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Abstract

In this work, we developed injectable hydrogels derived from hyaluronic 

acid (HA) modified with norbornene (Nb) and a cross-linker composed of 

polyethylene glycol (PEG) with tetrazine (Tz) functional groups. The 

hydrogels exhibited high biocompatibility and rapid absorption. The 

porosity of the hydrogels was created through the release of nitrogen 

gas as a by-product during the cross-linking reaction known as inverse 

electron demand Diels-Alder (IEDDA). By adjusting the molar ratio of 

HA-Nb and PEG-DTz (Nb:Tz = 10:2.5 10:5, 10:10), we could control the 

porosity, gelation time, mechanical strength, and swelling properties of 

the hydrogels. The gelation process was quick, taking less than 100 

seconds, which suggests the potential for their use as injectable drug 

delivery systems. The hydrogels exhibited rapid swelling and high 

swelling ratios due to the presence of PEG chains and a highly porous 

structure. They effectively encapsulated curcumin, with an encapsulation 

efficiency of approximately 99%, and released the curcumin in a 

controlled manner. The cytotoxicity evaluation conducted on HEK-293 

cells demonstrated no harmful effects of the PEG-DTz cross-linker, 

HA-Nb, and resulting hydrogels. Overall, these absorbent hydrogels, 

fabricated from HA-Nb and the IEDDA clickable cross-linker, hold great 

promise as biocompatible drug carriers for injectable drug delivery 

applications.
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제 Ⅰ장 서 론

 과거 몇십 년간 고분자 화합물, 리포솜, 나노입자, 마이셀, 하이드로겔과

같은 여러 가지 약물 전달 시스템이 생체 이용률이 낮은 치료제의 전달 또

는 제어된 방출을 위해 이용되었다[1]. 하이드로겔은 친수성 고분자 사슬

의 가교 및 3차원 네트워크 구성으로 대량의 물 또는 생체액을 흡수하고, 

내부 네트워크에 치료용 분자를 캡슐화할 수 있어 약물 전달 분야에서 큰

주목을 받고 있다. 이러한 이점과 관계없이, 전통적인 하이드로겔은 악성

부위로의 이식을 위해 수술 절차가 필요하였다. 이 문제를 해결하기 위해

어떤 형태로든 성형될 수 있는 주사 가능한 하이드로겔이 약물 전달에 있

어 큰 관심을 모으고 있다. 이러한 주사 가능한 하이드로겔은 천연 세포

외 기질의 극도로 수화된 3D 미세 환경을 모방할 뿐만 아니라, 치료용 분

자를 질병 부위에 전달할 수 있다. 주사 가능한 하이드로겔은 sol-gel 상

전이[2], in-situ 중합[3] 및 물리적 또는 화학적 가교 전략[4]을 사용하

여 합성 또는 천연 중합체에 의해 설계될 수 있다.

 생체 모방의 관점에서 볼 때, 이상적인 주사용 하이드로겔은 빠른 흡수력

을 가져야 한다. 즉, 다량의 물을 흡수할 수 있고, 산소, 영양소, 성장 인

자, 치료용 화합물 등의 충분한 공급을 촉진하기 위해서는 연결된 기공을

갖추고 있어야 하며, 천연 조직 환경을 모방해야 한다[5]. 이전에 보고된

자료는 다공성이 높은 하이드로겔이 비다공성 하이드로겔에 비해 몇 가지

이점을 가지고 있음을 보여주었다[6]. 천연 고분자 기반의 다공성 하이드

로겔은 다양한 첨가제 및 접근법을 사용하여 개발될 수 있다. 예를 들어, 

젤라틴 유래의 다공성 스캐폴드는 에멀젼 템플릿 방법에 의해 개발되었다

[7]. 이러한 목적을 위해, 젤라틴 방울은 먼저 유화에 의해 설계되고, 이후

미소 구체를 생성하여 genipin 가교제에 의해 안정화되었으며, 나중에 젤



- 2 -

라틴 기반의 다공성 하이드로겔의 개발을 위한 템플릿으로 사용되었다. 하

이드로겔은 매크로 다공성과 연동 네트워크를 가지고 있으며, 마이크로스

피어의 직경을 변경함으로써 기공 크기를 프로그래밍할 수 있음이 입증되

었다. 그러나, genipin 가교제는 생성된 다공성 물질의 생체 적합성을 포함

할 수 있다. Porogen 침출은 하이드로겔에 다공성을 새기는 또 다른 방법

으로, 몰드에 주조기 전에 무기염(염화나트륨, 설탕 결정 등)을 고분자 용

액과 혼합하는 것을 의미한다[8]. 이어서, 하이드로겔을 동결건조하고, 염

입자를 헹구어 하이드로겔에 다공성을 생성한다. 그럼에도 불구하고, 기공

크기의 큰 차이, 상호 연결성의 부족 및 불균일한 기공 형상은 이 기술의

사용을 제한하였다. 동결건조는 또한 다공성 하이드로겔의 형성에도 널리

이용되어 왔다[9]. 그러나 다공성 하이드로겔의 기공 크기의 제어가 불충

분하고, 생성된 다공성 하이드로겔의 구조적 안정성이 낮기 때문에, 동결

건조 기술은 실용성이 떨어진다.

 최근 카르보디이미드 화학을 통해 히알루론산(HA)과 시스타민으로부터

in-situ 기포 생성 절차로 제조된 다공성 하이드로겔이 개발되었다[10]. 

구체적으로, 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide(EDC)와

N-hydroxy-succinimide(NHS)는 커플링 반응 동안 부산물로서 이산화탄

소 가스를 방출하여 하이드로겔 네트워크에 기공을 생성한다. 이 접근법은

간단하지만 EDC 및 NHS 커플링제는 원치 않는 세포독성을 유발할 수 있

으며, 주사 가능한 약물 전달 시스템에 안전한 것으로 간주되지 않는다. 

주목할 점은 위에서 언급한 대부분의 접근법이 세포독성 시약을 사용하거

나 주사 가능한 하이드로겔에 적합하지 않은 파괴적인 기술을 사용하며, 

이를 환부에 주사할 가능성을 배제한다는 것이다. 따라서 보다 우수한 생

체 적합성을 갖는 다공성 및 주사 가능한 하이드로겔은 생물 의학적 응용

에 매우 필요하다.
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 다양한 고분자 재료를 사용하여 다공성 및 주사 가능한 하이드로겔을 제

조할 수 있다. 히알루론산(HA)은 반복 이당류인 β-1,4-D-glucuronic 

acid와 β-1,3-N-acetyl-D-glucosamine의 교대 단위로 구성된 천연 선형

다당류이다. HA는 탁월한 세포 적합성과 생분해성으로 인해 약물 전달에

서 유망한 재료 중 하나로 손꼽히고 있다[11-14]. 많은 이점이 있음에도

불구하고, HA는 약한 기계적 특성과 빠른 분해 특성을 지닌다[15]. HA의

기계적 강도 및 분해 특성은 glutaraldehyde, genipin 및 EDC와 같은 공

유결합 가교제에 의해 이전에 개선되었다. 이러한 가교제는 안정한 하이드

로겔을 생성하지만, 높은 세포독성이 보고되었다[16].

