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초록: 본 연구에서는 생분해성 고분자인 polyethylene glycol(PEG) sebacic acid diacrylate(PEGSDA) 기반 마이크로

젤을 합성하고 이를 이용하여 약물전달시스템으로서의 응용가능성에 대하여 살펴보았다. 먼저 에멀젼 중합을 통하

여 PEGSDA 마이크로젤을 합성하고 모델약물인 Texas red dextran(TRD)와 bone morphogenetic protein-2(BMP-2)를

이용하여 마이크로젤 내에 함침하고 그 분포를 측정한 결과 젤 내에 균일하게 분포되는 것을 확인하였다. 약물방출

속도를 측정한 결과 기존의 PEGSDA 벌크젤에 비하여 초기방출속도를 추가적으로 감소시켜 서방형 용출이 가능한

것을 확인하였다. 또한 용출된 BMP-2의 생활성을 측정하기 위하여 W-20-17 세포를 이용하여 마이크로젤로부터 용

출된 BMP-2의 세포증식 및 alkaline phosphatase(ALP) 활성을 측정하였다. 그 결과 PEGSDA 마이크로젤은 세포독성

이 발견되지 않았으며 용출된 BMP-2의 경우, 그 활성을 잘 유지하는 것을 관찰하였다. 마지막으로 마이크로젤 표면

에 세포를 배양한 결과 세포가 잘 부착되는 것을 확인함으로써 세포전달시스템으로서의 가능성도 타진하였다.

Abstract: In this study, polyethylene glycol (PEG) based microgels were fabricated and evaluated their potential as a drug

carrier. Polyethylene glycol sebacic acid diacrylate (PEGSDA) microgels were synthesized using emulsion polymer-

ization and Texas red dextran (TRD) or bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) was incorporated into the PEGSDA

microgels. The drugs were homogeneously distributed throughout the PEGSDA microgels. TRD and BMP-2 release pro-

files from the microgels showed much less initial burst release compared to the PEGSDA bulk gels, thus it is possible

to achieve sustained release of drugs of interest using the microgels. The bioactivities of BMP-2 released from the micro-

gels were measured by proliferation and alkaline phosphatase (ALP) activity of W-20-17 (bone marrow stromal cell line)

cells cultured in the presence of the released biomolecules. As a results, there were any detrimental effects on proliferation

of the cells, and ALP activity of bone marrow stromal cells treated with BMP-2 released from PEGSDA microgels

showed well maintained bioactivity of BMP-2. In addition, the bone marrow stromal cells were cultured on the surface

of the microgels and the cells were well attached to the microgels, which shows another possible use of the microgels

as a cell delivery system.

Keywords: PEG based microgel, tissue engineering, regenerative medicine, drug delivery system.

서 론

최근 선진국을 중심으로 활발하게 연구되기 시작한 조직공

학 및 재생의학은 의·치의학-생명-공학의 융합학문으로써

궁극적으로는 손상된 인체 조직이나 장기를 복구하고 질병

치료를 통해 삶의 질의 향상과 생명을 연장시키는데 기여를

할 것으로 예상되고 있다.1 따라서 그 중요성이 날로 더해 가

고 있으며, 인체 조직이나 장기 복구를 위해 인체의 성분과

유사한 성분으로 구성된 인공 제품 소재의 제조를 위한 연구

가 활발하게 진행되고 있다.2,3

특히, 2000년대에 들어서면서 미국 메드트로닉 사(Medtronic

corp.)가 조직공학을 기반으로 개발한 “인퓨즈(INFUSE)”라는

제품은, 골형성단백질(rhBMP-2)을 함침한 콜라젠 스펀지를

이용하여 제조된 것으로,4 요추골 용해(lumbar spine fusion)

에 임상적으로 주로 사용되어 왔으며, 기존 골재생 및 치료

에 사용된 자가골이식(autograft), 동종골이식(allograft) 및 합

성골이식(synthetic graft) 등의 임상분야에 다양하게 사용되
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어 왔다.5,6

