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초록: 본 연구는 히알루론산의 가교 반응 중 분해를 최소화하기 위해, 중성 pH 조건에서 히알루론산 하이드로젤을 제

조하는 것이다. 가교 반응은 diamine인 putrescine의 존재 하에, 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methyl-morpholinium

chloride(DMTMM) 및 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide(EDC)/N-hydroxysuccinimide(NHS)를 각각 가교

제로 사용하여 2종류의 히알루론산 하이드로젤을 제조하였다(HPDM 및 HPEN). FTIR 분석을 통해 두 가교제 모두

putrescine의 존재 하에, 아마이드기를 형성했음을 확인하였다. 반응에 따른 하이드로젤의 형태 및 유변학적 특성을 주

사전자현미경 및 레오미터를 통해 확인하였다. 제조된 하이드로젤의 팽윤 특성 및 분해 거동은 가교제의 종류 및

putrescine/가교제의 몰비에 직접적인 영향을 받았다. 하이드로젤에서의 인체 섬유아세포에 대한 세포 적합성은 MTT

assay를 통해 확인하였다. 결론적으로, DMTMM으로 가교한 HPDM의 가교 효율 및 생체 적합성이 EDC/NHS으로 가

교한 HPEN 보다 더 우수하였다.

Abstract: This study is to fabricate hyaluronic acid (HyA) hydrogels under the neutral pH condition in order to minimize

the degradation of HyA during the cross-linking reaction. Two kinds of HyA hydrogels (HPDM or HPEN), were prepared

with 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methyl-morpholinium chloride (DMTMM) or 1-ethyl-3-(3-dimethylamino-

propyl) carbodiimide (EDC)/N-hydroxysuccinimide (NHS) as cross-linking agents, respectively, in the presence of

putrescine as a diamine. Amide bond formation of hydrogels in the presence of putrescine was confirmed by FT-IR anal-

ysis. The morphology and rheological property of the hydrogels were studied through a scanning electron microscope and

a rheometer, respectively. The swelling property and the degradation behavior of the hydrogels were affected by the two

kinds of cross-linking agents and the molar ratio of the putrescine/cross-linking agents. Cytocompatibility of these hydro-

gels on human dermal fibroblast was confirmed by MTT assay. In conclusion, the cross-linking efficiency and the bio-

compatibility of HPDM cross-linked by DMTMM were better than those of HPEN cross-linked by EDC/NHS.

Keywords: neutral pH condition, putrescine, hyaluronic acid, 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methyl-morpholin-

ium chloride, 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide/N-hydroxysuccinimide.

서 론

히알루론산은 피부, 각막, 연골, 세포 외 기질의 주요 구성

성분으로 N-acetylglucosamine와 D-glucuronic acid의 반복구

조로 구성되어 있는 비황화 천연 생체 재료이다.1 히알루론산

은 친수성, 생체 적합성, 생분해성, 보습성, 점탄성, 비면역원

성 등의 특징을 가지고 있기 때문에 관절/골조직 형성을 돕

는 윤활제,2-4 상처 치유용 드레싱,5 그 외에도 약물 전달 시

스템이나,6,7 콘텍트 렌즈로 이용하는 등8 생의학 및 조직공학

응용분야에서 광범위하게 사용되고 있다. 하지만 히알루론산

은 라디칼 또는 hyaluronidase 등 생물학적 효소에 의해 쉽게

분해되기 때문에 생체에 적용하기 위해 기계적 특성을 향상

시켜야 한다.9,10 이를 위해 히알루론산의 카복실기 및 하이드
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록실기를 butanedioldiglycidyl ether, divinyl sulfone, glutar-

aldehyde 등과 반응시켜 히알루론산을 가교시키는 연구가 보

고되고 있다.11-16

Carbodiimide 반응은 dicyclohexylcarbodiimide(DCC)와 1-

ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide(EDC)/N-hydr-

oxysuccinimide(NHS) 등으로 히알루론산의 카복실기를 활성

화하여 아민기의 존재 하에 아마이드기를 형성하는 화학적

반응으로, 다른 화학적 가교 방법 보다 간단하고 반응 시 제

어가 쉽다는 장점이 있다.17-19 이때, 비수성 합성에 주로 사용

되는 DCC시약 보다 EDC가 히알루론산 같은 친수성 재료를

가교하는데 적합하다고 판단할 수 있다. 4-(4,6-Dimethoxy-

1,3,5-triazin-2-yl)-4-methyl-morpholinium chloride(DMTMM)