 최근, 클릭 화학은 공유 가교 하이드로겔을 설계하기 위한 유망한 접근법

으로 간주되고 있다[17,18]. 특히, 노르보넨(Nb) 작용기와 테트라진(Tz) 

작용기 사이의 Inverse electron demand Diels-Alder(IEDDA) 클릭 반

응은 하이드로겔 합성을 위한 생체 적합성이 높은 접근법으로 간주되어 왔

다 [19]. IEDDA 반응은 높은 화학적 선택성과 초고속 반응 속도를 가지

며 [20], 온화한 조건에서 촉매가 없는 환경에서 수행될 수 있다. 흥미롭

게도, 이 반응의 유일한 부산물은 독성이 없는 질소 가스로, 주사 가능한

약물 전달 응용에 적합하다[21-23]. 또한, 방출된 질소 가스는 하이드로

겔에 기공을 생성할 수 있고[20], 이 다공성 구조는 결과적으로 하이드로

겔의 약물 캡슐화 및 방출 성능을 조절할 수 있다[24]. 또한, Tz 또는 가

교제의 양에 따라 하이드로겔의 겔화 시간을 몇 초에서 몇 분으로 조정할

수 있으므로 이러한 물질을 주사 가능하게 할 수 있다.

 본 연구에서는 Nb으로 기능화된 HA(HA-Nb)와 PEG 양단에 Tz 작용기

를 갖는 수용성 가교제(polyethylene glycol-ditetrazine, PEG-DTz)를 사

용하여 생체 적합성이 높고 흡수가 빠른 주사용 하이드로겔을 개발하였다. 

PEG-Tz 가교제는 간단한 카르보디이미드 반응을 통해 합성되었다. 
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PEG-DTz와 HA-Nb는 수용성이 높은 전구체이고, IEDDA 클릭 반응은

생체 직교성이 높아 생체 적합성이 우수한 하이드로겔을 제조할 수 있었

다. 가교제의 몰비(Nb:Tz = 10:2.5, 10:5, 10:10)를 변경하여 세 가지의

하이드로겔을 개발하였다. 하이드로겔은 빠르게 형성되었으며(sol-gel 

time < 100초) 주사 가능한 약물 전달 시스템으로 사용될 가능성을 제공

한다. IEDDA 반응 중에 방출된 질소 가스는 높은 다공성 구조를 형성하였

고, 이러한 구조는 하이드로겔로부터의 약물 방출을 조절할 수 있다. 제조

된 하이드로겔의 실험 데이터는 PEG 사슬의 존재와 하이드로겔의 높은

다공성 구조로 인해 급속한 팽윤을 보여준다. Curcumin(강황에서 유래한

소수성 생체 활성제)은 하이드로겔의 약물 로딩 및 방출 거동을 평가하기

위한 치료용 분자로 사용되었다. 하이드로겔은 많은 양의 Curcumin(약

99%)을 캡슐화할 수 있었으며, 일시적인 패턴으로 방출하였다. PEG-DTz 

가교제, HA-Nb 및 제조된 하이드로겔은 HEK-293 세포에서 세포독성을

나타내지 않아 이들 하이드로겔의 우수한 생체 적합성을 보여주었다. 우수

한 생체 적합성을 지닌 이러한 빠른 흡수성 및 주사 가능성을 나타내는 하

이드로겔은 주사 가능한 약물 전달 응용을 위한 유망한 약물 운반체가 될

수 있다.
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제 Ⅱ장 이 론

2.1 하이드로겔

하이드로겔(hydrogel)은 주로 물로 구성된 혼합물이다. 친수성 구조로 인

해 3차원 네트워크에 다량의 물을 흡수 및 보유할 수 있으며, 수분 함량이

높아 천연 조직과 유사한 높은 유연성을 가진다. 물을 흡수하는 하이드로

겔의 능력은 폴리머 백본에 부착된 친수성 작용기에서 발생하는 반면, 용

해에 대한 저항성은 네트워크 사슬 사이의 가교에서 발생한다. 최근 하이

드로겔은 고분자 사슬과 그 사슬 사이의 공간을 채우는 물의 3차원 네트워

크로 구성된 2성분 또는 다성분 시스템으로 정의되었다. 평형 상태에서 이

러한 물질은 사용된 폴리머의 특성과 네트워크 접합부의 밀도에 따라 다양

한 양의 물을 포함할 수 있다. 일반적으로 팽윤된 상태에서 하이드로겔의

물의 질량 비율은 폴리머의 질량 비율보다 훨씬 높다[25].

이상적인 하이드로겔 재료의 기능적 특징은 식염수에서 가장 높은 흡수

용량을 가지며, 적용 요건에 따라 입자 크기 및 다공성을 조절하여 원하는

흡수율을 얻을 수 있어야 한다. 무색, 무취, 무독성으로 분해 후 독성 종의

형성 없이 높은 생분해성을 가져야 하며 팽윤 환경 및 보관 시 최고의 내

구성과 안정성을 제공해야 한다[26]. 특히, 약물 전달에 사용되는 하이드

로겔은 다공성이어야 하며, 이는 pH 또는 온도에 반응해야 한다. 하이드로

겔 합성 시 다양한 합성 소재 또는 천연 소재들이 사용되고 있고, 지난 수

십 년간 약물 전달을 위한 생체 재료로서 주목받고 있으며 이와 관련된 많

은 연구가 이루어지고 있다.
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2.2 히알루론산

히알루론산(hyaluronic acid, HA)은 천연 고분자로, 다양한 범위에서 응

용되는 물질이다. 하이드로겔 제조를 위한 천연 고분자 중 하나인 HA는

히알루로난(Hyaluronan)이라고도 하며, 자연계에 널리 퍼져 있으면서 인

간과 동물, 박테리아 등에 존재한다. 친수성 분자인 HA는 세포 주위에 분

포하며 세포막을 형성하고, 결합 조직의 세포 외 기질(extracellular 

matrix, ECM)에 존재한다.

2.2.1 히알루론산의 역사

 HA에 대한 최초의 연구는 1880년 프랑스 과학자 Portes가 유리체의 점

액이 각막과 연골의 다른 점액과 다르다는 것을 관찰하고, 이를

hyalomucine이라고 명명한 것에서 시작되었다[27]. 이후, 1934년에

Meyer와 Palmer가 소 유리체액에서 아미노당과 우론산을 포함하는 새로

운 다당류를 분리하고, 이를 hyaloid(유리체)와 uronic acid에서 유래하여

hyaluronic acid라고 명명하였다[28]. 1940년대부터 HA의 물리화학적

특성이 널리 연구되었으며[29], 1954년 화학적 구조가 밝혀졌다[30]. 

