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초 록

본 연구에서는 메틸셀룰로오스 유도체를 주사슬로 사용하여 글루

탐산이 접합 된 약물전달체를 합성하고 두 가지 약물을 함께 담지 

함으로써 약물 동시전달시스템으로서의 가능성을 확인하였다. 메틸

셀룰로오스를 산화시켜 폴리에틸렌이민 (분자량 2000 Da)으로 그

라프팅하여 일차아민을 도입한 후 폴리글루탐산을 개환중합을 통해 

합성함으로서 말단에 카르복시기를 갖는 새로운 약물전달체 MCPE

를 합성하였다. 약물전달체의 화학적 구조는 1H NMR과 FT-IR을 

통해 확인하였다. 폴리에틸렌이민은 메틸셀룰로오스의 단위 글루코

오스 9.6개 당 하나가 도입되었으며 글루탐산은 MCPEI2k 단위체 

당 각각 5.3, 13.2, 44개가 도입된 것을 확인하였다. 반응시킨 글루

탐산 당량에 따라 각각의 고분자를 MCPE1, MCPE2.5, MCPE5로 

명명하였다. SEC를 이용해 상대분자량을 측정하였고, 산-염기 적

정실험을 통해 각각의 고분자가 19.43, 20.21, 20.47%의 완충용량

을 가짐을 확인하였다. 이 중 약물이 담지 된 후에도 가장 안정적인 

구조를 유지하는 MCPE2.5 고분자를 이용해서 독소루비신과 시스

플라틴을 담지 하였다. 독소루비신만 담지 한 복합체의 DLC (Drug 

loading Content)와 DLE (Drug loading Efficiency)는 4.4%와 

23%로 계산되었다. 두 약물이 모두 담지 된 복합체의 경우, 독소루

비신 DLC, DLE는 각각 8.7, 47.6%와 11.6, 65.6%, 시스플라틴은 

복합체 단위 질량 당 (g) 0.047, 0.025 mmol의 백금이 반응한 것

으로 계산되었다. 시스플라틴이 추가로 담지 되었을 때, 가교 형성

을 통해 독소루비신이 빠져나오는 것을 막아주어 독소루비신의 담
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지 효율을 높여준 것을 알 수 있었다. 약물-고분자 복합체의 전달 

효율을 높이기 위해 히알루론산 (분자량 100 kDa)과 섞어 입자를 

제조하였다. 입자의 형성은 DLS를 통해 확인하였으며, 두 약물이 

모두 담지 된 복합체의 경우 약 200 nm 크기의 안정적인 입자를 

형성하는 것을 확인하였다. 독소루비신 방출 거동 확인을 통해 시스

플라틴의 가교가 독소루비신의 급속한 방출을 억제해줌을 확인하였

다. 고분자의 세포독성을 확인하기 위해 MTT 실험을 진행하였고, 

MCPE 고분자와 히알루론산 모두 전체 농도 범위에서 독성이 거의 

없는 것을 알 수 있었다. 최종적으로 히알루론산과 복합화를 통해 

제조한 복합체의 암세포사멸효과를 확인함으로써 MCPE 고분자의 

약물 동시전달체로서의 가능성을 확인하였으며, 두 약물이 모두 담

지 된 경우에 두 약물이 각각 담지 되었을 경우의 효과의 합보다 

높은 효과를 보이는 것을 통해 두 약물의 상승효과를 확인하였다. 

주요어 : 약물전달시스템, 메틸셀룰로오스, 글루탐산, 독소루비신, 

시스플라틴

학 번 : 2017-26224
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제 1 장  서 론

약물전달시스템 (drug delivery systems, DDS)이란 치료 물질을 

체내로 전달하기 위해 사용하는 제형이나 장치를 일컬으며, 약물 방

출의 속도, 시간, 위치 등을 조절함으로써 부작용을 최소화하고 치

료효과를 높일 수 있다는 장점이 있다 [1]. 최근에는 나노기술의 발

전으로 입자나 젤과 같은 다양한 제형의 나노캐리어를 이용한 약물

전달시스템 연구들이 이루어지고 있다. 나노캐리어는 화학적 결합이

나 캡슐화 등의 방법으로 약물을 담지 할 수 있으며, 특이적인 표적

잔기 (targeting moiety)를 부착함으로써 원하는 부위로 전달할 수 

있을 뿐만 아니라 약물을 안정화 시키고 혈액순환시간을 연장하여 

치료효과를 향상시킬 수 있다 [2].

다양한 질병 중에서도 암 치료를 위한 약물전달시스템 연구들이 

많이 진행되고 있는데, 그 중에서도 두 가지 또는 그 이상의 약물을 

동시에 전달하는 병합요법 (combination therapy)이 주목받고 있

다. 다른 메커니즘을 갖는 약물을 동시에 전달함으로써 치료효과를 

증진시키고 부작용과 약물저항성을 줄일 수 있으며 특히, 독소루비

신 (doxorubicin)과 시스플라틴 (cisplatin)의 조합은 강한 상승효

과를 나타낸다고 알려져 있다 [3, 4]. 독소루비신은 DNA 사이에 

삽입 (intercalation) 되거나 세포 내에서 자유라디칼을 형성하여 

독성을 나타내며, 시스플라틴은 DNA와 결합하여 DNA의 복구 메

커니즘을 막아 독성을 나타낸다고 보고되어 있다 [5]. 하지만 두 약

물 모두 심장 독성이나 신장 독성과 같은 심각한 부작용을 야기하

며, 약물에 대한 저항성이 빈번하게 발생하므로 두 약물을 안정적으
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로 전달할 수 있는 전달체가 필수적이다 [6, 7].

약물 전달을 위한 재료로는 고분자나 리포좀 [8], 탄소나노튜브, 

산화 그래핀과 같은 탄소 유래 물질 [9, 10], 실리카와 같은 무기

물 [11] 등이 있다. 이 중에서도 고분자를 이용한 연구들이 많이 

진행되고 있는데, 특히 천연고분자인 다당류는 자연계에 풍부하며 

높은 생체적합성과 생분해성을 가질 뿐만 아니라 다양한 작용기를 

가지고 있어 개질이 용이하기 때문에 응용가능성이 높다. 현재까지 

키토산이나 [12] 알지네이트 [13], 덱스트란 [14] 등의 다당류를 

활용한 여러 연구들이 보고되었다. 

메틸셀룰로오스 (methyl cellulose, MC)는 셀룰로오스 에테르 유

도체로 2, 3, 6번 탄소의 하이드록시기 중 일부가 메틸기로 치환된 

형태를 가진다. 메틸기의 치환으로 용해도가 증진되며 치환도에 따

라 소수성 부분과 친수성 부분이 불균일하게 형성되어 있는 양친매

성 (amphiphilic)의 고분자 이다 [15]. 뛰어난 생체적합성을 바탕

으로 유화제, 증점제, 약물전달 등의 분야에서 다양하게 응용되고 

있다.

히알루론산 (hyaluronic acid, HA)은 세포외기질의 주성분으로 생

체적합성이 뛰어나며 하이드록시기와 카르복시기를 가지고 있어 화

학적 개질에 용이하다 [16]. 뿐만 아니라 암세포에서 과 발현 되는 

CD44를 비롯한 다양한 수용체와 상호작용이 가능해 암세포를 표적

으로 하는 약물전달시스템에서 유용하게 사용된다 [17]. 

폴리글루탐산 (poly(glutamic acid), PGA)은 아미드 결합으로 연

결된 생체고분자로 생체적합성이 뛰어나고 곁가지에 카르복시기를 

가지고 있어 다른 작용기나 약물 등과 공유결합을 형성할 수 있어 

약물전달체로서 많이 활용되어 왔다 [18]. 특히 α 탄소에서 아미드 
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결합을 형성하는 α-PGA의 경우 N-carboxyanhydride (NCA)를 

이용한 중합을 통해 쉽게 합성할 수 있으며 다른 고분자와의 공중

합체 형성에도 용이하여 다양한 형태로 응용되고 있다 [19]. 

본 연구에서는 생체적합성이 뛰어난 메틸셀룰로오스를 주사슬로 

활용하여 약물전달체를 개발하였다. 메틸셀룰로오스의 산화를 통해 

폴리에틸렌이민과의 공중합체를 형성함으로써 추후 반응이 가능한 

아민기를 도입하였으며, 개환중합을 통해 폴리글루탐산을 연결하여 

최종적인 MCPE 고분자를 합성하였다. 폴리글루탐산 곁가지의 카르

복시기를 이용해 항암제인 독소루비신과 시스플라틴을 함께 담지 

하여 약물 동시 전달시스템으로 활용하고자 하였으며, 약물이 담지

된 전달체의 세포내부로의 전달효율을 높이기 위해 히알루론산과 

복합화 하여 입자를 제조하였다. 합성한 약물전달체의 물리∙화학적 

특성을 분석하였고, 두 약물을 동시 전달하였을 때의 상승적인 암세

포 사멸 효과를 확인함으로써 약물 동시 전달체로서의 가능성을 확

인하였다. 
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제 2 장  문헌연구

2.1 다당류를 이용한 약물전달시스템

2.1.1 메틸셀룰로오스 기반의 약물전달시스템

셀룰로오스는 자연계에 존재하는 가장 풍부한 천연고분자로 β

-(1→4)-글리코시드 결합 (glycosidic bonds)으로 연결되어 있다 

[20]. 화학적 개질을 통해 다양한 물성의 조절이 가능하기 때문에 

오래전부터 다양한 분야에서 이용되어 왔으며, 최근에는 생분해성과 

생체적합성이 뛰어나다는 점을 활용하여 생체 재료로 응용하고자 

하는 연구들이 활발히 진행되고 있다 [21].

다양한 셀룰로오스 에테르 유도체 중 하나인 메틸셀룰로오스 

(MC)는 2, 3, 6번 탄소의 하이드록시 그룹이 메틸기로 치환된 형

태로 셀룰로오스의 물리화학적 특성을 유지하면서 양친매성을 가진

다는 특징이 있다 (Figure 1) [22]. MC 기반의 약물 전달시스템

은 주로 온도에 따른 졸-겔 변이 특성을 활용하는 경우가 많다. Li 

등은 스테아르산 (stearic acid)으로 개질한 MC 하이드로젤을 제조

하여 항HIV제인 테노포비르 (tenofovir)를 전달하고자 하였으며 

[23], Jamard 등은poly(N-tert-buylacrylamide) (PNtBAm)을 

그라프트하여 제조한 MC 나노젤을 덱사메타손 (dexamethasone) 

전달에 사용하였다 [24]. 나노입자 제형의 약물전달 연구는 Kim의 

콜산으로 개질한 MC 유도체 기반의 약물 전달시스템과 [25] Jeon

의 페닐보론산으로 개질한 MC 유도체 기반 약물 및 유전자 동시전

달시스템이 있다 [26]. 



- 5 -

Figure 1. Chemical structure of methyl cellulose,  

carboxymethyl cellulose and hydroxypropylmethyl cellulose.
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MC 외에도 여러 셀룰로오스 유도체들이 약물 전달시스템으로 사

용되는데, 대표적으로 카르복시메틸셀룰로오스 (CMC)와 하이드록

시프로필 메틸셀룰로오스 (HPMC)가 있다. Li 등은 생체적합성과 

생제거가능한 (bioeliminable) 특성을 활용하기 위해 CMC를 주 사

슬로 하고 (2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)methyl)oxirane, 

(ME2MO)으로 개질하여 독소루비신과 엔도스타 (endostar)의 동시 

전달 시스템으로 이용하였으며 [27], Butun 등은 CMC의 카르복시

기와 하이드록시기가 금속입자와 강한 상호작용을 가진다는 점을 

이용하여 sodium bis(2-ethylhexyl)sulfo-succinate), (AOT)를 

계면활성제로, divinylsulfone (DVS)를 가교제로 사용하여 자성 감

응성 약물전달체를 제조하였다 [28]. 또한, Ali 등은 methylene 

bisacrylamide  (MBAc)를 가교제로, benzoyl peroxide (BPO)을 

자유라디칼 개시제로 사용하여 HPMC에 메타아크릴산 (MAc)을 그

라프트하여 공중합체를 제조하였으며 벤라팍신 (venlafaxine) 전달

체로 사용하였다 [29]. 