하지만, 최근에 수행된 보고서에 따르면, INFUSE를 임상

용도로 사용 시 몇 가지 부작용과 불안전성이 있는 것으로

보고되었으며,7 이에 대한 원인은 아직 명확히 밝혀지지는 않

았지만, 임상효과를 나타내기 위하여 다량의 약물 사용(1 내

지 3 mg/L)되는 점과 콜라젠 스펀지에 약물이 불균등하게 분

포되는 점 등이 원인일 것으로 추측되고 있다.8,9

상기한 바와 같은 문제점을 해결하기 위해서, 연구자들은

폴리에틸렌글리콜-디아크릴레이트(polyethylene glycol diacry-

late, PEGDA)와 같은 합성하이드로젤을 제조하여 이를 약물

전달체로 사용하는 기술 내용을 개시한 바 있다.10 그러나 합

성하이드로젤인 PEGDA는 생분해 되지 않을 뿐만 아니라 기

계적 물성이 약하고 팽윤율이 지나치게 높아 조직공학 지지

체나 약물전달시스템으로의 사용에 제약이 있다.11,12

이에 따라, 균일한 분포로 전달 약물을 포함하고, 약물방출

속도를 조절함으로써 약물 사용을 최소화할 수 있으면서도

체내에서 생분해되는 특성을 나타내는 새로운 약물전달시스

템을 개발할 수 있는 소재에 대한 연구가 필요한 실정이다.

이러한 문제를 해결하기 위하여 기존의 PEGDA에 소수성 분

자인 sebacic acid와 같은 dicarboxylic acid를 첨가함으로써

기계적 강도를 높이고 고분자 backbone에 에스터기를 도입

함으로써 생분해성 고분자를 합성할 수 있었다.12,13

한편, 마이크로입자 형태로 만들어진 하이드로젤(마이크로

젤)의 약물전달시스템(drug delivery system, DDS)으로의 개

발이 최근 활발히 이루지고 있는데, 벌크젤과 비교할 때, 생

활성 분자의 서방형 용출 및 용출속도 및 용출량의 조절이

더 용이하다는 장점이 있다고 보고한 바 있다.14,15

따라서 본 연구에서는 기존에 합성한 PEGSDA를 기반으

로 미세입자(microparticle, MP) 제조법의 하나인 에멀젼 중

합법을 이용하여 생분해성 PEGSDA 마이크로젤(microgel)을

합성하고 제조된 PEGSDA 마이크로젤의 약물전달시스템으

로서의 가능성을 분석하였다. 이를 위하여 PEGSDA 고분자

를 먼저 합성하고 water-in-oil(W-O) 에멀젼 중합법을 이용하

여 PEGSDA 마이크로젤을 제조하였다. 그러고 마이크로젤에

모델 약물인 texas red dextran(TRD) 및 골재생에 널리 이용

되는 recombinant human bone morphogenetic protein-2

(rhBMP-2)을 함침하여 함침효율 및 용출속도를 측정하였다.

그리고 용출된 BMP-2의 생활성을 골수기질세포(bone marrow

stromal cells)를 통하여 분석하였다. 또한 PEGSDA 마이크로

젤의 DDS 성능을 비교하기 위하여 대조군으로 생체재료에

널리 사용되는 PLGA 마이크로입자를 제조하고, 비교군으로

PEGSDA 벌크젤을 합성하여 성능을 비교 분석하였다. 

실 험

재료. 모든 화합물은 Sigma-Aldrich Co.에서 구입하였다.

PEGSDA 생분해성 고분자 합성. PEGSDA(Figure 1)를 기

존의 알려진 방법대로 합성하였다.12 먼저 분자량 1000 Da에

해당하는 PEG 단량체와 sebacoyl chloride를 triethylamine

(TEA) 촉매하에 반응시켜(0 oC) PEG sebacic acid(PEGS)를

합성한다.