1979년 최초의 제약 등급 HA가 생산되었으며, 닭 벼슬과 인간 탯줄에서

HA를 추출하고 정제하는 방법이 개발되었다[31]. 1980년대 초부터 이식

용 인공수정체, 관절 치료, 피부 질환, 상처 치유 분야 등에 널리 연구되었

고[32], 1980년대 후반부터는 약물 전달 시스템의 응용에도 사용되었다

[33]. 1990년대와 2000년대에는 HA 대사에 관여하는 효소 특성화 및 박

테리아 발효 기술이 개발되었다[27]. 오늘날 HA는 다양한 의료, 제약, 영

양 및 미용 응용 분야에서 핵심 분자로 손꼽힌다.
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2.2.2 히알루론산의 생산

산업에 적용된 최초의 생산 공정에서 HA는 소 유리체 및 닭 벼슬과 같은

동물 공급원에서 추출되었다[34,35,36]. 추출 프로토콜이 몇 년에 걸쳐

개선됨에도 불구하고, 이러한 방법은 HA의 수율이 낮다는 기술적 한계가

있었다[27,34]. 또한 동물에서 유래되기 때문에 바이러스와 같은 오염 위

험이 있으며, 정제 비용이 높다는 단점이 있다[34,35,36]. 이를 보완하기

위해, 최근 상업용 HA는 주로 생명 공학적인 방법 즉, 미생물 발표 방법으

로 생산된다. 높은 분자량의 HA는 최적의 박테리아 배양 조건인 37℃, pH

7에서 얻어진다[37,38]. 미생물에서 유래한 HA는 서로 다른 종 사이에서

그 구조가 잘 보존되어 있어 인체와 생체 적합성을 나타낸다[27,35]. 이러

한 방법으로 HA를 추출하는 것은 상대적으로 공정이 간단하며 높은 수율

을 얻을 수 있다.

2.2.3 히알루론산의 구조

HA는 β-1,4-D-glucuronic acid와 β-1,3-N-acetyl-d-glucosamine의

반복 이당류 단위로 구성된 선형 다당류이다. 생리적 pH에서 각 카복실기

(-COOH)는 음이온 전하를 가지며, 이는 이동성 양이온과 균형을 이룰 수

있다. 따라서 수용액에서 HA는 염을 형성하며[39,40], 이는 친수성이 높

아 물 분자에 둘러싸여 있다.
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[그림 1] 히알루론산의 구조 [48]

2.2.4 히알루론산의 인체 내 합성과 분해

인체에서 HA는 HAS1, HAS2, HAS3로 불리는 3개의 합성 효소에 의해

자유 선형 폴리머로 합성된다. HA 성장 사슬은 원형질막과 HAS 단백질

복합체를 통해 세포 표면이나 ECM으로 압출된다[42,43]. 인체의 HA 분

해는 두 가지의 다른 메커니즘에 의해 수행된다. 하나는 효소

(hyaluronidases, HYAL)에 의한 분해이고, 다른 하나는 활성산소종

(reactive oxygen species, ROS)으로 인한 산화적 손상에 의한 분해이다. 

HYAL과 ROS는 인체에 존재하는 15g HA의 약 30%를 국소적으로 분해

한다.



- 9 -

[그림 2] 히알루론산의 인체 내 합성과 분해 [41]

2.2.5 히알루론산의 분자량과 생물학적 기능

HA 합성과 분해 사이의 균형은 HA의 양뿐만 아니라 분자량을 결정하기

때문에 인체에서 중추적인 조절 기능을 한다. 분자량과 합성 및 분해 환경

은 HA의 생물학적 작용을 정의하는 핵심 요소이다[44,45,46]. 실제로 고

분자량 HA(high molecular weight HA, HMW HA)와 저분자량 HA(low

molecular weight HA, LMW HA)는 상반되는 효과까지 나타낼 수 있다

[45,47]. 세포 외 HMW HA(≥106Da)는 항 혈관신생으로 내피세포 성장

을 억제할 수 있다[45,47,48]. 또한 점탄성으로 인해 활막 관절액에서 윤

활제 역할을 하여 관절 연골을 보호한다[49]. HMW HA는 또한 염증, 조

직 손상 및 복구, 상처 치료 및 면역 억제에서 중요하고 유익한 역할을 한

다. 천식, 폐 섬유증 및 고혈압, 류마티스 관절염과 같은 일부 환경 및 병

리학적 조건에서 HMW HA는 LMW HA(2×104–106Da)로 분해되어 염증
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및 혈관 신생 활성을 갖는 것으로 나타났다[45,46]. LMW HA는 또한 종

양 진행을 유도하여 세포에 영향을 미치고[45,50], ECM 리모델링을 유발

할 수 있다.

2.2.6 히알루론산의 개질

HA 구조의 화학적 개질(modification)을 통해 가능 적용 범위를 확장하

여 특정 요구를 충족할 수 있고, 더 나은 성능의 제품을 얻을 수 있다. HA

의 화학적 개질은 주로 두 가지 기능적 위치 즉, 하이드록실기와 카복실기

를 포함한다. 이러한 개질은 아미노 기능을 복구할 수 있는 전략인 N-아

세틸기의 탈아세틸화 후에 수행될 수 있다[51]. 구체적으로, HA의 하이드

록시기와 카복실기는 아마이드, 에스터 또는 에테르 결합을 형성하는 시약

에 의해 쉽게 개질될 수 있다[52]. 원칙적으로 HA의 작용기는 동일 화학

반응을 기반으로 하지만 서로 다른 생성물을 형성하는 두 가지 기술인 접

합과 가교에 의해 변형될 수 있다. 접합은 단일 공유결합으로 단일 기능성

분자를 하나의 HA 사슬에 연결하는 반면, 가교는 두 개 이상의 공유결합

으로 다기능 화합물을 사용하여 서로 다른 HA 사슬을 함께 연결한다.
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[그림 3] 히알루론산의 개질 [51]

2.2.7 히알루론산의 응용 분야

HA는 고유한 생물학적 및 물리화학적 특성과 생체 적합성으로 인해 다양

한 의료, 제약, 화장품 등의 분야에서 흥미로운 생체 재료로 주목받고 있

다.

약물 전달 시스템에서의 약물 전달을 개선하기 위해 HA 및 이의 합성 유

도체가 개발되었다. 약물이 방출될 때 즉, 약물과 HA를 연결하는 공유결

합이 유기체에서 분해될 때, 특정 부위에서 이상적인 치료 작용이 달성된

다. 국소적 또는 전신적 사용을 위해 다양한 활성 성분이 HA에 활용될 수

있다[41].

상처 치료 분야에서 또한 HA는 주목받는 재료이다. 내인성 HA는 콜라겐

생성의 자극, 섬유아세포의 증식, 상처 부위에 대한 접착의 촉진 등의 작용



- 12 -

덕분에 상처 치유 및 재상피화 과정을 유지한다. 이러한 이유로, HA는 찰

과상, 외상 후 절개와 같은 피부 자극과 상처를 치료하는 데 사용된다

[53].

HA는 인간 눈의 자연적인 구성 요소이기 때문에, HA 기반의 안과 제품

은 완전히 생체 적합성이 있으며 이물질 반응을 유발하지 않는다[51]. HA

용액은 섬세한 눈 조직을 보호하고 윤활하며, 손실된 유리액을 대체할 수

있다[54]. 또한 HA는 안구 표면에 수분을 공급하고 시력의 질을 높이는

안약의 활성 성분으로 안구 건조증과 같은 질병을 치료하는 주성분이며,

콘택트렌즈 착용의 편안함을 높이는 데 유용하다[55,56,57].