2.1.2 히알루론산 기반의 약물전달시스템

히알루론산 (hyaluronic acid, HA)은 세포외기질의 주 구성요소로 

D-glucuronic acid 와 N-acetyl-glucosamine의 반복 단위로 구

성된 선형의 고분자이다 [30]. 하이드록시기와 카르복시기를 가지

고 있어 화학적 개질이 용이할 뿐만 아니라 많은 양의 물을 함유할 

수 있고, 뛰어난 생체적합성과 생분해성을 가지기 때문에 약물전달

을 포함한 의료용 분야에서 다양하게 응용되고 있다 [16]. 특히, 

HA는 암세포에서 과 발현되는 CD44, LYVE-1, RHAMM과 같은 

수용체와 결합해 내포작용 (endocytosis)을 유도할 수 있기 때문에 
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암을 표적으로 하는 약물전달시스템으로 많이 연구되고 있다 [17]. 

Fan 등은 HA의 카르복시기와 시스플라틴 (CDDP)의 백금 사이의 

공유 결합을 통해 pH에 감응성을 갖는 복합체를 제조하였다. 산 조

건에서 95 %의 CDDP가 효과적으로 방출되는 것을 확인하였으며, 

CD44에 의해 유도되는 내포작용으로 인해 HA-CDDP 복합체가 

약 2.5배 높은 암세포 표적화를 보이는 것을 확인하였다 [31]. 

Pedrosa 등은 HA에 소수성 입자인 11-Amino-1-undecanethiol 

hydrochloride (AT)를 그라프트하고 이황화 결합 (disulfide 

bond)를 가지는 1,4-Bis(3-[2-pyridyldithio]propionamido) 

butane (DPDPB)을 가교제로 사용하여 나노젤을 제조하였다. 나노

젤은 소수성 약물인 커큐민 (curcumin)과 심바스타틴 

(simvastatin)을 효율적으로 담지 하였으며 환원성환경에 감응하는 

방출 거동을 보였다 [32]. Zhao 등은 파크리탁셀 나노결정을 중심

으로 도파민 (dopamine)과 인도시아닌그린 (indocyanine green, 

ICG), HA를 차례로 코팅하여 LBL (layer-by-layer) 구조를 가

진 나노입자를 제조하였다. 나노입자는 근적외선 영역에서 ICG에 

의해 향상된 광열효과 (photothermal effect)와 세포독성을 보였으

며 CD44에 의해 유도되는 내포작용으로 인해 높은 암세포 표적화

를 보이는 것을 확인하였다 [33].

2.1.3 기타 다당류의 약물전달시스템으로서의 활용

MC, HA 외에도 생체적합성과 안정성, 물리∙화학적 특성이 뛰어난 

덱스트란, 키토산, 알지네이트와 같은 다양한 다당류들이 약물 전달 

시스템으로 활용되고 있다 [34]. Xu 등은 다당류의 하이드록시기와 

알데히드기의 상호간의 변화가 가능하다는 점을 이용하여 덱스트란 
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(Dex)의 알데히드기와 독소루비신 아민기 사이의 옥심 (oxime) 형

성 반응을 통한 약물전달 시스템을 개발하였으며, 산 조건에서의 감

응성을 이용하여 효과적으로 독소루비신을 전달하였다 [14]. 

Huang 등은 카르복시 메틸기로 개질한 키토산에 개환중합을 통해 

폴리글루탐산 (poly(ɣ-benzyl-L-glutamate))를 그라프트하여 공

중합체를 제조하였으며 키토산과 글루탐산의 반응 비에 따른 특성

의 차이를 확인하고, 이를 FITC-dextran의 전달에 이용하였다 

[12]. Jiang 등은 팔미트 무수물 (palmitic anhydride)로 개질한 

키토산으로 마이셀 (micelle)을 제조하여 소수성 약물인 이부프로

펜 (ibupropen, IBU) 전달에 사용하였으며 [35], Zhao 등은 가지

형의 폴리에틸렌이민과 알지네이트로 나노복합체를 제조하여 전하

에 의해 야기되는 독성을 감소시켰으며, 약물·유전자 동시전달체로 

사용하였다 [36]. 

2.2 폴리글루탐산을 이용한 약물전달시스템

2.2.1 의료용 소재로서의 폴리글루탐산의 특징

폴리글루탐산 (polyglutamic acid, PGA)은 아미드 결합으로 연결

된 음전하의 생체고분자로서 식품이나 화장품, 의학, 제약과 같은 

다양한 분야에서 폭넓게 사용되고 있다 [17]. 아민기가 부착되는 

카르복시기의 위치에 따라 α와 ɣ 두 종류의 isoform을 가지는데 

(Figure 2), ɣ-PGA 은 바실러스 (Bacillus sp.)와 같은 박테리아

에 의해 생산되며, α-PGA는 주로 ɣ-위치가 차폐된 L-글루탐산 

N-Carboxyanhydride (NCA)의 중합에 의해 합성 된다 [17]. 

ɣ-PGA는 D-와 L-glutamic acid로 구성된 수용성의 폴리아미드
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로 곁사슬에 반응성이 있는 카르복시기를 가지므로 다른 작용기들

이나 약물과 공유결합을 형성할 수 있어 생체재료로서 활용되고 있

다 [16]. 주로 항생제나 백신, 유전자 등을 전달하기 위한 입자로 

사용되거나 [37, 38] 추가적인 가교를 통해 조직 공학을 위한 스캐

폴드로 사용되고 있다 [39]. α-PGA는 ɣ-PGA에 비해 아미드결

합 사이의 거리가 짧기 때문에 유연하며, 합성 기술의 발전으로 선

형뿐만 아니라 덴드리머와 같은 독특한 구조로도 제조가 가능하다 

[16]. 또한 면역원성이 없고 (non-immunogenic), 리소좀 효소에 

의해 분해되기에 적합하다는 장점이 있다. 뿐만 아니라 ɣ-PGA처

럼 카르복시산염을 곁사슬로 가지기 때문에 결합에 용이하고 [40], 

체내 pH에서 음전하를 띠어 LBL 필름과 같은 형태로 이용되고 있

다 [41]. 

2.2.2 약물전달시스템에서의 폴리글루탐산의 활용

PGA는 주로 글루탐산 곁가지의 카르복시기를 이용해 정전기적 

상호작용이나 공유결합을 통해 약물을 담지 하여 전달체로 활용하

고 있다. Huang 등은 가지형의 폴리에틸렌이민 (poly 

-ethyleneimine, PEI)을 중심으로 하여 폴리글루탐산 (PLG)과 폴

리에틸렌글리콜 (poly(ethylene glycol), PEG)을 연결하여 별 모

양의 공중합체를 합성하였다. PLG 블록은 체내 pH에서 음전하를 

띠어 양전하의 염료인 크리스털바이올렛 (crystal violet, CV)과 독

소루비신 (DOX∙HCl)을 효율적으로 담지 하였으며, pH가 감소하였

을 때 PLG가 양성자화 (protonation)되어 담지 된 분자를 빠르게 

방출하는 것을 확인하였다 [42]. Song 등은 폴리에틸렌글리콜-폴

리글루탐산-폴리페닐알라닌 (poly(L-phenylalanine), Phe) 삼중
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Figure 2. Chemical structure of α- and γ-poly(glutamic 

acid).
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블록 공중합체를 제조하여 시스플라틴 (CDDP)과 파크리탁셀 

(paclitaxel, PTX) 동시 전달에 이용하였다. PTX는 내부의 

P(Phe)와의 소수성 상호작용에 의해 담지 되고, 시스플라틴이 중간

의 P(Glu)에 킬레이트화 되면서 가교를 형성하여 두 약물이 동시에 

담지 된 마이셀을 형성하였다. CDDP의 가교가 PTX의 초기의 급격

한 방출 (initial burst)을 막아주어 효과적인 치료효과를 가짐과 동

시에 두 약물이 상승효과를 가짐을 확인하였다 [43]. Wang 등은 

이황화결합을 갖는 dithiodipropionic acid를 도입하여 환원성환경

에 감응성을 갖는 폴리에틸렌글리콜-폴리글루탐산 시스플라틴 복합

체를 합성하였다. 시스플라틴 전구약물 (prodrug)은 글루탐산 곁가

지에 공유결합으로 연결되었으며, 환원성 환경에 감응하여 약물을 

방출하고 그에 따른 항암효과를 보이는 것을 확인하였다 [44]. 

Liang 등은 ɣ-PGA와 폴리락타이드 (poly(lactide))로 구성된 공

중합체를 합성하여 파크리탁셀 (PTX) 전달에 이용하였다. 갈락토

사민으로의 개질을 통해 간암세포를 표적화 하였으며, 낮은 독성뿐

만 아니라 HepG2 세포 주에서 임상으로 이용되는 PhyxolⓇ 과 유

사한 효과를 보임을 확인하였다 [45]. Xiong 등은 에스터화 반응을 

통해 ɣ-PGA를 구연산 (citric acid, CA)으로 개질하여 시스플라틴 

전달체를 합성하였다. 개질을 통해 카르복시기의 양이 증가함에 따

라 용해도가 증가하고, 시스플라틴이 약 65 %의 높은 효율로 담지 

되는 것을 확인하였다 [46]. 

2.3 병합요법을 위한 약물동시전달시스템

2.3.1 병합요법을 이용한 암 치료
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항암제를 이용한 화학 치료는 수술, 방사선 치료와 함께 암을 치

료하는 대표적인 방법 중 하나이다. 전통적인 단일요법은 종양 형성

을 야기하는 변이나 전이와 같은 암의 생리학적 복잡성을 극복하기 

어려울 뿐만 아니라 다중약물내성 (multi-drug resistance, MDR)

을 유도할 수 있어 원하는 치료효과를 얻기 어렵다 [47]. 병합요법 

은 두 가지 또는 그 이상의 항암제를 함께 투여하는 방법으로 각각

의 약물 투여량을 줄여 systemic toxicity를 최소화하는 동시에 상

가 또는 상승효과에 의해 치료의 효율을 최대화 할 수 있다는 장점

이 있다 [48]. 병합요법을 실시할 때에는 일반적으로 각각 적절한 

양을 사용할 수 있도록 약물의 독성이 겹치지 않아야 하고, 넓은 범

위에서 약물 저항성을 막기 위해 다른 메커니즘으로 작용하며 교차

저항성을 최소로 하는 조합을 사용해야한다 [49]. 하지만 조건에 

적합한 조합을 사용하더라도 정상조직에 대한 독성과 원하는 위치

에서의 바람직한 효과를 얻기가 힘들기 때문에 체내에 적용하기 위

해서는 적절한 담지체가 필수적이다 [50]. 

Camacho 등은 PEG로 개질한 리포좀을 독소루비신과 5-플루오

로우라실 (fluorouracil) 동시 전달에 이용하였으며 [44], Liu 등은 

다공성의 실리콘 (PSi) 입자와 아세탈화된 덱스트란 (AcDX) 매트

릭스로 구성된 나노복합소재를 파크리탁셀과 소라페닙 (sorafenib), 

메토트렉세이트 (methotrexate) 동시 전달에 이용하였다 [51]. 또

한, Wang 등은 TPGS2000과 PEG2000-DSPE로 구성된 고분자 

마이셀을 독소루비신과 커큐민 동시 전달에 이용하였으며 [52], 

Chin 등은 인테그린 표적화 펩타이드로 개질한 다중벽 

(multi-walled)  탄소나노튜브 (MWCNT)를 시스플라틴과 독소루

비신 동시 전달에 이용하였다 [43]. 
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2.3.2 독소루비신과 시스플라틴의 동시전달시스템

독소루비신은 대표적인 안트라사이클린계 항암제로 DNA 사이에 

삽입되어 토포이소머라아제 Ⅱ (topoisomerase Ⅱ)의 활성을 저해

하여 DNA 복구를 막거나 산화환원 과정에서 생성되는 자유라디칼

이 세포막이나 핵산 등을 손상시켜 암세포를 억제 한다 (Figure 3) 

[53]. 시스플라틴은 백금 원자에 2개의 염소와 암모니아가 배위된 

화합물로 퓨린 염기와 결합해 DNA의 알킬화를 유도하여 DNA 복

구 메커니즘을 방해해 세포사멸을 야기한다 [54]. 독소루비신과 시

스플라틴을 조합한 병합요법은 여러 연구에서 사용되고 있는데, 독

소루비신에 의한 토포이소머라아제 Ⅱ의 억제가 시스플라틴에 의한 

DNA 손상을 효과적으로 복구하는 것을 저해하여 상승효과가 발생

한다고 알려져 있기 때문이다 [55]. 