그리고 합성한 PEGS에 acrylolyl chloride를 PEGS에 첨가

하기 위하여 PEGS를 합성할 때와 마찬가지 조건에서

PEGSDA를 합성한다. 합성된 EPGSDA는 petroleum ether를

이용하여 침전시키고 rotary evaporator를 이용하여 건조시킨

다. 최종적으로 만들어진 PEGSDA를 테트라하이드로퓨란

(tetrahydrofuran, THF) 용매하에서 폴리스티렌(polystryrene)

을 기준고분자로 하는 gel permeation chromatography(GPC,

agilent)를 이용하여 분자량과 분자량분포를 측정하였고, 합성

된 고분자를 분석하기 위하여 CDCl3 용매(tetramethyl-

silane, TMS를 기준물질로 사용)에 샘플을 용해하여 proton

nuclear magnetic resonance(1H NMR, 300MHz, Jeol)

spectrometer, 그리고 zinc selenide attenuated total reflection

(ATR)이 장착되어 있는 Fourier transform infrared spectros-

copy(FTIR, Nicolet)을 이용하여 분석하였다.

PEGSDA 마이크로젤 및 PLGA 마이크로입자 합성 및

분석. PEGSDA 마이크로젤을 water-in-oil(W-O) 방법을 이용

하여 합성하였다.16 PEGSDA 고분자(수평균분자량(Mn):

9500 Da, 질량평균분자량(Mw): 12150, polydispersity index,

PDI: 1.28)를 PBS 용액에 용해시키고(25 wt%) redox 라디칼

개시제(0.3 M ammonium persulfate와 0.3M ascorbic acid)

를 PEGSDA 수용액에 넣고 용해시킨다. 이후 용액을 미네랄

오일(1.5% sorbitan monooleate과 0.5% polyoxyethylene

sorbitanmonooleate)에 한 방울씩 떨어뜨린다. 가교결합을 교

반기(교반속도 300 rpm) 약 30분간 진행시킨다. 이후 만들어

진 PEGSDA 마이크로젤을 차가운 아세톤으로 세정하고 동

결 건조시킨다. 비교군인 PLGA 마이크로입자는 이중 에멀

젼 중합방법(water-in oil-in-water, W-O-W)을 사용하여 합성

하였다.17 제조된 마이크로입자의 크기를 분석하기 위하여 광

학현미경(axiovert)을 사용하여 입자를 촬영하고 그 크기를 이

미지 분석 프로그램(analyze v7.0)을 통하여 분석하였다.

Drug Encapsulation 및 Drug Release 분석. 모델 약물

인 texas red dextran(TRD)와 rhBMP-2(Wyeth) 각각 500 mg

과 50 µg을 상온에서 1 mL PEGSDA 마이크로젤 수용액에

함침시킨다. 또한 동일량의 약물을 비교군인 PLGA 마이크

로입자에 함침시킨다. 함침 후 입자 내의 약물 분포를 확인

Figure 1. Chemcial structure of polyethylene glycol sebacic acid

diacryate (PEGSDA).
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하기 위하여 공초점 현미경(Zeiss LSM510, Carl Zeiss)을 통

하여 마이크로젤 입자 내의 약물 분포를 측정하였다.

약물을 함침시킨 후 용출 속도를 측정하기 위하여 약물이

함침된 수용액을 incubator(37 oC)에 넣고 정해진 시간 동안

(TRD: 4주, rhBMP-2: 3주) 약물 농도를 UV spectrophotometer

(TRD 농도측정, Molecular Device)와 ELISA(rhBMP-2 농도

측정, R&D systems)를 이용하여 측정하였다.

용출된 BMP-2의 생활성. PEGSDA 마이크로젤로부터 용

출된 BMP-2의 생활성을 측정하기 위하여 생쥐로부터 추출한

골기조세포(W-20-17)를 사용하였다. 먼저 세포를 20000 cells/

cm2의 밀도로 24 well TCPS에 넣고 37 oC에서 24시간 배양

시킨다. 배양액을 교체한 후, BMP-2를 함침한 마이크로입자

가 들어있는 transwell(6.5 mm diameter, 3.0 µm pore size,

Corning)을 세포가 배양되어 있는 배양용기 상단에 부착한다.

3일후 배양액을 회수하고 DNA-free 탈이온수를 이용하여 배

양용기를 세척한 후 -80 oC에서 보관한다. 마이크로입자가 들

어있는 트렌스웰은 즉시 새로운 배양용기(세포가 24시간 배

양되어 있음)로 이동시킨다. 이 과정을 21일간 반복한다.