활막 관절액의 ECM의 주요 윤활제 중 하나인 HA는 그 점탄성으로 인해

기계적 충격을 흡수하고 골단 사이의 마찰을 방지한다[49]. 활액이 감소

하거나 염증이 생기고 HA 수치가 감소하면, 류마티스 관절염 및 골관절염

등의 질환이 발생한다. 따라서 관절 내 HA 주입은 국소 효과를 최대화하

고 통증을 감소시킬 뿐만 아니라 전신적인 부작용을 최소화한다[58].

마지막으로 HA는 화장품 제형(젤, 에멀전, 세럼 등)에 널리 사용되는 보

습 활성 성분을 나타낸다. 또한, HA를 함유한 자외선 차단제는 HA의 자유

라이칼 소거 특성으로 인해 젊은 피부를 유지하고 자외선 조사의 유해한

영향으로부터 피부를 보호하는 데 기여할 수 있다[59,60].
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[그림 4] 히알루론산의 응용 분야 [35]

2.3 IEDDA 클릭 반응

 독성 촉매나 용매를 포함하지 않는 Inverse electron demand Diels–

Alder(IEDDA) 클릭 반응의 수성 호환성은 바이오 및 나노 물질 응용 분야

에서 최적의 반응이다. 가장 중요한 것은 모듈화된 특성으로 인해 IEDDA 

반응은 빌딩 블록의 쉬운 가교 결합을 허용하여 분자 구조의 구성 및 수정

을 위한 대안적인 방법을 가능하게 한다. IEDDA 반응의 또 다른 주요 이

점은 빠른 반응에 도달하기 위해 어떤 접합 파트너도 과도하게 사용할 필

요가 없어 정제가 촉진된다. 이러한 유리한 특성을 기반으로 IEDDA 반응

은 생물학 및 의학 분야의 응용을 위한 생체 재료 및 나노 재료를 위해 사

용되었다. 특히, 이러한 IEDDA 반응은 생체 직교 반응을 통한 고분자 하

이드로겔 형성에 광범위하게 사용된다.
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 높은 수분 함량, 우수한 물질 수송 특성 및 조직과 같은 탄력성으로 인해

이온 가교된 하이드로겔은 조직 공학뿐만 아니라 세포 및 생리활성 분자를

캡슐화하는 데 광범위하게 사용되었다. 그러나 지금까지 이러한 폴리머는

낮은 가교 효율과 결과 물질의 낮은 무결성으로 인해 크게 제한되었다

[23]. 이러한 한계를 극복하기 위해, IEDDA 결합은 다른 생체 직교 반응

과 함께 생체 적합성 하이드로겔 합성을 위한 대체 방법으로 제안되었다

[61]. 한 예에서 테트라진/노르보넨-알지네이트 유도체를 사용함으로써

하이드로겔을 1시간 만에 제조할 수 있었으며, 다른 테트라진/노르보넨-

알지네이트 비율에 따라 조절 가능한 기계적 특성과 스웰링 특성을 보고했

다[62]. 이온 가교된 하이드로겔과 비교하여, IEDDA 클릭 반응으로 제조

된 하이드로겔은 더 높은 세포 생존율 및 세포 대사 활성을 보였다. 또한

생체 내 주입 후 염증 반응이 최소화되고 안정성이 높은 것으로 관찰되었

다.
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제 Ⅲ장 실 험

3.1 시약

 PEG-DTz 가교제 합성을 위해 사용된 Polyethylene glycol 

(OH-PEG-OH, Mn = 1000), 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP, 99%), 

sodium chloride (NaCl, 99%), NHS (98%), triethylamine (TEA, 99%)는

Sigma Aldrich (Waltham, M, USA)에서 구입하였다. EDC.HCl(99%) 및

5-Norbornene-2-methylamine(Nb-NH2, 98%)은 Tokyo Chemical 

Industry(TCI, Tokyo, Japan)에서 구입하였다. Acetone, 

dichloromethane(DCM), diethyl ether 및 ethyl acetate는 Duksan Pure 

Chemicals (Siheung, Korea)로부터 구입하였다. Sodium hyaluronate(HA, 

Mn = 800 kDa)은 Bioland Korea(Chungbuk, Korea)에서 구입하였다. 4- 

(Aminomethyl)benzonitrile hydrochloride(98%)는 Matrix Scientific에서

구입하였으며, Curcumin (95%)은 Alfa Aesar (Haverhill, MA, USA)에서

구입하였다.

3.2 분석

핵자기공명 스펙트럼(NMR)은 JEOL NMR spectrometer(JNM ECZ-400, 

JEOL, Akishima-shi, Japan)를 사용하여 분석하였다. 푸리에 변환 적외선

(FTIR) 스펙트럼은 Cary640-FTIR(Agilent)을 사용하여 측정하였다. 하이

드로겔의 표면 및 내부 단면 구조는 저진공 주사 전자 현미경(SEM, 

JEOL, Gatan, JSM-6490LV, Pleasanton, CA, USA)을 사용하여 관찰되

었다. UV-Vis 스펙트럼은 UV-Vis 분광광도계(Optizen POP)로 분석하였
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다. 하이드로겔의 유변학적 특성은은 편평한 강판에 설치된 TA 

Discovery HR-2 hybrid rheometer를 사용하여 측정하였다.

3.3 전구체 합성 및 하이드로겔 제조 과정 요약

[그림 5] IEDDA 클릭 반응을 이용한 약물 방출 하이드로겔의 제조 과정

3.4 (4-(Cyano)Benzylamino)-5-Oxopentanoic Acid의 합성

 (4-(cyano)benzylamino)-5-oxopentanoic acid은 이전에 발표된 논문의

합성 방법을 약간 변경한 후에 얻어졌다[63]. 간략히 말하면, 4- 

(aminomethyl)benzonitrile hydrochloride(2g, 11.86mmol)를 2구 둥근
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바닥 플라스크(RBF)에서 100mL의 초고순도 acetonitrile과 혼합하였다. 

질소로 30분 동안 퍼징한 후, TEA(5mL, 35.58mmol)를 RBF 내 혼합물에

추가하였다. 30분 동안 더 교반한 후, acetonitrile에 미리 용해된 glutaric 

anhydride(1.48g, 13.04mmol)을 혼합물에 첨가하였다. 이어서 반응물을

85℃에서 24시간 동안 환류시켰다. 회전 증발 농축기(Rotary evaporator)

로 용매를 증발시킨 후, 고체 결정을 100mL의 DI water에 현탁시켰다. 