의 경우, 카복실기를 활성화하여 N-methylmorpholinium을

방출하고 아민기와의 반응을 통해 아마이드기를 형성하는

등 EDC/NHS에 의한 carbodiimide 반응과 유사하다.20-22

DMTMM을 이용한 가교법은 EDC/NHS를 이용한 가교법에

비해 수용상에서 안정적이라 보고되고 있다.23 그러나 아마이

드 형성을 통한 안정적인 가교를 위해서는 DMTMM 및 EDC/

NHS와 함께 diamine의 사용이 필수적이며, 이때 산성 또는

알칼리성의 pH 조절이 필요한 것으로 알려져 있다. 히알루론

산의 경우, 연속적인 화학반응으로 가교반응 중 히알루론산

의 분해가 유발되기 때문에 이를 최소화시키는 반응 조건이

필요하다. 또한, 생체적합성이 우수한 하이드로젤을 제조하기

위해 인체 유해성이 적은 diamine을 이용하여야 한다.

Putrescine은 아미노산의 분해에 의해 형성되는 diamine으로

쥐에 대한 경구 투여 실험 결과, 하루에 180 mg/kg(rat)까지

는 특별한 부작용이 나타나지 않는 것으로 보고되고 있으며,24

유기체 내에서 세포 성장, 분화 및 생장 등 다양한 대사 기

능에 관여한다.25

따라서, 본 연구는 히알루론산의 가교반응 중 히알루론산

의 분해를 최소화하고, 생체적합성이 뛰어난 히알루론산 하

이드로젤을 제조하기 위해 중성 pH 조건에서 안전한 diamine

인 putrescine을 이용하여 가교제인 DMTMM 및 EDC/NHS

를 이용해 가교반응을 수행하였다. 제조된 두 종류의 히알루

론산 하이드로젤의 물리/화학적 물성 및 생체적합성 등을 비

교 분석하여 최적의 반응 조건을 확립하였다.

실 험

재료. 히알루론산 나트륨(Mw: 1500 kDa, Lot No. 53747),

putrescine diHCl, N-hydroxysuccinimide(NHS) 및 hyaluroni-

dase(Lot No. H3884)는 Sigma Aldrich사(USA)에서, 1-ethyl-

3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide(EDC)는 대정화금㈜

(Korea)에서 구매하였다. 4-(4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-

4-methyl-morpholinium chloride(DMTMM)은 FUJIFILM Wako

Chemicals(Japan)에서 구매하였다. Fetal bovine serum(FBS),

penicillin-streptomycin solution(PS) 및 trypsin ethylene-dia-

minetetraacetic acid(trypsin-EDTA)는 Welgene(USA)에서 구

매하였으며, Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM)은

Gibco(USA)에서 구매하였다. 

히알루론산 하이드로젤의 제조. 200 mg의 히알루론산을 9

mL의 증류수에 4 °C에서 rotary shaker(FINEPCR, Korea)를

사용하여 용액이 투명해질 때까지 완전히 녹여주었다. 9 mL

의 putrescine diHCl를 1.1, 1.5, 3.0의 몰비로 히알루론산 수

용액에 첨가하여, 4 °C에서 rotary shaker를 사용하여 잘 섞어

주었다. 혼합 용액에 1.1, 2.0, 4.0의 몰비의 가루형 DMTMM

또는 EDC, NHS를 순서대로 천천히 넣어주고 상온(20 °C)

에서 반응시켰다. 정해진 시간 이후, 반응물을 80% EtOH

(Merck, Germany)과 1x PBS(phosphate buffered saline,

WelGene Inc., Korea)로 3회 반복 세척한 후에, -80 °C에서

overnight 동안 동결하였다. 동결된 하이드로젤은 4일간 동결

건조하여 이후 실험에 사용하였다(Table 1, DMTMM 또는

EDC/NHS에 위해 제조된 하이드로젤은 각각 HPDM, HPEN

으로 명명). 

