중 4-BBC가 사용되었다. 셀레늄 분말을

증류수에서 NaBH4 이온과 반응시켜 NaSeH 이온을 형성시킨 이후 톨루엔

용매에 용해시킨 4-BBC의 브로민과 염소의 친핵성 치환 반응에 의해 락

톤 형태의 형성을 유도했다. 질소 분위기 하의 실온에서 톨루엔과 물의 상

촉매로서 TBA 촉매가 사용되어 12시간 반응 이후 Selenolactones의 한 종

류인 γ-BSeL이 형성되었다. [그림 10]에서 표현된 1H NMR 스펙트럼에서

γ-BSeL에 존재하는 2/2/2개의 수소 peak가 각각 3.54 - 3.43, 2.42, 2.28 –

2.17 ppm에서 같은 integral 값을 갖는 것을 확인할 수 있었다.
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[그림 10] γ-BSeLt(위)와 Se-MeTz(아래)의 1H NMR Spectra

4.4 Se-MeTz의 합성

[그림 6]과 같이 NaSeH로부터 쉽게 합성된 γ-BSeL과 1차 아민을 갖는

MeTz-Amine 사이의 Amine-Oxidation Coupling 반응을 통해 중심부에

Diselenide(-Se-Se-)결합을 갖고 양쪽으로 아마이드 결합이 형성되어

Se-MeTz가 합성되었다. 이 단계의 유기합성 프로토콜은 매우 간단히

THF 용매에서 산화 결합을 위해 외부 공기에 노출시킨 채 상온 상태를

유지하며 γ-BSeL과 MeTz-Amine의 One-Pot 합성에 의해 Se-MeTz의
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구조를 형성시킬 수 있는 장점과 동시에 98%의 매우 높은 수득률과 진공

건조 및 여과 이외에 다른 복잡한 정제과정이 전혀 필요하지 않은 장점을

갖는다. 가존의 γ-BSeL 사용 –NH2기와의 산화결합을 다루는 보고에서

다룬 결과를 반영하여 γ-BSeL 대비 MeTz-Amine의 양을 1.1배 과량으로

사용하여 반응 속도를 높였다. MeTz-Amine은 Tetrazine의 낮은 안정성과

-NH2기의 높은 반응성 때문에 상업적으로 염산염(NH3+Cl-)의 형태로 유

통되는 제품을 사용하였는데, 이를 1차 아민 형태로 사용하기 위해

MeTz-Amine 대비 3배의 몰 비율을 갖는 과량의 TEA를 사용하였다.

TEA는 염산염과 만나 TEA·HCl의 형태로 변화하기 때문에, 추후 여과 과

정에서 0.1 M HCl 수용액에 녹아 쉽게 제거될 수 있었다. [그림 10]에서

표현된 1H NMR 스펙트럼에서 8.52 ppm에는 –NH-의 2H peak, 8.42 –

8.38 ppm에서 벤젠 고리의 테트라진과 가까운 =CH-의 4H peak, 7.51

ppm에서 벤젠 고리의 아마이드 결합과 가까운 =CH-의 4H peak, 4.38

ppm에서 아마이드 결합과 가까운 -CH2-의 4H peak, 2.98 ppm에서 테트

라진 끝 -CH3의 6H peak, 2.94, 2.30, 1.97 ppm에서 각각 셀레늄과 아마이

드 결합 사이의 -CH2-의 4H peak의 integral 값이 목표한 γ-BSeL의 구

조로부터 예측할 수 있는 결과와 동일한 것을 확인하였다.