Lee 등은 독소루비신이 담지된 리포좀을 콜레스테롤 말단을 가진

폴리아크릴산 (poly(acrylic acid)으로 개질하여 Polymer-Caged 

Nanobin (PCN)을 제조하고, 아세틸라이신 (acetyllysine)으로 개

질한 시스플라틴 전구 약물을 PCN과 연결하여 동시 전달 시스템을 

만들었다. 합성을 통해 약물을 연결함으로써 두 약물의 비율을 정확

하게 조절하였으며, 약물이 함께 담지 된 전달체가 두 약물만을 동

시에 사용하거나 한 가지 약물만을 담지 한 PCN을 동시에 사용하

는 경우에 비해 높은 항암효과를 나타내는 것을 확인하였다 [56]. 

Li 등은 숙신산 (succinic acid)로 개질한 덱스트란 (Dex-SA)에 

정전기적 상호작용으로 독소루비신을 담지하고 시스플라틴을 가교

제로 사용하여 나노 입자를 제조하였다. 시스플라틴의 가교를 통해 

나노 입자의 안정성과 tolerability를 향상시켰으며,  두 약물의 상

승효과로 인해 높은 암세포 억제효과가 나타나는 것을 확인하였다 
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Figure 3. Chemical structure of cisplatin and doxorubicin.
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[57]. Wu 등은 메타아크릴산을 단량체로, N, N-bis- 

(acrylolyl)cystamine, BAC)를 가교제로 하여 아크릴산 기반의 나

노젤을 제조하고, PEG-folate로의 개질을 통해 약물전달체를 만들

었다. 약물만을 사용했을 때에 비해 암세포로의 높은 축적을 확인하

였으며 0.84의 combination index (CI)를 가져 높은 상승효과를 

보임을 확인하였다 [58]. 
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제 3 장 재료 및 방법

3.1 재료

Methyl cellulose (15 cPs), triphosgene, hydrobromic acid 

solution (33 wt.% in acetic acid)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, 

U.S.A.)에서 구입하였으며 sodium periodate (NaIO4), sodium 

borohydride (NaBH4)는 Junsei (Tokyo, Japan)에서 구입하였다. 

Trifluoroacetic acid, L-Glutamic aicd γ-benzyl ester는 Alfa 

Aesar (Haverhill ,U.S.A.), diethyl ether, n-hexane은 Daejung 

(Siheung, Korea), tetrahydrofuran, cis-diamminedichloro- 

platinum (Ⅱ) (cisplatin)은 Tokyo Chemical Industry (Tokyo, 

Japan)에서 구입하였다.  Dimethylsulfoxide (DMSO)는 Merck 

(Darmstadt, Germany), polyethyleneimine (brancehd, 

molecular weight: 2000 Da)은 Polysciences, Inc. (Warrington, 

England)  에서, 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyl 

tetrazoliumbromide (MTT)는 Gold BiotechnologyⓇ (St. Louis, 

U.S.A),  doxorubicin hydrochloride는 MedChem ExpressⓇ 

(Kingston, U.S.A.)에서 구입하였다. D2O, trifluoroacetic acid-D 

(D, 99.5%)는 Cambridge Isotope Laboratories (Tewsbury, 

U.S.A.)에서 구입하였으며, Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM), Dulbecco’s phosphate buffered saline 

(DPBS), 0.25% trypsin-EDTA, Fetal bovine serum (FBS), 

penicillin/ streptomycin은 Invitrogen (Carsbad, U.S.A)에서 구

입하였다. 
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3.2 실험방법

3.2.1 메틸셀룰로오스 유도체 기반 고분자의 합성

3.2.1.1 개환 중합을 위한 단량체의 합성

개환 중합 (Ring Opening Polymerization, ROP)을 이용한 고분

자의 합성을 위해 단량체로 N-카르복실무수물 (N- 

Carboxyanhydride, NCA)을 합성하였다. NCA의 합성은 Daly의 

연구를 바탕으로 진행하였다 [59]. Benzyl기로 활성이 차단된 글루

탐산 (L-Glutamic acid γ-benzyl ester, BGlu)을 

tetrahydrofuran  (THF)에 분산시키고 각 아미노산 몰 비의 3배

에 해당하는 양의 triphosgene/THF 용액을 천천히 넣어준 후 5

0℃에서 3시간 동안 완전히 투명해질 때까지 반응시켰다. 반응 후 

16시간 동안 n-hexane 에서 용매 확산 (solvent diffusion)에 의

한 재결정화 (recrystallization) 통해 정제함으로써 BGlu-NCA를 

얻었다 [60].

3.2.1.2 개환중합을 이용한 MCPE의 합성

먼저 주 사슬로 활용될 메틸셀룰로오스 (methyl cellulose, MC)-

폴리에틸렌이민 (polyethyleneimine, PEI) 공중합체(MCPEI2k)를 

합성하였다. 합성 과정은 Kim의 방법을 참고하였다 [61]. 우선 8

0℃의 물 25 mL에 1 g의 MC를 교반하며 분산시킨 후, 40 mL의 

4℃ 물을 넣어주었다. 이후 4℃에서 30분 동안 보관하였다. MC가 

완전히 물에 용해된 것을 확인한 후, MC와 같은 몰 비의 과요오드

산나트륨 (NaIO4)이 녹아있는 수용액을 드롭방식으로 넣어주어 산

화반응을 진행하였다. 24시간 동안 18℃에서 빛을 차단한 상태로 
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진행하였다. 반응 후 생성물은 셀룰로오스 투석막 (MWCO: 

6000-8000, Spectrum Laboratories, Inc., U.S.A)에서 2일 동안 

투석하여 정제하였다. 투석이 완료되면 필터(CA: 0.45 μm, 

MinisartⓇ Syringe Filter, Sartorius Stedim Biotech GmbH, 

Germany)로 거른 후, 동결건조를 통해 알데히드기가 존재하는 산

화 메틸셀룰로오스 (oxidized methyl cellulose, OXMC)를 얻었다. 

이어서 분자량 2000 Da의 가지형 PEI (PEI2k)를 붙이기 위해 

OXMC 단위 글루코오스의 5배당량의 PEI2k를 물에 분산시켰다. 

PEI2k 수용액을 OXMC 수용액에 드롭방식으로 넣어준 후, 빛을 차

단한 상태로 24시간 동안 18℃에서 교반하였다. 반응 직후 남은 알

데히드기를 환원시키고,  안정한 아민결합을 형성시키기 위해 

OXMC 단위 글루코오스와 같은 몰 비의 수소화붕소나트륨 

(NaBH4) 수용액을 드롭방식으로 넣어 준 후 같은 조건에서 24시

간 동안 더 반응시켰다. 반응 종료 후 셀룰로오스 투석막 (MWCO: 

6000-8000)을 이용해 10일 간 투석을 통한 정제 후, 동결건조 하

여 MCPEI2k를 얻었다.  

  마지막으로 개환 중합을 이용하여 메틸셀룰로오스-폴리에틸렌이

민-글루탐산 (Glutamic acid, E) (MCPE)을 합성하였다. 

BGlu-NCA는 PEI의 아민 개수 대비 1/4을 기준으로 1, 2.5, 5배

당량으로 준비하였다.  BGlu-NCA와 MCPEI2k를 각각 10 mL, 

40 mL의 dimethylsulfoxide (DMSO)에 분산시킨 후, 

MCPEI2k/DMSO 용액에 BGlu-NCA/DMSO 용액을 드롭방식으로 

넣어주었다. 3일간 45℃에서 반응시킨 후, 1일간 투석(MWCO: 

3500)을 통해 DMSO를 제거한 뒤  동결건조 하였다. BGlu의 

Benzyl기를 제거하기 위해 동결건조 된 생성물을 trifluoroacetic 
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acid (TFA)에 녹인 후 33% bromic acid in acetic acid를 TFA

대비 3:1의 부피비로 첨가하고 얼음을 이용하여 0℃에서 3시간 동

안 반응하였다. Diethyl ether 침전을 이용하여 미 반응물을 제거하

고 하루 간 투석 후 (MWCO: 3500) 동결건조 하여 MCPE1, 

MCPE2.5, MCPE5를 얻었다. 

3.2.2 MCPE의 특성 분석

3.2.2.1 1H NMR을 이용한 구조분석

단량체인 BGlu-NCA와 MC, OXMC, MCPEI2k, MCPE 각각의 

구조를 양성자 핵자기공명분광기 (1H NMR)로 확인하였다. 기기는 

600 MHz AVANCE 600 (Brucker, Germany)을 이용했으며 용

매는 단량체는 TFA-d (Cambridge Isotope Laboratoreis, Inc.)

를 그 외는 D2O (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.)를 사용

하였다. 

3.2.2.2 FT-IR을 이용한 구조분석 

  추가적인 MCPEI2k, MCPE1, 2.5, 5의 구조 분석을 위해 푸리에

변환-적외 분광 분석기 (Fourier Transform Infrared 

Spectrometry; FT-IR)을 이용하였다. 기기는 ATR (Attenuated 

Total Reflectnace) FT-IR (Nicolet 6700, Thermo Scientific, 

USA)를 이용하였다. 4000-650 cm-1의 파장 대에서 32번 반복 

및 8 cm-1의 파장간격으로 측정하였다.

3.2.2.3 SEC를 이용한 분자량 측정

크기 배제 크로마토그래피 (Size exclusion chromatography, 
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SEC, YL-9100, Young Lin Instrument, Korea)를 이용하여 고

분자의 분자량을 측정하였다. 시료는 10 mg/mL 농도로 준비하였고 

용매는 1% 포름산 (formic acid)을 사용하였다. Poly(ethylene 

glycol)을 standard로 사용하였고, Ultrahydrogel™ Linear 

(Waters, U.S.A) 칼럼을 이용하여 분속 유속 0.6 mL/min으로 측

정하였다. 

3.2.2.4 MCPE의 산-염기 적정

  MCPE 고분자의 완충효과를 확인하기 위해 산-염기 적정 실험을 

진행하였다. 각각의 MCPE 고분자 20 mg을 20 mL 0.1 M NaCl 

용액에 용해하였다. 1 M NaOH를 이용하여 고분자 용액의 pH를 

11로 맞춘 뒤 0.1 M HCl을 25 μL 씩 첨가하며 pH가 3이하로 떨

어질 때 까지 적정을 진행하였다. 용액의 pH 변화는 pH meter 

(SevenCompactTM pH/Ion meter S220, METTLER TOLEDO, 

Switzerland)를 이용하여 측정하였으며, 적정 결과를 참고하여 

MCPE 고분자들의 완충용량을 확인하였다. MCPE 고분자의 완충용

량은 다음의 식을 이용하여 계산하였다. 

완충용량 =  

∆×
×100 (%)

  ΔV HCl은 용액의 pH가 7.4에서 5.1까지 변화하는 과정에서 사

용된 HCl의 부피 (L)를 나타내고, mMCPE polymers는 사용된 고분자

의 20 mg 내에 존재하는 양성자화 가능한 아민의 몰수와 글루탐산

의 카르복시기 몰수의 합이다. 
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3.2.3 약물을 담지한 MCPE2.5의 제조 

3.2.3.1 독소루비신을 담지한 MCPE2.5의 제조

MCPE2.5 글루탐산의 카르복시기와 독소루비신 (doxorubicin, 

DOX) 아민기의 정전기적 상호작용에 의해 독소루비신을 담지 하였

다. 과정은 모두 25℃에서 빛을 차단한 채로 진행하였다. 먼저 고분

자 무게 대비 10%, 20%의 DOX·HCl을 증류수에 녹여 1 mg/mL

의 농도로 준비하였다. 5 mg/mL 농도의 MCPE2.5 수용액의 pH를 

7.4로 맞춘 후, 용액을 800 rpm으로 교반시키면서 독소루비신 수

용액을 각각 드롭방식으로 넣어주었다. 24시간 교반 후 하루 동안 

투석(MWCO: 3500)을 통해 미 반응 독소루비신을 제거하고 동결

건조 시켜 DOX가 담지된 MCPE2.5/DOX를 제조하였다. 