세포적합성 비교 시험을 위한 염산 처리 HPEN 시료의 경

우, 각 하이드로젤을 동결하기 전에 1 mM HCl(pH 3.0) 수용

액으로 옮겨 상온에서 orbital shaker(BioFree, Korea)를 이용

하여 1시간 처리한 후, 각 하이드로젤을 1x PBS로 옮겨 3회

반복 세척하였다. 세척된 각 하이드로젤을 -80 °C에서

overnight 동안 동결하고, 4일간 동결 건조하여 70% EtOH 세

척 후 세포적합성 실험에 사용하였다. 

Fourier Transform Infrared Spectroscopy(FTIR) 분석.

히알루론산 하이드로젤의 가교반응에 의한 화학적인 결합 구

조를 확인하기 위해 동결건조 완료된 하이드로젤 또는 가루

형태의 히알루론산을 iD5 ATR spectrometer(Thermo sci-

entific, USA)를 사용하여 32 scans 조건에서 측정하였다.

유변학적 분석. pH의 영향에 따른 히알루론산의 zero shear

viscosity를 확인하기 위해, 1%(w/w) 히알루론산 수용액을 분

석에 사용하였다. 히알루론산 수용액은 평균적으로 pH 6.6-

6.7로 측정되었고(Orion StarTM, Thermo scientific, USA), 10

mM HCl 용액으로 각각 pH 5.5, 6.5로 조절하여 하이드로젤

제조 시 반응 조건인 상온(20 °C)에서 1, 3일 동안 두고 실험

에 사용하였다. Rheometer(AR 2000, TA Instruments, USA)

기기를 사용하여 지름 40 mm 1° cone-plate, 온도 25 °C, gap

27 m 조건에서 shear rate 0.001~1000(1/s)에 관한 zero

shear viscosity를 측정하였다. 히알루론산 하이드로젤의 가교

조건에 따른 modulus를 확인하기 위해 시약의 반응시간 및

몰비별로 준비한 하이드로젤을 각각 분석에 사용하였다.

Rheometer(AR 2000, TA Instruments, USA) 기기를 사용하

여 지름 40 mm 1° cone-plate, 온도 25 °C, gap 27 m 조건

에서 0.1-100(rad/s) angular frequency에 관한 modulus를 측

정하였다.
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Scanning Electron Microscopy(SEM) 분석. 히알루론산

하이드로젤의 전체적인 내부 구조 및 형태적 특성을 확인하

기 위해, 동결건조 완료된 하이드로젤을 분석에 사용하였다.

SPT-20(COXEM, Korea) 기기를 사용하여 4 mA, 240초 동안

Au로 하이드로젤을 코팅하였다. 시료는 carbon tape를 이용

해 plate에 고정시켰고, CX 200TM(COXEM, Korea) 기기를

사용하여 이미지를 확보하였다.

팽윤 거동 실험. 히알루론산 하이드로젤의 PBS(WelGene

Inc., Korea)에 대한 팽윤 거동을 확인하기 위해, 동결건조 완

료된 하이드로젤의 무게(W0)를 측정한 후 6 well plate

(Corning, USA)에 옮겨주었다. 약 1 g의 하이드로젤이 완전

히 잠길 정도로 각 well에 1x PBS(pH 7.4)를 5 mL씩 넣어주

고, parafilm을 이용해서 잘 밀봉한 후, 37 °C water bath

(JEIO TECH, Korea)에서 정치하였다. 24시간까지, 특정 time

point에 하이드로젤의 무게를 측정하였고 아래의 식 (1)로 팽

윤 거동을 평가하였다.