[그림 9]에서 나타난 FT-IR Spectra를 확인한 결과 3291 cm-1에서 2차

아민의 stretching 피크가 존재하는 것을 확인할 수 있었으며, 방향족 고리

내부의 C-H stretching 피크인 3076 cm-1를 확인할 수 있었다. 또한 테트

라진 고리 내부 아마이드 결합의 특징피크인 C=N과 C-N 피크를 1641

cm-1과 1550 cm-1에서 확인할 수 있었다. 1406 cm-1에서는 테트라진 끝

의 –CH3기에 의해 생겨난 C-H bending vibration 피크가 나타났다. 마지

막으로, 셀레늄 결합이 정상적으로 일어나 -C-Se- 결합의 808 cm-1의 특

징 피크가 생겨난 것을 확인할 수 있었다.
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4.5 Cs-Se Gel의 제조

가교도 차이를 위해 서로 다른 작용기(-Nb-COOH/-MeTz) 비율로 구성

된 Cs-Se Gel1, Cs-Se Gel2, Cs-Se Gel3 은 테트라진과 노르보넨 사이의

IEDDA “click” 반응에 의해 형성되었다. 가교 반응은 그림 2와 같이 형성

되었다. 가교도 차이에 따라 달라지는 하이드로겔의 성질에 대해 조사하기

위해 세 가지 종류로 구성된 Cs-Se Gel 은 [표 1]과 같이 정리되었다. 겔

함량은 미반응 Cs-Nb-COOH/Se-MeTz를 효과적으로 제거하기 위해 졸-

겔 전이 가교반응에서 사용한 DMSO 용매에서 다시 수행되었다. 이 과정

에서 가교결합된 Cs-Se Gel 매트릭스 내부에 존재하는 미반응

Cs-Nb-COOH와 Se-MeTz가 용해되어 밖으로 제거되었고, 이에 따른 전

후 무게 변화를 퍼센트로 나타내었다. [표 1]에서 다룬 것과 같이 모든 구

성에서의 겔 함량 변화는 90-100% 사이에 분포하는 것을 알 수 있으며 이

는 가교 결합을 통한 졸-겔 전이로 Cs-Se Gel을 형성하는 과정이 성공적

인 전략임을 뒷받침해 주었다. 특히 화학적 가교 결합의 한 종류인 노르보

넨-테트라진 사이의 IEDDA 반응은 인체 유해한 금속 촉매 등의 사용 없

이도 높은 반응성을 갖는 것으로, 천연 고분자 키토산 하이드로겔의 인체 ,

무해성을 그대로 유지할 수 있는 장점을 갖는다.[11]

[그림 9]에서 나타난 FT-IR Spectra를 통해 Cs-Se Gel은 Cs-Nb-COOH

대비 Se-MeTz 가교제가 포함하는 -C-Se- 결합의 808 cm-1의 특징 피크

가 생겨난 것을 확인할 수 있었다.
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4.6 팽윤도 분석

가교도 차이에 따른 Cs-Se Gel 1/2/3 각각의 팽윤도와 그 특성은 그래프

3에 정리된 형태의 경향성을 나타냈다. 팽윤도 분석은 건조상태로 준비된

Cs-Se Gel 1/2/3은 각각 PBS pH 3.7/5.2/7.4에서 5일간의 특정 주기별(30

분, 60분, 90분, 120분, 150분, 180분, 4시간, 5시간, 6시간, 12시간, 1일, 2일,

3일, 4일, 5일) 무게 변화 측정으로 결정되었다.

[그림 11] (a) pH = 3.7, (b) pH = 5.2, (c) pH = 7.4의 세 가지 PBS

조건에서 Cs-Se Gel 1/2/3의 팽윤도 분석

[그림 11]에서 세 가지 PBS 조건에서 모두 가교도가 낮은 하이드로겔일

수록 팽윤도가 높아졌다. 팽윤도의 증가 속도는 12시간까지 빠르게 증가하

고, 1-2일차 이후 팽윤 평형에 가까워지는 경향을 보였다. PBS 7.4에서

Cs-Se Gel 1/2/3은 12시간 이후 거의 팽윤 평형에 가까운 것을 알 수 있

고, 이는 높은 pH값, 즉 낮은 산도 조건에서 키토산 주쇄의 치환되지 않은

아민기가 양전하를 띄지 않아 수용액에 대한 용해성이 낮으므로 팽윤도가

낮고, 팽윤 평형에 도달하는 속도가 빠른 것으로 예측된다. 반면, PBS 5.2

에서 3.7으로 높은 산도 조건으로 갈수록 아민기가 양전하를 띄게 되면서
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수용액에 대한 용해성이 높아지고 팽윤도가 높아지며, 팽윤 평형에 도달하