배양된 세포수를 측정하기 위하여 세포수를 계산할 수 있

는 세포내 DNA량을 Picogreen DNA 정량 kit(Molecular

Probes)를 사용하여 측정하였다. 한편, alkaline phosphatase

(ALP) 활성은 기존에 알려진 방법에 의하여 측정하였다.18 먼

저 20 µL의 알칼리 작업버퍼와 80 µL의 세포용해액(lysate),

그리고 100 µL의 기질용액을 96 well 플레이트에 첨가한다.

플레이트를 37 oC에서 1시간 동안 저장 후 100 µL 0.3 N

NaOH 용액을 첨가하여 반응을 종료시킨다. 각 웰의 흡광도

를 405 nm에서 측정하고 ALP 활성을 샘플 내에 존재하는 단

백질의 총량으로 환산한다. 세포용액에 존재하는 단백질 총

량은 Bradford 단백질 정량법을 이용하여 측정하였다.

마이크로젤 표면 세포배양. 마이크로젤 표면에 세포를 배

양하기 위하여 먼저 마이크로젤을 70% 에탄올을 이용하여

세척후 24 well 플레이트 바닥에 넣는다. 그리고 W-20-17 세

포(50000 cells/cm2)를 투여한다. 배양 24시간후 마이크로젤

표면에 세포가 부착되어 있는지를 확인하기 위하여 공초점

현미경을 통하여 이미지를 촬영하였다.

결과 및 토론

PEGSDA 고분자 합성 및 분석. PEGSDA 합성결과 FTIR

스펙트럼을 통하여 1730 cm-1 근처에서 ester기 특성피크가 나

타나는 것을 확인할 수 있었고 1H NMR 분석결과(Figure 2)

1~3 ppm 사이에서 나타나는 sebacic acid 특성피크와 5.9, 6.2

및 6.4 ppm에서 나타나는 acrylate 특성피크를 확인할 수 있었

다. 따라서 PEGSDA 고분자가 성공적으로 합성되었음을 알

수 있었다.

PEGSDA 및 PLGA 마이크로젤 합성 및 분석. PEGSDA

마이크로젤 및 PLGA 마이크로입자를 에멜젼 방법으로 합성

한 결과를 Figure 3(A)와 (B)에 각각 나타내었다. 그리고 이

들의 평균 입자크기 및 입자크기분포를 Figure 3(C)와 (D)에

나타내었다. PEGSDA와 PLGA 입자 모두 비슷한 크기

(~85 µm)를 가지는 것을 알 수 있지만 입자크기 분포의 경

우, PEGSDA는 비교적 작은 입자(>60 µm)가 40% 가까이 차

지하는 반면, PLGA의 경우, 중간 크기의 입자(60-120 µm)가

대부분을 이루는 것을 알 수 있다(Figure 3). 물론 입자 크기

는 가교결합하기 전 고분자 용액의 농도 또는 고분자 분자량

을 조절함으로써 변화를 줄 수 있을 것이다.

약물 함침 및 용출 속도 분석. 합성한 PEGSDA 마이크로

젤을 약물전달시스템으로 사용하기 위하여 모델 약물(TRD)

과 실제 골재생에 임상용으로 사용되는 rhBMP-2를 마이크

로입자에 각각 함침하고, 약물함침의 효율을 측정한 결과

PEGSDA 및 PLGA 마이크로입자 모두 60% 이상의 높은 함

침률을 보이는 것을 알 수 있다(Figure 4(A)). 모델약물인

TRD와 실제 약물인 rhBMP-2 두 약물간의 함침효율은 비슷

하게 나타나는 것을 알 수 있다. 또한 PEGSDA 벌크젤과 비

교한 경우에도 함침효율에는 유의성이 나타나지 않았다.