이어서, 1N HCl을 혼합물에 첨가하여 pH 3으로 산성화한 다음, 100mL의

ethyl acetate로 3회 추출하였다. 유기층을 100mL의 DI water 및

100mL의 brine으로 각각 한 번 더 세척하였다. 혼합물을 anhydrous 

MgSO4로 처리하여 잔류하는 물을 제거하고 여과하였다. 마지막으로, 회전

증발 농축기로 ethyl acetate를 증발시켜 백색 고체를 얻었다(수율 : 

91%). (4-(cyano)benzylamino)-5-oxopentanoic acid의 구조는 1H NMR

에 의해 확인되었다. (1H NMR, 400MHz, DMSO-d6, δ): 12.05(s, 1H), 

8.44(t, J = 5.9Hz, 1H), 7.78(d, J = 8.5Hz, 2H), 7.42(d, J = 8.6Hz, 

2H), 4.33(d, J = 6.0Hz, 2H), 2.26–2.15(m, 4H), 1.79–1.69(m, 2H).

3.5 Tetrazine(benzylamino)-5-Oxopentanoic Acid의 합성

Tetrazine(benzylamino)-5-Oxopentanoic Acid(Tetrazine-COOH)는 이

전에 공개된 논문의 프로토콜에 약간의 변경을 통해 합성되었다[63]. 간단

히 말하면, (4-cyanobenzylamino)-5-oxopentanoic acid(1g, 4.08mmol) 

및 formamidine acetate salt(2.12g, 20.39mmol)을 RBF에서 혼합하였다. 

zinc triflate(0.074g, 0.20mmol)를 혼합물에 첨가한 후, anhydrous 

hydrazine(3.26mL, 102mmol)을 혼합물에 조심스럽게 천천히 첨가하였다. 

격렬한 가스 방출 후, 생성된 점성이 있는 혼합물을 실온에서 밤새 교반하
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였다. 이어서, 5mL의 DI water에 용해된 sodium nitrite(2.82g, 

40.80mmol)을 반응 용액에 첨가하였다. 이후 혼합물 플라스크를 얼음

bath(0℃)로 옮기고 1N HCl을 용액에 천천히 첨가하였다. 격렬한 가스 방

출이 관찰되며 150mL의 1N HCl이 소모된 후, pH가 3에 근접해지면 용

액이 밝은 분홍색으로 바뀌면서 가스 발생이 중단되었다. 혼합물을

100mL DCM으로 3회 추출하고, 유기층을 100mL의 brine으로 3회 더 세

척하였다. anhydrous MgSO4로 혼합물을 건조시키고 여과한 후, 회전 증

발 농축기를 사용하여 DCM을 증발시켰다. 마지막으로, 생성물을 차가운

isopropyl alcohol 중 재결정에 의해 정제하여 밝은 분홍색 고체의

Tetrazine-COOH를 수득하였다(수율 : 53%). Tetrazine-COOH의 구조는

1H NMR에 의해 확인되었다. (1H NMR, 400MHz, DMSO-d6, δ): 

12.06(s, 1H), 10.58(s, 1H), 8.52–8.40(m, 3H), 7.53(d, J = 8.6Hz, 2H), 

4.40(d, J = 5.9Hz, 2H), 2.28–2.17(m, 4H), 1.77(p, J = 7.3Hz, 2H).

3.6 PEG-ditetrazine(PEG-DTz) 가교제의 합성

 Tetrazine-COOH(198.86mg, 0.66mmol)를 RBF에서 2mL의 DMSO 및

10mL의 DCM을 포함하는 용매와 혼합한 다음, 생성된 혼합물을 0℃에서

교반하면서 탈기시켰다. 이후 10mL의 DCM에 용해된 DMAP(91.62mg, 

0.75mmol)을 불활성 환경을 유지하면서 첨가하였다. 이어서 10mL의

DCM에 용해된 EDC.HCl을 혼합물에 천천히 첨가한 후, 혼합물을 실온에

서 1시간 동안 교반하여 카르복실산 작용기를 활성화시켰다. 이후 2mL 

DCM에 용해된 PEG(300mg, 0.3mmol)를 혼합물에 첨가한 후, 혼합물을

불활성 질소 분위기 하에서 실온에서 48시간 동안 교반하였다. 혼합물을

70mL의 DCM으로 희석한 후, 이를 125mL의 DI water로 3회 세척하고, 
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100mL의 brine으로 1회 세척하였다. 분리한 DCM 층을 anhydrous 

MgSO4로 건조시켜 잔류하는 물을 제거한 다음, 필터 페이퍼로 여과 후 회

전 증발 농축기를 사용하여 감압 하에 DCM을 증발시켰다. 마지막으로, 생

성물에 40mL의 diethyl ether를 첨가하여 침전시켰다. 생성된 결정을 여

과하고 감압 하에 1일 동안 건조시켜 분홍색 고체의 PEG-DTz 가교제를

얻었다. (수율 : 67.13%), (1H NMR, 400MHz, DMSO-d6, δ): 10.58(s, 

2H), 8.52–8.40(m, 6H), 7.53(d, 4H), 4.40(d, 4H), 4.13(t, 4H), 3.68(t, 

4H), 3.51(s, 91H), 2.34(t, 4H), 2.23(t, 4H), 1.80(t, 4H).

3.7 HA-Nb의 합성

 HA-Nb는 이전에 발표된 논문의 프로토콜에 따라 합성되었다[21]. 간략

하게 설명하면, HA(2000mg, 0.0025mmol)를 균질한 용액이 얻어질 때까

지 200mL의 DI water와 혼합하였다. 이어서, EDC.HCl(475.40mg, 

2.48mmol) 및 NHS(427.84mg, 3.72mmol)를 혼합물에 첨가한 후 1시간

동안 교반하였다. 이 용액에 5mL의 DMSO에 용해된 Nb-NH2(458mg, 

3.72mmol)를 첨가한 후, 혼합물을 실온에서 24시간 동안 교반하였다. 이

어서, NaCl(1.5g)을 5mL의 DI water와 혼합한 후 혼합물에 첨가하였다. 

이를 10분 동안 교반한 후, 용액을 과량의 acetone으로 침전시켰다. 여과

후, 스펀지형 고체 생성물을 감압 건조시켰다. 이어서, 고체를 200mL의

DI water에 재수화시키고, dialysis bag(MWCO=14kDa)으로 옮겨, DI 

water 중에서 2일간 투석하였다. 마지막으로, 생성물을 냉각한 후 동결 건

조하여 18.55%의 치환도(1H NMR로 측정)를 갖는 건조된 HA-Nb를 얻었

다. HA-Nb의 구조는 FTIR 분석에 의해 더욱 특징화되었다.
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3.8 하이드로겔의 제조

IEDDA click 반응을 기반으로 한 가교 하이드로겔은 PEG-DTz 가교제

와 HA-Nb의 단일 단계 혼합에 의해 개발되었다. 3가지 타입의 가교 조성

[표 1]을 설정하여 다양한 물리 화학적 특성을 가진 하이드로겔을 얻었다.

간략하게 설명하자면, 2% HA-Nb 용액(HA-Nb를 DI water에 용해시켜

제조) 200μL와 다양한 농도의 PEG-DTz 용액(PEG-DTz 가교제를 DI

water에 용해시켜 제조) 35μL을 혼합하였다. (PEG-DTz 가교제는

10mg/mL, 20mg/mL 및 40mg/mL의 세 가지 조성으로 DI water에 용해

되었다.) Eppendorf tube 내에서 두 용액을 15초 동안 vortex를 이용하여

부드럽게 혼합하였다. 이러한 용액 혼합물을 즉시 주사기(25G needle)로

옮겨 주사 가능성을 테스트하였다.