3.2.3.2 시스플라틴을 담지한 MCPE2.5의 제조

MCPE2.5 글루탐산의 카르복시기와 시스플라틴 (cisplatin, CIS)

의 백금 (Pt)의 킬레이트화 (chelation)에 의해 시스플라틴을 담지 

하였다. 과정은 모두 25℃에서 빛을 차단한 채로 진행하였다. 먼저 

글루탐산의 카르복시기 대비 2:1 의 시스플라틴을 증류수에 녹여 1 

mg/mL의 농도로 준비하였다. 5 mg/mL 농도의 MCPE2.5 수용액

의 pH를 7.4로 맞춘 후, 용액을 800 rpm으로 교반시키면서 시스

플라틴 수용액을 드롭방식으로 넣어주었다. 24시간 교반 후 하루 

동안 투석(MWCO: 3500)을 통해 미 반응 시스플라틴을 제거하고 

동결건조 시켜 CIS가 담지된 MCPE2.5/CIS를 제조하였다. 

3.2.3.3 독소루비신과 시스플라틴을 담지한 MCPE2.5의 제조

MCPE2.5 글루탐산의 카르복시기와 독소루비신의 아민기의 정전
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기적 상호작용과 시스플라틴의 백금의 킬레이트화에 의해 두 가지 

약물을 동시에 담지 하였다. 과정은 모두 25℃에서 빛을 차단한 채

로 진행하였다. 먼저 DOX·HCl을 증류수에 녹여 1 mg/mL의 농도

로 준비하였다. 5 mg/mL 농도의 MCPE2.5 수용액의 pH를 7.4로 

맞춘 후, 용액을 800 rpm으로 교반시키면서 독소루비신 수용액을 

드롭방식으로 넣어주었다. 24시간 교반 후, 시스플라틴 수용액 1 

mg/mL을 준비하여 드롭 방식으로 넣어 준 후 다시 24시간 교반하

였다. 여기서 독소루비신의 경우 고분자 무게 대비 20%로 고정하

였고, 시스플라틴의 경우 글루탐산의 카르복시기 대비 2:1, 5:1 로 

비율을 달리하여 2가지 종류의 약물담지체를 제조하였다. 이후 하루 

동안 투석(MWCO: 3500)을 통해 미 반응 독소루비신과 시스플라

틴을 제거하고 동결건조 시켜 DOX와 CIS가 함께 담지 된 

MCPE2.5/DOX/CIS를 제조하였다.

3.2.4 MCPE2.5/DOX, MCPE2.5/CIS, MCPE2.5/DOX/CIS의 

특성분석

3.2.4.1 MCPE2.5/DOX의 독소루비신 함량 확인

담지 된 독소루비신의 함량을 확인하기 위해 독소루비신의 형광 

값을 측정하였다. 먼저 DOX·HCl/DMSO 용액을 농도별로 준비하

여 96 well black plate에 100 μL씩 로딩한 후, 480 nm의 여기

(excitation) 파장을 조사하고 500-700 nm 범위에서의 형광 값을 

마이크로플레이트리더기 (Microplate reader Synergy H1, 

BioTek, USA)를 이용해 측정함으로써 독소루비신의 농도와 형광 

값 간의 칼리브레이션 커브를 구하였다. 이후 제조된 

MCPE2.5/DOX와 MCPE2.5/DOX/CIS를 DMSO에 용해시킨 후 형



- 23 -

광을 측정하였다. Drug loading content (DLC)와 drug loading 

efficiency (DLE)는 아래 식을 이용해 측정하였다. 

DLC(%) = (담지된 약물의 무게/고분자의 무게) × 100%

DLE(%) = (담지된 약물의 무게/사용한 약물의 무게) × 100%

3.2.4.2 MCPE2.5/CIS의 시스플라틴 함량 확인

담지 된 시스플라틴의 함량을 확인하기 위해 유도결합플라즈마질

량분석기 (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometer, 

ICP-MS)를 이용하여 시스플라틴의 백금 (Pt)을 정량하였다. 기기

는 Varian 820-MS (Varian, Australia)를 사용하였으며 시스플라

틴의 함량은 단위 질량당 킬레이트 화된 백금의 몰수와 글루탐산의 

카르복시기 대비 몰 비로 나타내었다. 

3.2.4.3 FT-IR을 이용한 MCPE2.5/CIS의 시스플라틴 킬레이트화 

확인

MCPE2.5의 카르복시기와 시스플라틴 Pt의 킬레이트화를 확인하

기 위하여 푸리에 변환-적외 분광 분석기 (Fourier Transform 

Infrared Spectrometry; FT-IR)을 이용하였다. 기기는 ATR 

FT-IR (Nicolet 6700, Thermo Scientific, USA)를 이용하였으

며, 4000-650 cm-1의 파장 대에서 32번 반복 및 8 cm-1의 파장

간격으로 측정하였다.

3.2.4.4 MCPE2.5/DOX/CIS의 독소루비신과 시스플라틴 함량 확

인
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담지 된 독소루비신과 시스플라틴의 함량은 3.2.4.1, 3.2.4.2와 동

일한 방법으로 정량하였다. 

3.2.5 MCPE2.5/DOX/HA와 MCPE2.5/DOX/CIS/HA 입자의 

제조

입자 형성과 CD44로 유도되는 암세포 표적화를 통해 약물-고분

자 복합체의 암세포로의 전달효율을 높이기 위해 복합체와 히알루

론산 (hyaluronic acid, HA, 100 kDa)을 섞어 MCPE2.5/DOX/ 

HA, MCPE2.5/DOX/CIS/HA 입자를 제조하였다. 약물-고분자 복

합체의 독소루비신 농도별 (0.5, 1, 2, 5, 10 μg/mL)로 고분자 함

량과 히알루론산의 함량 비를 1:1 로 하여 30분 간 incubation하여 

입자를 제조하였다. 

3.2.6 MCPE2.5/DOX/HA와 MCPE2.5/DOX/CIS/HA 입자의 

특성 분석

3.2.6.1 DLS를 이용한 MCPE2.5/DOX/HA와 MCPE2.5/DOX/   

CIS/HA 입자의 평균 입자 크기 및 표면전하 확인

MCPE2.5/DOX/HA, MCPE2.5/DOX/CIS/HA의 수용액 상에서의 

평균 입자 크기 및 표면전하는 동적광산란계 (dynamic light 

scattering, DLS)를 이용하여 측정하였다. 기기는 Zeta-size Nano 

ZS (Malvern Instruments, UK)를 이용하였다. 독소루비신 농도 5 

μg/mL를 기준으로 하여 그 때의 고분자 함량과 히알루론산의 함

량 비를 1:1 로 하여 입자를 제조한 뒤 측정하였다. 입자의 크기와 

표면전하는 각각 3번씩 측정하였다. 
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3.2.6.2 MCPE2.5/DOX/HA와 MCPE2.5/DOX/CIS/HA의 독소루

비신 방출 평가

   MCPE2.5/DOX/HA, MCPE2.5/DOX/CIS/HA의 독소루비신 방

출거동을 확인하기 위해 방출실험을 진행하였다. 실험은 37℃에서 

빛을 차단한 상태로 진행되었으며, 각각 pH 7.4, 5.0의 PBS 

(phosphate buffered saline) 용액에서 진행하였다. PBS의 pH는 

1 M HCl과 NaOH를 이용하여 맞추었다. 1 mL의 각각의 pH에 해

당하는 버퍼에 MCPE2.5/DOX, MCPE2.5/DOX/CIS를 독소루비신 

농도 기준 0.1 mg/mL로 녹인 후 복합체의 고분자 함량 대비 무게 

비 1의 히알루론산 수용액 (1 mg/mL)을 섞어 30분 간 incubation

하여 입자를 제조하였다. 이 후 이 용액을 MWCO 6000-8000 투

석막에 넣은 후 각각의 pH에 해당하는 버퍼 용액 10 mL이 들어있

는 코니컬튜브에 넣고 shaking incubator를 이용해 100 rpm으로 

교반시켰다. 정해진 시간별로 코니컬튜브에서 100 μL씩 취한 뒤 

새로운 버퍼용액 100 μL를 추가해주었다. 취득한 버퍼용액에 마이

크로플레이트리더기로 여기 파장 480 nm을 조사한 후 500-700 

nm 범위에서의 형광 값을 측정하였다. DOX·HCl의 PBS 용액에서

의 농도와 형광 값 간의 칼리브레이션 커브에 해당하는 값을 대입

하여 방출량을 계산하였다. 

3.2.7 MCPE2.5/DOX/HA, MCPE2.5/DOX/CIS/HA의 세포실

험

3.2.7.1 세포배양

MCPE 약물 전달 시스템의 세포실험을 위해 세 종류의 세포주를 

이용하였다. 암세포주로는 인간 자궁경부암세포 (human cervical 
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carcinoma cells, HeLa)와 인간 폐 선암종 상피세포 (human lung 

adenocarcinoma epithelial cells, A549)를 사용하였고, 비(非)암

세포주로는 쥐 근아세포 (mouse myoblast cell line, C2C12)를 

사용하였다. 세포는 10% FBS, 1% 페니실린 / 스트렙토마이신 

(penicillin/streptomycin)이 들어있는 배지로 37 ℃, 5% 이산화탄

소 조건 하에서 배양했으며, 모든 실험 과정에서 HeLa는 DMEM+ 

GlutaMAXTM-I, A549와 C2C12는 DMEM을 각각 배지로 사용하

였다. 

3.2.7.2 MCPE의 세포 대사 활성 확인

MCPE 고분자의 세포 대사 활성은 MTT assay를 이용하여 확인

하였다. 양성 대조군으로는 PEI25k를 사용하였으며 C2C12, HeLa, 

A549 세포에서 각각 진행하였다. 96 well 세포 배양 플레이트에 

세포는 1×104 cell/well 밀도로 100 μL씩 분주한 후 well의 

70-80% 정도로 증식하도록 24시간 배양하였다. 배양 후 배지를 

제거하고 10, 20, 30, 40, 60, 80, 100 μg/mL 농도의 PEI25k 

및 MCPE 고분자, HA가 포함된 배지 (FBS 미포함)를 준비하여 

100 μL/well로 4시간 처리 하였다. 이후 다시 FBS가 포함된 배지

로 모두 교환해준 후 24시간 동안 배양하였다. 다음으로, 각 well에 

2 mg/mL의 MTT 용액을 25 μL씩 처리하여 2시간 추가 배양한 

뒤 배지를 모두 제거한 후 well 마다 형성된 formazan 결정을 150 

μL의 DMSO로 용해하였다. 마이크로플레이트리더기를 이용하여 

570 nm 파장에서의 흡광도를 측정하여 세포 활성을 확인하였다. 

고분자를 처리하지 않은 세포의 흡광도 값에 대한 상대적인 세포 

활성도 (Relative cell viability, %)로 나타내었으며 실험은 3배수
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로 진행하였다. 