*Swelling ratio = (Wt W0)/W0 (1)

where, W0; 동결건조된 하이드로젤 무게

Wt; 특정 time point에서의 하이드로젤 무게

분해 거동 실험. 히알루론산 하이드로젤의 hyaluronidase에

대한 분해 거동을 확인하기 위해, 동결건조 완료된 하이드로

젤 약 1 g을 6 well plate(Corning, USA)에 옮겨주었다. 하이

드로젤이 완전히 잠길 정도로 각 well에 1x PBS(pH 7.4)를

5 mL씩 넣어주고, parafilm을 이용해서 잘 밀봉한 후, 37 °C

water bath(JEIO TECH, Korea)에서 정치하였다. 팽윤된 하이

드로젤이 완전히 잠길 정도로 1x PBS에 녹인 50 U/mL

hyaluronidase 용액을 넣어주고, parafilm을 이용해서 잘 밀봉

해주었다. Water bath를 이용하여 37 °C에서 hyaluronidase에

의한 하이드로젤의 in vitro 분해 거동을 확인하였다.

Hyaluronidase 용액은 매일 교체하면서, 7일까지 특정 time

point에 하이드로젤의 무게를 측정하였고 식 (2)로 분해 거동

을 평가하였다.

*Remaining weight = (W0 Wt)/W0 × 100% (2)

where, W0; 팽윤된 하이드로젤 무게

Wt; 특정 time point에서의 하이드로젤 무게

세포 적합성 실험. 히알루론산 하이드로젤의 세포 적합성

을 평가하기 위해, ISO 10993[의료기기의 생물학적 안전에

관한 공통기준규격] 가이드라인을 참조하여 MTT assay에 의

한 용출물 실험을 진행하였다. 먼저 10% FBS와 1% PS를 포

함한 DMEM 배지에서 human dermal fibroblasts(HDFs,

Modern cell and tissue technologies, Korea)를 배양하였다.

배양된 HDFs를 Dulbecco’s phosphate buffered saline(DPBS,

WelGene Inc., Korea) 10 mL로 세척하고, trypsin-EDTA를 처

리하여 떼어낸 뒤, 96 well cell culture plate(Corning, USA)에

1 × 104 cells/well의 농도로 주입하였다. 세포에 처리할 용출

물을 준비하기 위해 동결건조 완료된 히알루론산 하이드로젤

0.2 g을 각각 glass vial에 담아준 뒤, DMEM 2 mL을 넣고 하

이드로젤에 충분히 스며들게 상온에 두었다. 2시간 뒤에 기

존의 DMEM을 제거해주고 새 DMEM 2 mL을 하이드로젤

이 담겨있는 glass vial에 넣어주었다. Parafilm을 이용해서

glass vial을 잘 밀봉해주고 37 °C water bath(JEIO TECH,

Korea)에서 80 rpm으로 24시간 동안 용출하였다. 24시간 이

후, cell strainer(40 m, FALCON, USA)로 필터한 용출물

만 수득하여 세포가 배양되어 있는 well당 100 L씩 처리해

주고, 37 °C CO2 incubator에서 배양하였다. 24시간, 48시간

후 용출물을 제거해주고, 흡광도 측정을 위해 EZ-cytox

kit(EZ-3000, Dogen, Korea) 시약을 처리한 후, 37 °C CO2

incubator에서 반응시켜주었다. 3시간 뒤에, 반응이 끝난 시약

을 기포가 생기지 않게 주의하며 96 well UV plate(Corning,

USA)에 well당 100L씩 옮겨주었다. Spectramax M2(Molecular

device, USA) 기기를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하

였다.

결과 및 토론

pH의 영향에 따른 히알루론산의 Zero Shear Viscosity.