Sample Nb : Tz Ratio (Moles) Gelation Time(s)

PTHG-A 10 : 2.5 99

PTHG-B 10 : 5 81

PTHG-C 10 : 10 68

[표 1] PTHG 하이드로겔의 제조 비율과 겔화 시간

* 겔화 시간(Gelation time)은 레오미터를 사용하여 G’과 G”의 교차점으로부터

계산되었다.

3.9 유변학적 특성 연구

하이드로겔의 점탄성 거동은 rheometer에 의해 평가되었다. 특히,

sol-gel 전환 시간 즉, 겔화 시간은 하이드로겔의 Storage modulus(저장
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탄성률, G‘) 및 Loss modulus(손실 탄성률, G”)을 step-time의 함수로 측

정함으로써 평가되었다. 겔화 시간은 G'와 G”가 교차점으로부터 알 수 있

다. 마찬가지로, angle frequency sweep 테스트를 수행하여 하이드로겔의

기계적 강도를 평가하였다.

3.10 팽윤도 연구

팽윤도를 측정하기 위해, 제조된 하이드로겔을 동결건조하고 3mL의 PBS

(pH = 7.4)에 담그기 전에 중량을 먼저 측정하였다. 하이드로겔을 PBS에

담그고 잠시 후, 하이드로겔을 팽윤 매질로부터 제거하였다. 팽윤한 하이

드로겔의 중량 측정을 위해, 하이드로겔 표면에 존재하는 여분의 물을 티

슈 페이퍼로 조심스럽게 제거한 후 그 중량을 측정하였다. 하이드로겔의

팽윤도는 다음의 [식 1]을 사용하여 계산되었다.

[식 1]   


 
× 

Ms는 팽윤된 하이드로겔의 중량, Md는 건조된 하이드로겔의 중량이다.

3.11 표면 및 내부 단면 연구

제조된 하이드로겔의 미세구조를 확인하기 위해, 하이드로겔을 액화 질소

에서 5분 동안 동결시키고, -80℃에서 1일 동안 보관한 후, 3일 동안 동

결건조하였다. 동결건조된 하이드로겔을 다시 액체 질소에 담근 후, 수직

으로 절단하였다. 하이드로겔의 표면과 내부 단면은 SEM을 사용하여 관찰

하였다.
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3.12 약물 로딩 및 방출 연구

약물이 로딩된 하이드로겔을 제조하기 위해, 로딩할 약물로서 Curcumin

을 선택하였다. 1mg/mL Curcumin 용액을 고체 HA-Nb와 혼합하여 균일

해질 때까지 교반하였다. 그런 다음 Eppendorf tube에 Curcumin이 로딩

된 2% HA-Nb 용액 200μL와 각 농도의 PEG-DTz 용액 35μL을 넣고

vortex를 사용하여 혼합 용액을 15초 동안 부드럽게 혼합하였다. 이후 혼

합물을 어두운 곳에서 실온에서 12시간 동안 항온 처리하였다. 이어서,

Curcumin이 로딩된 하이드로겔을 3mL의 방출 매질(20% ethyl alcohol,

80% DI water)로 세척하여 로딩되지 않거나 표면에 부착된 Curcumin을

제거하였다. UV-Vis 분광 광도계(파장 : 430nm)를 사용하여 용액의 흡광

도를 기록하고, Curcumin의 standard curve를 통해 약물 로딩 효율

(DLE%)을 측정하였다. Curcumin 로딩 효율은 다음의 [식 2]를 사용하여

측정되었다.

[식 2]

  
    

          
× 

Curcumin이 로딩된 하이드로겔의 시험관 내 약물 방출 평가는 각 하이드

로겔을 35mL의 방출 매질이 포함된 바이알에 담금으로써 수행되었다. 샘

플을 50rpm의 속도와 37℃의 온도로 설정된 진탕배양기(shaking

incubator)에 넣었다. 특정 시간 간격으로 방출 매질에서 2mL의 용액을

채취하고 UV-Vis 분광 광도계로 흡광도를 측정하여 방출된 커큐민의 양

을 분석하였다. 430nm의 파장에서 흡광도 측정 후, 채취한 샘플을 각각의

바이알에 다시 넣어 샘플의 부피가 일정하도록 유지하였다.
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3.13 전구체와 하이드로겔의 시험관 내 세포독성

HA-Nb, PEG-DTz 가교제 및 하이드로겔의 세포 적합성을 인간 배아 신

장 세포(HEK-293)에서 평가하였다. 간단하게 설명하자면, Dulbecco’s

Modified Eagle Medium(DMEM) 및 10% fetal bovine serum(FBS), 1%

Antibiotic-Antimycotic solution(Gibco™)을 사용하여 10,000cells/well 파종

밀도로 37℃, 5% CO2에서 24시간 세포를 48-well plate에 파종하였다. 이

후 세포 배지를 제거하고 다양한 농도의 HA-Nb (0, 100, 500, 1000,

1500, 2000μg/mL), PEG-DTz 가교제 (0, 10, 20, 30, 40 및 50μg/mL)

를 포함하는 새로운 배지로 교체하였다. 24시간 동안의 인큐베이션 후, 세

포를 100μL의 PBS로 2회 세척하고, 10μL의 WST 분석 용액(EZ-cytox,

Seoul, Korea)으로 처리하였다. 생성된 보라색 용액(formazan)의 흡광도

를 microplate reader(파장 450nm)를 사용하여 계산하였다. 마찬가지로,

하이드로겔 추출물을 사용하여 빈 하이드로겔의 세포 적합성을 평가하였

다.
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제 Ⅳ장 결과 및 고찰

4.1 PEG-DTz의 합성

IEDDA 클릭 반응을 위한 PEG-DTz 가교제는 Tetrazine-COOH의 카르

복실산기와 OH-PEG-OH의 하이드록시기가 카르보디이미드 커플링 반응

을 통해 반응하여 에스테르 결합이 형성되었다. PEG-DTz의 화학 구조는

[그림 6]에 나타낸 바와 같이 1H NMR에 의해 분석되었다.