3.2.7.3 MTT실험을 통한 MCPE2.5/DOX/HA,  MCPE2.5/DOX/ 

CIS/HA의 암세포사멸능력 평가

제조된 MCPE2.5/DOX, MCPE2.5/DOX/CIS와 MCPE2.5/DOX/ 

HA, MCPE2.5/DOX/CIS/HA의 암세포사멸능력을 평가하기 위하여 

MTT 실험을 통해 세포 활성도를 확인하였다. 세포 분주는 96 

well 플레이트에 3.2.5.2와 같은 방법으로 진행했다. 배양 후 배지

를 제거하고 0.5, 1, 2, 5, 10 μg/mL의 독소루비신 농도에 따라 

MCPE2.5/DOX, MCPE2.5/DOX/CIS, MCPE2.5/DOX/HA,  

MCPE2.5/DOX/CIS/HA를 정량하였고 이렇게 시료가 용해된 배지 

(FBS 미포함)를 100 μL/well로 4시간  동안 처리하였다. 그리고 

각각의 농도에서의 같은 양의 DOX가 포함된 배지를 준비하여 동일

하게 4시간 처리하였다. 이후 다시 FBS가 포함된 배지로 교환해준 

후 24시간 동안 배양하였다. 이후 MTT 용액 처리와 생성된 

formazan 결정의 흡광도 측정 및 결과 정리는 다시 3.2.5.2와 동일

하게 진행하였다. 

또한 제조한 MCPE2.5/DOX/CIS/HA의 상승효과를 확인하기 위해 

추가적으로 MCPE2.5/CIS/HA의 실험을 진행하였다. 독소루비신 농

도가 0.5, 1, 2, 5, 10 μg/mL일 때 MCPE2.5/DOX/CIS/HA에 포

함 된 시스플라틴의 양과 동일한 양의 MCPE2.5/CIS/HA를 정량하

여 위와 같은 방법으로 MTT실험을 진행하였다. 
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제 4 장 결과 및 고찰

4.1 MCPE의 합성 및 특성 분석

4.1.1 MCPE의 합성

NCA (N-Carboxyanhydride)는 α-아미노산과 이산화탄소족 

(carbon dioxide group, O=C=O)으로 만들어지는 고리형의 무수

화물로 다양한 친핵체와 반응성이 높아 개환 중합의 단량체로 많이 

사용된다 [62, 63].  이 연구에서는 benzyl기로 카르복시기의 활성

을 차단한 글루탐산 (L-Glutamic acid γ-benzyl ester, BGlu)을 

이용하여 α-탄소의 아민기와 카르복시기에서 고리화가 발생하도록 

하여 BGlu-NCA를 제조하였다 (Figure 4).

폴리에틸렌이민 (Mw: 2000, 2k)을 메틸셀룰로오스 사슬로 도입

하기 위해 과요오드산 이온(IO4-)을 산화제로 사용하여 산화반응을 

진행하였다. 메틸셀룰로오스 단위체의 2, 3번 탄소의 다이올이 끊어

져 알데히드기를 형성하고, 여기에 폴리에틸렌이민의 일차아민이 반

응함으로써 Schiff base를 형성하였다. 이 이민 (imine, C=N)형태

의 결합은 매우 불안정하기 때문에 테트라히드로붕산이온(BH4-)을 

이용하여 다시 환원시킴으로써 안정한 아민 (amine, C-N) 형태로 

연결해주었으며, 반응에 참여하지 못한 알데히드도 모두 안정한 알

코올 그룹으로 환원되었다.

이후 메틸셀룰로오스 사슬에 연결된 폴리에틸렌이민의 일차아민을 

개시제 (macroinitiator)로 하여 개환 중합을 통해 MCPE를 합성하

였다. 폴리에틸렌이민의 전체 아민의 4분의 1을 기준으로 1, 2.5, 5



- 29 -

Figure 4. Synthesis scheme of BGlu-NCA.
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이용한 개환 중합은 일차 이차 아민이나 알코올, 물 등이 개시제로 

사용될 수 있으나 그 중 일차아민의 친핵성이 가장 강하기 때문에 

반응 조건에서는 일차아민을 개시제로 하여 개환중합 반응이 발생

한다 [64]. 반응 후 트리플루오로아세트산과 33% 브롬화수를 이용

해 benzyl 차폐기를 제거해주어 최종적으로 아미드 결합으로 글루

탐산이 연결된 메틸셀룰로오스-폴리에틸렌이민-폴리글루탐산 

(MCPE)을 합성하였다 (Figure 5).

4.1.2 1H NMR을 이용한 MCPE의 구조 분석

NCA 단량체 및 MCPE 고분자의 구조 분석은 양성자 핵자기공명

분광기 (1H NMR)를 이용하였다. 먼저 1H NMR을 이용하여 

BGlu-NCA의 합성을 확인하였다. NCA 구조 형성 전 BGlu의 α-

탄소는 3.8 ppm에서 peak가 나타난다. NCA 형성 후에는 α-탄소 

peak가 4.5 ppm으로 shift 되면서 NCA 합성 여부를 확인할 수 있

었다. 합성에 사용한 BGlu-NCA의 순도는 100%임을 확인 하였다 

(Figure 6).

BGlu-NCA; 1H NMR (TFA-d): δ(-COOCH2C6H5) = 7.3 (a), 

δ(-COOCH2C6H5) = 5.2 (b), δ(-CH2CH2COO-) = 2.7 (c), 

δ(-CH2CH2COO-) = 2.2-2.4 (d), δ(-NH2CHCOOH) = 3.8 

(e) δ(-CH2CHNHCOOCO) = 4.5 (f)

MC의 산화는 3.4 ppm에 나타나는 메틸기로 치환되지 않은 2번탄

소의 H(2-OH) peak이 사라진 것을 통해 확인하였으며 (Figure 

7), MC의 peak와 PEI peak를 비교하여 9.6개의 MC 단위체 당  
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Figure 5. Synthesis scheme of MCPE.
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Figure 6. 1H NMR spectrum of BGlu-NCA. (TFA-d, 

600MHz)
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Figure 7. 1H NMR spectra of (A) MC, (B)　 OXMC. (D2O, 

600MHz)
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1개의 PEI가 부착되었음을 확인하였다 (Figure 8). 

MC, OXMC; 1H NMR (D2O): δ(H-1) = 4.4-4.7, δ(OH-2) 

= 3.4, δ(OMe-2) = 3.1-3.2, δ(HO-3) = 3.5, δ(OMe-3) 

= 3.6, δ(H-4) = 3.7, δ(H-5) = 3.5, δ(H-6) = 3.8-4.0, 

δ(OMe-6) = 3.4

MCPEI2k; 1H NMR (D2O): δ(MC) = 3.1-4.0, 4.4-4.7, δ

(PEI) = 2.5-3.0

MCPE의 각각의 peak는 다음과 같이 분석하였으며, 합성은 MC 

peak와 글루탐산의 peak를 비교하여 확인하였다 (Figure 9). 

MCPE; 1H NMR (D2O): δ(MC) = 3.1-4.0, 4.4-4.7, δ

(-COCHNH-) = 4.2-4.5 (a), δ(-CHCH2CH2COOH) = 

1.9-2.5 (b), (c)

MC 단위체에 부착된 PEI 전체 아민의 4분의 1을 기준으로 1, 

2.5, 5배당량의 BGlu-NCA를 넣어주었으며 이 합성에서 사용한 

PEI는 분자량 2,000 Da의 분지형 PEI로 반복 구조 

(-CH2CH2NH-)를 약 46.6개 가지고 있다. 따라서 실제 feed 

ratio는 11.63개, 29.1개, 58.2개 이다. 1H NMR 확인 결과 MC 

단위체 당 각각 0.55개, 1.37개. 4.57개의 글루탐산이 부착된 것을  

확인하였다. 9.6개의 MC 단위체 당 하나의 PEI가 부착되어 있으므

로 최종적으로 5.3개, 13.2개, 44개의 글루탐산이 부착된 것을 확
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Figure 8. 1H NMR spectrum of MCPEI2k. (D2O, 600MHz)
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Figure 9. 1H NMR spectra of (A) MCPE1, (B) MCPE2.5, (C) 

MCPE5. (D2O, 600MHz)
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인하였다. 각각 단위체의 분자량은 약 4.83 × 104 Da, 5.99 × 

104 Da, 1.05 × 104 Da로 계산하였으며(Table 1), 넣어준 글루

탐산 당량에 따라 각각의 고분자를 MCPE1, MCPE2.5, MCPE5로 

명명하였다.  

4.1.3 FT-IR을 이용한 MCPE의 구조 분석

푸리에 변환-적외분광 분석기 (FT-IR)를 이용하여 추가적으로 

MCPE 고분자의 구조를 분석하였다 (Figure 10). 먼저 OXMC 스

펙트럼을 살펴보면, MC가 산화되면서 생성되는 알데히드기의 C=O 

peak가 1730 cm-1에서 나타난 것을 확인할 수 있다. MCPEI2k의 

경우 PEI가 결합되면서 생성되는 C-N 아민 peak가 1000-1350 

cm-1에서 나타났으며, PEI의 1차, 2차 아민의 peak가 760 cm-1와 

1570 cm-1에서 나타나는 것을 통해 PEI의 도입을 확인할 수 있었

다. 또한, 글루탐산을 연결한 MCPE 고분자의 경우 1, 2.5, 5 각각

의 경우 모두에서 PEI의 1차 아민과 글루탐산의 카르복시기에 의해 

형성되는 아미드 결합의 C=O peak가 1650-1670 cm-1에서 나타

났으며, 글루탐산 카르복시기의 C=O peak가 1550 cm-1에서 나타

나는 것을 확인하였다. 이를 통해 MCPEI2k에 글루탐산이 성공적으

로 도입되었음을 확인하였다.  

4.1.4 SEC를 이용한 분자량 측정

SEC를 이용하여 MCPE 고분자의 분자량을 측정하였다. PEG를 

standard로 활용하였고, 각 고분자의 크로마토그램과 분자량을 

Figure 11과 Table 2 에 나타내었다. 먼저 세 종류의 고분자 모두 

단봉형 (unimodal)의 peak 모양을 나타내어 합성과 정제가 잘 이
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MCPE1 MCPE2.5 MCPE5

Feed ratio

(the number of 

glutamic acid)

1 (11.6) 2.5 (29.1) 5 (58.2)

The number of 

glutamic acid per 

MCPEI2k unit

5.3 13.2 44

MW 

by 1H NMR (Da)
4.8 X 104 6.0 X 104 1.1 X 105

Table 1. Feed ratio, the number of glutamic acid per 

MCPEI2k unit and molecular weight of MCPE unit. All 

numbers are determined by 1H NMR
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Figure 10. FT-IR spectra of MC, OXMC, MCPEI2k, MCPE1, 

MCPE2.5, MCPE5.
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Figure 11. SEC chromatogram of MCPE polymers.
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MCPE1 MCPE2.5 MCPE5

Mw (Da) 1.0 X 104 1.2 X 104 1.6 X 104

Mn (Da) 4.2 X 103 6.1 X 103 9.5 X 103

PDI 2.48 1.96 1.68

Table 2. Molecular weight of MCPE polymers measeured by 

SEC (PEG standard)
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루어졌음을 알 수 있었다. 또한 MCPE1, 2.5, 5로 갈수록 

MCPEI2k 단위체 당 글루탐산의 수가 5.3, 13.2, 44개로 증가하는

데, 이에 따라 peak가 왼쪽으로 이동 (shift)하는 것을 확인할 수 

있었으며 중량평균 분자량이 각각 1.0 × 104 Da, 1.2 × 104 Da, 

1.6× 104 Da 으로 증가함을 확인하였다. 

4.1.5 MCPE의 산-염기 적정

MCPE 고분자는 MC 주사슬에 폴리에틸렌이민과 글루탐산이 연결

되어 있는 고분자로써 폴리에틸렌이민의 1차, 2차, 3차 아민과 글

루탐산 잔기인 카르복시산염 (carboxylate, COO-)의 양성자화에 

의해 엔도좀 완충 효과 (Endosome buffering effect)를 가질 수 

있다. 엔도좀 완충 효과란 넓은 pH 범위 내에서 수소이온 (H+)을 

받아들일 수 있는 것을 말한다 [65]. 전달체가 세포 내 이입을 통

해 세포내로 유입되면 ATPase 효소에 의해 엔도좀 내부로 다량의 

수소이온이 유입되는데, 이때 전달체가 양성자화 되면서 수소이온의 

유입을 촉진한다. 이에 따라 전하의 균형을 맞추기 위해 염화이온의 

유입이 동반되면서 삼투압에 의한 팽윤 현상으로 엔도좀의 물리적 

파괴가 발생하여 전달체의 엔도좀 탈출을 유도함으로써 약물의 전

달 효율을 높일 수 있다 [66].