가교반응 중 pH의 영향에 따른 히알루론산의 분해 거동을

zero shear viscosity로 비교하였다(Figure 1). pH 6.5의 조건

에서 3일간 상온에서 유지된 히알루론산 수용액의 zero shear

viscosity 값은 경과되어도 큰 변화를 보이지 않은 반면에, 산

성 pH의 5.5의 조건으로 3일간 유지된 히알루론산 수용액의

zero shear viscosity 값은 상온에서 3일 후의 값은 상당히 감

소되었음을 보여주었다. Zero shear viscosity 값의 감소는 분

자량의 저하에 기인한 것으로, 산성 pH 조건에서는 히알루론

Table 1. Summary of Hyaluronic Acid Hydrogels Prepared with

Putrescine and DMTMM or EDC/NHS under Neutral pH Con-

dition (Unit : mol)

Samples HyA Putrescine DMTMM EDC/NHS

HPDM 1

1.0

1.1 1.1 -

HPDM 2 1.5 2.0 -

HPDM 3
3.0

2.0 -

HPDM 4 4.0 -

HPEN 1

1.0

1.1 - 1.1

HPEN 2 1.5 - 2.0

HPEN 3
3.0

- 2.0

HPEN 4 - 4.0
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산의 분자량 저하가 유발됨을 확인하였다. 이후 shear rate가

증가되면 히알루론산 수용액의 일반적인 shear thinning 거동

을 두 조건 모두에서 확인할 수 있었다. 따라서 히알루론산

하이드로젤의 제조를 위한 가교반응 중 히알루론산의 분자량

저하를 최소화시키기 위해 중성 pH 조건으로 히알루론산의

가교반응을 수행하였다.

반응시간에 따른 히알루론산 하이드로젤의 젤화특성. 가

교 반응시간에 따른 히알루론산 하이드로젤의 가교에 따른

젤의 형성 유무를 G’(storage modulus)와 G’’(loss modulus)

로 확인하기 위해, putrescine과 가교제 종류에 따라 중성 pH

조건에서 히알루론산:putrescine:가교제를 1.0:3.0:4.0 몰비로

가교 반응시간에 따른 하이드로젤을 제조하였다(Figure 2). 유

변학적 분석에서 G’값이 G’’값 보다 높을 경우, 젤의 특성을

Figure 1. Effect of pH condition on the zero shear viscosity of hyal-

uronic acid aqueous solutions. Note that the values of viscosity are

plotted on log-log scale.

Figure 2. Rheological properties of hyaluronic acid hydrogels prepared with different reaction time. HPDM 4 or HPEN 4 were reacted at

room temperature: (a) and (e) 1day; (b) and (f) 2days; (c) and (g) 3days; (d) and (h) 5days; All hyaluronic acid hydrogels were synthesized

with neutral pH condition.

Figure 3. Rheological properties of hyaluronic acid hydrogels prepared with different molar ratio of putrescine and DMTMM or EDC/NHS:

(a) HPDM 1; (b) HPDM 2; (c) HPDM 3; (d) HPDM 4; (e) HPEN 1; (f) HPEN 2; (g) HPEN 3; (h) HPEN 4. All hyaluronic acid hydrogels

were synthesized with neutral pH condition.
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나타내는 것으로 알려져 있다. Figure 2(a-d)에서 볼 수 있듯

이 DMTMM에 의해 가교된 하이드로젤의 경우, 1일 후에도

G’값이 G’’값 보다 높아 젤이 형성되었음을 알 수 있었으며,

G’값이 4.12 Pa에서 2일, 3일 및 5일에 각각 11.5, 13.7,

40.1 Pa로 점점 증가하는 것이 확인되어 가교 반응이 서서히

진행되고 있음을 확인할 수 있었다. 그러나, Figure 2(e-h)에

서 볼 수 있듯이 EDC/NHS에 의해 가교된 하이드로젤의 경

우, 초기 1일 및 2일 가교 반응 후에 G’값이 각각 11.56 Pa

및 39.5 Pa로 DMTMM에 의한 가교 보다 높은 값을 나타내

었다. 흥미롭게도 3일 및 5일 후에는 G’값이 26.11 Pa 및

14.8 Pa로 반응 시간에 따라 오히려 감소하였다. 이를 통해 중

성 pH 조건에서 putrescine을 diamine으로 사용한 반응에서,

EDC/NHS에 의한 가교 반응이 DMTMM에 의한 가교 반응

보다 훨씬 빨리 진행됨을 알 수 있었다. 따라서, 두 가교제에

의한 히알루론산 하이드로젤의 물성을 비교하기 위해 반응

시간을 2일로 하여 이후 실험을 진행하였다.