4.13ppm의 1H NMR 피크는 에스테르 결합 옆에 양성자가 있음을 나타내

며, 반응이 성공적으로 이루어졌음을 확인할 수 있다. 반면에, PEG 반복

ethylene 양성자는 3.51ppm의 피크에 의해 확인할 수 있다. PEG-DTz의

구조는 FTIR에 의해 추가적으로 분석되었고, 3475cm-1에서 방향족 고리

의 C-H stretching 및 2886cm-1에서 PEG의 C-H stretching이 입증되었

다. 카르보닐기의 C=O stretching이 1730cm-1에서 관찰되었다. 한편, 테

트라진 분자의 C=N, C-N 및 C=C stretching vibration은 각각

1643cm-1, 1544cm-1 및 1432cm-1로 기록되었다. 1103cm-1에서의

stretching은 PEG의 C-O기에 할당되었으며, PEG-DTz의 합성이 성공적

으로 이루어졌음을 확인할 수 있다.
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[그림 6] PEG-DTz의 특성화. (a) 1H NMR 스펙트럼,

(b) FTIR 스펙트럼
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4.2 HA-Nb의 합성

HA-Nb의 Nb 작용기와 PEG-DTz의 Tz 작용기와의 IEDDA 클릭 반응을

통해 하이드로겔을 제조하였다. 구체적으로, HA는 Nb-NH2와의 카르보디

이미드 커플링 반응에 의해 functionalization 반응을 일으켜 HA-Nb를 생

성한다. 합성된 HA-Nb를
1
H NMR로 분석한 결과, [그림 7a]에 나타난 바

와 같이 6.0-6.20ppm에서 Nb 부분의 알켄 양성자의 특징적인 화학적 이동

이 나타났다.

Nb의 치환도(DS)는 Nb 양성자의 적분을 HA의 methyl 양성자의 적분과

같게 함으로써 계산되어 18.55%인 것으로 나타났다. 성공적인 HA-Nb 합

성은 FTIR에 의해 추가로 확인되었으며, 이러한 결과는 [그림 7b]에 나타

내었다. 3300cm-1에서 OH stretching, 1612cm-1에서 비대칭 고리의 C=O

stretching, 1400cm-1에서 대칭 고리의 C=O stretching 및 1037cm-1에서

C-O stretching이 관찰되어 Nb기에 의한 HA의 기능화가 성공적으로 이루

어진 것으로 확인되었다.
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[그림 7] HA-Nb의 특성화. (a) HA-Nb의 1H NMR 스펙트럼,

(b) HA와 HA-Nb의 FTIR 스펙트럼
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4.3 하이드로겔의 제조 및 특성화

Nb:Tz 몰비를 변경(각각 10:2.5, 10:5, 10:10)하여 PTHG-A, PTHG-B 및

PTHG-C로 설정된 세 가지 유형의 하이드로겔이 개발되었다. 가교 반응의

끝에 촬영한 습윤 상태의 하이드로겔 사진인 [그림 8a]에서 볼 수 있듯이,

고분자 sol을 gel로 변환하고 안정된 하이드로겔을 생성하였음을 확인할

수 있다. IEDDA 클릭 반응은 자발적으로 발생하며, IEDDA 클릭 반응 초

기에 생성된 질소 가스에 의해 생성된 기공 또한 관찰되었다. IEDDA 반

응은 숙련된 선택적 생물 접합에 일반적으로 사용된다[64]. IEDDA 반응에

사용되는 시약 중에서 Tz와 Nb는 촉매가 없는 환경에서 강력하고 신속하

게 반응하여 소량의 질소를 생성하지만, 세포독성 부산물은 생성하지 않는

다. 이 반응은 반응 속도가 빠르고 정량적 수율이 높은 것으로 알려져 있

으며, 물과 체액에서도 일어난다. IEDDA 반응은 HA를 가교시켰으며, 방

출된 질소 가스는 겔 네트워크에 미세 기포와 다공성을 생성하였다. [그림

8b]에서 알 수 있듯이, 빠른 IEDDA 반응으로 제조된 HA 기반의 하이드

로겔은 주사 가능하다. 하이드로겔은 HA 및 PEG-DTz의 모든 특징적인

피크를 나타내는 FTIR에 의해 특성화되었고, 이는 [그림 8c]에 나타내었

다. 이를 통해 IEDDA 클릭 반응에 의한 하이드로겔의 형성이 확인되었다.
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[그림 8] 제조된 하이드로겔. (a) 하이드로겔 사진(왼쪽부터 각각

PTHG-A, PTHG-B, PTHG-C), (b) 하이드로겔의 주사 가능성을

보여주는 사진, (c) PTHG-B의 FTIR 스펙트럼
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4.4 하이드로겔의 겔화 시간 및 기계적 특성

겔화 시간과 하이드로겔의 점탄성 거동을 rheometer를 사용하여 평가하

였다. 하이드로겔의 G‘과 G”는 step-time, angle frequency sweep 테스

트의 함수로서 분석되었다. step-time 결과에서는 G’와 G”의 교차점에서

알 수 있듯이 세 종류의 하이드로겔 모두 sol에서 gel로 빠르게 변형됨이

확인되었다. 구체적으로, [그림 9a-c]에 나타내었듯이 PTHG-A, 

PTHG-B 및 PTHG-C는 겔로 변하기까지 약 99초, 81초 및 68초가 걸렸

다. 즉, 하이드로겔의 가교제의 함량이 증가할수록 겔화 시간이 감소한다

는 것을 나타낸다. angle frequency sweep 테스트는 [그림 9d-f]에서 볼

수 있듯이 PTHG-A, PTHG-B, PTHG-C의 G’ 값이 각각 약 120Pa, 

134Pa 및 236Pa임을 보여주었다. 이러한 결과는 가교제의 함량이 하이드

로겔의 가교 밀도를 증가시킬 수 있고, 따라서 하이드로겔의 기계적 강도

가 증가하는 것으로 확인된 이전에 보고된 데이터와 일치한다[65].
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[그림 9] PTHG-A, PTHG-B, PTHG-C 하이드로겔의 유변학적 특성.

(a-c) 겔화 시간의 함수로서 storage modulus(G’)와 loss modulus(G”),

(d-f) angle frequency sweep 테스트

4.5 하이드로겔의 팽윤도 연구

 준비된 하이드로겔을 동결건조하여 팽윤 특성을 연구하였다. 하이드로겔

을 3mL의 PBS(pH = 7.4)에 담근 후, 미리 정해진 시간에 팽윤된 하이드

로겔의 중량을 측정하여 팽윤도를 계산하였다. [그림 10]에서 볼 수 있듯

이, 혼합된 모든 하이드로겔은 PBS에 담근 후 불과 30분 이내에 빠르게

팽창하였다. 이 급속한 팽윤은 하이드로겔의 가교에 친수성 PEG 사슬이

존재하기 때문일 수 있다. 또한 고도로 다공성인 구조는 하이드로겔의 신

속하고 순간적인 팽윤에도 관여할 수 있다. 급속 팽윤 단계 후, 팽윤도가

일관되게 연속적으로 증가하였으며 48시간 후에 팽윤 평형에 도달하였다. 
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48시간 후의 PTHG-A, PTHG-B 및 PTHG-C 하이드로겔의 최대 팽윤도

는 각각 약 3596%, 3346% 및 3268%이며, 가교 비율이 높을수록 하이드

로겔의 팽윤이 감소함을 확인할 수 있다. 하이드로겔의 팽윤에 대한 이러

한 경향은 이전에 보고된 데이터와 일치하였다[66].