한편, 약물의 입자 내 분포를 확인하기 위하여 모델 약물

(TRD)을 PEGSDA 마이크로젤에 함침하여 공초점 현미경을

이용하여 PEGSDA 마이크로젤 이미지를 측정하였다(Figure

4(B)). 그 결과, 입자 전반에 걸쳐 고르게 분포하는 것을 알

수 있었다. 따라서 본 연구에서 제조한 PEGSDA 마이크로젤

은 기존약물시스템(예: absorbed collagen sponge, ACS)의 단

점 중의 하나인 약물의 불균일 분포를 해결할 수 있으리라

기대된다.19

TRD 및 rhBMP-2 방출비교. TRD 및 rhBMP-2를 PEGSDA

벌크젤 및 마이크로젤, 그리고 대조군인 PLGA 마이크로입자

에 함침한 후 시간에 따른 방출속도를 측정하였다(Figure 5).

Figure 2. Representative 1H NMR spectrum of PEGSDA.
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Figure 3. (A) Morphology of PEGSDA microgels; (B) PLGA microparticles; (C) particle size distribution of PEGSDA microgels; (D) PLGA

microparticles.

Figure 4. (A) Percent drug encapsulation efficiency of each drug carrier; (B) confocal microscopic image of TRD loaded PEGSDA microgels.

Error bars represent means±standard deviation.

Figure 5. Cumulative drug release (%) from (A) TRD; (B) rhBMP-2. Error bars represent means±standard deviation.
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측정 결과, TRD의 경우 전반적으로 rhBMP-2에 비하여 initial

burst release가 큰 것을 알 수 있다. 또한 PEGSDA 하이드로

젤의 경우 기존에 조직공학에서 널리 이용되는 PEGDA 하

이드로젤에 비하여 팽윤율(swelling ratio)이 낮고, 그 결과 초

기방출속도를 현저히 감소시키는 것을 알 수 있는데,12 본 연

구에서 사용된 PEGSDA 마이크로젤을 사용할 경우, 초기방

출속도를 추가적으로 감소시킬 수 있는 것으로 나타났다. 따

라서 생물학적 활성(bioactivity) 비교를 통하여 PEGSDA 마

이크로젤의 우수성을 입증할 수 있다면 약물전달시스템으로

서의 가능성이 매우 클 것으로 기대된다.

용출된 BMP-2의 생활성. PEGSDA 마이크로젤로부터 3

일간격으로 21일 동안 용출된 BMP-2가 생활성을 유지하는

지 알아보기 위하여 W-20-17 세포(쥐 골수기질세포)를 사용

하였다.20 W-20-17 세포의 경우, 비교적 빠른 시간에 ALP와

같은 골분화 단백질을 다량 배출시킬 수 있는 것으로 알려져

있다.21 용출된 단백질의 생활성을 비교하기 위하여 비교군으

로 BMP-2가 함침된 PEGSDA 벌크젤과 PLGA 마이크로입

자를 사용하였으며 또한 대조군으로 TCPS에서 배양된 세포

를 사용하였다. 생활성은 세포증식(proliferation)과 대표적인

골분화 단백질인 ALP 활성을 측정하였고 이를 BMP-2가 없

는 TCPS에서 배양된 세포의 생활성으로 표준화(normalized)

하였다(Figure 6).