본 연구에서는 MCPE 고분자의 산-염기 적정 실험을 통해 엔도좀 

완충 용량을 측정하였다 (Figure 12). MCPE 고분자의 완충용량은 

양성자화 가능한 아민과 카르복시기 몰수의 합 당 각각 19.43 %, 

20.21 %, 20.47 %를 나타내었다. 글루탐산의 비율이 증가할수록 

동일 질량 내에 존재하는 양성자화 가능한 아민의 몰수는 감소하지

만, 미세 환경에서 글루탐산이 고분자화 되면서 pKa 값이 변해 아
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Figure 12. Acid-base titration of MCPE polymers. (A) 

MCPE1, (B)MCPE2.5, (C)MCPE5.
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민과 같이 양성자화 가능하기 때문에 세 고분자 모두 유사한 완충

효과를 보이는 것을 알 수 있었다 [67]. 이러한 MCPE 고분자의 

엔도좀 완충효과는 MCPE 약물 전달체가 세포 내의 엔도좀으로 부

터 효과적으로 탈출하는 것을 가능하게 할 것이라 예상할 수 있다. 

4.2 MCPE2.5/DOX, MCPE2.5/CIS, MCPE2.5/ 

DOX/CIS의 특성 분석

4.2.1 MCPE2.5/DOX의 독소루비신 함량 확인

양친매성을 가진 독소루비신 (doxorubicin, DOX·HCl)의 아민과 

글루탐산의 카르복시기의 정전기적 상호작용을 이용해 약물을 담지 

하였다. 독소루비신 아민은 양전하를 띠고 글루탐산의 카르복시기는 

음전하를 띠도록 MCPE2.5 고분자 수용액의 pH를 7.4로 맞춘 후 

교반하며 독소루비신 수용액을 드롭방식으로 떨어뜨려주었다. 하루 

간의 교반 동안 정전기적 상호작용을 통해 독소루비신이 담지 되었

다. 

독소루비신의 함량을 측정하기 전에 농도별로 DMSO에 용해된 독

소루비신의 형광 칼리브레이션 커브를 완성하였다. 0.25, 0.5, 1, 

2.5, 5, 10, 12.5 μg/mL 농도에서 측정하였으며, 480 nm의 파장

을 조사했을 때 가장 큰 형광 값을 가진 595 nm의 값을 기준으로 

계산하여 y=1719.5x-46.874 (R2=0.998) 식을 얻었다. 

제조한 MCPE2.5/DOX 내의 독소루비신 함량을 확인하기 위해 

0.1 mg/mL 농도로 DMSO에 녹인 후 위와 같은 방법으로 480 nm

에서 형광 값을 측정하였다. 해당 형광 값을 대입하여 고분자 대비 

담지 된 약물의 비율을 의미하는 drug loading content (DLC)와 
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실험에 넣어준 약물 대비 고분자에 담지 된 약물의 비율을 의미하

는 drug loading efficiency (DLE)를 계산하였다 (Table 3). 고분

자의 무게대비 10%, 20%의 독소루비신을 반응시켰을 때, 각각 

3.2, 4,4%의 DLC 값과 33.06, 23.01%의 DLE 값을 갖는 것을 확

인하였다. 이에 따라, 추후 세포실험에 사용할 독소루비신의 비율과 

독소루비신과 시스플라틴 두 가지 약물을 모두 담지 할 때의 독소

루비신 비율을 20 %로 결정하였다. 

4.2.2 MCPE2.5/CIS의 시스플라틴 함량 확인

시스플라틴의 (cisplatin, CIS)의 백금 (Pt)과 글루탐산 카르복시

기의 킬레이트화 (chelation)를 이용해 약물을 담지 하였다.  

MCPE2.5 고분자 수용액의 pH를 7.4로 맞춘 후 교반하며 시스플

라틴 수용액을 드롭방식으로 떨어뜨려주었다. 하루 간의 교반 동안 

백금과 카르복시기의 킬레이트화에 의해 시스플라틴이 담지 되었다. 

제조한 MCPE2.5/CIS 내의 시스플라틴의 함량을 측정하기 위해 

ICP-MS를 이용해 백금의 양을 정량하였다. 글루탐산의 카르복시

기 몰 수 대비 2:1 의 시스플라틴을 반응시켰으며, 담지 된 시스플

라틴 백금의 질량 당 몰수와 카르복시기 대비 몰 비를 계산하였다 

(Table 4). 약물-고분자 복합체의 단위 질량 당 (g) 0.034 mmol

의 백금이 담지된 것을 확인하였으며, 글루탐산의 카르복시기 몰 수 

대비 70:1 로 시스플라틴이 반응한 것으로 나타났다. 

4.2.3 MCPE2.5/CIS의 시스플라틴 킬레이트화 확인

시스플라틴의 담지가 백금과의 킬레이트화에 의한 것인지를 확인하
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(DOX weight/polymer 

weight) X 100 (%)
10 % 20 %

DLC (%) 3.2 4.4

DLE (%) 33.1 23.0

Table 3. Calculation of drug loading content (DLC) and drug 

loading efficiency (DLE) values of MCPE2.5/DOX
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Feeding 

molar ratio of 

[COOH] : [CIS]

Resultant 

molar ratio of 

[COOH] : [CIS]

Mole of Pt 

per complex 

(mmol/g)

MCPE2.5/CIS 2 : 1 70 : 1 0.034

Table 4. Calculation of resultant molar ratio of [COOH]:[CIS] 

and mole of Pt per drug-polymer complex (mmol/g) of 

MCPE2.5/CIS. All numbers are determined by ICP-MS
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기 위해 푸리에 변환-적외분광 분석기 (FT-IR)을 이용하여 제조

한 MCPE2.5/CIS를 분석하였다 (Figure 13). 시스플라틴의 염소 

원자가 글루탐산 곁가지 카르복시기의 수소 원자로 치환되면서 –

Pt-OOC- 결합이 형성되는데 [68], 이 결합으로 인해 MCPE2.5

의 1200 cm-1에서 나타난 C-O의 stretch peak가 MCPE2.5/CIS

에서 약해지는 것을 확인하였다 [69]. 이를 통해 시스플라틴의 담

지가 백금과 카르복시기 간의 결합으로 인해 이루어진 것임을 확인

하였다. 

4.2.4 MCPE2.5/DOX/CIS의 독소루비신과 시스플라틴 함량 

확인 

글루탐산 카르복시기와 독소루비신 아민과의 정전기적 상호작용, 

시스플라틴 백금과의 킬레이트화에 의해 두 약물을 동시에 담지 하

였다. MCPE2.5 고분자 수용액의 pH를 7.4로 맞춘 후 교반하며 고

분자 질량대비 20% 의 독소루비신 수용액을 드롭방식으로 떨어뜨

려주었다. 24시간 반응 후 동일한 용액에 글루탐산 카르복시기 대

비 2:1, 5:1 의 시스플라틴 수용액을 드롭방식으로 떨어뜨려주었으

며. 추가적으로 24시간을 반응시켜줌으로써 두 약물을 동시에 담지

한 MCPE2.5/DOX/CIS를 얻었다. 반응시켜 준 시스플라틴의 비율

에 따라 두 종류의 약물-고분자 복합체를 각각 MCPE2.5/DOX/ 

CIS(2:1), MCPE2.5/DOX/CIS(5:1)로 명명하였다.  

제조한 MCPE2.5/DOX/CIS의 독소루비신과 시스플라틴 함량은 

4.2.1과 4.2.2에서의 방법과 동일하게 계산하였으며 최종적인 결과

를 Table 5에 나타내었다. MCPE2.5/DOX/CIS(2:1)의 경우 독소
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Figure 13. FT-IR spectra of MCPE2.5, MCPE2.5/CIS.
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Feeding 

molar ratio 

of [COOH] 

: [CIS]

Resultant 

molar ratio 

of [COOH] 

: [CIS]

Mole of

Pt per 

complex 

(mmol/g)

DOX 

DLC / DLE 

(%)

MCPE2.5/

DOX
4.4 / 23

MCPE2.5/

CIS
2 : 1 70 : 1 0.034

MCPE2.5/

DOX/CIS 

(2:1)

2 : 1 47 : 1 0.047 8.7 / 47.6

MCPE2.5/

DOX/CIS 

(5:1)

5 : 1 95 : 1 0.025 11.6 / 65.6

Table 5. Calculation of resultant molar ratio of [COOH]:[CIS] 

and mole of Pt per drug-polymer complex (mmol/g) of 

MCPE2.5/DOX/CIS (2:1) and MCPE2.5/DOX/CIS (5:1). All 

numbers are determined by ICP-MS
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루비신의 DLC와 DLE는 각각 8.7%와 47.6%를 갖는 것을 확인하

였고, 시스플라틴은 약물-고분자 복합체 단위질량 당 0.047 mmol

의 백금 함량을 가지며 카르복시기 대비 47:1 의 몰 비로 반응한 

것을 확인하였다. MCPE2.5/DOX/CIS(5:1)의 경우 독소루비신의 

DLC와 DLE는 각각 11.6%와 65.6%이고, 시스플라틴은 단위질량 

당 0.025 mmol의 백금 함량을 가지며 카르복시기 대비 95:1 의 

몰 비로 반응한 것을 확인하였다. 결과를 보면, 두 가지 약물이 함

께 담지 되었을 때 (각각 8.7%, 11.6%) 독소루비신이 단독으로 담

지 된 경우 (4.4%)에 비해 더 높은 DLC를 보이는 것을 확인할 수 

있다. 이는 독소루비신이 먼저 정전기적 상호작용으로 담지 되고, 

후에 시스플라틴이 추가적으로 킬레이트화 되면서 가교 (crosslink)

를 형성하여 독소루비신이 빠져나가는 것을 막아주었기 때문으로 

예측 된다. 반면에 반응한 시스플라틴의 함량이 높아질수록 독소루

비신의 DLC는 감소하는 것을 확인할 수 있는데, 이는 반응할 수 있

는 고분자의 카르복시기의 수는 한정되어있기 때문이다. 최종적으

로, 시스플라틴의 가교는 독소루비신의 담지효율을 높이며, 독소루

비신의 초기의 급속한 방출을 막아줄 것으로 예상할 수 있다 [70].

4.3 MCPE2.5/DOX/HA, MCPE2.5/DOX/CIS/HA의 

특성분석

4.3.1 MCPE2.5/DOX/HA와 MCPE2.5/DOX/CIS/HA의 평균

입자 크기 및 표면전하

약물-고분자 복합체의 세포내부로의 전달 효율을 높이기 위해 양

전하의 MCPE2.5/DOX와 MCPE2.5/DOX/CIS를 음전하의 히알루론
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산과 섞어 입자를 제조하였으며, 수용액상에서 MCPE2.5/DOX/HA

와 MCPE2.5/DOX/CIS/HA 입자의 평균 입자 크기와 표면전하를 

측정하였다 (Figure 14). 시료는 독소루비신 농도 5 μg/mL을 기

준으로 그 때의 고분자 함량과 히알루론산의 무게비가 1이 되도록 

준비하였다. 먼저 크기를 살펴보면 MCPE2.5/DOX/HA의 경우 

465.3 ± 58.8 nm로, MCPE2.5/DOX/CIS(2:1)/HA와 MCPE2.5/ 

DOX/CIS(5:1)/HA의 경우 각각 243.5 ± 5.9 nm와 211.0 ± 

1.7 nm로 측정되었다. 양전하의 약물-고분자 복합체와 음전하의 

히알루론산의 정전기적 상호작용을 통해 나노입자를 형성하는 것을 

확인할 수 있었으며, 독소루비신만 담지 된 복합체에 비해 두 약물

이 모두 담지 된 복합체가 보다 조밀하고 안정적인 입자를 형성하

는 것을 알 수 있었다. 표면 전하는 MCPE2.5/DOX/HA의 경우 –

34.7 ± 1.0 mV로, MCPE2.5/DOX/CIS(2:1)/HA와 MCPE2.5/ 

DOX/CIS(5:1)/HA의 경우 각각 –23.0 ± 0.9 mV와 –25.6 ± 0.9 

mV로 측정되었다. 분자량이 큰 히알루론산과의 복합화로 인해 표면

전하가 음전하를 띠게 되는 것을 알 수 있다. 