가교 반응 몰비에 따른 히알루론산 하이드로젤의 modulus

분석. Figure 3(a)에서 1.0:1.1:1.1 몰비로 제조한 HPDM 1의

경우, G’값이 2.83 Pa로 G’’값인 3.26 Pa보다 낮은 졸의 특성

을 나타내, 가교 반응에 의한 하이드로젤화가 충분하지 않음

을 확인할 수 있었다. Figure 3(b-d)에서 나타나는 것처럼, 히

알루론산:putrescine:가교제의 몰비가 1.0:1.1:1.1인 HPDM 1

외는 모두 G’값이 G’’값 보다 커지는 것으로 젤의 형성을 확

인할 수 있었다. Figure 3(e-h)에서 나타나는 것처럼, HPEN

의 경우, 모두 G’값이 G’’값 보다 높아 젤의 형성을 확인할

수 있었다. 특히, HPDM 1-4의 G’값은 각각 2.83 Pa/3.42 Pa/

8.02 Pa/11.02 Pa, HPEN 1-4의 G’값은 각각 5.68 Pa/12.02 Pa/

22.83 Pa/43.63 Pa로 모든 히알루론산 하이드로젤의 modulus

는 몰비에 따라 증가하였다. HPDM은 diamine의 농도에 따

라, HPEN은 가교제의 농도에 따라 크게 변화하는 것을 알

수 있었다. 전체적으로 HPEN의 G’값이 HPDM의 G’값 보다

2-3배 높은 값을 나타냄을 알 수 있었으며, 이는 Figure 2에

서의 실험결과와 유사하였다.

히알루론산 하이드로젤의 화학적 결합 분석(FTIR). 제조

한 히알루론산 하이드로젤의 화학적 결합은 FTIR 분석을 통

해서 확인하였다. 가교를 하지 않은, 히알루론산과 비교를 해

보았을 때, HPDM과 HPEN 등 모든 하이드로젤에서 아마이

드 I 및 II에 기인한 1580-1620 cm-1에서의 피크를 확인할 수

있었다. 그러나 HPDM 1의 경우, 1580 cm-1에서의 피크가 약

하게 나타나 가교 반응이 완전히 이루어지지 않았음을 알 수

있었고, 이는 Figure 3의 modulus 결과와 같은 경향을 보였

다. D’Este 등은 diamine으로 adipic acid dihydrazide의 존재

하에 DMTMM 및 EDC/NHS를 이용하여 히알루론산 하이

드로젤을 제조할 때, 과잉의 1.0:12:4.0 몰비로 diamine을 사

용하였지만,24 본 실험에서 putrescine을 사용한 경우, adipic

acid dihydrazide에 비해 diamine의 몰비를 1/8 이상으로 줄여

도 반응이 잘 진행되었음을 확인할 수 있었다. 추가적인 1 mM

HCl로 처리된 HPEN군의 경우, 처리 후에서도 FTIR에서 큰

변화가 관찰되지 않았다.

Putrescine과 DMTMM 및 EDC/NHS를 사용하여 히알루론

산 하이드로젤을 제조한 내용을 Scheme 1에 나타내었다.24

Putrescine과 DMTMM에 의한 히알루론산 하이드로젤의 경

우, 히알루론산의 D-glucuronic acid에 존재하는 카복실기는

DMTMM에 의해서 반응 및 활성화되어, 1차적으로 N-

methylmorpholinium을 방출하고 활성 ester를 형성한다. 활성

ester는 putrescine의 아민기와 반응하여 4,6-dimethoxy-1,3,5-

triazin-2-ol를 방출하면서 아마이드기를 형성하는데,21 이 아

마이드 기 간의 결합에 의해 최종적으로 고분자 사슬에 의한

3차원 네트워크 구조가 형성이 된다(Scheme 1(a)).