BMP-2가 존재하지 않는 TCPS에서 자란 세포와 비교하였

을 때, 각각의 전달시스템으로부터 용출된 BMP-2 존재 하에

서 자란 세포의 밀도가 90-120%(TCPS: 100% 기준) 사이에

있는 것을 알 수 있다. W-20-17 세포의 경우, 배양 3일경과

후 TCPS 배양용기 내에서 거의 완전히 합류(confluent)하는

것으로 보인다. 각 실험군의 경우, 세포증식에 있어서 눈에

보이는 경향성이나 통계학적 유의성은 전 실험기간에 걸쳐

보이지 않는 것으로 나타난다. 이는 PEGSDA 벌크젤의 경

우, in vitro와 in vivo 환경에서 생체적합성이 있다고 알려져

있기 때문에, 이를 사용하여 마이크로젤을 제조한 경우에도

별다른 in vitro의 경우, 세포독성이 나타나지 않음을 알 수

있다.12,22

한편, ALP 활동성의 경우, BMP-2 부재 하에서 배양된 세

포가 생성하는 ALP 양보다 각각의 전달체로부터 용출된

BMP-2 존재 하에서 배양된 세포의 경우, 현저하게 많은 양

의 ALP를 생성하는 것을 볼 수 있다(Figure 6(B)). 특히,

PEGSDA 벌크젤의 경우, 초기 9일간의 ALP 생성량이 다른

실험군에 비하여 현저하게 높은 것을 알 수 있는데 이는 앞

에서 보여준 것처럼 PEGSDA 벌크젤로부터의 BMP-2 용출

량이 현저하게 높은 결과에서 기인한다고 사료된다. 또한 각

실험군으로부터 용출된 BMP-2 존재하에서 배양된 세포가 배

출한 ALP 양이 대조군과 비교할 때 현저하게 많은 것을 알

수 있으므로 용출된 BMP-2의 생활성이 잘 유지되고 있다고

사료된다. 마지막으로 PEGSDA 마이크로젤의 세포전달시스

템으로서의 가능성을 타진하기 위하여 마이크로젤 존재 하에

세포를 배양하였다. 세포 배양 24시간 경과 후 마이크로젤 입

자표면에 부착된 세포를 공초점 현미경으로 측정하였다(Figure

7).

현미경 이미지에서 나타나는 바와 같이 PEGSDA 마이크

로젤 표면에 다수의 세포가 부착되어 있는 것을 알 수 있다.

이는 이전 연구에서 살펴본 바와 마찬가지로 RGD 펩타이드

와 같은 어떠한 세포부착을 위한 표면처리 없이도 세포가 부

착되는 것으로 매우 고무적인 현상이라고 할 수 있다. 일반

적으로 세포부착은 생체재료가 체내에 도입될 때, 혈청 내에

존재하는 fibronectin 또는 vitronectin과 같은 세포외 기질 단

백질의 흡착을 통하여 이루어 지는데23 PEG 기반 물질의 경

우, 잘 알려진 친수성으로 인하여 표면처리 없이 세포부착이

어려운 것으로 알려져 왔다.24 하지만, PEGSDA의 경우 고분

자 기본구조에 존재하는 소수성기(sebacic acid)의 존재로 인

하여 세포부착 단백질의 흡착을 유도하여 세포부착이 가능한

Figure 6. (A) Periodic cell proliferation; (B) ALP activity of W-20-

17 cells on TCPS in the presence or absence of released BMP-2

from different carriers. Error bars represent means±standard devia-

tion for n=4.
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것으로 사료된다.12 물론 추가적인 연구를 통하여 in vitro 및

in vivo 물성을 좀 더 살펴보아야 하겠지만, 본 연구에서 제

조한 PEGSDA 마이크로젤의 경우, BMP-2와 같은 생활성 분

자나 세포 등의 전달시스템으로 가능성을 보여준다고 할 수

있겠다.

결 론

본 연구에서는 PEGSDA 생분해성 고분자를 기반으로 하

여 마이크로젤을 제작하여 약물전달시스템으로서의 가능성을

타진하여 보았다. 에멀젼 중합을 통하여 마이크로젤을 합성

하고 모델약물인 TRD와 실제약물인 BMP-2를 함침한 결과

마이크로젤 내에 균일하게 분포하는 것을 확인할 수 있었다.

또한 용출속도를 측정한 결과, 지속가능한 서방형 용출을 보

이는 것을 관찰하였다. 그리고 용출된 BMP-2의 생활성을 세

포증식과 ALP 활성을 측정하여 분석하였는데 그 결과

PEGSDA 마이크로젤이 세포증식에 세포독성과 같은 어떠한

부정적 영향을 주지 않는 것을 알 수 있었고 용출된 BMP-2

또한 그 생활성을 유지하는 것으로 보인다. 마지막으로 마이

크로젤 표면에 세포배양한 결과 RGD 펩타이드와 같은 표면

처리 없이 세포가 잘 부착되는 것을 확인하였다. 따라서

PEGSDA 마이크로젤을 조직공학이나 재생의학에 필수적인

약물이나 세포전달 시스템으로 사용될 수 있을 것으로 보인다.

감사의 글: 본 연구는 홍익대학교 신임교수 연구지원비에

의하여 지원되었음.
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