4.3.2 MCPE2.5/DOX/HA와 MCPE2.5/DOX/CIS/HA의 독소

루비신 방출 평가

MCPE2.5/DOX/HA와 MCPE2.5/DOX/CIS/HA의 약물방출 거동은 

신체 온도인 37℃ 조건에서 정상 신체의 pH와 세포 내 이입 후 환

경인 엔도좀 내부의 pH를 각각 모방하여 pH 7.4와 5.0에서 24 시

간 동안 진행하였다. 실험 진행에 앞서 PBS 용액에 녹아 있는 독소

루비신의 농도별 형광 값을 측정하여 칼리브레이션 커브를 구하였
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Figure 14. Average sizes and zeta-potential values of 

MCPE2.5/DOX/HA and MCPE2.5/DOX/CIS/HA particles. 

(weight ratio of MCPE2.5 in drug-polymer complex /HA = 

1)
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고, 식은 y=468.58x-73.047 (R2=0.9985) 으로 계산되었다. 

실험 결과 대체적으로 초기에 빠르게 방출되다가 시간에 따라 서

서히 방출되는 경향을 보였다 (Figure 15). 먼저 pH 7.4에서의 결

과를 살펴보면, 독소루비신만 담지 된 MCPE2.5/DOX/HA가 누적 

방출량 16%로 가장 빠르게 방출되는 것을 확인할 수 있었으며, 시

스플라틴이 함께 담지 된 MCPE2.5/DOX/CIS(5:1)/HA와 

MCPE2.5/DOX/CIS(2:1)/HA가 9.5%와 8.2%로 뒤를 이었다. 이

와 같은 방출 속도의 차이는 시스플라틴의 가교 때문임을 추측할 

수 있다 [57]. 시스플라틴이 글루탐산의 카르복시기와 킬레이트화 

되면서 가교를 형성하여 독소루비신의 급속한 방출을 억제하기 때

문에 시스플라틴이 담지 되지 않은 경우 가장 빠른 방출 거동을 보

였으며, 시스플라틴이 담지 된 경우에도 담지 된 양이 많은 

MCPE2.5/DOX/CIS(2:1)/HA가 더 느린 방출 거동을 보임을 알 수 

있었다. pH 5에서는 모든 경우에서 pH 7.4에 비해 급격하게 방출

되는 것을 확인할 수 있었다. 이는 독소루비신의 아민의 양자화와 

염소 이온 양이 늘어남에 따른 시스플라틴의 방출 속도 증가에 의

한 것으로 예상된다. pH가 감소하면서 독소루비신의 아민이 양자화 

되어 용해도가 증가하여 더 빠른 방출이 일어난다 [71]. 또한, pH

를 낮추기 위해 사용한 HCl 용액으로 인해 PBS 용액 내의 염소 이

온 양이 증가하게 되고, 이에 따라 염소 이온에 의한 치환반응으로 

시스플라틴의 방출 속도가 증가하여 내부에 존재하는 독소루비신의 

방출 속도 또한 증가되었을 것이다 [72]. 이러한 특성은 나노입자

에 독소루비신과 시스플라틴이 담지 되어 전달될 때, 정상 신체 조

건에서는 시스플라틴이 독소루비신의 방출을 억제하다가 세포내로 

흡수되어 엔도좀 내부의 환경이 되면 약물의 방출을 촉진할 것이라 
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Figure 15. Doxorubicin release profile of MCPE2.5/DOX/HA, 

MCPE2.5/DOX/CIS(2:1)/HA, MCPE2.5/DOX/CIS(5:1)/HA at 

(A) pH 7.4 (B) pH 5.0.
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기대할 수 있다. 하지만 pH 7.4에서와 다르게 담지 된 시스플라틴

의 양이 많은 MCPE2.5/DOX/CIS(2:1)/HA가 MCPE2.5/DOX/CIS 

(5:1)/HA에 비해 빠른 방출거동을 보이며, 각각 16.8%, 11.0% 로 

더 많은 양의 독소루비신을 방출한 것을 확인할 수 있었다. 이는 글

루탐산 카르복시기의 양자화에 의한 용해도 변화 때문인 것으로 추

측된다. pH 5에서 방출 실험을 진행할 때 두 경우 모두 침전이 발

생한 것을 확인할 수 있었는데, 이는 카르복시기가 양자화 되면서 

소수성이 증가하여 응집반응을 일으켰기 때문이다. 담지 된 시스플

라틴의 양이 적을수록 양자화 가능한 카르복시기의 수가 증가하기 

때문에 MCPE2.5/DOX/CIS(5:1)/HA의 경우 더 많은 응집이 발생

해 방출이 제대로 이루어 지지 않았으며, 상대적으로 양자화 가능한 

카르복시기 수가 적은 MCPE2.5/DOX/CIS(2:1)/HA의 경우 많은 

양을 방출하였음을 알 수 있다. 반면에 양자화 가능한 카르복시기를 

가장 많이 가지고 있어 가장 많은 응집 반응이 발생할 것이라 예상

되는 MCPE2.5/DOX/HA의 경우 12.3%로 중간정도의 방출량을 보

였는데, 이는 MCPE2.5/DOX가 자체적인 수용성이 높기 때문이다. 

본 연구에서 진행한 약물 담지 실험에서 독소루비신이 담지 되고 

시스플라틴이 추가적으로 담지 될 때 침전이 발생하는 것을 확인할 

수 있었는데, 이를 통해 시스플라틴의 추가적인 담지가 전체적인 용

해도를 감소시키는 것을 알 수 있었다. 

또한 전체적으로 담지 된 독소루비신의 양에 비하여 누적 방출량

이 적은 것을 확인할 수 있는데 이는 여러 가지 요인에 의한 것으

로 예상된다. 첫째로, 실험 조건이 in vitro 에서의 자연확산에 의한 

방출이기 때문에 효소를 비롯한 생체 분자들의 자극이 적어 방출 

실험이 진행된 24 시간 내에서는 많은 양이 방출되기 어려웠을 것
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으로 보인다. 둘째로, MCPEI 자체의 독소루비신과의 높은 상호작

용 때문일 것으로 예상된다. 선행연구를 통해 MCPEI는 개질되지 

않은 MC (0.4%)에 비해 매우 높은 담지효율 (63.9%)을 보였는

데, 이는 아민기를 다량 함유하고 있는 PEI에 의해 독소루비신의 

담지가 유리하였기 때문이다. 따라서 MCPEI에 의한 상호작용으로 

인해 독소루비신의 방출이 느려진 것으로 예측가능하다 [73]. 마지

막으로, 실험에 사용한 투석막 표면에 독소루비신의 흡착이 발생하

는데 이로 인해 실제로 방출 된 양에 비해 더 낮은 방출량이 계산

되었을 가능성이 있다. 

4.4 MCPE2.5/DOX, MCPE2.5/DOX/CIS의 생물학

적 평가

4.4.1 MCPE의 세포 대사 활성 확인

MCPE1, 2.5, 5의 세포독성을 평가하기 위해 암세포주인 HeLa와 

A549, 그리고 비 암세포주인 C2C12에서 MTT 실험을 진행하였으

며, HA의 세포독성 평가를 위해 HeLa와 A549에서 MTT 실험을 

진행하였다. 대조군으로는 PEI25k를 사용하였고, 각각의 고분자는 

10, 20, 30, 40, 60, 80, 100 μg/mL의 농도로 준비하였으며, 고

분자를 처리했을 때의 상대적 세포 활성도 (relative cell viability, 

%)를 확인하였다 (Figure 16, 17).

PEI25k의 경우 모든 세포 주에서 농도가 높아질수록 세포 활성도

가 크게 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 고분자 농도 20 μg/mL

에서 약 20% 정도의 세포활성만을 나타내는 것을 확인할 수 있는

데, 이는 PEI25k의 높은 독성을 보여준다. MCPE 고분자의 경우 
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Figure 16. MTT results of PEI25k, MCPE1, MCPE2.5 and 

MCPE5 for C2C12 cells at various concentrations (10, 20, 

30, 40, 60, 80, 100 μg/mL)
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Figure 17. MTT results of PEI25k, MCPE1, MCPE2.5, 

MCPE5 and HA for (A) HeLa (B) A549 cells at various 

concentrations (10, 20, 30, 40, 60, 80, 100 μg/mL)
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PEI25k 보다 모든 세포 주에서 낮은 세포 독성을 가지는 것을 확

인 할 수 있었다. 특히 암세포주인 HeLa와 A549 세포에서는 모든 

농도 범위에서 100%에 가까운 세포 활성도를 나타내어 낮은 세포 

독성을 보임을 알 수 있었다. 비 암세포주인 C2C12에서는 

MCPE2.5와 MCPE1 고분자의 경우 농도가 증가함에 따라 약간의 

독성이 나타나는 것이 확인되었다. MCPE5 고분자에 비해 

MCPE2,5와 MCPE1에서 세포 독성이 나타나는 이유는 폴리에틸렌

이민의 아민 개수의 영향 때문일 것으로 추측된다. 글루탐산의 중합

은 폴리에틸렌이민의 일차아민에 의해 개시되는데, 반응하는 글루탐

산의 비율이 증가할수록 단위 질량 당 양자화 된 아민 개수가 적어

지기 때문에 글루탐산의 비율이 높을수록 낮은 세포 독성을 보이는 

것을 알 수 있다. HA의 경우에도 HeLa와 A549 모두에서 100% 

에 가까운 세포 활성도를 보여 독성을 거의 나타내지 않음을 알 수 

있었다. 

4.4.2 MCPE2.5/DOX/HA, MCPE2.5/DOX/CIS/HA의 암세

포 사멸능력 평가

히알루론산과의 복합화를 통해 제조한 MCPE2.5/DOX/HA, 

MCPE2.5/DOX/CIS/HA의 암세포 사멸능력을 확인하기 위해 MTT 

실험을 진행하였다. 대조군으로서 독소루비신만을 처리한 실험 군과 

히알루론산을 복합화 하지 않은 MCPE2.5/DOX와 MCPE2.5/DOX/ 

CIS를 사용하였다. 농도는 독소루비신을 기준으로 0.5, 1, 2, 5, 10 

μg/mL로 정량하여 준비하였다. HeLa와 A549 세포에서의 결과를 

살펴보면 (Figure 18), A549 세포에서의 MCPE2.5/DOX를 제외

하면 히알루론산과 복합화 하여 입자를 제조하였을 때, 더 높은 독
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Figure 18 . Evaluation on anticancer efficacy of HA coated 

MCPE2.5-drug complex, MCPE2.5-drug complex and free 

DOX, (A) HeLa (B) A549 cells at various concentration. 

(0.5, 1, 2, 5, 10 μg/mL)
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성을 나타내는 것을 알 수 있었다. 이는 히알루론산과의 복합화를 

통해 안정적으로 입자를 형성하여 세포 투과가 용이해졌을 뿐만 아

니라, 암세포에 과 발현되는 CD44 수용체 인식에 의해 유도되는 

내포작용으로 세포 내부로의 전달효율이 증가하였기 때문일 것으로 

예상하였다 [74, 75]. 실제로 HeLa 와 A549 세포에서 CD44가 

과 발현되어 히알루론산과의 상호작용을 통해 세포 내부로의 전달

효율이 높아졌다는 연구들이 보고되어있으며 [76, 77], 히알루론산 

복합체의 경우 음전하를 띠고 있음에도 불구하고 양전하의 

MCPE2.5/DOX와 MCPE2.5/DOX/CIS에 비해 높은 세포독성을 보

이는 것을 통해 CD44에 의해 유도되는 내포작용에 의한 영향인 것

임을 추측할 수 있다. 하지만 A549 세포에서 MCPE2.5/DOX의 경

우 히알루론산과 복합화 하지 않았을 때 더 높은 독성을 나타냈다. 