Putrescine과 EDC/NHS에 의한 히알루론산 하이드로젤의

경우, 히알루론산의 D-glucuronic acid에 존재하는 카복실기

는 EDC와 NHS에 의해서 활성화되어, isourea 부산물을 방

출하고 NHS ester를 형성한다. NHS ester는 putrescine의 아

민기와 반응하여 아마이드기를 형성하는데,19 이 아마이드기

Figure 4. FTIR spectra of hyaluronic acid hydrogels (a) HPDM; (b)

HPEN; (c) HCl treated HPEN.
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간의 결합에 의해 최종적으로 고분자 사슬에 의한 3차원 네

트워크 구조가 형성이 된다(Scheme 1(b)).

히알루론산 하이드로젤의 형태 확인. 3차원 다공성 스캐

폴드에서 기공의 크기 및 연결성은 스캐폴드 내외부의 물질

교환에 중요한 역할을 하며, 세포의 증식 및 생리 조절에 큰

영향을 미친다.26 Figure 5의 SEM에서 볼 수 있듯이, 생체 내

에 존재하는 안전한 diamine인 putrescine과 가교제 종류에

따라 제조한 히알루론산 하이드로젤인 HPDM 및 HPEN이

그물망과 같은 다공성 네트워크를 형성한 것을 관찰할 수 있

었다. Putrescine과 가교제의 몰비가 증가할수록, HPDM 및

HPEN의 기공의 크기가 작아지는 것으로 보아 가교 정도가

하이드로젤의 기공 크기에 영향을 주는 것을 확인할 수 있었다.

히알루론산 하이드로젤의 팽윤 및 분해 거동 확인. Figure

6(a)에서 볼 수 있듯이 모든 하이드로젤은 약 2시간 만에 팽

윤의 평형 값에 도달했고, putrescine과 가교제의 몰비가 높

을수록 팽윤 값이 감소했다. 이는 가교에 의한 고분자 사슬

이 더 많이 형성되었기 때문이며 팽윤 거동은 하이드로젤의

가교 정도에 영향을 받는다는 사실을 알 수 있었다. 

생체 내 분해 정도를 hyaluronidase에 대한 히알루론산 하

이드로젤의 분해속도로 확인하여 Figure 6(b)에 나타내었다.

EDC/NHS로 가교된 HPEN 2 및 HPEN 3는 효소 처리 후 48

시간 이내, HPEN 4는 48시간 후에 약 87%의 질량 감소가

일어났고, 72시간 후에는 분해가 거의 완료되었다. DMTMM

으로 가교된 HPDM 2 및 HPDM 3는 효소 처리 후 72시간

이내에 약 80%의 질량 감소가 일어났고, 오히려 HPEN 4와

유사한 경향을 보였다. HPDM 4를 제외한 대부분의 하이드

로젤은 72시간 이후에 거의 분해되었다. HPDM 4는 168시

간 후에 초기 질량의 35% 이상을 유지하고 있음을 확인하였

다. 즉, 히알루론산에 대한 시약의 몰비가 높을수록 가교가

많이 진행되어 hyaluronidase와 같은 효소분해에 대한 저항성

을 가졌지만, 전체적으로 HPDM의 분해속도가 HPEN에 비

해 지연됨을 확인할 수 있었다. 이와 같은 결과는 EDC/NHS

에 의한 가교 반응에서 중성 pH 조건임에도 불구하고, 아마

Scheme 1. The synthesis of hyaluronic acid hydrogels prepared

with putrescine and DMTMM or EDC/NHS under the neutral pH

condition.

Figure 5. SEM image of hyaluronic acid hydrogels. Scale bar = 200 m.
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이드기의 형성뿐만 아니라 상대적으로 불안정한 에스테르기

의 형성이 동반되기 때문에27 팽윤 및 분해 거동 실험 중 물

에 의한 에스테르기의 분해가 먼저 진행되어 하이드로젤의

분해를 촉진하기 때문으로 판단된다.