[그림 10] PBS(pH 7.4)에서 하이드로겔의 팽윤 특성. (초기 4시간

동안 하이드로겔의 팽윤을 보여주는 삽입도)

4.6 하이드로겔의 표면 및 내부 단면 분석

하이드로겔의 표면과 내부 구조를 SEM으로 관찰하였다. [그림 11]에서
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볼 수 있듯이, 모든 하이드로겔은 표면과 내부 단면 모두에 기공이 존재하

는 높은 다공성의 형태를 보였다. 이러한 표면 기공은 IEDDA 반응 중에

방출되는 질소 가스로 인한 것이고, 내부 기공은 질소 가스 방출 및 가교

네트워크로 인한 것으로 볼 수 있다. 가교제 함량이 낮은 PTHG-A는 더

느슨한 구조와 큰 크기의 기공을 보이는 반면, 가교제 함량이 더 높은

PTHG-C는 더 치밀한 구조와 더 작은 크기의 미세 기공을 나타내었다. 이

러한 차이 역시 가교 밀도의 차이에 의한 것으로 추측할 수 있다.

[그림 11] 하이드로겔의 표면(좌) 및 단면(우)의 주사 전자 현미경(SEM)

이미지. (a) PTHG-A, (b) PTHG-B, (c) PTHG-C
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4.7 약물 로딩 및 방출 연구

약물 로딩 효율과 약물 방출 거동을 평가하기 위한 하이드로겔로서, 중간

정도의 팽윤도와 기계적 특성을 가진 PTHG-B(Nb:Tz = 10:5) 하이드로

겔이 선택되었다. PEG-DTz 가교제로 제조된 HA 기반 하이드로겔은 빠른

팽윤과 높은 다공성 구조를 나타내었기 때문에, 신속한 약물 방출을 나타

낼 것으로 기대하였다. 약물 로딩과 방출 연구는 1mg/mL Curcumin 약물

을 사용하여 수행되었다. 흥미롭게도, 하이드로겔의 약물 로딩 효율은 약

99%로 현저하게 높았다. 이것은 아마도 하이드로겔의 높은 다공성 구조에

의해 하이드로겔의 기공 내에 Curcumin이 쉽게 캡슐화될 수 있었기 때문

이라고 추측된다. Curcumin은 생체 이용 효율이 매우 낮으며 소수성이 높

은 약물이기 때문에, 약물 방출 실험은 20% 에탄올을 포함한 DI water에

서 수행되었다. PTHG-B 하이드로겔은 [그림 12]에 나타내었듯이, 1시간

후에 약 10.6%의 Curcumin을 방출하였고, 2시간 후에는 26.6%의

Curcumin을 방출하였다. 이러한 신속한 약물 방출은 하이드로겔의 급속한

팽윤 및 높은 다공성 형태에 기인할 수 있다. 급속 방출 단계 후에 연속

약물 방출 단계가 계속되었고, PTHG-B 하이드로겔은 48시간 후에 캡슐

화된 대부분의 약물(약 100%)을 방출하였다. 복잡한 시스템을 필요로 하

지 않는 이러한 유형의 약물 방출은 생체 직교성 및 주사 가능한 약물 전

달 시스템에 유익할 수 있다. 이 결과는 Fab1 단백질의 in situ 캡슐화를

위한 하이드로겔 전구체로서 이전에 보고된 HA-Tz 및 PEG-Nb에 기초한

IEDDA 가교 하이드로겔과 유사하며, 이는 몇 주 동안에 걸쳐 하이드로겔

매트릭스로부터 FAB1이 완전히 방출되었음을 입증하였다[67].
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[그림 12] 20% 에탄올을 함유한 PBS 내 하이드로겔

PTHG-B의 시험관 내 Curcumin 방출 거동

4.8 전구체 및 빈 하이드로겔의 시험관 내 세포 적합성

 가교제, HA-Nb 전구체 및 제조된 하이드로겔은 생물의학 응용을 위해

세포독성이 없어야 한다. 따라서 PEG-DTz, HA-Nb 및 빈 하이드로겔의

세포독성을 평가하여 이들의 세포 적합성을 조사하였다. HEK-293 세포를

정상 세포 모델로 선택하고, WST 분석을 사용하여 세포독성을 평가하였

다. 세포독성 평가를 위해 HEK-293 세포를 다양한 농도의 PEG-DTz, 

HA-Nb 및 빈 하이드로겔(PTHG-A, PTHG-B, PTHG-C)과 함께 24시간

동안 배양하였다. [그림 13]에 나타난 세포독성 평가의 결과와 같이, 

HA-Nb는 생체 적합성이 높았고, HEK-293 세포에서는 2000μg/mL의 농
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도까지 세포독성을 나타내지 않았다. PEG-DTz 가교제는 최대 50μg/mL

의 농도에서도 세포 상용성을 나타내었다(세포 생존율 > 80%). 또한, 빈

하이드로겔의 세포독성 평가 결과에서는 PTHG-A, PTHG-B 및

PTHG-C 하이드로겔로 HEK-293 세포를 처리한 후에도 세포독성은 관찰

되지 않고, 따라서 빈 하이드로겔도 생체적합성이 높은 것을 확인하였다. 

이러한 결과는 IEDDA 클릭 가교 반응에 의해 제조된 다공성 하이드로겔

이 반응하는 동안 비독성 질소를 제외하고 다른 부산물을 생성하지 않기

때문에 생체 적합성이 높음을 보여준다. 또한 IEDDA 반응은 촉매를 필요

로 하지 않으며 생리학적 조건 및 체액에서 일어난다. 따라서, 급속한 팽

윤 거동과 높은 다공성 형태를 갖는 이러한 생체 적합성 하이드로겔은 주

사 가능한 약물 방출 제어 용도의 유용한 후보가 될 수 있다.
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[그림 13] HEK-293 세포의 시험관 내 세포적합성. (a) HA-Nb,

(b) PEG-DTz, (c) 하이드로겔(PTHG-A, PTHG-B, PTHG-C)
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제 Ⅴ 장 결 론

주사 가능한 특성과 빠른 흡수성을 갖춘 히알루론산 기반의 IEDDA 클릭

가교 하이드로겔을 개발하였다. 하이드로겔의 다공성, 겔화 시간 및 기계

적 강도는 Norbornene과 Tetrazine의 몰수를 변경함으로써 즉, 가교제의

비율을 달리 설정함으로써 연구되었다. PEG-DTz 가교제의 높은 친수성과

제조된 하이드로겔의 다공성 미세구조 덕분에, 하이드로겔은 신속히 팽창

하였다. 하이드로겔(PTHG-B, Nb:Tz = 10:5)은 Curcumin의 우수한 로딩

효율(약 99%)을 나타내었으며, 하이드로겔로부터의 약물이 초기 단계에서

급속하게 방출됨을 관찰하였고, 그 후 지속적인 약물 방출이 확인되었다. 

생성된 하이드로겔은 시험된 세포주(HEK-293)와 높은 생체 적합성을 보

였고, 따라서 IEDDA 가교 하이드로겔은 높은 생체 직교성을 지님을 확인

하였다. 이러한 빠른 팽윤성 및 높은 다공성을 지닌 하이드로겔은 주사 가

능한 약물 전달 시스템으로서 유망한 후보가 될 수 있다.
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