이는 4.3.1에서 DLS를 이용한 입자 형성 실험에서 알 수 있듯이 

MCPE2.5/DOX의 경우 MCPE2.5/DOX/CIS에 비해 안정적으로 입

자를 형성하지 못했기 때문에 세포 내부로의 투과 효율이 떨어졌을 

것으로 예측된다. 

추가적으로 두 약물의 상승효과를 확인하기 위해 시스플라틴만 담

지 된 MCPE2.5/CIS/HA 입자의 MTT 실험을 진행하였다. 독소루

비신의 농도 별로 MCPE2.5/DOX/CIS(2:1)/HA와 MCPE2.5/DOX/ 

CIS(5:1)/HA에 포함된 시스플라틴의 양과 동일하게 정량하여 준비

하였으며, 결과를 Figure 19, 20에 나타내었다. 먼저 HeLa 세포에

서 MCPE2.5/DOX/CIS(2:1)/HA의 결과를 살펴보면,  독소루비신 

농도별로 MCPE2.5/DOX/HA는 약간의 독성을 나타내었지만 

MCPE2.5/CIS/HA의 경우 거의 독성을 나타내지 않았고, 

MCPE2.5/DOX/CIS(2:1)/HA의 경우 가장 높은 독성을 나타내는 
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Figure 19. Synergistic effect of (A) MCPE2.5/DOX/CIS(2:1)/ 

HA (B) MCPE2.5/DOX/CIS(5:1)/HA for HeLa cell at various 

concentration. (0.5, 1, 2, 5, 10 μg/mL)
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Figure 20. Synergistic effect of (A) MCPE2.5/DOX/CIS(2:1)/ 

HA (B) MCPE2.5/DOX/CIS(5:1)/HA for A549 cell at various 

concentration. (0.5, 1, 2, 5, 10 μg/mL)
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것을 알 수 있었다. 2~10 μg/mL의 농도 범위에서 이러한 경향이 

크게 나타났으며, 특히 10 μg/mL 농도에서는 MCPE2.5/DOX/HA

를 처리하였을 때 98%의 세포 활성도를, MCPE2.5/CIS/HA를 처

리하였을 때 100%에 가까운 세포 활성도를 보였지만 MCPE2.5/ 

DOX/CIS(2:1)/HA를 처리하였을 때는 86% 까지 세포 활성도가 

감소함을 확인할 수 있었다. 이와 같은 결과는 MCPE2.5/DOX/ 

CIS(5:1)/HA에서도 확인할 수 있었다. 10 μg/mL 농도에서 

MCPE2.5/DOX/HA를 처리하였을 때 98%의 세포 활성도를, 

MCPE2.5/CIS/HA를 처리하였을 때 100%에 가까운 세포 활성도를 

보였지만 MCPE2.5/DOX/CIS(5:1)/HA를 처리하였을 때는 87% 

까지 세포 활성도가 감소한 것을 알 수 있었다. 또한, A549 세포에

서도 마찬가지의 결과를 확인할 수 있었는데,  MCPE2.5/DOX/ 

CIS(2:1)/HA의 경우 10 μg/mL 농도에서 86% 정도의 세포 활성

도를 보였지만, MCPE2.5/DOX/HA의 경우 93%, MCPE2.5/ 

CIS/HA의 경우 100%의 세포 활성도를 보였다. MCPE2.5/ 

DOX/CIS(5:1)/HA에서도 10 μg/mL 농도에서 84% 정도의 세포 

활성도를 보였지만, MCPE2.5/DOX/HA는 93%, MCPE2.5/CIS/ 

HA는 100%가 넘는 세포 활성도를 보였다. 이러한 결과를 통해 동

일한 양의 약물이 각각 담지 된 전달체를 처리하여 얻을 수 있는 

효과의 합 보다 두 종류의 약물이 동시에 담지 된 전달체를 처리하

여 얻을 수 있는 효과가 2~3배가량 높은 것을 확인할 수 있었고, 

이는 두 약물의 상승효과에 의한 것으로 판단할 수 있다. 뿐만 아니

라 실험에 사용된 시스플라틴의 농도는 MCPE2.5/DOX/CIS(2:1)/ 

HA에서 0.06, 0.13, 0.25, 0.63, 1.26 μg/mL, MCPE2.5/DOX/ 

CIS(5:1)/HA에서 0.03, 0.05, 0.10, 0.26, 0.52 μg/mL로 굉장히 
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소량임에도 불구하고 상승효과를 나타냄을 확인할 수 있었는데, 이

는 유사한 비율로 약물이 담지 된 다른 연구들을 통해 소량의 약물

이 추가되어도 약물의 상승효과가 발생함을 알 수 있었다 [57, 70 

]. 

또한 MCPE2.5/DOX/CIS(5:1)/HA의 경우 10 μg/mL 농도에서

는 대조군인 독소루비신과 유사한 독성을 보이는 것을 알 수 있었

다. In vitro 상에서는 유사한 독성을 보였지만 in vivo 상으로의 적

용을 고려해보았을 때, 독소루비신의 경우 체내 전반에 걸쳐 분산되

기 때문에 정상 조직에 부작용을 일으킬 우려가 있고, 순환시스템에

서 빠르게 제거 될 가능성이 있다. 하지만 제조된 입자의 경우 약 

200 nm의 크기를 가져 세망내피계 (reticuloendothelial system, 

RES)에 의한 제거를 피할 수 있으며, EPR (Enhanced 

permeability retention) 효과에 의해 암 조직으로의 축적을 높여 

치료효과가 더욱 더 증진될 것이라 예상된다 [78]. 
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제 5 장 결론

지금까지 메틸셀룰로오스 유도체 주 사슬에 글루탐산이 도입된 약

물전달체 MCPE의 합성 및 약물 동시전달시스템으로서의 특성을 

확인하였다. 메틸셀룰로오스를 산화시켜 분자량 2000 Da의 폴리에

틸렌이민을 접합 시킨 후 폴리에틸렌이민의 일차아민을 개시제로 

하여 개환중합을 통해 폴리글루탐산을 도입하였다. 합성 후, 합성된 

고분자의 물리화학적 특성을 확인한 후 약물담지실험 및 세포실험

을 진행하였다.

1H NMR 결과 글루코오스 단위체 9.6개 당 한 분자의 폴리에틸렌

이민이 접합 된 MCPEI2k에 각각 5.3, 13.2, 44개의 글루탐산이 

도입된 것을 확인하였고, 이를 반응시킨 글루탐산 당량에 따라 

MCPE1, 2.5, 5로 명명하였다. FT-IR 결과 메틸셀룰로오스의 산

화와 폴리에틸렌 이민과의 연결 으로 생성된 아민 결합, 글루탐산과

의 아미드 결합이 성공적으로 형성된 것을 확인하였다. SEC를 통해 

상대분자량을 측정하였으며, 글루탐산의 비율이 증가할수록 분자량

이 증가하는 경향을 확인하였다. 또한 산-염기 적정실험을 통해 각

각의 고분자가 19.43, 20.21, 20.47%의 완충용량을 가짐을 확인하

였다. 이 중 약물이 담지 된 후에도 가장 안정적인 구조를 유지하는 

MCPE2.5 고분자를 중심으로 실험을 진행하였다. 

글루탐산 카르복시기와의 정전기적 상호작용과 금속이온과의 킬레

이트화를 통해 독소루비신과 시스플라틴을 담지 하였다. 독소루비신

만을 담지 하였을 때, DLC 와 DLE 는 4.4%와 23%로 확인되었으

며, 두 약물을 모두 담지 하였을 때는 독소루비신 DLC와 DLE는 
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각각 8.7, 47.6%와 11.6, 65.6%, 시스플라틴은 복합체 단위 질량 

당 (g) 0.047, 0.025 mmol의 백금이 반응한 것을 확인하였다. 시

스플라틴이 추가로 담지 되었을 때, 가교 형성을 통해 독소루비신이 

빠져나오는 것을 막아주어 담지 효율을 높여준 것으로 예상할 수 

있었다. 복합체의 세포 내부로의 전달효율을 높이기 위해 히알루론

산과 복합화를 통해 입자를 제조하였으며, 두 약물이 동시에 담지 

된 복합체의 경우 안정적으로 입자를 형성하는 것을 확인하였다. 약

물 방출 거동을 확인한 결과 두 약물이 모두 담지 된 전달체의 경

우 시스플라틴의 가교에 의해 독소루비신의 방출이 억제되는 것을 

확인할 수 있었으며 낮은 pH에서 방출량이 증가하는 것을 확인하였

다. 

이어서 진행된 세포독성실험에서는 MCPE 고분자와 HA 모두 전

체 농도범위에서 80% 이상의 생존율을 보여 독성을 거의 나타내지 

않음을 확인하였다. 마지막으로 HA와 복합화 하여 제조한 입자의 

암세포사멸능력을 확인하기 위해 MTT 실험을 진행하였다. HA와 

복합 화하여 입자를 제조했을 때, 그렇지 않은 경우에 비해 높은 암

세포 사멸효과를 나타내는 것을 확인하였으며 독소루비신 단독으로 

담지 된 입자에 비해 두 약물이 모두 담지 되었을 때 약물의 상승

효과에 의해 더 높은 독성을 보이는 것을 확인하였다. 

본 연구에서 진행한 실험 결과들을 토대로 MCPE2.5 약물담지체

와 HA의 복합화를 통해 제조한 입자가 암세포를 표적으로 하는 약

물동시전달시스템으로서 가능성을 가짐을 확인하였다. 
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Abstract

Synthesis and Characterization

of Methyl Cellulose 

Derivatives Based Carrier for 

Doxorubicin and Cisplatin 

Co-delivery

Min Kyoung Lee

Department of Biosystems & Biomaterials Science and 

Engineering

The graduate School

Seoul National University

In this study, methyl cellulose derivatives, as a backbone 

polymer, was conjugated with glutamic acids for doxorubicin 

and cisplatin delivery. After polyethyleneimine (PEI, 2000 

Da) conjugation with oxidized methyl cellulose, poly(glutamic 
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acid) (E) was further introduced to primary amine groups in 

PEI by ring-opening polymerization. In this way, methyl 

cellulose-polyethyleneimine-poly(glutamic acid) copolymer 

(MCPE) was synthesized and its chemical structure was 

confirmed by 1H NMR, FT-IR and SEC. The calculated 

conjugation ratio of PEI was one per 9.6 of MC glucose unit, 

and E was 5.3, 13.2, 44 per 1 MCPEI2k unit, respectively. 

Hence, MCPE polymers were named as MCPE1, MCPE2.5 

and  MCPE5 based on the feeding ratio of E. The DLC and 

DLE of a complex containing only doxorubicin were 

calculated as 4.4% and 23% respectively. When the cisplatin 

was added, DLC and DLE of doxorubicin were 8.7%, 47.6% 

and 11.6%, 65.6% respectively. For the cisplatin, 0.047 and 

0.025 mmol of platinum were contained per drug-polymer 

complex unit mass (g). After the chelation of cisplatin, it 

was confirmed that the formation of crosslink increased the 

efficiency of the doxorubicin encapsulation by preventing it 

from escaping. Nanoparticles were manufactured by mixing 

with hyaluronic acid (HA) to increase the uptake efficiency 

of the complex into cells. The nanoparticles could form about 

200 nm sized stable structure. MTT results showed that 

MCPE polymers and HA have lower cytotoxicity than PEI25k 

in almost cell lines. Finally, anticancer activity of 

MCPE2.5/DOX/HA, MCPE2.5/DOX/CIS/HA were verified by 

MTT test with various doxorubicin concentration. It was 
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found that MCPE2.5/DOX/CIS/HA has higher anticancer 

activity than MCPE2.5/DOX/HA due to synergistic effect of 

doxorubicin and cisplatin. These results show that MCPE2.5 

has a potential for drug delivery systems which can be 

applied to combination cancer therapy. 

Keywords : Drug delivery systems, Methyl cellulose, 

Poly(glutamic acid), doxorubicin, cisplatin
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