히알루론산 하이드로젤의 세포 적합성 확인. Figure 7(a)

의 MTT assay 결과는 용출물을 처리하지 않은 control군과

비교를 하였을 때, HPDM 용출물에서의 HDFs의 생존율이

90% 이상으로, HPDM의 세포 적합성을 나타내었다. 반면에,

HPEN 용출물에서의 HDFs의 경우, 세포 생존율이 70% 이하

로, HPEN의 성분이 세포의 성장을 저해하는 것을 확인하였

다. Figure 7(b)는 각각 24시간, 48시간 동안 하이드로젤 용

출물과 함께 배양한 HDFs의 사진으로, HPDM 용출물에서의

HDFs의 경우, control과 유사한 형태인 반면, HPEN 용출물

중에서의 HDFs는 전체적으로 둥근 형태를 나타냈다. 이는

제거가 되지 않은 미반응물 때문으로 판단하여, HPEN를

1 mM HCl 수용액으로 처리하여 미반응물을 제거하고 용출

Figure 6. (a) Swelling behavior of hyaluronic acid hydrogels in 1x

PBS; (b) Degradation behavior of hyaluronic acid hydrogels in 50

U/mL hyaluronidase (n=4).

Figure 7. Cytocompatibility test of HPDM and HPEN: (a) MTT

assay; (b) HDFs morphology after 24 h, 48 h of culture. Scale bar

= 200 m (n=4).

Figure 8. Cytocompatibility test of HCl treated HPEN and HPEN:

(a) MTT assay; (b) HDFs morphology after 24 h, 48 h of culture.

Scale bar = 200 m (n=4).
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물에 의한 세포 적합성을 MTT assay로 비교 평가하였다.

Figure 8(a)의 MTT assay 결과는 용출물을 처리하지 않은

control군과 비교를 하였을 때, 1 mM HCl 처리된 HPEN 용

출물에서의 HDFs의 생존률이 90% 이상으로 높아지는 결과

를 확인할 수 있었다. Figure 8(b)에서 볼 수 있는 것처럼 하

이드로젤 용출물과 함께 배양한 HDFs의 형태는 약산 처리

전의 결과에 비해(Figure 7(b)), 48시간 배양 이후에도 정상

세포의 형태를 유지하고 있었다. 따라서, MTT assay의 결과

를 통해서 생체 내에 존재하는 물질인 putrescine과 DMTMM

로 제조한 히알루론산 하이드로젤은 90% 이상의 세포 적합

성을 가졌고, putrescine과 EDC/NHS로 제조한 하이드로젤과

달리 약산에 의한 미반응물 제거 공정이 필요하지 않음을 확

인할 수 있었다.

결 론

DMTMM 및 EDC/NHS를 이용한 가교 반응 중 히알루론

산의 분해를 최소화하기 위해, 중성의 pH 조건에서 diamine

인 putrescine의 존재 하에 히알루론산 하이드로젤을 제조하

고 이들의 물성을 비교 분석하였다. DMTMM 및 EDC/NHS

모두 putrescine의 존재 하에 아마이드기를 형성하였고,

putrescine과 가교제의 몰비에 따라 하이드로젤의 가교 정도

를 조절할 수 있었다. Putrescine과 가교제의 몰비가 높을수

록 hyaluronidase에 대한 분해 저항성을 가졌지만, HPEN의

경우, HPDM에 비해서 상대적으로 분해에 대한 저항성이 떨

어졌다. HPDM에서의 용출물 실험 결과, HDFs 생존률은 48

시간 동안 90% 이상으로 우수한 세포 적합성을 나타냈지만,

HPEN의 경우 약산 처리 공정 이후 HPDM와 비슷한 세포 적

합성을 보였다. 이상의 실험을 통해, 중성의 pH에서도

putrescine을 이용하여 생체친화성이 우수한 히알루론산 하이

드로젤을 제조할 수 있음을 확인할 수 있었다.
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