는 속도가 느려지는 경향을 알 수 있었다. 가교도가 가장 높은 Cs-Se Gel

1은 모든 PBS 산도 조건에서 팽윤도가 가장 낮았고, 가교도가 가장 높은

Cs-Se Gel 3은 팽윤도가 가장 높은 것으로 나타났다.

4.7 횡단면 표면분석

횡단면의 표면분석을 위해 SEM을 사용해 내부 구조를 촬영하였다. [그림

12]에서 나타난 것과 같이 SEM 횡단면 사진은 Cs-Se Gel 1/2/3의 가교도

차이에 따른 하이드로겔 내부 구조를 나타내었다.

[그림 12] (a) Cs-Se Gel 1, (b) Cs-Se Gel 2, (c) Cs-Se Gel 3의

내부 횡단면 SEM 사진

특히 Cs-Se Gel 1/2/3은 내부 구조에서 서로 다른 크기의 다공성

(porosity)을 갖는 것으로 나타났다. 가교도가 가장 높은 Cs-Se Gel 1의

기공(pore)의 크기가 가장 큰 것으로 나타났으며, 가교도가 가장 낮은

Cs-Se Gel 3의 기공 크기가 가장 작은 것으로 나타났다. 이는

Cs-Nb-COOH와 Se-MeTz의 가교결합에 사용된 화학적 메커니즘에서, 노
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르보넨과 테트라진 사이의 IEDDA 반응으로 형성된 N2 가스가 Cs-Se Gel

내부에 갇혀 형성시켜 발생한 구조적 특징임을 예측할 수 있다. 따라서, 가

교도가 가장 높은 Cs-Se Gel 1에 가까울수록 발생되는 N2 가스의 양이 많

아 기공의 크기가 크고, 다공성이 낮은 것을 알 수 있었다. 반면 가교도가

가장 낮은 Cs-Se Gel 3에 가까울수록 발생되는 N2 가스의 양이 작아 기공

의 크기가 작고, 다공성이 높은 것을 알 수 있었다.

4.8 CIP 검량선

약물 CIP의 UV-vis 특징 peak는 200-400 nm 사이에서 관찰되었으며, 흡

광도가 최댓값(Absmax)일 때 파장(λmax)은 그림 13에서와 같이 272-279 nm

사이로 나타났다. λmax에서의 Absmax를 각 농도별(2.5/5/10/15/20 μg/mL)로

측정하여 추세선을 적용한 결과, PBS pH 3.7/5.2/7.4 각각의 1차 방정식의

농도-흡광도 함수를 얻게 되었다. 이를 활용하여 미지의 CIP 농도를 가진

PBS 수용액에 녹아 있는 CIP의 양을 계산하였다.

[그림 13] (a) pH = 3.7, (b) pH = 5.2 의 두 가지 PBS 조건에서

CIP의 검량선(추세선) 함수 및 결정계수 R2
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그림 0(a), PBS 3.7에서의 함수 y=0.116x+0.2058, 결정계수 R2=0.9958 으로

나타났다. 그림 0(b), PBS 5.2에서의 함수 y=0.10333x+0.2372, 결정계수

R2=0.9953 으로 나타났다. 같은 농도의 CIP/PBS 용액에서도 흡광도가 서

로 다른 값을 나타내었고, PBS의 산도별로 검량선(추세선) 함수도 조금씩

다른 기울기를 가진 일차함수의 형태로 결정되었다. 결정계수 R2 값은 상

관계수 R의 제곱으로, 0과 1 사이의 값을 나타내며 이 계수의 값이 1에 가

까울수록 추세선의 신뢰성이 높음을 나타내는데, R2 값이 모두 1에 근접한

값으로 나타났음을 확인했다.

4.9 근적외선 제어 CIP 방출 거동 분석

근적외선 응답특성으로 인해 Diselenide 결합을 포함하는 가교제로 가교

결합된 키토산 하이드로겔 Cs-Se Gel은 체내 혹은 체외의 조건에서 생물

체에 전달되는 약물 방출 기능을 가질 것이 기대되었다. 방출 거동 분석용

샘플로 가장 높은 가교도를 가진 Cs-Se Gel 1을 채택하였다. 방출 거동

분석용 약물은 광범위한 항생 효능을 갖는 CIP로 채택하였다. CIP에는 카

복실기가 있고, ICG는 Zwitterionic amphiphilic 분자로서 Cs-Se Gel의 키

토산 주쇄에 존재하는 미반응 아민기의 양전하 이온뿐만 아니라 물 분자와

상호작용이 가능하여, 약물 탑재 용액인 PBS 수용액과 하이드로겔 매트릭

스에 잘 분포할 수 있다.[49] CIP/ICG의 탑재는, CIP/ICG를 PBS(pH 3.7,

0.01 M)에 용해시켜 준비된 용액 L3(Loading Solution pH 3.7)에 건조된

Cs-Se Gel 1을 동일한 무게로 준비하여 팽윤시키는 포스트-로딩

(Post-loading) 방식으로 탑재되었다. 탑재의 결과 [그림 14(a)]와 같이

Cs-Se Gel 1에는 3 mg의 약 64 μg의 CIP가 탑재되는 것으로 나타났다.
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근적외선 제어 CIP 방출 거동 실험은 외부온도 37℃에서 PBS(pH 3.7, 5.2

각 0.01 M)에서 수행되었다. R3(Release Solution pH 3.7), R5(Release

Solution pH 5.2)로 구분된 PBS 용액의 세 가지 조건을 따라 [그림 14(b),

(c)]와 같이 CIP 방출 거동의 경향성이 관찰되었다.

[그림 14] (a) Cs-Se Gel 1에 탑재된 CIP의 질량, (b) R3(Release

Solution pH 3.7), (c) R5(Release Solution pH 5.2) 두 가지 PBS

조건에서 Cs-Se Gel 1의 CIP 방출 거동 및 NIR 제어

PBS 조건 L3에서 Cs-Se Gel 1에 탑재된 CIP는 각각의 용액 R3, R5에

서 경향성을 가지는 CIP 방출 거동을 나타내었다. 그림 0(a)에서 CIP가 탑

재된 Cs-Se Gel 1의 방출 거동을 실험하는 PBS 산도 조건 R3, R5의 차이
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는 R3의 조건에서 비교적 완만한 방출 거동을 나타내는 것으로 나타났고,

R5의 조건에서 비교적 빠른 방출 거동을 나타내는 것을 알 수 있었다. 특

히 R3의 조건에서는 방출 거동 실험 4일 경과 후에도 안정적으로 약물이

천천히 방출되고 있는 것을 알 수 있으며, R5의 조건에서는 약물이 더욱

이른 시간에 모두 방출되는 것을 알 수 있었다. 이 경향성은 팽윤도 분석

의 결과와 동일한 이유로, PBS 3.7에서 5.2로 낮은 산도 조건으로 갈수록

Cs-Se Gel 고분자 주쇄의 치환되지 않은 아민기가 양전하를 잃게 되면서

수용액에 대한 용해성이 낮아지고 팽윤도가 낮아지는 원인에서 기인한 것

으로 예측할 수 있다. [그림 14(b)]에서 근적외선 조사에 의한 방출 거동의

변화는 R3 조건에서 기존 L3/R3 하이드로겔의 조건을 변화시켜 조사되었

다. CIP의 탑재 시, CIP 1 mg/mL농도의 L3에 CIP와 동일한 양 만큼의

ICG를 용해 시킨 후 팽윤시킨 하이드로젤을 R3에 투입하였고, 특정 시간

마다 15분간 808 nm의 근적외선을 조사하여 L3/R3 /ICG +NIR 조건을 형

성시켰다. 반면, ICG 없이 근적외선만 동일한 조건으로 조사한 L3/R3

+NIR 조건을 형성시켜 -Se-Se- 결합의 분해에 작용하는 ICG의 유무가

미치는 영향을 비교했다. 이때 근적외선 조사는 12시간 직후/2일 차 직후

로 두 차례에 걸쳐 15분간 조사되었으며, ICG의 유무와 근적외선 조사로

인한 기존 L3/R3와의 흡광도 차이와 방출량 차이를 확인했다. 누적계산법

으로 계산된 CIP의 방출 퍼센트에서 L3/R3 /ICG +NIR의 CIP 방출 퍼센

트는 12시간 직후 근적외선 조사를 통해 약 13%만큼 일시적으로 크게 증

가하였고, 2일 차 직후 근적외선 조사를 통해 약 8%만큼 일시적으로 크게

증가하는 것으로 나타났다. 이는 근적외선 조사를 통해 ICG가 활성산소종

(ROS)을 형성시켜 -Se-Se- 결합을 분해하여 나타난 현상이었다. 반면,

ICG가 없는 L3/R3 +NIR도 근적외선 조사 시 CIP의 방출 퍼센트가 소폭

증가하는 것을 알 수 있는데, 이는 근적외선의 광온효과에 의해 R3 용액과
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Cs-Se Gel에 전달되는 온도가 상승한 것에서 기인한 결과임을 예측할 수

있다. R5 조건에서의 기존 L3/R5 하이드로겔의 조건을 변화시킨 L3/R5

/ICG + NIR, L3/R5 + NIR 역시 6시간 직후/1일 차 직후로 두 차례에 걸

쳐 15분간 근적외선을 조사하였으며, 동일한 효과를 나타냈다. 하지만, 아

민기의 양성자화가 더 큰 R3 조건에서 이 효과는 더욱 크게 나타나는 것

으로 판단된다.
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제 Ⅴ 장 결 론

낮은 독성, 면역반응 활성, 높은 생체 적합성 등의 장점을 가진 천연 유래

고분자 키토산을 활용한 Cs-Se Gel은 –Nb-COOH/-MeTz 사이의

iEDDA click 반응을 통해 손쉽게 제조되었다. 기능화된 키토산 고분자

Cs-Nb-COOH는 Cs의 –NH2와 CA의 개환 반응으로 별도의 Coupling

Agent 없이도 32.5%의 높은 치환도를 가지면서도 손쉽게 합성되었다. 가

교 결합에 사용되는 Se-MeTz는 전구체 γ-BSeLt로부터 간단한 정제과정

만으로도 쉽게 합성되었다. Cs-Se Gel은 –Nb-COOH/-MeTz 비율로

10/10, 10/7, 10/4의 비율로 가교도를 조절하여 Cs-Se Gel 1/2/3으로 각각

준비되었고, 가교도에 따른 하이드로겔의 특성은 팽윤도 분석과 SEM 횡단

면 분석을 통해 특성 차이가 확인되었다. 건조된 하이드로겔에 CIP를 탑재

한 이후 약물 방출 거동을 확인하였고, 이는 탑재 조건에서 PBS 3.7의 조

건에서 각각 진행되었으며 방출 조건으로는 PBS 3.7 및 5.2 각 산도 조건

별로 나타난 결과치는 키토산 주쇄에 존재하는 아민기의 양전하 유무에 따

라 다른 결과를 나타냈다. 또한 근적외선 조사에 의해 약물 방출 거동을

특정 시간별로 조절할 수 있음을 확인하였다. 따라서 본 연구에서 제시한

약물 방출 시스템은 근적외선을 사용하여 체내로 전달되는 약물의 양을 조

절할 수 있는 키토산 하이드로겔으로, 근적외선 조사가 가능한 신체 부위

에서 상처 치유 드레싱 등의 생체적합 하이드로겔 약물전달 전략이 될 수

있다.
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